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ABSTRAK

IDENTIFIKASI ISOLAT MIKROBA ENDOFIT DAUN SALAM (Syzgium
polyanthum (Wight.) Walp.) PENGHASIL INHIBITOR XANTIN
OKSIDASE MENGGUNAKAN GEN 16S rRNA DAN GEN ITS

NAUFAL RESTU FAUZI
1704015318

Mikroba Endofit merupakan mikroorganisme hidup di dalam tanaman inang yang
terdiri dari bakteri, kapang, khamir yang dapat menghasilkan suatu senyawa
metabolit sekunder dan dapat dikembangkan sebagai sumber bahan obat. Penelitian
sebelumnya menjelaskan bahwa bakteri dan kapang endofit memiliki aktivitas
inhibitor xantin oksidase. Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengidentifikasi
spesies bakteri dan kapang endofit daun salam (Syzgium polyanthum (Wight.)
Walp.) sebagai penghasil inhibitor xantin oksidase dengan menggunakan Gen 16S
rRNA pada bakteri dan Gen ITS pada kapang. Hasil isolasi DNA pada bakteri dan
kapang endofit daun salam menghasilkan pita DNA di atas 10.000 bp dengan
menggunakan kit dari Viogene. Isolat DNA Bakteri dengan kode BDS1
diamplifikasi menggunakan gen 16S rRNA dengan primer 63F dan 1387r. Isolat
kapang dengan kode KDS1 diamplifikasi menggunakan gen ITS dengan primer
ITS5 dan ITS4. Amplifikasi pada bakteri dan kapang menghasilkan pita DNA
sebesar 1500bp dan 600bp. Pada penelitian ini, isolat bakteri dengan kode BDS1
berhasil diidentifikasi secara molekuler dengan memiliki kemiripan terhadap
Bacillus aerius strain 24K sebesar 97,65%. Isolat kapang dengan kode KDS1
memiliki kemiripan dengan Colletotrichum asianum ICMP 18580 sebesar 99,47%.

Kata Kunci: Mikroba Endofit, Daun Salam (Syzgium polyanthum (Wight.) Walp.)
Bakteri, Kapang, Gen 16S rRNA, Gen ITS
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BAB I
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Asam urat adalah produk akhir dari katabolisme adenin dan guanin yang
dihasilkan dari pemecahan nukleotida purin (Nasrul dkk., 2012). Keberadaaan dari
asam urat bisa dikatakan normal karena merupakan hasil produksi oleh tubuh.
Kadar asam urat bisa meningkat apabila seseorang banyak mengonsumsi makanan
yang mengandung purin tinggi (Misnadiarly, 2014). Keadaan peningkatan kadar
asam urat di dalam tubuh dikenal dengan Hiperurisemia. Hiperurisemia dapat
terbentuk melalui oksidasi hipoxantin dan xantin yang dikatalis oleh xantin
oksidase (Nur Amanila, 2010). Salah satu tanaman yang memiliki khasiat sebagai
antihiperurisemia dengan menurunkan kadar asam urat dalam tubuh yaitu daun
salam (Syzgium polyanthum (Wight.) Walp.).

Tanaman daun salam memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder yaitu
flavonoid, alkaloid, saponin, steroid, fenolik dan triterpenoid (Hariandja dkk.,
2015). Salah satu kandungan yang terdapat pada daun salam, yaitu flavonoid
dengan flavonoid total sebesar tidak kurang dari 0,40% dihitung sebagai kuersetin
(Depkes, 2008). Flavonoid memiliki potensi aktivitas sebagai inhibitor xantin
oksidase dengan mengikat sisi aktif dari xantin oksidase (Lin et al., 2002). Senyawa
flavonoid bekerja sebagai inhibitor xantin oksidase dengan cara meniru kerangka
struktur xantin untuk aktivitas penghambatan yang kuat pada xantin oksidase (Lin
et al., 2015). Selain dapat disintesis dari tumbuhan dan hewan, senyawa-senyawa
aktif tersebut dapat dihasilkan oleh mikroorganisme, salah satunya mikroba endofit
(Kumala, 2014).

Endofit adalah mikroorganisme hidup di dalam tanaman inang terdiri dari
bakteri, kapang, khamir yang dapat diisolasi dari semua jaringan tanaman (Kumala,
2014). Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan dari mikroba endofit seperti
tanaman inang terjadi karena adanya transfer genetik dari tanaman inang. Mikroba
endofit juga menerima nutrisi dari tanaman inang serta dapat mempengaruhi
pertumbuhan dan perkembangan pada tanaman inang (Maheswari, 2017). Dari
beberapa hasil penelitian diketahui bahwa bakteri endofit telah diidentifikasi dan

dikarakterisasi menjadi sejumlah senyawa yang berkhasiat. Sedangkan, kapang
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endofit yang berkolonisasi di jaringan tanaman dapat dilihat secara mikroskopik
dan dapat juga diisolasi pada biakan murni (Kumala, 2014). Identifikasi bakteri dan
kapang endofit dapat dilakukan dengan teknik biologi molekular.

Identifikasi biologi molekular yang dilakukan adalah identifikasi dengan
menggunakan Teknik Polymerase Chain Reaction (PCR). Identifikasi yang
dilakukan untuk bakteri endofit adalah menggunakan gen 16S rRNA. Gen 16S
rRNA adalah gen universal yang digunakan untuk mengidentifikasi bakteri
(Clarridge, 2004). 16S rRNA dapat digunakan sebagai penanda molekuler karena
molekul ini bersifat ubikuitus dengan fungsi yang identik pada seluruh organisme
(Pangastuti, 2006). Selain, gen 16S rRna, terdapat gen yang digunakan untuk
mengidentifikasi mikroba lain yaitu gen Internal Transcribed Spacer (ITS). Gen
yang digunakan untuk mengidentifikasi jamur adalah gen ITS (lwen et al., 2002).

Sampai saat ini belum ada penelitian mengenai identifikasi isolat mikroba
endofit daun salam (Syzgium polyanthum (Wight.) Walp.) sebagai penghasil
inhibitor xantin oksidase dengan menggunakan gen 16S rRNA dan gen ITS.
Identifikasi bakteri endofit dengan gen 16S rRNA sudah pernah dilakukan pada
tanaman cengkeh (Syzygium aromaticum). Pada penelitian tersebut didapatkan
isolat bakteri endofit yang diperoleh termasuk genus bacillus (Mursadam dkk.,
2017). ldentifikasi kapang endofit dengan menggunakan gen ITS sudah pernah
dilakukan penelitian pada tanaman daun cabai (Capsicum annum L). Hasil dari
identifikasi menggunakan gen ITS tersebut didapatkan jamur endofit yang
tergolong dalam filum Ascomycota, kelas Dothideomycetes, Leotiomycetes dan
Sordariomycetes ( Legiastuti dkk., 2012).

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka akan dilakukan identifikasi isolat
mikroba endofit daun salam (Syzgium polyanthum (Wight.) Walp.) Polymerase
Chain Reaction (PCR). Tahap identifikasi pertama kali dilakukan dengan cara
mengkultur mikroba hasil isolasi daun salam dengan medium NB dan PDB. Isolat
yang diidentifikasi merupakan isolat yang memiliki aktivitas penghambatan
tertinggi terhadap xantin oksidase. Tahapan tersebut mencakup isolasi DNA,
amplifikasi gen menggunakan PCR yang dianalisis dengan elektroforesis, lalu
dilanjutkan dengan proses sekuensing. Setelah melalui proses sekuensing, maka

hasil analisis dilakukan penyejajaran antara sekuens sampel dengan sekuen yang
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terdapat pada database. Sehingga akan diketahui kekerabatan antara spesies isolat
bakteri dan jamur dari pohon filogenetik.
B. Permasalahan Penelitian

Jenis mikroba endofit yang terdapat pada daun salam (Syzgium polyanthum
(Wight.) Walp.) sebagai penghasil inhibitor xantin oksidase belum diketahui.
Identifikasi mikroba endofit daun salam yang memiliki nilai penghambatan terbesar
perlu dilakukan. Teknik identifikasi dapat dilakukan menggunakan teknik
Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan bantuan Gen 16S rRNA dan Gen ITS.
C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui spesies bakteri dan jamur
endofit pada isolat bakteri dan jamur endofit daun salam (Syzgium polyanthum
(Wight.) Walp.) sebagai penghasil senyawa inhibitor xantin oksidase
menggunakan Gen 16S rRNA dan Gen ITS.

D. Manfaat Penelitian

Manfaat dari Penelitian ini yaitu memberikan sumber informasi tentang
keanekaragaman spesies bakteri dan jamur endofit pada daun salam (Syzgium
polyanthum (Wight.) Walp.) yang dapat menghasilkan senyawa Inhibitor Xantin

oksidase sebagai sumber pengembangan bahan obat untuk anti hiperurisemia.
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