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ABSTRAK

Produksi udang Asia termasuk Indonesia menyumbang >85% produksi global, oleh karena
itu pengendalian penyakit larva udang dalam rangka peningkatan produksi perlu ditingkatkan.
Penelitian ini bertujuan untuk menguji efektivitas daun mangrove (Rhizopora sp) untuk
mengendalikan penyakit vibriosis pada larva udang vaname (Litopenaeus vannamei). Penelitian
diawali dengan uji in vitro untuk mengevaluasi aktivitas antimikroba tepung daun mangrove
terhadap bakteri Vibrio harveyi. Pada uji in vivo, larva udang vanamei (mysis-3) direndam pada
larutan mengandung tepung daun mangrove dengan 3 dosis terbaik hasil uji in vitro yaitu 800, 900,
1000 mg/L air, ditambah K, selama 15 menit dan dipelihara selama 8 hari dan di uji tantang
dengan V. harveyi sp. Parameter yang diamati adalah Total haemocyte count (THC), Differential
haemocyte count (DHC) dan Survival rate (SR). Hasil penelitian menunjukkan bahwa tepung daun
mangrove dapat meningkatkan resistensi larva terhadap penyakit patogen V. harveyi dengan dosis
terbaik 800 (P<0,05). Tingginya resistensi ini diinisiasi oleh respon imun THC dan DHC
khususnya persentase semi granular dan hyalin yang tinggi pada dosis 800 (P<0,05). Dengan
demikian maka tepung daun mangrove Rhizopora sp dapat digunakan untuk mengendalikan
penyakit vibriosis pada larva udang vaname melalui metode perendaman dengan dosis 800 mg/L.

Kata kunci: perendaman; Rhizophora; Vibrio harveyi; respon imun; THC-DHC.

ABSTRACT

Shrimp production in Asia, including Indonesia, accounts for more than 85% of world
production. Thus, control of shrimp larval diseases must be strengthened to increase production.
This study aimed to test the effectiveness of Rhizopora sp mangrove leaves in controlling larval
vibriosis of the vannamei shrimp (Litopenaeus vannamei). The study began with in vitro tests to
evaluate the antimicrobial activity of mangrove leaf flour against Vibrio harveyi bacteria. In the in
vivo test, vannamei shrimp larvae (mysis-3) were immersed in a solution containing mangrove leaf
flour with the three best doses of in vitro test results: 800, 900, and 1000 mg/L water, plus K-, for
15 minutes according to the treatment dose and maintained for eight days before being challenged
with V. harveyi sp. The parameters observed were total hemocyte count (THC), differential
hemocyte count (DHC), and survival rate (SR). The results showed that the Mangrove leaf diet at
800 mg/L significantly improved larval resistance to the pathogen V. harveyi (P < 0.05). The high
resistance was triggered by THC immunological response and the high proportion of semi-
granular and hyaline at doses of 800 mg/L (P<0.05). Mangrove leaf powder can suppress vibriosis
disease in vanamei shrimp larvae using the immersion method at 800 mg/L concentrations.

Keywords:  immersion; Rhizophora; Vibrio harveyi; immune response; THC-DHC.
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I. PENDAHULUAN

Udang vannamei yang awalnya dianggap kebal penyakit ternyata mirip dengan
udang windu yang banyak mengalami penurunan produksi karena serangan penyakit, baik
di hatchery maupun di tambak. Menurut Shinn et al,. (2018), wabah penyakit pada
budidaya udang menyebabkan kerugian ekonomi hingga USD $43 miliar di Asia dan
Meksiko. Salah satu penyakit yang memiliki tingkat serangan tinggi khususnya pada larva
dan benih udang adalah penyakit vibriosis yang disebabkan oleh bakteri Vibrio harveyi.

Berbagai laporan menunjukkan bakteri V. harveyi paling sering menyerang udang
venaeid, khususnya benih udang dengan tingkat patogenitas yang tinggi dan menyebabkan
kematian massal (Zupici¢ et al., 2024), oleh karena itu V. harveyi menjadi salah satu
patogen oportunis dominan penyebab penyakit pada udang. Serangan bakteri ini dipicu
oleh padat penebaran yang tinggi, manajemen yang kurang baik, penurunan respon imun
host dan virulensi patogen yang tinggi (Cascarano et al., 2021; Zupi¢i¢ et al., 2024).

Salah satu solusi paling populer adalah penggunaan antibiotik, namun menyebabkan
munculnya bakteri patogen yang resistan terhadap antibiotik (Anirudhan et al., 2023),
sehingga mengancam keberlanjutan budidaya udang. Solusi lain yang ramah lingkungan
adalah menggunakan tanaman obat sebagai sumber pemacu respon imun, antibakteri, dan
antioksidan untuk mengendalikan penyakit dan mengatasi penggunaan antibiotik sintetik
(Saptiani et al., 2021; Dechamma et al., 2020).

Daun mangrove Rhizopora sp mengandung senyawa bioaktif seperti alkaloid, tanin,
saponin, fenol, flavonoid dan terpenoid yang bersifat sebagai anti bakteri. Beberapa
penelitian penggunaan daun mangrove telah dilakukan, diantaranya Fadilla dkk (2019),
meneliti ekstrak daun mangrove R. apiculate, terbukti meningkatkan kelangsungan hidup,
Total Haemocyte Count (THC), Differential Haemocyte Count (DHC) dan mengurangi
bakteri pada usus udang vaname. Demikian pula dengan Fitri dkk (2019), menggunakan
ekstrak buah mangrove Avicennia sp. dan menunjukkan peningkatan nilai THC, Aktifitas
Fagositosis (AF), Indeks Fagositosis (IF), serta diikuti rendahnya presentase gejala klinis
yang ditimbulkan terutama pada konsentrasi 350 mg/L. Penelitian ini bertujuan untuk
menguji efektivitas tepung daun mangrove Rhizophora sp terhadap peningkatan respon
imun larva udang dan resistensinya terhadap penyakit vibriosis.

II. METODE PENELITIAN

1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari hingga Maret 2022 di Laboratorium
Kesehatan Ikan Kampus Politeknik Pertanian Negeri Pangkajene Kepulauan.

2. Hewan Uji dan Wadah penelitian

Hewan uji adalah larva udang vaname stadia mysis-3. Sebelum ditebar larva
diaklimatisasi pada wadah penampungan selama 30 menit. Wadah penelitian terdiri wadah
pemeliharaan berupa kontainer plastik volume 25 liter, wadah perendaman daun mangrove
adalah toples plastik volume 5 liter dan wadah uji tantang volume 2.5 liter. Sebelum
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digunakan, seluruh wadah dibersihkan hingga steril. Air yang digunakan disaring dan
diendapkan pada bak penampungan dengan salinitas air 30 promil.

3. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dan sebagai perlakuan adalah tepung daun mangrove. Pada uji in
vitro digunakan tepung daun mangrove dengan dosis 400, 500, 600, 700, 800, 900 dan
1000 mg/L, kontrol positif menggunakan antibiotik Amoksilin dan kontrol negatif tanpa
penambahan tepung daun mangrove. Uji in vitro dilakukan menggunakan petri disk,
masing-masing dengan 3 kali ulangan. Sedangkan pada uji in vivo dilakukan berdasarkan
uji in vitro, dimana akan dipilih 3 konsentrasi terbaik ditambah satu kontrol (tanpa tepung
daun mangrove), masing-masing 3 (tiga) ulangan.

4. Pembuatan Tepung Daun Mangrove

Preparasi tepung daun mangrove dilakukan berdasarkan Fadilla dkk (2019), dengan
tahapan tepung daun mangrove Rhizopora sp. dicuci hingga bersih dengan air lalu
ditiriskan. Kemudian dijemur hingga layu kering atau diovenkan pada suhu 38-40 °C
selama 30 jam, lalu diblender hingga halus. Selanjutnya tepung daun mangrove diayak
hingga diperoleh bubuk halus.

5. Uji In Vitro

Uji in vitro antibakterial dilakukan dengan melihat zona hambat tepung daun
mangrove Rhizopora sp terhadap bakteri V. harveyi pada media agar TSA (Cai et al.,
2022). Konsentrasi tepung daun mangrove yang digunakan pada uji antibakteri secara in
vitro adalah 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 mg/L, dan antibiotik Amoksisilin (K").

Sebanyak 100 pl biakan cair V. harveyi umur 24 jam kepadatan 10" cfu/mL disebar
merata pada media TSA, kemudian kertas cakram steril 0,6 cm diletakkan diatas media
agar dan ditetesi dengan 5 pl tepung daun mangrove sesuai konsentrasi perlakuan. Sebagai
kontrol digunakan kertas cakram berdiameter yang ditetesi 5 pl larutan fisiologis.
Selanjutnya diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu kamar (22 - 25°C), respon antagonis
tepung daun mangrove terhadap bakteri V. harveyi diukur dengan adanya zona bebas
bakteri di sekeliling kertas cakram yang kelihatan bening.

6. Perendaman Larva dengan Tepung Mangrove

Air pemeliharaan dari masing-masing unit perlakuan dimasukkan ke wadah
perendaman, kemudian dimasukkan tepung daun mangrove sesuai perlakuan. Tepung
daun mangrove yang diujikan adalah 3 dosis terbaik berdasarkan uji in vitro ditambah satu
kontrol, yaitu 800, 900 dan 1000 mg/L. Setelah dihomogenkan, larva udang vaname stadia
mysis-3 dimasukkan ke dalam wadah sebanyak 40 ekor/L per unit perlakuan dan direndam
selama 15 menit.

7. Pemeliharaan dan Uji Tantang

Setelah perendaman tepung daun mangrove, larva udang dipelihara dalam wadah
pemeliharaan selama 8 hari. Selama pemeliharaan dilakukan pemberian pakan Artemia
salina dan pakan buatan. Pakan A. salina dikultur selam 24 jam dengan dosis 1gr/L air,
selanjutnya diberikan pada larva dengan frekuensi 3 kali/hari. Sedangkan pakan buatan
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bentuk tepung mengandung protein 28% diberikan sebanyak 6 kali/hari. Pergantian air
dilakukan sebanyak 10% setiap hari dan diberikan aerasi.

Setelah sampling pada hari ke-8, larva diuji tantang dengan bakteri V. harveyi
dengan cara memasukkan larva udang sebanyak 40 ekor/unit penelitian ke dalam toples
volume air 3 liter. Selanjutnya dimasukkan bakteri V. harveyi kepadatan 10" cfu/mL.
Setelah penginfeksian selama 1 jam, larva dipindahkan pada media pemeliharaan toples
plastik volume air 5 liter. SR larva dihitung pada hari k-7 pasca uji tantang menggunakan
rumus (Qu et al., 2024). Gejala klinis, tingkah laku, dan nafsu makan udang dilakukan
selama 7 hari pasca penginfeksian bedasarkan (Annisa dkk, 2015).

8. Sampling dan Pengukuran Parameter

Pada hari ke-1 dan hari ke-8 pasca perendaman ekstrak daun mangrove dilakukan
pengukuran THC dan DHC. Sampling dilakukan dengan cara memanen sebanyak 5 ekor
larva udang setiap unit perlakuan, dimasukkan ke effendorf dan ditambahkan dengan
antikoagulan dan digerus. Hemosit udang dipanen dan dilakukan pengukuran THC dan
DHC berdasarkan petunjuk Islam et al., (2024) dan Hoa et al., (2024). Pengukuran kualitas
air dilakukan setiap hari pada pagi hari. Parameter kualitas air yang diukur terdiri atas
suhu, salinitas, pH, dan kandungan oksigen terlarut.

9. Analisis Data

Data THC dan DHC pada hari ke-1 dan ke-8 pasca perendaman tepung daun
mangrove, dan SR larva udang pada hari ke-7 pasca uji tantang dianalisa secara statistik
menggunakan SPSS versi 22. Jika terjadi perbedaan antar perlakuan dilanjutkan dengan
uji Duncan. Sedangkan gejala klinis, tingkah laku, dan nafsu makan udang pasca uji
tantang dilakukan secara deskriptif.

1. HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Hasil Penelitian
a. Uji In Vitro

Zona Hambat (mim)
—
-

400 500 600 700 800 900 1000 K+ K-
Dosis Tepung Daun Mangrove

Superscript dengan huruf yang berbeda pada berbagai dosis tepung daun mangrove menunjukkan perbedaan

yang signifikan.

Gambar 1. Pertumbuhan bakteri V.harveyi dan zona hambat pada berbagai dosis tepung
daun mangrove.
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Uji aktivitas antibakterial (Gambar 1) menunjukkan bahwa penggunaan tepung
mangrove dapat menghambat pertumbuhan V. harveyi lebih baik dengan zona hambat
lebih besar dibandingkan dengan kontrol positif maupun kontrol negatif. Diantara dosis
daun mangrove yang diujikan, dosis 800, 900 dan 1000 mg/L memiliki zona hambat
tertinggi. Oleh karena itu pada penelitian selanjutnya digunakan tepung daun mangrove
dengan dosis 800, 900 dan 1000 mg/L.

b. Uji In Vivo

Perendaman tepung daun mangrove pada larva udang vanamedihasilkan gambaran
tentang respon imun dan SR larva pasca uji tantang dengan bakteri V. harveyi. Dinamika
respon imun setelah aplikasi tepung daun mangrove ditentukan melalui pengukuran
parameter THC dan DHC, sedangkan SR larva diketahui pasca uji tantang, yaitu:.

a) Total Haemocyte Count (THC)

THC larva udang vaname (Gambar 2), satu hari pasca perendaman daun mangrove
menunjukkan level yang sama pada seluruh perlakuan, kemudian mengalami peningkatan
pada hari ke-8. Secara statistik, pada hari ke-8 menunjukkan bahwa daun mangrove dapat
meningkatkan THC larva (P<0,05). Uji lanjut Duncan menunjukkan bahwa perlakuan
tepung daun mangrove dosis 800 dan 900 mg/L dapat meningkatkan THC lebih baik
dibandingkan dengan dosis 1000 mg/L dan kontrol (P<0,05).

1000
900 bl
800
700 B 1000 mg/L

m 900 mg/L

800 mg/L

(sel/mL)

600
500

Total Hemocyte Count

400 H Kontrol

300

Waktu Pengamatan (hari ke-)

Superscript dengan huruf yang berbeda pada waktu pengamatan yang sama menunjukkan perbedaan yang
signifikan diantara perlakuan.

Gambar 2. Total Hemocyte Count larva udang vaname pada berbagai dosis tepung daun
mangrove dan waktu pengamatan yang berbeda

b) Differential Hemocyte Count (DHC)

Penggunaan tepung daun mangrove menunjukkan pengaruh pada persentase hyalin
pada hari ke-1 pasca perendaman namun tidak berpengaruh pada hari ke-8 (Gambar 3).
Uji lanjut Duncan menunjukkan bahwa pada hari ke-1 telah terjadi perbedaan signifikan
diantara perlakuan, dimana perlakuan dosis 1000 mg/L meningkatkan persentase hyalin
lebih tinggi dibandingkan semua perlakuan dan terendah pada kontrol (P<0,05).

Semi granular larva udang menunjukkan perbedaan berdasarkan perlakuan yang
diujikan, baik pada hari ke-1 maupun ke-8. Uji lanjut Duncan pada hari ke-1 dan 8 pasca
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perendaman tepung daun mangrove menunjukkan dosis 800 mg/L meningkatkan

persentase semi granular lebih baik dibandingkan dengan perlakuan lainnya (P<0,05)
(Gambar 3B).
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Superscript dengan huruf yang berbeda pada waktu pengamatan yang sama menunjukkan perbedaan
yang signifikan diantara perlakuan.

Gambar 3. Differential Hemocyte Countlarva udang vaname pada berbagai dosis tepung
daun mangrove dan waktu pengamatan yang berbeda. A: hyalin, B:
semigranulosit, C: Granulosit

Granulosit larva udang pada hari ke-1 pasca perendaman tepung daun mangrove
tidak berbeda diantara perlakuan yang diujikan, namun pada hari ke-8 tepung daun
mangrove dapat meningkatkan persentase granulosit larva secara signifikan berdasarkan
perlakuan yang diujikan. Uji lanjut Duncan menunjukkan bahwa perlakuan dosis 1000
mg/L dapat meningkatkan persentase granulosit lebih baik dibandingkan dengan perlakuan
lainnya pada hari ke-8 (P<0,05) (Gambar 3C). Peningkatan persentase granulosit terutama
pada dosis 1000 mg/L diakibatkan oleh persentase hyalin yang rendah.

c) Survival Rate (SR)

SR larva udang vaname dengan perlakuan perendaman dalam larutan mengandung
tepung daun mangrove, kemudian diuji tantang dengan bakteri V. harveyi, menunjukkan
adanya pengaruh perlakuan daun tepung mangrove (P<0,05) (Gambar 4). Uji lanjut
Duncan menunjukkan bahwa perlakuan perendaman tepung daun mangrove dosis 800

mg/L dapat meningkatkan SR lebih tinggi dibandingkan perlakuan lainnya maupun kontrol
(P<0,05).
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Gambar 4. Survival rate (SR) larva udang vaname pasca uji tantang dengan bakteri V.
harveyi dengan perlakuan perendaman berbagai dosis tepung daun mangrove.

d) Gejala klinis

Pengamatan gejala klinis dilakukan selama 7 hari pasca uji tantang bakteri V. harvey.
Pada hari ke-2 pasca uji tantang, semua perlakuan larva udang vaname masih beraktivitas
normal dan belum menunjukkan kelainan klinis. Perubahan klinis dimulai pada hari ke-4
dimana larva udang mulai diam didasar dengan gerakan berenang yang lemah dan respon
terhadap gangguan mulai menurun. Hari ke-5 larva udang vaname berenang lemah dan
menunjukkan penurunan respon terhadap pakan. Hari ke-6 tubuh larva udang sebagian
mulai memucat terutama pada perlakuan dosis 1000 mg/L (A) dan tanpa tepung daun
mangrove (kontrol), usus mulai berwarna kemerah-merahan menandakan larva udang
sudah terinfeksi bakteri V. harvey. Hari ke-7 larva udang banyak mati terutama pada
kontrol dan perlakuan lainnya larva udang sebagian besar berwarna kemerah-merahan.

2. Pembahasan

Penelitian penggunaan tepung daun mangrove telah dilakukan untuk menguiji
efeknya terhadap respon imun larva udang vanamei melalui pengujian THC, DHC dan SR
serta gejala klinis larva udang pasca penginfeksian. Hasil penilitian menunjukkan bahwa
tepung daun mangrove dapat meningkatkan respon imun larva udang vaname dan
selanjutnya dapat meningkatkan resistensi terhadap serangan bakteri patogen. Efektivitas
tepung daun mangrove ini dilihat dari peningkatan parameter imun udang secara signifikan
(P<0,05) setelah dilakukan perendaman hingga hari ke-8, terdiri atas total hemosit dan
penjenisan hemosit (hyalin, semi granulosit dan granulosit). Tingginya respon imun ini
berperan dalam meningkatkan SR larva udang selama penginfeksian dengan bakteri V.
harveyi (P<0,05) (Rairat et al., 2022). Dengan demikian maka tepung daun mangrove ini
bersifat imunostimulan. Selain berperan sebagai imunostimulan, tepung daun mangrove
juga berperan sebagai antibakteri. Hal ini terlihat dari hasil uji in vitro pada penelitian ini,
dimana tepung daun mangrove dapat menekan pertumbuhan bakteri V. harveyi dengan
melihat zona hambat bakteri lebih luas dibandingkan dengan kontrol™ (antibiotik) (P<0,05).
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Tepung daun mangrove memiliki potensi yang sangat besar sebagai sumber senyawa
fitokimia yang berkelanjutan untuk menggantikan penggunaan antibiotik. Ekstrak daun
mangrove mengandung berbagai bahan bioaktif, seperti kelompok flavonoid, fenol,
alkaloid, dan tanin. Bahan aktif ini dapat berperan sebagai imunostimodulator, antioksidan,
antibakteri, antivirus (Abroguefia et al., 2020), dan beberapa penelitian ekstrak daun
mangrove dapat meningkatkan SR dan pertumbuhan ikan/udang. Hal ini terlihat pada uji in
vitro dimana tepung daun mangrove bersifat antibakteri dengan luas zona hambat yang
lebih tinggi dibandingkan dengan antibiotik. Ini disebabkan oleh senyawa saponin yang
berperan menyebabkan kerusakan protein pada enzim bakteri (Madduluri et al., 2011) dan
dapat meningkatkan permeabilitas membran sehingga terjadi hemolisis (Poeloengan et al.,
2012). Steroid juga dapat menyebabkan kebocoran pada lisosom bakteri (Madduluri et al.,
2011). Selain itu adanya senyawa tannin yang memiliki fungsi antibakteri dengan cara
menghambat enzim reverse transcriptase dan DNA topoisomerase sehingga sel bakteri
tidak dapat terbentuk (Nuria et al., 2009), meskipun parameter ini tidak diujikan pada
penelitian ini.

Kemampuan tepung daun mangrove sebagai imunomodulator pada penelitian ini
terlihat pada peningkatan THC dan DHC larva udang vaname. THC udang meningkat
pasca perendaman dengan tepung daun mangrove hingga hari ke-8 pada dosis 800 mg/L.
Demikian pula penjenisan hemosit, dimana tepung daun mangrove dosis 800 mg/L secara
umum dapat meningkatkan hyalin dan semi granular lebih baik dibandingkan dengan
kontrol. Peningkatan respon imun non-spesifik yang ditunjukkan dengan total hemosit dan
penjenisan hemosit pada akhirnya menghasilkan tingginya SR larva pada saat di uji tantang
dengan bakteri V. harveyi terutama pada dosis 800 mg/L. Pengamatan gejala klinis larva
pasca uji tantang menunjukkan bahwa larva terserang penyakit vibriosis sesuai bakteri
yang diujikan yaitu bakteri V. harveyi (Annisa dkk, 2015).

THC merupakan bagian dari pertahanan humoral udang terhadap benda asing serta
secara langsung dapat meningkatkan sel granular yang dapat merangsang aktivasi
Prophenoloxidase (ProPO) untuk menghasilkan aktivitas phenoloxidase (PO), untuk
mempertahankan udang dari serangan patogen.

Sebagai hewan yang relatif primitif, hemosit dalam sistem sirkulasi berperan dalam
respon imun non-spesifik pada krustasea. Selama awal infeksi, patogen yang menyerang
dapat menghancurkan hemosit sirkular danmenyebabkan hilangnya hemosit secara drastis
pada hemolimfa. Hemosit udang yang baru ditetaskan dapat mengimplementasikan respon
imun termasuk PO, fagositosis, enkapsulasi, dan koagulasi untuk mencegah lebih lanjut
kerusakan (Kuo et al., 2020; Yen-Chun et al., 2024), terdiri atas tiga tipe berbeda yaitu
hialin, granular, dan sel semi-granular yang bertanggung jawab atas imunitas seluler dan
imunitas humoral (Huu-The et al., 2024). Sel hialin bertanggung jawab dalam kegiatan
fagositik, sedangkan sel granular dan semi-granular keduanya berperan dalam aktivitas
sitotoksisitas dan produksi serta pelepasan sistem profenoloksidase (Chen et al., 2015).
Peran terbesar dipegang oleh semi-granular dalam aktivitas fagositosis, enkapsulasi, dan
pembekuan (Aguirre-Guzman et al., 2009).

Peningkatan respon imun dan resistensi terhadap penyakit oleh tepung daun
mangrove dengan cara menginduksi sintesis nukleotida (inosine monophosphate, IMP),
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valin dan betaine di hepatopankreas, yang kemudian dilepaskan ke dalam plasma dan
secara langsung diambil oleh hemosit, sehingga memicu melanisasi dan proses fagositosis
dalam sel (Huynh et al., 2018; Hien et al., 2022). Oleh karena itu jumlah total hemosit
digunakan sebagai indikator kesehatan hewan air yang berpengaruh terhadap SR udang
(Lin et al., 2013).

IV. KESIMPULAN

Tepung daun mangrove dapat meningkatkan resistensi larva terhadap penyakit
patogen V. harveyi dengan dosis terbaik 800 mg/L (P<0,05). Tingginya resistensi ini
diinisiasi oleh THC dan DHC khususnya persentase semi granular dan hyalin yang tinggi.
Dengan demikian maka tepung daun mangrove dapat digunakan untuk mengendalikan
penyakit vibriosis pada larva udang vaname melalui metode perendaman dengan dosis 800
mg/L.
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