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ABSTRAK

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui konsentrasi letal 50 (LCso) dan
profil DNA udang windu Penaeus monodon yang tahan dan rentan terhadap serangan
bakteri Vibrio alginolyticus dengan menggunakan teknik PCR-RAPD. Udang windu
yang digunakan berukuran 10-15 gr yang berasal dari Takalar. Penelitian ini terdiri
atas dua tahap yaitu tahap mencari LCso dan tahap mengetahui profil DNA udang
windu yang tahan dan rentan terhadap serangan bakteri Vibrio alginolyticus. Parameter
yang diamati meliputi ekstraksi dan pengukuran konsentrasi DNA genom dengan
menggunakan Kit (Puregene, Minneapolis, USA); analisa PCR-RAPD yang
menggunakan 16 jenis primer yang terdiri atas enam primer (RAPD 1-6) merupakan
primer Kit RAPD (RAPD Analysis Primers Sets, Amersham Pharmacia Biotech, Cat.
no.: 27-9501-01), primer OPA-14, primer-A, -B, -C, dan -D, YNZ 22, UBC-122, -158,
-456, dan -457; elektroforesis dan sebagai data penunjang dilakukan pengukuran
kualitas air. i

Dari hasil penelitian diperoleh nilai LCs adalah 10**” Cfu/ml yang selanjutnya
diperoleh udang yang tahan dan rentan terhadap bakteri V. Alginolyticus. Hasil
konsentrasi DNA yang diperoleh yaitu terendah 448 pg/ml dan yang tertinggi 3320
pg/ml. Adapun nilai kemumnian yang diperoleh cukup tinggi yaitu berkisar 86 — 95 %,
Dari 16 primer yang dicobakan hanya 6 primer yang menghaslkan pola pita yaitu
primer OPA-14, YNZ 22, UBC-122, -158, -456, dan -457, akan tetapi yang yang
menghasilkan pita yang paling banyak dan jelas adalah primer UBC-122. Dari pola pita
tersebut dihasilkan jumlah rata-rata pita DNA produk PCR dari udang yang tahan (6,4
buzh fragmen) lebih besar daripada udang yang mati (4,9 buah fragmen). Sedangkan
persentase kelompok udang hidup yang memiliki fragmen DNA dengan panjang antara
1,5 dan 2 kb yaitu 57% (4 sampel) lebih banyak daripada kelompok udang yang mati
ada satu sampel (14%). Kelompok udang hidup yang memiliki pita DNA tersebut
adalah pada kolom no. 1, 5, 6, dan no.7, sementara dari kelompok udang yang rentan
adalah kolom no. 11. Secara umum pola pita DNA udang yang tahan memiliki
fragmen DNA kandidat penanda yaitu 0,3; 0,4; 0,6; 08, 1,2; dan2,0 kb. Keti
ekor udang windu sisanya (kolom no. 2, 3, dan 4) dar kelompok udané wiﬂdu mhﬁ
juga memiliki pola pita DNA sama dengan ukuran panjang fragmen yang terdiri dari
0,2:03; 04; 05; 0,6;'0,8; 1,2 dan 1,5 kb. Adapun pola pita DNA udang yang rentan
umumnya mempunyai ukuran fragmen 0,3; 0,4; 0.6; 0,8 dan 12 kb. Dengan
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Penyakit yang banyak ditemukan di tambak adalah vibriosis (penyakit yang
disebab}can o!eh bakter_l Vibrio). Selain ity penyakit ini juga banyak menyerang udang
di panti-panti pembenihan (hatchery). Vibrio alginolitycus umumnya ditemukan di
tambak-tambak dan V. harveyi merupakan penyebab utama kematian udang di panti
pembenihan. - Selain vibriosis, penyakit virus juga merupakan salah satu penyebab
kerugian bagi usaha budidaya udang di Indonesia bahkan hingga saat ini penyakit virus
khususnya penyakit virus bintik putih yang disebabkan oleh White Spot Syndrome
Virus (WSSV) merupakan salah satu penyebab utama kematian udang windu di
tambak-tambak di Indonesia. Oleh karena itu pencegahan dan perluasan penyakit,
khususnya yang disebabkan oleh bakteri pathogen perlu dilakukan secara dini dan
membutuhkan penanganan yang tepat. _ .

Upaya pencegahan dapat dilakukan dengan cara pemberian vaksin (Tizard,
1988; Anderson, 1974; Ellis, 1988, Witteveldt ef al., 2004), disamping itu penggunaan
- imunostimulan dan probiotik dapat dijadikan alternatif sebagai upaya perlindungan
terhadap serangan penyakit (Robertson ef al., 1990; Anderson,' 1992, Eﬂ’e_ndy et al,
2004, Zar et al., 2006). Selain itu, cara lain yang dgpat dlte_mpuh yaitu dengan
melakukan perbandingan mutu genetik udang melalui seleksi maupun rekayasa
genetika.  Salah satu hal yang dapat dilakukan untuk mepmpexmudaq dalam
pengambilan kebijaksanaan untuk menentukan mctodp pengendalian penyakit udm.xg_‘
windu yang lebih cepat dan akurat adalal_l mel.alul' pegelpsuran model tranmmlm
penyakit pada budidaya udang windu melalui teknik sidik jari DNA (S'ulaell;l;]lz etal,
2003). Metode rekayasa genetik yang lain dapat dilakukan melalui Kloning % tu(lfe'ltg
ik mendapatkan strain udang yang tahan terhadap serangan penyakit. Untuk §
dibutuhlkan penelitian ditingkat molekuler dan sebagai langkah awal lt:rrhad:n
Pengetahuan tentang profil dan ekspresi gen udang yang tahan dan rentan p

Serangan bakteri pathogen.
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Sampai saat ini belum ada penelitian mengenai gambaran profil l()):*g;t udang
windu yang tahan dan rentan terhadap serangan bakten Kalﬂm@ﬂ?‘: eﬁ: arim
itu, penelitian ini yang mencakup penelitian bidang imunologi gDe:' A atau
imunogenetik memiliki tujuan yaitu untuk melihat profil (polimorfisme) udang
windu (Penaeus monodon) yang tahan dan rentan terhadap semngand.onl.c;g?
V.alginolyticus, Dengan demikian, akan didapatkan marker yang dapat lga:[ -
gambaran marker udang windu yang tahan terhadap serangan V.algquicus. ‘r;l'& i
marker tersebut petani dapat dengan mudah menentukan udang windu yang dr']is
dipelihara untuk menghasilkan benih yang akan dibudidayakan dan dapat pula
digunakan dalam program produksi udang windu unggul.

METODE PENELITIAN

Udang yang digunakan adalah udang windu (Penaeus monodon) yang diperoleh
dari Balai Riset Budidaya Air Payau Talakar (Sul-Sel). Udang windu dengan ukuran
10-15 gr terlebih dahulu diadaptasudang selama satu bulan. Bakter1 yang fllglmakan
untuk uji tantang dalam penelitian ini adalah bekteri Vibrio alginolyticus yans
diperoleh dari Balai Riset Air Payau Takalar. .

Penelitian ini terdiri dari dua tahap yaitu tahap mencari lethal konsentrasi 50%
(LCso) dan tahap analisis panjang fragmen DNA. Tahap pertama terdiri dan tiga uji
yaitu uji pendahuluan yang terdiri atas konsentrasi bakteri untuk wji tantang
102,10%.10* 10° dan 10° CFU/mL secara perendaman; uji konsentrasi letal yang terdir

" dari 10°.10° dan 10° CFU/mL dan uji LCso. Parameter yang diamati meliputi ekstraksi

dan pengukuran konsentrasi DNA, analisis PCR-RAPD (Tingey et al., 1992 dan
Hartana, 2004), elektroforesis dan sebagai data penunjang diukur analisis kualitas air.
Ekstraksi DNA dilakukan menggunakan Kit (Puregene, Minneapolis, USA).
Konsentrasi DNA diukur menggunakan mesin kuantifikasi DNA/RNA. Untuk metode
PCR-RAPD tahap awal menggunakan 16 jenis primer yang terdiri atas enam kit RAPD
(RAPD Analysis Primers Sets, Amersham Pharmacia Biotech, Cat. no.: 27-9501-01).
dan sisanya adalah primer OPA-14, primer-A, -B, -C, dan -D, YNZ 22, UBC-122. -
158, -456, dan -457. Tahap selanjutnya dipilih salah satu primer yang menghasilkan
pita DNA dengan panjang bervariasi dan jelas terlihat.  Amplifikasi PCR dilakukau
dengan volume reaksi 15 pl yang mengandung 1x Ex Tag Buffer, 200pM dNTP mix,
Ex Taq polymerase (Takara Bio, Shiga, Japan) 0,125U, 1 pl DNA, dan 1,5 pl primer
Program PCR memiliki 40 siklus dengan denaturasi selama 30 detik pada suhu 94°C,
annealing selama 30 detik pada suhu 30°C, dan ekstensi pada suhu 72°C selama 2
menit. Sebanyak 5 pl reaksi dielektroforesis menggunakan gel agarose 0,7%, DNA
divisualisasi dengan etidium bromida yang disinari dengan UV. Pemotongan fragment
DNA tersebut dielektroforesis menggunakan gel agarose 1,5%, dan divisualisasi
dengan etidium bromida yang disinari dengan lampu UV. Hasil gandaan DNA
dianalisis dari elektroferogram hasil PCR.

Perhitungan penentuan dosis letal (LCs)) menggunakan analisis probit
berdasarkan Bushine-Nash (Koestoni,1985). Untuk analisis profil DNA dilakukan
dengan menjumlahkan pita DNA hasil amplifikasi PCR lalu dirata-ratakan dengan
semua sampel dari masing-masing kelompok udang yang hidup (T) dan yang rentan
(M) setelah uji tantang dengan bakteri V.alginolyticus. Perbedaan jumlah rataan dan
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', dan 10" GV Deri it pendabubua in didaptkan tign konsents
yalginolyticus yang menyebabkan kematian yaitu 10° 10ga dan 10° CFU/mL.
gelanjutnya dari hasil uji ke tiga konsentras diperoleh data ’pada tabel di bawah ini.

Tabel 1. Rata-rata dan Respons Kumulatif Udang Windu

Rentan ( Mati) Setelah Uji tantang T
W% "ilzkteri Respons Kumulaif  Ratio % Kematian
(CFU/mL) Mati Hidup Mati Hidup
e 10: 3 3 6 3 6/9 66,67
104 2 4 3 7 310 30,0
. 10 1 3 1 12 1/13 7,69

Hasil analisis probit dari data tersebut diperoleh nilai LCs, adalah 10°%
CFU/mL yang selanjutnya dilakukan uji tantang pada udang windu sejumlah 20 ekor
dengan jumlah udang windu yang mati 11 dan hidup sebanyak 9 ekor .

Berdasarkan hasil yang diperoleh, maka dianalisis profil DNA udang yang
tahan (hidup) dan yang rentan (mati) masing-masing sebanyak 7 ekor.

Panjang Fragmen DNA
Hasil ekstraksi DNA udang windu yang tahan (hidup) dan yang rentan (mati)

setelah uji tantang, masing-masing 7 ekor, ditunjukkan pada Gambar 1.

M1 2 34567 M8 91011121314

Gambar 1. Elektroforesis DNA yang diekstraksi dari organ haemolymph ucang
windu yang tahan (no. 1-7) dan yang rentan (no. 8-14) setelah diuji
tantang dengan bakteri V.alginolyticus. M: penanda dengan panjang
DNA ditunjukkan di sebelah kiri gambar dalam unit kilobase (kb).
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Visualisasi DNA pada gel agarose memperlihatkan memperlihatkan bahwa
bentuk dan ukuran DNA t!c))at:l pf:n u&‘::; yang tahan (kolom 1-7) dan rentan (kolom
8-14) hampir sama yaitu lebih dari 10 kb yang menunjukkan bahwa pada semua
perlakuan kemurniannya tidak jauh berbeda yaitu berkisar 86-95% (Tabel 2).
Konsentrasi DNA hasil ekstraksi disamakan menjadi 488 pg/ml sebagai cetakan dalam
proses PCR.

Hasil konsentrasi DNA yang diperoleh yaitu terendah 448 pg/ml. dan yang
tertinggi 3320 pg/ml. Adapun nilai kemurnian yang diperoleh cukup tingei yaitu
berkisar 86-95%. Hal ini menandakan bahwa DNA yang diekstrak dalam kondisi utub.
Kemumian DNA dan keutuhannya sangat berpengaruh tethC!ap kebcrl_umlan
amplifikasi PCR khususnya PCR-RAPD. Apabila DNA cetakan tidak murni akan
mengganggu penempelan primer pada situsnya dan akan menghambat aktivitas enzim
polimerass DNA (DNA polymerase). DNA cetakan yang banyak mengalami
fragmentasi dapat menghilangkan situs penempelan primer (Runtunuwu e/ al., 2004).

Pada tahap awal, sampel DNA udang windu yang tahan (hidup) dan rentan
(mati) diuji dengan menggunakan 16 jenis primer yang terdiri dari enam primer

(RAPD 1-6) merupakan primer kit RAPD (RAPD Analysis Primers Sets, Amersham
Pharmacia Biotech, Cat. no.: 27-9501-01), selebihnya menggunakan primer OPA-14,
primer-A, -B, -C, dan -D, YNZ 22, UBC-122, -158, -456, dan -457 untuk mengetahui
jenis primer yang menghasilkan jumlah pita DNA yang banyak dan jelas terlihat
(Gambar 2). Seperti ditunjukkan pada Gambar 2 bahwa tidak semua primer terscbut
(kolom 1-6; 8-11) dapat melekat atau annealing ke DNA genom schingga tidak semua
proses PCR menghasilkan pita DNA. Hal ini dapat discbabkan karena antara primer-
primer tersebut dengan DNA cetakan (femplate DNA) tidak terdapat kesamaan urutan
basa diantara keduanya, karena apabila terdapat kesamaan urutan basa diantara ke
duanya maka primer akan menempel pada ke dua utas DNA cetakan di dua situs (sires)
yang berbeda. Kalau ke dua situs penempelan primer berada dalam jarak yang dapat
diamplifikasi maka akan diperoleh produk PCR berupa pita DNA (Tingey et a/ , 1992;
Sambrook er al., 1989). Didukung olech pemyataan Tingey er al. (1992) bahwa
keberhasilan suatu primer mengamplifikasi DNA cetakan ditentukan oleh ada tidaknya
homologi sckuens nukleotida primer dengan DNA cetakan.  Selain itu, pada sumur
yang memiliki pita DNA yang jelas terlihat (kolom no. 7, 12-16) menunjukkan pola
yang bervariasi antar primer, mengindikasikan spesifisitas sckuens DNA tempal
masing-masing primer terscbut melekat.  Adapun sckuen daripada primer-primer
tesebut dapat dilihat pada Tabel 3. Pada proses PCR selanjutnya untuk semua sampel
digunakan primer UBC-122 karena primer inilah yang menghasilkan pola pita yang
sangat jelas dan paling banyak yaitu 8 pita DNA yang terang dengan ukuran 0,15; 0,25
04;0,45;0,5;08; 1,2 dan 1,5 kb (kolom no. 13 pada Gambar 2),
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tahan (T) dan rentan (M) setelah diuji tanﬁgh :geﬁlgzn]y'g;’l?t:r? a;glzl::l;l{'au.;g
W [DNA] hasil [DNA] hasil Rasio  Kemrnian
gample __pengukuran ekstraksi (pg/mi)* (%)
T 21,7 868 1,823 91
o 184 736 1,733 86
o 122 488 1,904 95
T4 336 1344 1,868 93
TS 78,0 3120 1818 %0
T6 72 3088 1,734 86
7 83,0 3320 1,825 91
M 444 1776 1,830 9
A2 26,4 1056 1,788 89
N3 51,6 2064 1,818 %0
M4 359 1436 1,830 9
MS 63,1 2524 1,725 86
M6 55,7 2228 1,792 89
- 62,0 2480 1,835 9l

*) Konsentrasi DNA hasil ekstraksi dihitung dengan mengalikan konsentrasi DNA
hasil pengukuran dengan faktor pengenceran, yaitu 40.

Gambar 7,

1 2 345678 910111213141516 M
T i e e

Elektroforesis DNA produk PCR-RAPD dengan primer be_rbeda, 16
jenis primer (no. 1-16), menggunakan DITI.A sampel udang windu yang
tahan (hidup) dan rentan (mati) setelah uji tantang. M: penanda dengap
panjang fragmen DNA ditunjukkan di sebelah kanan gambar dalam unit
kilobase (kb).
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akan primer UBC-122 untuk semua

Hasil elektroforesis produk PCR mengguna \ IK 5€
sampel ditunjukkan pada Gambar 3, sedangkan jumlah pita DNA yang dihasilkan
masing-masing sample dapat dilihat pada Tabel 4.

Gambar 3.

14

M1 2345667 g 910111213

-

b

Elektroforesis DNA produk PCR-RAPD udang windu yang tahan/hidup
(no. 1-7) dan yang rentan/mati (no. 8-14) setelah diuji tantang dengan
bakteri V.alginolyticus. Proses PCR menggunakan primer UBC-122.
M: penanda dengan panjang fragmen DNA ditunjukkan di sebelah kiri
gambar dalam unit kilobase (kb).

Tabel 3. Sekuens DNA Primer yang menghasilkan Pola Pita DNA

Jenis Sekuens DNA Sumber Pustaka Jumlah Letak
Primer Dpita yang pada
dihasilkan  kolom
OPA-14 TCTGTGCTGG Khetpu et al. 4 7
(2005)
YNZ-22 CTC TGG GTG TCG 4 12
TGC
UBC-122 GTA GACGAGC Khetpu ef al. 8 13
' (2005)
UBC-158 TAGCCG TGGC Khetpu et al. 5 14
(2005)
UBC-456 GCG GAG GTCC 5 15
UBC-457 CGACGCCCTG Diaz et al. (2007) 6 16
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Tabel 4, Jumlah dan Rﬂtﬂ"mta Plta DNA Udaﬂg Windu yang tﬂh&n (T) dan Rentan

M)
mmple Jumilah pitg DNA

Kode Sq
W n (1) Udang fe nﬁ:f:m Jumlah Pita DNA
Tl 5 Ml
T2 7 M2 4
T3 7 M3 :
T4 8 N “
TS 6 M5 :
T6 6 Mé :
T7 6 M7 ¢
Jumlah 45 33
Rata-rata 64 49 |
-
Pola pita DNA produk PCR pada ud
um berbeda dengan yang rentan (&aﬁ)ﬂ&ah s y A
: g windu yang hidup 6,4 buah fragmen lebih besar
ada udang yang mati 4.9 bush frapmen i
mg reptigim . gm (Tabel 4). Selain tu, persentase kelompok

57% (4 sampel) lebih banyak daripad
14%). Kelompok udang hidup yang memiliki pita DNA tersebut adalah
510. 1, 5, 6 dan no.7, sementara dari k : : e

. elompok udang yang mati adalah kolom no. 11.
Dengan demilqan, fragmen DNA tersebut berpeluang besar menjadi salah saty penanda
(marker) bagi udang windu macan resisten terhadap bakteri V.alginolyticus.

Selanjutnya, secara umum pola pita DNA udang yang memiliki fragmen DNA kandidat
penanda tersebut adalah sama dengan ukuran panjang fragmen yaitu 0,3; 0,4; 0,6; 0,8;
12; dan 2,0 kb. Ketiga ekor udang sisanya (kolom no. 2-4) dari kelompok udang
hidup juga memiliki pola pita DNA sama dengan ukuran panjang fragmen yang terdiri
dari 0,2: 0,3; 0.4; 0,5; 0,6; 0,8; 1,2 dan 1,5 kb. Hal ini mungkin bisa pula menjadi
pembeda antara udang windu macan yang resisten terhadap bakteri V.alginolyticus
dengan udang yang rentan, meskipun terdapat 1

kor dari kelompok udang yang rentan
tersebut memiliki pola yang sama dengan udang yang resisten. Adapun pola pita DNA
udang yang rentan umumnya mempunyai ukuran fragmen 0,3; 0,4; 0.6; 08 dan 12
kb.

Kualitas Air

Rataan kualitas air yang diperoleh selama penelitian tertera pada Tabel 5.
Secara umum kualitas air yang diperoleh masih berada dalam kisaran yang bisa
ditolerir oleh udang windu. Disamping itu, adanya filterisasi pada setiap penggantian |
air sehingga air yang digunakan bebas dari hama dan bakteri pathogen khususnyg
V.alginolyticus sehingga dapat diyakini bahwa udang windu yang rentan (mati) murni
disebabkan oleh hasil uji tantang bakteri V.alginolyticus.

Menurut Subyakto (2003), kisaran kualitas air yang ]%yak un_tu!& kelangsungan
hidup dan pertumbuhan udang windu seperti suhu 28-32 C.’ .salmltas 28-35 ppt,
amoniak < 0,01 ppm dan oksigen terlarut >3 ppm. Dengan demikian beﬂmkm hasil
Pengukuran kualitas air, kisaran yang didapat masih layak untuk sintasan dan
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pertumbuhan udang windu seperti suhu 28°C, salinitas 31 ppt, amoniak 0 ppm dan
oksigen terlarut antara 3,06-3,07 ppm dan pH 7-8.

Tabel 5. Rataan Kualitas Air Udang Windu Selama Penelitian

Konsentrasi Parameter (Satuan)

bakteri  Suhu(’C) Salinitas (700) NHs;(ppm) DO (ppm) pH
(CFU/ml)

Kontrol (A) 28 31 0 306 7
10* 28 31 0 3,075 a8
10° 28 31 0 307 8
10° 28 31 0 307 8
KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan beberapa hal diantaranya
konsentrasi bakteri V.alginolyticus yang mematikan sebanyak 50 % (LCso) udang
windu macan adalah 10>*” CFU/mL. Pola pita DNA produk amplifikasi PCR dengan
metode RAPD antara udang yang tahan dan yang rentan setelah uji tantang adalah
berbeda. Jumlah rata-rata pita DNA hasil amplifikasi PCR untuk udang yang tahan 6.4
buah fragmen lebih tinggi dibandingkan pada udang yang rentan 4,9 buah fragmen.
Sebanyak 57% dari udang yang hidup memiliki pita DNA khas dengan panjang antara
1,5 dan 2 kb, dan pita DNA tersebut berpotensi menjadi marker udang windu resisten

bakteri patogen. Kualitas air dalam kisaran layak untuk kelangsungan hidup udang
windu.
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