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Pengembangan Metode Skrining Substansi Antimitotik dan Antijamur
menggunakan konidia Pyricularia oryzae

Fitje Losung Y dan Remy E.P.Mangindaan®
Y Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan UNSRAT Manado
e-mail : vera.losung@yahoo.com

ABSTRAK

Penggunaan antibiotik dan senyawa sintetik tertentu menyebabkan terjadinya
perubahan morfologi pertumbuhan miselia jamur. Ini telah diterapkan untuk
menyeleksi substansi bioaktif sebagai antijamur yang dilakukan dengan mengamati
pertumbuhan miselia jamur yang ditumbuhkan pada media-agar yang diberi senyawa
uji pada cakram kertas. Namun demikian, metode seperti ini masih terbatas pada
penilaian kualitatif. Karenanya, sangat diperlukan dan patut dikembangkan suatu
metode yang ringkas, mudah dan terjangkau serta dapat dikuantitatifkan dalam
skrining substansi antimitotik dan antijamur.

Penelitian ini bertujuan memperoleh suatu metode uji senyawa antimitotik
dan antijamur dalam skrining berbagai substansi bioaktif, terutama dari laut serta
memperoleh suatu metode yang ringkas, peka akurat dan terjangkau. Manfaat
penelitian yang ingin dicapai, yaitu mendapatkan metode pengujian senyawa-
senyawa Yyang berkhasiat sebagai kandidat antimitotik dan antijamur yang sangat
bermanfaat.

Pendahuluan

Kelimpahan substansi bioaktif dari laut tinggi sehingga diperlukan suatu
metode uji biologis yang cepat, mudah dan terjangkau. Berbagai metode uji biologis
menggunakan sel kanker galur tertentu banyak tersedia, namun memerlukan
peralatan dan bahan yang mahal.

Metode bioassay dalam mendeteksi substansi sitotoksik umumnya
menggunakan sel-sel dengan galur tertentu seperti sel tumor kolon HCT-116 (Zhou
dan Molinski. 2003), sel Pheochromocytoma PC-12 (Greene, dkk. 1976; Tsukamoto,
dkk. 2004), sel kanker manusia beberapa galur (Han dkk. 2005), sel HelLa
(Tsukamoto, dkk. 2005), sel tumor manusia MFC-7, NCI-H460, SF-268 (Rifai dkk.
2005), sel leukemia HL-60 (Liu dkk. 2005; Oda dkk. 2006), sel paru marmut V79
(Wang dkk. 2007). Pengujian demikian belum banyak dilakukan di Indonesia karena
menuntut peralatan dan bahan dengan biaya tinggi.



Tujuan dan Manfaat Penelitian
a. Tujuan Penelitian :
Adapun tujuan penelitian yaitu :
1. Memperoleh suatu metode uji senyawa antimitotik dan antijamur dalam
skrining berbagai substansi bioaktif, terutama dari laut.
2. Memperoleh suatu metode yang ringkas, peka akurat dan terjangkau.
b. Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian yang ingin dicapai, yaitu mendapatkan metode pengujian
senyawa-senyawa yang berkhasiat sebagai kandidat antimitotik dan antijamur yang
sangat bermanfaat bagi peneliti terutama di Indonesia.

Metode Penelitian

1. Isolasi dan Koleksi Jamur Uji

Beberapa helai daun tanaman padi yang terserang penyakit (terlihat ada
bercak-bercak) dari beberapa lokasi persawahan diambil dan dimasukkan ke kantong
plastik, diberi label dan dibawa ke laboratorium KBHL FPIK UNSRAT. Daun-daun
tersebut dicuci dengan air mengalir lalu dikeringkan, selanjutnya diamati bentuk
bercak pada daun. Bercak yang bersudut dipotong 3-4 mm pada bagian yang sehat
dan sakit. Potongan tersebut dibilas dengan aquades steril lalu dikeringkan dan
diletakkan di atas media PDA steril dan diinkubasikan selama 3 hari.

2. Penyusunan Protokol Uji Biologis
a. Penyiapan suspensi konidia jamur uiji.

Jamur Pyricularia oryzae ditumbuhkan pada media YSA selama 12-14 hari.
Selanjutnya konidia jamur tersebut disuspensikan dalam air steril, disaring dengan
dan filtrat yang diperoleh ditambahkan yeast extract 0,04 g, soluble starch 0,2 g, dan
air steril 5 ml. Suspensi dari konidia diatur menjadi 4x10* konidia/ml

b. Pengujian Aktivitas Antimitotik

Pengujian aktivitas antimitotik, dilakukan dengan cara memasukkan 50 pL
air steril kedalam sumur A-H dari mikrotiterplate. Setelah itu, 50 pL ekstrak uji
konsentrasi 200 mg/L ditambahkan pada sumur A. Suspensi ini dicampur rata

kemudian diambil 50 pL dan dipindahkan ke sumur B. Prosedur tersebut diulangi



sampai pada sumur H dari kolom tersebut sehingga konsentrasi dari sumur A-H
diencerkan dua kali . Selanjutnya, 50 pL suspensi konidia jamur Pyricularia oryzae
dimasukkan ke semua sumur. Kemudian mikrotiter plate diinkubasi pada suhu 27°C
selama 14 jam. Pengamatan dilaksanakan di bawah mikroskop dan dibandingkan
dengan kontrol. Hal-hal yang diamati yaitu perubahan bentuk miselia seperti
mengeriting, perubahan morfologi konidia dan miselia, konidia dan miselia yang
membengkak dan penghambatan dari pertumbuhan konidia. Aktivitas antimitotik
ditunjukkan dengan miselia jamur Pyricularia oryzae yang mengeriting dan aktivitas
antijamur dicirikan dengan konidia dan miselia yang membengkak serta perubahan
morfologi pada konidia dan miselia.
c. Penetapan Penilaian Kuantitatif

Perkembangan konidia jamur Pyricularia oryzae diamati setelah jam ke-
14 dibawah mikroskop. Indeks dari pertumbuhan miselia yang menunjukkan efek
pengeritingan dibagi ke dalam 4 kelompok, yaitu tidak adanya aktivitas yang berarti
sama dengan kontrol negatif (-), efek pengeritingan miselia jamur uji (+), Perubahan
morfologi miselia dan konidia (£),konidia dan miselia yang membengkak (A) dan

penghambatan pertumbuhan miselia dan konidia (x).

4. Pengambilan Sampel

Sampel diambil dari perairan pantai malalayang kota manado dengan cara
snorkling. Sampel yang diperoleh dimasukkan dalam kantong plastik masing-masing
menurut jenisnya. Selanjutnya, dibawa ke laboratorium kimia bahan hayati laut FPIK
Unsrat untuk difoto, diidentifikasi dan dilakukan ekstraksi.

5. Ekstraksi dan Partisi Sampel

Ekstraksi sampel dilakukan dengan cara, sampel sebanyak 500 g dipotong-
potong, kemudian direndam dalam Etanol (EtOH) 1:2 (w/v) selama 24 jam. Sampel
kemudian disaring sehingga diperoleh filtrat dan debris. Perendaman sampel
dilakukan sebanyak 3 kali sampai didapat ekstrak kasar. Ekstrak kasar dimasukkan
ke dalam labu pemisah, lalu dipartisi dengan pelarut etil asetat (EtOAc) hexan dan
kloroform dengan perbandingan 1:3 (v/v).



Hasil dan Pembahasan
1. Pengujian Aktivitas

Pengujian ini menggunakan 5 jenis karang lunak yang diberi kode (SC) dan 4
jenis sponge dengan kode (S). Data yang didapat pada penelitian ini difoto
menggunakan kamera digital Olympus FE-3000 di bawah mikroskop binokuler
Olympus dengan pembesaran 200x. Untuk melarutkan ekstrak digunakan pelarut
metanol dan DMSO. Tabel 6 menunjukkan pengaruh pelarut tersebut sehingga
didapat konsentrasi pelarut yang tidak memberikan efek (—) pada konidia dan miselia
jamur uji (Tabel 11).
Tabel 11. Efek dari Pelarut Terhadap Jamur Uji

Pelarut Konsentrasi (ppm)
25 12,5 3,1 0,75
Metanol + _ _ _
DMSO + + _ _

Pengamatan telah dilakukan terhadap jamur uji Pyricularia oryzae dengan
menggunakan kontrol obat dan air sebagai pembanding (Gambar 1). Tabel 12
merupakan data aktivitas antimitotik dan antijamur menggunakan kontrol.

Tabel 12. Aktivitas Antimitotik dan Antijamur Menggunakan Kontrol

Konsentrasi (ppm)
Kontrol 50 20 10
Air — _ _
Rhizoxin + + +
Griseofulvin A A A

Kesembilan sampel juga telah diuji untuk dilihat aktivitas antimitotik dan
antijamur. Jika ekstrak masih menunjukkan adanya aktivitas pada konsentrasi
rendah, maka dapat diaktakan ekstrak memiliki aktivitas antimitotik yang kuat.
Aktivitas antimitotik ditunjukkan dengan simbol (+) karena tidak menyebabkan
jamur uji mati (x) tapi menghambat pertumbuhan jamur uji dengan adanya efek

pengeritingan. Hasil pengamatan dapat dilihat pada tabel 13.



Tabel 13. Aktivitas Antimitotik dan Antijamur Menggunakan Sampel

. Konsentrasi m
Jenis Ekstrak 100 25 (ppm) 605
EtOAC X + -
SC1 Heksan X - -
Kloroform X + +
EtOAC + + -
SC2 Heksan + + -
Kloroform + - -
EtOAC + + -
SC3 Heksan + - -
Kloroform X A _
EtOAC + + +
SC4 Heksan X _ _
Kloroform X + -
EtOAC + _ _
SC5 Heksan X _ _
Kloroform X + -
EtOAC + - -
S1 Heksan + + -
Kloroform X - -
EtOAC X + +
S2 Heksan X - -
Kloroform + + -
EtOAC X X +
S3 Heksan X + —
Kloroform X X -
EtOAC X _ _
S4 Heksan X A _
Kloroform X X +
Ket : (-), tidak ada aktivitas (A), pembengkakkan konidia dan miselia
(+), ada efek pengeritingan (x), penghambatan dari perkecambahan konidia

(%), Perubahan morfologi dari miselia dan konidia



Gambar 1. Efek Kontrol Pada Pertumbuhan Pyricularia oryzae
(Pembesaran 200x)

a).Kontrol negatif e).Griseofulvin 50 ppm
b).Rhizoxin 50 ppm f).Griseofulvin 20 ppm
c).Rhizoxin 20 ppm g).Griseofulvin 10 ppm

d).Rhizoxin 10 ppm

Efek pengertingan pada jamur uji terjadi karena terhentinya mitosis sel,
akibat agen antimitotik. Senyawa antimitotik bekerja secara dinamis dalam

polimeridasi tubulin menjadi mikrotubulus atau depolimerisasi mikrotubulus



sehingga mitosis sel berhenti (Andersen dkk, 2004). Bila pembentukan mikrotubulus
terganggu, sel kanker tidak akan mampu melakukan proses mitosis. Yamada dan
Gorbsky (2006), menyatakan terhentinya pembelahan mitosis karena dipengaruhi
oleh agen antimitotik pada pos kromosom DNA (spindle checkpoint). Pos kromosom
DNA ini mendeteksi kerusakan dari hubungan fungsional antara kinetochore dan
kromosom sepanjang proses mitosis serta menyebarkan signal-signal yang
menghentikan proses pembelahan mitosis yang tidak terkendali. Berdasarkan hasil
pengamatan, maka dapat dikatakan bahwa efek pengeritingan pada Pyricularia
oryzae disebabkan oleh agen atau senyawa antimtitotik dan efek pembengkakkan dan
perubahan morfologi pada miselia dan konidia disebabkan oleh agen atau senyawa

antijamur.

Kesimpulan dan Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa Lima
Ekstrak karang lunak dan empat ekstrak sponge menunjukkan adanya aktivitas
antimitotik. Ekstrak Karang lunak SC3 dan SC4 fraksi kloroform, SC5 fraksi hexan
dan ekstrak sponge S1 fraksi EtOAc serta S5 fraksi hexan menunjukkan adanya
aktivitas antijamur. Penelitian ini perlu pengujian lanjut pada ekstrak yang telah
diketahui mempunyai aktivitas antimitotik dan antijamur. Pengembangan metode
skrining substansi antimitotik dan antijamur perlu dilakukan lebih lanjut, dengan

kemungkinan ditemukannya senyawa antimitotik dan antijamur yang baru.
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