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INSANG KOI (Cyprinus carpio) DI JABUNG KABUPATEN
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MOLEKULER ITS (Internal Transcribed Spacer)

Fikron, Kiptiyah, M Imamudin
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ABSTRAK

Budidaya perikanan di Indonesia saat ini telah mengalami
perkembangan yang pesat salah satunya budidaya ikan koi
(Cyprinus carpio). Kawasan Jabung merupakan salah satu sentra
budidaya ikan koi terbesar di Kabupaten Malang. Namun, di sisi
lain budidaya ikan koi juga sering mengalami kerugian akibat jamur
patogen yang menginfeksi sehingga menimbulkan penyakit
mematikan bagi ikan koi. Salah satu penyakit yang menyerang
ikan koi adalah jamur insang dimana jamur patogen menginfeksi
organ insang dan perlahan menimbulkan kematian. Tujuan dari
penelitian ini adalah mengisolasi jamur patogen yang menginfeksi
organ insang pada ikan koi serta melakukan identifikasi
berdasarkan karakter morfologi dan molekuler berdasarkan gen
ITS (Internal Transcribed Spacer). Sampel ikan yang terinfeksi
disiapkan untuk isolasi jamur. Hasil isolat jamur kemudian diujikan
pada ikan koi sehat untuk mengetahui tingkat infeksius tertinggi.
Identifikasi jamur pada tingkat genus dilakukan pertama secara
morfologi dengan mengamati karakter makroskopis dan
mikroskopis dari isolat. Identifikasi tingkat spesies dilakukan
secara molekuler menggunakan primer universal ITS1 dan ITS4.
Hasil isolasi didapatkan 5 sampel isolat jamur patogen dan diberi
kode JI1, JI2, JI3, JI4, dan JI5. Uji infeksius pada ikan Kkoi
menunjukkan bahwa sampel isolat JI4 adalah isolat jamur patogen
dengan infeksius tertinggi. Identifikasi secara morfologi
menunjukkan bahwa isolat JI4 adalah genus Annulohypoxylon. Hal
tersebut dikonfirmasi secara molekuler berdasarkan gen ITS dan
diketahui bahwa isolat JI4 dalah Annulohypoxylon sp.

Kata Kunci: koi (Cyprinus carpio), jamur patogen, karakter
morfologi, ITS
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PATHOGENIC FUNGI
FROM KOI FISH GILL (Cyprinus carpio) IN JABUNG MALANG
REGENCY BASED ON MORPHOLOGY AND MOLECULAR
CHARACTERS ITS (Internal Transcribed Spacer)

Fikron, Kiptiyah, M Imamudin

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology, The
State Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

Indonesian aquaculture has experienced rapid development and
one of which is the koi fish farming (Cyprinus carpio). Jabung is the
one of the largest area of koi fish farming in Malang Regency.
Although, on the other hand koi fish farming also losses due to
pathogenic fungi that infecting and causing a dangerous disease
for koi fish. One of the diseases that attacked koi fish is gill fungus.
This is the pathogenic fungi infected the gill organs and causing
death slowly. The purposes of this study are to isolating pathogenic
fungi infected gill organs in koi fish and to identifying based on
morphology and molecular characters based on ITS (Internal
Transcribed Spacer) gene. Samples of infected fish were prepared
for fungal isolation. The results of the fungal isolation were tested
on healthy koi fish to determine the highest infectious level. The
identification of fungi at the genus level was first carried out
morphologically by observing the macroscopic and microscopic
characters of the isolates. Species level identification was carried
out molecularly using universal primers ITS1 and ITS4.

The isolation results were obtained 5 samples of pathogenic fungal
isolates and were coded JI1, JI2, JI3, JI4, and JI5. Infectious test
on koi fish showed that JI4 isolate sample was the highest
infectious fungal pathogen isolate. Morphological identification
showed that isolate JI4 was the genus Annulohypoxylon. This
result was confirmed molecularly based on the ITS gene and it
known that JI4 isolate was Annulohypoxylon sp.

Keyword: koi (Cyprinus carpio), pathogenic fungi, morphological
character, ITS
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Negara Indonesia adalah kawasan dengan sumber daya
alamnya yang melimpah. Indonesia memiliki kondisi perairan dan
lahan yang cocok untuk pertanian, perkebunan dan perikanan.
Perikanan di Indonesia pada saat ini tidak mengandalkan hasil laut
saja, akan tetapi orang-orang sudah mulai membudidayakan ikan
jenis air tawar seperti budidaya ikan hias (Rifgiyati, 2017).
Budidaya perikanan dapat dijadikan sebagai salah satu cara
membangun perikanan yang ada di Indonesia agar lebih
berkembang, dalam setahun produksi budidaya ikan sendiri
secara keseluruhan dapat diproyeksikan meningkat dengan rata-
rata 4,9% (Mulyani, 2013).

Budidaya ikan hias dapat menghasilkan untung yang
besar, dalam laporan kinerja direktorat budidaya perikanan
menjelaskan bahwa capaian produksi perikanan budidaya
Indonesia tahun 2019 mencapai 60,47% dan terjadi peningkatan
kenaikan sebesar 5,58%. Dalam budidaya perikanan kondisi air
sangat mempengaruhi munculnya mikroorganisme penyebab

penyakit pada ikan (Indrawati, 2016). Semua upaya pengolahan
1



budidaya akan menjadi sia-sia tanpa adanya prosedur yang tepat
dikarenakan akan menciptakan limbah yang berlebih dan merusak
lingkungan yang seharusnya dibutuhkan oleh ikan, perubahan
ekosistem atau prosedur yang salah akan mengakibatkan
kematian massal pada ikan dan berujung pada kerugian
(Indrawati, 2016). Alasan utama terjadinya kegagalan pada
budidaya adalah serangan penyakit yang disebabkan oleh faktor
eksternal dan akibat adanya senyawa pencemar yang memiliki
sifat toksik seperti Nitrit, H2S, NHs dan lainnya (Andayani, 2012).
Produksi budidaya perikanan saat ini sebagian besar
diperoleh dari teknologi semi intensif dan intensif menggunakan
padat penebaran yang tinggi pada suatu lahan, akan tetapi sistem
tersebut memiliki kendala dalam keberlangsungannya,
diantaranya adalah masalah pakan dan kualitas air. Beberapa
faktor yang dapat merusak kualitas air kolam atau tambak adalah
sisa-sisa pakan yang mengendap pada dasar kolam yang
menyebabkan tumbuhnya jamur patogen yang dapat merusak
kualitas air sehingga menimbulkan penyakit pada ikan. Salah satu
cara untuk menangani permasalahan tersebut yakni melakukan

pengecekan rutin kualitas air dan sering membersihkannya,



dengan penangangan yang tepat dapat mengatasi permasalahan
yang terjadi pada budidaya ikan (Suwarsito, 2011).

Jenis ikan hias yang memiliki banyak peminat salah
satunya adalah ikan Koi. lkan Koi yang memiliki nama latin
Cyprinus carpio tergolong ikan hias yang berada diperairan tawar
dan memiliki daya jual yang relatif stabil. Ikan Koi memiliki peminat
yang tinggi dikarenakan ikan ini memiliki banyak warna pada
tubuhnya serta sifatnya yang jinak sehingga memiliki nilai lebih
bagi pembudidaya. Koi memang memiliki warna yang bagus akan
tetapi mudah terserang penyakit yang disebabkan oleh jamur
patogen, jamur tersebut dapat menyebabkan kematian pada ikan
Koi bahkan bisa menimbulkan kematian masal ikan dan kerugian
besar bagi pembudidaya ikan Koi. Serangan penyakit adalah
masalah utama dalam usaha pengembangan ikan Koi yang dapat
menimbulkan kerugian besar, menurut data statistik kelautan dan
perikanan membuktikan terjadinya penurunan produksi ikan Koi
sejumlah 5.707.820 ekor (Suwarsito, 2011).

Sentra budidaya ikan Koi berada di berbagai lokasi di
Jawa Timur, salah satu sentra budidaya ikan Koi yang terletak di

Malang berada di Desa Tebelo Sidomulyo kecamatan Jabung.
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Tempat ini menampung segala jenis ikan Koi dengan berbagai
ukuran. Data dari tempat itu menyebutkan bahwa budidaya
tersebut memiliki total 7 kolam yang setiap kolam memiliki ukuran
7x10 cm dengan kapasitas yang mampu menampung 250 ekor
ikan Koi setiap kolam. Kegiatan budidaya ditempat ini dimulai sejak
tahun 1999 sampai sekarang dengan selalu memperhatikan
kualitas ikan agar terhindar dari serangan penyakit.

Jamur patogen merupakan salah satu agen yang
menyebabkan penyakit dan membawa kerugian pada budidaya
(Igbal, 2013). Jamur patogen menginfeksi inangnya saat inang
dalam kondisi stress dan pertahanan tubuh berkurang sehingga
rentan terinfeksi (Suprapto, 2013). Infeksi jamur patogen disebut
dengan mycosis yang mana hal tersebut merupakan peristiwa
umum yang terjadi pada ikan budidaya salah satunya seperti ikan
Koi (Verma, 2008). Jenis jamur patogen yang biasa menginfeksi
ikan Koi seperti: Aspergillus Michelim, Annulohypoxylon sp, Achlya
bisexualis, Saprolegnia spp., Aphanomyces spp. and
Branchiomyces sp (Siddique et al., 2009; Vijayan and Rao, 2009).
Jamur patogen yang menginfeksi ikan Koi akan menyerang organ

ikan Koi. Organ ikan Koi yang terinfeksi jamur patogen salah



satunya pada insang. Insang yang terinfeksi akan menunjukkan
luka membusuk dimana pada luka tersebut terdapat benang halus
menyerupai kapas sehingga menyebabkan penyakit insang busuk
dan kemudian kematian pada ikan Koi (Kusdarwati et al., 2016).
Penyakit insang busuk merupakan penyakit yang
disebabkan oleh jamur patogen yang menyerang pada bagian
insang, salah satu contohnya adalah jamur Annulohypoxylon sp.
merupakan anggota family Hypoxylaceae. Bagian kulit dan insang
merupakan bagian yang paling sering terinfeksi. Bagian insang
yang terinfeksi akan terlihat seperti kapas berwarna putih tumbuh
yang ukurannya kecil dan kemudian akan menyebar luas pada
organ insang. Bagian berwarna putih kapas tersbut lama-
kelamaan akan berubah warna menjadi merah, coklat atau hijau
disertai dengan luka membusuk pada insang (Verma, 2008).
Munculnya bibit parasit ini bisa dikarenakan ikan yang sedang
mengalami stress dan turunnya sistem imun. Adanya suatu
hubungan yang tidak seimbang antara lingkungan dan ikan yang
dapat menyebabkan tumbuhnya parasit seperti jamur dan akan
mempengaruhi dan menyebabkan kondisi ikan menjadi tidak stabil

(Suwarsito, 2011). Untuk mencegah terjadinya infeksi insang ikan



Koi dalam skala yang lebih besar, maka dibutuhkan isolasi dan
identifikasi guna mengetahui jenis jamur patogen yang
menginfeksi terutama jamur dengan tingkat infeksius yang tinggi.

Pada penelitian ini identifikasi jamur dilakukan secara
morfologi dan molekuler. Identifikasi morfologi dapat
menggambarkan karakter isolat baik secara makroskopis maupun
mikroskopis, dari identifikasi morfologi ini dapat diketahui jenis
isolat sampai tingkat genus. Kekurangan dari identifikasi morfologi
adalah adanya kesamaan beberapa karakter pada jenis jamur
yang sebenarnya berbeda secara genetik, hal inilah yang
menjadikan identifikasi morfologi menjadi tidak spesifik (Deacon,
2006). Berdasarkan kekurangan identifikasi morfologi, maka
diperlukan tahap identfikasi berbasis molekuler. Identfikasi secara
molekuler dapat digunakan untuk mengetahui jenis isolat sampai
pada tingkat spesies dengan menggunakan teknologi sekuens
DNA, hasil yang didapatkan akan menjadi lebih spesifik karena
spesies dapat diketahui dengan membandingkan bagian kode
genetik yang bersifat stabil (Fatchiyah, 2011).

Terdapat berbagai jenis sekuens DNA barcode yang dapat

digunakan dalam identifikasi jamur, salah satunya ITS (Internal



Trancribed Spacer). ITS (Internal Trancribed Spacer) merupakan
sekuens DNA barcode universal dan bersifat konservatif serta
berukuran pendek sehingga mudah untuk diamplifikasi (Umesha
et al.,, 2016). Berdasarkan studi terbaru oleh fungal laboratory
consortium, ITS (Internal Trancribed Spacer) telah dipilih sebagai
DNA barcode untuk jamur dikarenakan semua sekuens ITS jamur
disimpan di Gen Bank. ITS telah digunakan dalam kombinasi
dengan subunit besar atau large sub unit (LSU) dari RNA ribosom
dalam studi lingkungan. Selain itu, ITS juga digunakan untuk
mengukur jarak genetik antara kelompok jamur yang berbeda
(Mahmoud et al., 2015).

Tentunya manusia sendiri tidak lepas tangan dalam
menjaga ekosistem buatan kolam agar tetap seimbang, perawatan
yang dilakukan oleh manusia akan berdampak baik pula kepada
pertumbuhan ikan dan kualitas budidaya. Sebagai makhluk
cipataan Allah SWT, sudah seharusnya manusia juga
memperlakukan hewan budidaya dengan baik karena pada
dasarnya manusia dan hewan sama- sama makhluk ciptaan Allah
SWT. Pada ayat ke- 38 Surah Al-an’am yang berbunyi :

it om0 ) siling i e V5 (591 5013 (i

YA 555585 e ) &
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Artinya: “dan tidak ada seekor pun binatang yang ada di bumi dan
burung-burung yang terbang dengan kedua sayapnya,
melainkan semuanya merupakan umat (juga) seperti
kamu. Tidak ada sesuatu pun yang kami luputkan
didalam kitab, kemudian kepada tuhan mereka
dikumpulkan” (Q.S Al-An’am ayat 38).

Manusia diciptakan ke dunia ini agar menjadi Kholifah di
bumi, segala sesuatu telah Allah SWT sediakan untuk memenuhi
kebutuhan manusia. Menurut tafsir Al-Mukhtasar menjelaskan
bahwa tanda-tanda kuasa Allah SWT di alam semesta ini tidak
terhitung banyaknya, segala sesuatu Allah SWT ciptakan pasti
memiliki maksud dan tujuan tertentu, bahkan hewan yang memiliki
banyak jenis rupa adalah ciptaan Allah SWT yang sama seperti
manusia. Setiap makhluk yang hidup di dunia ini dipastikan
mendapatkan kasih sayang dari Allah SWT dan juga dirawat
sedemikian rupa, “ semuanya telah kami tetapkan dan semuanya
diketahui oleh Allah SWT”. Maka dari itu sudah seharusnya
manusia sebagai kholifah di bumi wajib merawat ekosistem agar
tetap dalam kondisi yang seimbang, manusia boleh memanfaatkan
hewan dengan syarat memperlakukakannya dengan layak

sebagai ciptaan Allah SWT dan melestarikannya agar tidak punah.

Sama halnya dengan menjaga ekosistem buatan kolam agar ikan-



ikan budidaya tetap menjadi sehat dan dapat bertahan hidup (Ath-
Thabari, 2009).

Allah berfirman dalam Al-Quran surah Al-Bagarah:26 yang
berbunyi:

58 L A 3o U i oy ARG Y A ()

Artinya:  “Sesungguhnya  Allah tiada segan membuat
perumpamaan berupa nyamuk atau yang lebih rendah
dari itu.” (QS. Al-Bagarah ayat 26)

Pada lafadz “famaa fauqohaa” artinya (yang lebih rendah
dari itu) menjelaskan maksud dari sesuatu yang lebih kecil dari
nyamuk, dalam hal ini yang dimaksud nyamuk merupakan hewan
yang berukuran kecil. Allah SWT mampu menciptakan dan
mengatur bentuk ukuran berbagai spesies di muka bumi ini.
Tentunya Allah juga menciptakan makhluk berukuran kecil bahkan
lebih kecil dari nyamuk, tujuan diciptakan makhluk tersebut agar
manusia terus belajar dan mencari tau akan ilmu dan kekuasaan
milik Allah SWT. Menurut penafsiran Ibnu Katsir menjelaskan pada
kata yang berbunyi “yang lebih rendah dari itu” bahwasanya Allah
SWT mampu melakukan berbagai penciptaan yang
beranekaragam jenis dan ukuran (Al-Mubarok, 2006). Dalam tafsir

Ath-Thabari menjelaskan dalam riwayat bahwasanya Allah SWT

menyebutkan sebagai kiasan atau perumpamaan yang paling
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kecil, dimana Allah SWT memberitahukan bahwa tidak ada
keseganan dalam hal membuat perumpamaan paling kecil dan
hina dalam kebenaran, sebagai jawaban bagi orang yang munafik.
Hal tersebut adalah penjelasan bahwa makhluk yang berukuran
kecil dapat memberikan kemudorotan bagi orang munafik yang
mengingkari Allah SWT, yaitu bagi orang yang hanya mencari
kenikmatan dunia tanpa menjaganya (Ath-Thabari, 2009).

Allah SWT yang memiliki sifat pengasih lagi penyayang
tentunya tidak menjadikan sesuatu apapun dengan sia-sia, setiap
apa yang diciptakan oleh Allah pasti memiliki maksud tertentu.
Orang-orang beriman percaya bahwasanya Allah SWT
menciptakan semua hal pasti memiliki tujuan tertentu bagi
kehidupan manusia yang dapat dirasakan manfaatnya (Al-
Mubarok, 2006). Ukuran dari jamur patogen memang relatif kecil,
akan tetapi dengan ukuran yang relatif kecil ini bisa menjadi
ancaman bagi kesehatan dan dapat menimbulkan kerugian. Dari
jamur patogen tersebut menjadi bukti bahwa Allah SWT
memberikan pelajaran bagi manusia agar mau terus belajar
tentang alam agar manusia terhindar dari hal yang merugikan dan

senantiasa mengingat kepada Allah SWT. Tentunya budidaya ikan



11

Koi juga tidak terlepas dari ancaman penyakit dari jamur pada ikan,
ikan Koi sendiri adalah ikan hias yang memiliki keunikan yang tidak
dimiliki oleh ikan lain dan juga jumlah peminat yang tinggi sehingga
berdasarkan penjabaran latar belakang tersebut perlu
dilaksanakannya sebuah penelitian isolasi dan identifikasi jenis

jamur patogen yang ditemukan pada insang ikan budidaya.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah:

1. Bagaimana karakteristik jamur patogen yang berhasil diisolasi
dan diidentifikasi pada insang ikan Koi (Cyprinus carpio)
budidaya di Jabung Kabupaten Malang?

2. Apajenis jamur patogen dengan infeksius tinggi pada ikan Koi
(Cyprinus carpio) budidaya kawasan Jabung Kabupaten

Malang?

1.3 Tujuan
Tujuan penelitian ini adalah:
1. Untuk mengetahui karakteristik jamur patogen yang berhasil
diisolasi dan diidentifikasi pada insang ikan Koi (Cyprinus

carpio) budidaya di Jabung Kabupaten Malang.
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2. Untuk mengetahui jenis jamur patogen dengan infeksius tinggi
pada ikan Koi (Cyprinus carpio) budidaya kawasan Jabung

Kabupaten Malang.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah:

1. Penelitian yang dilakukan diharapkan dapat menambah
wawasan tentang jenis dan sifat jamur patogen yang
menginfeksi ikan Koi yang dibudidayakan.

2. Penelitian yang telah dilakukan diharapkan mampu diterapkan
untuk penanggulangan dan pencegahan infeksi penyakit dalam
bidang budidaya ikan Koi.

3. Melengkapi informasi ilmiah petani ikan Koi di Jabung
Kabupaten Malang tentang adanya korelasi kualitas air dan
pertumbuhan jamur patogen.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini adalah:
1. Sampel ikan koi diambil dari tempat budidaya ikan hias koi

Jabung Kabupaten Malang.
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Sampel ikan yang diambil adalah ikan yang terindikasi
terinfeksi jamur patogen pada bagian insang dengan ciri-ciri
tubuh ikan yang lemas, berenang menyendiri di permukaan
air, tidak nafsu makan dan terdapat bercak putih pada bagian
organ insang.

Isolat jamur yang didapatkan diambil dari organ ikan Koi yaitu
pada organ insang.

Identifikasi molekuler dilakukan pada isolat jamur yang
memiliki tingkat infeksius tertinggi.

Pasangan primer yang digunakan dalam identifikasi
molekuler adalah ITS1 dan ITS4.

Identifikasi isolat jamur secara makroskopis berdasarkan
bentuk koloni, diameter koloni, warna dan tekstur sedangkan
identifikasi mikroskopis didasarkan pada buku pedoman
identifikasi Pictoral Atlas of Soil and Seed Fungi Morphologies
of Cultured Fungi and Key to Species 2th Edition (2002),
Description of Medical Fungi dan Identification of pathogenic
fungi serta rujukan jurnal penelitian terdahulu.

Parameter data penelitian ini adalah hasil identifikasi isolat

jamur patogen ikan Koi.
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BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Budidaya Perikanan

Ada beberapa jenis budidaya perikanan yang ada di
Indonesia, mulai dari budidaya ikan konsumsi sampai budidaya
ikan hias. Budidaya perikanan sendiri adalah Kkegiatan
pemeliharaan dengan tujuan untuk menjaga, melestarikan dan
juga menumbuhkan serta meningkatkan kualitas biota akuatik di
dalam suatu lingkungan buatan agar mendapatkan hasil yang
maksimal dan mutu terjamin (Rizgiyah, 2015). Kualitas budidaya
perikanan dapat dikendalikan dengan cara memperhatikan teknis
budidaya, tata guna lahan dan dinamika hidrologi perairan
disekitarnya, akan tetapi perkembangan budidaya perikanan saat
ini masih banyak yang belum menerapkan sistem keamanan yang
sesuai. Penyakit adalah kunci yang mempengaruhi hasil kualitas
perikanan, salah satu penyebab munculnya bibit penyakit pada
ikan adalah mikroorganisme yang merugikan (Mulyani, 2013).
Kondisi air yang bersih dan sehat akan menjadi lingkungan yang
ideal bagi ikan, begitupun dengan kondisi air pada kolam budidaya.
Kondisi air kolam yang bersih dan sehat akan menjadikan ikan

merasa nyaman dan menjadi sehat serta dapat tumbuh

ERV)
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berkembang dengan baik, akan tetapi masalah yang sering terjadi
pada budidaya ikan adalah menumpuknya sisa pakan dan
amoniak akibat terlalu banyaknya ikan yang ada pada suatu kolam
(Mulyani, 2013).

Polusi air adalah kontaminasi yang terjadi karena
penyebab bahan-bahan sisa pangan yang tidak habis, kualitas dan
fungsi alami dari ekosistem. Polutan yang dapat menyebabkan
polusi air sangat bermacam, ada yang dapat diuraikan menjadi
senyawa yang sederhana dan ada juga yang tidak bisa. Walaupun
polutan dapat didegradasi dalam jumlah yang banyak akan tetapi
tidak ada penanganan khusus akan menjadi racun dalam kolam.
Hal ini seperti sisa pakan ikan yang tidak dibuang lama kelamaan
akan menjadi racun bagi ikan dan akan merusak kualitas air dan
ditambah adanya amoniak akan memperkeruh kondisi air pada
kolam (Dwi, 2018). Pencemaran air kolam pada umumnya dapat
ditanggulangi dengan cara menggunakan metode pencegahan
pencemaran air yang memperhatikan tentang jenis atau
karakteristik air yang tercemar. Pemilihan metode yang benar
diharapkan bisa merubah kualitas efluen standart sehingga dapat
memenuhi standar kualitas badan air penerima (stream-standard)

yang dapat digunakan secara optimal untuk melindungi serta
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memberikan toleransi bagi kualitas air dalam kolam. Pada
dasarnya pengendalian cemaran air dapat dilakukan dengan
bioremidiasi yang memanfaatkan peran biologis dengan
memanfaatkan bakteri untuk melakukan proses perbaikan kualitas
air (Priadie, 2012).

Kegiatan budidaya perikanan tidak akan lepas dengan
sistem pengelolaan. Sistem pengelolaan merupakan salah satu
manajemen pemeliharaan biota perikanan dengan tujuan
menjadikan ekosistem buatan tambak menjadi sehat. Sistem
budidaya yang berbeda, akan menunjukkan adanya interaksi yang
berbeda pula dengan lingkungan. Kadar sisa pakan yang tidak
terurai dalam jumlah yang tinggi pada sistem tambak, maka akan
menghasilkan endapan pada dasar kolam yang tinggi pula dan
menyebabkan kondisi air menjadi tidak stabil. Setiap metode yang
dipakai tidak hanya dijadikan sebagai wadah yang hanya bisa
menahan air dan menampung sisa metabolisme yang dihasilkan
oleh ikan, namun juga mampu menyediakan berbagai unsur hara
yang diperlukan ikan untuk bertahan hidup. Tanah memiliki
kemampuan menyediakan berbagai jenis unsur hara yang
dibutuhkan dalam pertumbuhan sebagai makanan alami yang

dipengaruhi oleh kesuburan tambak (Hastuti, 2011).
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2.2 Ikan Koi (Cyprinus carpio)

lkan Koi termasuk kedalam keluarga Cyprinidae, Koi
merupakan varietas hias dari ikan peliharaan yang memiliki banyak
peminat dikarenakan motif tubuhnya yang unik dan ikan ini
memiliki harga yang ekonomis. Dalam buku karangan Papilon

(2017) menyebutkan tentang klasifikasi ikan Koi yaitu:

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Class : Oisteichthyes
Order : Cyrpyniformes
Family : Cyprinidae
Genus : Cyprinus
Species : Cyprinus carpio

Ikan Koi memiliki bentuk tubuh unik yang menyerupai
torpedo dan bergerak menggunakan sirip, sirip pada ikan Koi sama
seperti ikan pada umumnya yaitu terdapat sepasang sirip bagian
perut, sebuah sirip bagian atas atau punggung, sepasang sirip
bagian bawah atau dada dan juga sirip pada bagian anus. Bagian
sirip pada tubuh ikan seperti jari- jari keras, lunak dan juga terdapat

selaput ditambah bagian depan ikan Koi dibawah mulut terdapat
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kumis seperti lele yang berfungsi sebagai indra penciuman
(Susanto, 2001). Ikan Koi memiliki morfologi yang tidak berbeda
jauh dengan jenis ikan yang lain, pada permukaan kulit ikan ini
dilapisi dengan dua jenis kulit, yaitu dermis (bagian dalam) dan
epidermis (bagian luar). Epidermis berfungsi sebagai pelindung
kulit dari ancaman luar seperti kotoran ataupun parasit, sedangkan
dibagian dermis mengandung pigmen yang penuh akan warna
(Haikal, 2008). Menurut Bachtiar (2002) menambahkan bahwa
mata ikan Koi berwarna merah, hitam dan keputihan. Bentuk mulut
ikan Koi relatif kecil, ikan ini menghancurkan makanannya
menggunakan gigi yang berada dalam kerongkongannya. Koi
memiliki bentuk hidung dengan lekukan yang tidak berhubungan
langsung dengan organ pernapasan, alat pernapasan Koi
menggunakan insang yang terletak dibagian kepala.

Ikan Koi merupakan ikan yang hidup di air tawar dengan
kemampuan beradaptasi di lingkungan yang baru dengan baik,
ikan ini dapat beradaptasi dengan berbagai kondisi tempat akan
tetapi jika terjadi perubahan lingkungan yang drastis akan
menyebabkan ikan Koi mengalami stres. Ikan Koi hidup di air tawar
dan bisa hidup pada temperatur 80-30°C, oleh karena itu tidak

heran jika ikan ini dapat dijumpai diberbagai wilayah indonesia
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mulai dari pegunungan sampai pantai. Ikan Koi tergolong jenis
omnivora atau pemakan segala baik berupa tanaman atau hewan.
Ikan ini memiliki kemampuan untuk mengenali pakannya dan
mampu mencarinya hingga bagian dasar kolam, hal itu
dikarenakan ikan ini memiliki organ penciuman yang bagus berupa
dua pasang barbel yang berada di bagian depan samping mulut

(Papilon, 2017).

Gambar 2. 1 Ikan Koi (Cyprinus carpio) (Papilon, 2017)

2.3 Jamur

Jamur merupakan makhluk eukariota yang termasuk
kedalam kelompok cendawan yang memiliki ukuran relatif kecil,
didalam dinding sel jamur tersusun atas kitin dan tidak memiliki
kandungan klorofil. Jamur hidup secara heterotrof dengan

menyerap nutrisi dari bahan organik atau inang yang dihinggapi.
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Bahan organik yang terdapat disekitar dapat diubah menjadi
molekul sederhana lalu akan diserap menggunakan hifa, hifa yang
berkumpul akan menjadi satu dan disebut dengan muselium.
Jamur adalah mikroorganisme heterofilik yang memerlukan
senyawa organik demi memenuhi kebutuhannya, jamur ini dapat
menyerap nutrien melalui diding sel dan mengeskresikan enzim
ekstraseluler ke inangnya. Dalam proses reproduksinya, jamur
menghasilkan spora atau konidia dan melakukan reproduksi
secara seksual maupun aseksual. Cara hidup jamur dengan cara
besrsimbiosis baik secara saprofit maupun parasit (Post, 1987).
Jamur bersifat aerobik atau memerlukan oksigen untuk hidupnya,
pada bagian tubuh vegetatif jamur terdapat thalus yang tersusun
dari filamen yang pada dasarnya terdiri atas dua bagian yaitu
miselium dan spora. Miselium sendiri adalah kumpulan beberapa
filamen yang disebut dengan hifa dan berkumpul menjadi satu.
Hifa merupakan salah satu bagian yang terpenting, hifa ini dapat
menyerap nutrisi yang didapatkan dari inangnya serta membentuk
struktur untuk reproduksi. Hifa adalah bagian dari struktur fungus
yang menyerupai untaian benang panjang yang terbentuk dari
pertumbuhan spora dan konidia, hifa dewasa memiliki tambahan

bahan pada dinding selnya, yaitu melamin dan lipid serta memiliki
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ukuran tebal berkisar 100-150 um (Sigler, 1983). Jamur dapat
berkembang biak secara vegetatif (aseksual) dan generatif
(seksual), perkembangbiakan aseksual dapat dilakukan dengan
fragmentasi miselium (thallus) dan pembentukan spora aseksual.
Ada beberapa klasis jamur, yaitu Acrasiomycetes (Jamur lendir
seluler), Myxoycetes (Jamur lendir sejati), Phycomycetes (Jamur
tingkat rendah), dan Eumycetes (Jamur tingkat tinggi). Eumycetes
terdiri dari 3 klasis yaitu Ascomycetes, Basidiomycetes dan
Deuteromycetes (Pamungkas, 2010).

Jamur memiliki kurva pertumbuhan, kurva tersebut dapat
diperoleh dengan cara menghitung masa pada media. Suatu kurva
pertumbuhan dapat memberikan informasi mengenai faktor-faktor
lingkungan yang mempengaruhi suatu jamur, seperti suhu
optimum dan nutrisi  minimum yang dibutuhkan. Kurva
pertumbuhan jamur memiliki beberapa fase, yaitu fase lag,
akselerasi, eksponensial, deselerasi, stasioner dan yang terakhir
adalah fase kematian. Fase lag merupakan fase penyesuaian sel-
sel dengan lingkungan dan membentuk beberapa enzim untuk
mengurai media, fase akselerasi adalah mulainya sel-sel aktif
untuk membelah. Fase eksponansial adalah fase perbanyakan sel

dan aktivitas sel yang meningkat, setelah fase eksponensial
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selanjutnya adalah fase deselerasi. Fase deselerasi adalah saat
dimana sel mulai mengalami penurunan aktivitas dan pembelahan
semakin berkurang yang menyebabkan fase stasioner, yaitu
jumlah sel yang yang bertambah dan berkurang tidak seimbang.
Pada tahap yang terakhir yaitu fase kematian akan terjadi banyak
kematian sel yang terjadi yang menyebabkan jamur tersebut tidak

dapat tumbuh lagi (Gandjar et al., 2006).

2.3.1 Jamur Patogen

Habitat jamur terdapat pada air dan tanah, cara hidup
jamur dapat bebas, bersimbiosis, tumbuh sebagai saprofit dan juga
parasit (Pamungkas, 2010). Jamur yang menjadi parasit bagi
inangnya disebut dengan jamur patogen, jamur patogen dapat
menghasilkan racun yang berbahaya. Infeksi jamur patogen dapat
menyebabkan penurunan laju pertumbuhan dan penurunan
metabolisme pada inagnya (Sukmawati, 2018). Salah satu yang
dapat menyebabkan penyakit pada ikan adalah jamur, jamur
patogen merupakan jenis yang merugikan bagi inangnya, dalam
keadaan stres atau berkurangnya pertahanan tubuh ikan Koi akan
lebih rentan terkena jamur (Suprapto, 2013). Insang busuk adalah

salah satu penyakit yang disebabkan oleh jamur patogen. Penyakit
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jamur pada ikan ini paling ditakuti diberbagai dunia terutama pada
budidaya ikan hias seperti Koi. Penyakit ini juga disebut dengan
jamur insang atau busuk insang, insang busuk telah menyebabkan
jumlah angka kematian pada budidaya ikan meningkat. Jenis
jamur patogen yang biasa menginfeksi ikan Koi seperti: Aspergillus
Micheli, Achlya bisexualis, Saprolegnia spp., Aphanomyces spp.
and Branchiomyces sp (Siddique et al., 2009). Ikan- ikan yang
sudah terkena penyakit ini kemungkinan kecil akan terus dapat
bertahan hidup, tidak ada pengobatan untuk branchiomycosis dan
ikan yang mati akibat jamur tersebut harus dibakar agar tidak

menyebar ke ikan yang lainnya (Hussain, 2020).

2.3.2 Faktor yang mempengaruhi kualitas air dan
pertumbuhan jamur

Beberapa parameter air yang mempengaruhi pertumbuhan
jamur yaitu (Papilon, 2017)
1. Kelembapan

Kelembapan pada  suatu lingkungan tentunya
mempengaruhi pertumbuhan suatu makhluk hidup, setiap individu
memiliki kondisi yang optimal untuk tumbuh. Pada jamur

pertumbuhan optimal miselium dapat terjadi pada kelembapan
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65% - 70%. Pada proses degradasi polimer kondisi yang lembab
mendukung proses hidrolisis dengan menghasilkan lebih banyak
reaksi pemotongan rantai polimer.
2. Suhu

Suhu ideal untuk kolam berkisar antara 200 - 28°C, tentunya
jamur juga memiliki suhu optimum untuk pertumbuhannya. Suhu
optimal untuk pertumbuhan jamur adalah 22-25 °C.
3. Derajat keasaman atau pH

Kondisi air dengan pH 7,0 — 8,0 merupakan derajat
keasaman air kolam yang ideal bagi kelangsungan hidup bagi ikan
Koi, umumnya jamur akan beraktivitas pada pH 7,0 atau dalam
kondisi asam. Maka dari itu air kolam yang memiliki derajat
keasaman yang rendah akan mudah ditemukan jamur pada tubuh
ikan Koi.
4. Amonia

Level amonia yang terlalu jenuh akan membahayakan bagi
kelangsungan hidup ikan Koi, pemeriksaan amonia dibawah
ambang batas dapat disebabkan oleh pemberian pakan yang
berlebihan dan amonia sendiri bersifat racun bagi ikan. Masalah
amonia dapat diselesaikan dengan cara pengurasan air kolam

agar bersih dan amonia yang mengendap dapat dihilangkan atau
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dengan cara menggunakan mikroba baik atau probiotik sehingga
mikroba tersebut dapat mengubah nitrit menjadi nitrat supaya

aman bagi ikan.

2.4 |dentifikasi Isolat Jamur
2.4.1 Identifikasi Morfologi

Karakterisasi morfologi isolat jamur dilakukan dengan cara
mengamati penampakan Kkarakteristik dari suatu organisme,
identifikasi morfologi dilakukan untuk mengetahui identitas suatu
organisme sampai pada tingkat genus. Pada tingkat identifikasi ini
terdapat dua tahapan yaitu identifikasi secara makroskopis dan
mikroskopis. ldentifikasi secara makroskopis dilakukan dengan
cara mengamati beberapa karakter yang dapat dilihat seperti
warna jamur pada permukaan atas dan bawah (reverse slide),
bentuk, tepi koloni, ukuran koloni, garis radial dari pusat koloni ke
tepi, ada atau tidaknya lingkaran kosentris, pola pertumbuhan dari
awal ditanam serta tekstur permukaan seperti halus, kasar, rata,
licin dan ada tidaknya tetes eksudat. Sedangkan untuk Identifikasi
jamur secara mikroskopis menggunakan alat bantu berupa
mikroskop dengan cara mengamati bentuk sel, ukuran sel, tipe

miselium, tipe reproduksi dan tipe pertunasan (Deacon, 2006).
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Menurut Gandjar (1999) dalam identifikasi morfologi secara

makroskopis jamur ada beberapa hal yang harus diperhatikan

yaitu media yang digunakan, suhu saat inkubasi dan umur isolat

pada saat pengamatan. Sedangkan dalam identifikasi secara

mikroskopis beberapa hal yang harus diperhatikan adalah:

1.

Pengamatan karakter hifa berseptum atau tidak, berpigmen
hialin (munculnya warna biru atau tidak saat ditambahkan
pewarna) atau dematiaceous (berwarna coklat kehijuan dan
kehitaman) serta bentukan hifa (mempunyai rhizoid atau tidak).
Pengamatan spora aseksual meliputi bentuk seperti
arthospora, blastospora dan klamidospora atau spora khusus
seperti konidia dan aleuspora. Karakter spora asksual diamati
yaitu bentuk, ukuran, jumlah dan letak.

Pengamatan spora seksual yang memiliki beberapa bentuk
seperti basidiospore, askospora dan zigospora.

Karakter sel berupa sel tunggal (berdinding tipis atau tebal dan
berpigmen atau tidak) atau bersel banyak (dinding tipis atau
tebal, bersepta atau tidak, bersepta transversal dan longitudinal

dan berpigmen atau tidak).
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2.4.2 ldentifikasi Molekuler
2.4.2.1 Isolasi DNA Jamur

Tahap awal dalam proses isolasi DNA adalah ektraksi
DNA dari dalam sel, ekstraksi DNA genomik dari jamur berfilamen
memiliki tingkat kesulitan yang tinggi karena struktur dinding sel
yang kompleks, konsentrasi polisakarida tinggi dan keberadaan
metabolit sekunder lain yang mengikat atau mengendap bersama
dengan asam nukleat. Oleh karena itu dalam ekstraksi ini
membutuhkan metode yang paling efektif agar mendapatkan DNA
dengan kemurnian yang tinggi. Metode yang digunakan untuk
proses ekstraksi DNA jamur adalah metode CTAB (Cetyl Trimetyl
Ammonium Bromide), CTAB mengandung surfaktan kationik yang
sangat efektif dalam melisiskan dinding sel dengan kandungan
polifenol dan polisakarida tinggi. Metode CTAB banyak digunakan
dikarenakan memiliki harga yang relatif murah dan lebih efisien
dibandingkan dengan metode kit komersial. Metode CTAB
memiliki prinsip seperti isolasi DNA pada umumnya yaitu lisis sel,
ekstraksi, presipitasi dan purifikasi. Komposisi buffer lisis dalam
metode ini adalah surfaktan CTAB, NaCl, EDTA, Tris-HCI dan
Polivinilpirolidon (PVP). Komposisi buffer sangat berpengaruh

terhadap keberhasilan lisis (Huang et al., 2019).
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CTAB (Cetyl Trimetyl Ammonium Bromide) sendiri adalah
surfaktan kationik bermuatan positif pada bagian kepala dan gugus
hidrofibik pada bagian ekor, gugus hidrofibik pada surfaktan akan
berinteraksi dengan lemak sehingga akan terdenaturasi
sedangkan muatan positif surfaktan akan berinteraksi dengan
muatan negatif protein sehingga protein akan terdenaturasi. CTAB
juga memiliki kemampuan untuk memecah polisakarida menjadi
monomer sederhana dengan cara Dberinteraksi dengan
polisakarida secara hidrofibik membentuk senyawa kompleks.
Kandungan NacCl berfungsi menghilangkan senyawa polisakarida,
EDTA berfungsi mengurangi integritas dinding sel dengan
mengikat ion magnesium agar aktivitasnya menurun, ion
magnesium berkontribusi dalam mempertahankan aktivitas enzim
nuklease, Tris-HCI berfungsi menyeimbangkan pH, dan PVP
berfungsi untuk menghilangkan senyawa fenolik (Nystrom, 2009).

Dinding sel yang telah lisis menyebabkan semua isi yang
ada didalam sel termasuk DNA akan keluar, kontaminan yang
masih tersisa bisa dikeluarkan dengan menggunakan pelarut
organik. Pelarut organik yang dipakai adalah kloroform dan isoamil
alkohol, dalam larutan ini kloroform berfungsi sebagai

pendenaturasi  protein dan isoamil alkohol berfungsi
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menghilangkan busa. Perlakuan tersebut membentuk 3 lapisan
dengan penampakan yang berbeda, lapisan yang paling atas
mengandung DNA dan RNA karena sifatnya yang polar. Hal ini
dikarenakan meningkatnya kelarutan DNA dalam air akibat
interaksi antara muatan dipol negatif pada gugus fosfodiester DNA.
Protein yang terdenaturasi akan masuk diantara lapisan
intermediet atau fase organik air, sedangkan pada lapisan bawah
atau fase organik tersisa lemak dan protein nonpolar yang mudah
larut dalam kloroform (Almarhoon, 2019).

Presipitasi DNA adalah proses dimana DNA akan
diendapkan dengan bantuan etanol dingin dan garam ammonium
asetat, fungsi etanol sendiri dapat menghilangkan sisa kloroform
dengan memekatkan DNA. Etanol akan menurunkan aktivitas
molekul H20 sehingga molekul DNA dengan muatan netral akan
menggumpal dan mengendap menjadi pelet. Garam ammonium
asetat berfungsi menurunkan kelarutan DNA dalam air kemudian
kontaminan RNA dapat didenaturasi dengan penambahan enzim
RNAse. Pemurnian DNA merupakan proses pencucian DNA dari
sisa-sisa kontaminan dan garam, pelet DNA yang terbentuk
dilarutkan dalam TE agar sampel DNA agar tetap stabil (Fatchiyah,

2011). Tingkat keberhasilan isolasi DNA dari suatu isolat DNA
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dapat ditentukan dari nilai rasio absorbansi A260/A280 dan hasil
visualisasi elektroforesis gel agarosa dibawah sinar UV
transluminator. DNA dengan kualitas kemurnian baik memiliki
rentang nilai rasio A260/A280 antara 1,8-2,0 dan menunjukkan pita
tunggal yang utuh tanpa smear pada hasil elektroforegram. Jika
nilai rasio A260/280 lebih kecil dari 1,8 maka isolat DNA
terkontaminasi oleh fenol dan jika lebih besar dari 2,0 maka isolat

mengandung protein dan senyawa lain (Fatchiyah, 2011).

2.4.2.2 Amplifikasi DNA dengan PCR

PCR adalah suatu teknik yang digunakan untuk
mengamplifikasi DNA pada suatu daerah tertentu, proses
amplifikasi tersebut bertujuan agar mendapatkan salinan sekuen
dalam jumlah besar dengan waktu yang relatif singkat. Saat proses
PCR berlangsung, terjadi beberapa kali pengulangan siklus yang
mana setiap siklusnya tejadi duplikasi sejumlah target DNA untai
ganda. Beberapa komponen yang dibutuhkan saat PCR adalah
DNA template, sepasang primer, master mix PCR,
deoxynycleotide (dNTPs), MgCI2 dan DNA polymerase (Garibyan,
2013). Proses PCR memiliki 3 tahapan utama, yakni denaturasi,

annaeling dan elongasi. Pada tahap denaturasi, untai ganda DNA



27

akan berpisah menjadi untai tunggal DNA yang dapat digunakan
sebagai cetakan untuk untaian baru dalam kondisi untai tunggal.
Pada tahap annealing terjadi proses penempelan primer tepat di
daerah DNA target, setelah penempelan primer maka enzim taq
polymerase akan mulai membentuk untai DNA baru. Taha terakhir
adalah elongasi yang mana primer yang telah menempel akan
mengalami pemanjangan dari sisi dengan penambahan dNTPs
yang komplemen dengan DNA template oleh DNA polymerase
(Alsohaili, 2018).

Kesuksesan saat mengamplifikasi sangat berhubungan
dengan pemilihan primer yang tepat, saat amplifikasi dibutuhkan
dua jenis primer yaitu forward dan reverse. Primer forward adalah
titik penanda awal yang akan menempel pada untai DNA dari ujung
3’5, sedangkan primer reverse adalah titik akhir daerah yang
diamplifikasi. Kunci keberhasilan amplifikasi PCR adalah
pemilihan primer dan suhu penempelan yang tepat, Umesha et al.,
(2016) melakukan penelitian dengan menggunakan pasangan
primer ITS1 dan ITS4 menunjukkan keberhasilan amplifikasi DNA

yang mengindikasikan fragmen ITS.

2.4.2.3 Sekuen DNA dan Analisis Bioinformatika
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DNA merupakan meteri genetik yang memiliki urutan basa,
urutan basa tersebut adalah informasi dasar dari suatu gen atau
genom untuk menentukan identitas atau fungsi dari suatu gen.
Sekuensinng DNA merupakan teknik yang dipakai dalam
penentuan urutan basa nukleotida adenin (A), sitosisn (C), guanin
(G), timin (T) yang ada pada suatu molekul DNA. Proses
sekuensing DNA menggunakan metode dideoxy nucleotide chain
termination yang akan menghasilkan kromatogram yang tersusun
atas puncak dalam empat warna berbeda, warna tersebut adalah
representasi dari empat macam basa yang menysusn DNA
(Fatchiyah dkk., 2011)

Urutan DNA yang telah diproses dapat diolah dan dibaca
menggunakan beberapa program komputer seperti Sequen
scanner, Bioedit, BLAST-n dan Mega. Sequen scanner digunakan
untuk melihat bagus tidaknya hasil amplifikasi dari PCR, kemudian
diolah menggunakan Bioedit untuk menganalisa bagian contig
(serangkaian bagian DNA yang tumpang tindih) untuk memperoleh
hasil sekuensing yang lebih baik. Bioedit akan menghapus daerah
yang tidak termasuk hasil konsensi dari sekuen forward dan
reverse. Program Blast-n digunakan untuk mencocokkan sekuen

DNA query dengan sekuen yang tersedia di NCBI (Mulyawati et
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al.,, 2017). Setelah hasil amplifikasi berhasil diolah, selanjutnya
menggunakan program MEGA untuk melakukan konstruksi pohon
filogenetik berdasarkan pendekatan maximum likelihood atau
kemiripan yang paling tinggi. Metode ini memberikan estimasi
terbaik dari setiap panjang percabangan, artinya yang paling dekat
merefleksikan jarak nyata antar sekuen. Bootsrap 1000 digunakan
untuk memperkirakan tingkat kredibilitas pohon filogenetik (Kumar

et al., 2018).

2.5 Gen ITS (Internal Transcribed Spacer)

Organisme eukariotik memiliki deret rDNA yang berada di
inti sel dan mitokondria, deret rDNA sendiri (DNA ribosomal)
sendiri merupakan daerah penyandi genom dalam komponen
rRNA (RNA ribosomal). Daerah penyandi dipisahkan menjadi
beberapa segmen oleh daerah pembatas yaitu ETS (external
trancribed spacer), IGS (intergenic spacer) dan ITS (internal
transcribed). Fragmen ITS menjadi pembatas antara segmen 18S,
5.8S dan 28S. Pada jenis jamur memiliki daerah ITS yang terbagi
menjadi dua bagian yaitu ITS1 dan ITS2, skema letak daerah ITS.

Kedua daerah tersebut merupakan daerah non-coding karena
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tidak dapat diterjemahkan saat proses pengkodean RNA ribosom
(Mulyatni et al., 2011).

Daerah ITS mempunyai tingkat konservasi yang tinggi
sehingga sering digunakan sebagai penanda universal dalam
mengidentifikasi jamur, sehingga gen ITS juga sering digunakan
sebagai dasar mempelajari hubungan kekerabatan. Pada daerah
ITS ini memiliki kelebihan yaitu dapat terjadinya perubahan atau
mutasi yang cepat sehingga menunjukkan variasi genetik yang
tinggi. Variasi yang tinggi dapat membedakan antara spesies satu
dengan yang lain dalam satu genus. Daerah ITS memiliki ukuran
basa yang pendek, hal itu dapat mempermudah proses amplikasi

menggunakan primer universal (Rampersad, 2014).



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis eksploratif untuk
mengetahui jenis jamur patogen di kawasan budidaya ikan Koi
Malang yang diidentifikasi secara morfologi dan molekuler, serta
menggunakan pendekatan deskriptif kualitatif berdasarkan
karakterisitik air berupa suhu, Ph dan cemaran yang ada pada air

kolam budidaya.

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April sampai
dengan bulan Mei 2021. Sampel ikan yang akan diteliti diambil di
tempat budidaya ikan Koi kawasan Jabung Malang, pemerikaaan
kualitas air dengan beberapa parameter diperiksa langsung di
lapangan yaitu budidaya ikan Koi kawasan Jabung Kabupaten
Malang. Selanjutnya proses isolasi dan identifikasi dilaksanakan di
Laboratorium Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

25
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3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat Penelitian

Penelitian ini menggunakan alat-alat diantaranya kantong
steril, sendok steril, kotak penyimpanan sampel, blender,
timbangan digital, gelas, tebung Erlenmeyer, pipet ukur, tabung
kaca (Amoxsan), cawan petri, jarum ose, spatula, tabung mikro 1.5
mL, tabung Eppendorf, Shaker, kompor listrik (Thermo scientific),
vortex (Maxi Mix) I, Laminar air flow, perangkat elektroforesis
(Mupid), incubator (mammerr), mikropipet (BIO-RAD), tip
(ONEMED) (biru, kuning dan putih), bunsen, autoclave (SS XFS
280A), alat sentrifugasi (Thermo scientific), alat sentrifugasi
(HIRAEUS), microwave (UROLUX), cetakan agar (power supply
BIO-RAD), Molecular Imager® Agar Doc™ XR System (BIO-RAD),
AE-200 Nano Nucleic Acid Analyzer, dan MyCycler™ Thermal

Cycler (BIO-RAD).

3.3.2 Bahan Penelitian

Bahan yang diperlukan dalam penelitian ini adalah isolat
jamur yang berhasil diisolasi dari organ insang ikan Koi, etanol
70%, media PDA komersial (Merck), akuades steril, isopropanol,

buffer TE, ddH20, dan etanol 70 %, kloroform. Bahan yang
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digunakan saat elektroforesis DNA jamur adalah agarose, buffer
TAE 1X, EtBr dan loading dye. Proses amplifikasi DNA
menggunakan kit primer ITS1 dan ITS4, PCR mix, marker 1 kb

(Firstbase Genetica Science).

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pemilihan Sampel lkan

Sampel ikan berasal dari suatu populasi budidaya ikan hias
Koi yang bertempat di Jabung Kabupaten Malang. Sampel ikan
yang diambil adalah ikan yang terindikasi telah terinfeksi dengan
gejala Kklinis seperti tubuh ikan yang lemas, berenang menyendiri
di permukaan air, tidak nafsu makan dan terdapat bercak putih
pada bagian organ insang yang kemudian akan dibawa ke
laboratorium dengan cara dimasukkan kedalam kantong plastik

yang berisikan oksigen.
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3.4.2 Isolasi Jamur Pada Insang Ikan

Pemurnian kultur dilakukan dengan menyiapkan PDA
(Potato Dextrose Agar), untuk menghambat pertumbuhan bakteri
ditambahkan 500 pg/ml penisilin dan streptomisin kedalam
masing- masing media PDA. Sampel ikan kemudian disterilkan
dengan etanol 70% dan dibilas dengan 3 kali air suling steril,
diambil 10g jaringan dari daerah organ insang dengan alat steril
kemudian di maserasi secara aseptik didalam lesung dan
dicampur dengan 10 ml air pepton steril. Dari hasil maserasi hasil
maserasi tersebut, kemudian suspensi dihomogenkan dan
dilakukan pengenceran sampai larutan sampel tidak pekat. Pada
penelitian ini dilakukan lima kali pengenceran (10-°), pengenceran
103 dan 10°% akan dipakai dan ditanam ke dalam media PDA
menggunakan metode pour plate sebanyak 1 mL. Setelah selesai
ditanam kemudian diinkubasi selama 3-7 hari pada suhu ruang.
Koloni jamur yang muncul setelah 7 hari lalu dipindahkan ke media

PDA baru sampai mendapat isolat murni (Khalidah, 2015).

3.4.3 Identifikasi Morfologi Jamur
Identifikasi morfologi dilakukan dengan dua jenis

pengamatan, vyaitu pengamatan yang dilakukan secara
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makroskopis dan juga mikroskopis, pengamatan makroskopis
dilakukan langsung pada koloni jamur yang telah tumbuh selama
tujuh hari. Beberapa karakter yang diamati secara makroskopis
adalah warna jamur (atas dan bawabh), tekstur permukaan koloni,
munculnya garis radial, ditemukannya garis konsentris, ada
tidaknya titik air (eksudat), diameter koloni, tepi koloni dan
pertumbuhan koloni (Indrawati, 2016).

Pengamatan mikroskopis menggunakan alat bantu
mikroskop, pengamatan ini dilakukan dengan metode slide culture
(Rosana, et al., 2014). Disiapkan isolat jamur dari media tumbuh
dengan ukuran 1x1 cm? diambil menggunakan pinset yang steril
secara aseptis. Diletakkan potongan media diatas kaca obyek
steril. Dikultur isolat jamur yang akan diidentifikasi dengan cara
digoreskan pada empat sudut media, kemudian ditutup dengan
kaca penutup dan ditekan secara perlahan. Preparat tersebut
diletakkan diatas tisu yang telah dibasahi dengan akuades steril
dalam cawan petri steril dan diinkubasi pada suhu ruang selama
5-7 hari. Langkah selanjutnya adalah pengamatan dibawah
mikroskop, sebelumnya disiapkan kaca obyek baru dan ditetesi
larutan pewarna Lactophenol cotton blue. Ditutup dengan kaca

penutup yang berasal dari preparat kultur jamur. Diamati dibawah
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mikroskop binokuler dengan perbesaran 100X dan 21000X.
Komponen yang diamati meliputi: hifa, konidia, konidiofor dan
rizoid. Hasil pengamatan dikomparasikan dengan buku identifikasi
jamur buku Description of Medical Fungi, Pictoral Atlas of Soil and
Seed Fungi Morphologies of Cultured Fungi and Key to Species
2th Edition (2002) dan Identification of pathogenic fungi serta jurnal
penelitian terdahulu untuk menentukan genus dari isolat (Bechem

& Afanga, 2018).

3.4.4 Sampel lkan Uji Infeksius

Seleksi ini bertujuan untuk memilih isolat jamur yang akan di
sekuensing. Pengujian dilakukan dengan cara memilih beberapa
ikan Koi sehat yang akan dijadikan sebagai hewan coba,
selanjutnya koloni jamur dicampurkan dengan air didalam
aquarium. Kondisi air dibuat sedemikian rupa dengan
memperhatikan habitat tumbuh jamur agar jamur dapat tumbuh
dengan baik. Ikan diletakkan kedalam masing-masing unit
percobaan dengan kepadatan 1 ekor per liter, kemudian koloni
jamur diinokulasi kedalam unit percobaan sebanyak 5 goresan
menggunakan spatula dan kapas steril. Ikan uji dipelihara selama

2 minggu, selama percobaan ikan diberi pakan pelet dengan
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pemberian secara ad libitum (ikan kondisi kenyang). Pergantian air
dilakukan setiap 3 hari sekali menggunakan selang sipon (Juniati,

2015).

3.4.5 Identifikasi Molekuler
3.4.5.1 Isolasi DNA Menggunakan Metode CTAB

Miselium jamur disiapkan sebanyak 100 mg kemudian
digerus menggunakan mortar dan alu sampai hancur,
ditambahkan nitogen cair untuk memudahkan penggerusan
kemudian ditambah 1000 pL bufer 2X CTAB yang mengandung 20
mM EDTA; 1,4 M NaCl; 10 mM Tris-HCI ph 8; 2% CTAB,; 2%
PVP40; 0,2% p-mercaptoethanol, divortex dan diinkubasi pada
suhu 65 °C selama 60 menit. Selama proses inkubasi, tabung
mikro dibolak-balik setiap 5 menit sekali. Ditambah 900 L (24:1)
chlorofrom: isoamilalkohol dan diinkubasi di suhu ruang selama 1
jam. Disentrifugasi 13000 rpm selama 10 menit, supernatan yang
terbentuk dipindah pada tube 1.5 mL. Ditambah 1X volume
chlorofrom: isoamilalkohol (24:1) dan disentrifugasi 13000 rpm
selama 10 menit. Diambil supernatan dan dipindah pada tube 1.5

mL.
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Langkah selanjutnya adalah presipitasi DNA dengan
isopropanol dingin sebanyak 2/3 kali volume supernatan yang
diperoleh, disimpan semalaman dalam suhu -4 °C kemudian
dilakukan sentrifugasi 13.000 rpm selama 10 menit untuk
memperoleh endapan DNA pada pellet. Ditambahkan 500 pL
etanol absolut dan disentrifugasi 13.000 rpm/ 5 menit kemudian
dikering anginkan dan diresuspensi dengan 50 upL buffer TE.
Disimpan pada suhu -4 °C dan dilakukan uji kuantitatif dengan
spekrofotometer NanoDrop dengan panjang gelombang 260/280
nm (Prabha et al., 2013).
3.4.5.2 Uji Kuantitatif DNA

Uji kuantitatif DNA menggunakan nanodrop dengan nilai
absorbansi pada panjang gelombang 260-280 nm dan 260-230
nm. Langkah pertama ditentukan nilai absorbansi pada larutan
blank (larutan TE) kemudian klik tombol blank pada layer
nanodrop, proses pembacaan selesai ditandai dengan tulisan Acid
ready measurement menandakan siap untuk membaca nilai
absorbansi DNA. Disiapkan sampel sebanyak 1-2 pyL dan
diletakkan di tempat sampel kemudian ditekan tombol Measure

pada layer untuk memulai proses. Hasil pengukuran uji kuantitatif
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DNA berupa nilai konsentrasi DNA (ng/ yL) dan nilai rasio Optical
Density (OD) (Lee et al., 2012).
3.4.5.3 Uji Kualitatif DNA

Uji kualitatif DNA menggunakan agarose konsentrasi 1 %,
0,3 gram bubuk agarose dilarutkan dalam 30 mL buffer TAE 1X,
kemudian dipanaskan dalam microwave sampai homogen. Gel
didinginkan sampai suhu 60 °C kemudian ditambah 1-2 L
pewarna EtBr dan dituang ke dalam tray, kemudian dipasang sisir.
Gel dibiarkan selama 1 jam agar mengeras, kemudian sisir dilepas
dan agarose dapat digunakan dengan dimasukkan kedalam tanki
elektroforesis yang berisi buffer TE. Selanjutnya 5 pL sampel
dimasukkan kedalam sumur. Proses elektroforesis dilakukan
selama 60 menit dengan voltase 85 V kemudian gel diletakkan
dibawah UV transluminator untuk diamati pita-pita DNA yang
terbentuk. Pada sampel hasil amplifikasi, posisi pita menunjukkan
panjang fragmen DNA (pb) yang mengacu pada ukuran marker

(Lee et al., 2012).

3.4.5.4 Amplifikasi gen ITS dengan PCR
Amplifikasi daerah ITS dilakukan dengan pembuatan PCR

mix volume 25 pL dan menggunakan primer universal ITS1 dan
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ITS4. Komponen dalam PCR mix meliputi: DNA template 2 L,
primer forward 2 yL 1 pmol, primer reverse 2 yL 1 pmol, ddH20 7
ML, PCR mix 12 uL. Primer forward yang digunakan adalah ITS1
(5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3'), sedangkan primer reverse
yang digunakan adalah ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC
3’). Amplifikasi dilakukan dengan tahapan denaturasi awal 95 °C
selama 3 menit sebanyak satu siklus. Selanjutnya 35 siklus yang
terdiri atas: denaturasi 95 °C selama 30 detik, penempelan 55 °C
selama 45 detik dan pemanjangan 72 °C selama 3 menit kemudian
diakhiri dengan tahap tiga sebanyak satu siklus pada 72 °C selama
5 menit. Sampel hasil amplifikasi dilakukan uji kualitatif untuk

mengetahui panjang fragmen DNA (Raihan et al., 2016).

3.4.5.5 Sekuensing DNA dan Analisis Bioinformatika

Hasil amplifikasi yang diperoleh kemudian dilakukan
proses sekuensing di perusahaan Genetika Sains di Singapura.
Hasil sekuensing DNA disusun dengan program Bioedit kemudian
dilakukan analisis dengan program BLAST-N pada NCBI dan
ditentukan outgroup dari family yang berbeda. Setelah itu
dilakukan konstruksi pohon filogenetik mengguakan software

MEGA-X. Data yang telah disejajarkan sebelumnya dibuka dengan
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aplikasi MEGA-X dan dikonfirmasi pembuatan pohon filogenetik
dengan metode statistik Maximum Likelihood. Digunakan tes
filogeni berupa metode bootstrap (jumlah replikasi sebanyak 1000
kali) dan model substitusi Tamura-Nei. Tingkat kemiripan yang
paling tinggi ditunjukkan dengan jarak terdekat dari sekuen sampel
terhadap sekuen pembanding (Suchowersky, 2013; Yuniarti et al.,

2017).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Isolat Jamur
Jamur berhasil diisolasi dari sampel insang ikan Koi yang
didapatkan dari budidaya ikan koi Jabung dan didapatkan lima
jenis jamur patogen. Jamur patogen hasil isolasi memiliki

penampakan mofologi yang bebeda-beda dan diberi kode pada

setiap isolat. Isolat hasil pemurnian diberi kode JI1, JI2, JI3, JI4

dan JI5 (Gambar 4.1).

Gambar 4. 1 Penampakan isolat jamur hasil pemurnian, media
PDA, masa inkubasi 7 hari, suhu ruang: (A) isolat JI1

(B) isolat JI2 (C) isolat JI3 (D) isolat JI4 (E) isolat JI5.

Isolat jamur patogen yang ditemukan pada insang ikan Koi
memiliki penampakan makroskopis yang berbeda-beda. Hal
tersebut dapat dilihat dari koloni yang terbentuk pada setiap isolat
(Gambar 4.1). Perbedaan karakter menjadikan ciri khas masing-
masing isolat agar bisa dibedakan satu sama lain bahkan pada

makhluk yang berukuran mikroskopis. Diciptakannya berbagai

makhluk dengan bentuk dan ukuran yang berbeda di dunia ini

33
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bukan tanpa tujuan, akan tetapi Allah SWT menciptakan
makhluknya dalam bentuk dan ukuran yang beragam untuk
dijadikan pengenal satu sama lain. Hal tersebut telah dijelaskan
oleh Allah SWT dalam Al-Qur'an surat Al-haggah ayat 38-40:
228 U5y O A 555 ¥ 3" Gyt Ly ] 36
Artinya: Maka Aku bersumpah dengan apa yang kamu lihat. Dan
dengan apa yang tidak kamu lihat. Sesungguhnya Al-
Qur'an itu adalah benar-benar wahyu (Allah yang
diturunkan kepada) Rasul yang mulia (Al-Qur’an surat Al-
haqgah ayat 38-40).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT meciptakan
Al-Quran sebagai wahyu yang diturunkan kepada Rasul yang
mulia, apapun yang diciptakan oleh Allah SWT pasti memiliki
maksud tertentu mulai dari yang tampak mata maupun tak kasat
mata. Berbagai jenis makhluk hidup yang ada dibumi memiliki
fungsi yang berbeda, contohnya seperti jamur patogen
mikroskopis yang berukuran kecil. Jamur memiliki ukuran yang
kecil bahkan tak terlihat oleh mata telanjang, akan tetapi dari jamur
patogen tersebut bisa mengajarkan manusia untuk tidak
meremahkan hal sekecil apapun. Bagaikan siklus rantai makanan
yang mana setiap organsime memiliki peran masing- masing mulai

dari produsen sampai pengurai. Peristiwva ini menjelaskan

bahwasanya penciptaan keanekaragaman makhluk hidup dengan
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berbagai macam perbedaan morfologis maupun fisiologis
disesuaikan dengan fungsinya utuk menunjang keberlangsungan
hidup di muka bumi ini (Shihab, 2012).

Jamur merupakan organisme yang mampu hidup pada
kondisi lingkungan yang beragam termasuk insang ikan yang
berada di air keruh, kebanyakan jamur yang hidup di insang ikan
merupakan parasit yang menyebabkan kematian. Siklus hidup
parasit ini terjadi secara tidak langsung yang melibatkan vertebrata
khususnya ikan, parasit yang menjadi patogen bagi ikan perlu
diwaspadai keadaannya karena dapat menyebabkan kerugian
(Prihartini, 2017). Adapun peranan jamur yang merugikan dalam
akuakultur antara lain sebagai penyebab terjadinya penyakit pada
ikan. Jamur sendiri merupakan jasad eukariot yang berbentuk
benang atau sel tunggal, multiseluler atau uniseluler. Sel-sel jamur
tidak berklorofil, dinding sel tersusun dari kitin dan belum ada
proses diferensiasi jaringan (Pamungkas, 2010).

Isolat jamur patogen pada penelitian ini tumbuh dengan
baik pada media PDA. Hal tersebut dikarenakan faktor lingkungan
yang baik dan nutrisi yang terpenuhi. Hampir semua isolat hasil
pemurnian tumbuh rata-rata pada hari ke-7 dengan pertumbuhan

miselium yang memenuhi cawan petri, walau pada isolat JI5S
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menunjukkan pertumbuhan yang lebih lambat daripada yang
lainnya. Menurut Gandjar (2006), pertumbuhan jamur dipengaruhi
oleh berbagai macam faktor seperti: substrat, kelembapan, suhu,
pH dan senyawa kimia.

Pertumbuhan bagi jamur sangat dipengaruhi oleh faktor
lingkungan, dalam penelitian ini isolasi dan inkubasi dilakukan
pada suhu ruang yang stabil. Saat pengambilan data di lapangan,
suhu air pada kolam sebesar 26°C dan pH yang berkisar 7,0. Suhu
merupakan salah satu faktor lingkungan yang mempengaruhi
mikroorganisme agar dapat tumbuh maksimal atau tidak, hal ini
dijelaskan oleh Ahmed (2018) yang mengatakan bahwa suhu
optimal bagi pertumbuhan jamur adalah suhu ruangan yang
berkisar antara 22-27°C. Kondisi air dengan pH 7,0 — 8,0
merupakan derajat keasaman air kolam yang ideal bagi
kelangsungan hidup bagi ikan Koi, umumnya jamur akan
beraktivitas pada pH 7,0. Hussein (2019) juga menambahkan
bahwa infeksi ikan yang disebabkan oleh jamur biasanya dapat
menyebar dengan cepat dan diperparah dengan suhu air yang
tinggi antara 22-32°C. Selain faktor suhu, kelembapan ruang juga
dapat mempengaruhi pertumbuhan bagi jamur. Kelembapan ruang

berhubungan erat dengan persediaan air dilingkungan yang
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digunakan sebagai media transportasi nutrisi, kelembapan udara
dengan rentan 65% - 70% merupakan konidisi optimal agar
miselium jamur dapat tumbuh (Ahmed, 2018). Tentunya nutrisi
tidak lepas dari pertumbuhan jamur, menurut Qadr (2018)
mengatakan bahwa jamur membutuhkan pasokan nutrisi untuk
menjalankan proses metabolisme sehingga dapat tumbuh optimal.
Molekul sederhana seperti gula dan asam amino dapat langsung
diserap oleh hifa jamur, sedangkan polimer yang lebih kompleks
seperti selulosa, pati dan protein harus diproses terlebih dahulu
sebelum digunakan oleh jamur.

Koloni yang ditemukan pada setiap isolat memiliki warna
yang berbeda (Gambar 4.1). Isolat JI1 memiliki warna hijau
kehitaman, isolat J12 dan JI3 hitam serta isolat JI4 memiliki warna
putih kekuningan. Seluruh isolat memiliki warna koloni sedangkan
pada Pada isolat JI5 menunjukkan warna merah pada tepian
koloni, hal ini dijelaskan oleh Bouhri (2019) bahwa filamen memiliki
kapasitas atau kemampuan yang dapat memproduksi sejumlah zat
yang menghasilkan pigmen. Dapat diamati dari semua isolat yang
didapatkan dalam penelitian ini bahwa pigmentasi miselium

menunjukkan warna yang jelas.
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4.2 Karateristik Isolat Jamur Insang lkan Koi secara
Makroskopis dan Mikroskopis
4.2.1 Isolat JI1

Hasil karakterisasi isolat jamur JI1 secara morfologi
dengan pengamatan makroskopis pada permukaan koloni atas
menunjukkan warna koloni hijau tua kehitaman dengan tekstur
seperti serbuk dan koloni yang menyebar (Gambar 4.3).
Pertumbuhan koloni ini termasuk cepat karena pada hari ke-7
mampu tumbuh memenuhi cawan petri. Pada awal pertumbuhan
isolat ini memiliki miselium tampak berwarna hijau dengan
lingkaran putih ditepi, semakin lama miselium tumbuh menjadi
warna hijau tua kehitaman dan permukaan bawah isolat berwarna

putih kekuningan.
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Tabel 4. 1 Hasil karakterisasi morfologi isolat JI1

Karakter Isolat JI1

Permukaan Atas Tekstur seperti  serbuk, halus,
berwarna hijau tua kehitaman dengan

Koloni tepi berwarna putih yang muncul pada
hari ke 7.

Sisi Balik Putih kekuningan.

Ukuran/ bentuk

Membentuk koloni menyebar.

Lingkaran Konsentris

Tidak ada

Hifa

Bersekat dan bercabang

Konidia/ Spora

Konidia  berbentuk  bulat dan
bergerombol pada phialid

Dugaan isolat

Penicilium sp.

Pengamatan mikroskopis dengan perbesaran 1000x

menunjukkan karakter hifa bersekat dan bercabang, memiliki hifa

dan konidiofor yang membentuk cabang. Pada cabang tersebut

terdapat konidia yang berbentuk bulat dan bergerombol yang

menempel pada phialid. Berdasarkan hasil karakterisasi dan kajian

literatur diduga isolat JI1 merupakan kelompok jamur Penicillium

sp. Hal tesebut didasarkan pada Kusdarwati (2016), yang

menyatakan bahwa Penicillium sp. memiliki ciri-ciri koloni

berbentuk bulat kecil, berwarna hijau tua dan terdapat warna putih

pada bagian tepi.



40

Gambar 4. 2 : Isolat 1| Penicilium sp. (a)Morfologi permukaan atas
(b) Morfologi permukaan bawah (c) Hasil pengamatan
mikroskopis hifa perbesaran 1000x (d) Literatur
pengamatan mikroskopis perbesaran 1000x (Wang,
2017) (e) Hifa (f) Konidiofor (g) Fialid (h) Konidia.

Penicillium sp tumbuh pada suhu 25°C dan memiliki
struktur konidia serta konidiofor monoverticilla yang tegak lurus.

Penicillium sp. memiliki hifa bersepta dan membentuk badan spora

yang disebut konidium, konidium ini memiliki tangkai yang disebut

phialid. Spora yang dihasilkan oleh phialid disebut konidia, konidia
sendiri memiliki bentuk bulat yang membentuk rantai panjang.

Infeksi pada budidaya ikan Koi bisa terjadi karena beberapa faktor,

salah satu penyebabnya melalui kontaminasi pakan oleh jamur.

Penicillium sp. dapat mencemari dan menghasilkan mikrotoksin,

pakan yang sebelumnya sudah berjamur dapat menjadi awal mula
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infeksi jamur pada ikan. Jika pemberian pakan yang sudah
berjamur terus dilakukan, secara perlahan jamur akan tumbuh

pada tubuh ikan (Sukmawati, 2018).

4.2.2 Isolat JI2

Hasil karakterisasi isolat jamur JI2 secara morfologi
dengan pengamatan makroskopis pada permukaan koloni atas
menunjukkan warna hitam dengan tekstur seperti serbuk yang
kasar (Gambar 4.4). Pada awal pertumbuhan, isolat memiliki
miselium putih yang mulai berubah menjadi warna coklat
kehitaman saat hari ke 7. Permukaan pada bagian bawah terlihat
berwarna putih kekuningan.

Tabel 4. 2 Hasil karakterisasi morfologi isolat JI2

Karakter Isolat JI2

Permukaan Atas Berwarna hitam, koloni menyebar dan
bertekstur serbuk kasar.

Koloni

Sisi Balik Putih kekuningan.

Ukuran/ bentuk koloni menyebar.

Lingkaran Konsentris ~ Tidak ada.

Hifa Bersekat dan tidak bercabang,
konidiofor memanjang dan
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menggembung pada bagian ujungnya
membentuk vesikula bulat.

Konidia/ Spora Konidia berbentuk lonjong
menggerombol pada vesikula.
Dugaan isolat Aspergilus

Pengamatan secara mikroskopis menunjukkan bahwa
isolat JI2 memiliki konidiofor panjang, bersekat dan menggembung
pada ujung membentuk vesikel berbentuk bulat dan memiliki fialid
yang memenuhi seluruh permukaan vesikel. Konidia yang terlihat
nampak berwarna hitam kecoklatan dan memiliki bentuk yang
bulat. Hasil yang telah didapatkan berdasarkan pengamatan
makroskopis dan mikroskopis pada isolat JI2 menunjukkan
dugaan isolat genus Aspergillus. Hal tersebut didasarkan pada
penelitian Tawab et al, (2020) yang menyatakan bahwa
Aspergillus memiliki vesikel bulat diujung konidiofor dan konidia
yang berbentuk bulat. Berdasarkan karakter yang diperoleh dan

kajian literatur diduga isolat JI2 merupakan jenis jamur Aspergillus

sp.
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Gambar 4. 3: Isolat 2| Aspergillus sp. (a)Morfologi permukaan atas
(b) Morfologi permukaan bawah (c) Hasil pengamatan
mikroskopis hifa perbesaran 1000x (d) Literatur
pengamatan  mikroskopis  perbesaran  1000x
(Kusdarwati, 2016) (e) Konidiofor (f) Vesikel (g) Fialid
(h) Konidia.

Aspergillus sp memiliki karakteristik permukaan atas
berwarna hitam, permukaan bawah berwarna kuning kehitaman
dan memiliki konidiofor panjang bercabang. Hal tersebut sesuai
dengan Watanabe (2011) bahwa Aspergillus sp. memiliki
konidiofor hialin yang tegak dengan ukuran sekitar 740 um x 10—
14 pm, berdinding tebal, menggembung diujung membentuk
vesikula bulat berukuran 55-75 um, terdiri dari konidia catenulate
berdiameter 3,7-4,5 um di atas fialida niseriat atau biseriate.

Menurut Kusdarwati (2016) menyatakan bahwa Aspergillus sp.

merupakan jamur yang menhasilkan aflatoksin, aflatoksin sendiri
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adalah toksin yang menyebabkan ikan tersebut mengkonsumsi
akan terinfeksi. Salah satu jenis aflatoksin yang dihasilkan oleh
Aspergillus sp. adalah aflatoksin B1 yang dapat menimbulkan
masalah serius pada aquakultur.

Jamur Aspergillus sp. merupakan jamur yang bersifat
patogenik, jamur ini banyak ditemukan pada lingkungan yang
lembab dan basah. Aspergillus sp. juga merupakan jamur
kontaminan yang mampu tumbuh di luka yang terdapat pada ikan,
hal ini yang dapat menyebabkan infeksi dikarenakan jamur ini
memproduksi aflatoksi dan akhirnya menyebabkan kematian.
Jamur ini dapat menginfeksi ikan melalui transmisi inhalasi, air
maupun makanan. Ketika ikan tersebut terinfeksi Jamur
Aspergillus sp. maka spora jamur akan bisa masuk kedalam
insang, secara perlahan jamur akan merusak organ tersebut dan
menyebabkan kematian (Barati, 2011).

4.2.3 Isolat JI3

Hasil karakterisasi isolat jamur JI3 secara morfologi
dengan pengamatan makroskopis pada permukaan koloni atas
menunjukkan bahwa isolat JI3 bertesktur lembut seperti kapas dan
memiliki warna kehitaman (Gambar 4.5). Pada awal pertumbuhan

miselium berwarna putih, lalu mengalami perubahan warna
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menjadi kehitaman mulai hari ke-4. Pada bagian bawah koloni

nampak berwarna putih yang becampur dengan warna kehitaman.

Tabel 4. 3 Hasil karakterisasi morfologi isolat JI3

Karakter Isolat JI3

Permukaan Atas Memiliki tekstur yang lembut, berwarna
htam dan menyebar merata.

Koloni

Sisi Balik Putih kegelapan

Ukuran/ bentuk

Membentuk koloni yang tidak terpisah

Lingkaran Konsentris

Tidak ada

Hifa Bersekat dan bercabang, memanjang
dan pada bagian ujungnya
mengembang membentuk vesikula
bulat.

Konidia/ Spora Konidia  berbentuk  bulat  dan

menggerombol pada vesikula.

Dugaan isolat

Aspergilus

Pengamatan secara mikroskopis menunjukkan bahwa

isolat ini memiliki karakter hifa yang bersekat dan bercabang,

bentuk hifa jamur ini juga memanjang. Pada bagian ujung

mengembang dan membentuk vesikula bulat. Konidia berbentuk

bulat dan menggerombol pada vesikula, pada vesikula tersebut

terdapat batang pendek yang disebut sterigmata dan setiap

anakan dari sterigmata akan menghasilkan spora yang berbentuk
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globose. Berdasarkan hasil katakterisasi, isolat JI3 diduga
merupakan kelompok jamur Aspergillus sp. Hal tersebut sesuai
dengan Kusdarwati, (2016), bahwa Aspergillus sp. Memiliki hifa
bersepta (bersekat) dan memanjang dengan ujung yang
mengembang dan membentuk vesikula bulat. Spora Aspergillus

sp. berbentuk globose.

Gambar 4. 4: Isolat 3| Aspergillus sp. (a)Morfologi permukaan atas
(b) Morfologi permukaan bawabh (c) Hasil pengamatan
mikroskopis hifa perbesaran 1000x (d) Literatur
pengamatan  mikroskopis  perbesaran  1000x
(Kusdarwati, 2016) (e) Konidiofor (f) Vesikel (g) Fialid
(h) Konidia.

Hasil karakterisasi makroskopis isolat JI3 juga sesuai
dengan pengamatan Praja (2017) yang mengatakan bahwa
Aspergillus sp. memiliki permukaan atas seperti kapas yang

bertekstur halus. Isolat ini berwarna hijau tua bahkan kehitaman
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dengan tepi berwarna putih yang merupakan miselium muda, pada
bagian bawah berwarna putih kuning kehitaman. Secara
mikroskopis isoalat JI3 sesuai dengan pendapat Debasi (2016)
yang menjelaskan bahwa Aspergillus sp. memiliki konidia tegak
dan konidia udara, konida bercabang dengan ujungnya
membentuk fialida sebagai penghasil sopra. Watanabe (2011)
juga menambahkan bahwa Aspergillus sp. memiliki konidiofor
hialin yang sederhana dan berdinding tipis dengan tinggi antara
55-125 pm, memiliki vesikel berukuran 12,5-16,3 pm, memiliki
phialide berdiameter 3,6—4,9 x 2,5 um, kepala konidia berdiameter
175,1-243,3 x 15-55 um, dan diameter konidia 2,4— 2,7 pum.
4.2.4 1solat Jl4

Hasil karakterisasi isolat jamur Jl4 secara morfologi
dengan pengamatan makroskopis pada permukaan koloni atas
menunjukkan bahwa isolat JI4 memiliki tesktur halus berserabut
dan berwarna putih kehitaman. Bagian bawah berwarna hitam dan
warna kuning dibagian tepi. (Gambar 4.6). Hasil pengamatan
makroskopis menunjukkan bahwa isolat JI4 pada awal
pertumbuhan memiliki miselium putih cerah yang mulai berubah
menjadi warna putih kehitaman saat hari ke 7 dan menyebar

dengan cepat.
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Tabel 4. 4 Hasil karakterisasi morfologi isolat JI4

Karakter Isolat J14

Permukaan Atas Memiliki tekstur berserabut dan
berwarna putih kekuningan.

Koloni

Sisi Balik Hitam kekuningan.

Ukuran/ bentuk

Menyebar keseluruh media.

Lingkaran Konsentris

Ada.

Hifa Bersekat dan bercabang, memanjang
dan pada bagian ujungnya
mengembang membentuk vesikula
bulat.

Konidia/ Spora Hifa bercabang, berwarna transparan

dan bersekat, ujung konidiofora
membentuk percabangan.

Dugaan isolat

Annulohypoxylon
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Gambar 4. 5 : lIsolat 4| Annulohypoxylon sp. (a)Morfologi
permukaan atas (b) Morfologi permukaan bawah (c)
Hasil pengamatan makroskopis hifa perbesaran
1000x (d) Literatur pengamatan mikroskopis
perbesaran 1000x (Sir et al., 2018) (e) Konidiofor (f)
Konidia.

Hasil karakteristik makroskopis sesuai dengan Sir et al.,
(2018), Annulohypoxylon sp. memiliki karakteristik warna putih
dengan permukaan yang berbentuk bundar dan menonjol serta
memiliki tekstur permukaan seperti kapas, warna putih perlahan
berubah menjadi kehitaman. Secara mikroskopis Annulohypoxylon
sp. memiliki organ reproduksi aseksual berupa konidia. Sesuai
dengan Sir et al., (2018) yang menyatakan bahwa konidia
Annulohypoxylon sp. berbentuk oval dan terletak pada ujung
percabangan konidiofor. Namun, pada pengamatan ini tidak

terlihat strutur konidia.
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Annulohypoxylon sp. merupakan anggota family
Hypoxylaceae (ordo Xylariales) (Becker et al., 2020). Spesies ini
bereproduksi secara asexual menggunakan konidia. Menurut
Zheng et al., (2012), konidia adalah alat reproduksi aseksual dan
alat penyebaran pada spesies jamur patogen salah satunya seperti
pada Annulohypoxylon sp. Konidia juga memerankan peran
penting dalam epidemi penyakit pada hewan. Maka dari itu
Annulohypoxylon sp. tergolong jamur patogen berbahaya yang
menginfeksi hewan termasuk ikan Koi. Maciel et al., (2017) juga
mengungkapkan bahwa genus Annulohypoxylon sp.
menghasilkan senyawa metabolit sekunder dengan sitotoksik yang
berbahaya dan dapat menyerang struktur sel.
4.2.5Isolat JI5

Hasil karakterisasi isolat jamur JI5 secara morfologi
dengan pengamatan makroskopis pada permukaan koloni atas
menunjukkan bahwa isolat JI5 memiliki tekstur yang halus dan
berwarna abu-abu dengan warna merah muda dibagian tepi.
Bagian bawah hanya terdapat warna merah muda yang tersebar
merata (Gambar 4.7). Berdasarkan hasil pengamatan

makroskopis diketahui isolat JI5 Saat hari ke-4 hanya hanya mucul
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warna putih kemudian berubah warna menjadi abu-abu dengan

tambahan warna merah muda sejak hari ke-5.

Tabel 4. 5 Hasil karakterisasi morfologi isolat JI5

Karakter Isolat JIS

Permukaan Atas Bertekstur halus dengan warna abu-
abu muda dan pada bagian pinggirnya

Koloni terdapat warna merah muda.

Sisi Balik Putih kemerahan.

Ukuran/ bentuk

Menyebar pada media.

Lingkaran Konsentris

Ada.

Hifa

Bersekat dan bercabang.
Percabangan hifa (Konidiofor)
memanjang dan terdapat metula
diujungnya. Terdapat phialid pada
ujung metula, phialid menghasilkan
spora pada bagian ujung.

Konidia/ Spora

Konidia berbentuk bulat membentuk
rantai memanjang.

Dugaan isolat

Penicilium

Pengamatan mikroskopis dengan perbesaran 1000x

menunjukkan karakter hifa bersekat dan bercabang, memiliki hifa

dan konidiofor yang membentuk cabang. Pada cabang tersebut

terdapat konidia yang berbentuk bulat dan bergerombol yang

menempel pada phialid. Berdasarkan hasil karakterisasi dan kajian
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literatur diduga isolat JI5 merupakan kelompok jamur Penicillium
sp. Hal tersebut didasarkan pada Chitarra et al., (2004), Penicillium
sp memiliki hifa bersepta (bersekat) dan bercabang. Penicillium sp.

memiliki spora berukuran kecil dan berbentuk bulat.

Gambar 4. 6: Isolat 5| Penicilium sp. (a)Morfologi permukaan atas
(b) Morfologi permukaan bawah (c) Hasil pengamatan
makroskopis hifa perbesaran 1000x (d) Literatur
pengamatan  mikroskopis  perbesaran  1000x
(Sukmawati et al.,2018) (e) Konidiofor (f) Metula (g)
Fialid (h) Konidia.

Penicillium adalah salah satu genus jamur yang paling
umum ditemukan dilingkungan yang beragam, jamur ini mampu
menguraikan bahan organik dan memainkan peran penting dalam
sirkulasi biologis biomassa di alam (Wang, 2017). Penicillium sp.
memiliki spora yang berbentuk kecil dan bulat, Menurut Chitarra,

etal., (2004) spora merupakan bagian penting yang berguna untuk
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kelangsungan hidup dalam jangka panjang pada kapang. Konidia
adalah spora aseksual nonmotil, yang dapat diproduksi dalam
jumlah yang sangat besar oleh jamur yang termasuk dalam ordo
Eurotiales yang meliputi genus Penicillium. Tekstur permukaan
halus dan terdapat beberapa koloni dalam satu media
pertumbuhan, menurut Coton (2020) mengatakan bahwa batas
ukuran koloni dapat bervariasi sesuai dengan regangan yang
dihasilkan mulai dari sangat tipis hingga sepertiga diameter koloni.
Dijksterhuis (2019) juga menambahkan bahwa spora kapang
biasanya berukuran mikroskopis (sebagian besar spesies
berukuran antara 3 dan 30 mikron), terkadang lebih kecil dari
serbuk sari. Spora memiliki berbagai variasi yang sangat banyak
dalam bentuk, pigmentasi, ornamen dan ketahanan stress.
4.3 Seleksi isolat jamur infeksius tertinggi

Ikan Koi yang terinfeksi jamur patogen ditunjukkan dengan
beberapa indikasi seperti pergerakan yang melambat, berenang
keatas permukaan air, tidak nafsu makan bahkan menyebabkan
kematian. Hal tesebut sesuai dengan Juniati (2015) yang
menyatakan bahwa ikan yang telah terinfeksi jamur akan terlihat
lesu, kehilangan keseimbangan dan umumnya rentan terhadap

kematian. Kondisi ikan Koi yang diinfeksikan dengan spora jamur
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pada minggu pertama menunjukkan tingkah laku yang normal, ikan
uji tersebut masih terlihat aktif, lincah dan respon pakan tinggi.
Namun pada minggu kedua kondisi ikan mulai mengalami peruban
tidak normal, setiap sampel jamur menunjukkan waktu yang
berbeda-beda dalam mempengaruhi kondisi ikan. Saat minggu
kedua pergerakan ikan mulai melambat, tidak aktif dan
keseimbangan ikan mulai terganggu, respon terhadap pakan juga
mulai berkurang.

Tabel 4. 6 Sampel ikan Koi yang telah terinfeksi (Hasil Uji)

NO  Sebelum Sesudah Keterangan

kondisi sehat dengan
pergerakan yang

Minggu pertama=
m § lkan  menunjukkan

lincah dan aktif

- 4 terhadap respon
pakan.
e Minggu kedua=

Pada minggu kedua
tidak ada perubahan

yang signifikan

¢ Minggu ketiga=
Mulai muncul gejala
pada ikan vyaitu
adanya sedikit
bercak putih pada
insang, akan tetapi

pergerakan ikan
masih lincah dan
respon terhadap

pakan masih normal.
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JI2

Minggu pertama=
Ikan masih dalam
kondisi yang sehat
dengan pergerakan
aktif dan merespon
terhadap pakan.
Minggu kedua=
kondisi ikan masih
terlihat normal dan
tidak ada perubahan.
Minggu ketiga=
Pergerakan ikan
masih lincah akan
tetapi terjadi
perubahan warna
insang yang awalnya
merah tua menjadi
lebih pudar, pada
bagian kulit terdapat
bercak warna merah
yang
mengindikasikan
ikan tersebut sedang
stres.

Minggu pertama=
Ikan  menunjukkan
kondisi sehat dengan
pergerakan yang
lincah dan  aktif

terhadap respon
pakan.

Minggu kedua=
Pergerakan ikan

menjadi lebih lambat
akan tetapi masih
aktif dalam
merespon pakan.

Kondisi insang masih
berwarna merah
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segar akan tetapi

muncul luka
berwarna merah
dibagian dekat

insang serta tubuh
ikan berlendir.

Ji4

JI5

Minggu pertama=
Pergerakan ikan
terlihat lincah,
respon pakan aktif
dan insang Yyang

berwarna merah
segar.

Minggu kedua=
Pergerakan ikan

mulai melambat dan
lemas serta respom
terhadap pakan
mulai berkurang.
Minggu ketiga= Pada
bagian insang
terlihat tumbuhnya
jamur dan organ
insang tersebut
pecah serta
perubahan warna
yang sangat jelas.
Ikan ditemukan
sudah mati saat
minggu ketiga.

Minggu pertama=
Ikan  menunjukkan
kondisi sehat dengan
pergerakan yang
lincah dan  aktif

terhadap respon
pakan.
Minggu kedua=

Kondisi ikan masih




57

normal akan tetapi
tubuh ikan
dipenenuhi dengan

lendir.

e Minggu ketiga=
Terjadi  perubahan
insang yang awalnya

berwarna cerah
menjadi pudar
disertai adanya
lendir yang

menyelimuti  tubuh

ikan.

Sampel ikan uji yang teinfeksi akan menunjukkan
perubahan yang nampak pada sekitar tubuh, pada bagian tertentu
terlihat warna kemerahan dengan selaput putih atau lendir pada
sekeliling luka khususnya pada bagian kepala dan sekitar insang
(Gambar 4.2). Menurut Juniati et all., (2015), selaput yang tampak
pada sekeliling luka merupakan bentuk respon seluler (fogositik)
sebagai mekanisme pertahanan ikan terhadap penyakit,
sedangkan luka yang memerah merupakan suatu inflamasi. Luka
yang tetap memerah menandakan bahwa sel darah putih yang
menyusun sistem pertahanan tidak mampu bekerja secara
maksimal yang disebabkan oleh infeksi jamur dan pada akhirnya
menyebabkan kematian.

Insang pada sampel ikan yang terinfeksi seluruhnya

menunjukkan luka dikarenakan tumbuhnya jamur patogen
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(Gambar 4.2). Luka pada insang disebabkan oleh peleburan
terutama lamela dan priliferasi berat filamen insang. Hal tersebut
didasarkan pada penelitian Juniati et al., (2015), bahwa sesuai
dengan pemeriksaan hispatologi pada insang yang terinfeksi jamur
patogen, tampak sebagai dengan munculnya sejumlah besar
spora dan hifa yang tidak bersepta. Spora dan hifa dalam
pembuluh darah insang menyebabkan penyumbatan, hemostatis
dan trombosis yang berakibar nekrosis luas pada filamen insang
dan area sekitarnya menjadi coklat. Hal tesebut senada dengan
Ibrahim et al.,, (2011) yang menyatakan bahwa proses infeksi
terjadi secara cepat dan disertai dengan proliferasi epitel insang
dengan hasil penempelan filamen. Sporangium berdinding keras,
ketika menyebar ke jaringan sekitarnya, spora tersebut teragregasi
didalam sel besar seperti makrofag dengan nukleus marginal pipih.
Sel-sel epitel yang berproliferasi tersusun menjadi lapisan-lapisan
konsentris disekitar hifa jamur, dinding hifa yang tertanam dalam
lapisan matriks merupakan produk akhir dari nekrosis seluler lokal.
Berdasarkan uji infeksius pada sampel didapatkan bahwa hasil
infeksius tertinggi ditunjukkan oleh isolat JlI4, hal ini juga diperkuat
dengan laju cepat pertumbuhan koloni di media PDA yang paling

cepat adalah JI4.
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4.4 Hasil Identifikasi Molekuler Isolat

Satu isolat terpilih yaitu JI4 memiliki kemampuan infeksius
tertinggi dalam kurun waktu 21 hari, selama kurun waktu 21 hari
ikan mengalami gejala yang beruntun dimulai dari hilangnya nafsu
makan, lesu, berenang ke permukaan air dan akhirnya kematian.
Berdasarkan karakterisasi secara morfologi diduga bahwa isolat
JI4 merupakan kelompok jamur dari genus Annulohypoxylon,
maka untuk mengetahui jenis isolat pada tingkat spesies perlu
dilakukan identifikasi secara molekuler dengan menganalisis
urutan DNA. Menurut (Nasution, 2005) DNA adalah suatu bentuk
susunan yang juga merekam informasi tentang status dan sejarah
suatu kehidupan, tentunya diperlukan suatu pengetahuan dasar
untuk menghubungkan kedua informasi tersebut menggunakan
ilmu yang bernama bioinformatika agar infomasi menjadi lebih
berguna. Dalam Al-Quran surah Al-Furgaan ayat 2 Allah SWT
berfirman:

s OB sl allal) 3 88 y5 A1 A& 15 1305 8% 205 315 e sl il 41 gl
1 50085 5538

Artinya: “Yang kepunyaan-Nya lah kerajaan langit dan bumi, dan
dia tidak mempunyai anak dan tidak ada sekutu bagi
Nya, dan dia telah menciptakan segala sesuatu dan dia
menetapkan  ukuran-ukurannya dengan serapi-
rapinya.” (Q.S Al-furqaan:2).
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Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT adalah
penguasa mutlak dan Maha Esa, Allah SWT juga menciptakan
apapun itu dengan serapi-rapinya. Tafsir Al-Misbah volume 9
menjelaskan bahwa setiap makhluk memiliki sifat dan waktu
pekembangan masing-masing, semua kejadian berjalan sesuai
dengan sistem yang sangat teliti dan tentunya sesuai dengan apa
yang direncanakan oleh Allah SWT. Dari semua kejadian yang
telah terjadi, sudah jelas bahwa semua makhluk hidup terdiri atas
kesatuan unsur-unsur Yyang sangat terbatas jumlahnya.
Sedangkan dalam tahapan perkembangannya, sifat-sifatnya
berkembang dari makhluk bersel satu seperti mikroba sampai
kepada yang bersel banyak seperti manusia (Shihab, 2012).

Proses dalam penciptaan makhluk hidup tentunya tidak
lepas dari komposisi yang sangat presisi dan susunan yang
terstruktur menjadi pusat informasi yang membedakan antara satu
individu dengan yang lain. Tafsir Al-Misbah juga menjelaskan
bahwa setiap jenis mahkluk hidup memiliki sifat-sifat tertentu yang
akan diwariskan ke generasi selanjutnya, semua itu berjalan
sesuai hukum dan aturan yang bersifat konstan dan teliti yang
menunjukkan jelas kebesaran dan kekuasaan Allah SWT. Hal ini

berhubungan dengan adanya daerah ITS sebagai gen penanda
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universal dalam mengidentifikasi jamur, daerah ITS dimiliki oleh
setiap jamur namun memiliki variasi genetik yang tinggi. Variasi
genetik ini dapat membedakan antara spesies satu dengan yang
lain. Maha suci Allah dari apa yang mereka persekutukan (Shihab,
2012).

Keberhasilan identifikasi molekuler ditentukan oleh
kemurnian DNA melalui uji kualitas dan kuantitas DNA. Hasil uji
kuantitatif menggunakan nanodrop menunjukkan rentang
kemurnian DNA pada nilai absorbansi A260/A280 berkisar antara
1,53- 1,76. Nilai tersebut menunjukkan bahwa tingkat kemurnian
DNA masih rendah. Hal tersebut sesuai dengan Sambrook (2006)
yang menyatakan bahwa rasio nilai kemurnian DNA yang baik
pada absorbansi A260/A280 adalah 1.8-2.0 Isolat Ji4
menunjukkan nilai absorbansi tertinggi yaitu sebesar 1,76,
sedangkan nilai kemurnian terendah dimiliki oleh sampel isolat JI3
yaitu sebesar 1,53 (Tabel 4.7). Hasil uji kualitatif DNA
menunjukkan bahwa seluruh sampel menunjukkan adanya smear,
smear tersebut adalah hasil elekroforesis DNA genom yang
disebabkan adanya presipitasi protein hasil isolasi DNA (Skutkova,

2013).
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Hasil isolasi DNA selanjutnya diamplifikasi pada teknik
PCR menggunakan dua jenis primer ITS yaitu ITS 1 sebagai
primer forward dan ITS 4 sebagai primer reverse. Visualisasi hasil
PCR menunjukkan bahwa sampel JI1, JI2, dan JI5 memunculkan
band dengan panjang 550 bp. Sampel JI4 menunjukkan panjang
850 bp sedangkan pada sampel JI3 tidak memunculkan band. Hal
tersebut dikarenakan sampel isolat JI3 memiliki kemurnian DNA
yang rendah yaitu 1,53 (Tabel 4.7). Menurut Harahap (2018),
visualisasi hasil PCR dipengaruhi oleh tingkat kemurnian DNA,
kemurnian DNA yang baik akan mempengaruhi proses amplifikasi
sehingga band akan terlihat pada saat visualisasi DNA.
Berdasarkan keterangan tersebut menunjukkan  bahwa
konsentrasi DNA yang rendah membuat DNA tidak teramplifikasi

dengan baik dan tidak memunculkan band.
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Tabel 4. 7 Hasil Uji Kuantitatif Kemurnian DNA

No 260/230 Abs Abs Abs 260/280 Con(ng/l)

230 260 280

1 1,41 28.12 39,73 23,52 1,67 1986,7
2 1,42 29,59 424 2529 1,66 2102,2
3 1,72 5,32 9,15 5,96 1,53 457,27
4 1,40 30,47 42,59 27,04 1,76 2129,6
5 1,61 4,20 6,75 3,83 1,57 337,27

Hasil sekuensing yang didapatkan dari PT. Genetika Sains
dianalis dengan data serupa yang tersedia di Gen bank
menggunakan proglam BLAST (Bacic Local Allignment Seacrh
Tool). Hasil dari program BLAST memberikan data grafik yang
menunjukkan tingkat homologi dari dua sekuen atau lebih, Sogandi
(2018) menjelaskan bahwa BLAST adalah suatu program analisa
penyejajaran untuk mengetahui kemiripan dua sekuen ataupun
lebih. Hasil analisis berdasarkan program BLAST pada tabel 4.8
diketahui bahwa skor tertinggi adalah Annulohypoxylon stygium
dengan nilai query coverage tertinggi yaitu mencapai 97%, hal ini
menunjukkan bahwa nukleutida isolat JI4 memiliki homogenitas

yang paling mirip dengan sekuen yang dicari. Sogandi (2018)
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menjelaskan bahwa query coverage adalah presentasi dari
panjang nukleutida yang selaras dengan database yang terdapat
pada BLAST.

Tabel 4. 8 Hasil Analisis Penyejajaran BLAST Untuk Nilai Lima
Tertinggi Antara Isolat JI4 Dengan Data Gen Bank

No Jenis Isolat Query Percent

Coverage Identity

1  Annulohypoxylon stygium 97% 98,43%
isolate EF2

2 Annulohypoxylon stygium 97% 98,43%

isolate MG2J2

3 Annulohpoxylon sp. 97% 98,43%

Strain ICMP 18216

4 Annulohpoxylon sp. 97% 98,43%
Isolate P2-16
5 Annulohpoxylon sp. 97% 98,43%

Isolate 18WL131

Berdasarkan data yang telah didapatkan dari hasil analisis
penyejajaran BLAST, isolat JI4 memiliki tingkat kemiripan 98,43%

dengan spesies Annulohypoxylon stygium. Menurut Sogandi
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(2018) nilai max identity adalah nilai tertinggi dari presentase
identitas atau kecocokan antar sekuen query dengan database
yang disejajarkan. Nilai max identity diatas 97% menandakan
bahwa isolat memiliki tingkat homologi yang tinggi dan merupakan
spesies yang sama (Kwasna, 2008). Pada hasil BLAST juga
menunjukkan Hasil E-value 0.0 dimana angka ini mengindikasikan
adanya keidentikan antara sampel dengan data, E-value adalah
nilai ukuran statistik yang signifikan antara kedua sekuen. Jika E-
value menunjukkan nilai yang tinggi maka homologi kedua sekuen
termasuk rendah, sedangkan semakin rendah nilai E-value maka
homologi antara kedua sekuen semakin tinggi. Nilai E-value yang
bernilai 0 maka menunjukkan kedua sekuen tersebut identik
(Claverie, 2003).

Hasil sekuensing menunjukkan bahwa hasil identifikasi
isolat JI4 secara molekuler sama dengan hasil identifikasi secara
morfologi. Hasil identifikasi morfologi yang didasarkan pada
struktur makroskopis dan mikroskopis menunjukkan bahwa isolat
JI4 menyerupai genus Annulohypoxylon dan berdasarkan hasil
sekuensing menunjukkan Annulohypoxylon stygium. Pentingnya
identifikasi molekuler dilakukan karena struktur mikroskopis isolat

yang tidak terlihat dengan jelas saat pengamatan akan
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menimbulkan hasil identifikasi yang tidak akurat. Hal tersebut
senada dengan Hyde et al.,, (2016) dalam Senanayake et al.,
(2020) yang menyatakan bahwa identifikasi berbasis morfologi
pada jamur (fungi) terkadang tidak dapat menghasilkan hasil yang
akurat dikarenakan karakter yang tumpang tindih, terjadinya
plastisitas fenotip tingkat tinggi, spesies samar dan adanya
perbedaan morfologi taksa dikarenakan faktor lingkungan.
Penelitian Wijayawardene et al., (2014) juga menambahkan
bahwa spesies samar merujuk pada spesies jamur yang terlihat
sama secara morfologi namun berbeda secara genetik yang mana
terjadi pada penelitian ini. Isolat JI4 secara morfologi serupa
dengan Annulohypoxylon dan dikuatkan dengan analisis secara
molekuler yang menunjukkan Annulohypoxylon stygium.
Hubungan antara kedua spesies tersebut juga bisa dilihat
dari analisis p-distance dan rekontruksi pohon filogenetik
menggunakan software MEGA 5. Dalam jurnalnya Yuniarti (2017)
menjelaskan bahwa analisis p-distance dilakukan untuk
mengetahui hubungan kekerabatan berdasarkan jarak genetik dari
basa nukleotidanya, semakin kecil jarak genetik maka semakin
besar similiaritas antar sampel dengan masing-masing individu

yang menjadi spesies pembanding. Rekonstruksi pohon filogenetik
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bertujuan untuk mengetahui hubungan antara organisme dengan
tepat serta mengestimasi perbedaan yang terjadi dari satu nenek
moyang kepada keturunannya (Sogandi, 2018). Hasil rekonstruksi
pohon filogenetik menunjukkan bahwa isolat JI4 berada di cabang
yang lebih dekat dengan Annulohypoxylon stygium (Gambar 4.8),
dimana hal tersebut menunjukkan bahwa isolat JI4 memiliki
kekerabatan dekat dengan Annulohypoxylon stygium. Diperkuat
dengan data hasil BLAST yang menunjukkan nilai homologi >200,
grafik berwarna merah, nilai Query coverage 93% dan nilai max
identity 99,76%, dapat disimpulkan bahwa isolat JI4 dengan

Annulohypoxylon stygium memiliki kemiripan identik.

99 [ MG881822.1 Annulohypoxylon stygium
MW862791.1 Annulohypoxylon sp.
4255945 Isolat JI4
MT473852.1 Saprolegnia sp.

0.05

Gambar 4. 7 Rekonstruksi pohon filogenetik isolat JI4 metode
Neighbor joining, boostrap 1000 pengulangan
berdasarkan nilai p-distance basa-basa nukleotida
rDNAITS.
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Nilai boostrap dapat dijadikan dasar penentuan kestabilan
untuk cabang pohon filogenetik, percabangan yang stabil berarti
akurat dan pohon filogenetik tidak akan berubah. Osawa (2004)
menjelaskan bahwa konstruksi pohon filogenetik dikatakan stabil
jika nilai boostrap diatas 90%, sedangkan nilai dibawah 70%
dianggap rendah. Metode yang digunakan dalam rekonstruksi
pohon filogenetik adalah metode Neighbor joining dengan analisis
boostrap menjadi metode terbaik dalam mengevaluasi hubungan
kekerabatan berbasis jarak.

Berdasarkan penelitian ini telah diketahui ada beberapa
mikroba yang hidup patogen di lingkungan perairan budidaya ikan
hias, penelitian ini juga bertujuan untuk mengetahui penyebab
terjadinya penyakit insang busuk yang dapat menjadi edukasi bagi
para pembudidaya ikan hias. Melakukan penelitian ini merupakan
sebuah implementasi amal kebaikan karena memberikan dampak
kebaikan dan edukasi yang bermanfaat bagi manusia dan
lingkungan. Hal tersebut sesuai dengan firman Allah SWT dalam

surah An-Nahl ayat 97.
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Lo (sl 2h 541 a4l 55 i 88 Xl (b 5hs BT 51 S0 (5 allia et G
O3lars 158
Artinya: “Barangsiapa mengerjakan kebaikan, baik laki-laki
maupun perempuan, dalam keadaan iman, maka pasti
akan kami berikan kepadanya kehidupan yang baik dan
kami beri balasan dengan pahala yang lebih baik dari

apa yang telah mereka kerjakan.” (QS. An-Nahl: 97).
Kementrian Agama melalui tafsir tematiknya menjelaskan
bahwasanya Allah SWT telah memberikan janji kepada hamba-
Nya baik laki-laki ataupun perempuan akan diberikan kehidupan
yang bahagia dan sejahtera jika melakukan amal soleh dan
kebaikan. Lebih tepatnya dijelaskan bahwa amal sholeh yang
dimaksud berupa semua amal dan perilaku yang sesuai petunjuk
Al-Quran dan Sunnah Rasul yang dilakukan dengan hati yang
penuh dengan keimanan (Kemenag, 2014). Meneliti sebuah
kejadian yang ada di alam dapat memberikan dampak baik bagi
kehidupan sekitar, dari penelitian ini bisa mengedukasi manusia
agar selalu belajar tentang apapun itu bahkan sampai hal sekecil
apapun. Memberikan dampak positif dan edukasi bagi warga juga
merupakan salah satu contoh amal sholeh, manusia di anugerahi
akal bertujuan agar manusia dapat mengolah bumi dan mencegah

kerusakan alam dan salah satunya juga dari serangan penyakit

yang merugikan. Maha suci Allah SWT dengan segala firman-Nya.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian ini adalah:
1. Terdapat 5 jenis isolat jamur patogen yang berhasil
diisolasi dari insang ikan Koi yang terinfeksi yaitu: JI1, JI2,
JI3, JI4 dan JI5. Hasil identifikasi menunjukkan bahwa
isolat JI1 adalah Penicillium sp, isolat JI2 dan isolat JI3
adalah Aspergillus sp, isolat JI4 adalah Annulohypoxylon
stygium dan isolat JI5 adalah Penicillium sp.
2. Jamur patogen dengan infeksius tertinggi terhadap ikan
Koi (Cyprinus carpio) adalah isolat JI4 vyaitu
Annulohypoxylon stygium.
5.2 Saran

Saran untuk penelitian lebih lanjut diharapkan analisis
sekuensing dilakukan pada seluruh sampel untuk membuktikan
keakuratan dalam tahap identifikasi mengingat identifikasi jamur
berdasarkan morfologi yang masih bersifat subjektif dan kurang

akurat.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. 1. Hasil Pemurnian Isolat Jamur

Hasil isolasi jamur dari budidaya ikan koi Jabung Malang
diperoleh lima isolat dengan penampakan morfologi sebagai
berikut:

Kode Tampak depan Tampak belakang

JI2
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JI3

Ji4

Js |




Lampiran 1. 2 Uji infeksius patogen oleh isolat jamur

Uji infeksius patogen dilakukan dengan melakukan
percobaan kepada ikan sehat dengan masa waktu inkubasi tiga
minggu oleh isolat jamur.

Kode Sebelum Sesudah

Isolat

JI1

JI2

JI3
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Ji4
JI5




Lampiran 1. 3. Karakterisasi morfologi isolat
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Hasil karakterisasi morfologi isolat yang diisolasi disajikan

dalam tabel berikut:

Karakter Isolat Isolat JI2 Isolat JI3 Isolat JI4
Ji1
Permukaan | Tekstur | Berwarna Memiliki Memiliki tekstur
atas koloni seperti hitam, tekstur berserabut dan
serbuk, koloni yang berwarna putih
halus, menyebar lembut, kekuningan.
berwarn dan berwarna
a hijau | bertekstur | htam dan
tua kasar. menyebar
dengan merata.
tepi
berwarn
a putih
yang
muncul
pada
hari ke
7.
Sisi balik Putih Putih Putih Hitam kekuningan.
kekunin | kehitama | kegelapan
gan. n.
Ukuran Memben koloni Membentuk | Menyebar keseluruh
tuk menyebar | koloni yang media.
koloni tidak
menyeb terpisah
ar.
Lingkaran Tidak | Tidak ada | Tidak ada Ada
konsentris ada
Hifa Berseka | Bersekat Bersekat Bersekat dan
tdan dan tidak dan bercabang,
bercaba | bercaban | bercabang, memanjang dan
ng g, memanjang pada bagian
konidiofor | dan pada ujungnya
memanja bagian mengembang
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ng dan ujungnya | membentuk vesikula
menggem | mengemba bulat.
bung ng
pada membentuk
bagian vesikula
ujungnya bulat.
membent
uk
vesikula
bulat.
Konidia/ Konidia Konidia Konidia Hifa bercabang,
Spora berbent | berbentuk | berbentuk | berwarna transparan
uk bulat lonjong bulat dan dan bersekat, ujung
dan menggero | menggero konidiofora
bergero mbol mbol pada membentuk
mbol pada vesikula. percabangan.
pada vesikula.
phialid
Dugaan Penisiliu | Aspergilu | Aspergilus Annulohypoxylon
isolat m S
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Lampiran 1. 4 Hasil sequensing
Hasil sekuensing adalah sebagai berikut:
>4255945 4_ITS_1

GGAATTCAAACTCCAACCCTTTGTGAACCTACCTATGTTTCCT
CCGGCGTACCGCTTTAGCCTACCCACAGGGCTCCCCTAAGG
GGGGGTTCTGCTGGGAGGTGCCTGAGTGCTACCCATCCTTC
GGGGTACGGTTAGTGCAGTGAAGGTGCTGACCAAGGCCTC
GGCGGCGCCGAGTAGGACCGCTCCAAACTTAAGCACCTAGT
GCATCCAACCCCGCGTTGAACAACTATCGAAAATCTGCTTTT
GCTTTTTTTCTTTACGCTAAAACGTCTTTCCTGGTTGGAATTA
TTGCTCGAAATAATAATTTCTTTACCCTGCAGTCGTTTGTTTT
CAAGCTACAATATCTGCTCGAAAATTGTTCAAAGCTCTGAGG
GGTCTGAATGAATTCATAAAATTGGCAAAAGCCACCTATAAA
CTACGGTTCTTATGGGGTGATCAAACCAAGGTTTTAAAAACC
AAATACATTAATACTTTCAACAACGAATCTCTTGGGTCTGGCA
GCGATTAATAACTCTTGCCA

>4255048 4 _ITS_4

CCGTTGGTTCTACCTAATCCGAGGTCAACCACTATAAGTTAT
AGGGGGTTTTACGGCAAGCAGCTACAGCCTCCCTGAAAGCG
AGTTAAACTACTACGCTTAGAGTGTGCTATAACCCCGCCACT
AAATTTAAGGAACTACCCCTCAGTGAGGGGTAGATTCCCAAC
GCTAAGCTACAAGGCTTAAGGGTTGTAATGACGCTCGAATAG
GCATGCCCACTAGAATACTAATGGGCGCAATGTGCGTTCAAA
GATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCG
CATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCC
GTTGTTGAAAGTTTTAACGTATTTGGTTTTTAAAACCTTGGTT
TGATCACCCCCTAAGAACCGTAGTTTATAGGTGGCTTTTGCC
AATTTTATGAATTCATTCAGACCCCTCAGAGCTTTGAACAATT
TTCGAGCAGATATTGTAGCTTGAAAACAAACGACTGCAGGGT
AAAGAAATTATTATTTCGAGCAATAATTCCAACCAGGAAAGAC
GTTTTAGCGTAAAGAAAAAAAGCAAAAGCAGATTTTCGATAG
TTGTTCAACGCGGGGTTGGATGCACTAGGTGCTTAAGTTTG
GAGCGGTCCTACTCGGCGCCGCCGAGGCCTTGGTCAGCAC
CTTCACTGCACTAACCGTACCCCGAAGGATGGGTAGCACTC
AGGCACCTCCCCAGCAGAACCCCCCCTTAGGGGAGCCCTGT
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GGGTAGGCTAAAGCGGTACGCCGGAGGAAACATAGGTAGG
TTCACAAAGGGTTGGAGTTTTTGATAACTCAGTAATGATCCC
TCCGCAGGTTCACCTACGGAAGGGGAGGGATCATTANTGAG
TTATCAAAAACCCCACCTTTGGGAAACTACCTTTGTTTCCTCG
GGGTACGCTTTACC
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Lampiran 1. 5 Hasil grafik BLAST
Analisis BLAST memberi data berupa grafik yang
menunjukkan tingkat homologi kedua sekuen. Hasil analisis
BLAST penelitian ini menunjukkan warna merah dan memiliki nilai
>200. Hal ini menandakan bahwa dua sekuen yang dibandingkan
sama dan memiliki hubungan evolusi yang erat (Sogandi, 2018).

Grafik homologi dapat dilihat pada gambar berikut:

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences

| | | | | |
1 100 200 300 400 500
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Lampiran 1. 6 Hasil penyejajaran dengan metode ClustalW
multiple alingment

B . AgamentEplores (Seken mege 36 - 0 X
Date Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
Ded% Sanwy ol aBRIEXH BRE o0 HEHE

DN S| e P e |

\L. ME361622.1 Enmulohypoxylon stpgium
2. MT183825.1 Sordariomyeetes sp.

(3. MT473852.1 Saprole

4. 4255545 Tsolat JH4




Lampiran 1. 7 Pemerikasaan kondisi air di lapangan
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