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ABSTRACT

The research was purposed to analyse genetic similarity of tiger grouper (Epinephelus fuscoguttatus) in
order to select grouper that was resistant to Vibrio alginolyticus. In this study, fish were challenged with Vibrio
alginolyticus and genetic similarity was examined by a PCR-RAPD method. Eight RAPD primers were used for
PCR-RAPD analysis. The results showed that only three primers of RAPD primer (YNZ-22, UBC-456, dan
UBC-457) generated high number of RAPD fragments. The resistant group of tiger groupers generated higher
polymorph RAPD fragments than the susceptible groups. RAPD primer YNZ-22 and UBC-457 generated 82 %
and 71 % of RAPD polymorph fragments from resistant group of fish and 71% and 60 % from susceptible
groups, respectively. Primer YNZ-22 is a best genetic marker to analyse genetic similarity of tiger groupers
produced specific marker ranging from 1,2-2,0 kb. Genetic distances between the population of resistant fish
and population of susceptible fish was 0.5091 and between individual of the resistant fish and susceptible fish
was 0.7032.
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PENDAHULUAN

Ikan kerapu macan merupakan salah satu spesies kerapu yang memiliki nilai ekonomis tinggi
dan mempunyai prospek yang baik untuk dikembangkan sebagai ikan budidaya karena mempunyai
harga jual yang cukup tinggi. Selain merupakan komoditas perikanan laut yang bernilai tinggi dan
menjadi salah satu komoditas unggulan di Indonesia, juga mempunyai pertumbuhan yang cepat.

Usaha budidaya ikan kerapu memiliki prospek yang cerah, karena didukung adanya teknologi
pembenihan yang kini telah mulai dikuasai oleh para petani ikan ataupun nelayan. Akan tetapi
budidaya ikan kerapu terkendala adanya keterbatasan benih baik dalam kualitas, kuantitas maupun
kontinyuitas. Rendahnya sintasan (survival rate) pada pembenihan karena adanya infeksi bakteri
pathogen yang pada kondisi puncak wabah dapat menyebabkan mortalitas sampai 100% (Murdjani,
1997).

Bakteri yang mampu menyebabkan penyakit pada ikan (pathogen) terdiri dari Vibrio
anguillarum, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus dan V. marinus. Sedang menurut Khasonchandra
(1999) bakteri V.parahaemolyticus dan V. alginolyticus adalah yang berperan sebagai penyebab
kematian pada ikan laut hingga mencapai 80 - 90% (Wijayati dan Hamid, 1997).

Usaha pengendalian penyakit bakterial pada kegiatan budidaya ikan kerapu dapat dilakukan
dengan menggunakan obat-obatan atau antibiotik, pemberian vaksin (Kamiso et.al, 2005) dan
imunostimulan (Alifuddin, 1999), juga dengan menghasilkan strain ikan kerapu yang tahan terhadap
serangan penyakit seperti bakteri dalam hal ini Vibrio alginolyticus (Triana et al., 2006).
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Untuk mendapatkan ikan kerapu macan yang tahan Vibrio maka telah dilakukan penelitian
tentang profil DNA ikan kerapu macan yang tahan dan rentan terhadap Vibrio alginolyticus (Triana et
al., 2007), yang akan dilanjutkan dengan pengamatan tentang keragaman genetik jenis ikan kerapu
macan. Hasil yang diharapkan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui keragaman genetik ikan
kerapu macan dalam rangka proses seleksi induk ikan kerapu macan unggul (tahan terhadap serangan
penyakit yang disebabkan bakteri Vibrio alginolyticus).

METODE PENELITIAN

1. Tempat dan Waktu

Pemeliharaan ikan kerapu dilaksanakan di Balai Riset Budidaya Air Payau Takalar (Sul-Sel)
mulai dari Mei hingga Agustus 2008 sedangkan ekstraksi dan isolasi DNA, penggandaan DNA,
pemotongan DNA dan elektroforesis dilakukan di Laboratorium Genetika Ikan Fakultas Perikanan dan
IImu Kelautan IPB Bogor mulai dari September hingga Nopember 2008. .

2. Bahan dan Alat

2.1. lkan Uji

Ikan yang digunakan adalah ikan kerapu macan (Epinephelus fuscoguttatus) yang diperoleh
dari Balai Besar Riset Perikanan Pantai Gondol (Bali). Benih ikan dengan ukuran antara 6-8 cm
terlebih dahulu diadaptasikan selama satu bulan.

2.2. Pakan
Pakan yang digunakan adalah pellet ikan yang diberikan secara ad libitum, frekuensi
pemberian pakan dilakukan tiga kali sehari.

2.3. Bakteri

Bakteri yang digunakan untuk uji tantang dalam penelitian ini adalah bakteri yang diperoleh
dari Balai Riset Budidaya Air Payau Takalar. Perhitungan jumlah bakteri dilakukan dengan metode
cawan tuang dan dinyatakan sebagai Coloni Forming Unit (CFU), sedangkan antigen bakteri untuk uji
tantang disiapkan dengan biakan bakteri umur 24 jam.

2.4. Wadah Percobaan

Wadah yang digunakan dalam percobaan ini adalah ember plastik berkapasitas 80 liter
sebanyak 12 buah yang dilengkapi dengan peralatan aerasi. Setiap wadah diisi sebanyak 10 ekor.
Sebelum digunakan wadah tersebut terlebih dahulu disucihamakan.

3. Perlakuan

Penelitian ini terdiri dari dua tahap yaitu tahap pertama adalah uji pendahuluan mencari
lethal dosis 50 untuk mendapatkan ikan tahan dan rentan terhadap bakteri Vibrio alginolyticus dan
tahap kedua adalah uji utama untuk kajian keragaman genetik.

Tahap pertama meliputi uji pendahuluan yang terdiri konsentrasi bakteri 102 10° 10° 10°
dan 10° CFU/ml. Dari ke lima konsentrasi tersebut akan diambil tiga lethal konsentrasi, untuk
selanjutnya akan dicari nilai LCs, sebagai uji akhir untuk mendapatkan ikan yang tahan dan rentan
terhadap bakteri V. alginolyticus.

Penelitian utama terdiri dari dua perlakuan yaitu ikan yang tahan (hidup) dan rentan (mati)
terhadap serangan bakteri Vibrio alginolyticus, setelah terlebih dahulu diinfeksi dengan dosis LCs
dengan cara perendaman.

4. Pemeriksaan Parameter
Parameter yang diamati meliputi ekstraksi dan pengukuran konsentrasi DNA, analisa PCR-
RAPD dan elektroforesis.
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4.1. Ekstraksi dan pengukuran konsentrasi DNA genom

Sirip ekor dari masing-masing 7 ekor ikan yang hidup dan yang mati setelah diuji tantang
dengan bakteri patogen Vibrio alginolyticus dipotong untuk ekstraksi DNA genom, menggunakan Kit
(Puregene, Minneapolis, USA) sesuai dengan prosedur yang ada (metode modifikasi yang dilakukan
oleh Laboratorium Genetika Ikan Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan IPB. Konsentrasi DNA
diukur menggunakan mesin kuantifikasi DNA/RNA. Sebanyak 1 pl hasil reaksi dielektroforesis
menggunakan gel agarose 0,7%, DNA divisualisasi dengan etidium bromida yang disinari dengan UV.

4.2. Analisa PCR-RAPD

Pada tahap awal, 8 jenis primer diuji dalam proses PCR untuk mengetahui primer yang bisa
digunakan untuk mengamplifikasi DNA ikan kerapu macan, terdiri dari primer -A, -B, dan -C, YNZ-
22, UBC-122, -158, -456, dan -457. Tahap selanjutnya dipilih tiga primer yang menghasilkan pola
pita terbaik dan paling jelas yaitu YNZ-22, UBC-456 dan UBC-457. Amplifikasi PCR dilakukan
dengan volume reaksi 15 pl yang mengandung 1x Ex Taq Buffer, 200uM dNTP mix, Ex Taq
polymerase (Takara Bio, Shiga, Japan) 0,125U, 1 ul DNA dan 1,5 pl primer. Hasil amplifikasi
kemudian dielektroforesis menggunakan gel agarose 0,7%, DNA divisualisasi dengan etidium
bromida yang disinari dengan UV.

5. Analisis Data

Perhitungan penentuan Lethal Dosis (LC50) menggunakan analisis probit berdasarkan
Bushine-Nash (Koestoni,1985). Ukuran penanda spesifik diduga berdasarkan pada ukuran penanda
DNA (1 kb DNA Ladder) (Hannum et al., 2003). Untuk analisis polimorfisme DNA dilakukan
dengan analisis rata-rata dari masing-masing kelompok ikan yang tahan (T) dan yang rentan (M).
Penentuan pola pita RAPD sebagai polimorfik atau monomorfik berdasarkan Purba dan Martanti
(2008). Analisis keragaman genetik menggunakan program Tools for Population Genetic Analysis
(TFPGA) versi 1.3. (Miller, 2000) Jarak genetik disajikan dalam bentuk dendogram dengan analisis
Unweighted Pair Group Method of Aritmethic (UPGMA). Adapun analisis kualitas airnya dilakukan
secara deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Penentuan Lethal Concentration 50 (LCsp)

Uji pendahuluan untuk mendapatkan LCs, digunakan konsentrasi 10 10° 10% 10° dan 10°
CFU/ml.  Dari uji pendahuluan ini didapatkan tiga konsentrasi bakteri V.alginolyticus yang
menyebabkan kematian mendekati 50 % vyaitu 10%, 10*dan 10° CFU/ml. Selanjutnya dari hasil uji ke
tiga konsentrasi diperoleh data pada Tabel 1. Hasil analisis probit dari data tersebut diperoleh nilai
LCso adalah 3,5 x 10* CFU/ml.

Tabel 1. Rata-rata Respon Ikan Kerapu Macan yang Tahan (Hidup) dan Rentan (Mati)

Kepadatan Bakteri Respon Ratio % Kematian
(CFU/ml) Mati Hidup
10° 4 2 4/6 66,67
10* 2 4 216 33,33
10° 1 5 1/6 16,67
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2. Keanekaragaman Genetik

M R1 R2 R3 R4 R5 R6R7 M T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Gambar 1. Elektroforesis DNA yang diekstraksi dari sirip ekor ikan kerapu macan yang rentan (R1-
R7) dan yang tahan (T1-T7). M : penanda dengan panjang DNA ditunjukkan di sebelah
kiri gambar dalam unit kilobase (kb).

Hasil ekstraksi DNA ikan kerapu macan yang tahan dan yang rentan setelah uji tantang
masing — masing 7 ekor, ditunjukkan pada Gambar 1. Visualisasi DNA pada gel agarose
memperlihatkan bentuk dan ukuran DNA pada perlakuan ikan yang tahan (kolom TI-T7) dan rentan
(kolom R1-R7) hampir sama.

Pada tahap awal, sampel DNA ikan kerapu yang tahan (hidup) dan rentan (mati) diuji dengan
menggunakan 8 jenis primer yang terdiri dari primer A, B, C, UBC-122, 158, 456, 457, dan YNZ-22
untuk mengetahui jenis primer yang menghasilkan jumlah fragmen DNA yang banyak dan jelas
terlihat (Gambar 2). Seperti ditunjukkan pada Gambar 2 bahwa tidak semua primer tersebut dapat
melekat atau annealing ke DNA genom sehingga tidak semua proses PCR menghasilkan fragmen
DNA. Hal ini dapat disebabkan karena antara primer-primer tersebut dengan DNA cetakan (template
DNA) tidak terdapat kesamaan urutan basa diantara keduanya, karena apabila terdapat kesamaan
urutan basa diantara ke duanya maka primer akan menempel pada ke dua utas DNA cetakan di dua
situs (sites) yang berbeda. Kalau ke dua situs penempelan primer berada dalam jarak yang dapat
diamplifikasi maka akan diperoleh produk PCR berupa fragmen DNA (Tingey et al., 1992; Sambrook
et al., 1989). Didukung oleh pernyataan Tingey et al. (1992) bahwa keberhasilan suatu primer
mengamplifikasi DNA cetakan ditentukan oleh ada tidaknya homologi sekuens nukleotida primer
dengan DNA cetakan. Selain itu, pada kolom yang memiliki fragmen DNA yang jelas terlihat
menunjukkan pola yang bervariasi antar primer, mengindikasikan spesifitas sekuen DNA tempat
masing-masing primer tersebut melekat. Adapun sekuen daripada primer-primer tersebut dan jumlah
fragmennya masing-masing dapat dilihat pada Tabel 2.

Pada proses PCR selanjutnya untuk semua sampel digunakan primer YNZ-22, UBC-456 dan
UBC-457 karena ke tiga primer inilah yang menghasilkan pola fragmen yang sangat jelas dan paling
banyak. Pada primer YNZ-22, untuk ikan yang tahan mempunyai 6 fragmen dan rentan 9 fragmen,
primer UBC-456 untuk ikan yang tahan 4 fragmen dan rentan 6 fragmen sedangkan primer UBC-457
untuk ikan yang tahan 1 fragmen dan rentan 5 fragmen, ditunjukkan pada Gambar 2.
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Tabel 2. Sekuen DNA Primer yang Menghasilkan Pola Fragmen DNA

Jenis Sekuen DNA Sumber Pustaka Jumlah Fragmen
Primer yang Dihasilkan
T R
A TG(CIT)AA(G/A)GT(A/C/G/ | T. Knittel dan 3 3
T)TT(C/T)AA D. Picard (2008)
B (TIC)TG(G/A)TA(G/A)AA(T/ | T. Knittel dan 3 -
G/C/A)C(GIT)(TIC)TGCCA D. Picard (2008)
UBC-122 | GTAGAC GAGC Khetpu et al., (2005) - 2
UBC-456 | GCG GAG GTCC Diaz et al., (2007) 4 6
UBC-457 | CGACGCCCT G Diaz et al., (2007) 1 5
YNZ-22 CTCTGGGTGTCGTGC Diaz et al., (2007) 6 9

1 2 3456 78M 910 11 12 13 14 1516

Gambar 2. Elektroforesis DNA produk PCR-RAPD ikan kerapu macan yang rentan (1-8) dan yang
tahan (9-16) dengan 8 jenis primer berbeda (primer A, B, C, UBC-122, UBC-1-58, UBC-
456, UBC457, YNZ-22)

Hasil elektroforesis produk PCR menggunakan primer YNZ-22, UBC-456 dan UBC-457 untuk semua
sampel ditunjukkan pada Gambar 3, 4, dan 5. Dari ke tiga primer yang digunakan terlihat bahwa
primer YNZ-22 memiliki jumlah fragmen yang lebih beragam (Gambar 3) dibandingkan dengan ke
dua primer lainnya UBC-456 (Gambar 4) dan UBC-457 (Gambar 5). Hal ini terbukti dengan rata-rata
jumlah fragmen YNZ-22 untuk ikan yang tahan lebih banyak (9,3 buah fragmen) dibandingkan
dengan UBC-456 (6 buah fragmen) dan UBC-457 (6,7 buah fragmen) (Tabel 3). Sedangkan untuk
ikan yang rentan dengan menggunakan primer YNZ-22 menghasilkan (6,4 buah fragmen), primer
UBC-456 (6 buah fragmen) dan primer UBC-457 (4 buah fragmen). Hasil ini menunjukkan bahwa
primer YNZ-22 merupakan genetic marker yang terbaik untuk menganalisa keragaman genetik ikan
kerapu macan, karena primer inilah yang dapat membedakan antara ikan yang tahan dan rentan dan
diperoleh marker spesifik untuk ikan tahan yaitu pada ukuran 1,2 - 2,0 kb.
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M R1R2 R3 R4 R5 R6 R7 M T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7

Gambar 3. Elektroforesis DNA produk PCR-RAPD ikan kerapu macan yang rentan (R1-R7) dan
yang tahan (T1-T7) dengan menggunakan primer YNZ-22. M : penanda dengan panjang
fragmen DNA ditunjukkan di sebelah kiri gambar dalam unit kilobase (kb)

M R1 RZR3R4R5 R6 R7 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 M

Gambar 4. Elektroforesis DNA produk PCR-RAPD ikan kerapu macan yang rentan (R1-R7) dan
yang tahan (T1-T7) dengan menggunakan primer UBC-456. M : penanda dengan panjang
fragmen DNA ditunjukkan di sebelah kiri gambar dalam unit kilobase (kb)
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Gambar 5. Elektroforesis DNA produk PCR-RAPD ikan kerapu macan yang rentan (R1-R7) dan yang
tahan (T1-T7) dengan menggunakan primer UBC-457 M : penanda dengan panjang fragmen

DNA ditunjukkan disebelah kiri gambar dalam unit kilobase (kb).

Jumlah fragmen DNA ikan kerapu macan yang tahan dan rentan dapat dilihat pada Tabel 4.
Dari tabel tersebut terlihat bahwa rata-rata jumlah fragmen DNA ikan yang tahan lebih besar (9,3 buah
fragmen) dibandingkan dengan ikan yang rentan (6,4 buah fragmen) yang menggunakan primer YNZ-
22. demikian pula dengan primer UBC-457, menghasilkan rata-rata jumlah fragmen yang lebih banyak
(6,7 buah fragmen) daripada yang rentan (4 buah fragmen). Sementara pada primer UBC-456
menghasilkan rata-rata jumlah fragmen yang sama antara ikan yang tahan dan rentan (6 buah
fragmen). Secara umum, hasil ini menunjukkan bahwa ikan kerapu macan yang tahan memiliki pola
fragmen yang lebih beragam (polimorfik) dibandingkan dengan ikan yang rentan. Hal ini dikarenakan
ikan yang tahan memiliki polimorfisme yang tinggi sehingga akan memiliki peluang hidup yang
semakin tinggi untuk beradaptasi dengan perubahan lingkungan, terutama terhadap serangan penyakit
dibandingkan dengan ikan yang rentan. Menurut Warr (2003), bahwa semakin besar polimorfisme
suatu karakter individu atau populasi maka hal tersebut semakin baik (menguntungkan).

Tabel 4. Jumlah dan Rata-rata Fragmen DNA Ikan Kerapu Macan yang Tahan (T) dan Rentan (R)

Sampel Primer
YNZ-22 UBC-456 UBC-457
T1 7 6 -
T2 10 6 6
T3 10 6 -
T4 9 6 -
T5 9 6 7
T6 11 6 -
T7 9 6 7
Jumlah 65 42 20
Rata-rata 9,3 6 6,7
R1 7 6 3
R2 7 6 5
R3 7 6 3
R4 7 6 4
R5 7 6 -
R6 3 - -
R7 7 6 5
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4. Analisis Keragaman Genetik

Keragaman genetik ikan kerapu macan yang tahan dan rentan terhadap serangan bakteri V.
alginolyticus dapat dilihat dari perbedaan jumlah total fragmen, jumlah fragmen polimorfik,
persentase fragmen polimorfisme dan ukuran fragmen serta jarak genetik ikan tersebut. Perbedaan
keragaman genetik (variasi profil DNA) dapat dilihat pada Tabel 5.

Dari tabel tersebut terlihat bahwa jumlah total fragmen yang dihasilkan dari dua primer yang
digunakan memperlihatkan variasi jumlah fragmen antara populasi ikan kerapu macan yang tahan dan
rentan. Pada populasi ikan kerapu yang tahan, jumlah fragmen yang terdapat pada kedua jenis primer
berkisar antara 7 — 11 (Tabel 5) sedangkan jumlah fragmen pada populasi ikan yang rentan berkisar
antara 5 — 7 fragmen. DNA hasil amplifikasi berukuran antara 0,3 — 2,5 kb.

Tabel 5. Jumlah Fragmen Monomorfik, Polimorfik, Total Fragmen, Persentase Polimorfisme
dan Kisaran Ukuran Fragmen dari Populasi Ikan Kerapu Macan yang Tahan (T) dan
Rentan (R) Terhadap Bakteri V. alginolyticus

Jumlah Jumlah Jumlah Persentase
Fragmen Fragmen Total Polimorfisme Kisaran
Primer Monomorfik Polimorfik Fragmen (%) Ukuran
Fragmen

T R T R T R T R
YNZ-22 2 2 9 5 11 7 82 71 0,4-20
UBC-457 2 2 5 3 7 5 71 60 0,3-25

Berdasarkan hasil yang diperoleh pada Tabel 5 , maka dapat diketahui bahwa dengan
menggunakan primer YNZ-22, jumlah fragmen polimorfik yang muncul sebanyak 9 buah fragmen
pada ikan yang tahan dan rentan 5 buah. Jumlah fragmen monomorfik berjumlah 2 buah dengan
ukuran masing-masing fragmen adalah 0,7 kb dan 1,0 kb (Gambar 3). Persentase polimorfisme pada
ikan yang tahan sebesar 82 % dan pada ikan yang rentan 71 %.

Untuk primer UBC-457 diperoleh hasil jumlah fragmen polimorfik pada sampel ikan yang
tahan yaitu 5 buah fragmen dan jumlah fragmen polimorfik pada ikan yang rentan 3 buah. Jumlah
fragmen monomorfik pada sampel ikan yang tahan adalah 2 buah yang berukuran masing-masing 0,3
kb dan 1,2 kb (Gambar 5). Adapun persentase polimorfisme pada ikan yang tahan sebesar 71 % dan
pada ikan yang rentan 60 %. Dengan demikian persentase polimorfisme tertinggi dimilki oleh populasi
ikan kerapu macan yang tahan.

Sejumlah penelitian sebelumnya mengemukakan, polimorfisme jumlah fragmen DNA yang
dihasilkan pada analisis RAPD pada beberapa spesies ikan berbeda-beda, yaitu pada spesies
Haplostententhus atlanticus memiliki 1-6 fragmen DNA dengan ukuran fragmen 600-2800 bp (Smith
et al., 1997) dalam Tingey et al., (1992) dan Ictalurus memiliki 1-10 fragmen dengan ukuran fragmen
200- 1500 bp. Menurut Soewardi (2007) untuk keperluan analisis, semakin tinggi fragmen yang
dihasilkan suatu primer maka semakin baik untuk direkomendasikan dalam keperluan analisis.

Hasil PCR-RAPD menunjukkan adanya fragmen-fragmen spesifik yang dapat menjadi
penanda (marker) pada populasi ikan kerapu macan yang tahan terhadap bakteri V. alginolyticus yaitu
pada ukuran fragmen 1,2 — 2,0 kb dimana fragmen-fragmen ini tidak ditemukan pada populasi ikan
kerapu macan yang rentan dengan menggunakan primer YNZ-22. Pemilihan primer pada analisis
RAPD berpengaruh terhadap polimorfisme fragmen yang dihasilkan, karena setiap primer memiliki
situs penempelan tersendiri, akibatnya fragmen DNA polimorfik yang dihasilkan setiap primer
menjadi berbeda, baik dalam ukuran maupun jumlah fragmen DNA (Poerba dan Martanti, 2008).

Hasil analisis UPGMA dengan menggunakan perangkat lunak TFPGA wversi 1.3
memperlihatkan keragaman genetik antara ikan kerapu macan yang tahan dan rentan sebesar 0,5091
atau 50,91 % (Gambar 6). Hal ini menunjukkan bahwa antara ikan kerapu macan yang tahan dan
rentan hubungannya dari segi genetik sudah agak jauh. Menurut Khaeruni (2005) bahwa semakin jauh
jarak pada dendogram hubungan secara genetik antar populasi makin jauh .
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Gambar 6 : Dendogram populasi ikan kerapu macan yang rentan (1)
dan tahan (2) terhadap V. alginolyticus, hasil amplifikasi
menggunakan 3 primer

Adapun hasil analisis pengelompokan antar individu populasi ikan kerapu macan yang tahan
dan rentan dapat dilihat dari dendogram pada Gambar 7. Dari gambar tersebut terlihat bahwa antar
individu populas ikan kerapu macan yang tahan dan rentan dihasilkan koefisien kekerabatan 0,7032
atau terdapat keragaman antar individu populasi sebesar 70,32 %. Jarak genetik antar individu dalam
populasi ikan yang tahan adalah sebesar 0,32 atau keragaman antar individu sebesar 32 %. Secara
umum bahwa ikan kerapu macan yang tahan memiliki keragaman genetik lebih besar dibandingkan
dengan ikan kerapu macan yang rentan.

Pada kelompok populasi ikan kerapu macan yang tahan antara individu T5 dan T7 tidak
berbeda, akan tetapi berbeda sebesar 0,0715 dengan T2 dan membentuk kelompok tersendiri. Antara
T3 dan T6 jarak genetiknya sebesar 0,0351, selanjutnya antara T4 dengan T3 dan T6 jarak genetiknya
sebesar 0,0533, lalu antara T1 dengan T4, T3 dan T6 jarak genetiknya sebesar 0,1097, dan individu
tersebut membentuk kelompok tersendiri (Gambar 7).

0.800 0.600 0.400 0.200 0.000
12 (T5)

14 (T7)
9 (12

T3
0.3200 Eo.oss]u T3

0.1097 11 (19

0.0715

— | 0.7032

0.6213

Gambar 7 : Dendogram individu ikan kerapu macan yang rentan
(1,2,3,4,5,6,7) dan tahan (8,9,10,11,12,13,14) terhadap
V. alginolyticus, hasil amplifikasi menggunakan 3 primer
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Pada kelompok ikan yang rentan terlihat bahwa jarak genetk antara individu R3 dan R4
sebesar 0,0351, antara individu R2 dengan R3 dan R4 sebesar 0,0533, antara R1 dengan R2, R3 dan
R4 sebesar 0,1390, antara R7 dengan R5, R1, R2, R3 dan R4 sebesar 0,1647. Jarak genetik antara
kelompok ini cukup dekat. Akan tetapi, jarak genetik antara R6 dengan R7, R5, R1, R2. R3 dan R4
cukup jauh yaitu sebesar 0, 6213.

4. Kualitas Air

Rataan kualitas air yang diperoleh selama penelitian tertera pada Tabel 6. Secara umum
kualitas air yang diperoleh masih berada dalam kisaran yang dapat ditolerir oleh ikan kerapu macan
karena menurut Subyakto (2003), kisaran kualitas air yang layak untuk kelangsungan hidup dan
pertumbuhan ikan kerapu seperti suhu 28-32 °C, salinitas 28-35 ppt, amoniak < 0,01 ppm dan oksigen
terlarut > 3 ppm. Dengan demikian berdasarkan hasil pengukuran kualitas air, kisaran yang didapat
masih layak untuk sintasan dan pertumbuhan ikan kerapu.

Tabel 6. Rataan Kualitas Air Ikan Kerapu Macan (Epinephelus fuscoguttatus) Selama Penelitian

Perlakuan Parameter (Satuan)
Suhu (°C) Salinitas (o)  NHs; (ppm) DO (ppm) pH
Tahan 28 31 0 3,06 8
Rentan 28 31 0 3,06 8
KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, maka dapat disimpulkan beberapa hal diantaranya konsentrasi
bakteri V.alginolyticus yang mematikan sebanyak 50 % (LC>) ikan kerapu macan ukuran 6-8 cm
adalah 3,5 x 10*. Ikan kerapu macan yang tahan memiliki pola pita yang lebih beragam (polimorfik)
dibandingkan dengan ikan yang rentan (mati). Jumlah rata-rata pita DNA hasil amplifikasi PCR untuk
ikan yang hidup lebih tinggi dibandingkan pada ikan yang rentan. Ukuran penanda spesifik ikan
kerapu macan tahan yang menggunakan primer UBC-122 adalah 1,5-2,0 kb dan 0,75-0,95 pada UBC-
456. lkan yang hidup mempunyai prosentase pola pita polimorfik 100 % sedangkan yang mati 25 %
(monomorfiknya 75 %).UBC-122 merupakan genetik marker terbaik untuk menganalisa keragaman
genetik pada ikan kerapu macan.
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