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PERNYATAAN MENGENAI DISERTASI DAN
SUMBER INFORMASI

Dengan ini saya menyatakan bahwa disertasi Idestifi Patogenisitas
kteri dan Pemanfaatan Gen 16S-rRNA untuk Det@&emyakit Ice-lce pada
didaya Rumput LautKappaphycus alvareziiadalah karya saya dengan arahan
i komisi pembimbing dan belum diajukan dalamtblkem@papun kepada perguruan

Jgi manapun. Sumber informasi yang berasal at#uwtip dari karya yang

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

arbitkan maupun tidak diterbitkan dari penuéisltelah disebutkan dalam teks dan

antumkan dalam Daftar Pustaka di bagian akkertasi ini.
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ABSTRACT

hammad Aris, Identification, pathogenicity of berta and the use of gene 16S

NA for ice-ice detection on seaweed aquacultuf@ppaphycus alvareyii

pervised by SUKENDA, ENANG HARRIS, M. FATUCHRI 84Dl and
@JNTI YUHANA.

L -ice disease on seaweed aquacuKagpaphycus alvareziias a significant effect
decreasing production of seaweed. Decreasirgy afabiomass and caragenan
itent have positive correlation with ice-ice otésl thallus weight based on
1abitation test between healthy and infectedutaDestruction of seaweed tissues
surred in accordance with incubation time ofimedisease. Several bacteria had
an successfully isolated from infected seawealluthand identified using API 20
ind API NE 20 identification test. Isolate\abrio alginoliticusPNGK 1 had the
est pathogenicity compared to other species aglPseudomonas cepacia,
vobacterium meningosepticum, Pseudomonas diminahd Plesiomonas
gelloides V. alginoliticuswas significantly display ice-ice symptoms on day 1
or challenge test with dose of ®1GFU/mL. Molecular characterization Ow.
inoliticus showed that PNGK 1 isolate similar with alginoliticusstrain CIFRI
'SB1. DNA sequencing data ®. alginoliticusPNGK 1 was used as the base of
2cific primer design for rapid detection of baet®n seaweethallus Results of
acific primer design through Primer 3 ProgramMomrlginoliticusPNGK 1 were

& mer aSEFM-F ((5- CAGCCACACTGGAACTGAGA -3) and aSEFM-R (5-
S AGCCGGTGCTTCTTCTGT -3). Amplication of. alginoliticusPNGK 1 DNA
ulted in one amplicon 201 bp. Development ofdrajetection method on the
'sent of pathogenic bacterid. (alginoliticus PNGK 1) on seaweed thallus was
1ducted with several steps optimation test on R&Rperature resulted that at
1ealing 6fC the DNA of V. alginoliticus PNGK 1 could be detected. Using
2cifity test and sensitivity with that specifigrnper it was found a band of 201 bp.
s detection method for pathogenic bacteria candchpplied for early detectionof
/mptoutic ice-ice sea weed.

g uBluBLIB 4 INiSUL) dd] Hijiwu eydio e

ywords Kappaphycus alvarezii, Vibrio alginolyticus PNGK ite-ice disease,
specifity, sencitivity
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RINGKASAN

JH. ARIS, Identifikasi, Patogenisitas Bakteri dan Pemanfag&an 16S-rRNA

uk Deteksi Penyakite-lcepada Budidaya Rumput Ladtappaphycus alvarezii.

yimbing oleh SUKENDA, ENANG HARRIS, M. FATUCHRI 3KADI dan
@JNTI YUHANA.

Penyakitice-ice menyerang sentra budidaya di beberapa negara sgodu
nput laut seperti di Filipina, Malaysia dan Tamaa yang berakibat penurunan
iduksi rumput laut hingga 70-100%. Gejala peity@e-ice umumnya ditandai
1gan pemutihan di pangkalallus tengah dan ujunthallus muda, yang dahului
‘ubahan warntallus menjadi putih bening atau transparan. Pengeldiadidaya
nput laut yang sehat dan bebas penyatice merupakan komponen penting
am peningkatan produksi rumput laut, sehinggartiikan teknik deteksi penyakit
-ice secara cepat dan akurat. Selama ini identifikasi deteksi bakteri patogen
ikukan berdasarkan pengamatan gejala kliniyaw kejadian penyakit di lokasi
Jidaya, karakteristik morfologi, fisiologi danokimia bakteri. Metode tersebut
'miliki peran yang cukup penting sebagai studi lawsamun kurang dapat
nentukan hubungan filogenetis bakteri dan ekspy@sangat dipengaruhi oleh
tor lingkungan. Seiring dengan perkembangandieign dalam bidang kesehatan
n, berbagai teknik identifikasi dan deteksi teldikembangkan, namun kajian
tang penyakiice-ice pada budidaya rumput laut belum mendapat perhgtiag
ius sehingga kuantitas dan kualitas produkspuiaut fluktuatif. Metode deteksi
=ng banyak dikembangkan saat ini adalah metodsksletecara molekuler melalui

alisis DNA genom yang berbasis teknik PCR. Peazah gen 16S-rRNA telah

unakan sebagai parameter sistematik sebagangenmtuk identifikasi spesies
<teri. Oleh karena itu, beberapa tahap peneliékh dilakukan, mengenai isolasi,
ntifikasi bakteri patogen yang menyebabkan pleihy&e-ice mekanisme

‘ogenisitas bakteri patogen penyebab penyakice dan pemanfaatan sekuen gen

S-rRNA untuk mendisain primer spesifik PCR datieteksi cepat dan akurat.

Penelitian pertama adalah isolasi dan identifikesdtteri pada rumput laut
ppaphycus alvareziyjang terserang penyakde-ice.Bakteri ditumbuhkan media
ar Sea Water Complet(SWC) Agar dan TCBSThiosulphate Citrate Bile Salt

OJcrosg Agar. Identifikasi bakteri berdasarkan karaldasi fisiologi dan biokimia
@ ngan analisis API 20 E dan APl NE 20. Hasil péaal menunjukkan bahwa
(© «teri padathallus rumput laut yang terserang penyalde-ice adalah Vibrio
= inolyticus, = Pseudomonas  cepacia, Flavobacteriunmeningosepticum,
>audomonas diminutnPlesiomonas shigelloides

Penelitian kedua terdiri dari dua kegiatan, bagmmtama mengenai uji

o3 0genisitas dari masing-masing bakteri yang eetitikasi dilakukan terhadap
(mput laut sehat dengan ukuran berat basah 3Bgnsentrasi bakteri yang
£ unakan yakni 10 CFU/ml yang diinfeksikan. Patogenisitas bakteranoati

&= rdasarkan dari panjatigpllus rumput laut yang mengalami perubahan warna putih.

obog ueuensd MMIsU|) gdiqHuneidio yey
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ngaruh interaksi perlakuan dan waktu dilakukaalisia dengan ANOVA dan uji

jut Duncan. Bagian kedua, menganalisis mekanigsaresmisi penyakiice-ice

Jathallus rumput lautKappaphycus alvareziberdasarkan waktu kejadian dan

‘ubahan secara makroskopis (wdhadlus), perubahan jaringathallus perubahan

-at basahthallus dan perubahan persentase kandungan karaginanujideng

nsmisi penyakiice-ice dilakukan melalui kohabitasi dengan rumput lathase
@1gan yang terserang penyaii-ice. Perlakuan dari kelima jenis bakteri yang

solasi darithallus rumput laut yang terserang penyaki-ice memiliki interaksi
&'am menimbulkan penyakite-ice padathallus rumput laut sehat. Hasil penelitian
~omperlihatkan bahwa bakteri yang memiliki tinggatogenisitas dan memberikan
g-pon terhadap laju penurunan tertinggi pédddlus rumput laut uji adalaiVibrio
inolyticus. Hasil penelitian mengenai transmisi menunjukkanwzalkecepatan
.nsmisi penyakiice-ice berbanding lurus dengan tingginya jumigddallus yang
serang penyakite-ice begitu pula dengan penurunan berat bdkalus serta
'sentase penurunan kandungan karaginan mengsdaomunan.

Penelitian ketiga mengidentifikasi bakteri patodpmdasarkan hasil analisis
uen gen 16S-rRNA, disain primer PCR spesifik siekuen gen 16S-rRNA dari
<teri yang memiliki tingkat patogenisitas tergihgGen 16S rRNA bakteri yang
'mberikan tingkat patogenisitas tertinggi diani@$i dengan primer PCR
versal domain bakteri forward primer 63f (5-CA&CC TAA CAC ATG CAA
C-3) dan reverse primer 1387r (5-GGG CGG WGTASTAA GGC-3’). Hasil
g' <uensing DNA dibandingkan dengan data las®pean Bioinformatics Institute
w3l) BLASTN 2.0. Perancangan dan analisis kelagakasangan primer yang
eroleh dilakukan dengan menggunakan progranmer 3. Hasil analisis
uensing gen melalui sitidational Centre for Biotechnology InformatitvCBI
AST-N 2.0 menunjukkan adanya kemiripan dengantdyak/ibrio alginolyticus
ain CIFRI V-TSB1 (nomor aksesi gb|JF7840)5d&hgan tingkat kemiripan 99%
1gan 1301 nukleotida. Berhasil dirancang duaesrspesifik PCR yakni aSEFM-F

CAGCCACACTGGAACTGAGA -3) dan aSEFM-R (5-
AGCCGGTGCTTCTTCTGT -3). Kedua primer ini bereakgtimum pada suhu
C dengan yang menghasilkan amplikon berukuran p01 b

Penelitian keempat menentukan optimasi, spesid#as sensitivitas primer
asifik dan mengembangkan metode deteksi secalekuter untuk mendeteksi
<teri penyebab penyakite-ice padathallus rumput laut. Uji optimasi, spesivitas
w1 sensitifitas serta deteksi pafallus rumput laut menggunakan primer spesifik

R (aSEFM-F dan aSEFM-R). PCR dilakukan dengaragsebberikut :Pra
(¢ynaturasi 94C selama lima menit, denaturasi 4 selama 30 detik, penempelan
@ mer 60C selama 30 detik, sintesis 72 selama 2 menipostsintesis suhu 72C
“‘lama 7 menit dan reaksi PCR dihentikan pada sulf€. Hasil penelitian
>‘nunjukkan bahwa pengunaan PCR dengan primeffikgSEFM-F dan aSEFM-
= mampu mengidentifikasi isol&tibrio alginolyticusPNGK 1 dari kultur murni dan
¢y ndeteksi penyakite-ice langsung dari jaringan rumput laut dalam wakta® |
¢=ngan kepekaan DNA 0,21 ng/pl sedangkan kepekatahsi sel bakteri 2,3 x 10
= mi* dan kespesifikan yang tinggi dengan evaluasi pelibgan bakterVibrio
=zjinolyticus SKT-b, Vibrio harveyi, Pseudomonas cepacia, Flavobacterium

pw=eydio
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1gan metode PCR primer spesifik aSEFM-F dan BSEFang bereaksi secara

ppaphycus alvareziyakni Vibrio alginolyticus PNGK 1 dan dapat dideteksi
imum pada suhu 80 dan menghasilkan amplikon berukuran 201 bp.

ningosepticum, Pseudomonas diminddéa Plesiomonas shigelloides Sebagai
simpulan, bakteri yang menyebabkan penyaddtice padathallus rumput laut
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PRAKATA

Puji syukur kehadirat Allah SWT atas segala katMya sehingga
ayusunan laporan Disertasi dengan judul “Iddatsii, Patogenisitas Bakteri dan
manfaatan Gen 16S-rRNA untuk Deteksi Penya&Hce pada Budidaya Rumput
it Kappaphycus alvarezii dapat diselesaikan. Laporan Disertasi ini disusu

@)agai salah satu syarat yang harus dipenuhi mafagntuk menyelesaikan studi

ktor di Sekolah Pascasarjana Institut PertaniagoB

9 Dengan tersusunnya laporan ini, penulis menghatubdlanyak terima kasih
anada Bapak Dr. Ir. Sukenda, M.Sc sebagai ketuaskgpembimbing, bapak Prof.
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5., M.Si masing-masing sebagai anggota komisnbg@bing yang telah

;mberikan bimbingan, petunjuk dan arahan mulai ganyusunan proposal,
= aksanaan penelitian sampai pada penyusunaratapor Ungkapan terima kasih
mpada keluarga tercinta (Ayahanda dan Ibunda,uldeKakak, Adik), istri tercinta

Fusmawati Labenua, S.Pi., M.Si) dan anak-anakksayang (Muhammad Roman
“awarismi dan Muhammad Bintang Aria Alkindi) atasgala dukungan dan
£anya. Terima kasih juga disampaikan kepada baRakta, Bapak Henky
B.noppo, Bapak Bambang Gunadi, Bapak Alianto, Bafy@eam Muskita, Bapak
#ong Zaenal, Ibu Agnette Tjendanawangi, Ibu Befgytiasina, Ibu Indira, lbu

2nayani, Ibu Gusrina, Ibu Ince Ayu, Ibu Esty dBapak Fahmy Djafar beserta
Sian-rekan dari Forum mahasiswa Pascasarjana IBBIkM Utara yang telah
& mbantu selama pelaksanaan penelitian. Disadawadanungkin masih banyak
& kurangan yang terdapat dalam tulisan ini. Oleher@ itu kritik dan saran
<= rbaikan demi penyempurnaan laporan ini sangatatikan penulis.

Semoga karya ilmiah ini dapat bermanfaat bagi E@alsekalian.
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PENDAHULUAN

ar Belakang

Pengendalian penyakite-ice pada rumput lauKappaphycus alvarezidi
onesia belum tertangani dengan baik yang beaikibnurunan produksi rumput
t berkisar 70-100%. Penyaide-icejuga menyerang sentra budidaya di beberapa
jara produsen rumput laut seperti di Filipinaldyisia dan Tanzania (Vairappah
2008).

Hasil identifikasi beberapa jenis bakteri patallus rumput laut didapatkan
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Earezii yakni bakteriVibrio sp. (Largoet al. 2003), sedangkan hasil penelitian
lianto (2002) mendapatkan lima jenis bakteri alapenimbulkan penyakitce- ice
(ni Pseudomonas nigricaciens, Pseudomonas fluores&8bsp granii, Bacilllus
cusdanVibrio agarliquefaciens

Serangan penyakitce-ice terhadap rumput laut mengalami peningkatan
ring dengan infeksi bakteri patogen terhatlegius di kawasan budidaya rumput

t K. alvarezii Kondisi tersebut disebabkan oleh meningkatnyavitds bakteri

(1obog ueluexad JnIsu|

'ogen dalam mensekresikan faktor-faktor viruleysi Perkembangan aktivitas
<teri patogen padihallus rumput laut mengakibatkan timbulnya bercak putih
Ja thallus dan berangsur-angsur menjadi keropos dan akhithghus patah.
jala penyakiice-ice umumnya ditandai dengan pemutihan pada bagiankphng
llus tengah dan ujuntpallusmuda, yang diawali dengan perubahan wénadus
njadi putih bening atau transparan. Pada umumeygebaran penyakite-ice
wadi secara vertikal oleh biltltallus dan secara horizontal melalui perantaraan air
8 <P 2004).
2 Penyebaran serangan penyadaticedi kawasan lokasi budidaya rumput laut
"I>alvareziimempunyai dampak yang sangat besar terhadap inkastginan. Di
g_'bagai negara seperti Filipina dan Malaysia sgnapenyakitce-icemenimbulkan
€2 aurunan kandungan karaginan akibat depolime$iadap kappa karaginan
ndozaet al.2002).

w
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Pengelolaan budidaya rumput laut yang sehat daasbeknyakitice-ice
rupakan komponen penting dalam peningkatan psoduknput laut, sehingga
erlukan teknik deteksi penyakite-ice yang cepat dan akurat. Selama ini
ntifikasi dan deteksi bakteri patogen dilakukardasarkan pengamatan gejala
1iS, riwayat kejadian penyakit di lokasi budidakarakteristik morfologi, fisiologi

+N biokimia bakteri. Metode tersebut memiliki persmng cukup penting sebagai
di awal, namun kurang dapat menentukan huburid@genetis bakteri dan
spresinya sangat dipengaruhi oleh faktor linglmn@Suwanto 1994). Identifikasi
1etik bakteri patogen penyebab penyakié-ice pada rumput laut yang
udidayakan dengan menggunakan teknik molekuldA Dnemiliki keunggulan
am membedakan keragaman genetik dalam satespesig samantraspecies
Seiring dengan perkembangan teknologi dalam bidkegehatan ikan,
‘bagai teknik identifikasi dan deteksi telah dikangkan, namun kajian tentang
wyakit ice-ice pada budidaya rumput laut belum banyak mendapdtapan
lingga kuantitas dan kualitas produksi rumput tagnjadi fluktuatif. Metode

eksi yang banyak dikembangkan saat ini adalabdeeleteksi secara molekuler

(Fobag ueluRIa g INMISUR) g4I ejdioye

lalui analisis DNA genom yang berbasis teknik PCR

Metode PCR telah banyak digunakan untuk mengidessif dan mendeteksi
‘0ogen pada pengelolaan budidaya udang. Metode j@§aRtelah dikembangkan
uk membedakan dan mendeteksi bakteri patogem deen udang berdasarkan
plifikasi gen-gen tertentu yang lebih spesifikesi sekuen gen 16S-rRNA, gen
sin, dan gen hemolysin serta gen lux (Conejatbtéedreyeda 2003, 2004).

Pemanfaatan gen 16S-rRNA telah digunakan sebagamp#er sistematik
lekuler yang universal, representatif, dan psaktintuk mengkonstruksi
(8 cerabatan filogenetik pada tingkat spesies (@asé 2007). Meskipun demikian,
91 nanfaatan gen 16S-rRNA untuk metode deteksi mldeldianggap memiliki
g'ajat diskriminasi yang rendah karena sebagiaarbkasil runutan DNA 16S-
Z2NA menunjukkan adanya kesamaan yang tinggi dardasatu spesies. Dengan
gnikian, diperlukan validasi dan pengembangangyjem untuk mendeteksi

E' <teri patogen penyebab penyagé-icepada rumput laut yang dibudidayakan.

AlsiaAlun |ed
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Salah satu faktor penting yang mempengaruhi kgaliteteksi molekuler
‘basis PCR yakni pemilihan primer yang tepat (Rgc1995). Primer PCR
rupakan oligonukleotida yang berperan untuk meatjaproses amplifikasi
lekul DNA. Keberadaan primer PCR tersebut menykdia gen target akan
amplifikasi sepanjang reaksi PCR berlangsungalisis PCR dengan primer

+2sifik merupakan langkah terbaik untuk kepentirggteksi bakteri patogen karena
2at menghasilkan penentuan secara cepat kebergelasarget, cukup sensitif dan
dah digunakan dalam kegiatan rutin.

Untuk merancang primer spesifik tersebut diperludate sekuen gen yang
nyandikan protein sejenis dengan fragmen yang dikanplifikasi melalui PCR.

mun Kkajian spesifik ke arah analisis gen balgatogen darthallus rumput laut

mBsupy gd1 y1w eydis e

1ng terinfeksi penyakiice-ice belum dilakukan. Berdasarkan hal tersebut di atas,

Hka dilakukan penelitian tentang isolasi, idekdii bakteri patogen yang

119

nyebabkan penyakite-ice tingkat patogenisitas bakteri patogen penyebab

uelue

‘nyakitice-ice dan pemanfaatan sekuen gen 16S-rRNA untuk memdesianer

& 2sifik PCR dalam deteksi cepat dan akurat.

(1obo

rangka Pemikiran

Meningkatnya intensitas aktivitas virulensi bakfgatogen memicu serangan
wyakitice-ice pada rumput lauKappaphycus alvareziiFenomena peningkatan
1yakitice-ice ditandai dengan perubahtrallus baik secara makroskopis maupun
croskopis. Serangan wabah penyaki-ice pada rumput laut diawali dengan
‘ubahan warn¢hallus yang memudar/pucat (klorosis), permukdhallus kasar,
lendir dan berangsur-angsur menjadi putih, le@sopehingga pada akhirnya

llusrumput laut menjadi patah.

Joboeg

Peningkatan intensitas serangan penyiakiice oleh infeksi bakteri patogen
>jathallus rumput laut diindikasikan dengan munculnya birgikih pada ujung,
‘-2 gah serta pangktiallus Penyebaran penyakde-ice semakin meningkat seiring
CC) 1gan waktu, yang ditandai dengan bertambahnyaamanthallus yang

== nunjukkan gejala penyakite-ice Perubahan warrthallusmenjadi putih semakin

AlIsianlun jedn
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ningkat seiring dengan kerusakan jaringan (neRrakibat kematian sel. Kondisi

sebut mengakibatkan kegagalan produksi dari pdidaya rumput laut.

Berbagai upaya dilakukan dalam mengendalikan peniaeice di kawasan

asi budidaya rumput laut namun belum menunjukiasil yang signifikan. Upaya

sebut meliputi perubahan pola musim tanam, neetgeénanaman, serta

+Nggunaan berbagai jenis/speglealus, umur thallus dan bagiarthallus rumput

t yang dijadikan bibit untuk penanaman selaymitnDiduga bahwa bakteri

‘ogen penyebab penyakde-ice telah memasuki jaringathallus rumput laut

lingga dibutuhkan suatu teknologi yang dapat stekdi keberadaan bakteri

'ogen secara spesifik dan sensitif. Metode detsdsara molekuler dianggap

'miliki spesifikasi dan sensitivitas yang tinggthsigga sangat sesuai untuk

arapkan dalam mendeteksi bakteri patogen petypbayakitice-ice Teknik PCR

rupakan salah satu metode molekular yang dondigamakan dalam mendeteksi

yeradaan bakteri patogen dengan memanfaatkarl@@mRNA sebagai target.

ngembangan pemanfaatan metode deteksi dengak R&R sangat diharapkan

am upaya mengatasi penyebaran penyeéiice Selanjutnya secara detail alur

ir penelitian disajikan pada Gambar 1.

Gen

Bakteri patogen > 16S-rRNA

|

v

v

Serangan

Rumput laut _
penyakit

ippaphycus alvarezi

Penurunan
produksi

Protokol
deteksi cepat

ice-ice

Gambar 1 Alur pikir pendekatan masalah
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V)

uan dan Kegunaan

Penelitian ini bertujuan untuk :
Mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri dari rumpaut budidaya yang
terinfeksi penyakitce ice
Mengkaji patogenisitas bakteri dari hasil isolaakteri dari rumput laut yang
terinfeksi penyakitce-ice
Mengkaji transmisi penyakite-icepada rumput laut melalui uji kohabitasi.
Mengidentifikasi bakteri patogen berdasarkan hasilisis sekuen gen 16S-
rRNA.
Mendesain primer PCR spesifik dari sekuen gen E8®Ar bakteri yang
memiliki tingkat patogenisitas tertinggi.
Mengoptimasi primer spesifik gen 16S-rRNA untuk eltst cepat bakteri

patogen penyebab penyaikie-icepada rumput laut budidaya .

Penelitian ini dapat menjelaskan 1) Strain bakiatbgen penyebab penyakit
-ice2) Tingkat patogenisitas bakteri patogen terhadagput lautk. alvarezii 3)
insmisi penyakitce-ice pada rumput lauK. alvareziiserta 4) Pemanfaatan gen
-rRNA bakteri patogen untuk deteksi cepat damaakoakteri patogen penyebab
wyakitice-ice Manfaat penelitian yakni untuk merumuskan peracamasalah
wyakit ice ice yang terjadi pada pengelolaan budidaya rumput |eais
ppaphycus alvarezii Menghasilkan suatu protokol metode deteksi pehye&-

padathallus rumput lautK. alvarezii yang dibudidayakan dengan cepat dan
Jrat.

baruan Penelitian

Kebaruanjovelty dalam penelitian ini adalah 1) Bakt®fibrio alginolyticus
GK 1 penyebab penyakite-ice pada budidaya rumput laappaphycus
arezii 2) Protokol metode deteksi penyalkie-ice pada budidaya rumput laut
sara cepat dan akurat.
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TINJAUAN PUSTAKA

kripsi Kappaphycus alvarezi

Rumput laut terdiri dari beberapa jenis yang dapibedakan berdasarkan
@1tuk morfologi dan warnanya. Menurut Doty (1988)chema cottonimerupakan
n:’ah satu jenis rumput laut meraRhodophycegedan berubah nama menjadi
ppaphycus alvarezii.Perubahan tersebusecara taksonomi didasarkan tipe
1dungan karaginan yang dihasilkan yaitu kappagiaan .

Jenis ini secara taksonomi diseKappaphycus alvarez{Doty 1985). Nama
arah cottonii umumnya dikenal dan biasa dipakai dalam duniarmatsional.
isifikasi Euchema cottonimenurut Doty (1985) adalah : Kingdom Plantae, Kelas
odophyta, Ordo Rhodophyceae, Famili Soliraceaenu§€ Euchema, Speies
chema cottonatauKappaphycus alvarez{Doty).

Ciri fisik Kappaphycus alvareziiditandai olehthallus silindris dengan
‘mukaan licin dan cartilogenous. Wathallus tidak selalu tetap, kadang-kadang

‘warna hijau, kuning, abu-abu atau merah. Peaubalarna sering terjadi karena

(aobog uelueyiad In3gsuy) gdi Miw eydiay

1garuh faktor lingkungan. Kejadian ini merupakaatu proses adaptasi kromatik
tu penyesuaian antara proporsi pigmen dengababar kualitas pencahayaan
rgo et al. 1995). Penampakathalli bervariasi mulai bentuk sederhana sampai
npleks. Duri-duri pad#hallus runcing memanjang, agak jarang-jarang dan tidak
'susun melingkarihallus Percabangan ke berbagai arah dengan batang-batang
ma keluar saling berdekatan ke daerah basagKpBn Tumbuh melekat pada
ystrat dengan alat perekat berupa cakram. Catadiagyg pertama dan kedua
gwbuh dengan membentuk rumpun yang rimbun dengakhtisus mengarah ke
(©1h datangnya matahari (Atmaja 1986).

2 BeberapaKappaphycus alvarezimempunyai peranan penting dalam dunia
g'dagangan internasional sebagai penghasil ek&aedginan. Kadar karaginan
g-am setiap spesiég@ppaphycus alvarezierkisar 54 - 73% tergantung jenis dan
Clasi tempat tumbuhnya. Jenis ini pada awalnyapmifitkan dari perairan Sabah

alaysia) dan Kepulauan Sulu (Filipina). Selanyatrdikembangkan ke berbagai

Alsianiun |ean)
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jara sebagai tanaman budidaya. Lokasi budidayputiiaut jenis ini di Indonesia
ara lain Lombok, Sumba, Sulawesi Tenggara, SadawSelatan, Maluku,
pulauan Seribu dan Perairan Pelabuhan Ratu (Atni86). Umumnya

ppaphycus alvareziumbuh dengan baik di daerah pantai terunnéer

@nyakit Icelcedi Indonesia
Penyakit merupakan suatu gangguan fungsi, dimamadieperubahan

atomi atau struktur dari normal menjadi abnorreeperti perubahan dalam laju

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH

tumbuhan atau penampakan seperti warna dankbgantg akhirnya berpengaruh
nadap tingkat produktivitas hasil. Penyakit yangnyerang rumput laut dikenal
)agaice-ice. Penyakit ini juga menyerang rumput laut jekisalvarezii Penyakit
-ice pertama kali dilaporkan pada tahun 1974, ketikaypkit ini menyerang
npir semua budidaya rumput laut di negara Féiglrargoet al. 1995).

Penyakit ice-ice sangat meresahkan para petani rumput laut di bedera
arah di Indonesia, misalnya di daerah Desa JiBagut Pulau Lembongan, Pulau
sa Penida-Bali. Jika rumput laut sudah terseregice para petani rumput laut
Jera memanennya lebih cepat dari biasanya kadBklsawatirkan akan

(1oBogruerteluad ynisul) gdi Miukeidio yey

ngakibatkan kerugian yang lebih besar. Puluhganpeumput laut di Teluk
nvoleba, Kelurahan Lewoleba Utara sampai Pantaig®a, Kelurahan Lewoleba

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

wur, Kecamatan Nubatukan, Kabupaten Lembata, #gpamengeluhkan penyakit

-ice yang menyerang rumput laut. Ketika rumput laut dgra yang ditemukan

1ya tali tempat menggantungkan rumput laut, kasemua rumput laut sudah

ah dan hancur. Seiring perkembangan budidayagpuurtaut di Indonesia

1yebaran penyakite-icehampir terjadi di seluruh sentra produksi rumput. Di
) pulauan Seribu penurunan hasil produksi secastidrmenurun hingga 80%, di
% mnbok dan Sulawesi Selatan penurunan hasil produksgput laut yang disebabkan
qleh penyakiice-ice sekitar 50%, di Palu, Kalimantan dan Maluku menuningga
Q Y%, (Direktorat Jenderal Perikanan Budidaya-DK&220

AlIsiIaAlUN BN} ND
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jala Penyakitl ce-Ice
Perwujudan namdice-ice“ berasal dari bahasa Inggris, diucapkan dalam
1asa Melayu lokal yang menggambarkan bathalus yang berubah menjadi
ih transparan (Lundsor 2002). Pada awabhgdélus mengalami perubahan warna
i warna terang menjadi pucat dan permukéeatius kasar karena kehilangan
+ah/lendir. Selanjutnya timbul bintik /bercak ipupada permukaathallus dan
ngthallusmemutih, pada akhirnya selurtitallus memutih, keropos dan patah.
Proses pemutihan diawali dari bercak putih yangotinpada permukaan
llus rumput laut dengan ukuran bercak yang bisia tergantung pada waktu
nculnya. Ukuran bercak semakin melebar dengasatwerya banyak bercak.

allus terus menerus mengalami pemutihan dan &sreghingga mudah patah.

)ses Terjadinya Penyakit

Rumput laut merupakan organisme poikilotermik ygtoses fisiologisnya
1gat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan hidupr8etiap perubahan lingkungan
1g ekstrim menyebabkan stress pada organismdrgoer&keadaan ini akan

‘pengaruh pada turunnya status kesehatan ruenyoutRumput laut hidup dalam

(10Bogueiueliad Imuisup)'gdi M1 eydisye

)sistem akuatik yang terdiri dari komponen biotlen abiotik yang saling
interaksi satu sama lain. Komponen abiotik terdari faktor fisik, kimia,
langkan biotik berperan dalam menimbulkan pehyd&iu gangguan kesehatan
Ja rumput laut (Casadevall and Pirofski 2001).

Timbulnya penyakit infeksi pada rumput laut digthan terjadinya
idakseimbangan hubungan antara inang, patogenimgkungan habitat media
nput laut. Penyakit non infeksi disebabkan olemdisi kesehatan rumput laut

O nurun atau kondisi lingkungan yang kurang mendgksehingga rumput laut
(8 ngalami stress, dan menyebabkan penurunan kemaampumput laut untuk

Q0 ‘mpertahankan diri dari penularan infeksi penyg@kibban and Horrison 1994).

O

Zitogenisitas Bakteri
Defenisi patogenisitas dan virulensi kadang menlk@upemahaman yang
iru meskipun keduanya memiliki arti yang berbedacara substansial.

AlIsIaAlUN [eJmND
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togenisitas merupakan kualitas kemampuan untagmasilkan penyakit terhadap
ompok-kelompok atau spesies mikroorganisme sgdaean virulensi digunakan
am pengertian derajat patogenisitas dalam keldem@tau kemampuan
croorganisme untuk menyerang dan melukai jaringamg (Thomas and Joseph,
)4). Patogenisitas adalah proses berjangkitnyayab@& yang dimulai dari
+ adinya infeksi sampai timbulnya penyakit (Lad€®7). Salyer dan Whitt (1994)
nyatakan bahwa patogenisitas suatu bakteri dkantoleh kemampuan pelekatan
Ja sel inang serta kemampuannya melakukan kakindan mengekspresikan
tor- faktor virulensi, sedangkan pengertian lensi itu sendiri adalah derajat

nampuan suatu mikroba untuk menyebabkan infeleli, sifat mikroba yang

adi M!pw eydioe

ningkatkan patogenisitas mikroorganisme disebaktof virulensi. Jika
(roorganisme menyerang inang atau memasuki janingbuh dan berkembang
k, maka terjadilah infeksi.

Respon inang terhadap infeksi yang ditandai dertgaganggunya fungsi
uh disebut penyakit. Jadi, patogen ialah milganisme atau makroorganisme

1g mampu menimbulkan penyakit. Faktor-faktor yar@mpengaruhi suatu bakteri

(#obag ueluelID g }NIISUP)

lingga mampu menyebabkan penyakit diantaranymhad@mampuan bakteri
uk menempel dan masuk ke dalam tubuh inang, kgman untuk mengambil
risi dan bertahan hidup dalam inang, kemampudnkuberkembang biak serta
nampuan untuk bertahan dari sistem pertahanar tifang (Pelczar dan Chan
38).

kteri dan Penyakit Bakterial

m Bakteri merupakan organisme uniseluler, berukur&nr-a,5 pm x 11,0-1 3,0
On tergolong protista prokariot yang dicirikan dandidak adanya membran yang
(O misahkan inti dengan sitoplasma. Secara umunetvadderbentuk bulat, batang
=

>1 spiral dengan sifat Gram negatif dan Gram ipoBialam lingkungan akuatik,
Q impahan bakteri dipengaruhi oleh ketersediaanemy pH, suhu, kesadahan dan
C;).initas. Beberapa bakteri yang mudah tumbuh éakembang dalam perairan atau

~xenal patogen oportunistik, sepertfibrio spp dan Staphylocccus aureus

AlIsianlun jedn
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‘eenwoocet al 1995). Bakteri umumnya amat kuat, masih tetapgioada suhu
Jgi, rendah, kering, dan kadang tidak dapat miafh desinfektan. Dalam kondisi
1g tidak normal, bakteri akan membentuk sporg yahan lama dan aktif lagi bila
Jjkungan mendukung.
Bakteri patogen pada organisme budidaya laut kengomesofilik dengan
+ U optimum 10-38 C, umumnya bersifat gram negatif dan berbentukngata
%mun, beberapa patogen batang atau bulat berggidah positif dan beberapa
gntaranya berbentuk batang tahan asam. Bakterg yaampu menyebabkan
%wakit (patogen) pada organisme perairan yangddibyakan hampir selalu
%dapat pada tubuh eksternal. Bakteri adalah jees@akl yang terdapat, baik di udara,
= dan tanah maupun dalam tubuh makhluk hiduptfAasn Austin 1993).
Beberapa bakteri yang biasa menyerang organisatealdalahVibrio sp.,
\phylococcus sp., Bacillus sp., Photobacterium sp., Pseudomonas sp.,
vobacteriumsp., Vibrio sp., Micrococcussp., Flexibactersp., dan Alacaligenes
(Austin dan Austin 1993).

Pada umumnya bakteri mempunyai satu kromosom. &som bakteri

(#0b60g ueluRlIad.IN}IISU

‘upa DNA berbentuk sirkular atau DNA berbentuiglaran. Disamping memiliki
u kromosom, berbagai jenis bakteri juga memiDNA sirkular lainnya yang
Jrannya jauh lebih kecil dari DNA kromosomnya. ®Hirkuler selain kromosom
1g terdapat pada bakteri disebut plasmid. Jadinpld merupakan DNA bakteri
1g terpisah dengan kromosom bakteri. Plasmidtdagraplikasi sendiri. Plasmid
a mengandung berbagai gen. Jenis, jumlah jess jdmlah tiap jeniscpopy)

smid bervariasi antar sel, bahkan antar sehtdaktu spesies bakteri.
raginan

Karaginan merupakan getah rumput laut yang dieksitrdengan air atau

*yojosow n3pns upnpful}l NI Y1 ubsiinuad ‘uptodo] ubunsnduad ‘Yol PAIDY ubsiinuad ‘ubiiBUad ‘Upipipuad uobbuiguaday ynjun bAuoy undiinbuad O

Jobag

>Jtan alkali dari spesies tertentu dari keRisodopyceadalga merah). Spesies
‘-Q ppaphycus alvarezimerupakan penghasilappa karaginan, sedangkan spesies
O chema spinosunmerupakan penghasil iota karaginan. Karaginan naéamp

isakarida yang berasal dari ekstraksi alga. ¢fimean terdiri dari iota karaginan

AJISIaAIUN [eJNHND
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1 kappa karaginan yang kandungannya tergantusgnmspesies, dan habitat. Di
am karaginan terdapat garam sodium, potasiunkaaium. Karaginan, potasium
1g terdiri dari a-karaginan dan R-karaginan myfatdapat larut di air panas,
langkan karaginan sodium dapat larut dalamragird{Mendozaet al. 2002).
Istilah karaginan mencakup sekelompok polisakatidear sulfat dari D-
+ aktosa dan 3,6-anhidro-D-galaktosa yang dieksitrdari jenis-jenis alga merah
icksman 1983). Karaginan merupakan senyawa kadioad yang terdiri dari ester
ium, natrium, magnesium dan kalsium sulfat, @enggalaktosa dan 3,6
1ydrogalaktocopolimeKaraginan dapat diperoleh dari hasil pengendaliamal,
1geringan dengan aladrgm drying dan pembekuan. Jenis alkohol yang dapat

B-adi 1w eydioye

unakan untuk pemurnian yaitu metanol, ethanolis@propanol.
Menurut Doty (1985), rumput laut yang dihasilkanirtdonesia sampai saat
masih tergolong kualitas rendah, bila diliharidindeks nilainya. Rumput laut

ndar memiliki CAY Clean Anhydrous Carrageenan Yiglgaitu kandungan

ueluelIa gIN}IsuU

raginan dalam rumput laut bersih dan kering. Kddaaginan menurut standar

yesar 40% sedangkan rumput laut kualitas renalayalmemiliki kadar karaginan

(#obog

yesar 30%.

Menurut Mubarak (1978), bahwa kandungan karagialgin dan agar yang
andung rumput laut sangat ditentukan oleh jemisnklim serta lokasi areal
Jidaya dan kandungan senyawa di dalam rumputdangiat dipengaruhi oleh
sim, habitat dan umur tanaman. Kandungan karmagpazala rumput laut jenis
ppaphycus alvareziierdapat dalanthallus dinding sel. Dinding sel alga merah
susun atas dua lapisan yaitu lapisan dalam aj@san luar. Lapisan dalam yang
£ak lebih keras banyak mengandung selulosa, seatarigpisan luar terdiri dari
(8 ystansi pektik yang mengandung agar dan karaffieaninget al. 1969).

(@)

“Yruktur Jaringan Rumput Laut

Semua tubuh tumbuhan rumput laut disebut tahell(s), yaitu istilah yang

Junakan untuk menyatakan tubuh tumbuhan yanc tiadiferensiasi menjadi

naLIby
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ar, batang, dan daun. Walaupun tidak memilikaorgersebut namun rumput laut
'sel banyak dan sangat kompleks.
Struktur dasar sel dari rumput laut terdiri d&inding sel,dinding sel rumput

t terutama dari selulosa, tapi dinding sel setmagesar rumput laut berisi pula

nponen bergelatin yang juga berupa polisakaridaurenco et al. 2006).
<oroplas,terdapatnya satu atau banyak kloroplas merupakiayacig jelas dari sel-

alga. Kloroplas sangat bervariasi bentuknya tidak selalu hijau; warna
rofilnya terhalang oleh adanya pigmen-pigmen.l&loroplas berbagai alga berisi
u atau lebih tubuh berprotein yang terspessalisang disebut pirenaidcungsi
2noid belum diketahui dengan jelas, terutamaerkardalam tubuh alga ini
isakarida dan cadangan makanan lain disintdsigad kloroplas.Inti, terdapat
Ja semua sel alga berbentuk bulat telur dan.dntasel merupakan sentra segala
)Ises yang berlangsung dalam sel tersebut. Bufiir-linti ini penting sekali
-annya dalam pembentukan protein dalam sel dan bhkang sementara, yaitu
saat terjadinya pembelahan sel secaitasis, akan tetapi setelah terbentuknya

ak-anak sel pada pembelahan akhir maka butir-nditini timbul kembali dalam

(#obog urlueliag-INMISUp gdi MIpw ejdioye

sing-masing inti dari anak-anak sel tersebut.

Rumput laut merupakan salah satu tumbuhan tingkatlah yang secara
rfologi tidak bisa dibedakan antara akar, batdag daun. Berdasarkan struktur
ngan yang disusun oleh organela dan sel dapatadkan antara struktur penyusun
1gan organisme lain. Struktur yang membedakarusgbut dengan sel yang lain
alah keberadaan dinding sel yang merupakan fapieduar dari sel yang

‘batasan dengan dinding sel.
ntifikasi Bakteri dengan Teknik Molekuler

Identifikasi bakteri dapat dilakukan menggunakaaligis fenotipik dengan

Jobag

>‘mpelajari sifat fisiologis atau biokimianya (Heeiomo 1993) maupun analisis
Q 10tipik secara molekuler. Seringkali hasil ujokinia atau fisiologi tersebut

(> rbeda karena perbedaan ekspresi gen. Untuk keeadi galur-galur dalam satu

AlIsiaAiun jednyn
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xsies perlu dilihat sifat yang paling mendasar ddatif stabil yaitu analitik
10tipik (Singleton 1995).

Gen 16S-rRNA sebagai gen target untuk mengan&ksagaman genom
ntaraV.parahaemolyticuslan V. alginolyticusyang diisolasi dari tambak udang
Ideeslet al 2002). Sedangkan Schluleeal (2006) menggunakan gen 16S-rRNA

+ Uk identifikasi keragaman bakteri di lingkundaatchery. Dasar penggunaan gen
S-TRNA dengan berbagai alasan mendasar yaity hgisifat universal protein
ithesis machinery?2) sekuen basa-basanya bersifat konservatif;ju@lahnya
limpah dalam sel; (4) memenuhi ukuran untuk pemlgian secara statistika (tidak
alu panjang dan terlalu pendek); (5) ketersediaformasi (data bank/database di
nBank) (Madigamt al 1997). Proses amplifikasi gen 16S-rRNA dapatkdikan
lalui teknik PCR.

ad) Mipw exdiayje

n 16S-rRNA

Kunci untuk mengerti keragaman mikroba adalah miskdasifikasi yang
dat diandalkan. Secara tradisional, bakteri difikasikan terutama berdasarkan

it-sifat fenotipik. Akan tetapi hasinya tidakede dapat diandalkan secara filogeni.

(1ebog ueiuelidy ynygsup)

tode molekuler terutama Kklasifikasi dan iden@ifk berbasis filogenetik,
nggunakan parameter yang tidak bergantung paghaskgertumbuhan dan media
1g digunakan. Pendekatan yang umum dipakai seatlalah analisis sekuen gen
S-TRNA (Caseet al 2007). Ribosomal RNA (r-RNA) merupakan salah satu
kromolekul paling menarik karena molekul ini npaikian kerangka dari ribosom
1g sangat berperan dalam mekanisme translasiué&SeRNA identik secara
w\gsional yakni terlibat dalam produksi proteinedki demikian, sekuen di bagian-
O gian tertentu terus berevolusi dan mengalamibadsan pada level struktur primer
O mbil tetap mempertahankan struktur sekunder aasiet yang homologus
;:hluenzeret al 2000).

Q Molekul rRNA sangat khas karena disusun oleh dadegerah konservasi
Cchg lebih tinggi dan lebih rendah secara evolesioBeberapa segmen RNA

=&revolusi sangat lambat sehingga filogeni darisdaakang berdekatan dapat

AlIsianlun jedn
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onstruksi kembali. Bagian lain cukup bervariagshingga dapat dipakai untuk

nggolongkan spesies ke dalam genus. Banyaknysi pada molekul 16S-rRNA

1 23S-rRNA yang berevolusi secara bebas menyedidiata untuk menduga

cungan filogenetik sekelompok mikroba. Alasarkisapemakaian rRNA adalah

ersediaan bagi umum untuk dapat mengakses datadat rRNA yang sangat
+ konservasi memungkinkan untuk mensintesis prumérersal untuk proses PCR
%19 mampu melekat pada sekuen terkonservasi @arirBNA ketiga domain
g gentik: Archaea, Bacteria dan Eukarya. Daerahgysangat terkonservasi tersebut

3 ingkali dipakai menjadi situs pelekatan primalath rangka mengamplifikasi gen

S-rRNA secaran vitro dari templateyang diisolasi langsung dari lingkungan
ancourtet al 2000).

Didasarkan pada prinsip amplifikasi gen 16S-rRNénghn teknik PCR
nggunakan DNA templat yang diisolasi dari lingiam dapat dibuat pustaka klon
1 tersebut. Sekuen gen 16S-rRNA selanjutnya ddigahakan untuk menduga
at-sifat organisme yang belum dapat dikulturkerengidentifikasi model untuk

tivasi (dari kerabat dekat); sintetis pelacakigahukleotida untuk tujuan

(#obog ueiuRIFINJISUL) Gdf !

ntifikasi, pemisahan morfologi, fisik, detekrfumbuhan spesifik dalam kultur
npuran, memantau distribusinya di alam dan medgasi laju pertumbuhan
ativein sity; dan survey keragaman hayati dengan cepat danrkbepsif. Karena
nudahan dan kecepatannya, saat ini teknik P@Bndkan secara luas sebagai
tode pilihan untuk mengamplifikasi fragmen DNAesifik. Terdapat beberapa
mner universal yang umum digunakan untuk mengdikgdi gen 16S-rRNA
<teri, diantaranya 23f dan 24f serta 1392r d&@i2d dpenomoran primer mengikuti
(Dhsensus sekuen 16S-rRNB. Col). Marchesiet al (1998) mendesain dan
(8 ngevaluasi primer 63f dan 1387r untuk amplifikgesn 16S-rRNA dari domain
Q <teri. Pasangan primer ini mampu mengamplifigasi 16S-rRNA dengan ukuran
gdtar 1300 pasang basa. Kedua primer ini berhasiigamplifikasi gen 16S-rRNA
Z3Ui spesies yang secara teoritis menunjukkan ateragmatchpada ujung 5’ lebih
8 Jgi apabila dibandingkan dengan pasangan 27PR3Beberhasilan tersebut juga

nunjukkan konsistensi untuk mengamplifikasi gé&-tRNA dari templat DNA

AlsiaAlun 1eany|
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1g diisolasi dari organisme yang tergolong daloryneform, Micrococcufram
sitif, High G+C).

R (Polymerase Chain Reaction)

Teknik PCR Polymerase Chain Reactipmerupakan teknik untuk keperluan
@plifikasi DNA secarain vitro yang seringkali mempunyai sensitivitas dan

asifisitas tinggi. Amplifikasi DNA secama vitro dengan PCR terdiri atas beberapa

Q

A

% lus yang setiap siklusnya terdiri dari 3 tahagty tahap denaturasi, pelekatan
& . . . :

ghnealing dan pemanjanganelpngas). Tahap denaturasi adalah pembentukan

:'_r:IA utas tunggal dari DNA utas ganda (putusnyadgdn dari kedua utas tunggal
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1ealing yaitu pelekatan primer yang terjadi pada suhu 3&63ergantung
jjang pendeknya oligonukleotida primer yang daam. Sedangkan tahap
mnanjangan primer terjadi sebagai hasil aktivipaimerisasi oleh enzinTaq
imerase, yang pada umumnya dilakukan pada sOf@ {Griffin dan Griffin
J)3; Madigaret al 1997).

Teknik ini banyak dilakukan untuk keperluan deteksu identifikasi cepat
<teri patogen (Madigaret al 1997). Teknik PCR-RFLP gen 16S-rRNA

embangkan untuk mengetahui keragaman bakterigade cara mengamplifikasi

(1obog-uejueliad Nsu

1 16S-rRNA menggunakan primer universal domaiktel@ (Marchesiet al
J8). Adanya keragaman genetik ini dapat dilireighn membandingkan profil
IA hasil amplifikasi (dalam hal ini gen 16S-rRN#$@telah didigesti dengan enzim
triksi tertentu (Suwanto 1995). Perbedaan piRIA (jumlah dan ukuran pita
IA yang terbentuk pada gel elektroforesis) menkign adanya keragaman
1etik.

Jobeg

Teknik PCR adalah suatu teknik biologi molekuletuknmemperbanyak
><uen DNA tertentu (lebih dari 100 juta kopi) damgwaktu relatif singkat

6

e berapa jam), oleh karena itu teknik ini biseellig amplifikasi DNA. Dengan

o R, molekul DNA dapat diperbanyak sampai jutagn &alam tabung reaksi.

AlIsiaAiun jednyn
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Beberapa primer yang dapat digunakan untuk menigd@mpi gen 16S-
NA (Marchesiet al 1998), diantaranya adalah 27f dan 149r. Namumni&edimer
sebut belum dapat mengamplifikasi sampel bakteng berasal dari beragam
nber seperti sedimen laut dalam, bakteri rongglatrndan bakteri yang diisolasi
i ephiliton (bakteri yang berasosiasi dengan patla habitat air mengalir). Selain
+ ada pula primer 63f dan 1387r yang telah diojya berhasil mengamplifikasi gen
S-rRNA dari berbagai sumber diantaranya sedi@aindalam.

Karakterisasi bakteri patogen pada tingkat sulispesenjadi suatu studi yang
1gat penting untuk mempelajari segala sesuatubyehubungan dengan epidemologi
1yakit. Metode karakterisasi bakteri dapat dikakudengan menggunakan analisis
otip yaitu dengan mempelajari sifat fisiologisua biokimianya maupun analisis
10tipik/secara molekuler. Seringkali hasil upkimia atau fisiologis tersebut sangat
engaruhi oleh faktor lingkungan ataupun konddli itu sendiri karena perbedaan
spresi gen. Untuk karakterisasi galur-galur dedaatu spesies perlu dilihat sifat yang
ing mendasar dan relatif stabil yaitu dengafigsgenotipik (Suwanto 1995).

Para ahli taksonomi mikroba dewasa ini telah mkmdaahwa analisis DNA

(z:0Bog ueluelagIniisul) gdi Miiu eydio e

rupakan cara terbaik untuk karakterisasi spelsiaanenentukan hubungan antara
Janisme yang berbeda-beda. Secara ideal, pergmmdantara galur dalam spesies
sat dilakukan dengan menganalisis sekuen DNAwgelygenom organisme tersebut
1 kemudian membandingkannya dengan sekuen DNAyelaom organisme lain.
mun saat ini, cara ini kurang praktis untuk asasiecara rutin (Suwanto 1995).

Secara umum metode molekuler untuk keperluan pancilan identifikasi
<teri dapat digolongkan menjadi metode yang Isamdpada analisis asam nukleat
Lu analisis protein. Analisis profil asam nuklesncakup analisis profil plasmid
(8 asmid profilling.

(@)

“*kuensing

Dewasa ini hampir semua usaha sekuensing DNA ukik dengan

1By

C_).‘nggunakarmetode terminasi rantayang dikembangkan oleh Frederick Sanger.

N

~=«nik tersebut melibatkan terminasi atau penghanteaksi sintesis DNA vitro

AlIsianlun jedn
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1g spesifik untuk sekuens tertentu menggunakastist nukleotida yang telah
10difikasi.

Sekuens DNA menyandikan informasi yang diperlukagi makhluk hidup
uk melangsungkan hidup dan berkembang biak. &erdemikian, penentuan
<uens DNA berguna di dalam ilmu pengetahuan imom@ngenai mengapa dan

+0Jaimana makhluk hidup dapat hidup, selain bergiadlam penerapan praktis.
rena DNA merupakan ciri kunci makhluk hidup, petagpuan akan sekuens DNA
jat berguna dalam penelitian biologi manapun.agsbcontoh, dalam ilmu
1gobatan sekuensing DNA dapat digunakan untulgishentifikasi, mendiagnosis,
1 mengembangkan pengobatan penyakit genetik.Kenpula halnya, penelitian
Ja agen penyebab penyakit (patogen) dapat memilda bagi pengobatan
1yakit menular. Bioteknologi, yang dapat pula raefaatkan sekuensing DNA,
rupakan bidang yang berkembang pesat dan bespatenghasilkan banyak
‘ang dan jasa berguna.
Karena RNA dibentuk dengan transkripsi dari DNAjformasi yang

andung RNA juga terdapat di dalam DNA cetakansghingga sekuensing DNA

d060g uelueiagdInysuf) gadiiiu egdioye

='akan tersebut sudah cukup untuk membaca inforpada RNA. Namun
nikian, sekuensing RNA dibutuhkan khususnya padaryot, karena molekul
IA eukaryot tidak selalu sebanding dengan DNA kaetaya karena pemotongan
'on setelah proses transkripsi.

Pada metode terminasi rantai (metode Fredericlye8anperpanjangan atau
stensi rantai DNA dimulai pada situs spesifik @abDNA cetakan dengan
nggunakan oligonukleotida pendek yang disgtmimer yang komplementer

(Uhadap DNA pada daerah situs terseb@rimer tersebut diperpanjang

() nggunakan DNA polimerase, enzim yang mereplikad/A. Bersama dengan

Q mer dan DNA polimerase, diikutsertakan pula empatsidasa deoksinukleotida

g.tuan pembentuk DNA), juga nukleotida pemutus penghenti rantaiérminator

Zutai) dalam konsentrasi rendah (biasanyaledksinukleotida). Penggabungan
O . . .
T kleotida pemutus rantai tersebut secara terbiggmda rantai DNA oleh

imerase DNA menghasilkan fragmen-fragmen DNA gydrerhenti bertumbuh
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wya pada posisi pada DNA tempat nukleotida tertearsebut tergabungkan.
igmen-fragmen DNA tersebut lalu dipisahkan menuiurannya dengan
ktroforesis gel poliakrilamida, atau sekaranmaden lazim dengan elektroforesis
nggunakan tabung gelas berjari-jari kecil (pippiler) yang diisi dengan polimer
1tal (Albertset al 2002). Seiring dengan perkembangannya, kini pardaeberapa
+.cam metode sekuensing terminasi rantai yang @@rbatu sama lain terutama

Q
g am hal pendeteksian fragmen DNA hasil reaksieseging.

lasi DNA Langsung dariThallus Rumput Laut Kappaphycus alvarezii

Isolasi DNA dari thallus rumput laut sangat bermanfaat selain untuk
ndeteksi organisme yang belum dapat dikulturkatatbratorium, juga untuk

ndeteksi gen rekombinan pada kondisi alamiah, pekjari keragaman genetika

mnisul) gdi Mnmwceid
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% it pada jaringamhallus khususnya yang telah terinfeksi penyaki-ice maka

1

verlukan cara yang sesuai untuk isolasi DNA yamnghasilkan DNA molekul

emue

;;gi. Ekstraksi DNA darithallus rumput laut yang terinfeksi penyakite-ice
‘§ npir selalu terkontaminasi dengan senyawa laingydapat mempengaruhi
Jilitas, deteksi dan pengukuran DNA yang diperolebntaminasi senyawa lain
i thallus rumput laut dapat menghambat kefjaq Polimerase pada PCR, dan
ngurangi efisiensi dan spesifitas pelekatan prin@eh karena itu proses
nurnian DNA merupakan tahap yang sangat pentwadpekerjaan DNA dari
jkungan (Zhouwet al 1996). Penyerapan sinar ultra violet oleh nuldizosecara
ksimal dicapai pada panjang gelombang 260 nnanggdn oleh protein dicapai
wia panjang gelombang 280 nm. Apabp#cal densitypada 260 nm (Of3g sama
(ngan 1, maka konsentrasinya setara dengan 50 P&/ untai ganda. Tingkat
¢ murnian DNA berkisar antara 1,5 — 2,1. Bila nitsio kurang dari 1,5 maka masih
amukan adanya kontaminasi fenol atau proteimmdalarutan DNA. Sedangkan

(€21 rasio lebih dari 2,1 maka terdapat RNA dalamitan DNA.

7
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JUDUL 1. ISOLASI DAN IDENTIFIKASI BAKTERI DARI
RUMPUT LAUT ( Kappaphycus alvarezii) YANG TERSERANG
PENYAKIT ICE-ICE

Abstrak

@ Masalah utama dalam upaya peningkatan produksdaudirumput laut dari
is Kappaphycus alvareziadalah intensitas serangan penyatétice Penyebab
I
; ma penyakitce-ice padaKappaphycus alvarezadalah bakteri patogen. Penelitian
bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikaskteri pada rumput laut
.&.ppaphycus alvareziyang terserangdce-ice berdasarkan gejala Kklinis, kondisi
ngan rumput laut dan perubahan berat thallusy ytarinfeksi. Bakteri yang telah
= Zsolasi ditumbuhkan pada media agaa Water Comple{&WC) danThiosulphate
= Zrate Bile Salt Sucros€rCBS). Identifikasi dilakukan dengan teknik aseliAPI
© dan APl NE 20. Hasil penelitian diperoleh bakpadathallus rumput laut yang
Siserang penyakitice-ice adalah Vibrio alginolyticus, Pseudomonas cepacia,
% vobacterium meningosepticum, Pseudomonas dimindan Plesiomonas
-3 geIIO|des

°
o
=~
c
=
Q

. isolasi, identifikasi, bakteri, penytake-ice.

(1ob60g ueluelidd i
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OPIC 1 ISOLATION AND IDENTIFICATION OF BACTERIA
FROM | CE- ICE INFECTED SEAWEED Kappaphycus alvaregii

Abstract

2 major problem encountered in increasing prodaaif seaweedK. alvarezii is

- intensity of ice-ice disease caused by battpathogen. The objectives of this

earch were to isolate, identify, and deterntiree pathogenicity of bacteria on
¥ octed seaweeH. alvareziibased on clinical symptoms, tissue condition dred t
a crease of thallus wet weight. Bacteria was oedton sea water complete agar
NC) andThiosulphate Citrate Bile Salt SucroSECBS). Identification was done
ough API E 20 and API NE 20 analysis technig@athogenicity of bacteria was
served based rate on thallus length in whichctiler changed to be white, and
anges in tissue of seaweed observed histologicalWeight decreasing rate of
aweed infected with ice-ice was analyzed usimplsi linear regression. Research
ult obtained from ice-ice infected thallus Wabrio alginolyticus, Pseudomonas
yacia, Flavobacterium meningosepticum, Pseudosmdimainutadan Plesiomonas
gelloides Bacteria that was pathogenic and had the highesteasing rate was
Irio alginolyticus.

ywords : isolation, identification, bacteria, & disease.

(10Bog uerreliag 1S U)) gdipuaeid

PENDAHULUAN

Permasalahan utama dalam upaya peningkatan piodudiglaya rumput
t dari jenisKappaphycus alvarezadalah perubahan kualitas lingkungan perairan
1 intensitas serangan hama dan penyakit rumptitskngat tinggi. Penurunan
)duksi budidaya rumput laut berkisar dari 70400% akibat serangan dari bakteri
'ogen rumput laut yang terjadi di beberapa @egeodusen rumput laut seperti di

pulauan Calaguas Filipina, Indonesia, Malaysia @lanzania ( Vairappaet al

o
O
0
—~

Salah satu penyakit rumput laut di Indonesia ddvetapa negara produsen
nput laut dunia yang belum tertangani dengan bdéah penyakitce-ice yang
-ebabkan oleh faktor infeksi bakteri patogen yahggrtai perubahan kualitas
jkungan perairan (Larget al. 1995; 1999). Penyakite-ice merupakan penyakit

AlIsiaAlun jedn)migby Job
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1ting pada budidaya rumput laut karena sangatgik@n dan dapat menurunkan
iduksi rumput laut hingga 100 % ( Vairappan 2006)

Perubahan kondisi perairan pada lokasi budidayanselapat berpengaruh
gsung terhadap rumput laut juga meningkatkaivitdd virulensi dari bakteri
ogen. Penurunan parameter kualitas air sepers, suhu, kecerahan, salinitas,

+at dan ortho-fosfat dapat memicu timbulnya Bejpenyakitice-ice di lokasi
Jidaya rumput laut (Juliett al 2004). Largeet al. (2003), mengidentifikasi bakteri
ogen penyebab penyaikie-ice padakappaphycus alvareziyaitu bakterVibrio sp.,
Jangkan Yulianto (2002) mendapatkan lima jegksdoi yang menimbulkan penyakit
-ice yakni Pseudomonas nigricaciens, Pseudomonas fluorescBasilllus cercus,
rio granii danVibrio agarliquefaciens.

Penyakitice-ice memiliki gejala klinis seperti timbulnya bercaktipupada
»agian thallus kemudian thalltersebut menjadi pucat dan mengkropos hingga
ah. Secara faktual menunjukkan bahwa kajian yaagyarah tentang penyakit
-icesangat minim, hanya sebagian yang mengarah pkite lagkungan (DKP,

J)4). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oletigh et al (1995) bakteri

(#0609 ueluepia g INMISUp-gd] I eydiosje

‘peran dalam pengembangan penydké-ice pada budidaya rumput laut
ppaphycus alvareziiNamun demikian penelitian tentang mekanisme tr&ésism
<teri secara spesifik terhadap thallus rumput Kaualvarezii sehingga penyakit
-icedan interaksi antara berbagai jenis bakteri yandajpat pad#hallus rumput
t K. alvarezii dengan waktu transmisi secara spesifik belumkaian. Oleh
‘ena itu penelitian sangat penting untuk dilakukahingga dapat memperkaya
1sanah pengembangan pencarian solusi tentangnuiiign penyakite-ice
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan ndggfifikasi bakteri pada

nput lautKappaphycus alvarezifang terserange-ice. Penelitian ini diharapkan

oBog

=< nat menambah informasi mengenai jenis bakterogeat yang menimbulkan
gwakitice-ice sehingga bermanfaat untuk mengendalikan infe&kteli patogen

“21g dapat mengganggu usaha produksi rumput laut.

AlIsiIaAlUN [eln) N2
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BAHAN DAN METODE

| okasi Penelitian

Bakteri diisolasi darithallus rumput laut terinfeksi penyakice-ice yang
Ludidayakan di Perairan Pulau Panggang, Kepul&egibu, Provinsi DKI Jakarta.
@sisi geografis dari lokasi budidaya rumput laituy S 08 44 30,7 dan E 108
% 04" (Gambar 2). Analisis bakteri dilakukan di laatorium Penyakit ikan,
%Iai Riset Budidaya Air Tawar (BRBAT) Sempur Bogor

Bubpun-6uopun 1BUNPUII PICID HOH

Skala 1:20.000
00 0 300
e — 1)
’ Keterangan :
I Posisi Stasiun
/\/GarisPamai
[ Dorat

Perairan Dangkal

Jaquuns ubyINgaAUBLL UPP UBYLUNJUDIUBW bduby Iul SN} PAIDY YNnIn[ds NBID ULIGPARSs dignBua BupI|Iq L

Program Studi Ilnu Perairan
Sekolah Pascasarjana IPB
2009

["l:] 1063530" 1063600" 1063630" 1063700"
©-mbar 2 Peta lokasi penelitian di pulau Pangd@mulauan Seribu, Provinsi DKI
(8 Jakarta

Teknologi budidaya rumput laut dengan menggunalsiars tali rawai lpong

\vA

(Ee). Lokasi budidaya berjarak 200 meter dari paikiilalaman perairan sekitar 5 -
Sér'neter dengan substrat dasar perairan berupakpasr bercampur dengan pecahan
~=rang.

C
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ngambilan Sampel

Sampel untuk isolasi dan identifikasi bakteri bafrakarithallus rumput laut
ppaphycus alvareziyang terserang penyakite-ice Sebanyak 5 sampéhallus

1g terserang penyakite-ice diambil dari beberapa rumpun secara acak.
@rmukaamhallus dibersihkan dengan alkohol 70%. Selanjutrilgallus dimasukkan
# dalam kantong plastik steril. Seluruh sampelaginkkan ke dalaroool boxyang

X
0.ah ditambahkan batu es untuk selanjutnya disisali Laboratorium.

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH

knik Isolasi Bakteri

Thallus yang terserang penyakite-ice diambil sampel sebanyak 1 g
nudian digerus. Dari cairan hasil gerusan tetsgiambil 0,1 ml dan disebar pada
van petri yang berisi media agaea Water Complet€SWC) Agar dan TCBS
liosulphate Citrate Bile Salt SucrgsAgar.

knik Identifikasi Bakteri

Hasil isolasi bakteri kemudian digores ulang bebadeali untuk memperoleh

lat murni. Setelah isolat murni bakteri dipehpl&lu dievaluasi tipe koloninya dan

(10Bog ueluBLLIMPSUI G YUl eyd

injutkan dengan identifikasi bakteri berdasarkiarakterisasi fisiologi dan
kimia dengan analisis API 20 E dan API NE 20.

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

alitas Lingkungan Perairan

rameter Lingkungan Budidaya Rumput Laut Kappaphycus alvarezii di
rairan Pulau Panggang, Kepulauan Seribu, ProvindDKI Jakarta
Parameter kualitas lingkungan yang diamati melipatameter fisika perairan
gzarain sity, parameter kimia perairan diamati di Laboratoridimgkungan
(Cy partemen Budidaya Perairan, Fakultas Perikanam ldau Kelautan, IPB.

9; dangkan parameter biologi diamati secara visual.

g Kelangsungan hidup rumput laut di perairan saregagit erat dengan kondisi

g'ilitas lingkungan perairan (fisika, kimia danlb@). Gambaran tentang kondisi

1N

=ofisik  habitat perairan rumput laut penting dédmii oleh karena sangat

&-nentukan siklus perkembangan rumput laut. Hasibpmatan parameter kualitas

AlsiaAlun |ed
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-airan di lokasi budidaya rumput laut yang tetsf penyakitice-ice di Pulau
nggang pada musim kemarau dan musim hujan selan®itian disajikan pada
oel 1.

oel 1 Nilai Rata-rata Parameter Kualitas PeraiBudidaya Rumput Laut

@ Kappaphycus alvarezidengan Metodéonglinedi Pulau Panggang pada
Musim Kemarau dan Musim Hujan

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH

T
:”’ameter Musim Kemarau Musim Hujan Kondisi Ideal
% gkungan (Minggu) (Minggu)
8 [ Il 11 I Il
% an Air 20 — 30 cm/detik,
Z1/dtk) 7,2 54 6,7 5,95 5,3 Atmadjaet al (1996)
o 27 - 29°C,
= (°C) 30,64 30,81 29,88 28,48 28,31 Sulitijo (1996)
0 >1,5m,
E serahan (m) 511 4,71 485 33 4 Luning (1990)
p 7,3-8,2.
X 8,2 8,1 8,5 6,9 7,1 Lundsor (2002)
= 30 — 35 ppt
3/ nitas (ppt) 30,7 30,8 31,3 28,1 27,8 Dawes (1981)
@sigen Terlarut 4,8 — 6,2 mg/L
Qy/L) 6,7 6,8 6,4 6,4 5,6 Lobbanet al (1993)
= 1,0-3,2 mg/L
Lourencoet al.
at (mg/L) 056 0,22 0,37 0,21 0,07 (2006)

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

0,021 - 0,1 mg/L
)-P (mg/L) 033 0,27 033 0,16 0,17 Hayashiet al (2010)

rameter Lingkungan Perairan

Kecepatan arus di lokasi pengamatan pada musimrikemberkisar 4,2-7,5
(I)/detik dengan rata-rata 6,4 cm/detik, sedangkata pnusim hujan berkisar 4,1 —
(8 . cm/detik dengan rata-rata 5,6 cm/detik. MehAtmadjaet al (1996) kecepatan
2 IS yang baik untuk budida¥a alvareziiadalah 20 — 30 cm/detik. Kisaran suhu di
JP=asi pengamatan pada musim kemarau berkisar 283,4°C dengan rata-rata

=% 4°C sedangkan pada musim hujan berkisar 27,8 — €9 dengan rata-rata 28,4

O

¢ Kisaran suhu antara 27 — 28 memberikan laju pertumbuhan 5% ( Sulitijo
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. m — 5,6 m dengan rata-rata 4,89 m, sedangkden ppasim hujan berkisar 3 m —
. m dengan rata-rata 3,65 m. Kondisi air yangilledengan tingkat transparansi
kisar antara >1,5 m cukup baik bagi pertumbubamput laut (Luning 1990).

pH pada lokasi pengamatan/budidaya rumput laut padaim kemarau
kisar 8,0 — 8,7 dengan nilai rata-rata 8,2, risgklen pada musim hujan berkisar
- 7,6 dengan nilai rata-rata 7. Lundsor (20BBpran pH yang baik bagi
tumbuhan rumput laut jenisuchema / Kappaphycuysitu 7 — 9 dengan kisaran
imum adalah 7,3 — 8,2. Kadar salinitas pada siolgnelitian pada musim
narau berkisar 30,2 — 32,3 ppt dengan rata-8&® ppt, sedangkan pada musim
an berkisar 27,6 — 29 ppt dengan rata-rata ppf9 Menurut Dawes (1981)
aran salinitas yang baik bagi pertumbuHancheumaadalah 30 — 35 ppt.
nsentrasi oksigen terlarut di lokasi budidaya putiaut yang terinfeksi penyakit
-ice pada musim kemarau berkisar 6 mg/L — 7glLmdengan nilai kandungan
sigen terlarut di perairan rata-rata 6,6 mg/ldasgkan pada musim hujan berkisar
-mg/L — 6,8 mg/L dengan nilai kandungan oksitglarut rata-rata 6 mg/L. Nilai

aran konsentrasi oksigen terlarut pada keduanmyang berbeda masih dalam

obog ueluepaINgsuf) gadi Mipw eydiodey

S aran yang layak bagi pertumbuhan optimal rumput yakni 4,8 — 6,2 mg/L
bbanet al 1993).

Konsentrasi nitrat, nitrit dan amonia di lokasi llaya pada musim kemarau
sara berturut-turut berkisar antara 0,22 - OngBL dengan nilai rata-rata 0,38
/L, nitrit berkisar antara 0,03 -0,37 mg/L dengata-rata 0,14 mg/L, dan amonia
kisar antara 0,17 — 0,23 mg/L dengan rata-r&@mfg/Ll, sedangkan pada musim
an berkisar antara 0,07 — 0,21 mg/L denganredta0,14 mg/L, nitrit berkisar

:ara 0,04 — 0,09 mg/L dengan nilai rata-rata @@@. dan amonia berkisar antara

(8 1 — 0,14 mg/L dengan rata-rata 0,13 mg/L. Kisde@ndungan nitrat, nitrit dan

91 onia di lokasi budidaya rumput lalappaphycus alvarezii masih tergolong

gldah untuk kelayakan habitat pertumbuhan rumguut bila dibandingkan dengan

g.wentrasi ideal yakni 1,0 — 3,2 mg/L (Loureratoal. 2006). Konsentrasi total
¢ospat dan ortho pospat pada musim kemarau ber&igara 0,34 — 0,52 mg/L
1gan kandungan nilai rata-rata 0,434 mg/L, kanaginortho pospat berkisar
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ara 0,27 — 0,33 mg/L dengan kandungan ratadijp¢sairan budidaya rumput laut

8 mgL, sedangkan pada musim hujan berkisaraf@d8 — 0,19 mg/L dengan

a-rata 0,31 mg/L, konsentrasi ortho posfat Isarkiantara 0,16 — 0,17 mg/L

1gan kandungan nilai rata-rata 0,17 mg/L. Komaentkandungan pospat dan

no-pospat di lokasi budidaya rumput laut sarigeggi diatas batas ideal lokasi
+didaya rumput laut yakni 0,02 — 0,1 mg/l (Hayashal 2010).

tode Budidaya Rumput Laut Kappaphycus alvarezii

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH

Metode budidaya rumput laappaphycus alvareziyang diterapkan di
-airan pulau Panggang adalah metode tali panjéogling. Metode ini
rupakan suatu metode pemeliharaan rumput lagt gdakukan pada permukaan
dengan menggunakan tali sebagai wadah. Penasaalj dilakukan dengan
ngikuti gerakan naik turunnya air. Metode inishiaya diterapkan pada perairan
1g memiliki kedalaman yang lebih dibanding metoaldat. Metode ini memiliki
ebihan karena relatif mudah dalam konstruksirda pemangsaan oleh biota
sar perairan dapat diminimalisasi karena rumput ferletak di permukaan dan

1cahayaan yang diserap jauh lebih besar untgslepfotosintesis.

(10Bog ueluplad INJISY]) gd| Hijiw eyd ye

nstruksi Wadah

Wadah budidaya rumput laut yang digunakan terdiri @li utama dan tali ris

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

ara dan tali jangkar/pemberat (Gambar 3). Metaeg line adalah metode

Jidaya dengan menggunakan tali panjang yang dibentandlatodebudidaya

banyak diminati oleh masyarakat karena alat dahan yang digunakan lebih

an lama, dan mudah untuk diperoleh. TeKkmiklidaya rumput laut dengan
[[3tode menggunakan tali sepanjang 50-100 meter yadg kedua ujungnya diberi
(8 gkar dan pelampung besar, setiap 25 meter diletaimpung utama yang terbuat
Q i drum plastik atau styrofoam. Pada setiap jaraketer diberi pelampung berupa
J>ongan styrofoam/karet sandal atau botol pl&kml.

Pada saat pemasangan tali utama harus diperhaigmnarus pada posisi

noIb

ajar atau sedikit menyudut untuk menghindajadenya belitan tali satu dengan

:mya. Bibitthallusrumput laut sebanyak 50 - 100 gram diikatkan pada sepanjang

AlIsiaAlun |edn
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dengan jarak antar titik lebih kurang 25 clarak antara tali satu dalam satu blok

» meter dan jarak antar blok 1 meter dengan meimiangkan kondisi arus dan

ombang setempat. Dalam satu blok terdapat 4ys&alg berfungsi untuk jalur

npan pengontrolan (jika dibutuhkan). Dengan demmikuntuk satu hektar

mparan dapat dipasang 128 tali, di mana setiadapat di tanam 500 titik atau
+eroleh 64.000 titik per ha. Apabila berat bidival yang di tanam antara 50-100
im, maka jumlah bibit yang dibutuhkan sebesaarar?.200 kg - 6.400 kg per ha
albudidaya.

Panen dilakukan setelalimput laut mencapai umur lebih kurang 45 hari
1gan hasil panemmput laut basah sebesar antara 25.600 kg - 51.200 kg (asumsi
‘umpun bibit menjadi 8 kali lipat saat panen)mkeéian di kurangi dengan
‘sediaan benih untuk musim tanam berikutnya seldaantara 3.200 kg - 6.400

Maka hasil panen basah yang siap untuk dikkaimgebesar antara 22.400 kg -
800 kg atau diperoleh hasil pamaimput laut kering 2.800-5.600 kg (konversi

‘I basah menjadi kering 8 : 1).

a

W 100 m ./&
AR e T e e e,
N

e o @y,

mbar 3 Konstruksi wadah budida¥appaphycus alvarezidengan metode
longline

(1060g urlueagInygsul) g4difiw eydioye

C

50

"

Vv Jo0bog

.terangan : (a) Pelampung utama, (b) Pelampunt, Kex Tanaman uji,(d) Tali
utama, (e) Taliris, (f) Pemberat.

opb
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alisa Data

Data yang diperoleh dianalisis secara diskriptihgdn bantuan tabel dan

mbar.

HASIL DAN PEMBAHASAN

lasi Bakteri dari Thallus Rumput Laut Terserang Penyakitlce-lce

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

Bakteri diisolasi darthallus rumput laut yang menunjukkan gejala penyakit
-ice yang dibudidayakan di Perairan Pulau Pangganguldepn Seribu Provinsi
1 Jakarta. Bakteri ditumbuhkan pada media agacCS8ka Water Complételan
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BS (Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrgseyang merupakan media tumbuh
<teri dari perairan laut, koloni yang tumbuh p&ddua media tersebut disajikan

Ja Gambar 4.

:1oqUINS UDYINCAUSLU UDP UDHWNIUDIUSW DAUD] 1UI SIjN3 DAJOY YNinjos Nb3o upiboges dinbuatu AU °|
(10B0g ueiueIDd FINSUI) W exdid xeH (D)

mbar 4 Goresan bakteri yang berhasil ditumbulpkala media Agar; 1 = TCBS
(Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrgségar, 2 = SWC $ea Water
Completg Agar.

*dd| wizi bdupnj undodp ynjuaq WB|PP Ul SIiNJ DALY YNIN|as NDIO UBIBYDS YoAupgIddWBW UDP UubHWNWNBUAW BULID|I T

Koloni bakteri tunggal didapatkan setelah dilakukpenggoresan secara
‘ulang-ulang, ciri-ciri koloni dari setiap spestsajikan pada Tabel 2.
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oel 2 Kelompok dan ciri- ciri bakteri yang ditekan pada rumput lait
alvareziiyang terserang penyakie-ice
Spesies Ciri- ciri
lavobacterium meningosepticum Berbentuk bulat, licin, cembung dan
berwarna kekuningan
Berbentuk bulat, agak mengkilat,
berwarna agak kekuningan

'ibrio alginolyticus

(1060g ueluepagInyIsul) gadi Mijiw eydio yeH @

Alsianiun jedn)nouby Jobog

'seudomonas cepacia Berbentuk bulat, transparan

'seudomonas diminuta Berbentuk bulat, warna putih pucat

’lesiomonas shigelloides Berbentuk bulat, transparan dan agak

cembung.

Koloni bakteri yang tumbuh pada media SWC tersdingdakan berdasarkan
sil identikasi dengan analisis karakterisasolitgji dan biokimia API E 20 dan API
. 20 diperoleh bakteNibrio alginolyticus, Pseudomonas cepacia, Flavabaam

‘ningosepticum, Pseudomonas diminuta, Plesiongingslloideg Tabel 3)
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@ Hak cipta milik IPB (institut Pertanian Bogor) WOQOq. >© ricultural C3_<®_1m__”<

Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB.
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terangan :
=STS BAHAN AKTIF
2- NitroPheny-R3D-
INPG Galactopyranosidase
\DH L-arginine
@_DC L-lisyne
)DC L-ornithine
& CIT trisodium citrate
; 412S sodium thiosulfate
E’ JRE urea
3 TDA L-tryptophane
=IND L-tryptophane
35 VP sodium pyruvate
E SEL Gelatine (bovine origin)
§ 5LU D-Glucosa
ZVAN D-Mannitol
5/NO inositol
& SOR D-sorbitol
3. RHA L-rhamnose
£ 3AC D-sucrose
DEL D-melibiose
SAMY amygdalin
~ARA L-arabinose
OX
10B
vicC MacConkey medium
OF Glucose
s5LU potassium nitrate

xudomonas cepacia

obog

~Mmpro

By

REAKSI-REAKSI/ENZIM
[3-galctosidase(Ortho NitroPhel-3D-
Galactopyranosidase)

Arginine Dihydrolase

Lysine DeCarboxylase

Ornithine DeCaboxylase

Citrate Utilization

H2S production

UREase

Tryptophane DeAminase

INDole production

acetoin production (Voges proskauer)
GELatinase

fermentation/oxidation (Glucose)
fermentation/oxidation (MANnitol)
fermentation/oxidation (INOsitol)
fermentation/oxidation (SORbitol)
fermentation/oxidation (RHAmMnose)
fermentation/oxidation (SACcharose)
fermentation/oxidation (MELibiose)
fermentation/oxidation (AMYgdalin)
fermentation/oxidation (ARAbinose)
Cytochrome-Oxidase

Motility

growth

Glucose fermentation-oxidation

Bakteri ini berbentuk batang dan gram positif, parmenghidrolisis arginin,

<arboksilase lysine, tidak dapat mendekarboksilasnithine, serta mampu
duksi senyawa2H, memproduksi urea, deaminase triptophane, memilik

zim gelatin, mengoksidasi glukosa, mengoksidasiitol, mengoksidasi sucrose,

cZ.;.‘ngoksidasi cytochrome, motil, dapat tumbuh paddimMacConkey, serta dapat

Z-mfermentasi dan mengoksidasi glukoBaeudomonas cepaaiaerupakan bakteri

Alsianiun [ean)|
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1g berada pada lingkungan perairan dan tanak éPeil 2009 ; Pandamme and
windt 2011).

wobacterium meningosepticum

Bakteri ini berbentuk batang dan gram positif, mampenghidrolisis arginin,
@<arboksilase lysine, tidak mampu memanfaatkanateitsebagai sumber karbon,
£ aminase triptophane, memiliki enzim gelatin, nodsglasi glukosa, mengoksidasi
nitol, mengoksidasi sorbitol, pada uji O/F tidakmproduksi enzimurase, tidak
'mbentuk nitrit, dan tidak mengasamkan sukros#ori{dakteri berbentuk bulat,
:n, cembung dan pigmen kekuningan. Dari hasilasi dan identifikasi, bakteri ini
Japat pad#hallus dan media budidaya yang terseraogrice yang mempunyai
oni berpigmen kuning. Bakteri ini didapatkan ridthallus K. alvarezii pada
arah perairan budidaya di Pulau Panggahgnurut Jooste and Celia (1999),
<teri ini penghuni perairan laut. Menurut Largoal. (1995), pada jenis rumput
t K. alvarezii dan E. denticulatumbakteri ini yang menyebabkaite-ice
'.vobacterium meningosepticuyoga tidak menyebabkan penyakitminori pada

is rumput laut.

(1oBog uejueliad yInsyj) gdi yijiw 23dis ye

siomonas shigelloides
Bakteri ini berbentuk batang dan gram positif, nikimenzim 3-galactosa,
mpu menghidrolisis arginin, dekarboksilase lysirteaminase triptophane,
‘mproduksi indole, memiliki enzim gelatin, mengdksi glukosa, mengoksidasi
nitol, mengoksidasi sorbitol, mengoksidasi suErosmiengoksidasi melibiosa,
ngoksidasi amigladin, mengoksidasi arabinosaijl,nuapat tumbuh pada media
cConkey, serta dapat memfermentasi dan mengaksglakosa.Plesiomonas
¢ gelloidesmerupakan bakteri yang terdapat di lingkungan pamdiaut (Reyet al.
Q
©)04).
=
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Bakteri ini berbentuk batang dan gram positif, mampenghidrolisis arginin,

2=]0[e)

<arboksilase lysine, dekarboksilase ornithingtasédak mampu memproduksi

lyawa KIS, tidak mampu memproduksi urea, deaminase triptoph mampu

AlIsiaAlun jedny|



‘mproduksi acetoin, memiliki enzim gelatin, mergjd&si glukosa, mengoksidasi
nitol, mengoksidasi sucrose, mengoksidasi cytmear motil, dapat tumbuh pada
dia MacConkey, serta dapat memfermentasi dan okeiugsi glukosa.
audomonas diminutaerupakan bakteri yang dapat meningkatkan prodksi
zim Q10, CoQ10 yang berfungsi sebagai sistenspah elektron pada prokariota
1 eukariota (Bule and Rekha 2009).

yrio alginolyticus

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

Motil dan mampu memanfaatkan nitrat, glukosa, dppéne, mannitol,

'miliki enzim gelatin, mengoksidasi cytochrome,n dbeersifat motil. Vibrio
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inolyticus merupakan salah satu bakteri dari geMilsrio yang berada pada
jkungan pantai dan estuary yang bersifat zognoselalui produk perikanan
1stin  2010).Vibrio alginolyticusdapat menyebabkan penyakit akut pada kondisi
anan suhu budidaya ikan kerappinephelus coioide€Cui et al. 2010). Vibrio
inolyticus merupakan bakteri laut heterotropik yang memiliktétsediaan Fe

npleks yang dapat memprodukatecholate siderophoré®oorvinet al.2011).

(1obog ueruelIdd INISU|) Hdl Jijlw eydid. yey

KESIMPULAN

Spesies bakteri yang berhasil diisolasi diaaillus rumput lautKappaphycus

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

areziiyang terserang penyakde-ice pada pengelolaan budidaya rumput laut di
-airan Pulau Panggang adaldkibrio alginolyticus, Pseudomonas cepacia,

vobacterium meningosepticum, Pseudomonas dimindan Plesiomonas

*gdI izt bdun} undodp ¥njuaq WP 1l SijN3 PAIDY YnINn|as hbo upibogas YoAungadwal UDP ubYWwnWNBUSW BUDID|I ‘T

gelloides.
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JUDUL 2. PATOGENISITAS BAKTERI PADA
RUMPUT LAUT ( Kappaphycus alvarezi)

Abstrak

Penurunan produksi rumput laut terjadi di bebergpssat kawasan
@1gembangan budidaya akibat serangan peni@kite Gejala penyakiice-ice
Zng ditunjukkan secara makroskopik hampir samaa peetiap kemunculannya
~mun memiliki perbedaan dari segi kecepatan infelm penurunan kadar
% aginan. Penelitian ini bertujuan untuk mengumghat patogenisitas bakteri pada
8 nput lautkappaphycus alvarezijang terserange-ice berdasarkan gejala klinis,
g 1disi jaringan rumput laut dan menganalisis tn@isspenyakitce-icepada rumput
x 't Kappaphycus alvareziberdasarkan waktu kejadian dan perubahan secara
<roskopis jaringan, perubahan berat basah thallas persentase kandungan
aginan. Patogenisitas bakteri diamati berdasadkai panjang thallus rumput laut
1g mengalami perubahan warna putih. Pengarulhaksieperlakuan dan waktu
nalisis dengan ANOVA dan uji lanjut Duncan. @@an transmisi penyakite-
dilakukan melalui kohabitasi dengan rumput lattasedengan yang terserang
1yakit ice ice. Hasil penelitian menunjukkan bahwerlakuan jenis bakteri
'miliki interaksi dalam menimbulkan penyakie-ice padathallus rumput laut.
kteri yang memiliki tingkat patogenisitas dan rbenikan respon terhadap laju
aurunan tertinggi yaknfibrio alginolyticus.Kecepatan transmisi penyakte-ice
‘banding lurus dengan tingginya jumiddallus yang terserang penyakite-ice
Jitupula dengan penurunan berat basadllus serta persentase penurunan
1dungan karaginan.

oBog uetuelRd INIsSU) gdl

=4
~—

ta kunci : patogenisitas, Vibrio alginolyticus, transmisi, pekit ice-ice,
Kappaphycus alvarezii
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TOPIC 2 BACTERIA PATOGENICITY ON
SEAWEED Kappaphycus alvarezii

Abstract

Decline production of seaweed occurred in seveyaheulture development
@1ter due to ice-ice infection. On each occumesfcdisease, microscopic signs of
X -ice disease were almost similar but infectiate rand impact on carrageenan
:r 1tent were different. This research aimed tordetes the pathogenicity of bacteria
« infected seawed(l. alvareziibased on clinical symptoms, tissue condition #ued t
crease dthallus wet weight and analyze the mechanism of ice @estmission on
-awee. alvarezii based on occurrence time and microscopic chacbasges in
“llus wet weight and percentage of carrageenan corfeatihogenicity of bacteria
s observed based rate on thallus length in whieltolor changed to be white, and
~Aanges in tissue of seaweed observed histologicalWeight decreasing rate of
7 aweed infected with ice ice was analyzed usinlsi linear regression. Ice ice
.";'msmission was evaluated through cohabitatioh witected seaweed. Research
=~ ult showed bacteria that was pathogenic andt®dhlighest decreasing rate was
@orio alginolyticus Transmission rate of ice ice was linear to irdecthallus
@lume, the decrease dhallus wet weight, and percentage of the decrease of
i'rageenan content.

adl )1|||u1 B:l.dl

ywords: pathogenicity, Vibrio alginolyticus, tsmission, ice ice disease,
Kappaphycus alvarezli.

(1ob60g ueiu

PENDAHULUAN

Penyakitice-ice pada rumput laut merupakan suatu fenomena daudligion
nput laut yang mengalami gangguan fisiologis daorfologis. Penurunan
duksi rumput laut akibat serangan penyag&é-ice melanda beberapa sentra
duksi rumput laut di berbagai negara sepertiighha, Malaysia, Chili dan

[J3xico (Largoet al 1995). Kejadian yang sama terjadi di Indonesjzesti di Bali,
@)

(cy mbok, dan Madura (Ditjen Perikanan Budidaya-DRB04).

Q Serangan penyakiice-ice di lokasi budidaya rumput laut mulai menarik
J>rhatian pada saat mulai mewabah di beberapa ppssigembangan kawasan
=sdidaya rumput laut. Berbagai strategi diterapgana memberikan solusi dalam
g‘nanggulangi penyakiice-ice namun belum menunjukkan suatu hasil yang

"C_"‘nifikan dalam mengatasi serangan penyas#-ice Faktor lingkungan yang

AlsiaAlun |ed
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'mburuk dianggap sebagai pemicu infeksi penyiakitice Namun kemunculan
wyakit ini dapat menyerang hampir disetiap musaik musim hujan, peralihan
sim maupun musim kemarau. Berdasarkan peneliiag dilakukan oleh Largo
al (1995) bakteri berperan dalam pengembangan p#ngakice pada budidaya
nput lautKappaphycus alvareziNamun demikian penelitian tentang mekanisme
1smisi bakteri secara spesifik terhadagllus rumput lautK. alvarezii sehingga
1yakitice-icedan interaksi antara berbagai jenis bakteri yandgpat pad¢hallus
nput lautK. alvareziidengan waktu transmisi secara spesifik belunkalian.
jala makroskopik yang ditunjukkan pada setiap Wkerulan penyakitice-ice
npir sama, namun memiliki perbedaan dari segepaan infeksi dan penurunan
'sentase substansi organik (karaginan).

Gejala klinis yang ditunjukkan oleh rumput laut gaerserang penyakite-
diawali dengan perubahan wathallus (memucat), timbulnya bercak putih pada
llus dan akhirnyahallus menjadi keropos hingga patah. Largb al (1999),
nemukan adanya dua bakteri patogen yang tergapakKappaphycus alvarezii
<ni Vibrio sp P11 darCytophagaP25. Penelitian sangat penting untuk dilakukan
lingga dapat memperkaya khasanah pengembangaarigensolusi tentang
1gendalian penyakite-ice Mekanisme kejadian penyakie-icepada rumput laut
um banyak mendapat perhatian sehingga infordaam menanggulangi penyakit
-ice masih bersifat parsial khususnya infeksi bakteatogen. Olehnya itu
1elitian ini dilakukan untuk mengkaji mekanismesgs kejadian penyakite-ice
>ara horizontal dengan transmisi penykitice dari rumput laut yang terserang

1yakitice-icedengan rumput laut sehat melalui pemeliharaarabeslalam suatu

Chitat (kohabitasi).
O
Q
2 solasi dari thallus yang terserang penyakite-ice dan mangkaji mekanisme

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji tingkattggenisitas bakteri yang

gqsmisi penyakitice-ice pada rumput lautKappaphycus alvareziberdasarkan
Zi.ktu kejadian dan perubahan thallus, struktungam serta persentase kandungan

@)
-raginan dari rumput laut yang terinfeksi penyak#-ice Sedangkan manfaat

1elitian ini diharapkan menjadi acuan dasar date@mahami kejadian penyakit
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-icedalam sistem budidaya rumput laGt alvareziisehingga dapat diaplikasikan

apangan dalam pencegahan dan pengendaliankieitgaice

BAHAN DAN METODE

1iktu dan Tempat Penelitian

Penelitian uji patogenisitas bakteri dan uji trarssipenyakitice-ice terhadap
llus sehat dilaksanakan pada bulan Mei 2008 di Ruksta, Departemen
didaya Perairan, Fakultas Perikanan dan limu Keta IPB Bogor. Analisis
aginan dilaksanakan di Laboratorium Biokimia,pBxemen Pengolahan Hasil
rikanan (PHP), Fakultas Perikanan dan limu Katgut IPB Bogor. Analisis
tologi dilaksanakan di Laboratorium Kesehataanlk Departemen Budidaya

rairan, Fakultas Perikanan dan Iimu Kelautan,BBgor.
ltur dan Pengenceran Bakteri

Bakteri yang digunakan untuk uji patogenisitas dhfsh dari hasil isolasi
nput laut yang terserang penyalde-ice di perairan pulau Panggang. Untuk
ndapatkan konsentarasi baktefi C&U/ml, 1 ose bakteri terlebih dahulu dikultur
am media SWC broth selama 18 - 24 jam dengakeshakubator pada suhu
C. Selanjutnya diambil 1 ml dari hasil kultur baktersebut dan dimasukkan
am tabung ependorf untuk disentrifius dengarepatan 5000 rpm. Kegiatan
1cucian sel bakteri ini diulang sebanyak tiga #@hgan larutan PBSRhosphate
ffer Saling. Kemudian sel bakteri hasil panen diencerkan dsankan volume

dah uji penularan hingga mencapdi C&U/m.
imatisasi Rumput Laut Kappaphycus alvarezii

Sebelum dilakukan uji patogenisitas dan uji trassnpenyakit ice-ice,

nput laut terlebih dahulu dialkimatisasi selaBniaari. Aklimatisasi ini dilakukan

~uk mengadaptasikan rumput laut terhadap kotidgungan yang baru. Selama

3
D
=
7
Q
7

i, media diberi pupuk organik cair (POQBSA) sebanyak 5 ml per

Jjarium volume 80 liter. Wadah pengujian dilengkgngan aerasi.
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=
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Patogenisitas Bakteri

Setelah mendapatkan konsentrasi baktefi $€)/ml, masing-masing jenis

<teri hasil isolasi darthallus rumput laut yang terinfeksi penyakite-ice

ifeksikan pada rumput laut yang sehat yang tdlatiaptasikan.

Pengujian ini dilakukan terhadap rumput laut setb@tgan ukuran berat

v)

ah 35g. Konsentrasi bakteri yang digunakaniyigRnCFU/ml yang diinfeksikan

Ja media pemeliharaan pengujian. Waktu penganddtdtukan terhadap rumput

t uji selama transmisi sampai penginfeksian &&rhUji transmisi bakteri dengan

tem perendaman dilakukan terhaddipallus yang sehat. Bakteri yang

ansmisikan diperoleh dari hasil isol#@sallus rumput laut yang terinfeksi penyakit

-ice Thallusrumput laut uji (panjanthallus yang diamati mm) memperlihatkan

atu perubahan perubahan warna (pemutihan).

ngamatan Parameter Biologis

Parameter biologis yang diamati meliputi perubalmaorfologi thallus

ndisi warna dan berahallus serta panjanthallus memutih). Parameter biologis

mati setiap 3 jam setelah uji patogenisitas dersijstem perendamamgnersion.

rameter Keberhasilan Penginfeksian

Penentuan keberhasilan penginfeksian didasarkda parubahan morfologi

llusrumput dengan ciri-ciri pada Tabel 4.

oel 4 Perbedaan fungsi dan anatomi antlaaflus yang terserangce-ice dan

thallus sehat

Thallusseha Thallus terserancice-ice

1atom

Karaginan dan selulo¢ Kandungan karaginan de

utuh dan berfungsi dengarselulosa berkurang bahkan hilang

baik untuk melindungi karena terdegradasi oleh bakteri

dinding sel rumput laut  patogen sehingga dinding sel
rumput laut rusak.

Thallus berwarna cokla Thallus berwarna putih puca

kemerahan, ukuranpatah.
seragam, bentuk utuh
(tidak patah).

mber; Lundsor, 2002
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ncangan Percobaan

Percobaan ini dilakukan dengan menggunakan RancaAgak Lengkap

AL) pola faktorial dengan 2 taraf perlakuan damsmg-masing 3 ulangan.
ngamatan dilakukan setiap interval 3 jam terhag#ipp perlakuan untuk melihat
@'ubahan morfologhallus rumput laut yang berhubungan dengan gejala terjadi

£ nyakitice-iceakibat interaksi infeksi bakteri dengan waktu.
alisa Data

Perubahan panjanghallus terinfeksi bakteri patogen dianalisis secara
kriptif dengan bantuan tampilan gambar. Intdrgksigaruh perlakuan penelitian
Jotesis) ditentukan dengan analisis sidik ragaiOVA). Signifikansi interaksi

i taraf perlakuan ditentukan dengan uji lanjunBan.
Transmisi Penyakit ice-ice Sampel Rumput Laut Kappaphycus alvarezi

Sampel rumput lauKappaphycus alvarezii dengan berat basah yakni,
nput laut sehat yang digunakan 35g, sedangkest basah rumput laut yang
serang penyakiice-ice yang digunakan dalam pengamatan ini yakni 30 g
rlakuan A), 35 g (perlakuan B), 40 g (perlak@man 45 g (perlakuan D).

(106og-uejueag JMsujCadew eydp ye

Rumput lautk. alvareziiyang terserang penyakie-ice diperoleh dari lokasi
Jidaya rumput laut di perairan pulau Panggangyukeian Seribu Provinsi DKI
<arta, sedangkan rumput laut sehat diperoleh Idieaisi budidaya rumput laut

ppaphycus alvarezperairan Kupang, Nusa Tenggara Timur.
insmisi Penyakit | ce-ice pada Rumput Laut Kappaphycus alvarezi

Pengujian transmisi penyakice-ice dilakukan untuk melihat kejadian
wyakit yang sama terhadap rumput laut yang seteddlui kohabitasi dengan
1ggunaan rumput laut yang terserang penyeditice Pengujian ini dilakukan

sarain vivo dengan wadah akuarium ukuran 45 cm x 30 cm xr80wvolume

o
Q
o
=
Q_.)
[
—
<
Q
-}
«Q
=
«Q
c
>
Q
=
Q
>
(0]
o
=
D
=

AlsiaAlun |einynalByzobog
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Uji transmisi dilakukan untuk melihat tingkat peangn penyakitce-ice dari
nput laut yang terserang penyakie-ice terhadap rumput laut yang sehat.
nentuan status kesehatan berdasarkan tandaktamsi@ecara makroskopis, yang
andai dengan timbulnya bercak warna putih ghdbus permukaan rumput laut.

Warna rumput laut sehat memperlihatkan kondisi rsedgagan warna hijau
ling kemerahan, permukaahallus rumput laut terasa halus tanpa lendir. Uji
1abitasi ini menggunakan berat rumput laut tarsg penyakitice-ice yang
‘beda, waktu pengamatan dilakukan setiap jarmseta(lima) hari. Data disajikan

am bentuk grafik dengan waktu pengamtan perpgaaia jam pertama.
alisis Kandungan Karaginan

Analisis kandungan karaginan dilakukan terhatthatiusrumput laut sebelum
1 sesudah uji kohabita3ihallusyang dianalisis diperoleh dari rumpun yang sama
1gan yang digunakan pada uji kohabitasi. Penerkinoiasentrasi karaginan rumput
t dinyatakan dalam persentase bobot karaginamgkeumput laut mengikuti
tode Ainswort dan Blanshard (1980) dan Furia 1)9®rosedur penelitiannya

yagai berikut :

(16Bogiueiuelidd ymnsu|) gdi M1 egdio ey

Rumput lautKappaphycus alvarezdicuci dan dibersinkan dari pasir, kotoran
1 bahan material lainnya. Rumput laut dikeringklatam oven pada suhu £a0
ama 2 jam, setelah kering diblender hingga h&leswudian diayak untuk
‘misahkan bagian yang kasar dan yang halus. Temnggdihasilkan diambil 1 g
uk direbus (diekstraksi) dengan air panas (8% °C) dalam suasana agak basa
1gan pH 8 — 9 setelah 4 jam. Ekstraksi alga kenutisaring melalui penyaring
wulosa dalam kertas saring berlipat. Hasil yaimgrdlen kemudian dipekatkan
(ngan cara pemanasan menjadi 50 ml. Isopropaterhisahkan (+ 15 ml) dan
(yiarkan semalam. Hasil ekstrak kemudian disadeggan kain putih tipis lalu
;1mbahkan isopropanol 96% (+ 15 ml) kemudian gdukétan ke dalam wadah kecil
Q 1g telah ditimbang sebelumnya. Selanjutnya dikgan dalam oven pada suhu

g')"c selama 2 jam, lalu ditimbang dengan menggunakaahgan analitik. Berat

AlIsiaAlun eany|
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sil penimbangan dikurangi dengan berat wadah padktu kosong, maka
eroleh berat karaginan bersih (g).

tologi Thallus Rumput Laut Kappaphycus alvarezii

Pengamatan struktur jaringahallus rumput laut sebelum dan sesudah
1gamatan uji kohabitasi/transmisi. Gambaran Hestiblogi jaringan rumput laut
1g sehat dan yang terinfeksi penya&é-ice dianalisis secara diskriptif dengan
1tuan foto jaringan thallus rumput laut.

ncangan Penelitian

Rancangan percobaan yang digunakan yakni RAL (Raara Acak
1gkap) (berat rumput laut terinfeksi ice,i@g, 359, 40g dan 45g ) dan waktu
nasmisi selama 5 hari. Nilai masing-masing patamiualitas air khususnya suhu,
initas, dan oksigen terlarut dipertahankan ddtesaran normal/ideal. (suhu 27 —
°C, salinitas 30 — 35 ppt, dan oksigen terlarut-4682 mg/L).

indungan Karaginan

(1oBogruertiendd 1muskl) adi il eidio ¥eH{D)

Data persentase kandungan karaginan pada akhgapean dianalisis

sara diskriptif dengan bantuan gambar.
rubahan panjang dan Berat BasafThallus Rumput Laut K. alvarezi

Data infeksi penyakitce-ice ditentukan berdasarkan dari gejala kemunculan
‘ubahan padthallus rumput laut dan hasil pengukuran panjdnallus memutih.
ngukuran berat basatallus rumput laut dilakukan setiap jam sampai timbulnya

wala penyakiice-ice

(8 alisa Data
@)

-

Perubahan berat dan panjatiillus terinfeksi bakteri patogen dianalisis

By

sara diskriptif dengan bantuan tampilan gambatfikgrPengaruh perlakuan diuji
g-1gan ANOVA Analisys of Varians jika terdapat pengaruh maka dilakukan
€lalisis uji lanjut Duncan. Analisa data diolah gim program SPSS (Statistical

E)gram Software System) versi 17 dan MINITAB 15.

AlsiaAlun |ed
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HASIL DAN PEMBAHASAN
togenisitas Bakteri padeThallus Rumput Laut Kappaphycus alvarezi

Hasil pengamatarterhadap perubahan panjatigallus rumput laut yang
‘ngdami pemutihan (penyakice-ice disajikan pada Gambar 5 (¢ thallus rumput

t uji yang mengalami perubahan wartklorosig disajikan pada Gambar

I
2 rubahan kondisihallus rumput laut pada kontrol positif dan kontrol nefy

)agai pembanding tedap perlakuan yang dilakukan disajikan pada Gam!

mbar 5 Perubahan panjanthallus (mm) yang terinfeksi da mengalami
perubahan warna putih berdasin waktu penularan bakterVibrio
alginolyticus dengan kepadatan ®.6el/ml. dO = Hari k=0, d1 = Hari ke-1
panjangrate-rata pemutihan thallus 1,95 mm, d2Hari ke-2 panjang rata-
rata pemutihathallus 24,53 mm.

X

mbar 6 Perubahan warthallus pasca uji transmisi baktePseudomonas
cepacia, Flavobacterium meningoseptic, Pseuomonas diminuta,
Plesiomonas shigelloide dengan kepadatan bakteri®16el/ml. (d1 = Hari
ke —1: Warnathallus normal (coklat kehijauan) d2 = Hari - 2: Warna
thallus memudar (coklat kekuningan) d3 = Hari — 3. Warnathallus
kuning pucat)



Kontrol posritif Kontrol negatif

mbar 7 Kontrol penelitian pada uji transmisitbakVibrio alginolyticus (+) =
Kontrol positif ; kepadatan bakteri ®sel/ml, () = Kontrol negatif ; tanpz
perlakuan baktel

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

Isolat-isolat bakteri yang diperoleh dathallus rumput laut yang teerang

1yakit ice-ice menunjukkan bahwa isoléVibrio alginolyticus memiliki tingkat

*dd| “pfom Buph upbuguaday upyibniaw yopij undiznbuad °q
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‘ogenisitastertingg terhadapthallus rumput laut dibandingkan dengan isc
<teri Pseudomonas cepa, Flavobacterium meningoseptic, Pseudomonas
linuta dan Plesomonas shigelloide Perubahanthallus rumput laut secar
nifikan terlihat pada hari -1 pasca infeksi bakteNibrio alginolyticus yang
indai dengan meningkatnya produksi lendir yaegyelimutithallus rumput laut,

‘ubahan warnghallus memudar Klorosig, layu dan timbulnya bintik hitam «

(#obag ueluelagInyIsup) gdi Mitw eydio yey

dtar bakal cabanthallus (Gambar % Setelah memasuki hari Il bintik hite
sebut berubah menjadi transparan yang dialdbatdeh hilangnya pigme

ndisi perubahan warna pacdhallus tersebut menpakan awal dari pemutihe

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

llusrumput laut. Kejadian ini seiring dengan hasil pangtan Largeet al. (1995)
nyatakan bahwa kehadiran bakiVibrio sp. pada rumput laut ditandai deng

nculnya gejala bintik gelap di sekithallusyang menjadi awl pemutiharnthallus

*dd| wizi bdupnj undodp ynjuaq WB|PP Ul SIiNJ DALY YNIN|as NDIO UBIBYDS YoAupgIddWBW UDP UubHWNWNBUAW BULID|I T

nput laut.
oy, Untuk lebih memahami mekanisme patogenisitas baktehadapthallus
(8 nput laut dapat dilihat pada perubahan morfi thallus khususnya perubahi
-01 rna normal (hijau dan coklat) warna putih Klorosig. Perubahan war

pigmentagiterjadi akibat terjadinya infeksi baktepatogenpenyebab penyakit

By/

g.-ice padathallus rumput laut. Perubahan tersebut semakin meningéising
(= ngan peningkatanwaktu aktivitas bakteri dalam mensekresikan fa-faktor

llensinya tenadapinang (hallus rumput laut) Hal ini sesuai dengan rnyataan

AlIsiaAlun |eJnq)|
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dbanet al. (1994), Largoet al (1995), bahwa peningkatan serangan penyedit
semakin intensif seiring dengan waktu infeksi bakjpatogen padadhallus

nput laut yang mengakibatkan kegagalan budidaygut lautK. alvarezii
njang Thallus Terinfeksi Pasca Transmisi Bakteri

Perubahan panjanghallus yang memutih akibat infeksi bakteNibrio
inolyticus meningkat seiring dengan waktu uji transmisi bakt&fibrio
inolyticus Pada hari | menunjukkan panjahgllus memutih berkisar 1 — 2,9 mm,
langkan pada hari Il panjang pemutitieilus meningkat dengan nilai berkisar 4
,5 mm (Gambar 8).

60 1
50 -
40 -
30 -
20 A
10 -
0 T . . . . . . T . T .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Pengamatan ke-

Panjangrhallus(mm)

(1060g uelueiad Inyisul) gdi Jiiu eydio yey @

mbar 8 Panjanitpallus yang terinfeksi pasca transmisi bakditrio alginolyticus
dengan kepadatan 46el/ml dengan interval waktu pengamatan 3 jam.

Kejadian tersebut sangat berhubungan dengan kdkejedian penyebaran
1yakitice-ice pada kawasan lokasi budidaya rumput ldutalvarezii di wilayah
~i-Tawi Filipina, Malaysia, Tanzania dan Indiuftadoet al 2006; Msuya and
awalyanga 2006; Munoz and Sahoo 2007, Vairapp@®6R Penyakitice-ice

U nyeranghallus rumput laut sehingga menimbulkan masalah dalanyglelaan

(cydidaya rumput laut. Berdasarkan hasil isolasi identifikasi bakteri darthallus

o)

+=Ng terserang penyakde-ice yang dilakukan oleh Askt al (2003) mendapatkan
(g(teri dari genu¥/ibrio yang mendominadihallus rumput laut yangerserang

—2nyakitice-ice

Fenomena perubahan wathallus rumput lautk. alvarezii(klorosig dengan

lakuan transmisi bakteri dalam menguji tingkatogenisitasnya menunjukkan

AlIsianlun [eamno
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‘ubahan warntnallus (klorosig yang tidak berbeda dari masing-masing perlakuan
<teri kecuali bakterVibrio alginolyticusyang memperlihatkan perubahan warna
llus menjadi putih Klorosis) Perubahan kekuatan warnhallus rumput laut oleh
aPlant Net (2005) menggolongkan ke dalam tiggkaitan perubahan dari warna
llusrumput lautk. alvarezii yakni; rendah, sedang dan tinggi. Tingkatan tersebu
1gat berhubungan erat dengan empat faktor pemysngakitce-iceyakni gulma,

fit, epizooa dan penyakit (WEEWgeeds, epifyt, epyzooa and disgase

rubahanThallus Rumput Laut Kappaphycus alvarezii

Penyebaran penyakie-icepada organisme rumput laut yang dibudidayakan
1gat erat hubungannya dengan proses perpindaesn penyakit (bakteri) dari
llus yang terinfeksi kethallus yang sehat. Gejala penyakite-ice tersebut
injukkan dengan perubahan warthallus yang mengarah kepada gejala
nunculan penyakice-ice Hasil analisis varians terhadap interaksi antseat
llusterserang penyakite-icedengan waktu transmisi disajikan pada Lampiran 9.

Berdasarkan uji statistik (analisis varians) meuokkgn bahwa tidak terdapat

\v

raksi signifikan antara perlakuan dengan waléngan nilai 0,99 (p > 0,05),

(10bog uererdd INSY]) di 1w Bidis el

langkan perlakuan taraf bettallus terinfeksi terhadap transmisi penyaki-ice
nunjukkan pengaruh secara signfikan dengan @it& (p < 0,05) (Lampiran 7).
rlakuan dengan taraf waktu transmisi menunjuld@anya pengaruh signifikan
nadap kemunculan penyaikig-ice0,01 (p < 0,05) (Lampiran 7).

Hasil penelitian menunjukan bahwa transmisi pernyade-ice terhadap
llusrumput laut yang sehat dengan perlakuan leadiisyang terserang penyakit
-ice memperlihatkan terjadinya gejala penyaké-ice Meskipun secara statistik

(@'ak menunjukan adanya pengaruh dari masing-mag&rigkuan yang diujikan akan

api berdasarkan waktu pengamatan memperlihati@danya pengaruh yang

16D

>nifikan. Berdasarkan hasil analisis statistiknban menunjukkan bahwa perlakuan
CQ Ja hari kelima memiliki nilai yang lebih kecil8®472) dibandingkan dengan pada
(i pertama (32,451), kedua (32,6769), sedandian keempat (30,2365) memiliki
,.C—.,.ii yang hampir sama dengan hari ketiga (32,23@BHmpiran 10). Hal ini

AlIsianlun jedn



nunjukkan bahwa seiring dengan waktu prosesmrign@gen penyakitce-ice
Jathallus rumput laut sehat semakin meningkat dengan ditapagenurunan
-at basathallusrumput lautkappaphycus alvarezii

Hal ini dapat dibuktikan lebih lanjut dengan mumyal gejala penyakice-
dari masing-masing perlakuan dibandingkan denganiréd negatif yang tidak

+ mperlihatkan gejala penyalde-iceselama pengamatan (Gambar 9).
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mbar 9 Kondigihallus rumput laut setelah pengamatan uji kohabitasikertrol
negatif, tanpa perlakuathallus terserang penyakiice-icg + = kontrol
positif dengan perlakuan berdhallus yang terinfeksi bakteriVibrio
alginolyticus100g).

Kecepatan perubahan morfoldgallus terlihat berbeda dari setiap perlakuan

(106og uelueay InIsu]) gdi Miw eydio ye

‘dasarkan berahallus rumput laut yang terserang penyakie-ice meskipun

cara statistik perlakuan tidak memberikan pefgarang signifikan. Kondisi
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‘ubaharthallus setelah transmisi penyakite-ice memiliki tanda-tanda kejadian
1g sama di lokasi budidaya rumput laut, terlipatubahanthallus berangsur-

jysur terjadi seiring dengan waktu kemunculanlggjanyakitice-ice Fenomena

*dd| wizi bdupn] undodp ynjuaq WB|PP Ul SIiNJ BAIDY YNIN|as NDID UBIBDYSS YoAupgISdWBW UDP UbHWNWNBUBW BUPID|I T

adian penyakitce-ice memiliki kesamaan yang dilaporkan Ask al (2003)

wwa kejadian penyakice-ice disuatu wilayah budidaya rumput laut diawali
vy : . .
¢yngan perubahathallus yang mengalami stress, dilanjutkan dengan teradin
(8 nutihan dan pada akhirnya mengalami kerusdkafius (patah). Stress yang
< andai dengan perubahan waihallus merupakan gejala awal dari rumput laut
(@ng mengalami gangguan penyakie-ice seiring dengan waktu pemeliharaan
—

¢ ngthallusmemutih dan akhirnya keropos (Sefual 2003).
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Transmisi Penyakit 1ce-lce

Tahapan perubahaithallus rumput laut selamauji transmisi melalu
1abitasi terlihat dari masi-masing perlakan berdasarkan waktu pengame

yagai berikut:
@rubahan Thallus pada Perlakuan A (30g

Perubahan morfologthallus rumput laut dengan perlakuan bebasah

nput laut yang terserang penyalice-ice sebesar 30g menunjukkan ada

‘ubahan morfologi khususnya pemutilthallus terjadi pada tri keempat dan
ima (Gambar 10).

(10609 ueluepad nyysul) gdpiiru exdio ey

mbar 10rahapan kejadian penyalice-icedengan uji khabitasi selama 5 (limi
hari pengamatarpada perlakuan A (Berdhallus yang terserang penyal
ice-ice30q). (d1-3 = Hari kesatu sampai hari ketiga; d4= Hari kedmqize=
Hari kelima)

Perubaharmmorfologi thallus rumput laut selama 5 (lima) hari pengame

wali dengan perubahan kondthallus yang mengalami kehilang lendir di

‘mukaarthallus. Kondisi tersebut menyebabkaermukaarnthallus menjadi kasar

Wik berangsuangsurthallus mengalami perubahan warr@ejale tersebut berlanjut
(8 1gan semakimeningkatnya perubahan penuru warnathallus dari kondisi awal
@ rnathallus sehat. Kejadian ini berlangsuipada hari kedupengamatan, setel:

=
>lmasuki hari ketiga salah satu percabarthallus menunjukkan pemutihan pa
«Q

=% Jian ujunghallus dengan panjang rata-rata 0,08 nirerubahan ukuran panja

no

llusyang putih tersebut meningkpada hari keempat dengakuran panjang ra-

a2 1,34 mm Percabangaithallus rumput lautyang terinfeks terus mengalami
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ringkatan dengan panjang rata-rata 3,97 mm kblma pengamatan). Pemutihan
ngalami terus penambahan ukuran seiring dengkiu Wahabitasi disajikan pada
mbar 11.

15 -
I

10 4

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH
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PanjangThallusTerinlek =i (mm

Panjang ThallusTerintek st (mm?
un

WaktuPengamatan (Jamke-) Waktu Pengamatan (Jamke-)

1!”_ 15 1

10 | 10

:1oqUINS UDYINCAUSLU UDP UDHWNIUDIUSW DAUD] 1UI SIjN3 DAJOY YNinjos Nb3o upiboges dinbuatu AU °|
(10B0g uejueLIad IsUl) gdi MW exdid yeH (D)
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1357 8111315171821 23 251719

:]- rrrrrrrrTrrrr T T T

1 35 7 9111315171912123 15

Panjang ThallusTerinfek = (mm?

Fanjang ThallugTerinlek =i (mm?

WaktuPengamatan (Jamke-) Waktu Pengamatan (Tamke.)

mbar 11 Ukuran panjatigallus yang memutih pada perlakuan berat basah rumput

[®) laut terserang penyakite-ice (I : Perlakuan A = 30g, Il : Perlakuan B =
Q 35g, lll : Perlakuan C = 40g, dan IV : Perlakuan=D45g), selama
2 pengamatan.

By

Perubahan kondisi permuka#mallus dan perubahan warna serta timbulnya
g-nutihan pada ujunthallus ternyata diikuti dengan perubahan berat basah (Q)
Cinput laut. Hubungan tersebut ditunjukkan dengeanadinya kecenderungan
E aurunan berat basah rumput laut pada uji kolsl§Emmbar 12).
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mbar 12 Berat basah rumput laut selama masa mpeat@a pada perlakuan berat
basah rumput laut terserang penyagé-ice (I : Perlakuan A = 30g, Il :
Perlakuan B = 35q, Il : Perlakuan C = 40g, IV rlReuan D = 459)

w Perubahan berat basdhallus rumput laut pada perlakuan A mengalami
@ nurunan dari berat basah attlllusrumput laut sehat yang dikohabitasikan yakni
(8 66 g menjadi 33,22 g pada hari pertama. Peauarjuga terjadi pada hari kedua
;1gan kisaran berat rata-rata 33,219, dan hagakenengalami penurunan berat
sahthallus rumput laut dengan kisaran rata-rata 32,44 g.rgpg@m pada hari

1D

2mpat mengalami penurunan dengan berat iaalis rata-rata 30,26 g dan pada

AlIsiIaAluUN edn) N



i kelima mengalami penurunan berat bathallus dengan kisaran re-rata
68 g (Gambar 32

rubahanThallus pada Perlakuan B (359)

Perlakuan Bthallus rumput laut terserange-iceyang dikohabitasikan 35 i

‘nunjukkan adanya perubahan morfothallus sampai munculnya jala penyakit
-ice(Gambar 13).
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mbar 13 Tahapan kjadian penyakitice-ice pada uji kohabitasi selam
pengamatan pada perlakua (Berat basalthallus terserang penyakiice-
ice. (d12 = Hari kesatu sampai hari kedua, d3 = Hari ketdga= Hari
keempat, d5 = Hari kelim:

Perubahan morfolocthallus rumput laut pada perlakuan dengan 5 (lima)

(10609 ueluenag InIsu|) gdi Hijtw e3dio yey @

I pengamata mengalami kondisi yang cenderusama. Perubahan diaw

1gan kondisi permukaathallus yang kasar akibat kehilangan lendir/sele
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‘mukaan, yang berang-angsurthallus mengalami perubahan rna. Kondisi
sebut berlanjut dengan semakin memudarnya wthallus dari kondisi awal

rna thallussehat Kejadian ini berlangsung pada hari ketiga hingga kelima
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1gamatan. Kondisi percabangahallus yang terinfeksi pada hari Kketis
‘nunjukkanpemutihan pada ujurthallusdengan panjang ratata 0,76 mm, pada
i keempat ukuran panjarthallus yang memutih tersebut bertambah den
jjang rata-rata @2 mm, dan kondisthallus yang terinfeksi terus meningk

1gan panjang ratata 9,90 mmpada hari kelima pengamatan. Pemutihan 1

vaobaog

tambah ukurannya iring dengan waktu kohabitagiGambar 11. Perubahan

hdisi permukaarthallus dan perubahan warna serta timbulnya pemutihan

2116

ng thallus ternyata diikuti dengan perubahan berat h (g) rumput laut.
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bungan tersebut ditunjukkan dengan terjadinysef@erungan penurunan be
sah rumput laut pasca kohabitasi (Gambar 12).

Perubahan berat basdhallus rumput laut pada perlakuan B mengal:
wurunan dari ra-rata berat basah awahallus rumput laut sehat yar
ohabitasikan yakni 5,40 g menjadi 33,29 pada hari pertama. Penurunan j
adi pada hari kedua dengan kisaran bere-ratathallusrumput laui33,10 g, dan
i ketiga mengalami penurunan berat bahallusrumput lautdengan kisaran re-

a 32,60 g. &langkan pada hari keempat mengalami penurunamudd&m®gat base

Bfubpun-6uppun 1Gunpulg PIdI) HoH

llus rata-rata 3@5 g dan pada hari kelima mengalami penurunan bersah

llusdengan kisaran re-rata 28,54 g (Gambar 12).
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rubahanThallus pada Perlakuan C (40g]

Perlakuan Cthallus rumput laut terinfeksi bakteNibrio alginolyticus yang
ohabitasikan 40g) menunjukkan adanya perubahan morfolthallus sampai

nculnya gejala piyakitice-ice(Gambar 14).

(1060g ueruenad InyIsy) gdy Mipw eydioyey
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| ds

mbar 14 Tahapan kejadian penyakice-ice pada uji kolabitasi selama
pengamatan pacperlakuan C (Berat basémallusterserang penyakice-ice
(d1-3 = Hari kesatu sampai hari ketiga, d4= Hari kedmpgé = Hari
kelima).
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é-; Perubahan morfolocthallus rumput lautpada perlakuan (dengan 5 (lima)
(81 pengamatan mengalami kondisi y cenderungsama. Perubahan diaw
;1gan kondisi permukaathallus yang kasar akibat kehilangan lendir/sele
(Q ‘mukaan, yang berang-angsurthallus mengalami perubahan warna. Idisi

sebut berlanjut dengan semakin memudarnya wthallus dari kondisi awal

rnathallus sehat. Kejadiaiini berlangsung pada hari keerr hingga hari kelima
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1gamatan. Kondisi percabangaallus yang terserange-ice pada hari keempat
nunjukkan pemutihan pada ujutitallus dengan panjang rata-rata 5,07 mm,
1disi thallus yang terinfeksi terus meningkat dengan panjangnata 11,89 mm
Ja hari kelima pengamatan. Pemutihan terus bealamkurannya seiring dengan
ktu kohabitasi (Gambar 11).

Perubahan kondisi permuka#mallus dan perubahan warna serta timbulnya
nutihan pada ujunthallus ternyata diikuti dengan perubahan berat basah (g)
nput laut. Hubungan tersebut ditunjukkan denganadinya kecenderungan
wurunan berat basah basizdllusrumput laut pasca uji kohabitasi (Gambar 12).

Perubahan berat basdhallus rumput laut pada perlakuan C mengalami
wurunan dari rata-rata berat basah awmdllus rumput laut sehat yang
ohabitasikan yakni 33,03 g menjadi 32,42 g phda pertama. Penurunan juga
adi pada hari kedua dengan kisaran berat attdhrallus 30,20 g, dan hari ketiga
ngalami penurunan berat basiadllusdengan kisaran rata-rata 30,11g. sedangkan
Ja hari keempat mengalami penurunan dengan lb&sah rata-rata 28,95 g dan
Ja hari kelima mengalami penurunan berat b#ssdlus dengan kisaran rata-rata
08 g (Gambar 12).

(Jobag ueluea FInpIsup) gdi A1 eydioyeH

rat BasahThallus Terinfeksi Vibrio alginolyticus 45 g (Perlakuan D)

Perlakuan Dthallus rumput laut terseranige-iceyang dikohabitasikan 45 g)
nunjukkan adanya perubahan morfolbgillus sampai munculnya gejala penyakit
-ice(Gambar 15).

Alsianiun jedn)nouby Jobog



*dd| wizi pdupy undodp ynjuaq W[OP Ul SIiN3 PAIDY YnIN[as DO UPIBDYas YoAupgiaduau ubp ubywnwniusw BUBID|I T

*dd| “pfom Buph upbuguaday upyibniaw yopij undiznbuad °q

*yojosoLW hPNs uphB{Ul} NDIO YiY upsiinuad ‘ubtodp] upunsniuad ‘Yoiwji PAIBY ubsijnuad ‘upiiEuad ‘upipipuad uobuiuaday ynjun phAupy uondiznbusd ‘O

JaquuNs upYINgaAuaW UDP UBYwNuLdIUW PAUD] IUl siiNY PAIDY Ynn[ds npbjo upibpgas dignbuaw Bupp|i ‘L

Bfuppun-6uppun 16unpuljig LIdID HoH

©

mbar 15 Tahapan kejadian penyakiice-ice pada uji kohabitasi selam
pengamatan pada perlakl D (Berat basakthallusterserang penyakice-
ice. (d1 = Hari kesatu, d2 = Hari kedua, d3 = Hariidet d4 = Har
keempat, d5 = Hari kelim:

Perubahan morfolocthallus rumput laut pada perlakuan dengan 5 (lima)

(10609 uelueliad Jnyisul) gdi Miiw eydio yey

I pengamatan mengalami kondisi yacenderungsama. Perubah diawali
1gan kondisi permukaathallus yang kasar akibat kehilangan lendir/sele
‘mukaan, yang berang-angsurthallus mengalami perubahan warna. Konc
sebut berlanjut dengan semakin memudarnya wthallus dari kondisi awal
rnathallus seéhat. Kejadian ini berlangsung pada hari ketiga gandari kelime
1gamatan. Kondisi percabangahallus yang terinfeksi pada harkedua
'nunjukkan pemutihan dengan pada ujthallus 0,51 mm dan pada haretiga
UZ:nunjukkan pemutihan pada ujtthallus dengan panjang ratata 2,88 mm, pada

(8 i keempat ukuran panjarthallus yang memutih tersebut bertambah den

0]

%< Njang rataata 6,7 mm, dan kondisithallus yang terinfeksi terus meningk
:|>19an panjang ratata 16,80mm pada hari kelima pengama Pemutihan terus

75 tambah ukurannya seiring dengan waktu kohat(Gambar 11)

Perubahan kondisi permukathallus dan perubahan warna serta timbul

~= mutihan pada ujunthallus ternyata diikuti dengan perubahan berat bahallus
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nput laut (g). Hubungan tersebut ditunjukkangdenterjadinya kecenderungan
urunan berat bas#tallusrumput laut pasca uji kohabitasi (Gambar 12).

Perubahan berat basah rumput laut pada perlakuarerigalami penurunan
i rata-rata berat basah awlallus rumput laut sehat yang dikohabitasikan yakni
4 g menjadi 33,2 g pada hari pertama. Penurjugm terjadi pada hari kedua
1gan kisaran berat basttallus rata-rata 33,05 g, dan hari ketiga mengalami
wurunan berat basathallus rumput laut dengan kisaran rata-rata 33,03 g.
Jangkan pada hari keempat mengalami penurunganéerat basattallus rata-

a 31g dan pada hari kelima mengalami penurureaat lbasalthallus dengan
aran rata-rata 27,87 g (Gambar 12).

Kondisi perubahan ke arah gejala penyadetice pada thallus rumput laut
1gat dipengaruhi oleh besarnya behatlus yang terinfeksi. Proses pemutihan
llus terkait dengan keberadaan bakteri patogen yangakoiehn aktivitas
nsmisi. Proses pelekatan agen penyakit (baldari)organisme sampai produksi
ystansi ekstraselular sangat berhubungan denglen Wan penurunan berat inang
‘u akibat lisisnya sel-sel inang baru (Salyerd ®hitt 1994). Pada penelitian

(#0Bag ueluenaIniisul) gdi Mipw eidioyeq

‘go et al. (1995) menunjukkan bahwa proses penurunan substaganik pada
llus diakibatkan oleh pemanfaatan substansi tersebeh dbakteri yang
nyebabkan rumput laut dengan mudah terinfeksygknice-ice Perubahan
llus rumput laut dengan perlakuan betiallus terinfeksi penyakiice-ice yang
eroleh di perairan Pulau Panggang, Kepulauaibsenenunjukkan perubahan
llusdari rumput laut sehat (uji).

Perubahan tersebut diawali dengan perubahan wadwalmgian tertentu dan
Uda hari ketiga dan keempat mengalami pemutinecar& umum gejala perubahan
(8 llus tersebut seperti gambar yang dipublikasikan oEAFDEC (2003) (Gambar

Alsianiun [ean)nouby 40
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mbar 16 Gejala penyakde-ice dari sampel rumput lalkappaphycus alvarezii
(SEAFDEC 2003).
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stopatologi

Pengamatan secara mikroskopis terhadap penampamgoupe thallus
nput laut jeniK. alvareziimempunyai lapisan sel yang yang berbeda bentuk dan
Jrrannya. Jensen and Kavaljian (1966) membagi liggsan sel ini menjadi
dermis, pseudoparenchym (kortek) dan medullam{@@a 17). Skema irisan

rampang membujdhallus rumput laut terlihat bahwa epidermis tersusun dtes

(1060g Ueigeniag mmsugk gdi N exdio xen (D)

is sel yaitu sel-sel yang berbentuk empat pepssgang dilapisan luar dan sel-sel

1g berbentuk bulat di lapisan bagian dalam, kegmaersusun sangat rapat.
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sisan di dalamnya merupakg@seudoparenchynfkortek) yang tersusun atas 2
is sel yakni kortek luar yang berbatasan derg@dermis berbentuk poligonal
Jangkan lapisan di bawahnya adalah kortek dakng tersusun dua macam sel
1g berukuran besar berbentuk bulat panjang desekpolygonal yang berukuran
ih kecil.

Fungsi kortek sebagai tempat berlangsungnya fatsss Okamura (1959)
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nyatakan bahwa sel kortek bagian dalam yang beaokbesar berisi udara
lingga memungkinkan rumput laut dapat mengapumnigldm air. Lapisan yang

vaobog

(cy ing dalam yang merupakan pus@llus berukuran kecil, berbentuk bulat disebut
C_-;'xdulla. Menurut Percival and Dowel (1967) karagingmng terkandung pada

n

:nput laut jeniK. alvarezii ini terdapat pada dinding sel dan lamella tengaigy
‘mbentuk suatu bahan yang kental.
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Hari ke-0, B r kéa

Hari ke-5. (H&200x).

Hari ke-0 (H&E,100x),

Hari ke-4, E

Hari ke-3, D =

penyakitice-ice berdasarkan hari pengamatan: A

(0), hari pengamatan: A

2,C

mbar 17 Penampang histologi jaringfzalus rumput laut.alvareziiyang sehat
mbar 18 Penampang histologi jaringaallus rumput lautK.alvarezii terserang

(©) Hak cipta milik IPB (institut Per
<

BogorAgticultural University
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Berdasarkan hasil pengamatan histologi jarintatius rumput laut kondisi
Jktur jaringan terlihat pada gambar tersebutatis menunjukkan perbedaan
Jktur jaringan. Kondisi jaringan rumput laut gasehat menunjukkan komponen
penyusun jaringan masih utuh seperti sel kartlen sel modular masih kompak,
susun rapi (Gambar 17), sedangkan strukturganmmumput laut yang terinfeksi
1yakit ice-ice struktur jaringan pada hari pertama sampai harlimke
‘mperlihatkan perubahan degradasi sel-sel penyjasingan yang rusak (lisis)

ambar 18). Proses pelekatan agen penyakit (jakdari organisme sampai

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH

)iduksi substansi ekstraselular sangat berhubudgagan waktu dan penurunan
-at inang baru akibat lisisnya sel-sel inang §8alyers and Whitt 1994).

ndungan Karaginan Rumput Laut Kappaphycus alvarezii

Perubahan kandungan karaginan rumput laut berbada kondisithallus
1g sehat dengan rumput laut yang mengalami gamggenyakit ice-ice
rdasarkan analisis kandungan karaginan dari rontipallus rumput laut yang
unakan sebagai sampel untuk uji kohabitasi ditkam nilai kandungan karaginan
1g berkisar 28% - 35%. Jika dibandingkan dengardkngarthallus rumput laut

1g dari hasil uji kohabitasi, kisaran nilai kandan karaginan lebih rendah dengan

(10bog ueieyiad ynisy}) gdi Miplu eydioyey

aran 2.9% - 4%. Kandungan karaginan (dinyatatalam berat mutlak (g) )

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

nadapthallus rumput laut sesudah uji kohabitasi/ terserang gkhyce-ice dari
sing-masing perlakuan disajikan pada Gambar ¥reimderungan kandungan
aginan menurun dengan meningkatnya jumlah aéaat bumput laut terserang

1yakitice-iceyang digunakan dalam uji kohabitasi.

Alsianiun jedn)nouby Jobog
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Waktu Uji Kohabitasi

HO (Kondisi Awal H5 (Sesuda
Pengamatan) Pengamatan)
Ferlakuan / Thallu Kandungar
Terinfeksi ThallusSehat BeratThallus(g) Karaginan (g)
Ferlakuan A
BeratThallusTerinfeksi
@) BeratThallusDiinfeksi (35g) BeratThallus(28,2g)
5 119
B
=)
T
~-*
[
3
& lakuan B
By atThallusTerinfeksi
(790) BeratThallusDiinfeksi (35g) BeratThallus(27,69)
_ -~ ‘4-.‘- Tew 5
5 | 20
(7]
=
g 0,85 ¢
~*
5
(]
=
Y
=
rlakuan C
atThallus Terinfeksi
BeratThallusDiinfeksi (35g) BeratThallus(26,59
0,829
Perlakuan D
HeratThallus Terinfeksi
(459) BeratThallusDiinfeksi (359) BeratThallus(26,8g
0,77 g

~mbar 19 Kandungarkaraginan (g) sesudah uji kohabitésallus rumput laut
yang terinfeks bakteriVibrio alginolyticusPNGK 1 dengathallus rumput
laut sehat selama lima hari uji kohabit

Terjadinya perubahan kandungan karaginan terhihallus rumput laut

ng terinfeksi penyakiice-ice diindikasikan dengan hilangnya pigmen ak

AlIsiaAiun |ean)nolbyriobog



snya sel penyusun jaringan rumput laut. Damgakg lain dari lisisnya sel
sebut terjadinya degradasi substansi organéraesignifikan dari jaringathallus
nput laut. Berdasarkan hasil analisis kandunganadinan terhadap rumput laut
sudah uji kohabitasi menunjukkan adanya perubaferg memperlihatkan
adinya kecenderungan penurunan kadar karagieeara signifikan dari masing-
+sing perlakuan (Lampiran 11). Berdasarkan hamilisis ragam (ANOVA P <
5) menunjukkan adanya interaksi dari taraf peda beratthallus terinfeksi

1gan waktu uji kohabitasi terhadap respon pemmukandungan karaginan

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

impiran 12). Interaksi masing-masing taraf peréak ditentukan dengan uji

tistik lanjutan dengan uji Duncan. Hasil analimenunjukkan perbedaan dari
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iap interaksi taraf perlakuan sebelum dan sésugaransmisi penyakitce-ice
impiran 13). Kondisi ini sejalan dengan hasil glg#ian Hayashiet al (2010)
wa, kondisithallus rumput laut yang mengalami kehilangan pigmen dan
nunjukkan gejala penyakite-ice memiliki kandungan karaginan yang rendah
kisar 0,5% - 25%. Gambardhallus rumput laut yang mengalami penurunan

'sentase kandungan karaginan dapat dilihat padd& 20 (Hayaslst al. 2010).

Jaquuns unyingahuaw upp ubYywnjupdUdW bdup} Ul sijN3 PAIDY Ynin[ds Np3o ubibogas dignbusu BUuLID|I ‘L
(106ag ueluelIa g INMISUf) gdi Mipw ezdioe
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gmbar 20 Thallus yang mengalami penurunan kandungan karaginan takiba
@) perubahan warna (kehilangan pigmen)(A) dan tersif@lenyakitice-ice

(8 (B) (Hayashiet al 2010).
—

By

Analisis persentase kandungan karaginan rumput dahat dengan yang
g-infeksi dilakukan untuk membandingkan kandunpgarsentase kadar karaginan.
£ rdasarkan hasil analisis statistik dengan ujidannmenunjukkan bahwa meskipun

H—
(Cak terdapat perbedaan perlakuan yang signifpy@ha hari kedua namun terlihat

AlsiaAlun |ed



Ja perlakuan D memiliki penurunan persentase ufggath karaginan yang
andah (2,9%). Pada penelitian Mendetral (2002), menunjukkan bahwa kadar
ositas dan karaginatiallus rumput lautKappaphycus alvarezimenurun ketika
adi infeksi penyakiice-ice Kualitas rumput laukK. alvarezii ditentukan oleh kadar
aginan yang berkisar 32% - 75%, dan mengalamirpean kualitas ketika berada di
+vah kisaran tersebut (Munoz and Sahoo 2004)diegan karaginan dan kekuatan
menurun secara signifikan ketika gejala peryala-ice mulai tampak pada

llus dan semakin menurun seiring dengan waktu darkaingerusakarthallus

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

2aPlant Net, 2005). Hasil penelitan Amiluddin0Q2), menunjukkan bahwa

wurunan kandungan karaginan berbanding lurusadewgktu infeksi bakteNVibrio
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19 terjadi di perairan Pulau Pari Kepulauan 8dfitlmvinsi DKI Jakarta.
KESIMPULAN

Bakteri Vibrio alginolyticusPNGK 1 memiliki tingkat patogenisitas tertinggi
nadapthallus rumput laut Kappaphycus alvareziiPenularan penyakiice-ice

ningkat seiring dengan waktu transmisi bakt&fibrio algynolyticusPNGK 1,

(10Bo0g uelueIad INJISUL) di HiIpw eydioye

1g ditandai dengan penurunan berat babalus rumput laut yang terserang

wyakit ice-ice dan penurunan berat karaginan. Berdasarkan andiistologi

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

nunjukkan kerusakan jaringdhallus meningkat seiring dengan kematian sel

'krosig penyusun jaringathallus rumput lautKappaphycus alvarezii

*gdI izt bdun} undodp ¥njuaq WP 1l SijN3 PAIDY YnINn|as hbo upibogas YoAungadwal UDP ubYWwnWNBUSW BUDID|I ‘T
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JDUL 3. IDENTIFIKASI MOLEKULER BAKTERI PATOGEN
DAN DESAIN PRIMER SPESIFIK PCR

Abstrak

Pengelolaan budidaya rumput laut yang sehat daasbeknyakitice-ice
rupakan komponen penting dalam peningkatan psodukmput laut. Untuk
'ndukung pengendalian terpadu penyak#-ice pada budidaya rumput laut

merlukan informasi variasi genetik bakteri patog&an penyediaan deteksi secara
)at dan akurat. Kajian yang dilakukan bertujuatuki mengidentifikasi bakteri
‘ogen berdasarkan hasil analisis sekuen gen RES;r mengkonstruksi primer
R spesifik dari sekuen gen 16S-rRNA dari bakigang memiliki tingkat
ogenisitas tertinggi. Gen 16S-rRNA bakteri yamgemberikan tingkat
= ogenisitas tertinggi diamplifikasi dengan prinR€R universal domain bakteri
B ward primer 63f (5-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GT@) dan reverse primer
B37r (5-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3). Hasil sekwsamg DNA
§ andingkan dengan data bdseropean Bioinformatics InstitutéEBI) BLASTN.
Zrancangan dan analisis kelayakan pasangan psiemeg diperoleh dilakukan
#=ngan menggunakan program Primer 3. Dua primesifip PCR berhasil
@ ancang yakni aSEFM-F (5€AGCCACACTGGAACTGAGA -3) dan aSEFM-R
TTAGCCGGTGCTTCTTCTGT -3). Kedua primer ini bereakgtimum pada
ihu 60C dengan yang menghasilkan amplikon berukuran p01 b

1w eydip e

eiuelisdan

ta kunci: patogenisitas, gen 16S-rRNA, PCR, primer, spesifik

(1ofhog u
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Ill. MOLECULAR IDENTIFICATION OF PATHOGENIC
BACTERIA AND PCR SPECIFIC PRIMER DESIGN

Abstract

Management of healthy seaweed aquaculture andotaftrice ice disease

» important component in seaweed production. stipport the integrated
@evention of ice ice disease, information abounhegie variation of bacterial
x'hogen and the availability of fast and accudstection are required. This study
=ned to identify bacterial pathogen based on gamwience analysis 16S-rRNA,
% 1struction of specific PCR primer from gene sequanalysis 16S-rRNA from
& cteria that had the highest pathogenicity. Q&% rRNA of bacteria that had the
20hest pathogenicity was amplificated with uniagrgrimer PCR domain forward
=mer 63f (5-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3') andeverse primer 1387r
T-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3’). DNA Sequence obied was compared
% data bas&uropean Bioinformatics InstituttEBI) BLASTN. Construction and
sibility analysis of primer pair was done usprgmer 3 program. Two specific
nmer PCR were successfully constructed namely FABE  (5-
GCCACACTGGAACTGAGA-3) and aSEFM-R(5
AGCCGGTGCTTCTTCTGT -3). Both primer reacted opiim at 6GC and
)duced 201 bp amplicon.

ywords pathogenicity, gene 16S-rRNA, PCR, primer, specific

(1o60g ueluelIad INIPSU|

PENDAHULUAN

Penyakitice-icedominan menyerang rumput laKéppaphycus alvarezjiang
udidayakan dengan gejala awal klinis yang dititklin seperti produksi lendir
ningkat, permukaathallus kasar,thallus layu, terbentuknya bintik putih, dan
nutihan ujungthallus Serangan penyakiice-ice yang lebih parah dapat
nyebakarthallus menjadi keropos dan akhirnyhallus yang terinfeksi menjadi
ah (rontok).

Penyebaran penyalite-ice pada lokasi budidaya rumput lagappaphycus

bog

¢ arezii terjadi di seluruh pusat pengembangan produksi wirtgut baik secara
=

>ba| maupun di wilayah pengembangan produksi wimput di Indonesia.
Qberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa pemgebgenyakit ice-ice

C;).ebabkan oleh serangan bakteri patogen.
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Pengelolaan budidaya rumput laut yang sehat daasbeknyakitice-ice
rupakan komponen penting dalam peningkatan psoduknput laut, sehingga
erlukan teknik deteksi cepat dan akurat. Selemidentifikasi dan deteksi bakteri
‘ogen dilakukan pengamatan berdasarkan gejafas ktlan riwayat kejadian
1yakit di lokasi budidaya, serta karakteristikrimlogi dan fisiologi. Walaupun
tode ini sangat penting sebagai studi awal, namama ini kurang dapat
nentukan hubungan filogenetis dan ekspresinyagasamipengaruhi oleh
jkungan (Suwanto 1994). Untuk mendukung pendgendaderpadu penyakice-
pada budidaya rumput laut diperlukan informasiasrgenetik dari suatu bakteri
‘ogen dan penyediaan identifikasi dan deteksiraezepat, akurat dengan kepekaan
Jgi.

Salah satu metode yang dapat digunakan untuk senaleteksi bakteri
‘ogen dengan menggunakan teknik PCR. Teknik igunékan untuk menelaah
fil DNA gen 16S-rRNA. Penggunaan 16S-rRNA teldigunakan sebagai
-ameter sistematik molekuler universal, repredént dan praktis untuk

ngkonstruksi kekerabatan filogenetik pada tingkpesies. Salah satu faktor

(#o60g ueiueliag InyIsup) gdi Mipw exdioyey

1ting yang mempengaruhi kualitas deteksi molekgebasis PCR ialah pemilihan
mer yang tepat (Rychlic 1995). Primer PCR mekapaoligonukleotida yang
‘peran sebagai inisiasi amplifikasi molekul DNKeberadaan primer PCR
sebut, maka gen target akan teramplifikasi gapgnreaksi PCR berlangsung.
alisis PCR dengan primer spesifik merupakan lahglerbaik untuk kepentingan
eksi bakteri patogen karena dapat menghasilkanentuan secara cepat
yeradaan gen target, cukup sensitif dan mudamadkan dalam kegiatan rutin.

oy, Untuk merancang primer spesifik tersebut diperludata sekuen gen yang
(8 nyandikan protein sejenis dengan fragmen yang dianplifikasi melalui PCR.
Q mun kajian spesifik kearah analisis gen baktatogen darthallus rumput laut
319 terinfeksi penyakiice-ice belum dilakukan. Berdasarkan hal tersebut di atas
. ka perlu dilakukan penelitian tentang pemanfaatkuen gen 16S rRNA untuk
8 ndasain primer spesifik PCR dalam deteksi cegpabéturat.
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Kajian yang dilakukan bertujuan untuk mengidensifik bakteri patogen
‘dasarkan hasil analisis sekuen gen 16S-rRNAdesain primer PCR spesifik

i sekuen gen 16S-rRNA dari bakteri yang memilikijkat patogenisitas tertinggi.
nelitian ini diharapkan dapat menentukan strakidni patogen penyebab penyakit

-ice dan menghasilkan suatu primer spesifik PCR untwndateksi bakteri

ogen penyebab penyaiie-ice pada rumput laut.
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BAHAN DAN METODE

rakterisasi dan Identifikasi Bakteri secara Molekuler

Identifikasi isolat bakteri yang memberikan tingkadtogenisitas tertinggi
ikukan berdasarkan hasil sekuensing gen 16S-rRMArchesiet al 1998).
kuensing gen 16S-rRNA terdiri dari tahapan ekstf@NA, amplifikasi gen 16S-
NA dengan PCR (Suwanto 2002), dan sekuensingatiemgsirSequenser.

straksi DNA

Bakteri patogen yang mempunyai patogenisitas tggtiditumbuhkan dalam
dia SWC Broth. Kultur diinkubasi dalasihaker water batipada suhu 28-2@,
=0 rpm selama 24 jam. Sel bakteri dipanen dengangambil 1,5 ml suspensi
kan bakteri lalu dimasukkan ke dalam eppendani disentrifugasi dengan
sepatan 6000 rpm selama 5 menit, selanjutnyarsagae dibuang. Tahap ini
lang sebanyak tiga kali. Pellet bakteri yandpeatuk diresuspensi dengan 1 ml
fer TE 1X dan disentrifugasi 6000 rpm selama énin Setelah disentrifugasi

yernatan yang ada dibuang.

(10B0g UerdeSd INSGi) gl imw dio xen (D)

Pellet yang tertinggal diresuspensi dengan 500uffebTE 1X, selanjutnya
ambahkan 100 pl SDS 10% dan 10 pl proteinasatkdibolak balik perlahan-lahan
gga tercampur. Selanjutnya ditambahkan 100 (M 9NaCl dan 100 pl 10%
AB/NaCl yang telah dihangatkan terlebih dahulg {6) selanjutnya diinkubasi
ama 20 menit pada suhu 66. Kemudian ditambahkan 500 pl campuran
2nol:chloroform:isoamylalcohol  (25:24:1) lalu ditex hingga tercampur.
lanjutnya disentrifugasi selama 10 menit dengaepatan 10.000 rpm.

Cairan yang terbentuk yang berada pada lapisatasetdgindahkan ke dalam
sendorf yang lain lalu ditambahkan 0,6 volumepispanol dingin. Tabung

sendorf dibolak balik secara perlahan supayaatgpar selanjutnya selama 20

vaiabog

() nit disimpan pada suhu -20. Kemudian disentrifugasi pada kecepatan maksimal

g'ama 5 menit pada suhu°G4 supernatan yang ada dibuang. Selanjutnya

1N

czambahkan 1 ml etanol 70% dingin lalu disentrdsig lagi pada kecepatan

& ksimum selama 2 menit. Supernatan dibuang kembhli disimpan pada suhu

AlsiaAlun |ed



*gdI izt bdun} undodp ¥njuaq WP 1l SijN3 PAIDY YnINn|as hbo upibogas YoAungadwal UDP ubYWwnWNBUSW BUDID|I ‘T

*dd| “pfom Buph upbuguaday upyibniaw yopij undiznbuad °q

*yojosow n3pns upnpful}l NI Y1 ubsiinuad ‘uptodo] ubunsnduad ‘Yol PAIDY ubsiinuad ‘ubiiBUad ‘Upipipuad uobbuiguaday ynjun bAuoy undiinbuad O

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

ing hingga etanol menguap habis. Sebelum disirié ditambahkan dengan
tion buffer atau aquabidest steril serta dilakukan pengecekiamgan

ktroforesis.
plifikasi gen 16S-rRNA dengan PCR

@ Primer yang digunakan adalah primer universal udioiwain bakteri berupa
ard primer 63f (5-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GT@’) dan reverse primer
37r (5'-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3) (Marchesit al 1998). Semua

nponen reaksi dicampur ke dalamtrotubedan dimasukkan ke dalam mesin PCR.

<

napan PCR terdiri dari pre-denaturasi®@4 2 menit; tahap denaturasi &2, 30
ik; tahap annealing 5%, 30 detik, tahap elongasi 72 selama 1 menit. Proses
R terdiri dari 30 siklus. SelanjutngastPCR pada suhu 7& selama 20 menit dan
apstop PCR pada suhu %€. Hasil PCR disimpan pada suhu “#Datau langsung

lektriforesis
ktroforesis

Gel elektroforesis disiapkan dengan 0,8 % agarakerd 1x buffer TAE (0,24
< agarose dalam 30 ml 1XTAE) (50x tris-asetat EXTAE):1 | dH20, 242 gr Tris-
sa, 37,2 gr Na2EDTA, 57,1 ml asam asetat glasigghnaskan dan setelah larut

obog ueluepsd Msu|) gdi A eydio yeH

inginkan sampai 5C kemudian dituang pada cetakan gel. Wadah yarahduetisi
diberi buffer 1x TAE secukupnya kemudian merkkan sampel hasil digesti pada
nur-sumur gel. Pada waktu elektroforesis dibarikaatu marker atau penanda
lekul DNA. Elektroforesis dilakukan pada kond@6r40 Volt dan 28 — 29 mA dan

khiri setelah bromofenol sampai tepi bawah gel.
kuensing dan Analisis Sekuen DNA

Sekuensing dilakukan dengan pirahtitomated DNA SequencéBl PRISM
7 (Perkin Elmer Biosystem, USALycle sequencinddNA templatedilakukan
_‘nggunakan kiBigDye® Ready Reaction MifPerkin Elmer Biosystem, USA).
mpurarncycle sequencinterdiri atas 1 pl (300-500 ng) DNA template, 3,20bm
mner, 1 ul DMSO, 6 uBigDye® Ready Reaction Mixlannuclease free water

Alsianiun jedm by, Jobag
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‘uk menggenapkan volume menjadi 20 pl. Progeke sequencindilakukan pada
sinsequencedengan kondisi sebagai berikut: pre-PCR pada 94t@ selama 5
nit, denaturasi pada suhu’@4selama 30 detikannealingatau pelekatan primer
PC, 30 detik), elongasi atau pemanjangan prime?d72 menit), dapostPCR
PC, 7 menit) dengan jumlah siklus sebanyak 25 Katisil cycle sequencing
+3ebut selanjutnya dimurnikan dengan metode pelagan etanol dan natrium

[
Zatat (Sambrook dan Russell 2001). Pada metoderpiam ini campuran hasil

sle sequencingimasukkan dalam tabung Eppendorf yang berisi 15856 (v/v)

inol dan 2 pl 3M natrium asetat pH 4.6 lalu disks. Setelah diinkubasi pada suhu

Mipw exd

ing selama 15 menit, campuran disentrifugasimgela0 menit pada kecepatan
—2 )00 rpm. Dengan hati-hati supernatan dibuang aahgbis menggunakan pipet
«ro. Pelet yang tertinggal dicuci dua kali deng@® (v/v) etanol. Untuk
nghilangkan sisa-sisa etanol, pelet divakum selHdnmenit. Pelet yang diperoleh
anjutnya dilarutkan dengéwading bufferdan siap dilarikan pada gel sekuensing.
kuen DNA yang diperoleh dibandingkan dengan sekieta baseEuropean
informatics Institute (EBI) BLASTIN 2.0 atau FASTA3 pada situs

&p:/lwww.ebi.ac.uk.

J060g ueiuejiaginygsu

rancangan Primer Spesifik

Data sekuen bakteri spesifik didapatkan dari isbé&dteri yang mempunyai
jkat patogenisitas tertinggi. Terhadap hasiusektersebut dilakukan perancangan
mner. Perancangan dan analisis kelayakan pasapgamer yang diperoleh
ikukan  dengan  menggunakan  program  Primer 3  paddus

2://www.justbio.com Primer hasil rancangan dipesan ke perusahaanaiRbse

llabs Singapura.

timalisasi Kondisi Suhu Annealing PCR

by Jjobog

Setelah oligonukleotida primer diperoleh, hal @er yang dilakukan adalah
==nentukan kondisi optimum PCR untuk primer spgesifiususnya terhadap suhu
£ nealing Suhu annealing yang diuji adalah 5€, 56 °C, 58 °C, 60°C, 62 °C

Jangkan suhu reaksi lainnya mengikuti prosedur.

O

AlIsiaAlun |ean)|



PCR

unakan sampel positif berupa primer bakteri gano kontrol negatif berupa
PCR yang

Sehisi

‘mperlihatkan pita yang jelas dan spesifik padaark201 bp pada kontrol positif

tanpa menggunakan primer.

Untuk penentuan kondisi optimum PCR tersebut, apetreaksi
1 sampel, ditetapkan sebagai kondisi optimum Ri2R,digunakan untuk reaksi
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi ini membutuhkan primer spesifik (sekuenligonukelotida
Isus) untuk daerah tersebut. Primer biasanyaritefari 10-20 nukleotida dan
ancang berdasarkan daerah konservatif dalamngeteosebut. Makin panjang
mner, makin spesifik daerah yang diamplifikaskaJsuatu kelompok organisme
'mang berkerabat dekat, maka primer dapat diganakéuk mengamplifikasi
2rah tertentu yang sama dalam genom kelompabtgrs

Beberapa faktor seperti konsentrasi DNA, sebagatoto ukuran panjang
ner, komposisi basa primer, konsentrasi ion ¥ap suhu hibridisasi primer harus

ontrol dengan hati-hati agar dapat diperolela-pita DNA yang utuh dan baik.

unSadBimw edio yeH {0)

% berhasilan teknik ini lebih didasarkan kepadae&aaian primer dan efisiensi dan

imasi proses PCR. Primer yang tidak spesifik atapmenyebabkan

Hodam

amplifikasinya daerah lain dalam genom yang ktidijadikan sasaran atau

Q

E- aliknya tidak ada daerah genom yang terammifik@®ptimasi PCR juga
=]

m erlukan untuk menghasilkan karakter yang diikgm Optimasi ini menyangkut
u_c:g 1uannealingDNA dalam mesin PCR.

Suhu denaturasi yang rendah dapat menyebabkan hehlbmkanya DNA
S ganda sehingga tidak dimungkinkan terjadirglangrisasi DNA baru. Proses
1empelan primer pada utas DNA yang sudah tertngmerlukan suhu optimum,
)ab suhu yang terlalu tinggi dapat menyebabkaplifd@si tidak terjadi atau
raliknya suhu yang terlalu rendah menyebabkaneprmenempel pada sisi lain
10m yang bukan sisi homolognya, akibatnya dagrairplifikasi banyak daerah
wik spesifik dalam genom tersebut. Suhu penemp@lanealing ini ditentukan
(8 ‘dasarkan primer yang digunakan yang dipengang panjang dan komposisi
Q mner. Suhu penempelan ini sebaiknya sekitar 5P@agvah suhu leleh. Secara
J=um suhu leleh (Tm) dihitung dengan rumus Tm =+G¥%+ 2(A+T)°C (Rybicky
g_j Purver 1996).
Berikut ini disajikan contoh hasil amplifikasi geb6S-rRNA pada gel
ktroforesis dari bakteri dengan primer domaiktdya forward 63f (5’-CAG GCC

AlIsIaAlUN [eJmnD
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A CACATG CAA GTC) dan reverse 1387r (5-GGG CGGQGN GTA CAA
5C) (Marcheset al. 1998).

Pemilihan DNA ribosom untuk tujuan identifikasi argsme didasarkan pada:
cara fungsional dan evolusioner memiliki sifambtog dari berbagai organisme
1g berbeda, molekul purba dengan struktur darueseknukelotida sangat
1servatif, sangat banyak di dalam sel, cukup rbeséuk memungkinkan uiji
tistik perbedaan-perbedaannya satu sama lasgil. ¢lektroforesis gel amplifikasi
1 16S-rRNA disajikan pada Gambar 21.

(10Bo0g uelueyad mnsul) gdi Miiw gxdioeq

mbar 21 Hasil elektroforesis gel amplifikgen 16S-rRNA. M: Marker 1 : PNG
K, 2 : Vibrio alginolyticusPNGK 1, 3 : PNGK 2, 4 : PNG K3, 5:
PNG H1,6: PNG H2,7:PRB4,8:PRB5,9: PRR@ PRB7, 11:
Kontrol Negatif

kuen Gen 16S-rRNA Sampel Bak¥itorio alginolyticusPNGK 1

CCTTCGGGGACGATACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCHBSAAATTG
CTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCTACGGGCC
AGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGARIGCTAGTTG
GAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATAI CAGCCA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAMMTTGCAC
FTGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTOEGTTGTAAA
ACTTTCAGTCGTGAGGAAGGCGGTCGTTAATAGCGGCGTTGTTTGACERGCGACAG
(L2 GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGRAGCGTTA
c-—;'ZGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAATG'GAAAGCCCG
E GCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGTA
EATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAGATCTGAAGGAATACCGGTGCGIGAAGGCG

7. Jobog
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CCCCTGGACAATACTGACCTCAATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATAGATAC
SGTAGTCCCCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGAGCGGAGGTTGTGGCUOGAGCCGTG
TTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAMT TAAAACT
AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTGATGCAACG
AAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATIGGTGCCTTC
@GAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGANZGTTGGGTT
STCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTGGGAACTCC
% GGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCECATGGCC
TACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCGGCEACTTGCGA
STGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAATCCGACTCCA
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGGAAGCCC

H

Sekuensing merupakan salah satu cara untuk merifikkesi suatu gen.
ntitas suatu gen yang telah diketahui sekuendgpat ditentukan dengan
'mbandingkan dengan data sekuen yang terdapat @Gaddank. Menurut
xevanis dan Oullete (2001) diketahui ada tigae banlkdi seluruh dunia, yaitu

ropean Bioinformatics Institutatau EBI (http://www.ebi.ac.QkNational Centre

Biotechnology InformatidhCBI (http://www.ncbi.nim.nih.goy danDNA Data

nk of Japamtau DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac)ip

(10bog-ueiueiad ynsu|) gdi ypureydpo

Seluruh fragmen 1246 pasang basa dari hasil sekiemgan primer
versal domain bakteri forward 63f dan revers87t3Hasil analisis sekuensing
1 melalui situdNational Centre for Biotechnology InformatiddCBlI BLAST-N
' menunjukkan adanya kemiripan dengan bakfirio alginolyticusstrain CIFRI
'SB1 (nomor aksesi gh|JF784015.1|) dengan tinkggatiripan 99% dengan 1346
<leotida.

Alsianiun jedn)nouby Jobog
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rancangan Primer PCR

Primer-primer PCR dirancang menggunakan progRaimer 3 pada situs

2://www.justbio.conberdasarkan sekuen DNA bakteibrio alginolyticusPNGK

patogen) terhadap rumput laappaphycus alvarezdengan mempertimbangkan
cerapa kondisi. Perancangan primer yang baikshmampertimbangkan beberapa
-aturan tertentu, yakni memperlihatkan besarmgplikon, panjang primer, titik
2h atau Tm, dan tidak membentuk struktur sekuséeertidimer, cross dimer,
u hairpin (Dieffenbach dan Dveksler 1995).

Dua primer yang berhasil dirdesain yaitu: aSEFM-K5'-
GCCACACTGGAACTGAGA -3) dan aSEFM-R (5-
AGCCGGTGCTTCTTCTGT -3’) (Gambar 23). Primer aSElRAWan aSEFM-R
‘miliki titik leleh 60,2°C, amplifikasi menggunak@rimer aSEFM-F dan aSEFM-

ni menghasilkan amplikon berukuran 201 bp.

GO start len tm gc% any 3 seq
T PRIMER 233 20 60.02 55.00 3.00 1.00
SCCACACTGGAACTGAGA

sHT PRIMER 433 20 60.02 50.00 4.00 0.00
\GCCGGTGCTTCTTCTGT

JQUENCE SIZE: 1301

ODUCT SIZE: 201, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' CO MPL: 3.00

. GACCTTCGGGGACGATACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTAMETARAGGAAATTGC
1 CCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCELKICCTACGGGCCA
'1 AAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGSITIAGCTAGTTGG
i1 TGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCIGATAATAGCCACA

S5>>5>5>5>>

CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
SS>>>>>>>>>>

11 GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGQRGITTGTAAAGTA

=

1 CTTTCAGTCGTGAGGAAGGCGGTCGTTAATAGCGGCGTTGTGIBAGCGRAGAAG
<<<<<<<

AAGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCG
<<LLLLL LKL LKL

i1 GAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTEIAMAAGCCCGGGGC

(=Y

-1 TCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACISEGEGGGGTAGAATT
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)1 TCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAGATCTGAAGGAATACBBRGRAGGCGGCCCCC
1 TGGACAATACTGACCTCAATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAATASBEMTACCTGGTAG
'1 TCCCCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGAGCGGAGGTTGTGGBGTLGTGGCTTTCG
i1 GAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCAUANBACTCAAATGA
@-l ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTANTICTAACGCGAAGAA

)11 CCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATBECTTCGGGAACT

YeH

2.1 CTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGARBGGTTAAGTCCC
21 GCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAAGGRAGTCCAGGGAGA
31 CTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCABSTGATCCTTACGAG
41 TAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCE&ITGEASAAAGTGAGC
)1 GAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGOBACTCCATGAAGTCG

51 GAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGGAAGCCC

mbar 23 Posisi primer aSEFM-F dan aSEFM-R pakiaen DNA bakteibrio
alginolyticusPNGK 1.

Analisis kelayakan primer menggunakan progfgocalculator Properties

@obog ueugiiad mmsun Bdi ejdio

Zww.basic.nwu.edu/biotools/oligocatml) menunjukkan kedua primer tersebut
'miliki suhu pelekatan yang sama, tidak terdegwaiktur jepit rambut I¢op
rpin) dan struktudimer. Analisis primer perlu dilakukan untuk menguji idétas
sangan primer yang dipilih sehingga tidak menik@#umasalah saat PCR, seperti

1yaknya pita-pita non spesifik.

ndisi Optimum PCR dengan Primer aSEFM-F dan aSEFMR
Setelah oligonukleotida primer diperoleh maka b&ma yang dilakukan
galah mengetahui kondisi optimum reaksi PCR yaegbatkan primer tersebut.
© telah diuji beberapa kondisi sudmnealing,diperoleh suh@nnealing60 °C yang
nghasilkan pita spesifik 201 bp secara jelas gadaol positif dan samp&fibrio

inolyticus PNGK 1 (Gambar 24). Oleh karena itu untuk reaksdargutnya

FleAvElle!

¢y unakan kondisi running PCR adaldtra denaturasi pada suhu 8@ selama 5

N

=menit, denaturasi pada suhu“@selama 30 detilannealingprimer pada suhu 61T

ama 30 detik, sintesis 72 selama 2 menit, post PCR pada suhd72elama 7

AlIsiaAlun jem)



*gdI izt bdun} undodp ¥njuaq WP 1l SijN3 PAIDY YnINn|as hbo upibogas YoAungadwal UDP ubYWwnWNBUSW BUDID|I ‘T

*dd| “pfom Buph upbuguaday upyibniaw yopij undiznbuad °q

*yojosow n3pns upnpful}l NI Y1 ubsiinuad ‘uptodo] ubunsnduad ‘Yol PAIDY ubsiinuad ‘ubiiBUad ‘Upipipuad uobbuiguaday ynjun bAuoy undiinbuad O

nit dan reaksi PCR dihentikan pada suh°C. Jumlah siklus yang dilakuk
yanyak 25 kali.

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH

< 201 bp

mbar 24Hasil optimasi suhu annealing reaksi PCR denganesrspesik pada
suhu 60°C. M : Marker 100 bp, : Pseudomonas cepa, 2: Pseudomonas
diminuta, 3: Plesiomonas shigelloide& Flavobacterium menginoseptic
5-6 dan 8Vibrio spp, 7:Vibrio alginolyticusPNGK 19 : Kontrol negatif.

Secara garis besar PCR iri dari tiga langkah yang dilakukan sec.

'samaan yaitu: (1) denaturasi awal, yaitu pensmawal pada suhu 95°C uni

(1060g uelueyad Inuisul) gdi 1w eydid yeH @

ndenaturasi kompleks DNA secara komplit.(2) Pexetam primer primer
1ealing pada temperature -72°C, (3) Polimerisasi untdiaru DNA oleh DNA

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

imerase yaitu secara normal dilakukan pada temperaturC72herupakai
aperatur optimal Tag DN/polimerasg. Jumlah siklus yang diperlukan ol
)agian besar PCR adalal-40 siklus (Manheim 1995).

KESIMPULAN

oy, Berdasarkan hasil ansis sekuensing dan BLASY- diperoleh susune
(8 <leotida dengan panjarl301 pasang bastengan tingkat kemiripan % bakteri
Q irio alginolyticusstrain CIFRI \-TSB1 dan berhasil didesaslua primer spesifik
ER dari sekuen gen 1+-rRNA Vibrio alginolyticusPNGK 1 yakni aSEFM-F (5-
—.AGCCGGTGCTTCTTCTG -3) dan aSEFMN-R (5-
CO; .GCCACACTGGAACTGAGA -3). Kedua primer ini bereaksi optimum pada s

E'C dengan menghasilkan amplikon berukuran 201 pdsase

AlsiaAlun |ed
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JDUL 4. PENGEMBANGAN TEKNIK PCR DENGAN PRIMER
SPESIFIK UNTUK DETEKSI CEPAT BAKTERI PATOGEN
PENYEBAB PENYAKIT ICE-ICE PADA
RUMPUT LAUT Kappaphycus alvarezii

Abstrak

@ Upaya peningkatan produksi dari pengelolaan budidaynput laut maka
%pek kesehatan rumput laut merupakan hal yangnger$alah satu komponen
% 1ting untuk mewujudkan hal tersebut tersediamydusperangkat teknologi yang
& nat menunjang kesehatan rumput laut. Penelniabeirtujuan untuk menentukan
3imasi, spesifitas dan sensitifitas primer splesilan mengembangkan metode
& eksi secara molekuler untuk mendeteksi bakemygbab penyakice-ice pada

5 dlus rumput laut. Uji optimasi, spesifitas dan sengtiv serta deteksi padaallus
®nput laut menggunakan primer spesifik PCR (aSEFMan aSEFM-R). PCR
ikukan dengan sebagai berikutPra denaturasi 94°C selama lima menit,
Taturasi 94C selama 30 detik, penempelan primef@8elama 30 detik, sintesis
°C selama 2 menitpost PCR suhu 72°C selama 7 menit dan reaksi PCR
entikan pada suhu %C. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pengunaan PCR
1gan primer spesifik aSEFM-F dan aSEFM-R mampuagrdentifikasi isolat

irio alginolyticus PNGK 1 dari kultur murni dan mendeteksi penyakg-ice
gsung dari jaringan rumput laut dalam wakturf gengan kepekaan konsentarsi
IA 0,21 ng/pl sedangkan kepekaan konsentradiaebri 2.3 x 19sel mi* dan
spesifikan yang tinggi yang ditandai munculnyta pada gel elektroforesis 201 bp,
1gan evaluasi perbandingan bakkéhrio alginolyticus SKT b, Vibrio harveyi,
audomonas cepacia, Flavobacterium meningosepti®saudomonas diminuta
1Plesiomonas shigelloides.

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH
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ta kunci: Vibrio alginolyticus PNGK 1, optimasi, spesifést sensitifisitas.
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OPIC 4 DEVELOPMENT OF PCR TECHNIC WITH SPECIFIC
PRIMER FOR QUICK DETECTION OF BACTERIAL
PATHOGEN CAUSING ICE ICE DISEASE ON SEAWEED

Abstract

@ Management of ice ice free seaweed aquacultureg®rtant in increasing

aweed production recently. For that reasos, iéquired a technology that is able
9 support the health of seaweed. This researoledato determine the optimation,
@ 2cifity, and sensitivity of specific primer and tlevelop molecularly quick
ection method to detect the agent ioé ice disease on seaweed thallus.
timation, specifity and sensitivity tests as veslldetection on thallus used specific
ner PCR (aSEFM-F and aSEFM-R). PCR was conduet follows: pre-
1aturation at R4 for 5 minutes, synthesis at °Q@2 for 2 minutes, post PCR at
’C for 7 minutes, and PCR reaction was stopped®@t 4Research result showed
- use of PCR with specific primer aSEFM-F and RI8ER was able to detect
lateVibrio alginolyticusPNGK 1 from pure culture and to detect ice-ice akkge
actly on seaweed tissue within 6 hours with DN@ncentration of 0.21 ng/pL,
ile at concentration bacteria cell at 2.3 X &6ll/mL and high specificity indicated
the present of band electrophoresis get at 200ith comparative evaluation of
steria Vibrio alginolyticus SKT-b, Vibrio harveyi, Pseudomonas cepacia,
vobacterium meningosepticum, Pseudomonas diminahd Plesiomonas
gelloides.

S ywords Vibrio alginolyticus PNGK 1aSEFM-F and aSEFM-R, optimation,
specificity, sensitivicity

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH
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PENDAHULUAN

Pengelolaan budidaya rumput laut yang bebas pangakice merupakan
sur penting dalam peningkatan produksi rumput tewasa ini. Upaya untuk
wujudkan hal tersebut dibutuhkan perangkat telgioyang dapat menunjang

w;ehatan rumput laut. Salah satu komponen pentiRgi penyediaan perangkat
(8 eksi cepat penyakite-ice pada budidaya rumput laltappaphycus alvarezii
Oy «nik yang banyak dikembangkan saat ini dalam mtehkdi patogen khususnya
n: am pengelolaan budidaya ikan yaitu teknik detekdekuler berupa analisis DNA
>

‘-Q 1om. Teknik ini merupakan suatu teknik deteksigyaepat, tepat, biaya yang
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emukakan bahwa metode tersebut dapat digunakak mendeteksi bakteri pada

at prainfeksi rumput laut.

Salah satu faktor penting yang mempengaruhi kgaliteteksi molekuler
‘basis PCR ialah pemilihan primer yang tepat (Ryc1995). Primer PCR
@‘rupakan oligonukleotida yang berperan sebagsiasiiamplifikasi molekul DNA.
a-beradaan primer PCR tersebut, maka gen target &kamplifikasi sepanjang

X
0.1ksi PCR berlangsung. Analisis PCR dengan prspesifik merupakan langkah

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH

oaik untuk kepentingan deteksi bakteri patogemerka dapat menghasilkan
1entuan secara cepat keberadaan gen target, sekspif dan mudah digunakan
am kegiatan rutin.

Untuk mendesain primer spesifik tersebut diperlulata sekuen gen yang
nyandikan protein sejenis dengan fragmen yang dieanplifikasi melalui PCR.
sil rancangan primer spesifik PCR tersebut hbarsifat sensitif terhadap strain
.<teri patogen penyebab penyakié-ice dan tidak terdeteksi pada strain-strain
am genus yang sama. Validitas metode akan dikoasi dengan
'mbandingkannya dengan kontrol positif dan neg&glain itu, spesifitas dan

(1060g uelurIad INJIISU|) gdl Mijrweyd

1sitifitas deteksi dari primer DNA akan dilakuksehingga pemakaian metode

gnostik ini tidak akan menghasilkan hasil pbsi@upun negatif palsu.

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

Peningkatan kepekaan hasil amplifikasi PCR, khugusamlifikasi yang
-asal darthallus rumput laut dengan konsentrasi sel bakteri yamgatarendah,
asifik, nyata dan sensitif (Harpet al 1998). Selain itu primer spesifik harus
'sifat potensial dalam mendeteksi secara cepberkdaan bakteri patogen
1yebab penyakite-ice di lokasi budidaya rumput laut berdasarkan tedPdR.
grdasarkan hal tersebut maka perlu dilakukan pemeltentang pengembangan
‘-8 mner spesifik PCR dengan memanfaatkan gen 163\rRBbagai deteksi dini
OEkteri penyebab penyalie-ice
Q Penelitian ini bertujuan untuk menentukan optinaaliis spesifitas dan
g'wsitifitas primer spesifik PCR dari sekuen ges-iRNA dan mengembangkan
& tode deteksi secara molekular untuk mendeteksehhg@penyebab penyakite-ice

=
£< dathallus rumput laut yang dibudidayakan. Penelitian ini gleasilkan suatu

AlsiaAlun |el



itokol metode deteksi penyakite-ice padathallus rumput lautKappaphycua

areziidengan cepat dan akurat.

@ Hak cipta milik IPB (Institut Pertanian Bogor) mO@Oﬂ >@ ricultural Un m<®ﬁm:..<

Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB.
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BAHAN DAN METODE

plifikasi PCR dari Sampel Kultur Murni

Amplifikasi DNA dilakukan dengan menggunakan megeneAmpPCR
stem2400 (PERKIN ELMER). Campuran reaksi PCR (25 pl)ngendung 1 x
+ksi buffer, 100 pl dNTP, 15 pmol untuk setiapmer, 1,25 U Tag DNA
lymerasgNew England Biolahsdan 1 pl DNA bakteri. PCR dilakukan dengan
Wdisi uji optimasi sebagai berikutPra denaturasi 94C selama lima menit,
Taturasi 94C selama 30 detik, penempelan primef@8elama 30 detik, sintesis
°C selama 2 menitpost PCR suhu 72°C selama 7 menit dan reaksi PCR
entikan pada suhu 2C. Hasil PCR dielektroforesis dalam gel agarose %,5
am buffer 1 x TAE (Tris EDTA pH 8,0) dengan esi¢ 70 Volt selama 90 menit.
IA diwarnai dengan etidium bromida dan divisuais#i bawah UV transuminator

nudian didokumentasikan.
esifisitas Teknik PCR dengan Primer aSEFM-F dan SEFM-R

Kespesifikan primer yang dihasilkan diuji dengaolas bakteri dari rumput

(10Bog'lielueyiadanmysu) gdj Mifiu €3dio e

t yang terinfeksi penyakitce-ice Preparasi DNA dengan kit PROMEGA,
nposisi reaksi dan kondisi PCR dilakukan sep&indar prosedur yang telah
slaskan sebelumnya. Digunakan aquabides sebaw#irol negatif dan DNA

<teri patogen sebagai kontrol positif.
nsitifitas Teknik PCR dengan Primer Spesifik

Uji kepekaan dilakukan sebagai berikut: suspeméfDakteri patogen yang
c?m diketahui konsentrasi DNAnya dengan menggamaiat ukur gen quant yang
(€ ncerkan secara bertingkat. Satu mikro sampel skdrap tingkat pengenceran

% mplifikasi dengan PCR dengan primer spesifiktéakpatogen sesuai dengan

\v/

& 1disi PCR tersebut di atas.
Sensitifitas PCR dengan primer spesifik, diujigugrhadap jumlah sel yang
mpu terdeteksi. Setiap 1 ml dari tiap pengencdmeebut diambil untuk

AJISIaAIUN [eIN}DL
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ikukan ekstrak DNA dengan menggunakan metode lgb al (1999) yang
unakan sebag&mplatedalam reaksi PCR.

teksiVibrio alginolyticus PNGK 1 pada Thallus Rumput Laut

Deteksi bakteri patogen pada lokasi budidaya rumiawt dilakukan
@'dasarkan metode yang dikemukakan oleh Ataal. (2002) dengan modifikasi
I L . . .
£ hagai berikut: sebanyak 0,5 gram rumput laut ya@gnperlihatkan gejala penyakit
-icedisterilisasi permukaan dengan 0.25% sodium hipetiselama 30 detik, lalu

unting kecil dan dimasukkan ke dalam erlenmei@® ml yang berisi PBS.

dl Auwreydio

mpel digoyang dalawaterbath pada suhu 30C selama 4-6 jam, supernatan

straksi dijadikan sebagaemplate DNA. Reaksi PCR dengan primer domain

<teri patogen dilakukan sebagaimana dijelask&elsmnya. Setelah dilakukan

eluelLIRd syl

:nambahan komponen PCR seperti buffer, ANTP, ehagrpolimeraselan primer

mnain bakteri serta agquabides untuk total voluthgl2

(1obog u
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HASIL DAN PEMBAHASAN

spesifikan Primer PCR aSEFM-F dan aSEFM-R Identifikasi Vibrio
inolyticus PNGK 1

Optimasi kondisi PCR dilakukan dengan mengatur sannealing atau
@ekatan primer pada DNA cetakan. Oleh karenla leteh primeraSEFM-F lebih
g1dah dari aSEFNR yang hanya sesar 60,25°C, maka suhu pelekatan primer \
X

% akai adalah 60°C. Amplifikasi DNA dilakukan demg menggunakan DN

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH

g ymerase termostabil. Kondisi PCR yang dipakaiat pr-PCR pada suhu 94¢
,:‘,1 ama 5 menit, denaturasi pada suhu 94°C selanaet8Q felekatan primer pac

gw 60°C selama 30 detik, elongasi pada suhu g2fdna 2 menit, dan p-PCR

’g'\ Ja suhu 72°C selama 7 menit. Setiap reaksi P@Rullan sebanyak 25 siklt
g'ektroforesis hasil amplifikasi PCR dari sampel AAReberapa bakteri padiuhu
E ekatan 60°@nasin-masing ditampilkan pada Gambar 25.

]

2.

=}

vs]

(*}
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01 bpp

mbar 25 Hasil elektroforesis genom hasil PCR sejumlah tsodengar
menggunakan primer aSEIF dan aSEFMR(Uji spesifitas). M : Marke
100 bp, 1 : Vibrio alginolyticusPNGK 1, 2 =Pseudomaas cepacia3 =
Flavobacterium meningoseptic, 4 = Pseudomonas dimin, 5 =
Plesiomonas shigelloide = Vibrio alginolyticus SKT b, 7 = Vibrio
harveyi 8 =, K- = kontrol negatif.
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*dd| wz1 bduny undodo Hnjuaq W|OP 1Ul SIjN PAIDY Ynin|as hojo ubibogas YoAupgladwawu ubp upyuwnwniuaw BupIo|Iq ‘T

*dd| “pfom Buph upbuguaday upyibniaw yopij undiznbuad °q

*yojpsow njons upnpful} NBIO YiLY ubsijinuad ‘ubtodp| upunsnAuad ‘Yolw|l BAILY upsinuad ‘ubijduUad ‘Ubyipipuad upbuuaday Hynjun bAuoy uondinbuad ‘O

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

Hasil amplifikasi 201 pasang basa dengan primesipeaSEFM-F dan
EFMR pada kondisi PCR seperti yang telah dijelaskamelsennya spesifil
eroleh pada isolat bakteVibrio alginolyticusPNGK 1yang diisolasi ari thallus

nput laut yang tersera penyakitice-ice

@pekaan PCR dengan Primer SpesifilaSEFM-F dan aE£FM-R

Sinug eydio yeH

dadl

(1o60g ueluead mnsu|)
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Uji kepekaan metode PCR dengan primer spesifik 8-F dan aSEFM-R
am mendeteksi DNA bakteVibrio alginolyticusPNGK 1 menunjukkan bahw
1genceran serial kultur sel murni sampai padaséwmmasi sel baktetVibrio

inolyticusPNGK 1 yakni 2.3 x 16 sel mi* masih mampu terdeteksi dengan &
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1gan menggunakan DNVibrio alginolyticus PNGK 1 sebagaitemplate pada
1sentrasi 0,21 ng/|(Gambar 26).

201 bp »

mbar 26 Hal Elektroforesisuji kepekaan PCR dengan primer aSE-F dan
aSEFMR (1= 19,4ng*, 2=7,23ngi{3=0,82ng|* 4=0,21 ng
ul™, 5=0,13 ng |, 6 = 0,06 ng it, 7 = 0,03 ng pi.
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201 bp »

mbar 27 Hasil Elektroforesis uji kepekaan P dengan primeaSEFM-F dan
aSEFM-R(M = Marker 100 bp, A 1.2 x 16 sel mI*, B = 1.4 x 18 sel mI*,
C=23x1Cselm*, D=1.1x16sel mi*, E=2.7 x 1 sel mi*,

teksi Vibrio alginolyticus PNGK 1 pada Thallus Rumput Laut Terserang
nyakit | ce-l ce

Penggunaan teknik PCR dengan priaSEFM-F dan SEFNV-R dalam reaksi
R juga mampu mendeteksi baktVibrio alginolyticus PNGK 1 langsung dari
ngan yang menunjukkan gejala penyeice-ice tanpa dilakukan pengkultur:
<teri. Hal ini ditadai dengan adanya amplikon ukuran 201 bp. Amplikang

na tidak teramplifikasi pada samthallussehat (Gambar 28

(1oBogiueiteliay Inusuy) gdi yiiw ejdio yey @

Tahapan penting dalam prosedur ini adalah perendaarapethallus dalam
S pada shaker sela 4 jam sebelum isolasi DNA. Perenden dalam PBS
mpu meningkatkan populasi bakteri dari sekité sel mi* menjadi 1f sel mi*

lingga sel bakteri cukup untuk bahan isolasi RgAOM

vy

O

Q

@)

-

> 201 bp»

Q

c_—;'mbar 28 Hasil Elektroforesis produk PCR dari eks thallus rumput laut yang

terinfeksi penyait ice-ice dengan primer aSEFM-dan aSEFI-R, M :
Marker DNA lacder 1 Kb. A : Ekstrakhallus yang terinfeksi, B : Ekstra
thallussehat

Alsianlun [eanyn
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KESIMPULAN

Pengunaan teknik PCR dengan primer spesifik aSEFd&RF aSEFM-R
mpu mengidentifikasi isolatibrio alginolyticusPNGK 1 dari kultur murni dan
ndeteksi penyakite-ice langsung dari jaringan rumput laut dalam waktglsat

@jam) dengan kepekaan (DNA 0,21 ng/pl dan setena®,3 x 18 sel/ml) dan

spesifikan yang tinggi dengan evaluasi perbamdindpakteri Pseudomonas

¥EH

:nacia Flavobacterium meningosepticum, Pseudomonas diminBtesiomonas

did

gelloides, Vibrio alginolyticuSKT-b, Vibrio harveyi

(1060g ueluenad Inyisu|) gdi H1jw-e}
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PEMBAHASAN UMUM

Pengendalian penyakite-ice terhadap pengelolaan budidaya rumput laut
ppaphycus alvarezinerupakan salah satu komponen penting dalam peatargk
)duksi. Keberadaan penyakite-ice terhadap penurunan produksi merupakan

@'masalahan utama yang dihadapi pengelola budidayaput laut dan

& mbutuhkan penanganan serius. Degradasi parakuet@as lingkungan perairan

-

meningkatnya patogenisitas bakteri patogemgdep sebagai pemicu
wyebaran penyakiice-ice di lokasi budidaya rumput laut. Beberapa kajian

nunjukkan bahwa faktor lingkungan dan infeksi tbakpatogen memegang

Q

nan penting dalam munculnya penyaké-ice Penerapan teknologi dalam
ndukung pengendalian penyakie-ice dapat dilakukan melalui pengembangan
reksi penyakifce-ice padathallus rumput laut. Pendekatan karakteristik fenotip
rupakan salah satu alternatif dalam menentukder&daan mikroorganisme
‘Dagai agen penyebab penydk#-ice Diagnosis penyakiice-ice berdasarkan
akteristik fenotip seperti gejala klinis yangadidai perubahan morfologhallus

pon parameter lingkungan perairan terhadap kewam penyakitice-ice serta

Jobogrueiueliad ypsul) gdi yjw:eydip j

“Olasi dan identifikasi mikroorganisme bakteri yeab penyakit ice-ice
‘dasarkan identifikasi karakteristik fisiologiand biokimia. Diagnosisvibriosis
Jidaya udang pada awal perkembangannya juga meakgn teknik deteksi
‘dasarkan karakteristik fenotip (Abrahatmal 1997; Museet al 2008). Metode
memiliki kelemahan karena ekspresinya sanggiemjaruhi oleh kondisi
jkungan. Oleh karena itu, dalam penelitian inialdikan sebagai upaya
1gendalian penyakite-ice terhadap budidaya rumput laut melalui pemahaman

(™ 9gkat patogenisitas bakteri penyebab penymgtice dan laju transmisi penyakit

“8 -ice Pengembangan metode deteksi cepat penyakice dengan teknik PCR

ﬁ‘rupakan suatu langkah strategis. Metode deteksielut diharapkan dapat

(@ plikasikan dalam mendeteksi keberadaan bakiiogen secara dini sehingga

%Jat ditetapkan suatu tindakan pencegahan (prBventMetode deteksi ini

%arapkan dapat memperbaiki kelemahan metodewsahgé.

AlIsianlun jedn
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Meskipun penerapan teknologi deteksi kesehatardaya rumput yang bebas
1yakit masih jauh ketinggalan dibandingkan dertganologi budidaya ikan dan
ang, teknik deteksi secara molekuler terhadapehbglatogen penyakite-icepada
nput laut yang dibudidayakan diharapkan membepontriibusi dalam
‘kembangan teknologi kesehatan budidaya rumputKappaphycus alvarezii
rhatian terhadap kondisi kesehatan budidaya rutaptiKappaphycus alvarezii
wlai sejak terjadinya kegagalan budidaya rumjautt yang mengakibatkan
aurunan produksi rumput laut di Philipina hind@8% (Largcet al. 1985)

Pengamatan terhadap penyebab penyediice mulai dilakukan sejak adanya

M egdiosiey

FJagalan budidaya dibeberapa wilayah produksi utitapit Kappaphycus alvarezii
—Kkus kajian diarahkan untuk mencari solusi danypbab penyakice-icedi lokasi
Jidaya rumput laut. Manfaat dari kajian ini napéi dapat menjadi acuan dalam
1gembangan budidaya rumput laut guna peningkatatuksi optimal.

Teknologi kesehatan budidaya rumput laut telahemidiangkan sebagai
nponen penting dalam peningkatan kualitas damtkaa produksi rumput laut.

berapa unsur pendukung dalam teknologi kesehlatdidaya rumput laut yang

(#0b60g ueluelIB G INMISUl)'g

‘basis deteksi penyebab (agen) penyekticetelah dilakukan yang terdiri dari :
Deteksi berdasarkan kondisi kualitas lingkungarairan(Julietaet al 2004), 2)

teksi berdasarkan karakterisasi bakteri secaialdgi dan biokimia (Yulianto
)2) sementara deteksi berdasarkan karaktegstiotip belum dilakukan untuk
nentukan status kesehatan rumput laut.

Tahap pertama dalam penelitian ini mengkaji gejalaculnya penyakice-
pada budidaya rumput laiappaphycus alvarezierkait dengan adanya aktivitas
Ul<teri patogen yang melakukan invasttallus (inang). ldentifikasi bakteri patogen
(¢yentukan dari tingkat virulensi dari masing-masibakteri berdasarkan hasil uji
9; ‘ogenisitas. BakteWibrio alginolyticusPNGK 1 memiliki aktivitas patogenisitasi
gtinggi yang ditandai dengan munculnya gejalaypki ice-ice pada hari pertama
—*ngamatan. Beberapa hasil penelitian memperlihatiahwa bakteriVibrio
gmiliki tingkat patogenisitas tertinggi dengan keroulan gejala penyakite-ice

E rgo et al. 1985). Bakteri patogen melakukan aktivitas infekelalui mekanisme

AlsiaAlun |ed
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aborasi dari berbagai komponen pendukung dengalepaskan produk
straseluler berupa seluloase, karaginase, dateasey Bakteri patogen yang
nginfeksi rumput laut dengan mendegradasi kompdmaia berupa karaginan
lalui hasil polimerisasi oleh enzim karaginaseaif&panet al. 2006). Aktivitas
<teri patogen pada inanghdllus terserang penyakiice-ice ditunjukkan dari
+'ubahan morfologthallus rumput laut seperti perubahan warttallus sampai
adinya pemutihan. Keberhasilan proses infpksiyakitice-ice ditentukan oleh
yerhasilan bakteri melakukan pelekatan pada tuimaimg (thallus). Proses

ekatan bakteri pada inang merupakan prasyaralg yakan menentukan

Wi epdionie

yerhasilan bakteri patogen dalam melakukan kedmmnidan mensekresikan faktor-
tor virulensinya (Bloemberet al 1993).

Menentukan identitas bakteri patogen dengan kaia&se fisiologis dan
kimia serta pewarnaan gram sangat dipengatehilondisi lingkungan bakteri.
mentara karakterisasi molekuler melaui metode RE®&tymorphysme Chain
action merupakan salah satu metode yang sedang dikekdranglam diagnosis

wyakit diorganisme akuakultur. Teknik PCR mer@maksalah satu metode

(#obog ueiueliag-inyisup) gdi

lekuler yang dominan digunakan dalam mendetedébetadaan bakteri patogen
1gan memanfaatkan gen 16S-rRNA sebagai targé&tef&ibrio alginolyticus

GK 1 berhasil diidentifikasi berdasarkan analsg&uen DNA. Salah satu faktor
1ting yang mempengaruhi kualitas deteksi moleldebasis PCR ialah pemilihan
mner yang tepat (Rychlic 1995). Primer merupakaatu molekul yang digunakan
uk mengawali proses polimerisasi untaian DNA gatimerisasi hanya dapat
wlai jika tersedia molekul primer. Primer aSEFRMdan aSEFM-R berhasil

Udesain untuk mendeteksi baktsfibrio alginolyticusPNGK 1 penyebab penyakit

(8 -ice padathallus rumput laut yang dibudidayakan. Primer tersebutddesi secara

Q.

=vdmum pada suhu 60 dengan menghasilkan amplikon berukuran 201 pasang

g;a. Kedua primer tersebut juga mampu mendetekgjash spesifitas pada tingkat

=8ain dan sensitivitas yang tinggi (0,21 ng/pl &8 x 16 sel/ml dalam waktu
@)
¢ gkat/cepat (6 jam). Pemanfaatan gen 16S-rRNAatgrotensial sebagai penanda

E' lekuler untuk mendeteksi keberadaan bakteri pategcara spesifik di perairan,

AlsiaAlun |ed
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derti Vibrio harveyi sebagai penyebaWibriosis pada budidaya udang windu
naeus monoddabr. (Fukui and Sawabe 2007).

Perkembangan metode deteksi penyakit dalam siskemmkaltur mengarah
yada pengembangan metode deteksi molekuler sémagaung tanpa diawali
1gan isolas{Owens and Busico-Salcedo 2006). Metode detekselert selain
Jat digunakan secara langsung terhadap orgardataen budidaya juga dapat
unakan sebagai pengujian rutin terhadap lingaongudidaya(Thompsonet al.
)4). Selain spesifisitas dan sensitifisitas oltodeteksi penyakit dalam
Jakultur sangat dibutuhkan, kecepatan deteksygk#n sangat dituntut guna
nentukan langkah preventif dan pencarian solapatc dalam menanggulangi

yeradaan penyakit dalam usaha akuakultur.

(1060g ueluenad Inyisuf) gdj H1pw edioyey
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KESIMPULAN UMUM DAN SARAN

Kesimpulan

Rangkaian tahapan penelitian yang telah dilaksamaklalam upaya
ndeteksi bakteri patogen penyebab penyakitice dalam rangka mendukung
ringkatan produksi rumput lakiappaphycus alvarezidengan kesimpulan umum

1g dihasilkan adalah sebagai berikut :

1. Spesies bakteri yang berhasil diisolasi diaallus rumput lautKappaphycus
alvarezii yang terserang penyakite-ice adalah Vibrio alginolyticus,
Pseudomonas cepacia, Flavobacterium meningosepticBseudomonas

diminutadanPlesiomonas shigelloides

n

Bakteri Vibrio alginolyticusPNGK 1 memiliki tingkat patogenisitas tertinggi
dibandingkan dengan bakteri lain yang diisolasii daallus rumput laut

terserang penyakite-ice

w

Peningkatan transmisi penyakie-ice terhadapthallus rumput laut sehat

semakin tinggi seiring dengan peningkatan waktugyalitandai dengan

(10Bog uelueyad nmmsul) gdi Miiw eydid ¥eH @

penurunan berathallus dan kandungan karaginan serta kerusakan jaringan

thallus (nekrosis).
4. Hasil analisis sekuensing dan BLAST-N diperoletusas nukleotida dengan
panjang 1301 pasang basa dengan tingkat kemiri@én BakteriVibrio
alginolyticusPNGK 1 serta berhasil didesain dua primer speBi@iR yakni
aSEFM-F dan aSEFM-R dan kedua primer ini bereag8moim pada suhu
annealinge’C dengan menghasilkan amplikon berukuran 201 pasasea
Pengunaan teknik PCR dengan primer spesifik aSEFN&F aSEFM-R

mampu mengidentifikasVibrio alginolyticusPNGK 1dari kultur murni dan

o

mendeteksi penyakite-ice langsung dari jaringan rumput laut dalam waktu
singkat (6 jam) dengan tingkat kepekaan tinggi (DNA&1 ng/pl dan
kepekaan sel fOsel/ml) serta kespesifikan yang tinggi dengan uesil
perbandingan terhadap spesies baktdsrio dan bakteri lain yang terdapat

padathallusrumput laut terserang penyalkaie-ice.

Alsianiun jedn)nouby Jobog



Saran
Upaya mewujudkan budidaya rumput I&appaphycus alvarezijiang bebas

wyakit ice-ice diperlukan adanya deteksi secara molekuler baktatogen
1yebab penyakice-ice pada bibit rumput lauKappaphycus alvarezisebelum
1anaman. Perlu dipertimbangkan pengembangardendaieksi secara molekuler

19 lebih spesifik dan sensitif dengan targetgpgngenisitas.

©
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Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB.
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npiran 1 Nilai Parameter Kualitas Lingkungandfan Budidaya Rumput Laut
Kappaphycus alvarezii yang Terserang Penyakite-ice di pulau
Panggang Kepulauan Seribu, DKI Jakarta selama gerianam pada
musim kemarau (April - Mei 2008) dan musim hujare¢Pmber 2008 —
Januari 2009)
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@us Minggu | Minggu Il Minggu llI Minggu | Minggu Il
I ari ke-1 6.5 4.2 7.3 5.6 5.4
Sari ke-2 7.3 5.4 7.4 6.3 6.3
_g- ari ke-3 7 5.8 6.4 6.1 4.3
& ari ke-4 6.8 6.4 6.1 5.4 4.1
2 ari ke-5 7.5 6.6 7.8 6 4.8
; i ke-6 8.6 4.3 5.6 5.9 6.8
Wari ke-7 6.9 5.3 6.3 6.4 5.7
? Dev 0.687299754 0.935796071 0.804155872 0.359894164 1.008062734
é.'- 1hu Minggu | Minggu Il Minggu llI Minggu | Minggu Il
S ke-1 30.3 29.7 29.3 28.6 28.1
& ari ke-2 29.8 30 31.2 29.7 28.6
Siari ke-3 32.4 30.5 30 28.4 28.4
5 ari ke-4 30.2 32.3 29.5 28.3 28.2
& ari ke-5 31.4 31.4 29.3 27.8 28.4
© ari ke-6 30.5 30.6 29.7 28.4 28.3
Tlari ke-7 29.9 31.2 30.2 28.2 28.2

Dev 0.936050467 0.889622713 0.671884344 0.589995964 0.167616342
scerahan  Minggu | Minggu Il Minggu llI Minggu | Minggu Il

ari ke-1 5.1 51 4.6 4.1 3.4

ari ke-2 5.6 4.5 4.8 3.7 4

ari ke-3 5 4.3 4.7 3.3 4.5

ari ke-4 4.8 4.6 5 3 4.3

ari ke-5 5.2 5 5.1 3.2 4

(Tri ke-6 5.1 5.2 5 3 4

8 ari ke-7 5 4.3 4.8 3 4.1
QDev 0.24784788 0.380475892 0.181265393 0.423140188 0.340867241
DH Minggu | Minggu Il Minggu llI Minggu | Minggu Il

giri ke-1 8.2 8.3 8.6 7.6 6.7
—ari ke-2 8 8.4 8.6 7.2 6.6
2 ari ke-3 8.7 8.3 8.5 6.7 6.8
~ari ke-4 8 8 8.7 6.8 7.4
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ari ke-5 8.1 8 8.6 6.8 7.6
ari ke-6 8.4 8.1 8.4 6.8 7.6
ari ke-7 8 8 8.6 6.9 7.4
Dev 0.264575131 0.171824939 0.095118973 0.319970237 0.439155033
ilinitas Minggu | Minggu Il Minggu llI Minggu | Minggu Il
@ui ke-1 30.4 31.2 31.4 28.8 27.6
H ari ke-2 30.2 30.8 31 29 28.1
©ari ke-3 31 30.8 30.8 27.6 28
% ari ke-4 30.8 30.6 31.2 27.8 27.8
& ari ke-5 30.7 30.7 31 27.8 27.6
2lari ke-6 31 30.6 32.3 28 27.6
= ari ke-7 30.8 31 32 28 28
a Dev 0.3 0.219306266 0.561036456 0.538074167 0.219306266
O Minggu | Minggu Il Minggu llI Minggu | Minggu Il
2 ari ke-1 6.7 6.8 6.8 6.2 6.1
% xri ke-2 6.8 6.8 6.7 6.8 6
& ari ke-3 6.7 6.8 6.4 6.6 6
3_ ari ke-4 6.6 6.7 6.6 6.6 5.6
Siari ke-5 6.8 6.8 6.2 6.8 5.4
&ari ke-6 6.8 7 6 6 5.4
6 ari ke-7 7 7.1 6.1 6 5.1
~Dev 0.1253566 0.139727626 0.31091264 0.354562104 0.382348632
Minggu Minggu Minggu Minggu
arameter I Il 1] Minggu | Il stdev
trat (mg/l) 0.556 0.219 0.371 0.205 0.066 0.186776069
trit (mg/1) 0.037 0.025 0.371 0.085 0.038 0.14703469
noniak (mg/l) 0.218 0.226 0.165 0.142 0.11 0.049560065
rtal-P (mg/l) 0.518 0.441 0.343 0.18 0.189 0.150105629
to-P (mg/l) 0.325 0.273 0.327 0.163 0.171 0.080431337
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npiran 2 Prosedur Histologi Rumput L&&ppaphycus alvarezii
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No Proses Reagensia Waktu
1 Fiksasi BNF 10 % 2 jam
2 Fiksasi BNF 10 % 2 jam
3 Dehidrasi Alkohol 70 % 1 jam
4 Dehidrasi Alkohol 90 % 1jam
5 Dehidrasi Alkohol 100 % 1 jam
6 Dehidrasi Alkohol 100 % 2 jam
7 Dehidrasi Alkohol 100 % 2 jam
8 Clearing Toluen 1 jam
9 Clearing Toluen 1,5 jam
10 Clearing Paraffin 1,5 jam
11 Impregnasi Paraffin 2 jam
12 Impregnasi Paraffin 3 jam
Total 20 jam
warnaan Mayers Hematoxylin Eosin
o) Reagensia Waktu
Xylol | 2 menit
Xylol 1 2 menit
Alkohol 100 % | 1 menit
Alkohol 100 % 1l 1 menit
Alkohol 95 % | 1 menit
Alkohol 95 % Il 1 menit
Mayers Haematoxylin 15 menit
Rendam dalam Tap Water 20 menit
Eosin 15 detik — 2 menit
) Alkohol 95 % 1l 2 menit
I Alkohol 95 % IV 2 menit
) Alkohol 100 % 11l 2 menit
3 Alkohol 100 % IV 2 menit
} Alkohol 100 % V 2 menit
> Xylol Il 2 menit
> Xylol IV 2 menit
/ Xylol V 2 menit

AlIs1aAlun |ean)nouby hobog
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@ Hak cipta milik IPB (Institut Pertanian Bogor) WOQOﬁ >@ ricultural C_)__<®_nm_ﬁ<

Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB.
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npiran 4 Berat Basah Thallus Rumput Lat&ippaphycus alvareziyang
Terserang Penyakitce-ice Setiap Perlakuan Uji Patogenisitas Bakteri
Selama Pengamatan.

rlakuan A (Bakteifrlavobacterium meningoseptichim

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

o
g
Q
8
=
o
3
-
&
®
(on
]
Q
=]
Q
g Jam ke - Haril  Harill  Harilll
8 © 3 35 349 3479
] T 6 35 34.902  34.789
g o 9 35 34902 34772
8 2 12 35 34.892 34.766
= 3 15 34.976  34.888  34.742
= = 18 34.955 34.856  34.67
3 3 21 34.926  34.833  34.643
3 z 24 34.913 348  34.61
3 2 Jumlah 279.77 278.973 277.782
§ = Rata-rata 34.97125 34.87163 34.72275
g- 1y Standar Deviasi  0.035924 0.038172 0.071147
=
: &
3 2 rlakuan B (Bakteiibrio alginolyticug
o w
< 8 Jam ke - Hari|  Harill
£ i 3 35 33.87
g 6 35 33.141
£ 9 34.974  30.913
g 12 34.965  27.986
15 34.93  26.552
18 34.828  24.365
21 34.768  21.962
24 34.666 0
Jumlah 279.131 198.789
Rata-rata 34.89138 24.84863
Standar Deviasi 0.123849 10.86075
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rlakuan C (Bakte®seudomonas cepagia

Jam ke - Hari | Hari Il Hari 111
3 35 34.7¢ 34.5¢
6 34978 34.783  34.585
9 34.977 34.779  34.549
12 34.86" 34.72: 34.48t
15 34.834 34.695 34.469
18 34.821 34.662 34.414
21 34.815 34.637 34.377
24 34.792 34.6 34.33
Jumlah 279.084 277.658 275.799
Rata-rata 34.8855 34.70725 34.47488
Standar Devia  0.08527: 0.07074. 0.09657!

rlakuan D (BaktefPseudomonas diminyta

Jam ke - Hari | Hari Il Hari lll
3 35 34.81 34.65
6 34.984 34.808 34.603
9 34.984 34.805 34.591
12 34.983 34.797 34.354
15 34.97 34.775 34.034
18 34.917 34.715 33.696
21 34.851 34.864 33.628
24 34.813 34.66 33.51
Jumlah 279.502 278.234 273.066
Rata-rata 34.93775 34.77925 34.13325

Standar Deviasi

0.070467 0.063583 0.476703

rlakuan E (BakteRlesiomonas shigelloidgs

Jam ke - Hari | Hari Il Hari lll
3 35 34.9 34.72
6 35 34.889 34.712
9 35 34.887  34.697
12 34.985 34.883 34.66
15 34.985 34.812 34.646
18 34.967 34.777 34.611
21 34.92 34.752 34584
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Jumlah 244857 2439 242.63
Rata-rata 34.97957 34.84286 34.66143
Standar Deviasi 0.028919 0.061236 0.051691

@npiran 5 Panjanghallus Rumput LautKappaphycus alvarezifang Terserang
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T Penyakitice-ice Setiap Perlakuan Selama Pengamatan.
x
% rlakuan A (Berat Basdrhallus Terserangce-ice 30Q)
) Jamke-  Haril  Harill  Harilll
;.’; 1 0.1 3.333
z 2 0.1 3.333
E 3 0.1 3.4
.3. 4 0.1 3.4
= 5 0.1 3.566
v 6 0.2 3.566
e 7 0.2 3.6
g. 8 0.26 3.6
3 9 0.43 8
g 10 0.5
g 11 11

12 1.1

13 1.16

14 2.1

15 2.1

16 2.1

17 2.26

18 2.26

19 2.26

20 2.26

21 2.3

22 0.06 2.3

23 0.1 3.33

24 0.1 3.33

Jumlah 0.26 8.96 35.798
Rata-rata 0.086667 2.986667 3.977556

Standar Deviasi 0.023094 0.594671 1.512529
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Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB.
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Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB.
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Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB.
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npiran 6 Berat Basaffhallus Rumput Laut Kappaphycus alvareziyang
Terserang Penyakitce-ice Setiap Perlakuan Uji Kohabitasi Selama
Pengamatan.

rlakuan A (Berat BasdrhallusTerserangce-ice 30Q)
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:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

@ Jam ke- Hari | Harill Harilll HarilV HariV
- 1 31.966 31.966 315 28.933
) 2 32.666 31.666 3153 289
2 3 33.4 33.4 3153 28.833
g 4 33.866 33.866 3153 28.833
3 5 33.733 33.733 3153 287
= 6 33.733 33.733 3153 287
o 7 339 339 3137 28566
E 8 33.533 33.533 31.23 28.566
2 9 33.6 33.6 31.1  28.166

g 10 333 333 3097

1y 11 33.233 33.233 30.1

§ 12 33.433 33.166 30.1

] 13 33.433 31.966 30.03

— 14 33.333 31.966 29.67

(§ 15 33.066 31.766 29.67

2 16 32.966 31.633 29.67

17 33.166 32.866 31.633 29.37

18 33.533 33.033 31.533 29.37

19 33.433 331 31533 29.23

20 337 32733 31533 29.23

21 33.633 32.266 31.533 29.23

22 32.633 33.333 31.533 28.93

23 32.3 33533 31533 28.93

24 334 33.233 31533 28.93
Jumlah 265.798 266.797 265.797 251.75 230.031
Rata-rata 33.2248 33.3496 33.2246 31.4688 28.7539

Standar Deviasi  0.50291 0.68467 0.88831 0.11115 0.14261

Alsianiun jedn)nouby Jobog
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rlakuan B (Berat BasdlallusTerserangce-ice35gq)

Jam ke- Hari | Hari Il Hari lll HarilV  HariV
1 33.467 33.466 32.1 28.9
2 33.333 33.333 32.1 28.9
3 33.133 33.133 32 28.9
4 31.967 31.966 32 28.9
5 33.067 31.9 32 28.4
6 334 31.9 32 28.4
7 33.5 32.166 31.9 28.4
8 33.333 32.2 31.9 28.4
9 33.2 32.066 31.8 27.666
10 33.067 32.033 31.7
11 33.167 32 31.2
12 33.067 31.933 31.2
13 33.367 33.3 31.2
14 33.233 33.233 30.8
15 32.967 32.966 30.8
16 32.967 32.966 30.7
17 32.7 32.933 32.966 29.8
18 33.266 32.967 32.9 29.8
19 33.266 33.033 32.9 29.8
20 32.766 33 329 29.3
21 33.433 33.367 32.866 29.3
22 33.266 33.367 32.833 29
23 33.233 33.2 32.8 29
Jumlah 33.133 265.2 260.064 256 229.2
Rata-rata 33.1329 33.15 32.508 32 28.65
Standar Deviasi  0.26056 0.5013 0.6797 0.07559 0.26726
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rlakuan C (Berat BasdimallusTerserangce-ice40q)

Jam ke- Hari|  Harill Hari 1l Hari IV Hari V

1 30.267 30.466 29.8 27.366

2 30.333 30.333 29.8 27.366

3 30 30 29.8 27.366

4 30.433 30.433 29.8 27.366

5 30.233 30.233 29.8 26.933

6 30.3 30.233 29.8 26.933

7 30.3 30.166 29.8 26.933

8 30.2 30.166 29.7 26.933

9 30.133 30.133 29.6 26.533
10 30.033 30.033 29.6
11 30.033 30.033 29.5
12 30.1 29.933 29.5
13 30.5 30.4 29.5
14 30.5 30.4 29
15 30.2 30.2 29
16 30.133 30.033 28.9
17 28.066 30.033 30.033 28
18 30.133 30.2 30 28
19 26.566 30 30 28
20 30.266 29.9 30 27.7
21 29.8 30.133 29.866 27.7
22 30.233 30.367 29.866 27.6
23 30.066 30.267 29.866 27.6
24 30.233 30.367 29.833 27.4

Jumlah 235.363 242.066 242.03 238.3 217.196

Rata-rata 29.4204 30.2583 30.2538 29.7875 27.1495

Standar Deviasi 1.36729 0.12559 0.15312 0.03536 0.23145
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rlakuan D (Berat Basdinallus Terserangce-ice45g)

Jam ke- Haril Harill Hari I Hari IV  HariV
1 33.567 33.566 32.8 28.566
2 33.433 34.433 32.63 28.566
3 34.267 34.422 32.63 28.333
4 33.733 33.733 32.63 28.333
5 34.367 34.266 32.63 27.8
6 33.867 34.266 32.43 27.8
7 34.6 34.233 32.43 27.333
8 34.333 34.2 32.13 27.333
9 34.367 34.2 32.13 26.833
10 33.8 34.133 31.77
11 34.367 33.8 31.07
12 34.133 33.8 31.07
13 34.133 33.766 31.07
14 34.1 33.566 31
15 34.1 33.566 31
16 34.1 33.566 30.7
17 32.4 34.033 33.466 29.87
18 34.266 33.967 33.466 29.87
19 34.3 33.8 33.433 29.87
20 34.7 33.8 33.433 28.93
21 33.733 33.933 334 28.93
22 34.2 34.133 32.9 28.93
23 34.266 34.167 32.933 28.93
24 34.33 34.133 33.066 28.57
Jumlah 272.195 271.966 266.097 233.9 250.897
Rata-rata 34.0244 33.9958 33.2621 29.2375 27.8774

Standar Deviasi

0.7068 0.14628 0.25027

0.53771 0.61836
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Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB.
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npiran 8 Hasil Analisis Uji lanjut Duncan démteraksi Taraf Perlakuan terhadap

Transmisi Penyakiice-ice

(1obog ueiueiag ynjiisuy|) 'gdiAirw eyd yey @

Subset
si N1 2 3 4 5 6 7 8
3 34.0917
3 34.1327
3 34.4757
3 34.6493
3 34,7077  34.7077°
3 34.72306% 34.7230% 34.7230°
3 34.7563% 34.7563% 34.7563“
3 34.8137" 34.8137 34.8137
3 34.8286" 34.8286" 34.8286"
3 34.871%" 34.871%" 34.871%"
3 34.898% 34.898%" 34.898%"
3 34.899% 34.8997" 34.8997"
3 34.9337" 34.9337"
3 34.9450
3 34.9727
3 34.9743
419 1.000  .058 .060 .063 134 067 .082

erangan:’ Superskrip angka yang diikuti oleh huruf yang samenunjukkan

tidak signifikan (P>0,05).

mpiran 9 Hasil Analisis Varians Perubah@rallus Rumput Lautk. alvarezii
pada Uji Transmisi PenyaHite-iceterhadap Rumput Laut Sehat.

Type Il Sum o

Irce Squares df Mean Square F Sig.
rected Model 284.989 19 14.999 1.757 .066
) rcept 58163.169 1 58163.169 6814.278 .000
% lakuan 81.060 3 27.020 3.166 .035
i 187.389 4 46.847 5.489 .001
Flakuan * Hari  16.541 12 1.378 161 .999
g_)r 341.419 40 8.535
Oal 58789.578 60
,_C—_,_-rected Total 626.409 59
€ quared = .455 (Adjusted R Squared = .196) (0%)0

AlsiaAlun |ed
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é:- mnpiran 10 Hasil Analisis Uji Duncan terhadap iHaansmisi Penyakitce-ice
g Subset

9 ri N 1 2

3 . 12 28.0472

g 12 30.2635" 30.2635"

= 12 32.2367

& 12 32.4510

s 12 32.6769

2 ) 071 070

3 uperskrip huruf yang berbeda menunjukkan berbgdta (signifikan)

npiran 11 Persentase Kandungan Karaginan Rumguuttkappaphycus alvarezii
pada awal dan akhir perlakutinallus yang terserang penyakie-ice

No. Perlakuan Waktu Pengamatan
(9) Sesudah (%)
1 30 4.0
2 35 3.1
3 40 3.1
4 45 2.9

(10Bog uelueyad mmsuf) gdi Miur eydiderq @

mnpiran 12 Hasil Analisis sidik Ragam (ANOVA)hadap Interaksi Perlakuan
pada Perubahan Kandungan Karaginan.

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

Type Il Sumr
urce of Squares  df Mean Square F Sig.
rrected Model  4842.778 7 691.825 1124.919 .000
ercept 7273.202 1 7273.202 11826.344 .000
rlakuan 37.288 3 12.429 20.210 .000
OV 4765.802 1 4765.802 7749.271  .000
(© rlakuan * Hari  39.688 3 13.229 21.511 .000
2 ‘or 9.840 16 .615
Total 12125.820 24

© rrected Total  4852.618 23
© Squared = .998 (Adjusted R Squared = .997) (0,0

AlIsiaAiun jednyn
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Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB.
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npiran 15 Ekstraksi DNA Bakteri (Kromosom) /Isxi DNA Metode Phenol

1.
2.

w

©Co~No O A

Cloroform.

Sel bakteri dipanen dari media broth sebanyak paafr® ml.

Ditambahkan 500 ul TE kemudian di spin down sel@®a 60 detik, cairan
TE dibuang kemudian ditambahkan lagi 500 ul TE.

Ditambahkan 100 pl lysosim (50 mg/ml,(50 mg lysqsa@ pl NaCl 5M, 200
ul EDTA, 770 pl ddH20)).

Diinkubasi pada suhu 3 selama satu jam ( setiap 15 menit dibolak balik).
Ditambahkan 100 pl SDS 10 % (0,1 M NaCl 0,5 M H®@I, pH 8,4 % SDS)
Ditambahkan 10 pl proteinase K (10 mg/ml)

Inkubasi pada suhu 32 selama 1 jam

Ditambahkan 100 pl 5 M NaCl dicampur dengan diblalikk

Ditambahkan 100 pl CTAB/NaCl yang sudah dipanagkaia suhu 6& dan
dibiarkan pada suhu ruang

10. Diinkubasi pada suhu 66 selama 20 menit
11.Dibiarkan pada suhu ruang

12. Ditambahkan 500 ul (phenol : CHCI3 : Cloroform=:254 : 1) : IAA
13. Disentrifuse 10000 rpm selama 5 menit

14. Supernatan diambil dan dipindahkan ke tube baru
15. Equal volume Isopropanol (-20)

16. Diinkubasi pada suhu — 20 selama 20 menit

17. Sentrifuse maksimal (12000 rpm)

18. Ditambahkan 1 ul ethanol 70 %

19. Disentrifuse maksimal (12000 rpm)

20.Buang supernatant dan keringkan
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Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPB.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPB.
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* Lescriptions

egend for links 1o other resources; M unicene @ ceo B cene B structere [ Map viewer B FusChem Biaassay

(10B0g ueiueLIad IMSUI) gdi MW exdid yeH (D)

AlIs1aAiuN |ean)noLIBy Jobog

Sequences pro

vducing significant alignments:
ST e A e R e <L T A A LYY

| D

AT ik ]

E70400%.1
Eu734591.1

24

alu] - xd-F %!
AE410778.1
HE7S2067.1
ARGLTIE9. 1
GLILE4TTO
CEODTANS
El237884.1
ElLIEN44]
RLOEGESL4 )
2463871
LOS20291.1
[elel-e ri- e B Y
AF4IDTTS.1
(L= -
GLIg4G402
|'."_'r-l|"-:tl11
GOS0S44g
ElzDaT48.1
F1i54794.1
D467 308 1
AFS15eaT ]

WVibrio alginolyous strain CIFREW-TSEL 165 nbasomal RNA gene, pardal
Wibra sp. AT1207 165 ribosomal RNA gens, partial Saquence

Wibrig sp. B-1 gene for 165 rRMNA, partial sequente

Urituiturad \WVibng sp, partial 165 rRlNA Jene, done HE103

Vvibrio sp. $OWFI0-27 185 ribosomal RNA gere, partial sequence

Wibng sp. MaF-4 165 ribosomal RN& gene, partial sequence

Vibrio sp. 519 185 nbosomal RMA gene, partial sequence

WVibrio £p. 99WFL10-51 165 nbosomal RMNA gene, partial sequence

Vibriy sp. NLEP37-1598 165 nbosomnal RMNA gene, partial sequends
Wibrio natriegens stran 10 185 ribosomal RMNA gens, partial sequence
wibra harveyl gene for 165 rRiA, partal sequence, iIsclate: D2-2T
Uncultured bacterium done PropansSIPl4-6-36 165 ribosomal RNA géns
Vibrig sp. Ex2S chromaosome 1, complets Sequence

Vibrio sp. L$21 165 nbosomal RKA gene, partial sequence

Vibirio parahasmolyieus straim Bwl 165 nbosomal RMA gene, parnal sed
Wibna alginolyboss strain RH2 165 nbosomal RMA gene, partial sequence
Vibrio sp. V615 185 nbosomal RNA gene, partial sequence

Vibrie sp. LARZ 165 ribosomal RMA garm, partisl seguence

Vibrio sp. 18 165 ribosomal BNA gene, partial sequence

vibrio sp. MLEF37-159% 165 nbosomal RMNA gene, parpal sequence
Vibrio sp. 21 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

vibrio sp. GS 1-1 165 ribosomal RMA gene, partial seguence

Vibria sp. AC1-1 165 nbosamal RMA geng, partal sequence

Wibrio parahasmolybious strain JGEOS0708-1 165 ribosomal RMNS gene, ¢
Vibrie alginelybcus strain HNOB1SS 165 ribosomal RINA gene, partal saq
Vibrio harveyl stran WGL702 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Uibiria £p. HS1 165 nbosomal RNA gene, partial sequence

Vibrno parahasmolybius strain 934-5807 165 nbosomal RNA gene, partl
Vibiria alginalybous 165 nbosomal RNA gene, partial sequendce

Preudomonas fucrescens stran PMMOZ 165 nbosomal RNA gene, partie 2270

2289
2289
2289
2289
2283
Fé k]
2283
2281
2278
22re

2.2531e+04

2278
2278
2278
2278
2276
2276
2276
2274
arez
bk
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*yojosoLW hPNs uphB{Ul} NDIO YiY upsiinuad ‘ubtodp] upunsniuad ‘Yoiwji PAIBY ubsijnuad ‘upiiEuad ‘upipipuad uobuiuaday ynjun phAupy uondiznbusd ‘O

Jaquuns ubyINgaAUBLL UPP UBYLUNJUDIUBW bduby Iul SN} PAIDY YNnIn[ds NBID ULIGPARSs dignBua BupI|Iq L

Bubpun-6uopun 1BUNPUII PICID HOH

(10B0g uejueLIad IMBSUY) gdi MW exdid yeH (D)

AliIsiaAiun |ean)nolby Jobog

HMSAA05E.1
Elosgeys.l
EISS2E45.1
227118,
EN23774d
EL1OS036 1
EFS42798.1
EF457290,1
Elsaraag.]
Hi 739
EI95267].
EUS37751.1
b i 7.
IE431423.1
HOEO8716.1
HQ 74
GOe07022.1
GU2ZIR00.1
GUZZ3500 1
GLUZZI595
GU2z3s
GL223594 1
GUZ23563
GUZ23584.1
BURZ3I5E3 1
Ele37923:1
&F108137.3

Vibrio sp. 0BEFHES 165 ribosomal RMA gene, partial sequence

\ibrio sp. JFS8 165 ribosomal RMA gene, partial sequence

Wibrio sp. S014 165 nbosomal RNA gene, partial sequence

Wibrio harveyi isclate EHP13 165 ribosomal RMA gene, partial sequence
Vibrio sp. sx1wS 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence

Vibrio sp. P124 165 ribosomal BMNA gene, partial sequence

Vibrio alginolyticus strain Y0866 165 ribosomal RNA gene, partial seque
Vibrio parshaemolyticus 165 nbosomal RINA gene, partial sequence
Vibrio sp. W5-59 165 ribosomal RMA gene, partial sequence

Vibrio owensii strain F77007 165 ribosomal RM& gene, partisl sequence
Vibrio sp. JF45 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

Vibrio sp. 1G 07 165 rbosomal RMA gene, partial sequence

Vibrio sp. CIFR] CH-TSB-27 165 nbosomal RNA gene, partial sequence
Vibrig natriegens strain BPRISTOS? 185 ribosomal RNA gene, partial seq
\ibrio natriegens strain BPRISTO34 165 ribosomal RMA gene, partial seq
Vibrio azureus strain F77118 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Vibrio harveyl strain F75205 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
vibrio sp. IMSF-02 165 rbosomal RMA gene, partial sequence

Vibrio sp. K323 168 ribosomal RMA gene, partial sequence

Vibrio sp. K324 165 nbosomal RMA gene, partisl sequence

Vibrio sp. K350 185 ribosomal RMA gene, partlal sequence

Vibrio sp. N3BO 165 ribosomal RMA gene, partial sequence

Vibrio sp. N382 165 ribosomal RMA gene, partial sequence

Wibrio sp. A578 165 ribosomal RMA gene, partial sequence

Wibrio sp. N377 165 ribosomal RMA gene, partial sequence

Vibrio sp. N376 165 ribosomal RMA gene, partisl sequence

Wibrio sp. LE193 165 ribosomal RMA gene, partial sequence

Uncultured Vibrio sp. "Artemia’ 165 nbosomal RMA gene, partial sequend
Vibrio sp. A-C 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

Rhodobacter capsulatus strain PSB-02 165 nbosomal RMA gene, partial
Vibrio sp. AKADT -9 gene for 165 rkNA, partial sequence
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*dd| wizi bdupnj undodp ynjuaq WB|PP Ul SIiNJ DALY YNIN|as NDIO UBIBYDS YoAupgIddWBW UDP UubHWNWNBUAW BULID|I T

*dd| “pfom Buph upbuguaday upyibniaw yopij undiznbuad °q

*yojosow n3pns upnpful}l NI Y1 ubsiinuad ‘uptodo] ubunsnduad ‘Yol PAIDY ubsiinuad ‘ubiiBUad ‘Upipipuad uobbuiguaday ynjun bAuoy undiinbuad O

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

npiran 17 Desain Primer beberapa Strain Bakteri

1er3 Output

MER PICKING RESULTS FOR Vibrio algin strain VaA0

mispriming library specified
@19 1-based sequence positions
GO _starlen___tm__gc%_any _3'seq
QI) T PRIMER 214 20 60.11 55.00 6200 GTGAGGTAAGGGCTCACCAA
A-HT PRIMER 414 20 59.99 55.00 3P@0 GCCTTCCTCACGACTGAAAG
.QUENCE SIZE: 891

LUDED REGION SIZE: 891

dio

DDUCT SIZE: 201, PAIR ANY COMPL: 8.00, PAIR 3' ®PL: 0.00
CACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGABGATAACGGCGTCGA

. GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTG@EEBATAACCATTGGAA
1 ACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACTTCGGGCCTCTCGC
1 GTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGICACCAAGGCAACG

S>>>>>>>SS3SS>>>>>

1 ATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGABCACGGTCCAGACTC
1 CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGAGATGCAGCCATGCC
1 GCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGEAGGAAGGCGGCGTC

<LK LKL LKKRKLLLLLKL
1 GTTAATAGCGGCGTTGTTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGTAACTCCGTGCCAG

(+060g ueiueId g INIRSU]), Gd] NI HU B

1 CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACT&GCGTAAAGCGCATG
1 CAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTEGAATAGCATTTGAA
1 ACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGAGCGGTGAAATGCGT
1 AGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACATACTGACACTCAGA
1 TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCRCGCCGTAAACGATG
1 TCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTASCGTTAAGTAGACCG

w1 CCTGGGGAGTACGGTCGCAGATTAAAACTCAAATGATNGACGGGGCCCGC

Alsianiun jedn)noby Jobo



*dd| “pfom Buph upbuguaday upyibniaw yopij undiznbuad °q

*dd| wizi bdupnj undodp ynjuaq WB|PP Ul SIiNJ DALY YNIN|as NDIO UBIBYDS YoAupgIddWBW UDP UubHWNWNBUAW BULID|I T
*yojosow n3pns upnpful}l NI Y1 ubsiinuad ‘uptodo] ubunsnduad ‘Yol PAIDY ubsiinuad ‘ubiiBUad ‘Upipipuad uobbuiguaday ynjun bAuoy undiinbuad O

1er3 Output

MER PICKING RESULTS FOR Vibrio azureus straitil43

mispriming library specified

1g 1-based sequence positions

GO _starlen___tm__gc%_any _3'seq

T PRIMER 271 20 60.02 55.00 3D00 CAGCCACACTGGAACTGAGA

HT PRIMER 473 20 60.02 50.00 4000 TTAGCCGGTGCTTCTTCTGT
—QUENCE SIZE: 940

LUDED REGION SIZE: 940

DDUCT SIZE: 203, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' GAPL: 3.00

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

TCGCTACACATGCAGTCGAGCGGAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGAACGATAACGGCG

. TCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATIGGGGGATAACCATT
1 GGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGACCTTCGGGCCTC
1 TCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGHGGGCTCACCAAGGC
1 GACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAAIGAGACACGGTCCAG

S>>S>>SS>SSSSS355>>

1 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAGCCTGATGCAGCCA
1 TGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCABCGTGAGGAAGGTGG
1 CGTCGTTAATAGCTGCGTTGTTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCBCGGCTAACTCCGTG

<LK LKL RRKLLLLL
1 CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAARCTGGGCGTAAAGCG

(1060g-ueruead nysul) gdi 3w eydio xe

1 CATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCARCTCGGAATAGCATT

1 TGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGTGTAGCGGTGAAAT

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

1 GCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCT@AGAGATACTGACACT
1 CAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTEGTCCACGCCGTAAAC
1 GATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGRACGCGTTAAGTAG

1 ACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAGATTAAACTCAATGAATTGACGGGCCCGCACAGCGG

1 TGAGCATGTGGTTTCGATGCACGCGAGATCTTACTACTCT

Alsianiun jean)nouby Jobog



*dd| wizi bdupnj undodp ynjuaq WB|PP Ul SIiNJ DALY YNIN|as NDIO UBIBYDS YoAupgIddWBW UDP UubHWNWNBUAW BULID|I T

*dd| “pfom Buph upbuguaday upyibniaw yopij undiznbuad °q

*yojosow n3pns upnpful}l NI Y1 ubsiinuad ‘uptodo] ubunsnduad ‘Yol PAIDY ubsiinuad ‘ubiiBUad ‘Upipipuad uobbuiguaday ynjun bAuoy undiinbuad O

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

1er3 Output

MER PICKING RESULTS FOR Vibrio algin

mispriming library specified

1g 1-based sequence positions

GO _starlen___tm__gc%_any _3'seq

T PRIMER 127 20 59.86 50.00 4800 TCTGTATGCGCCATTGTAGC

HT PRIMER 321 20 60.10 55.00 62@0 CTGTCGTCAGCTCGTGTTGT
—QUENCE SIZE: 850

LUDED REGION SIZE: 850

e

*ODUCT SIZE: 195, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' ™PL: 0.00

dio

GGGCTTCCCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGATCATGGAGTCGAGT

. TGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTTTGGGATTCGCTCTTTCGCAAGTTGG

1 CCGCCCTCTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTTBAGGGCCATGATGA
S>>S>>>>SSSSSSSSS>>>>

1 CTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCTGGAGTTCCCGAC

1 ATTACTCGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAI TAACCCAACATTT

1 CACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTICCGAAGGCACCAAT

<<LLLLLLLLLLLLLLLLLKL

1 CCATCTCTGGAAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCICGCGTTGCATCGAA

1 TTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATGAGTTTTAATCTT

1 GCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGASCCACGGCTCAAGG

(10Bog-ueruenad nisu|) gdi Hw ey

1 CCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCANGEATCTAATCCTGTTT
1 GCTCCCCACGCTTTCGCATCTGAGTGTCAGTATCTGTCCAGGGGGGCCTTCGCCACCG
1 GTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACNGCTACACCTGAAATCTACCCCCCTCTACA
1 GTACTCTAGTCTGCCAGTTTCAATGCTATTCCGAGGTTGACCCGESCTTTTCACATCTG

1 ACTTAAAAACCACCTGCATGGCTTTACCCCAGTAATTCAATAACGETCCCCCCTCGTATA

1 CGCGGTGTGG

Alsianiun jedn)nouby Jobog



*dd| wizi bdupnj undodp ynjuaq WB|PP Ul SIiNJ DALY YNIN|as NDIO UBIBYDS YoAupgIddWBW UDP UubHWNWNBUAW BULID|I T

*dd| “pfom Buph upbuguaday upyibniaw yopij undiznbuad °q

*yojosow n3pns upnpful}l NI Y1 ubsiinuad ‘uptodo] ubunsnduad ‘Yol PAIDY ubsiinuad ‘ubiiBUad ‘Upipipuad uobbuiguaday ynjun bAuoy undiinbuad O

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

ner3 Output
MER PICKING RESULTS FOR Vibrio harveyi strain 51001
mispriming library specified

1g 1-based sequence positions
GO starlen_ tm_ gc%_any _3'seq

‘T PRIMER 519 20 60.02 50.00 4000 TTAGCCGGTGCTTCTTCTGT

HT PRIMER 719 20 60.02 55.00 3.000 CAGCCACACTGGAACTGAGA

JUENCE SIZE: 951
e LUDED REGION SIZE: 951
DDUCT SIZE: 201, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' ®APL: 3.00
ATAGCATTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGATTTCAGGTGTAGCG
. TGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGOOCCTGGACAGATACT
1 GACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACTGGTAGTCCACGCCG
1 TAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCAAGTAGACATCGTTTAGGGGGACTACCAGGT
1 ATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCATTGAGGTCAGTAGTCCAGGGGGCCGC
1 CTTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTTACGCATTTCACCGCTACCTGAAATTCTACC
1 CCCCTCTACAGTACTCTAGTCTGCCAGTTTCAAATGCTATTCCGBGTTGAGCCCCGGGC
1 TTTCACATTGACTTAACAAACCACCTGCATGCGCTTTACGCCCATGAATTCCGATTAACG
1 CTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCGBGCTTCTTCTGTCG

SSSSIBISSSSSSS>>>>
1 CTAACGTCAAACAACGCCGCTATTAACGACCGCCTTCCTCACGATGAAAGTACTTTACA

(10Bog ueiuepad.3nysul)-gdinu eydio ye

1 ACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCBLGCCCATTGTGCAA

1 TATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCABCCAGTGTGGCTGA
<LLRRKLLLLLLLLLLKL

1 TCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCCATCTCACCAACTAGC

1 TAATCCCACCTAGGCATATCCTGACGCGAGAGGCCCGAAGGTC@TTCTTTGGCCCGTA

1 GGCATCATGCGGTATTAGCCATCGTTTCCAATGGTTATCCCCCAICAGGGCAATTTCC

1 TAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGACGCCGTATCGTCCCASGGTC

Alsianiun jedn)nouby Jobog



*dd| wizi bdupnj undodp ynjuaq WB|PP Ul SIiNJ DALY YNIN|as NDIO UBIBYDS YoAupgIddWBW UDP UubHWNWNBUAW BULID|I T

*dd| “pfom Buph upbuguaday upyibniaw yopij undiznbuad °q

*yojosow n3pns upnpful}l NI Y1 ubsiinuad ‘uptodo] ubunsnduad ‘Yol PAIDY ubsiinuad ‘ubiiBUad ‘Upipipuad uobbuiguaday ynjun bAuoy undiinbuad O

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

Buppun-buopun 1Gunpuljig Lidi) HoH

B

(1060g-ueruepad nysul) gdi 3w eydio xe

Alsianiun jedn)nouby Jobog

1er3 Output

MER PICKING RESULTS FOR Vibrio algino Va.376
mispriming library specified

1g 1-based sequence positions
GO starlen__ tm_ gc%_any _3'seq

‘T PRIMER 186 20 60.11 55.00 6200 GTGAGGTAAGGGCTCACCAA

HT PRIMER 386 20 59.99 55.00 3PM0 GCCTTCCTCACGACTGAAAG

JUENCE SIZE: 863

LUDED REGION SIZE: 863

DDUCT SIZE: 201, PAIR ANY COMPL: 8.00, PAIR 3' GAPL: 0.00

TCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGRAGTAATGCCTAGGA

. AATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATECGCATGATGCCTAC

1 GGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGTAGGTGGGATTAGCT

1 AGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGETGAGAGGATGATCA
S>>>>>>SSSSS>S>>>>>>

1 GCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCATAGTGGGGAATATTG

1 CACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGKSGCCTTCGGGTTGT

1 AAAGTACTTTCAGTCGTGAGGAAGGCGGTGTCGTTAATAGCTGCRTGTTTGACGTTAGC
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLKL

1 GACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARNCGGAGGGTGCGAGC

1 GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTAAGTCAGATGTGAAA

1 GCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTABSTACTGTAGAGGGG

1 GGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGBATACCGGTGGCGAA

1 GGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGT@EBAGCAAACAGGATT

1 AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGIGTGGCCTTGAGCCG

1 TGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTA@I CGCAGATTAAAAC

1 TCAAATGAATTGACGGGGGCCCG



*Ad| 40fom BupA upbunuaday] unyibniaw yopij undiznbuad 'q

*dd| wizi bdupn] undodp ynjuaq WB|PP Ul SIiNJ BAIDY YNIN|as NDID UBIBDYSS YoAupgISdWBW UDP UbHWNWNBUBW BUPID|I T
*‘yojpsoW h3oNs UBNDB[UI} NP YiLIY ubsiinuad ‘upiodp| ubunsnAuad ‘Yoiwjl PAIRY ubsiinuad ‘upiiUad ‘Uupipipuad ubbuuaday ynjun pAuoy uodijnbuad ‘O

mpiran 18 Skema Desain Primer Bakiébrio alginolyticus

Input sekuens kedalam teks editor
Hasil Sekuensing dan Analisis DNA

Bakteri Vibrio alginolyticus (PNGK 1) 1301 bp l

creace: G AacTc:
" {TATTGCACAATGEGCGC
GCCETCCTTH

iric: CTGACCTCANIG

Jearaccrr 1T ITAAMCTCAATGANTTGACGGEEEE
T TTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTITCCAGAG:

{TCTTCOGTRAGTCCCG

CGACGTC TIGCGAY
Jo:ceauarcee: \GTCGGANTCGCTAGTAATCGTGE
Jicaamcecaceeaascece

Link http://molbiol-tools.ca/PCR.htriPrimer3: www primer tool)

Bfubpun-6uppun 1Gunpulg PIdI) HoH

£ rcricceenica

Pada interface, paste sekuens nukleotida pada boks.

(10B0g uejueLIad IsUl) gdi MW exdid yeH (D)

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

Pada bagian ‘sequence id’, berikan nama primeebeits

|

Klik ‘pick primer’

display primer yang telah disusun

Alsianiun jedn)nouby Jobog



*dd| wizi bdupnj undodp ynjuaq WB|PP Ul SIiNJ DALY YNIN|as NDIO UBIBYDS YoAupgIddWBW UDP UubHWNWNBUAW BULID|I T

*dd| “pfom Buph upbuguaday upyibniaw yopij undiznbuad °q

*yojosow n3pns upnpful}l NI Y1 ubsiinuad ‘uptodo] ubunsnduad ‘Yol PAIDY ubsiinuad ‘ubiiBUad ‘Upipipuad uobbuiguaday ynjun bAuoy undiinbuad O

:1aquunNs UDYINCRAUSLU UDP UDHLNJUDLIUSLW bAUD} Ul SN} PAIDY YNnIn|as Nb3o upibogas dinbuau BupIo|I ‘L

Bubpun-6uopun 1GUNpulig PIdI) ¥oH

npiran 19 Susunan Nukleotida dari Bak&brio alginolyticusstrain CIFRI V-

TSB1
F784015.1| Vibrio alginolyticus strain CIFRI V-TSB1 16S ribo somal RNA gene,
al sequence
jth=1448

re = 2289 bits (1239), Expect=0.0
itities = 1289/1309 (98%), Gaps = 20/1309 (2%)
ind=Plus/Plus

ACCTTCGGGG-ACGAT-ACGGCGTCGAGCGGCGGACGEGAGTAATGCCTAGGAAATTG 59

I|IIII||II 1| LA TRSERCERFTRRTRROERY [T
t 45 ACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGAGEBAGTAATGCCTAGGAAATTG 104

ry 60 CCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTRCCGCATGATGCCTACGGGCC 119

I|IIII|III|I|II|I|II|I|III|IIII|IIII|I (T
ot 1 CCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAACCGCATGATGCCTACGGGCC 164

ry 120 AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATBTBAGGTGGGATTAGCTAGTTG 179

Loy

o

Z‘

p

e

o

&

3

x

a I|IIII|III|I|II|I|II|I|III|IIII|IIII|I [
Y GAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGTAGGTGGGATTAGCTAGTTG 224
=
7]
-~
=
€
-+
.
o
s
)
=
o
5
w
0
Q
0
:.t

ry 180 GTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGGTGTGAGAGGATGATCAGCCAC 239

I|IIII|III|I|II|I|II|I|III|IIII|IIII|I [
AAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGGITBCTGAGAGGATGATCAGCCAC 284

ry 240 ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGABGCAGTGGGGAATATTGCACAA 299

I|IIII|III|I|II|I|II|I|III|IIII|IIII|I [
t2 GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGBECAGTGGGGAATATTGCACAA 344

ry 300 TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGT 359

I|IIII|III|I|II|I|II|I|III|IIII|IIII|I [
t3 AAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGRMAGGCCTTCGGGTTGTAAAGT 404

ry 360 ACTTTCAGTCGTGAGGAAGGCGG--TCGTTAATAGCGIBTTGTTTGACGTTAGCGACAG 417

I|IIII|III|I|II|I|II|I| [ (A
405 ACTTTCAGTCGTGAGGAAGGCGGCGTCGTTAATAGCGGTTGTTTGACGTTAGCGACAG 464

ry 418 AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGHIMCGGAGGGTGCGAGCGTTAA 477

[ [
t 465 AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGBIACGGAGGGTGCGAGCGTTAA 524

ry 478 TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTBAGTCA-ATGTGAAAGCCCG 536

[ (UL
t 525 TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGAAGTCAGATGTGAAAGCCCG 584

ry 537 GGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGATIAGTACTGTAGAGGGGGGTAG 596

LT OVRAFRFERELY (L
t 585 GGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGABGAGTACTGTAGAGGGGGGTAG 644

Wry 597 AATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA-AGATCTGAIGAATACCGGTGGCGAAGGCGG 655

T TR UIOVEREE (|
Q1 645 AATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGARGAATACCGGTGGCGAAGGCGG 704

ry 656 CCCCCTGGACA-ATACTGAC-CTCA-ATGCGAAAGCGGGGGAGCAAACAGGATTAGATA 712

=5 N nnm (i
t 705 CCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGGGGAGCAAACAGGATTAGATA 764

ry 713 CC-TGGTAGTCC-C-CCGTAAACGATGTCTACTTGGABGCGGAGGTTGTGGCCTTGAGC 769

=5 (LI L [ T
a-t 765 CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAG----TTGTGGCCTTGAGC 817

am ry 770 CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCGIESAGTACGGTCGCAAGATTAA 829

e~ [ (!
t 818 CGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCEGGAGTACGGTCGCAAGATTAA 877

AlIsiaAlun |eJn



*dd| wizi bdupnj undodp ynjuaq WB|PP Ul SIiNJ DALY YNIN|as NDIO UBIBYDS YoAupgIddWBW UDP UubHWNWNBUAW BULID|I T
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ry 830 AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGGATGTGGTTTAATTCGATGC 889

(A [
t 878 AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTEECATGTGGTTTAATTCGATGC 937

ry 890 AACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGBATTCCAGAGATGGATTGGTGC 949

[ [
t 938 AACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGABTTTCCAGAGATGGATTGGTGC 997

ry 950 CTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT@AGCTCGTGTTGTGAAATGTTG 1009

I|IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|IIII|I (T
t 998 CTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG 1057

ry 1010 GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGGLCCAGCGAGTAATGTCGGGAA 1069

(LTI [T
t 1058 GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAA 1117

ry 1070 CTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAABBIEGACGACGTCAAGTCATCATG 1129

(ULLLCEARL APy (T
t 1118 CTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGBGACGACGTCAAGTCATCATG 1177

ry 1130 GCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGATACAGAGGGCGGCCAACTTG 1189

(OO, [T
t 1178 GCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGUATACAGAGGGCGGCCAACTTG 1237

ry 1190 CGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTGBEBTGGAGTCTGCAACTCGACT 1249

(LT AALACTFTAETTFY [T
t 1238 CGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTOGAT TGGAGTCTGCAACTCGACT 1297

ry 1250 CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGEAICACGG-GAA 1297

(LT AALACTTTTPFFTTL [{TLYRIL
t 1298 CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAGTCACGGTGAA 1346



