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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS JAMUR Scopulariopsis brevicaulis (BAINIER,1907) DARI
MANGROVE Rhizophora mucronata (LAMARCK, 1798) SEBAGAI
ANTIBAKTERI TERHADAP Vibrio harveyi (GREENWOOD, 1995) DAN
Vibrio parahaemolyticus (FUJINO, 1951)

Oleh

Agilla Fadya Repliansyah

Mangrove merupakan salah satu jenis tumbuhan yang memiliki bahan bioaktif
yang menghasilkan senyawa aktif untuk menghambat bakteri, seperti bakteri
penyebab vibriosis. Tumbuhan mangrove banyak juga digunakan sebagai bahan
obat dimana di dalamnya terkandung senyawa metabolit sekunder yang bersifat
farmakologi, yang berasal dari jamur endosimbion yang hidup dalam jaringan
tumbuhan. Maka dari itu dalam penelitian ini merujuk pada skrining isolat jamur
endosimbion mangrove yang memiliki aktivitas terhadap bakteri vibriosis, uji
aktivitas terhadap ekstrak jamur endosimbon, dan identifikasi molekuler dari
jamur endosimbion mangrove. Metode yang digunakan adalah metode dual
culture. Pada penelitian ini didapatkan 16 jamur endosimbion mangrove dari
batang, akar, daun, namun hanya 1 jamur yang memiliki aktivitas antibakteri
terhadap bakteri V. harveyi yaitu jamur yang berasal dari akar dengan kode RAF
3.8 yang memiliki kecocokan 100% dengan jamur Scopulariopsis brevicaulis.

Kata kunci: antibakteri, jamur endosimbion, mangrove, vibriosis



ABSTRACT

THE FUNGI ACTIVITY TESTING OF Scopulariopsis brevicaulis
(BAINIER,1907) FROM MANGROVE Rhizophora mucronata (LAMARCK,
1798) AS ANTIBACTERIA TO Vibrio harveyi (GREENWOOD, 1995) AND

Vibrio parahaemolyticus (FUJINO, 1951)

By

Agilla Fadya Repliansyah

Mangroves are a type of plant that has bioactive ingredients that produce active
compounds to inhibit bacteria, such as bacteria that cause vibriosis. Many mang-
rove plants are also used as medicinal ingredients which contain secondary meta-
bolite compounds of pharmacological nature, which come from endosymbiont fu-
ngi that live in plant tissue. Therefore, this research refered to screening of mang-
rove endosymbiont fungal islates that had activity against vibriosis bacteria, acti-
vity testing on endosymbiont fungal extracts, and molecular identification of
mangrove endosymbiont fungi. The method used was the dual culture method. In
this study, 16 mangrove endosymbiont fungi were obtained from stems, roots and
leaves, but only 1 fungus had antibacterial activity against V. harveyi bacteria,
namely a fungus originating from roots with code RAF 3.8 which has a 100%
match with the fungus Scopulariopsis brevicaulis.

Keyword: antibacterial, endosymbiont fungi, mangrove, vibriosis
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. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Mangrove merupakan jenis ekosistem yang menghubungkan laut dan daratan
(Abubakar et al., 2018). Ekosistem berikut merupakan satu-satunya ekosistem
pesisir yang memiliki fungsi ekologis dan ekonomi. Mangrove dapat digunakan
sebagai habitat (tempat tinggal), tempat mencari makan (feeding ground), tempat
asuhan dan perawatan (nursery ground), serta tempat pemijahan (spawning gro-
und) untuk berbagai spesies perairan yang merupakan salah satu fungsi ekologis
rawa mangrove. Ada beberapa hal lain dari ekosistem mangrove yang dapat di-
fungsikan sebagai sumber perekonomian penduduk, antara lain adalah pembuatan
keperluan rumah tangga, industri, dan bisnis, serta sebagai bahan baku obat-
obatan (Suryono, 2013). Karakteristik dari ekosistem mangrove juga dapat ber-
dampak positif terhadap kelangsungan hidup ikan, komunitas biota bentik, dan
rantai makanan di sekitarnya. Mangrove juga dikenal sebagai layanan ekologis
baik di daerah tropis maupun subtropis yang menyediakan berbagai flora, fauna,
dan mikroba. Mangrove merupakan salah satu jenis tumbuhan yang memiliki
bahan bioaktif (Akbar et al., 2018).

Bioaktif yang dimiliki mangrove R. mucronata di Indonesia belum dimanfaatkan
secara optimal, meski kandungan metabolit sekunder seperti tanin, saponin, dan
terpenoid dapat digunakan sebagai sumber antibakteri (Ramli et al., 2020). Pene-
litian sebelumnya melaporkan bahwa ekstrak daun R. mucronata memiliki aktivi-
tas antibakteri terhadap bakteri gram negatif P. aeruginosa (Dewanto et al.,
2021). Potensi ekstrak daun R. mucronata dalam menghambat pertumbuhan bak-
teri E. coli dan B. cereus juga telah dilaporkan pada penelitian sebelumnya (Sor-
min et al., 2021). Mangrove memiliki hubungan simbiosis dengan mikroba sim-

bion, salah satunya adalah jamur endosimbion mangrove, yang telah ditemukan



di sebagian besar keluarga tumbuhan, termasuk pada tumbuhan mangrove. Tum-
buhan mangrove banyak juga digunakan sebagai bahan obat dimana di dalamnya
terkandung senyawa metabolit sekunder yang bersifat farmakologis (Soetarno,
2000). Beberapa ilmuwan mengatakan bahwa aktivitas farmakologis dapat berasal

dari jamur endosimbion yang hidup di dalam jaringan tumbuhan (Prihanto, 2012).

Menurut Bara et al. (2015) mikroba endosimbion merupakan mikroba yang hidup
di dalam jaringan tumbuhan dan mampu membentuk koloni dalam jaringan tum-
buhan, tanpa memberikan efek negatif terhadap inangnya. Mikroba endosimbion
dapat berupa bakteri dan jamur, namun saat yang lebih banyak diteliti adalah
jamur-jamur endosimbion. Jamur endosimbion merupakan jamur yang terdapat
pada sistem jaringan tanaman yang tidak menyebabkan gejala penyakit pada ta-
naman inang, kemudian dapat menghasilkan senyawa antibakteri yang berpotensi

sebagai agen pengendali hayati.

Jamur endosimbion menghabiskan sebagian bahkan seluruh siklus hidup koloni-
nya di dalam sel jaringan hidup tanaman inangnya, dan dapat ditemui pada sis-
tem jaringan tumbuhan seperti daun, ranting, atau akar. Jamur endosimbion di-
ketahui dapat merangsang pertumbuhan tanaman dan meningkatkan ketahanan
inang terhadap jamur patogen. Asosiasi beberapa jamur endosimbion dengan
tumbuhan inang mampu melindungi tumbuhan inangnya dari beberapa patogen
virulen, baik bakteri maupun jamur (Sofiyani, 2014). Beberapa studi tentang
jamur endosimbion menunjukkan potensi yang menjanjikan terutama di bidang
industri farmasi untuk menghasilkan senyawa bioaktif dan pemanfaatan jamur
endosimbion dinilai lebih efisien dan konservatif dibandingkan dengan meman-
faatkan tumbuhan mangrove secara langsung (Sinaga et al., 2009). Menurut
Khalil et al. (2020) jamur mangrove yang terdapat di Indonesia mengandung
senyawa aktif yang bersifat antibakteri. Beberapa penelitian membuktikan jamur
endosimbion mangrove, yang berpeluang besar untuk dijadikan sebagai agen
untuk menghasilkan senyawa antibiotik baru (Kumala dan Fitri, 2008; Khalil et
al., 2020).



Penelitian tentang aktivitas antimikroba jamur endosimbion mangrove masih da-
pat dikembangkan, khususnya aktivitas endosimbion mangrove terhadap bakteri
penyebab vibriosis, karena penelitian sebelumnya banyak yang mengkaji. Namun,
beberapa penelitian yang mengkaji tentang mangrove, menyebutkan bahwa mang-
rove memiliki potensi dalam menghasilkan senyawa aktif untuk menghambat bak-
teri, seperti bakteri penyebab vibriosis. Berdasarkan penelitian (Trianto et al.,
2004) ekstrak dari bagian tumbuhan mangrove terbukti memiliki aktivitas daya
hambat terhadap bakteri V. harveyi dan V. parahaemolyticus. Hal tersebut me-
mungkinkan bahwa jamur endosimbion mengrove memiliki aktivitas yang sama

terhadap bakteri penyebab vibriosis.

Bakteri genus Vibrio merupakan bakteri patogen yang dapat dijumpai di perairan
laut dan payau. Sarjito et al. (2016) menjelaskan bahwa bakteri Vibrio sp. meru-
pakan bakteri penyebab vibriosis dan dapat menyebabkan kematian pada kegiatan
budi daya udang dan ikan laut. Menurut Hatmanti (2003) selain menimbulkan pe-
nyakit dan kematian pada biota, bakteri Vibrio juga dapat mengkontaminasi biota
lain, sehingga akan menimbulkan penyakit atau keracunan ketika dikonsumsi.
Oleh karena beberapa alasan tersebut, diperlukan suatu penelitian untuk mengatasi

permasalahan vibriosis dengan memanfaatkan jamur endosimbion dari mangrove.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah :

1. Penapisan isolat jamur endosimbion mangrove yang memiliki aktivitas terha-
dap bakteri penyebab vibriosis,

2. uji aktivitas antibakteri ekstrak jamur endosimbion mangrove terhadap bakteri
vibriosis,

3. identifikasi molekuler jamur endosimbion mangrove yang memiliki aktivitas

terhadap bakteri penyebab vibriosis.



1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian, yaitu diperoleh informasi mengenai potensi antibakteri jamur
endosimbion mangrove, terhadap bakteri vibriosis dan identifikasi isolat jamur
endosimbion mangrove potensial sebagai agen antibiotik baru untuk penelitian

lanjutan.

1.4 Kerangka Pikir

Dalam budi daya perikanan, kendala utama yang sulit dikendalikan adalah kebera-
daan penyakit ikan. Sudah banyak keluhan dari masyarakat dan petani, termasuk
yang terlibat di keramba dan tambak. Bahkan tidak sedikit dari mereka yang me-
nutup usahanya akibat kematian massal ikan atau udang yang siap dipanen. Ke-
matian massal udang dan ikan disebabkan oleh bakteri vibrosis sering terjadi. Pe-
nyakit Vibrio adalah penyakit yang disebabkan oleh bakteri Vibrio yang dapat
menyerang udang dan ikan laut. Beberapa spesies Vibrio yang dapat menyebab-

kan vibrosis, yaitu V. harveyi dan V. parahaemolyticus.

WHO (2014) menyatakan bahwa resistensi multi antibiotik pada bakteri saat ini
menjadi masalah utama dan resistensi obat adalah masalah serius yang mengan-
cam sistem medis modern. Hal tersebut karena mikroorganisme yang resistan
terhadap obat dapat tumbuh pada konsentrasi antibiotik yang biasanya cukup
untuk membunuh mereka. Menurut Smith (2012) kegagalan pengobatan sering
terjadi karena resistensi antibiotik, bahkan memiliki peluang kematian. Kualitas
ikan atau udang yang siap dipanen dapat menyebabkan kematian massal yang
disebabkan oleh bakteri vibrio. Namun Yano et al. (2014) menemukan bahwa V.
parahaemolyticus di lingkungan tambak udang resisten terhadap ampisilin (anti-
biotik) dan oksitetrasiklin (antibiotik untuk infeksi antibakteri) yang berkisar di
angka 72% dan 3%. Resistensi antibiotik telah dilaporkan pada beberapa spesies
Vibrio termasuk V. cholerae, V. harveyi, V. Parahaemolyticus V. vulnificus, V.

pufferfish, dan V. campbelli.

Munculnya resistensi obat pada bakteri patogen mendorong pencarian obat yang

menghasilkan senyawa antibakteri yang berpotensi untuk digunakan sebagai



bahan obat baru. Penggunaan ekstrak tumbuhan mangrove dinilai tidak

konservatif. Namun dengan adanya penelitian tentang jamur endosimbion

mangrove akan menjadi konservatif karena akan menggunakan jamur dari bagian

tubuh mangrove saja. Jamur endosimbion mangrove dapat dimanfaatkan untuk

menemukan senyawa baru yang berpotensi sebagai antibakteri terhadap bakteri

penyebab vibrosis. Selain lebih konservatif, jamur endosimbion tumbuh lebih

cepat daripada tanaman mangrove tersebut.

Bakteri V. harveyi dan V.
parahaemolyticus
menyerang sektor perikanan
dengan tingkat kematian

yang tinggi.

Uji bioaktivitas mikroba
endosimbion mangrove
terhadap bakteri patogen V.
harveyi dan V.
parahaemolyticus

A\ 4

A

Penggunaan antibiotik
komersil dapat menyebabkan
V. harveyi dan V.
parahaemolyticus dan
bakteri lingkungan menjadi
resisten

Mikroba endosimbion
mangrove bisa menjadi
solusi karena memiliki
karakteristik bioaktif yang
sama dengan host-nya

A 4

A

Ekstrak mangrove dapat

menjadi solusi penghasil

antibiotik alami karena
diketahui memiliki bioaktif

yang tinggi

Penggunaan mangrove yang
berlebihan dapat menghabiskan
populasi mangrove

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mangrove R. mucronata

R. mucronata merupakan jenis mangrove yang mudah dikenali dari propagulnya
yang paling panjang dibandingkan dengan jenis lainnya. Propagulnya dapat men-
capai panjang 70 cm dengan diameter 3-4 cm. Terdapat bintil-bintil pada permu-
kaan propagul mangrove yang menjadikan permukaannya menjadi kasar. Daun R.
mucronata juga paling lebar di antara jenis Rhizophora lainnya, dengan ujung da-
un yang meruncing. Bunganya berukuran sedikit lebih besar dan berwarna kuning

yang terdiri dari 6-8 bunga per kelompok.

R. mucronata secara morfologi dapat diketahui dengan mudah dari bentuk daun-
nya yang memanjang, meruncing dan agak berkulit, serta daunnya berwarna hijau
kekuningan terletak pada pangkal gagang dan sedikit melebar. Pada bagian daun
mangrove berbentuk bulat memanjang dan meruncing, buahnya berbentuk lonjong
atau panjang yang berwarna hijau kecoklatan, namun R. mucronata lebih toleran
terhadap substrat yang lebih keras dan pasir. Pada umumnya R. mucronata tum-
buh dalam kelompok yang dekat pada pematang sungai pasang surut dan di muara
sungai, jarang sekali tumbuh pada daerah yang jauh dari air pasang surut (Noor et
al., 2006). Pertumbuhan optimal terjadi pada areal yang tergenang dengan air
yang cukup dalam, serta pada tanah yang kaya akan humus. R. mucronata meru-
pakan salah satu jenis tumbuhan mangrove yang paling penting dan paling ter-

sebar luas dan perbungaannya terjadi sepanjang tahun.



Gambar 2. Mangrove R. mucronata.
Sumber : https://presma.uny.ac.id

Klasifikasi R. mucronata adalah :

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Malpighiales

Family : Rhizophoraceae

Genus : Rhizophora

Spesies : Rhizophora mucronata

Hutan mangrove merupakan hutan tumbuhan tingkat tinggi yang beradaptasi de-
ngan sangat baik di wilayah intertidal maupun pada wilayah dengan tinggi per-
mukaan pasang surut rata-rata sampai pada wilayah dengan pasang tertinggi
(Alongi, 2009). Komunitas tumbuhan mangrove tumbuh baik pada wilayah tropis
dan mampu beradaptasi pada kondisi lingkungan yang ekstrim seperti suhu ting-
gi, salinitas tinggi, pasang surut ekstrim, sedimen tinggi, serta kondisi substrat
tumbuh yang miskin oksigen atau tanpa oksigen. Hutan mangrove merupakan
suatu kawasan yang berfungsi sebagai penghubung antara lautan dan daratan,
sedangkan mangrove itu sendiri memiliki beberapa fungsi ekologis bagi wilayah

pesisir.

Di antaranya, sebagai benteng pencegah abrasi atau pengikisan pantai oleh ge-

lombang air laut, sebagai tempat hidup dan sumber makanan, sebagai pencegah


https://presma.uny.ac.id/

intrusi air laut kedaratan. Kemudian sebagai penyaring limbah organik dan bahan
kimia secara alami, serta sebagai pembentukan pulau dan menstabilkan wilayah

pesisir.

Mangrove merupakan sumber daya alam tropis yang memiliki banyak manfaat
sosial, ekonomi dan ekologi. Mangrove memiliki habitat yang lebih spesifik
karena interaksi yang kompleks antar komponen ekosistem. Komponen-kompo-
ponen yang membentuk suatu ekosistem berinteraksi membentuk satu kesatuan
yang utuh dan tidak dapat berdiri sendiri-sendiri. Mangrove merupakan ekosistem
yang tidak terpengaruh oleh iklim, namun faktor aluvial (tanah endapan) mendo-

minasi pembentukan ekosistem (Indriyanto, 2006).

Mangrove tumbuh dan berkembang pada wilayah estuaria dan memiliki adaptasi
yang unik. Mangrove berperan untuk menghadapi tekanan lingkungan berupa Sa-
linitas tinggi, temperatur tinggi, dan radiasi sinar matahari yang kuat, serta me-
limpahnya mikroorganisme dan insekta. Tumbuhan yang dapat hidup pada da-
erah ekstrim, tentu memiliki senyawa yang melindunginya dari kerusakan. Hal
tersebut dibuktikan dengan adanya penggunaan bagian tanaman mangrove sebagai
bahan racun ikan yang biasa digunakan oleh nelayan. Sifat toksisitas tersebut me-
nunjukkan adanya kandungan senyawa yang berperan melindungi tumbuhan

mangrove dari berbagai gangguan (Kokpoln et al., 1990).

Ekosistem mangrove (bakau) adalah ekosistem yang berada di daerah tepi pantai
yang dipengaruhi oleh pasang surut air laut sehingga lantainya selalu tergenang
air. Ekosistem mangrove berada di antara level pasang naik tertinggi sampai level
di sekitar atau di atas permukaan laut rata-rata. Pada daerah pantai yang terlin-
dungi dan menjadi pendukung berbagai jasa ekosistem di sepanjang garis pantai
di kawasan tropis (Supriharyono, 2009) dan sebagai sumber tanaman obat (Supri-
yanto et al., 2014). Dan menjadi pendukung sebagai jasa ekosistem disepanjang

garis pantai di kawasam tropis (Donato et at., 2012).

Manfaat ekosistem mangrove yang berhubungan dengan fungsi fisik adalah se-
bagai mitigasi bencana seperti peredam gelombang dan angin badai bagi daerah

di belakangnya. Ekosistem mangrove juga sebagai pelindung pantai dari abrasi,



gelombang air pasang (rob), tsunami, penahan lumpur dan perangkap sedimen

yang diangkut oleh aliran air permukaan, berperan dalam pencegahan intrusi air
laut ke daratan, serta dapat menjadi penetralisir pencemaran perairan pada batas
tertentu (Lasibani dan Eni, 2009). Manfaat lain dari ekosistem mangrove adalah

sebagai obyek daya tarik wisata alam dan atraksi ekowisata (Sudiarta, 2006).

2.2 Senyawa Bioaktif Pada Mangrove

Senyawa bioaktif merupakan senyawa aktif yang termasuk ke dalam metabolit
sekunder. Metabolit sekunder merupakan suatu komponen hasil metabolisme
yang unik dan terbatas, yang terkadang hanya dijumpai pada kelompok tertentu.
Metabolit sekunder berperan dalam interaksi sel organisme dengan lingkungan.
Metabolit sekunder menjamin ketahanan hidup organisme pada ekosistem hidup-
nya (Verpoorte dan Alfermann, 2000). Jithesh et al. (2006) menyebutkan bahwa
senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam tumbuhan merupakan zat bio-
aktif yang berkaitan dengan kandungan kimia dalam tumbuhan, sehingga seba-
gian tumbuhan dapat digunakan sebagai bahan obat. Menurut Mulyani et al.
(2013), tumbuhan mangrove dapat menghasilkan senyawa metabolit sekunder.
Tumbuhan mangrove dikenal memiliki senyawa bioaktif seperti senyawa alka-
loid, steroid, triterpenoid, saponin, tanin, flavonoid, dan fenolik dengan berbagai

bioaktivitas seperti antimikroba, antifungi, antivirus, dan lain-lain .

Tabel 1. Senyawa pada tumbuhan mangrove

No. Jenis mangrove Senyawa tumbuhan Aktivitas Pustaka
mangrove
1.  Mangrove Anthracenedione (41)  Antikanker  Zhang et al.
(C15H1205) (2007).
2. Mangrove Xanalteric acids | dan ~ Antimikroba Zhang et al.
Sonneratia alba 1, Altenusin (Cy5 Hy4 (2007).
Os)
3. Mangrove (akar, Belum diketahui Antibakteri  Daratil et al.
batang) (2018).
4.  Mangrove Phomopsin A,B,C dan  Antifungi Huang et al.
know cytosporone B (2008).

(C18H2605)
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2.3 Potensi Jamur Endosimbion Mangrove

Jamur endosimbion merupakan jamur yang hidup di dalam jaringan tumbuhan
tanpa memperlihatkan timbulnya penyakit pada tumbuhan tersebut. Jamur endo-
simbion memiliki potensi yang besar untuk dieksploitasi dan menghasilkan se-
nyawa-senyawa alami baru yang bermanfaat di bidang medis, pertanian, dan
industri. Mikroba endosimbion akan memproduksi senyawa yang berfungsi
untuk melindungi jaringan tumbuhan dari serangan mikroorganisme yang ber-
sifat patogen. Jaringan tumbuhan akan menyediakan kebutuhan nutrisi bagi
mikroba endosimbion agar dapat tetap hidup. Hubungan antara mikroba endo-
simbion dan jaringan tumbuhan dikenal sebagai hubungan simbiosis mutualis-

me.

Mikroba endosimbion dapat berupa bakteri atau jamur. Banyak penelitian di-
lakukan pada jamur endosimbion, ini karena masyarakat ilmiah ingin membuk-
tikan potensi senyawa bioaktif yang diproduksi oleh jamur endosimbion (Strobel
dan Daisy, 2003). Strobel et al. (2004) mengungkapkan 300 ribu spesies tumbu-
han tingkat tinggi di bumi dengan masing-masing individu tumbuhan menjadi
inang dari jamur endosimbion. Beberapa produk bioaktif baru berhasil diisolasi
dan diidentifikasi. Senyawa ini bukan hanya memiliki struktur dasar yang unik
tetapi memiliki aktivitas tinggi. Tabel 2 menunjukan senyawa dan jenis mikro-

ba jamur endosimbion pada mangrove.

Tabel 2. Senyawa dan jenis mikroba jamur endosimbion mangrove

No. Tumbuhan Mikroba Senyawa Aktivitas Pustaka
Inang Endosimbion
1. Mangrove Halorosellinia Anthracenedione Antikanker Zhang
SP. dan (41) (C15H1203) et al.
Guignardia (2007).

sp.
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2. Mangrove  Alternaria sp. Xanalteric acids ~ Antimikroba  Zhang
Sonneratia I and II, et al.
alba Altenusin (2007).
(CisH14 Og)

Tabel 2. Senyawa dan jenis mikroba jamur endosimbion mangrove (lanjutan)

3. Mangrove Fusarium sp., Belum diketahui Antibakteri Darati
(akar,batang,  Penicillium terhadap etal.
dan daun) sp. dan bakteri E.
Spergillus sp. coli dan S. (2018).
aureus
4, Mangrove  Phomopsis sp. Phomopsin Antifungi Huang
A,B,dan C, et al.
cytosporone B (2008).
(CIBHZGOS)

2.4 Bakteri V. harveyi

Infeksi penyakit bersama umumnya ditemukan pada budidaya udang dan meng-
akibatkan masalah serius dibandingkan dengan infeksi tunggal (Phouc et al.,
2009). Infeksi bersama pada udang umumnya disebabkan oleh penyakit virus
dan bakteri, V. harveyi merupakan bakteri penyebab penyakit vibriosis yang me-
resahkan pembudi daya udang sebab dapat menyebabkan kematian udang hing-
ga 80% dalam beberapa hari (Isarangkura dan Sae Hee, 2002). Penyakit tersebut
juga dapat menyebabkan kematian massal, baik pada pembenihan maupun pem-
besaran udang vaname di dunia karena sifatnya yang virulen (Soonthornchai et
al., 2010). Gejala klinis udang yang terinfeksi penyakit vibriosis menunjukkan
berwarna hitam kemerahan dan beberapa organ luar tampak merah terutama pa-

da insang dan anggota badan (Septiani et al., 2012).

Berbagai usaha dalam pengobatan penyakit vibriosis telah banyak dilakukan,
namun hingga saat ini kematian udang masih terjadi. Pengobatan yang umum
dilakukan adalah dengan aplikasi antibiotik. Penggunaan antibiotik atau bahan
kimia dengan konsentrasi yang kurang tepat dapat menimbulkan dampak negatif

bagi lingkungan perairan, kemudian dapat menyebabkan resistensi, dan memba-
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hayakan kesehatan konsumen karena residu dari bahan kimia yang digunakan

akan terakumulasi secara berkala pada tubuh udang (Defoirdt et al., 2007).

Salah satu pendekatan yang dapat diterapkan adalah penggunaan senyawa bio-
aktif alami dengan spektrum yang luas tanpa efek samping yang berbahaya. Be-
berapa spesies mangrove juga digunakan untuk menghambat vibriosis seperti A.
marina dan S. caseolaris (Maryani et al., 2002). Prabhu et al. (2012) menye-
butkan daun A. alba mengandung senyawa bioaktif yang dapat digunakan seba-
gai antioksidan, anti inflammatory dan anti cholinergic. Kemampuan ekstrak
daun A. alba dalam menghambat dan membunuh V. harveyi disebabkan memi-
liki tiga senyawa metabolit sekunder, yaitu saponin, flavonoid, dan tanin yang
dapat bekerja merusak membran sitoplasma (Fitri et al., 2018). Namun, peneli-
tian mengenai konsentrasi ekstrak daun A. alba yang tepat dalam menghambat

serangan bakteri V. harveyi pada udang vaname perlu diteliti lebih lanjut.

Menurut Johnson dan Shunk (1936), klasifikasi V. harveyi adalah sebagai be-
rikut :

Kingdom : Bakteria

Filum . Proteobakteria

Kelas : Gammaproteobakteria
Ordo : Vibrionales

Famili : Vibrionaceae

Genus : Vibrio

Spesies : Vibrio harveyi

Gambar 3. V. harveyi.
Sumber : Faulkner (2000)
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2.5 Bakteri V. parahaemolyticus

Vibrio adalah bakteri gram negatif berbentuk batang melengkung (seperti ko-
ma), hidup anaerob fakultatif di air asin, tidak membentuk spora, dan uji positif
pada oksidase. Semua anggota bakteri aktif bergerak (motil) dengan flagel di
ujung sel dan mempunyai selubung (Soedarto, 2015). Vibrio merupakan bakteri
yang paling banyak ditemukan pada permukaan air laut di seluruh dunia. V.
parahaemolyticus dapat ditemukan di laut dan perairan dangkal (Jawetz et al.,
2012).

V. parahaemolyticus adalah bakteri halofilik gram negatif, yang dapat mengha-
silkan energi untuk digunakan pada pertumbuhan oksidasi, bersifat anaerob fa-
kultatif, tidak bisa membentuk spora, memiliki flagelum, dan bersifat zoonosis.
Habitatnya berada pada perairan estuari atau pantai, namun tidak dapat hidup di
laut dalam (Urquhart et al., 2016). V. parahaemolyticus adalah jenis bakteri
yang memiliki daya tahan terhadap salinitas cukup tinggi. Oleh sebab itu,

bakteri patogen dapat mencemari pangan hasil laut (Liston, 1989).

Berikut klasifikasi bakteri V. parahaemolyticus menurut Kanagawa (1985) :

Kingdom : Bakteria

Filum : Proteobakteria

Kelas : Gammaproteobakteria
Ordo : Vibrionales

Famili : Vibrionaceae

Genus : Vibrio

Species : Vibrio parahaemolyticus

Gambar 4. V. parahaemolyticus
Sumber : https://sciencephoto.com
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2.6 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan salah satu unit operasi yang paling banyak digunakan
untuk mendapatkan senyawa bioaktif yang tersimpan pada suatu tanaman dan
memiliki fungsi menguntungkan bagi kesehatan manusia (Gani et al., 2013).
Dalam mengekstrak suatu senyawa, pemilihan metode ekstraksi, jenis pelarut,
lama ekstraksi, jumlah dan derajat kehalusan simplisia merupakan faktor yang
menentukan terhadap hasil ekstrak yang dihasilkan. Penggunaan pelarut dengan
tingkat kepolaran yang sama dengan senyawa yang diekstrak meningkatkan ke-
larutan. Jumlah pelarut dan ukuran partikel menentukan terhadap besarnya laju

transfer masa antara padatan dan larutan (Pinelo et al., 2005).

Berdasarkan Ansel (1985), istilah maceration berasal dari bahasa latin mace-
rare, yang artinya “merendam”. Maserasi merupakan metode ekstraksi dengan
proses perendaman bahan atau sampel dengan pelarut menggunakan pemanasan
rendah atau tanpa adanya proses pemanasan. Menurut Novitasari dan Putri
(2016), saat proses perendaman bahan akan terjadi pemecahan dinding sel dan
membran sel. Diakibatkan oleh perbedaan tekanan antara luar sel dengan
bagian dalam sel sehingga metabolit sekunder dalam sitoplasma akan pecah dan

terlarut pada pelarut yang digunakan.

Metode sonikasi merupakan metode ekstraksi yang memanfaatkan gelombang
ultrasonik dan dapat mempercepat waktu kontak antara sampel dengan pelarut.
Hal tersebut menyebabkan proses pemindahan massa senyawa bioaktif dari da-
lam sel tanaman ke pelarut lebih cepat (Ashley et al., 2001). Proses ekstraksi de-
ngan bantuan ultrasonik menyebabkan senyawa organik pada sampel dengan
menggunakan pelarut organik dapat berlangsung lebih cepat. Dinding sel dari
bahan dipecah dengan getaran ultrasonik sehingga kandungan yang ada di da-

lamnya dapat keluar dengan mudah (Mason, 1990).

Metanol merupakan senyawa kimia dengan rumus CH;OH. Metanol merupakan
turunan alkohol dengan berat molekul yang rendah dan tidak berwarna. Menurut
Thompson (1985), metanol dapat menarik alkaloid, steroid, saponin, dan flavo-

noid dari tanaman. Penelitian yang dilakukan Suryanto dan Wehantouw (2009)
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menunjukkan bahwa metanol mampu menarik lebih banyak jumlah metabolit
sekunder, di antaranya yaitu senyawa fenolik, flavonoid, dan tanin dalam daun
Artocarpus altilis F dibandingkan dengan etanol. Penelitian Padmasari et al.
(2013) menunjukkan bahwa metanol dapat menarik senyawa flavonoid, saponin,
tanin, triterpenoid, dan glikosida dalam rimpang bangle (Zingiber purpureum
Roxb.). Jenis-jenis metode ekstraksi yang dapat digunakan adalah sebagai
berikut,

1.  Maserasi

Maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak digunakan. Cara
tersebut sesuai, baik untuk skala kecil maupun skala industri (Agoes, 2007).
Metode maserasi dilakukan dengan memasukkan serbuk tanaman dan pelarut
yang sesuai ke dalam wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Proses
ekstraksi dihentikan ketika tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa
dalam pelarut dengan konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi,
pelarut dipisahkan dari sampel dengan penyaringan. Kerugian utama dari me-
tode maserasi ini adalah memakan banyak waktu, pelarut yang digunakan cukup
banyak, dan besar kemungkinan beberapa senyawa hilang. Beberapa senyawa
mungkin sulit diekstraksi pada suhu kamar. Namun, metode maserasi dapat

menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang bersifat termolabil.

2. Ultrasound - Assisted Solvent Extraction

Merupakan metode maserasi yang dimodifikasi dengan menggunakan bantuan
ultrasound (sinyal dengan frekuensi tinggi). Wadah yang berisi serbuk sampel
ditempatkan dalam wadah ultrasonic dan ultrasound. Dengan demikian dila-
kukan untuk memberikan tekanan mekanik pada sel hingga menghasilkan rong-
ga pada sampel. Kerusakan sel dapat menyebabkan peningkatan kelarutan se-

nyawa dalam pelarut dan meningkatkan hasil ekstraksi.

3. Soxhlet
Metode soxhlet dilakukan dengan menempatkan serbuk sampel dalam sarung se-
lulosa (dapat digunakan kertas saring) dalam kelonsong yang ditempatkan di atas

labu dan di bawah kondensor. Pelarut yang sesuai dimasukkan ke dalam labu dan
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suhu penangas diatur di bawah suhu reflux. Keuntungan dari metode soxhlet ada-
lah proses ektraksi yang stabil, sampel terekstraksi oleh pelarut murni hasil kon-
densasi sehingga tidak membutuhkan banyak pelarut dan tidak memakan banyak
waktu. Kerugiannya adalah senyawa yang bersifat termolabil dapat terdegradasi

karena ekstrak yang diperoleh terus-menerus berada pada titik didih.

4.  Reflux dan Destilasi Uap

Pada metode reflux, sampel dimasukkan bersama pelarut ke dalam labu yang
dihubungkan dengan kondensor. Pelarut dipanaskan hingga mencapai titik didih.
Uap terkondensasi dan kembali ke dalam labu. Destilasi uap memiliki proses
yang sama dan biasanya digunakan untuk mengekstraksi minyak esensial (cam-
puran berbagai senyawa menguap). Selama pemanasan, uap terkondensasi dan
destilat (terpisah sebagai 2 bagian yang tidak saling bercampur) ditampung
dalam wadah yang terhubung dengan kondensor. Kerugian dari kedua metode

tersebut adalah senyawa yang bersifat termolabil dapat terdegradasi.

2.7 Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi dan metode pe-
ngenceran. Disc diffusion test atau uji difusi disk dilakukan dengan mengukur
diameter zona bening (clear zone). Oleh karena itu, untuk menunjuk adanya
respon penghambatan pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa antibakteri da-
lam ekstrak. Syarat jumlah bakteri untuk uji kepekaan/sensitivitas yaitu 105-108

cfu/ml (Hermawan et al., 2007).

Metode difusi dapat dilakukan dengan 3 cara yaitu metode silinder, metode lu-
bang/sumuran dan metode cakram kertas. Metode lubang/sumuran yaitu mem-
buat lubang pada agar padat yang telah diinokulasi dengan bakteri. Jumlah dan
letak lubang disesuaikan dengan tujuan penelitian, kemudian lubang diinjeksi-
kan dengan ekstrak yang akan diuji. Setelah dilakukan inkubasi, pertumbuhan
bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah hambatan di sekeliling lubang
(Kusmayati dan Agustini, 2007).
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Uji aktivitas ekstrak dilakukan untuk melihat aktivitas ekstrak terhadap patogen.
Oleh karena itu, uji ini sering disebut uji konfirmasi untuk melihat dari mana
aktivitas daya hambat berasal. Aktivitas daya hambat dapat berasal dari sel dan
juga senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya. Uji aktivitas
dilakukan dengan metode Kirby Bauer atau difusi menggunakan kertas cakram.
Ekstrak diuji tantang dengan V. harveyi dan V. parahaemolyticus. Bakteri pa-

togen di-spread ke dalam cawan berisi media Zobell menggunakan spreader.

Kertas cakram ditetesi dengan ekstrak yang sudah tersedia dengan konsentrasi
1% atau sekitar 10.000 ppm menggunakan mikropipet sebanyak 20 pL, 2 kertas
cakram lainya diisi kontrol positif dan negatif. Kontrol positif menggunakan
larutan Kloramfenikol dengan kadar 1%. Kemudian diinkubasi kembali selama

1-2 hari untuk dilihat ada atau tidaknya zona hambat.

Metode dilusi menggunakan antimikroba dengan konsentrasi yang berbeda-beda
dimasukkan pada media cair. Media tersebut langsung diinokulasikan dengan
bakteri dan diinokulasikan. Tujuan dari percobaan tersebut adalah menentukan
konsentrasi terkecil suatu zat antibakteri dapat menghambat pertumbuhan atau
membunuh bakteri uji. Metode dilusi agar membutuhkan waktu lama dalam

pengerjaannya sehingga jarang digunakan (Jawetz et al., 2005).

Metode turbidimetri (metode tabung) pada cara turbidimetri, digunakan medium
cair dalam tabung reaksi. Pengamatan dengan melihat kekeruhan yang terjadi
akibat pertumbuhan bakteri. Kadar antibakteri ditentukan dengan menggunakan
spektrofotometer. Metode turbidimetri mempunyai beberapa kelebihan antara
lain alatnya cukup sederhana, mudah dioperasikan, cepat dan biaya tidak mahal,
sedangkan kelemahan metode turbidimetri karena sifatnya multi unsur sehingga
faktor interferensi dari unsur-unsur lain sangat berpengaruh (Padmaningrum dan
Marwati, 2015).

2.8 ldentifikasi Molekuler

Identifikasi molekuler merupakan sebuah analisis yang dilakukan untuk men-

dapatkan informasi terkait genetik makhluk hidup. Dalam perkembangannya,


https://www.dictio.id/t/apa-yang-dimaksud-dengan-bakteri/119846
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identifikasi molekuler digunakan untuk berbagai macam kepentingan, mulai dari
medis hingga penelitian. Dalam bidang penelitian, identifikasi jenis ini diguna-
kan untuk mendapatkan informasi jenis suatu makhluk hidup. Metode ini biasa
dilakukan dalam mengidentifikasi mikroorganisme. Dalam pelaksanaannya,
metode tersebut dilakukan melalui berbagai tahapan. Mulai dari ekstraksi DNA,

amplifikasi PCR, pembuatan gel agarosa, elektroforesis, dan sekuensing.

Penelitian berbasis genetika molekuler semakin berkembang setiap tahunnya.
Sejak penemuan DNA (deoxyribonucleis acid) heliks ganda dari Watson Crik,
para peneliti semakin tergugah untuk membuka cakrawala baru di bidang gene-
tika molekuler, di antaranya dengan penemuan-penemuan enzim restriksi, teknik
manipulasi gen dan rekayasa genetika, perkembangan kultur sel terutama kultur
stem cell, pembuatan hewan trasgenik, dan knockout untuk lebih memperdalam

fungsi dari suatu sel (Fatchiyah et al., 2011).

DNA merupakan molekuler penyusun kromosom yang tersusun atas basa-basa
nukleotida, gula pentose/deoksiribosa dan gugus fosfat. Empat macam basa
nitrogen yaitu adenin, guanin, timin, dan sitosin. Basa adenin dan guanin digo-
longkan sebagai basa purin, sedangkan basa timin, dan sitosin sebagai basa piri-
midin. Gula pentosa dan gugus posfat bersifat identik. Urutan nukleotida DNA
terdiri dari daerah yang mengkode gen yang disebut ekson, daerah bukan peng-
kode DNA disebut intro. Regulator gen, dan daerah urutan berulang seperti
mikrosatelit, telomere, variable number tandem repeat (VNTR), sequence tag-
ged site (STS), dan single nucleotide polymorphism (SNP) (Fatchiyah, 2011).

2.9 BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

Brine shrimp lethality test merupakan suatu bioassay yang pertama untuk pene-
litian bahan alam dan salah satu metode menguji bahan yang bersifat toksik. Ke-
unggulan uji BSLT tidak menghabiskan banyak waktu, prosedurnya sederhana,
cepat, tidak membutuhkan banyak biaya, tidak membutuhkan teknik aseptik, ti-

dak memerlukan peralatan khusus dan membutuhkan sedikit sampel uji.
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Bioassay adalah uji yang menggunakan organisme hidup untuk mengetahui efek-
tivitas suatu bahan hidup ataupun bahan organik dan anorganik. Metode BSLT
menggunakan larva udang Artemia salina sebagai hewan coba dan merupakan uji
toksisitas akut karena efek toksik dari suatu senyawa ditentukan dalam waktu
singkat (selama 24 jam) setelah pemberian dosis uji tunggal. Dasar pengujian de-
ngan metode BSLT pada kemampuan senyawa untuk mematikan larva udang.
Caranya, yaitu dengan menentukan nilai LCso (lethal concentration) dari aktivitas
komponen aktif tanaman terhadap larva Artemia salina. Tingkat toksisitas suatu
bahan dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Kategori toksisitas

Kategori LCso (Mg/mL)
Sangat toksik <30

Toksik 30-1.000
Tidak toksik >1.000

Sumber : Cahyadi, (2009).

Senyawa yang aktif akan menghasilkan mortalitas yang tinggi dan sesuai acuan
literatur tersebut dapat dilakukan uji berikutnya. Seperti uji toksisitas subakut,
subkronis, atau toksisitas jangka panjang untuk dikembangkan sebagai bahan
baku obat, contohnya mencari zat-zat potensial sebagai antikanker. Beberapa se-
nyawa bioaktif yang telah berhasil diisolasi dan dimonitor aktivitasnya dengan
BSLT menunjukkan adanya korelasi terhadap suatu uji spesifik antikanker, yaitu
pada kondisi LCso. Tetapi bila tidak bersifat toksik, dapat diteliti kembali khasiat
lainnya dengan menggunakan hewan coba lain yang lebih besar dari larva arte-
mia (Cahyadi, 2009).



3.1 Waktu dan Tempat

METODE PENELITIAN

Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari 2023 — Juni 2023 di Laboratorium

Oseanografi, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas

Lampung dan Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Alat yang digunakan

Nama alat Fungsi

Autoklaf Sterilisasi alat dan bahan.

Bunsen Sterilisasi didalam laminar airflow.

Cawan petri Wadah media tumbuh mikroba.

Coolbox Alat penyimpanan sampel.

Coolpack Alat pendingin pada coolbox.

Erlenmeyer Wadah membuat media.

Gelas ukur Pengukur pelarut saat membuat media.

Hot plate Alat pemanas dan pengaduk media.

Inkubator Tempat inkubasi mikroba dengan suhu terkontrol.
Jangka sorong Alat pengukur zona bening.

Jarum ose Alat inokulasi mikroba.

Jas lab, masker, sarung Alat pelindung dan menjaga tubuh tetap steril.
tangan

Kamera ponsel
Laminar airflow

Laptop

Lemari pendingin
Pinset
Pisau/cutter
Timbangan digital

Dokumentasi.

Tempat kegiatan penelitian, menghindari.
kontaminasi.

Pengolahan data.

Tempat simpan media kosong.

Alat penjepit.

Alat pemotong sampel.

Alat penimbang media atau sampel.
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Tabel 4. Alat yang digunakan (lanjutan)

Nama alat Fungsi

Pipet tetes Alat pemindah larutan.

Rotary evaporator Alat evaporasi ekstrak jamur.

Shacker Alat pencegah penggumpalan patogen.
Spreader Penyebar mikroba kultur.

Bahan yang digunakan pada penelitian dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Bahan yang digunakan

Nama bahan Fungsi

Akuades Pelarut media tawar.
Air laut steril Pelarut media laut.
Alkohol Sterilisasi alat dan diri.

Alumunium foil
Kloramfenikol

Nystatin 100.000 IU

Metanol

MEA (malt extract agar)
MEB (malt extract broth)
Artemia salina

Paper disk

Plastik tahan panas
Plastik wrap

Kertas tisu

Zobell

Bakteri V. harveyi

Bakteri V. parahaemolyticus

Pembungkus alat.

Zat anti kontaminasi jamur pada media kultur
jamur,

Zat anti kontaminasi bakteri pada media kultur
bakteri patogen.

Bahan pelarut ekstraksi.

Media tumbuh jamur (padat).

Media tumbuh jamur (cair).

Hewan uji toksisitas.

Kertas uji antagonis terhadap bakteri patogen.
Pembungkus alat dan bahan saat sterilisasi.
Pembungkus cawan petri.

Pembersih alat.

Media pertumbuhan bakteri potensial dan
patogen.

Sebagai bakteri uji patogen.
Sebagai bakteri uji patogen.

3.3 Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian dan pelaksanaan pada penelitian dapat dilihat pada Gam-

bar 5.



Pengambilan sampel

v

Sterilisasi alat dan bahan

v

v v
Isolasi jamur Bakteri uji
Identifikasi jamur Peremajaan bakteri V.
endosimbion harveyi & V.
¢ parahaemolyticus
Pemurnian jamur
endosimhion

Uji antagonis |«

A

tidak ada

ada

Scale up jamur endosimbion

Dilakukan uji
ulang jenis pada
kode jenis jamur
v lainnya.

Ekstraksi jamur endosimbion

v

Uji aktivitas antibakteri

tidak ada

v

ada

v v
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Identifikasi Uii BSLT Pengamatan

v

Analisis data

;

Gambar 5. Diagram alir penelitian
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3.3.1 Pengambilan Sampel Mangrove

Sampel mangrove diambil dari Desa Margasari, Kecamatan Labuhan Maringgai,
Kabupaten Lampung Timur, Lampung. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Oseanografi, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas
Lampung dan Laboratorium Bioteknologi Pertanian Universitas Lampung. Pene-
litian dilaksanakan karena hutan mangrove di daerah tersebut hidup dengan baik
dan belum ada peneliti yang mengambil sampel di daerah Desa Margasari. Jenis
mangrove yang diambil adalah mangrove R. mucronata. Sampel yang diambil
pada bagian adalah akar, batang, dan daun. Sampel kemudian dibersihkan meng-
gunakan air laut. Setelah itu, sampel dimasukkan ke dalam plastik zip dan disim-

pan di dalam coolbox, kemudian dibawa ke laboratorium untuk dilakukan isolasi.

3.3.2 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan harus disterilisasi terlebih dahulu. Ada dua ma-
cam sterilisasi yang digunakan, yaitu sterilisasi basah, dan sterilisasi dengan ba-
han kimia, yaitu alkohol 70%. Alat-alat seperti cawan petri, tabung reaksi, dan
erlenmeyer disterilisasi basah menggunakan autoklaf. Sterilisasi menggunakan
autoklaf yang berfungsi untuk mensterilkan berbagai macam alat dan bahan yang
digunakan dalam mikrobiologi menggunakan uap air panas bertekanan. Tekanan
yang digunakan pada umumnya dengan suhu 121 °C (250 °F). Bahan-bahan se-
perti kertas saring, media Zobell, media MEB, dan media MEA disterilisasi basah

menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit (Mikha, 2013).

3.3.3 Isolasi Jamur Endosimbion

Sampel mangrove dikeluarkan dari dalam coolbox kemudian dilakukan perenda-
man menggunakan alkohol 70% selama 30 detik sebanyak dua kali. Pada persen-
tase tersebut sudah dapat di pastikan bahwa dapat menghambat pertumbuhan
bakteri (Noviansari, 2013). Tujuan dari perendaman adalah untuk membersihkan
akar,batang, dan daun mangrove dari mikroba yang berasal dari bagian permu-

kaan sampel.

Isolasi dilakukan dengan cara menyayat sampel mangrove dengan sayatan melin-

tang menggunakan cutter, kemudian diambil bagian dalamnya. Hasil potongan
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sampel diambil menggunakan pinset dan diletakkan di cawan yang telah berisi
media MEA. Kemudian cawan dibungkus menggunakan bungkus plastik. Setelah

itu sampel diinkubasi selama 3-5 hari.

3.3.4. Identifikasi dan Pemurnian Isolat Jamur Endosimbion

Pemurnian jamur endosimbion bertujuan untuk memastikan hanya ada satu jenis
koloni jamur saja yang hidup di dalamnya. Jamur endosimbion yang telah diinku-
basi dan tumbuh diidentifikasi berdasarkan morfologinya (bentuk, warna, dan mi-
selium). Kemudian jamur endosimbion ditandai dan diberi kode. Jamur endosim-
bion yang telah ditandali, dipisahkan dari cawan petri yang masih bercampur de-
ngan jamur lainnya ke media MEA miring. Setelah itu diinkubasi selama 3-7 hari,

kemudian di simpan di Laboratorium Oseanografi.

3.3.5. Peremajaan Bakteri Vibriosis

Peremajaan bakteri dilakukan sehari sebelum uji antagonis. Bakteri yang direma-
jakan yaitu bakteri V. harveyi dan V. parahaemolyticus (Defoirdt et al., 2007).
Peremajaan dilakukan dengan cara mengambil bakteri dari media sebelumnya
menggunakan jarum ose. Kemudian bakteri dipindahkan ke media baru, yaitu
media NB. Setelah itu diinkubasi selama 24 jam atau hingga bakteri mencapai

kepadatan 10° cfu/ml.

3.3.6. Uji Antagonis terhadap Bakteri Vibriosis

Metode yang digunakan adalah metode dual culture yang kemudian dimodifikasi
oleh Ainy el at. (2015). Metode uji antagonis merupakan metode yang biasa di-
lakukan dalam penelitian karena mudah dilakukan, tidak memerlukan peralatan
khusus dan relatif murah. Bakteri uji yang telah tumbuh, dituang sebanyak 100 pL
ke dalam cawan berisi media padat dan didiamkan selama 5 menit sampai menge-
ring. Jamur yang telah tumbuh dipotong dan diambil sebagian kecil untuk kemu-
dian diletakkan pada cawan berisi bakteri patogen. Cawan uji tersebut diinkubasi
selama 1x24 jam. Selanjutnya dilakukan pengamatan terhadap zona hambat. Sete-
lah uji dilakukan dan zona hambat terbentuk, zona hambat diukur menggunakan
jangka sorong. Hasil pengukuran kemudian dicatat dan dikategorikan zona ham-

batnya. Susanto et al., (2012) mengkategorikan zona hambat seperti pada Tabel 6.
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Tabel 6. Kategori diameter zona hambat

Diameter (mm) Kekuatan daya hambat
<5 Lemah
6-10 Sedang
11-20 Kuat

Sumber : Susanto et al. (2012)

3.3.7. Scale Up Jamur Endosimbion

Jamur endosimbion yang memiliki aktivitas terhadap bakteri V. harveyi dan V.
parahaemolyticus dipilih untuk kemudian dilakukan kultivasi menggunakan me-
dia MEB sebanyak 50 mL di dalam botol kaca berukuran 500 mL. Kultivasi
dilakukan selama 21 hari hingga botol sampel terisi penuh oleh isolat jamur.
Setelah isolat jamur memenuhi botol sampel, isolat kemudian dipisahkan dari

media cair dan ditimbang beratnya menggunakan timbangan digital.

3.3.8. Ekstraksi Jamur Endosimbion

Isolat jamur yang telah di-scale up kemudian diekstraksi. Ekstraksi dilakukan me-
nggunakan metode maserasi (perendaman) dengan pelarut metanol. Hasil ekstrak
dipisahkan dari pelarut menggunakan kertas saring. Perendaman dan penyaringan
dilakukan secara berulang sampai ekstrak pada miselium benar-benar terlarut.
Hasil ekstrak yang didapat kemudian dipekatkan dengan cara evaporasi menggu-
nakan rotary vacuum evaporator pada suhu 40° C hingga didapatkan ekstrak
kasar untuk selanjutnya dilakukan uji aktivitas antibakteri ekstrak terhadap bakteri

vibriosis.

3.3.9. Uji Aktivitas Antibakteri

Media NA (nutrient agar) digunakan untuk skrining antibakteri. Media NA dibuat
dengan melarutkan 28 gram dalam 1.000 mL akuades. Tahap peremajaan bakteri
menggunakan media NB (nutrient broth) dengan komposisi 8 gram NB/liter akua-
des. Bakteri vibriosis yang akan digunakan diremajakan dengan mengambil seba-
nyak satu jarum ose dan diletakkan pada media NB di tabung reaksi. Kemudian
tabung yang berisi media NB dan isolat bakteri vibriosis dihomogenkan dengan

menggunakan vortex. Isolat diinkubasi selama 24 jam di atas shaker. Isolat bakteri
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vibriosis yang telah diremajakan dihomogenkan dengan menggunakan vortex. Ke-
padatan bakteri diukur dengan menggunakan spektrofotometer. Uji antibakteri
menggunakan metode difusi. Bakteri vibriosis yang telah diremajakan diambil
menggunakan mikropipet sebanyak 100 pL. Lalu, diinokulasi pada media NA di

cawan petri dan diratakan dengan spreader.

Ekstrak jamur yang telah dilarutkan pada metanol diteteskan sebanyak 20 pL ke
kertas cakram dan ditunggu beberapa saat hingga kering. Kontrol positif menggu-
nakan kloromfenikol 1% yang dilarutkan dengan akuades steril dengan konsen-
trasi 20 pg/disk. Kontrol negatif menggunakan kertas cakram yang ditetesi 20 pL
pelarut yang sama untuk melarutkan ekstrak, yang bertujuan untuk memastikan
tidak adanya pengaruh antibiotik. Kertas cakram yang sudah ditetesi isolat, kon-
trol positif, dan kontrol negatif diletakkan pada cawan petri berisi bakteri vibriosis
dan diinkubasi selama 24-48 jam (Maisarah, 2014). Zona hambat yang terbentuk

kemudian diukur dan dicatat.

3.3.10. BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

Pada uji toksisitas dibuat larutan air dengan 1.000 mL akuades dan 20 gram NaCl.
Sebanyak 4 gram bibit A. salina dimasukkan kedalam air laut buatan dan disim-
pan ke dalam ruangan yang gelap dan hanya diberi cahaya lampu kuning untuk
menetas dan dibiarkan selama 48 jam. Setelah 48 jam larva A. salina sudah me-
miliki anggota tubuh yag lengkap sehingga dapat digunakan. Selanjutnya adalah
memasukkan 10 ekor larva A. salina ke dalam wadah 50 ml. Konsentrasi yang
digunakan adalah 10.000, 1.000, 100, 10 ppm, dan larutan kontrol. Konsentrasi
dibuat dengan cara menambahkan ekstrak jamur endosimbion mangrove R. mu-

cronata dan air laut buatan sesuai dengan konsentrasi yang akan dibuat.

Uji toksisitas adalah uji yang digunakan untuk mengetahui tingkat toksik pada su-
atu sampel. Pada sampel jamur endosimbion mangrove R. mucronata dilakukan
perlakuan terhadap larva A. salina 10 ekor pada setiap konsentrasi dengan 3x
pengulangan. Konsentrasi yang digunakan adalah 10.000, 1.000, 100, 10 ppm, dan
larutan kontrol. Larutan kontrol yang digunakan adalah larutan yang digunakan
sebagai media pertumbuhan larva. Metode yang digunakan pada uji toksisitas

adalah metode BSLT (brine shrimp lethality test) yang dikenal dengan ketepatan-
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nya. Berdasarkan nilai lethal concentration 50% (LCsp). Apabila (LCso) < 30 ppm
maka ekstrak sangat toksik dan berpotensi mengandung senyawa metabolit

sekunder.

Apabila (LCso) < 30 ppm maka ekstrak sangat toksik dan berpotensi mengandung
senyawa metabolit sekunder. Tingkat toksisitas suatu ekstrak, apabila nilai LCs <
30 ppm bersifat sangat toksik, nilai LCs0< 31 ppm bersifat toksik, LCso < 1.000
ppm bersifat toksik dan nilai LCso> 1.000 ppm bersifat tidak toksik. Untuk men-
dapatkan nilai LCsy, terlebih dahulu menghitung mortalitas dengan menggunakan

persamaan Fagoone dan Lauge (1981) :

% Mortalitas = Juvenile larva af x 100%

Jumlah larva uji

Setelah mengetahui persentase mortalitas larva Artemia, kemudian dihitung nilai

probit melalui tabel probit dan diregresikan secara linier.

Y =a+hbX
Keterangan:
Y : Nilai probit
a . Konsentrasi regresi
b : slope/kemiringan regresi

X : logaritma 10 konsentrasi uji

3.3.11. Pengamatan secara Mikroskopis

Identifikasi mikroskopis dilakukan terhadap isolat jamur yang memiliki aktivitas
zona hambat. Identifikasi secara mikroskopis dilakukan guna mengetahui karak-
teristik jamur berdasarkan bentuk tubuh. Identifikasi pengamatan secara mikros-
kopis dilakukan dengan melakukan pengamatan menggunakan mikroskop. Isolat
pada media cawan diambil dan diletakkan di objek yang telah ditetesi KOH, ke-

mudian diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400 kali.
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3.3.12. Identifikasi Molekuler

Isolat jamur yang memiliki aktivitas terhadap bakteri vibriosis diidentifikasi se-
cara molekuler. Urutan nukleotida diperoleh melalui proses sequencing DNA
genom hasil PCR. Hasil dari proses sequencing berupa kromatogram dari nuk-
leotida. Program BioEdit digunakan untuk contig atau merakit kembali serang-
kaian bagian DNA. Sebagian basa yang berada di ujung-ujung sequence fragmen
DNA target memberikan sinyal yang lemah atau tumpang tindih sehingga harus
dipotong. Sequence assembly dari dua sequence hasil sequencing dua arah yaitu,
forward dan revers yang digabungkan menjadi satu sequence utuh (Sogandi,
2018).

Untuk mengetahui spesies fungi diperlukan analisis perbandingan dengan mem-
bandingkan dua sequence atau lebih. Penelusuran dilakukan dengan sistem in-
ternet melalui program pelacakan data base basic local aligment search tool
(BLAST) pada National Centre for Biotechnology Information, National Ins-
titute for Health, USA. Pohon filogenetik dibuat menggunakan aplikasi ME-
GAL11 dengan metode neighbor joining berdasarkan data BLAST.

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, kemudian ditambahkan alkohol 70% sebanyak 500
ML setelah proses sentrifus. Pelet tersebut disentrifus kembali dengan kecepatan
14.000 rpm selama 10 menit. Setelah itu supernatan (cairan bening di bagian atas
endapan) dibuang dan pelet (endapan) ditambahkan 1000 pL larutan buffer. Pelet
yang ditambahkan buffer dihomogenkan dengan rotary mixer hingga pelet tersus-
pensi merata dalam larutan, lalu dimasukkan ke dalam mortar dan ditumbuk se-
bentar. Pelet yang telah ditumbuk kemudian dimasukkan ke dalam kulkas selama
1-2 hari untuk diinkubasi.

Selanjutnya pelet dalam mortar diambil dan ditumbuk selama 15 menit, setelah itu
dimasukkan ke dalam tube 1,5 mL sebanyak 0,5 mL dan ditambahkan CTAB 2%
sebanyak 400 pL dan di waterbath pada suhu 65° C selama 1 jam. Setelah itu
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fenol, kloroform, isoamil alkohol masing-masing ditambahkan sebanyak 500 pL

dihomogenkan dan disentrifus pada kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit.

Setelah disentrifus terbagi menjadi 2 larutan, larutan atas yang bening diambil se-
banyak 600 pL, lalu dipindahkan ke dalam tabung mikrosentrifus 1,5 mL yang
baru. Fenol, kloroform, dan isoamil alkohol (PCI) ditambahkan dengan perban-
dingan yang sama dengan volume hasil larutan sebelumnya (1:1), disentrifus

dengan kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit.

Setelah sentrifus selesai, diambil larutan bagian atasnya sebanyak 400 pL dan
dipindahkan ke tabung mikrosentrifus 1,5 mL baru, ditambahkan isopropanol
dingin dengan volume yang sama, dicampur atau dikocok agar tercampur. Laru-
tan kemudian diinkubasi pada suhu -20° 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 pL, disentri-
fus dengan kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit kemudian supernatan dibuang

dan pelet yang didapatkan dikeringanginkan selama 1-2 hari.

2.  Amplifikasi PCR (Polimerase Chain Reaction)

Amplifikasi polymerase chain reaction (PCR) berfungsi untuk mendeteksi unsur
DNA dan RNA yang ada di dalam jamur, berdasarkan yang telah dilakukan oleh
Huang et al. (2009 ), menggunakan mesin PCR Biometra TGradient. Ampli-
fikasi daerah ITS rDNA sampel fungi endosimbion daerah ITS1 dan ITS4 dila-
kukan menggunakan pasangan primer ITS1 dan ITS4 sesuai dengan peta posisi
yang dirancang oleh White et al. (1990). Amplifikasi dilakukan dalam campuran
reaksi 50 uL yang masing-masing mengandung 25 uL, primer forward 1TS1 10
uL, primer reverse ITS4 10 pL, ddH,O 2 uL, dan DNA template jamur 3 pL.
Siklus termal adalah sebagai berikut hot start 5 menit pada suhu 95°C, diikuti
oleh denaturation 1,5 menit pada suhu 94 C, annealing 1 menit pada suhu 48° C,
dan extension awal 3 menit pada suhu 72° C, dan 8 menit pada suhu 72° C untuk

final.
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3.  Elektroforesis

Elektroforesis berfungsi untuk mengetahui ukuran dan bentuk suatu partikel baik
DNA, RNA dan protein, berdasarkan prosedur yang 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 divisualisasi pada UV transilluminator dan gambar untuk melihat apa-

kah DNA berhasil diekstraksi. Gambar kemudian diambil menggunakan kamera.

4.  Purifikasi dan Sekuensing

Ekstrak DNA kemudian dipurifikasi mengikuti prosedur PT. Genetika Science
Indonesia, Jakarta kemudian dilanjutkan tahap sekuensing menggunakan primer
ITS1 dan ITS4 mengikuti prosedur First BASE, Singapura. Sekuens DNA yang
diperoleh dibandingkan dengan database Gen Bank di National Center for Bio-
technology Information (NCBI) menggunakan program Basic Local Alignment
Search Tool Algorithm (BLAST). Sekuens tersebut dicocokkan dengan sekuens
yang paling dekat. Sekuens dianggap teridentifikasi tingkat spesiesnya jika lebih
dari 95% sesuai dengan sekuens database. Untuk melihat kesamaan sekuen antara
sampel isolat dengan database gen bank menggunakan Multiple Sequences Alig-
mentprogram Clustal Omega di European Bioinformatics Institute hingga mem-

buat pohon filogeni sederhana.

3.4 Analisis Data
Data dari hasil penelitian selanjutnya dikumpulkan, dianalisis secara deskriptif,

dan diinterpretasikan, kemudian akan ditarik kesimpulan pada penelitian tersebut.

Analisis Data Rendemen
Berat ekstrak dihitung dengan menggunakan persamaan menurut Wahyuni dan
Widjanarko (2014) yaitu :

% Rendemen = Berat ekstrak pekat x 100%

Berat sampel jamur
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3.4.1 Analisis Data Antibacterial Bioassay Guided Purification

Pada antibacterial bioassay guided purification isolat fungi yang memiliki aktivi-

tas terhadap antibakteri akan menghasilkan zona hambat. Pengukuran zona ham-

bat diukur menggunakan jangka sorong dan dihitung dengan persamaan :
Z=(A-B)

Keterangan:
Z = Diameter zona hambat (mm)
A = Diameter zona bening (mm)

B = Diameter kertas cakram (5,2 mm)

3.4.2 BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)
Pada uji BSLT (brine shrimp lethality test) data yang didapat diolah dengan

menggunakan persamaan :

% Mortalitas = Larva mati x 100% Larva uji

untuk mengetahui persentase mortalitas yang dihasilkan, setelah nilai nilai mor-
talitas diketahui selanjutnya dihitung nilai probit untuk menentukan nilai tok-

sisitas relatif dengan menggunakan nilai LCs,.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan, didapatkan simpulan sebagai

berikut :

1. Isolat jamur endosimbion mangrove R. mucronata ditemukan sebanyak 16 je-
nis yang terdiri dari 6 jamur dari bagian batang, 6 jamur dari bagian akar, dan 4
jamur dari bagian daun.

2. Isolat jamur endosimbion mangrove R. mucronata RAF 3.8 memiliki aktivitas
antibakteri pada uji pendahuluan terhadap patogen V. harveyi dengan kategori
kuat sebesar 18,18 mm dan uji ekstrak memiliki zona hambat pada patogen V.
harveyi sebesar 4,12 mm sedangkan pada patogen V. parahaemolyticus tidak
terdapat zona hambat.

3. Hasil identifikasi molekuler dari hasil yang diperoleh jamur endosimbion po-
tensial yang didapat dari mangrove R. mucronata yang memiliki kemiripan

sebesar 100% dengan jamur S. brevacaulis.

5.2 Saran
Saran dari penelitian adalah dapat dilakukan penelitian lanjutan mengenai karakte-
risasi senyawa aktif yang terkandung dalam jamur potensial yang didapat agar

dapat menjadi produk bionatural yang dapat dimanfaatkan masyarakat.
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