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RINGKASAN 

Ilham Bayu Satrio. Pengaruh Pemberian Ekstrak Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.) 
terhadap Gen Cyclophilin A (CypA) pada Udang Vanname  (L.  vannamei) yang 
Terinfeksi White Feces Syndrome (WFS) dengan Salinitas Media yang Berbeda di 
bawah bimbingan Dr. Ir. M. Fadjar, M.Sc. 

 
Budidaya udang vaname di Indonesia mulai berkembang sejak tahun 2012. 

Budidaya ini dikembangkan dikarenakan udang vaname merupakan varietas 
unggul yang memiliki nilai ekonomis yang cukup tinggi. Usaha untuk meningkatkan 
produktivitas untuk memenuhi kebutuhan pasar yaitu merubah sistem budidaya 
udang vaname menjadi intensif. Seiring meningkatnya teknologi dan padat tebar 
tinggi menyebabkan timbulnya suatu penyakit, salah satunya white feces 
syndrome. Diduga adanya keterkaitan kualitas lingkungan air yang buruk, 
gregarin, blue green algae, dan bakteri vibrio merupakan penyebab penyakit WFS 
ini. Pengaplikasian antibiotik sekarang sudah dibatasi, dikarenakan menimbulkan 
efek samping bagi pathogen maupun organisme itu sendiri. Oleh karena itu obat-
obatan herbal menjadi solusi, salah satunya tinta cumi-cumi (Loligo sp.) sebagai 
antibakteri yang dapat melawan bakteri Vibrio. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak 
tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dengan salinitas media yang berbeda terhadap gen 
cyclophilin A pada udang vaname (L. vannamei) yang  terinfeksi WFS. Penelitian 
ini dilaksanakan di Laboraturium Budidaya Ikan Divisi Penyakit dan Kesehatan 
Ikan, Laboratorium Hidrobiologi Divisi Lingkungan dan Bioteknologi Perairan, dan 
Laboratorium Hidrobiologi Divisi Sumberdaya Ikan, Fakultas Perikanan dan Ilmu 
Kelautan, serta Laboratorium Sentral Ilmu Hayati, Universitas Brawiaya, Malang 
pada 1 Desember - 15 Desember 2018 dan 20 Desember 2018 – 15 Januari 2019. 
Penelitian ini menggunakan metode deskriptif, dengan menggunakan variabel 
pemberian ekstrak tinta cumi-cumi 8 ppm pada perlakuan salinitas media 24 ppt 
(A), 27 ppt (B), 30 ppt(C), dan 33 ppt (K). Parameter utama pada penelitian ini 
adalah kemurnian DNA, elektroforegram dan blastn pada udang vaname, 
sedangkan parameter penunjang dalam penelitian ini adalah gejala klinis, 
parameter kualitas air (pH, suhu, salinitas, DO, nitrat, nitrit, amonia, TOM, dan 
alkalinitas) dan persentase kelangsunganhidup udang vaname. 

Hasil yang didapat dari penelitian ini adalah sebagai berikut, intesitas 
volume pita DNA gen CypA pada udang vaname untuk perlakuan A (24 ppt) 
sebesar 6032130, perlakuan B (27 ppt) sebesar 4922970, perlakuan C (30 ppt) 
sebesar 5000840, sedangkan perlakuan K(+) (33 ppt) sebesar 7053150 dan K(-) 
yaitu 2175160. Panjang basepair yang didapat pada gen CypA udang vaname 
untuk perlakuan A (24 ppt) yaitu 203,4876, perlakuan B (27 ppt) yaitu 193,9718, 
perlakuan C (30 ppt) yaitu 184,901, sedangkan perlakuan K(+) (33 ppt) sebesar 
182,7004 dan K(-) sebesar 208,4191. Nilai query cover yang didapat pada semua 
sampel (A,B,C,K+,K-) berkisar antara 67-97  %, nilai identy antara 91-97 % dan E-
value 0.0. Berdasarkan nilai yang diperoleh, artinya sekuen DNA sampel memiliki 
panjang sekuen yang sama dengan database yang ada di Genbank 67-97% 

dengan E-value 0.0 dapat disimpulkan bahwa sekuen sampel memiliki tingkat 
homologi yang sangat tinggi. Hasil analisis komposisi nukleotida pada gen CypA 
pada L. vannamei menunjukan bahwa jumlah rata-rata adenin dan timin ditemukan 
paling tinggi. sehingga gen CypA pada udang vaname dikategorikan sebagai 

kelompok kaya basa A-T dimana memiliki ikatan hidrogen yang lemah. Hasil 
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analisis variasi genetik didapat pola variasi genetik pada gen CypA. Adanya variasi 
basa-basa tersebut diduga terdapat adanya suatu mutasi. Total pasangan basa 
yang didapatkan dari hasil BLAST setiap perlakuan yaitu 167 bp, didapatkan nilai 
polimorfisme terendah pada perlakuan A (24 ppt) yaitu 8,4% sedangkan nilai 
polimorfisme tertinggi pada perlakuan K(+) yaitu 15%. 

Hasil pengamatan yang didapatkan pada perlakuan kontrol dimana diduga 
terinfeksi WFS terlihat udang berenang kurang aktif, hepatopankreas berwarna 
putih pucat, dan usus terlihat tidak utuh. Sedangkan pada udang yang diberi 
ekstrak tinta cumi-cumi baik pada perlakuan A (24 ppt), B (27 ppt), C (30 ppt) tidak 
terlihat gejala klinis seperti pada perlakuan kontrol (K+). 

Hasil dari pengamatan parameter kualitas air yang terdiri dari suhu, pH, 
salinitas, oksigen terlarut (DO), nitrat, nitrit, amonia, TOM, dan alkalinitas 
menunjukkan hasil yang secara umum kurang baik akan tetapi masih dapat 
ditolerir oleh udang vaname. Untuk hasil kelulushidupan udang vaname tertinggi 
pada perlakuan B (27 ppt) 85,7% dan terendah pada perlakuan kontrol 40,7%. 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa 
ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) tidak berpengaruh terhadap gen CypA udang 
vaname yang terinfeksi WFS yang diperlihara pada salinitas media yang berbeda. 
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1. PENDAHULUAN 
 

 

1.1 Latar Belakang 

Budidaya udang vaname (Litopenaeus vannamei) menjadi komoditas 

unggulan mulai tahun 2012 khususnya pada budidaya udang di Indonesia. 

Direktorat Jendral Perikanan Budidaya (2014) melaporkan bahwa capaian volume 

produksi udang nasional sebesar 592.219 ton dan udang vaname sebesar 

411.729 ton dari target produksi udang vaname sebesar 450 ribu ton. Capaian ini 

masih belum memenuhi target, akan tetapi naik 20,49% dari tahun 2013. 

Udang vaname memiliki beberapa kelebihan sehingga disebut sebagai 

varietas unggul. Kelebihan yang dimilikinya antara lain: lebih tahan terhadap 

penyakit dari udang lainnya, memiliki pertumbuhan yang lebih cepat, lebih cepat 

beradaptasi terhadap fluktuasi lingkungan (euryhaline 5-35 ppt), lama 

pemeliharaan relatif lebih singkat (3,5 bulan), dan FCR rendah (1,2) (Mustafa, et 

al., 2010). Produktivitas udang vaname cukup tinggi, hal ini disebabkan udang 

spesies ini dapat memanfaatkan kolom air dan dapat dibudidayakan secara 

intensif hingga 120 ekor/m2 (Fuady, et al., 2013). 

Permintaan pasar akan udang yang meningkat tiap tahunnya 

menyebabkan pembudidaya juga harus meningkatkan teknologi budidayanya. 

Perkembangan budidaya dari sistem ekstensif ke intensif pada mayoritas tambak 

udang vaname diduga memiliki dampak terhadap peningkatan pencemaran 

lingkungan. Bahan-bahan pencemaran lingkungan yang sulit diuraikan 

menyebabkan penimbunan dan berakibat langsung bagi lingkungan dan 

mengganggu biota yang hidup pada lingkungan tersebut. Adanya penimbunan 

bahan-bahan organik menyebabkan oksigen menurun sehingga organisme yang 

tinggal di lingkungan tersebut juga mengalami kekurangan oksigen. Faktor-faktor 
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di atas merupakan penyebab utama menurunnya sistem imun pada biota yang 

dibudidayakan sehingga sangat mudah terinfeksi penyakit karena kualitas 

lingkungannya yang buruk (Kilawati dan Maimunah, 2015). 

Wabah penyakit yang disebabkan oleh bakteri dan buruknya parameter 

kualitas lingkungan merupakan agen yang harus diperhatikan pada budidaya 

udang. Berdasarkan pendapat Chaweepack, et al. (2015), bahwa terdapat wabah 

penyakit baru yang kebanyakan menginfeksi udang putih yaitu penyakit berak 

putih (WFS). Kasus penyakit WFS ini sangat mudah dalam penyebarannya. 

Penyakit berak putih sudah mewabah di China, Vietnam, Thailand, Malaysia, India, 

dan Mexico. Adapun di Indonesia mulai mewabah pada awal tahun 2014 dan 

menginfeksi tambak-tambak intensif udang vaname (L. vannamei) di wilayah pulau 

Sumatra, Jawa, Sulawesi, Bali dan Nusa Tenggara Barat (Taslihan et al., 2014). 

WFS merupakan salah satu penyakit sangat dihindari oleh para petambak 

budidaya udang. Pemicu yang komplek akan penyakit ini dikhawatirkan 

menyebabkan gagal panen, apabila tidak ditanggapi dengan serius. Penyakit ini 

sangat mempengaruhi tingkat kelulushidupan dan tingkat pertumbuhan pada 

udang (Thitamadee, et al., 2016). Hal ini dapat dilihat terjadi penurunan 

kelulushidupan hingga 20-30%, selain itu terjadi penurunan nafsu makan sehingga 

konsumsi akan pakan rendah, menyebabkan penurunan pertumbuhan dan 

meningkatkan FCR antara 1.7-2.5 (Sriuraitana, et al., 2014). 

Prakoso, et al. (2016) memaparkan penurunan kualitas air merupakan 

salah satu penyebab WFS. Kualitas air yang buruk seperti fluktuasi salinitas, DO, 

dan tingginya kandungan bahan organik (amonia, nitrit, nitrat dan fosfat) diduga 

penyebab terjadinya penyakit berak putih ini. Amonia tersebut berasal dari 

manajemen pakan yang kurang baik, sehingga terjadi penumpukan pakan yang 

tidak termanfaatkan dengan baik. Salinitas juga berperan penting terhadap laju 
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konsumsi oksigen dan perubahan pola respirasi, sehingga salinitas yang tidak 

sesuai pada udang vaname dapat menghambat pertumbuhannya. Limsuwan 

(2010) dalam penelitiannya melaporkan bahwa penyakit WFS ini menginfeksi L. 

vannamei pada salinitas yang rendah (3-5 ppt). Selain itu diduga kuat penyakit ini 

disebabkan oleh kombinasi serangan parasit gregarin dari jenis nematopsis yang 

terinteraksi dengan Vibrio. Bakteri jenis Vibrio yang ditemukan pada udang 

vaname yang terinfeksi penyakit WFS adalah V. harveyi (Chaweepack, et al., 

2015). Mekanisme masuknya patogen Vibrio ke dalam haemolimp diduga terjadi 

kerusakan pada mukosa usus (lapisan usus yang mampu menyerap nutrisi) akibat 

infeksi berat (> 100 gregarin dalam 1 cm usus bagian tengah) (Kaemudin, et al., 

2016). 

Infeksi penyakit WFS pada udang vaname saat ini telah menurunkan 

produktivitas udang vaname. Secara visual udang yang terinfeksi penyakit ini akan 

muncul kotoran udang berwarna putih memanjang dan mengapung pada 

permukaan air, eksokeleton nampak lebih lembek serta ditemukan infeksi dari 

protozoa sehingga menyebabkan insang lebih gelap (Limsuwan, 2010). Penyebab 

lain dari penyakit WFS adalah kondisi lingkungan/kualitas air yang buruk sehingga 

menyebabkan sistem imun udang menurun yang ditandai dengan respon patogen 

menurun, sistem imun menurun secara drastis (Kamimura, 2008), sehingga 

menyebabkan udang mudah terinfeksi suatu penyakit.  

Terdapat gen untuk mengindikasi adanya patogen salah satunya adalah 

Cyclophilin A (CypA). Kesehatan udang vaname dipengaruhi oleh dua faktor yaitu 

lingkungan bagi inang dan patogen yang menginfeksi inang. Kualitas lingkungan 

yang buruk dapat menyebabkan menurunnya daya kerja reseptor pendeteksi 

adanya patogen, sehingga patogen dapat dengan mudah menginfeksi udang 

vaname (Muhammad, et al., 2017). Kasus penyakit WFS yang menginfeksi udang 
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vaname menyebabkan menurunnya respon imunitas. Indikasi patogen pada 

udang adalah reseptor immunosupressor yang terkait dengan gen imun CypA. 

Sehingga penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan informasi genetik gen CypA 

pada udang yang terinfeksi WFS dengan salinitas media yang berbeda. 

1.2 Perumusan Masalah 

Penyakit WFS salah satu penyakit yang menjadi kekhawatiran bagi 

petambak budidaya udang. Pemicu yang komplek akan penyakit ini dikhawatirkan 

menyebabkan gagal panen, apabila tidak ditanggapi dengan serius. Penyakit ini 

sangat mempengaruhi tingkat kelulushidupan dan tingkat pertumbuhan pada 

udang (Thitamadee, et al., 2016). Hal ini dapat dilihat terjadi penurunan 

kelulushidupan hidup hingga 20-30%, selain itu terjadi penurunan nafsu makan 

sehingga konsumsi akan pakan rendah, menyebabkan penurunan pertumbuhan 

dan meningkatkan FCR antara 1.7-2.5 (Sriuraitana, et al., 2014). Limsuwan (2010) 

dalam penelitiannya melaporkan bahwa penyakit WFS ini menginfeksi P. monodon 

pada salinitas yang rendah (3-5%), kemudian menyebar keseluruh tambak 

budidaya udang vaname di Thailand. 

Usaha pengendalian bakteri sudah dilakukan dengan menggunakan 

antibiotik, akan tetapi penggunaan yang berlebihan antibiotik ini dapat 

menimbulkan efek samping bagi patogen itu sendiri dan organisme budidaya (Sari, 

et al., 2012). Penggunakan obat-obatan herbal mulai menjadi sorotan dunia 

sekarang ini. Kebijakan ini hasil dari penggunaan obat-obatan secara kimia yang 

menimbulkan efek samping yang buruk. Oleh karena itu digunakan tinta cumi-cumi 

untuk mengobati udang vaname yang terinfeksi WFS  karena tinta cumi-cumi itu 

sendiri mengandung melanin, dimana bekerja sebagai antibakteri untuk 

menghambat aktivitas bakteri Vibrio sehingga ekskresi dari CypA dapat ditekan 

(Derby, 2014). Berdasarkan permasalahan di atas, maka rumusan masalah dalam 
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penelitian ini yaitu apakah pemberian ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) mampu 

mempengaruhi gen CypA pada  udang vaname (L. vannamei) yang terinfeksi WFS  

dengan salinitas media yang berbeda. 

1.3 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini yaitu mengetahui pengaruh pemberian ekstrak 

tinta cumi-cumi (Loligo sp.) terhadap gen CypA pada udang vaname (L. vannamei) 

yang terinfeksi WFS dengan salinitas media yang berbeda. 

1.4 Hipotesis 

Hipotesis yang digunakan  untuk mendasari penelitian ini yaitu: 

H0  :  Diduga penggunaan ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) tidak berpengaruh 

terhadap gen Cyclophylin A (CypA) pada udang vaname (L. vannamei) yang 

terinfeksi white feces syndrome dengan salinitas media yang berbeda. 

H1 : Diduga penggunaan ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) berpengaruh 

terhadap gen Cyclophylin A (CypA) pada udang vaname (L. vannamei) yang 

terinfeksi white feces syndrome dengan salinitas media yang berbeda. 

1.5 Kegunaan Penelitian 

Kegunaan penelitian ini adalah untuk memberikan informasi kepada para 

pembudidaya untuk menggunakan bahan alternatif sebagai upaya pemanfaatan 

bahan buangan di bidang perikanan untuk mengendalikan serangan white feces 

syndrome dengan menggunakan ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.). Manfaat 

lainnya yaitu menambah wawasan bagi mahasiswa sebagai seputar penyakit, 

penelitian ini juga dapat dimanfaatkan bagi para pembudidaya ikan dalam 

menanggulangi wabah penyakit yang menyerang tambak mereka sehingga 

penelitian ini memiliki banyak manfaat. 
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1.6 Tempat dan Waktu  

Penelitian ini dilaksanakan di Laboraturium Budidaya Ikan Divisi Penyakit 

dan Kesehatan Ikan, Laboratorium Hidrobiologi Divisi Lingkungan dan 

Bioteknologi Perairan, dan Laboratorium Hidrobiologi Divisi Sumberdaya Ikan, 

Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, serta Laboratorium Sentral Ilmu Hayati, 

Universitas Brawiaya, Malang pada bulan Desember 2018 – Januari 2019. 
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2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Biologi Udang Vanname (Litopenaeus vannamei) 

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi  

Menurut Amri dan Kanna (2008), penggolongan udang vaname secara 

lengkap berdasarkan ilmu taksonomi hewan (sistem pengolompokan hewan 

berdasarkan bentuk tubuh dan sifat-sifatnya) dipaparkan sebagai berikut:  

Filum  : Arthropoda  

Kelas  : Crustacea  

Ordo  : Decapoda  

Famili  : Penaedae  

Genus/Marga : Litopenaeus  

Species/Jenis : L. vannamei  

Nama lokal : Udang vaname, udang kaki putih, udang putih Amerika  

Udang vaname (Gambar. 1) adalah binatang air yang mempunyai tubuh 

beruas-ruas seperti udang penaeid lainnya, dimana pada tiap ruasnya terdapat 

sepasang anggota badan. Udang vaname termasuk ordo decapoda yang dicirikan 

memiliki sepuluh kaki terdiri dari lima kaki jalan dan lima kaki renang. Tubuh udang 

vaname secara morfologis dibedakan menjadi 2 bagian yaitu cephalothorax atau 

bagian kepala dan dada serta abdomen atau perut. Bagian cephalothorax 

terlindung oleh kulit chitin yang tebal yang disebut carapace. Secara anatomi 

cephalothorax dan abdomen terdiri dari segmen-segmen atau ruas-ruas, dimana 

masing-masing segmen tersebut memiliki anggota badan yang mempunyai fungsi 

sendiri-sendiri (Panjaitan, 2012). 

Udang vaname memiliki rostrum yang merupakan bagian kepala yang 

menjorok yang berupa kelopak mata yang memanjang dan bergerigi (Amri dan 
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Kanna, 2013). Mulut berada di bawah bagian bawah mata, dilengkapi dengan 

bagian lainnya yaitu sungut kecil (antennule), sungut besar (antenna), rahang 

(mandibular), alat bantu rahang (maxilla) dan maxilliped. Di bawah karapas 

terdapat insang di kiri dan kana bagian dada. Terdapat lima pasang kaki renang 

pada bagian perut (Suyanto dan Takarina, 2009). 

 
Gambar 1. Udang vaname (L. vannamei) (Sartijo dan Prayitno, 2015) 

2.1.2 Habitat dan Penyebaran 

Udang vaname memiliki sifat euryhaline atau mampu hidup pada kisaran 

salinitas yang lebar. Habitat aslinya, udang ini ditemukan pada perairan dengan 

kisaran salinitas 0,5-40 ppt. Kelebihan ini membuka peluang bagi petambak udang 

untuk mengembangkan komoditas ini di  perairan daratan (inland water). Budidaya 

udang vaname di lingkungan bersalinitas rendah merupakan pilihan budidaya 

alternatif mengingat mulai munculnya penyakit infeksi pada udang yang dipelihara 

di tambak air asin (Maica, et al., 2012). Udang juga memiliki daya tahan suhu 

dengan rentang yang relatif luas berkisar 22oC – 31oC, di malam hari suhu tambak 

dapat mencapai 22oC atau dibawah 25oC. Namun pada siang hari suhu dapat 

mencapai 31oC (Suyanto dan Takarina, 2009). 
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Pengenalan udang vanamei (L. vannamei) pertama kali di Indonesia 

dilakukan pada tahun 2001 dengan induk dan benur berasal dari Hawaii. Besarnya 

potensi lahan perairan tawar yang dimiliki, adanya kesulitan mendapatkan air 

tawar pada musim-musim tertentu di daerah pesisir merupakan pertimbangan  

utama berkembangnya model budidaya desalinasi ini baik pada budidaya udang 

windu dan udang vaname (Yudiati, et al., 2009).  

Secara ekologis, udang vannamei mempunyai siklus hidup identik dengan 

udang windu (P. monodon), yaitu melepaskan telur di tengah laut, kemudian 

terbawa arus dan gelombang menuju pesisir menetas menjadi nauplius. Stadium 

ini kemudian berlanjut menjadi stadium zoea, mysis, postlarva, dan juvenile. Pada 

stadium juvenile telah tiba di daerah pesisir, selanjutnya kembali ke tengah laut 

untuk proses pendewasaan dan bertelur (Ghufran dan Kordi, 2009). 

2.1.3 Kebiasaan Makan 

Udang vaname memiliki kebiasaan  makan dan cara makan (feeding food 

habit) juga identik dengan udang windu, yaitu tergolong hewan omnivorous 

scavenger, pemakan segala (hewan dan tumbuhan), dan bangkai. Jenis makanan 

yang dimakan antara lain plankton (fitoplankton dan zooplankton), alga bentik, 

detritus dan bahan organic lainnya. Udang vaname lebih rakus (piscivorous) dan 

membutuhkan protein yang lebih rendah dibandingkan udang windu. Udang 

vaname membutuhkan pakan udang yang mengandung protein berkisar 32-38%  

sehingga dapat tumbuh dengan optimal (Ghufran dan Kordi, 2009). 

Udang mempunyai kebiasaan dan jenis makanan yang berbeda tergantung 

stadia hidupnya. Pada saat zoea, udang memakan plankton nabati dan mikro 

pellet. Pada stadia mysis, udang cenderung menyukai plankton hewani dan mikro 

pellet. Memasuki stadia post larva, udang hidup di dasar perairan, oleh karena itu 

udang memakan pakan yang tenggelam. Udang dapat tumbuh dengan cepat 
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apabilan diberi pakan dengan kadar protein 35-40% dan cenderung menyukai 

pakan yang berasal dari protein hewani (Suyanto dan Takarina, 2009). 

2.2 White Feces Syndrome 

Infeksi penyakit berak putih pada udang vaname memiliki ciri visual berupa 

akan terlihat kotoran udang berwarna putih memanjang dan mengapung pada 

permukaan air, eksoskeleton nampak lembek dan ditemukan infeksi protozoa 

sehingga menyebabkan insang gelap. (Kaemudin, et al., 2016). WFS sangat 

dihindari oleh para petambak budidaya udang. Pemicu yang komplek akan 

penyakit ini dikhawatirkan menyebabkan gagal panen, apabila tidak ditanggapi 

dengan serius. Penyakit ini sangat mempengaruhi tingkat kelulushidupan dan 

tingkat pertumbuhan pada udang (Thitamadee, et al., 2016). Hal ini dapat dilihat 

terjadi penurunan kelulushidupan hingga 20-30%, selain itu terjadi penurunan 

nafsu makan sehingga konsumsi akan pakan rendah, menyebabkan penurunan 

pertumbuhan secara drastis dan meningkatkan FCR antara 1.7-2.5 (Sriuraitana, 

et al., 2014).  

Menurut hasil penelitian Jayadi, et al. (2016), gejala klinis yang ditimbulkan 

WFS adalah terjadi perubahan morfologi udang vaname (L. vannamei) dan 

lingkungannya. Selain itu terjadi penurunan nafsu makan pada udang yang juga 

menurunkan  kenaikan bobot udang perhari menjadi ≤0,1 gram, sedangkan pada 

udang normal kenaikan bisa mencapai 0,2 gram perhari. Tingkat kelulushidupan 

pada udang vaname yang terinfeksi WFS hanya berkisar 20-30%. Perubahan 

morfologi udang vaname dan lingkungannya yang disebabkan infeksi WFS dapat 

dilihat pada Gambar 2. Terdapat kotoran yang berwarna putih yang mengapung 

dipermukaan perairan (A), dan tampak insang berwarna kehitaman (B). 
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Gambar 2. Gejala Klinis WFS pada Udang Vaname, (A) Kotoran Putih di Perairan, 

(B) Insang tampak kehitaman (Srinivas, et al., 2016). 

 
2.3 Kandungan pada Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.) 

Tinta cumi merupakan hasil sekresi dari kantung tinta yang tidak memiliki 

nilai jual apabila dalam proses pengelohannya tidak tepat. Beberapa penelitian 

mengungkapkan bahwa tinta cumi telah digunakan sebagai pengobatan 

tradisional dikarenakan kandungan yang dimiliknya. Kandungan utama pada tinta 

cumi adalah asam oleat. Fadjar, et al., (2015) memaparkan bahwa dari hasil uji 

GC-MS ekstrak tinta cumi-cumi mengandung senyawa asam oleat. Kandungan 

asam oleat dalam ekstrak tinta cumi-cumi dapat membunuh bakteri secara 

langsung. Asam oleat dalam tinta cumi dapat menempel pada membran bakteri 

(misalnya, ceragenin dan lipopeptida), yang kemudian merusak struktur dinding 

sel bakteri. 

Tinta cumi juga memiliki sifat alkaloid, alkaloid merupakan kelompok 

terbesar dari metabolit sekunder yang beratom nitrogen dan bersifat basa, 

beberapa alkaloid memiliki manfaat dalam proses pengobatan. Tinta cumi 

mengandung butir-butir melanin atau pigmen hitam. Melanin ini berfungsi untuk 

mengikat protein melalui asam amino yang mengandung sulfur, misalnya sistein 

yang bisa mengikat sel darah putih dan berguna mencegah antikanker 

(Pringgenies, et al., 2014). Melanin dari tinta cumi-cumi mempunyai aktivitas anti-
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tumor dan aktivitas antibakteri. Melanin juga berperan sebagai antioksidan, anti 

radiasi, meningkatkan sistem imun (Fitrial dan Khotimah, 2017). 

2.4 Ekstraksi 

Ekstraksi adalah proses yang digunakan untuk memisahkan beberapa zat 

yang diinginkan dari campurannya menggunakan bantuan pelarut. Salah satu 

faktor penting yang menentukan keberhasilan ekstraksi dalam menggunakan 

pelarut adalah pemilihan jenis pelarut yang digunakan. Pelarut yang biasanya 

digunakan adalah etanol, n-heksan, dan metanol (Ariyani, et al., 2008). Pelarut-

pelarut tersebut akan mempengaruhi jenis senyawa bioaktif yang terekstrak 

karena masing-masing pelarut mempunyai efisiensi dan selektifitas yang berbeda 

untuk melarutkan komponen bioaktif (Sartika, et al., 2013). 

Pembuatan ekstrak dapat dilakukan dengan beberapa metode. Salah satu 

yang umum digunakan adalah metode maserasi. Maserasi merupakan proses 

ekstraksi sederhana dengan merendam bahan dalam pelarut dalam beberapa hari 

pada suhu ruang dan terhindar dari cahaya. Proses maserasi dilakukan dengan 

pengadukan 1 menit secara manual pada suhu ruang dan terlindungi dari cahaya, 

kemudian didiamkan selama 12 jam (Damayanti dan Fitriana, 2012). Metode 

maserasi umum digunakan karena metode ini tergolong sederhana dan cepat 

tetapi sudah dapat mencari zat aktif yang diinginkan dengan maksimal. Hasil dari 

proses maserasi berupa ekstrak cair dan dilanjutkan pada proses evaporasi untuk 

diperoleh ekstrak kental (gel) (Sa’adah dan Nurhasnawati, 2015).  

 
2.5 Antimikroba 

Zat antimikroba adalah zat yang dapat menghambat pertumbuhan atau 

metabolisme mikroorganisme. Berdasarkan aktivitasnya, zat antimikroba 

dibedakan menjadi dua jenis, yaitu zat antimikroba yang bersifat membunuh 
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mikroorganisme disebut microbicidal. Sementara itu, zat yang menghambat 

pertumbuhan mikroorganisme disebut microbiostatic. Aktivitas antimikroba 

ditandai dengan terbentuknya suatu zona bening atau zona hambat di sekitar 

kertas cakram (Saskiawan dan Hasanah, 2015). Dalam perkembangannya, zat 

antimikroba yang banyak beredar luas saat ini cenderung bersifat sintetik. Jika 

digunakan secara terus-menerus dapat menimbulkan gangguan bagi kesehatan 

(Harmanto, 2012). 

Mekanisme penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri oleh senyawa 

antibakteri dapat berupa perusakan dinding sel dengan cara menghambat 

pembentukannya atau mengubahnya setelah selesai terbentuk, perubahan 

permeabilitas membran sitoplasma sehingga menyebabkan keluarnya bahan 

makanan dari dalam sel, perubahan molekul protein dan asam nukleat, 

penghambatan kerja enzim, dan penghambatan sintesis asam nukleat dan protein.  

Di bidang farmasi, bahan antibakteri dikenal dengan nama antibiotik, yaitu suatu 

substansi kimia yang dihasilkan oleh mikroba dan dapat menghambat 

pertumbuhan mikroba lain. Senyawa antibakteri dapat bekerja sebagai 

bakteristatik, bakterisidal, dan bakterilitik (Kusmiyati dan Agustini, 2007). 

 
2.6 Cyclophilin A (CypA) 

2.6.1 Pengertian CypA 

Sistem imun merupakan respon organisme terhadap adanya patogen atau 

kualitas air menurun. Sistem imun bekerja apabila reseptornya bekerja dengan 

baik. Hal ini dikarenakan reseptor tersebut digunakan sebagai indikasi perubahan 

lingkungan dan infeksi patogen. Salah satu reseptor sistem imun untuk 

menangkap sinyal adalah CypA. Cyclophilin A adalah protein konvensional yang 

ada pada bakteri, jamur, tumbuhan, dan mamalia. CypA berhubungan dengan 
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immunophilin dan penyusun dari cyclophilin (Cyp), FK binding protein (FKBPs) dan 

parvulins (Qiu, et al., 2009). 

CypA berperan penting pada sinyal sel, indikator beragam lingkungan 

buruk, autoimmune penyakit, dan patogenesis. CypA juga berfungsi dalam sistem 

imunitas bawaan hewan akuatik. CypA merupakan reseptor dari 

immunosuppressor agent cyclosporin A. Cyclosporin A merupakan protein yang 

menjalankan fungsi untuk mendapatkan kontak dengan protein lain atau disebut 

dengan penguhubung (Muhammad, et al., 2017). 

2.6.2 Letak Gen CypA 

CypA terletak di beberapa organ, diantaranya hepatopankreas, insang, 

organ limfoid, dan otot (daging). LvCypA tertinggi terletak pada otot, kemudian 

insang dan organ limfoid dan diikuti hepatopankreas. Hasil dari real time PCR 

menunjukkan bahwa ekpresi LvCypA terdapat pada jaringan otot yang lebih tinggi 

daripada organ limfoid dan hepatopankreas. Tingkat ekpresi otot 1.2 kali lipat lebih 

tinggi dari hepatopankreas, 0.4 kali lebih tinggi dari insang dan 0.8 kali lebih tinggi 

daripada organ limfoid (Muhammad, et al., 2017). Qiu, et al. (2009), memaparkan 

dalam penelitiannya bahwa ekspresi dari CypA terdapat juga pada ovari, hati, 

darah dan otak pada udang.  

2.6.3 Pengaruh CypA 

Faktor yang mempengaruhi tingkat produksi dalam usaha budidaya 

crustacea antara lain adalah kesehatan, laju pertumbuhan, dan kelulushidupan. 

Secara fisiologis udang yang mengalami kerusakan sel, ditandai dengan karapas 

yang lembek serta berenang yang tidak normal. Hal ini dipengaruhi karena 

terganggunya gen reseptor pada udang. Gen reseptor tersebut salah satunya 

adalah Cyclophilin A (CypA). CypA berpengaruh dalam respon rangsangan 

inflamasi seperti infeksi dan hipoksia (De Wilde, et al., 2018). CypA juga memiliki 
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peran penting dalam sinyal sel, apoptosis, merespon adanya lingkungan yang 

buruk, sistem auto-imun penyakit dan patogenesis (Muhammad, et al., 2017). 

 
2.7 Teknik Analisis Biologi Molekuler 

2.7.1 Isolasi DNA 

Isolasi DNA merupakan tahap pertama dari berbagai teknologi analisis 

DNA. DNA dapat ditemukan baik pada kromosom inti maupun pada organel yaitu 

pada mitokondria dan kloroplas. Untuk mengekstrak DNA diperlukan langkah – 

langkah laboratorium untuk memecahkan dinding sel dan membran inti, dan 

dilanjutkan dengan pemisahan DNA dari berbagai komponen sel yang lain. Pada 

saat melakukannya harus dijaga agar DNA tidak rusak dan didapatkan DNA dalam 

bentuk rantai yang panjang (Fatchiyah, et al., 2009). 

Proses pengeluaran DNA dari tempatnya berada (ekstraksi atau lisis) 

biasanya dilakukan dengan homogenasi dan penambahan buffer ekstraksi atau 

buffer lisis untuk mencegah DNA rusak. Untuk membantu terjadinya lisis biasanya 

dilakukan inkubasi pada suhu sekitar 60oC. Dalam proses ini biasa digunakan 

senyawa – senyawa phenol, chloroform, dan isoamyl alcohol untujk 

memaksimalkan proses lisis (Fatchiyah, et al., 2009). Tan dan Yiap (2009) 

mengatakan bahwa ekstraksi DNA menggunakan prosedur phenol-chlotoform. 

Phenol-cloroform adalah salah satu contoh, yang secara luas digunakan untuk 

ekstraksi DNA. Untuk ekstraksi RNA sering menggunakan kit daripada metode 

manual. Chen et al. (2007), melakukan ekstraksi RNA menggunakan kit 

Purescript® RNA Isolation Kit (Gentra). Karena RNA lebih gampang terkontaminasi 

saat melakukan ekstraksi. 
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2.7.2 Primer 

Primer merupakan oligonukleotida sintesis, umumnya terdiri atas 12 hingga 

20 basa, yang berfungsi sebagai prekursor sintesis DNA dari DNA template. 

Oligonukleotida memiliki urutan sekuens berbeda dan komplementer dengan utas 

yang berlawanan pada DNA template. Pada proses PCR diperlukan adanya satu 

set primer yang masing-masing terletak di kedua ujung fragmen DNA target, yaitu 

primer forward (arah sintesis maju) dan reverse (arah sintesis terbalik), yang 

dikatalisis oleh DNA polimerase (Dienffenbach dan Dveksler, 1995). 

Perancangan primer dilakukan berdasarkan sekuens basa atau asam 

amino yang konservatif. Tingkat konservatif dapat diperoleh melalui penjajaran 

(alignment) beberapa sekuens. Beberapa hal yang harus diperhatikan dalam 

perancangan primer untuk mengoptimalkan perolehan hasil amplifikasi, yaitu 

terbebas dari pembentukan stuktur sekunder (hairpin/struktur tusuk konde, self 

dimer, dan cross dimer), besar amplicon, panjang primer, titik leleh, dan kestabilan 

internal proses PCR (Riupassa, 2009). 

2.7.3 PCR (Polymerase Chain Reaction) 

PCR adalah salah satu teknik dalam biologi molekuler untuk 

mengamplifikasi atau menggandakan sejumlah kecil DNA secara in vitro 

menggunakan sistem enzimatik dan suhu. PCR juga disebut sebagai metode 

untuk mendeteksi dan mengukur virus pada sampel (Sedlak dan Jerome, 2013)., 

Salah satu pengaplikasian PCR di dunia medis yaitu digunakan sebagai forensik 

untuk mengidentifikasi penjahat dan mendiagnosa penyakit (Garibyan dan 

Avashia, 2013). 

Komponen yang dibutuhkan dalam reaksi PCR adalah DNA target 

(template) yaitu fragmen DNA yang akan dilipatgandakan, oligonukleotida primer 

yaitu suatu sekuen oligonukleotida pendek (15 - 25 basa nukleotida) yang 
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digunakan untuk mengawali sintesis rantai DNA, deoksiribonukleotida trifosfat 

(dNTP), bufer, dan yang terakhir enzim DNA polimerase sebagai katalis reaksi 

sintesis rantai DNA (Yuwono, 2006).  

Reaksi PCR terdiri atas beberapa siklus, biasanya 20 sampai 40 siklus. 

Setiap siklus PCR, DNA polimerase akan menggandakan DNA sebanyak dua kali. 

Reaksi PCR terdiri atas 3 tahapan berulang seperti pada Gambar 4. Tahapan 

tersebut yaitu denaturasi (denaturation), penempelan (annealing), dan 

pemanjangan (extension). Pemisahan untai DNA (denaturasi) dilakukan pada 

suhu 94°C selama 60 detik sehingga terjadi pemisahan utas ganda DNA menjadi 

dua utas tunggal DNA yang menjadi cetakan (template) tempat penempelan 

primer dan tempat kerja DNA polimerase. Selanjutnya proses penempelan yang 

dilakukan pada suhu 54°C agar terjadi hibridisasi dengan pita DNA selama 45 

detik. DNA polimerase akan memasangkan dNTP yang sesuai dengan 

pasangannya, jika basa pada cetakan adalah A (adenin) maka akan dipasangkan 

dengan deoxytiamine triphosphate (dTTP) dan begitu seterusnya. Tahapan yang 

terakhir yaitu pemanjangan. Suhu pada tahap ini dinaikkan 72°C yang merupakan 

suhu optimum Taq DNA polimerase untuk polimerisasi selama 30 detik. 

Polimerisasi DNA akan mensintesis pita-pita DNA baru dengan cara 

memanjangkan rantai primer. Waktu pemanjangan bergantung pada panjang 

daerah yang akan diamplifikasi (Bintang, 2010). Tahapan reaksi PCR dan 

prosedur pelaksanaan PCR dapat dilihat pada Gambar 3 dan 4. 
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Gambar 3. Tahapan Reaksi PCR (Sambrook, et al., 1989) 

 
Gambar 4. Prosedur umum pelaksanaan PCR (Suharsono dan Wdyastuti, 2006) 

2.7.4 Elektroforesis  

Elektroforesis merupakan proses bergeraknya molekul bermuatan pada 

suatu medan listrik. Kecepatan molekul bergerak pada medan listrik tergantung 

pada muatan, bentuk, dan ukuran. Dengan demikian elektroforesis dapat 

digunakan untuk separasi makromolekul (seperti protein dan asam nukleat) 

(Fatchiyah et al., 2009). Elektroforesis digunakan untuk identifikasi, pemisahan, 

dan purifikasi fragmen DNA. 
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Pada prinsipnya molekul DNA yang bermuatan negatif akan bermigrasi ke 

elektroda positif karena molekul DNA negatif mengandung gugus fosfat 

(Sambrook dan Russel, 2001). Proses identifikasi lokasi fragmen DNA dilakukan 

dengan menggunakan 1 µl pewarna etidium bromida yang ditambahkan ke 5 µl 

DNA dan 2% gel agarose (Reddy, 2013). Etidium bromida digunakan untuk 

visualisasi DNA dibawah sinar UV (305 nm), karena pita DNA dapat berikatan 

dengan pewarna tersebut. semakin besar ukuran pita DNA yang terbentuk pada 

media gel agarose, maka konsentrasi DNA semakin baik. 

2.7.5 Sekuensing 

Sekuensing DNA atau pengurutan DNA adalah proses atau teknik 

penentuan urutan basa nukleotida pada suatu molekul DNA. Urutan tersebut 

dikenal sebagai sekuens DNA, yang merupakan informasi paling mendasar suatu 

gen atau genom karena mengandung instruksi yang dibutuhkan untuk 

pembentukan tubuh makhluk hidup (Roger, 2011). Sekuensing DNA dapat 

dimanfaatkan untuk menentukan identitas maupun fungsi gen atau fragmen DNA 

lainnya dengan cara membandingkan sekuens-nya dengan sekuens DNA lain 

yang sudah diketahui (Glick, 2010).  

Metode sekuensing otomatis mampu mengurutkan sekuens DNA lebih 

banyak dalam waktu yang lebih singkat. Prosedur  yang dijalankan oleh mesin 

sekuensing DNA otomatis dilakukan dalam tabung tunggal yang berisi keempat 

ddNTP, masing-masing diberi label dengan pewarna warna yang berbeda. Seperti 

dalam metode Sanger yang manual, DNA dipisahkan pada gel. Dalam sekuensing 

otomatis menggunakan ABI 377 alat analisis genetik otomatis yang menggunakan 

sistem lempengan gel elektroforesis. Terakhir ABI 310 mesin penganalisa ukuran 

fragmen genetik menganalisis produk sekuensing dengan sistem elektroforesis 

berbasis kapiler, selanjutnya keempat pewarna berpendar pada panjang 
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gelombang yang berbeda, kemudian laser membaca gel untuk menentukan 

identitas dari band masing-masing sesuai dengan panjang gelombang di mana ia 

berfluoresensi. Hasilnya kemudian digambarkan dalam bentuk kromatogram, 

dimana puncak berwarna sesuai dengan posisi urutan nukleotida (Agrawal, 2008). 

2.7.6 Program Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

Program Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) adalah program dari 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) yang digunakan untuk 

mencari similaritas dari suatu sequence nukleotida atau protein dengan sequence 

database yang terdapat pada GenBank.  Similaritas tersebut digunakan untuk 

mengetahui fungsi dari suatu gen, memperkirakan anggota baru dari suatu famili, 

dan mengetahui hubungan kekerabatan (NCBI, 2011). Layout website NCBI dapat 

dilihat pada Gambar 5. 

 
Gambar 5. Layout dari website NCBI yang memuat program BLAST (NCBI, 2011). 
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3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Materi Penelitian 

3.1.1 Alat Penelitian 

Alat-alat  yang digunakan untuk penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Alat-alat penelitian yang digunakan 

No. Alat Kegunaan 

1. 
 

Kulkas 
 

Untuk menyimpan bahan pada suhu 
dingin 

2. Kabel roll Untuk menghubungkan arus listrik 
3. Gelas ukur 100 ml Sebagai alat mengukur larutan 

4. Mikropipet 100-1000 µl Untuk mengambil bahan yang berbentuk 
cair 

5. Timbangan analitik 
 

Sebagai alat penimbang bahan dengan 
ketelitian 10-4 

6. Nampan  Sebagai tempat menimpan alat 
7. Washing bottle Sebagai tempat menyimpan akuades dan 

tempat menyimpan alkohol untuk 
sterilisasi 

8. Refraktometer Sebagai alat untuk mengukur salinitas 
9. Botol sprayer Untuk tempat menyimpan larutan air 

hangat yang telah dicampur ekstrak tinta 
cumi-cumi dan untuk wadah klorin 

10. Pipa paralon Untuk shelter/tempat berlindung udang 

11. Heater masak Untuk memasak air hangat 
12. Ember 25 L Untuk wadah air laut 

13. Mikropipet 1-10 µl Untuk mengambil bahan yang berbentuk 
cair 

14. Selang aerasi Untuk menyalurkan O2 dari aerator ke 
media 

15. Batu aerasi Untuk memecah O2 yang dihasilkan oleh 
aerator ke air 

16. Spin Down Untuk membantu menghomogenkan 
larutan 

17. Heater akuarium Untuk memberikan suhu panas yang 
sesuai 

18. Seser  Untuk mempermudah dalam 
memindahkan udang 

19. Akuarium 30x30x40 cm Untuk wadah pemeliharaan udang 
20. pH meter Untuk mengukur besarnya pH dalam 

media pemeliharaan 
21. Thermometer Untuk mengetahui suhu air sampel 
22. DO meter Untuk mengukur kandungan DO dalam 

media pemeliharaan 
23. Mikroskop Untuk membantu pengamatan plankton 
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No. Alat Kegunaan 

24. Gel Doc Untuk visualisasi hasil amplifikasi 
25. Thermal cycler Untuk mengamplifikasi sampel DNA 
26. Casting ray Untuk membuat mencetak gel agarose 
27. Pipet tetes Untuk membantu mengambil air 

bersalinitas 
28. Blower Untuk sumber oksigen utama 
29. Gel tank Untuk wadah gel agarose 
30. Hotplate Untuk memanaskan larutan 
31. Erlenmeyer Untuk wadah menghomogenkan larutan 
32. Pipet volume Untuk membantu mengambil larutan 
33. Bola hisap Untuk membantu pipet volume 
34. Statif Untuk tempat buret 
35. Buret Untuk wadah larutan 
36. Paranet Untuk pelindung agar udang tidak 

melompat keluar dari toples 
37. Klip kertas Untuk menjepit paranet 
38. Loyang Untuk tempat pakan yang telah disemprot 

ekstrak tinta cumi-cumi 
39. Inkubator Untuk menginkubasi pakan 
40. Microwave Untuk memanaskan gel agarose 
41. Microtitter Untuk menghomogenkan amplicon 

dengan loading dye 
42. Nanodrop spectrofotometer Untuk uji kualitatif DNA 
43. Sectio set Untuk membantu mengambil sampel 

udang 
44. Sentrifuge dingin Untuk memisahkan supernatan dan residu 
45. Sprayer Untuk wadah alkohol 70% 
46. Komputer Untuk menjalankan alat software 
47. Rak tip Untuk wadah tip sebelum digunakan 
48. Printer Untuk mencetak hasil aplikasi software 
49. Combs Untuk membuat sumuran pada gel 

agarose 
50. Kamera Untuk mendokumentasikan selama 

kegiatan 
 

3.1.2 Bahan Penelitian 

Bahan-bahan yang digunakan untuk penelitian ini dapat dilihat pada 

Tabel 2. 

Tabel 2. Bahan-bahan penelitian yang digunakan 

No. Bahan Kegunaan 

1. Ekstrak tinta cumi-cumi 
(Loligo sp.) 

Sebagai bahan yang akan diuji 
pengaruhnya 

2. Aquades  Sebagai bahan pelarut 
 

3. Udang vaname 
(Litopenaeus vannamei) 

Sebagai objek yang diuji 

Tabel 1. (Lanjutan) 
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No. Bahan Kegunaan 

4. Alumunium foil Sebagai bahan yang digunakan untuk 
membungkus ekstrak tinta cumi-cumi 

5. Alkohol 70% Sebagai pengondisian aseptis 
6. Kertas label Sebagai penanda 
7. Tisu  Sebagai bahan pembersih 
8. Air tawar Sebagai bahan pembuat air payau 
9. Air laut Sebagai bahan pembuat air payau 
10. Air payau Sebagai media hidup udang vaname 
11. Methanol Sebagai bahan fiksasi 
12. Pakan Sebagai pakan udang selama 

pemeliharaan 
13. Test kit (Nitrit, Nitrat 

Amonia) 
Sebagai pengukur kadar nitrit, nitrat, 
amonia 

14. KmnO4 Sebagai oksidator dan larutan titrasi 
TOM 

15. H2SO4 Sebagai katalisator 
16. Na-Oxalat Sebagai reduktor 
17. Air sampel Sebagai sampel yang diukur kualitas 

airnya 
18. Methyl orange Sebagai pengondisian asam 
19. HCl 0,02 N Sebagai larutan titrasi alkalinitas 
20. Tube 1,5 ml steril Sebagai wadah larutan ekstraksi 
21. Tube PCR10 μl Sebagai wadah sampel PCR 
22. Blue tip Sebagai pembantu mengambil larutan 
23. Yellow tip Sebagai pembantu mengambil larutan 
24. White tip Sebagai pembantu mengambil larutan 
25. Trashbag Sebagai penutup toples akuarium 
26. Masker Sebagai pelindung mulut 
27. Lateks Sebagai pelindung tangan 
28. Larutan elusi (TE-Buffer) Sebagai larutan blanko uji kuantitatif 

DNA 
29. Larutan Kit Tiangen 

(Buffer GA, Buffer GB, 
Buffer GD, Buffer DW, 
Buffer TE, Proteinase K, 
Spin Column, Etanol 

Absolut) 

Sebagai larutan Ekstraksi DNA 

30. Primer CypA Sebagai pembatas DNA Target yang 
akan diduplikasi 

31. Go Taq Green DNTP; sebagai cetakan DNA yang 
akan diduplikasi 

32. ddH2O Sebagi pelarut saat proses mixing 
33. Bubuk agarose Bahan dasar pembuatan agarose 
34. Etbr Pelarut pembuatan agarose 

 

Tabel 2. (Lanjutan) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

3.2 Metode Penelitian 

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini yaitu metode 

penelitian deskriptif. Metode penelitian deskriptif merupakan suatu penelitian yang 

digunakan untuk mendeskripsikan atau menjelaskan suatu kejadian yang ada 

pada saat ini atau pada masa lampau, baik kejadian tersebut bersifat ilmiah atau 

rekayasa dari manusia (Sukmadinata, 2011). Adapun tujuan dari penelitian 

deskriptif yaitu untuk membuat suatu gambaran penjelasan atau lukisan yang 

disusun secara sistematis, faktual dan akurat mengenai kejadian nyata (fakta), 

sifat-sifat atau hubungan antar kejadian yang sedang diamati dan sedang diteliti 

oleh seorang peneliti (Hamdi dan Baharuddin, 2014). 

3.3 Teknik Pengambilan Data 

Proses pengambilan data dalam penelitian ini dilakukan dengan cara 

observasi langsung. Hasanah (2016) mendefinisikan observasi sebagai aktivitas 

mencatat suatu gejala dengan bantuan instrumen-instrumen dan merekamnya 

dengan tujuan ilmiah atau tujuan lain. Lebih lanjut dikatakan bahwa observasi 

merupakan kumpulan kesan tentang dunia sekitar berdasarkan semua 

kemampuan daya tangkap pancaindera manusia. Teknik observasi menurut 

Diantha (2016) dapat dibedakan menjadi dua yaitu teknik observasi langsung dan 

teknik observasi tidak langsung. Teknik observasi langsung adalah teknik 

pengumpulan data di mana peneliti mengadakan pengamatan secara langsung 

atau tanpa alat terhadap gejala-gejala subjek yang diselidiki baik pengamatan 

dilakukan dalam situasi yang sebenarnya maupun dilakukan dalam situasi buatan, 

yang khusus diadakan. Adapun teknik observasi tidak langsung adalah teknik 

pengumpulan data di mana peneliti mengadakan pengamatan terhadap gejala-

gejala subjek yang ditelitinya dengan perantaraan sebuah alat. 
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3.4 Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian adalah gambaran garis besar penelitian yang akan 

dilakukan oleh peneliti untuk mencapai tujuan tertentu. Penelitian ini menggunakan 

rancangan penelitian deskriptif. Nursalam (2008) menjelaskan bahwa rancangan 

penelitian deskriptif bertujuan untuk menjelaskan atau menggambarkan, memberi 

suatu nama, situasi atau fenomena-fenomena yang ada, dalam menemukan ide 

baru. Penelitian deskriptif umumnya dilakukan dengan menunjukkan hubungan 

antar berbagai variabel. Hal yang harus diperhatikan pada setiap penelitian yaitu 

terdapat suatu desain atau rancangan. Rancangan ini digunakan sebagai panduan 

yang digunakan oleh peneliti dalam melakukan penelitian agar mencapai suatu 

tujuannya (Nursalam, 2008). 

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan variabel bebas berupa 

perlakuan pemberian ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) yang mengacu pada 

penelitian sebelumnya oleh Anjaini (2016), bahwa dosis terbaik ekstrak tinta cumi-

cumi (Loligo sp.) untuk menghambat bakteri V. harveyi adalah 8 ppm. Dosis 

ekstrak cumi-cumi 8 ppm tersebut dilakukan pencampuran dengan dispray pada 

pakan. Pakan yang sudah tercampur ekstrak tinta cumi akan diberikan pada 

sampel perlakuan dan digunakan kontrol (sampel yang terinfeksi WFS) sebagai 

pembanding yang pakan tidak mengandung ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.). 

Mengacu pada pernyataan diatas, maka pada penelitian ini digunakan tiga 

perlakuan dengan pada salinitas yang berbeda yaitu 24 ppt, 27 ppt, 30 ppt dan 

kontrol (33 ppt). Penentuan kadar salinitas yang digunakan didasarkan pada 

parameter dari variabel yang digunakan, yaitu toleransi kehidupan udang vaname 

dan bakteri Vibrio dimana merupakan bakteri yang diduga menyebabkan 

terjadinya WFS.  Hasil pemaparan Taslihan (1992), Vibrio dapat tumbuh dengan 

baik pada kisaran salinitas 20-40 ppt. Sedangkan udang vaname memiliki toleransi 
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salinitas berkisar antara 0,5-45 ppt (Pasongli, et al.,2015). Dalam penelitian ini 

dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali, sehingga didapatkan total sampel 

sebanyak 12 sampel. Pada setiap perlakuan nantinya akan diambil daging udang 

pada setiap ulangan. Perlakuan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

sebagai berikut:  

A  : Perlakuan pemberian ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) yang dicampur 

pakan dengan  dosis 8 ppm terhadap udang vaname yang terinfeksi WFS 

dengan salinitas media 24 ppt. 

B  : Perlakuan pemberian ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) yang dicampur 

pakan dengan  dosis 8 ppm terhadap udang vaname yang terinfeksi WFS 

dengan salinitas media 27 ppt. 

C  : Perlakuan pemberian ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) yang dicampur 

pakan dengan  dosis 8 ppm terhadap udang vaname yang terinfeksi WFS 

dengan salinitas media 30 ppt. 

K (+) : Perlakuan udang vaname yang terinfeksi WFS dan tanpa pemberian 

ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) yang dicampur pakan dengan salinitas 

media 33 ppt. 

K (-) : Perlakuan udang vaname yang tidak terinfeksi WFS (udang normal) dan 

tanpa pemberian ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.). 

Denah penelitian disajikan pada Gambar 6 dibawah ini: 

 
Gambar 1. Denah Penelitian 
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Keterangan: 
A, B, C  : perlakuan          
K  : kontrol 
1,2,3  : ulangan 

3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Persiapan Penelitian 

a. Pengambilan Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.) 

Tahap pengambilan tinta cumi-cumi (Loligo sp.) menjadi tahapan awal 

dalam penelitian ini, langkah-langkah sebagai berikut: 

 Tahap pertama yang harus dilakukan dalam penelitian ini adalah 

pengambilan tinta dari cumi-cumi. Cumi-cumi yang digunakan berasal dari 

wilayah Pasuruan, Jawa Timur dalam keadaan segar. Pengambilan tinta 

diawali dengan pemotongan secara vertikal atau membujur bagian mantel 

(bagian bawah/posterior tubuh cumi-cumi) dengan sectio set. Kemudian 

kantong tinta cumi diambil menggunakan pinset. Pengambilan dilakukan 

dengan hati-hati untuk menghindari sobeknya kantong tinta. 

 Kantong tinta cumi diletakkan pada wadah dan dipotong dengan 

menggunakan gunting, selanjutnya diperas untuk diambil tintanya (karena 

mengandung assam oleat) yang berwarna hitam pekat.  

 Tinta cumi-cumi dimasukkan pada lemari pendingin untuk mencegah agar 

tinta tidak rusak.   

b. Pembuatan Ekstrak Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.) 

Tinta cumi diambil dari wilayah Pasuruan, Jawa Timur dalam keadaan 

segar. Adapun proses ekstraksi tinta cumi adalah sebagai berikut: 

 Maserasi merupakan upaya perendaman tinta cumi-cumi dengan pelarut. 

Pada penelitian ini pelarut yang digunakan adalah pelarut metanol 96%. 

Perbandingan pencampuran antara tinta cumi-cumi dan pelarut (metanol) 
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adalah 1:3 yaitu 50 ml tinta cumi- cumi dengan 150 ml Metanol (Girija, et 

al. 2012). 

 Tinta cumi-cumi diambil menggunakan gelas ukur sebanyak 50 ml dan 

metanol sebanyak 150 ml lalu dituangkan ke dalam toples. 

 Mulut toples ditutup dengan menggunakan kapas dan aluminium foil 

kemudian diikat dengan tali.  

 Toples disimpan selama 7 hari. Kemudian dilakukan evaporasi dengan 

menggunakan rotary evaporator.  

Waktu yang digunakan untuk membuat ekstrak kasar tinta cumi-cumi 

adalah 7 hari. Waktu tersebut merupakan waktu untuk pelarut dapat mengikat 

biomolekul dari tinta cumi. Hal tersebut mengacu pada penelitian Girija, et al. 

(2012), Ekstraksi kasar dari biomolekul aktif dilakukan menggunakan pelarut. 

Setelah proses evaporasi dari 200 ml hasil maserasi tinta cumi dengan pelarut 

metanol didapatkan ekstrak kasar berbentuk pasta dengan berat 38,15 gram. 

c. Sterilisasi  

 Alat laboratorium 

Sterilisasi merupakan upaya pengelolaan alat atau bahan dengan 

pemusnahan mikroorganisme patogen bakteri-bakteri hingga ke bagian sporanya 

(Sofiana dan Wahyuni, 2015). Proses sterilisasi dilakukan dengan metode sebagai 

berikut: 

 Alat-alat yang akan disterilisasi dibungkus dengan menggunakan kertas 

koran (tabung reaksi dan erlenmeyer bagian atas diberi kapas dan ditutup 

aluminium foil). 

 Akuades dituang secukupnya dalam autoklaf, kemudian alat yang telah 

dibungkus kertas koran dimasukkan ke dalam autoklaf dan ditutup rapat, 

selanjutnya ditekan ON. 
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 Setelah uap keluar, ditutup klep pada autoklaf dan ditunggu suhu sampai 

121oC. 

 Setelah mencapai suhu 121oC, pengatur suhu dikecilkan hingga lampu 

sterilisasi menyala. Kemudian pengatur waktu diputar pada 15 menit. 

 Kemudian ditunggu proses sterilisasi hingga alarm berbunyi. Kemudian 

saklar listrik dimatikan dan ditunggu sampai suhu 0oC.  

 Akuarium pemeliharaan 

Sebelum dilakukan pemeliharaan, akuarium di sterilisasi terlebih dahulu 

menggunakan kaporit dosis 20.000 ppm dan direndam selama 24 jam. Kemudian 

ditambahkan larutan Na-thiosulfat 10.000 ppm ditunggu selama 24 jam. 

Selanjutnya, dibilas menggunakan air biasa. Setelah itu, dilakukan pencucian 

menggunakan sabun dan dibilas air, lalu dikeringkan. Selang aerator, batu aerator 

juga disterilisasi dengan cara direbus menggunakan air panas yang mendidih dan 

bersuhu ±100oC. 

 Media pemeliharaan udang vaname 

Sebelum dilakukan pengenceran, terlebih dahulu dilakukan sterilisasi 

menggunakan kaporit 20 gram yang dilarutkan kedalam 1 liter air laut. Selain air 

laut, media air tawar juga disterilisasi untuk percampuran proses pengenceran. 

Media pemeliharaan diberi aerasi untuk menghomogenkan. Setelah 24 jam, 

dinetralkan dengan Na-thiosulfat dengan penggunaan dosis ½  dari penggunaan 

kaporit yaitu 10 gram yang dilarutkan kedalam 1 liter air.  

d. Pengambilan Sampel Udang Vaname (L. vannamei) 
 

Hewan uji yang digunakan yaitu udang vaname (L. vannamei)  yang 

didapatkan dari UPT PPL Probolinggo sebanyak 400 ekor dengan menggunakan 

plastik yang dirangkap dua agar meminimalisir kebocoran. Udang vaname yang 

diambil memiliki bobot rata-rata 2,18 gram (nilai Standar Deviasi = 0,49) 
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e. Pengambilan Sampel Blue Green Algae (BGA) yang terinfeksi WFS 
 

Blue Green Algae (BGA) diambil dari tambak Tani Manunggul 2, 

Kabupaten Tuban, Jawa Timur. Kepadatan BGA sebesar 213,33 x 104 sel/ml. 

Salinitas BGA yang didapat yaitu 33 ppt. BGA diambil menggunakan jerigen yang 

berkapasitas 30 liter menggunakan alat angkut roda empat. 

f. Suplementasi Ekstrak Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.) 

Prosedur penelitian penambahan suplementasi ekstrak tinta cumi-cumi 

(Loligo sp.) ke dalam pakan dengan menggunakan metode spray (Kaemudin, et 

al., 2016). Pertama dilakukan penimbangan ekstrak tinta cumi-cumi sesuai dosis 

perlakuan 8 ppm.  Kemudian ekstrak tinta cumi-cumi dilarutkan ke dalam air 

hangat. Ekstrak yang sudah dilarutkan selanjutnya disemprot pada pakan secara 

merata dan diinkubasi pada suhu ruang (25oC) selama satu hari. 

g. Kultur Bakteri Vibrio harveyi 

Media yang digunakan untuk kultur bakteri adalah media Nutrient Broth. 

Kepadatan bakteri V. harveyi 1011 cfu/ml dan kepadatan untuk penginfeksian 

bakteri 106 cfu/ml. Kultur bakteri dilakukan di Laboratorium Penyakit dan 

Kesehatan Ikan, Fakultas Perikanan Dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya 

didalam Laminary Air Flow. Setelah bakteri dikultur, dilakukan inkubasi didalam 

inkubator pada suhu 30oC. 

3.5.2 Pelaksanaan Penelitian 

a. Pembuatan Media Air Tawar dan Air Laut 

Pembuatan media dilakukan berdasarkan tiga perlakuan, antara lain A (24 

ppt), B (27 ppt), C (30 ppt), dan kontrol (33 ppt). Pembuatan media bersalinitas 

berdasarkan penelitian Ali dan Waluyo (2015), bahwa pada tiap-tiap akuarium 

menggunakan rumus : 
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Dimana V1 adalah volume media pemeliharaan, N1 adalah salinitas air yang 

diinginkan, sedangkan V2 adalah volume air BGA dan N2 adalah salinitas yang 

sudah ditetapkan yaitu 33 ppt (salinitas air BGA). Air laut yang sudah ditambahkan 

air tawar dihomogenkan dengan cara diaerasi. Perhitungan pembuatan media 

dapat dilihat pada Lampiran 6. 

b. Penginfeksian Bakteri Vibrio harveyi 

Infeksi yang dilakukan pada penelitian ini menggunakan cara perendaman. 

Adapun wadah yang digunakan adalah akuarium yang memiliki kapasitas 25 L 

sebanyak 12 buah. Volume air laut  yang diisikan ke dalam akuarium yaitu 20 L. 

Masing-masing akuarium ditebar 14 ekor udang (DOC 30). Udang tersebut 

direndam di air media yang berisi biakan bakteri 106 cfu/mL.  Setiap akuarium diisi 

air media sesuai dengan tiga perlakuan salinitas dan kontrol, antara lain 24 ppt 

(A), 27 ppt (B), 30 ppt (C), dan 33 ppt (K).  

Penginfeksian bakteri berdasarkan penelitian Suriyani, et al. (2013), 

menunjukkan dengan menggunakan biakan bakteri 106 cfu/mL dapat menginfeksi 

udang. Hal ini dapat dilihat 12 jam pasca infeksi ditemukan gen yang mengkode 

hemolisin. Gen ini digunakan sebagai penanda untuk deteksi Vibriosis. 

c. Pemberian Treatment Pakan yang Telah Dicampur dengan Ekstrak 
Tinta Cumi-cumi (Loligo sp.) 

 
Pemberian pakan yang telah dicampur dengan ekstrak tinta cumi-cumi 

(Loligo sp.) dilakukan sebanyak empat kali dalam sehari yaitu pukul 08.00, 12.00, 

16.00, dan 20.00 WIB. Pemberian pakan sesuai FR (Feeding Rate) yaitu 5% dari 

total biomassa/hari. Padat tebar dalam satu akuarium diisi 14 ekor udang. Berat 

total biomassa dari satu akuarium yaitu 30,52 gram. Total pakan yang diberikan 

per hari dalam satu akuarium yaitu 1,53 gram. Pakan dimasukan kedalam masing-

V1 . N1 = V2  .  N2 
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masing akuarium dengan perlakuan salinitas yang berbeda yaitu perlakuan A (24 

ppt), perlakuan B (27 ppt), dan perlakuan C (30 ppt). Udang vaname dipelihara 

selama 14 hari dan diamati gejala klinis udang yang telah diberi treatment melalui 

pakan. 

Udang putih dapat tumbuh baik dengan kepadatan tebar yang tinggi, yaitu 

60-150 ekor/m2. Dengan tingkat pertumbuhan 1-1,5 gr/minggu. Hal ini disebabkan 

udang putih mampu memanfaatkan kolom air sebagai tempat hidup sehingga 

ruang hidup udang menjadi lebih luas (Supono, 2006). Hal ini sesuai dengan padat 

tebar yang digunakan dalam penelitian ini.  

d. Pengukuran Kualitas Air  

Penelitian ini dilakukan pengukuran kualitas air sebagai parameter 

penunjang. Pengukuran kualitas air dibagi menjadi dua yaitu kualitas air harian 

dan mingguan. Kualitas air harian diukur sebanyak dua kali dalam sehari yaitu 

pukul 08.00 dan 16.00 WIB. Parameter yang diukur harian adalah tingkat oksigen 

terlarut (Dissolved Oxygen), suhu air pada media pemeliharaan, derajat keasaman 

(pH) dan salinitas. Pengukuran kualitas air mingguan dilakukan sebanyak dua kali 

dalam dua minggu masa pengamatan. Parameter yang diukur yaitu nitrat, nitrit, 

ammonia, TOM dan alkalinitas. 

e. Pengambilan Sampel Organ Udang Vaname (Daging) 

Beberapa udang di setiap perlakuan dan ulangan diambil dagingnya, 

kemudian dilakukan uji PCR guna mengetahui pengaruh dari pemberian ekstrak 

tinta cumi-cumi terhadap gen CypA pada udang vanname dengan salinitas media 

yang berbeda. Pertama yaitu dipotong karapas punggung udang menggunakan 

sectio set, lalu dibuang bagian ususnya dan diambil hanya dagingnya saja. Sampel 

daging yang diambil adalah dari setiap perlakuan dengan tiga ulangan, masing-

masing paling sedikit satu gram. Sampel daging diletakkan pada mikrotube ukuran 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

1.5 ml dan diberi label setiap masing-masing mikrotube. Selanjutnya sampel 

udang dicacah dan ditimbang sebenyak 0,05 gram guna ekstraksi DNA. Tahap 

selanjutnya dilakukan uji kuantitatif DNA, amplifikasi, elektroforesis dan 

sekuensing serta BLASTn untuk mengetahui ada atau tidaknya mutasi pada udang 

yang terkena WFS. 

3.6 Paramater Uji  

3.6.1 Parameter Utama 

Parameter utama dalam penelitian ini antara lain uji kuantitatif DNA, hasil 

elektroforesis dan hasil BLAST. 

a. Uji Kuantitatif 

Pada proses ekstraksi DNA dilakukan dengan menggunakan Kit Tiangen 

dengan prosedur sebagai berikut;  

 Daging sampel yang sudah didapatkan ditimbang menggunakan 

timbangan analitik hingga didapatkan 0,05 gram.  

 Sampel dicacah di dalam tube 1,5 ml dengan gunting hingga halus dan 

ditambahkan TE-Buffer pH 7.  

 Setelah halus ditambahkan 200 μL buffer GA dan 20 μL proteinase-K dan 

dilapisi menggunakan paraffin.  

 Selanjutnya sampel diinkubasi pada thermo mixer dengan suhu 56 oC 

semalam untuk mengoptimalkan proses lisis pada sel dengan kecepatan 

800 rpm.  

 Kemudian sampel disentrifugasi selama 8 menit dengan kecepatan 11.000 

rpm, pada suhu ruang.  
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 Diambil supernatant dan ditambahkan buffer GB untuk memaksimalkan 

proses lisis dan meminimalisir kontaminan protein selanjutnya diinkubasi 

kembali pada suhu 70 oC selama 30 menit.  

 Kemudian ditambahkan 200 μL etanol absolut untuk mengikat DNA dan 

divortex selama 10 detik.  

 Setelah itu sampel dipindahkan ke spin column dan disentrifugasi 12.000 

rpm selama 4 menit.  

 Selanjutnya ditambahkan 500 μL buffer GD dan disentrifugasi dengan 

kecepatan 12.000 rpm selama 4 menit.  

 Setelahnya ditambahkan 600 μL buffer PW  dan disentrifugasi dengan 

kecepatan 12.000 rpm selama 4 menit sebanyak 2 kali (diulang 1 kali lagi). 

 Kemudian sampel disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 6 

menit untuk membersihkan sisa etanol yang menempel pada membran.  

 Selanjutnya sampel dipindahkan ke tube 1,5 ml dan ditambahkan 25 μL 

Buffer-TE hangat untuk membantu meluruhkan DNA dan diinkubasi pada 

suhu ruang selama 5 menit.  

 Kemudian sampel disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 8 

menit, pada suhu ruang.  

 Selanjutnya sampel ditambahkan 25 μL Buffer-TE hangat dan diinkubasi 

pada suhu ruang selama 5 menit.  

 Langkah terakhir sampel disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm 

selama 8 menit, pada suhu ruang. 

Setelah didapatkan hasil ekstraksi, selanjutnya diuji kemurnian DNA 

(kuantitas DNA). Uji kuantitasi DNA hasil lisis dilakukan dengan metode nanodrop 

spektrofotometri. Menurut Yulinery dan Nurhidayat (2015), metode 

spektrofotometeri digunakan panjang gelombang A260 dan A280 nm untuk 
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mengetahui kemurnian DNA dan juga pengukuran konsentrasi DNA. Hasil uji 

nanodrop ialah berupa nilai  kemurnian DNA pada Å260/Å280. Kemurnian DNA 

ditentukan dengan indeks kemurnian berkisar antara 1.8-2.0 (Sambrook and 

Russell, 2001). 

Selanjutnya hal yang harus diperhatikan adalah nilai konsentrasi DNA yang 

ingin di amplifikasi. Nilai konsentrasi DNA yang terlalu besar harus dilakukan 

pengenceran. Pengenceran DNA dapat dilakukan dengan penambahan larutan 

ddH2O yang disesuaikan dengan nilai perhitungan. Volume dari pengenceran DNA 

yang dilakukan dapat dilihat pada Tabel. 3. Perhitungan pengenceran konsentrasi 

DNA disajikan pada Lampiran 6. 

Tabel 3. Volume Pengenceran Konsentrasi DNA 

Perlakuan 
Volume DNA Volume ddH2O 

(μL) (μL) 

K (-) 3,6 46,4 

A 5,2 44,8 

B 5,1 44,9 

C 6,8 43,2 

K (+) 4,7 45,3 

Keterangan : K (-) = kontrol negatif (udang normal); A = perlakuan A (salinitas 24 
ppt); B = perlakuan B (salinitas 27 ppt); C = perlakuan C (salinitas 30 
ppt); K (-) = kontrol positif (terinfeksi WFS) (salinitas 33 ppt) 

 
b. Hasil Amplifikasi DNA 

Amplifikasi bertujuan untuk memperbanyak DNA target yang kemudian 

akan divisualisasi menggunakan proses elektroforesis pada gel agarose. 

Amplifikasi memiliki beberapa tahapan dalam prosesnya yaitu predenaturasi, 

denaturasi, annealing, ekstension dan final ekstension. Pada setiap tahapannya 

memiliki suhu dan waktu yang berbeda sesuai dengan primer yang digunakan. 

Satu siklus proses amplfikasi dapat terjadi 30-40 siklus. Alat yang digunakan untuk 

proses amplfikasi yaitu Thermal cycler (Sriwulan dan Anshary, 2011). 
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Adapun yang harus dipersiapkan untuk proses amplfikasi, yaitu dilakukan 

pembuatan larutan PCR mix. Adapun komposisi larutan PCR mix dapat dilihat 

pada Tabel 4.  

Tabel 4. Komposisi larutan PCR mix 

Larutan Volume  
(persampel) 

Banyaknya  
Sampel 

Volume 
Total (+1) 

Primer F CypA (5’- CTG TAA AGT 
TTC AGA ACA TTC CCC C -3’) 

0,5 μL 5 3 μL 

Primer R CypA (5’- GGA CAC 
CTA TCT TGT TTC ACC ACC T -
3’) 

0,5 μL 5 3 μL 

ddH2O 2,75 μL 5 16,5 μL 
2x Go Taq Green 5 μL 5 30 μL 
BSA 0,25 μL 5 1,5 μL 
DNA 1 μL 5 6 μL 

Jumlah Volume PCR Mix 60 μL 

 
c. Hasil Elektroforesis 

Visualisasi DNA dilakukan dengan cara pewarnaan dan dokumentasi 

sampel yang telah di PCR. Menurut Rahmi (2012), gel hasil elektroforesis di 

rendam dalam larutan Ethidium bromida (konsentrasi 1 mg/mL) selama 10-15 

menit. Selanjutnya gel dicuci dengan akuadest selama 5-10 menit. Untuk 

mengetahui ada tidaknya infeksi virus terhadap sampel-sampel yang dideteksi, 

maka gel hasil elektroforesis diamati dengan menggunakan UV Transluminator 

yang sekaligus dilakukan pengambilan foto. Jika pewarnaan kurang sempurna, 

seperti terdapat pita-pita DNA tapi terlihat masih buram, maka perendaman dalam 

Ethidium bromida dan pencucian dengan akuades diulangi. 

d. Hasil BLAST 

Data sekuens sampel diambil melalui National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) situs web http://www.ncbi.nlm. nih.gov/nucleotide/. Wulansari, 

et al. (2015), memaparkan bahwa pencarian gen spesifik yang diinginkan dapat 

menggunakan program Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) dalam situs 

NCBI:http:// blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi. Hasil primer yang diperoleh 
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kemudian diuji pada web http://www.oligoevaluator.com/ OligoCalcServlet#. Hasil 

BLAST sekuens dapat dilihat pada Gambar 7. 

 
Gambar 2. Hasil blast sekuens (Supriatna, et al., 2014) 

3.6.2 Parameter Penunjang 

Parameter Parameter penunjang dalam penelitian ini adalah menghitung 

pengamatan gejala klinis dan kualitas air (suhu, DO, salinitas, pH, nitrat, nitrit, 

ammonia, TOM, dan alkalinitas). 

a. Gejala Klinis 

Pengamatan secara visual dilakukan untuk mengamati perubahan 

morfologi udang uji. Pengamatan dilakukan setelah udang diberi pakan yang telah 

dicampur dengan ekstrak tinta cumi-cumi pada media pemeliharaan yang diamati 

setiap 24 jam selama 2 minggu. 

b. Pengukuran Kualitas Air 

Parameter kualitas air yang diukur pada penelitian ini adalah tingkat 

oksigen terlarut (Dissolved Oxygen), suhu, derajat keasaman (pH), salinitas, nitrat, 

nitrit, amonia, TOM, dan alkalinitas. Pengukuran kualitas air harian meliputi DO, 

suhu, pH, dan salinitas. Pengukuran kualitas air harian dilakukan dua kali dalam 

sehari yakni pada pukul 07.00 WIB dan 16.00 WIB. Pengukuran suhu 

menggunakan termometer akuarium, yaitu dengan melekatkan termometer 
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akuarium ke dalam akuarium perlakuan lalu dilihat hasilnya. Pengukuran DO yaitu 

menggunakan DO meter, DO meter dimasukkan ke dalam akuarium pemeliharaan 

lalu ditunggu hingga menunjukkan angka yang stabil pada DO meter. Pengukuran 

pH yaitu menggunakan pH meter, pH meter dimasukkan ke dalam akuarium 

pemeliharaan lalu ditunggu hingga menunjukkan angka yang stabil pada pH meter. 

Pengukuran salinitas dilakukan dengan cara air sampel diteteskan pada alat 

refraktometer kemudian alat tersebut diarahkan pada cahaya sampai terlihat nilai 

salinitas yang tertera pada refraktometer pada sisi sebelah kanan. 

Pengukuran kualitas air mingguan meliputi nitrit, nitrat, amonia, TOM, dan 

alkalinitas. Pengukuran kualitas air mingguan dilakukan dua kali selama penelitian. 

Pengukuran nitrit, nitrat, dan amonia menggunakan test kit khusus untuk 

mengukur masing-masing ketiga parameter tersebut. Pengukuran TOM dan 

alkalinitas menggunakan metode titrasi larutan. Menurut Marwan (2015) 

pengukuran TOM menggunakan rumus : 

 

 
Keterangan :  
X : volume larutan titrasi awal (sampel) – volume larutan titrasi akhir  

(sampel) 
Y : volume larutan titrasi awal (aquades) – volume larutan titrasi akhir 

(aquades) 
31,6 : 1/5 dari BM KMnO4 (1 mol KMnO4 melepas 5 oksigen dalam 

reaksi ini)  
0,01  : Molaritas KMnO4 
1000  : Konversi ml ke liter 
Ml air sampel : jumlah air sampel yang digunakan. 

Menurut Hastuti (2012) pengukuran alkalinitas menggunakan rumus : 

 

Keterangan : 

TOM =
(X − Y) x 31,6 x 0,01x 1000

V air sampel
 

 

𝐴𝑙𝑘𝑎𝑙𝑖𝑛𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =
𝑉 𝐻𝐶𝑙 𝑥 𝑁 𝐻𝐶𝑙

𝑚𝑙𝑎𝑖𝑟 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
 𝑥 (
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)  𝑥 1000 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

V titran  : Volume titran HCl yang terpakai 
N titran  : Normalitas HCl 
100  : Molaritas CaCO3 

2  : Valensi dari CaCO3 

1000  : Konversi dari ml ke liter 
 
c. Kelulushidupan Udang Vaname (SR) 

Tingkat kelulushidupan (SR) merupakan tolak ukur keberhasilan kegiatan 

budidaya yang dinyatakan dalam prosentase. Tingkat kelulushidupan adalah 

jumlah semua organisme yang dibudidayakan dari awal tebar hingga panen. 

Adapun beberapa faktor yang dapat mempengaruhi tinggi rendahnya tingkat 

kelulushidupan udang fdibagi menjadi dua yaitu faktor biotik dan abiotik. Contoh 

faktor biotik yaitu: predator, parasit, kompetitor, dan gen. Faktor abiotik 

diantaranya faktor fisika, kimia air atau yang biasa disebut kualitas air. Kualitas air 

yang baik dapat meningkatkan tingkat kelulushidupan organisme yang 

dibudidayakan (Fuady, et al., 2013). Rumus untuk menghitung tingkat 

kelulushidupan (SR) adalah sebagai berikut:  

 

Keterangan: 

SR : Survival Rate (%) 

Nt : Jumlah udang hidup pada akhir penelitian (ekor) 

No : Jumlah udang hidup pada awal pemeliharaan (ekor) 

 
3.7 Analisis Data 

Data yang diperoleh akan dilakukan analisa secara kuantitatif pada 

penelitian deskriptif mutlak dianalisa dengan mengguakan statistis. Statistik 

deskriptif  digunakan menganalisa data yang bersifat kuantitatif dengan cara 

mendeskripsikan atau menggambarkan data apa adanya.  Statistik deskriptif bisa 

berupa rata-rata hitung (mean), median, modus,  kadang-kadang persentase dll. 
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Menurut Sugiono (2010), statistik deskriptif juga dapat dilakukan mencari kuatnya 

hubungan antar variabel melalui analisis korelasi, melakukan prediksi dengan 

analisi regresi dan membuat perbandingan dengan membandingkan rata-rata data 

sampel atau populasi.untuk mengetahui hubungan antara perlakuan salinitas 

dengan ekspresi gen CypA pada udang vaname (L. vannamei) yang terinfeksi 

WFS.  
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Parameter Utama 

Penelitian tentang ekspresi gen CypA pada udang vaname ini terdiri dari 

dua tahapan, yaitu pengamatan di laboratorium dan pengujian. Pada tahap 

pengujian didapatkan data parameter utama. Tahapan pengambilan parameter 

utama yaitu isolasi DNA, amplifikasi DNA, visualisasi elektroforesis dan analisis 

sekuensing. Data parameter utama meliputi hasil uji kuantitatif DNA, hasil 

elektroforegram dan hasil skuensing. 

4.1.1 Hasil Uji Kuantitatif 

Hasil yang diperoleh dari pengujian kuantitatif tentang pengaruh pemberian 

ekstrak tinta cumi dengan salinitas media yang berbeda terhadap gen CypA pada 

udang vaname yang terinfeksi WFS dari hasil ekstraksi DNA didapatkan hasil pada 

Tabel 5.  

Tabel 1. Hasil uji kuantitatif DNA 

Sampel 
Nilai Kemurnian Nilai Konsentrasi DNA 

(Å260/Å280) (ng/μL) 

K (-) 1.98 1387,59 

A 2.19 957.47 

B 2.20 970.93 

C 2.28 736.02 

K (+) 2.30 1068.24 

Keterangan : K (-) = kontrol negatif (udang normal); A = perlakuan A (salinitas 24 
ppt); B = perlakuan B (salinitas 27 ppt); C = perlakuan C (salinitas 30 
ppt); K (+) = kontrol positif (terinfeksi WFS) (salinitas 33 ppt) 

 
Berdasarkan dari hasil uji kuantitatif menggunakan alat Nanodrop 

didapatkan nilai  konsentrasi DNA dan nilai kemurnian DNA pada Å260/Å280. 

Digunakan DNA yang berkualitas baik untuk dilanjutkan pada tahapan selanjutnya, 

agar pita band DNA dapat terlihat dengan jelas. Pengujian Nanodrop dimana DNA 
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dikatakan berkualitas baik memiliki kemurnian  1,8 – 2,0  dan konsentrasi di atas 

100 ng/μL (Fatchiyah, et al., 2011). Berdasarkan pernyataan tersebut, dapat 

dikatakan bahwa hasil kemurnian DNA yang didapat melebihi batas kemurnian 

yang sudah ditentukan. Hal ini dikarenakan pada daging udang mengandung 

banyak protein sehingga didapatkan kemurnian DNA cukup tinggi dimana melebihi 

batas kualitas kemurnian DNA yang baik. Hal ini sesuai dengan pendapat 

Fatchiyah, et al. (2011), kemurnian DNA dipengaruhi oleh kontaminan dari protein 

suatu organisme itu sendiri. 

Tahapan selanjutnya adalah amplfikasi DNA. Adapun proses siklus 

amplfikasi yang dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak tinta 

cumi-cumi dengan salinitas media yang berbeda terhadap gen CypA pada udang 

vaname yang terinfeksi WFS dapat dilihat pada Gambar 8. 

 
Gambar 1. Siklus amplifikasi PCR 

Berikut adalah proses amplifikasi DNA pada alat thermal cycler: Tahapan 

pertama yang dilakukan adalah Hot Start (denaturasi awal) merupakan proses 

awal dari amplifikasi, pada proses ini berlangsung dengan suhu 95 oC selama 5 

menit. Tahapan selanjutnya yaitu denaturasi, pada proses ini berlangsung dengan 

suhu 95 °C selama 1 menit. Adapun proses denaturasi merupakan denaturasi dua 

untai DNA template menjadi untai tunggal. Temperatur yang tinggi pada awal 

proses menyebabkan pemisahan untai ganda DNA. (Fatchiyah, et al., 2011). 

Tahapan selanjutnya adalah annealing, pada proses ini berlangsung dengan suhu 
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54 °C selama 1 menit. Adapun proses annealing merupakan proses penempelan 

DNA template, suhu annealing ditentukan oleh susunan primer yang digunakan. 

Optimalisasi temperatur annealing dimulai dengan menghitung suhu leleh dari 

ikatan primer dan DNA template (Fatchiyah, et al., 2011). Tahapan selanjutnya 

extension, pada proses ini berlangsung dengan suhu 72 °C selama 1 menit. 

Adapun proses extension merupakan proses pemanjangan untai baru DNA, 

dimulai dari posisi primer yang telah menempel di urutan basa nukleotida DNA 

target akan bergerak dari ujung 5’ menuju ujung 3’ dari untai tunggal DNA. Proses 

pemanjangan DNA yang diinginkan sesuai dengan panjang urutan basa nukleotida 

yang ditargetkan (Fatchiyah, et al., 2011). Tahapan terakhir yaitu Post extension, 

pada proses ini berlangsung dengan suhu 72 oC selama 7 menit. Kemudian masuk 

ke denaturasi kembali dan diulang hingga 35 siklus. 

4.1.2 Hasil Elektroforegram 

Hasil dari penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak tinta cumi 

dengan salinitas media yang berbeda terhadap gen Cyclophilin A (CypA) pada 

udang vaname yang terinfeksi WFS dapat divisualisasi menggunakan 

elektroforegram, hasil elektroforegram disajikan pada Gambar 9. 

 
Gambar 2. Hasil Elektroforegram Sampel Daging Udang (CypA) 

Keterangan : K (+) = kontrol positif (udang normal); A = perlakuan A (salinitas 24 
ppt); B = perlakuan B (salinitas 27 ppt); C = perlakuan C (salinitas 30 
ppt); K (-) = kontrol negatif (terinfeksi WFS) (salinitas 33 ppt) 
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Berikut hasil panjang basepair dan ketebalan band setelah hasil PCR divisualisasi 

pada elektroforegram. Panjang basepair dan ketebalan band dapat dilihat pada 

Tabel 6. 

Tabel 2. Hasil uji panjang basepair dan ketebalan band 

Sampel Basepair Volume (int) 

Marker (1kb) 250 309985 

K (-) 208.4191 2175160 

A 203.4876 6032130 

B 193.9718 4922970 

C 184.901 5000840 

K (+) 182.7004 7053150 

Keterangan : K (-) = kontrol negaitif (udang normal); A = perlakuan A (salinitas 24 
ppt); B = perlakuan B (salinitas 27 ppt); C = perlakuan C (salinitas 30 
ppt); K (+) = kontrol positif (terinfeksi WFS) (salinitas 33 ppt) 

 
Berdasarkan hasil visualisasi elektroforesis yang dilakukan, gen CypA 

ditemukan pada panjang 182.7004 – 208.4191 bp dengan primer 250 bp. Primer 

yang digunakan pada proses amplifikasi (PCR) adalah 5’- CTG TAA AGT TTC 

AGA ACA TTC CCC C -3’ (primer F) dan  5’- GGA CAC CTA TCT TGT TTC ACC 

ACC T -3’ (primer R). Berdasarkan penelitian  Muhammad, et al. (2017), hasil 

analisis sekuensing menunjukkan LvCypA ditemukan pada panjang 495 bp. 

Berdasarkan database NCBI cDNA dari gen CypA sebesar 855 bp.  Analisis yang 

digunakan yaitu menggunakan real time PCR. Primer yang digunakan pada RT-

PCR adalah 5’ TCGCAGTTCTTCATCTGCAC 3’ (primer F) dan 5’ 

AGTTGCGCGATCACCACTTTC 3’ (primer R). Penggunaan primer yang berbeda 

menghasilkan hasil visualisasi yang berbeda juga. 

Berdasarkan hasil yang disajikan pada Tabel 5, sampel udang perlakuan 

A, B dan C memiliki ketebalan band yang lebih tingi dibandingkan dengan udang 

normal, dimana hasil ketebalan band tertinggi didapatkan pada perlakuan A. 

Sedangkan pada kontrol memiliki nilai yang lebih tinggi dibandingkan dengan 

sampel udang yang diberi perlakuan. Ardiana (2009), memaparkan perbedaan 
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suatu organisme dapat dideteksi melalui beberapa penanda, salah satunya yaitu 

pola pita DNA. Kuantitas DNA ditentukan dengan membandingkan ketebalan pita 

DNA contoh dengan pita standar ƛ DNA ladder (1 Kb DNA ladder). Terdapat 

beberapa faktor yang mempengaruhi hasil visualisasi DNA (elektroforesis) salah 

satunya yaitu proses isolasi DNA (ekstraksi DNA). Visualisasi pita band DNA yang 

tebal menunjukkan DNA total yang diekstrak dalam kondisi utuh, sedangkan DNA 

yang terlihat pudar menunjukkan DNA total yang diekstrak terdapat ikatan antar 

molekul DNA yang terputus (Irmawati, 2003). 

Berdasarkan hasil ketebalan band yang didapat dapat dikatakan bahwa 

pada perlakuan A gen CypA dihasilkan lebih banyak dibandingkan dengan 

perlakuan B dan C, yang menunjukkan bahwa pada perlakuan A pemberian pakan 

dengan dosis 8 ppm tinta cumi sedikit berpengaruh. Sedangkan pada perlakuan B 

gen CypA dihasilkan lebih sedikit dibandingkan dengan perlakuan A dan C, yang 

menunjukkan bahwa perlakuan B (27 ppt) pemberian pakan dengan dosis 8 ppm 

tinta cumi paling berpengaruh dibandingkan dengan perlakuan yang lain. Hal ini 

dapat dilihat dari volume intensitas ketebalan band yang lebih kecil, dimana gen 

CypA yang terekspresikan lebih rendah. Dapat dikatakan bahwa gen CypA pada 

sampel kontrol diproduksi lebih banyak dibandingkan dengan udang normal 

(sehat) dan udang yang diberi perlakuan ekstrak tinta cumi. Hal ini diduga karena 

gen CypA diproduksi lebih banyak oleh udang sebagai respon perubahan kondisi 

lingkungan yang buruk. Berdasarkan penelitian Chen, et al. (2011), spesies kerang 

(V. philippinarum) yang dinfeksi dengan bakteri Vibrio menunjukkan adanya 

peningkatan dari ekpresi gen CypA pada waktu ke 24 jam dan 96 jam pasca 

infeksi. Hal ini  diduga adanya respon dari sistem imun untuk menanggapi adanya 

perubahan lingkungan atau adanya pathogen yang menginfeksinya. 
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4.1.3 Hasil Sekuensing 

Hasil dari penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak tinta cumi-cumi 

terhadap gen CypA pada udang vaname yang terinfeksi WFS dengan salinitas 

media yang berbeda, pada uji sekuensing parameter yang dilihat yaitu hasil 

FASTA gen CypA, identifikasi sampel menggunakan BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool), komposisi nukleotida gen CypA dan analisis mutasi gen 

CypA. Adapun hasil uji sekuensing dapat dilihat sebagai berikut: 

a. Hasil FASTA gen CypA 

Hasil dari penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak tinta cumi-cumi 

terhadap gen CypA pada udang vaname yang terinfeksi WFS dengan salinitas 

media yang berbeda, untuk hasil FASTA (udang vaname) setiap perlakuan dapat 

dilihat pada Tabel 7. 

Tabel 3. Hasil FASTA L. vannamei 

No Perlakuan Hasil Sequencing FASTA Format 

1. K (-) 
(33 ppt) 

 

TTTCGGAAAAGTTTCAGACCTTTCCCCTTAACCCGCCC
CCATTTTTTTTTCTGATGTAATTGAGGATCCAGGATATA
ATCTTTGCTGTATTGGCACTTCAGTGTTAAATTCGGCTG
AAAATTTTAAAGTATATAACGTAAAGGTGGTGAAACAGA
AATTGGTTTCCC 

2. A 
(24 ppt) 

 

GTTCTGTGTAATGTCAGAGCATACCCCCCCAGCGCCCC
ACATTTTTTTTTCTGATGTAATTGAGGATCCAGGATATA
ATCTTTGCTTTATTGGCACTTCAGTGTTAAATTCGGCTG
AAAATTTAATGCTATATAACGTAAAGGTGGTGAAACAAT
ATGTGTTCACAA 

3. B 
(27 ppt) 

 

TTTCTGTAAAGTTTCAGAACATTCCCCCTTAGCCGCCCA
CAGTTTTTTTTCTGATGTAATTGAGGATCCAGGATATAA
TCTTTGCTGTATTGGCACTTCAGTGTTAAATTCGGCTGA
AAATTTAATGCTATATAACGTAAAGGTGGTGAAACAAGA
TAGGTGTTCAA 

4. C 
(30 ppt) 

TTTCTGTAAAGTTTCAGAACATTCCCCCTTAGCCGCCCA
CAGTTTTTTTTCTGATGTAATTGAGGATCCAGGATATAA
TCTTTGCTGTATTGGCACTTCAGTGTTAAATTCGGCTGA
AAATTTAATGCTATATAACGTAAAGGTGGTGAAACAAGA
TAGGTGTTCAA 

5. K (+) 
(33 ppt) 

TTTCTGTAAAGTTTCAGAACATTCCCCCTTAGCCGCCCA
CAGTTTTTTTCTTGCTGTAATTGAGGATCCAGGATATAA
TCTTTGCTGTATTGGCACTTCAGTGTTAAATTCGGCTGA
AAATTTAATGCTATATAACGTAAAGGTGGTGAAACAAGA
TAGGTGTTCAA 
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Dapat dilihat pada Tabel 7 setiap sampel perlakuan didapatkan hasil 

FASTA menggunakan analisis aplikasi MEGA X. Hasil FASTA yang didapat ini 

digunakan untuk mencocokkan spesies ataupun gen sesuai dari primer yang 

digunakan. Pada tahapan selanjutnya FASTA ini juga dapat digunakan untuk 

menganalisis suatu alel yang muncul akibat adanya mutasi, jarak antar spesies, 

membuat pohon filogeni dan lain lain (Hall, 2013).  

b. Identifikasi Sampel Menggunakan Analisis BLAST 

Hasil dari analisis BLAST mengenai pengaruh pemberian ekstrak tinta 

cumi-cumi terhadap gen CypA pada udang vaname yang terinfeksi WFS dengan 

salinitas media yang berbeda didapatkan dari genbank. Hasil dari analisis BLAST 

yaitu perbandingan urutan basa sampel dan urusan basa yang ada di genbank 

dengan melihat nilai query cover, E-value dan identity. Query cover merupakan 

persentase dari panjang nukleotida sampel yang selaras dengan database yang 

ada di Genbank. E-value merupakan nilai dugaan yang memberikan ukuran 

statistik signifikan terhadap kedua sekuen. Semakin tinggi nilai E-value maka 

semakin rendah tingkat homologi antar sekuen. Identity merupakan nilai tertinggi 

dari presentase kecocokan antara sekuen sampel dengan sekuen dalam database 

Genbank (Valen, 2018). Hasil identifikasi sampel menggunakan analisis BLAST 

dapat dilihat pada Tabel 8. 

Tabel 4. Identifikasi Menggunakan Analisis BLAST 

Sampel Species outcome 

BLAST 

Access 
code of 

NCBI 

Query 
Cover 

(%) 

E-
value 

Identity 

(%) 

K (-) L. vannamei CypA  HQ894380.2 84 0.0 91 
A L. vannamei CypA  HQ894380.2 67 0.0 97 
B L. vannamei CypA HQ894380.2 97 0.0 96 
C L. vannamei CypA HQ894380.2 97 0.0 96 

K (+) L. vannamei CypA HQ894380.2 97 0.0 95 
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Hasil analisis BLAST yang ditunjukkan pada Tabel 8 memiliki nilai Query 

cover antara 67-97  %, nilai identy antara 91-97 % dan E-value 0.0. Berdasarkan 

nilai yang diperoleh, artinya sekuen DNA sampel memiliki panjang sekuen yang 

sama dengan database yang ada di Genbank 67-97% dengan E-value 0.0 dapat 

disimpulkan bahwa sekuen sampel memiliki tingkat homologi yang sangat tinggi. 

Hal ini sama yang dikemukakan Christiningrum, et al. (2016), Nilai E-value yang 

dihasilkan bernilai 0 yang berarti sampel identik dengan spesies pembanding. 

Semakin tinggi nilai E-value maka semakin rendah homologi antar sekuens, 

sedangkan semakin rendah nilai E-value maka semakin identik. 

c. Komposisi Nukleotida gen CypA L. vannamei 

Hasil dari penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak tinta cumi-cumi 

terhadap gen CypA pada udang vaname yang terinfeksi WFS dengan salinitas 

media yang berbeda, untuk komposisi nukleotida gen CypA pada L. vannamei 

ditunjukkan pada Tabel 9. 

Tabel 5. Komposisi Nukleotida gen CypA 

Perlakuan 
Basa (%) 

T(U) C A G 

K (-) 35,3 18,6 27,5 18,6 
A 34,1 18,6 28,1 19,2 
B 34,7 16,8 28,7 19,8 
C 34,7 16,8 28,7 19,8 

K (+) 34,7 17,4 28,1 19,8 

 
Hasil analisis komposisi nukleotida pada gen CypA pada L. vannamei 

menunjukan bahwa jumlah rata-rata adenin dan timin ditemukan paling tinggi. 

sehingga gen CypA pada udang vaname dikategorikan sebagai kelompok kaya 

basa A-T (A-T rich). Untuk hasil sekuens DNA digambarkan menggunakan alfabet 

dimana A = adenin, T = timin, C = sitosis dan G = guanin. Terdapat ikatan antar 

nukleotida dimana untuk ikatan kuat digambarkan G-C karena memiliki 3 ikatan 

hidrogen, sedangkan untuk ikatan lemah digambarkan A-T dikarenakan hanya 
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memiliki 2 ikatan hidrogen (Lee and Luo, 1997). Dapat disimpulkan hasil yang 

didapatkan kemungkinan terjadinya mutasi gen CypA lebih tinggi. 

d. Analisis Variasi Genetik Gen CypA 

Hasil dari penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak tinta cumi-cumi 

terhadap gen CypA pada udang vaname yang terinfeksi WFS dengan salinitas 

media yang berbeda, untuk analisis variasi genetik gen CypA pada L. vannamei 

ditunjukkan pada Tabel 10. 

Tabel 6. Analisis Variasi Genetik Gen CypA pada L. vannamei 

Spesies 
Posisi Nukleotida 

1 5 7 8 9 11 13 19 21 23 28 29 30 

K (-) T G A A A G T C T T T T A 

A G T T G T A G G A A C C C 

B T T T A A G T A A T C T T 

C T T T A A G T A A T C T T 

K (+) T T T A A G T A A T C T T 

 32 34 35 39 42 50 51 54 87 124 126 127  

K (-) C C G C T T C A G T A A  

A G G C A T T C A T A T G  

B G C G A G T C A G A T G  

C G C G A G T C A G A T G  

K (+) G C G A G C T C G A T G  

 128 154 155 157 158 159 161 162 163 164 166 167  

K (-) G G A A T T G T T T C C  

A C A T T G T T T C A A A  

B C A G T A G T G T T A A  

C C A G T A G T G T T A A  

K (+) C A G T A G T G T T A A  

Keterangan : Warna Kuning = adanya perubahan basa 

Hasil analisis variasi genetik gen CypA udang vaname (L. vannamei) yang 

normal (K-) dibandingkan dengan udang yang terinfeksi WFS pada perlakuan dan 

kontrol (K+) memiliki basa nukleotida yang berbeda. Tabel 10 menunjukkan 

terdapat beberapa pola variasi genetik pada gen CypA yaitu terdapat perubahan 

sebagian dari basa nukleotida seperti timin menjadi guanin (T-G), adenin menjadi 

guanin (A-G), timin menjadi sitosin (T-C), adenin menjadi sitosin (A-C), adenin 

menjadi timin (A-T), sitosin menjadi guanin (C-G)  dan ada juga yang sebaliknya. 

Adanya perubahan basa-basa tersebut diduga terdapat adanya suatu mutasi. 

Berdasarkan sumbernya mutasi yang ditemukan dapat digolongkan menjadi 
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mutasi buatan atau induksi, dimana disebabkan oleh adanya agen patogen 

(bakteri) yang disengaja ditambahkan oleh manusia (Warisno, 1998). Susan dan 

William (2007), menambahkan bahwa adanya perubahan satu basa purin menjadi 

satu basa pirimidin atau kebalikannya merupakan mutasi tranversi, sedangkan 

satu basa purin menjadi satu basa purin atau satu basa pirimidin menjadi satu 

basa pirimidin merupakan mutasi transisi. Berdasarkan pemaparan diatas maka 

didapatkan hasil bahwa terdapat mutasi tranversi dan mutasi transisi dimana 

sampel udang K(-) (udang normal) dibandingkan dengan perlakuan dan K(+) 

(udang terinfeksi WFS) . Mutasi tranversi terletak pada posisi nukleotida ke- 1 (A), 

5 (A,B,C,K+), 7 (A,B,C,K+), 9 (A), 13 (A), 19 (A,B,C,K+), 21 (A,B,C,K+), 23 (A), 30 

(A,B,C,K+), 32 (A,B,C,K+), 34 (A), 35 (A), 39 (A,B,C,K+), 42 (B,C,K+), 54 (K+), 87 

(A), 124 (A,B,C,K+), 126 (A,B,C,K+), 128 (A,B,C,K+), 157 (A,B,C,K+), 158 

(A,B,C,K+), 159 (B,C,K+), 161 (A,B,C,K+), 162 (B,C,K+), 164 (A), 166 (A,B,C,K+) 

dan 167 (A,B,C,K+). sedangkan mutasi transisi terletak pada posisi nukleotida ke- 

8 (A), 11 (A), 28 (A,B,C,K+), 29 (A), 50 (K+), 51 (K+), 127 (A,B,C,K+), 128 

(A,B,C,K+), 154 (A,B,C,K+), 158 (A,B,C,K+) dan 163 (A).  

Total pasangan basa yang didapatkan dari hasil BLAST setiap perlakuan 

yaitu 167 bp, untuk perlakuan A (24 ppt) didapatkan perbedaan basa nukleotida  

sebesar 8,4% dari K(-), perlakuan B (27 ppt) didapatkan perbedaan basa 

nukleotida  sebesar 13% dari K(-), perlakuan C (30 ppt) didapatkan perbedaan 

basa nukleotida  sebesar 13% dari K (-) dan perlakuan K(+) (33 ppt) didapatkan 

perbedaan basa nukleotida  sebesar 15% dari K(-). Berdasarkan perbedaan basa 

nukleotida yang berubah, dapat dikatakan sebagai polimorfisme. Yuyun (2015), 

adanya perubahan sekuens DNA disebut juga dengan mutasi. Single Nucleutide 

Polymorphism (SNP) digunakan untuk menjelaskan adanya perubahan satu 

pasang basa pada suatu populasi. Suatu populasi dikatakan polimorfisme yaitu 
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sedikitnya dua sekuens DNA yang berbeda memiliki perubahan sekuens sebesar 

> 1% dari populasi. Penyebab adanya perubahan dari susunan basa suatu individu 

adalah usaha untuk melakukan adaptasi terhadap lingkungan disekitarnya untuk 

bertahan hidup (Lemey, et al., 2009).  

4.2 Parameter Penunjang 

Penelitian mengenai ekspresi gen CypA pada udang vaname ini terdiri dari 

dua tahapan, yaitu pengamatan di laboratorium dan pengujian. Pada pengamatan 

di labortorium didapatkan data parameter penunjang. Adapun parameter 

penunjang yang diambil yaitu mengenai gejala klinis dan kualitas air. 

4.2.1 Gejala Klinis 

Pengamatan yang dilakukan secara visual untuk gejala klinis ini bertujuan 

untuk mengetahui perubahan morfologi udang vaname yang belum terinfeksi 

WFS, udang yang telah terinfeksi WFS dan udang yang telah diberi diberikan 

perlakuan ekstrak tinta cumi-cumi pada pakan. Pengamatan setelah pemberian 

ekstrak tinta cumi-cumi ini dilakukan pada akhir pemeliharaan. 

Berdasarkan hasil pengamatan yang didapatkan pada perlakuan kontrol 

dimana diduga terinfeksi WFS terlihat udang berenang kurang aktif, 

hepatopankreas berwarna putih pucat, dan usus tampak kosong serta seperti 

terputus. Sedangkan perlakuan ekstrak tinta cumi-cumi 8 ppm pada perlakuan A 

(24 ppt), perlakuan B (27 ppt), dan perlakuan C (30 ppt) tampak berbeda dari ciri-

ciri dan morfologi seperti perlakuan kontrol yang menunjukkan adanya tanda dari 

infeksi WFS. Pengamatan perbedaan morfologi udang vaname yang tidak diberi 

perlakuan ekstrak tinta cumi-cumi dan yang diberi perlakuan ekstrak tinta cumi-

cumi dapat dilihat pada Gambar 10. 
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Gambar 3. (a) Udang pada Perlakuan Kontrol (A) Hepatopankreas Tampak Putih 

Pucat, (B) Usus Tampak Kosong dan (b) Udang pada Perlakuan A,B, 
dan C. 

Menurut hasil penelitian Jayadi, et al. (2016), gejala klinis yang ditimbulkan 

WFS adalah terjadi perubahan morfologi udang vaname (L. vannamei) dan 

lingkungannya. Selain itu terjadi penurunan nafsu makan pada udang yang juga 

menurunkan  kenaikan bobot udang perhari menjadi ≤0,1 gram, sedangkan pada 

udang normal kenaikan bisa mencapai 0,2 gram perhari. Perubahan morfologi 

udang vaname dan lingkungannya yang disebabkan infeksi WFS yaitu kotoran 

putih berbentuk panjang yang nampak mengapung di permukaan perairan (A), 

warna perairan menjadi hijau pekat (B), hepatopankreas berwarna putih pucat (C), 

dan usus yang terlihat kosong (D). Secara lengkap dapat dilihat pada Gambar 12. 

 
Gambar 4. Gejala klinis WFS pada udang vaname (Jayadi, et al., 2016)  

A B 

a b 
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Keterangan: (A) Berak putih yang nampak mengapung di permukaan perairan, (B) 
Warna perairan menjadi hijau pekat kebiruan, (C) Hepatopankreas 
berwarna putih pucat, (D) Usus yang terlihat kosong 

 
4.2.2 Kualitas Air 

Kualitas air pada kegiatan budidaya sangat mempengaruhi dari 

kelulushidupan hidup organisme yang dibudidayakan. Kualitas air merupakan 

faktor penting yang dapat menunjang kehidupan organisme yang dibudidayakan, 

baik dari segi pertumbuhan, metabolisme dankegiatan perkembangbiakan suatu 

organisme. Pada udang vaname kualitas air yang dapat mendukung 

kehidupannya yaitu suhu, pH, DO (Dissolved Oxygen) , salinitas, ammonia, nitrat, 

nitrit, TOM (Total Organic Meter) dan Alkalinitas. Pada penelitian ini kualitas air 

harian yang diukur yaitu suhu, pH, DO dan salinitas. Sedangkan kualitas air 

mingguan yang diukur yaitu ammonia, nitrat, nitrit , TOM dan alkalinitas.    

a. Suhu 

Pengukuran suhu dilakukan setiap hari selama 2 minggu, yaitu pada pukul 

08.00 dan 16.00 WIB. Suhu merupakan salah satu parameter yang mempengaruhi 

metabolisme udang. Suhu pemeliharan udang vaname selama 2 minggu 

pemeliharaan yaitu berkisar antara 27 oC - 31 oC. Dapat dikatakan kondisi suhu 

selama pemeliharaan berlangsung berada dalam kisaran suhu tambak udang 

vaname yang terinfeksi WFS. Berdasarkan hasil penelitian Durai, et al. (2011), 

pengukuran parameter suhu untuk tambak budidaya udang putih (L. vannamei) 

berkisar antara 22-29 oC. Data lengkap mengenai hasil pengukuran suhu dapat 

dilihat pada Lampiran 5. 

b. Derajat Keasaman (pH) 

Pengukuran pH dilakukan setiap hari selama 2 minggu, yaitu pada pukul 

08.00 dan 16.00 WIB. pH pemeliharan udang vaname selama 2 minggu 

pemeliharaan yaitu berkisar antara 4,57 – 6,84. Nilai pH selama penelitian buruk 
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dan jauh dari kondisi normal bagi kehidupan udang berdasarkan pendapat 

Ferreira, et al. (2011), yang menyatakan bahwa derajat keasaman air media hidup 

udang yang dapat menunjang kehidupannya berkisar antara 7-9. Durai, et al. 

(2011), memaparkan hasil pengukuran pH untuk tambak budidaya udang putih (L. 

vannamei) yang terinfeksi WFS berkisar antara 7,5-8,4. Data lengkap mengenai 

hasil pengukuran pH dapat dilihat pada Lampiran 5. 

c. DO (Dissolved Oxygen) 

Pengukuran DO dilakukan setiap hari selama 2 minggu, yaitu pada pukul 

08.00 dan 16.00 WIB. Oksigen terlarut merupakan salah satu parameter yang 

penting bagi kehidupan udang vaname. Fluktuatifnya kandungan oksigen terlarut 

dipengaruhi hasil sisa metabolisme udang. Banyaknya hasil metabolisme, dapat 

menurunkan kandungan oksigen yang ada diperairan, hal ini dikarenakan oksigen 

lebih banyak digunakan oleh bakteri perairan untuk mendekomposisi bahan 

organik. DO pemeliharan udang vaname selama 2 minggu pemeliharaan yaitu 

berkisar antara 3,8 ppm – 6,2 ppm. Data lengkap mengenai hasil pengukuran DO 

dapat dilihat pada Lampiran 5. Sepanjang pemeliharaan saat penelitian 

kandungan DO pada air media udang vaname masih tergolong pada kategori 

normal berdasarkan pendapat Ferreira, et al. (2011), kisaran kandungan oksigen 

terlarut yang baik untuk pemeliharaan udang vaname yaitu > 3,0 ppm. Kisaran 

kandungan DO pada tambak udang yang terinfeksi WFS antara 4,0-6,5 ppm. 

d. Salinitas 

Pengukuran salinitas dilakukan setiap hari selama 2 minggu, yaitu pada 

pukul 08.00 dan 16.00 WIB. Salinitas merupakan parameter kualitas air yang harus 

diperhatikan bagi pembudidaya udang. Udang vaname merupakan organisme 

yang bersifat euryhaline dimana udang vaname memiliki toleransi salinitas yang 

cukup luas. Salinitas pemeliharan udang vaname selama 2 minggu pemeliharaan 
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yaitu berkisar antara 24  ppt – 33 ppt. Data lengkap mengenai hasil pengukuran 

salinitas tiap harinya dapat dilihat pada Lampiran 5. Kisaran salinitas selama 

penelitian tergolong berada dalam keadaan yang dapat ditoleransi oleh udang 

vaname. Hal ini sesuai dengan pernyataan Maica (2012), udang vaname memiliki 

toleransi salinitas berkisar antara 0,5-40 ppt. Durai, et al. (2015), menambahkan 

kadar salinitas tambak udang vaname  yang terinfeksi WFS berkisar antara 22-30 

ppt. 

e. Ammonia 

Pengukuran ammonia dilakukan setiap 7 hari sekali selama 2 minggu, yaitu 

pada minggu pertama pemeliharaan dan minggu terakhir pemeliharaan. Kadar 

ammonia pemeliharan udang vaname selama 2 minggu pemeliharaan yaitu 

berkisar antara 0,20 – 0,50 ppm. Data lengkap mengenai hasil pengukuran 

ammonia dapat dilihat pada Lampiran 5. Selama penelitian konsentrasi amonia 

pada air media hidup udang vaname termasuk pada kisaran tambak yang 

terinfeksi WFS berdasarkan penelitian dari Durai, et al. (2015), yaitu 0,1-0,3 ppm.   

f. Nitrat 

Pengukuran nitrat dilakukan setiap 7 hari sekali selama 2 minggu, yaitu 

pada minggu pertama pemeliharaan dan akhir pemeliharaan. Kadar nitrat 

pemeliharan udang vaname selama 2 minggu pemeliharaan yaitu berkisar 5 ppm. 

Kadar nitrat selama penelitian dapat buruk bagi kehidupan udang. Hal ini sesuai 

dengan pendapat dari Boyd dan Clay (2002), dimana konsentrasi nitrat yang dapat 

meracuni kehidupan udang adalah di atas 4 atau 5 ppm. Data lengkap mengenai 

hasil pengukuran nitrat dapat dilihat pada Lampiran 5.  

g. Nitrit 

Pengukuran nitrit dilakukan setiap 7 hari sekali selama 2 minggu, yaitu 

pada minggu pertama pemeliharaan dan akhir pemeliharaan. Konsentrasi nitrit 
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pemeliharan udang vaname selama 2 minggu pemeliharaan yaitu berkisar antara 

0,33 – 1,5 ppm. Konsentrasi nitrit yang didapatkan pada akhir penelitian cukup 

tinggi, hal ini dikarenakan tidak ada perlakuan penyifonan dan tetap ada 

pemberian pakan secara teratur. Namun kondisi nitrit ini masih sesuai untuk 

kelangsung hidup udang vaname. Menurut pendapat Adiwijaya, et al. (2003), 

untuk budidaya udang vaname kisaran parameter optimum dari nitrit berksiar 

antara 0,01 - 0,05 ppm. Suprapto (2005), menambahkan kandungan nitrit yang 

mampu ditolerir oleh udang vaname memiliki range antara 0,1 - 1 ppm. Data 

lengkap mengenai hasil pengukuran nitrit dapat dilihat pada Lampiran 5.  

h. TOM (Total Organic Meter) 

Pengukuran TOM dilakukan setiap 7 hari selama 2 minggu, yaitu pada 

minggu pertama pemeliharaan dan akhir pemeliharaan. Kadar TOM pemeliharan 

udang vaname selama 2 minggu pemeliharaan yaitu berkisar antara 15,33 – 

73,40. Kandungan bahan organik total yang paling tinggi terdapat pada perlakuan 

kontrol (K) berdasarkan tabel yang didapatkan pada minggu kedua sebesar 73,40. 

Besarnya kandungan bahan organik pada perlakuan A,B,dan C masih tergolong 

pada kadar optimal untuk pemeliharaan udang vaname. Hal ini sesuai dengan 

pendapat Adiwijaya, et al. (2003), kandungan bahan organik pada perairan yang 

masih layak untuk udang vaname berkisar < 55 ppm. Data lengkap mengenai hasil 

pengukuran TOM dapat dilihat pada Lampiran 5.  

i. Alkalinitas 

Pengukuran alkalinitas dilakukan setiap 7 hari selama 2 minggu, yaitu pada 

minggu pertama pemeliharaan dan akhir pemeliharaan. Kadar alkalinitas 

pemeliharan udang vaname selama 2 minggu pemeliharaan yaitu berkisar antara 

290,33 – 414,33 ppm. Data lengkap mengenai hasil pengukuran alkalinitas dapat 

dilihat pada Lampiran 5. Nilai hasil pengukuran alkalinitas selama penelitian dapat 
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dikatakan masih berada dalam kondisi yang normal berdasarkan Wyk, et al. 

(1999), bahwa umumnya ditambak nilai alkalinitas air media hidup udang dapat 

mencapai > 100 ppm. Namun, Ferreira, et al. (2011), menambahkan kadar 

alkalinitas yang direkomendasi untuk tambak budidaya udang vaname berkisar 

100 ppm. 

Berdasarkan kisaran-kisaran nilai kualitas air yang diperoleh pada media 

pemeliharaan selama penelitian berlangsung, terdapat beberapa parameter yang 

tidak optimal untuk pemeliharaan udang vaname akan tetapi masih tetap dalam 

toleransi kehidupan udang vaname. Kondisi parameter lingkungan yang buruk ini 

diduga sebagai salah satu penyebab timbulnya penyakit WFS. 

4.2.3 Kelulushidupan Udang Vaname (SR) 

Persentase kelulushidupan udang vaname (L. vannamei)  merupakan 

salah satu parameter penunjang dalam penelitian ini. Berdasarkan penelitian 

pengaruh pemberian ekstrak tinta cumi-cumi (Loligo sp.) didapatkan hasil rerata 

persentase kelulushidupan udang vaname (L. vannamei)  yang terinfeksi WFS 

seperti yang dapat dilihat pada Tabel 11. 

Tabel 7. Rerata Kelulushidupan Udang Vaname (L. vannamei) (%) 

Perlakuan 
SR 

(%) 

A 64.29 

B 85.71 

C 71.43 

K 42.86 

  
 Berdasarkan Tabel 11 diatas, perlakuan dengan pemberian ekstrak tinta 

cumi-cumi (Loligo sp.) yang memiliki nilai kelulushidupan yang rendah ada pada 

perlakuan Kontrol dimana tidak diberi pakan dengan ekstrak tinta cumi-cumi 

dengan rerata kelulushidupan 40,50%, sedangkan nilai kelulushidupan yang tinggi 

ada pada perlakuan B (27 ppt) dengan rerata kelulushidupan 85,73%. Adanya 
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perbedaan nilai kelulushidupan yang berbeda diduga disebabkan adanya variasi 

ekspresi gen CypA pada setiap perlakuan. Berdasarkan intensitas ketebalan band 

yang didapat, perlakuan B memiliki ketebalan band yang paling rendah, yang 

berarti gen CypA terekpresi paling rendah dikarenakan adanya penambahan 

ekstrak tinta cumi dengan dosis 8 ppm. 

Maica, et al. (2012), mengemukakan bahwa udang vaname merupakan 

organisme yang bersifat euryhaline dimana memiliki toleransi salinitas yang luas. 

Berdasarkan habitat aslinya, udang vaname ditemukan pada perairan dengan 

kisaran salinitas 0,5-40 ppt. Akan tetapi Haliman dan Dian (2006), menambahkan 

udang vaname dapat tumbuh dengan optimal jika media pemeliharaannya 

memiliki kisaran salinitas 15-30 ppt. Disamping itu, adanya penambahan 

perlakuan ekstrak tinta cumi yang mengandung antibakteri guna menghambat 

aktifitas dari bakteri sehingga didapatkan hasil kelulushidupan yang lebih tinggi 

pada perlakuan yang diberi pakan tinta cumi-cumi.  

Tinta cumi memiliki kandungan melanin didalamnya, yang dapat digunakan 

sebagai antibakteri. Berdasarkan penelitian yang dilakukan Fitrial, et al. (2017), 

adanya peningkatan konsentrasi melanin berbanding lurus  dengan daya hambat 

bakteri. Semakin tinggi konsentrasi melanin yang digunakan, maka semakin tinggi 

pula aktifitas daya hambat bakteri. Fadjar, et al., (2015) juga menambahkan bahwa 

dari hasil uji GC-MS diketahui bahwa ekstrak tinta cumi-cumi mengandung 

senyawa asam oleat. Kandungan asam oleat dalam ekstrak tinta cumi-cumi dapat 

membunuh bakteri secara langsung. Hal ini yang dapat membuat tingkat 

kelulushidupan udang pada perlakuan B lebih tinggi dibanding dengan kontrol. 
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5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan didapatkan kesimpulan 

bahwa pemberian ekstrak tinta cumi-cumi tidak berpengaruh terhadap gen CypA 

pada udang vaname (L. vannamei) yang terinfeksi WFS. Ekspresi gen Cyclophilin 

A tertinggi terdapat pada perlakuan K(+) dengan dilihat dari ketebalan band 

sebesar 7053150. Didapatkan nilai polimorfisme terendah pada perlakuan A (24 

ppt) yaitu 8,4% sedangkan nilai polimorfisme tertinggi pada perlakuan K(+) yaitu 

15%. Salinitas media yang terbaik dari pemberian ekstrak tinta cumi-cumi udang 

yang terinfeksi WFS yaitu pada perlakuan B (salinitas 27 ppt) dengan melihat nilai 

persentase kelulushidupan yang tinggi didapatkan pada perlakuan B yaitu 85,73%. 

Ini menujukkan pemberian ekstrak tinta cumi-cumi tidak berpengaruh secara 

molekuler terhadap gen CypA pada udang vaname akan tetapi didapatkan adanya 

hasil tingkat kelulushidupan dan morfologi yang lebih baik pada udang yang diberi 

ekstrak tinta cumi-cumi pada pakan dibandingkan dengan udang yang tidak 

diberikan perlakuan pemberian ekstrak tinta cumi-cumi.  

5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, disarankan untuk 

dilakukan penelitian lanjutan menggunakan gen target yang lain untuk menambah 

informasi terkait penyebab penyakit WFS pada tambak udang vaname (L. 

vannamei). Selain itu, pada penelitian selanjutnya diharapkan ada variasi waktu 

yang lebih lama dalam penginfeksian WFS untuk mendapatkan hasil data yang 

bervariasi. 
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