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RINGKASAN

Beberapa jenis spons mengandung senyawa bioaktif yang bersifat antitumor, antibakteri,
dan antivirus. Juga dapat memproduksi ensim hidrolitik seperti kitinase. Akan tetapi jika spons
diekstrak secara besar besaran untuk produksi senyawa bioaktifnya, akan bertentangan dengan
kepentingan konservasi. Spons laut hidupnya bersimbiosis dengan beraneka ragam jenis bakteri.
Beberapa jenis bakteri yang bersimbiosis dengan spons dapat menghasilkan senyawa bioaktif yang
dapat digunakan sebagai bahan antitumor, antibakteri dan antivirus. juga penghasil ensim
hidrolitik. Oleh sebab itu pemanfaatan bakteri simbion spons merupakan solusi yang paling baik
dalam pencarian senyawa bioaktif baru dan produksi ensim.

Tujuan penelitian ini adalah untuk menentukan suatu media diperkaya yang dapat
digunakan dalam menumbuhkan dan mengisolasi bakteri simbion spons. Media diperkaya
dibutuhkan agar bakteri simbion spons dapat tumbuh dan berkembang secara optimal, karena
ditambahkan bahan-bahan tertentu untuk menstimulasi pertumbuhan bakteri juga bersifat selektif
untuk bakteri tertentu yang tidak diinginkan agar tidak dapat tumbuh. Bakteri simbion spons yang
berhasil diidentifikasi selanjutnya dapat dimanfaatkan sebagai penghasil ensim hidrolitik.

Spons diambil di perairan laut Teluk Manado, Sulawesi Utara. Bakteri simbion spons,
ditumbuhkan pada beberapa medium bakteri yang diperkaya dengan kaldu spons yang berbeda
konsentrasi  (0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5%). Bakteri yang tumbuh pada setiap media diperkaya
kemudian diisolasi berdasarkan karakteristik morfologi dan dihitung jumlah koloni bebas yang
tumbuh . Setelah diperoleh koloni murni, bakteri diidentifikasi secara molekuler meliputi tahapan
isolasi DNA, amplifikasi gen 16S-rRNA dengan PCR dan elektroforesis untuk melihat keberhasilan
amplifikasi. Urutan DNA nukleotida dari produk hasil amplifikasi akan disekuens sebagai acuan
dasar identifikasi spesies serta dibandingkan homologinya dengan data sekuens spesies bakteri
yang telah ada dengan menggunakan software Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) secara
online di situs GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Bakteri simbion spons dari Teluk Mnado telah ditumbuhkan dan diisolasi dengan
menggunakan media yang mengandung 2% kaldu spons yang merupakan media diperkaya.. Isolat
bakteri simbion telah dikarakterisasi secara morfologi dan gen 16S-rRNA bakteri tersebut berhasil
diamplifikasi. Isolat SS1 memiliki kemiripan 100 % dengan Bacillus subtilis. Luaran yang telah
dicapai dalam penelitian ini yakni telah didaftarkan paten sederhana (HAKI) berupa media
pertumbuhan bakteri simbion. Selain itu telah diterbitkan sebagian hasil penelitian ini dalam jurnal
nasional (Jurnal pesisir dan laut tropis) dan dipresentasikan dalam seminar internasional
(Indonesian Operations Research Association (IORA), 2019.

Kata kunci: Bakteri, media diperkaya, simbion, spons


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank

PRAKATA

Pemanfaatan bakteri simbion spons merupakan solusi yang paling baik dalam
pencarian bahan-bahan bioaktif maupun ensim hidrolitik. Dalam upaya pencarian dan
pemanfaatan bakteri simbion diperlukan metode/media yang cocok untuk menumbuhkan,
mengisolasi serta mengkarakterisasi bakteri simbion. Di samping itu, bakteri simbion spons
dari perairan Teluk Manado belum diisolasi dan diidentifikasi, sehingga identifikasi bakteri
simbion dari perairan ini perlu dilakukan untuk dapat dimanfaatkan dalam mencari dan
memproduksi bahan bioaktif baru.

Perguruan tinggi merupakan wadah untuk melaksanakan penelitian dan pengabdian
kepada masyarakat. Dan lewat pendanaan penelitian, kegiatan ini dapat terlaksanakan. Oleh
sebab itu, Tim Peneliti menyampaikan banyak terima kasih atas dukungan dan bantuan yang

telah diberikan oleh;

1. Kementerian Riset, Teknologi dan Perguruan Tinggi
2. Universitas Sam Ratulangi
3. Kepala Laboratorium Biologi Molekuler dan Farmasetika, FPIK Unsrat

Kiranya hasil penelitian ini dapat memberikan informasi yang bermanfaat dalam

memanfaatkan bakteri simbion spons yang sangat potensial.

Manado, Oktober 2019

Tim Peneliti
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1. PENDAHULUAN
1.1. Latar belakang

Spons menjadi fokus yang menarik dikarenakan dua faktor yang utama, yaitu spons
mampu membentuk asosisasi dengan berbagai mikroba dan spons merupakan sumber yang
kaya metabolit sekunder (Taylor, dkk. 2007). Faktor lingkungan laut yang beragam membuat
sumber daya alam laut menarik diteliti untuk mendapatkan produk alami. Spons dikenal
sebagai penghasil senyawa bioaktif, bakteri yang bersimbiosis dengan spons diduga memiliki
peranan besar dalam menghasilkan senyawa-senyawa bioaktif yang telah diisolasi dari spons
(Lee, dkk. 2001). Akan tetapi jika spons diekstrak untuk dijadikan bahan antibakteri secara
besar-besaran, bertentangan dengan kepentingan konservasi spons itu sendiri.

Bakteri banyak dijumpai hidup dengan cara berasosiasi dengan berbagai organisme laut
bentik, salah satunya adalah spons (Abubakar dkk. 2011). Kemampuan spons menghasilkan
senyawa antibakteri dapat dikarenakan spons bersimbiosis dengan bakteri yang membantu
proses metabolisme dan pertahanan kimiawi. Bakteri yang bersimbiosis dengan organisme
kemungkinan besar banyak melakukan interaksi biokimia dengan organisme inangnya.
Interaksi biokimia tersebut memungkinkan bakteri yang bersimbiosis menghasilkan zat
bioaktif yang sama dengan inangnya. Sehingga beberapa jenis bakteri yang bersimbiosis
dengan spons diperkirakan dapat menghasilkan senyawa-senyawa bioaktif yang dapat
digunakan sebagai bahan antibakteri dan lainnya (Pasra dkk, 2011).

Pemanfaatan bakteri simbion spons merupakan solusi yang paling baik dalam
pemanfaatan bahan bioktif seprti antibakteri, antivirus atau antitumor tanpa akan merusak
kelestarian spons. Dalam memanfaatkan bakteri simbion spons, diperlukan media yang cocok
uituk petumbuhan bakteri secara optimum, seperti media diperkaya. Media diperkaya adalah
media yang mengandung komponen dasar untuk pertumbuhan mikroba dan ditambah
komponen kompleks. Media diperkaya juga bersifat selektif untuk mikroba tertentu. Bakteri
yang ditumbuhkan dalam media ini tidak hanya membutuhkan nutrisi sederhana untuk
berkembang biak, tetapi membutuhkan komponen kompleks penunjang lainnya. Beberapa
penelitian, menumbuhkan bakteri simbion spons dengan menggunakan media umum seperti
Zobell 2216 E (Setyati dan Subagiyo 2012; Setyati dkk, 2016), TSA (Andriyono dkk, 2015)
dan marine agar (Marine Agar 2216 (MA2216) (Becton Dickinson)) (Montalyo dkk, 2014).
Akan tetapi dalam penggunaan media tersebut, tidak mengadung spons sebagai inangnya yang
dapat memberikan kontribusi nutrien dalam pertumbuhan dan pekembangan bakteri simbion.

Oleh sebab itu, penelitian ini akan menentukan suatu media diperkaya yang dapat menunjang
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pertumbuhan dan perkembangan bakteri simbion spons dan dapat mengeleminir bakteri
kontaminan yang pada dasarnya tidak dapat hidup pada inang spons. Media diperkaya yang
dihasilkan ini merupakan prototipe-awal untuk pengembangan media diperkaya bakteri
simbion yang dapat diproduksi untuk tujuan komersil. Selain itu, jenis bakteri simbion spons
juga perlu diindentifikasi guna pemanfaatan lanjutan bakteri tersebut sebagai penghasil bahan

bioktif maupun ensim hidrolitik.

1.2. Perumusan Masalah

Pemanfaatan bakteri simbion spons merupakan solusi yang paling baik dalam
pencarian bahan-bahan bioaktif seperti antibakteri baru yang sangat penting dalam bidang
kesehatan/farmasi. Dalam upaya pencarian dan pemanfaatan bakteri simbion diperlukan media
yang cocok untuk menumbuhkan, mengisolasi serta mengkarakterisasi bakteri simbion.
Penelitian eksplorasi bakteri simbion yang telah dilaksanakan, masih menggunakan media
yang umum sehingga bakteri simbion diduga belum dapat tumbuh optimal dan mudah
terkontaminasi dengan bakteri lain. Agar dapat menumbuhkan bakteri simbion dengan optimal,
diperlukan media yang diperkaya dengan substrat tempat bakteri tersebut hidup seperti spons.
Oleh sebab itu, penentuan media bakteri simbion spons diperlukan untuk mengatasi tersebut di
atas. Di samping itu, bakteri simbion spons dari perairan Teluk Manado belum diisolasi dan
diidentifikasi, sehingga identifikasi bakteri simbion dari perairan ini perlu dilakukan untuk
dapat dimanfaatkan dalam mencari dan memproduksi bahan bioaktif baru serta memproduksi

ensim hidrolitik

2. TINJAUAN PUSTAKA

Media pertumbuhan mikroorganisme adalah suatu bahan yang terdiri atas campuran
nutrisi (nutrien) yang digunakan oleh suatu mikroorganisme untuk tumbuh dan berkembang
biak pada media tersebut. Mikroorganisme memanfaatkan nutrisi pada media berupa molekul-
molekul kecil yang dirakit untuk menyusun komponen selnya. Dengan media pertumbuhan
juga bisa digunakan untuk mengisolasi bakteri, identifikasi dan membuat kultur murni.
Komposisi media dapat dimanipulasi untuk tujuan isolasi dan identifikasi bakteri tertentu.

Berdasarkan fungsinya, terdapat media basal atau media dasar (media umum) yang
adalah media yang digunakan sebagai bahan dasar untuk membuat media lain yang lebih
kompleks. Media ini dapat mendukung pertumbuhan hampir semua jenis mikroba, contohnya

nutrien broth. Disamping itu, terdapat media diperkaya (enrichment). Media ini merupakan
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media yang dirancang untuk mendukung pertumbuhan mikroba tertentu karena memiliki
konstituen nutrisi yang mendukung pertumbuhan mikroba tertentu tersebut. Media diperkaya,
ditambahkan bahan-bahan tertentu untuk menstimulasi pertumbuhan mikroba yang diinginkan
(Rakhmawati, 2012).

Guna penelitian dan pemanfaatan mikroorganisme termasuk bakteri, bakteri yang
tumbuh di alam harus di kultur. Kultur bakteri adalah suatu metode memperbanyak bakteri
pada media kultur /media pertumbuhan bakteri dengan pembiakan di laboratorium yang
terkendali. Disisi lain, bakteri di alam umumnya tumbuh dalam populasi yang terdiri dari
bebagai spesies. Oleh karena itu, untuk mendapatkan biakan murni, sumber bakteri harus
diperlakukan dengan pengenceran agar didapat hanya 100-200 bakteri yang ditransfer ke
medium, sehingga dapat tumbuh menjadi koloni tunggal (Pleczar dan Chan, 1986). Proses
pemisahan atau pemurnian dari mikroorganisme lain perlu dilakukan karena semua pekerjaan
mikrobiologis memerlukan satu populasi yang hanya terdiri dari satu macam mikroorganisme
saja. Teknik tersebut dikenal dengan isolasi mikroba.

Biota-biota laut terutama spons, hidupnya bersimbiosis dengan beraneka ragam jenis
bakteri laut. Pola makan spons yang khas yaitu filter feeder (menghisap dan mentoring) dapat
memanfaatkan jasad renik disekitarnya satunya bakteri laut sebagai sumber nutrient yang hidup
pada perairan tersebut. Myers dkk (2001) melaporkan bahwa terdapat hubungan simbiotik
antara spons dan sejumlah bakteri dan spons, dimana spons menyediakan dukungan dan
perlindungan bagi simbionnya dan simbion menyediakan makanan bagi spons.

Bakteri laut yang bersimbiosis dengan spons kemungkinan besar banyak melakukan
interaksi biokimia dengan organisme inangnya. Interaksi biokimia tersebut memungkinkan
bakteri yang bersimbiosis menghasilkan zat bioaktif yang sama dengan inangnya. Sehingga
beberapa jenis bakteri yang bersimbiosis dengan spons diperkirakan dapat menghasilkan
senyawa-senyawa bioaktif yang dapat digunakan sebagai bahan antibakteri (Pasra dkk, 2011)

Bakteri yang bersimbiosis dengan spons dapat terletak di bagian ekstraseluler dan
intraseluler. Pada bagian ekstraseluler terdiri atas 2 bagian yaitu ekstraseluler eksosimbiosis
dan ekstraseluler endosimbiosis. Dalam memanfaatkan bakteri simbion, terutama ekstraseluler
endosimbiosis sebagai penghasil bahan bioatif, bakteri simbion harus dikutur pada suatu
media. Media yang dapat menumbuhkan bakteri ini harus mengandung nutrisi yang dibutuhkan
oleh bakteri simbion. Keberadaan ini disebabkan karena bakteri hidup pada spons yang juga
menyediakan sumber makanan baginya. Lebih lanjut Lee dkk, (2001) menyatakan bahwa

mikroorganime yang bersimbiosis dengan spons merupakan sumber makanan spons dan
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mikroorganisme memakai tubuh spons yang berpori-pori sebagai inangnya untuk tempat hidup

dan perlindungan

3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN
3.1. Tujuan Penelitian

Dalam pemanfaatan bakteri simbion spons, diperlukan media yang dapat menunjang
pertumbuhan dan perkembangan bakteri simbion secara optimal. Akan tetapi belum ditemukan
informasi dan penelitian media diperkaya untuk pertumbuhan bakteri simbion. Untuk itu perlu
dilakukan penelitian dalam menentukan media kultur bakteri simbion spons lewat media
diperkaya. Lebih dari itu, diperlukan isolat bakteri simbion spons yang teridentifikasi sehingga
dapat dieksplorasi dan dimanfaatkan. Oleh sebab itu penelitian ini bertujuan untuk :
1. Menentukan media diperkaya untuk pertumbuhan dam isolasi bakteri simbion spons.

2. Mendapatkan dan mengidentifikasi isolat bakteri simbion dengan spons.

3.2. Manfaat Penelitain

Eksplorasi dan ekploitasi bakteri simbion spons yang berpontensial sangat
membutuhkan metode seperti media pertumbuhan yang baik. Penelitian ini bermanfaat dalam
menginformasikan metode/media tersebut. Disamping itu, informasi jenis bakteri simbion
spons sangat dibutuhkan agar nantinya bakteri tersebut dapat dimanfaatkan, seperti sebagai

penghasil bahan bioktif baru maupun sebagai penghasil ensim hidrolitik.

4. METODE PENELITIAN
4.1. Pembuatan media diperkaya

Spons yang digunakan dalam pembuatan media diperkaya untuk pertumbuhan bakteri
diambil di perairan Teluk Manado. Spons kemudian dicuci dengan menggunakan air steril dan
diblender. Hasil blender spons tersebut kemudian dimasukkan dalam botol yang bersih dan
disimpan dalam kulkas untuk dapat digunakan sebagai stok kaldu spons untuk media
diperkaya.

Optimalisasi pembuatan media yang diperkaya untuk pertumbuhan bakteri simbion
spons dilaksanakan dengan membuat media yang mengandung konsentrasi kaldu spons yang

berbeda dengan komposisi bahan seperti di bawah ini:



1. Media Nutrient Agar diperkaya/100mL

Nutrient Broth Agar Kaldu spons Air Laut

A 1gr 2gr 0.5ml 100mL

B 1gr 2gr 1ml 100m L

C 1gr 2gr 1.5ml 100m L

D 1gr 2gr 2ml 100mL

E 1gr 2gr 2.5ml 100m L

2. Media Zobell 2216E diperkaya /100mL

Peptone Ekstrak yeast Kaldu spons Agar Air Laut
A 0.25 gr 0.2 gr 0.5 ml 1.5gr 100mL
B 0.25 gr 0.2gr 1 ml 1.5gr 100mL
C 0.25 gr 0.2gr 15gr 1.5gr 100mL
D 0.25 gr 0.2 gr 2.ml 15gr 100mL
E 0.25 gr 0.2 gr 2.5 ml 1.5gr 100 mL

Semua bahan pada masing-masing media dicampur hingga larut secara merata dan
homogen kemudian disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 60 menit.
Setiap media yang telah steril, dituang secara merata di dalam cawan petri steril secara aseptik.
Masing masing media kemudian didinginkan hingga mengeras dan dibungkus, selanjutnya

disimpan dalam lemari es sebagai stok media diperkaya yang akan digunakan.

4.2. Kultur dan isolasi bakteri simbion

Sampel spons yang dikultur bakteri simbionnya diambil di beberapa tempat di perairan
laut di Sulawesi Utara sesuai dengan keberadaan spons. Bakteri yang bersimbion dengan spons
tersebut akan dikultur dengan cara:

Setiap sampel spons dicuci dengan menggunakan air laut steril. Dengan teknik aseptik
spons dihomogenisasi dengan air laut steril kemudian digerus. Selanjutnya dilaksanakan
pengenceran sampai dengan 10° dan setiap pengenceran diinokulasi ke dalam media diperkaya
yang telah disiapkan di atas. Diinkubasi selama 2 x 24 jam pada suhu 37°C. Koloni bakteri

yang tumbuh dihitung dan dikarakterisasi berdasarkan karakter morfologi dan sifat gram.
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Setiap koloni bebas yang tumbuh dengan karakter morfologi yang berbeda dalam setiap macam

media diperkaya kemudian dibandingkan untuk melihat kesamaan.

4.3. ldentifikasi bakteri simbion
4.3.1 Isolasi DNA bakteri

Isolasi DNA terhadap setiap isolat bakteri yang berhasil dikarakterisasi berdasarkan
morfologinya, dilakukan dengan menggunakan Innuprep DNA mini kit (Biometra). Larutan
DNA genom disimpan pada suhu -20°C untuk selanjutnya digunakan pada tahap amplifikasi
gen 16S-rRNA.
4.3.2. Amplifikasi gen 16S-rRNA dengan PCR

Primer yang digunakan adalah primer universal untuk domain bakteri berupa forward
primer 63f (5’-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’) dan reverse primer 1387r (5’-GGG
CGG WGT GTA CAA GGC-3’) (Marchesi dkk. 1998). Semua komponen reaksi dicampur ke
dalam microtube dan dimasukkan ke dalam mesin PCR. Tahapan PCR terdiri dari pre-
denaturasi 94 °C, 2 menit; tahap denaturasi 92 °C, 30 detik; tahap annealing 55 °C, 30 detik,
tahap elongasi 72 °C selama 1 menit. Proses PCR terdiri dari 30 siklus. Selanjutnya post PCR
pada suhu 75 °C selama 20 menit dan tahap stop PCR pada suhu 4°C. Hasil PCR disimpan
pada suhu -20 °C atau langsung dielektroforesis.
4.3.3. Elektroforesis

Gel elektroforesis disiapkan dengan 0,8 % agarose dalam 1x buffer TAE (0,24 gr
agarose dalam 30 ml 1IXTAE) (50x tris-asetat EDTA (TAE):1 | dH20, 242 gr Tris-basa, 37,2
gr Na2EDTA, 57,1 ml asam asetat glasial), dipanaskan dan setelah larut didinginkan sampai
50°C kemudian dituang pada cetakan gel. Wadah yang sudah berisi gel diberi buffer 1x TAE
secukupnya kemudian memasukkan sampel hasil digesti pada sumur-sumur gel. Pada waktu
elektroforesis diberikan suatu marker atau penanda molekul DNA. Elektroforesis dilakukan
pada kondisi 30-40 Volt dan 28 — 29 mA dan diakhiri setelah bromofenol sampai tepi bawah
gel (Aris, dkk, 2013). Hasil elekroforesis kemudian didokumentasi.
4.3.4. Sekuensing dan analisis bioinformatika

Produk amplifikasi gen target akan dikirim untuk disekuen di laboratorium pelayanan
sekuens DNA. Urutan-urutan nukleotida gen target yang telah disekuens dalam bentuk
chromatogram, akan dianalisa menggunakan program Seq Scanner
(http://www.appliedbiosystems.com). Pensejajaran urutan-urutan nukleotida dilakukan dengan

software Mega 7 (2014, megasoftware.net). Hasil sekuens dibandingkan homologinya dengan
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data sekuens spesies bakteri yang telah ada dengan menggunakan software Basic Local
Alignment  Search  Tool  (BLAST) secara online di situs  GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) untuk mencari prosentasi kesamaan dengan data sekuens

spesies bakteri yang telah ada di situs-situs online tersebut.

5. HASIL DAN LUARAN LUARAN YANG DICAPAI
5.1. HASIL
5.1.1. Media dan Pertumbuan Bakteri simbion Spons

Sampel spons yang diambil saat penelitian ini, adalah spons yang menyerupai genus
menyerupai Cribochalina sp dan Dragmacidon sp. (Gambar 1). Kedua jenis spos ini paling
banyak hidup atau dijumpai diperairan teluk Manado (Gambar 2) sehingga dijadikan sampel
penelitian.

Bakteri diisolasi dari spons yang menyerupai genus Cribochalina sp dan Dragmacidon
sp. ini dan kaldu spons ini juga yang digunakan sebagai bahan tambahan mineral untul media
diperkaya yang digunakan dalam pertumbuhan bakteri simbion spos. Beberapa konsentrasi
kaldu spons telah digunakan untuk mendapatkan pertumbuhan yang optimal bakteri simbion
spons. Jumlah dan bentu koloni bakteri simbion yang tumbuh dari beberapa konsentrasi kaldu

spons sebagai bahan pengayaan media ditampilkan pada tabel 1.

Gambar 1. Spons yang menyerupai genus menyerupai Cribochalina sp
dan Dragmacidon sp.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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Gambar 2. Lokasi Pengambilan Sampel

Tabel 1. Jumlah Koloni Bakteri dari Setiap Perlakuan Kaldu spons (Media Diperkaya)

Perlakuan
Kontrol A B C D E
Jumlah - 5 104 | 1x103 | 2x103 | 2x103 | - ]
koloni

Terlihat bahwa pertumbuhan bakteri pada media umum tanpa penambahan kaldu spons
sangat banyak. Hal ini mengindikasikan bahwa bakteri yang bukan hidup pada tubuh spons
juga bertumbuh dalam media ini. Keberdaadaan ini juga terlihat dari koloni bakteri yang
tumbuh yang sulit diisolasi untuk mendapatkan koloni bebas.

Oleh sebab itu, berdasarkan hasil di atas, pembuatan media kultur bakteri simbion spons
menggunakan penambahan kaldu spons sebanyak 2%. Adapun pembuatan media kultur
tersebut adalah sebagai berikut :

a) ditimbang 2 gr spons (2%) dan dicuci dengan air laut. (b), digerus spons tersebut
sambil menambahkan air laut steril sebanyak 50 ml (50%) (c) disaring dengan menggunakan
kertas saring sehingga menghssilkan kaldu spons. (d) ditambahkan 1 gr (0.1%) Nutrient broth

dan 2 gr agar (0.2%). (e) dibuat menjadi 100 ml dengan menambahkan aquadest dan



diautoclave pada suhu 121°C selama 15 menit. (f) dituangkan ke dalam cawan petri steril

sebanyak + 20 ml secara aseptik dan didinginkan sampai media mengeras.
Adapun bakteri simbion spons yang menyerupai Cribochalina sp. yang berhasil

tumbuh dalam media diperkaya tersebut terlihat pada tabel 2 dan gambar 3.

Tabel 2.Karakteristik Morfologi Isolat Bakteri dari Spons yang Menyerupai Dragmacidon sp.

Kode Isolat Karakteristik Koloni

Bentuk Warna Tepian Elevasi
Isolat 1 Iregular Putih Iregular Convex
Isolat 2 Round Putih Smoth Convex
Isolat 3 Iregular Putih Lobate Flat
Isolat 4 Rhizoid Putih Rhizoid Flat
Isolat 5 Filamenteus Putih Filamenteus Flat
Isolat 6 Round Putih Smoth Flat
Isolat7 Iregular Putih Iregular Flat




Gambar 3. Isolat Bakteri dari Spons yang Menyerupai Dragmacidon sp.

Bakteri yang bersimbiosis dengan spons yang menyerupai Cribochalina sp berhasil
ditumbuhkan pada media NB yang ditandai dengan kekeruhan media setelah media yang
diinokulasi dengan sampel diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Bakteri yang tumbuh
juga berhasil ditumbuhkan kembali pada media NA dengan cara goresan sinambung (Gambar
4). Berdasarkan hasil pengamatan morfologi, didapatkan 5 isolat bakteri simbion spons yang

menyerupai Cribochalina sp. (tabel 3).
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Tabel 3. Karakteristik Morfologi Isolat Bakteri dari Spons yang Menyerupai
Cribochalina sp.

Kode Isolat Karakteristik Koloni
Bentuk Warna Tepian Elevasi
SS1 Filamentous Putih Filiform Flat
SS2 Circular Putih Entire Raised
SS3 Rhizoid Putih Filiform Flat
SS4 Circular Coklat Undulate Raised
SS5 Circular Putih Entire Flat

Gambar 4. Isolat Bakteri dari Spons yang Menyerupai Cribochalina sp.

5.1.2. Amplifikasi DNA Bakteri

Isolat bakteri yang bersimbiosis dengan spons menyerupai Cribochalina sp. selanjutnya
berhasil diisolasi dan diamplifikasi menggunakan Gen 16S-rRNA dengan primer 8f dan primer

1492 R . keberhasilan hasil amplifikasi telah divisualisasi lewat gel elektroforesis (Gambar 5).
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Pita DNA

Gambar 5. Hasil Visualisasi DNA melalui UV Transluminator

Dari hasil visualisasi gel elektroforesis keberadaan DNA pada setiap lintasannya
menandakan keberhasilan amplifikasi DNA genom pada masing-masing sampel. Terlihat
bahwa pita DNA yang muncul pada masing-masing lintasan gel pada sampel S.S.1, S.S.2,
S.S.3, S.S.4, S.S.5. Munculnya pita DNA pada masing-masing Lintasan gel menunjukan
keberhasilan pada masing-masing sampel dalam penelitian ini. Terlihat tampakan pita DNA
yang muncul pada masing-masing lintasan cukup tebal, tetapi umumnya terdapat pada posisi
panjang bp yang sama sekitar 1400 bp.hal ini menunjukan bahwa DNA yang berhasil diisolasi
adalah DNA genom dari total keseluruhan DNA dan dapat digunakan pada tahap identifikasi
molekuler selanjutnya (Aprilia, dkk. 2014).

Pada masing-masing lintasan gel masih terdapat smear yang menunjukan bahwa sampel
DNA belum termurnikan secara sempurna. Hal ini disebabkan oleh polisakarida yang
tertinggal dan gagal dibersihkan. Dapat dilihat juga adanya DNA yang masih tertinggal pada
sumur gel. Keberhasilan dalam amplifikasi DNA menggunakan PCR tidak terlepas dari
beberapa faktor, diantaranya: kemurnian dan jumlah konsertrasi larutan PCR, primer, faktor
kontaminan, dan kemurnian DNA sampel (Purnami, 2009 dalam Napitupulu, 2018).

Hal ini membuktikan bahwa komposisi reagen-reagen pada proses ini dalam kondisi
optimal. Hal di atas menunjukkan bahwa proses PCR berjalan dengan baik (Suryani, dkk.
2009). Hasil tampilan pita DNA bakteri simbion pada Spons yang menyerupai Cribrochalina
sp yang memiliki aktivitas kitinase yang telah berhasil diamplifikasi ternyata berbeda-beda.
Hal ini menandakan bahwa setiap bakteri yang bersimbion dengan spons memiliki karakteristik

dan jenis yang berbeda.
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5.1.3. Sekuensing DNA

Sekuensing DNA merupakan suatu proses pengurutan nukleotida pada suatu fragmen
DNA. Hasil sekuensing DNA bakteri simbion dengan sponge diperoleh dalam bentuk format
kromatogram yang terdiri dari primer forward dan primer reverse. Kromatogram diperoleh
dalam bentuk peak yang berwarna-warni dengan nukleotida A (Adenin) berwarna hijau,
nukleotida G (Guanin) berwarna hitam, nukleotida C (citosin) berwana biru dan nukleotida T
(timin) berwarna merah.

Berdasarkan hasil sekuensing yang dari ke lima sampel DNA bakteri simbion sponge,
hanya 3 sampel yang berhasil disequence. Ketiga sampel tersebut masing-masing sampel SS1,
SS3 dan SSb5.

Proses blasting atau uji kemiripan DNA berdasarkan urutan nukleotida yang terdapat
pada laman genbank diawali dengan penyusunan DNA consensus. DNA consensus disunting
dengan menggunakan program software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA)
v6, selain itu digunakan aplikasi FinchTV untuk melihat kualitas DNA sehingga dapat
memudahkan dalam proses trimming. Pemotongan basa nukleotida dilakukan  untuk
memperoleh kualitas nukleotida yang baik, kemudian dilanjutkan dengan proses reverse
complement yaitu proses merubah arah sekuens nukleotida dar sekuens forward ke reverse
maupun sebaliknya. Sekuens kemudian disejajarkan dan dipadukan dengan menggunakan
MUSCLE yang terintegrasi dalam MEGA 7.

Berdasarkan hasil penyusunan DNA consensus yang telah diubah kedalam format
pasta, diperoleh sejumlah urutan nukleotida yang tersaji pada Tabel 4. SS1 sebanyak 1380
panjang basa, SS3 292 panjang basa dan SS5 590 panjang basa.
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Tabel 4. Hasil penyusunan DNA Consensus

Sampel Urutan Basa Nukleotid Jumlah Basa

h ATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGG
GCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTG
GCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
SS1 AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC 1380
CGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA
GAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACT
GGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG
GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCG
GGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCA
GCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGC
CAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTG
CGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTA
ACACCCGAAGTCGGTGAGGTA

SS3 CCTTCGGGAGGGGGGTCCTAATACAATGAAATCCAGCGGAAA | 209
ACAGGAGCTTGGCTCCTTAATGCTACCGCCGACCGGTGATAAAACTGGG
TAACCTGGCTGGAAGACTGGGATTACTCCGGGGAACCATGGGGCTATAC
CGGATGCTTGACTGGATCCCATGGTTCCATTGATAAAAAGAGGGTTTTA
GCTGCACTTACTATGGACCCGCGTCAGTTCATTAACTAATTGGTGAGGTA
TTGCTCCTAATGCGACATGCGTACCAAAACCTGCAGGGTGATCGTCTCTC
TGT

CCCATTCCATTTCTTTTTCCTACGTCCGATCTCTTCTGACAGCT
GGGGCGTTGATCCCTGCTAATGTGTTATTTAGGTGTGTAAGCGGGGAAT
GCCATGAAGGGGGAGGGTCGTTGCCTGTTCATCGGGATTTCGAAGGAGA
TTCCTATGTAAAAAGTTTCATCCTTACTTGTCGCTTCCCCAACCAGGTCC
ACAAAGTTGGGGTGCCCATCCGAACATTAAGGAAGTTTAATCGCTCAAT
GCATGTCAAAGCATCCATGGAAAAGATCCTGACTTGCTTTATCTGGACTT
SS5 TTTAAATCGATGGCCGATCGGCTAGAGGAGGTTGTTGTCTGGGGCGCTC 590
TTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCCATACCCTCGGTCTTTCTTCTGCTGGG
GCGGTATCACCTCACGATTTTGCGGTAATACGGTTATCCTCAGAATCAA
GTGATAACGCATGATAATCATGTGATCGAAGAGCCAGTTTAACGTTTGA
ACCTTCATCATGCCGCGTTGCTCACGTTTTTCCATAAATCCGCCTTGCTG
AAAAGCACCAAAAGAATCTGCGCTCACATCGAACTGATGAAACCTGAC
AGT

Berdasarkan tabel di atas, terlihat urutan basa sampel SS1 berjumlah 1380, sesuai
dengan panjang basa 16SrRNA bakteri yakni sekitar 1400 bp. Sedangkan urutan basa sampel
SS3 dan SS5 yang tersekuens dengan baik sangat pendek sehingga belum memenuhi untuk

diblast. Sampel SS1 selanjutnya dibandingkan dengan laporan urutan DNA vyang
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terdokumentasi di genbank NCBI. Proses pencocokan dan analisis kemiripan dilakukan dengan

menggunakan laman www. www.ncbi.nlm.nih.gov.

Berdasarkan hasil BLAST, SS1 memiliki kemiripan dengan Baccilus subtilis
(Accession number: MN305772.1) dengan kemiripan 100%. Hasil analsisi pohon filogeni dari
SS1 dengan menggunakan program MEGA 7 dapat dilihat pada gambar 6.

bd] NR_103224 1_Thermotoga_maritima_MSB8_strain_MSBE_5S_ribosomal_RNA_complete_sequence
8 AMBS0024 1_Pseudomonas_sp._SPC-6_partial_165_rRMNA_gene_strain_SPC-6
AJOD0216.1_Shewanella_baltica_165_rRNA_gene
! 51 NR_116017.1_Bacillus_subtilis_strain_BCRC_10255_185_ribosomal_RMNA_partial_sequence
,— NR_118383.1_Bacillus_subtilis_strain_SBMP4_16S_ribosomal_RNA_partial_sequence

% NR_163653.1_Vibrio_fujianensis_strain_FJ201301_16S_ribosomal_RNA_partial_sequence
1 \—E‘—: NR_074540.1_Bacillus_cereus_ATCC_14578_165_nbosomal_RNA_(rmA)_partial_sequence
100

NR_112116.2_Bacillus_subtilis_strain_lAM_12118_165_ribosomal_RNA_complete_sequence

3570635_551_1492R
12 E NR_114582 1_Bacillus_cereus_ATCC_14579_165_ribosomal_RNA_partial_sequence
100 NR_027552 1_Bacillus_subtilis

strain_DSM_10_165_ribosomal_RMNA_partial_sequence

41{!3{: NR_113285 1_Bacillus_subtilis_strain_JCM_1485_1BS_ribosomal_RNA_partial_seguence
NR_112628.1_Bacillus

subtilis_strain_NBRC_13718_16S_ribosomal_RNA_partial_sequence

19 NR_118972.1_Bacillus_subtiis_strain_NCDO_1769_165_ribosomal_RNA_partial_sequence
ﬁE NR_116192.1_Bacillus_subtilis_strain_NRRL_NRS-744_165_ribosomal_RNA_partial_sequence
100

NR_116183.1_Bacillus_subtilis_strain_NRRL_B-4218_165_ribosomal_RNA_partial_sequence

Gambar 6. Pohon filogeni isolate bakteri SS1

Oleh sebab itu dapat dinyatakan bahwa SS1 teridentifikasi sebagai Baccilus subtilis
dengan klasifikasi sebagai berikut:

Kingdom: Bacteria

Philum: Firmicutes
Kelas: Bacilli
Ordo: Bacillales
Family: Bacillaceae
Genus: Bacillus
Spesies: B. subtilis

5. 2. Luaran yang Dicapai

Luaran penelitian yang telah dicapai adalah terdaftarnya Hak Kekayaan Intelektual,
dalam bentuk paten sederhana berupa media diperkaya bakteri simbion spons dengan nomor
SID2019106311. Selain itu telah dipublikasikan dalam jurnal Pesisir dan Laut Tropis, Volume
7 Nomor 3, Tahun 2019 (Jurnal Nasional). Selain itu telah dipresentasikan dalam seminar
Internasional, Indonesian Operations Research Association (IORA), 2019.
6. KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
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Media diperkaya yang digunakan untuk pertumbuhan dan isolasi bakteri simbion spons
menggunakan media yang mengandung 2% kaldu spons. Isolat bakteri simbion spons yangtelah
dikarakterisasi secara morfologi dan gen 16S-rRNA bakteri telah berhasil diamplifikasi adalah isolat
dengan kode SS1. Bedasarkan analisis hasil sekuens, SS1 memiliki kemiripan 100 % dengan Bacillus

subtilis.

6.2. Saran

Penelitian ini perlu dilanjutkan lewat analisis nutrisi yang dikandung oleh media
diperkaya yang dihasilkan agar dapat mengoptimalkan media diperkaya tersebut. Selain itu,
perlu analisis molekuler kembali bagi isolat bakteri yang menghasilkan hasil sekuens yang

kurang baik.
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Pesisir dan Laut Tropis, 7(3);190-195.

Lampiran 3. Seminar Internasional

PRESENTE

The 4th INTERNATIONAL CONFERENCE ON OPER:

Theme: 3 B

“Policies and Optimal Decisions on Energy and Env R

Which was Held at Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Sam Ratulangi' Umverslty- N anado
19-20 September 2019 4

n of Faculty of Mathematics and
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Lampiran 4. Dokumentasi Kegiatan
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