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PENDAHTULUAN

Wirrowr facobsoni OUD adalah parasit obligat pada kelompok lebah madu
CAnshakova 19770, Pada mulanya ekroparasic ini ditemukan pada tahun
1904 pada Apis cerana F di Pulan Jaw Ld i berikutmya di Sumatra pada
abiun 1912 aleh Jacobson searang ahli Belanda (Oudemans. A, C. 1904)

Maenjelang 20 tahun vang lalu ektoparasit im sangat teckenal hanva mempa.
raaiti leban madu jenis Asa, A.cerang dan A dorsara. Namun r*:u;h EHEERT
kutu inl sudah melakokan koevolusi terhadep lebah mado jenis Eropa
Adnellifera (Ablas, N0 1990}, Didunia yang masih hisa mengisolir lebah
madunva dari serangan p'u:p'.ir ini hanva duz daerzh vaitu Acsiralia das
Ingeeris. Kedoa negara ini melakukaz karanting yane ketat sekali terhadap
~-:n_|_t.u.-.an lebzh madu ke daerah nvercka. Kerugian yang ditimbulkan
:_—'_=_| opar u:ir ini c,l._,_ &t hes r D.Jr* huasil pl::'.' Lll:L.'.- dlk-_-.z.:hj I'_'I:I]'I L) daln.l




pada lebah pekerja akibat darah atau haemolimfanya yang diserap oleh
parasit mengakibatkan kondisi tubuh jadi lemah sehingga akhirnya tak dapar
mengumpul polen dan madu sama sekali {Scheineder, P and Drescher.
W.I937), Oleh sebab itu mulal ditemukan parasit ini di Eropah tepatnya &
Jerman Barat ditabun 1965 mulai  saat itw para ilmuwan fak henti-hentinya
melakukan penelitian tentang parasit ini yang ditujukan untek pengontrelan-
nya dilapangan(Geiffith, D A. & Bowman, C.E. [981). Sampai saat ini ada
Tatusan jenis pestisida dapar dipakal pengontrol parasit ini namun pada ke-
nyataznnya bahwa bapaimanapun residunya ternyata selalu ditemukan di da-
lam madu. Para ilmuwan mulai beralih penelitiannya kearah biokontrol na-
mun vang menjadi problem adalzh kehidupan reproduksi ekioparasit ini
yvang tersembunyi bersama perkembangan postembrionik dari pupa lebah
madu, Baru pada tabun 1988 Abbas relah perramakali menemukan cara in
vitro pemeliharaan dari ekiloparasic ini bersama dengan hospesnya dalam ta-
bung artifisial vang transparan hingga kegiatan reproduksinya dapat difkuti
ataw direkam secara visual.

Diketahut bahwa hampir semua stadia dari [ebah madu disenangi oleh
Viarroa facossonf OUD kecuali stadin larva satu sampal empat vang ukuran
tubuhnva masih kecil ([fantidis. 1983) karem jumlah haemolimfanya sedikit
dibandingkan denpan larva stadia lima sampai stadin dewasa baik dard jenis
pekeria.ratu maupun pejantan. Setelah ditelit ternyata pada lebah madu
jenis Eropa, A melfifera ckioparasit ini sangat menyenangi lebah jantan
disehabkan ukuran tubuhnya besar dan kandungan haemolimfanya jauh
lebin banyak. Suatu hal vang menarik untek melakukan penelitian kandun-
fran protein dar parasit ini adalah dissbablan sumber makanan atau sumber
protein satg-satunya pada parasit ini adalzh darah dari lebah madu, Pencliti
satu-satunya vang melakukan percobaan ini adalah Tewarson pada tahun
1983, Dia memban-dingken kandungan protein dar hacmolimfa dari lebah
madu, Apis mellifera carnica dengan telur vang bam dioviposisiskan oleh
mnduk Mzrroa didalam kalont, Kesimpuolan dari hasil penelitiannya baliwa
ekloparasit ini tidak merombak makromoickul protein yane diisapnya dari
haemofimfa hospesnya untuk dijadikan hahan penyusun protein dari telur-
nvi, Disehabkan sampel vang dipakai Tewarson (1983) sebagal pemban-
ding adalah telur Werroa jacobsoni QUD vang sudab diletakkan di lwar
tizhuh. [imana felur ini seberslnyva pada perkembangan embriologl isi dari
pada tefur ini sudah berkembang cukup juuh pads tingkal nimfa sempurnag
dan tidak dapat dikatakan mewakili telur yang dibentuk didalam ovarium
Milain pihak hahwa ektoparasit ini mempunyai saluran pencernaan vang
lengkap dan dapat dilibar dengan jelas dari hasil diseksi, Pertanyaan timbul
disini apakah tidak terjadi perombakan sama sekali dalam proses metibo-
lisme pencernaannya hingga input dan output sama saja. Den selanjuinya
ada kemungkinan bahwa setelah terjadi fertilisasi protein ini dirombak
menurut kehuiuhan sampai tingkat preprotonympha vang sudah selesai
perkembangannya dan terbentuk proein yang sams seperti susunan haemo-
limfa kemhbali. Inipun diterima  bila hasil penelitiannya bisa dipertanggung

b



Jawabxan. Tertarik dengan hal tersebut diatas maka penulis merancang
penelitian ini dengan objek pembanding dari haemolimfa adalah ovarium
vang sedang bertumbuh dan berisi ovum yang sedang matang dipakai
sebapgai sampel dan berasal dari induk Virrea vang dalam keadaan stadia
repraduksi bersama pupa dalam sel rertutup. SD5 PAGE adalah metoda
vang cukup akurat untuk media percobaan ini.

METODA PENELITIAN

Pernbandingan kandungan pretein ind dilakukan dengan metoda SDS-PAGE
3% -20% campurzn gradien gel poliakrilamid gunanya entuk memantau
protein yang terkandung dengan konsentrasi rendah baik pada cvarium dari
ehioparasil Wirrea jacobsori OUD mavpun pada heemolimfa dart beberapa
siadia posembrionik dasi lebah madu Apis mellifers carnica yang diper-
handinpkan.

Persiapan sampe] ovarium ektoparasit Viocobront CIT,

3 sampel ovarium adalah hasil diseksi dari ektoparasit vang sedang berada
didalam sel lebah madu pada 2 stadia yaitu stadiz mengekon, stadia prepupa
dan stadia pupa bermata putin. Meroda diseksi adalah merupakan modifika-
st dari me-tpda de Ruijler (19830 dan Alberti (1985) dan Abbas( 1990,
Segra setelah dizeksi ovariom bersama larutan bufer disimpan pada tem-
peratur -20°C menjelang dilakukan hemogenasi dengan gelombang ulira
dengan alat ulira sonifer daci BEAND.

Persiapan hacmolimfa daci bebab madu

4 sampel hazmobimle dari 4 stadia posembrionik lebah madu Apis mellifera
carnica berasal dari stadia 1) stadia larva 3 terakhir {L5) yaitw 1 jam sebe-
lum sel ditutup oleh pekeria, 2) stadia mengokon, 3) stadia prepupa dan 4)
stadia pupa mi putih. Keempat stadia posembrionik im adulah stadia di-
miang ehioparasit Vjacobsond OUD mengisap haemolimfanya dalam rangka
persiapan reproduksi telur, Haemelimia ini seielah diisap dengan pipa
kapiler BRAND disentrifusir selama 5 menit dengan alat haemofuge dari
BECKMAN untuk membuang haemosic dan jaringan lain vang terhawa
dilam calran haemelimta, Menjelang diimjeksikin pada SDE-PAGE sampel
disimpan didaiam temperatur -W°C

Pembuatan SDS-PAGE dan pelaksanaan percobaan

Dengan 1ebal 0,5 mm SDS-poeliskrilamidgel dengan konsenteasi gradien 5



dan 20% dan ditambah 24% gliserin dibiarkansam malam pada temperatur
4°C untuk polimerasasi kemudian dicvei dengan 3% bufer penggabungnyva.
Gel dikeluarkan dari refrigerator dan pada lobana | sampai delapan beriu-
rut-ture diinjeksikan 1) 20ul sampel ovarium pada pupa marz putth, Iy 20
ul sampel ovarium ektoparasit pade prepupa. 33 20 vl sampel avarum
ekroparasit pada stadia mengokon, 43 20 ul sampel haemclimfa pupa maia
putih, 51 20 ul hasmolimfa dari prepupa, 8 20wl sampel hasmolimia dari
latva stadia mengoken, 7) 20 ul hasmebimfba L5 akis dan £} 20 ub marke
protein dari Amersham. Sehelum ditnjeksikan kedalam gel semua sampel
didenzterasi selama 10 menit pada remperatur 60°C dalam waretbath.
Elektraforesis berlangsung 24 jam pada temperatur 5°C dengan kual arus
12 mA/pel. Selesai satu melam gel diwarnat dengan porak nitrat dari
metoda Henkeshoven dan Dernick (1985) dan selanjutnya warna diperlunak
dengan pemberian Farmerschem dart fabrik Tetenal hingga terakhie rerlibut
warna coklat kemerahan dari paris-garis pelipeptida diatas gel dengan
nwvata. Hasil akhir difoto dengan Panfilm ASA 23

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada gambar | daput dilihat kurva dasar dari marker protein yang dipasal
vang ditentukan dengan SDE-PAGE 3% -20% vang rerchimi dard myosin (M)
beta palakiose (GY, fosforilase (F), rinderserumalbumiz (R, ovalbumin (01
dan karbohidrase (K} dengan berat molekul berrurm-rurue 205 Kilodakion,
L16 kd. 97.4 %d. &6 kd. 43 kd dan 29 kd Selanjuinva hasil clekirofaresis
ini dapat dilihar pada gambar 2 dimana ketebalan 2al yang dipakai setingoi
0% mm dan kembinasi gel 3% dan 20% sangat membanil Menemuxan
protein yeng uda padis ovarwm dari Varroa yang uiurannya sekirae L0y

Selanjutnyva berdasarkan kurva standar dari marker pada gambar 1
didapatkan hasi] ban protein dari gaunbar 2 pada tabel L.

Hasil tabel 1 ini dapat kira Jihat pertama bahwa sampel 1.2 dan 2 vang
merupakan sampel ovarim dard induk Vrrrpa vang sedeng dalim masa
reproduktif didalam sel er-tup didapatkan 21 ban polipeptida vang =an
dengan berat molekul 193 kilodalon sempai dengan 16 kilodalten. Dengan
ditermubannva han protein vang sama diamara ketige sampel ovarium terses
vyt ini menyatakan hahwa jenis polipepnida vang teridemifikasi ind adalah
merupskan kandungan protein yang tetap atau ash dart ovut Varro

Hal bedua vang bisa dilihas pada tabel | bahws pada sampel 4,56 dan
7 vang bherasal dari haemalimfz lebah madu Apis mellifeera cortica bertu-
ry-rurut - dari stadia pupa mata pelib (41, prepupa (5), larve mengokon (6]
dan L5 terakhir {73 terpisah atas dua kelompek protein dimena sampel 4
dan 5 mempunyai jumlah ban proten 37 boah vang terniald lebih banvak
11 ban dari sampel & dan 7 vang hanya mempunyai 26 jents polipeptica.



Hal ini dimungkinkan karena sampel 4 dan 5 adalah haemelimba yang
herasal dart stadivm pups dimana proses metabolismenya sedang aktif untuk
membangun organ dalim maupun otgan bagizn luar tubuli lebab madu
dalam rangka menuju perkembangan vang sempurna uniuk mencapai
tingkat dewasa, Sedangkan sampel 6 dan 7 adalsh hacmolimfa dari siadia
larva akhir dan stadia mengoken yvang secara morfoelogis luar dan dalam
rubuh masih dalam stadiz larva dimana perombakan organ dalammya belum
dimulal den proses metabolismenya tdak seaktil sepertd pada stadia pupa.

Poin ke 3 vang dapat kita lihat disini adalah bila dibandingkan han pro-
tein dari kelompok ovarium dengan kelempok haemolimfa hospes ditemu-
kan 4 perbedaan vaitu pertama jumiah ban protein jauh lebih sedikic dibamd-
ingkan dengan haemolimfa baik dari farva manpun dari pupa vaiw 11 ban
dibanding 37 ban dari pupa dan 26 ban dari larva. Yaag ke-duz adzlah
denpan terdapatnya protein yang sama antara larva dan pupa sebanvak 7
ban vaitu dari protein dengan berat molekel 193 kd, 93 kd, 21 kd, 74 kd.
42wl dan 24 kd. Yang ketiga adalah dengan didapatkan 4 ban protein dari
cvarium yang terdapal hanya pada pupa vaitu protein dengan berat mofekul
26 kd. 35 kd, 22 .4 kd dan 18 kd.hal ini dimungkinkan karena di dalam
pvarium dibeniuk juga protein yang sama dengan pupa.-Perbedran yvang
beempat adalal vang rerpenting dimana hampir 50% dari ban protein yang
keluar dart ovarium tidak terdapat pada protein hospes baik dari pupa
magpun larva yang merupakan sumber makanan pokek dari induk Yarroa
disaat dia akan bertefur. Dari hasil pengamatan Abbas (1990} dengan
penzmuan sel tramsparannya bahwa induk Varroa gebelum bereelur dan
dalam masa reproduktifnys sangat aktif menghisap haemolimfa dari
hospessyva sedangkan dari hasil penelitian ini tidaklah semua protzin i
direruskan kedalam ovum dengan begitu saja dan termyaca dicemukan pro-
tein-protein vang spesitik vang dibenuk didaleam ovum. Dengan demikian
dapar dikatakan bahwa proses metabolisme dari ekroparasit ind juga akeif
didalam merombak protein sshingga dia membutuhkan pula protein-protein
spesifik umuk kebutuhan pertumbuhannys.
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Dafrar § Susunan kandungan protein dard ovarium Wirroa jocobson OUD
{sampel L, 2, 33 dan Susunan Protein dart haemolimia Aps melfi-
fera carmica stadia pupa mata putih (4}, prepupa (3), larva
sedang mengokon (6} dan larva lima (L) akhir (73 dalam kilodai-
ton (Kd} hasil analisa dengan SDS-PAGE (3%-20% ),
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KESIMPLULAN

Dhari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ternyata didalam proses
metabolismenya ektoparasit Warroa jacefroni OUD terjadi juga permmla-
Lan molekul atau makromolekul protets yang dibisapnyva dar darah Jehah
mady Apiy mellifera corsica. Hal ini dapat dibukrikan dengan ditemukeonyi
hampir 50% protein baru pada ovariumnva yang tidak ditemukan sami
sekali pada hasmelimfa yang me upakan sumber makanan induk Varroa
acnbsoni OUD disaat masa reprodukiifiys, Protein lersebul adalah dengan
herat malekl sebapai berikur 166 Kilodalonikdy, U8 kd, 72 kd, Af kd. 37
ki, 53,5 kil 48 kfd 27 kd, 19 kd dan 18 kd..
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