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ABSTRACT

Associqtion 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. thet praducing antimicrobial by ARDM (Amplfied Ribosomal DNA Restriction

Anatysis)-As mary asl02 bacterisl isolates obtained 72 endaphytic bacterial kolates and 3A

isalates af bacterial sarfacesr*pectively- sereening test show, seven isolates af endaplrytic HAB
E-zA, E-il HAB, ttAB 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-S and HAB S-24. Those antimicrobial activity isolates inhibit
the growth of microbial pathogens i.e Enterophatogenic Escherichia coli (EPEC K'11),
Pseudomonas aeruginasa, Methiciltin Resistant Staphylococcus aureus, Candida albicans, and C.

tropicalis- Analysis diversity of bacteria producing antimicrobial analyzed by ARDM using
retriksi enzymes RsaI, HaeIII, and AluI produced six filotipe- Filatipe I, Lil, IV and V k a group
consisting of two isolqtes, while filotipe II and W mnsist of only one isolate.

Keywords : bacteria, sponges, antimicrobial

. PXNDAIIT}LUAN

'akan senyawa biaoaktif. Spons sebagai organisme laut yang sessil dan bersifat Jilter 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 rnacam

nlkisi 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 unhlk dijadikan sebagai tempat hidup dan berlindung, hal ini dapat
r dijumpai pada asosiasi antara spons dengan bakteri. Bakteri dapat memberikan kontribusi
' t ntuk pertahanan inangnya dengan eksresi antibiotik dan substansi bioakfif lainnya. Secara

-r .khusus organisme laut yang sesil ssperti spons diperkirakan sangat bergantung pada

.'srekanisme pertahanan simbionnya, yaitu dengan menghasilkan senyawa bioaktif untuk

" mempertahankan diri terhadap hewan-hewan predator dan dari kolonisasi dari

.. rnikroorganisme patogenik (Hentscheldkh 2001).

, , Kemampuan bakteri simbion spons dalam menghasilkan senyawa bioaktil banyak

', diarahkan untuk mengendalikan mikroba-mikroba patogen. Permasalahan kesehatan yang

semakin kompleks memungkinkan tingkat mikroba patogen juga semakin meningfu.at.

Penggunaan antibiotik yang tidak sesuai dengan dosis serta kurangnya pengetahuan dalam
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bidang kesehatan memicu timbulnya berbagai milaoba patogen medadi resisten teantibiotik' Banyak eksplorasi terhadap ua*tlri simbion ,pon, yang telah dilakukaarnengendalikan rnikroba patogen. Hasit penelitian Radjasa, dkft, (2007), menunjukka*

*:Lff]:::::.1?": lp__r.ig 
ai,*ul n"*,,*,Jr,". purau panjans Jepara:menghambat pertumbuhan bakre n Muki D*g, nr";"rori crnrnii-r#;:; ;;;;X

i::!:::!Xii,,:,!:?,r:' ,sp; 
Eyterobacter sp. dansrap hytococcus rr. s",."J;;;tffigen 165 rRNA, tiga isorat bakteri vang mampu mengendari;;;;;;##;ffi"J;

MDR adalah Haromonas, pseudoarteromonas 
a,,d. arpha proteobacterium.

. .:...::.::: iAnalisis filogeni dari komunitas mikroba 5rang menggunakan amplified Ri&osorncf

:tr:::-:,#*::l^ylT^T1",,.u",r,",*,oilsederhanayangdidasarkaaadanva polimorfisme panjang fragmen gen 16s rRNA ;;ffiJffr"'ffi;xiffi;i
ffi ***:l#:*:T,:'*:'T:i:,":*:" 1.. 1 

os'RNA,*, il#;,ffiberbeda akan memberikan pola fragmen yang berbe.da paqiang &agmen u*"lrff"II*ffij
:ffi:"*:'.*:"j:'-**-:'"': ::"-,T re11ja. 

.ukuran 
DNA (DNA marker) s epembanding (Yogiara, 2004). sama halnya hibridisasi-il-;;"'";';'ffif,,ffi.]]:.i]

fruxT'.,#i:r::l':' j:T'nitas bakt;;; berbagai ringkungan:' #;ffiliARDRA hanva memberikan sedikit atau sama sekali -*-'lii-Hffi"[;";HIffi
#-::ftT:l-- "3::t *'-* suatu sampel, ftmeun hasilnya dapat digunakanmengetahui genotip secara cepat atau untuk membandingkan .r"il*;;ffi=mikroorganisme pada kondisi lingkungan yang berbeda. 

---q'ssrorur 'u(r i . 
.:.,:.r
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ME,TODE PETTELITIAN

YT:"..T:lrJ:: Hatich3ndria sp. berasal dari perairan sebetah Barat 1r E atat rllrffij..4waigeo' kabupaten Raja Ampat. sampel kemudian dimasukkan ke dalam plastik s ,-1r

ffi'j*;Y::::J:jl_fy,,:]:l ,aiif 
aensan "t'i*"' murni, seranjutnya ditemp ..idaram coot boxuatuk analisis mikrobioG ffiililil ruffi,T#ffi;:tffire

Permukaan sampel spons dibilas dengan air laut steril, sehingga hanya bakteri ddaya gabung png kuat saja yang akan tersampling. Bagian mesohil diambil dengan ukurras:j:I x I cm' digerus rlan 6lst 
"erkan 

dengan Ph"*pJ Buffer satine (pBs) steril deaperbandingan 1 : I (Kim, dkk, 2006)- Isolasi bakteri-dari permukaan luar meaggunakan s*.u*,steril (wahl' dk*' 1994) , Yang diusapkan padr p"r-okaan ruar spons.Hasil pengencera*,disebar ke dalam cawan petri yang telah berisi media sea water complit (SWc), d*xdiinkubasipadasuhu26oCselamazi-36jam. rr@Let \'utrwte, \DvYr-,', (raII

Pengujian Aktivitas Antibakteri dan Antikhamir '."
Pengujian aktivitas antagonis terhadap bakteri dan khamir patogen dilakukan seca$t,kualitatif (modifikasi Marinho et ar., zlag),dengan teknik bilayer (cappucino;;#*2001)' Bakteri uji yang digunakan terdiri dari bakteri gram-;.-d;*;;il,

{EnteropathogenicEscherichia coli)K'lldan Pseudowonas aerogeniosa, serta bakteri Gmm,positif yaitu MRSA (Methycillin Resistant staphytococcts aurans). penguiian aktivitasantikhamir menggunakan l*ramir uii candida albicans dan c. tropicalisyang ditumbuhkan,
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:.
pada'media ps6s lextrose AgadpDA). Aldivitas antagonis terhadap bakteri dan khamir

diindikasika& dengac terbentuknya zona jernih disekitar koloni isolat murni'

Amplilikasi Gen 165 rRNA dengan PCR

Amplfikasi gen 165 IRNA digunakan (PCR Perkin Elmer 24AA), dengan menggunakan

primer 63f (5'-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3') dan 1387r (5'-

GGGCGGWGTGTACAAGGC-3') (lvlarchesi, dkk, 1998) yang akan memperbanyak fragmen

pada target sekitar 1300 pb. Kondisi PCR pada pra denaturasi pada suhu 95oC selama 5 menit;

untuk ritt* 30, denaturasi pada suhu 95oC selama 30 detik, anneling pada suhu 54'C selama

30 detik, polimerisasi pada *ono zz'c selama 30 detik dan post PCR pada suhu 72oc selama 7

menit. Produk PCR dapat diketahui dengan elekhoforesis pada gel agarose 10% (wt/vol)

selama 45 menit pada T0v/cm dengan TAE buffer lX. Produk PCR selar{utrnya dipuriiikasi

dengan menggunakan kit purifftasi (Promega, USA) sesuai dengan instruksi pemakaian'

Amplili e d Rib os otnd DNA Restriction Analysis (ARDRA)

Setiap hasil purifikasi produk PCR gen 165 rRNA dipotong dengan menggunakan

empat enzim restriksi yaitu RsaI, HaellL danz4lul(Promega' usA). volume reaksi tiap-tiap

enzim restriksi terdiri atas 5 pl amplicon (1-5 ttg), 2 pl buffer Tango 10X' 2 U/pl enzim

restriksi, dan ddHzo hingga volume 20 Ft, kemudian diinkubasi selama 3 - 4jam pada suhu

37"C. Inaktivasi enzim dilahlkan dengan menginkubasi pada suhu 65oC selama 20 menit'

Produk restriksi selanjutnya dielektroforesis dengan menggunakan gel agarose 1% (wUvol)

selama 45 menit pada 70v/cm dalam buffer TAE lX. fragmen-fragmen dari hasil

pemotongan pita gen 165 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 PEMBAIIASA}I
Isolasi danpenapisan Isolat penghasil Senyawa Bioaktif (Antibakteri dan Antikhamir)

Hasil isolasi diperoleh 102 isolatbakteri masing-masing7} isolat bakteri endofit dan 30

isolat bakteri pr*rt uru yang ditandai dengan warna dan bentuk koloni yang berbeda-bcda'

Seluruh isolat tersebut dikumpulkan IaIu diamati warna dan morfologi koloninya.Hasil

penapisan menunjulkan beberapa isolat bakteri endofit dapat menglrambat pertumbuhan

tatt"ri target dan *ttamir target sekaligus, meskipun dengan kemampuan yang berbeda-beda

(Tabet 1). pengujian aktivitas antibakteri dan antik&amir yang dilakukan pada isolat bakteri

permukaan juga merupakau penapisan awal. Adanya aktivitas antibakteri dan antik*Bmir

ditandai dengan terbentuknya zona bening disekitar goresan isolat bakteri permukaan' Hasil

pengujian isolat bakteri permukaan dapat dilihat pada Tabel 2.

1

2

3

4

HAB E-20

HA,B E-31

HAB E-33

HAB E.37

++

++

+++

+

+

+
+

+++

++

+++
#+

+++

++

+

Tabel 1. Hasil uji aktivitas artibakteri a@
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5 HAB E-41

5 HAB E.43

7 HAB E-57

+++

#
-*

++

MRSA : Methicillin Resistant Staphylococcus aureusf,aeromo:Pseudomonas aeruginosa;EPEC K:i $',i.
Entero Pathogenic Escherichia coli;Cal :Candida albicans ;Ctro :Candida tropicalis; + : I - 5 mmt r-+- :S
* 10 mm ;+# :11 - 15 mm; - : Tidak dihasilkan senyawa antimikrob.

+ +
+++

1 HAB S-4

2 HAB S-5

3 HAB S-24
+++

+++

+++

+++

l,:t:,

MRSA : Methicillin Resistant Saphylococans aureusfaeromo:Pseudomonas aeruginosa;EPEC* K-l I :
Entero Pathogenic.Escherichia coli;Cal :Canilida albicans ;Ctro :Candida tropicalis; + :1 - 5 mm; ++ :6,

Hasil isolasi bakteri simbion spons Halichondria sp. yang diperoleh menunjukkasi
jumlah dan variasi yang cukup banyak, ditandai dengaa banyakaya variasi ciri rnorfologr. Ed
iai dimungkinkan karena spons laut dapat hidup berasosiasi dengan berbagai organisme"
diantaranya berbagai jenis mikroorganisme salah satunya adalah bakteri. Bakteri ya&g,
berasosiasi dengan spons pada awalnya merupakan penghuni lingkungan perairan dima*a
spons berada, atau merupakan mikrobial simbion sponsyang telah ada mulai pada saat spo*s
masih tahap larva(Ereskovln dHc, 2ffi5). Peraa bakteri sebagai simbion dari spons dapat
berperan positif sebagai sumber makarun, daa dapat pula memberikan efek negatif seperft
berperan sebagai patogen atau parasit. Peran yang menarik adalah adznyahubungan simbioa
mutualistik antara bakteri dan spons, ditandai dengan adanya produksi berbagai senyawa
metabolik yang dapat berperan sebagai antimikroba. 

:

Hasil pengujian antimilcob menrm$ukkan nilai presentasi isolat endofit dan isolat
permukaan yang mempunyai aktivitas ahtimilaob terbaik masing adalah 7 (7,14%)dan 3
(3,62%) dari total isolat bakteri. Beberapa isotat bakteri endofrt yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri dan k*ramir 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. l), sedangkan ketiga isolat
bakteri juga memiliki aktivitas antimikrob terbaik, yaituHAB 54, 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 anti**ramir. Sepuluh isolat tersebut adalah
HAB E-20, HAB E.3I, HAB E.33, HAB E-37,HAB 8.41, HAB F.41, HAB E.57, HAB S.4,
HAB S-5 dan HAB S-24. Bakteri target yang digunakan meliputi bakteri Gram negatif dan
Gram positif.,Sraphylococcus dureus sebagai bakteri target Gram positif merupakan bakteri
yang telah resisten antibiotik methicillin dan penyebab paling sering terjadinya infeksi

oleh sembilan isolat terbaik dengan aktivitas kecil hingga besar, karena isolat HAB 54 tidak
mampu menghambat perhrmbuhan MRSA. Bakteri target Gram negatif yang digunakan yaitu

Tabel 2.Hasil uii akfivitas antibakteri dan antikhamir bakteri surfaces/permukaan
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Pseuda*e**s *emrgfros* dan EPEC K-ll-P aeruginosadan EPEC K-11 adalah bakteri

patoge* p**4 ***ia dan resisten ampicillin. Menurut Hentcel et al. 2001 ; Iayarfth et al.

2002, ba*t*ri taut yar:g di,isolasi dari berbagai organisme seperti spons, bivalvia, makroalga

dan sedilrex re{xeertihatkan aktivitas antagonis terhadap beberapa bakteri pathogen seperti

S.aureus, P. aeruginosa, dart E. cofi. Pengujian terhadap orgarusme eukanot drlakukan

terhadap khamir Candida albicans dan C. trapicalis.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 dall. C.

*apicalis, isolat HAB E-31 memperlihatkan aktivitas antagonis yang baik dalam menghambat

pertumbuhan C. albicans. Pseudomonas proteolytica yarrg 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.Sraphylocoecus 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 menyebabkaa diare pada anak-anak yang berumur di bawah 5 tahun. Candida

albicans dan C. tropical* 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 biomedikBanyak isolat bakteri baru dengan

aktivitas antimikrob yang telah diisolasi dari spors, rxtmrm antibiotik baru yang diisolasi dari

bakteri laut masih sangat jarang dilaporkan salah satu diantaranya adalah loloatins yang

berasal dan Bacillus (Isnansetyo & Yuto 2003).

Amptified Ribosomal DNA Restrietion Analysis (ARIIRA)
Berdasarkan hasil uji antimikroba, diperoleh l0 isolat yang memiliki aktivitas

antimikroba yang terdiri dan 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 165 rRNA.

Hasil pemotorgan gen 165 rRNA memperliha&an pola pita gen 165 rRNA yang beragam

dengan jumlah pita 2-3. Profil pita gen 165 rRNA yang beragam dihasilkan setelah didigesti

dengan tiga enzim restriksi yaitu RscI, HaeIIl dan Alul. Ketiga enzim restriksi tersebut

memiliki situs dan sifat pemotongan yang berbeda-beda.

Berdasarkan profil gen 165 rRNA tersebu! dibuat pohon filogenetik unfirk melihat

lcelompok filotipedari seluruh isolat terbaikHasil restriksi gen 165 rRNA dengan tiga enzim

reshiksi dipadukan dan dihansfer menjadi sebuah hitungan biner (nilai I dan 0) berdasarkan

keberadaan pita potongan DNA pada ukuran padang tertentu (Tabel 3).Data biner ini
mempermudah dalam pembuatan pohon filogenetik. Konstruksi pohon filogenetik dilakukan

dengan menggunakan program Treecon versi l.3b (Gambar 1.)
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Tabel3- Ukuran fragmen DNA gen 165 rRNA yang dipotong dengan beberapa enzim restrilsi

Isolat enzim restriksi

-,HAB E-20
HAB E-31
HAB 8.33
HAB 8.37
HAB E41
HAB 843
IIAB 8.57
HAB 54
HAB S-5
HAB S-24

2ffi;300;850
250;300;800
200;250;300;800
200;250;300;800
200;250;300;800
200;250;300;800
250;300;900
250;300;900
250;300;900
250:300:900

350;500;600
254;4W;@0
250;350;550
250;350;750
300;500;600
250;300;550
300;450;600
300;500;5ffi
300;500;600
300:

400;850
450;900
450;900
450;900
450;900
450;900
450;900
450;900
500;900
500;850

Hasil konstruksi pohon filogenetik berdasarkan ARDRA mengtrasilkan **@. ,.;
filotipe.Pengelompokan tersebut berdasartan adanya kesamaan situs pemotongan tiap is666+
setelah dipotong dengah tiga enzim restriksi yang berbeda.Filotipe I, I|I, IV dan V ada .'i
kelompok yang terdiri da.,i2 isolat sedangkan filotipe II dan VI hanya terdiri dari satu isotat.

Lwfit--{

Et3

tE57l
I Filotipe I

T4iI J

EsE s.s{}Filotipe II

E{B8.1

a-l*r-lolFilotipe YI

Gember l- Pohon lilogenetik (internode rooted) hubungan kekerabatan antar isolat bakteri
yang berasosiasi dengan spons lfo$ehondriq sp. dengan aktivitas antimikrob terb*ik
yang dianalisis dengan ARDRA dan dikonstruksi berdasarkan metode Neigh
foining- Angka 107o pada bagian atas pohon menunjukkan skala persentase
perbedaan (distance scale) antar prolil isolat bakteri. Angka pada nodus adalah
nilai bootstrap dengan 100 ulangan
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Analisis kekerabatan antara 10 isolat asal spons Halichandria sp' yang memiliki

aktivitas antimikrob dilakukan dengan ARDRA.Analisis fi.l0geni dari komunitas mikroba

yang menggunakan ARDRA merupakan sebuah metode sederhana yang didasarkan pada hasil

pemotongan gen 165 rRNA. Gen 165 RNA mengandung informasi yang dapat dijadikan

sebagai biomarker terhadap suatu bakteri. Gen 163 rRNA terdiri dari daerah konservatif yang

dapat dijumpai pada semua organisme dan daerah hSrpervariabel yang unik pada setiap

organisme atau organisme yang memiliki hubungan kekerabatau yang dekat (Moyer er a/'

1gg4). Sama halnya hibridisasi dan pelacakan DNA Qtrobing), ARDRA digunakan untuk

menganalisis komunitas bakteri pada berbagai linskulSan

Amplifikasigenl6srRNAterhadapl0isolatyangmemilikiaktivitasantimikrob
dilakukan dengan menggunakan primer spesifik ]'iaitu 63f dan 138?r' Hasil elektroforesis

amplifrkasi gen 165 ,RNA menampakkan pita yang berukuran sekitar 1300 pb. Primer 63f

dan 138?r yang digunakan merupakan primer untuk gen yang menyandikan 165 rRNA yang

telah didesain untuk seluruh domain uatteri. Primer ini dapat digunakan pada }ultur murni

bakteri naupur sampel alami dimana gen 165 rRNAnya sulit unt*k diamplifrkasi. Primer 63f

dan 13g7r cocok dijunakan 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'

yangmempengaruhislfuuanne}lingpimer(Marchesietal.1998)..
Hasil pemotongan gen 165 rRNA memperlihatkan pola pita gen 163 rRNA yang

beragam dengan jumlah pita 2-3.Profi1 pita gen 165 rRNA yang beragam dihasilkan setel*h

didigesti dengan tiga enzim restriksi yaitu Rsal, Haell dan Alul'Ketiga enzim restriksi

tersebut memiliki situs dan sifat pemotongan yang berbeda-beda'Enzim '4lal merupakan

enzim yang memotong secara stictcy end, dengat situs pemotongan 5""G|ANTC"'3' dan

,,,3,...C:INitG...5'.Enzim restriksi .&sal dan Haelll ialah enzim restiksi yang memotong

secara blunt end..Situs pemotongan pada^Rscl yaitu 5""GTIAC"'3' dan 3'"'CAITG"'5"

sedang!<an Haerrryaitu-5,...GGICC...3' dan 3'...cclcc...5',. pola hasil pemotongan gen

163 rRNA dapat dijadikan pustaka baku yang dapat digunakan sebagai referensi (Hall et al'

2ool)
Filotipe V menrpakan 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 boorstrap diatas 60% dan dua

diantaranya memiliki nilal bootstrap IOOY0. 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

Lakteri yang memiliki aktivitas mikrob asal spons Halichondriasp'

Konstruksi pohon filogenetik berdasarkan data Amptified rDNA restriction analysis

mengelompokkan 10 isolat asal sponge Halichondrio sp-yang memiliki aktivitas antimikrob

;d"ui *ou* frlotipe. pengelompokkan ini berdasarkan adanya kesamaan situs pemotongan

. 
,lrp tr"", seterah direstriksi oleh tiga enzirn restriksi yang berbedaFitotipe I terdiri dari HAB

I E-43 dan HAB E-57, Filoteipe II terdiri dari HAB s4, filotipe III terdiri dari HAB S-5 dan

.' rrog s.-24,filotipe IV teridiri dari HAB E-3? dan HAB E-41, filotipe v terdiri dari HAB E-

,;;;; no, 
"-:, 

dan frtotipe VI hanya terdiri dari isolat HAB E-20' Filotipe I dan Iv

,' memiliki nilai boors ffap dial?tr ?oYo sedang|<an filotipe III dan V masing-masing memiliki
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nilaibootstrapl6Yo dan53o/o. Hal ini menunjul&anbahwa isolat bakteri yang termastk

filotipe I dan IV memiliki situs pemotongan yang sama. Berdasarkan pohon filogenetk

analisis dengan metode ARDRA, maka dapat diketahui keragaman genetik isolat bakteri

memiliki aktivitas mikrob asal sponge Halichondriasp.

KESIMPULAN
7 {?,| o/o)dan3 Q,62%) dari total isolat bakteri yang mempunyai aktivitas an

Sepuluhisolat terbaik terdfui dari tujuh isolat endofit yaitu HAB E-20, HAB E-31, HAB F
HAB E-37, HAB E- L,HAB E-43 dan HAB E-57 serta tiga isolat permukaan yaitu HAB

HAB S-5 dan HAB S-24. Konskuksi pohon filogenetik berdasarkan

ARDRAmengelompoklcan l0 isolat asal sponsf{a/ichondria sp.yang memiliki al*ivi
antimikob meqjadi enam filotipe.Filotipe I dan IV memiliki isolat bakteri dengan

situs pemotongan enzim resfiksi RscI, IJaeIJ.I dan AIzI yang hampir seragam denga*

bootsrap dratxT0Yo.
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