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RINGKASAN

FAIZAL CAMPANTRE HARTAMA. Skripsi Tentang Ekspresi NFKB (Nuclear
Factor Kappa Beta) Mata Ikan Kerapu Cantang (Epinephelus fuscoguttatus x
Epinephelus lanceolatus) yang Diinfeksi VNN (Viral Nervous Necrosis) dengan
Pemberian Ekstrak Dunaliella salina (dibawah bimbingan Dr. Ating Yuniarti,
S.Pi., M. Aqua dan Rani Yuwanita, S. Pi., MP).

Salah satu penyakit yang telah dilaporkan oleh para peneliti adalah Viral
Nervous Necrosis (VNN) yang dapat menyebabkan kematian massal pada ikan
kerapu, terutama pada stadia larva dan juvenil. Salah satu pencegahan yang dapat
dilakukan untuk mengurangi dampak dari virus VNN yaitu menggunakan pakan
alami. Pakan alami yang dapat digunakan yaitu Dunaliella salina, pemilihan
mikroalga ini dikarenakan D. salina mempunyai kandungan B-karoten, fenol,
napthaline dan tetradeksana yang berperan sebagai anti inflamasi, antivirus dan
antimikroba. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui ekspresi NFKB
(Nuclear Factor Kappa Beta) mata ikan kerapu cantang yang telah diinfeksi virus
VNN dengan pemberian ekstrak D. salina.

Metode penelitian yang digunakan yaitu metode deskriptif kuantitatif.
Metode ini akan membandingkan persentase ekspresi NFKB yang teraktifasi dan
tidak teraktifasi. Perlakuan yang diberikan yaitu pemberian ekstrak D. salina ke
dalam pelet dengan dosis 250 mg, 300 mg, 350 mg dan 400 mg/kg pakan dan
perlakuan dosis 0 mg/kg pakan tanpa pemberian ekstrak D. salina. Pemberian
perlakuan D. salina ini selama 10 hari dan di lanjutkan dengan uji tantang virus
VNN (dosis 0,2 ml/ekor).

Hasil yang didapatkan dari penelitian ini yaitu gejala patologi klinik yang
terjadi pada 12-48 jam belum ada tanda-tanda yang menunjukkan ikan terinfeksi
VNN. Pada 60-84 jam, ikan mulai menunjukkan tanda-tanda infeksi dari virus VNN
yaitu nafsu makan yang menurun, ikan cenderung berenang pasif di dasar
perairan dan warna tubuh mulai menghitam. Hasil lesi anatomi ikan kerapu pada
96 jam didapatkan yaitu sirip pektoral memerah, limpa membengkak dan hati
memucat. Survival Rate (SR) yang didapatkan setelah uji tantang selama 108 jam
yaitu dosis 0, 250, 300, 350 dan 400 mg/kg pakan didapatkan persentase secara
berurutan 30%, 40%, 40%, 50% dan 60%. Hasil dari uji PCR yang didapatkan
pasca uji tantang yaitu ikan kerapu cantang dinyatakan positif terinfeksi VNN. Uji
SDS-PAGE dilakukan untuk mengkonfirmasi ikan terinfeksi virus VNN. Ekspresi
NFKB yang aktif akan berwarna cokelat sedangkan yang tidak aktif akan berwarna
ungu. Persentase ekspresi NFKB yang muncul dengan penggunaan aplikasi
Immunoratio didapatkan ekspresi tertinggi pada dosis 0 mg/kg pakan yaitu 63,5%
dan ekspresi terendah pada dosis 400 mg/kg pakan yaitu 50,4%. Terlihat terjadi
penuruan persentase ekspresi NFKB, dengan pemberian dosis D. salina 400
mg/kg merupakan perlakuan yang terbaik. Hal ini dapat disimpulkan bahwa
penggunaan D. salina dapat menghambat infeksi VNN pada ikan kerapu cantang.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Di Indonesia ikan kerapu merupakan salah satu ikan konsumsi yang
digemari oleh masyarakat. Pemeliharaan ikan kerapu membutuhkan waktu yang
lama untuk mencapai ukuran konsumsi. Pengembangan tentang ikan kerapu
dengan melakukan beberapa perkawinan silang antar jenis kerapu. Salah satu
ikan yang berhasil di dapatkan yaitu jenis ikan kerapu cantang. Menurut Sutarmat
dan Yudha (2013), ikan kerapu cantang yang memiliki nama latin Epinephelus sp.
merupakan ikan hasil persilangan antara ikan kerapu macan (Epinephelus
fuscoguttatus) dengan ikan kerapu kertang (Epinephelus lanceolatus).
Perekayasaan ikan kerapu macan betina dengan ikan kerapu kertang jantan
menghasilkan suatu varietas baru yang secara morfologis mirip dengan kedua
spesies induknya. Pengembangan usaha budidaya kerapu ini juga perlu
memperhatikan beberapa aspek pendukung seperti benih, pakan, lingkungan
perairan, manajemen kesehatan serta sistem dan teknologi budidaya. Nursyifani
(2017), menambahkan bahwa produksi ikan kerapu sepanjang Januari-Oktober
2017 mencapai 46.504 ton, naik lebih dari 300% dari tahun 2016 yang hanya
11.504 ton.

Budidaya kerapu cantang tidak lepas dari faktor penyakit yang dapat
menyerang dan menggagalkan hasil budidaya. Menurut Sudaryatma, et al. (2012),
salah satu penyakit yang telah dilaporkan oleh para peneliti adalah Viral Nervous
Necrosis (VNN) yang dapat menyebabkan kematian massal pada ikan kerapu,
terutama pada stadia larva dan juvenil. Di Indonesia kejadian penyakit VNN
ditemukan pertama kali di daerah Banyuwangi pada budidaya kakap putih dan ikan
kakap tersebut tampak lesu, berenang berputar dengan posisi perut di permukaan

dan sering muncul ke permukaan dengan berenang secara vertikal. Gejala kilinis



yang tampak pada ikan kakap tersebut memiliki kesamaan dengan gejala klinis
ikan yang terinfeksi VNN. Penyakit VNN dapat menyerang otak sehingga
menyebabkan ikan berenang berputar, mengambang di permukaan dengan perut
menghadap ke atas dan pigmentasi warna yang lebih gelap pada ikan.

Salah satu pencegahan yang dapat dilakukan untuk mengurangi dampak
dari virus VNN yaitu menggunakan pakan alami. Pakan alami yang dapat
digunakan yaitu Dunaliella salina, pemilihan alga ini dikarenakan D. salina
mempunyai kandungan B-karoten yang cukup tinggi. Menurut Astrid, et al. (2013),
D. salina mempunyai kandungan B-karoten dan kandungan gizi yang tinggi. D.
salina memiliki kandungan nutrien yaitu kandungan protein 25,67 g, karbohidrat
40,219, lemak 18,02 g dan memiliki kandungan serat 2,10 g. Pada analisis
proksimat nutrien biomassa D. salina untuk 100 g/g berat kering. Alga yang
mempunyai kandungan B-karoten tinggi mempunyai manfaat sebagai antioksidan,
antibakteria, meningkatkan imunitas serta pengganti sel-sel yang rusak. Menurut
Abd EI-Baky, et al. (2007), D. salina mengakumulasi jumlah karotenoid yang tinggi
(12,6% berat kering), termasuk B-karoten (60,4% dari karotenoid total), astaxantin
(17,7%), zeaxantin (13,4%), lutein (4,6%) dan kriptoxantin (3,9%). D. salina
menghasilkan B-karoten sebesar 14% dari berat kering yang kaya akan protein
dan asam lemak esensial sebesar 1-83% dalam berperan sebagai antimikroba.
Menurut Morais, et al. (2017), D. salina selain menghasilkan 3-karoten termasuk
juga dalam golongan microbial polysaccharides yang selain berperan sebagai
antivirus, juga berperan sebagai antioksidan yang mampu menghambat penetrasi
virus ke dalam sel inang. Pemberian D. salina dengan dosis 300 mg/kg pakan
pada penelitian Supamattaya, et al. (2005), mampu menghambat kematian ikan
atau udang karena menghasilkan SR tertinggi sebesar 33,3 %.

Ikan mempunyai sistem imun non spesifik dan sistem imun spesifik. Sistem

imun non spesifik merupakan pertahanan tubuh paling awal dalam menghadapi



serangan berbagai mikroorganisme. Respon imun non-spesifik disebut demikian
karena tidak ditunjukkan terhadap mikroorganisme tertentu. lkan juga memiliki
sistem imun spesifik, yang mempunyai kemampuan untuk mengenal antigen yang
dianggap benda asing bagi dirinya (Rahmaningsih, 2018).

NFKB (Nuclear Factor Kappa Beta) adalah suatu protein yang kompleks di
dalam sitoplasma yang berperan penting di dalam tubuh seperti respon imun,
inflamasi, stress oksidatif, sitokin, radikal bebas, radiasi ultraviolet, dan proses
perkembangan bakteri dan virus serta proliferasi sel dan apoptosis. NFKB juga
dapat mengontrol transkripsi DNA dan ditemukan hampir pada semua jenis sel.
NFKB berperan dalam mengatur respon kekebalan tubuh terhadap infeksi
(Gillmore, 2006). Dengan menggunakan metode NFKB diharapkan dapat

mengetahui respon imun dari ikan kerapu cantang yang terinfeksi virus VNN.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, rumusan masalah yang dapat diambil
dari penelitian ini adalah bagaimana ekspresi NFKB (Nuclear Factor Kappa Beta)
pada mata ikan kerapu cantang yang diinfeksi virus VNN dengan pemberian

ekstrak Dunaliella salina?

1.3  Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui hasil ekspresi NFKB
(Nuclear Factor Kappa Beta) mata ikan kerapu cantang yang diinfeksi virus VNN

dengan pemberian ekstrak Dunaliella salina.

1.4 Kegunaan Penelitian
Kegunaan dari penelitian ini terbagi menjadi dua, yakni kegunaan praktis

dan kegunaan teoritis.



1.4.1 Kegunaan Teoritis

Kegunaan teoritis dari penelitian ini diharapkan menjadi referensi atau
sumber informasi terhadap status NFKB (Nuclear Factor Kappa Beta) pada mata
ikan kerapu cantang yang diinfeksi virus VNN dengan pemberian ekstrak
Dunaliella salina.
1.4.2 Kegunaan Praktis

Kegunaan praktis dari penelitian ini yaitu digunakan sebagai salah satu
cara bagi para pembudidaya ikan kerapu cantang dalam mengatasi permasalahan

mengenai kesehatan ikan yang diakibatkan virus VNN.

1.5 Tempat dan Waktu Pelaksanaan

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Eksplorasi Sumberdaya
Perikanan dan Kelautan, Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan, Laboratorium
Sentral llmu Hayati, Fakultas MIPA serta Laboratorium Patologi Klinik, Fakultas
Kedokteran, Universitas Brawijaya dan Laboratorium Kesehatan lkan dan
Lingkungan, Balai Perikanan Budidaya Air Payau Situbondo pada bulan Januari-

Maret 2019.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ikan Kerapu Cantang (Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus
lanceolatus)

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi
Klasifikasi ikan kerapu cantang menurut Soemarjati, et al. (2015), adalah

sebagai berikut:

Filum : Chordata

Subfilum : Vertebrata

Kelas : Pisces

Ordo : Perciformes

Famili : Serranidae

Genus : Epinephelus

Spesies : Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus lanceolatus

Ikan kerapu cantang mempunyai bentuk tubuh yang relatif bulat. Warna
tubuhnya cokelat kehitaman dengan 5 garis melintang. Bentuk mulutnya lebar
dengan bibir bawah lebih panjang daripada bibir bagian atasnya. lkan kerapu
cantang mempunyai bintik hitam yang banyak tersebar di bagian kepala dan dekat
sirip pektoral dengan jumlah yang berlainan pada setiap individu. lkan kerapu
cantang juga memiliki sirip punggung yang semakin melebar pada bagian
belakangnya. Bentuk ekor nya membulat dan tipe sisik stenoid (bergerigi)
(Sutarmat dan Yudha, 2013). Soemarjati, et al. (2015), menambahkan bahwa ikan
kerapu cantang mempunyai sirip punggung yang terdiri atas 11 jari-jari keras dan
15 jari-jari lunak, sirip pektoral terdiri atas 17 jari-jari lunak, sirip ventral terdiri dari
1 jari-jari keras dan 5 jari-jari lunak, sirip anal terdiri dari atas 13 jari-jari lunak. Ikan

kerapu cantang tergolong ikan karnivora yang biasanya memakan ikan-ikan kecil



yang ada di perairan, ikan kerapu dilengkapi dengan gigi yang lancip, kuat dan

mulut yang lebar. Morfologi dari ikan kerapu cantang disajikan pada Gambar 1.

Gambar 1. Ikan Kerapu Cantang (Epinephelus sp.) (Sutarmat dan Yudha,2013)
2.1.2 Habitat

Ikan kerapu cantang merupakan salah satu ikan hasil persilangan antara
ikan kerapu macan (Epinephelus fuscoguttatus) dan kerapu kertang (Epinephelus
lanceolatus). Menurut Oktavia, et al. (2015), ikan ini telah dikembangkan di
Indonesia (BBAP Situbondo) sejak tahun 2009. Ikan cantang mampu mentolerasi
terhadap lingkungan yang kurang layak dan ruang terbatas. lkan kerapu cantang
dapat bertahan hidup pada salinitas yang lebih tinggi dibandingkan ikan kerapu
macan maupun kerapu kertang. Pertumbuhan optimum pada ikan kerapu cantang
yaitu pada salinitas 15-33 ppt dengan kepadatan yang tinggi.

Kerapu biasanya hidup di perairan karang pantai dengan kedalaman 0,5-3
meter. Ikan kerapu yang sudah dewasa (buraya) akan berpindah ke perairan yang
lebih dalam, yakni di kedalaman 7-40 meter. Biasanya perpindahan ini
berlangsung pada siang dan sore hari. Telur dan larva kerapu bersifat pelagis
(berada di kolom air), sementara kerapu muda hingga dewasa bersifat demersal
atau berdiam di dasar kolam. lkan kerapu bersifat nokturnal, yakni pada siang hari
lebih banyak bersembunyi di liang-liang karang dan pada malam hari aktif
bergerak di kolom air untuk mencari makanan (Subayakto dan Cahyaningsih,

2003). Razi (2013), menambahkan bahwa ikan kerapu cantang hidup diperairan



payau selama kurang lebih 2-3 tahun hingga mencapai ukuran 3-5 kg. lkan dewasa
yang umurnya 3-4 tahun akan beruaya ke muara sungai yang mempunyai salinitas
20-35 ppt untuk proses pematangan kelamin dan pemijahan. Pergerakan ke area
pemijahan biasanya terjadi pada akhir musim panas dan pemijahan terjadi pada
awal musim penghujan. Pemijahan pada musim penghujan terjadi karena suhu
dan salinitas yang merupakan faktor penting dalam pemijahan.

2.1.3 Kebiasaan Makan lkan Kerapu Cantang

Jenis kerapu umumnya termasuk ikan buas atau predator yang aktif
mencari makan pada malam hari (nocturnal). Aktivitas ikan nocturnal tidak
sebanyak ikan diurnal (siang hari). Ikan nocturnal cenderung diam pada siang hari
dan arah geraknya tidak begitu luas dibandingkan ikan diurnal. Ikan nocturnal lebih
banyak menggunakan indera perasa dan penciuman dibandingkan indera
penglihatannya (Iskandar dan Mawardi, 1997). Jenis pakan yang paling disukai
ikan kerapu berasal dari golongan crustaceae (udang-udangan) seperti rebon,
dogol dan krosok, selain itu jenis ikan-ikan kecil seperti tembang, teri dan belanak.
Pemberian pakan ikan kerapu cantang yaitu sebesar 10 -15 % berat badan perhari.
Pertumbuhan ikan kerapu akan maksimal jika pemberian pakan diberikan
sebanyak 15 %. Pemberian pakan 15 % dinilai sudah mencukupi kebutuhan ikan
kerapu untuk tumbuh dengan maksimal (Rahmaningsih dan Ari, 2013). Oktavia, et
al. (2015), menambahkan bahwa ikan kerapu cantang membutuhkan sumber
asam lemak yang berbeda di dalam pakannya dan kebutuhan tersebut dipengaruhi
jenis dan ukuran ikan. Ketidaktepatan sumber asam lemak pakan dapat
menyebabkan pertumbuhan yang tidak maksimal. Pakan yang diberikan pada ikan
kerapu cantang harus memenuhi kebutuhan yang di perlukan untuk ikan kerapu
cantang tumbuh. Marzugi dan Anjusaary (2013), menambahkan bahwa kebutuhan

pakan untuk ikan kerapu cantang yaitu protein 45-55%, lemak 8-14%.



2.1.4 Sistem Pertahanan Tubuh lkan Kerapu Cantang

Ikan kerapu memiliki sistem pertahanan tubuh ketika tubuhnya terinfeksi
oleh agen asing baik dari jenis bakteri, virus, parasit, maupun jamur. Menurut
Gusman (2011), ikan kerapu memiliki dua sistem pertahanan vyaitu sistem
pertahanan alamiah (innate immunity) dan sistem pertahanan adaptif (adaptive
immunity). Sistem imun pada ikan kerapu belum selengkap pada vertebrata tingkat
tinggi tetapi jauh lebih berkembang dibandingkan sistem imun invertebrata.
Kemampuan sistem imun non spesifik (innate immunity) terdiri dari mekanisme
pertahanan seluler dan humoral. Pertahanan seluler non spesifik diperankan oleh
monosit/makrofag, neutrophil/granulosit dan sel cytotoxic non spesifik atau sel NK
(natural killer). Sedangkan pertahanan humoral non spesifik melibatkan lectins,
enzim lytic (lisozyme, complement), transferrin, ceruloplasmin, c-reactive protein
dan interferon. Baratawidjaya (2006), menambahkan bahwa sistem imun spesifik
seluler yaitu limfosit T atau sel T yang berperan melawan mikroorganisme
intraseluler dengan cara meningkatkan kemampuan makrofag sehingga dapat
memfagositosis sel bakteri, virus dan partikel asing lainnya yang masuk ke dalam
tubuh ikan kerapu cantang.

Upaya yang dilakukan oleh tubuh ikan dalam mempertahankan diri
terhadap serangan benda asing adalah dengan menghancurkan benda asing
secara non-spesifik dengan proses fagositosis. Sistem imun non-spesifik
merupakan salah satu pertahanan tubuh yang mampu memberikan respon
langsung terhadap antigen, sedangkan sistem imun spesifik membutuhkan waktu
untuk mengenal antigennya sebelum melakukan respon (Baratawidjaya, 2006).
Aktivitas respon imunitas dapat distimulasi oleh imunostimulator. Respon imun
dibentuk oleh jaringan limfoid. Produk jaringan ini yaitu sel-sel darah dan respon
imunitas baik seluler maupun humoral. Leukosit merupakan jenis sel yang aktif

dalam sistem pertahanan tubuh, leukosit dihasilkan di organ timus dan ginjal



kemudian diangkut dalam darah menuju seluruh tubuh (Irianto, 2005). Sistem imun
ikan kerapu cantang berhubungan dengan NFKB. NFKB berperan dalam
mengatur respon kekebalan tubuh terhadap infeksi (Gillmore, 2006). Selain
mengatur respon kekebalan tubuh NFKB juga berperan mengatur kadar gen

TNFa, IL-6, IL-8, NO dan COX-2. Aktivasi NFKB disajikan pada Gambar 2.

Activation Inflammatory
signals proteins

IxB kinases

Degradation
G2 ) P 3
\_lkBG/.\ Sz IxBay\—> UxBa
lpes  @air
e l-
NF-xB 7 Cytoplasm

Inflammatory gene —I

Nucleus

Gambar 2. Aktivasi NFKB (Nuclear Factor Kappa Beta) (Barnes dan Karin, 1997)

Berdasarkan gambar diatas menurut Barnes dan Karin (1997), NFKB
merupakan salah satu protein kompleks yang terdapat di sitoplasma, NFKB akan
aktif setelah menerima sinyal yang disebabkan oleh stres lingkungan, virus dan
bakteri. Salah satu yang dapat menyebabkan yaitu virus VNN, infeksi virus VNN
yang masuk ke dalam membran sel akan mengaktifkan kB kinase. IkB kinase
akan mendegradasikan lkBa yang merupakan protein penghambat pada NFKB

sehingga NFKB akan bebas. NFKB yang bebas (p50 dan p65) akan menuju
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inflammatory gen yang berada pada nukleus. mRNA akan membantu
menterjemahkan p50 dan p65 dengan melanjutkan proses ke inflammatory

protein.

2.2 NFKB

NFKB (Nuclear Factor Kappa Beta) mulai diidentifikasi sekitar 20 tahun
yang lalu sebagai faktor transkripsi yang mengikat gen kappa dalam sel B. NFKB
berperan penting dalam mengatur sistem peradangan, sistem imun (kekebalan
tubuh), proliferasi sel, dan apoptosis. Menurut Vandemark, et al. (2012), NFKB
juga berperan penting dalam limfosit, diferensiasi myeloid, sel T, dan sel natural
killer (NK) serta pengembangan sel B. Aktivasi fisiologis NFKB selama
pematangan limfosit dan aktivasi memediasi ekspresi gen yang terlibat dalam
proliferasi, dan kelangsungan hidup serta gen yang terlibat dalam kekebalan tubuh
hingga terjadi infeksi. Aktivasi NFKB yang tidak teregulasi menghasilkan ekspresi
gen target yang menyimpang dalam mengatur proliferasi atau kelangsungan hidup
sel, termasuk cyclin, dan sitokin yang mengatur pertumbuhan dan proliferasi
limfosit. Li Wang, et al. (2009), menambahkan bahwa NFKB ditemukan di
sitoplasma sebagai heterodimer yang terkait dengan protein IkB untuk mencegah
NFKB dari translokasi ke nukleus. Setelah menerima sinyal yang tepat, seperti
sitokin, tumor necrosis factor (TNF), interleukin-1 (IL-1), lipopolisakarida (LPS),
radiasi UV, faktor pertumbuhan, atau infeksi virus, NFKB dilepaskan dari IkB
protein dan mentranslokasi ke dalam nukleus. NFKB pada nukleus dapat
meningkatkan transkripsi gen spesifik.

Peran NFKB yang paling penting terletak pada kemampuan untuk
mengaktifkan banyak gen yang terlibat dalam respons kumulatif terhadap infeksi.
Sel dendritik, makrofag, dan sel epitel mukosa mengekspresikan sel reseptor yang

merupakan bagian penting dari sistem imun yang bertanggung jawab untuk
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mendeteksi molekul mikroba (asam nukleat dan dinding sel bakteri). Setelah
distimulasi, TLR (Toll-Like Receptors) mengaktifkan faktor transkripsi NFKB. TLR
merupakan suatu protein yang berperan penting dalam sistem kekebalan tubuh
bawaan (innate). Aktivasi ini memicu ekspresi sel T yang disekresi. Peran NFKB
berlanjut melalui respon imun adaptif, mengaktifkan reseptor antigen dan
menstimulasi limfosit T dan B serta faktor aktivasi sel B untuk kelangsungan hidup
(Serasanambati dan Chilakapati, 2016). Ekspresi NFKB pada bagian mata ikan

kerapu disajikan pada Gambar 3.

Gambar 3. Ekspresi NFKB (Mashita, et al., 2019)

2.3 Dunaliella salina
2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi
Klasifikasi Dunaliella salina menurut Borowitzka dan Siva (2007), adalah

sebagai berikut:

Phylum : Chlorophyta
Class : Chlorophyceae
Order : Dunaliellales
Family : Dunaliellaceae
Genus : Dunaliella

Species : D. salina
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Dunaliella salina adalah salah satu dari mikro alga hijau yang halotolerant
meskipun dinding selnya agak kaku. D. salina. tetap dapat tumbuh di perairan yang
bersalinitas dari 0,5-50 mg/l. D. salina. merupakan mikroalga yang bersifat
uniseluler, mempunyai sepasang flagellata yang sama panjangnya. Kloroplast
berbentuk cangkir dan bentuk sel nya tidak stabil dan beragam. Kebanyakan
berbentuk lonjong, bulat silindris dan elips (Djunaedi, et al., 2017). Borowitzka
(2013), menambahkan bentuk sel D. salina adalah oval hampir bulat dengan
flagella panjang dibagian anterior, biasanya berbentuk simetris radial, pada kondisi
suhu rendah D. salina dapat berubah bentuk menjadi bilateral dorsiventral. D.
salina memiliki ukuran sel 5-29 ym dengan ketebalan 3,8-20,3 um. Masing-masing
sel D. salina mempunyai satu kloroplas yang berbentuk cawan dengan pirenoid
yang berbeda dan dapat berubah warna dari hijau menjadi merah, tergantung

pada kandungan karotenoidnya. Morfologi D. salina disajikan pada Gambar 4.

Gambar 4. Dunaliella salina (Tran, et al., 2013)
2.3.2 Habitat
Habitat atau lingkungan yang dapat menunjang pertumbuhan D. salina
adalah intensitas cahaya, selain salinitas, pH dan suhu. Menurut Padang, et al.
(2018), Cahaya menjadi salah satu faktor pembatas bagi keberlangsungan hidup

D. salina. Cahaya yang bersumber dari energi matahari dibutuhkan oleh D. salina
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dalam proses fotosintesis. Proses fotosintesis mengalami peningkatan apabila
intensitas cahaya meningkat dan mengalami penurunan apabila intensitas cahaya
berkurang. Pigmen yang menyerap cahaya pada D. salina adalah klorofil a,
disamping pigmen lain seperti karotenoid dan xantofil.

Habitat dari D. salina merupakan daerah yang bersalinitas tinggi. Menurut
Oren (2014), D. salina mempunyai satu sel atau uniseluler dengan warna merah.
Kebanyakan D. salina ditemukan pada perairan hipersalin dengan kadar garam
yang tinggi. D. salina merupakan salah satu produsen primer utama yang dapat
tumbuh dengan lingkungan seperti itu. D. salina mampu hidup dengan salinitas
yang range atau jaraknya tinggi yakni berkisar 5-28 ppt. D. salina juga mampu
mentolelir pH pada kisaran 4-9. Kondisi pH 9 D. salina masih mampu untuk tetap
hidup dengan baik.
2.3.3 Siklus Hidup

Masa pertumbuhan D. salina dapat diukur berdasarkan biomas, maupun
jumlah sel dalam mediumnya. Menurut Hadiyanto dan Azim (2012), fase
pertumbuhan D. salina dapat digambarkan dengan grafik dalam keadaan D. salina
homogen, sistem batch (terakumulasi), dengan kondisi supply nutrient yang
ditentukan di awal pembibitan. Fase D. salina diawali dari fase lag. Fase lag adalah
fase adaptasi D. salina dalam medium baru. Fase selanjutnya yaitu fase
eksponensial, fase ini kecepatan pertumbuhan D. salina dapat dihitung
berdasarkan kenaikan biomassa dan selisih waktu yang dibutuhkan. Kecepatan
pertumbuhan (growth rate) adalah salah satu indikasi penting suatu sel berhasil
melalui fase adaptasi. Fase stasioner adalah fase di mana tidak adalah lagi
pertumbuhan D. salina, atau kecepatan pertumbuhan (growth rate) menjadi nol
dan fase terakhir adalah fase kematian, dimana pada fase ini jumlah sel D. salina

yang mati lebih banyak dari jumlah sel yang hidup.



14

2.3.4 Kandungan Dunaliella salina

D. salina merupakan kelompok alga hijau yang mempunyai kandungan
protein, lemak, dan karbohidrat sebagai sumber pangan yang baik. D. salina
menghasilkan pigmen (klorofil, karotenoid, B-karoten), asam amino, asam lemak
dan gliserol. Menurut Zainuddin (2017), pigmen umum yang sering ditemukan
adalah klorofil, dan karotenoid. Klorofil a dapat digunakan sebagai pewarna pada
bidang farmasi, senyawa turunan dari klorofil juga dapat digunakan sebagai
produk kesehatan. Metabolisme D. salina dipengaruhi oleh faktor fisika, kimia dan
biologi lingkungan. Diantaranya adalah intensitas cahaya, nitrogen, nutrient dan
suhu. Kandungan D. salina yaitu karbohidrat (25,67%), protein (40,21%) dan lipid
(18,02%). D. salina juga mampu mengakumulasi jumlah karotenoid yang tinggi
(12,6% berat kering), termasuk B-karoten (60,4% dari karotenoid total), astaxantin
(17,7%), Zeaxantin (13,4%), lutein (4,6%) dan kriptoxantin (3,9%).

D. salina merupakan salah satu jenis fitoplankton yang dimanfaatkan
sebagai pakan alami. Menurut Mahardani, et al. (2017), D. salina ini juga dapat
digunakan sebagai pakan rotifera dan pakan Artemia pada budidaya Artemia.
Kandungan nutrisi D. salina yang ditunjukkan dalam bahan kering adalah protein
(57%), karbohidrat (32%) dan lemak (6%). D. salina merupakan salah satu
mikroalga yang menghasilkan karotenoid, salah satu jenis karotenoid yang
dihasilkan adalah B-karoten yang mampu diakumulasi dalam jumlah sangat tinggi
pada beberapa kondisi stress seperti keterbatasan nitrogen, terkena intensitas
cahaya tinggi dan salinitas yang tinggi. Salinitas mempengaruhi peningkatkan
kandungan karotenoid D. salina dari 2 pg/sel menjadi 5,5 pg/sel.

Kandungan D. salina selain dari betakaroten yang mampu digunakan
sebagai senyawa antivirus yaitu beberapa dari golongan fenol, Napthaline dan
juga tetradekana. Senyawa fenol mempunyai beberapa turunan, termasuk

flavonoid dan tanin yang berfungsi dalam menghambat pertumbuhan virus.
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Napthaline telah teridentifikasi sebagai senyawa antimikroba yang dapat untuk
melawan patogen. Senyawa ini juga dapat digunakan untuk toksisitas akut, anti
inflamasi dan anti analgesik (Rokade dan Sayyed, 2009), sedangkan senyawa
fenol dapat digunakan dalam pencegahan penyakit yang melibatkan radikal bebas
dengan mengurangi strees dan menghambat oksidasi makromolekul seperti yang
di laporkan Pereira, et al. (2007). Senyawa tetradekana sebanyak 34,61%
ditemukan sebagai antibakteri dalam Spirulina platensis yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri uji (Ozdemir, et al., 2004). Berikut disajikan kandungan
bioaktif dari D. salina pada Tabel 1.

Tabel 1. Kandungan Bioaktif D. salina

Kandungan Bioaktif

Parameter Menurut Menurut
Zainuddin (2017) Mahardani, et al. 2017
Karbohidrat 25,67% 32 %
Lipid 18,02 % 6 %
Protein 40,21 % 57 %
Karotenoid 60,4% 5 po/sel
Astaxantin 17, 7% -
Zeaxantin 13,4% -
Lutein 4.6% -
kriptoxantin 3,9% -

2.4 Viral Nervous Necrosis (VNN)
2.4.1 Klasifikasi dan Morfologi
Klasifikasi dari Viral Nervous Necrosis (VNN) menurut Chien, et al. (2017)

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Virus

Divisi - RNA

Grup : Single stranded RNA (+)
Family : Nodaviridae

Genus : Betanodavirus

Spesies : Viral Nervous Necrosis



16

VNN merupakan jenis virus yang disebabkan oleh virus Betanoda, virus
RNA ini mempunyai satu untai positif. Menurut Toffan, et al. (2017), ukuran virus
VNN ini berkisar antara 50-100 nm. Gen RNA1 memiliki panjang sekitar 3,1 kb
dalam mengkode replikase virus dan segmen RNA2 sepanjang 1,4 kb
mengkodekan protein kapsid. Transkrip ketiga, yang dikenal sebagai RNA3 (0,4
kb), dibelah dari ujung RNA1 selama replikasi virus dan mengkodekan protein non-
struktural B2, menghambat pertumbuhan RNA sel. Yanuhar (2011),
menambahkan VNN termasuk keluarga Nodaviridae yang menginfeksi ikan
termasuk genus Betanodavirus. Genus Betanodavirus dapat menginfeksi ikan
budidaya baik ikan air laut maupun ikan air tawar. Penyakit ini pertama Kkali
diketahui pada tahun 1990 di pembenihan dan pembesaran Oleganathus fasciatus
di Jepang dan ikan kakap putih di Australia, ikan kerapu dan ikan guppy. Infeksi
VNN dapat terjadi di berbagai sistem budidaya baik pada suhu hangat maupun
dingin di laut maupun tawar. Menurut Sudaryatma, et al. (2012), kejadian penyakit
VNN di Indonesia pertama kali ditemukan di daerah Banyuwangi pada budidaya
ikan kakap putih. Ikan kakap tersebut terlihat lesu, berenang berputar dengan
perut di permukaan dan sering muncul ke permukaan dengan berenang secara

vertikal. Struktur VNN disajikan pada Gambar 5.

Gambar 5. Struktur VNN (Viral Nervous Necrosis) (Tang, et al. 2012)
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2.4.2 Habitat dan Distribusi

Budidaya kerapu tidak lepas dari faktor penyakit yang dapat menyerang
dan merugikan kegiatan budidaya. Menurut Lestari dan Sudaryatma (2014), Viral
nervous necrosis (VNN) merupakan salah satu virus yang dapat menyebabkan
kematian massal pada ikan kerapu terutama pada stadia larva dan juvenil.
Penyakit ini dapat menyebar melalui banyak perantara seperti air, media pembawa
penyakit dan pakan budidaya. Virus ini dapat ditularkan melalui air dari ikan yang
terinfeksi ke ikan yang sehat dalam waktu 4 hari kontak. Dengan demikian, induk
kerapu dapat menjadi sumber virus untuk larvanya sendiri.

Infeksi virus penyebab VNN sangat cepat menyebar dan menginfeksi inang
melalui saraf perifer yang ada di otot. Virus VNN masuk ke dalam sistem saraf
pusat dan mata dan mengakibatkan ikan kehilangan orientasi berenang dan
disfungsi visual. Larva dan juvenil kerapu yang terserang VNN berkisar pada suhu
24,5°C — 26° C yang merupakan suhu optimal dalam proses infeksi VNN. Infeksi
virus ini dapat menyebabkan kematian pada umur 7-45 hari karena sistem saraf
yang masih sederhana (Sudaryatma, et al. 2012).

2.4.3 Mekanisme Infeksi VNN

Infeksi VNN dapat melalui dua bagian tubuh yaitu pada bagian mata dan
otak. Menurut Putri, et al. (2013), VNN menginfeksi organ mata maupun otak ikan
terjadi secara seketika/secara langsung menyerang reseptor ikan karena VNN
adalah virus yang tidak mempunyai envelope. VNN secara langsung menempel
pada reseptor dimana penempelan pada inang, virus memasukkan materi genetik
dalam sel inang atau infeksi intraseluler dengan meninggalkan mantel protein di
luar sel. Mantel protein merupakan protein konstituen virion dari VNN dan
merupakan salah satu struktur yang penting. Mantel protein tidak hanya berperan
di dalam asam nukleat VNN akan tetapi pada waktu yang bersamaan, protein juga

memiliki peranan penting dalam proses infeksi pada sel sasaran.
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VNN merupakan salah satu virus yang beruntai tunggal postif, ss (+)
Ribonucleid Acid (RNA), Mekanisme infeksi VNN yaitu melalui ikatan antara VNN
adhesin dan molekul reseptor dalam organ kerapu. Viral adhesin dapat terbentuk
dari komponen dasar viral yaitu coat protein dan asam nukleat. Coat protein VNN
merupakan faktor utama dalam mekanisme virus menginfeksi inang (ikan kerapu)
dimana protein memiliki peran dalam menempelnya virus pada reseptor inang
(Yanuhar, 2011).

Virus VNN pada awal infeksi hanya memasukkan protein atau materi
genetik pada retina (mata) khususnya bagian sitoplasma, kemudian akan bertahap
sampai ke nukleus. Infeksi virus VNN dapat terjadi secara vertikal maupun
horizontal, secara vertikal virus akan terbawa oleh induk atau ikan lain yang
bersifat pembawa pada beberapa organ yang sudah terinfeksi seperti hati, ginjal,
perut dan usus. Infeksi secara horizontal terjadi melalui badan air pada media
hidup ikan. Virus yang sudah berhasil masuk ke inang akan mereplikasi diri pada
tempat yang dianggapnya sesuai. Hasil replikasi virus akan menyebar melalui

sumsum tulang belakang menuju otak, kemudian ke retina (Cozta dan Kim, 2016).



3.1

3.1.1 Alat-alat Penelitian

Materi Penelitian

3. METODE PENELITIAN

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

No. Alat Fungsi

1. Bak Kontainer Sebagai wadah untuk ikan hidup

2. Selang aerator Sebagai perantara penyuplai oksigen untuk ikan

3. Batu aerasi Untuk memecah gelembung oksigen

4, Seser Untuk membantu mengambil ikan

5. Drum Sebagai wadah penampungan air laut

6. Thermometer Untuk mengukur suhu selama pemeliharaan

7. DO meter Untuk  mengukur kadar DO  selama
pemeliharaan

8. Pipa paralon Untuk mengalirkan oksigen dari blower ke
seluruh bak kontainer.

9. Blower Sebagai sumber energi untuk suplai oksigen.

10. Autoklaf Untuk mensterilisasi alat-alat yang digunakan.

11. Botol sprayer Sebagai wadah alkohol 70%.

12. Timbangan digital Untuk menimbang pakan dan kebutuhan D.
salina dengan ketelitian 102

13. Cetakan pellet Untuk membantu dalam pembentukan hasil
repelleting

14. Nampan Sebagai wadah untuk mencampur pellet dan D.
salina pada saat repelleting

15. Oven Untuk membantu mengeringkan pellet

16. Sectio Set Untuk membantu membedah ikan

17. Botol film Untuk menyimpan organ setelah ikan dibedah

19. Coolbox Untuk menyimpan botol film yang berisi organ
dalam waktu sementara dan sebagai wadah
sementara pada saat transportasi ikan

20. Blender Untuk menghaluskan pellet dan D. salina

22. Mikroskop binokuler  Untuk membantu melihat dan menganalisis hasil
NFKB

23. Freezer suhu -80°C  Untuk menyimpan isolat VNN

24. Tissue prosesor Sebagai wadah larutan alkohol bertingkat, xylol
serta parafin pada proses dehidrasi dan clearing

25. Slide drying Untuk membantu mengeringkan slide setelah
ditempeli potongan sediaan

26. Pisau mikrotom Untuk memotong sediaan jaringan yang telah
diparafin

27. Cassette Sebagai tempat untuk meletakkan organ pada
proses pembuatan sediaan NFKB

28. Objek glass Untuk meletakkan sediaan yang telah dipotong-

potong
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No. Alat Fungsi

29. Waterbath Sebagai wadah air panas yang berfungsi untuk
melekatkan hasil potongan sediaan pada objek
glass

30. Wax dispenser Sebagai wadah parafin pada saat proses
blocking.

31. Sentrifus Sebagai alat untuk mengomogenkan isolat virus.

32. Chamber Sebagai tempat dilakukannya pengecatan.

Pengecatan

33. Cover glass Untuk menutup objek glass

34. Spuit Sebagai alat untuk menyalurkan isolate ke
miliopore

35. Saringan miliopore Sebagai alat untuk menyaring virus agar tidak

no. 45 um

tercampur dengan bakteri

3.1.2 Bahan-bahan Penelitian

Bahan-bahan yang dipakai dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

No Bahan Fungsi
1 Ikan kerapu cantang Sebagai bahan yang diamati selama penelitian
ukuran 7-8 cm

2 Air laut Sebagai media hidup ikan kerapu cantang

3 Kaporit Sebagai bahan untuk mensterilisasi air, drum
dan bak kontainer.

4, Na-thiosulfat Sebagai bahan untuk menetralkan kaporit

5. Alkohol 70% Sebagai bahan untuk pengkondisian aseptis.

6. Tisu Sebagai bahan untuk membersihkan alat-alat
yang telah digunakan

7. Tepung D. salina Sebagai bahan untuk perlakuan

8. Pellet Stella No. 2 Sebagai pakan ikan dan bahan untuk
repelleting

9. Isolat VNN Sebagai bahan untuk uji tantang.

10. Tube Sebagai wadah isolat VNN

11. PBS Untuk mempertahankan konsistensi pH pada
isolat virus

12. Formalin 10% Sebagai bahan untuk mengawetkan organ
setelah dinekropsi

13. Sampel mata Sebagai bahan yang akan diamati NFKB nya

14. Dry Ice Untuk membantu menurunkan suhu pada
coolbox saat transportasi isolate VNN

15. Kertas label Untuk memberi tanda perlakuan.

16. Tepung kanji Sebagai bahan perekat antara pellet dan
tepung D. salina

17. Lem entelan Sebagai perekat cover glass pada objek glass

18. pH paper Sebagai pengukur pH air

19. Hematoksilin Untuk mengikat cat yang bersifat basa.

20. Eosin Untuk mengikat cat yang bersifat asam.
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3.2 Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan yaitu metode deskriptif kuantitatif.
Penelitian menggunakan metode deskriptif yaitu dengan mencari fakta dengan
interpretasi yang tepat, mempelajari masalah dan proses yang sedang
berlangsung dan pengaruhnya dari suatu fenomena atau kegiatan yang sedang

kita jadikan variabel penelitian (Linarwati, et al., 2016).

3.3  Teknik Pengumpulan Data

Data adalah bahan keterangan dalam suatu objek penelitian yang
diperoleh. Teknik pengumpulan data bertujuan untuk mendapatkan data sebagai
bahan untuk menganalisa hasil penelitian. Penelitian ini menggunakan dua jenis
dan sumber data yang digunakan yaitu data primer dan data sekunder.
3.3.1 Data Primer

Data primer adalah data yang diperoleh secara langsung melalui
pencatatan hasil observasi, wawancara dan partisipasi aktif. Menurut Hasan
(2002), data primer merupakan data yang diperoleh secara langsung di lapangan
oleh orang yang melakukan penelitian. Data dapat diperoleh secara langsung
setelah melakukan pengamatan dan pencatatan dari observasi, partisipasi aktif
dan wawancara.
3.3.2 Data Sekunder

Data sekunder merupakan data atau informasi yang diperoleh secara tidak
langsung dari obyek penelitian yang bersifat publik, yang terdiri atas: struktur
organisasi dan kearsipan, dokumen, laporan-laporan serta buku-buku. Dengan
kata lain data sekunder diperoleh penelitian secara tidak langsung, melalui
perantara atau diperoleh dan dicatat dari pihak lain. Data sekunder pada penelitian
ini digunakan untuk mendukung penemuan atau hasil dari penelitian (Purhantara,

2010).
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3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Penelitian Pendahuluan

Penelitian pendahuluan yaitu tahap awal dalam pembuatan ekstrak D.
salina menggunakan tiga pelarut n-heksana, etanol, dan metanol. Maserasi
dilakukan dengan merendam 30 gram tepung D. salina dan 150 ml untuk masing-
masing pelarut selama 24 jam, setelah direndam, filtrat di saring dan pelarut n-
heksan menghasilkan filtrat sebanyak 80 ml, etanol 120 ml dan metanol 130 ml.
Hasil filtrat kemudian dilakukan evaporasi menggunakan rotator evaporator
dengan suhu 50°C akan terbentuk ekstrak sebanyak 0,13 gram untuk n-heksan,
0,39 gram etanol dan 0,92 gram metanol. Hasil ekstrak selanjutnya diuji
kandungannya menggunakan metode GCMS (Gas Cromatography and Mass
Spectroscopy). Prosedur penelitian pendahuluan yang mengacu pada Agustini

dan Kusmiati (2012), disajikan pada Gambar 6.

N-heksan, etanol dan metanol Tepung D. salina

\4
Maserasi

v
Penvaringan

A 4
Evaporasi

\ 4
Terbentuk ekstrak

\4
Penimbanagan ekstrak

\4
Ditempatkan pada pot

v

Uji GCMS (konsentrasi 1000 ppm)

Gambar 6. Prosedur Penelitian Pendahuluan
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Berdasarkan dari penelitian pendahuluan diperoleh pelarut yang terbaik
yaitu n-heksan karena senyawa n-heksana mengandung napthaline, fenol dan
tetradekana (Yuwanita et al.,, 2019 belum dipublikasikan). Napthaline telah
teridentifikasi sebagai senyawa antimikroba yang dapat untuk melawan patogen.
Senyawa ini juga dapat digunakan untuk toksisitas akut, anti inflamasi dan anti
analgesik (Rokade dan Sayyed, 2009), sedangkan senyawa fenol dapat
digunakan dalam pencegahan penyakit yang melibatkan radikal bebas dengan
mengurangi strees dan menghambat oksidasi makromolekul seperti yang di
laporkan Pereira, et al. (2007). Senyawa tetradekana sebanyak 34,61% ditemukan
sebagai antibakteri dalam Spirulina platensis yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri uji (Ozdemir, et al., 2004).

3.4.2 Penelitian Utama

Penelitian utama yaitu tahap lanjutan dari hasil penelitian pendahuluan
yang nantinya akan dicampur dengan pelet sebagai pakan ikan kerapu cantang
guna mencegah infeksi VNN, lalu akan dilakukan uji NFKB yang mengacu pada

Logan, et al., (2007), prosedur penelitian utama disajikan pada Gambar 7.

Alat dan bahan di > Maserasi
Sterilisasi ¢
_ Repelleting
Isolasi VNN < Pakan + Ekstak D.

l salina

»| Pemberian Pakan

Adaptasi lkan > Uji Tantan
P Perlakuan J g

Pengamatan Gejala Klinis, Lesi
Anatomi, PCR dan SDS-PAGE

Pengujian NFKB

Gambar 7. Prosedur Kerja Penelitian Utama
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a. Persiapan Alat dan Bahan

Wadah pemeliharaan yang digunakan adalah bak kontainer sebanyak 5
buah dengan kapasitas air 16 liter. Bak kontainer sebelum digunakan di cuci
terlebih dahulu dengan sabun kemudian direndam dengan kaporit 100 ppm
selama 24 jam dan dinetralisir dengan menggunakan Na-Thiosulfat 50 ppm. Bak
kontainer dikeringkan selama 2 hari lalu siap untuk digunakan sebagai tempat
pemliharaan. Air pemeliharaan ikan sebanyak 16 liter untuk kepadatan 10 ekor
dengan ukuran 7-9 cm. Aerator set dipasang pada bak kontainer untuk suplai
oksigen.
b. Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat-alat dicuci menggunakan sabun dan air mengalir kemudian
dikeringkan dan dibungkus dengan koran, lalu disterilisasi menggunakan oven
dengan suhu 167-177°C selama 1 jam. Bahan yang akan digunakan seperti
akuades dimasukkan ke dalam botol schot dan dibungkus dengan alumunium foil.
Bahan yang sudah dibungkus alumunium foil disterilisasi menggunakan autoclave.
Autoclave di setting ke mode p2 yaitu suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit.
Tekan tombol off dan buka klep penutup setelah alarm berbunyi.
3.4.3 Maserasi

Proses ekstraksi D. salina menggunakan metode maserasi dengan pelarut
dari hasil terbaik uji GCMS vyaitu n-heksana dengan perbandingan 1:5 (g/ml)
(Agustini dan Kusmiati, 2012). Biomasa kering kemudian direndam selama 24 jam
dengan kondisi gelap. Filtrat yang dihasilkan ditampung dan dikumpulkan
kemudian di evaporasi menggunakan vakum rotaryvapor dengan suhu 50°C
hingga filtratnya mengental. Ekstrak D. salina ditimbang sesuai dengan dosis yang

telah ditentukan.
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3.4.4 Repeletting

Repeletting pakan dengan D. salina mengacu pada Yuwanita, et al. (2018),
pakan buatan yang digunakan untuk repeletting adalah pelet dengan merek Stella
No.2 dan tepung D. salina, keduanya ditimbang terlebih dahulu untuk menentukan
dosis yang akan digunakan. Dosis tepung D. salina yang digunakan yaitu 250 mg,
300 mg, 350 mg dan 400 mg dalam 1 kilogram pakan. Pelet yang digunakan
sebanyak 4 kg untuk 50 ekor ikan kerapu cantang. Pelet kemudian dihancurkan
sampai halus dan disaring dengan saringan teh untuk mendapatkan tekstur yang
lebih halus. Tepung D. salina ditambahkan ke dalam pelet yang sudah lembut dan
ditambah tepung kanji sebagai bahan perekat sebesar 10 gram secara sedikit
demi sedikit sambil diaduk-aduk. Bahan yang telah tercampur rata, pellet
kemudian dicetak ulang dengan meggunakan cetakan manual agar tidak merusak
kandungan bioaktif D. salina. Pelet yang telah di cetak, dikeringkan hingga benar-
benar kering dan harus segera diberikan ke ikan atau disimpan di ruang kedap
udara agar tidak mengurangi kandungan yang terdapat di D. salina.
3.4.5 Isolasi Virus

VNN diisolasi dari organ otak atau mata ikan kerapu cantang yang
terinfeksi VNN. Pembuatan inokulum virus mengunakan organ target VNN yaitu
organ mata dan otak diambil kemudian digerus dan ditambahkan 200 ml larutan
10 mM Phosphate Buffer Saline (PBS) ph 7,2. Fungsi dari PBS yaitu PBS
merupakan cairan yang bersifat isotonic dan tidak toksik terhadap sel, dapat
membantu mempertahankan pH dan dapat melarutkan substansi. Sampel yang
sudah tercampur selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama
30 menit. Supernatan kemudian disaring menggunakan membran filter ukuran
0,45 pm. Hasil isolasi kemudian disimpan untuk digunakan sebagai inokulum saat

uji tantang (Jhonny, et al., 2007).
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3.4.6 Persiapan Ikan Penelitian

Ikan uji yang digunakan adalah ikan kerapu cantang yang diperoleh dari
BPBAP Situbondo, Jawa Timur. Ikan kerapu cantang yang dipilih adalah ikan yang
sehat sebanyak 50 ekor dengan ukuran 7-9 cm. Pemeliharaan menggunakan 5
bak kontainer dengan kepadatan 10 ekor/bak kontainer dan diberi aerasi. Empat
bak kontainer digunakan sebagai wadah ikan yang diinfeksi VNN dan pemberian
D. salina sesuai perlakuan, sedangkan satu bak kontainer digunakan sebagai
kontrol negatif yaitu ikan kerapu cantang yang diinfeksi VNN tanpa pemberian D.
salina. lkan kemudian diadaptasi selama 7 hari agar ikan tidak stress saat
dilakukan uji penelitian. Selama adaptasi ikan diberi pakan pelet merk Stella no 2
sebanyak 2 kali sehari yaitu pagi hari pukul 08.00 WIB dan sore hari pukul 16.00
WIB. Penyiponan dilakukan setiap pagi apabila air telah kotor karena feses dan
sisa pakan yang mengedap di dasar jika dibiarkan akan menyebabkan
meningkatnya kadar amonia. Apabila ikan sudah mampu adaptasi dan respon

terhadap pakan maka ikan kerapu cantang siap untuk diberikan perlakuan.

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Pemberian Pakan

Pelet hasil pencampuran dengan dosis D. salina yang sudah ditetapkan
yaitu 250 mg, 300 mg, 350 mg dan 400 mg dalam 1 kilogram pakan diberikan pada
ikan kerapu cantang dengan frekuensi pemberian pakan mengacu pada Yanuhar
(2011), yaitu 2 kali sehari pada pagi hari pukul 08.00 WIB dan 15.00 WIB.
Pemberian pakan dilakukan selama 10 hari sebelum dilakukan uji tantang VNN.
Pakan diberikan secara adlibitum dengan Feeding Rate (FR) 5% (Arief, et al.,
2011) sebesar 7,5 gram/akuarium/hari dari berat biomassa 10 ekor ikan sebesar

150 gr/ekor.
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3.5.2 Uji Tantang

Metode uji tantang yang digunakan pada penelitian ini dengan menyutikkan
berdasar Mahardika, et al. (2017), uji tantang dilakukan pada masing-masing 10
ekor ikan uji dengan menyuntikkan sebanyak 0,2 mL virus VNN/ekor ikan dengan
konsentrasi 10* yang sebelumnya telah dibius dengan 100 ppm eugenol,
selanjutnya ikan-ikan tersebut dipelihara dalam bak kontainer dengan pemberian
aerasi.
3.5.3 Pengamatan Gejala Patologi Klinik

Pengamatan gejala klinis yang dilakukan yaitu selama 4 hari dengan
interval waktu 12 jam yakni 12 jam, 24 jam, 36 jam, 48 jam, 60 jam, 72 jam, 84 jam
dan 96 jam paska infeksi (Lethal Dose) (Yuwanita, et al., 2018).
3.5.4 Pengamatan Lesi Anatomi

Pengamatan lesi anatomi yang mengacu pada prosedur Lestari dan
Sudaryatma (2014), pengamatan dilakukan setelah uji tantang VNN ke ikan kerapu
cantang pada waktu interval 96 jam pasca infeksi. Perubahan anatomi yang
diamati meliputi insang, sirip, mulut dan organ bagian dalam tubuh ikan kerapu
cantang. Pengamatan organ bagian dalam dilakukan dengan membedah tubuh
ikan
3.5.5 Deteksi VNN dengan PCR

Uji PCR dilakukakan untuk mengkonfirmasi ikan kerapu cantang positif
terinfeksi VNN setelah dilakukan pengamatan gejala klinis dan lesi anatomi.
Proses dari PCR berpedoman pada metode BPBAP Situbondo yaitu sebagai
berikut:

1. RNA diekstraksi menggunakan RNA Extraction Solution
2. RNA di amplifikasi dalam reaksi RT-PCR menggunakan sepasang primer
yaitu F2 (5’-CGT-GTC-AGT-CAT-GTC-TCG-CT-3') dan R3 (5'-CGA-GTC-

AAC-ACG-GGT-GAA-GA-3’) dengan reagen dari GoTag PCR Core
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System (Promega) (OIE, 2019). Pengaturan suhu pada thermalcycler
adalah transkripsi balik 48°C selama 45 menit, denaturasi awal 94°C
selama 2 menit, amplifikasi pertama 95°C selama 40 detik, amplifikasi
kedua 55°C selama 40 detik, amplifikasi ketiga 72°C selama 40 detik,
ekstraksi akhir pada suhu 72°C selama 5 menit dan hold dengan suhu 4°C
yang dilakukan sebanyak 40 siklus.

Proses dilanjutkan dengan nested PCR menggunakan GoTaq Green
Master Mix, sepasang primer yang digunakan yaitu NF2 (5’-GTT-CCC-
TGT-ACA-ACG-ATT-CC-3') dan NR3 (5-GGA-TTT-GAC-GGG-GCT-
GCT-CA-3’) (OIE, 2019). Pengaturan suhu pada thermalcycler adalah
denaturasi awal 94°C selama 2 menit, amplifikasi pertama 94°C selama 40
detik, amplifikasi kedua 50°C selama 40 detik, amplifikasi ketiga 72°C
selama 40 detik, ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 10 menit dan hold
dengan suhu 4°C yang dilakukan sebanyak 40 siklus.

Produk PCR dielektroforesis pada 1,5% agarose gel selama 30 menit
dengan larutan TAE 1X sebanyak 500 mL dengan voltase 100-150 V
Proses setelah elektroforesis, dilakukan pewarnaan menggunakan larutan
Ethidium Bromide (EtBr) 0,05% selama 10 menit.

Langkah terakhir yaitu pembacaan hasil menggunakan UV Gel
Documentation. Hasil positif VNN apabila terlihat garis perpendaran pita
DNA (band) dengan 294 bp (nested), apabila hasil negatif tidak terlihat
garis perpendaran pita DNA.

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis)

Pembuatan ekstrak protein pada otak ikan kerapu cantang yang akan diuiji

SDS-PAGE yaitu dengan cara mengambil organ otak ikan, kemudian organ

ditimbang berat dan dicuci dengan PBS sebanyak 3 kali ulangan. Selanjutnya
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organ dimasukkan ke dalam tube dan digerus hingga halus. Organ yang telah
halus ditambahkan buffer ekstrak (PBS) dengan perbandingan 1:3 dan
dihomogenkan. Setelah itu disentrifuse dengan kecepatan 11000 rpm pada suhu
4°C selama 20 menit. Pellet atau whole cell yang mengendap di dasar tube
dibuang, kemudian supernatan diambil dan dimasukkan ke dalam tube untuk diuji
SDS-Page (Ode, 2011).

Analisis protein menggunakan metode SDS-PAGE yang mengacu pada
Yanuhar dan Khumaidi (2017), yaitu gel elektroforesis yang digunakan adalah gel
sodium dodesil sulfat poliakrilamida dengan konsentrasi 12,5%. Analisis dilakukan
dengan menambahkan buffer sampel ke dalam sampel protein (rasio 1: 1) dalam
tabung eppendorf, dipanaskan pada suhu 100°C selama lima menit dalam 5 mm
pelarut Tris HCI pada pH 6,8; 5% 2-merkapto etanol; 2,5% w/v sodium dodesil
sulfat, dan 10% v/v gliserol. Langkah selanjutnya sampel didinginkan dan disimpan
pada suhu 20°C. Analisis dilakukan pada kecepatan konstan 20 mA selama 40-50
menit atau tracking dye 0,5 cm dari dasar gel, setelah itu sampel protein diwarnai
dengan commasie brilliant blue. Langkah terakhir adalah destaining yang
digunakan untuk menghilangkan gel colorant dan menekan band protein.

3.5.7 Pengambilan Organ Mata Ikan Kerapu Cantang

Ikan kerapu cantang yang telah mati diambil pada tahapan setelah injeksi
VNN. Ikan diambil pada bagian organ mata, dibedah menggunakan pisau atau
gunting yang tajam agar hasil yang didapatkan baik. Menurut Umasugi dan
Burhanuddin (2015), pengambilan sampel dalam penelitian ini dilakukan dengan
memeriksa tubuh bagian dalam dengan cara terlebih dahulu dilakukan
pembedahan terhadap sampel ikan. Pembedahan dilakukan dengan
menggunakan gunting/ pisau yang tajam agar hasil yang didapatkan baik. Setelah
selesai dibedah, mata ikan diambil dan diamati. Organ mata kerapu cantang yang

telah diambil ditempatkan pada wadah seperti tube dan diberi formalin 10 %.
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Organ yang disimpan di dalam formalin akan mampu bertahan 2-3 hari untuk

dilanjutkan ke proses selanjutnya.

3.5.8 Uji Ekspresi NFKB

Prosedur kerja NFKB mengacu pada Laboratorium Patologi Klinik,

Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya. Tujuan uji NFKB untuk mengetahui

ada tidaknya infeksi virus VNN yang menyerang organ mata ikan kerapu cantang.

Langkah kerja uji NFKB adalah sebagai berikut:

Organ mata ikan kerapu cantang difiksasi dengan formalin 10%.

Mata yang telah difiksasi dipotong sempurna dengan ketebalan 2-3 mm.
Potongan organ tersebut dimasukkan dalam kaset yang dilabel dan ditutup.
Dilakukan proses dehidrasi, pembeningan (clearing), pembenaman
(impregnasi/embedding) lalu didinginkan pada lempeng pendingin.
Pemotongan (sectioning) dengan mikrotom, hasil pemotongan berupa pita tipis.
Dimasukkan ke dalam waterbath berisi air hangat lalu diambil dengan object
glass yang diolesi albumin gliserin.

Dilakukan inkubasi over night (semalam) di inkubator dan dilakukan tahapan
pewarnaan (staining).

Prosedur pewarnaan diawali dengan memanaskan sediaan yang dilekatkan
pada object glass yang tercoating Poly L-Lysine dalam inkubator suhu 80 °C
selama 1 jam

Deparafinasi dengan xilol I, Il lll masing-masing 15 menit. Slide dimasukkan ke
dalam ethanol absolut, alkohol 90%, 80% masing-masing 15 menit.

Direndam akuades selama 15 menit.

Sampel dimasukkan dalam H,O- 1,6% dalam methanol selama 20 menit.
Sampel dilakukan antigen retrieval dengan cara direndam dan dipanaskan
dalam Decloaking Chamber, selanjutnya didinginkan pada suhu ruang 30 menit

dan dibilas dengan akuades.
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- Sampel direndam dalam Phosphat Buffer Saline selama 15 menit.

- Slide ditetesi anti bodi primer dan diinkubasi selama semalam atau overnight,
setelah itu dicuci dengan Phosphat Buffer Saline selama 15 menit.

- Slide ditetesi Simple Stain Max PO dan diinkubasi selama 1 jam.

- Slide ditetesi DAB dan diinkubasi 10 menit (1 ml Betazoid Dab Substrate Buffer
ditambah 1 — 2 tetes DAB Chromogen), kemudian dicuci dengan air mengalir 5
— 7 menit. Selanjutnya di counterstain dengan mayer haematoxilin 2 — 3 menit.

- Slide di rendam dalam Lithum Carbonat jenuh 3 menit.

- Slide dicuci dengan air mengalir 5-7 menit.

- Slide didehidrasi dengan alkohol 80%, 96%, alkohol absolut sampai dengan
xylol I, 1, Il masing-masing 15 menit, dilanjutkan proses mounting.

- Mounting yaitu dengan entellan lalu dilanjutkan dengan pengamatan langsung

melalui mikroskop.

3.6 Parameter Uji
3.6.1 Parameter Utama

Parameter utama pada penelitian ini adalah uji NFKB pada mata ikan
kerapu cantang, uji PCR, Uji SDS-PAGE, pengamatan gejala klinis patologis, lesi
anatomi dan SR (Survival Rate). Pengamatan NFKB dilakukan dengan
membandingkan ikan kerapu cantang yang telah diberikan perlakuan D. salina.
Uji NFKB dilakukan untuk mengetahui respon dalam inflamasi dan proliferasi ikan
kerapu cantang. Pengamatan NFKB juga di lihat dari metode immunoratio untuk
mengetahui seberapa besar infeksi dari virus VNN.

3.6.2 Parameter Penunjang

Parameter penunjang yang diamati dalam penelitian ini meliputi kualitas air

pada bak kontainer penelitian meliputi suhu, pH, oksigen terlarut, salinitas.
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3.7  Analisis Data

Data yang telah didapatkan dianalisa dengan menggunakan metode
deskriptif kuantitatif. Metode deskriptif kuantitatif yaitu suatu cara yang digunakan
untuk mengumpulkan informasi suatu kejadian atau variabel dengan apa adanya
(Alwan, et al. 2017). Hasil NFKB yang telah didapatkan berdasarkan setiap
perlakuan dilanjutkan dengan menggunakan metode immunoratio, dimana metode
ini dapat menghitung seberapa besar bagian dari mata khususnya pada bagian
lapisan di retina yang terinfeksi virus VNN. Hal ini didukung oleh Handayani, et al.
(2018), software immunoratio merupakan salah satu metode yang dapat
digunakan untuk menghitung seberapa banyak NFKB yang terdapat dalam satu
sel yang telah diwarnai dengan pewarnaan IHK. Hasil immunoratio akan
menunjukkan bagian-bagian yang terinfeksi dan tidak terinfeksi oleh virus VNN

pada mata ikan kerapu cantang.



4.1 Parameter Utama

4. PEMBAHASAN

4.1.1 Gejala Patologi Klinik

Gejala klinis merupakan suatu indikasi yang menunjukkan ikan terjangkit

penyakit. Begitu juga halnya dengan ciri-ciri ikan yang terserang VNN dapat dilihat

berdasarkan gejala klinisnya. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan

didapatkan pengamatan hasil gejala klinis patologis pada ikan kerapu cantang

pasca infeksi VNN yang disajikan pada Tabel 2, sedangkan ciri-ciri dan kondisi

gejala klinis ikan kerapu cantang pasca diinfeksi VNN disajikan pada Gambar 8.

Tabel 2. Gejala Klinis Patologis Pasca Infeksi VNN

Waktu

Gejala Klinis

Dosis
Pen(%zm?tan (mg/kg) Nafsu Makan  Tingkah Laku  Warna Tubuh
0 Normal Berenang aktif Normal
250 Normal Berenang aktif Normal
12 300 Normal Berenang aktif Normal
350 Normal Berenang aktif Normal
400 Normal Berenang aktif Normal
0 Normal Berenang aktif Normal
250 Normal Berenang aktif Normal
24 300 Normal Berenang aktif Normal
350 Normal Berenang aktif Normal
400 Normal Berenang aktif Normal
0 Normal Berenang aktif Normal
250 Normal Berenang aktif Normal
36 300 Normal Berenang aktif Normal
350 Normal Berenang aktif Normal
400 Normal Berenang aktif Normal
0 Menurun Berenang pasif 50%
menghitam
48 250 Menurun Berenang pasif Normal
300 Menurun Berenang pasif Normal
350 Normal Berenang aktif Normal
400 Normal Berenang akiif Normal
0 Menurun Berenang pasif  50%
menghitam
60 250 Menurun Berenang pasif, 50%
berdiam di dasar menghitam
300 Menurun Berenang pasif, Normal

beberapa miring
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Waktu Dosis Gejala Klinis
Pengamatan Nasfu makan Tingkah Laku Warna Tubuh

350 Normal Berenang pasif Normal

400 Normal Berenang aktif, Normal
beberapa
berdiam di dasar

0 Menurun Berenang pasif 50%
dengan tubuh menghitam
miring

250 Menurun Berenang pasif, 50%
berdiam di dasar menghitam
dengan tubuh

72 miring

300 Menurun Berenang pasif, 50%
beberapa miring menghitam

350 Menurun Berenang pasif, 50%
berdiam di dasar menghitam

400 Normal Berenang aktif, 50%
beberapa menghitam
berdiam di dasar

0 Menurun Mayoritas 50%
berdiam di dasar menghitam
dengan tubuh
miring

250 Menurun Mayoritas 50%
berenang pasif menghitam
dengan tubuh

84 miring

300 Menurun Mayoritas 50%
berenang pasif menghitam
dengan tubuh
miring

350 Menurun Mayoritas 50%
berenang pasif menghitam
dan berdiam di
dasar

400 Menurun Mayoritas 50%
berenang pasif, = menghitam
beberapa

berdiam di dasar

Berdasarkan tabel diatas dapat diketahui bahwa setiap perlakuan pada

interval waktu pengamatan 12 jam menunjukkan gejala yang berbeda-beda.

Gejala klinis 12 jam pasca infeksi pada semua perlakuan menunjukkan nafsu

makan, gerakan tubuh dan warna tubuh ikan kerapu cantang yang terlihat normal.

Hal tersebut sesuai dengan pendapat Nguyen, et al. (1996), pasca infeksi VNN 12

jam belum menunjukkan tanda atau gejala VNN. lkan yang diinfeksi VNN masih
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terlihat gesit dengan nafsu makan yang tinggi. lkan akan terlihat gejala ketika
memasuki 48-72 jam setelah infeksi VNN.

Pengamatan gejala klinis 24-36 jam pasca infeksi, menunjukkan nafsu
makan ikan kerapu cantang normal dan gerakan aktif dengan warna tubuh normal
pada semua perlakuannya, walaupun belum terdapat tanda-tanda gejala akibat
penyuntikan VNN. Hal ini sesuai dengan pendapat Roza, et al. (2006), ikan kerapu
pasca infeksi VNN 1-2 hari belum menunjukkan tanda-tanda VNN. lkan kerapu
masih terlihat aktif dalam pergerakannya, dan nafsu makan ikan juga belum
mengalami penurunan.

Pengamatan 48-60 jam pasca infeksi mulai menunjukkan gejala yang
berbeda dari sebelumya yaitu pada dosis 0 mg/kg, 250 mg/kg dan 300 mg/kg
mengalami penurunan nafsu makan, gerakan berenang yang pasif dan beberapa
ikan kerapu cantang berdiam di dasar serta warna tubuh yang menggelap
(Gambar 8a), sedangkan pada dosis 350 mg/kg dan 400 mg/kg nafsu makan,
gerakan berenang dan warna tubuh masih dalam keadaan normal. Hal ini sesuai
dengan pendapat Sembiring, et al. (2018), ikan kerapu yang diinfeksi VNN akan
mengalami penurunan nafsu makan ketika 2-3 hari pasca infeksi. Perilaku renang
dari ikan mengalami perubahan, gerakan ikan terlihat tidak stabil dengan berenang
ke bagian dasar.

Gejala yang terdapat pada ikan kerapu cantang 72-84 jam pasca infeksi
hampir menunjukkan tingkah laku yang sama di semua perlakuan, kecuali dosis
400 mg/kg. Pada dosis 0, 250, 300 dan 350 mg/kg, ikan kerapu cantang terus
mengalami penurunan nafsu makan, gerakan yang pasif dan mayoritas berdiam
di dasar dengan tubuh miring (Gambar 8b) dan 50% dari total ikan kerapu cantang
berwarna gelap, sedangkan dosis 400 mg/kg pada 72 jam pasca infeksi masih

menunjukkan nafsu makan yang normal, walaupun beberapa ikan kerapu cantang
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ada yang berdiam diri di dasar dan tubuh mulai menggelap. Dosis 400 mg/kg baru
menunjukkan penurunan nafsu makan dan tingkah laku pada 84 jam pasca infeksi.
Hal ini sesuai dengan pendapat Yuwanita, et al. (2018), gejala klinis yang terlihat
dari ikan kerapu cantang pasca infeksi 72-84 jam yaitu nafsu makan ikan menurun
drastis dengan melihat respon ikan ketika diberikan pakan. lkan kerapu cantang
terlihat bergerombol didasar perairan dengan pola berenang yang miring. lkan
kerapu beberapa ditemukan dengan ciri warna tubuh yang mulai menghitam dan
beberapa berwarna pucat. Pada perlakuan dosis 400 mg/kg menunjukkan
beberapa ikan kerapu masih terlihat dengan pergerakan yang normal. Hal ini
sesuai dengan pendapat Saparuddin, et al. (2017), D. salina dapat menghambat
replikasi virus VNN. Penghambatan terjadi karena D. salina mengandung senyawa
antivirus seperti fenol dan flavonoid yang mampu mengurangi jumlah sel yang
terinfeksi dan jumlah dari VNN.

Pengamatan gejala klinis 96 jam - 108 jam pasca infeksi telah menimbulkan
kematian pada ikan kerapu cantang. Beberapa ikan kerapu cantang yang masih
hidup pada pengamatan ini bila diberi gerakan refleks, sudah tidak memberikan
perlawanan yang gesit seperti saat keadaan normal hal ini dikarenakan infeksi
VNN telah mempengaruhi sistem keseimbangan ikan kerapu cantang. Selain itu,
nafsu makan terus menurun dan ikan kerapu cantang lebih sering berdiam diri di
dasar (Gambar 8c). Hal ini sesuai dengan pendapat Novriadi, et al. (2014), ikan
kerapu cantang yang terinfeksi VNN dapat dilihat dari perilaku berenang yang tidak
normal (berenang miring), nafsu makan ikan menurun, warna tubuh mengalami
perubahan yang lebih gelap (menghitam). Hal ini diperkuat oleh pendapat Yuasa,

et al. (2001), yang menjelaskan bahwa VNN dapat menyerang sistem organ
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bagian saraf mata dan otak yang menyebabkan tingkah laku ikan tidak normal dan

umumnya hanya berdiam diri di dasar.

Gambar 8. Gejala Klinis Patologis Ikan Kerapu Cantang Pasca Infeksi VNN.
Keterangan: (A) lkan Kerapu Cantang Normal, (B) Warna Tubuh lkan
Menggelap, (C) Ikan Berenang Miring dan (D) Ikan Berdiam di Dasar
Bak (Dokumentasi Pribadi, 2019)

4.1.2 Lesi Anatomi

Lesi anatomi merupakan salah satu parameter yang digunakan untuk
mendeteksi infeksi dari VNN. Lesi anatomi yang diamati yaitu 96 jam pasca infeksi.
Berdasarkan hasil pembedahan, ikan kerapu cantang menunjukkan kondisi sirip
pektoral pucat, limpa yang membengkak dan warna hati memucat. Perubahan
organ internal tersebut, sesuai pernyataan Gilda dan Leobert (2011), hati dan
limpa akan rusak, jika ditemukannya viremia pada ikan yang positif terinfeksi VNN.
Menurut Lestari dan Sudaryatma (2014), limpa ikan yang terserang VNN akan

membengkak karena pada organ tersebut mendapatkan aliran darah langsung
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dari jantung dan pembuluh darah balik dari otak. Darah dari jantung dan pembuluh
darah mengandung bahan genetik replikasi dari virus VNN yang dapat menyebar
melalui aliran darah. Hal tersebut mengakibatkan terjadinya pembengkakan pada
organ internal terutama hati dan limpa yang dilewati oleh aliran darah. Kondisi lesi

anatomi ikan kerapu cantang 96 jam pasca infeksi VNN disajikan pada Gambar 9.

"r.r . ohab iR TININ
304 o SRR L SR ITTRRIY
A ot

Gambar 9. Lesi Anatomi Ikan Kerapu Cantang 96 Jam Pasca Infeksi. Keterangan:
(A) Sirip Normal, (B) Sirip Pektoral Memerah, (C) Limpa Normal, (D)
Limpa Membengkak, (E) Hati Normal dan (F) Hati Memucat
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4.1.3 SR (Survival Rate)

Survival Rate (SR) merupakan tingkat kelulushidupan ikan mulai awal
pemeliharaan sampai akhir pemeliharaan. Data SR akan menunjukkan seberapa
besar pengaruh D. salina terhadap penghambatan virus VNN. Data SR yang
didapatkan pada 5 bak perlakuan selama penelitian disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Data SR (Survival Rate)

Dosis (mg/kg Jumlah Awal Jumlah Akhir SR (%)
pakan) (Ekor) pada 108 jam
(Ekor)

0 10 3 30
250 10 4 40
300 10 4 40
350 10 5 50
400 10 6 60

Dari tabel diatas dapat diketahui bahwa penggunaan ekstrak D. salina
dapat meningkatkan nilai SR. Dosis ekstrak D. salina yang digunakan semakin
banyak akan meningkatkan juga nilai SR. Nilai SR yang terbaik didapatkan pada
dosis ekstrak D. salina 400 mg/kg dengan nilai SR yaitu 60%. Nilai SR yang
semakin meningkat ini diakibatkan karena pengaruh D. salina yang dapat
menghambat pertumbuhan dari virus VNN. Beberapa kandungan D. salina yang
mampu untuk menghambat dari pertumbuhan virus VNN yaitu senyawa fenol,
yang mana setelah dilakukan uji GCMS diketahui bahwa ektrak D. salina
mengandung senyawa fenol (Yuwanita et al., 2019 belum dipublikasikan). Hal ini
sesuai dengan pendapat Rijayanti, et al. (2014), fenol merupakan salah satu
senyawa yang dapat digunakan sebagai antivirus maupun antibakteri. Mekanisme
antivirus maupun antibakteri pada senyawa fenol dalam membunuh
mikroorganisme (virus VNN) yaitu dengan mendenaturasi protein sel. Ikatan
hidrogen yang terbentuk antara fenol dan protein mengakibatkan struktur protein

akan menjadi rusak. Ikatan hidrogen tersebut akan mempengaruhi permeabilitas
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dinding sel dan membran sitoplasma sebab keduanya tersusun atas protein.
Permeabilitas dinding sel dan membran sitoplasma yang terganggu dapat
menyebabkan ketidakseimbangan makromolekul dan ion dalam sel, sehingga sel
menjadi lisis.
4.1.4 Uji PCR

Data yang digunakan untuk memperkuat suatu ikan kerapu cantang selain
menggunakan gejala klinis patologis dan lesi anatomi yaitu menggunakan uji PCR.
Hasil elektroforesis PCR pada ikan kerapu cantang pasca diinfeksi VNN disajikan

pada Gambar 10 seperti berikut.

294 bp

Gambar 10. Hasil Elektroforesis lkan Kerapu Cantang Positif VNN. Keterangan:
1. Marker, 2. Kontrol Positif, 3. Kontrol negatif, 4. Sampel 1 Positif
VNN

Berdasarkan gambar di atas, hasil uji PCR yang di lakukan di BPBAP
Situbondo yang dimulai dari fragmen 100 base pair (bp) menunjukkan hasil positif
(+) VNN, hal ini dapat dilihat dari adanya band yang sejajar dengan ukuran marker
yang digunakan yakni pada kontrol negatif VNN dan sampel ikan yang terinfeksi
VNN. Marker yang digunakan berukuran 294 bp, sementara pada kontrol positif
VNN di line 2 tidak ditemukan adanya band yang sejajar dengan marker 294 bp,
hal ini menunjukkan uji PCR yang dilakukan akurat karena tidak terkontaminasi

ketika sedang melakukan prosedur pengujian PCR. Hal ini sesuai dengan
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pendapat Helmi, et al. (2014), metode yang dapat digunakan untuk mendeteksi
virus secara akurat yakni menggunakan uji PCR. PCR merupakan metode yang
dapat digunakan dalam penentuan kandungan materi genetik baik DNA maupun
RNA. Hasil PCR yang positif terinfeksi VNN ini sesuai dengan hasil gejala Klinis
patologi dan lesi anatomi yang menunjukkan tanda tanda VNN setelah dilakukan
penyuntikkan virus VNN ke tubuh ikan kerapu cantang. Hasil PCR yang aktif akan
ditunjukkan dengan adanya pita yang berpendar. Semakin tebal pita yang
berpendar menunjukkan infeksi virus VNN semakin banyak juga.
4.1.5 Uji SDS-PAGE

Uji SDS-PAGE merupakan salah satu metode yang digunakan untuk
mengetahui Berat Molekul (BM) dengan memisahkan protein muatannya. Tujuan
dari uji SDS-PAGE yaitu untuk memastikkan adanya virus VNN pada ikan kerapu
cantang yang diuji dilihat dari BM nya. Hasil Uji SDS-PAGE disajikan pada Gambar

11.

Gambar 11. Hasil Analisa SDS-PAGE, Keterangan: Al (otak), A2 (mata)

Konsentrasi protein sampel VNN yang didapatkan yaitu sebesar 15,56
mg/ml. Uji SDS-PAGE menggunakan separating gel 15 % dan stacking gel 3 %
yang diwarnai dengan menggunakan Commassie Briliant Blue (CBB). Menurut

Atma (2018), Stacking gels memiliki fungsi sebagai media pada protein yang telah
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terdenaturasi dan masuk ke dalam separating gel. Separating gel yang
mempunyai pori lebih kecil akan memisahkan protein berdasarkan ukuran.
Denaturasi protein pada proses pemanasan tidak mengubah jumlah panjang dan
susunan asam amino dari protein itu.

Pita (band) yang didapat dari hasil SDS-PAGE menunjukkan pita yang
tebal karena dipengaruhi oleh konsentrasi dari protein sampel VNN. Hal ini sesuai
dengan pendapat Rachmania, et al. (2017), bahwa tebal tipisnya pita protein yang
terbentuk pada hasil SDS-PAGE menunjukkan kandungan atau banyaknya protein
yang mempunyai BM yang sama, yang berada pada posisi pita yang sama..

Data dari hasil SDS-PAGE yang telah disajikan dapat diketahui BM protein
pada marker terdapat 8 bands yang diawali dari 15 kDa, 25 kDa, 35 kDa, 50 kDa,
75 kDa, 100 kDa, 150 kDa dan 225 kDa. Marker merupakan protein standar yang
telah diketahui BM-nya melalui perbandingan nilai mobilitas relatif (Rf) yang
berfungsi untuk membandingkan BM pada sampel VNN. Perpendaran yang
terlihat pada gambar antara marker dan sampel VNN terjadi pada BM 35 kDa
sampai 50 kDa. Nilai BM yang didapatkan pada sampel VNN A2 (mata) didapatkan
BM vyaitu 37,31 kDa, 42,8 kDa, 44,80 kDa, 47,55 kDa dan 50 kDa. Hal ini sesuai
dengan pendapat Yanuhar, et al. (2012), bahwa protein yang berperan dalam
melekatnya virus VNN pada reseptor inang adalah mantel protein (bagian terluar)
dengan BM VNN berkisar antara 37,18 kDa dan 42 kDa. Proses infeksi virus VNN
selalu dimulai dengan melekatnya protein pada patogen terhadap inangnya (host).
Hal ini yang menyebabkan tidak semua bagian organ dapat terinfeksi oleh
pathogen, hanya bagian target khusus yang merupakan bagian masuknya
patogen ke dalam tubuh inang (bagian mata dan otak ikan kerapu cantang).

4.1.6 Uji NFKB
a. Hasil Ekspresi NFKB
Uji eskpresi NFKB merupakan salah satu metode yang dapat digunakan

untuk mendeteksi suatu sel terinfeksi virus. Ekspresi NFKB yang terinfeksi virus
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akan menunjukkan warna coklat, sedangkan yang tidak terinfeksi akan berwarna
ungu (Gambar 12). Semakin banyak warna coklat yang didapat, menunjukkan
seberapa besar infeksi virus pada ikan kerapu cantang. Bagian yang akan dilihat
ekspresi NFKB yaitu pada bagian retina mata ikan kerapu cantang. Persentase
ekspresi di retina mata melalui uji NFKB disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil Ekspresi NFKB

Dosis (mg/kg) Ekpresi (%)
0 63,5
250 62,0
300 59,2
350 58,8
400 50,4
Ikan Normal 25,3

Berdasarkan hasil uji NFKB yang telah di lakukan, dapat diperoleh hasil
bahwa perlakuan dosis ekstrak D. salina 400 mg/kg merupakan perlakuan yang
paling sedikit terinfeksi virus VNN dengan persentase ekspresi NFKB yaitu 50,4%.
Ekspresi NFKB juga ditemukan pada ikan kerapu cantang yang normal, NFKB
yang didapatkan pada ikan normal sebesar 25,3%. Hal ini sesuai dengan pendapat
Barnes dan Karin (1997), bahwa NFKB yang terdapat pada ikan normal
merupakan NFKB yang belum teraktifasi oleh virus (bagian sitoplasma). NFKB
akan teraktifasi apabila IkBa (protein penghambat aktivasi NFKB) mengalami
degradasi yang menyebabkan p50 dan p65 bebas. P50 dan p65 yang bebas
selanjutnya akan menuju ke nukleus (inti sel). Bagian inti sel (nukleus) terdapat
bagian inflammatory gen dimana terdapat mRNA yang berfungsi untuk membantu
menerjemahkan p50 dan p65 dan proses selanjutnya yaitu ke bagian inflammatory
proteins. P50 dan p65 merupakan protein yang mempengaruhi respon imun yang
dibutuhkan dalam tubuh dengan bantuan penerjemahan dari mRNA.

Pada perlakuan dosis 0 mg/kg pakan ditemukan infeksi yang terbanyak

dengan 63,5%, hal ini dikarenakan pada dosis 0 mg/kg hanya diinfeksi VNN tanpa
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adanya pemberian D. salina. lkan tanpa adanya perlakuan akan lebih mudah
terinfeksi karena tidak adanya sistem imun tambahan yang distimulasi oleh
D.salina. Hal ini sesuai dengan pendapat Kopp dan Ghosh (1995), NFKB akan
aktif apabila terjadi suatu infeksi dari virus maupun bakteri. NFKB yang aktif akan
menstimulasi respon imun pada tubuh untuk bekerja terhadap virus yang masuk
ke dalam tubuh. Aktivasi NFKB berlangsung dengan cepat, semakin banyak
jumlah NFKB yang ditemukan menunjukkan besarnya suatu infeksi yang masuk
ke dalam tubuh ikan.

Pemberian D. salina dengan dosis 250 mg/kg pakan masih banyak
terdapat infeksi virus VNN dengan persentase ekspresi NFKB sebesar 62,0%.
Perlakuan dengan dosis 250 mg/kg tidak terjadi perubahan yang terlalu signifikan
dibandingkan dengan perlakuan dosis 0 mg/kg, hal ini mengindikasikan dosis
pemberian D. salina yang diberikan jumlahnya terlalu sedikit. Sistem pertahanan
tubuh ikan kerapu cantang masih belum dapat menghambat virus VNN yang
menginfeksi ikan kerapu cantang. Perlakuan D. salina dengan dosis 300 mg/kg
pakan mulai terlihat adanya penurunan jumlah infeksi pada ikan kerapu cantang
yaitu sebesar 59,2%. Hal ini menunjukkan D. salina yang telah diberikan pada ikan
kerapu cantang mulai dapat menghambat dari infeksi virus yang masuk ke dalam
tubuh. Perlakuan D. salina dengan dosis 350 mg/kg pakan, infeksi dari virus VNN
terhadap ikan kerapu cantang terjadi penurunan persentase lagi, pada perlakuan
dosis 350 mg/kg pakan didapatkan persentase ekspresi NFKB yaitu 58,8%.
Pemberian dosis D. salina yang semakin ditingkatkan akan semakin mengurangi
persentase virus VNN yang masuk ke dalam tubuh ikan kerapu cantang. Dosis D.
salina untuk menghambat VNN terbaik dilihat berdasarkan hasil NFKB ditunjukkan

pada perlakuan dosis 400 mg/kg pakan dengan persentase ekspresi NFKB 50,4%.
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Persentase ini sudah dapat dikatakan baik karena persentase NFKB sudah hampir
mendekati persentase NFKB ikan normal yaitu 25,3%. Hal ini sesuai dengan
pendapat Fithriani, et al. (2015), bahwa senyawa aktif yang mampu menghambat
dari pertumbuhan virus VNN vyaitu dari golongan senyawa fenol. Senyawa fenol
mempunyai beberapa senyawa bioaktif turunan yaitu seperti flavonoid dan tanin.
Rijayanti, et al. (2014), menambahkan bahwa mekanisme kerja flavonoid sebagai
antivirus maupun antibakteri dapat dibagi menjadi 3 yaitu menghambat sintesis
asam nukleat, menghambat fungsi membran sel dan menghambat metabolisme
energi. Mekanisme antivirus flavonoid dalam menghambat sintesis asam nukleat
adalah dengan terjadinya proses interkelasi (ikatan hidrogen) dengan menumpuk
basa asam nukleat yang menghambat pembentukan DNA dan RNA. Flavonoid
menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri atau virus,
mikrosom dan lisosom. Mekanisme kerja flavonoid dalam menghambat fungsi
membran sel adalah membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler
dan terlarut sehingga dapat merusak membran sel bakteri atau virus dan diikuti
dengan keluarnya senyawa intraseluler. Flavonoid dapat menghambat
metabolisme energi dengan cara menghambat penggunaan oksigen pada virus.

Senyawa turunan fenol lainnya yang mampu menghambat pertumbuhan
virus VNN yaitu tanin. Menurut Rahman, et al. (2018), tanin merupakan senyawa
polifenol yang dapat berikatan dengan protein seperti selulosa, hemiselulosa dan
pectin untuk membentuk suatu senyawa komplek yang stabil. Tanin dalam
konsentrasi rendah mampu menghambat pertumbuhan virus, tanin berfungsi
sebagai antibakteri maupun antivirus dengan cara mengganggu fungsi dari
mikroorganisme, termasuk bakteri dan virus.

Penentuan persentase ekspresi NFKB yaitu menggunakan software

Immunoratio. Menurut Touminen, et al. (2010), cara penggunaan software dengan
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cara memasukkan gambar yang telah dipilih dan disesuaikan dengan ukuran sel

yang akan diamati. Ekspresi NFKB yang telah dihitung menggunakan software

Immunoratio disajikan pada Gambar 12.

ImmunoRatio

Sample ID: nor_(2)

Date: 17.4.2019 15:49
DAB / nuclear area: 25.3%

ImmunoRatio

Sample ID: k_(2)

Date: 17.4.2019 16:06
DAB / nuclear area: 63.6%

R~ BT

ImmunoRatio

Sample ID: A_perlaku_(2)
Date: 17.4.2019 16:57
DAB / nuclear area: 62.0%

ImmunoRatio
Sample ID: B_perlakuan_(2)
Date: 17.4.2019 16:43




47

ImmunoRatio ImmunoRatio
Sample ID: c_(2) Sample ID: d_(2)
Date: 17.4.2019 15:45 Date: 17.4.2019 15:47

DAB / nuclear area: 58.8% DAB / nuclear area: 50.4%

e
<

Gambar 12. Gambar Uji NFKB. Keterangan: (A) Ikan Normal, (B) Perlakuan Dosis

0 mg/kg, (C) Perlakuan dosis 250 mg/kg, (D) Perlakuan Dosis 300
mg/kg, (E) Perlakuan dosis 350 mg/kg dan (F) Perlakuan dosis 400
mg/kg. Tanda panah menunjukkan daerah yang terkekpresi NFKB.

b. Mekanisme D. salina dalam Menghambat VNN pada lkan Kerapu
Cantang

VNN dapat menginfeksi ikan melalui 3 cara yakni melalui sel epitel, saluran

pencernaan dan melalui axon yang ada pada peredaran darah. Virus VNN akan

masuk melalui permukaan tubuh seperti lendir, sirip dan otot, termasuk via oral.

Virus yang masuk melalui permukaan tubuh dapat langsung bereplikasi di epitel

permukaan saluran pencernaan dan masuk ke dalam sistem saraf pusat melalui

sistem saraf perifer (Korsnes, 2008). Virus mengembangkan diri dengan

mensintesis protein-protein penyusunnya di dalam sitosol. VNN yang ada pada

intramuskular kemudian melewati sistem saraf perifer dijaringan otot tepi lalu

dibawa oleh axon menuju jaringan spina pada tulang belakang. VNN menyerang

sistem saraf pusat yang berada di tulang belakang dan melalui saraf menuju organ

mata (retina) ikan (Gomez, et al., 2006).
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NFKB akan aktif setelah menerima sinyal yang disebabkan oleh stress
lingkungan, virus dan bakteri. Salah satu yang dapat menyebakan yaitu virus VNN,
infeksi virus VNN yang masuk ke dalam membran sel akan mengaktitfkan kB
kinase. IkB kinase akan mendegradasikan IkBa yang merupakan protein
penghambat pada NFKB sehingga NFKB akan bebas. NFKB yang bebas (p50 dan
p65) akan menuju inflammatory gen yang berada pada nukleus. mRNA akan
membantu menterjemahkan p50 dan p65 dengan melanjutkan proses ke
inflammatory protein (Tunon, et al., 2003).

Semakin banyak persentase eskpresi NFKB menunjukkan semakin banyak
infeksi virus VNN pada ikan kerapu cantang. Dilihat dari ekspresi NFKB pada mata
ikan kerapu cantang, persentase ekspresi NFKB semakin menurun sebanding
dengan peningkatan dosis yang diberikan. Hal ini menunjukkan bahwa D. salina
mampu menghambat pertumbuhan dari virus VNN yang dilihat dari ekspresi NFKB
yang semakin mendekati NFKB pada ikan normal. D. salina mempunyai beberapa
kandungan senyawa yang dapat digunakan sebagai antivirus sehingga mampu
menghambat pertumbuhan virus VNN. Beberapa senyawa yang mampu
menghambat berdasarkan hasil uji GCMS (Yuwanita et al., 2019 belum
dipublikasikan) yang telah dilakukan yaitu antara lain Napthaline, tetradekana dan
fenol (flavonoid dan tanin). Hal ini sesuai dengan pendapat Rijayanti, et al. (2014),
fenol merupakan salah satu senyawa yang dapat digunakan sebagai antivirus
maupun antibakteri. Mekanisme antivirus maupun antibakteri pada senyawa fenol
dalam membunuh mikroorganisme (virus VNN) yaitu dengan mendenaturasi
protein sel. Ikatan hidrogen yang terbentuk antara fenol dan protein
mengakibatkan struktur protein akan menjadi rusak. Ikatan hidrogen tersebut akan
mempengaruhi permeabilitas dinding sel dan membran sitoplasma sebab

keduanya tersusun atas protein. Permeabilitas yang terganggu dapat
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menyebabkan ketidakseimbangan makromolekul dan ion dalam sel, sehingga sel
menjadi lisis.
4.2 Parameter Penunjang
4.2.1 Kualitas Air

Pada waktu pemeliharaan ikan kerapu cantang dilakukan pengukuran
kualitas air sebelum uji tantang. Kualitas air yang diamati pada penelitian ini
meliputi suhu, derajat keasaman (pH), oksigen terlarut (DO) dan salinitas.
Pengukuran kualitas air dilakukan pada pagi (08.00 WIB) dan sore hari (15.00
WIB) selama pengamatan berlangsung. Data mengenai pengamatan kualitas air
selama pemeliharaan disajikan pada lampiran 3. Hasil pengamatan kualitas air
selama penelitian disajikan pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil Pengukuran Parameter Kualitas Air Selama Pemeliharaan

Parameter Nilai Literatur (Wiwi, et al., 2015)
Suhu (°C) 27-30 24-32
Derajat Keasaman (pH) 7,11-7,82 7,0-8,5
Oksigen Terlarut (DO) (ppm) 5,1-8,2 5,0-8,2
Salinitas (ppt) 31-34 28-35

Berdasarkan hasil pengukuran kualitas air selama pemeliharaan
didapatkan bahwa nilai suhu berkisar antara 27-30°C yang masih berada dalam
kisaran normal bagi kehidupan ikan kerapu cantang. Nilai suhu selama
pemeliharaan tidak menunjukkan perubahan yang signifikan. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Fadhil, et al. (2011), suhu dapat mempengaruhi proses
fisiologis ikan, meliputi respirasi, nafsu makan, pertumbuhan, metabolisme,
reproduksi dan tingkah laku. Nilai suhu optimal untuk pemeliharaan kerapu
cantang yaitu 24-32°C.

Nilai derajat keasaman (pH) menunjukkan bahwa kisaran 7,11-7,82 masih
tergolong kisaran yang optimal bagi pemeliharaan ikan kerapu cantang. Hal ini

sesuai denga pernyataan Kordi (2010), bahwa nilai kisaran pH normal perairan



50

laut tanpa bahan pencemar berkisar 7-9, namun kisaran yang optimal untuk
pertumbuhan ikan kerapu cantang 7,0-8,5.

Oksigen terlarut merupkan faktor terpenting dalam menentukan
kelangsungan hidup ikan. Hasil pengukuran oksigen terlarut berdasarkan hasil
pemeliharaan yaitu berkisar 5,1-8,2 ppm. Kisaran tersebut masih dalam kondisi
optimal, namun terdapat media pemeliharaan yang memiliki kisaran DO lebih
tinggi. Menurut Wiwi, et al. (2015), kisaran optimal DO untuk pemeliharan ikan
kerapu cantang yaitu 5,0-8,2. Rendahnya oksigen terlarut dapat mempengarubhi
metabolisme dari ikan tidak berjalan dengan normal, hal ini akan mempengaruhi
nafsu makan ikan dan proses pencernaan ikan.

Pengukuran salinitas selama pemeliharaan yaitu berkisar 31-34 ppt yang
merupakan batas optimal bagi ikan kerapu cantang. Hal ini sesuai pernyataan
Kordi (2010), bahwa ikan kerapu cantang dapat hidup pada kisaran salinitas 30-
35 ppt. ikan kerapu merupakan ikan air laut yang bersifat euryhaline dimana ikan

mampu hidup dalam kisaran salinitas yang luas.



5 KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan
bahwa perlakuan terbaik setelah dilakukan uji tantang yaitu didapat pada
perlakuan dosis 400 mg/kg pakan dengan persentase ekspresi NFKB sebesar
50,4%. Adapun persentase NFKB yang didapatkan pada perlakuan 250, 300, 350

dan 0 mg/kg yaitu 62,0%, 59,2%, 58,8% dan 63,5%.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disarankan agar
dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai dosis D. salina yang dapat ditingkatkan
lagi karena hasil penelitian masih menunjukkan bahwa dosis D. salina masih

linear.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Alat dan Bahan

a. Alat

Toples Kaca

DO Meter Bak Alas Penimbang

Termometer Kontainer Plastik




Coolbox

Timbangan

Mikro Pipet

Botol Larutan
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Sentrifuge

Selang Aerasi

Toples Tepung Dunaiella salina
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Cetakan Pelet

Blower

Bak Fiber

- ’T mn lh"il B !l‘

Decloaking chamber

Cassate

Pisau mikrotom

Rak tube




Mikropipet

P

Refratometer
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Pinset dan pisau bedah

Pellet pasta

Botol Sprayer

Autoklaf
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b |

Freezer -80°C

Rotary evaporator

b. Bahan

Tepung D. salina

Ikan Kerapu Cantang (7-9 cm)

Spuit

Saringan Miliphore

N-heksana

Pelet stela no 2




Tepung kaniji
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PBS

Na-Thiosulfat

Metanol

Preparat NF-kB

Air laut
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DNA Ladder 100 bp
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Alkohol 70%
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Agarose
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Lampiran 2. Data Hasil Uji SDS-PAGE




Lampiran 3. Data Kualitas Air
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Dosis Kualitas Air

Tanggal | D. salina Suhu (C) DO (ppm) pH Sal (ppt)
(mg/kg) | Pagi | Sore | Pagi | Sore | Pagi | Sore | Pagi | Sore

0 28 28 56 | 69 | 758|773 | 34 33

18 Feb 250 28 29 57 | 59 | 762|732 | 34 33

2019 300 28 29 59 | 66 | 749|741 | 34 33

350 27 | 285 | 52 | 61 | 719|748 | 34 33

400 28 29 57 | 73 | 748 | 7,44 | 34 33

0 27 29 62 | 7,7 | 731|768 | 32 33

19 Feb 250 27 29 55 | 6,4 | 7,28 | 7,64 | 32 33

2019 300 28 29 64 | 76 | 747|725 | 32 33

350 27 28 6,3 | 69 | 744|737 | 32 33

400 275 | 28 63 | 73 | 729|769 | 32 33

0 28 29 56 | 6,7 | 729|738 | 33 34

20 Feb 250 275 | 29 6,3 | 68 | 748 | 7,24 | 33 34

2019 300 28 | 295| 59 | 69 | 723|773 | 33 34

350 28 28 57 | 73 | 7,28 | 7,36 | 33 34

400 28 29 58 | 74 732|749 | 33 34

0 28 29 51 | 68 | 749|738 | 31 32

21 Feb 250 28 29 6,1 | 72 | 746|763 | 31 32

2019 300 275 | 29 64 | 69 | 751|739 31 32

350 27,5 | 28 6,1 | 69 | 758|748 | 31 32

400 27 29 6,1 | 73 | 766|739 | 31 32

0 28 29 62 | 69 | 755|743 | 33 33

22 Feb 250 28,5 | 30 57 | 63 | 763|748 | 33 33

2019 300 28 29 58 | 65 | 747|719 | 33 33

350 28 30 59 | 68 | 756 | 7,57 | 33 33

400 28 30 56 | 73 | 746|755 | 33 33

0 275 | 29 57 | 68 | 757|749 | 34 32

23 Feb 250 27,5 | 28 56 | 71 | 789 | 7,46 | 34 32

5019 300 28 29 57 | 75 | 759|730 | 34 32

350 28 29 6,2 | 7,1 |766 | 794 | 34 32

400 27 | 285 64 | 69 | 764|719 | 34 32

0 28 29 55 | 7,2 | 7,75 | 7,79 | 32 34

24 Feb 250 28 28 55 | 66 | 754|748 | 32 34

2019 300 28,5 | 29 64 | 74 | 748|729 | 32 34

350 28 29 59 | 6,7 | 7,79 | 7,47 | 32 34

400 275 | 28 62 | 74 | 773|714 | 32 34

0 27,5 | 28 59 | 63 | 754|756 | 33 34

25 Feb 250 28 | 285 | 61 | 62 | 7,48 | 758 | 33 34

2019 300 28 29 65 | 67 | 711|735 | 33 34

350 28 29 58 | 58 | 737|768 | 33 34

400 275 | 28 63 | 64 | 725|746 | 33 34

0 275 | 28 55 | 51 | 711|742 | 33 32

26 Feb 250 275 | 28 76 | 65 | 778|754 | 33 32

2019 300 28 | 285 | 62 | 71 | 714|725 | 33 32

350 27 28 6,1 | 65 | 749|769 | 33 32

400 28 29 63 | 66 | 739|775 33 32
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Dosis Kualitas Air
Tanggal | D. salina Suhu (C) DO (ppm) pH Sal (ppt)
(mg/kg) | Pagi | Sore | Pagi | Sore | Pagi | Sore | Pagi | Sore

0 28 | 285 | 6,3 6,6 | 749 | 7,71 | 32 31
27 Feb 250 275 | 29 6,3 6,9 | 7,29 | 760 | 32 31
2019 300 28 29 7,4 76 | 754 | 7,18 | 32 31
350 275 | 28 7,4 72 | 740 | 7,56 | 32 31
400 285 | 29 6,6 6,5 | 7,26 | 7,49 | 32 31
0 28 29 6,9 6,5 | 7,79 | 7,65 | 32 33
28 Feb 250 27 | 285 7,0 6,5 | 747 | 760 | 32 33
2019 300 28 29 6,7 75 | 760 | 7,24 | 32 33
350 28 29 7,6 57 | 728|756 | 32 33
400 275 | 28 7,4 72 | 750 | 7,63 | 32 33
0 27 30 6,4 78 | 7,47 | 767 | 34 33
1 Mar 250 28 | 285 | 64 6,5 | 767 | 765 | 34 33
2019 300 285 | 29 6,4 75 | 7,36 | 768 | 34 33
350 28 | 295 | 7,1 70 | 7,42 | 7,44 | 34 33
400 28 | 285 | 7,4 72 | 768 | 7,37 | 34 33
0 27 29 5,6 56 | 736|731 | 33 33
> Mar 250 275 | 29 7,2 6,2 | 7,18 | 7,67 | 33 33
2019 300 27 | 275 | 7,6 58 | 766 | 7,61 | 33 33
350 28 29 5,7 49 752 | 7,47 | 33 33
400 29 29 5,4 52 | 757|765 | 33 33
0 28 29 6,0 6,6 | 762 | 7,39 | 33 32
3 Mar 250 28 | 285 | 6,4 6,7 | 7,37 | 7,27 | 33 32
2019 300 275 | 29 6,2 6,7 | 7,25 | 7,57 | 33 32
350 27 29 6,1 6,0 | 7,74 | 7,45 | 33 32
400 27 29 6,4 6,7 | 7,44 | 7,29 | 33 32
0 275 | 29 6,4 7,7 | 7,38 | 7,49 | 34 33
4 Mar 250 28 30 7,6 79 | 758 | 758 | 34 33
2019 300 275 | 28 8,1 7,7 | 712 | 7,26 | 34 33
350 28 | 295 | 8,2 71 | 7,29 | 7,19 | 34 33
400 27 29 7,3 8,1 | 756 | 738 | 34 33
0 27 28 6,7 6,3 | 758 | 7,25 | 33 34
5 Mar 250 275 | 29 6,5 6,3 | 765 | 7,29 | 33 34
2019 300 28 29 6,5 6,7 | 7,47 | 7,58 | 33 34
350 28 29 6,7 6,7 | 754 | 7,68 | 33 34
400 28 29 6,6 6,8 | 768 | 7,14 | 33 34
0 27 29 6,5 6,4 | 739|744 | 34 33
6 Mar 250 28 29 6,4 6,3 | 7,12 | 7,38 | 34 33
2019 300 27 | 295 | 6,4 6,8 | 745 | 7,31 | 34 33
350 27 29 6,9 6,9 | 7,28 | 7,37 | 34 33
400 28 29 7,1 70 | 764 | 725 | 34 33

0 275 | 28 6,9 7,82 34

250 28 | 285 | 7,1 7,57 34

7 Mar

2019 300 27 28 7,5 7,46 34

350 27 28 7,6 7,45 34

400 28 28 7,4 7,14 34




Lampiran 4. Data SR lkan Kerapu Cantang Selama Penelitian
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Dosis Jumlah lkan | Jumlah lkan
Tanggal D. salina Hidup (ekor) | Mati (ekor) SR (%)
(mg/kg)
0 10 0
. 250 10 0
A i o
350 10 0
400 10 0
0 10 0
Selasa, 26 250 10 0
Feb 2019 300 10 0
350 10 0
400 10 0
0 10 0
Rabu, 27 Feb 220 -4 D
2019 300 10 0
350 10 0
400 10 0
0 10 0
Kamis, 28 &0 = .
Feb 2019 i 3 e
350 10 0
400 10 0
0 10 0
Jumat. 1 250 10 0 100% )
Maret 2’019 300 10 0 sebelum uji
350 10 0 tantang
400 10 0
0 10 0
Sabtu, 2 250 10 0
Maret 2019 300 10 0
350 10 0
400 10 0
0 10 0
. 250 10 0
A 10 o
350 10 0
400 10 0
0 10 0
. 250 10 0
Senin, 4
' 300 10 0
Maret 2019 350 10 0
400 10 0
0 10 0
250 10 0
Msefrgsgéfg 300 10 0
350 10 0
400 10 0
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Dosis Jumlah lkan | Jumlah Ikan
Tanggal D. salina Hidup (ekor) | Mati (ekor) SR (%)
(mg/kg)
0 10 0
250 10 0
orst 5019 300 10 0
350 10 0
400 10 0
0 10 0
. 250 10 0
350 10 0
400 10 0
0 10 0
Jumat. 8 250 10 0 100 %
Maret 2’019 300 10 0 setelah uji
350 10 0 tantang
400 10 0
0 10 0
Sabtu, 9 254 10 0
Maret 2019 39 10 0
350 10 0
400 10 0
0 4 6 40
. 250 6 4 60
e —r 7 s C
350 8 2 80
400 9 1 90
0 3 1 30
. 250 4 2 40
et o0 i ; i
350 5 3 50
400 6 3 60




