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! KATA PENGANTAR REDAKSI

Syukur Alhamdulillah. Prosiding Seminar Nasional Menuju Masvarakat Madam dan
Lestani dapat diterbitkan. Prosiding ini diterbitkan 1 (satu) kali setiap tahun oleh Direktorat
Penclitian dan Pengabdian Masyarakat (DPPM Ull) dalam rangka diseminasi penclitian
terkail dengan Rencana Induk Penelitian 2012-2016 Universitas Islam Indonesia. Diharapkan
melalui penerbitan prosiding ini dapat terwujud berbagai alternatif solust pengembangan
kehidupan masyarakat yang madani dan lestari di wilayah Daerah Istimewa Yogyakarta pada
khususnya dan masyarakat Indonesia pada umumnya.

Seminar Nasional dengan tema “Menuju Masyarakat Madani dan Lestari” dilaksanakan
pada tanggal 18 Desember 2012 i Auditorium Perpustekaan Pusat Universitas Islam
Indonesia Yogyakarta, mengambil tujuh sub-tema vaitu:

1.  Pengembangan Model Peningkatan Kualitas Hidup Islami;

2. Sistem Penyelenggaraan Negara Anti Korupsi dan Berbasis Keadilan;

3. Pengembangan Wirausaha Industri Kreatif berbasis Syvariah:

4. Pengembangan Kawasan Permukiman yang Tenntegrasi, Hijau dan Tanggap Bencana:

5. Pengembangan Teknologt Informasi dan Komunikasi untuk Pendidikan dan Good-
Grovernance;

6.

Pengembangan Teknologi Kesehatan untuk Pencegahan, Diagnostic dan Terapeutik;
7.  Pengcmbangan Minyak Atsin dan Fitofarmaka untuk Peningkatan Kesehatan

Pada kesempatan imi kami menyvampaikan terima kasih kepada para penyaji dan penulis
makalah, penyunting, redaksi pelaksana serta semua pihak terkait yang telah bekerja keras
sehingea prosiding ini dapat diterbitkan.

Harapan kami selanjutnya semoga Prosiding Seminar Nasional Menuju Masyarakat
Madanmi dan Lestan ini dapat bermanfaat bagi peningkatan kehidupan masvarakat di
Indonesia. Atas kerjasama semua pihak kami ucapkan banvak terimakasih,

Panitia

Vil
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ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) BAKTERI SIMBION SPONS
Halichondria sp. YANG BERPOTENSI SEBAGAI PENGHAMBAT MIKROBA
PATOGEN

Hermawaty Abubakar', A. Hamid Toha?, Rina A. Mogea1
! Jurusan Biologi FMIPA Universitas Negeri Papua
2 Jurusan Perikanan FMIPA Universitas Negeri Papua

*Email: emma_haliclona@yahoo.com

ABSTRACT

Association of bacteria and sponges produce a lot of potentially bioactive compounds as
antimicrobial. The study aimed to analyze genetic diversity of bacteria associated sponge
Halichondria sp. that producing antimicrobial by ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis).As many asl02 bacterial isolates obtained 72 endophytic bacterial isolates and 30
isolates of bacterial surfacesrespectively. screening test show, seven isolates of endophytic HAB
E-20, E-31 HAB, HAB E-33, E-37 HAB, HAB E-41, HAB E-43, E-57 and HAB, and three bacterial
isolates surface HAB S-4, HAB S-5 and HAB S-24. Those antimicrobial activity isolates inhibit
the growth of microbial pathogens i.e Enterophatogenic Escherichia coli (EPEC K-11),
Pseudomonas aeruginosa, Methicillin Resistant Staphylococcus aureus, Candida albicans, and C.
tropicalis. Analysis diversity of bacteria producing antimicrobial analyzed by ARDRA using
retriksi enzymes Rsal, Haelll, and Alul produced six filotipe. Filotipe I, IIl, IV and V is a group
consisting of two isolates, while filotipe Il and VI consist of only one isolate.

Keywords : bacteria, sponges, antimicrobial

PENDAHULUAN

Spons (Filum Porifera) adalah organisme metazoa dan merupakan sumber yang kaya
- akan senyawa biaoaktif. Spons sebagai organisme laut yang sessil dan bersifat filter feeders
dapat menggunakan air laut sebagai media untuk mendapatkan nutrisi. Setiap kilogram dari
~ jaringan tubuhnya mampu menyaring hingga 2 ton air laut setiap harinya. Berbagai macam
nutrisi berupa sisa organisme yang telah mati atau mikroorganisme terakumulasi di dalam
kolom air.
- Spons menjadikan mikroorganisme sebagai sumber protein sel tunggal, namun
seringkali juga dijumpai sebagai simbion dari spons. Mikroorganisme mengkolonisasi tubuh
- spons yang berpori-pori untuk dijadikan sebagai tempat hidup dan berlindung, hal ini dapat
~ dijumpai pada asosiasi antara spons dengan bakteri. Bakteri dapat memberikan kontribusi
untuk pertahanan inangnya dengan eksresi antibiotik dan substansi bioaktif lainnya. Secara
- khusus organisme laut yang sesil seperti spons diperkirakan sangat bergantung pada
 mekanisme pertahanan simbionnya, yaitu dengan menghasilkan senyawa bioaktif untuk
mempertahankan diri terhadap hewan-hewan predator dan dari kolonisasi dari
~ mikroorganisme patogenik (Hentschel,dkk, 2001).
Kemampuan bakteri simbion spons dalam menghasilkan senyawa bioaktif, banyak
~ diarahkan untuk mengendalikan mikroba-mikroba patogen. Permasalahan kesehatan yang
~ semakin kompleks memungkinkan tingkat mikroba patogen juga semakin meningkat.
- Penggunaan antibiotik yang tidak sesuai dengan dosis serta kurangnya pengetahuan dalam
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bidang kesehatan memicu timbulnya berbagai mikroba patogen menjadi resisten terhs &
antibiotik. Banyak eksplorasi terhadap bakteri simbion spons yang telah dilakukan uns
mengendalikan mikroba patogen. Hasil penelitian Radjasa, dkk, (2007), menunjukkan bs
bakteri simbion spons Aaptos sp. yang diambil perairan sekitar Pulau Panjang, Jepara ma z
menghambat pertumbuhan bakteri Mulsi Drugs Resistant (MDR) yaitu Pseudomonas s
Escherichia coli, Proteus Sp., Enterobacter sp. danStaphylococcus Sp. Berdasarkan analisss

gen 16S rRNA, tiga isolat bakteri yang mampu mengendalikan pertumbuhan beberapa b.

MDR adaiah Halomonas, Pseudoalteromonas and Alpha Proteobacterium.

Analisis filogeni dari komunitas mikroba yang menggunakan Amplified Ribosomal DX
Restriction Analysis(ARDRA) merupakan sebuah metode sederhana yang didasarkan pad
adanya polimorfisme panjang fragmen gen 16S rRNA setelah dipotong dengan en
restriksi. Istilah polimorfisme adalah hasi] pemotongan gen 16S rRNA dari bakteri asal yang
berbeda akan memberikan pola fragmen yang berbeda. Panjang fragmen ditentukan melalm
proses elektroforesis gel agarose dengan penanda ukuran DNA (DNA marker) sebaga
pembanding (Yogiara, 2004). Sama halnya hibridisasi dan pelacakan DNA, ARDRA
digunakan untuk menganalisis komunitas bakteri pada berbagai lingkungan. Meskipun
ARDRA hanya memberikan sedikit atau sama sekali tidak ada informasi mengenai tipe
mikroorganisme yang terdapat dalam suatu sampel, namun hasilnya dapat digunakan untuk

mengetahui  genotip secara cepat atau untuk membandingkan suatu  komunitas
mikroorganisme pada kondisi lingkungan yang berbeda.

METODE PENELITIAN

Materi berupa spons Halichondria sp. berasal dari Perairan sebelah Barat Pulan
Waigeo, kabupaten Raja Ampat. Sampel kemudian dimasukkan ke dalam plastik sampel
(Whirl-Pak, Nasco, USA) yang telah diisi dengan oksigen murni, selanjutnya ditempatkan
dalam cool box untuk analisis mikrobiologis di Laboratorium Mikrobiologi FMIPA, U ipa.

Isolasi Bakteri dari Sampel Spons

Permukaan sampel spons dibilas dengan air laut steril, sehingga hanya bakteri dengan
daya gabung yang kuat saja yang akan tersampling. Bagian mesohil diambjil dengan ukuran +
1 x 1 cm, digerus dan diencerkan dengan Phospat Buffer Saline (PBS) steril dengan
perbandingan 1 : 1 (Kim, dkk, 2006). Isolasi bakteri dari permukaan luar menggunakan swab
steril (Wahl, dkk, 1994), yang diusapkan pada permukaan luar spons.Hasil pengenceran

disebar ke dalam cawan petri yang telah berisi media Sea Water Complit (SWC), dan
diinkubasi pada suhu 26°C selama 24 - 36 jam.

Pengujian Aktivitas Antibakteri dan Antikhamir - :

Pengujian aktivitas antagonis terhadap bakteri dan khamir patogen dilakukan secara
kualitatif (modifikasi Marinho et al., 2009), dengan teknik bilayer (Cappucino dan Sherman,
2001). Bakteri uji yang digunakan terdiri darj bakteri gram negatifyaitu, EPEC
(EnteropathogenicEscherichia coli)K-11,dan Pseudomonas aerogenosa, serta bakteri Gram
positif yaitu MRSA (Methycillin Resistant Staphylococcus aureus). Penguiian aktivitas -
antikhamir menggunakan khamir vji Candida albicans dan C. tropicalis yang ditumbuhkan
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pada média Potato Dextrose Agar(PDA). Aktivitas antagonis terhadap bakteri dan khamir
diindikasikan dengan terbentuknya zona jernih disekitar koloni isolat murni.

Amplifikasi Gen 16S rRNA dengan PCR

Amplfikasi gen 16S rRNA digunakan (PCR Perkin Elmer 2400), dengan menggunakan
primer 63f (5°-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3") dan 1387r (5-
GGGCGGWGTGTACAAGGC-3") (Marchesi, dkk, 1998) yang akan memperbanyak fragmen
pada target sekitar 1300 pb. Kondisi PCR pada pra denaturasi pada suhu 95°C selama 5 menit;
untuk siklus 30, denaturasi pada suhu 95°C selama 30 detik, anneling pada suhu 54°C selama
30 detik, polimerisasi pada suhu 72°C selama 30 detik dan post PCR pada suhu 72°C selama 7
menit. Produk PCR dapat diketahui dengan elektroforesis pada gel agarose 10% (wt/vol)
selama 45 menit pada 70V/cm dengan TAE buffer 1X. Produk PCR selanjutnya dipurifikasi
dengan menggunakan kit purifikasi (Promega, USA) sesuai dengan instruksi pemakaian.

Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA)

Setiap hasil purifikasi produk PCR gen 16S rRNA dipotong dengan menggunakan
empat enzim restriksi yaitu Rsal, Haelll, danAlul(Promega, USA). Volume reaksi tiap-tiap
enzim restriksi terdiri atas 5 pl amplicon (1.5 pg), 2 pl buffer Tango 10X, 2 U/pl enzim
restriksi, dan ddH,0 hingga volume 20 pl, kemudian diinkubasi selama 3 — 4 jam pada suhu
37°C. Tnaktivasi enzim dilakukan dengan menginkubasi pada suhu 65°C selama 20 menit.
Produk restriksi selanjutnya dielektroforesis dengan menggunakan gel agarose 1% (wt/vol)
selama 45 menit pada 70V/cm dalam buffer TAE 1X. fragmen-fragmen dari hasil
pemotongan pita gen 16S rRNA tiap-tiap isolat dibuat data biner dan dianalisis menggunakan
software Treecon pada windows verl.3b (Van de Peer dan De Watcher 1994).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi danPenapisan Isolat Penghasil Senyawa Bioaktif (Antibakteri dan Antikhamir)
Hasil isolasi diperoleh 102 isolat bakteri masing-masing 72 isolat bakteri endofit dan 30
isolat bakteri permukaan, yang ditandai dengan warna dan bentuk koloni yang berbeda-beda.
Seluruh isolat tersebut dikumpulkan lalu diamati warna dan morfologi koloninya.Hasil
penapisan menunjukkan beberapa isolat bakteri endofit dapat menghambat pertumbuhan
bakteri target dan khamir target sekaligus, meskipun dengan kemampuan yang berbeda-beda
(Tabel 1). Pengujian aktivitas antibakteri dan antikhamir yang dilakukan pada isolat bakteri
permukaan juga merupakan penapisan awal. Adanya aktivitas antibakteri dan antikhamir
ditandai dengan terbentuknya zona bening disekitar goresan isolat bakteri permukaan. Hasil
pengujian isolat bakteri permukaan dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 1. Hasil uji aktivitas antibakteri dan antikhamir bakteri endofit

HAB E-20 o)

1 - +++ ++ +
2 HAB E-31 ++ + ++ +++ +
3 HAB E-33 +++ + +++ ++ +
4 HAB E-37 + + +++ + -
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5 HAB‘ Eét{ - - ‘ ++ -
6 HAB E-43 + + - -
7 HAB E-57 - +++ = =

MRSA : Methicillin Resistant Staphylococcus aureus;Paeromo:Pseudomonas aeruginosa;EPEC K-11 -
Entero Pathogenic Escherichia coli;Cal :Candida albicans ;Ctro :Candida tropicalis; + :1 — 5 mm; ++ 6
— 10 mm ;+++ :11 — 15 mm; - : Tidak dihasilkan senyawa antimikrob.

Tabel 2.Hasil uji aktivitas antibakteri dan antikhamir bakteri surfaces/permukaan

gou

1 HAB S-4 - +++ = =
2 HAB S-5 +++ - - - -
3 HAB S-24 +++ - +++ ++ -

MRSA : Methicillin Resistant Staphylococcus aureus;Paeromo:Pseudomonas aeruginosa;EPEC* K-11 = .
Entero Pathogenic Escherichia coli;Cal :Candida albicans ;Ctro :Candida tropicalis; + :1 - 5 mm; ++:6
— 10 mm ;+++ :11 — 15 mm; - : Tidak dihasilkan senyawa antimikrob.

Hasil isolasi bakteri simbion spons Halichondria sp. yang diperoleh menunjukkan
jumlah dan variasi yang cukup banyak, ditandai dengan banyaknya variasi ciri morfologi. Hal
ini dimungkinkan karena spons laut dapat hidup berasosiasi dengan berbagai organisme,
diantaranya berbagai jenis mikroorganisme salah satunya adalah bakteri. Bakteri yang
berasosiasi dengan spons pada awalnya merupakan penghuni lingkungan perairan dimana
spons berada, atau merupakan mikrobial simbion sponsyang telah ada mulai pada saat spons
masih tahap larva(Ereskovly, dkk, 2005). Peran bakteri sebagai simbion dari spons dapat -
berperan positif sebagai sumber makanan, dan dapat pula memberikan efek negatif seperti
berperan sebagai patogen atau parasit. Peran yang menarik adalah adanya hubungan simbion
mutualistik antara bakteri dan spons, ditandai dengan adanya produksi berbagai senyawa
metabolik yang dapat berperan sebagai antimikroba.

Hasil pengujian antimikrob menunjukkan nilai presentasi isolat endofit dan isolat
permukaan yang mempunyai aktivitas antimikrob terbaik masing adalah 7 (7,14%)dan 3
(3,62%) dari total isolat bakteri. Beberapa isolat bakteri endofit yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri dan khamir target dengan baik yaitu isolat HAB E-20, HAB E-31, HAB
E-33, HAB E-37, HAB E-41, HAB E-43, dan HAB E-57 (Tabel. 1), sedangkan ketiga isolat
bakteri permukaanyang juga memiliki aktivitas antimikrob terbaik, yaituHAB S-4, HAB S-5
dan HAB S-24 (Tabel. 2).

Hasil penapisan terhadap semua isolat yang berasal dari endofit dan permukaan
menghasilkan ada sepuluh isolat yang mampu menghambat pertumbuhan semua mikrob
target yang digunakan dalam uji antibakteri dan antikhamir. Sepuluh isolat tersebut adalah
HAB E-20, HAB E-31, HAB E-33, HAB E-37, HAB E-41, HAB E-43, HAB E-57, HAB S-4,
HAB S-5 dan HAB S-24. Bakteri target yang digunakan meliputi bakteri Gram negatif dan
Gram positif.Staphylococcus aureus sebagai bakteri target Gram positif merupakan bakteri
yang telah resisten antibiotik methicillin dan penyebab paling sering terjadinya infeksi
nosokomial. MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) hanya mampu dihambat
oleh sembilan isolat terbaik dengan aktivitas kecil hingga besar, karena isolat HAB S-4 tidak
mampu menghambat pertumbuhan MRSA. Bakteri target Gram negatif yang digunakan yaitu
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Pseudomonas aeruginosa dan EPEC K-11.P. aeruginosadan EPEC K-11 adalah bakteri
patogen pada manusia dan resisten ampicillin. Menurut Hentcel ef al. 2001 ; Jayanth ef al.
2002, bakteri laut yang diisolasi dari berbagai organisme seperti spons, bivalvia, makroalga
dan sedimen memperlihatkan aktivitas antagonis terhadap beberapa bakteri pathogen seperti
S.aureus, P. aeruginosa, dan E. coli. Pengujian terhadap organisme eukariot difakukan
terhadap khamir Candida albicans dan C. tropicalis. Kedua jenis khamir tersebut merupakan
flora normal pada manusia yang dapat dijumpai di kulit, mulut, usus dan membran
mukosa.Pertumbuhan yang tidak terkendali dapat menyebabkan kandidiasis pada manusia
hingga mengakibatkan kematian. Berdasarkan hasil uji antagonis terhadap C. albicans dan C.
tropicalis, isolat HAB E-31 memperlihatkan aktivitas antagonis yang baik dalam menghambat
pertumbuhan C. albicans. Pseudomonas proteolytica yang diisolasi dari perairan laut sekitar
spons menunjukkan aktivitas antagonistik dalam menghambat pertumbuhan C. albicans
(Romanengko et al., 2008).

Bakteri-bakteri target yang digunakan pada umumnya patogen terhadap manusia dan
resisten terhadap beberapa antibiotik.Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
EPEC K-11 merupakan bakteri-bakteri yang dapat menyebabkan penyakit yang berbahaya.
S.aureus menghasilkan koagulase yang dianggap mempunyai potensi menjadi patogen
invasif, P. aeruginosaadalah patogen opurtinistik yaitu mampu memanfatkan kerusakan pada
mekanisme pertahanan inang untuk memulai terjadinya infeksi, EPEC K-11 adalah isolat
yang dapat menyebabkan diare pada anak-anak yang berumur di bawah 5 tahun. Candida
albicans dan C. tropicalis adalah khamir yang dapat menyebabkan infeksi pada kulit atau
selaput lendir yang bersifat akut atau subakut yang dikenal dengan kandidiasis.Kesepuluh
isolat tersebut diharapkan dapat menjadi sumber senyawa bioaktif baru yang dapat
dikembangkan dalam bidang farmasi dan biomedik.Banyak isolat bakteri baru dengan
aktivitas antimikrob yang telah diisolasi dari spons, namun antibiotik baru yang diisolasi dari
bakteri laut masih sangat jarang dilaporkan salah satu diantaranya adalah loloatins yang
berasal dari Bacillus (Isnansetyo & Yuto 2003).

Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA)

Berdasarkan hasil uji antimikroba, diperoleh 10 isolat yang memiliki aktivitas
antimikroba yang terdiri dari 7 isolat endofit dan 3 isolat yang berasal dari permukaan. Isolat
yang terpilih akan digunakan untuk mengetahui hubungan kekerabatan antar bakteri dengan
metode ARDRA. Analisis phylogeni dari komunitas mikroba yang menggunakan ARDRA
merupakan sebuah metode simpel yang didasarkan pada hasil pemotongan gen 16S rRNA.
Hasil pemotongan gen 16S rRNA memperlihatkan pola pita gen 16S rRNA yang beragam
dengan jumlah pita 2-3. Profil pita gen 16S rRNA yang beragam dihasilkan setelah didigesti
dengan tiga enzim restriksi yaitu Rsal, Haelll dan Alul. Ketiga enzim restriksi tersebut
memiliki situs dan sifat pemotongan yang berbeda-beda.

Berdasarkan profil gen 16S rRNA tersebut, dibuat pohon filogenetik untuk melihat
kelompok filotipedari seluruh isolat terbaik.Hasil restriksi gen 16S rRNA dengan tiga enzim
restriksi dipadukan dan ditransfer menjadi sebuah hitungan biner (nilai 1 dan 0) berdasarkan
keberadaan pita potongan DNA pada ukuran panjang tertentu (Tabel 3).Data biner ini
mempermudah dalam pembuatan pohon filogenetik. Konstruksi pohon filogenetik dilakukan
dengan menggunakan program Treecon versi 1.3b (Gambar 1.)
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Tabel 3. Ukuran fragmen DNA gen 16S rRNA yang dipotong dengan beberapa enzim restriksi ',

Ukuran fragmen DNA (pb) yang dipotong dengan

Isolat enzim restriksi
Rsal Haelll Alul
HAB E-20 200;300;850 350;500;600 400;850
HAB E-31 250;300;800 250;400;600 450;900
HAB E-33 200;250;300;800 250;350;550 450;900
HAB E-37 200;250;300;800 250;350;750 450;900
HAB E-41 200;250,300;800 300;500;600 450,900
HAB E-43 200;250;300;800 250;300;550 450,900
HAB E-57 250;300;900 300;450;600 450;900
HAB S+4 250;300;900 300;500;600 450;900
HAB S-5 250;300;900 300;500;600 500;900
HAB S-24 250,300,900 300;500;600 500;850

Hasil konstruksi pohon filogenetik berdasarkan ARDRA menghasilkan enam
filotipe.Pengelompokan tersebut berdasarkan adanya kesamaan situs pemotongan tiap isolat
setelah dipotong dengan tiga enzim restriksi yang berbeda.Filotipe I, III, IV dan V adalah
kelompok yang terdiri dari 2 isolat sedangkan filotipe II dan VI hanya terdiri dari satu isolat.

109%
| 1
———— HABES7
A Filotipe I
32 —maBES
3s| ——mnas S—ﬂé} Filotipe I
=¢] HABS-24°
100 = o } Filotipe III
HAB S-05
| g7 HABE1)
53 —{ Filotipe IV
HABEAT
53 H'aB'Las}Filotipe v
HARE-31
.HABE-20 } Filotipe VI

Gambar 1. Pohon filogenetik (internode rooted) hubungan kekerabatan antar isolat bakteri
yang berasosiasi dengan spons Halichondria sp. dengan aktivitas antimikrob terbaik ,’
yang dianalisis dengan ARDRA dan dikonstruksi berdasarkan metode Neighbor-
Joining. Angka 10% pada bagian atas pohon menunjukkan skala persentase ”f:
perbedaan (distance scale) antar profil isolat bakteri. Angka pada nodus adalah
nilai bootstrap dengan 100 ulangan.
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Analisis kekerabatan antara 10 isolat asal spons Halichondria sp. yang memiliki
aktivitas antimikrob dilakukan dengan ARDRA .Analisis filogeni dari komunitas mikroba
yang menggunakan ARDRA merupakan sebuah metode sederhana yang didasarkan pada hasil
pemotongan gen 16S rRNA. Gen 16S RNA mengandung informasi yang dapat dijadikan
sebagai biomarker terhadap suatu bakteri. Gen 16S rRNA terdiri dari daerah konservatif yang
dapat dijumpai pada semua organisme dan daerah hypervariabel yang unik pada setiap
organisme atau organisme yang memiliki hubungan kekerabatan yang dekat (Moyer et al.
1994). Sama halnya hibridisasi dan pelacakan DNA (probing), ARDRA digunakan untuk
menganalisis komunitas bakteri pada berbagai lingkungan.

Amplifikasi gen 16S rRNA terhadap 10 isolat yang memiliki aktivitas antimikrob
dilakukan dengan menggunakan primer spesifik yaitu 63f dan 1387r. Hasil elektroforesis
amplifikasi gen 16S TRNA menampakkan pita yang berukuran sekitar 1300 pb. Primer 63f
dan 1387r yang digunakan merupakan primer untuk gen yang menyandikan 16S rRNA yang
telah didesain untuk seluruh domain bakteri. Primer ini dapat digunakan pada kultur murni
bakteri maupun sampel alami dimana gen 16S rRNAnya sulit untuk diamplifikasi. Primer 63f
dan 1387r cocok digunakan untuk menganalisa keragaman bakteri pada berbagai lingkungan,
karena primer ini tidak akan membentuk struktur dupleks dengan ujung 5° yang dapat dikenali
oleh enzim eksonuklease 5°-3° dan tidak terdapat nukleotida yang terpotong pada ujung 5
yang mempengaruhi suhu annealing primer (Marchesi ef al. 1998). 5

Hasil pemotongan gen 16S rRNA memperlihatkan pola pita gen 16S rRNA yang
beragam dengan jumlah pita 2-3 Profil pita gen 16S rRNA yang beragam dihasilkan setelah
didigesti dengan tiga enzim restriksi yaitu Rsal, Haell dan Alul Ketiga enzim restriksi
tersebut memiliki situs dan sifat pemotongan yang berbeda-beda.Enzim Alul merupakan
enzim yang memotong secara sticky end, dengan situs pemotongan 5’...G|ANTC...3’ dan
3°...CTNA1G...5 Enzim restriksi Rsal dan Haelll ialah enzim restriksi yang memotong
secara blunt end. Situs pemotongan padaRsal yaitu 5°...GT|AC...3” dan 3°...CA1TG...5’,
sedangkan Haelll yaitu 5°...GG|CC...3’ dan 3"...CC1GG...5". Pola hasil pemotongan gen
 16S rRNA dapat dijadikan pustaka baku yang dapat digunakan sebagai referensi (Hall ef al.
~2001)

Filotipe V merupakan kelompok yang terbesar karena terdiri atas sembilan isolat,
sedangkan filotipe VII adalah kelompok yang terkecil karena hanya terdiri oleh satu isolat.
~ Pada filotipe V tampak beberapa percabangan dengan nilai bootstrap diatas 60% dan dua
diantaranya memiliki nilai bootstrap 100%. Hal ini menunjukkan bahwa diatara kesembilan
 isolat yang masuk ke dalam felotipe V memiliki situs pemotongan yang sama. Berdasarkan
pohon filogenetik menggunakan data ARDRA maka dapat diketahui keragaman genetik isolat
bakteri yang memiliki aktivitas mikrob asal spons Halichondriasp.

Konstruksi pohon filogenetik berdasarkan data Amplified ¥rDNA restriction analysis
mengelompokkan 10 isolat asal sponge Halichondria sp.yang memiliki aktivitas antimikrob
menjadi enam filotipe. Pengelompokkan ini berdasarkan adanya kesamaan situs pemotongan
tiap isolat setclah direstriksi oleh tiga enzim restriksi yang berbeda.Filotipe I terdiri dari HAB
" E-43 dan HAB E-57, Filoteipe II terdiri dari HAB S-4, filotipe III terdiri dari HAB S-5 dan
- HAB S-24, filotipe IV teridiri dari HAB E-37 dan HAB E-41, filotipe V terdiri dari HAB E-
31 dan HAB E-33 dan filotipe VI hanya terdiri dari isolat HAB E-20. Filotipe I dan IV
- memiliki nilai bootstrap diatas 70% sedangkan filotipe 11l dan V masing-masing memiliki
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nilai bootstrap56% dan 53%. Hal ini menunjukkan bahwa isolat bakteri yang termasuk
filotipe I dan IV memiliki situs pemotongan yang sama. Berdasarkan pohon filogenetik k
analisis dengan metode ARDRA, maka dapat diketahui keragaman genetik isolat bakteri W@@
memiliki aktivitas mikrob asal sponge Halichondriasp.

KESIMPULAN :

7 (7,14%)dan 3 (3,62%) dari total isolat bakteri yang mempunyai aktivitas antimikreg
Sepuluhisolat terbaik terdiri dari tujuh isolat endofit yaitu HAB E-20, HAB E-31, HAB E-3:
HAB E-37, HAB E-41, HAB E-43 dan HAB E-57 serta tiga isolat permukaan yaitu HAB §
HAB S-5 dan HAB S-24. Konstruksi pohon filogenetik berdasarkan date
ARDRAmengelompokkan 10 isolat asal sponsHalichondria sp.yang memiliki aktmﬁw
antimikrob menjadi enam filotipe.Filotipe I dan IV memiliki isolat bakteri dengan kesamass
situs pemotongan enzim restriksi Rsal, Haelll dan Alul yang hampir seragam dengan nils
bootsrap diatas 70%.
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