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ABSTRACT

Live sedentary on a host, endophytic microbes can produce the same bioactive compounds as their hosts.
These compounds can be used as preparations for raw drug materials because they have a source of
extracelullar enzymes, such as antibacterial effectiveness. This study aimed to isolate and characterize
endophytic microbes of Mangrove plants from the Tomini Bay area. This experimental research was
conducted in the Pharmaceutical Microbiology Laboratory using Direct Plating techniques for microbial
isolation and macroscopic with microscopic morphological observations for characterization. The result
of endophytic microbial isolation obtained two bacterial isolates (BA and BB) and two fungal isolates
(JA and JB). The characterization results revealed different macroscopic and microscopic characteristics

of the four isolates.
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ABSTRAK

Mikroba endofit adalah mikroba yang hidup menetap pada suatu inang. Kemampuan mikroba
endofit untuk menghasilkan senyawa bioaktif yang sama dengan inangnya merupakan
tantangan yang sangat menarik dalam menyediakan bahan baku obat. Salah satunya sebagai
sumber enzim ekstraseluler seperti yang memiliki efektivitas antibakteri. Penelitian ini
bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi mikroba endofit tumbuhan mangrove
dari kawasan Teluk Tomini. Penelitian ini menggunakan metode eksperimental yang
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Farmasi dengan menggunakan teknik Direct plating
untuk isolasi mikroba serta pengamatan morfologi secara makroskopis dan mikroskopis untuk
karakterisasi. Hasil isolasi mikroba endofit yang didapatkan sebanyak 2 isolat bakteri (BA dan
BB) dan 2 isolat jamur (JA dan ]JB). Hasil karakterisasi menunjukan karakteristik makroskopik
dan mikroskopis yang berbeda dari keempat isolat.
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1. Pendahuluan

Teluk Tomini merupakan teluk yang letaknya di Kepulauan Sulawesi. Teluk ini
terbentang luas di 13 kabupaten yang meliputi 3 Provinsi yaitu Gorontalo, Sulawesi
Selatan, dan Sulawesi Tegah. Teluk Tomini memiliki perairan yang luas yakni seluas *
137.700 km2 dengan garis pantai sepanjang + 1.350 km sehingga sering disebut sebagai
salah satu teluk terbesar yang ada di Indonesia. Teluk ini memiliki perananan yang
penting bagi dunia karena terletak tepat padaber jantung segitiga karang dunia (heart
of the coral triangle). Teluknya terletak di sepanjang garis khatulistiwa, teluk ini kaya
akan sumber daya perikanan, terumbu karang yang unik, serta kekayaan pesisir yang
melimpah dan hutan mangrove yang luas.

Tumbuhan bakau atau mangrove merupakan tumbuhan yang tumbuh di daerah
yang berbatasan antara laut dan daratan yang dipengaruhi oleh naik turunnya air laut.
Di Indonesia, ada lebih dari 200 jenis tumbuhan mangrove yang mencakup berbagai
jenis, termasuk pohon, palem, tumbuhan merambat, tanaman darat, pohon epifit, dan
pakis. Dari jumlah tersebut, sekitar 43 spesies, termasuk pohon dan beberapa semalk,
dianggap sebagai mangrove sejati, sementara yang lainnya ditemukan di sekitar
wilayah mangrove dan disebut sebagai mangrove pendamping [1].

Pada umumnya karakterisitik dan bentuk morfologis dari bakteri endofit sama
dengan bakteri lainnya. Mereka mampu berinteraksi, membantu dalam metabolisme
tanaman inang, dan mampu memproduksi senyawa yang sama seperti tanaman
inangnya yakni metabolit sekunder. Studi-studi mengenai bakteri endofit telah
mengindikasikan bahwa mikroba tersebut dapat memiliki peran dalam produksi
metabolit sekunder yang memiliki beragam jenis dan aktivitas senyawa. Sebagian dari
metabolit sekunder ini adalah senyawa yang bersifat sebagai agen antimikroba bagi
patogen lain yang dapat merugikan tanaman inang, baik sebagai antibakteri maupun
antijamur. Beberapa studi juga mencatat bahwa bakteri endofit dapat memproduksi
berbagai macam jenis enzim seperti xilanase, amilase, dan selulase, serta zat yang
berperan dalam mengatur pertumbuhan tanaman [2].

Mikroba endofit diketahui mampu untuk memproduksi senyawa bioaktif yang
serupa dengan tanaman inangnya menjadi tantangan menarik dalam penyediaan bahan
baku obat. Proliferasi atau kultur mikroba endofit bisa dibudidayakan dalam skala besar
tanpa perlu area tanah yang besar seperti yang diperlukan oleh tanaman, dan lama
waktu antara penanaman dan panen menjadi lebih pendek. Pengelolaannya juga relatif
lebih sederhana dan kemungkinan besar lebih hemat biaya dibandingkan dengan
merawat kebun tanaman obat yang luas. Karena itu, pemanfaatan mikroba endofit
sebagai bahan dasar untuk pembuatan obat-obatan diperkirakan lebih efisien daripada
mengandalkan tanaman obat.

Penemuan baru-baru ini telah menyoroti kemampuan mikroba endofit dalam
meningkatkan ketahanan tanaman terhadap kondisi lingkungan yang tidak
menguntungkan, seperti kekeringan, tanah yang kurang subur, atau serangan patogen.
Selain itu, beberapa spesies mikroba endofit juga telah terbukti memiliki kemampuan
untuk menghasilkan senyawa-senyawa kimia yang memiliki aktivitas antimikroba atau
menghambat pertumbuhan patogen, sehingga melindungi tanaman inang dari serangan
penyakit. Penelitian-penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa ekstrak atau
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senyawa-senyawa yang berasal dari tumbuhan mangrove seperti saponin, tannin,
flavonoid, dan alkaloid dapat menunjukkan aktivitas antibakteri, termasuk kemampuan
untuk melawan bakteri patogen. Penelitian menunjukkan bahwa ekstrak metanol dari
daun dan akar mangrove jenis R. mucronata memiliki kemampuan untuk sebagai agen
antibakteri untuk beberapa jenis bakteri, termasuk B. subtilis, Pseudomonas vulgaris,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dan Pseudomonas aeruginosa [3].

2. Metode
Desain penelitian
Desain penelitian yang digunakan adalah desain ekperimental, dimana

akan dilakukan isolasi dan karakterisasi mikroba endofit dari tumbuhan

mangrove di salah satu kawasan Teluk Tomini.

Alat dan Bahan
Alat yang digunakan Autoklaf (Hirayama, Japan), Bunsen, Batang Pengaduk,

Cawan Petri, Cawan Porselin, Erlenmeyer, Gelas Ukur , Gelas Kimia, Gunting,
Inkubator (Climacell, Amerika), Inkubator Shaker (Climacell, Amerika), Disentrifugator
Jarum Ose, Mikroskop (Nikon Eclipse, Japan), Oven (Memmert, German), Objek Glass,
Pipet, Pinset, Penangas, Sendok Tanduk, Timbangan analitik (Osuka, Japan), dan
Tabung Reaksi,. Sedangkan bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu Alkohol
70%, Aluminium foil, Aquades, Aqua Pro Injeksi (Otsuka, Jepang), Kertas Label, Kapas,
Kertas perkamen, Ketokonazole®, Kloramfenikol Disk CT0412B (Oxoid, Amerika), Kristal
Violet, Luria Bertani Agar (Himedia, India), Potato Dextrosa Agar (Himedia, India), Safranin
(Millipore, German)
Pengambilan sampel

Sampel tumbuhan Mangrove (Rhizophora mucronata) diambil di Kelurahan
Patoameme, Desa Botumoito, Kabupaten Boalemo, kemudian dimasukkan dalam
kantong plastik dan disimpan dalam cool box. Selanjutnya sampel dibawa ke
Laboratorium Mikrobiologi Farmasi Fakultas, Olahraga dan Kesehatan, Universitas
Negeri Gorontalo untuk dilanjutkan pada tahapan penelitian selanjutnya.
Sterilisasi Alat

Alat-alat yang akan digunakan harus disiapkan dalam kondisi steril. Tabung
reaksi dan cawan petri akan disterilkan dengan metode panas kering di oven pada suhu
170°C selama 1 jam. Jarum ose dan pinset akan disterilkan dengan pemijaran langsung
di atas api, sementara media akan disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C
dan tekanan 15 Ibs atau 1 atm selama 15 menit [4].
Pembuatan Media

Media LBA dibuat dengan cara menimbang media LBA yang akan digunakan
sesuai petunjuk preparasi dan dilarutkan dengan aquades, kemudian diaduk. Media
yang sudah homogen ditutup menggunakan kapas dan alumunium foil pada bagian
mulut erlenmeyer kemudian disterilkan pada autoklaf dengan suhu 121°C selama 15
menit dengan tekanan 1 atm [5].
Isolasi Mikroba Tanah Pantai
Bagian tanaman yang digunakan adalah bagian akar, batang, dan daun dari

tumbuhan mangrove R. Mucronata yang masih segar. Bagian tumbuhan ini terlebih
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dahulu dipotong sebesar 1-2 cm kemudian disterilkan dengan cara direndam pada
Natrium Hipoklorit selama 2 menit, alkohol 70% selama 2 menit, dan dibilas dengan
aqua pro injeksi 3 kali. Teknik isolasi bakteri endofit dilakukan dengan metode direct
planting. Direct planting merupakan suatu teknik isolasi dengan meletakkan sampel
secara langsung diatas medium agar padat [6] . sampel yang sudah steril pada
permukaan media LBA yang telah mengandung ketokonazol dan telah memadat
kemudian diinkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam. Pada proses pertumbuhan
jamur, sampel yang sudah steril diletakkan dalam media PDA yang telah mengandung
kloramfenikol dan telah memadat kemudian diinkubasi dengan suhu 25-28°C selama
72-120 jam.

Karakterisasi Mikroba Tanah Pantai

Makroskopis

Identifikasi bakteri endofit secara makroskopik dilakukan dengan cara
mengamati bentuk, warna, elevasi dan tepi koloni dari masing-masing isolat bakteri

endofit [4][7].

Identifikasi jamur endofit secara makroskopik dengan memperhatikan warna
dan tekstur permukaan koloni, pola radial yang terbentuk dari pusat koloni ke tepi,
formasi lingkaran konsentris, dan perubahan warna di sekitar koloni [4][7].
Mikroskopis

Pada tahap identifikasi secara mikroskopis dilakukan dengan pewarnaan Gram.
Isolat disuspensikan secara steril dengan aquades diatas permukaan gelas objek.
Preparat kemudian dipanaskan di atas api bunsen untuk difiksasi. hingga mengering.
Selanjutnya, kristal violet ditetesi diatas apusan yang terbentuk pada gelas objek dan
dibiarkan 60 detik sebelum dibilas menggunaka aquades dan dikeringkan. Langkah
berikutnya adalah menetesi preparat dengan iodin, diamkan selama 60 detik, kemudian
dbilas kembali menggunakan aquades dan dikeringkan. Setelahnya alkohol 95% ditetesi
diatas preparat kemudian didiamkan 30 detik dan dibilas menggunakan aquades, dan
dikeringkan. Langkah akhir penetesan safranin dan didiamkan selama 60 detik dan
dibilas lagi menggunakan aquades dan dikeringkan. Diamati apusan menggunakan
mikroskop, di mana munculnya warna ungu menandakan bakteri Gram positif dan
warna merah menandakan bakteri Gram negatif [4].

Proses identifikasi jamur endofit secara mikroskopis melibatkan pengambilan
secara steril menggunakan ose lurus pada isolat, yang kemudian ditempatkan pada
bagian atas gelas objek. Isolat tersebut kemudian ditetesi dengan metilen biru dan
diamati menggunakan mikroskop. Dalam pengamatan mikroskopis, hal yang
diperhatikan yakni bagian reproduksi jamur serta struktur dari hifanya [7].
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3. Hasil dan Pembahasan
Isolasi Mikroba Tanah Pantai Yang Diperoleh

Isolasi yaitu suatu proses mengambil bakteri dari medium atau dari
lingkungan asalnya lalu menumbuhkannya di medium buatan sehingga
diperoleh biakan yang murni [8]. Mikroba diisolasi dari tiga bagian tumbuhan
yakni bagian akar, batang, dan daun. Proses isolasi mikroba ini dilakukan
dengan menggunakan metode tanam langsung (direct platting) pada media LBA
untuk pertumbuhan bakteri endofit dan pada media PDA untuk media
pertumbuhan jamur endofit. Direct plating atau tanam langsung merupakan
suatu teknik isolasi dengan meletakkan sampel secara langsung diatas medium
agar padat sesuai jenis mikroba yang akan ditumbuhkan. Metode tanaman
langsung ini bertujuan agar mendapatkan mikroba endofit dari jaringan sampel
secara langsung [6]. Berdasarkan penelitian, koloni mikroba endofit akan
tumbuh disekitar bagian tanaman yang telah ditanam pada media [5]. Mikroba
yang ditumbuhkan pada media akan menunjukkan penampakan makroskopis
yang berbeda-beda pada pertumbuhannya, perbedaan ini disebut dengan
karakteristik kultur, yang digunakan sebagai dasar untuk memisahkan mikroba
dalam kelompok taksonomik[9].

Tabel 1. Hasil Isolasi Mikroba Endofit

Sampel Mikroba Simbion
P Bakteri Jamur
Tumbuhan Mangrove BA JA
Rhizophora mucronate BB JB

Berdasarkan tabel 1. mikroba endofit yang berhasil diisolasi sebanyak 4 isolat
yaitu 2 isolat bakteri (BA dan BB) dan 2 isolat jamur (JA dan JB). Dimana bakteri endofit
yang tumbuh pada mangrove terdapat 2 Gkoloni yang memiliki morfologi yang berbeda
pada bagian akar dan batang sehingga diberi kode isolat BA dan BB. Adapun jamur
endofit yang tumbuh dan berhasil diisolasi terdapat 2 koloni jamur yang memiliki
morfologi yang berbeda pada akar dan batang diberi kode isolat JA dan JB. Mikroba
endofit lebih banyak terdapat pada bagian akar tumbuhan. Hal ini disebabkan
karena akar tumbuhan umumnya menghasilkan eksudat yang mampu menarik
mikroorganisme sehingga kelimpahan mikroba endofit yang diisolasi dari
bagian akar lebih tinggi dibandingkan dengan bagian tumbuhan lainnya.
Karakterisasi Mikroba tanah pantai
Makroskopik

Karakterisasi yang dilakukan bertujuan untuk mengetahui karakterisasi mikroba
simbion secara makroskopis dengan mengamati bentuk morfologi dari bakteri simbion
dan jamur simbion yang berhasil diisolasi
Bakteri Simbion

Tabel 2. Hasil Karakterisasi Morfologi Makroskopis Bakteri Endofit

Kode Isolat Warna Koloni Bentuk Koloni Teplar.l Elevas.l
Koloni Koloni

BA Putih Gading Tidak Beraturan  Berlekuk Datar

BB Putih kekuningan Ireguler Berlekuk Datar
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Isolat BA memiliki warna putih gading, bentuk koloni bulat, tepian berlekuk dan
memiliki elevasi datar, berdasarkan identifikasi makroskopik diduga isolat BA memiliki
karakter yang sama dengan bakteri Actinomycetes. Hal ini didukung oleh penelitian yang
dilakukan oleh [10] yang berhasil mengisolasi bakteri actinomycetes dari tumbuhan
mangrove dengan ciri-ciri makroskopis yang berbentuk bulat, elevasi cembung, dan
berwarna putih. Sedangkan karakter isolat BB memiliki warna putih kekuningan,
bentuk koloni irreguler, tepian berlekuk dan memiliki elevasi cembung. Isolat ini
memiliki kemiripan dengan bakteri dari genus Bacillus. Penelitian telah menemukan
isolat bakteri dari genus Bacillus yang memiliki koloni bakteri tidak beraturan (irreqular)
dengan tepi bergelombang (undulate) dan berlekuk (lobate), warna pada isolat berwarna
putih susu hingga putih kekuningan [11]. Adapun hasil karekterisasi secara
makroskopis bakteri endofit isolat BA dan isolat BB dapat dilihat pada (gambar 1)
dibawah ini

Gambar 1. Hasil Karakterisasi Morfologi Makroskopis Isolat BA dan BB 2
Bakteri Endofit Tumbuhan Mangrove Rhizophora mucronata

Jamur Simbion
Pada pengamatan jamur endofit penelitian [12], secara makroskopis, hal yang
diamati meliputi warna permukaan, warna sebalik, dan tekstur koloni.

Tabel 3. Hasil Karakterisasi Morfologi Makroskopis Jamur Endofit

Kode Warna Warna Sebaliknva Tekstur Bentuk
Isolat Permukaan y Koloni Koloni
; Halus ;
JA Hltém Putih Kekuningan Tidak
kekuningan Berkapas  Beraturan
JB Hitam Putih Kekuningan Halus Tidak

Berkapas  Beraturan

Gambar 2 Hasil Karakterisasi Morfologi Makroskopis Isolat JA Jamur Endofit
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JB’
Gambar 3 Hasil Karakterisasi Morfologi Makroskopis Isolat JB Jamur Endofit

Isolat JA memiliki miselium berwarna putih (tidak berpigmen) dengan bentuk
koloni tidak berpola, tepi koloni tegas dan rata, tekstur seperti kapas, sebalik berwarna
kehitaman di tengah koloni. Menurut penelitian yang dilakukan oleh, hal ini sesuai
dengan karakteristik kapang endofit yang biasanya ditemukan pada bagian akar
tumbuhan [13]. Adapun isolat JB memiliki miselium putih yang hampir tertutup
sepenuhnya dengan spora hijau kehitaman,mb warna sebalik isolat putih kekuningan.
Pertumbuhan isolat jamur ini menyebar dengan bantuan spora. Adapun hasil
karekterisasi secara makroskopis jamur endofit isolat JA dan JB dapat dilihat pada
(gambar 2 dan 3) dibawah ini.

Mikroskopik
Bakteri Simbion
Tabel 4. Hasil Karakterisasi Morfologi Mikroskopis Bakteri Endofit

Kode Isolat Gram Bentuk
BA Negatif (-) Bacillus
BB Negatif (-) Coccus

Hasil pengamatan secara mikroskopis yang dilakukan dengan pewarnaan gram
menunjukaan bahwa bentuk bakteri endofit BA berbentuk batang atau basil dan isolat
BB berbentuk bulat atau kokus. Kedua isolat bakteri memiliki warna merah yang
menandakan kedua bakteri tersebut adalah gram negatif. Hasil secara mikroskopis
bakteri endofit dapat dilihat pada (gambar 4) dibawah ini

BA BB

Gambar 4. Hasil Karakterisasi Morfologi Mikroskopis Bakteri Endofit
Tumbuhan Mangrove Rhizophora mucronata
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Jamur Simbion

Tabel 5. Hasil Karakterisasi Morfologi Mikroskopis Jamur Simbion

Kode ) T .
Isolat Hifa Konidium Jenis Spora
JA Bersepta Transparan Bulat
JB Bersepta Transparan/tidak Bulat
berwarna

Isolat JA memiliki hifa berbentuk septat dengan konidiofor bersekat dan
bercabang konidia kecil menumpuk diatas phialid membentuk suatu kumpulan
yang dibungkus oleh getah atau lendir, solat ini memiliki ciri-ciri Genus
Gliocladium famili Hypocreaceae berdasarkan penelitian yang dilakukan [14],
Adapun isolat JB memiliki hifa bersepta, konidia satu sel yang berbentuk bulat
atau elips, serta spora yang berbentuk bulat. Jamur dengan jenis ini sesuai
dengan karakter Aspergillus sp. yang memiliki ciri warna koloni kuning, hijau
kekuningan, hijau tua kebiruan, vesikel berbentuk bulat atau elips, serta konida
satu sel berbentuk bulat hingga elips [15]. Hasil secara mikroskopis jamur endofit
dapat dilihat pada (gambar 5) dibawah ini.

Gambar 5. Hasil Karakterisasi Morfologi Mikroskopis Jamur Endofit

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa ada
empat isolat mikroba endofit berhasil diisolasi, yakni 2 isolat bakteri (BA dan BB) yang
masing-masing terdapat pada bagian akar dan batang, serta 2 isolat jamur (JA dan ]B)
yang masing-masing juga terdapat pada bagian batang dan akar tumbuhan mangrove
R. Mucronata. Isolat mikroba endofit yang berhasil diisolasi menunjukan karakteristik
makroskopik dan mikroskopis yang berbeda.
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