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ABSTRAK

Muhammad Risal, 10594081013.Deteksi Virus Penyebab Penyakit Kerdil MBV
(Monodon Baculo Viru)s pada Udang Vannamei (Litopenaeus vannamei)
dengan Menggunakan Metode PCR (Polymerase Chain Reaction).Skripsi
Pembimbing oleh Rahmi dan Darmawati.

Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Agustus 2017.di Laboratorium
Kualitas Air Fakultas llmu Kelautan dan Perikanan Universitas Hasanuddin.
Penelitian bertujuan untuk mengetahui deteksi virus penyeba penyakit kerdil
MBYV (Monodon baculo virus) dengan metode PCR. Sampel udang vannamei
yang diambil dari petani tambak di Kabupaten Takalar sebanyak 15 ekor stadia
PL 12-14. Selanjutnya sampel dibawah ke laboratorium Unhas kemudian
dilakukan pengacakan secara bertingkat yaitu 15 ekor dibagi 3 sub sampel
masing-masing 5 ekor secara acak setiap sub sampel dilakukan ekstraksi. Setiap 5
ekor dari sub sampel di gabung untuk dijadikan sebagai 1 sampel ekstrak. Jumlah
sampel ekstrak adalah 3 tabung. Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil
penetian dapat disimpulkan bahwa hasil elektroforesis PCR terlihat bahwa hasil
elektroforesis DNA pada udang vanamei di dapatkan dari 3 sampel masing-
masing 5 ekor positif terinfeksi MBV (Monodon baculo virus) dan terlihat
dengan munculnya pita DNA yang memiliki garis pada setiap marker dengan
panjang DNA sampel (848 bp, 402 bp, 265 bp), 848 bp dapat mengakibatkan
kerusakan jaringan dan sedangkan di atas 500 bp dapat menyebabkan kematian.

Kata kunci; Deteksi virus, PCR, MBV
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang
Udang vannamei (Litopenaeusvannamei) merupakan salah satu komoditi

unggulan disektor perikanan yang telah memberikan konstribusi yang sangat besar
terhadap peningkatan devisa Negara. Peningkatan produksi udang terutama sangat
pesat diera tahun 1980 an sampai awal 1990 an. Setelah itu produksi udang
mengalami penurunan yang sangat drastis salah satu penyebab permasalahan
tersebut belum dapat diatasi sepenuhnya.

Dunia perikanan, khususnya dalam bidang budidaya tidak lepas
adanya serangan penyakit.Penyakit tersebut merupakan suatu kendala yang harus
di atasi dengan baik supaya dalam kegiatan budidaya tidak mengalami
kegagalan.Di Indonesia  penyakit ikan sangat bermacam — macam yang
disitu disebabkan oleh bakteri, parasit, viral, maupun jamur.Mikroorganisme
tersebut mempunyai golongan tertentu, ada yang menyerang ikan air laut, payau
maupun air laut.

Budidaya udang vanammei di Indonesia dijumpai banyak kendala yang
mengakibatkan produksi udang berfluktuasi. Kendala itu adalah berjangkitnya
wabah penyakit yang berakibat pada kematian udang secara massal di tambak.
Selain itu, faktor kualitas lingkungan juga memegang peranan penting dalam
epizootiologi penyakit.Setelah itu berbagai penelitian berkaitan degan penyebab
telah banyak dilakukandan menambah pengetahuan tentang penyakit ini. Penyakit
kerdil telah diketahui di sebabkan oleh virus MBV, IHHNV dan HPV (Inouye,

dkk 1994) dan teknik deteksi menggunakan PCR telah di kembangkan untuk



diagnose cepat agar dapat mencegah masuknya virus pada sistem budidaya di
Kabupaten Takalar pada khususnya dan Indonesia.

Untuk mengantisipasi penyebaran virus dan mengurangi resiko kegagalan
produksi diperlukan usaha pencegahan yaitu dengan peringatan dini (early
warning) dan pemantauan terhadap keberadaan patogen tersebut di lingkungan
tambak selama masa budidaya.Pendekatan yang dapat dilakukan adalah melalui
pemanfaatan teknik polymerase chain reaction (PCR) yang bekerja secara spesifik
dan sensitif.Teknik PCR dapat di gunakan untuk mendeteksi virus pada udang
yang di budidayakan.Virus yang menginfeksi udang dalam jumlah sedikit dan
belum menimbulkan gejala penyakit pada udang dapat dideteksi dengan
menggunakan teknik tersebut. Keberadaan virus dapat dilacak sejak dini karena
DNA/RNA virus yang jumlahnya sedikit dapat di gandakan dengan PCR sehingga
keberadaannya dapat segera terlacak.Olehnya itu penelitian ini dilakukan untuk
mendeteksi MBV melaluiReal Time Polymerase Chain Reaction.

1.2 Tujuan dan Keguanaan

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui deteksi virus penyeba penyakit
kerdil MBV (Monodon baculo virus) dengan metode PCR sedangkan Manfaat dan
kegunaan dalam penelitian ini adalah sebagai informasi penyakit kerdil pada
udang vannamei digunakan sebagai langkah pengendalian penyakit untuk

merekomendasi kebijakan dalam menggunakan sampel dalam proses penelitian.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Udang Vannamei (Litopenaeus vannamei)
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi
Menurut Haliman dan Adijaya (2005), klasifikasi udang vannamei (Litopenaeus vanna

mei) adalah sebagai berikut :

Kingdom . Animalia
Sub-kingdom : Metazoa
Filum . Artrhopoda
Subfilum . Crustacea
Kelas : Malascostraca
Subkelas : Eumalacostraca
Superordo  : Eucarida

Ordo : Decapoda
Subordo : Dendrobrachiata
Famili . Penaeidae
Genus . Litopenaeus
Spesies . Litopenaeus vannamei

3 'ra@g
(pleopoda)

Gambar 1. Morfologi udang Vanname ( Litopenaeus vannamei)

Morfologi adalah bentuk atau bagian luar dari organisme.Cephalothorax
udang vannamei terdiri dari antenna, antennulae, mandibula dan dua pasang

maxillae. Kepala ditutupi oleh cangkang yang memiliki ujung runcing dan bergigi



yang disebut rostrum. Kepala udang juga dilengkapi dengan tiga pasang
maxilliped dan lima pasang kaki jalan (periopod). Maxilliped sudah mengalami
modifikasi dan berfungsi sebagai organ untuk makan (Haliman dan Adijaya,
2005). Bagian abdomen terdiri dari enam ruas, terdapat lima pasang kaki renang
pada ruas pertama sampai kelima dan sepasang ekor kipas (uropoda) dan ujung
ekor (telson) pada ruas yang keenam. Di bawah pangkal ujung ekor terdapat
lubang dubur (anus) (Suyanto dan Mudjiman, 2003).

Ciri khusus yang dimiliki oleh udang vannamei adalah adanya pigmen
karotenoid yang terdapat pada bagian kulit. Kadar pigmen ini akan berkurang
seiringdengan pertumbuhan udang, karena saat mengalami molting sebagian
pigmen yang terdapat pada kulit akan ikut terbuang. Keberadaan pigmen ini
memberikan warna putih kemerahan pada tubuh udang (Haliman dan Adijaya,
2005). Udang jantan dan betina dapat dibedakan dengan melihat alat kelamin
luarnya. Alat kelamin luar jantan disebut petasma, yang terletak di dekat kaki
renang pertama, sedangkan lubang saluran kelaminnya terletak di antara pangkal
kaki jalan keempat dan kelima.

Tubuh udang vannamei dibentuk oleh dua cabang (biramous), yaitu exopodite
dan endopodite.Seluruh tubuhnya tertutup oleh eksoskeleton yang terbuat dari
bahan kitin.Tubuhnya beruas-ruas dan mempunyai aktivitas berganti kulit luar
(eksoskeleton) secara periodik (molting). Bagian tubuh udang vannamei sudah
mengalami modifikasi, sehingga dapat digunakan untuk beberapa keperluan
antara lain : makan, bergerak dan membenamkan diri ke dalam lumpur, menopang

insang, karena struktur insang udang mirip bulu unggas serta organ sensor seperti



antenna dan antennulae (Haliman dan Adijaya, 2005). Tubuh udang yang dilihat
dari luar terdiri dari bagian, yaitu bagian depan yang disebut cephalothorax,
karenamenyatunya bagian kepala dan dada serta bagian belakang (perut) yang
disebut abdomen dan terdapat ekor (uropod) di ujungnya (Suyanto dan Mudjiman

2003).

2.2 Penyakit Kerdil MBVUdang Vannamei
2.2.1 Pengertian penyakit Udang

Penyakit adalah gangguan pada fungsi atau struktur organ atau bagian tubuh
ikan. Pengetahuan tentang penyakit udang dirasakan sangat penting manakala
wadah penyakit udang telah menyebabkan kegagalan dan kehilangan yang sangat
bermakna. Kegagalan budidaya perairan akibat penyakit tidak disebabkan oleh
factor tunggal, akan tetapi merupakan hasil interaksi yang sangat kompleks antara
udang (kualitas, stadiarawan), lingkungan, organisme dan kemampuan tenaga

teknis (Balai Budidaya Laut Lampung, 2002).

2.3 Teknik Pemeriksaan Penyakit Kerdil MBV Vannamei
2.3.1 Teknik Pengambilan dan Penyimpanan Sampel

Tahap awal yang dilakukan adalah melihat kenampakan sampel udang yang
didugaterkena serangan virus, kemudian segera menyiapkan seluruh alat yang
akan digunakan untuk pemeriksaan. Pemeriksaan dilakukan dengan keadaan steril
agar tidak terjadi kontaminasi seperti halnya penggunaan pinset atau gunting yang
berbeda pada masing-masing sampel yang akan di uji. Bahan uji diambil dari
udang dengan cara menggambil bagian organ pleopode, periopode, insang dan

ekor dengan menggunakan gunting dan pinset. Organ target yang telah diambil



selanjutnya disimpan dalam alcohol 96 % kemudian dilakukan pemberian label
atau pengkodean sampel pada masing-masing tube sesuai dengan nomor contoh.
Selanjutnya disimpan sampel pada suhu 20 OC dalam freezer teknik
pengambilan sampel dan seberapa banyak individu yang akan diambil sangat
dipengaruhi oleh tujuan pemeriksaan dan kegiatan yang dilakukan, untuk tujuan
monitoring rutin dan tidak menunjukan tanda serangan maka sampling dilakukan

secara random dengan jumlah sampel yang diambil antara 10 — 15 ekor.,

2.3.2 Teknik Identifikasi MBV dengan Metode Polymerase Chain Reaction
(PCR)

Reaksi Polimerase Berantai atau dikenal sebagai Polymerase Chain Reaction
(PCR), merupakan suatu proses sintesis enzimatik untuk melipatgandakan suatu
sekuens nukleotida tertentu secara in vitro. Metode ini dikembangkan pertama kali
oleh Kary B. Mulis pada tahun 1985.Metode ini sekarang telah banyak digunakan
untuk berbagai macam manipulasi dan analisis genetic.Pada awal
perkembanganya metode ini hanya digunakan untuk melipatgandakan molekul
DNA, tetapi kemudian dikembangkan lebih lanjut sehingga dapat digunakan pula
untuk melipatgandakan dan melakukan kuantitas molekul mRNA.

Dengan menggunakan metode PCR dapat meningkatkan jumlah urutan DNA
ribuan bahkan jutaan kali dari jumlah semula, sekitar 106 — 107 kali. Setiap urutan
basa nukleotida yang diamplifikasi akan menjadi dua kali jumlahnya. Pada setiap
siklus PCR akan diperoleh 2n kali banyaknya DNA target. Kunci utama
pengembangan PCR adalah menemukan bagaimana caraamplifikasi hanya pada

urutan DNA target dan meminimalkan amplifikasi urutan non-target. Metode PCR



dapat dilakukan dengan menggunakan komponen dalam jumlah yang sangat
sedikit, misalnya DNA cetakan yang diperlukan hanya sekitar 5pug,
oligonukliotida yang digunakan hanya sekitar 1 mm dan reaksi ini biasa dilakukan
dalam volume 50-100 pl. DNA cetakan yang digunakan juga tidak perlu
dimurnikan terlebih dahulu sehingga metode PCR dapat digunakan untuk
melipatgandakan suatu sekuens DNA dalam genom bakteri. Konsep asli teknologi
PCR mensyaratkan bahwa bagian tertentu sekuen DNA vyang akan
dilipatgandakan harus diketahui terlebih dahulu sebelum proses pelipatgandaan
tersebut dapat dilakukan.

Sekuen yang diketahui tersebut penting untuk menyediakan primer, yaitu
suatu sekuens oligonukleotida pendek yang berfungsi mengawali sintesis rantai
DNA dalam reaksi berantai polymerase.Prinsip kerja uji PCR adalah
melipatgandakan suatu sekuens DNA dalam genom bakteri. Konsep asli teknologi
PCR mensyaratkan bahwa bagian tertentu sekuen DNA yang akan
dilipatgandakan harus diketahui terlebih dahulu sebelum proses pelipatgandaan
tersebut dapat dilakukan. Sekuen yang diketahui tersebut penting untuk
menyediakan primer, yaitu suatu sekuens oligonukleotida pendek yang
berfungsimengawali sintesis rantai DNA dalam reaksi berantai polymerase.

Prinsip kerja uji PCR adalah adalah mengekstraksi DNA/RNA dari sampel.
Berikutnya memperbanyak potongan-potongan DNA/RNA yang membawa
informasi genetika tertentu, dan sebagai langkah terakhir adalah proses
elektroforesis untuk melihat hasil produk PCR. Sampel yang diuji PCR sebaiknya

dalam kondisi segar. Namun bila tidak memungkinkan sampel dapat disimpan



dalam larutan alkohol 95 % (perbandingan 1: 9, 1 bagian sampel dengan 9 bagian

alkohol 95 %) untuk kemudian dikirim ke laboratorium (Bebeja, 2013).

2.4 Faktor PemicuVirus MBVVannamei
2.4.1 pH

pH air tambak dalam budidaya udang vanname memiliki pH ideal berkisar
antara 7,5-8,5 (Anonim, 2003). Umumnya perubahan pH air dipengaruhi oleh
sifat tanahnya .pH air tambak dapat berubah menjadi asam karena meningkatnya
benda-benda membusuk dari sisa pakan atau yang lain. pH air yang asam dapat
diubah menjadi alkalis dengan penambahan kapur dolomit pada bagian dalam

pematang tambak.

2.4.2 Oksigen

Oksigen terlarut merupakan parameter utama kualitas air yang sangat
berpengaruh terhadap pertumbuhan dan kelangsungan hidup udang. Pengaruh
langsung oksigen adalah efektifitas penggunaan pakan serta proses-proses
metabolisme udang dan secara tidak langsung berpengaruh terhadap kondisi
kualitas air (Boyd, 2001).

Kandungan oksigen terlarut dalam perairan sangat berpengaruh terhadap
fisiologi udang.Kadar oksigen merupakan faktor lingkungan yang terpenting pada
udang. Rendahnya kadar oksigen dapat berpengaruh terhadap fungsi biologis dan
lambatnya pertumbuhan, bahkan dapat mengakibatkan kematian. Fungsi oksigen
selain untuk pernapasan organisme juga untuk mengoksidasi bahan organik yang

ada di dasar tambak. Jumlah oksigen yang dibutuhkan untuk pernapasan udang



tergantung ukuran, suhu dan tingkat aktivitas dan batas minimumnya adalah 3
ppm.

Kebutuhan oksigen mempengaruhi laju pertumbuhan, nafsu makan serta
konversi pakan.Kandungan oksigen rendah dapat menyebabkan pertumbuhan
lambat, nafsu makan rendah dan konversi pakan tinggi. Udang akan tumbuh
dengan baik pada kadar oksigen minimum sebesar 4 ppm (Suyanto dan
Mudjiman, 2003).

Haliman dan Adijaya (2005), menyatakan bahwa kandungan oksigen terlarut
sangat mempengaruhi metabolisme tubuh udang. Kadar oksigen terlarut yang
optimum bagi udang adalah di atas 4 mg/L. Kadar oksigen yang terlarut bervariasi

tergantung pada suhu, salinitas, turbulensi air dan tekanan atmosfer.

2.4.3 Salinitas

Salinitas merupakan salah satu parameter lingkungan yang mempengaruhi
proses biologi dan secara langsung akan mempengaruhi kehidupan organisme
antara lain yaitu mempengaruhi laju pertumbuhan, jumlah makanan yang
dikomsumsi,nilai konversi makanan dan daya sintasan (Andrianto, 2005). Udang
dapat hidup pada salinitas air antara 5-40 ppt. Salinitas yang optimal untuk
pertumbuhan udang adalah 15-25 ppt, Meskipun udang merupakan biota
euryhaline namun pertumbuhannya akan terlambat apabila dipelihara pada
salinitas lebih rendah atau lebih tinggi dari kadar optimal dalam waktu yang lama.
Pengukuran salinitas air dilakukan satu kali sehari yaitu pada siang hari
bersamaan dengan pengukuran oksigen (siang hari) dengan menggunakan

refraktometer.Salinitas dinyatakan dalam satuan gram/liter atau promil (%)



(Boyd, 1990). Nilai salinitas berkaitan dengan proses osmoregulasi yang terjadi
antara tubuh udang dan lingkungannya. Pada nilai salinitas optimum, udang tidak
memerlukan energi yang besar untuk proses osmoregulasi dan energi dapat
dialokasikan lebih besar untuk proses pertumbuhan.
2.4.4. Suhu

Suhu sangat berpengaruh terhadap komsumsi oksigen, pertumbuhan, sintasan
udang dalam lingkungan budidaya perairan (Pang-Lu-King et al., 2007). Suhu
yang baik dalam budidaya udang suhu berkisar 20-30 °C. Halinimenunjukkan
bahwa suhu air yang tinggi mencegah terjadinya infeksi dan secara nyata
mengurangi mortalitas udang yang terinfeksi MBV serta menunjukkan bahwa
suhu air yang tinggi menghambat replikasi MBV disebabkan oleh peningkatan

aktifitas respon imuninang.
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I1l. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu Dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Agustus 2017. di Laboratorium

Kualitas Air Fakultas Ilmu Kelautan dan Perikanan Universitas Hasanuddin.

3.2 Alat Dan Bahan

Adapun alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu diantaranya:

Tabel 1. Alat-alat yang digunakan dalam deteksi virus dengan metode PCR

No Alat Keterangan

1.  Tabung sentrifuge sebagai tempat sampel

2.  Bearker glas sebagai tempat sampel yangdicampur
3. Thermal cyecle alat PCR

4.  Elektroforesis visualisai DNA

5. Mikropipet pengambilan sanpel

7. Tip pengambilan sampel

8 microwafe tempat pemanasan agarose

9.  Elektriforesis memisahkan DNA

10  Tray elektroforesis mencetak gel agarose

11. tabung ependorf (1,5 ml) menyimpang sampel eksarak

12. magnetic stirrer menghomohenksn agarose

13. tabung PCR (0,2 ml) menyimpang template DNA untuk PCR
14. Timbangan Elektrik menimbang jumlah sampel dan agarose
15.  Labuerlenmeyer menyimpan sampel agarose

16. Sentrifuge memisahkan supernatant

17. Vortex mencampur larutan

11



Tabel 2. Bahan-bahan yang digunakan dalam deteksi virus dengan metode

PCR
No. Bahan Keterangan
1 10X buffer PCR sebagai bahan PCR
2 dNtP Mix sebagai bahan PCR
3 Primer (5 mM) sebagai bahan PCR
4 DdH20 (Aquabides) sebagai bahan PCR
5. DNA Taq Polymerase sebagai bahan PCR
6 Agarose sebagai bahan elektroforesis
7 Ethidium Bromide sebagai bahan elektroforesis
8 Molekuler Weight Maker  sebagai bahan DNA
9 Buffer TAE 1X (Tris Bise, sebagai bahan elektroforesis

Acetic Aced, EDTA)

10. Loading Dye 6x sebagai bahan PCR
11. Alkohol 70% sebagai pembersi alat
12. MgCL2 10 mm sebagai bahan PCR

3.3. Prosedur Kerja dan Pengumpulan Sampel

Sampel udang vannamei yang diambil dari petani tambak di Kabupaten
Takalar sebanyak 15 ekor stadia PL 12-14. Selanjutnya sampel dibawah ke
laboratorium Unhas kemudian dilakukan pengacakan secara bertingkat yaitu 15
ekor dibagi 3 sub sampel masing-masing 5 ekor secara acak setiap sub sampel
dilakukan ekstraksi. Setiap 5 ekor dari sub sampel digabung untuk dijadikan
sebagai 1 sampel ekstrak. Jumlah sampel ekstrak adalah 3 tabung.

3.3.1 Ekstraksi DNA

Deteksi keberadaan virus MBV dilakukan dengan terlebih dahulu melakukan
ekstraksi DNA dari udang dan selanjutnya dilakukan amplifikasi DNA dengan
menggunakan teknik M-PCR. Ekstraksi DNA dilakukan dengan terlebih dahulu

menggerus seluruh bagian tubuh udang sampai halus. Selanjutnya ekstraksi DNA
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dilakukan dengan menggunakan kit giagen DNA mini kit menggunakan protokol
untuk tissues. Secara berurutan ekstraksi DNA dilakukan dengan prosedur sebagai

berikut :

1. Membersikan sampel udang yang telah difiksasi dengan alcohol 70%
beberapa kali kemudian menggerus sampel sampai hancur.

2. Mengambil 3 buah tabung mikro (microtube) 1,5 pl dan menambahkan
larutan ATL sebanyak mL.

3. Meletakkan sampel dalam satu buah tabung mikro (microtube) 1,5 pl
tersebut.

4. Selanjutnya menambahkan larutan proteinase K sebanyak 200 ml kedalam

tabung, kemudian divorteks lalu melakukan sentrifus cepat.

5. Kemudian mengingkubasi tabung pada suhu 56 °C selama 3 jam. Dalam
kasus inkubasi selama 3 jam sebaiknya melakukan vortex setiap selang 1
jam untuk menjamin bahwa jaringan terlisis dengan sempurna.

6. Setelah inkubasi selanjutnya melakukan sentifus cepat sehingga seluruh
cairan yang melengket pada dinding tabung akan menuju kredasar tabung,
kemudian supernatant dibuang.

7. Menambahkan larutan 200 pL buffer Al, memvortex larutan selama 15

detik , lalu menginkubasi larutan pada suhu 70 OC selama 10 menit.
Kemudian melakukan sentrifus cepat dan membuang supernatant.

8. Selanjutnya menambahkan 200 pL etanol 99,5% (ethanol absoult).

9. Memindahkan larutan dari tabung mikro pada QI Aamp mini spin kolom

(dalam 2 ml tabung koleksi), pada saat memindahkan larutan agar tidak
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

menyentuh diding tabung. Menutup tabung dan melakukan sentrifus pada
8000 rpm selama 1 menit , meletakkan QlAamp kolom pada tabung
koleksi yang sudah mengandung filrate.

Menambahkan 500 pL buffer AW1 tampa menyentuh dinding tabung,
menutup penutup, lalu melakukan sentrifus 8000 rpm selama 1 menit,
kemudian meletakkan kembali kolom pada tabung koleksi yang baru dan
tabung koleksi yang mengandung filtrate dibuang.

Menambahkan 500 puL buffer AW 2 pada kolom tampa menyentuh pinggir
tabung lalu melakukan sentrifus pada 1400 rpm selama 3 menit
Membuang filtrate lalu menempatkan kembali kolom pada tabung koleksi
yang sama, lalu melakukan sentrifus kembali pada 1400 rpm selama 1
menit.

Selanjutnya melakukan QlAamp kolom pada tabung mikro 1,5 ml dan
menambahkan buffer AE sebanyak 100 pL, mengingkubasi pada suhu
kamar selama 1 menit, lalu melakukan sentrifus pada 8000 rpm selama 1
menit.

Mengulangi langkah 13 dengan menambahkan buffer AE sebanyak 100
ulL pada tabung yang sama selama 1 menit dan selanjutnya disentrifus
selama 8000 rpm selama 1 menit, total larutan DNA yang diperoleh adalah

200 pL.

Menyimpan hasil ekstrak DNA pada suhu-20 9C sebelum digunakan.
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3.3.2 Amplikasi PCR
Amplikasi DNA dengan teknik M-PCR dilakukan dengan komposisi, primer
dan kondisi PCR sebagai berikut;

Komposisi M-PCR

e Master mix 12,5
e Primer 0,8 x (3 psg)
e Template DNA 2,0
e MiliQ 3,2
e Coral Land 2,5
Jumlah 25 uL.

3.3.4 Visualisasi DNA

Gel hasil elektroforesis direndam dalamlarutan ethidium bromide(konsentrasi
1 mg/mL) selama 10 -15 menit. Selanjutnya gel dicuci dengan akuadest selama 5
— 10 menit untuk mengetahui ada tidaknya inveksi MBV, terhadap sampel-sampel
yang dideteksi maka gel hasil elektroforosis diamati menggunakan uv
transluminator yang sekaligus dilakukan pengambilan gambar.
3.4. Analisa Data.

Data yang diperoleh dari hasil penelitian akan dianalisis secara deskriptif

kualitatif yaitu membandingkan hasil DNA yang terdeteksi dengan menggunakan

metode PCR.
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Amplikasi PCR MBV (Monodon baculo virus)

Hasil PCR memperlihatkan bahwa virus MBV ( Monodon baculo virus), atau
disebut penyakit kerdil di udang vaname terinfeksi dengan model infeksi ganda.
Hal ini menunjukkan bahwa virus ini dapat menginfeksi secara individu pada
udang vaname. Tang and Lightner (2011), MBV dan HPV adalah dua jenis virus
yang melakukan replikasi secara independen pada satu individu udang.

Berdasarkan hasil elektroforesis PCR terlihat bahwa hasil elektroforesis DNA
dari 3 sampel masing-masing 5 ekor udang vaname positif terinfeksi MBV
(Monodon baculo virus) atau biasa dikenal dengan penyakit kerdil hal ini dapat
dilihat dengan munculnya pita DNA yang memiliki garis ditiap masing-masing
marker (848 bp, 402 bp, 265 bp). Berdasrkan buku panduan 1Q2000 MBV
detection and prevection system, apabila pita DNA berada pada posisi fragmen
848 bp, 402 bp, 265 bp menunjukkan bahwa udang udang tersebut terinfeksi
penyakit kerdil MBV (Monodon baculo virus) dengan tingkat sedang yang artinya
udang terinfeksi positif. Jika udang terinfeksi positif kemungkinan tingkat virus
MBV ( Monodon baculo virus) adalah 2000 copy DNA. Pembacaan hasil
visualisasi dan hasil elektroforesis memiliki tingkat penginfeksian yang terdiri
dari light, very light, medium dan severe (Sanjuktha, 2012). Posisi fragmen 265
bp dan 402 bp menunjukkan terinfekasti MBV ( Maonoddoan baculo virus)
medium (sedang). Pemunculan pita pada setiap marker 848 bp, 620 bp, 320 bp
menandakan positif terinfeksi virus MBV (Monodon baculo virus) pada tahap

very light dan severe (parah). Apabila posisi pita muncul 848 bp, hal ini tidak
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dapat menandakan tidak terinfeksi penyakit kerdil. Dimana diyakini para ahli
bahwa 848 bp merupakan gen murni dari udang bukan virus dari MBV (
Monodon baculo virus). Namun apabila tidak terlihat pita dalam gel elektroforesis

itu menandakan kualitas DNA kurang baik.

848 bp

402 bp 265 bp

Gambar 2. Visualisasi DNA hasil M-PCR

Berdasrkan hasil gambar di atas terlihat bahwa virus MBV (Monodon baculo
virus) pada sampel udang, terinfeksi secara FCR pada 265 bp, 402 bp, 848 bp
yang menandakan bahwa udang vananame terinfeksi sedang dengan MBV
(Monodon baculo virus) hal ini menandakan virus tersebut pada terdeteksi tiga
jenis primer yang digunakan.

Hasil gambar menunjukkan bahwa sel-sel organ yang berbeda memberikan
respon yang berbeda juga terhadap virus yang sama. Perbedaan tersebut antara
struktur jaringan abdomen, hepatoupankreas, dan telson. Abdomen adalah organ
target yang mudah terinfeksi MBV (Monodon baculo virus). Hal ini diduga karna
abdomen merupakan salah satu Organ yang tersusun dari sel epitel kutikular,salah

satu jaringan target MBV (Monodon baculo virus). Tang et al., 2003; Kalagayan
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et al., 1991). Hal tersebut sama seperti kasus yang diperoleh dalam penelitian ini,
udang menampakkan gejala pertumbuhan yang tidak normal dengan beragam
ukuran yang lebih kecil dari ukuran udang normal disertai bentuk rostrum yang
abnormal atau bengkok.

Hal lain yang menjadi tanda jenis infeksi berat pada udang vanname adalah
Jenis parasit yang berasosiasi dengan penyakit kerdil adalah microsporidian dan
gregarine yang terdapat pada usus udang yang pada infeksi berat menyebabkan
penurunan laju pertumbuhan, perubahan warna menjadi kuning dan terjadi
perforasi dan hiperflasia pada epitelium usus tengah/midgut (Poulpanich and
Withyachumnarnkul, 2009). Hepatopankreas, juga tidak mengkode DNA
polymerase sehingga replikasinya tergantung pada aktifitas replikasi sel inang.
MBV adalah bacu lovirus yang memiliki DNA polymerase  dan dapat
bereplikasi di dalam sel B (Blisterlike), F (Fibrilar) dan R (Resorptive).
Perubahan ini menyebabkan udang stress sehingga daya tahan tubuh udang
menurun. Kondisi lingkungan yang berada di luar kebutuhan optimal organisme
akan menyebabkan stress dimana pada kondisi ini sistem imun untuk melawan
patogen menurun.

Beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa pada kondisi stress Total
Haemocyte Count (THC) krustase menurun, aktifitas enzim yang berhubungan
dengan resinstensi terhadap penyakit menurun dan sensitifitas terhadap
patogen meningkat (Truscott & White, 1990; Vargas-Albores et al., 1998; Le
Moullac & Haffner, 2000). Sementara You et al, 2010), sistem imun udang

untuk melawan virus akibat perlakuan suhu menunjukkan bahwa THC dan
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aktifitas Phenoloksidase. Apalagi fungsi organ ini sangat berkaitan dengan
paparan terhadap hemolymph yang tinggi. MBV (Monodon baculo virus) atau
yang biasa disebut penyakit kerdil penularan terjadi secara horizontal melalui air
atau kanibalisme terhadap udang yang sedang sakit. (Bonnichon et al., 2006;
Melena et al, 2006). Kondisi ini sama dengan apa yang ditemukan pada kasus
yang terjadi pada udang sampel yang dianalisis. Di mana kematian yang terjadi
tidak terlalu banyak, kemungkinan kasus ini adanya fenomena tersebut di atas.
Akibatnya adalah ukuran udang yang sangat bervariasi karena adanya infeksi
MBYV (Monodon baculo virus). Oleh karena itu, kualitas penggunaan induk sangat
perlu diperhatikan didalam melakukan pembenihan udang vanname. Pencegahan
adalah tindakan yang harus dilakukan dengan cara melakukan deteksi dan

monitoring adanya patogen penyakit

19



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui deteksi virus penyeba penyakit
kerdil MBV (Monodon baculo virus) dengan metode PCR. Berdasarkan hasil
penetian dapat disimpulkan bahwahasil elektroforesis PCR terlihat bahwa hasil
elektroforesis DNA pada udang vanamei di dapatkan dari 3 sampel masing-
masing 5 ekor positif terinfeksi MBV (Monodon baculo virus) dan terlihat
dengan munculnya pita DNA yang memiliki garis pada setiap marker dengan
panjang DNA sampel (848 bp, 402 bp, 265 bp), 848 bp dapat mengakibatkan
kerusakan jaringan dan sedangkan di atas 500 bp dapat menyebabkan kematian.

5.2 Saran

Perlu adanya analisa lanjutan mengenai perkembangan morfologi udang untuk

mengetahui penyakit yang terinfeksi.
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