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KARAKTERISASI,ANAL|S|S GEN 16S-rRNA BAKTERT 8L542 DAN
EVALUASf EFEK BAKTERTSIDANYATERHADAp Vibrio harveyi

PENYEBAB PENYAKTT PADA UDANG WINDU (penaeus monodonl
Muliani, Nurhidayah, dan Muharijadi Atmomarsono

ABSTRAK

Penelitian bertujuan untuk mengetahui karakteristik, mengevaruasi efek bakterisida, dan
menentukan posisi relatif isolat 8L542 melalui analisis sekuen 165 rRNA. penelitian ini terdiri
atas beberap€ tahapan ker.ia yaitu: (1) karakterisasi fisiologi dan biokimia, (2) uji sensitivitas
terhadap 

-antibiolik, 
(3) uji daya hambat isotat 81542 terhadap V. Harueyi, (4) uji patogenisilas

isolat 8L542 terhadap larva udang, (s) uji tantang secara in vitro maupun secara in vivo isoral
81542 dengan V. HaNeyi, (6) anatisis gen 16S-rRNA isolat BLS42. Hasil penetitian menuniukkan
bahwa isolat 81542 termasuk bakteri gram negatif yang berbentuk batang pendek, rndor negatrf,
trdak motil' katalase negatif, oksidase positif, bersifat proteolitik, amitotitik, dan krlolitik. Bakteri ini
sensitif terhadap rifampisin, gentamisin, krorampenikor, dan eritromisin, telapi resisten terhadap
furazolidon pada dosis 25 mg/1. Hingga konsentrasi io, cfu/mL, isorat BLs42 tidak patogen pada
larva udang windu stadia PL-7 dan dapat menghambat v. harveyi daram arr pemeiiharian iarva
udang windu. Hasil analisis sekuen gen l6s-rRNA, menunjukkan bahwa isorat BLs42memiliki
kemiripan (88%) dengan pseudoalteromonas sp. EdeeD-1

ABsrRAcr: characterization 16s-rRNA gene and anarysis of bactericidat effect of BLs42
against V. haNeyi in tiger shrimp (penaeus monodon). By: Muliani, Nurhidayah,
and Muharijadi Atmomarsono

- 
The aims of this expeiment were ro characterize, anaryze the rerative position using 16s-

IRNA gen sequencing, and evaruate bacteicidar effect of BLs42 bacteria. The experimeit con-
sisfed ot seyera/ sfeps; (1) biochemical and physiologicat characterization, (2) antibiotic sensitiv_
ity test, (3) inhibition test of 8L542 bacteria to v. harueyi, (4) pathogenecity test af BLs42 bacteria
to tiger shimp laNae, (5) in vitro and in vivo chalenge test of BLi42 bacteia against v. harveyi
(6) 16s-rRNA gen analysis of BLs42 bacteria. The resurts showed that BLs42 bicteia was gram
negative, shoft-rod shape, indole negative, non motile, catalase negative, and cytocrome oxidase
positive, proteolytic, amylorytic, and chytorytic. This bacteia was sensitive to riiampicin, gentami-
cin, chloramphenicol and erythromicin but resistant to furazoridone at 2s mg/L. tJp to concentra-
tion of 10'-cfu/mL, 8L542 was not pathogenic to tiger shrimp of pL7 and had inhibitory effect on the
groMh of v. harveyi in the rarvae reaing water. Based on t6s-rRNA seguencing, BLs42 isorat
was closely related (88%) to DNA sequence of pseudoalteromonas sp. Edeep_1.

KEYWORDS: 165-rRNA gene, bactericide, Vibrio haNeyi, pseudoalteromonas sp. Edeep_l,
tiger shrimp

PENDAHULUAN

Penyakit vibriosis pada udang windu bukan hanya
terjadi di Indonesia, tetapi juga di negara-negara
tetangga seperti Filipina (Lavitta-pitogo et a/., 1 990),
Thailand (Jiravanichpaisal et at., 1994: Ruangpan,
1998), dan lndia (Karunasagar et at.,1994).

Berbagai peneljtaan telah ditakukan untuk
mendapatkan metode pencegahan dan
penanggulangan penyakit pada udang windu antara
lain dengan menggunakan obafobatan dan antibjotik
sebagai anti bakteri (Karunasaga( et al., 1994).
Pencegahan melalui pengelolaan limbah budi tiaya

udang dengan menggunakan tandon dan biofilter
(Chanratchakool etal., 199S; Nlutiani ef a/., 199ga),
merangsang kekebalan non-spesifik melalu i

penggunaan vaksin dan imunostimulan (ltami &
Takahashi, 1991; Sung etat.,1994, Devaraja efal.,
1998; Salfira, 1998, Vargas-Albores el a/., 1998),
penggunaan probiotik (Austin & Day, 1990; Lavilla-
Pitogo et a/., 1998; Rengpipat ef a/., '1998, Maeda,
1999), serta penggunaan bahan aktif sponge dan
hydrozoan sebagai antibakteri (Ahmad etal., 1995i
Mullani el a/., 1998b; suryati et at..2000).

Pemanfaatan beberapa lenis bakteri yang diisolasi
dariberbagaj sumber sebagar brokontrcl (Devaraja el
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a/., 2002)dan penghasil antivibriosis, beberapa tahun

terakhir ini telah mulai dirintis. Oclarit ef a/. (1994)

telah mengisolasi bakteri penghasil antibakterial, o-
Aminiphenol dai sponge, Adocla sp. Tiahyadi et al.
(1994) melaporkan bahwa populasi y harveyi di
lingkungan pemeliharaan udang dapat ditekan dengan

cara mengintroduksikan bakteri tertentu yang diisolasi
dari perairan laut di sekitar tambak atau pembenihan

udang. Selan.iutnya Rosa et a/. (1997) mengisolasa

bakteri penghambalV. hayeyidati air laut, airtambak,
dan air media pemeliharaan larva. Hala (1999)
mengemukakan bahwaV. metschnbov,iZ dan M yang

diisolasi dari larva udang sehat efektif menghambat
pertumbuhan dan pelekatan V. carchariae YA32 2
(patogen terhadap larva udang) dan dapat mengurangl
jumlah larva udang yang mati. Haryanti ef a/. (2000)

telah mengisolasi tiga isolat bakteri yang mampu
menghambat pertumbuhan V. haNeyipada medtum
agar dalam cawan petri dan satu di antara tiga isolat
tersebut mampu menekan pertumbuhan V. haNeyi
pada media pemeliharaan larva udang. Sedangkan
Muliani elal, (2003), telah mengisolasi sedikitnya 15

isolat bakteri laut, baik dari sedimen, air, dan karang
yang potensial menghambat pertumbuhan baktera V

harveyl patogen udang windu. Beberapa isolat bakteri
yang diisolasi dari daun mangrove (Muliani et a|.,2004)
dan tambak (Muliani, 2004b) juga telah dilaporkan
memiliki daya hambat terhadap V. harveyi. Meskipun

demikian pemanfaatan bakteri-bakteri tersebut belum
maksimal karena adanya beberapa kendala di

antaranya optimaltsasi pertumbuhan, kemampuan
beradaptasi, dan konsistensi antivibriosis yang dimiliki

belum diketahui. Oleh karena itu, karakterisasi dan

identifikasi baik secara fisiologi maupun biokimia serta

evaluasi sifat bakterisida suatu jenis bakteri perlu

dilakukan untuk lebih mempermudah kajaan
konsistensi dari sifat bakterisida yang dimiliki.

Uji Sensitivitas terhadap Antibiotik

antibiotik tersebut dicampurkan dalam media SWC
(Sea Water Complete) 100% ( air laut 750 mL' akuades

250 mL, bakto pepton 5 g, ekstrak khamir 1 g' gliserol

3 mL, dan bakto agar 15 g) dalam cawan petri yang

selanjutnya digunakan sebagai media biakan.
Sensitivitas isolat 8L542 ditandaidengan tidak adanya

pertumbuhan bakteri pada media yang telah dibubuhi

dengan antibiotik (minimal 48 jam masa inkubasi)

Uji Daya Hambat lsolat 8L542 terhadap V
harueyi

Bakterr y harveyl MR5339 dttumbuhkan pada

medium TCBSA (Thiosulfate Citrate Bile Sucrose

Agar) selama 24 jam. Koloni tunggal yang tumbuh

diambil dengan jarum ose dan disuspensikan dalam

larutan garam fisiologis (0,85% (Wv) NaCl) Kemudian

disebar Dada media SWC 100% dalam cawan petrl,

selanjutnya ditaruh pape r disk sle(ll yang berdiameter

7 mm. Paper disk ditetesi dengan biakan isolat BL542

sebanyak 1O-20 mL (konsentrasi biakan dalam
suspensi sekitar 108-10e cfu/mL) Kemudian
diinkubasi pada suhu 28'C selama 24-48 iam'
setelah itu zona hambatan yang terbentuk diukur
dengan mistar penggaris pada tiga posisi dan

selanjutnya diratakan.

Uji Patogenisitas lsolat 8L542 terhadap
Larva Udang Pada Konsentrasi Yang
Berbeda

Konsentrasi isolat 8L542 yang digunakan pada

uji patogenisitas adalah 1 03, 1 05, 1 07, dan 1o'g cfu/mL

dengan metode perendaman (Hameed, 1995) Wadah
yang digunakan adalah stoples kaca berkapasitas 3

L yang diisi air laut steril dengan kadar garam 28 ppt

sebanyak 2 L dan ditebari dengan larva udang

sebanyak 20 ekor/wadah.

Uji tantang secara in vitro

Penelitian ini bertujuan ,lllk.T"ng.:t?l:l Untuk menjaga ketersediaan oksigen, wadah
karakteristik dan mengevaluasi sifat bakterisida serta oemeliharaan lirva dilengkapi dengan aerasi.
menentukan posisi relatif isolat 81542 melalui analisis F.ri"i,". p"f". liLakukan s;ba;yak dul kati per hari
gen 16s-rRNA sebanyak 1b% bobottubuh larva udang Patogenisitas

BAHAN DAN METODE isolat BL542 terhadap larva udang windu diamatimelalui

kematian larva udang setelah 24 .iam perendaman

KarakterisasiFisiorosidan Biokimia iTilSiBXl,Si,li;ffi?Xi:::S3:li:^t[ffi:::l
Karakterisasi fisiologi dan biokimia isolat 8L542 lengkap.dengan tiga kali ulangan Sintasan larva udang

yang ditakukan adatah pewarnaa; ;;;;, ;6;", dianatisis ragamnya dan dilanjutkan dengan uji beda

katalase. indol, motilitas, axtlvitas ariitotrtit<, aktivrtas nyata terkecil (steel & Torrie' 1981 )'

protease, dan aktivitas kitinase (Hadioetomo, 1993; 
Uii Tantang Bakteri \l harveyi dengan isolat

Muir, 1996). BLs4z

lsolat 8L542 diuJi sensitivitasnya terhadap
gentamisin, klorampenikol, eritromisin, furazolidon, Uji tantang secara ln vlfro dilak^ukan dengan

Ian rifampisin pada konsentrasi 25 mg/mL. Setiap jenis menggunakan media SWC kaldu 100% (air laut 750
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mL, akuades 250 mL, bakto pepton 5 g, ekstrak
khamir 1 g, gliserol 3 mL) dalam labu erlenmever.
Kepadatan bakteri t4 harveyidibuat menjadi t 0? ;fu/
mL (Rengpipat el al, 1998) dan kepadatan bakteri
81542 dlbuat menjadi 103 cfu/mL (Tlahyadi, 1994;
Hala, 1999; Muliani elal,2003). populasi V. haNeyi
dalam wadah diamati pada hari ke-1, 2, 3, dan 4
dengan menggunakan SWC 100% yang telah
ditambah rifampisin sebagai media selektil.

Uji tantang secara in vivo

Uji tantang secara m vlyo dilakukan di dalam
akuarium kaca dengan berkapasitas 3 L. Wadah
tersebut diisi air laut steril dengan kadar garam 2g
ppt sebanyak 2 L, dan ditebari larva udang stadia pL_
7 sebanyak 20 ekor/wadah. perlakuan dalam penelitian
ini terdiri atas V. harveyi(1O, ctulml) ditantang dengan
8L542 dengan kepadatan 108 cfu/mL, monokultur ll
haMeyi(10? ctulmL), dan monokultur larva udang (tidak
diinokulasi bakteri). Masing-masing perlakuan diulang
tiga kali. Pengamatan populasi bakteri dalam aii
pemeliharaan larva udang dilakukan setiap 24 jam,
seoangkan pengamatan larva udang yang mati
dilakukan setelah 96 jam (hari ke-4). perbedaan
tingkat mortalitas larva udang windu setelah 96 jam
dianalisis ragam dan dilanjutkan dengan uji beda nyata
terkecil (Steel & Torrie, 1981 ).

ldentifikasi lsolat 8L542 secara Molekuler

Untuk menentukan identitas isolat 8L542
berdasarkan sekuen 16S-rRNA, dilakukan analisis
yang meliputi beberapa tahapan sesuai dengan
metode yang dikemukakan oleh Marchesi efal (.1998)
dan telah dimoditikasi oleh Suwanto etal (2OOO) yaitu
meliputi ekstraksi DNA, amplifikasi gen 16S_rRNA
dengan PCR, gene clean dengan melode glass milk,
cycle sequensing dengan metode g/g Dye, presipitasi
DNA, dan sekuensing dengan mesin Sequenser.

Ekstraksi DNA

lsolat BL542 ditumbuhkan dalam media SWC
kaldu. Kultur diinkubasidalam shaker water bath oada
suhu 28'C, 10.000 rpm selama 24 jam. Sel bakteri
dipanen dengan mengambil 1 mL suspensi biakan
bakteri, lalu dimasukkan ke dalam Eppendod volume
1 .5 mL. Selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan
6-000 rpm selama 5 menit dan supematannya dibuang.
Hal inidilakukan dua kali. Pelet baKeri yang terbentuk
kemudian diresuspensi dengan 250 mL buffer.lxTE
dan 2 mg/L lisozim, diinkubasi 37.C selama 30 menit.
Selanjutnya ditambahkan SDS 1O% sebanvak 50 mL
dan 5 mL Proteinase-K, dibolak-balik sampai benino
berlendir. Campuran ini diinkubasi pada suhu 37.i
selama satu jam (tiap 15 menit dikocok). Setelah itu

ditambahkan 65 mL NaCl 5 M, dibotak-balik sehingga
tercampur dengan baik, kemudian ditambahkan gO mL
CTAB 10%. Dihomogenkan sampai berwarna putih
susu, kemudian diinkubasi pada suhu 65"C selama
20 menit. Selanjutnya ke dalam campuran tersebut di
tambahkan 650 mL phenol:chloroform:isoamVl alkohol
(25:24:1). dihomogenkan dengan vorteks selama 30
detik, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 5.000
rpm pada suhu ruang selama 10 menit. Supernatan
diambil dengan mikro pipet dan dipindahkan ke dalam
tabung Eppendorf steril yang telah diisi dengan 600
mL isopropanol dan dibolak-balik sehingga timbul
benang-benang DNA dan dibiarkan pada suhu ruang
selama 30 menit. Selanjutnya disentrifugasi dengan
kecepatan 5.000 rpm pada suhu ruang dan setelah itu
supernatan dibuang. DNA dalam bentuk pelet dicuci
dengan 300 mL ethanol 70%, disentrifugasi selama 5
menit pada suhu ruang dan setelah itu etanol dibuang.
Pelet DNA dikering-udarakan atau dengan
menggunakan pompa vakum untuk menguapkan etanol
yang masih tersisa. Langkah terakhir dalam ekstraksi
DNA adalah penambahan akuabides bebas nuklease
atau buffer lxTE atau Elution Buffer (EB) dan
selanjutnya DNA disimpan pada suhu -20.C untuk
keperluan selanjutnya,

Amplifikasi gen 16S-rRNA dengan pCR

Sebelum dilakukan amplitikasi gen 16S-rRNA
dengan PCR, terlebih dahulu dilakukan pengecekan
terhadap DNA yang telah diekstrak melalui
elektroforesis gel mini (Suwanto et al.,2OOO) alau
dengan geneQuant.Amplifikasi gen l6S-rRNAdengan
PCR digunakan Ready to go pCR beads dengan
komponen reaksi terdiri atas ddH^O 23 mL. DNA tem-
plet 0.5 mL: 1 mL 63f primer: dan' 1 mL l3B7r orimer.
Primer yang digunakan adalah primer universal untuk
domain bakteria berupa Forward primer 63f (5,_
CAGGCCTAACACATGCAAGTA-3') dan reverse
primer 1387r (cc cCG GWTGGTACAAGGC-3')
(Marchesi etat, 1998: Suwanto etal.,2000). Semua
l(omponen reaksi dicampur dalam mikrotube dan
selanjutnya di running. prcses running pada pCR
dilakukan dalam 30 siklus, di mana masing-masing
siklus terdiri atas tahap pre staft pada suhu 94"C
selama 2 menit, tahap denaturasi DNA utas qanda
pada suhu g2'C selama 30 detik. tahap aniealing
pada suhu 55'C selama 30 detik. dan tahao
perpanjangan pada suhu 75"C selama I menit. tahao
post PCR pada suhu 75'C selama 20 menit. dan tahao
stop PCR pada suhu 4'C. Selanjutnya hasll pCR
disimpan pada suhu -20"C (Suwanto et at.,2OOO\.

Pemurnian DNA

Pada tahapan ini DNA yang telah diamptitikasi
dengan PCR di runni?gdalam elektroforesis kemudian
dimurnikan dengan metode glass milk.
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Cycle sequensing, presipitasi, dan sekuensing
t)i,tA

Pada tahapan ini pereaksi dan langkah kerla

dilakukan berdasarkan metode yang dilaporkan oleh
Marchesi el al (1998) yang telah dimodifikasi oleh

Suwanto et a/. (2000).

HASIL DAN BAHASAN

Karakteristik lsolat 8L542

lsolat 8L542 diisolasi dari sedimen laut Pulau

Balam Lompo, Sulawesi Selatan pada bulan Juli 2001 .

lsolat ini memiliki ciri-ciri morfologi koloni, berbentuk
bundar kecil, tepian licin. elevasi cembung. dan

berwarna kuning muda. Hasil ujilisiologi dan biokimia
menunjukkan bahwa isolat 8L542 termasuk dalam
kelompok bakteri gram negatif, sel berbentuk batang'

oksidase positif, katalase negatif, indol negatif, tidak
bersifat motil, bersifat fermentatif dan amilolitik, dan

memDroduksi enzim kitinase dan protease. lsolat ani

tumbuh pada suhu 40"C, tetapi tidak tumbuh pada

media Thiosulfate Citrate Bile Salt Agar(TCBS-Agar)
Pertumbuhan isolat ini pada media SWC agar
disajikan pada Gambar '1 

.

Resistensi lsolat 8L542 terhadap Beberapa
Antibiotik

Sifat resistensi terhadap antibiotik diperlukan oleh

suatu mikroorganisme untuk mempertahankan
sintasannya di alam. l\ilenurut Chythanya etal (1999)'

secara alami beberapa jenis mikroorganisme memiliki
gen penyandi antibiotik yang dapat melindungi dirinya

dari efek pengaruh antibiotik luar' Sifat resistensi

terhadap suatu jenis antibiotik dari suatu bakteri perlu

diketahui sebelum ditetapkan jenis antibiotik yang

akan digunakan sebagai penanda genetik terhadap

bakteri tersebut. Hal ini akafi memudahkan untuk
menyeleksi bakteri tersebut dari bakteri lain yang

secara alami sensitit terhadap antibiotik yang

digunakan.

Hasil uli sensitivitas isolat 8L542 terhadap
beberapa antibiotik menuniukkan bahwa isolat
tersebut sensitif terhadap rifampisin, gentamisin,
kloramfenikol, dan eritromisin dosis 25 mg/L dan

bersifat resisten terhadap furazolidon pada dosis yang

sama. Muliani etal (2003) telah mengisolasi beberapa
jenis bakteri dari air laut dan karang furazolidon
termasuk antibiotik yang dilarang keras
penggunaannya dalam bidang akuakultur, karena

meskipun antibiotik ini tidak bertahan lama dalam air

dan cepat terdegradasi, namun antibiotik ini bersifat
mutagenik terhadap beberapa organisme (Sze, 2000).

Hasil uji sensitivitas sedikitnya 15 isolat baKeri laut
yang diisolasi dari air laut, karang' dan sedimen
semuanya bersifat sensitif terhadap gentamisin
klorampenikol, dan eritromisin pada dosis 25 mg/L'

dan beberapa di antaranya resisten terhadap
lurazolidon (Muliant etal.. 2003)

Hasil uji resistensi terhadap antibiotik, tetrasiklin,

dan rifampisin dari 45 isolat bakteri yang diisolasi baik

dari air laut maupun air pemeliharaan larva udang yang

dilakukan oleh Tjahjadi et al. (1994) menunjukkan

Gambar 1 . Penampilan isolal 8L542 pada media sea water complete

Fioure 1. Performance of 8L542 isolate on sea water complete medtum
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bahwa semua isolat bersifat resisten terhadap
tetrasiklin tetapi hanya beberapa di antaranya yang
resisten terhadap rifampisin. Beberapa isolat Vibrio
yang diisolasi dari panti perbenihan udang bersifat
sensitif terhadap gentamisin dan rifampisin (Hala,
1000\

Uji Daya Hambat lsolat 8L542 secara ln Vitro
pada Cawan Petri

Hasil uii daya hambat secara ,n yltro dalam cawan
petri menunjukkan bahwa isolat BL542 mampu
menghambat pertu mbuhan V. haNeyi MR5339 dengan
drameter zona hambatan sebesar 11,5 mm. Muliani
(2003)telah mengisolasi beberapa bakteri dari air taut,
sedimen laut, dan karang dengan kisaran daya
hambat 1 .1-'11 .5 mm.

Berdasarkan hasil uji daya hambat dari filtrat sel
isolat 8L542 yang trdak menunjukkan aktivitas
bakterisida, maka diduga bahwa bakterisida yang
dimilrki oleh bakteri jni bersifat intraseluler. Hal yang
serupa telah dilaporkan oleh Manefield et al. (2000\
di mana suatu senyawa yang dihasilkan secara intra
selluler oleh marine algae (Deliscea pulchra),
halogenated furanone dapat menghambat ekspresi
luminescens dan virulensi V. haNeyi yang patogen
pada udang windu.

Patogenisitas lsolat 8L542 terhadap Larva
Udang

Sebelum dilakukan u1i tantang dengan Vibrio
harveyi MR5339 dalam wadah pemeliharaan larva
udang windu, isolat 81542 diuji tingkat
patogenisitasnya terhadap larva udang windu pada
beberapa konsentrasi (Tabel 1 ). Pada tabel tersebut
terlihat bahwa sampai konsentrasi 10rcfuhL, isolat
81542 tidak bersifat patogen terhadap tarva udang.
Hal ini dapat diketahui dengan melihat sintasan larva
udang pada semua perlakuan tidak berbeda nyata

secara statistik (P>0,05) terhadap kontrol (tanpa
pemberian bakteri).

Hasil penelitian oleh beberapa peneliti terdahulu
menunjukkan bahwa pada umumnya bakteri yang
diisolasi dari air laut dan tambak yang potensial
sebagai biokontrol tidak bersrfat patogen pada larva
udang windu. Rosa ef a/. (1997) mengemukakan
bahwa pada kepadatan 105, 106, 107, dan 1o3cfu/ml
selama 24 jam perendaman semua baktera kandidat
biokontrol yang diuji patogenisitasnya tidak bersifat
patogen pada larva udang windu Demikian pula yang
dihasilkan oleh Haryanti et al. (2000), isolat BY-g
sebagai biokontrol tidak bersifat patogen pada larva
udang windu setelah inkubasi 12 jam pada konsentrasi
105 cfu/mL.

Uji Tantang lsolat 8L542 terhadap V. harveyi
MR5339

Uji tantang secan in vitro

Uji tantang secara rn yltro dilakukan menggunakan
media kaldu SWC 100%, dengan kepadatan V. haNeyi
MR5339 10? cfu/mL dan isolat 81542 108 cfu/mL.
Berdasarkan hasil uli pendahuluan konsentrasi di
bawah 108 cfu/mL, isolat 8L542 tidak efektif
menghabat perkembangan populasi V. harueyi. Hasil
uJi tantang secara ,n y/ro disajikan pada Gambar 2.
Dari gambar tersebut terlihat bahwa populasi \l
harveyl MR5339 pada pedakuan kombinasi V. haNeyi
MR5339 dengan isoiat 8L542 menurun dari 10, clul
mL pada hari ke-0 menjadi 1 ,8 x 105 cfu/ml pada hari
keempat, sedangkan pada perlakuan tunggal \l
f,arveyl MR5339 tidak mengalami penurunan, bahkan
terjadi peningkatan sejak pada hari ke-1 sampai hari
ke-4. Puncak perkembangan populasi V. haNeyi
MR5339 pada perlakuan tunggalterjadi pada harike-
2 (setelah 24 jam) yaitu mencapai 1,6x10, cfu/mL.
Rendahnya populasi V. harveyi MR5339 pada
perlakuan kombinasi V. harveyiMR5339 dengan isolat

Tabel 1. Rata-rata mortalitas (%) larva udang pada uji patogenisitas isolat 8L542 setelah 24 Jam perendaman
Table 1. Average moftality rate (%) of tiger shrimp in the pathogenecity test of 8L542 bacteria after 24

hourc of immersion

Konse ntrasi sel (cfu/ml)
Cel I co ncentrati on (cfu/m L)

Mortalitas udang windu (7d

Tiger shrimp mortality (/")

0

103
105

107

109

o r)/ -
5.00 a

l) t)/ -

6.67 "
120A"

Keterangan: Nilai dalam kolom yang diikuli huruf yang sama secara statistrk tidak berbeda nyata (P>0,05)
Note: Values in the columns followed by sitnilar letters are notsignificantty different (p>O.OS)
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Hari (Days )

gV. haNeyi MR5339 + 8L542 %V haNeyi MR5339

Gambar 2. Perkembangan populasi \l harveyi MR5339 pada uji tantang secara in vitro

Figure 2. Population growth of V. harveyi MR5339 cha enged with 8L542 bacteria

8L542 menunjukkan bahwa isolat 8L542 efektif awal sampai akhir penelitian lebih rendah
menekan perkembangan populasi V. haveyiMRl33g. dibandingkan dengan populasi V harveyl MR5339

dalam media pemeliharaan yang tidak diberi bakteri
Ufi tantang secara in vivo 8L542

uji tantans secara in "r- gi,:I,j,:-1-":g:_1 *,5:i%il:fir,,Tl"T jlx.,fit T,ix"l5:$:l
menggunakan larva udang *indl 

:-L_1- l?tT:t""j periakuan oisajiran pada Gambir 4. Dari gamoar
yang diamati adalah populasi \l harveyr MR5339 i;rsebut terlihai bahwa secara deskriptif mortalitas
dalam media pemeliharaan dilakukan setiap 24 jam 

larva udang tertinggi pada perlakuan yang diinokulasi
selama 96 jam dan jumlah larva udang yang matr y narvevr-tritRs359 tanoa pemberian bakteri 8L542
dilakukan setelah 96 jam. kemudiin berturut-turui pada perlakuan yang

Populasi V. harveyi MR5339 dalam a jr diinokulasi y harveyl MR5339 ditambah isolat 81542,

pemeliharaan larva udang PL-7 selama penelitian kemudian kontrol negatif (tidak ada penambahan

disajikan pada Gambar 3, Dari gambar tersebut bakteri, baik V. haNeyi MR5339 maupun bakteri

terlihat bahwa Populasi tl haryeyl MR5339 dalam 8L542). Hal ini senada dengan hasil penelitian yang

media pemeliharaan yang diberi bakteri 8L542 dari dilaporkan oleh Abraham (2004), di mana mortalitas

Hari (Days )

WV. haNeyi + 8L542 @V. harteyi MR5339

Gambar 3. Populasi V harveyi MR5339 dalam air pemeliharaan larva udang windu pada ujj tantang in vrvo

Figure 3. Population of MR5339 in the rearing water of tiger shrimp larvae in in vivo challenged

64

.ly ^- Ir{ tr
-o >+>'6 d!\
dd 6
tJ-(!

o

R

7

ER: 6
r=F
! EP6 q,'\ 4
+.;!>
4E q' J

d H= 2
c0

1

0



Jumal Penelitian Peikanan lndonesia Volume 11 Nomor 1 Tahun 2OOs

g V. harveyi tR5339+81542

AV. haNeyi 1R5339

O Kontrot negatif (tanpa penam bahan bakteri)
Negative controt (without bacteia addition)

Gambar4. Rata-rata jumlah larva udang yang mati (%) setelah 96 jam inokulasi
Figure 4. Average moftality rate of tiger shrimp laNae after 96 hours of inocLtlation

Ec
E-:
ord
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ot

tr
'10

0

larva udang windu tertinggi pada perlakuan yang
diinokulasi dengan \l harveyi M3 tanpa pemberian
Alteromonas sp. P7, kemudian berturut-turut pada
perlakuan yang diinokulasi V. harveyi M3 ditambah
Alteromonassp. P7, kemudian terrendah oada kontrol
negatif (tidak ada penambahan bakte d, batk V. h aNevi
M3 maupun A/teromonas sp. p7 

).

Namun demikian hasil analisis statistik tidak
menunJUkkan adanya perbedaan yang nyata (p>0,0S)
terhadap tangkat kematian Iarva udang pada semua
perlakuan. Hal ini diduga karena kondisi darj larva
udang yang lemah sehingga pada kontrol (tanpa
bakteri) larva udang juga mengalami kematian. Efek
bakteri biokontrol tentunya akan lebih terlihat
seandainya larva udang yang digunakan dalam kondisi
yang baik dan bebas bakteri patogen. Sulitnya
mendapatkan larva udang yang bebas patogen
(pathogens free larvae) merupakan salah satu
penyebab seringnya mendapatkan data_data yang
kurang akurat pada u.,i bioessay semacam ini. Seperti
halnya dalam penelitian ini larva udang yang digunakan
sudah mengandung bakteriyang berasal dari kelompok
yibro spp. yang tumbuh pada media TCBSAgaT(wama
hijau dan kuning meskipun tidak berpendar) pada
konsentrasi 101-10rcfu/ekor, sehingga mempengaruhi
efektivitas bakteri biokontrol dalam menekan kematian
larva udang. Hal lain yang diduga menyebabkan tidak
adanya perbedaan tingkat kematian larva udang pada
peflakuan menggunakan isolat 8L542 dan tanpa isolat
81542 adalah karena virulensi MR5339 pada larva
udang windu menurun dibandingkan pada saat
diisolasi. Ada kecenderungan bahwa semaktn lama
suatu Jenis bakteri patogen udang disimpan, maka
patogenisitasnya semakin menurun.

Posisi Relatif tsolat BLS42

Hasil analisis sekuen gen 16S-rRNA dari isolat
81542 disajikan pada Lampiran 1. Dari lampiran
tersebut dapat dilihat bahwa isolat 8L542 termasuk
dalam kelompok Proteobacteria, sub divisi
Gamma, famili Alteromonadaceae, genus
Pse u doa lte ro m o nas, s pesies pseu d oa lte ro m on as
sp. Edeep-1 dengan indeks kedekatan sebesar gg%.
Data sekuen 'l6S-rRNA Pseudoalteromonas so.
Edeep-1 disajikan pada pada Lampiran 2. Jenis
bakteri ini disampaikan atau dilaporkan (submitted\
ke EMBL/GenBank/DDBJ database pada tanggal 13
Februari 200'1 oleh seorang peneljti dan "Ocean
Research Institute, l\4arine Ecosystem Dynamics",
Tokyo, Jepang yang bernama Kumiko Kita-Tsukamoto.

Selain memilikl aktivitas bakterisida. beberapa strain
da Pseudoatteromonas sp. Juga telah dtlaporkan
memiliki aktivitas algisidal seperti pse udoalteromonas
sp. straln Y yang dapat menurunkan blooming atgae
(Lovejoy ef a/., 1998). Sedangkan pseudoalaromonas
sp. strain 428 yang dapat membunuh Skeletonema
costatur.n strain NIEs-324 secara in vitro dalam cawan
petn merupakan penghasil serin protease yang
diproduksi secara ektraseluler (Lee e t at.,2OOO).

KESIMPULAN

lsolat 8L542 termasuk bakteri gram negatif yang
berbentuk batang, tidak patogen terhadap udang wjndu,
dan berpotensi sebagai penghasil bakterisida terutama
untuk yibrlo haNeyi penyebab vibriosis pada udang
wrndu. Hasilanaltsis sekuen gen penyandj 16S-rRNA,
diketahui bahwa isolat 81542 memiliki kemiripan (88%)
dengan Pseudoalle romon as sp. Edeep-1.
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Lampiran 1. Data hasil FASTA isolat BL542
Appendix 1. Data Resultof isolat 8L542 FASTA

FASTA searches a protein or DNA sequence data bank version 3 3t09 May 18, 2001

Please cite: WR. Pearson & D.J. Lipman PNAS (1988) 85 2444-2448@:1-: 628 nl

EMBoSS_001 vs EMBL Prokaryote librarysearching

/ebii services/idata/fastadb/em-pro library366331 426 residues in 122962 sequences

statistics extrapolated from 60000 to 91471 sequences Expectation-n fit:

rho(ln(x))= 0.3949+/-0.000216; mu- 56.5105+/- 0 018

mean-var=1042.7002+l-229.356,0's: 8 Z-trim: 14760 B-trim: 1950 in 2175 Lambda=

O.O3STFASTA (3.39 May 2OOl ) function loptimized, +514 matrix (5:-4)] ktup: 6

join: 52, opt: 37, gap-pen: -16/ -4, width: 16 Scan time: '13 090The best scores

are: opt bits E(91471)EM-PRO:48055794

A8055794 Pseudoalteromonas sp. (1498) [f] 2326

AF159671 Uncultured marine eub (1014) Itl2276
AJ311965 Uncultured gamma pro (1412) fl2211
AF300975 Bacterium C165 165 ri (1497) lfl 2156

A8022707 Adapted facultatively ( 595) [fl 2170

X82135A. aurantia 165 rRNA ge ('1436\ lfl2142
X82137 A.citrea 165 rRNAgene (1436\ lf) 2142

AF366040 Marine gamma proteoba ( 634) Ifl 2'152

A]O222OO Nlarine adapted facult ( 614) [f] 2151

AJ414129 Pseudoalteromonas sp (651) fl 2141

AFI'18018 Pseudoalteromonas sp. (1495) lfl 2112

AF343945 Pseudoalteromonas sp. ( 741) [f] 2123

AY028199 Marine bacterium Tw-4 (1448) lfl 2106

AF227238 Pseudoalteromonas sp. (1502) [q 2100

A8029824 Pseudoalteromonas sp. (1492) [f] 2100

1J15114 Hydrothermal vent eubact (1461) [fl 2100

AJ295713 Polar sea bacterium (1494) fl 2091

AF172991 Pseudoalleromonas sp. (1386) [fl 2089

AFl72989 Pseudoalteromonas sp. (1365) [fl 2088

AF172990 Pseudoalteromonas sp. (1384) lfi 2073

AF317746 Unidentified bacteriu (1466) Fl 2071

AF366001 Marine CFB-group bact ( 627) [f] 2082

AF343936 Pseudoalteromonas sp. ( 740) [f] 2076

AF366039 Marine gamma proteoba ( 627) [0 2079

U85855 Pseudoalteromonas sp. l\,4 (1449) [f] 2055

AF118019 Pseudoalteromonas sp. (1497) [q 2052

AF022407 Pseudoalteromonas sp. (1464) [f] 2049

AF038846 Pseudoalteromonas gra (1515) [f] 2046

48055788 Pseudoalteromonas sp. (1386) FJ 2039

X82138 A.denitrificans '165 rR (1424) [fl2030
A8055785 Pseudoalteromonas sp. (1499) [f] 2025

AJ391204 Pseudoalteromonas sp (1530) [q 2023

AF297958 Pseudoalteromonas sp. (1483) [f] 2023

AF030381 Pseudoalteromonas sp. (1471) [! 2023

AF297662 Pseudoalteromonas pis (1462) [fi 2023

68

151 4 3e-35EN/I_PRO:AF 159671

1 47 4.6e-34EN.4_PRO:UGA31 1 965

'1 44 4.4e-33EM-PRO:AF300975
'1 4 1 3.7e-32EN.4_PRO. ABo227 07

140 5.3e-32EM_PRO:AARRNA'1 6S

1 40 6.7e-32EM-PRO:ACRNAI 6S
'l 40 6.7e-32EM_PRO:AF366040
'139 1e'31EM_PRO.A8022206

1 39 1. 1 e-31 EN.4-PRO:PSP4141 29

1 39 1.5e-31 EM-PRO:AFl 1801 8

1 38 2. 1e-31 E1\.4-PROiAF343945

1 38 2.8e-31 EM-PRO:AYo28199

1 38 2.8e-3'1 EM-PR O. AF 227 238

1 38 3.4e-31 EM-PROrAB029824

1 38 3.4e-31 EM-PRO:HVl 51 14

'1 38 3.5e'31 EM-PRO:U8429571 3

1 37 4.9e-31 EN4_PRO:AF1 72991

'1 37 5.7e-31 EM_PRO;AF 172989

137 6.1e-31 EM-PRO:AF1 72990

1 36 1.1 e-30E[.4-PRO.AF3177 46

'! 36'1.1 e-30EM_PRO:AF366001

1 35 1. 7e-30EN.4,PRO;AF343936

135 1 .8e-30EN.4 PRO;AF366039

1 35 1.9e-30EM_PRO:PSU85855

1 35 2.1e-3oENil-PROTAF'1 1 801 I
1 35 2.3e-30EM-PR O. AF O224O7

1 35 2.7e-30EN.4-PROrAF038846

1 35 2.9e-30EN.4_PRO:A8055788

1 34 4.2e-30EM-PRO:ADl65RRNA

1 34 5.8e-30EN4-PRO:A8055785

133 6.7e-30EM_PRO:PSP391 204

1 33 7.2e-30EM-PRO:AF297958

1 33 7.4e-30EM-PRO:AF030381
'133 7 4e 30EM-PRO:4F297662

1 33 7.5e'30EM-PRO:AF297959
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AF297959 Pseudoatteromonas pis (1460)

AF081498 Pseudoalteromonas pis (14S8)

AJ391190 Pseudoalleromonas sp (j407)
4F144036 Pseudoalleromonas pis (14S0)

AY028197 Marine bacterium fw-Z ('t443)
X82215 Ppiscicida 16S rRNA ge (1291)

225522 P seudoalteromo na s tuni(.1365)

48022199 Marine facuttalively ( 6i9)
AF313497 Pseudoatteromonas sp. (j 398)

4F237977 Alleromonas sp. MS23 (1460)

4F173963 Pseudoalteromonas afl (1473)

AJ318943 Pseudoalteromonas sp ( 566)

4F295593 Pseudoalteromonas sp. (1443)

4F227237 Pseudoalteromonas sp. (j494)
X82147 A.rubra 16S rRNA gene (1426)
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lfl 2023 133 7.5e-30Et\.4_pRO:AF081498

lfl 2023 133 7.5e-30EM_PRO:PSP391190

lfl 2023 133 7.8e-30ENi_pRO;AF.144036

Itl 2022 133 7.9e-30EM_PRO:AYO2B197

11 2021 133 8.2e-3oEM_PRO:PP165RtB

lfl 2023 I33 8.5e-30EM_PRO:PB'| 6SRNAA

lfl 2019 133 9.4e-30ENI_PRO:ABo22 t99

lfl 2036 133 1e-29E[4_PRO:AF313497

11 2014 133 1.1e-29EM_PRO:AF237977

fl 2OO9'132 1.3e-29EM_pRO:AFl 73963

$l 2004 132 1.6e-29EM_PRO:PSP31 8943

Itl 2024 132 I.8e-29EM_PRO:AF295593

lfl 1 989 1 31 2.9e-29EM_PRO:AF227237

lfl 1987 131 3.'l e-29EM_PRO:ARRRNA165

lR 1987 131 3.2e-29>>EM_PRO:A8055794

48055794 Pseudoalteromonas sp. Edeep-l (1498 nt) initn: .1434 initl : 536 opt;
2326 Z-scorer 751.9 bits: 150.6 E0: 4.3e-3S 88.291% identity (95.060%

ungapped) in 632 nt overtap (8-628:50-671)
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Lampiran2.Datasekuenl6S.rRNAPseudoal|eromonassp'Edeep.1|DABo55794standard;DNA;PRo;
1498 BP.

X(
AC A8055794;

)c(

sv A8055794.1

)0(
DT 2O-FEB-2001 (Rel. 66, Created)

DT 2O-FE8-2001 (Re|.66, Last updated, Version 1)

)0(

DE Pseudoalteromonas sp Edeep-1 gene for 165 rRNA

)0(

)c(

OS Pseudoalteromonas sP. Edeep-1

oC Bacteria; Proteobacteria; gamma subdivisionl Alteromonadaceae;

OC Pseudoalleromonas

X(
RN [1]
RP 1-1498

RA Kita-Tsukamoto K., Radjasa O,K';

RT;
RL Submitted (13-FEB-2001) to the EIIBL/GenBank/DDBJ databases'

RL Kumiko Kita-Tsukamoto, Ocean Research Institute' Marine Ecosystems

RL Dynamics; 1-15-1 Minamidai' Nakano, Tokyo 164-8639' Japan

RL (E-mail:tukamoto@ori.u-tokyo acjp, Tel:81-3-5351-6484' Fax:81-3'5351-6482)

)0(

RN [2]

RA Radjasa O.K., Urakawa H', Kita-Tsukamoto K ' Ohwada K;

RT "Characterization of psychrotrophic bacteria in the surface and deep-sea

RT waters from the nonh'western Pacific Ocean based on 16S rDNA analysis";

RL Unpublished.

X(
FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source L.1498

FT /db-xrets"taxon:152523"

FT /sequenced-mol="DNA"

FT /organism='Pseudoalteromonas sp Edeep-1"

FT /strain="Edeep-1"

FT rRNA 1..1498

FT /Product="16s rRNA"

)0(

SQ Sequence 1498 BP; 390A; 333 C; 454 G; 321 T; 0 other;

tgatcatggc tcagattgaa cgctggcagc aggcctaacacatgcaagtcgagcggtaac

atttclagct tgctagaaga tgacgagcgg cggacgggtg agtaatgctt gggaacatgc

cttgaggtgg gggacaacag ttggaaacga ctgctaatac cgcataatgt ctacggacca

aagggggctt cggctctcgc ctttagattg gcccaagtgg gattagctag ttggtgaggt

aatggctcac caaggcgacg atccctagct ggtttgagag gatgatcagc cacactggga
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Lampiran 2. Lanjutan

qgagacacg gcccagactc

aagcctgalg cagccatgcc
gtgcagggag gaaaggctta

agcaccggct aactccgtgc
aattactggc cgtaaagcgt
tcaacctggg aactgcattt
tcaggtgtag cggtgaaatg
cigggttaac actgacgctc
ggtagtccac gccgtaaccg

agctaacgca ttaagtagac
ttgacggggg cccgcacaag
cttacctaca cttgacatac
gatacaggtg ctgcatggct
cccgcaacga gcgcaacccc
gagactgccg gtgataaacc

ttacgtgtag ggctacacac
gagtaagcga atcactlaaa
tgaagtcgga atcgclagta
ttgtacacac cgcccgtcac
crcgggagga cgtttaccac

ctacgggagg cagcagtggg gaatattgca caatgggcgc 360
gcgtgtgtga agaaggcctt cgggttgtaa agcactttca 42O
gtagttaata cctgctagct gtgacgttac tcacagaaga 480
cagcagccgcagtaatacgg agggtgcgagcgttaatcgg 540
acgcaggtggtttgttaagc gagatgtgaaagccccgggc 600
cgaactggca aactagagtg tgatagagggtggtagaatt 660
cgtagagatc tgaaggaata ccgatggcgaaggcagccac 72O
atgtacgaaa gcatggggagcaaacaggattagataccct 7BO
atgtctacta gaagctcgga acctcggttc lgtttttcaa 840
cgcctgggga gtacagccgc aaggttaaaactcaaatgaa 900
cggtggagca tgtggtttaa ttcgatgcaa cgcgaagaac 960
agagaactta ctagagatgg tttggtgctt caggaactct 1O2O

tgctgtcaag clcggtgttg tgaaaatgtt cgggtaaagt 1O8O
tgatccttag ttgctagcag laatgctgag aaaclctaag 1.t40
ggaggtaaggtggggacgac gtcaagtcca tccatggccc 120O
gtgctacaat ggcgcalaca gagtgtctgc gaactcgcga 1260
gtgcgtcgta gtccggattg gagtctgcaa ctcgactcca 1320
atcgcgtatc agaatgacgc ggtgaatacg ttcccgggcc 1380
accatgggagtgggttgctc cagaagtagatagtctaacc 1440
ggagtgattc atgactgggg tgaagtcgta acaaggta 14gB
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