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ABSTRAK

BIOPROSPEKSI JAMUR ENDOFIT PADA MANGROVE DI HABITAT
LAMPUNG MANGROVE CENTER SEBAGAI ANTIBAKTERI ALAMI

Oleh

AFIFAH NISA AZ ZUHDY

Budidaya udang memiliki beberapa kendala, salah satunya Acute Hepatopancreas
Necrosis Disease (AHPND) vyang disebabkan oleh Vibrio, seperti V.
parahaemolyticus. Selain itu, wabah penyakit pada manusia, khususnya yang
disebabkan oleh bakteri Staphylococcus aureus di Indonesia meningkat tiap
tahunnya hingga menyebabkan kematian. Penggunaan antibiotik yang tidak tepat
diduga dapat menyebabkan pencemaran lingkungan dan resistensi agensia
penyebab penyakit, sehingga secara signifikan menghambat pengobatan.
Eksplorasi perlu dilakukan terhadap bahan alam yang mengandung senyawa
bioaktif sebagai antibakteri. Salah satu bahan alam yang melimpah namun belum
dimanfaatkan secara optimal yaitu mangrove. Namun, untuk menjaga
keberlanjutan mangrove yang lestari, maka perlu pemanfaatan dalam bentuk
mikroorganisme endofit. Salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk menangani
permasalahan kesehatan dengan memanfaatkan jamur endofit pada mangrove
sebagai salah satu bentuk jasa lingkungan. Senyawa bioaktif yang diperoleh dari
mangrove juga dihasilkan oleh mikroorganisme yang berasosiasi dengannya.
Tujuan dari penelitian adalah menganalisis bioprospeksi jamur endofit pada
Lampung Mangrove Center sebagai anti-V. parahaemolyticus dan S. aureus.
Metode yang digunakan dalam penelitian adalah eksploratif dengan analisis
deskriptif. Berdasarkan penelitian menggunakan metode agar plug diperoleh 9
dari 76 isolat jamur menunjukkan adanya kemampuan menghambat pertumbuhan
V. parahaemolyticus dan S. aureus dengan kategori kuat. Dua isolat jamur endofit
dengan aktivitas terbaik yakni Pseudopestalotiopsis theae dari akar Avicennia
marina dan Trichoderma harzianum dari daun Rhizophora apiculata.

Kata kunci: bioprospeksi, jamur endofit, Lampung Mangrove Center, antibakteri.



ABSTRACT

BIOPROSPECTING ENDOPHYTIC FUNGI IN MANGROVES IN THE
HABITAT OF LAMPUNG MANGROVE CENTER AS A NATURAL
ANTIBACTERIAL

BY

AFIFAH NISA AZ ZUHDY

Acute Hepatopancreas Necrosis Disease (AHPND) caused by Vibrio, such as V.
parahaemolyticus, is one of the obstacles to shrimp cultivation. Furthermore,
human disease outbreaks, especially those caused by Staphylococcus aureus
bacteria, are increasing each year and causing death in Indonesia. Improper
antibiotic use is thought to cause environmental pollution and disease-causing
agensia resistance, making treatment difficult. Exploration on natural materials
containing bioactive compounds such as antibacterials is required. Mangroves are
a natural resource that is abundant but underutilised. However, in order to ensure
the long-term viability of mangroves, it is required to use it in the form of
endophytic microorganisms. One approach to dealing with health issues is to use
endophytic fungi found in mangroves. One approach to dealing with health issues
is to use endophytic fungi in mangroves as a kind of environmental
services. Microorganisms that associate with mangroves establish bioactive
compounds derived from them. The aim of the research was to investigate into the
bioprospecting of endophytic fungi in the Lampung Mangrove Centre as anti-V.
parahaemolyticus and S. aureus. The research approaches used are exploratory
with descriptive analysis. Based on agar plug tests, 9 of 66 fungal isolates
inhibited the growth of V. parahaemolyticus and S. aureus with strong categories.
Pseudopestalotiopsis theae from the roots of Avicennia marina and Trichoderma
harzianum from the leaves of Rhizophora apiculata are two endophytic fungal
isolates with the highest activity.

Keywords: bioprospecting, endophytic fungi, Lampung Mangrove Center,
antibacterial.
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l. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Mangrove merupakan ekosistem pada wilayah intertidal dengan interaksi
yang kuat antara perairan laut, payau, sungai dan terestrial. Interaksi ini
menjadikan ekosistem mangrove mempunyai keanekaragaman hayati yang tinggi
baik berupa flora maupun fauna (Martuti, 2013). Ekosistem mangrove dapat
diartikan sebagai ekosistem yang ditumbuhi oleh berbagai vegetasi khas
mangrove yang tidak dapat digantikan oleh vegetasi lainnya. Vegetasi tersebut
sangat khas baik dalam hal penampakan (habitus) hingga pengelompokan
(Schaduw, 2018). Salah satu bahan alam yang melimpah namun belum
dimanfaatkan secara optimal yaitu mangrove (Artono et al., 2023). Semakin
tinggi tingkat pertumbuhan penduduk dan pembangunan ekonomi, menyebabkan
perubahan tata guna lahan dan pemanfaatan sumberdaya alam secara berlebihan
(Tamrin et al., 2021). Akibatnya, daya dukung lingkungan terhadap aktivitas
manusia akan semakin berkurang dan berdampak pada degradasi lingkungan.

Penebangan hutan bakau pada tahun 1970-an telah dilakukan secara besar-
besaran. Konversi kawasan pesisir menjadi kawasan permukiman, industri,
tambak ikan dan udang merupakan penyebab utama rusaknya kawasan pesisir,
khususnya ekosistem mangrove. Perubahan tata guna lahan pesisir tersebut dapat
memengaruhi kondisi ekosistem pesisir, termasuk di antaranya ekosistem
mangrove yang merupakan vegetasi khas di kawasan pesisir. Ekosistem mangrove
hanya tersisa pada bagian tertentu yang sangat terisolasi atau ditanam di tepi
tambak yang berbatasan dengan pantai atau sungai untuk mencegah terjadinya
abrasi dan sebagai green belt (Cesario et al., 2015; Martuti et al., 2018). Luasan
hutan mangrove di Lampung Timur berkurang sebesar 10% karena lahan
mangrove dikonversi menjadi tambak udang pada tahun 2016. Hal ini
dikemukakan pula oleh Nababan et al. (2016) yang dianggap sebagai eksploitasi

pada habitat mangrove. Pada 1973-1983 tutupan mangrove tersebut bertambah



seluas 2.541,22 hetar, tahun 1983-1994 berkurang seluas 4.903,54 hektar, tahun
1994- 2004 berkurang seluas 6.377,11 hektar, dan tahun 2004-2013 berkurang
seluas 3.059,23 hektar (Yuliasamaya et al., 2014). Pada tahun 2017 mengalami
penurunan 10,75% dengan total luasan mangrove sebesar 18,01 km?, sedangkan
pada tahun 2020 mengalami penurunan drastis hingga mencapai 10,27 km?,
Dengan demikian, luasan mangrove di pesisir pantai Desa Margasari, Lampung
Timur mengalami penurunan sangat signfikan sebesar 42,98% sejak 2017 (Ryan
etal., 2022).

Bioprospecting (bioprospeksi) merupakan kependekan dari biodiversity
prospecting. Di dalam bioprospeksi terdapat serangkaian kegiatan yang bertujuan
untuk mencari dan menemukan senyawa bioaktif baru melalui eksplorasi
keragaman hayati. Bioprospeksi adalah proses penemuan dan komersialisasi
produk-produk baru berdasarkan sumber daya hayati (Gazali, 2019; Santoso,
2016). Sumber daya atau senyawa ini dapat menjadi penting dan berguna dalam
bidang farmasi obat. Obat yang berkhasiat dari fauna dan flora laut berasal dari
metabolit sekunder yang terdapat pada masing-masing organisme. Metabolit
sekunder disebut juga produk alami dari organisme, yaitu senyawa organik yang
tidak terlibat langsung dalam pertumbuhan normal, perkembangan atau
reproduksi organisme. Senyawa tersebut bermanfaat sebagai pertahanan diri
individu terhadap predator, parasit, penyakit (Dampi et al., 2022; Strobel dan
Daisy, 2003). Namun demikian, ekplorasi bahan hayati laut dalam bidang farmasi
untuk kesehatan di Indonesia belum optimal dalam penjelasan perannya.
Walaupun pemanfaatan bahan hayati laut sudah dimulai sejak jaman dahulu kala,
sejak jaman nenek moyang bangsa Indonesia sudah memanfaatkan bahan hayati
laut untuk memenuhi kebutuhan hidupnya yakni sebagai bahan makanan dan obat.
Menurut Mamangkey et al., (2021), eksplorasi bahan hayati laut memerlukan
terobosan dan paradigma baru dalam bioteknologi laut untuk pemanfaatan potensi
yang luar biasa untuk bidang farmakologi sebagai upaya dalam menunjang bidang
kesehatan di Indonesia.

Jamur atau cendawan adalah organisme yang termasuk ke dalam kingdom
Fungi dan tidak mempunyai klorofil sehingga bersifat heterotrof (Wijayawardene

et al., 2020; Zhu et al., 2018). Jamur endofit merupakan jamur yang terdapat pada


https://id.wikipedia.org/wiki/Heterotrof

sistem jaringan tanaman yang tidak menyebabkan gejala penyakit pada tanaman
inang. Menurut Radic dan Strukelj (2012), jamur endofit merupakan jamur yang
terdapat di dalam jaringan. Jamur endofit tidak bersifat racun ataupun merugikan
bagi inangnya. Jamur endofit menghabiskan sebagian bahkan seluruh siklus hidup
koloninya di dalam maupun di luar sel jaringan hidup tanaman inangnya (Abdul et
al., 2020; Dion et al., 2021). Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan secara
langsung menggunakan bagian pada mangrove, namun hal ini akan menimbulkan
eksploitasi pada bahan alam. Oleh sebab itu, uji aktivitas antibakteri
menggunakan jamur endofit banyak dilakukan demi keberlanjutan mangrove itu
sendiri. Hal ini sesuai dengan Rivai et al. (2018), bahwa jamur endofit mampu
memproduksi senyawa yang sama dengan inangnya melalui rekombinasi genetik.
Menurut Nurkayah et al. (2019) dan Raghukumar (2017), jamur endofit
merupakan jamur yang terdapat di dalam jaringan dan tidak bersifat merugikan
bagi inangnya. Jamur endofit Rhizopora sp. dan T. harzianum mengandung
senyawa antibakteri seperti alkaloid, saponin, tanin, flavonoid, triterpenoid, fenol,

sterol, antosianin, dan steroid (Karim et al., 2018; Kumar dan Rajakumar, 2016).

1.2. Rumusan Masalah

Udang vaname (Litopenaeus vannamei) merupakan salah satu komoditas
penting perikanan budidaya air payau yang memiliki nilai ekonomi tinggi di pasar
domestik maupun global (Sarjito et al., 2018), dimana 65% diproduksi oleh
Indonesia tiap tahunnya. Berdasarkan data Kementerian Kelautan dan Perikanan
(KKP), produksi udang Indonesia mencapai 1,21 juta ton dengan nilai Rp 79,21
triliun pada tahun 2021. Salah satu masalah yang sering dihadapi dalam budidaya
udang yaitu manajemen kesehatannya. Infeksi bakteri yang menyerang udang
biasanya berasal dari genus Vibrio (Abdelaziz et al., 2017; Liu et al., 2016). Sel
bakteri V. parahemolyticus memiliki plasmid yang dapat menyebabkan outbreak
Acute Hepatopancreas Ne crosis Disease (AHPND). Plasmid dengan kandungan
toxin pirA dan pirB dapat mengakibatkan mortalitas yang tinggi (Mastan dan
Begum, 2016; Wang et al, 2015).



Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus atau yang biasa disingkat
dengan MRSA sudah menjadi masalah kesehatan global yang erat kaitannya
dengan infeksi yang sulit untuk disembuhkan. Diperkirakan saat ini terdapat 2-3%
populasi umum di RS Abdul Moeloek Bandar Lampung memiliki MRSA dalam
tubuh mereka (Enjelina et al., 2022). Menurut data World Health Organization
(WHO) pada tahun 2018, orang dengan MRSA dalam tubuh mereka diperkirakan
memiliki 64% lebih tinggi untuk mengalami kematian. Pada beberapa daerah di
Eropa bagian selatan dan Asia-Pasifik, ditemukan bahwa 25% sampai 50% isolat
dari infeksi S. aureus adalah MRSA (Lee et al., 2016). Progresifitas MRSA di
Indonesia menunjukkan peningkatan dari tahun ke tahun. Pada tahun 1986,
didapatkan angka kejadian MRSA di Indonesia adalah 2,5% dan terus meningkat
menjadi 9,4% pada tahun 1993 dan tahun 2006 meningkat kembali menjadi
23,5% (Budiman et al., 2020). S. aureus diakui di seluruh dunia sebagai patogen
utama yang menyebabkan keracunan makanan dan berbagai infeksi pada hewan
dan manusia.

Pemanfaatan mangrove dalam bidang kesehatan udang dan manusia
sebagai salah satu bentuk jasa lingkungan (environmental services). Samuel et al.
(2011) menyatakan bahwa produk alami dari mikroorganisme laut berpotensi
untuk pengembangan farmakologi. Namun, untuk menjaga keberlanjutan
(sustainability) mangrove yang lestari, maka perlu pemanfaatan dalam bentuk
mikroorganisme endofit. Interaksi antara mikroorganisme dengan inangnya
melibatkan transfer materi genetik (Kasi et al., 2015). Zat bioaktif pun dapat
diperoleh dari adanya interaksi tersebut (Strobel, 2002). Jamur endofit Rhizopora
sp. dan T. harzianum mengandung senyawa antibakteri seperti alkaloid, saponin,
tanin, flavonoid, triterpenoid, fenol, sterol, antosianin, dan steroid (Moise et al.,
2018; Nawea et al., 2017). Penelitian tentang pemanfaatan jamur endofit pada
mangrove sebagai antibakteri masih sedikit, terutama di pesisir Lampung yang
beberapa tahun terakhir hanya dilakukan oleh Putri et al. (2022) di Kabupaten
Pesawaran. Namun, hingga saat ini belum ada yang meneliti secara khusus di
Lampung Mangrove Center, Kabupaten Lampung Timur. Hal ini perlu dilakukan

dengan maksud tercapainya dua kepentingan sekaligus yakni pengembangan



farmakologi tanpa mengeksploitasi mangrove sebagai stok bahan alam plasma

nutfah.

Pendekatan masalah yang dirumuskan pada penelitian ini disajikan dalam

bentuk skema yang dapat dilihat pada Gambar 1.
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1.3. Tujuan

Gambar 1. Skema Pendekatan Masalah.

Tujuan dari penelitian mengenai peran Lampung Mangrove Center sebagai

sumber bioprospeksi jamur endofit sebagai antibakteri adalah sebagai berikut :

1. Menganalisis bioprospeksi jamur endofit pada mangrove di habitat Lampung

Mangrove Center sebagai antibakteri melalui pendekatan molekuler




1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bioprospeksi

Bioprospeksi adalah proses penemuan dan komersialisasi produk-produk
baru berdasarkan sumber daya hayati. Sumber daya atau senyawa ini dapat
menjadi penting dan berguna dalam bidang farmasi. Obat dari fauna, flora,
maupun mikroorganisme laut mengandung metabolit sekunder yang terdapat pada
masing-masing organisme (Manuahe et al., 2022; Sedjati et al., 2022;
Sumampouw, 2014). Bila di darat, metabolit sekunder justru banyak ditemukan
pada tanaman tingkat tinggi. Kondisi ini berbeda dengan di laut karena senyawa
metabolit sekunder justru lebih banyak ditemukan pada biota yang tidak bergerak.
Kondisi ini disebabkan karena biota yang tidak bergerak akan tetap tinggal di
lingkungan tersebut dari generasi ke generasi, kecuali bila digerakkan oleh alam
seperti arus, ombak atau musibah alam. Kondisi tersebut menjadikan biota
berusaha untuk mempertahankan diri melalui produksi senyawa bioaktif pada
metabolit sekunder (Diele et al., 2019, Namirah et al., 2016).

Keanekaragaman hayati laut atau keragaman hayati laut merupakan
keberagaman kehidupan flora dan fauna yang berbeda-beda, serta mikroorganisme
dengan gen-gen yang terkandung di dalamnya. Ekosistem yang mereka bentuk
sehingga dapat dijadikan sebagai sumber bahan hayati laut, yaitu sumber bahan
laut untuk memenuhi kebutuhan hidup manusia (Azzami et al., 2022; Sibero et
al., 2019; Siregar et al., 2012). Keanekaragaman hayati adalah seluruh
keanekaragaman bentuk kehidupan di bumi dengan interaksi antar makhluk, serta
antara makhluk dengan lingkungannya. Indonesia dikenal dengan
keanekaragaman hayatinya yang tinggi, baik di daratan maupun perairan,
khususnya ekosistem laut (Bahry et al., 2021; Sibero et al., 2022).



Sumber bahan hayati laut di Indonesia melimpah karena letak geografis
dan ekosistemnya yang spesifik sehingga wilayah laut Indonesia memiliki
prospek sangat menjanjikan untuk masa depan sebagai sumber bahan farmasi
yang akhirnya berujung pada industrialisasi farmasi (Mahardhika et al., 2021;
Susanti, 2021). Walau demikian, informasi tentang bahan hayati laut beserta
mikroorganismenya untuk farmasi di Indonesia hanya sebatas eksplorasi, masih
jarang ditemukan produk farmasi laut. Kondisi ini merupakan suatu tantangan
masa depan untuk industrialisasi bahan laut dalam bidang farmkologi. Hal ini
dikarenakan pemanfaatan bahan hayati laut oleh Indonesia sudah dimulai sejak
zaman nenek moyang yang sudah memanfaatkan bahan hayati laut untuk
memenuhi kebutuhan hidupnya baik sebagai bahan makanan maupun obat, artinya
eksplorasi laut sudah dimulai sejak dahulu kala (Ukhty, 2015).

2.2. Jamur Endofit

Jamur atau cendawan adalah organisme yang termasuk ke dalam kingdom
fungi dan tidak mempunyai klorofil sehingga bersifat heterotrof (Wijayawardene
et al., 2020; Aora dan Ramawat, 2017). Mikroorganisme endofit merupakan
organisme berukuran mikroskopis yang dapat hidup hampir di semua tumbuhan
(Strobel dan Daisy, 2003). Jamur endofit merupakan jamur yang terdapat pada
sistem jaringan tanaman yang tidak menyebabkan gejala penyakit pada tanaman
inang. . Menurut Radic dan Strukelj (2012), jamur endofit merupakan jamur yang
terdapat di dalam jaringan. Jamur endofit tidak bersifat racun ataupun merugikan
bagi inangnya. Jamur endofit menghabiskan sebagian bahkan seluruh siklus hidup
koloninya di dalam maupun di luar sel jaringan hidup tanaman inangnya (Abdul et
al., 2020; Dion et al., 2021).

Ramadan et al. (2018) berhasil mengisolasi dua spesies jamur endofit yang
bersimbiosis dengan mangrove Avicennia marina. Gilna dan Khaleel (2011)
menyatakan bahwa jamur endofit dapat diisolasi dari akar nafas Avicennia
marina, Excoecaria agallocha, dan Bruguiera cylindrical. Mikrofungi yang
berhasil diisolasi ketiga jenis mangrove tersebut antara lain Aspergillus spp.,

Penicillium spp., dan Trichoderma spp. Berdasarkan penelitian sebelumnya,
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jamur endofit Pseudopestalotiopsis theae dapat diperoleh dari hasil isolasi akar
Rhizopora racemosa (Yu et al., 2020) serta dari daun Acrostichum aureum,
Avicennia maria, Rhizophora apiculata, R. mucronata, dan Sonneratia alba
(Norphanphoun et al., 2019).

Samuel et al. (2011) menyatakan bahwa produk alami dari mikroorganisme
laut berpotensi untuk pengembangan farmakologi. Interaksi antara
mikroorganisme dengan inangnya melibatkan transfer materi genetik (Kasi et al.,
2015). Zat bioaktif pun dapat diperoleh dari adanya interaksi tersebut (Strobel,
2002). Hal ini sesuai dengan Hyde et al. (2019), bahwa jamur endofit mampu
memproduksi senyawa yang sama dengan inangnya melalui rekombinasi genetik.
Menurut Zhao et al. (2011) dan Prasetyo (2017), jamur endofit merupakan jamur
yang terdapat di dalam jaringan dan tidak bersifat merugikan bagi inangnya.
Jamur endofit Rhizopora sp. dan T. harzianum mengandung senyawa antibakteri
seperti alkaloid, saponin, tanin, flavonoid, triterpenoid, fenol, sterol, antosianin,
dan steroid (Kumar dan Rajakumar, 2016; Moise et al., 2018). Baskaran dan
Mohan (2012) menyatakan bahwa mangrove Rhizopora sp. dapat dijadikan
sebagai alternatif pengobatan untuk penyakit yang disebabkan oleh Vibrio.

Widowati et al. (2019) menyatakan bahwa saponin dan flavonoid dapat
berinteraksi dengan DNA pada bakteri patogen sehingga menyebabkan kerusakan
pada dinding sel dan sitoplasma yang mengakibatkan pertumbuhan bakteri
terhambat lalu mati. Ekstrak dari T. harzianum diketahui mengandung fenol,
flavonoid, alkaloid, sterol, antosianin (Moise et al., 2018), antioksidan (Afshari et
al., 2018), tanin, dan senyawa dari metabolit sekunder lain sebagai antibakteri
(Sabiladiyni et al., 2018). Menurut Tsai et al. (2018), Pseudopestalotiopsis sp.
diketahui mampu memproduksi senyawa bioaktif yang dapat diaplikasikan pada

bidang kedokteran dan pertanian.

2.3. Mangrove
Menurut Mulyadi et al. (2010), mangrove sering juga dinamakan hutan
pantai, hutan pasang surut, hutan payau, atau hutan bakau yang ekstensif dan

produktif. Mangrove merupakan karakteristik tanaman pantai, estuari atau muara



sungai, dan delta di tempat yang terlindung daerah tropis dan sub tropis.
Mangrove adalah ekosistem yang terdapat di antara daratan dan lautan.
Purnobasuki (2010) menjelaskan bahwa umumnya mangrove mempunyai sistem
perakaran yang menonjol yang disebut akar nafas (pneumatofor). Mangrove di
Indonesia merupakan yang terbanyak di dunia, baik dari segi kuantitas area (+
42.550 km?) maupun jumlah species (+ 45 species). Menurut Puasa et al. (2018),
indeks keanekaragaman spesies tertinggi yaitu Sonneratia alba, sedangkan
terendah adalah Bruguiera gymnorrhiza.

Ekosistem hutan mangrove memiliki fungsi strategis sebagai produsen
primer yang mampu menopang dan menstabilkan ekosistem lain di sekitarnya.
Beragamnya manfaat ekosistem ini dapat dirasakan secara ekologi, sosial,
maupun ekonomi, tetapi manfaat tersebut juga dapat memberikan konsekuensi
ancaman yang besar bagi keberadaannya (Puasa et al., 2018). Menurut Rajasekar
et al. (2012), mangrove memiliki banyak manfaat bagi kehidupan manusia, mulai
dari manfaat ekologi hingga sebagai sumber pangan dan obat. Mangrove dan
jamur endofitnya merupakan natural product berupa senyawa bioaktif yang
memiliki kemampuan sebagai antibakteri. Purahong et al. (2019) melaporkan
bahwa hampir seluruh bagian dari mangrove memiliki senyawa metabolit
sekunder sebagai antibakteri.

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Sibero et al. (2019) dan
Narendran dan Kathiresan (2016), Trichoderma yang diisolasi dari sedimen
mangrove berpotensi sebagai antioksidan untuk menghambat pertumbuhan dari
patogen. Patogen yang dapat dihambat oleh jamur tersebut antara lain V.
parahaemolyticus, V. harveyi, V. alginolyticus, dan E. coli. Ekstrak dari jamur
endofit T. harzianum diketahui mengandung fenol, flavonoid, alkaloid, sterol,
antosianin (Moise et al., 2018), antioksidan, tanin, dan senyawa dari metabolit
sekunder lain sebagai antibakteri (EI-Moslamy et al., 2017). Menurut Tsai et al.
(2018), jamur endofit Pseudopestalotiopsis sp. diketahui mampu memproduksi
senyawa obat yang dapat diaplikasikan pada bidang kedokteran dan pertanian.
Dhayanithi et al. (2012) dan Dineshkumar et al. (2017) melaporkan bahwa
beberapa jenis mangrove mengandung bakterisida yang dapat berpotensi sebagai

anti Vibrio pada udang.
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Beberapa senyawa metabolit dari mangrove dan jamur endofitnya
dikarakterisasi menjadi alkaloid, saponin, derivat benzoquinone, naphthoquinone,
naphthofurans, flavonoid, polifenol, rotenon, flavoglican, sesquiterpene,
diterpene, triterpene, limonoid, sterol, alkaloid, dan feromon (Dahibhate et al.,
2019; Lietal., 2011; Li et al., 2019). Selain itu mangrove kaya akan senyawa
steroid, saponin, flavonoid dan tannin yang terkait dengan industri obat-obatan.
Senyawa dari Avicennia marina, dan Excoecarcia agallhocha mempunyai khasiat
bius namun efektivitasnya masih sedikit di bawah khasiat morfin (Karami et al.,
2012; Purnobasuki, 2010).

Mangrove Avicennia marina (api-api) merupakan tumbuhan paling dominan
di Lampung Mangrove Center dan penyebarannya terluas karena mempunyai nilai
indeks penting yang tinggi yakni 144,24% serta frekuensi sebesar 67,5%. Api-api
biasa dimanfaatkan untuk pengobatan tradisional penyakit rheumatik dan sakit
gigi dengan kerapatan total 1.791,66 pohon/hektar (Supriyanto et al., 2014).
Mangrove jenis bakau (Rhizophora apiculata dan R. mucronata) dapat digunakan
sebagai antiseptik alami dengan kerapatan 33,33 pohon/hektar (Kesuma et al.,
2016). Jenis pidada (Sonneratia caseolaris) biasa dimanfaatkan untuk bahan dasar
sirup dan obat engan kerapatan relatif 59% atau setara dengan 6.250 pohon/hektar
(Putri et al., 2018).

2.4. Lampung Mangrove Center (LMC)

Ekosistem hutan mangrove seluas 700 hektar di Lampung Mangrove Center
terletak pada Desa Margasari, Kecamatan Labuhan Maringgai, Kabupaten
Lampung Timur, Provinsi Lampung sebagai sumberdaya milik bersama (Common
Pool Resources/CPRs). Menurut Schlager dan Ostom (1992), kondisi seperti ini
tidak dapat mengeluarkan yang tidak berhak (non-ecludable) dan memerlukan
persaingan (rivalry) atau sumberdaya alam yang menghasikan barang dan jasa
murni milik bersama (public good and service). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa awal terjadinya evolusi dimulai pada tahun 1977-1990 dengan dorongan

membaiknya harga udang di pasaran dunia dan kelembaman dalam organisasi
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pemerintah dalam pemberian ijin pembukaan udang tradisional dengan menebang
hutan mangrove (Julia, 2016; Kustanti et al., 2011).

Pada tahun 1991-1997 terjadi abrasi yang menenggelamkan tambak-tambak
tradisonal yang telah bersertifikat. Pada tahun 1995 dan 1997 Dinas Kehutanan
Provinsi bersama masyarakat melakukan rehabililitasi hutan mangrove. Adanya
rehabilitasi dari pemerintah bersama masyarakat mendorong suksesnya
perkembangan mangrove sampai 700 hektar (Dewi et al., 2016). Lahan-lahan
tambak yang pernah terabrasi muncul kembali pada tahun 1998-2004 dan jenis
mangrove pionir (A. marina) seluas 200 hektar dengan status kepemilikan Negara
dengan tanpa menimbulkan konflik kepemilikan seperti yang terjadi di daerah
lainnya (Kustanti et al., 2014). Tahun 2005-2014 areal ekosistem hutan mangrove
bertambah luas secara alami menjadi 700 hektar dengan hak kepemilikan tipe hak
pengelolaan oleh Universitas Lampung melalui sistem pengelolaan terpadu
(Harianto et al., 2015; Kustanti et al., 2012). Transfer kepemilikan hutan
mangrove seluas 700 ha kepada Universitas Lampung dari pihak Kabupaten
Lampung Timur telah mengubah hak kepemilikan menjadi hak untuk memasuki
dan memanfaatkan, hak untuk mengelola, dan hak untuk mengeluarkan yang tidak
berhak (Kustanti et al., 2014).

2.5. Bakteri Patogen

Menurut Febriza et al. (2021), bakteri adalah kelompok organisme
mikroskopis yang pada umumnya bersel tunggal, dan tidak memiliki membran
inti sel. Pada umumnya organisme ini memiliki dinding sel namun tidak
berklorofil. Patogen adalah organisme yang bersifat merugikan seperti dapat
menyebabkan gangguan kesehatan, baik pada tumbuhan, hewan, maupun
manusia. Ada banyak jenis patogen yaitu dari jenis bakteri, virus, jamur, hingga
parasit. Patogen memerlukan inang untuk dapat berkembang dan bertahan hidup.
Setelah patogen menempatkan dirinya pada inang, ia dapat menghindari respon
imun untuk bereplikasi dan menyebar ke inang baru. Patogenisitas adalah
kemampuan organisme untuk menimbulkan penyakit. Virulensi adalah

kemampuan mikroorganisme patogenik untuk menyebabkan kerusakan pada sel
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inang. Istilah virulensi digunakan sebagai ukuran tingkat patogenisitas (Kumar et
al., 2014).

Menurut Richard et al. (2017), bakteri V. parahaemolyticus merupakan
bakteri gram negatif yang oportunistik, halofilik di perairan, berbentuk spiral,
tidak menghasilkan spora, berflagel polar, dan aerob fakultatif. Suhu optimal
untuk pertumbuhan bakteri ini adalah 37 °C. Bakteri dari kelompok Vibrionaceae
ini merupakan patogen utama penyebab kematian pada pembenihan udang. V.
parahaemolyticus telah banyak dilaporkan menyebabkan septikemia pada stadia
larva hingga post larva di Asia Tenggara dan Selatan (Bintari et al., 2016).

V. parahaemolyticus diketahui sebagai bakteri oportunistik yang dapat
menyebabkan penyakit pada udang saat dalam kondisi stress (Gustilatov et al.,
2022; Tepaamorndech et al., 2019). V. parahaemolyticus dapat bersifat patogen
dan menyebar dengan cepat pada budidaya sistem intensif, sehingga mampu
menyebabkan mortilitas mencapai 85% (Stalin dan Srinivasan, 2017; Utami et al.,
2016). Menurut Feliatra et al. (2014), patogenisitas dari V. parahaemolyticus yaitu
adanya gen virulen berupa TLH dan TDH yang menyebabkan sel darah merah
lisis dan anemia. Serangan penyakit dapat menurunkan jumlah produksi dan
Berdasarkan penelitian Raja et al. (2017), Al-Taee et al., (2017) dan Stalin dan
Srinivasan (2017), V. parahaemolyticus dapat menyebabkan penyakit dengan
angka kematian mencapai 74% dalam 30 hari pemeliharaan di China, Vietnam,
Thailand dan Malaysia. Abdelaziz et al. (2017) dan Nitimulyo et al. (2005)
menyatakan bahwa V. parahaemolyticus bersifat patogen dan menimbulkan
penyakit epizootic, namun beberapa spesies lain hanya bersifat patogen
oportunistik yang menimbulkan penyakit apabila kultivan mengalami luka fisik,

luka akibat parasit, dan stress.
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Gambar 2. Mikrograf Elektron dari V. parahaemolyticus.
Sumber: Belas dan Colwell (1982)

Kemampuan patogenisitas bakteri terhadap inangnya berbeda-beda. Hal
tersebut dipengaruhi oleh pertahanan inang dalam melawan patogen, maupun
kemampuan bakteri patogen dalam memproduksi toksin, enzim, plasmid, dan
mengatasi ketahanan inang, serta kecepatan berkembang biak (Triyaningsih et al.,
2014). Patogenisitas dari V. parahaemolyticus adalah menghasilkan thermolabile
haemolysin yang diregulasi oleh gen TLH (thermolabile haemolysin), TDH
(thermostable direct haemolysin), TRH (thermostable related haemolysin), dan
adesin. TLH, TDH, TRH, dan adesin merupakan faktor virulensi yang
menimbulkan penyakit dari strain V. parahaemolyticus (Costa et al., 2015). Gen
virulen yang dihasilkan oleh V. parahaemolyticus menginfeksi udang vaname
melalui luka pada eksoskeleton dengan menyebarkan melalui hemolim pada
sistem sirkulasi. Plasmid yang terdapat pada struktur sel bakteri V.
parahemolyticus dapat menyebabkan outbreak Acute Hepatopancreas Necrosis
Disease (AHPND) apabila memiliki toxin pirA dan pirB. Cara kerja dari gen
tersebut menghasilkan hemolisin yang menyebabkan lisisnya sel darah merah
sehingga terjadi anemia dan kehilangan cairan tubuh (Wang et al., 2015). V.
parahaemolyticus dapat inaktivasi jika dipanaskan lebih dari 80 °C selama 1
menit (Feliatra et al., 2014).

Bakteri Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri patogen yang
bisa menyebabkan beragam penyakit (Asif et al., 2021; Ramadhanty et al.,
2021). Habitat utama S. aureus adalah saluran hidung manusia dan pada kulit

serta rambut hewan berdarah panas. Sekitar 30% orang memiliki bakteri S.
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aureus dalam hidungnya. Oleh karena itu, bakteri ini banyak ditemukan pada
makanan, manusia, dan hewan (Salasia et al., 2011). Kehadiran bakteri ini
sebenarnya tidak berbahaya, namun tetap berisiko untuk menimbulkan infeksi
(Kusumawati et al., 2014; Makovcova et al., 2017). Penyakit infeksi yang bisa
disebabkan oleh bakteri ini antara lain adalah bakteremia, endokarditis,
osteomielitis, dan penyakit kulit (Patel dan Jahnke, 2015; Urish dan Cassat,
2020). Jika dilihat di bawah mikroskop, bakteri S. aureus akan tampak seperti
sekelompok anggur (Diaz-Visurraga et al., 2010).

Gambar 3. Mikrograf Elektron dari S. aureus.
Sumber: Tang dan Stratton (2010)

Terdapat lebih 30 spesies dari genus bakteri Staphylococcus, namun
bakteri Staphylococcus aureus adalah tipe yang paling sering menyebabkan
penyakit (Peton dan Loir, 2014). Menurut Handler dan Schwartz (2014), infeksi
bakteri S. aureus pada kulit bisa menyebabkan bisul, impetigo, selulitis,
dan Staphylcoccal Scalded Skin Syndrome (SSSS). Biasanya infeksi bakteri ini
pada kulit ditandai dengan kemerahan, bengkak, nyeri, dan adanya nanah pada
luka (Belbase et al., 2017; Hussain et al., 2019). Tidak hanya kulit, bakteri S.
aureus juga bisa menyebabkan bakteremia. Kondisi ini terjadi saat infeksi sudah
menyebar melalui pembuluh darah, sehingga bisa mengenai berbagai organ tubuh
(Hayati et al., 2022). Menurut Silversides et al. (2010), jika bakteri mengeluarkan
racunnya, tubuh dapat mengalami Toxic Shock Syndrome (TSS). Selain S.
aureus, jenis bakteri lain yang dapat menyebabkan bakteremia adalah S.
pneumoniae dan Salmonella sp. (Arifin dan Suherman, 2019). Seseorang yang
mengalami bakteremia akan mengalami gejala berupa demam, tekanan darah
rendah, lebih gelisah, dan napas yang menjadi lebih cepat (Assaad et al., 2020;
Ran et al., 2018).


https://www.alodokter.com/bisul
https://www.alodokter.com/ssss
https://www.alodokter.com/bakteremia
https://www.alodokter.com/kenali-toxic-shock-syndrome-kondisi-bahaya-akibat-infeksi-bakteri

15

Osteomielitis adalah infeksi pada tulang yang awalnya S. aureus
menginfeksi kulit, otot atau tendon, lalu menyebar ke tulang. Selain penyebaran
dari infeksi kulit, osteomielitis yang disebabkan bakteri ini bisa terjadi setelah
melakukan operasi tulang (Huwae et al., 2020; Sananta et al., 2017). Beberapa
kondisi yang mempermudah terjadinya osteomielitis adalah diabetes, cuci darah,
gangguan peredaran darah, penggunaan narkoba suntik, dan penurunan fungsi
sistem kekebalan tubuh. Osteomielitis ditandai oleh rasa nyeri pada tulang,
pembengkakan, luka terbuka yang bernanah, demam dan menggigil, serta gelisah
(Pakekong, 2016). Ketika mengalami infeksi bakteri S. aureus, beberapa pilihan
pengobatan yang bisa dilakukan adalah pemberian obat antibiotik, baik yang
diminum maupun yang disuntik, operasi pengangkatan jaringan mati yang
terinfeksi, dan operasi pengangatan benda asing seperti jahitan atau implan yang

menjadi pemicu terjadinya infeksi (Rahyussalim et al., 2011; Razak et al., 2013).


https://www.alodokter.com/osteomielitis
https://www.alodokter.com/cuci-darah-ini-yang-harus-anda-ketahui
https://www.alodokter.com/antibiotik

1. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Desember 2022 — Maret 2023.
Laboratorium yang digunakan antara lain Laboratorium Mikrobiologi dan
Laboratorium Botani, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam,
Universitas Lampung, Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Pertanian,
Universitas Lampung, serta Laboratorium PT Genetika Science Indonesia,
Tangerang. Berdasarkan letak administratif, pengambilan sampel dilakukan di
Kawasan Lampung Mangrove Center (LMC), Lampung Timur tersaji pada
Gambar 4.

PETA PENELITIAN
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Gambar 4. Peta Lokasi Pengambilan Sampel.

3.2.  Materi Penelitian
3.2.1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi rotary shaker,
autoclave, mikropipet, Mc Farland 0.5 standard, tip, tube, petridish, erlenmeyer,
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tabung reaksi, gelas ukur, hot plate, pipet ukur, jarum ose, inkubator, amber glass,
cotton swab, bunsen, kamera digital, jangka sorong, vortex, pinset, laminar air
flow, rotary evaporator, thermal cycler, microwave, elektroforesis gel, dan UV
transiluminator.

Rotary shaker digunakan untuk menghomogenkan bakteri yang ditanam
pada media cair. Autoclave digunakan untuk sterilisasi alat dan bahan media
sebelum dan setelah digunakan. Mikropipet digunakan untuk mengambil larutan
dan menuangkan media cair pada tabung reaksi. Mc Farland 0.5 standard sebagai
acuan dalam melakukan pengenceran bakteri. Tip sebagai alat untuk mengambil
larutan dalam volume mikro. Tube sebagai alat untuk wadah produk PCR.
Petridish digunakan sebagai wadah pembuatan media padat. Erlenmeyer
digunakan sebagai wadah pembuatan media. Tabung reaksi digunakan sebagai
wadah media agar miring dan media cair. Gelas ukur sebagai alat untuk mengukur
volume larutan yang digunakan dalam pembuatan media. Hotplate sebagai alat
pemanas untuk pembuatan media agar dan menghomogenkan media yang dibuat.
Jarum ose digunakan sebagai alat untuk purifikasi jamur dan inokulasi isolat
bakteri. Inkubator sebagai alat untuk inkubasi bakteri. Amber glass sebagai wadah
hasil ekstraksi jamur. Cotton swab digunakan untuk mengambil bakteri dalam
media cair dan menanamkannya ke media agar. Bunsen sebagai sumber api.
Kamera digital sebagai alat untuk dokumentasi. Jangka sorong sebagai alat untuk
mengukur diameter zona bening aktivitas antibakteri. Vortex sebagai alat untuk
homogenisasi ekstrak. Pinset sebagai alat untuk menjepit paperdisc saat uji
aktivitas antibakteri. Laminar air flow merupakan ruang kerja steril untuk
meminimalisasi kontaminasi saat menanam ataupun menuang media. Rotary
evaporator sebagai alat untuk ekstraksi jamur. Thermal cycler sebagai alat untuk
memperbanyak segmen DNA melalui proses PCR. Microwave sebagai alat untuk
pembuatan gel agarose 2%. Elektroforesis gel sebagai alat untuk proses
elektroforesis. UV transiluminator sebagai alat untuk memvisualisasi pita DNA

hasil elektroforesis.
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3.2.2. Bahan
A Jamur uji

Jamur untuk uji aktivitas antibakteri yang digunakan dalam penelitian
adalah jamur endofit pada mangrove yang diambil dari Lampung Mangrove
Center. Metode yang digunakan pada sampling mangrove yaitu purposive
sampling method (Creswell, 2003). Jenis mangrove yang digunakan antara lain
Avicennia marina, Rhizophora apiculata, Nypha fruticans, Rhizophora
mucronata, dan Sonneratia caseolaris. Bagian mangrove yang digunakan yaitu
akar dan daun.
B. Bakteri uji

Bakteri patogen uji aktivitas antibakteri yang digunakan dalam penelitian
adalah isolat murni V. parahaemolyticus dari tambak budidaya intensif udang
vanname di Lampung Timur. Isolat murni S. aureus yang diperoleh dari UPTD
Balai Laboratorium Kesehatan Provinsi Lampung.
C. Media uji

Media uji yang digunakan dalam penelitian adalah media PDA (Potato
Dextrose Agar) merk Merck, NA (Nutrient Agar) merk Merck, NB (Nutrient
Broth) merk Merck, dan Mueller Hinton Agar (MHA) merk Merck. Protokol
pembuatan media uji tersaji pada Lampiran 1.
D. Identifikasi molekuler

Identifikasi jamur dilakukan secara molekuler menggunakan Zymo
Research Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit dari PT Genetika Science.
E. Ekstraksi jamur endofit

Ekstraksi jamur endofit dilakukan menggunakan etil asetat sebagai pelarut
dan DMSO (dimetil sulfoksida) sebagai pengencer. Ekstrak jamur dengan
konsentrasi tertentu diteteskan pada blank paperdisc merk Oxoid dengan diameter

6 mm.

3.3.  Metode Penelitian
Metode penelitian yang digunakan adalah eksploratif dengan analisis

deskriptif. Prosedur penelitian ini terdapat tahap persiapan yang meliputi
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persiapan alat dan bahan. Tahap pelaksanaan meliputi sterilisasi alat dan bahan,
isolasi dan purifikasi jamur endofit mangrove, screening aktivitas anti V.
parahaemolyticus dan S. aureus, ekstraksi jamur potensial anti V.
parahaemolyticus dan S. aureus, uji aktivitas anti V. parahaemolyticus dan S.
aureus, dan identifikasi jamur potensial secara molekuler. Menurut Prihatini et al.,
(2014), identifikasi molekuler meliputi ekstraksi DNA, amplifikasi DNA,
elektroforesis, sekuensing, dan pembuatan pohon phylogenetic. Berikut di bawah
ini merupakan diagram alir tahapan penelitian mengenai bioprospeksi jamur
endofit pada mangrove di habitat Lampung Mangrove Center sebagai antibakteri
alami tersaji pada Gambar 5.

IMC ) Pengambilan sam pel m angrove | akarm ansrove

. Sterilisas alat danbahan . alat dan bahan steril
Lab. Mikrobiolog Isolasi dan punifilkas jamur - - -
) endofit dan m angrove — isolat jam ur endofit

yang mumi

Screening aktivitas antibakten —
—> kandidatjamur endofit

yang potensial

Ekstraksi jamur endofit yang
potensial sebagai antibakten

Lab. Botani = ekestrak jamur endofit

Lab. Mikrobiologi ||  Uji aktivitasantibaktei [ , | di2meterzonahambat

sebagai aktivitas
antibakten

Lab. Bioteknologi dan Identifikasim olekuler padajamur endofit
Lab. Genetika Science | | yangpotensial dengan 185:DNA

— pohon filogenetik dan
1amur endofit

Gambar 5. Diagram Alir Tahapan Penelitian.

3.4.  Prosedur Penelitian
3.4.1. Sterilisasi alat dan bahan

Tahap awal yang dilakukan adalah melakukan sterilisasi alat dan bahan.
Alat yang terbuat dari kaca dicuci dengan sabun, lalu dibilas dengan air,

dikeringkan, dan dibungkus menggunakan kertas. Glass ware dan bahan
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disterilisasi di autoclave dengan suhu 121 °C pada tekanan 1 atm selama 20 menit
(Kagali et al., 2018; Seo et al., 2018; Sulieman et al., 2018). Jarum ose
disterilisasi menggunakan alkohol 70% lalu dibakar di atas api bunsen untuk
membebaskan alat dari mikroorganisme (Shabirah et al, 2019; Ningrum et al.,
2018). UV dinyalakan terlebih dahulu sebelum menggunakan laminar air flow
selama 30 menit (Jain et al., 2020).
3.4.2. lsolasi dan purifikasi jamur endofit pada mangrove

Bagian mangrove yang diisolasi yakni daun, batang, dan sedimen. Isolasi
jamur endofit pada mangrove dilakukan dengan mencuci potongan sampel
menggunakan air mengalir, kemudian semprotkan etanol 70% untuk menghindari
kontaminasi silang mikroba epifit (Supratman et al., 2021). Hal ini dilakukan
untuk mensterilkan mangrove dari mikroba yang tak diinginkan saat proses isolasi
(Zhao et al., 2011). Potongan sampel berukuran 2 x 2 cm diletakkan pada media
PDA, diinkubasi selama 5 x 24 jam dengan suhu optimal 25 °C. Jamur yang
tumbuh dipurifikasi ke media PDA berdasarkan karakteristiknya sehingga
diperoleh jamur yang murni (Neethu dan Pradeep, 2018). Krakteristik jamur
meliputi warna, pertumbuhan, serta keberadaan filamen dan spora. Kategori
pertumbuhan very slow, slow, medium, fast, dan very fast yaitu jamur memiliki
diameter<1cm,1-2cm, 2 - 3cm, 4 cm, dan > 5 cm selama masa inkubasi 7
hari.
3.4.3. Screening aktivitas antibakteri

Jamur endofit diujikan pada bakteri patogen V. parahaemolyticus dan S.
aureus menggunakan metode overlay (Kristiana et al., 2019; Sibero et al., 2018;
Balouiri et al., 2016). Inokulasi bakteri patogen pada media kultur cair (NB)
diinkubasi selama 24 jam. Kepadatan bakteri yang digunakan mengacu dengan
0.5 McFarland standard (1,5 x 108 CFU/ml). Bakteri diambil sebanyak 1% dari
volume media untuk ditumbuhkan di media NA menggunakan cotton swab (Tang
et al., 2018). Jamur endofit diujikan pada bakteri V. parahaemolyticus dan S.
aureus di NA tersebut. Pengamatan zona bening yang terbentuk di sekitar plug
jamur dilakukan selama 2 x 24 jam (Soowannayan et al., 2019; Losung et al.,
2015).
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3.4.4. Ekstraksi jamur potensial antibakteri

Jamur yang potensial dari hasil screening antibakteri kemudian diekstraksi
menggunakan metode maserasi (perendaman). Proses ekstraksi jamur berlangsung
selama 3 x 24 jam menggunakan pelarut etil asetat (Siagian et al., 2018).
Perbandingan media PDA dengan etil asetat yang digunakan yaitu 1:2, dimana
media PDA berisi 10 ml/petridish. Filtrat yang dihasilkan dipisahkan dari
pelarutnya menggunakan rotary evaporator dengan suhu 30 °C. Evaporasi
dilakukan untuk mendapatkan ekstrak pekat (Pangow et al., 2020; Macpal et al.,
2019). Suhu yang rendah dalam evaporasi bertujuan untuk menjaga senyawa
bioaktif (Kowal et al., 2018).

3.4.5. Uji aktivitas antibakteri

Inokulasi bakteri patogen pada media kultur cair (NB) diinkubasi selama
24 jam. Kepadatan bakteri yang digunakan mengacu dengan 0.5 McFarland
standard (1,5 x 108 CFU/ml). Bakteri diambil sebanyak 1% dari volume media
untuk ditumbuhkan di media MHA menggunakan cotton swab (Bahabadi et al.,
2017). Konsentrasi ekstrak jamur yang digunakan dalam uji aktivitas antibakteri
adalah 500, 250, dan 125 pg/disc. Uji aktivitas antibakteri dilakukan
menggunakan chloramphenicol 30 pg/disc sebagai kontrol positif dan DMSO
(dimetil sulfoksida) sebagai kontrol negatif. Ekstrak jamur dengan tiga
konsentrasi berbeda, kontrol positif, dan kontrol negatif diteteskan pada blank
paperdisc merk Oxoid dengan diameter 6 mm. Pengujian ini dilakukan
menggunakan metode disc diffusion, yaitu pengamatan zona bening yang
terbentuk di sekitar paperdisc (Rifani et al., 2023). Zona bening di sekitar
paperdisc menunjukkan adanya daya hambat ekstrak jamur endofit terhadap
bakteri patogen (Sibero et al., 2018).

Pengukuran zona bening dilakukan menggunakan software Image J
(Dobrescu et al., 2017; Raston et al., 2017; Zivkovic et al., 2017). Diameter zona
bening diukur dalam satuan millimeter. Pengukuran dilakukan selama 2 x 24 jam
(Fajriani et al., 2018; Nemeth et al., 2015). Terdapat zona bening di sekitar media
pertumbuhan bakteri uji yang tidak ditumbuhi bakteri. Kemampuan suatu ekstrak
dalam menghambat pertumbuhan bakteri diklasifikasikan berdasarkan diameter

zona hambat.
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3.4.6. ldentifikasi molekuler jamur potensial
A. Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan menggunakan Zymo Research Quick-DNA
Fungal/Bacterial Miniprep Kit dari PT Genetika Science sesuai protokol yang
digunakan pada Meyer et al. (2019). Protokol penggunaan Zymo Research
Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit dari PT Genetika Science tersaji pada
Lampiran 2.
B. Amplifikasi DNA

Protokol untuk pembuatan komponen amplifikasi DNA dengan volume
reaksi 25 pl yang terdiri dari 1 pl forward primer (ITS 1) dan 1 pl reverse primer
(ITS 4) dari Macrogen Ltd., Korea (Prihatini et al., 2014); 12,5 pl 2x My Taq Red
Master mix dari Bioline corporation; 8,5 pl DDH,0 (nuclease free water), dan 2
pl DNA template. Protokol pembuatan komponen amplifikasi DNA mengacu
pada Bioline corporation tersaji pada Lampiran 3. Amplifikasi DNA melalui
Polymerase Chain Reaction (PCR) dilakukan pada mesin Thermal Cycler.
Protokol amplifikasi DNA mengacu pada Trianto et al. (2020) yakni
pradenaturasi pada suhu 95 °C selama 3 menit, kemudian amplifikasi sebanyak 34
siklus pada proses denaturasi pada suhu 95 °C selama 1 menit, annealing pada
suhu 56,1 °C selama 1 menit, extension pada suhu 72 °C selama 1 menit, final
extension pada suhu 72 °C selama 7 menit, dan proses pendinginan pada suhu 4
°C hingga kembali seperti awal mula.
C. Elektroforesis

Produk hasil amplifikasi dipisahkan melalui proses elektroforesis pada gel
agarose 1% merk Fisher Biotech. Protokol pembuatan gel agarose 1% tersaji pada
Lampiran 4. Sumuran agarose 1% yang telah dicetak diletakkan ke dalam bak
mesin elektroforesis berisi 1 x TBE buffer. 2 ul DNA marker 1.000 basepairs
dimasukkan ke sumuran pertama sebagai penanda berat molekul (Taareluan et al.,
2020). Elektroforesis dilakukan dengan cara memasukkan 2 pl produk PCR (DNA
template) ke dalam sumur gel agarose 1%. Protokol elektroforesis mengacu pada
Nurcahyani et al. (2019) yaitu bak dialiri listrik dengan tegangan 100 volt selama
30 menit. Setelah proses elektroforesis, dilakukan proses visualisasi gel untuk

melihat hasil elektroforesis menggunakan mesin Gel Doc UV transiluminator.
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Gambar pita menunjukkan adanya produk hasil amplifikasi DNA yang diamati
menggunakan sinar UV (Annisaqois et al., 2018; Toleman, 2018). Gambar
tersebut dapat disimpan dalam format JPEG.

D. Sekuensing DNA

Hasil amplifikasi dari PCR kemudian dikirim ke PT Genetika Science,
Tangerang untuk dilakukan sekuensing DNA (Hartatik, 2017). Hasil sekuensing
yang diperoleh kemudian dianalisis dan jika diperlukan dilakukan pengeditan
menggunakan software MEGA-7. Sekuens DNA diperoleh dari hasil pengeditan
dengan menjajarkan primer forward dan reverse yang disebut consensus sequence
(Shen et al., 2018; Frank et al., 2016).

E. Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

Consensus sequence jamur dibandingkan dengan sekuens jamur yang
tersedia pada GenBank database nukleotida di National Center for Biotechnology
Information (NCBI) menggunakan fitur Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (Anisimova et al., 2019; Khan dan Bhadauria, 2019). Hasil
perbandingan jamur tersebut diklasifikasikan sesuai dengan tingkat homologinya,
lalu dianalisis menggunakan fitur ClustalW pada software MEGA-7 (Xiong et al.,
2019).

F. Pembuatan pohon filogenetik

Jenis jamur serta Operational Taxonomic Units (OTUs) ditentukan
berdasarkan homologi sekuens dengan jenis jamur yang sudah dikenal yang
tersedia pada database. Identitas jenis jamur dianalisis berupa filogenetik
menggunakan pendekatan neighbour-joining tree pada software MEGA-7.
Pendekatan ini digunakan dengan manfaat yaitu minim evolusi dan efisien dalam
pemilihan pohon filogenetik (Stecher et al., 2020; Funk et al., 2018). Gambar
pohon filogenetik direkonstruksi dengan boostrep sebanyak 1000x terhadap DNA
jamur pada software BioEdit 7.7 (Wang et al., 2019; Hartatik, 2017).
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3.5. Parameter Pengamatan
3.5.1. Isolasi dan purifikasi jamur endofit pada mangrove

Parameter isolasi dan purifikasi jamur endofit pada mangrove dilakukan
pada media PDA dan dilakukan pengamatan berdasarkan ciri karakteristik jamur
isolat tunggal.
3.5.2. Screening aktivitas antibakteri

Parameter hasil screening aktivitas antibakteri yang menunjukkan adanya
zona bening yang diamati secara kualitatif. Pengamatan dilakukan selama 2 x 24
jam.
3.5.3. Ekstraksi jamur potensial antibakteri

Parameter dari ekstraksi jamur potensial sebagai antibakteri yaitu
diperoleh ekstrak yang pekat.
3.5.4. Uji aktivitas antibakteri

Parameter uji aktivitas antibakteri yaitu ditandai dengan terbentuknya zona
bening. Pengukuran diameter zona bening dilakukan selama 2 x 24 jam.
3.5.5. ldentifikasi molekuler jamur potensial

Parameter identifikasi jamur secara molekuler ditandai dengan adanya
visualisasi dari hasil elektroforesis berupa pita, data sekuens, consensus sequence,
dan pohon filogenetik.

3.6.  Analisis data

Penelitian ini menggunakan pendekatan analisis deskriptif. Metode
analisis deskriptif bertujuan mengubah data mentah, lalu mendeskripsikannya
menjadi suatu bentuk informasi yang singkat, padat, dan mudah dipahami. Isolat
yang potensial sebagai antibakteri dianalisis dengan fitur BLAST untuk
memperoleh homologi dan pembuatan pohon filogenetik menggunakan software
BioEdit 7.7 dan MEGA-7.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian bioprospeksi jamur endofit pada mangrove di
habitat Lampung Mangrove Center sebagai antibakteri alami, dapat disimpulkan
bahwa :
1. 9 dari 66 isolat jamur endofit memiliki aktivitas anti-V. parahaemolyticus
dan S. aureus dengan kategori kuat. 2 isolat jamur endofit dengan aktivitas terbaik
yakni Pseudopestalotiopsis theae dari akar Avicennia marina dan Trichoderma

harzianum dari daun Rhizophora apiculata.

5.2. Saran

Saran yang dapat diberikan untuk penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Sebaiknya ekstrak jamur endofit pada mangrove yang potensial sebagai
antibakteri dapat dilakukan uji lanjut pada in vivo untuk mengetahui efek secara
langsung.
2. Sebaiknya kegiatan bioprospeksi tidak berhenti di tahap eksplorasi, namun
bisa dilakukan pengembangan industrialisasi hingga ke tahap komersialisasi untuk

meningkatkan kesejahteraan dan perekonomian.
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