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ABSTRACT 

IDENTIFICATION OF MANGROVE Avicennia sp. ENDOPHYTIC 

FUNGUS FROM LAMPUNG WATERS THAT HAVE ANTIBACTERIAL 

ACTIVITY AGAINST PATHOGEN BACTERIA Aeromonas hydrophila 

(Chester, 1901) 

 

BY 

MUHAMMAD BAGUS MICHAEL NURSYAHID 

 

Aeromonas hydrophila is a pathogen that can cause mass death in various types of 

freshwater fish such as catfish, cyprinidae, cichlidae, rainbow trout, salmonidae, 

frogs, snails, and shrimp. The disease occur in a short time, which is around 1-2 

weeks. Due to the harmful effects caused by infection from A. hydrophila bac-

teria, the research in antibacterial compounds from mangrove endosymbiont 

microbes can be a solution because these microbes can produce secondary meta-

bolites as antibacterial compounds. The purpose of this study was to obtain iso-

lates of endophytic fungi from the roots of the mangrove Avicennia sp. which had 

inhibitory activity against A. hydrophila bacteria. The endophytic fungi samples 

were derived from the roots of Avicennia alba and then isolated on malt extract 

agar media. The selected fungi then scaled up for extraction using the maceration 

method with semi polar ethyl acetate solvent. The fungi extract were used to test 

the inhibitory zone using the Kirby-Bauer method. The results obtained 5 fungal 

isolates that had inhibitory activity against Aeromonas hydrophila bacteria, which 

consisted of isolates WB-A02, WB-A05, WB-A06, PJ-A01 and PJ-A02. Isolate 

WB-A05 had the biggest inhibitory zone against A. hydrophila. The molecular 

identification showed that the isolate WB-A05 had similarity 96,59% to 

Tritirachium oryzae strain NTOU 4172. 

 

Keywords : Avicennia sp., A. hydrophila, endophytic fungi, identification. 

 



 

 

 

ABSTRAK 

IDENTIFIKASI ISOLAT JAMUR ENDOFIT AKAR MANGROVE 

Avicennia sp. DARI PERAIRAN LAMPUNG YANG MEMILIKI  

AKTIVITAS ANTIBAKTERI TERHADAP BAKTERI PATOGEN 

Aeromonas hydrophila (Chester, 1901) 

 

Oleh 

Muhammad Bagus Michael Nursyahid 

Aeromonas hydrophila merupakan bakteri patogen yang dapat menyebabkan 

kematian massal pada berbagai jenis ikan air tawar seperti lele, cyprinidae, cichli-

dae, rainbow trout, salmonidae, katak, siput, dan udang. Penyakit ini terjadi dalam 

waktu singkat, yaitu sekitar 1-2 minggu. Efek merugikan yang ditimbulkan oleh 

infeksi bakteri A. hydrophila membuat penelitian senyawa antibakteri dari mik-

roba endosimbion mangrove dapat menjadi solusi karena mikroba tersebut dapat 

menghasilkan metabolit sekunder sebagai senyawa antibakteri. Tujuan dari pene-

litian ini adalah untuk mendapatkan isolat fungi endofit dari akar mangrove Avi-

cennia sp. yang memiliki aktivitas penghambatan terhadap bakteri A. hydro-phila. 

Sampel jamur endofit berasal dari akar Avicennia alba kemudian diisolasi pada 

media Malt Extract Agar. Isolat terpilih kemudian diperbanyak untuk ekstraksi 

menggunakan metode maserasi dengan pelarut etil asetat semi polar. Ekstrak 

jamur digunakan untuk menguji zona hambat menggunakan metode Kirby-Bauer. 

Hasil penelitian diperoleh 5 isolat jamur yang memiliki aktivitas pengham-batan 

terhadap bakteri Aeromonas hydrophila, yang terdiri dari isolat WB-A02, WB-

A05, WB-A06, PJ-A01 dan PJ-A02. Isolat WB-A05 memiliki zona hambat ter-

besar terhadap A. hydrophila. Identifikasi molekuler menunjukkan bahwa isolat 

WB-A05 memiliki kemiripan sekitar 96,59% dengan Tritirachium oryzae strain 

NTOU 4172. 

 

Kata kunci : Avicennia sp., Aeromonas hydrophila, jamur endofit, identifikasi. 
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I. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang  

Mangrove merupakan kelompok tumbuhan yang sangat dipengaruhi salinitas air 

laut. Mangrove dapat bertahan hidup dengan salinitas yang tinggi karena dileng-

kapi berbagai macam organ khusus untuk menyesuaikan diri dengan salinitas ling-

kungannya. Di dalam tubuh mangrove hidup berbagai mikroorganisme yang ber-

asosiasi sehingga menunjang kemampuannya untuk bertahan hidup. Mikroorga-

nisme tersebut antara lain bakteri, kapang, dan fungi yang biasa hidup sebagai 

endosimbion. Endosimbion mangrove dapat menghasilkan senyawa antibakteri 

dalam bentuk metabolit sekunder sehingga pohon mangrove dapat bertahan dari 

serangan bakteri, jamur dan hama (Taechowisan et al., 2005). 

Bakteri Aeromonas hydrophila merupakan salah satu bakteri yang sangat umum 

dijumpai dalam suatu ekosistem perairan sebagai mikroflora normal. Bakteri A. 

hydrophila akan sangat mematikan ketika populasinya berlebihan karena dapat 

menimbulkan wabah penyakit ikan. Menurut Noga (2000), bakteri A. hydrophila 

dapat menginfeksi banyak jenis ikan air tawar seperti catfish, cyprinidae, cich-

lidae, rainbow trout, salmonidae, katak, siput, dan udang air dengan tingkat ke-

matian berkisar 80-100 %.  Wabah penyakit tersebut terjadi dalam waktu yang 

singkat yaitu berkisar 1-2 minggu (Lukistyowati dan Kurniasih, 2011). Bakteri ini 

memproduksi toksin berupa cytotoxin, protease, s-layers, dan aerolysin sehingga 

menyebabkan tingkat kematian yang tinggi (Kusdawarti et al., 2019). 

Oleh karena tingginya tingkat kematian yang disebabkan oleh bakteri Aeromonas 

hydrophila, pencarian senyawa antibakteri dari mangrove dapat menjadi suatu 

solusi karena mangrove diketahui mempunyai senyawa aktif antibakteri yang 

dihasilkan dari mikroba endosimbion (Ramadan et al., 2018). Mikroba 
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endosimbion seperti jamur endofit dapat diuji lebih lanjut terhadap bakteri pato-

gen A. hydrophila dengan melakukan uji antagonis. Dari uji antagonis dapat di-

ketahui seberapa potensial jamur endofit dalam menghambat pertumbuhan bakteri 

A. hydrophila berdasarkan diameter zona hambat yang dihasilkan. Semakin luas 

zona hambat maka semakin potensial dalam menghambat bakteri penyebab in-

feksi yaitu A. hydrophila. 

1.2 Tujuan Penelitian  

Adapun tujuan dari penelitan ini yaitu ;  

1. Skrining jamur endofit mangrove Avicennia sp. yang memiliki aktivitas 

antibakteri terhadap bakteri patogen A. hydrophila 

2. Memperoleh besaran kemampuan daya hambat isolat jamur potensial 

terhadap bakteri A. hydrophila 

3. Identifikasi molekuler isolat jamur endofit mangrove yang memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap bakteri patogen A. hydrophila. 

1.3 Manfaat Penelitian  

Manfaat penelitian yaitu memberikan informasi berupa identifikasi spesies dari 

isolat jamur endofit mangrove Avicennia sp. yang memiliki bioaktivitas terhadap 

bakteri patogen Aeromonas hydrophila. 

1.4 Kerangka Pikir  

Bakteri patogen Aeromonas hydrophila dapat menyerang ikan dan menimbulkan 

kerugian yang besar karena bakteri tersebut dapat mematikan populasi ikan budi 

daya secara massal dengan tingkat mortality rate berkisar 80-100 %. Pencegahan 

infeksi A. hydrophila sebenarnya sudah banyak dilakukan oleh para pembudi daya 

ikan dengan pemberian antibiotik komersil yang mudah dijangkau, namun hal ter-

sebut mengakibatkan dampak negatif, yaitu menjadikan bakteri A. hydrophila dan 

bakteri-bakteri di lingkungan menjadi resisten terhadap antibiotik. Dalam hal ini 

dibutuhkan penggunaan  antibakteri lain yang bersifat  alami, efektif untuk mem-

bunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri,  ramah  lingkungan  dan  mudah  

terurai di perairan.  
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Salah satu sumber untuk mendapat antibakteri alami yang memiliki kriteria seperti 

alami, efektif dan mudah terurai di perairan yaitu mangrove. Mangrove sangat 

potensial untuk diteliti karena memiliki metabolit sekunder yang kaya akan bio-

aktivitas. Namun demikian, mengandalkan penggunaan mangrove sebagai kan-

didat pembuatan produk antibakteri dalam jangka panjang dapat menghabiskan 

populasi mangrove karena pembuatan antibakteri dari mangrove membutuhkan 

ekstrak simplisia kering dalam jumlah yang sangat banyak sehingga dapat menim-

bulkan masalah pada ketersediaan lahan mangrove sebagai daerah konservasi 

yang wajib dilindungi. 

Telah ditelitinya aktivitas mikroba endosimbion mangrove memberi gambaran 

bahwa mikroba endosimbion mangrove memiliki karakterisitik bioaktif yang 

sama dengan mangrove sehingga pembuatan antibakteri alami dapat dilakukan 

dengan menggunakan senyawa aktif mikroba endosimbion mangrove. Hal ter-

sebut mendorong penelitian-penelitian mengenai bioaktivitas mikroba endosim-

bion mangrove semakin banyak dilakukan. Walaupun demikian, topik penelitian 

mengenai bioaktivitas jamur endosimbion mangrove terhadap bakteri patogen A. 

hydrophila belum banyak diteliti sebelumnya. Oleh karena itu, penelitian meng-

enai uji bioaktivitas dan identifikasi molekuler jamur endofit mangrove dapat 

menjadi solusi dalam pencarian kandidat sumber antibakteri A. hydrophila ter-

baru.  

Isolasi jamur endofit mangrove adalah langkah pertama untuk mendapatkan isolat 

jamur endofit mangrove yang dapat diuji terhadap bakteri patogen Aeromonas 

hydrophila. Dalam proses isolasi akan didapatkan banyak jamur endofit dengan 

berbagai macam perbedaan morfologi. Jamur yang berbeda-beda tersebut dapat 

diinventarisasi untuk diuji antagonis terhadap A. hydrophila. Bioaktivitas yang di-

hasilkan jamur endofit tersebut juga dapat berbeda-beda sehingga dapat diketahui 

jamur endofit yang memiliki bioaktivitas yang paling tinggi. Jamur yang telah di-

isolasi kemudian dapat diuji antagonis dengan bakteri patogen A. hydrophila un-

tuk menentukan isolat yang memiliki aktivitas antibakteri atau tidak memiliki 

aktivitas sama sekali. Isolat yang telah terbukti memiliki aktivitas dalam uji an-

tagonisme kemudian dapat di-scale up atau perbanyakan dalam media yang  
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lebih besar untuk dilakukan proses ekstraksi. Proses ekstraksi berguna untuk men-

dapatkan ekstrak senyawa aktif atau metabolit sekunder yang dihasilkan jamur da-

lam menghambat bakteri patogen. Ekstrak jamur kemudian digunakan dalam uji 

ekstrak menggunakan metode kertas cakram untuk menentukan apakah jamur me-

miliki aktivitas yang sama setelah diekstrak sehingga dapat menunjukkan jamur 

manakah yang memiliki aktivitas paling besar. Jamur yang memiliki aktivitas pa-

ling besar baik pada uji antagonis dan uji ekstrak kemudian diidentifikasi secara 

molekuler untuk mengetahui jenis spesiesnya. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Klasifikasi Mangrove  

Klasifikasi Avicennia sp. menurut Cronquist  (1981) adalah sebagai berikut : 

Kingdom : Plantae  

Divisio  : Magnoliophyta  

Class  : Magnoliopsida  

Sub Class : Asteridae  

Order  : Lamiales  

Family  : Acanthaceae  

Genus  : Avicennia  

Species : Avicennia sp. 

2.2 Karakteristik Biologi dan Habitat Mangrove  

Mangrove hidup di sepanjang tepi pantai yang terpengaruh pasang tertinggi hing-

ga surut terendah atau dapat dikatakan mangrove dapat hidup bebas dari genang-

an air laut hingga terendam air laut. Daerah pantai yang mengalami dinamika pa-

sang surut yang sesuai dengan kriteria habitat mangrove antara lain muara su-

ngai, pantai yang terlindung, dan laguna. Habitat mangrove merupakan tempat 

yang bersalinitas sehingga tumbuhan mangrove memiliki toleransi yang tinggi 

terhadap salinitas air laut (Kusmana et al., 2003). 

Komunitas tumbuhan mangrove dapat menghasilkan biji yang bentuk bunganya 

mencolok. Biji mangrove umumnya lebih besar dibandingkan dengan biji tum-

buhan lain dan dapat mengalami perkecambahan saat biji masih berada di induk-

nya. Pada saat biji jatuh biasanya akan terapung di lautan dan menunggu substrat 

yang tepat untuk dapat tumbuh. Lamanya periode biji mangrove dapat terapung 
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bergantung pada jenisnya. Ada beberapa spesies yang bijinya dapat bertahan 

terapung hingga satu tahun (Noor et al., 1999). 

Menurut Chapman (1977) Sebagian besar mangrove tumbuh optimal pada sub-

strat berlumpur seperti di daerah akumulasi endapan lumpur Salah satu contohnya 

yaitu substrat berlumpur di Indonesia yang sangat baik untuk tegakkan Rhizopora 

mucronata dan Avicennia  marina. Jenis mangrove Avicennia menjadi salah satu 

yang memiliki kemampuan toleransi salinitas yang luas dibandingkan dengan 

genus lainnya. Avicennia marina dapat tumbuh pada salinitas mulai dari mende-

kati tawar hingga 30 ‰. Pada salinitas sangat tinggi atau ekstrim, pohon mang-

rove Avicennia marina tumbuh kerdil dan kemampuan reproduksi berupa meng-

hasilkan buah menjadi hilang (Macnae, 1966). 

Tempat tumbuhnya mangrove terbagi menjadi 4 zona, yaitu zona Avicennia, zona 

Rhizopora, zona Bruguiera, dan zona nipah. Zona Avicennia merupakan zona 

yang terletak di luar hutan bakau, substratnya berlumpur, bertekstur lunak, dan 

mengandung sedikit humus (Badrudin,  1993). Daerah yang paling menjorok ke 

laut didominasi oleh hutan mangrove jenis Avicennia spp. yang memiliki tipe akar 

nafas.  

Pemanfaatan berbagai jenis tumbuhan mangrove (terutama jenis pohon dari marga 

Rhizophora, Bruguiera, Avicennia dan Sonneratia) secara tradisional oleh masya-

rakat pesisir di Indonesia telah lama berlangsung sejak beberapa abad yang lalu. 

Pemanfaatan secara tradisional dari berbagai jenis tumbuhan mangrove tersebut 

merupakan pemanfaatan tingkat awal dari sumber daya mangrove berdasarkan pe-

ngetahuan lokal masyarakat yang sampai saat ini tidak terdokumentasikan secara 

baik. Khusus untuk jenis mangrove api-api atau Avicennia sp., masyarakat pesisir 

di Indonesia sudah sejak lama memanfaatkannya secara tradisional untuk meme-

nuhi kebutuhan seperti obat-obatan, kayu bakar, konstruksi bangunan rumah, dan 

pakan ternak (Kusmana et al., 2009). 

Spesies mangrove yang digunakan dalam penelitian ini adalah jenis mangrove 

Avicennia sp. yang berasal di Pulau Pasaran dan Pantai Pagar Jaya. Bagian mang-

rove yang diambil untuk diteliti adalah bagian akar. Mangrove Avicennia sp. 
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dipilih sebagai mangrove yang diambil sampelnya karena di Pulau Pasaran dan 

Pantai Pagar Jaya mangrove tersebut paling banyak ditemui dan memiliki ve-

getasi yang lebih banyak dibandingkan dengan mangrove jenis lainnya.   

2.3 Mikroba Endosimbion Mangrove  

Mikroba endofit merupakan mikroba yang hidup di dalam jaringan tumbuhan. 

Mikroba endofit mampu membentuk koloni dalam jaringan tumbuhan tanpa mem-

berikan efek negatif pada inangnya. Penelitian yang dilakukan oleh Xiang (2007) 

membuktikan bahwa dalam satu tumbuhan dapat diisolasi lebih dari satu, bahkan 

puluhan jenis mikroba endofit. Masing-masing mikroba mempunyai potensi untuk 

memproduksi satu atau lebih senyawa bioaktif. 

Organisme endofitik memiliki potensi yang sangat besar untuk dieksplorasi dan 

menghasilkan produk alami baru yang bermanfaat di bidang kedokteran, pertani-

an, dan industri. Sebagai gambaran, terdapat sekitar 300 ribu spesies tumbuhan 

tingkat tinggi di alam yang tersebar di bumi, masing-masing individu tum-buhan 

tersebut merupakan inang dari satu atau lebih mikroba endofit (Strobel et al., 

2004). Tumbuhan tingkat tinggi dapat mengandung beberapa mikroba, salah 

satunya yaitu jamur endofit. Mikroorganisme endofit di dalam bagian tanaman 

dapat terdiri dari bermacam mikroorganisme, salah satunya yang paling banyak 

diisolasi yaitu kapang. Penelitian dan eksploitasi kapang dapat bermanfaat untuk 

mengetahui potensi serta manfaat kapang bagi manusia (Ilyas, 2007). 

Eksplorasi tentang isolasi jamur endofit dari tumbuhan akan bermanfaat untuk 

mencari jenis-jenis jamur endofit yang memiliki kemampuan spesifik dan unik. 

Berbagai jenis tumbuhan seperti tumbuhan tingkat tinggi yang banyak ditemui di 

darat ataupun di pantai dapat berpotensi sebagai sumber isolat jamur endofit. Ja-

mur endofit dapat diisolasi dari jaringan akar, batang, dan daun (Noverita et al., 

2009). Jamur endofit dapat diisolasi dari bagian organ tumbuhan yang masih segar 

dan telah  disterilkan permukaan (Agusta, 2009). 

2.4 Potensi Senyawa Antibakteri  

Mangrove merupakan tanaman yang hidup di tepi laut dan memiliki manfaat eko-

logi. Manfaat mangrove bagi ekologi yaitu sebagai tempat bernaung organisme 
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yang berasosiasi baik itu orgnaisme yang bersimbiosis mutualisme ataupun ko-

mensalisme (Purnobasuki, 2004). Salah satu organisme yang bersimbiosis dengan 

tumbuhan mangrove adalah fungi endofit. Fungi tersebut hidup didalam jaringan 

tubuh mangrove yang berperan sebagai agen antibakteri alami. Dengan demikian 

bagian-bagian tubuh mangrove telah diketahui banyak mengandung antibakteri 

karena organisme endosimbion yang dapat mensintesis senyawa bioaktif 

(Prihanto, 2012). 

Tumbuhan mangrove mengandung senyawa bioaktif seperti flavonoid, steroid, 

fenol hidrokuinon, dan tanin yang aktif sebagai bahan antimikroba. Menurut 

Naiborhu (2002) tumbuhan mangrove yakni berupa ekstrak kelopak dan buah dari 

Sonneratia caseolaris mampu membunuh dan menghambat pertumbuhan bakteri 

Vibrio harveyi. Menurut Bachtiar (2010) menyatakan bahwa hasil identifikasi 

senyawa metabolit sekunder dari tumbuhan mangrove jenis Rhizophora dan 

Avicennia yang ada di Kabupaten Ciamis mengandung senyawa flavonoid dan 

saponin. 

Menurut Susilawati et al. (1992), pemanfaatan mikroba endofitik dalam mempro-

duksi senyawa aktif memiliki beberapa kelebihan antara lain; lebih cepat meng-

hasilkan dengan mutu yang seragam, dapat diproduksi dengan skala yang besar, 

kemungkinan diperoleh komponen bioaktif baru dengan memberikan kondisi ber-

beda. Beberapa tahun terakhir ini, penggalian sumber daya mikroba yang terdapat 

di dalam jaringan tumbuhan (mikroba endofitik) mulai banyak mendapat perhati-

an. Mikroba tersebut mulai dipelajari untuk berbagai tujuan, ka-rena mikroba en-

dofitik yang berasal dari tumbuhan tersebut masih banyak yang belum diketahui 

karakter dan potensinya, khususnya di Indonesia (Clay, 1988; Melliawati et al., 

2006).  

Bakteri atau fungi dapat menghasilkan senyawa metabolit yang dapat berfungsi 

sebagai antibiotik (antifungi/antibakteri), antivirus, antikanker, anti-diabetes, an-

timalaria, antioksidan, antiimmunosupresif (Strobel dan Daisy, 2003), anti serang-

ga (Azevedo et al., 2000), zat pengatur pertumbuhan (Tan dan Zou, 2001) dan 

penghasil enzim-enzim hidrolitik seperti amilase, selulase, xilanase, ligninase 

(Choi et al., 2005), dan kitinase (Zinniel et al., 2002). 
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2.5 Bakteri Patogen Aeromonas hydrophila  

Aeromonas hydrophila merupakan bakteri patogen yang terkenal menyebabkan 

kematian massal dalam budi daya perikanan. Bakteri A. hydrophila dikategorikan 

sebagai bakteri Gram negatif yang dapat menyerang ikan air tawar seperti ikan 

lele dengan menyebabkan penyakit motile aeromonas septiemia (MAS) (Sarkar 

dan Rashid, 2012). Penyakit tersebut menyerang beberapa organ dalam seperti 

hati, limpa, dan ginjal. Berdasarkan penelitian Laith dan Najiah (2013), bahwa 

73,3% dari strain bakteri yang diisolasi dari ikan lele yang sakit adalah Aeromo-

nas hydrophila, sehingga dapat disimpulkan bahwa serangan bakteri ini yang 

paling umum menyebabkan penyakit dalam budi daya ikan lele. 

Bakteri patogen Aeromonas hydrophila juga bersifat patogen oportunistik pada 

penyakit hemoragic septicemia atau disebut dengan penyakit bercak merah pada 

ikan berkondisi stress (Yogananth et al., 2009). Bakteri ini diketahui sering kali 

menjadi penyebab infeksi sekunder (Richards dan Roberts, 1978; Tonguthai, 

1985; Roberts et al., 1993; Thune et al., 1993). Kemampuan A. hydrophila dalam 

menimbulkan penyakit diketahui cukup tinggi dengan tingkat patogenisitas yang 

ditunjukkan dari LD50 cukup bervariasi, yaitu berkisar antara 104-106 sel/ml 

(Sarono et al., 1993). Kematian yang disebabkan bakteri tersebut berlangsung 

cukup singkat dengan mortality rate sebesar 80-100% (Lukistyowati dan Kur-

niasih, 2011). 

Bakteri Aeromonas sp. terdapat di mana-mana, seperti di tanah, di perairan tawar, 

di air PAM, dan juga merupakan bakteri flora normal di ikan (Thune et al., 1993). 

Bakteri Aeromonas hydophila paling banyak ditemukan di perairan yang mengan-

dung bahan organik tinggi. Di samping itu, bakteri ini dapat tumbuh pada suhu 4-

45ºC, meskipun tumbuh lambat dan pertumbuhan optimumnya pada suhu 37ºC 

(Farmer et al., 2006). 

Penelitian tentang bakteri Aeromonas hydrophila sudah banyak dilakukan dan 

bakteri tersebut diketahui dapat memproduksi endotoksin dan produk ekstraseluler 

seperti hemolisin  dan , cytotoksin, enterotoksin, protease dan leucocidin 

(Allan dan Stevenson 1981; Lallier dan Daigneault 1984; Morgan et al., 1985; 

Kanai dan Takagi, 1986; Thune et al., 1986; Santos et al., 1988). Galur bakteri 
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Aeromonas hydrophila yang diisolasi dari ikan sakit lebih bersifat virulen diban-

dingkan dengan isolat yang berasal dari perairan (de Figueiredo dan Plumb, 

1977). Virulensi Aeromonas hydrophila juga tergantung pada interaksi in vivo 

dari endotoksin, permukaan antigen, dan produk ekstraseluler. Pertumbuhan bak-

teri yang cepat dan produksi ekstraseluler yang dihasilkannya adalah penyebab 

terjadinya gangguan fisiologis hingga kematian ikan yang terinfeksi (Brenden dan 

Huizinga, 1986). 

Mekanisme patogenitas A. hydrophila belum banyak diketahui walapun penelitian 

tentang toksin yang dihasilkannya sudah banyak dilakukan. Setidaknya telah dite-

mukan 6 toksin dari strain bakteri tersebut (Austin dan Austin, 1987). Bakteri A. 

hydrophila dapat memanfaatkan albumin, casein, fibrinogen, dan gelatine sebagai 

substrat protein maka dapat disimpulkan galur bakteri ini bersifat proteolitik 

(Shotts et al., 1985), sehingga berpotensi besar sebagai patogen ikan. Menurut 

Nieto dan Ellis (1991), setidaknya ada empat atau mungkin lima macam enzim 

protease ekstraseluler dari A. hydrophila. 

Sebagai perbandingan, beberapa bakteri golongan Gram negatif sebenarnya tidak 

mengeluarkan cairan racun, tetapi membuat endotoksin yang hanya bisa dilepas-

kan ketika sel mati atau pecah. Endotoksin adalah lipopolisakarida pada dinding 

sel bakteri. Walaupun demikian, bakteri juga menghasilkan enzim ekstraseluler 

yang dapat menyerang ikan sehat (Afrianto et al., 2015). 

2.6 Identifikasi Molekuler Jamur Endofit  

Mengidentifikasi jamur dengan menentukan taksonominya biasanya didasarkan  

perbandingan morfologi yang paling menonjol (Lodge et al., 1996; Sette et al.,  

2006; Crous et al., 2007; Zhang et al., 2008). Menghubungkan persamaan morfo-

logi jamur endofit yang diidentifikasi harus diperhatikan dengan baik karena ka-

rakteristik  morfologi  beberapa  jamur bergantung pada medium  dan  kondisi  

kultur yang dapat  memengaruhi kemampuan vegetatif dan kemampuan seksual 

(Zhang et al., 2006; Hyde dan Soytong, 2007). Selanjutnya, metode identifikasi 

morfologi konvensional dengan cara pengamatan langsung sudah tidak dapat  di-

terapkan lagi untuk mengidentifikasi isolat jamur karena saat kultur fase sporulasi 
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bisa tidak terjadi, sehingga jamur dapat dikategorikan sedang dalam fase mycelia  

sterilia (Lacap et al., 2003).  

Berbagai cara agar jamur tidak dalam fase mycelia sterilia dilakukan dengan men-

gubah kondisi pertumbuhan agar fase sporulasi bisa terjadi, seperti penggunaan 

media kultur yang berbeda yaitu potato dextrose agar (PDA), malt extract agar 

(MEA), corn meal agar (CMA), potato carrot agar (PCA), dan water agar (WA), 

serta dimasukkannya jaringan inang ke dalam kultur jamur (Guo et al., 2000). 

Namun demikian, sejumlah cara tersebut masih belum berhasil untuk me-

ngembalikan fase sporulasi jamur endofit. Kejadian mycelia sterilia ini sangat 

umum ditemukan pada penelitian endofit (Lacap et al., 2003). 

Sebaliknya, teknik identifikasi molekuler menunjukkan tingkat sensitivitas dan  

spesivitas yang tinggi untuk mengidentifikasi mikroorganisme dan dapat  digu-

nakan untuk mengklasifikasikan strain mikroba pada tingkat hierarki taksonomi 

yang beragam (Sette et al., 2006). Beberapa penelitian terbaru telah  menunjukkan 

bahwa metode identifikasi secara genetik ini berhasil digunakan dalam penelitian 

(Gao et al., 2005; Wang et al., 2005; Arnold et al., 2007;  Ligrone et al., 2007;  

Sánchez  Márquez et  al.,  2007; Morakotkarn et al., 2007).  

Sebagian besar jamur endofitik telah dideteksi dan diidentifikasikan secara 

komparatif melalui analisis urutan  DNA ribosom, terutama pada wilayah ITS 

(internal trancribed spacer). Sebagai contoh, Harney et al. (1997) mengidentifi-

kasi cendawan mikoriza arbus-kula dari tumbuhan Artemisia californica meng-

gunakan wilayah  ITS. Guo et  al.  (2000) dan Lacap et al. (2003) mengevaluasi 

konsep morfotipe fungi endofit  dalam fase mycelia sterilia juga dilakukan ber-

dasarkan urutan DNA ribosom. Selain itu, keanekaragaman fungi endofit yang 

tinggi juga terungkap dari Heterosmilax  japonica atau Livistona chinensis meng-

gunakan pendekatan cultivation independent dengan menganalisis urutan DNA 

fungi yang diambil dari jaringan tanaman (Guo et  al., 2001; Gao et al., 2005). 

Peintner et al. (2003), juga pertama kali mencatat ekto mikoriza spesies Corti-

narius dari India dan daerah tropis untuk menetapkan posisi filogenetiknya 

menggunakan urutan ITS. 
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Isolasi DNA dan amplifikasi PCR pada daerah ITS rDNA merupakan tahap  awal  

yang  perlu dilakukan  dalam  identifikasi  molekuler jamur. Daerah internal tran-

scribed spacers (ITS) merupakan daerah sekuens DNA yang tidak men-yandikan 

protein fungsional dan berada di daerah RNA ribosom (rRNA). Daerah ini dapat 

digunakan sebagai penanda genetika karena memiliki variasi sekuens yang cukup 

tinggi bahkan dalam spesies yang sama, dan semua fungi memiliki ITS rDNA. 

Oleh karena itu, ITS banyak digunakan untuk analisis filogenetik, proses evolusi, 

dan penentuan identitas taksonomi (Purnamasari et al., 2012). Sekuens DNA pada  

daerah ITS rDNA berevolusi lebih cepat dibandingkan dengan daerah gen lainnya 

sehingga akan bervariasi pada setiap spesies (White et  al.,  1990). Hal ini akan 

mempermudah dalam identifikasi spesies dengan membandingkan tingkat kem-

ripan (homologi) sekuens DNA daerah ITS yang dimiliki suatu fungi dengan 

fungi lainnya. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat  

Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari 2020 sampai Maret 2021. Sampel 

diambil dari Pulau Pasaran, Kota Karang, Teluk Betung Timur, dan Pantai Pagar 

Jaya, Kecamatan Punduh Pidada, Kabupaten Pesawaran. Sampel diuji di Labo-

ratorium Budidaya Perikanan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.  

 

Gambar 2. Peta perairan Way Belau 

Di perairan Way Belau terdapat 3 titik pengambilan sampel. Sampel diambil se-

cara berturut-turut bertempat di lokasi yang dekat pemukiman warga (1), di dekat 

muara (2), dan menjorok ke laut (3). Guna dari penentuan titik pengambilan sam-

pel tersebut yaitu untuk mendapatkan jamur endofit yang lebih banyak dan 

1 

2 3 
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beragam. Pada lokasi pengambilan sampel yang mendekati pemukiman warga, 

banyak  ditemukan faktor-faktor antropologi yang dapat mempengaruhi jamur 

endofit yang akan tumbuh di dalam mangrove, seperti sampah-sampah organik, 

non-organik, limbah B3, dan limbah logam berat serta limbah rumah tangga ka-

rena kondisi lingkungan yang tercemar ekstrim tersebut, diharapkan jamur endofit 

yang tumbuh merupakan jamur endofit yang memiliki tingkat bioaktivitas yang 

tinggi karena dapat beradaptasi dari pencemaran lingkungan.  

Gambar 3. Peta perairan Pantai Pagar Jaya 

Dibandingkan dengan perairan Way Belau, sampel mangrove dari Pagar Jaya 

diambil dari 3 titik yang sama karena jumlah mangrove cukup terbatas dan tidak 

tumbuh pada lingkungan yang memiliki perbedaan. Mangrove yang tersedia pada 

Pantai Pagar Jaya juga tidak banyak. Walaupun demikian, tingkat pencemaran 

yang terjadi di perairan ini sangat rendah, tidak seperti perairan Way Belau. Tidak 

terlihat adanya pencemaran limbah rumah tangga dan pencemaran lainnya pada 

perairan Pagar Jaya sehingga kondisi mangrove masih terlihat asri. 
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3.2 Alat dan Bahan  

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian antara lain tertera pada Tabel 1;  

Tabel 1. Alat-alat yang digunakan 

No. Alat Fungsi 

1. Jarum ose Untuk inokulasi mikroba. 

2. Cawan petri Sebagai wadah media padat. 

3. Tabung reaksi Sebagai wadah media miring atau cair. 

4. Bunsen Mensterilisasi jarum ose. 

5. Spreader Menyebarkan mikroba kultur. 

6. Labu Erlenmeyer Sebagai wadah untuk membuat media. 

7. Gelas ukur Mengukur volume cairan. 

8. Pipet tetes Untuk mengambil larutan. 

9. Mikropipet Mengambil larutan dalam skala kecil. 

10. Hotplate Untuk memanaskan media. 

11. Magnetic stirrer Untuk mengaduk media. 

12. Timbangan digital Untuk menimbang media atau sampel. 

13. Autoklaf Sterilisasi media dan alat-alat kultur. 

14. Inkubator Inkubasi mikroba dalam suhu terkon-

trol. 

15. Kulkas Menyimpan media kosong. 

16. Coolbox Untuk menyimpan sampel saat per-

tama kali diambil. 

17. Coolpack Untuk mendinginkan sampel. 

18. Jas lab, masker, sarung 

tangan, penutup kepala 

Alat pelindung dan menjaga tubuh te-

tap steril. 

19. Laminar airflow Wadah untuk melakukan kegiatan pe-

nelitian, menghindari kontaminasi. 

20. Kamera ponsel Untuk dokumentasi. 

21. Pisau Untuk memotong sampel. 

22. Pinset Untuk mengambil sampel. 

23. Spidol Untuk menandai atau mencatat. 

24. Tip Sebagai wadah ukur mikropipet. 

25. Spatula Untuk mengaduk media dan bahan. 

26. Vortex Untuk menghomogenkan bahan. 

27. Sentrifuge Untuk memisahkan larutan. 

28. Mortar dan Pestle Untuk menumbuk isolat. 

29. Shaker Untuk mengocok isolat. 

30. PCR tube dan mesin PCR Alat kerja PCR. 

31. Elektroforesis  Alat kerja elektroforesis.  

32. UV transluminator Visualisasi hasil eleketroforesis. 
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Tabel 2. Bahan yang digunakan 

No Bahan Fungsi 

1. Media malt extract agar Untuk menumbuhkan jamur. 

2. Media zobell komersil Untuk menumbuhkan bakteri patogen uji. 

3. Media malt extract broth Untuk menumbuhkan jamur di media 

cair. 

4. Air laut steril Bahan pembuat media laut. 

5. Akuades Bahan pembuat media tawar, untuk 

sterilisasi autoklaf. 

6. Chloramphenicol 1% Sebagai zat anti kontaminasi bakteri pada 

media kultur jamur. 

7. Nystatin 100.000 IU Sebagai zat anti kontaminasi jamur pada 

media kultur bakteri patogen. 

8. Alkohol Untuk sterilisasi peralatan laboratorium. 

9. Kertas cakram Untuk uji antagonisme isolat terhadap 

bakteri patogen. 

10. Plastik wrap Untuk menutup rapat media cawan agar 

tidak terkontaminasi. 

11. Plastik tahan panas Sebagai pembungkus alat dan bahan yang 

disterilisasi dengan autoklaf. 

12. Kain kasa Untuk membuat penutup tabung reaksi, dan 

erlenmeyer.  

13. Alumunium foil Untuk membungkus alat. 

14. Kertas tisu Membersihkan alat.  

15. Karet gelang Untuk merekatkan penutup dan mencegah 

udara masuk. 

16. Tris,  NaCl,  EDTA,  SDS,  

akuades  steril, proteinase  K, 

fenol kloroform, isoamil  

alkohol,  etanol  PA,  naAc,  

etanol  70% dan ddH2O steril 

 

Bahan ekstraksi DNA. 

17. ddH2O steril,  PCR master  

mix, primer  ITS1  dan  ITS4,  

dan  template  DNA 

Bahan kerja PCR. 

18 Gel  agarose,  akuades  steril, 

buffer TAE,  EtBr, DNA  

loading  dye,  dan  1  kb DNA 

Ladder 

Bahan running elektroforesis. 
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3.3 Metode Pelaksanaan  Penelitian  

3.3.1 Prosedur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Diagram alir metode penelitian 

 

3.3.1 Pengambilan Sampel  

Sampling dilakukan dengan memotong bagian akar mangrove dengan pisau. Sam-

pel disimpan dalam plastik zip dan diberi nama. Sampling dilakukan sebanyak tiga 

(3 kali) pengulangan. Akar mangrove yang telah diambil kemudian dibersihkan 

bekas sedimennya dengan cara disemprotkan air laut steril. 

Pengamatan 

Perbanyakan kultur isolat 

(Scale up) 

 

Ekstraksi  

Uji aktivitas ekstrak isolat 

terhadap Aeromonas hydrophila 

Identifikasi molekuler 

Sampling Mangrove  

Isolasi Jamur endofit 

Inokulasi jamur 

endofit ke media MEA 

Uji antagonis isolat terhadap 

bakteri Aeromonas hydrophila 

dengan metode difusi kertas cakram 
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3.3.2 Identifikasi Jenis Mangrove 

Sampel mangrove yang digunakan diidentifikasi dengan melihat ciri-ciri kumpul-

an pohon mangrovenya, melihat sistem perakarannya, melihat bentuk buah dan 

daun kemudian dibandingkan dengan buku identifikasi mangrove menurut Noor 

et. al. (2006). 

3.3.3 Sterilisasi   

Sterilisasi alat dan bahan dilakukan dengan menggunakan autoclave dan alkohol 

70%, bergantung pada benda yang akan disterilkan. Sterilisasi dengan mengguna-

kan alkohol dilakukan untuk membersihkan alat-alat yang dipakai seperti jarum 

ose. Adapun sterilisasi menggunakan autoklaf dilakukan untuk membersihkan 

bahan-bahan yang dipakai seperti media. Media disterilisasi diautoklaf selama 15 

sampai 20 menit dengan suhu 121°C (Suriawiria, 2005). 

3.3.4 Pembuatan Media  

Masing-masing media dibuat sesuai kebutuhan serta takaran dengan cara ditim-

bang, dimasukkan air, dipanaskan menggunakan hotplate dan dihomogenkan 

menggunakan magnetic stirrer. Komposisi yang diperlukan untuk membuat 

media nutrient agar, MEA dan MEB sebanyak 1.000 ml yaitu;  

Tabel 3 Komposisi pembuatan media untuk 1.000 ml air laut atau air tawar. 

Media Bahan Komposisi (g) 

Nutrient agar (NA) 

 

Nutrient Agar 28 

Malt extract agar (MEA) Malt 3 

Pepton 5 

Yeast 3 

Agar 15 

Malt extract broth (MEB) MEB 17 

Sumber : Stamets (2007). 

3.3.5 Isolasi Jamur  

Jamur endofit mangrove diisolasi dari alam dengan cara membelah bagian mang-

rove menjadi dua bagian sehingga bagian dalam mangrove dapat dijangkau. Ba-

gian dalam mangrove kemudian dipotong berbentuk persegi berukuran 3x3 mm2 

dan dimasukkan ke media MEA (Stamets, 2007). Media cawan ditutup rapat 
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dengan plastik wrap dan diinkubasi selama 3-4 hari. Setelah inkubasi selesai, ja-

mur yang telah tumbuh diamati dan diberi kode isolat.  

3.3.6 Pemurnian Jamur Endofit  

Setelah isolat jamur diamati dan diberi kode isolat, masing-masing jamur dimurni-

kan ke dalam media tabung miring (media MEA) supaya tumbuh 1 koloni saja. 

Jamur yang telah diinokulasi kemudian diinkubasi selama 3-7 hari. Pemilihan ja-

mur yang dimurnikan didasarkan atas perbedaan morfologi yang tampak, yaitu 

warna hifa, bentuk, dan tekstur sehingga dari hasil pemurnian diharapkan tidak 

ada jamur dengan morfologi yang sama. 

3.3.7 Uji Antagonis terhadap bakteri patogen Aeromonas hydrophila  

Uji antagonisme terhadap bakteri patogen dilakukan dengan metode uji antagonis 

jamur yang telah dimodifikasi oleh Nawea et al. (2017). Setelah isolat jamur yang 

telah dimurnikan tumbuh, tiap-tiap jamur yang berbeda kemudian dikultur lagi ke 

dalam media cawan (MEA) dan diinkubasi selama 3-7 hari. Proses ini berguna 

agar uji antagonisme tidak menggunakan stok pemurnian pertama sehingga meng-

hindari isolat habis karena uji. Kemudian setelah isolat jamur di media MEA tum-

buh, media cawan NA (nutrient agar) untuk pertumbuhan bakteri patogen diper-

siapkan.  

Media NA yang telah dibuat kemudian dikultur bakteri patogen uji Aeromonas 

hydrophila dengan cara disebar/spread. Setelah kultur bakteri patogen selesai, 

isolat jamur kemudian diletakkan di atasnya dengan cara memotong kultur jamur 

dengan ukuran beberapa milimeter. Dalam 1 cawan media uji antagonis dapat di-

letakkan setidaknya 5 isolat jamur dengan kontrol positif dan negatif.  Kontrol 

positif  menggunakan antibakteri kloramfenikol 1% dan kontrol negatif yaitu 

media MEA untuk membuktikan bahwa media tidak memiliki pengaruh antibiotik 

terhadap bakteri patogen Aeromonas hydrophila. Inkubasi kemudian dilakukan 

selama 24 jam.  

3.3.8 Uji Ekstrak Jamur Potensial  

Untuk mengonfirmasi adanya metabolit sekunder dari jamur endofit yang menye-

babkan aktivitas penghambatan terhadap bakteri patogen A. hydrophila, isolat 
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jamur yang telah menunjukan zona hambat pada uji antagonis kemudian dieks-

trak menggunakan pelarut etil asetat. Etil asetat merupakan pelarut yang baik di-

gunakan untuk ekstraksi karena dapat dengan mudah diuapkan, tidak higroskopis, 

memiliki toksisitas rendah, dan bersifat semi polar sehingga diharapkan dapat me-

narik senyawa yang bersifat polar maupun nonpolar (Rowe et al., 2009).  

Proses ekstraksi diawali dengan mengkultur isolat jamur potensial pada media cair 

MEB sebanyak 50 ml, jamur kemudian diinkubasi selama 7 hari hingga botol 

sampel terisi penuh oleh isolat jamur. Setelah isolat jamur memenuhi botol sam-

pel, isolat kemudian dipisahkan dari media cair dan ditimbang beratnya meng-

gunakan timbangan analitik. Isolat jamur kemudian ditumbuk dengan mortar dan 

alu hingga benar-benar halus. Setelah isolat jamur telah tertumbuk hingga halus, 

isolat kemudian dimasukkan ke dalam botol sampel baru dan diisi pelarut etil 

asetat dengan perbandingan 1:10 dari berat isolat, proses maserasi dilakukan hing-

ga 2x24 jam .  

Setelah proses maserasi selesai, supernatan dan natan kemudian dipisahkan. Su-

pernatan kemudian dipisahkan dari pelarutnya menggunakan rotary evaporator 

pada suhu 37º C dengan kecepatan 100 rpm selama 30 menit hingga tersisa eks-

trak kental. Ekstrak kental kemudian dikeringkan hingga tersisa pasta. Ekstrak 

yang berbentuk pasta kemudian ditimbang dan diencerkan dengan pelarut etil 

asetat untuk membuat larutan ekstrak 1%.  

Larutan ekstrak isolat jamur endofit mangrove 1% diuji antagonis terhadap bakteri 

patogen Aeromonas hydrophila menggunakan metode difusi kertas cakram Kirby-

Bauer (Hudzicki, 2009). Proses ini diawali dengan menyebarkan/spread bakteri 

patogen A. hydrophila pada media cawan NA dan didiamkan selama 15 menit. Se-

telah 15 menit, blank disk berdiameter 8 mm diletakan pada media tersebut dan 

ekstrak isolat jamur dimikropipet sebanyak 25 µl kemudian diteteskan pada blank 

disc. Media uji kemudian diinkubasi selama 24 jam dan diamati zona hambat yang 

terbentuk. Zona hambat kemudian diukur dan dicatat. 
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3.3.9 Screening Aktivitas Antibakteri  

Setelah inkubasi selesai, media uji yang berisi bakteri patogen dan isolat fungi 

diamati apakah terdapat isolat yang membentuk zona hambat terhadap bakteri 

patogen. Zona hambat dari isolat fungi kemudian diukur diameternya dan dicatat 

untuk menentukan isolat potensial penghasil antibakteri. Untuk menentukan besar 

diameter zona hambat menggunakan persamaan sebagai berikut (Harti, 2015); 

𝑍 =  
(𝐷𝑣 − 𝐷𝑐) + (𝐷ℎ − 𝐷𝑐)

2
 

Keterangan : 

Z = Zona hambat (mm) 

Dv = Diameter vertikal (mm) 

Dh = Diameter horizontal (mm) 

Dc = Diameter kertas cakram (mm) 

Kemudian hasil penghitungan zona hambat dikategorikan sesuai kategori ke-

mampuan penghambatan bakteri dari isolat sesuai diameter zona hambat yang 

terbentuk seperti Tabel 4. 

Tabel 4 Kategori penghambatan bakteri  

No. Kemampuan penghambat  Diameter zona hambat 

1 Sangat kuat ≥ 20 mm 

2 Kuat 10-20 mm 

3 Sedang 5-10 mm 

4 Lemah < 5 mm 

         Sumber : Fitri (2010) 

3.3.10 Identifikasi Molekuler  

Identifikasi isolat jamur endofit dari akar mangrove Avicennia sp. yang memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap Aeromonas hydrophila dideterminasi dengan meng-

amati daerah ITS dengan menggunakan primer ITS1 dan ITS4. Selanjutnya ana-

lisis cluster pada sekuens tersebut dilakukan dengan program BLAST (Basic 

Local Alignment Tool) dari NCBI (National Center for Biotechnology Informa-

tion). Basa nukleotida dianalisis secara lengkap di PT. Genetika Science Indo-

nesia. Adapun langkah-langkah kegiatan identifikasi molekuler dilakukan sebagai 

berikut; 
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3.3.10.1 Ekstraksi DNA Jamur  

Jamur yang berumur 2-3 minggu dipanen dengan cara menambahkan 10 ml air 

steril pada cawan yang berisi biakan jamur. Suspensi konidia kemudian diambil 

dan dimasukkan ke dalam tabung sentrifus, lalu disentrifus dengan kecepatan 

14.000 rpm selama 10 menit, alkohol 70% kemudian ditambahkan sebanyak 500 

µl setelah proses sentrifus. Pelet tersebut disentrifus kembali dengan kecepatan 

14.000 rpm selama 10 menit, setelah itu supernatan dibuang dan pelet ditam-

bahkan 1.000 µl larutan buffer ekstraksi DNA pertama.  

Pelet yang ditambahkan buffer dihomogenkan dengan rotamixer hingga pelet 

tersuspensi merata dalam larutan, lalu dimasukkan kedalam mortar yang sebelum-

nya telah didinginkan dan ditumbuk sebentar. Pelet yang telah ditumbuk kemu-

dian dimasukkan ke dalam kulkas selama 1-2 hari  untuk diinkubasi. Selanjutnya 

pelet dalam mortar diambil dan ditumbuk selama 15 menit, setelah itu dimasuk-

kan ke dalam tube 1,5 ml sebanyak 0,5 ml dan ditambahkan CTAB 2% sebanyak 

400 µl dan dipanaskan pada waterbath dengan suhu 65º C selama 1 jam.  

Setelah itu fenol, kloroform, isoamil alkohol ditambahkan sebanyak 500 µl diho-

mogenkan  dan disentrifus kembali pada kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit. 

Setelah disentrifus terbagi menjadi 2 larutan, larutan atas yang bening diambil 

sebanyak 600 µl lalu dipindahkan ke dalam tabung mikrosentrifus 1,5 ml yang 

baru. Kloroform dan isoamil alkohol ditambahkan dengan perbandingan yang 

sama dengan volume hasil larutan sebelumnya (1:1), selanjutnya disentrifus 

dengan kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit.  

Setelah sentrifus selesai, diambil larutan bagian atasnya sebanyak 400 µl dan di-

pindahkan ke tabung mikrosentrifus 1,5 ml baru, ditambahkan isopropanol dingin 

dengan volume yang sama, dicampur atau dikocok agar tercampur. Larutan kemu-

dian diinkubasi pada suhu -20º C selama 20 menit, disentrifus dengan kecepatan 

14.000 rpm selama 10 menit untuk mendapatkan peletnya, kemudian supernatan 

dibuang. Pelet ditambahkan alkohol 70% sebanyak 500 µl, disentrifus dengan ke-

cepatan 14.000 rpm selama 5 menit, kemudian supernatan dibuang dan pelet yang 

didapatkan dikering-anginkan selama 1-2 hari.  
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3.3.10.2 Amplifikasi PCR (Polimerase Chain Reaction) 

Amplifikasi polymerase chain reaction (PCR) berdasar pada penelitian yang telah 

dilakukan oleh Huang (2009) menggunakan mesin PCR Biometra T-Gradient. 

Amplifikasi daerah ITS rDNA sampel fungi endofit daerah ITS1 dan ITS4 dilaku-

kan menggunakan pasangan primer ITS1 dan ITS4 sesuai dengan peta posisi yang 

dirancang oleh White et al. (1990). Amplifikasi dilakukan dalam campuran reaksi 

50 μl yang masing-masing mengandung 25 μl, primer forward ITS1 10 μl, primer 

reverse ITS4 10 μl, ddH2O 2 μl, DNA template jamur 3 ml dan ditambahkan PCR 

master mix 25 μl. Siklus termal adalah sebagai berikut: hot start 5 menit pada su-

hu 95 ̊C, diikuti oleh denaturation 1,5 menit pada suhu 94 ̊C, annealing 1 menit 

pada suhu 48 ̊C, extension awal 3 menit pada suhu 72 ̊C, dan 8 menit pada suhu 

72 ̊C untuk final extension. 

3.3.10.3 Elektroforesis 

Elektroforesis berdasarkan yang telah dilakukan oleh Prihatini (2014). Produk 

hasil amplifikasi PCR di-running elektroforesis pada gel agarose 1% pada 100 V 

selama 45 menit dengan marker DNA ladder 1 kb. Gel agarose kemudian divi-

sualisasi pada UV transilluminator dan gambar untuk melihat apakah DNA ber-

hasil diekstraksi. Gambar kemudian diambil menggunakan kamera. 

3.3.10.4 Purifikasi dan Sekuensing 

Ekstrak DNA kemudian dipurifikasi mengikuti prosedur PT. Genetika Science 

Indonesia, Jakarta kemudian dilanjutkan ke tahap sekuensing menggunakan pri-

mer ITS1 (5’ TTGCTTCGGCGGGTAGGGTC 3’) dan ITS4 (3’ACGCAAAGG-

AGGCTCCGGGA 5’) yang mengapit gen 5,8S (Kamle et al., 2013) yang meng-

ikuti prosedur First BASE, Singapura. Sekuens DNA yang diperoleh dibanding-

kan dengan database GenBank di National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) menggunakan program Basic Local Alignment Search Tool Algorithm 

(BLAST). Sekuens tersebut dicocokkan dengan sekuens yang paling dekat. Se-

kuens dianggap teridentifikasi tingkat spesies jika lebih dari 95% sesuai dengan 

sekuens database hingga membuat pohon filogeni sederhana menggunakan soft-

ware MEGA 10.



 

 
 

 

 

V. PENUTUP 

 

5.1  Kesimpulan 

1. Didapatkan 12 isolat jamur endofit mangrove Avicennia alba dengan morfo-

logi yang berbeda. 

2. Didapatkan 5 isolat jamur endofit mangrove yang memiliki aktivitas terhadap 

bakteri patogen Aeromonas hydrophila. 

3. Ekstrak isolat jamur endofit yang memiliki aktivitas terhadap bakteri patogen 

Aeromonas hydrophila paling tinggi yaitu isolat WB-A05 

4. Isolat jamur endofit mangrove dengan aktivitas tertinggi dalam uji antagonis 

dan uji ekstrak terhadap A. hydrophila telah diidentifikasi molekuler sebagai 

jamur Tritirachium oryzae yang merupakan jamur endofit dengan aktivitas 

antibiotik berspektrum luas. 

5.2 Saran 

Adapun saran untuk penelitian ini yaitu isolat jamur yang telah ditemukan me-

miliki potensi yang besar untuk dijadikan antibiotik terbaru. Oleh karena itu, per-

lu dilakukan penelitian lanjutan untuk menguji mekanisme penghambatan bakteri 

pada berbagai bakteri patogen Gram positif dan Gram negatif sehingga isolat 

jamur dapat diambil senyawa aktifnya lalu kemudian disintesis.
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