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ABSTRAK 

Salah satu sumber bahan baku antibakteri berasal dari jamur endofit. Jamur endofit merupakan 

mikroba yang hidup di dalam jaringan tumbuhan yang mampu menghasilkan senyawa metabolit 

sekunder dan berpotensi bersifat antibakteri. Salah satu tanaman yang menghasilkan senyawa metabolit 

senkunder sebagai antibakteri adalah tanaman kitolod (Isotoma longiflora (L.) C. Presi). Tanaman 

kitolod banyak digunakan masyarakat Indonesia untuk mengobati mata katarak, mata minus, sakit gigi, 

bronchitis, sifilis, obat kanker, dan sakit gigi. Metode penelitian ini bersifat eksperimental dengan 

analisis data deskriptif. Tujuan penelitian ini adalah isolasi jamur endofit dari bunga tanaman kitolod, 

identifikasi karakteristik morfologi jamur, seleksi  jamur endofit dari bunga kitolod yang berpotensi 

sebagai antibakteri dan identifkasi jamur secara molekuler. Isolasi jamur endofit dilakukan dengan cara 

memotong kelopak bunga sepanjang 0,5cm x 0,5cm dan diinokulasi diatas permukaan media.  Uji 

antagonis dilakukan dengan metode cakram untuk mengetahui kemampuan menghambat bakteri uji. 

Bakteri Uji yang digunakan Bacilus cereus ATCC 11778 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat jamur endofit BE 5 memiliki kemampuan menghambat 

pertumbuhan dua bakteri uji, yaitu bakteri Bacilus cereus ATCC 11778 dengan besar daya hambat 

24,6mm dan bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dengan besar daya hambat 22,15mm 

dengan kategori hambatan sangat kuat. Analisis filogenik menunjukkan bahwa isolat BE 5 memiliki 

kekerabatan dekat dengan Ectophoma multirostrata.  

 

Kata Kunci: Antibakteri, Identifikasi Molekuler, Jamur Endofit, Kitolod, Uji Antagonis.  
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ABSTRACT 

One source of antibacterial raw materials comes from endophytic fungi. Endophytic fungi are 

microbes that live in plant tissues that are able to produce secondary metabolite compounds and have 

the potential to be antibacterial. One of the plants that produces secondary metabolite compounds as 

antibacterial is the kitolod plant (Isotoma longiflora (L.) C. Presi). The kitolod plant is widely used by 

Indonesian people to treat cataracts, nearsightedness, toothache, bronchitis, syphilis, cancer drugs, and 

toothache. This research method is experimental with descriptive data analysis. The purpose of this 

study was to isolate endophytic fungi from kitolod plant flowers, identify the morphological character-

istics of fungi, select endophytic fungi from kitolod flowers that have the potential to be antibacterial 

and identify fungi molecularly. Isolation of endophytic fungi was carried out by cutting flower petals 

0.5cm x 0.5cm long and inoculating them on the surface of the media. The antagonist test was carried 

out using the disc method to determine the ability to inhibit test bacteria. The test bacteria used were 

Bacillus cereus ATCC 11778 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. The results showed that the 

endophytic fungal isolate BE 5 had the ability to inhibit the growth of two test bacteria, namely Bacillus 

cereus ATCC 11778 bacteria with an inhibitory power of 24.6 mm and Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 bacteria with an inhibitory power of 22.15 mm with a very strong inhibition category. Phyloge-

netic analysis showed that the BE 5 isolate had a close relationship with Ectophoma multirostrata. 

 

Keywords: Antibacterial, Molecular Identification, Endophytic Fungi, Kitolod, Antagonist Test.

PENDAHULUAN  

Penyakit infeksi merupakan permasalahan yang banyak terjadi di masyarakat dan faktor 

tertinggi dari tingkat kematian di dunia,salah satunya di Indonesia. Penyakit infeksi merupakan 

penyakit yang ditimbulkan karena masuknya mikroba patogen berupa virus, jamur, dan bakteri. 

Penyakit infeksi yang sering terjadi di Indonesia di antaranya adalah akibat dari bakteri Bacillus 

cereus dan Pseudomonas aeruginosa. Bacillus cereus adalah bakteri Gram-positif yang 

menyebabkan diare. Pseudomonas aeruginosa menjadi bakteri Gram-negatif penyebab infeksi 

terbesar.  Bacillus cereus dan Pseudomonas aeruginosa ini termasuk bakteri yang memiliki MDR 

(Multi Drug Resistance) tinggi terhadap beberapa golongan antibiotik.  

Penanggulangan dari penyakit infeksi digunakan antibiotik sebagai obat. Antibiotik telah 

lama digunakan sebagai pencegahan dan pengobatan penyakit yang disebabkan oleh 

mikroorganisme. Salah satu sumber antibiotik alami dapat dilakukan dengan memanfaatkan 

mikroba endofit yaitu jamur endofit. jamur endofit merupakan mikroba yang tumbuh dalam 

jaringan tumbuhan dan menghasilkan senyawa bioaktif yang berperan antara lain sebagai 

antimikroba, anti malaria, anti kanker bahkan pada pertumbuhan tumbuhan itu sendiri (Strobel et 

al.,2004). 

Salah  satu  tanaman obat yang dapat dimanfaatkan oleh masyarakat adalah sirih merah 

(Jamur endofit merupakan jamur yang hidup di dalam jaringan tanaman seperti daun, bunga, buah, 

atau akar tumbuhan pada periode tertentu dan mampu hidup dengan membentuk koloni dalam 

jaringan tanpa membahayakan inangnya ( Tirtana dkk, 2013 ). Senyawa aktif dari jamur endofit 

memiliki antibakteri yang lebih besar daripada aktivitas senyawa aktif tumbuhan inangnya. Jamur 

endofit akan memproduksi berbagai metabolit sekunder dengan beranekaragam struktur dan 

kerangka dalam membantu tumbuhan inangnya untuk menghadapi serangan dari luar. Golongan 
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metabolit sekunder antara lain : alkaloid, steroid, terpenoid, dan senyawa fenolik dengan beragam 

aktivitas biologi (Suhanah dkk, 2021). Hal ini disebabkan karena jamur endofit mengalami 

koevolusi transfer genetik dari inangnya ( Hasiani dkk, 2015).  

Salah satu tumbuhan yang berpotensi sebagai sumber isolat jamur endofit yaitu kitolod 

(Isotoma longiflora L.) C. Presi). Secara tradisional tumbuhan bunga kitolod digunakan dalam 

bentuk segar seperti tumbukan, perasan, seduhan, dan rebusan. Bunga kitolod dimanfaatkan 

sebagai obat mata, ketarak, sakit gigi, asma,bronchitis, radang tenggorok, luka dan obat kanker 

(Dalimarta, 2008). Bunga tumbuhan ini dikenal memiliki kandungan senyawa yaitu flavonoid, 

tannin, dan saponin (Laut dkk, 2019). Aprilia dkk, (2022), mengatakan bahwa ekstrak bunga dan 

buah kitolod (Isotoma longiflora) memiliki daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.  

Berdasarkan alasan tersebut, maka diperlukan adanya eksplorasi jamur endofit pada bunga 

kitolod. Jamur endofit sering dimanfaat sebagai sumber senyawa bioaktif yang memiliki 

kemampuan spesifik dan unik. Eksplorasi jamur endofit dilakukan dengan isolasi dan identifikasi. 

Oleh karena itu, melalui penelitian ini diharapkan dapat menambah khasanah pengetahuan 

masyarakat Indonesia terkait jenis-jenis jamur endofit. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan 

isolasi jamur endofit dari bunga tanaman kitolod, identifikasi karakteristik morfologi jamur, 

seleksi  jamur endofit dari bunga kitolod yang berpotensi sebagai antibakteri dan identifkasi jamur 

secara molekuler.  

 

METODE PENELITIAN  

Isolasi Jamur Endofit Pada Bunga Kitolod  

Sampell bunga kitolod (Isotoma longiflora (L.) C. Prelsi) steril dipotong sepanjang 0,5cm x 

0,5cm. Potongan telrselbut diinokulasikan pada pelrmukaan meldia PDA yang tellah dibelri antibiotik 

kloramfenicol delngan posisi pelrmukaan bellahan melnelmpell pada agar meldium PDA (Potato 

Dextrose Agar).  Sampell dileltakkan di atas meldium PDA (Potato Dextrose Agar) delngan dibelri 

telkanan. Inokulasi dilakukan selcara triplo, seltiap cawan peltri belrisi 3 potongan sampell. Cawan 

dibungkus melnggunakan  plastik wrap, kelmudian cawan diinkubasi di dalam incubator pada suhu 

270C sellama 7 hari (Rosa dkk, 2020). 

Pengujian Daya Hambat Jamur Endofit Terhadap Bakteri Patogen  

Uji kemampuan daya hambat jamur endofit terhadap bakteri patogen dengan penanaman 

jamur di media kombinasi PDA (Potato Dextrose Agar ) dan Yeast Ekstract dilakukan masing 

masing isolat pada satu cawan petri. Sebagai kontrol positif diberikan larutan kloramfenikol 

2mg/ml pada kertas cakram dan diletakkan sebelah kiri cawan petri, selanjutnya diinkubasi pada 
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suhu kamar (25oC). Setelah 24 jam dengan menggunakan jangka sorong dilakukan pengukuran 

diameter zona hambat, yaitu zona bening yang terbentuk disekitar jamur endofit dan kertas cakram. 

Pengukuran zona hambat dilakukan menggunkan jangka sorong dengan cara membalik cawan 

petri media kombinasi dan mengukur diameter daerah jernih. Terdapat daerah jernih disekeliling 

media pertumbuhan bakteri uji yang tidak ditumbuhi bakteri. Diameter zona hambat diukur dalam 

satuan milimeter (Kasi dkk.,2015) 

Identifkasi Morfologi Jamur Endofit Potensial  

Pengamatan makrokopis jamur endofit dilakukan secara langsung dengan mengamati 

warna koloni, warna sebalik, permukaan koloni, diameter pertumbuhan koloni jamur dan lingkaran 

konsentris. Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan metode mikroskopik tidak langsung (slide 

culture). Pewarnaan jamur menggunakan Lactophenol Cotton Blue (LPCB). LPCB merupakan 

reagen yang digunakan sebagai pewarnaan untuk jamur (Patriono dkk.,2023).   

Pengukuran Diameter Zona Hambat  

      Pengukuran diameter zona bening yang terbentuk diantara jamur endofit dan bakteri uji 

dengan diameter vertikal dan horizontal menggunakan jangka sorong digital dalam satuan 

milimeter (mm). Pengukuran diameter zona bening diukur menggunakan rumus sebagai berikut : 

𝐷𝑧ℎ =
(𝐷𝑣 − 𝐷𝑐) + (𝐷ℎ − 𝐷𝑐)

2
 

  

Tabel 1. Kriteria  Respon Hambatan Pertumbuhan Mikroba (Datta dkk., 2019) 

Diameter Zona Hambat (mm) Respon Hambatan Pertumbuhan 

< 5 mm Lemah 

6 – 10 mm Sedang 

11 – 20 mm Kuat 

≥ 21 mm Sangat kuat 

 

Identifkasi Morfologi Jamur Endofit Potensial  

Pengamatan makrokopis jamur endofit dilakukan secara langsung dengan mengamati 

warna koloni, warna sebalik, permukaan koloni, diameter pertumbuhan koloni jamur dan lingkaran 

konsentris. Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan metode mikroskopik tidak langsung (slide 

culture). Pewarnaan jamur menggunakan Lactophenol Cotton Blue (LPCB). LPCB merupakan 

reagen yang digunakan sebagai pewarnaan untuk jamur (Patriono dkk.,2023).   
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Identifikasi Molekuler Jamur Endofit Potensial 

 Identifikasi isolat jamur dilakukan secara molekuler dilakukan dengan sekuensing gen 18S 

ribosomal Ribonucleic (18S rRNA).  Isolasi DNA dan amplifikasi PCR pada dae rah ITS1 yang 

menggunakan sekuen gen 18S rRNA dan primer yang digunakan adalah primer ITS1 dan ITS4. 

Ide ntifikasi isolat jamu r endofit te rpilih dikirim ke PT. Ge ne tika Scie nce Indone sia. Sekuen 

data yang diperoleh kemudian dibandingkan dengan data dari Gen Bank dengan metode BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool) menggunakan software NCBI (National centre for 

biotechnology information )yang dapat diakses melalui (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) untuk 

melihat similaritas. Selanjutnya hasil dari BLAST dikonstruksi menggunakan software MEGA 

(Molecular Evoluationary Genetics Analysis) 11 untuk membangun pohon filogenetik.  Analisis 

molekuler dengan menggunakan gen 18s rRNA melalui tahapan sebagai berikut: 1) Isolasi DNA, 

2) Amplifikasi DNA 3) Elektroforesis produk amplifikasi, 4) sekuensing gen 18S rRNA, 5) 

konstruksi pohon filogenik.  

1. Isolasi DNA  

 Isolasi DNA dilakukan sesuai dengan protocol ekstraksi kit DNA yang digunakan oleh PT. 

Genetika Science Indonesia yaitu Quick-DNA Fungal/Bacte rial minipre p Kit (Zymo 

Research, D6005).  

2. Amplifikasi DNA 

 Teknik polymerase chain reaction (PCR) digunakan untuk mengamplifikasi DNA jamur 

pada daerah ITS1. Adapun primer yang digunakan adalah primer ITS1( Forward):(5 ’-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG – 3’) dan  ITS4 (Re ve rse) : (5’ 

TCCTCCGCTTATTGATATGC – 3’). Amplifikasi dilakukan menggunakan PCR kit MyTaq 

HS Re d Mix dengan komposisi bahan reaksi PCR dalam tabung PCR seperti pada Tabel 2. 

Tabel 2. Komposisi  Bahan Reaksi PCR  

Komponen Jumlah Pereaksi (µl) Konsentrasi Akhir 

dd H2O Sampai 25 1x 

My Taq HS Red Mix (2X) 12.5 1x 

10 µM ITS! Primer 1 0.4 µM 

10 µM ITS4 Primer 1 0.4 µM 

DNA Template x 1,5ng- 75ng 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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 Reaksi PCR terdiri dari 3 tahapan yaitu denaturation (pemisahan rantai DNA),anneling 

(penempelan primer) dan extension (pemanjangan untai baru DNA). Reaksi PCR gen 18S rRNA dilakukan 

seperti Tabel 3.  

Tabel 3. Polymerase Chain Reaction (PCR)  

Tahapan Suhu (°C) Durasi Siklus 

Initial Denaturation 95 1 menit  1 

Denaturation 95 10 detik  

35 Annealing 52 15 detik 

Extension 72 15 detik 

Hold 4 ∞ 1 

 

3. Elektroforesis produk amplikasi  

 Hasil PCR menggunakan Elektroforesis gel agarose 0,8% dan ditambah 4 μL FloroSafe 

DNA stain. Campuran DNA Ladder mix terdiri dari 3 μL DNA Ladder dan 1 μL Loading Dye, 

lalu dimasukkan ke sumuran pertama di gel agarosa. Sebanyak 3 μL sampel C. sorokiniana 

hasil amplifikasi dimasukkan ke sumuran kedua pada gel agarose. Elektroforesis dilakukan 

pada voltase 100 Volt selama 30 menit dan dicitrakan dengan gel documentation (Zulkarnain 

dkk.,2023) 

4. Sekuensing gen 18S rRNA 

 Sampel DNA disekuensing dengan sampel dikirim ke PT. Genetika Science Indonesia 

beserta 18S rRNA untuk proses sekuensing. Hasil sekuensing DNA kemudian dianalisis 

dengan memakai metode BLAST 27 secara online di website (http://www.ncbi.nlm.nig.gov).  

5. Kontruksi pohon filogenik  

 Pohon filogenetuk dianalisis menggunakan software BioEdit untuk membuat file dengan 

format FASTA, lalu diolah menggunakan software MEGA XI untuk analisis filogenetik. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Hasil isolasi jamur endofit diperoleh 6 isolat yaitu isolat BE1, BE2,BE3, BE4, BE5 dan BE6. 

Berdasarkan hasil uji antagonis dengan jamur patogen, didapatkan satu isolat terpilih yaitu BE5. 

Isolat BE5 dipilih karna mampu menghasilkan zona bening terbesar diantara bakteri uji yaitu 

bakteri Bacillus cereus dan Pseudomonas aureuginosa. Isolat BE5 memiliki kemiripan dengan 

http://www.ncbi.nlm.nig.gov/
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genus Ectophoma yakni koloni berwarna coklat dengan bagian belakang berwarna hitam,  koloni 

halus dengan tepian merata dan bentuk koloni yang melingkar (Tabel 4.). 

Tabel 4. Hasil pengamatan makrokopik isolat BE 5   

Kode Isolat  
Warna 

Koloni 

Warna 

Balik 

Koloni 

Tekstur 

Koloni 
Tepi Koloni 

Bentuk 

Koloni 

Lingkaran 

Konsentris 

BE 5 Coklat  Hitam Halus 
Putih, 

Bergelombang 

Tidak 

beraturan 
Ada 

  

Pengamatan mikrokopik dilakukan dengan perbesaran mikroskop 100x (Gambar 1.) 

menggunakan bantuan pewarna Lactophenol Cotton Blue (LPCB).  Reagen Lactophenol Cotton 

Blue mengandung kristal fenol, cotton blue, asam laktat, gliserol, dan air suling. Cotton blue 

berfungsi untuk memberi warna pada jamur, gliserol berfungsi untuk menjaga fisiologi sel dan 

menjaga sel terhadap kekeringan. Asam laktat berfungsi untuk mempertahankan struktur jamur 

dan membersihkan jaringan, dan fenol berfungsi sebagai disinfektan (Patriono dkk.,2023).   

 

Gambar 1. Morfologi sel BE5 perbesaran 100x menggunakan pewarna Lactophenol Cotton Blue (LPCB) 

Isolat yang telah diketahui karakter morfologinya, selanjutnya dikarakterisasi melalui uji 

antagonis untuk mengetahui kemampuan jamur endofit dalam menyerang bakteri uji. Bakteri uji 

yang digunakan adalah bakteri Bacillus cereus dan Pseudomonas aureuginosa. Hasil uji antagonis 

jamur endofit pada BE 5 ditunjukkan pada Gambar 1.  

Berdasarkan hasil uji antagonis, isolat BE5 menunjukkan memiliki zona bening terbesar 

diantara lima jamur endofit yang lain. Adanya perbedaan daya hambat  yang terbentuk  terhadap 

bakteri uji kemungkinan disebabkan oleh respon dari masing masing bakteri dalam melawan jamur 

endofit. Bakteri Bacillus cereus (ATT C 11778  )   merupakan bakteri gram positif , sedangkan 
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bakteri  Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) termasuk dalam bakteri gram negatif. Hal ini 

yang menyebabkan perbedaan daya hambat dikarenakan perbedaan struktur dinding sel pada 

bakteri uji. Komponen dasar penyusun dinding sel dari bakteri gram positif yang bersifat 

hidrofobik dan lebih sensitive sehingga memudahkan antibakteri untuk masuk ke dalam sel bakteri 

gram positif (Sudewi et al.,2016 ). 

  Hasil elektrofosesis  (Gambar 2.) menunjukkan bahwa isolat BE 5 memiliki panjang DNA 

sekitar 523 bp. Hasil BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) sekuen DNA isolat BE5 

menunjukkan bahwa isolat tersebut memiliki kemiripan dengan spesies  Ectophoma multirostrata. 

 

Gambar 2. Hasil Elektroforesis 

Analisis BLAST bertujuan untuk mengetahui tingkat homologi spesies pada BE 5. 

Menurut Haddad et al., (2014), bahwa urutan asam nukleat dari gen 18S rDNA dibandingkan 

dengan yang tersedia dalam database GenBank menggunakan BLAST untuk mencari sekuens 

terkait. Semua sequence yang berhubungan dibandingkan hingga kesamaan atau kemiripan 

sequence yang tinggi.  

Sequence from type material digunakan dalam taksonomi karena mempunyai tingkat 

kepercayaan yang tinggi . BE5 memiliki kesamaan sequence hingga 100% dengan species 

Ectophoma multirostrata. Hal ini menunjukkan bahwa isolat BE 5 merupakan anggota dari spesies 

Ectophoma multirostrata. Menurut Federhen (2014), bahwa Sequence from type material adalah 

bagian penting dari GenBank yang mana dapat memiliki tingkat kepercayaan yang sangat tinggi 

dalam identifikasi taksonomi. Menurut Stamps et al., (2012), bahwa sequence dibandingkan 

dengan database publik menggunakan software (perangkat lunak) nukleotida yaitu software 

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Strain jamur dengan sequence Identity 99% atau 

lebih tinggi dari itu, maka dianggap sebagai spesies yang sama. Pohon filogeneik isolat BE 5 

ditunjukkan pada Gambar 3.  
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Gambar 3. Pohon Filogenetik Isolat BE 5 

 Isolat BE5 dekat kekerabatannya dengan genus Ectophoma terletak pada morfologi isolat. 

Jenis jamur ini merupakan spesies yang toleran terhadap panas dari daun, batang, dan akar yang 

berasal dari spesies tanaman yang tumbuh di iklim tropis atau dalam kondisi rumah kaca (Koushki 

et al.,2021).  

 Hasil isolasi dari tanaman Oroxylum indicum (L.) didapatkan jamur  Ectophoma 

multirostrata yang berpotensi sebagai antioksidan dan sitotoksik (Rai et al.,2022). Hasil penelitian 

pertama (Gyobin et al.,2022) menyatakan bahwa penyebab adanya bercak pada daun kangkong 

air disebabkan oleh Ectophoma multirostrata. Hal ini disebabkan adanya interaksi simbiosis 

mutualistic antara jamur endofit dan tanaman inang. Penelitian telah melaporkan bahwa jamur 

endofit ini ada sebagai patogen dorman pada inang dalam kondisi normal. Jamur endofit ini tetap 

dalam keadaan dorman di jaringan tanaman inangnya sebelum adanya gejala penyakit. Dalam hal 

ini, fase dormansi sangat penting karena menentukan waktu Ketika jamur tidak berbahaya sebagai 

endofit dan sebagai patogen. Dalam fase patogen, jamur endofit akan menyebabkan gejala yang 

jelas dan mengubah morfologi dan fisiologi tanaman inang dalam kondisi yang buruk. 

 

SIMPULAN 

   Be rdasarkan hasil pe ne litian yang  dilaku kan, dapat disimpu lkan bahwa :  

1. Jamu r e ndofit yang ditemukan dari bu nga kitolod se banyak 6 isolat.  

2. Isolat Jamur Endofit BE 5 memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan kedua 

bakteri uji yaitu  dengan diameter zona hambat berturut turut 24, 6mm dan 22.15mm 

dengan kategori hambatan tergolong sangat kuat.   

3. Isolat jamur endofit BE 5 yang memiliki daya hambat terbesar adalah spesies E ctophoma 

mu ltirostrata dengan kemiripan 90% berdasarkan sekuen gen 18S rRNA.  
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