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ABSTRAK: White Syndrome (WS) merupakan salah satu jenis coral desease yang ditemukan di
ekosistem terumbu karang di Selat Sempu, Malang Selatan. Pada umumnya WS menginfeksi
karang massive, salah satunya adalah Porites sp. yang merupakan spesies karang terbanyak di
perairan ini. Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisa zona hambat/ inhibisi yang terbentuk
dari uji tantang bakteri endosimbion karang Porites sp. yang terinfeksi WS dengan bakteri
endosimbion karang sehat. Pengambilan sampel dilakukan secara purposive sampling. Pendekatan
mikrobiologi digunakan untuk mendapatkan kultur murni dari isolat bakteri. Kemudian, uji tantang
dilakukan dengan metode overlay menggunakan difusi cakram antara bakteri endosimbion yang
memiliki potensi antibakteri terhadap WS. Zona inhibisi akan terbentuk ketika bakteri dari karang
sehat memiliki antibody untuk melawan bakteri penyebab karang sakit. Pasangan bakteri yang
membentuk zona inhibisi terbesar berhasil identifikasi secara molekuler. Hasil BLAST isolat bakteri
endosimbion pada karang sehat merujuk pada bakteri Marinobacter vinifirmus yang mampu
menghambat isolat bakteri Altererhytrobacter sp. dengan zona inhibisi 6 mm.

Kata kunci: Porites sp; Selat Sempu; White Syndrome; zona inhibisi

Assessment of the Inhibition Zone Endosymbiont Bacterial of Porites sp. in the Sempu
Strait, South Malang

ABSTRACT: White Syndrome (WS) is one of the coral diseases found in the coral ecosystem in the
Sempu Strait, South Malang. Porites sp. was dominant species in these waters infected WS. This
study aims to analyze inhibition zones formed overlay of endosymbiont bacteria Porites sp. which
are infected by WS and healthy endosymbiont coral bacteria. Specimen was collected by purposive
sampling. The microbiological approach was used to obtain pure cultures from bacterial isolates.
Then, challenge is using the overlay method. The inhibition zone formed when bacteria from healthy
corals have antibodies to fight the bacteria that cause WS. The largest inhibition zone (6 mm)
succeeded in molecular identification. The results of BLAST endosymbiont bacteria on healthy corals
refers to Marinobacter vinifirmus, which is able to inhibit bacterial of Altererhytrobacter sp.

Keywaords: Inhibition zone; Porites sp.; Sempu Strait; White Syndrome
PENDAHULUAN

Coral desease, yang juga dikenal sebagai ‘penyakit karang’, menjadi salah satu aspek yang
mengancam terumbu karang dan menyebabkan kerusakan lingkungan. Penyakit karang dapat
menyebar dengan sangat cepat, menyebabkan kerusakan jaringan dan menyebar pada koloni
karang lainnya, menyebabkan kematian karang. Perubahan iklim yang merujuk pada peningkatan
suhu perairan secara global meningkatkan kerentanan terumbu karang (Tanjung et al., 2019).
Pamungkas et al. (2014) menemukan bahwa sekitar tiga puluh persen ekosistem terumbu karang
di dunia telah mengalami degradasi akibat penyakit karang selama tiga puluh tahun terakhir.

Munculnya penyakit karang diakibatkan oleh berbagai faktor, antara lain asosiasi
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mikroorganisme bakteri, virus, jamur, dan protozoa. Penyakit akibat asosiasi mikroorganisme ini
tidak hanya menyebabkan kerusakan jaringan karang, namun juga mampu mengakibatkan
perubahan yang signifikan pada ritme internal organisme dalam proses pertumbuhan, reproduksi,
keseimbangan struktur komunitas, kelimpahan organisme karang serta keanearagamannya di suatu
perairan (Wangpraseurt, 2012).

White Syndrome adalah salah satu penyakit karang yang ditemukan di ekosistem terumbu
Selat Sempu. Pada umumnya WS menginfeksi karang massive, salah satunya adalah Porites sp.
yang merupakan spesies karang yang paling banyak dijumpai di Perairan Malang Selatan. Menurut
Hasrul, (2016), pada dasarnya WS dapat menginfeksi karang branching maupun karang massive.
Ciri-ciri umum karang yang terinfeksi WS adalah munculnya bercak putih pada jaringan karang dan
dapat juga membentuk garis putih yang tebal dan tidak beraturan akibat hilangnya jaringan karang.
Lebih dari itu, hasil penelitian Raymundo et al., (2008) juga mengungkapkan bahwa jaringan karang
yang terinfeksi oleh penyakit ini memiliki ciri gradasi warna putih yang terbentuk secara melingkar.

Sempu merupakan Pulau di seberang daratan Kecamatan Sumbermanjing Wetan, Malang
bagian Selatan. Pulau ini dihubungkan oleh perairan Perairan Sendang Biru yang dikenal sebagai
Selat Sempu. Pulau Sempu memiliki status sebagai cagar alam, sehingga pemanfaatan pulau dan
sekitarnya perlu dikelola dengan baik (Hoek dan Bayoumi, 2017). Tingginya aktivitas wisata dan
penyebrangan ke pulau memungkinkan menjadi ancaman bagi ekosistem perairan (Handartoputra
et al., 2015). Bentuk Perairan Selat yang menghubungkan daratan kabupaten Malang dengan Pulau
Sempu, membuat transportasi penyebrangan menjadi aktivitas utama dan bagian dari kegiatan
wisata. Masyarakat setempat menyediakan jasa penyebrangan sebagai alternatif pencahariannya
terlebih pada saat tidak musim ikan.

Penelitian Luthfi et al., (2017), mengungkapkan bahwa, kesehatan ekosistem terumbu karang
di Perairan Sendang Biru mengalami degredasi berupa kerusakan. Menurunnya tutupan karang di
Perairan ini banyak dipengaruhi bahkan disebabkan oleh aktivitas manusia yang tidak ramah
lingkungan. Hasil sampling pendahuluan di Perairan Selat Sempu banyak ditemukan karang keras
jenis Porites sp. Jenis karang ini memiliki keunggulan dalam adaptasi terhadap lingkungan, yaitu
mampu bertahan pada lingkungan yang rentan, termasuk ancaman terinfeksi WS. WS dilaporkan
telah menginfeksi Porites sp. (Rahmi, 2013). Porites sp. merupakan karang yang banyak ditemukan
di perairan ini. Selain itu, telah dilaporkan WS juga telah menginfeksi Echinopora lamellosa di
perairan ini (Lutfi et al., 2020).

Analisis penyebab WS pada Porites sp. merupakan tahapan yang harus dipenuhi untuk
menentukan kajian penanggulangan penyakit ini. Untuk itu, diperlukan suatu pendekatan yang tepat
secara mikrobiologi dan molekuler yang dapat menggambarkan dan menilai karakter bakteri
endosimbion sebagai penyebab WS dengan melakukan mengkultur bakteri hingga mencapai pure
culture, regenerasi bakteri dengan peremajaan, Gram staining, uji tantang dan assessment terhadap
zona inhibisi yang terbentuk.

Karakterisasi bakteri endosimbion pada karang sehat dan karang terinfeksi WS melalui uji
tantang dan menganalisis zona inhibisi yang terbentuk untuk mengetahui interaksi antar bakteri
(Huda et al., 2018). Assesment pembentukan zona hambat/ inhibisi menjadi tahapan awal dalam
pengujian antibakteri skala lapangan sebagai upaya perbaikan kerusakan ekosistem karang yang
diakibatkan oleh coral desease.

MATERI DAN METODE

Sampel dikoleksi menggacu pada metode secara purposive sampling. Sarana dan prasarana
dalam pengambilan sampel antara lain GPS, alat selam dasar, tatah, palu dan coolbox. Identifikasi
karang menggunakan referensi dari Coral Finder dan identifikasi penyakit karang menggunakan 1D
Cards of Coral Diseases.

Selanjutnya alat yang digunakan dalam pendekatan mikrobiologi adalah petri disk, tabung
reaksi, jarum ose dan Bunsen, sedangkan alat yang digunakan dalam pendekatan molekuler 16S
rRNA meliputi perangkat isolasi, PCR, elektroforesis dan pengolahan data sekuensing dengan
bioinformatic (Noer, 2021; Akihary dan Kolondam, 2020).

Assesment Zona Inhibisi Bakteri Endosimbion Porites sp. (M. Handayani et al.)



46374

Journal of Marine Research Vol 13, No. 4 November 2024, pp. 635-642

Material utama yang dibutuhkan dalam penelitian ini antara lain sampel karang sakit WS dan
karang sehat, air laut steril, alkohol, kertas cakram dan agar Zobell. Pembuatan media Zobell
merujuk dari Usman (2015), dengan komposisi terdiri dari 0,5 gr Yeast Extract, 15 gr bubuk agar 2,5
gr Pepton dan 1000 ml air laut steril. Yeast, agar dan pepton dilarutkan dalam air laut steril.

Tahapan pengkoleksian sampel dimulai dengan survey pendahuluan untuk penentuan
stasiun. Sampling Porites sp. yang terinfeksi WS dan Porites sp. yang sehat dilakukan dengan skin
dive di kedalaman 3 — 8 meters. Sampel di keruk (scraping) menggunakan tatah dan palu, kemudian
di preservasi dalam plastik ziplock pada suhu dingin yang terkontrol hingga siap dilakukan pengujian
laboratorium. Isolasi sampel dilakukan hingga pengenceran 103. Isolasi pada dua jenis sampel
dilakukan menggunakan metode sebar (spread plate) dan diinkubasi hingga 7 hari pada suhu
terkontrol 26°C. Selanjutnya pemisahan isolat dan pemurnian dilakukan dengan metode gores (Putri
et al., 2018). Gram staining atau pewarnaan Gram dilakukan pada isolat yang telah murni untuk
mengetahui karakter dasar bakteri endosimbion (Peter et al., 2018).

Pengujian daya hambat bakteri dilakukan setelah penyetaraan konsentrasi/ kepadatan bakteri
yang akan diujikan. Pengecekan dilakukan menggunakan spektrofotometri dengan panjang
gelombang 600 nm.

Rancang percobaan didesain merujuk pada Rancang Acak Lengkap (Susilawati, 2015),
dengan 3 isolat bakteri dominan pada sampel yang sakit, dan 3 isolat bakteri dominan pada sampel
yang sehat. Uji daya hambat menggunakan metode difusi kertas cakram. Pengujian dilengkapi
dengan kontrol positif dari jenis antibiotik turunan ampicilin dan kontrol negatif berupa air laut steril.
Aktivitas uji daya hambat dilakukan selama 1 x 24 jam, 2 x 24 jam dan 3 x 24 jam, kemudian
dilakukan assessment zona inhibisi yang terbentuk di sekitaran kertas cakram. Pengujian dilakukan
dalam dua kali pengulangan (duplo). Diameter zona hambat yang terbentuk merupakan rata-rata
dua kali pengulangan pada masing-masing periode uji.

Pasangan isolat dari Porites yang sehat dan sampel dari porites yang terinfeksi WS dengan
zona inhibisi terbesar diasumsikan sebagai pasangan sampel yang memiliki aktivitas hambat paling
optimal. Pasangan sampel ini ditindaklanjut dengan analisa secara molecular untuk mengetahui
karakternya secara presisi. PCR dilakukan menggunakan primer 16S rRNA.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengambilan sampel di Perairan Selat Sempu, tepatnya di site Teluk Semut (8° 26’ 22.3° LS
dan 112° 40’ 55.8” BT) berdasarkan pertimbangan wilayah ini merupakan tempat penyebrangan
menuju Pulau Sempu; didominasi oleh karang massive Porites sp. dan prevalensi penyakit karang
yang terjangkit WS mencapai 55,2 % atau 16 koloni dari 29 koloni karang. Sampel berupa Porites
sp. yang terinfeksi WS di Perairan Selat Sempu (Gambar 1)

Gambar 1. Koloni karang Porites sp. terinfeksi WS
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Pengamatan morfologi koloni bakteri menurut Varghese dan Joy (2014),berdasarkan ukuran,
bentuk, elevasi, serta warna dari isolat bakteri yang tumbuh pada media agar Zobell 2216E. Isolat
murni dengan pengenceran 102 dipilih berdasarkan dominasinya (Tabel 1).

Kultur isolat bakteri diinkubasi selama 3 x 24 jam dan diasumsikan sebagai masa pertumbuhan
dari bakteri. Pengukuran absorbansi ini dilakukan untuk penyetaraan konsentrasi pada isolat yang
akan diuji tantang. Menurut Seniati, et al., (2019), pengukuran absorbansi pada umumnya dilakukan
menggunakan spektrofotometer dengan rentang panjang gelombang 600 nm memanfaatkan
gelombang cahaya tampak untuk mengukur mikroorganisme dalam larutan. Panjang gelombang
600 nm merupakan Panjang gelombang dengan tingkat ketelitian yang tinggi, dengan kekeliruan
relatif sebesar 1% - 3%.Rumus menghitung populasi bakteri menggunakan SNI-01-2332-2006. Hasil
pengukuran absorbansi (Tabel 2.)

Karakterisasi bakteri dilakukan untuk mengetahui morfologi bakteri dengan perlakuan
pewarnaan atau pengecatan pada Gram bakteri (Peter et al., 2018). Pewarnaan adalah yang paling
penting pewarnaan dalam mikrobiologi dan merupakan langkah pertama dalam membedakan
bakteri. Bakteri Gram positif akan memvisualisasikan warna ungu dan bakteri Gram negatif akan
memvisualisasikan warna merah (Paray et al., 2023). Pewarnaan Gram tersaji pada Tabel 3.

Proses uji aktivitas antipatogen ini dilakukan untuk mengetahui nilai rata-rata daya hambat
isolat bakteri karang yang terinfkesi WS terhadap bakteri endosimbion karang yang sehat. Hasil
pengamatan uji daya hambat selama 1 x 24 jam, 2 x 24 jam dan 3 x 24 jam tersaji pada Tabel 4.

Identifikasi molekuler bakteri dilakukan untuk mengetahui spesies bakteri endosimbion pada
karang Porites sp. penyebab WS dan karang sehat. Sampel karang yang diambil untuk uji molekuler
yaitu sampel karang sehat H-1 dan sampel karang sakit D-c karena memiliki zona inhibisi terbesar
di antara sampel lainnya. Amplifikasi DNA memiliki suatu metode untuk mengetahui identitas dari
sampel yang diuji, yaitu menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Proses ini
menggunakan Primer 16S rRNA untuk menunjukan hasil positif dari sampel dengan terbentuknya
DNA dari bakteri isolat dengan panjang basa nuktida >1000 bp.

Tabel 1. Pengamatan Morfologi bakteri endosimbion

Sampel Ukuran Bentuk Elevasi Margin
H-1 Moserate Irregular Raised Lobate
H-2 Small Irregular Raised Entire
H-3 Large Irregular Raised Lobate
D-a Large Irregular Raised Entire
D-b Small Irregular Raised Entire
D-c Pinpoint Circular Raised Entire

Keterangan: H = Health (bakteri endosimbion pada sampel karang sehat); D = Disease (bakteri
endosimbion pada sampel karang terinfeksi WS)

Tabel 2. Nilai absorbansi

Sampel Nilai rata-rata absorbansi density
dengan panjang gelombang 600 nm
H1 0.670
H2 0.221
H3 0.457
D-a 0.552
D-b 0.501
D-c 0.550

Keterangan: H = Isolat bakteri endosimbion pada sampel karang sehat; D = Isolat bakteri
endosimbion pada sampel karang terinfeksi WS

Assesment Zona Inhibisi Bakteri Endosimbion Porites sp. (M. Handayani et al.)
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Tabel 3. Gram staining sampel bakteri endosimbion

Bentuk sel

Sampel Gram Bakteri
H-1 Positif
H-2 Positif
H-3 Positif
D-a Positif
D-b Positif
D-c Positif

Bentuk & warna

Kokkus (Stafilokokkus)
ungu

Basil
ungu

Basil
ungu

Kokkus (tunggal)
ungu

Kokkus (Stafilokokkus)
ungu

Basil
ungu

Gambar 2. Elektroforesis sampel teramplifikasi PCR
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Tabel 4. Pengukuran daya hambat (dalam milimeter)

S | 1 x24 Jam 2 x24 Jam 3 x 24 Jam a
ampe 1 2 X 1 2 X 1 2 X a u
H1 9 9 9 9 10 95 10 13 115 2
H2 8 9 8.5 8 8 8 5 5 5 -3
D-a H3 9 9 9 9 9 9 15 14 145 45
K+ 15 18 165 14 15 145 5 15 10 -
K- 5 5 5 5 5 5 5 5 5 -
H1 9 7 8 8 6 7 5 5 5 -3
H2 9 7 8 9 6 75 5 5 5 -2.5
D-b H3 9 8 8.5 9 7 8 5 5 5 -3.5
K+ 12 11 115 12 13 125 15 20 175 -
K- 5 5 5 5 5 5 5 5 5 -
H1 11 7 9 11 8 95 16 14 15 6
H2 10 7 8.5 9 6 75 5 5 5 -3.5
D-c H3 10 8 9 10 9 95 13 15 14 5
K+ 13 12 125 13 12 125 14 14 14 -
K- 5 5 5 5 5 5 5 5 5 -
Tabel 5. Tabel Hasil Data BLAST
Kode bp Bakteri QC Ident
H1 460 bp Marinobacter vinifirmus 100% 96%
D-c 245 bp Altererythrobacter sp. 45% 100%

Visualisasi sampel uji dilakukan melalui proses elektroforesis akan ditampilkan pada berupa
gambar yang terdapat pita atau band. Hasil elektroforesis yang didapat pada sampel H 1 (3),
sedangkan pada sampel D-c (4) dapat dilihat pada Gambar 2.Hasil penelusuran informasi DNA
melalui proses BLAST pada situs gene bank NCBI sampel H 1 dan D-c dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. H 1 terbaca sepanjang hanya 460 bp dari panjang nukleotida sekitar 1400 bp, memiliki
kekerabatan terdekat dengan bakteri Marinobacter vinifirmus (gi|1050996399|LT600519.1) dengan
nilai ident sebesar 96%. Menurut Liebgott et al., (2006) bakteri Marinobacter vinifirmus merupakan
bakteri aerobik yang termasuk dalam genus Gammaproteobacteria. Bakteri ini hidup pada
lingkungan hypersaline (perairan dengan kadar garam tinggi) dan dapat berasosiasi dengan
organisme perairan salah satunya seperti karang dan ikan. Bakteri ini dapat hidup pada suhu 35°C
dengan kadar pH 6 - 5.

Sampel D-c dengan terbaca sepanjang nukleotida 245 bp, memiliki homologi atau kesamaan
yang dekat dengan bakteri Altererythrobacter sp. (gi|586831253|KF914712.1) dengan nilai ident
sebesar 100% dan query coverage sebesar 45%. Menurut Li, Z.Y. et al., (2016), bakteri
Altererythrobacter sp. merupakan bakteri laut yang bersifat aerobik kuat dan termasuk dalam
keluarga Erythrobacteraceae. Bakteri ini mengandung beberapa Bacteriochlorophylls (BChls)
sebagai pigmen karena beradaptasi dengan lingkungan yang memiliki nutrisi yang rendah. Bakteri
ini dapat ditemukan beradaptasi dengan lingkungan laut seperti sedimen, karang, ikan, dan
organisme laut lainnya. Bakteri ini merupakan bakteri patogen yang dapat bersimbiosis secara
berkala pada lingkungan laut yang memiliki nutrisi rendah dan kadar minyak yang cukup tinggi
(Maeda et al., 2018).

KESIMPULAN

Ditemukan empat isolat bakteri endosimbion dari sampel karang Porites sehat memiliki potensi
anti bakteri, isolat H1 memiliki potensi anti bakteri terbesar terhadap isolat sampel terinfeksi WS D-

Assesment Zona Inhibisi Bakteri Endosimbion Porites sp. (M. Handayani et al.)
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¢ dengan nilai inhibisi 6 mm. Hasil analisis BLAST isolat bakteri H 1 merujuk pada bakteri
Marinobacter vinifirmus. Sedangkan isolat bakteri D-c merujuk pada bekteri Altererhytrobacter sp.
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