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RINGKASAN DAN SUMMARY 

Tujuan jangka panjang dari penelitian ini adalah mendukung kebijakan 

pemerintah untuk mengurangi import dan meningkatkan eksport non migas dengan 

menampilkan udang putih (Penaeus vanname; ) pada pemeliharaan tambak di Jawa 

yang tahan terhadap penyakit sehingga bisa direkomendasikan menjadi bibit unggul 

dengan kualitas yang tidak kalah dengan produk import. Target khusus yang ingin 

dicapai adalah menganalisis karakteristik genetic dari DNA mitokondria melalui 

metode PCR-RFLP (polymorphism Chain Reaction-Restriction Fragment Length 

Polimorphism) dan menganalisis seqeunce DNA mitokondria udang putih (Penaeus 

vannamel) tahan penyakit pada pemeliharaan di lingkungan dengan tingkat salinitas 

yang berbeda. Latar belakang dari penelitian ini adalah apakah ada perbedaan 

sequence DNA mitokondria udang putih (Penaeus vanname; ) yang dipelihara pada 

lingkungan dengan tingkat salinitas berbeda yang diinfeksi dengan penyakit. 

. Metode yang digunakan adalah eksperimental. Sepuluh ekor pascalarva udang 

putih (Penaeus vanname; ) sehat yang telah dipelihara dengan salinitas A) 0-5 ppt 

B} 20-25 ppt dan C) 40-45 ppt ditantang dengan virus WSSV melalui perendaman 

dengan dosis I mVIO liter air laut dengan 3 kati ulangan. Setelah 7 hari masa 

pemeliharaan dilakukan penghitungan survival rate sampel udang, kemudian masing­

masing diuji keberhasilan infeksi dengan menggunakan primer spesifik lCPII dan 

diamati karakteristik DNA mitokondria untuk mengetahui genotipnya. Selanjutnya 

dilalukan sequencing untuk masing-masing udang tersebut 

Kata Kunc:i: Studi molekuler; DNA mitokondria; Udang putih (Penaeus 

vanname,); sequencing 
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ABSTRACT 

Long-range target of this research is to support policy of government to lessen 

import and improve export of non migas presented characteristic of genetic of white 

prawn mains (Penaeus Vannamel) so that this product can be yielded in Indonesia 

with high quality which do not fail with import product. Special goals wishing to be 

reached at this research is to analyze the genetic characteristic mitochondria DNA 

with PCR-RFLP (Polymorphism Chain Reaction-Restriction Fragment Length 

Polimorphism) and health white prawn mitochondria DNA squencing that cultured 

in different salinity. The background of this research was difference among white 

prawn mitochondria DNA sequence that cultured in different salinity and infected by 

viruses. 

With experimental methods ten healthy post larva of white prawn cultured in : 

A) 0-5 ppt B) 20-25 ppt C) 40-45 ppt and invected by WSSV virus in lmVIO I 

marine water dossage with three time replication. After 7 days in culture: survival 

rate white shrimp were count. To know these infection, the sample were analyze 

with specific primer ICPtl and mitochondria DNA and than squencing procces. 

Keyword: White Spot Syndrom Virus (WSSV), mitochondria DNA, white shrimp 

(Penaeus vannamel), PCR-RFLP 

iv 



PRAKATA 

Dengan memanjatkan puji syukur kehadirat Allah sM, atas limpahan rahmat 

dan hidayahnya, sehingga tim peneliti mampu menyelesaikan serangkaian kegiatan 

dalam rangka Penelitian Strategi Nasional dengan judul : STUOI MOLEKULER 

SEQUENCE DNA MITOKONDRIA UDANG PUTIH (Penaeus vannamel) DI 
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menjadi bibit unggul dengan kualitas yang tidak kalah dengan produk import. 

. Pada kegiatan ini peneUti menyadari adanya keterbatasan dan kekurangan oleh 

sehab itu kritik, saran atau penelitian lanjutan yang bertujuan melengkapi hasil 

peneJitian ini agar lebih sempuma dan bennanfaat bagi ilmu pengetahuan sangat 

kami harapkan. 

Akhimya kami mengucapkan banyak terimakasih kepada semua pihak yang 

telah membantu agar penelitian ini terselesaikan dengan baik. 
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1.1 La(ar llcJakang 

BABI 

PENDAHULUAN 

MIlIK -I 
fERPUSTAKAAN 

UNIVEKSITAS AIRLANOGA I 
SURABAYA 

Udang putih (Penaells vanname; ) adalah salah saW produk unggulan 

komoditi perikanan yang memiliki nilai gizi yang tinggi dan banyak disukai olch 

konsumcn baik dari dalam maupun luar negeri. Kandungan gizi yang tcrkandung pada 

udang segar dalam 100 gram berat adalah : Protein 2 1 g, Lcmak 0.2 g, Karbohidrat 

O. I g. K. Isium 136 mg dan Scsi 8.0 mg (Andryan.2008). 

Di da lam budidaya udang putih (Penaeus vanname; ), masih scring 

dijumpai kcmalian massal yang pcnycbab utamanya adalah virus. Salah satu pcnyakil 

yang c;liscbabkan virus yang mcnycrang udang vannamci adalah While Spot SYlJdrom 

Virus (WSSV) atau biasa discbut bintik putih (while Spol). Menurut I-Ialiman dan 

Adijaya (2005), pcnyakit WSSV banyak menycrang udang vannamei, dcngan gejala 

klinis yang muncul bcrupa bintik·bintik putih pada bagian karapas. Udang yang tclan 

diserang, tidak cfckt if dilakukan pcngobatan, karcna waktu pcnularan yang rclalif 

sangat si ngkat yailu mcmbutuhkan waktu I sampai 2 hari . Sum ber lain mcngatakan, 

hingga saat ini bclum ditemukan jenis obat yang efektif untuk mcngobati pcnyakit 

WSSV secara tuntas, scningga petambak hanya bisa mclakukan tindakan penccgahan 

dan pcnanggulangan dcngan menerapkan kaidah pemeliharnan yang baik scrta 

pemilihan benur dan pcmberian pakan yang bcnnutu tinggi, di samping mcmpcrbaiki 

mutu lingkungan (Amri. 2006). 

Ilcrdasarkan hasil survcy ya ng dilakukan pada bulan Agustus 2008, ditcmukan 

bcbcrapa tambak udang vanamei di Jawa yang memiliki salinllas ckslrim (±5 ppl dan 

± 40 ppt). Scpcrt i di sebutkan oleh Haliman dan Adijaya, 2006. pada sa linitas lingg i 

pertumbuhan udang menjadi lamhat karena proses osmorcgulasi tcrga nggu. 

Osmoregulasi merupakan proses pcngaturan penycimbang lckanan osmosis antam di 

dalam dan di luar lubuh udang. Apabila sal initas mcningkat maka pertumbuhan udang 

akan mclambat karena cncrgi Icbih banyak terserap untuk proses osmorcglllasi 

dibandingkan pcrtumbuhan. Sebaliknya pada media dcngan sa linitas rcndah biasanya 

lIdang mcmiliki karapas yang relative Korang kems dibandingkan udang yang 
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dipelihara pada kisaran salinitas nonnal. Keberhasilan molting juga berpengaruh 

langsung terhadap kerentanan udang pada serangan penyakit. Oleh sebab itu 

hubungan antara salinitas lingkungan pemeliharaan dengan ketahanan udang terhadap 

penyakit sangatlah erat. Kemampuan udang yang hidup pada salinitas ekstrim tersebut 

menimbulkan dugaan bahwa populasi ini menyimpan ketahanan terhadap penyakit. 

Untuk itu diperlukan penelitian agar diperoleh informasi tentang karakteristik udang 

putih (Penaeus vannamei) tahan penyakit WSSV dalam upaya untuk mencari bibit 

unggul. 
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BABD 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Udaog putib (Penaeus vannamel) 

Udang penaeid merupakan anggota phylum terbesar dari Artropoda, yang 

dicirikan dengan adanya anggota badan yang sepasang dan kutikula (eksoskeleton) 

yang menutupi seluruh tubuhnya. Sub phylum Crustacea meliputi 42.000 spesies 

aquatic dengan anggota 10 class (Brusca and Brusca, 1990). K1asifikasi Penaeus 

vanname; adaIah: 

Phylum 

SubPhylum 

Class 

. SubClass 

Qrdo 

Famili 

Genus 

Species 

Arthropoda 

Crustacea 

Malacostraca 

Denrobranchiata 

Decapoda 

Penaeidae 

Litapenaeus 

: Litapenaeus vannamei Atau Penaeus vannamei 

Penaeus vanname;, adalah species udang yang banyak mendominasi perairan 

Ekuador. Sedangkan asal-usul udang tersebut adalah dari negara Nikaragua 

Amerika Selatan (Kompas, 2002). Pada awa1nya udang tersebut mempunyai old 

name P. vanname; akan tempi pada tabun 1997, Dr. Isabel Perez Forfante dan Dr. 

Brian Kensley memberikan nama baru yaitu L vanname; mempunyai ukuran yang 

lebih keeil daripada udang windu, dengan kelebihan yaitu daya tahan tubuhnya yang 

relatif tinggi, lebih mudah dibudidayakan dan daya kelangsungan hidup bisa 

mencapai rata-rata 85 % dibandingkan dengan udang windu yang hanya rata-rata 50 

%. Hal ini yang membuat budidaya semakin luas keluar dari negara aslinya, bahkan 

ke negara China, taiwan, Malaysia dan Thailand. Udang putih Amerika L. vanname; 

merupakan salah satu pilihan jenis udang yang dapat dibudidayakan di Indonesia. 

Tubuh udang diselubungi karapas keras maka dalam pertumbuhannya selalu 

ganti karapas dan membentuk yang baru dengan ukuran lebih besar untuk memberi 

ruang bagi pertambahan volume tubuhnya. Proses ini sering disebut dengan 
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moulting. Pada awalnya karapas lunak, tetapi mengeras dengan kecepatan yang 

proporsional dengan ukuran udang. Udang keeil mengeras hanya beberapa jam, 

tetapi udang yang besar dapat membutuhkan waktu satu atau dua hari. Laju 

pertumbuhan udang menurut Wyban and Sweeney (1991), seperti pada arthropoda 

secara umum tergantung dua factor yaitu frekuensi moulting (waktu antara moulting) 

dan kenaikan pertumbuhan (seberapa banyak pertumbuhan udang pada setiap 

moulting berikutnya. Frekuensi moulting terkait dengan ukuran udang. Pada stadium 

larva, moulting terjadi setiap 30-40 jam (suhu 28°C). Juvenil dengan ukuran 1-5 

gram dapat moulting setiap 4-6 basi, tetapi pada juvenile ukuran 15 gram interval 

moulting setiap 2 minggu. Kondisi lingkungan dan factor nutrisi akan berdampak 

pada frekuensi moulting. Salah satunya adalah pengaruh salinitas, hal ini 

berbubungan dengan ketersediaan kalsium dalam media yang dimanfaatkan sebagai 

bahan penyusun karapas bagi udang. 

2.2 Penyakit WSSV (White Spot Sindl'ome YlI'us) 

Penyakit merupakan salah satu faJ...'tor penting yang dapat menyebabkan 

kegagalan usaha budidaya perikanan. Beberapa jenis penyakit yang menyerang 

udang disebabkan oleh parasit, bakteri. jamur dan virus. Paras it mudah menyerang 

udang bila kualitas air kurang baik, terutama pada kondisi kandungan bahan organik 

yang tinggi. Parasit akan menempel pada insang, kaki renang, dan kaki jalan. Pada 

kondisi yang lebih parah, parasit bisa menempel pada pennukaan tubuh udang. 

Parasit akan terlepas dari tubuh udang bila udang tersebut mengalami ganti kulit 

. (moulting). 

Penyakit akibat bakteri yang perlu diwaspadai pada budidaya udang yaitu 

bakteri vibrio yang menyebabkan penyakit vibriosis. Gejala klinis yang bisa dilihat 

pada penyakit vibriosis yaitu, narsu makan udang turun dan timbul warna merah 

pada tubuh udang. 

Penyebab penyakit yang lain adalah jamur atau cendawan. Infeksi cendawan 

lebih sering menyerang tubuh udang bagian luar, seperti karapas dan insang bagian 
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dalam. Umumnya, cendawan menyerang sebagai infeksi sekunder dari serangan 

utama oleh bakteri atau virus. 

Salah satu agen penyakit yang paling berbahaya adalah virus karen penularan 

virus sangat cepat dan dapat mengakibatkan kematian massal bagi ikan maupun 

udang. Virus resisten terhadap senyawa bahan kimia tertentu atau antibiotik karena 

partikel virus di dalam sel tubuh dilindungi oleh koagulasi protein plasma dan 

protein sel (Putri, 2006). Virus merupakan parasit obligate intraseUuler, ukuran 

sangat kecil bergaris tegah kira-kira 10-20 mikrometer dan panjang 20-400 

mikrometer (Yanuhar, 2006). 

Beberapa penyakit udang yang disebabkan oteh virus adalah Infoctious 

Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Jruus (IHHNV), Taura Syndrome Virus 

(TSV) dan While Spot Syndrome Virus (WSSV) (Haliman dan Dian, 2005). 

Virus penyebab penyakit pada udang vanamei adalah baculo virus (BP), 

Monodon Baculo Virus (MBV), White Spot Syndrome Virus (WSSV), Baculovirus 

Midgud Giant Necrois (BMN), Infectious Hypodennal dan hematopoitec necrois 

Virus (IHHNV), Hepetopancreatic Parvo Like Virus (HPV) dan Hepatopancreic Reo 

Like Virus (HBVERO). Monodon Baculovirus (MBV) dan (Amri, 2006). 

WSSV (White Spot Syndrome Virus) biasa disebut dengan bintik putih (white 

spot), penyakit ini pertama kati menyerang udang budidaya di Sanghai Cina tabun 

1993 (Kordi, 2006). Penyakit ini dapat menyerang udang windu maupun udang 

vanamei, gejala k1inis yang muncul berupa bintik-bintik putih pada bagian carapas 

(Haliman dan Adijaya, 2006). Penyakit ini dapat mengakibatkan kematian massal 

waktu kematian sangat cepat umunya antara 2-3 hari. Tanda-tanda WSSV apabiJa 

bag ian kepala terlihat adanya bercak putih. Udang yang terinfeksi virus biasanya 

berenang kepinggir kemudian mati. Kematian udang terjadi secara drastis, dimulai 

dari beberapa udang pada hari pertama dan meningkat hingga terjadi kematian 

mIssal. Udang yang mati terlihat sekujur tubuhnya dipenuhi bercak putih (faslihan 

et.al, 2005). 

Menurut Lightner (1996), bahwa WSSV disebabkan oleh virus SEMBV yang 

tergolong virus berbahan genetik DNA (Dioxyribonucleic Acid) berbentuk batang 

(Bacilliform) Secara morfologi, ukuran, patologi selular dan asam nukleat, WSSV 

(Pm NoB II-Type) dikeJompokkan pada Non-occluded Baculovirus, subfamili 

Nudibaculoviridae dan famHi Baculoviridae (Mahardika et at, 2004). Kemudian 

virus ini mempunyai virion yang berupa partikel berbentuk batang dengan ukuran 
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305 30 x 127 11 nm, dan dalam nuldeusnya terdapat satu nukle-osom yang akan 

bergabung awal repJikasi (Wang el oJ., 1997). 

Penyakit ini ditandai adanya bintik putih pada bagian carapace dan dapat 

menimbulkan kematian massa' daJam beberapa hari setelah gejala pertama muncul. 

Penyakit ini muncul terutama pada umur 2 bulan pemeliharaan di tambak. 

Munculnya penyakit bintik putih dipicu oleh banyak faktor : kondisi stress akibat 

lingkungan yang kurang memungkinkan selia kondisi tubuh udang yang melemah, 

dapat memicu munculnya penyakit terutama bila pathogen WSSV masuk ke dalam 

system budidaya melalui berbagai cara yaitu melalui bibit, air, udara, serta karier 

pathogen. atau bisajuga berasal dari induk udang (Ansharyel 01 .• 2004). 

2.3 Salinitas 

Salinitas merupakan salah satu aspek kualitas air yang memegang peranan 

penting karena mempengaruhi pertumbuhan udang (Haliman dan Adijaya, 2006). 

Kadar garam (salinitas) menggambarkan kandungan garam-garam yang terlarut 

dalam air yang membedakan jenis menjadi air tawar, payau, laut Salinitas air yang 

mempunyai pengaruh langsung terhadap tekanan osmotic air semakin tinggi salinitas 

mw akan semakin besar pula tekanan osmotiknya (Sutaman. 1994). Pengukuran 

salinitas dilakukan dengann alat salinometer (Murtidjo, 1991). Salinitas yang cocok 

bagi kehidupan dan pertumbuhan udang vanamei adalah antara 15-30 promil 

(Taslihan el 01 .,2005). 

Pada salinitas tinggi pertumbuhan udang menjadi lambat brena proses 

osmoregulasi terganggu. Osmoregulasi merupakan proses pengaturan penyeimbang 

tekanan osmosis antara di dalam dan di luar tubuh udang. Apabila salinitas 

meningkat mw pertumbuhan udang akan melambat karena energi lebih banyak 

terserap untuk proses osmoregulasi dibandingkan pertumbuhan (Haliman dan 

Adijaya, 2006). 

Pada media dengan salinitas rendah biasanya udang memiliki karapas yang 

relative kurang keras dibandingkan udang yang dipelihara pada kisaran salinitas 

normal. Keberhasilan moftingjuga berpengaruh fangsung terhadap kerentanan udang 

pada serangan penyakit. Oleh sebab itu hubungan antara salinitas lingkungan 

pemeliharaan dengan ketahanan udang terhadap penyakit sangatlah erat. 
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2.4 Keragaman Geoetik 

Pendekatan bioteknologi molekuler melalui kajian-kajian biodiversitas genetik 

dengan menggunakan metode-metode bio-molekuler seperti teknologi isozime, 

teknologi sidik jari DNA untuk pemetaan goo seperti Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP) (Goodier and Davidson, 1993), Random Amplified 

Poiymorfic DNA (RAPD) (Sukoso et 01., 2001) yang melibatkan teknologi 

Polymerase Chain Reaction (peR) dan kloning akan mampu memetakan kualitas 

keragaman genetik suatu organisme sehingga mampu dijadikan sebagai landasan 

breeding untuk menghasilkan benih yang unggul. 

Keragaman genetik (genotip) dan keragaan fisik (fenotip) dapat berbeda bagi 

tunman induk yang secara geografis berbeda (faniguchi et 01.,1996). Keragaman 

spesies banyak disebabkan oleh faktor lingkungan yang mempengaruhi timbulnya 

ciri-ciri yang muncul sebagai fenotip. Terkadang fenotip yang nampak sebagai eiri 

morfologi clapat berubah selama organisme itu hidup, dimana perubahan mungkin 

dapat terjadi selama proses perkembangan yang merupakan respon terhadap 

perubahan Iingkungan (Sooo, 1994). Perubahan genotip dan fenotip yang 

disebabkan oreh perbedaan lingkungan ini juga akan menyebabkan perbedaan respon 

atau daya tahan terbadap penyakit tertentu. 

Pengamatan keragaman genetik dapat dilakukan secara molekuler. 

Pengamatan keragaman secara morfologi sering mendapatkan hasil yang tidak 

konsisten karena keragamannya ditentukan selain pengaruh genetis juga dipengaruhi 

oleh lingkungan. Menurut Purdom (1993) cit. Prijono (2000), pengamatan 

keragaman genetik dengan elektroforesis telah digunakan sebagai marker genetik 

biokimia dalam biologi perikanan dan akuakultur, seperti pendugaan tingkat 

keragaman sebuah populas~ identifikasi dari struktur genetik dari populasi di alam, 

monitoring perubahan genetik spesies dari paoti pembenihan, penanda genetik dari 

seleksi induk ikan. 

2.5 Tinjauan teotang Mitokondria DNA (mt-DNA) 

Mitokondria memiliki materi genetik sendiri yang karakteristiknya berbeda 

dengan materi genetik di nukleus. Mt-DNA sesuai dengan narnanya, merupakan 

rantai DNA yang terletak di bagian sel yang bernama mitokondria. Mt-DNA 

memiliki ciri-ciri yang berbeda dari DNA nukleus ditinjau dari ukuran, jumlah gen, 

dan bentuknya. Dia memiliki laju mutasi yang lebih tinggi, yaitu sekitar 10-17 kali 

DNA inti (Wallace el 01., 1997). Mt-DNA terdapat dalam jumlah banyak (Iebih dari 
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1000 kopi) dalam tiap sel, sedangkan DNA nukleus hanya berjumlah dua kopi. DNA 

nukleus merupakan hasil rekombinasi DNA kedua orang tua sementara mt-DNA 

hanya diwariskan dari ibu. 

Besar genom pada mt-DNA relatif kecil apabila dibandingkan dengan genom 

DNA pada nukleus. Ukuran genom mt-DNA pada tiap-tiap organisme sangatlah 

bervariasi. Pada manusia ukuran mt-DNA adalah 16,6 kb, sedangkan pada 

Drosophila melanogaster kurang lebm 18,4 kb. Pada khamir, ukuran genom relatif 

lebih besar yaitu 84 kb. 

Mt-DNA tidak memiliki intron dan semua gen pengode terletak berdampingan 

(Andersonetal .• 1981. Waliaceetal .. 1992.Zevianielal .• 1998). 

Daerah yang tidak mengode dari mt-DNA berukuran 1122 bp, dimulai dari 

nukleotida 16024 hingga 576 dan terletak diantara gen tRNApro dan tRNAphe. 

Daerah ini mengandung daerah yang memiliki variasi tinggi yang disebut 

displacement loop (D-loop). D-loop merupakan daerah beruntai tiga (tripple 

stranded) untai ketiga lebih dikenal sebagai 7S DNA. D-loop memiliki dua daerah 

dengan laju polymorphism yang tinggi sehingga urutannya sangat bervariasi antar 

individu, yaitu Hypervariable I (HVSI) dan Hypervariable II (HVSH). Daerah 

kontrol memiliki tingkat mutasi dan polymorphism yang paling tinggi di dalam 

genom mt-DNA , HVSI pada urutan nukleotida 16024-16383 dan HVSII yang 

terletak pada nukleotida 57-372. Dua daerah ini memiliki laju mutasi yang lebih 

tinggi dari daerah pengode (Howell el aI_ 1996). 

Daerah non-coding juga mengandung daerah pengontrol karena mempunyai 

origin of replication untuk untai H (OH) dan promoter transkripsi untuk untai H dan 

L (PL dan PH). Selain itu, daerah non-coding juga mengandung tiga daerah lestari 

yang disebut dengan conserved sequence block (eSS) I, II, Ill. Daerah yang lestari 

ini diduga memiliki peranan penting dalam replikasi mt-DNA (Anderson et a/., 

1981). Oleh karena sifatnya yang polimorfik, daerah ini sangat beragam antar 

individu tetapi sarna untuk kerabat yang satu garis keturunan ibu. 

Laju mutasi sejauh ini diketahui 1 :33 generasi, jadi perubahan urutan 

nukleotida hanya akan terjadi setiap 33 generasi (Hall, 1998). Oleh karena itu, 

daerah ini sering dianalisis dan sangat penting untuk digunakan dalam proses 

identifikasi individu. 
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2.6 Tiojauao teotaog Diversitas Geoetik 

Oiversitas genetik terdapat dalam em pat level organisasi: di antara spesies, di 

antara populas~ di dalam populasi dan di dalam individu.Oiversitas di antara spesies 

adalah perbedaan di antara spesies , ini seringkali mudah diamati tanpa mengetahui 

komposisi gennya. Diversitas genetik di antara populasi dan suatu spesies juga 

sering sangat besar. Oi dunia perikanan misalnya ada berbagai macam komoditi 

(udang, ikan), meskipun ini hasil rekayasa genetik. Oatam populasi kebanyakan 

populasi alam~ perbedaan genetik di antara individu sering juga besar. Akhimya 

diversitas genetik terdapat di dalam suatu individu bilamana ada dua aIel untuk gen 

yang sarna (perbedaan konfigurasi DNA yang menduduki lokus yang sarna pada 

suatu khromosom). Bersamya diversitas di dalam suatu spesies tergantung pada 

jumlah individu, kisaran penyebaran geografinya, tiogkat isolasi dari populasi dan 

sistem genetiknya. Peran penting juga dilakukan oleh proses-proses seleksi alami 

dan antropogenik, serta juga faktor-fal-tor yang berpengaruh pada perubahan spasial 

dan temporal pada komposisi genetik dari spesies atau populasi. 

Diversitas genetik penting bagi kemampuan spesies dan populasi beradaptasi 

terhadap perubahan kondisi lingkungan dan karena itu merupakan persyaratan bagi 

kelangsungan hidupnya. 

Pada spesies yang berkembang biak secara seksual, setiap populasi lokal 

mengandung kombinasi gen tertentu. Jadi, suatu spesies merupakan kumpulan 

populasi yang berbeda secara genetik satu sarna lain. Perbedaan genetik ini 

diwujudkan sebagai perbedaan di antara populasi dalam sifat morfologi, fisiologi, 

kelakuan, dan sejarah hidup (life history). Dengan kata lain, sifat-sifat genetik 

(genotipe) mempengaruhi sifat-sifat yang diekspresikan (fenotipe). 

Seleksi alami pada awalnya bekelja pada level fcnotipik, memihak kepada 

atau tidak menguntungkan untuk sifat-sifat yang diekspresikan (fenotipe). Lukang 

gen (gene pool) - agregat total gen pada suatu populasi pada suatu waktu, akan 

berubah ketika organisme dengan fcnotipe yang kompatibel dengan lingkungan 

akan lebih mampu bertahan hidup dalam jangka lama dan akan berkembang biak 

lebih banyak dan meneruskan gen-gennya lebih banyak pula ke generasi berikutnya. 

Besamya diversitas genetik dalam populasi lokal sangat bervariasi. Banyak 

kegiatan konservasi peduli dengan penjagaan diversitas genetik tumbuhan atau 

hewan. Popu'asi keci' yang berbiak sccara aseksua' dan terisolasi, scring memHiki 

diversitas genetik yang kecil di an lara individu, sedangkan pada populasi besar dan 
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berbiak secara seksual sering memiliki variasi yang besar. Dua faktor utama yang 

bertanggung kepada jawab adanya variasi ini, yaitu cara bereproduksi (seksual atau 

aseksual) dan ukuran populasi. 

Pendekatan bioteknologi molekuler melalui kajian kajian biodiversitas genetik 

dengan menggunakan metode-metode bio-molekuler seperti teknologi isozime, 

teknologi sidik jari DNA untuk pemetaan gen seperti Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP) (Goodier and Davidson, 1993), Random Amplified 

Polymorfic DNA (RAPD) (Sukoso el a/., 2001) yang melibatkan teknologi 

Polymerase Chain Reaclion (peR) dan kloning akan mampu memetakan kualitas 

keragaman genetik suatu organisme sehingga mampu dijadikan sebagai landasan 

breeding untuk menghasilkan benih yang unggul. 

Heterozigositas sangat erat hubungannya dengan kualitas dan kerentanan 

terhadap suatu penyakit Karakteristik gen yang memiliki homozigositas yang tinggi 

akan lebih rentan terhadap penyakit . 
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RABID 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

3.1 Tujuan Khusus 

Penelitian ini bertujuan uotuk mengetahui: 

I. Daya taban udang yang dipelihara pada tingkat salinitas (A) 0-5 ppt, dari 

Tuban B) 20-25 ppt, dari Malang Selatan dan C) 40-45 ppt, dari Gresik) 

terhadap infeksi virus WSSV. 

2. HasH analisa peR udang putih (Penaeus vanname; ) yang diinfeksi virus 

WSSV menggunakan primer lePl!. 

3. HasH analisis PCR-RFLP terhadap DNA mitokondria udang putih (Penaeus 

vanname; ) yang diinfeksi virus WSSV. 

4. Sequence dari DNA mitokondria udang putih (Penaeus vannamei) yang tahan 

. dan tidak laban terhadap virus WSSV. 

3.2 Manfaat Penelitian 

1. Memberikan infonnasi tentang daya tahan udang putih (Penaeus vannamei ) 

yang dipelihara pada tingkat salinitas (A) 0-5 ppt, dari Tuban B) 20-25 ppt, 

dari Malang Selatan dan e) 40-45 ppt, dari Gresik) terhadap serangan 

penyakit WSSV . 

2. Memberlkan informasi tentang pola genetis udang putih (Penaeus vanname; ) 

yang tahan terhadap penyakit WSSV. 

3. Memberikan informasi tentang sequence dari DNA mitokondria udang putih 

(Penaeus vanname;) yang tahan dan tidak tahan terhadap virus WSSV 
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BABIY 

METODE PENELITIAN 

4.1 Ruang Lingkup PeneliCian 

8erdasarkan atas tujuan yang akan dicapai dalam penelitian ini, maka ruang 

Iingkup penelitian dibatasi sebagai berikut: 

1. Analisa daya tahan udang putih (Penaeus vannamei) yang dipelihara pada 

tingkat salinitas (A) 0-5 ppt, dari Tuban 8) 20-25 ppt, dari Malang Selatan 

dan C) 40-45 ppt, dari Gresik» terhadap infeksi virus WSSV. 

2. Analisa a1lozim udang putih (Penaeus vanname; ) yang diinfeksi virus 

WSSV. 

3. Analisa PCR-RFLP terhadap DNA mitokondria udang putih (Penaeus 

vanname; ) yang diinfeksi virus WSSV dan Sequencing DNA mitokondria 

udang putih (Penaeus vanname;) • 

4.2 Tabapan Penelitian 

Berdasarkan tujuan penelitian yang akan dicapai, maka penelitian ini 

direncanakan akan dilaksanakan dalam 3 tahap mono tahun, yaitu: 

1. Tabap I 

Pascalarva udang putih yang diambil dari Malang Selatan, Gresik dan Tuban 

masing-masing 50 ekor setelah diaklimatisasi di laboratorium diletakkan pada 

aquarium dengan air media yang diambil dari tambak asalnya dengan volume 

masing-masing aquarium sebanyak 25 liter . Semua aspek lingkungan disamakan 

kecuali salinitas media dibedakan (A) 0-5 ppt, dari Tuban B) 20-25 ppt, dari Malang 

Selatan dan C) 40-45 ppt, dari Gresik) sesuai dengan habitatnya. 

Layout penelitian di Laboratorium seperti tergambar di bawah ini: 

A = 0 - 5 ppt 
B =20-25 ppt 
C =40-45 ppt 

1,2,3,4 = ulangan 
n = non infeksi 
i = infeksi WSSV 

12 



B4n A3n C2n A2n Bin C4n 
A4n C3n B3n Cln A ln B2n 

B3i C4i C2i B2i A4i Cl i 
A3i Bli A2i C3 i Ali 84i 

Bahan PeDelitian: 

• 

• 

Pascalarva udang putih (Penoell'" vamUlmel) S PF (Stock Palogen Free) 

Ai r media 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

Phospate buffer sal ine (PBS) pH 7.2 

Membrane tilter 

Kaporit 30 ppm 

Pakan udang 

Instrumcn Pcnclitian: 

Scnlrifugasi 

Bak pcrcobaan 

Acrasi 

Lokasi da n waktu pcnclitia n: 

Lokasi: 

MIll K 
PERPUSTAKAAN 

UNIVERSITAS AlltLAf'oIGGA 
SiJRA8AYA 

L Pcngambilan sample di lakukan d i tambak udang tradis io nal di Tuban. Malang 

Sclatan dan Gresik. 

2. Slock virus diperolch dari Lab. Balai Budidaya Air Payau Bangi!. 

3. Uji tantang virus WSSV akan dilakukan di Lab. I1mu· ilmu pcr3lran dan 

Biolckn%gi FPIK, Un iversitas Bmwijaya, Makmg. 

Waktu: Maret ~ Mei 2009 

I'roscdur pcngambilan da n pcngumpulan data: 

• Sampcl udang yang diambil dar; tambak trndi s ional di Tuban, Ma lang Sclalan 

dan Grcsik diaklimatisasi pada bak-bak pcrcobaan yang tc lah dibers ihkan dan 

d iscnfikasi dcngan kaporit da n dii5i dcngan air yang bcmsal duri lambak masing­

masing sampcl. 
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• Virus WSSV diperoleh dari udang vannamei yang telah terinfeksi virus WSSV. 

diambil organ tangkai mata, kulit, insang dan daging sebanyak 20 g, kemudian 

dihaluskan dan ditambahkan 200 mL larutao 10 mM PBS. Sampel disentrifuge 

dengan kecepatan 3000 rpm selama 30 menit ,kemudian supematan yang 

dihasilkan disaring dengan membran filter 0,45 Jim dan digunakan sebagai 

sumber inokulum untuk uji tantang (Arimoto et aI., 1993). 

• Uji tantang dilakukan dengan penginfeksian sampel yang telah diadaptasikan di 

bak-bale percobaan dengan metode perendaman selama 24 jam pada konsentrasi 

O.lmVml air laut (Sembiring, 2004). Setelah 7 hari masa pemeliharaan dilakukan 

penghitungan survival rate sampel udang. 

2.TabapD 

Sampel udang yang telah diuji tantang dengan WSSV menghasilkan 2 

kelompok udang yaitu yang tidak tahan terhadap penyakit ditandai dengan kematian 

dan -yang tahan terhadap penyakit atau survive sampai akhir masa pengamatan. 

Kedua kelompok ini kemudian dianalisa PCR dengan primer spesiftk yaitu ICPll. 

ICP II adalah yang terbanyak diekspresikan oleh non struktural gen! protein WSSV, 

yang mana diduga kuat sangat berperan pada infeksi WSSV, namun sampai sekarang 

fungsinya diabaikan untuk diamati (Wang et 01., 2008). 

Baban Penelitian: 

o Stok primer 

o Aquades 

o lOx BD Advantage 2 PCR-Buffer 

o dNTP (10 mM) 

o SOx BO Advantage™2 polymerase mix 

o Agarose gel 

o TAE 

o ETBR 

o Loading buffer 

o Instrumen PeneHtian : 

o MesinPCR 

o Vortex 
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o Refrigerator 

o Sentrifuse 

o Microwave 

o Elektroforesis 

Lokasi dao waktu penelitian: 

Lokasi: 

o Desain primer dilakukan di Laboratorium Charlte, Univ. Humbolt, Berlin. 

Jerman 

o Analisis menggunakan primer spesifik di lakukan di Laboratorium Charlte, 

Univ. Humbol!, Berlin. Jennan 

VVakto:~ei-Juni2009 

Prosedar pengambilan dan peogumpulan data: 

o Udang yang telah diuji tantang virus WSSV, diambil sebagian mewakili 

kelompok yang tahan terhadap WSSV dan yang tidak tahan diisolasi DNAnya. 

o Setelah diperoleh isolat DNA maka dilakukan PCR dengan primer yang telab 

didesain yaitu ICP I 1. 

3.Tabapm 

Untuk mengetahui keragaman genetik udang yang tahan terhadap penyakit 

ditakukan analisa keragaman DNA mitokondria (Penaeus vanname,) tahan penyakit 

WSSV dengan metode PCR-RFLP. 

Sequencing tidak dapat dilaksanakan pada penelitian tahun ini karena 

keterbatasan waktu dan dana sehingga diharapkan bisa dilaksanakan pada penelitian 

berikutnya. 

Baban Pcnclitian: 

o Udang hasil uji tantang virus WSSV 

o Aquades steril 

o Proteinase K 

o RNAseA 

o Phenol 
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0 SDS (Sodium Dodecyl Sui fat) 

0 Chelex 100 

0 PCR core kit (100 PCR) 

0 Agarose gel LE 

0 DNA Marker XIV (100 bp ladder) 

0 Enzim Restriksi 

o Mikrotube (1.5 ml, 0.5 ml, 0.2 ml) 

o Blue tip 

o Yellow tip (Y .222) 

o White tip (f .300) 

o Sanmg tangan ukuran S 

o Tris (bydroxymethyl) aminomethan 500 gr 

o Ethanol Absolut pa 2,5 It 

o Sodium Acetal, 250 gr 

o EDTA500gr 

o Ethidium Bromide 50 mt 

o Pellet pestle, 500 ml 

o Parafilm. 

o Instrumen Penelitian: 

o Refiigator 

o Sentrifuge 

o Thennoblock 

0 Waterbath 

0 MesinPCR 

0 Spektrofotometer 

0 Mesin Elektroforesis 

0 UV Eluminator 

0 Belkam Polaroid 

Lokasi dan waldu penelitian: 

Analisis DNA mitokondria dengan metode PCR-RFLP dilakukan di Lab. IImu-

ilmu perairan dan Bioteknologi FPIK, Universitas Brawijaya, Malang. 
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Prosedur pengambilan dan pengumpulan data: 

Kegiatan ini meliputi (Ovenden , 2000) : lsolasi DNA, Purifikasi DNA, PCR 

dengan primer COIL-COIH, elektroforesis, pendokumentasian dan penentuan band 

tunggal, pemotongan dengan enzim: Nla III, Hha ( pendokumentasian dan penentuan 

karakteristik mt-DNA yang telah mengalami pemotongan dengan enzim. 
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Untuk lebih jelasnya tahapan penelitian tersebut dapat dilihat pada Gambar berikut 
ini: 

PEN L1TIAN TAHAP I : 
(Uji tantang virus WSSV 
pad udang putih (Penaeus 
vann me,) yang dipelihara 
pad media dengan 
salin s yang bemeda) 

-Me gambil sam pel udang r-\ 
da tambak dengan Y 
sali itas (A) 0-5 ppt, dan 
Tu n B) 20-25 ppt, dan 
Ma ng Selatan dan C) 40-
45 pt. dan Gresik. 

-Me adaptasikan udang di 
ba percobaan sesuai 
de gan salinitas habitat 

-Me ginfeksi udang dengan 
vi s WSSV dengan 
m ode perendaman 

-Me gukur. fisikokimia air 
ma penginfeksian 

-M hitung jumlah udang 
ya 9 mati dan sehat 

lah 7 hari 
eliharaan. 

D 
L ARAN PENELITIAN 
B GIAN I: 
- Mengetahui pengaruh 

ingkat salinitas dan 
nfeksi virus WSSV 
erhadap kelangsungan 
idup udang putih 

(Penaeus vanname,) 
- Mengetahui fisikokimia 

air media selama 
penginfeksian 

PENEunAN TAHAP II : 
(Efek infeksi virus WSSV 
dianalisis menggunakan 
PCR dengan primer spesifik 
ICP11) 

- Mengisolasi DNA pada 
sampat udang yang mati, 
dan sehat setelah diinfeksi 
virusWSSV 
- Uji PCR dengan primer 
spesifik ICP11 
- Menganalisa hasil 
amplifikasi 

LUARAN 
BAGIAN II: 

PENEunAN 

-Informasi hasil uji PCR 
dengan primer spesifik 
ICP11 udang yang mati, dan 
sehat setelah diinfeksi virus 
WSSV 

-Mengetahui pola amplifikasi 
dengan primer ICP11 udang 
setelah diinfeksi virus WSSV 

PENEUTIAN TAHAP III : 
(Ana lisa keragaan DNA 
mitokondria (Penaeus 
vanname,) tahan penyakit 
WSSV dengan metode 
PCR-RFLP dan 
Sequencing) 

- Mengamati keragaman 
DNA mitokondria udang 
yang tahan temadap virus 
WSSV 

- Menghitung dan 
menganalisis keragaman 
genetic udang setelah 
diinfeksi virus WSSV 

- Melakukan sequencing 
terhadap DNA mitokondria 
udang yang mati dan sehat 
setelah diinfeksi virus 
WSSV 

D 
LUARAN 
BAGIAN III: 

PENELlTIAN 

-Mengetahui keragaan DNA 
mitokondria udang putih 
(Penaeus vanname,) 
terhadap infeksi virus 
WSSV yang ditunjukkan 
dengan metode PCR-RFLP 

-Mengetahui keragaman 
genetic haplotip udang putih 
(Penaeus vanname/) yang 
telah diinfeksi virus WSSV 

-Mengetahui sequence 
udang putih (Penaeus 
vanname,) yang telah 
diinfeksi virus WSSV 

HASIL AKHIR DIPAKAI SEBAGAI EKSPRESI ~ 
YANG DITUNJUKKAN INDIVIDU UDANG 
PUTIH (Penaeus vannamei) TAHAN 
PENYAKIT WSSV 
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BABV 

BASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil penelitian yang diperoleh berdasarkan tahap-tahap yang dilakukan adalah: 

1. Uji tantang virus WSSV pada udang putih (Penaeus vannamei) yang dipelibara 

pada media dengan salinitas yang berbeda. 

Pascalarva udang putih yang telah diaklimatisasi kemudian dipelihara pada 

akuarium percobaan di labomtorium dengan kualitas media sarna semua kecuali salinitas 

dan dilakukan uji tantang infeksi WSSV. Data kualitas air selama perlakuan di 

labomtorium adaJah DO 6,56 ppm - 7,23 ppm, suhu 26,02°C - 30,71°C, dan pH 7,62-

8,0 I. Data ini ditunjukkan pada Iampiran 1. 

Hasil uji tantang pascaIarva udang putih terbadap infeksi WSSV secara detail 

tercantum pada lampiran 2. Dari hasil tersebut diketahui total kematian SPF udang putih 

yang telah diinfeksi WSSV seJama 7 hari pada masing-masing media dengan tingkat 

salinitas yang berbeda adalah tidak sarna. Total mortalitas udang putih pada salinitas 0-5 

ppt yang diinfeksi WSSV adaJah 23 0/0, pada salinitas 20-25 ppt adalah 5,5 0/0, dan pada 

salinitas 40-45 ppt adalah 33,5 %. 

2. Efek infeksi virus WSSV dianalisis menggunakan peR dengan primer spesifik 

ICPll. 

Sampel pascalarva udang putih yang telah diuji tantang dengan virus WSSV 

dianalisis PCR dengan primer spesifik ICPII, dengan tujuan untuk mengetahui apakah 

virus WSSV sudah masuk kedalam DNA inang. 

Primer JCPII diperoleh dengan mendisain sendiri dari gen yang banyak 

diekspresikan oleh virus WSSV, diambil dari NCBt (Reference Sequence: 

NC_003225.1), dengan sequence asal yang tercantum pada lampiran 2. 

Hasil desain primer spesifik untuk mengetahui hasil penginfeksian dalam DNA 

udang putih: 
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a.ICPll for forward (Wsv230_19F22) b • ICPll for reverse (Wsv230_202R24) 

./ 

-I' 
-I' 
-I' 
-I' 
,f 

-I' 

S' GAC GCC GAT TTC TTG CTG ./ S' GOG TTG AAT CTC CAG CGT TGA 
GTGG3' ATC3' 

A=2, G=8, C=5, T=7 -I' A=S, G=7, C=S, 1'=7 
G-C contain 59% -I' G-C contain 50% 
Melting Point 70°C ,f Melting Point 72°C 
Konsentration in 1 ml : 62 J,lM, ,f Konsentration in 1 ml : 45 J,lM, 
For SO molar (50 pmoV J,ll) dilution in ,f For 50 molar (50 pmoV J,ll) dilution in 

aquades 1249 J,ll aquades 891 Jil 
OD 14.3 ,f OD 11.7 

Hasil amplifikasi DNA udang putih (P. vannamel) dari kelompok yang tidak 

tahan terbadap WSSV dan yang tahan dengan menggunakan primer spesifik ICPII 

diperoleh pita DNA yang tidak sarna. Hasil amplifikasi tersebut bisa dilihat pada 

lampiran 3. Gambaran skematik pita hasil PCR dapat dilihat pada gambar 1 berikut 

ini. 

-

M So Si 

Gambar 1. Hasil amplifikasi PCR dengan primer spesifik ICP11 

Keterangan: M ; marker, So: sampel yang tidak teriofeksi. Si: Sampel yang terinfeksi 

Keterangan : M : marker. I dan 2 : oomor sampel (1: DNA udang putih tidak tahan terhadap 

WSSV dan 2: DNA udang putih tahan terhadap WSSV) 
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Berdasarkan hasil diatas antara kelompok sampel satu yaitu DNA udang putih 

tidak tahan terhadap WSSV dan kelompok sampel 2 yaitu DNA udang putih tahan 

terhadap WSSV memberikan hasil yang berbeda. Pada kelompok satu tidak 

menghasiJkan amplifikasi sejelas pada kelompok dua yang teramplifikasi pada pita 

DNA350bp. 

3. Analisa keragaan DNA mitokondria (Penaeus vannamei) taban penyakit WSSV 

dengan metode PCR-RFLP. 

Hasil ampifikasi DNA pada Penaeus vanname; dengan menggunakan primer 

COIL-COIH diperoleb pita DNA tunggal dengan panjang 500 kb. Hasil amplifikasi 

tersebut dapat dilihat pada Lampiran 1. DNA basil ampiflk.asi tersebut kemudian di 

potong dengan menggunakan 2 enzim restriksi yaitu Nia m dan Hha I. Masing­

masing enzim resriksi yang digunakan mempunyai site restriksi yang berbeda seperti 

Yl':"g ~ikan pada Tabell berikut ini. 

Tabel 1. Site restriksi yang dimiliki enzim restriksi yang digunakan pada penelitian 

ini. 

No Enzim Restriksi Site restriksi 

1. Nla III 5' ... C A T Gl ... .3' 

3' ... tG T A C ... 5' 

2. HbaI 5' ... G CG! C ... .3' 

3' ... Ct G C G ... 5' 

Dari hasil pemotongan tersebut temyata enzim restriksi Nla ffI yang 

menghasilkan pita DNA yang polimorfis sedangkan enzim restriksi Hha I tidak 

mempunyai site restriksi yang sesuai dengan DNA hasil amplifikasi. 

Gambaran skematik pita hasil RLFP dapat dilihat pada Gambar I dan 2 

berikut ini. 
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( 

2 34 5 67 8 9 10 II 12 13 14 15 16 M 

Gambar 2. Hasil RFLP pada P. Vannamei mcnggunakan enzim Nla III 

Kelerangan : 1-16: nomor sampel. M : markcr, 1 & 2 aiel E. 3 & 4 alcl D, 

S & 6 aiel E 

Gambaran skema pita DNA hasil RFLP dapal d ilihal pada Lampiran 3, 

sedangkan scoring hasil RFLP dapal dilihat pada Lampiran 4. Enzim restriks i (Iokus) 

yang digunakan membcrikan hasi l yang spcsifik dalam mcngana lisa keragaman 

genetik P.vwmamei sepcrt i yang disaj ikan pada Tabcl 2. 

Dari has il RFLP dcngan cnzim restriksi di atas, dapal di lak ukan perh itungan 

untuk mcngctahui variasi gcncl ik dalam spcsics yang diamat; scpcrti yang hiss di lihat 

pada Tube! 2, J dan 4. 

Tabel 2. Jumlah genotif tcramati (observed), nila; harapan (cxpected) Hardy 

Weinberg dan Frekuensi Aiel pada lokus polimorfik P.vollllomei (N la III ) 

mcnggunakan RFLP 

.okus : 
111 111 

C 
lei CC D CE DO DE EE N C D E 

" 2 J . 20 0.75 0.1 0.15 

11.25 J 4.5 0.2 0.6 0.45 
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MIL I K 
PER PUST A R AA N 

Ul'-llVEK~IfAS AIRLANGGA 
SlJRABAYA 

Keterangan : 0 ; observed, E; expected. N;jumlah sampcl, X2; niai chi-square 

Tabe l 3. Variasi gcnctik P "'Ollodon dan P vanname; berdasarkan hasi l RFLP 

No Parameter P vanname; 
I Jumlah sampcl yang diamati 20 
2 Jum lah lokus yang diamati 7 
3 Jumlah lokus polimorfik I 

Tabc l 4. Anal isa populasi P vanname; (N la III) bcrdasarkan hasil RFU) 

Lokus Alclc Frek alele X qi Hj(i) 

NI, III C 0.750 0.250 0.502 0.633 
D 0.100 0.900 0.963 0.072 
E 0.150 0.850 0.935 0.122 

Kctcrangan : X : fck. Aie l yang lidak teramplifi kasi, qi: frck. Null aiel, I-Ij(i) : pcrbcdaan 
gcnetik populasi j pada lokus kc i 

Pada Tabe l 5 dapal dihitung kcragaman genctik (hclcrozogositas) dida lam 

populasi P. Vannamei scbcsar 0.041. Cara perhitungan untuk Tabel 3 dan 5 dUpal 

di lihat pada Lampiran 4 dan 5. 

Tabe l 5. i-Iasil pemotongan DNA P mOlladoll dan P vanname; dcngan cnzim rcstriksi 

Enzim P vanname; 
Rcstri Fragmen yang Pita hasil 
ks i lemenluk (bp) amplifikas i 
NI, 125 pol imorfik 
III 175 

225 
300 

fllta I 500 monomorfik 

Lokus target hasil amplifi kasi yang te1ah di potong dc ngan enzim n.:striksi 

kemudian di lakukan pcni la ian yang didasarkan alas ada atau tidaknya restric tion s ite. 

Chow (1998) menyatakan ampli fikasi lokus gen tunggal yang digunakan ull tuk 

mcngasumsikan banyaknya aid pada masing~masing pro l1l cnz im n:striks i 

menul~ukkan bahwa frga rnen yang tidak mempunyai site restriction (uncut) 

dinyatakan /I. aIel, sedangkan yang mcmpunyai satu site digunakan B a iel dan 

sctcrusnya. 

23 



Hasil pemotongan dengan enzim Hhal pada P vannamei dalam populasi seeara 

genotit: yang tidak menunjukkan pemotongan yang nampak dari hasil posisi pita 

DNA sampel yang sejajar dengan kontrol {uncut}. Hal ini disebabkan karena dalam 

sekuen template DNA hasil amplifikasi tersebut tidak ada urutan basa-basa yang 

dikenali oleh enzim restriksi. sehingga enzim tidak memotong sekuen tersebut. 

Dapat disimpulkan enzim Nla III dapat dijadikan penciri {marker}, oleh karena 

mampu mendeteksi polimorfisme yang lebih baik untuk membedakan variasi genetik 

pada P. Vannamei. Dari hasil penghitungan nilai rata-rata keragaman genetik di dalam 

populasi H{w} pada Lampiran 4 dan 5, diperoleh nUai rata-rata keragaman genetik P 

Vannamei. sebesar 0,050. 

Nilai kesamaan genetik dalam suatu populasi menunjukkan keeilnya nilai 

pertukaran gen yang terjad~ yang bisa dikarenakan ada halangan secara goegrafis. 

Menurut Nei dalam Wibowo {200 I}, ada kecenderungan bahwa populasi lokal yang 

tertutup dan tidak bermigrasi atau hanya melakukan migrasi jarak pendek akan 

mempunyai tingkat variasi genetik lebih keeil jika dibandingkan dengan populasi 

lokal yang penyebarannya terbuka. Menurut Grant dkk (1997) perbedaan frekuensi 

aiel diantara populasi ikan Jaut berasal dari tiga tekanan yaitu migrasi, random genetic 

drift (penyimpangan genetik secara aeak) dan seleksi alam. Dikatakan pula bahwa 

sedikitnya atau tidak adanya perbedaan genetik diantara populasi ikan laut 

dikarenakan besarnya potensi gen flow (pertukaran gen) diantara populasi, 

berkurangnya penyimpangan genetik dalam populasi yang sangat besar atau 

kombinasi dari mekanisme ini. 

Pembahasan: 

Kondisi udang putih (Penaeus vannamei) yang dipelihara pada media dcngan 
salinitas yang bcrbcda dengan iofcksi virus WSSW. 

Habitat asli udang vannamei adalah dasar perairan cenderung berlumpur (Subaidah, 

2003). Biasanya mulai dari garis pantai sampai kedalaman 72 meter, dan juga telah 

ditemukan pada perairan mangrove. Vannamei dapat beradaptasi dengan baik pada kedua 

suhu perairan tersebut. Sebagai hewan yang bersifat euryhaline u.dang vannamei 

mempunyai toleransi yang tinggi terhadap salinitas air, yaitu antara 5 - 30 ppt. 

Kandungan oksigen terlarut yang baik berkisar 4 - 6 ppm, suhu 26 - 32°C (Haliman dan 

Adijaya, 2005). 
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Pada penelitian ini dilakukan pemeliharaan pada tingkat salinitas media dengan perbedaan 

yang mencolok yaitu 0-5 ppt, 20-25 ppt dan 40-45 ppt serta dilakukan uji tantang WSSV 

adalah untuk mengetahui sejauh mana daya tahan udang putih terhadap serangan WSSV 

pada lingkungan dengan salinitas yang berbeda. 

Data kualitas air yang diperoleh selama penelitian sudah sesuai dengan kebutuhan optimal 

bagi kehidupan udang. 

Dan hasil penelitian temyata mortalitas tertinggi dicapai oleh udang yang dipelihara pada 

salinitas 40-45ppt kemudian diikuti dengan 0-5 ppt dan terendah pada 20-25 ppt. Hal ini 

diduga karena salinitas mempengaruhi kehidupan virus WSSV sehingga meskipun udang 

bersifat ewyhaline tetapi ketika mendapatkan serangan virus pada tingkat salinitas yang 

berbeda akan memberikan respon yang berbeda pula. Hal ini diperlruat dengan pemyataan 

Sukoso(2008)* bahwa virus WSSV akan tertekan kebidupannya pada tingkat salinitas 

rendah. Akan tetapi secara keseluruhan diketahui tingakat kematian SPF udang putih 

terhadap infeksi WSSV adalah rendah mengingat pada umumnya di tambak serangan 

WSSV mengakibatkan kematian sampai 100% setelah 2-4 han. 

Efek iofeksi virus WSSV 

White Spot Syndrome Virus (WSSV) adalah salah satu jenis penyakit yang 

menyerang spesies udang yang dibudidayakan dan jenis crustacea yang lain. Pada tambak 

udang, virus ini bisa mengakibatkan total kematian 100% pada 2 sampai 10 hari 

penyerangan (Wang et al., 2007). 

Virus ini memiliki sebuah uotai ganda sirkuler DNA dengan ukuran mulai dari 290 

sampai 305 kbp tergantung pada sumber isolatnya (van Hulten et al .. 2001; Yang et al., 

200 J; Chen el al .• 2002; Wang et al. 2008). 

Pada sel organ udang yang terserang WSSV. virus ini ditemukan di sitoplasma 

(Chen, 2008). Mekanisme penyerangan WSSV ke tubuh udang awalnya bersifat 

intrasitoplasmik masuk ke dalam sel inang kemudian pada tingkat serangan yang lebih 

tinggi DNA virus masuk ke dalam DNA inang dan mengambil alih proses transkripsi dan 

translasi sesuai proses dalam DNA virus. 

Replikasi WSSV bisa terjadi pada beberapa bagian sci dengan nucleus sebagai 

letak utama virus berplikasi (Wang et al. 2000). Akan tetapi pertumbuhan dan 

kematangan partikel-partikel virus setelah diamati secara berkali-kali berada di dalam 

sitoplasma dari folike) sel (La et 01., 1997). Pada penelitian yang dilakukan Wang (2004) 
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bahwa hasil dari imunonuorescn assay dan ckx:tron microscopy menunjukkan positif 

s ignal VP28 pada s itoplasma sel yang tc ri nfcksi WSSV, positif s ignal ini kcmungkinan 

di scbabkan tidak hanya olch protcin VP28 bcbas lapi juga olch VP28 yang tcrdapat pada 

virion. Hal ini konsistcn dcngan ide bahwa rcpfikasi dan morfogenesis DNA WSSV 

kcmungkinan tcrjadi di sitoplasma sci udang yang tcrinfcksi. 

Pada levcl transkripsi dan translasi yang tc rjadi pada sci inang yang tc lah tcrscrang 

virus WSSV tcrckspresi suatu protein. Prote in ini bersifat non struktural dan mcnurut 

Wang et 01. (2007), dinamakan tel' lJ . 

A ~ ttl _ .. , r-' 
.... T .. OT D .. D'I ...... v (I D DT 8 "~ ~ II! V .... T F DT 'q .. .. v .... 8 D", D '8 .. 

r' (: . , . u! .....t:.!:.... 
VV .. VC ..... O'8.STFV ... H DD ' ':? E ... ....... TGDS1' ... II ' D" '" VP"'? T Ii 

B 

c l e rll 

" .. 

Gambar 3. Distribusi ncgal if charge dari le Pl1 yang menyerupai bcnluk IJ DNA 
helik. (A) ElclllCIl struktur sckunder ya ng ditunjukkan dialas sekucn <Imi no-acid 
dengan garis baw-all hijau dan tabling mcrnh mcnggambarkan j3-slrand dan u-hcl iks 
(13) Sebuah d iagram pita dari dimcr Je Pl1 (kiri). Strands dan Ilc liks dar; monomer A 
on di bagian kanan dan diwamai biru dan mcrall. (kanan) sebuah diagram dari d imer 
Je PII , yang masing-masing asam amino bemwalan nega tive di lunjukkan sebaga; 
c luster dari bola (kecuali untuk E2 l dan E22, yang dihilangkan). (e) Permukaan 
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molekuler dari dimer ICPII dan dsONA. Kode pewamaan oleh GRASP, dengan 
merah sampai biro menggambarkan potensial elektrostatik dari -15 kB T sampai 
+15kBT. Dimer ICPll ditunjukkan dalam bentuk 3 orthogonal normal ke pasangan 
axis. Label yang menunjukkan ICPll titik residu acidic yang saling berhubungan 
dengan muatan negative pada dsDNA. Bintang menunjukkan ICPll monomer B atau 
komplemen strand dari dsDNA. Perkiraan jarak diantara titik ditunjukkan. (0) 
Persebaran muatan negative amino acid dalam ICPll helikal filament. Diagram 
menunjukkan pada kondisi stereo dan diwamai seperti pada B (Wang el al. ,2007). 

ICPll adalah protein non struktural yang terbanyak diekspresikan oleh gen 

WSSV, yang mana diduga kuat sangat berperan pada infeksi WSSV, namun sampai 

sekarang fungsinya diabaikan untuk diamati. Pada penelitian yang dilakukan baru­

baru ini ofeh Wang et 0/., 2008 menghasilkan [CPII berperan seperti sebuah DNA. 

Dalam kristal ICPII dibentuk oleb sebuah polimer dari dimer dengan 2 baris titik 

yang bennuatan negatif yang diasumsikan adaIab susunan duplek dari kelompok 

pbospat pada DNA. ICPII mengikat pada biston protein inang, berfungsi melindungi 

DNA dari ikatannya terhadap histon protein H2A, H28, H3 dan H2A.x. Dalam 

hemocyte udang yang terinfeksi WSSV ICPII terletak bersama H3 dan diaktifkan 

oleh H2A.x. 
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A 

Non-lnfeded 

B 

WSSV Infected 

c 
Non-lnfeded 

D 

WSSV Infected 

Gambar 4. IeI' ll yang terlctak pada histone H3 dan histone H2A.x in vivo. Kanlrol 
dan hemocyte udang terinfeksi WSSV yang diawetkan dcngan 
parafonnaldehydc (72 hpi), pewrana untuk ICP ll(FITC, green) dan 

unluk hi stone H3 (A dan B) dcngan TR ITe (mcrnh) dan ¥ histone 
H2A.x (C dan D). area hijau menunjukkan letak histone protein dan 
Ie I'll yang terletak pada area yang sarna (Wang e/ al. ,2007). 

Kcragaan DNA mitokondria (Pellaeus vonnamel) tllhan pcnyakit WSSV 

I>olimorfisme ada lah sualu bentuk variasi genetik yang terjadi dalam 

sualu populnsi. Polimorfisme dapal dikctahui dari muncu lnya bcbcrapa pita (band) 

DNA pada bcbcrapa sampcl, yang tidak dikctemukan pasa sampcl DNA lain, alau 

adanya pcrgcscran pita DNA tcrtcntu pada bcberapa sampeJ dibandin gkan sampeJ 
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DNA yang lain .(Yuwono, 1992). Menurut Fanning and Gibbs (1991), susunan 

fragmen yang dihasilkan merupakan karkteristik sesungguhnya dari DNA "template" 

dan menggarnbarkan "fingerprint" DNA tersebut. Fragmen polimofik hasil 

pemotongan berasal dari perubahan genetik yang dihasilkan oleh mutasi titik, delesi, 

insersi dan perubahan-perubahan lain. 

HasH amplitkasi primer COIL COIH pada P. Vanname; menghasilkan pita 

yang monomorfik. Keadaan ini menunjukkan bahwa hanya ada satu urutan basa 

dalam genom DNA yang sesuai dengan ''template'' dan dikenali oleh primer, sehingga 

primer dapat melekat ke daerah itu dan proses ampliftkasi dapat tedadi. Lebih lanjut 

dikatakan oleh Fanning and Gibbs (1991). bahwa setiap ftagmen hasil PCR (yang 

memberikan kontribusi pada "fingerprintj berasaI dari interaksi antanl "template" 

dan primer pada tempat yang berbeda-beda, sehingga masing-masing akan 

mengamplifikasi panjang yang berbeda. Produk basil amplifikasi yang dihasilkan 

dapat dikelompokkan menjadi 3 yaitu 1) teramplifikasi pada semua sampel 

(monomoftk), 2) teramplifikasi hanya pada beberapa sampel (polimofik), 3) 

teramplifikasi pada beberapa sampel dengan intensitas yang berbeda (sangat 

polimorfik). Jadi semkin banyak perbedaan interaksi antara template dengan primer, 

semakin polimorfik DNA sampel tersebut. Apabila pita yang diperoleh lebih dari saw, 

menunjukkan banyak daerah yang dikenali sebagai template dan jumlah basa yang 

terampifikasi juga akan bervariasi. Akan tetapi hal ini tidak diinginkan pada teknik 

RFLP, dikarenakan akan menyulitkan dalam intepretasi hasil apabila DNA yang akan 

dipotong bukan merupakan pita DNA tunggal. 

Hasil amplifikasi PCR dengan kedua primer tersebut didapatkan gambaran pita 

DNA monomorfik yang bervariasi dalam intensitasnya. Hal ini disebabkan karena 

jumlah fragmen DNA dengan berat molekul yang memiliki konsentrasi dengan 

tingkat kemumian yang tinggi, akan menampakkan pita yang jelas, sedangkan DNA 

dengan konsentrasi yang rendah akan menghasilkan pita yang tipis dan samar atau 

smear (Susanto, 2002). Menurut Brown (t 991), tingkat kemumian DNA dapat dilihat 

dari rasio absorbansi 260 nm dan 280 nm (260 nml280 nm). DNA dinyatakan mumi 

apabila rasio hasil absorbansi 260 nm1280 nm yaitu sekitar 1,8. Bila tingkat 
. 

kemumian DNA kurang dari 1,8 dapat dinyatakan adanya kontaminasi oleh protein 

dan bila tingkat kemumian di alas 2, kontaminasi yang teljadi disebebkab adanya 

RNA. Pada penelitian ini. tingkat kemumian sam pel DNA yang digunakan berkisar 

antara 1,7 - 1,9. 
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Setelah dilakukan analisa RFLP lebih lanjut pada pita tunggal hasil amplifikasi 

primer COIL COlH pada P. Vannamei, temyata dari 2 enzim restriksi yang 

digunakan, hanya I enzim (Nla III) yang mampu menghasilkan hasil pemotongan 

yang polimorfik. Penggunaan beberapa enzim restriksi (RFLP) disini dimaksudkan 

untuk mengetahu tingkat polimorfisme dari DNA hasil amplifikasi peR. Menurut 

Haryanti dick (2001), amplifikasi dari fragmen tunggal yang digunakan untuk 

mengasumsikan banyaknya variasi pada masing-masing profi1 enzim restriksi, 

menunjukkan bahwa fragmen yang mempunyai banyak sisi restriksi dinyatakan lebih 

variatif secara genetis dibandingkan dengan yang tidak mempunyai site restriction. 

HasH pemotongan yang berbeda (Tabel 6) menujukkan bahwa pada populasi tersebut 

teljadi perbedaan variasi genetik yang ditunjukkan adanya pemotongan fragmen yang 

berbeda pada suatu populasi. 
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6.1 KESIMPULAN 

DABYI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Dari penelitian ini diperoleh kesimpulan sebagai berikut: 

1. Hasil uji tantang SPF udang putih (P. vanname; ) terhadap WSSV pada media 

dengan salinitas yang berbeda memberikan hasil yang berbeda pula. Total 

mortalitas udang putih pada salinitas 0-5 ppt yang diinfeksi WSSV adalah 23 0/0, 

pada salinitas 20-25 ppt adalah 5,5 0/0, dan pada salinitas 40-45 ppt adalah 33,5 %. 

Secara umum angka ini rendah mengingat biasanya kemtian udang yang 

disebabkan serangan WSSV mencapai tOO % setelah 2-4 hari. 

2. Hasil PCR DNA udang putih (P.Vannantel) dengan primer spesifik (CPII pada 

dua kelompok sampet yang tahan dan tidak tahn terhadap WSSV menghasilkan 

amplifikasi pita DNA yang berbeda. Pada udang yang tidak tahan amplifikasi pita 

DNA pada 350 bp. 

3. Enzim restriksi yang menghasilkan pemotongan yang polimorfik untuk 

P. vanname; adalah Nla III. Fragmen yang terbentuk dari hasil pemotongan dengan 

enzim restriksi Nla III untuk P.vanname; adalah : 125, 175, 225 dan 300 bp. 

Heterozygositas P. vanname; adalah 0.050. Hal ini menggambarkan SPF P. 

vanname; memiliki variasi genetic yang bagus sehingga cukup tahan terhadap 

serangan penyakit WSSV, hal ini didukung oleh hasil uji tantang dengan total 

kematian sampel udang terbesar hanya 33,5 %. 

4. Sequencing DNA mitokondria belurn dilakukan karena keterbatasan waktu dan 

dana yang diperoleh pada penelitian tahun ini. 

6.2 SARAN 

Untuk mendapatkan data lebih detail mengenai SPF udang putih (P. vanname,) 

perlu dilakukan penelitian lanjutan. Penelitian ini dimaksudkan untuk memperoleh 

sequencing mitokondria SPF udang putih (P. vannamet). 
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LAMPlRAN 

Lampiran 1. Data kualitas media 

a.Data kualitas media yang diperoleh dari sampel lapang seperti tercantum di bawah 

ini: 

Lokasi I tambak Parameter (rata-rata) 

Sal Suhu pH DO Tinggi air Kecerahan 

I. Tuban 
Kal 2 31.2 7.8 3.5 95 14 
Ka2 2.6 32.1 7.9 3.9 100 21 
Ka3 3.3 31.9 7.8 4.6 110 14 

2. Malang Selatan 
BI 21 28 7.51 3.9 130 15 
B2 25 29 7.69 3.78 130 15 
CI 21 29 7.5 3.9 140 15 
C2 29 28 7.8 4.1 140 15 

3. Gresik 
Pi 41 32.5 8.1 10.369 135 14 
P2 40 31 8.0 4.8 125 19 
P3 39 31 8.1 3.5 100 19.5 
P4 40 32 7.9 3.9 100 16 

Lokasi I Parameter (rata-rata) 
tambak 

~OM pH P04 .,. N~ NH3 CO Alkalinitas Salinitas 
0 

Malang 
Selatan 

81 :410.8 7.51 0.8344 0.2271 0.03 ~ 144 21 
82 ~80.32 7.69 0.37157 0.1492 0.10 ~78 148 25 
C1 276.816 7.5 0.3064 0.19205 0.04 ~1 148 ~1 
C2 235.104 7.82 P.4824 0.14725 p.10 ~26 152 29 

Gresik 
Pi 40.448 6.80 0.9673 0.2105 0.09 534 216 34 
P2 154.208 6.63 1.4967 0.2963 0.07 508 192 36 
P3 91.008 ~.55 1.9935 0.2378 0.07 ~27 194 35 
P4 237.632 6.68 1.4183 0.1442 0.11 545 216 35 . 

Tuban 
Ka1 200.976 7.19 0.4510 0.2865 0.20 ~46 214 2 
Ka2 290.72 7.20 1.5033 0.4133 0.19 rs 296 3 
Ka3 259.12 7.13 ~.3987 10.4581 0.25 318 3.5 
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KODE 

A10 

A2" 

A'" 
RATA· 
RATA 

.," .," .," 
94" 
RATA· 
RATA 

c," 
c," 
c," 
C4" 
RATA· 

a. Data kualitas media yang pad a saat pemeliharaan dan uji tantang di laboratorium seperti di bawah ini : 

DATA 0 0 (DISSOLVED OXYG EN) HARlAN YANG ClAMBIL SETIAP PAGI (01.00) DAN SORE (16.00) 

HARI KE·1 HARI KE·2 HARI KE·3 HARI KE-4 HARI KE·5 HARI KE·6 HARI KE-7 

PAGI SORE PAGI SORE PAG I SORE PAG I SORE PAGI SORE PAGI SORE PAGI SORE RERATA 

1.09 6.30 6.10 7.00 1.10 6,40 7.00 6.23 7.14 6.60 7.20 7.50 7.21 6.70 7.01 

7.28 7.20 6.80 6.80 6.70 6.80 7.60 7.95 7.60 7.50 7.10 7.69 6.17 6.60 7.13 

6.64 6.60 6.60 6.10 6.20 6.90 6.70 6.67 7.23 6.30 7.00 7.47 7.06 6.90 6.74 

6.55 6.00 6.20 5.90 6.10 6.50 6.20 7.29 6.66 6.20 6.50 6.56 7.09 6.30 6,43 
, 1 f lr. ,.. .1' , 1, , ,( -+' {l ' .. ' . , ." 

"," , 
.,.', " " .' 

6.72 7.30 7.00 7.00 7.00 7.30 7.10 1.82 7.47 7.20 7.10 7.58 7.83 7.70 7.29 

7.12 5.90 5.80 6.10 6.10 6.10 5.80 7.1 6 6.61 5.90 6.20 6.56 6.04 6.00 6.24 

6.48 6.30 6.10 6.40 6,40 6.60 6.40 6.41 6.28 5.60 6.20 6.40 6.16 5.60 6.24 

6.40 6.30 6.10 6.00 6.10 6.30 6.60 7.46 7.39 6.30 7.10 7.36 6.96 6.30 6.62 
, . 

, (! ' ( t \ ";. -, . ,. ~ . ( '.- . '." . ., . . ... 
5.99 6.30 6.20 6.00 5.80 6.40 6.50 6.97 6.09 4.90 6.10 7.30 6.80 6.30 6.26 

6.25 6.60 6.20 5.80 5.80 6.40 7.00 7.13 7.14 6.90 7.00 7.12 6.48 6.60 6.60 

6.53 6.10 6.60 6.40 6.50 6.60 7.10 7.46 6.77 7.00 6.90 6.95 7.51 6.50 6.78 

6.87 6.90 5.30 6.10 6.20 7.40 6.50 7.64 6.13 7.40 6.50 6.86 6.29 6.70 6.61 

I It f" ' ; r " . - . " • . . ~ .. ' \'.., ~ j • .-
". co. .f", '.·.1 ~ 1 .• 3 .... !.,: I?ffi~ ·~I. '1 ' ; . '."- .• . '. 
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DATA SUHU HARlAN YANG DIAMBll SETIAP PAGI (07.00) DAN SORE (16.00) 

HARI KE·1 HARI KE·2 HARI KE·3 HARI KE-4 HARI KE·5 HARl KE-6 HARI KE -7 

KODE PAGI SORE PAGI SORE PAGI SORE PAGI SORE PAGI SORE PAGI SORE PAGI . SORE RERATA 

Ato 26.3 25.9 25.7 26. 1 26.7 25.9 25.5 26.6 25.2 27.1 25 25.7 25.5 1 26.8 26.00 

A2, 26.2 25 25.7 25.9 25.2 26 25..4 26.8 25.9 25.8 28 25.7 25.6 26.1 25.95 

A3, 26.5 27 25.7 26.9 27 25.9 25.6 26.9 25.5 25.4 26 25.8 25.6 27.3 26.22 

A40 263 25 25 6 25 25.2 27 25.5 25.3 27. 1 26.1 25.9 25.7 27 26.1 25.91 

RATA·RATA 

8' , 27 .2 27 24.7 27.1 27.1 27.1 26.4 26.2 27 25.1 26.8 26.6 24 .6 24.1 26.2 1 

82, 27.3 26.9 26.6 26.9 27.1 27 27.5 27.2 27.2 25.1 26 26.8 24.6 " 26.44 

B3, 27.3 26.9 26.6 27 27. 2 26.9 26.5 27.2 26.1 25.1 26 26.7 24.5 24.2 26.30 

B" 27.6 26.6 26.7 27.1 27.3 26. 8 26.7 26.4 25. 2 25.4 26 26.6 24.6 24.4 26.26 

RATA-RATA 

C', 30.4 31 30.6 31.1 30.1 31 30.5 30.3 31 31 .1 31 30.8 30.5 30.2 30.69 

C2, 30.4 31 30.5 31 30.2 31 .1 30.5 30.3 31 31 .1 3' 30.6 30.5 30.2 30.69 

C3, 30.6 31 .1 30.6 31 30.2 31 30.7 30.3 31.1 31 .2 31.2 30.7 30.5 30.6 30.77 

C4, 30.4 31 30.5 31 30.2 31 30.5 30.1 31 .1 31 .1 31 .1 30.8 30.6 30.3 30.69 

RATA·RATA 

Al i 28.4 29 28.6 29.1 28.1 29 28.5 28.3 29 29.1 I 29 28.8 28.5 1 28.2 28.69 

A2i 28.4 29 28.5 29 28.2 29.1 28.5 28.3 29 29.1 29 28.8 28.5 28.2 28.69 

A3i 28.6 29.1 28.6 29 28.2 29 28.7 28.3 29.1 29.2 29.2 28.7 28.5 28.6 26.77 

A4i 28.4 29 28.5 29 28. 2 29 28.5 2B.1 29.1 29.1 I 29.1 28.8 28.6 28.3 28.69 

RATA-RATA 

Bli 26.4 27 26.6 27.1 26.1 .27 26.5 26.3 27 27.1 27 26.8 26.5 1 26.2 26.69 

B2i 26.4 27 26.5 27 26 .2 27.1 26.5 26.3 27 27.1 27 26.8 26.5 26.2 26.69 

83i 26.6 27.1 26.6 27 26.2 27 26.7 26.3 27. 1 27 .2 27.2 26.7 26.5 26.6 26.77 
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RATA 

C', 
C" 
C3, 

RATA· 
RATA ._ 

Ali 

A2I 

A3i 

A4i 
RATA· .. 

RATA '".'. 

Bli 

B2i 

"" 

7.75 

7.74 

7.77 

7.74 

6.13 

8.' 

8.1 8 

8.19 

7.8 1 

7.81 
~ 

75 7.56 7.71 

7.6 7.63 7.73 

7.6 7.63 7.73 

7.5 7.67 7.63 

8 6.05 8.17 

8 8.05 8.22 

8 8.06 8.18 

7.9 8.04 8.21 
~ -.... ~ " ... 

7.6 7.68 7.82 

7.6 7.71 7.82 

DATA pH HARlAN YANG DIAMBIL SETIAP PAGJ (07.00) DAN SORE (16.00) 

7.65 7.65 

7.62 7.65 

7.66 7.66 

7.66 7.66 

7.51 6.04 

7.72 8.11 

7.72 8.08 

7.74 8.08 
-" -

8.09 7.69 

7.66 7.66 

7.59 7.57 

7.57 7.57 

7.63 7.61 

7.61 7.63 

7.96 7.99 

8.04 8.05 

8.04 8.02 

8 8.02 ., . ..... . ...,.. .. 

7.68 7.65 

7.69 7.66 

10 

7.69 7.72 

7.61 7.64 

7.73 7.75 

7.72 7.74 

8.09 

8. 12 

8.06 

, !. 

7.76 

7.76 

8.03 

8.13 

8.17 

8.11 

7.79 

7.78 

7.69 7.6 7.56 7.5 7.62 

7.6 7.51 7.47 7.5 7.60 

7.68 7.65 7.64 7.6 7.67 

7.72 7.64 7.62 7.6 7.65 

7.84 7.57 7.54 7.9 7.91 

8.13 7.98 7.99 8 8.05 

8.14 7.98 7.98 8 8.05 

8.09 7.9 7.92 8 8.02 

7.77 7.64 7.64 7.6 7.73 

7.74 7.49 7.52 7.6 7.68 



4n 



KODE 

A" 
A2, 
A3, 

", 
RATA· 
RATA 

B" 
B2, 
B3, 

"" 

PAGI 

DATA SALINITAS HARlAN YANG DlAMBIL SETIAP PAGI (07.00) DAN SORE (16.00) 

HARI KE·1 HARI KE·2 HARI KE·J HARI KE-4 HARI KE·5 HARI KE ·6 HARI KE·7 

SORE PAGI SORE PAGI SORE PAGI I SORE PAGI SORE PAGI SORE PAGI SORE RERATA 

, 5 5 5 5 3 , I 5 5 5 , , 5 5 4.57 

, 5 5 5 5 2 3 I 5 5 5 3 3 5 5 4.29 

, 5 5 , 5 3 3 I 5 , 5 , , , , 4.21 , 5 5 5 5 3 , I 5 5 3 , , 5 6 4.50 

'" '''''' "'lI'T '. ,.' ,,'," 
.... :/..' ;:/1., ::.~;~~;.' ':' ll. ;? i.if :u:::c~~lt~ .. <.\:';:·1: :;t1~~E.. :':,' ~~r'1 .. -. ' ,, - ""'" 

m 

" 

ii::a: Will 
•.... _ ".1.,._ 

" 

1'rYi,,1lftlI ,. " 
21 21 21 21 21 21 21 I 21 21 19 2J I 23 I 21 21 21 .14 

21 25 25 25 25 19 20 I 25 25 19 20 1 20 1 25 22 22.57 

21 " " " " 20 20 I 24 " 21 21 J 21 J 24 22 22.43 

21 21 20 20 20 20 19 I 20 20 22 21 1 21 1 21 19 20.36 
we ¥#! --, '- ,,:,"" "I' '1' ,,-' ".', ' I\:;l:::'~ilj!IIi"_!' "I""":" '-_ ~-.. .~"'-{:'.: ' ..... ' .. : :''''.;.,' ,.4'1: ~{I,!! Y0~: ",~r., -~It . ..,,},{.'j,. ~_ 1II1!!.~2Iflh".<~1'~J!L.: ffl:J.t·L·' .. :t1:';, ... 11(;;', ,. RATA· 

RATA ..... ...... : ' '''.'' ,.: - f · -no """ ... ai:Z1..,....~&:I 

C1, 

C2, 

C3, 

C," 
RATA· 
RATA 

Al i 

A2i 

A3i 

A4i 
RATA­
RATA 

Bli 

B2i 

40 " " " '0 38 39 " 41 41 ' 0 " " " 40.36 

" '0 '0 " '0 43 39 '0 " '0 " " " 37 40.29 

" '0 '0 " 41 39 43 " " '5 '0 20 " " 39.57 

" '0 '0 '0 " '0 39 ' 0 " 39 '0 " '0 " 40.07 
"'1] ,"" ., ,:-. :': . "., ·,"1:" ... ' ," " ~lI;{'"", '"""I ;<, .'" • ':.':-:T:', 'r,t-.,. ."!" ':;::'~! ,r,i-.... , riY:;!' .. ;,~;\t· 1'Mt~ ,·.~ ri1~ll' 'I"Rf;lll ~t~P.lW.zm!~"·~~H . !; r'll.d··. ~ (ill: '.'(0(" 1 . , :: l.' JI"_. ; _ OJ 1IO:07J .. '" "I11III ,. ,)'.' 

" 
'I • • • ;; 

" - " 

00, ~ , 5 5 5 5 , 3 5 5 3 , 5 5 5 4,50 , 5 5 5 5 , 3 5 5 , , 4 5 6 4.57 , 5 5 5 5 3 8 5 5 , , , I 5 5 4.79 

4 5 5 5 5 5 5 5 5 , 4 , I 5 , 4,64 

, ':'" '1' .. '-Ir' ' 'r HIIZm"'" . fi ~.:" ." '-'i:'~[t'::--' -, I" , <,', , "", ",.~", , , "",-;' ,.." .' I .. ,' "'I, 'i"~.·!.'. ·I-rl~: I.',:: ."i fl -I!! ' . ".:; . _ .~.:~, ~.i."_-.t~!, !'; !I:l")' ~pm " " "'.!iIIl -rl~ KIll' 
21 20 20 20 21 20 " 20 20 20 22 22 20 " 20,57 

21 20 20 " " 20 21 20 " 16 " " " 20 20.50 

l.l .VV_ 
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Lampi,an 2. Data kernatian udang yang telah diinfeksi WSSV 

DATA HARlAN UDANG YANG MATI 

o o 

2 I 0 

o I 1 

1 I 0.25 

'" 



AA 



Lamp ran 3. Sequence asal Primer ICP11 diambil dari NCBI (Reference Sequence: 

NC_O 225.1). 

gil17 58105:c129006-127159 Shrimp white spot syndrome virus, complete genome 
ATG TACATTGGAGAGAAAAACAATAACCCTGTTAGTAATGAAAGTGTATCAGAAAAGGAGTTAAAAC 
TAAGA CGTCATTCCTGATGATCGGGAAGAAAACAAGTAAATATGAGCAAGTCATGGGTGTTTATGAAGC 
TATCG TCTATAAGACAAAGCGAATTGTCCGAAGACACATTTGTTGTACATGTGAAGAAAGATAAACAA 
CTC TTCGCAAGAGGGTTAAAAAGATTACAAGAATTGGTAGAAGATGACTCTTTAAGAATTGAACGGA 
TAAGT GTGCCCCTCCTGAACCTGGACATTTATTCAAAGATGATGCTGGGCACGTTACTGACGAGGAATG 
GCTTG AACGCAAGAAGAAGACGTGCGTAAAATCAATACAATAGTCAAGGAAAAATTAAAACGAAAAGAC 
AAGGA TTTAAATTCAGTCAATTATACAGGTACATGAGCAATAGTCTTTCTGAAGCAGTAGAAAAAAAAC 
ACGAT GTATGATAATAAGTTCCGATTTCTTAATCGGTTTAGGTTTCAGTACAATGAACGTCACGCACGC 
TTT GTCAATGGAGAGAACTATGCAGAAACATGGTTTCAAGGATATGATGGTCCCATTGGTTGAAATT 
TGTCA CGTACCCATTACAAAGGAGAATATATAGCCAATCCTATTTTCAAGAGCCATTCTTCACATTGCT 
TGATT TTCCCTTGTTTATGGTGGCGGGCGTTTTTGCAAGGAGCGCACACCCTTCTGCTGCAAGCATTGA 
AATGT CCTTTCGACACTAGCCTACGCTGTTATCTTATACAGTGATGAAAAGCAACGCCAGATACGCGAA 
GAGTT GCTAGGAAAAATTTACAAATAAAAGAGGAACTAGAAAACCAGGTCGAAAAGACCACAAAAGTTG 

CTAGAAACACAAGTAGTAAAGACCACAAAAGTTGAAAAGGAACTAGAAACACAAGTAGTAAA 
GGAGTACAAAAACTCGTATATCGAAACTGAACAACTTTTCAAAGTCTCTGAGGAACAAAAAGAA 

GAAATGTACACAAGAAATCTTCCAATGCGACCTTCAGATACGACAGCGGCTCTTGTCTCGTCT 
TATCCTCTACAGAATTCTACTTGTTGTGCAGGACAGACAAAAGTGGTTCCTTTGAAACTGCAAC 
TGGTTTGAGGTACATTTTCTCCCCCATAAACAAGAAAAGGGATACTGCAGGTATGAGGCCCAGA 

TGGCCGTGACTGGCTGTGACGCACCTATCGCTTGCAACGACAGTATCAAACACCAAAACAAGT 
TATTAAAATGTAACCGATCAAGTATAGTTTTCCAGACCCCTCCAAGTGATGAAGATTTGAAGGG 

CAAAAAGTGACAGGTTCTGATATCCGAATCT7TATGAATGATGGCACCGTCTATCAAGATGGG 
TAGACATCTCTTCGCCTCAAGAACTTGATGAAGAAAATATGACCCAATTTGAAATTGAACAAC 
GCTCCATTCCATGATGGAGAACACATCAAAAATTGTCACTAGGTACAACAAGGAAAGACATTT 

GGAAGCTCGTACGAGAAACAAGACCGAAAAGTGGTTTGAGAAGGTAAAGAAGAGGGAGGAA 
GCGAGAAAATGGAGAACAGTCTACCAGTGAACAGGAGCAAAGGGGAGTAAAAAGGACCTGGG 
CAATGAATTTGATAGCGACGTAGk;Gk~G;~GAAGATGGAAACAACACTCAAGAACAACAGCG 
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Lampiran 4. Hasil RFlP pada P. Vannamei 

a. Hasil RFLP pada P. Vannamei menggunakan enzim Hha I 

1234567 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M 

Keterangan : 1-16 : sampel, M : marker 
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LampiraD 5. Skoring basil RFLP 

P. VaDDamei 
Nosampel Enzim restriksi (low) 

NlaID Dba I 
I B A 
2 B A 
3 D A 
4 B A 
S B A 
6 B A 
7 B A 
8 B A 
9 C A 
10 B A 
II B A 
12 B A 
13 B A 
14 B A 
IS B A 
16 D A 

P M 

Keterangan : P : Polimorfik, M: monomorfik 
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~mpiran 6. Perhitungan frekuensi aiel, genotifharapan dan uji chi square 

lIS: 

m Genotip 
B~ BC BD CC CD DD N B C 

13 2 16 00,813 0,063 

1 0,563 1,625 3,250 0,063 0,250 0,250 

Keteran an: 0; observed, E; expected. N;jumlah sampel, X2; niai chi-square 

Perhitun ~n untuk lokus Nla III : 

a. Fr kuensi aiel B = 13/16= 0,813 ;C = 1/16 = 0,063 ; D = 2/16 = 0,125 

b.G. notifharapan untuk: 

BB = (0,813)2 x 16 = 10,563 

CC = (0,063i x 16 = 0,063 

DD= (0,125)2 x 16=0,250 

BC = 2 x 0,938 x 0,125 x 16= 0,102 

BD = 2 x 0,938 x 0,188 x 16 = 0,203 

CD = 2 x 0,125 x 0,188 x 16 = 0,016 

(hi squre dengan derajat bebas (db) = 2 

X2 = L (0- E)2/E 

=32 

Jadi X2hitung> x2 tabel db 2 ,tarafkepercayaan 0,05 
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Lampi 0 7. Analisis data variasi genetik P. Vannamei berdasarkan hasil RFLP 

I. oporsi aiel yang tidak teramplifikasi (x) untuk aiel B 

= 1-0,813 = 0.188 

dengan cara yang sarna dapat dicari nilai x dari allele yang lain 

2. encari varians dari x: 

n 

52 = I I (n - 1) L ( x (i) - xrata) 2 

dimana: 

n = banyaknya aiel pada semua lokus 

x = proporsi aiel yang tidak teramplifikasi 

xrata = nilai x rata-rata 

a) x rata-rata untuk P. vannamei = 32 

b) S 2= 0.038437 

3. ekuensi null alele (qi) untuk aiel B 

= ..j x {I- var x 18 X)"I 

=0.435 

4. . an qi sarna dengan mencari varian x = 0.096 

5. eragaman genetik populasi J pada lokus Nla III aiel B 

Hm (i) = 2 qi ( I - qi)+ 2 var qi 

= 0,684 

dengan cara yang sarna diperoleh uotuk aiel C dan D 

6. ta rata perbedaan genetik di dalam populasi P. vannamei 

Hw = lin L Hm(i), dimana n adalah jumlah individu dalam populasi 

=0,050 
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