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Kesambi memiliki potensi bidang farmakologis yaitu dapat digunakan
sebagai antikanker, antioksidan dan antimikroba. Beberapa organ dari kesambi
telah digunakan untuk pengobatan berbagai penyakit pada manusia seperti nyeri,
penyakit kulit, borok, disentri, gigitan ular, dan melindungi dari malaria.
Sedangkan ketapang dapat digunakan untuk nyeri sendi, disentri, sariawan,
diuretik, kardiovaskuler, kulit, liver, pernafasan, gonorrhea, dan insomnia.

Beragam khasiat yang dimiliki kesambi dan ketapang disebabkan
kandungan metabolit sekunder terutama pada bagian daunnya. Namun ekstraksi
dan pemurnian zat metabolit aktif dari tanaman obat membutuhkan biomassa yang
besar serta melalui pengambilan sampel yang destruktif. Sehingga dibutuhkan
alternatif lain untuk mengambil khasiat pada kedua tanaman obat tersebut tanpa
harus merusak tatanan ekologis mereka di alam.

Setiap tanaman tingkat tinggi memiliki beberapa mikroba endofit, salah
satunya fungi endofit yang dapat menghasilkan senyawa bioaktif atau metabolit
sekunder sebagai akibat transfer genetik dari tanaman inangnya ke dalam fungi
endofit. Fungi endofit berhasil diisolasi dari tanaman kesambi dan ketapang yang
berasal dari Taman Nasional Baluran. Total isolat yang ditemukan adalah 2 isolat
dari Kesambi (Schleicera oleosa) dan 1 isolat dari Ketapang (Terminalia catappa)
yang selanjutnya disebut dengan KS;, KS, dan KT;. Identifikasi molekuler
dilakukan untuk mendapat hasil yang lebih teliti dan akurat. Penelitian ini
bertujuan mengidentifikasi spesies fungi endofit apa saja yang terdapat pada
tanaman ketapang (Terminalia catappa) dan tanaman kesambi (Schleichera

oleosa) secara molekuler.
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Tahap awal yaitu peremajaan fungi endofit yang telat diperoleh sebelumnya
kemudian dilanjutkan ekstraksi DNA. Eksraksi DNA tiga sampel fungi endofit
menggunakan metode SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) kemudian hasil ekstraksi
dirunning elektroforesis dan divisualisasikan dengan UV transiluminator.
Selanjutnya dilakukan amplifikasi Polymerase Chain Reaction (PCR)
menggunakan mesin PCR untuk amplifikasi daerah ITS rDNA sampel fungi
endofit daerah ITS1 dan ITS2 menggunakan pasangan primer ITS4 dan ITS5.

Hasil penelitian menunjukkan pada tahap PCR ketiga sampel berhasil
diannealing pada suhu yang berbeda yaitu sampel KS; pada suhu 41,5°C, KS;
pada suhu 55,1°C, dan KT pada suhu 53,4°C. Setelah amplifikasi PCR,
dilanjutkan proses purifikasi oleh PT. Genetika Science kemudian dilanjutkan
tahap sekuensing oleh FirstBASE Laboratory hingga didapat gambar
kromatogram kemudian dianalisa dan dicocokkan dengan sekuen nukleotida
database fungi yang terdapat pada National Center for Biotechnology Information
(NCBI) menggunakan program BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Isolat KS; menunjukkan kemiripan yang paling tinggi dengan sekuen
Microascus gracilis sehingga dapat teridentifikasi sebagai spesies Microascus
gracilis, sedangkan isolat KS, menunjukkan kemiripan yang paling tinggi dengan
sekuen Rhizopus microspores sehingga teridentifikasi sebagai spesies Rhizopus
microsporus, dan isolat KT menunjukkan kemiripan yang paling tinggi dengan
sekuen Rhizomucor pusillus sehingga teridentifikasi sebagai spesies Rhizomucor
pusillus. Hasil analisis filogenik menunjukkan bahwa ketiga fungi endofit tersebut
memiliki kekerabatan yang jauh karena memiliki banyak perbedaan karakter-

karakter genetik.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Dewasa ini banyak pemanfaatan ekstraksi tanaman sebagai obat untuk
menyembuhkan berbagai penyakit. Beberapa contoh tanaman yang memilki
manfaat sebagai obat yaitu kesambi (Schleichera oleosa) dan ketapang
(Terminalia catappa).

Kesambi termasuk keluarga tanaman Sapindaceae merupakan salah satu
tumbuhan hutan lokal, bermanfaat serbaguna (multi purpose), bernilai ekonomis
dan sangat potensial. Pada bidang industri biji kesambi yang dapat menghasilkan
minyak berpotensi digunakan sebagai biodesel (Silitonga, 2015). Selain itu, kayu
pohon digunakan untuk alat-alat pertanian, gerobak, dalam pekerjaan konstruksi
berat, untuk pembuatan kapal, oli, bajak dan berbagai kegunaan lainnya (Anuragi,
2017). Sedangkan potensi bidang farmakologis kesambi dapat digunakan sebagai
antikanker, antioksidan dan antimikroba (Meshram, 2015). Beberapa organ dari
kesambi telah digunakan untuk pengobatan berbagai penyakit pada manusia
seperti nyeri, penyakit kulit, borok, disentri, gigitan ular, dan melindungi dari
malaria (Panda, 2014; Patra, 2012; Mahaptma dan Sahoo, 2008; dan Ghosh, 2011).

Ketapang merupakan salah satu tanaman anggota suku Combretaceae
yang memiliki nilai guna yang sangat banyak. Potensi yang dimiliki ketapang
adalah minyak yang dihasilkan oleh biji ketapang dapat digunakan sebagai
industri minyak nabati, minyak pangan, bahan baku industri sabun, lilin dan
minyak pelumas (Agatemor, 2006). Selain itu, potensi bidang farmakologis
ketapang dapat digunakan untuk nyeri sendi, disentri, sariawan, diuretik,
kardiovaskuler, kulit, liver, pernafasan, gonorrhea, dan insomnia (Pauly, 2001;
dan Thomson et al., 2006).

Beragam khasiat yang dimiliki kesambi dan ketapang disebabkan kandungan
metabolit sekunder terutama pada bagian daunnya. Daun kesambi mengandung

metabolit sekunder alkaloid, flavonoid, terpenoid, saponin, fenolik, dan tannin


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

(Situmeang, 2016). Sedangkan pada daun ketapang antara lain seperti flavonoid,
alkaloid, tannin, triterpenoid/steroid, resin, saponin (Riskitavani dan Purwani,
2013). Namun, perlu diketahui ekstraksi dan pemurnian zat metabolit aktif dari
tanaman obat membutuhkan biomassa yang besar serta melalui pengambilan
sampel yang destruktif (Murdiyah, 2017). Selain itu potensi pohon kesambi
diberbagai sektor juga menyebabkan exploitasi pohon ini cukup besar hingga
menyebabkan populasi pohon kesambi menurun sangat cepat (Sinha, 2012).
Populasi pohon ketapang juga semakin menurun dikarenakan banyaknya patogen
yang menyebabkan penyakit di berbagai organ tubuhnya (Boyogueno, 2010).
Sehingga dibutuhkan alternatif lain untuk mengambil khasiat pada kedua tanaman
obat tersebut tanpa harus merusak tatanan ekologis mereka di alam (Murdiyah,
2017).

Fungi endofit dianggap sebagai sumber metabolisme sekunder baru yang
menawarkan alternatif eksploitasi potensi medis, pertanian, dan industri secara
langsung pada metabolit sekunder pada tanaman (Strobel et al., 2003). Fungi
endofit adalah fungi atau fungi yang hidup berkoloni di dalam jaringan tanaman
dan tidak memberikan dampak negatif pada tumbuhan inangnya (Bacon et al.,
2000). Fungi endofit umumnya memproduksi metabolit sekunder yang memiliki
aktivitas biologis yang bermanfaat seperti misalnya senyawa-senyawa anti kanker,
anti virus, atau anti bakteri (Noverita, 2009) dan metabolit sekunder yang
dihasilkan memiliki aktivitas yang lebih besar dibandingkan aktivitas senyawa
dari tumbuhan inangnya (Prihatiningtias, 2005).

Isolasi fungi endofit dari daun kesambi dan ketapang telah berhasil dilakukan
(Murdiyah, 2017) yaitu isolat fungi endofit kesambi (KS; dan KS,) berjumlah dua
spesies dan satu spesies fungi endofit ketapang (KT;) yang semuanya belum
teridentifikasi jenis spesiesnya. Sehingga diperlukan identifikasi terhadap isolat
fungi endofit dari daun kesambi dan ketapang. ldentifikasi morfologi secara
makroskopis dan mikroskopis memiliki kelemahan karena kurang akuratnya hasil
data sehingga diperlukan identifikasi metode lainnya yang lebih teliti dalam
mengidentifikasi identitas organisme, yaitu metode identifikasi molekuler
(Rahayu, 2015).
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Identifikasi molekuler dapat dilakukan menggunakan daerah ITS (Internal
Trancribed Spacer) ribosomal DNA (rDNA). Sekuen rDNA region ITS memiliki
variasi sekuen relatif tinggi pada gen rDNA tiap spesies, sehingga sangat baik
digunakan untuk identifikasi tingkat genus hingga spesies (Buchan et al., 2002).
Isolasi DNA dan amplifikasi PCR pada daerah ITS rDNA merupakan tahap awal
yang perlu dilakukan dalam identifikasi molekuler (Rahayu, 2015).

Salah satu hasil yang diperoleh dari mengidentifikasi secara molekuler
adalah sekuens DNA yang selain dapat dianalisis hingga dapat diketahui tingkatan
taksonnya, namun juga mengetahui pendekatan filogenetiknya (Suparman, 2012).
Filogenetik molekuler merupakan suatu metode yang sering digunakan hampir
disemua cabang biologi untuk perbandingan genom dan untuk mengetahui
hubungan antar spesies berdasarkan pohon kehidupan melalui perhitungan
statistika urutan basa (Yang dan Rannala 2012).

Berdasarkan latar belakang tersebut peneliti bermaksud melakukan
penelitian berjudul “ldentifikasi Molekuler Fungi Endofit Daun Kesambi
(Schleichera oleosa) Dan Ketapang (Terminalia catappa) Berdasarkan rDNA ITS
(Internal Trancribed Spacer).

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah dalam
penelitian ini adalah sebagai berikut:
Spesies fungi endofit apa saja yang terdapat pada daun ketapang (Terminalia

catappa) dan kesambi (Schleichera oleosa) berdasarkan analisis rDNA ITS?

1.3 Tujuan
Berdasarkan rumusan masalah diatas, maka tujuan penelitian ini adalah
sebagai berikut:
Mengidentifikasi spesies fungi endofit apa saja yang terdapat pada tanaman

ketapang (Terminalia catappa) dan tanaman kesambi (Schleichera oleosa).
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1.4 Manfaat Penelitian

Beberapa manfaat yang dapat diambil dari hasil penelitian ini sebagai
berikut:
Peneliti, hasil penelitian ini dapat memberikan wawasan mengenai spesies
fungi endofit yang terdapat pada tanaman kesambi (Schleichera oleosa) dan
tanaman ketapang (Terminalia catappa) dan pemanfaatan fungi endofit kedua
tanaman tersebut di bidang farmakologi.
Bidang akademik, hasil penelitian ini dapat memberikan informasi dan
database spesies fungi endofit yang terdapat pada tanaman kesambi
(Schleichera oleosa) dan tanaman ketapang (Terminalia catappa).
Peneliti lain, hasil penelitian ini dapat memberikan pengetahuan dalam
melakukan penelitian dan dapat menjadi acuan untuk penelitian lebih lanjut
mengenai spesies fungi endofit yang terdapat pada tanaman kesambi
(Schleichera oleosa) dan tanaman ketapang (Terminalia catappa).

1.5 Batasan Masalah

Untuk mempermudah pembahasan dalam menafsirkan masalah yang

terkandung didalam penelitian ini, maka permasalahan yang dibahas dibatasi

dalam:

a.

Fungi endofit yang digunakan adalah isolat KS; (Kesambi 1), KS, (Kesambi
2), dan KT, (Ketapang 1) yang telah diisolasi oleh Siti Murdiyah tahun 2017.
Identifikasi molekuler khusus untuk fungi endofit adalah menggunakan
primer 1TS4 dan ITS5.

Karakter molekuler diamati berdasarkan DNA pengkode ITS1 dan ITS2.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Fungi Endofit
2.1.1 Pengertian Fungi Endofit

Fungi endofit adalah fungi atau fungi yang hidup berkoloni di dalam
jaringan tanaman dan tidak memberikan dampak negatif pada tumbuhan inangnya
(Bacon, 2000). Setiap tanaman tingkat tinggi memiliki beberapa mikroba endofit,
salah satunya fungi endofit yang dapat menghasilkan senyawa bioaktif atau
metabolit sekunder sebagai akibat transfer genetik dari tanaman inangnya ke
dalam fungi endofit (Tan dan Zou, 2001). Metabolit sekunder yang dikandung
memiliki aktivitas biologis yang bermanfaat seperti misalnya sebagai anti kanker,
anti virus, atau anti bakteri (Noverita, 2009) dan metabolit sekunder yang
dihasilkan memiliki aktivitas yang lebih besar dibandingkan aktivitas senyawa
dari tumbuhan inangnya (Prihatiningtias, 2005).

Fungi endofit hidup dan tumbuh didalam jaringan tanaman seperti akar,
batang, atau daun (Sherwood & Carroll, 1974; Carroll, 1988; Stone et al., 2004).
Kelompok fungi endofit kebanyakan adalah kelompok polifiletik dari
ascomycetes, sedangkan yang termasuk basidiomycetes, deuteromycetes dan
oomycetes jarang ditemukan (Saikkonen et al., 1998; Arnold, 2007).

Ditinjau dari sisi taksonomi dan ekologi, fungi endofit merupakan
organisme yang sangat heterogen. Petrini et al. (1992) menggolongkan fungi
endofit dalam kelompok Ascomycotina dan Deuteromycotina. Strobell et al.
(1996) mengemukakan bahwa fungi endofit meliputi genus Pestalotia,
Pestalotiopsis, Monochaetia, dan lain-lain.

Clay (1988) melaporkan, bahwa fungi endofit dimasukkan dalam famili
Balansiae yang terdiri dari 5 genus yaitu Atkinsonella, Balansiae, Balansiopsis,
Epichloe dan Myriogenospora. Genus Balansiae umumnya dapat menginfeksi
tumbuhan tahunan dan hidup secara simbiosis mutualistik dengan tumbuhan

inangnya. Dalam simbiosis ini, fungi dapat membantu proses penyerapan unsur
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hara yang dibutuhkan oleh tumbuhan untuk proses fotosintesis serta melindungi
tumbuhan inang dari serangan penyakit, dan hasil dari fotosintesis dapat

digunakan oleh fungi untuk mempertahankan kelangsungan hidupnya.

2.1.2 Potensi Fungi Endofit

Beberapa potensi yang dimiliki oleh fungi endofit adalah sebagai berikut:
a. Meningkatkan pertumbuhan tanaman

Fungi endofit dapat mempengaruhi pertumbuhan tanaman secara
langsung ataupun secara tidak langsung (Santoyo, 2016). Beberapa endofit telah
terbukti membentuk mutualisme dengan tanaman, memberikan manfaat
kebugaran seperti toleransi stres biotik dan abiotik, perolehan nutrisi dan
peningkatan pertumbuhan dan hasil panen. (Redman et al., 2002; Arnold et al.,
2003; Mucciarelli et al., 2003; Waller et al., 2005; Schulz, 2006; Rodriguez et al.,
2008). Nassar et al (2005) melaporkan endofit jagung dari kelompok khamir,
Williopsis saturnus mampu menghasilkan hormon perangsang pertumbuhan
tanaman, indole-3-acetic acid (IAA) dan indole-3-pyruvic acid (IPYA).
b. Meningkatkan ketahanan tanaman

Fungi endofit merangsang pertumbuhan tanaman dan meningkatkan
ketahanan inang terhadap fungi pathogen (Perrig et al., 2007). Sebagai contoh,
keberadaan fungi Neotyphodium coenophialum pada sistem perakaran tanaman
memicu pertumbuhan dan perkembangan akar ke dalam untuk memperoleh hara
dan air sehingga tanaman mampu bertahan dalam kondisi kering dan cepat pulih
jika mengalami stres air (Rodriguez et al., 2009). Beberapa isolat fungi rhizosfer
alang-alang yang diinokulasikan pada perakaran tanaman tomat yang telah
dilaporkan dapat meningkatkan ketahanan tanaman tomat terhadap penyakit
bercak coklat (Alternaria solani) pada daun tanaman tomat (Hersanti, 2002).
c. Menekan pertumbuhan organisme lain

Fungi endofit dapat menghasilkan senyawa metabolit yang dapat berfungsi

menekan pertumbuhan organisme antibiotika (antifungi/antibakteri) (Noverita,
2009; Li, JY. et al., 2001; Horn WS., et al., 1995), antimalaria (Calcul, 2013 dan
Elfita, 2011), dan antiserangga (Azevedo et al., 2000). Bahkan fungi endofit juga
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dapat digunakan sebagai antivirus (Guo et al., 2000; Zhang, 2011; Zhou, 2016)
dan antioksidan (Strobel et al., 2002).
d. Sebagai alternatif pengobatan herbal

Fungi endofit dapat menghasilkan senyawa metabolit yang dapat
berfungsi sebagai pengobatan herbal seperti antidiabetes (Dompeipen, 2015 dan
Pujiyanto, 2015), antiimunopressif (Strobel and Daisy, 2003), dan
antitumor/antikanker (Wu et al., 2015 dan Chen et al, 2016).

2.2 Karakter Makroskopis dan Mikroskopis Endofit Kesambi dan Ketapang

Fungi endofit berhasil diisolasi olen Murdiyah (2017) dari tanaman
kesambi dan ketapang yang berasal dari Taman Nasional Baluran. Total isolat
yang ditemukan adalah 2 isolat dari Kesambi (Schleicera oleosa) dan 1 isolat dari
Ketapang (Terminalia catappa) yang selanjutnya disebut dengan KS;, KS, dan
KT;. Isolat tersebut memiliki beberapa karakter makroskopis dan mikroskopis.

Karakter makroskopis yang dimiliki oleh endofit Kesambi 1 (KS;) antara
lain permukaan atas koloni bewarna putih keabu-abuan, permukaan bawah koloni
bewarna putih bagian pinggir kekuningan, bentuk permukaan koloni tersebar, dan
tekstur permukaan koloni seperti kapas. Sedangkan karakter mikroskopis KS;
yakni ukuran hifanya paling besar, adanya sekat, hifa membentuk rhizoid, tidak
ditemukan struktur reproduksi seksual, struktur reproduksi aseksualnya berupa
sporangiospora, dan ukuran sporangiumnya kecil.

Karakter makroskopis yang dimiliki oleh endofit Kesambi 2 (KS;) antara
lain permukaan atas koloni bewarna putih, permukaan bawah koloni bewarna
putih, bentuk permukaan koloni tersebar, dan tekstur permukaan koloni seperti
kapas. Sedangkan karakter mikroskopis KS; yakni ukuran hifanya besar, adanya
sekat, hifa membentuk rhizoid, tidak ditemukan struktur reproduksi seksual,
struktur  reproduksi  aseksualnya berupa sporangiospora, dan ukuran
sporangiumnya besar.

Karakter makroskopis yang dimiliki oleh endofit Ketapang (KT;) antara
lain permukaan atas koloni bewarna hitam, permukaan bawah koloni bewarna

hitam, bentuk permukaan koloni tersebar, tekstur permukaan koloni seperti kapas
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dan membentuk droplet di atas permukaan koloni. Sedangkan karakter
mikroskopis KT; yakni ukuran hifanya paling kecil, adanya sekat, hifa tidak
membentuk rhizoid, tidak ditemukan struktur reproduksi seksual, struktur
reproduksi aseksualnya berupa sporangiospora, dan ukuran sporangiumnya kecil.
Karakter makroskopis dan mikroskopis ketiga fungi endofit tersebut dapat dilihat
pada Gambar 2.1 berikut ini.

Fungi endofit Kesambi 1 (KS;)

— —

Fungi endofit Kesambi 2 (KS,)

Fungi endofit Ketapang 1 (KTy)
Gambar 2.1 Karakter makroskopis dan mikroskopis fungi endofit Kesambi dan
Ketapang) M=1000x (Sumber: Murdiyah, 2017).

2.3 Taksonomi Fungi Endofit
Secara umum, fungi mempunyai klasifikasi hirarki dari Kingdom, Filum,
Kelas, Ordo, Famili, Genus dan Spesies (Alexopoulos, 2006). Kingdom terdiri
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atas beberapa filum, dan beberapa filum tersebut terdiri atas beberapa kelas,
beberapa ordo, beberapa genus, dan beberapa spesies. Setiap kategori kadang juga
dipecah menjadi sub-filum, sub-kelas, serta varietas dan galur biologi dalam
spesies. Standar nama akhir dari filum, kelas, ordo, dan famili dari fungi adalah —
mycota, -mycete, -ales dan —aceae (Alexopoulos, 2006). Nama pada genus dan
spesies tidak memiliki standar akhiran. Contoh dari hirarki ini adalah sebagai
berikut:
Kingdom: Fungi
Devisi: Ascomycota
Class: Pyrenomycetes
Ordo: Xylariales
Famili: Amphisphaeriaceae

Taksonomi adalah cara untuk mengklasifikasikan nama organisme agar
diterima di sistem internasional, berdasarkan hubungan antara organisme untuk
meminimalisir ketidakjelasan sehingga lebih mudah untuk dikenal (Haeckel,
1894; Copeland 1956). Bagaimanapun, sistem klasifikasi setiap organisme selalu
berubah, dan akan berlanjut berubah hingga celah dalam pengetahuan telah
terpecahkan. Sebagai contoh klasifikasi fungi sebenarnya terjadi perbedaan
pendapat dan interpretasi yang besar antar mikologis sendiri. Alexopoulus tahun
2006 menyatakan bahwa fungi diklasifikasikan ke dalam kingdom Plantae, namun
bertentangan dengan Whittaker (1969) yang mana menyatakan bahwa sistem
klasifikasi tiga kingdom diganti menjadi lima kingdom antara lain yakni
Animalia, Plantae, Fungi, Protista, dan Monera. Klasifikasi tersebut lebih
berdasarkan kepada karakteristik fenotip. Monera diidentifikasi sebagai prokariota
karena tidak adanya membran inti dimana empat kingdom lainnya adalah
multiseluler karena adanya membran inti dalam sel-selnya.

Strobell et al. (1996) mengemukakan bahwa fungi endofit meliputi genus
Pestalotia, Pestalotiopsis, Monochaetia, dan lain-lain. Setiap tanaman tingkat
tinggi dapat mengandung beberapa fungi endofit yang mampu menghasilkan
senyawa biologi atau metabolit sekunder yang diduga sebagai akibat koevolusi
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atau transfer genetik (genetic recombination) dari tanaman inangnya ke dalam
fungi endofit (Radji, 2005).

Clay (1988) melaporkan bahwa fungi endofit dimasukkan dalam family
Balansiae yang terdiri dari 5 genus yaitu Atkinsonella, Balansiae, Balansiopsis,
Epichloe, dan Myriogenospora. Genus Balansiae umumnya dapat menginfeksi
tumbuhan tahunan dan hidup secara simbiosis mutualistic dengan tumbuhan
inangnya.

Fungi endofit yang diisolasi dari jaringan tanaman kebanyakan termasuk
anggota Ascomycetes atau Deuteromycetes (fase aseksual) dan beberapa
Basidiomycetes (Carroll, 1986). Beberapa Oomycetes pun juga terdapat endofit
(Sinclair dan Cerkauskas, 1996). Beberapa anggota endofit Ascomycetes
termasuk dalam kelas Pyrenomycetes, Discomycetes dan Loculoascomycetes.
Selain dari tanaman inang, banyak juga endofit Ascomycetes adalah spesies dari
Cryptoline, Cryptosporiopsis, Phomopsis, Phoma, Fusarium, Alternaria,
Hypoxylon, Xylaria, Taxomyces, Monochaetia, Discostroma, dan Pestalotiopsis
(Bayman et al., 1998; Carroll, 1988; Li et al., 2000; Okane et al., 1996; Strobel et
al., 1996).

2.4 ldentifikasi Molekuler Fungi Endofit

Mengidentifikasi fungi dengan menentukan taksonominya biasanya
didasarkan perbandingan morfologi yang paling menonjol (Lodge et al., 1996;
Sette et al., 2006; Crous et al., 2007; Zhang et al., 2008). Menghubungkan
persamaan morfologi endofit-endofit yang diidentifikasi harus diperhatikan karena
karakteristik morfologi beberapa fungi bergantung medium dan kondisi kultur
yang dapat mempengaruhi vegetatif dan kemampuan seksual (Zhang et al., 2006;
Hyde and Soytong, 2007).

Selanjutnya, metode konvensional sudah tidak dapat diterapkan untuk
mengidentifikasi isolat fungi dikarenakan tidak terjadinya fase sporulasi dalam
kultur, sehingga dikategorikan sebagai mycelia sterilia (Lacap et al., 2003).
Berbagai cara dengan mengubah kondisi pertumbuhan telah dilakukan agar terjadi

tahap sporulasi, seperti media kultur yang berbeda, Potato Dextrose Agar (PDA),
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Malt Extract Agar (MEA), Corn Meal Agar (CMA), Potato Carrot Agar (PCA),
dan Water Agar (WA), serta dimasukkannya jaringan inang ke dalam kultur (Guo
et al., 2000). Namun demikian, sejumlah besar masih belum berhasil dalam
kultur, kejadian mycelia sterilia ini sangat sering ditemukan pada penelitian
endofit (Lacap et al., 2003).

Sebaliknya, teknik molekuler menunjukkan sensitivitas dan spesifisitas
yang tinggi untuk mengidentifikasi mikroorganisme dan dapat digunakan untuk
mengklasifikasikan strain mikroba pada tingkat taksonomi hierarki yang beragam
(Sette et al., 2006). Beberapa penelitian terbaru menunjukkan bahwa metode
genetik ini berhasil digunakan dalam penelitian (Gao et al., 2005; Wang et al.,
2005; Arnold et al., 2007; Ligrone et al., 2007; Sanchez Marquez et al., 2007;
Morakotkarn et al., 2007). Sebagian besar fungi endofitik dideteksi dan
diidentifikasi secara komparatif analisis urutan DNA ribosom, terutama wilayah
ITS (Internal Trancribed Spacer). Misalnya, Harney et al (1997) mengidentifikasi
fungi mikoriza arbuskula dari Artemisia californica menggunakan wilayah ITS.
Guo et al. (2000) dan Lacap et al. (2003) mengevaluasi konsep morfotipe fungi
endofit mengenai mycelia sterilia juga berdasarkan urutan DNA ribosom.
Keanekaragaman fungi endofit yang tinggi terungkap dari Heterosmilax japonica
atau Livistona chinensis menggunakan pendekatan cultivation-independent
dengan menganalisis urutan DNA fungi yang diambil dari jaringan tanaman (Guo
et al., 2001; Gao et al., 2005). Peintner et al. (2003) pertama mencatat
ektomikoriza spesies Cortinarius dari India daerah tropis dan menetapkan posisi
filogenetiknya menggunakan urutan ITS.

Isolasi DNA dan amplifikasi PCR pada daerah ITS rDNA merupakan
tahap awal yang perlu dilakukan dalam identifikasi molekuler. Sekuens DNA
pada daerah ITS rDNA berevolusi lebih cepat dibandingkan daerah gen lainnya
sehingga akan bervariasi pada setiap spesies (White et al., 1990). Hal ini akan
mempermudah dalam identifikasi spesies dengan membandingkan tingkat
kemiripan (homologi) sekuens DNA daerah ITS yang dimiliki suatu fungi dengan

fungi lainnya.
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2.5 Kerangka Konseptual

Fungi endofit kesambi dan ketapang telah diisolasi dan
diperoleh tiga sampel yang berbeda yakni KS;, KS, dan KTy
(Murdiyah, 2017). Kesambi 1 (KS;), Kesambi 2 (KS,),
Ketapang 1 (KT;) belum diketahui jenis spesiesnya sehingga
diperlukan identifikasi ketiga sampel tersebut hingga tingkat
spesies.

Teknik identifikasi dapat dilakukan secara konvensional
namun hasil data yang didapat kurang akurat (Rahayu, 2015)
selain itu kelemahan teknik ini dikarenakan sulitkanya fungi
melakukan tahap sporulasi seksual sehingga diperlukan
teknik identifikasi lain (Lacap et al., 2003).

Identifikasi yang akurat dan cepat adalah menggunakan
teknik molekuler (Rinanda, 2011). Teknik molekuler
menunjukkan sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi untuk
mengidentifikasi mikroorganisme dan dapat digunakan untuk
mengklasifikasikan strain mikroba pada tingkat taksonomi
hierarki yang beragam (Sette et al., 2006) karena sebagian
besar fungi endofitik dideteksi dan diidentifikasi secara
komparatif analisis urutan DNA ribosom.

4

Identifikasi KS;, KS;, dan KT; pada wilayah ITS (Internal
Trancribed Spacer) dimana daerah ini berevolusi lebih cepat
dibandingkan daerah gen lainnya (White et al., 1990), hal ini
akan mempermudah dalam membandingkan tingkat
kemiripan (homologi) sekuens DNA daerah ITS yang
dimiliki antar spesies KS;, KS,, dan KTj.

12
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Penelitian ini termasuk penelitian deskriptif yaitu identifikasi fungi
endofit tanaman kesambi (Schleichera oleosa) dan tanaman ketapang (Terminalia

catappa).

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini akan dilakukan pada bulan Maret sampai Oktober 2018,
bertempat di dua laboratorium yaitu:
a. Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas MIPA Universitas
Jember untuk peremajaan isolat fungi.
b. Laboratorium Bioteknologi Jurusan Biologi Fakultas MIPA Universitas

Jember untuk ekstraksi DNA, amplifikasi PCR, dan elektroforesis.

3.3 Variabel Penelitian
Sampel fungi endofit daun kesambi (Schleichera oleosa) dan ketapang
(Terminalia catappa) yang digunakan adalah 3 sampel yaitu KS;, KS,, dan KT,

yang akan dilihat karakteristik molekulernya masing-masing.

3.4 Definisi Operasional

Untuk menghindari kesalahan penafsiran dalam penelitian, maka perlu
adanya definisi operasional. Adapun istilah yang perlu didefinisikan dalam
penelitian ini adalah sebagai berikut:

a) Endofit adalah suatu organisme yang hidup di dalam tubuh tanaman.
Beberapa organisme tersebut misalnya bakteria, fungi, tanaman, dan serangga
tanaman (Schulz, 2006). Endofit yang digunakan dalam penelitian ini adalah
fungi endofit yang sudah diisolasi (Murdiyah, 2017) yaitu 2 isolat fungi
endosit kesambi (KS;) dan (KS;) dan ketapang (KT3).

13
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b) Teknik identifikasi molekuler fungi adalah teknik analisis rDNA pada fungi
yang memilki daerah konservatif yaitu gen penyandi rDNA 18S, 5.8S dan
28S yang diantaranya terdapat daerah ITS (Internal Transcribed Spacer)
(Gomes et al, 2002). Tahapan identifikasi molekuler dimulai dari ekstraksi
DNA, amplifikasi PCR, elektroforesis kemudian sekuensing (Prihatini, 2014).

c) DNA ribosomal (rDNA) adalah daerah penyandi genom untuk komponen
RNA ribosom (Mulyatni, 2011).

d) ITS (Internal Transcribed Spacer) adalah daerah konservatif yang terdapat
diantara gen penyandi rRNA 18S, 5.8S dan 28S (Gomes et al., 2002; O'Brien
et al., 2005).

e) PCR (Polymerase Chain Reaction) adalah suatu teknik sintesis dan
amplifikasi DNA secara in vitro (Handoyo, 2000).

f) Elektroforesis adalah suatu cara analisis kimiawi yang didasarkan pada
pergerakan molekul-molekul protein bermuatan di dalam medan listrik (titik
isoelektrik) (Pratiwi, 2001).

g) Sekuensing adalah proses atau teknik penentuan urutan basa nukleotida pada
suatu molekul DNA (Rogers, 2011).

h) Pohon filogeni adalah sistem percabangan seperti diagram pohon yang
merepresentasikan kelompok keturunan dari satu nenek moyang yang sama
(Brinkman dan Leipe, 2001).

3.5 Alat dan Bahan Penelitian
3.5.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu peralatan peremajaan
fungi endofit antara lain tabung reaksi, cawan petri, timbangan, beaker glass,
penangas air, tabung reaksi, autoclave, kapas, kertas kayu, incubator, pengaduk,
laminar air flow, jarum ose, bunsen, mikropipet, tip, plastik wrap, dan rak tabung.
Peralatan ekstraksi DNA antara lain mikropipet, tip, spatula, vortex, timbangan
digital, spatula, botol schot, ependorf, tray ependorf, sentrifuge, laminar air flow,
shaker, mortal pistil, dan incubator. Peralatan PCR antara lain glove dan masker

steril, mikropipet, tip, pcr tube, sentrifuge, dan mesin PCR. Peralatan
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elektroforesis antara lain seperangkat alat elektroforesis, elenmeyer, dan UV

transluminator.

3.5.2 Bahan

Dalam penelitian ini, bahan yang digunakan adalah bahan untuk
peremajaan fungi endofit antara lain Potato Dextrose Agar, Aquades, dan
Kloramfenikol 1%, alkohol 70%, kapas, dan sampel fungi endofit KS;, KS;, KT.
Bahan ekstraksi DNA antara lain Tris, NaCl, EDTA, SDS, Aquades steril,
Proteinase K, Phenol Chlorofom Isoamil alcohol, etanol PA, naAc, etanol 70%,
dan ddH20O steril. Bahan kerja PCR antara lain ddH,O steril, PCR master mix,
primer ITS5 dan ITS4, dan template DNA. Bahan running elektroforesis antara
lain gel agarose, aquades steril, buffer TAE, EtBr, DNA loading dye, dan 1 kb
DNA Ladder.

3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Peremajaan fungi

Ketiga sampel fungi endofit yang digunakan yaitu KS;, KS,, dan KT;
adalah koleksi di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas MIPA,
Universitas Jember. Sampel diremajakan dengan media PDA (Potato Dextrose
Agar) dan PDB (Potato Dextrose Broth). Inokulasi fungi endofit dilakukan
dengan metode miring untuk KS; dan KS, sedangkan metode cair untuk sampel
KT. Kemudian pada media PDA yang ditambah dengan kloramfenikol 1% dengan
tujuan mencegah pertumbuhan bakteri. Isolat kemudian diinkubasi selama 2-4
hari pada suhu 27°-29°C (suhu ruang). Saat miselia pada kondisi tersebut
dilanjutkan ke tahap ekstraksi DNA.

3.6.2 Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA fungi endofit berdasarkan yang telah dilakukan oleh
Rakhmana (2015). Miselia diambil sebanyak 50 mg kemudian digerus
menggunakan mortal dan pistil dengan menambahkan buffer lysis yaitu Tris 100
Mm, NaCl 1 M, EDTA 10 mM, SDS 1% dan 45 pL proteinase K. Selanjutnya
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divortex hingga homogen kemudian diinkubasi dengan suhu 55 °C semalaman.
Setelah diinkubasi, disentrifuge 10000x selama 15 menit. Supernatan dipindah ke
ependorf baru, kemudian ditambah PCI satu kali volume dan shake manual.
Sentrifuge lagi selama 10 menit kemudian diambil supernatannya saja dan
dipindahkan ke ependorf baru. Supernatant ditambahkan etanol PA sebanyak 0,8
dan naAC 0,2 dari volume supernatant kemudian ditaruh di suhu -20 °C
semalaman selanjutnya disentrifuge lagi 10.000x selama 10 menit dan setelah itu
etanol dibuang. Pelet DNA ditambahkan etanol 70% kemudian sentrifuge lagi
10.000x selama 10 menit dan setelah itu etanol dibuang dengan memperhatikan
pellet jangan samapi terbuang. Selanjutnya menginkubasi dalam suhu 37 °C
hingga etanol benar-benar menghilang dan hanya tersisa pelletnya saja. Langkah
terakhir menambahkan ddH2O steril sejumlah 25 pL dan menyimpan dalam

freezer suhu -20 °C sampai digunakan.

3.6.3 Amplifikasi PCR

Amplifikasi Polymerase Chain Reaction (PCR) berdasarkan yang telah
dilakukan oleh Huang (2009) menggunakan mesin PCR Biometra TGradient .
Amplifikasi daerah ITS rDNA sampel fungi endofit daerah ITS1 dan ITS2
dilakukan menggunakan pasangan primer ITS4 dan ITS5 sesuai dengan peta
posisi yang dirancang oleh White et al., (1990). Amplifikasi dilakukan dalam
campuran reaksi 50 pl yang masing-masing mengandung 25 pL, primer forward
ITS5 10 pL, primer reverse ITS4 10 uL, ddH,0 2 pL, dan DNA template fungi 3
pL. Siklus termal adalah sebagai berikut: hot start 5 menit pada suhu 95 °C,
diikuti oleh denaturation 1,5 menit pada suhu 94 °C, annealing 1 menit pada suhu
45 °C, dan extension awal 3 menit pada suhu 72 °C, dan 8 menit pada suhu 72 °C

untuk final extension.

3.6.4 Elektroforesis
Elektroforesis berdasarkan yang telah dilakukan oleh Prihatini (2014).
Produk hasil amplifikasi PCR di running elektroforesis pada gel agarose 1% pada
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100 V selama 45 menit dengan marker DNA ladder 1 kb. Gel agarose kemudian
divisualisasi pada UV transilluminator dan gambar diambil menggunakan kamera.
3.6.5 Purifikasi dan Sekuensing

Purifikasi mengikuti prosedur PT. Genetika Science Indonesia, Jakarta
kemudian dilanjutkan tahap sekuensing menggunakan dengan primer 1TS4 dan
ITS5 mengikuti prosedur First BASE, Singapura. Sekuens DNA yang diperoleh
dibandingkan dengan database GenBank di National Center for Biotechnology
Information (NCBI) menggunakan program Basic Local Alignment Search Tool
Algorithm (BLAST). Sekuens tersebut dicocokkan dengan sekuens yang paling
dekat. Sekuens dianggap teridentifikasi tingkat spesies jika lebih dari 95% sesuai
dengan sekuens database. Untuk melihat kesamaan sekuen antara ketiga sampel
menggunakan Multiple Sequences Aligment program Clustal Omega di European
Bioinformatics Institute (www.ebi.ac.uk) hingga membuat pohon filogeni

sederhana.
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3.8 Alur Penelitian

Isolat fungi endofit

l Diremajakan dalam media PDA selama 4-5
hari

Miselium fungi endofit

Direkstraksi menggunakan metode Mishra
(2008)

DNA fungi endofit

lDiampIifikasi menggunakan mesin PCR

Surfaktan DNA fungi endofit

Dipurifikasi dan disekuensing oleh First
BASE Co., Ltd

Sekuens DNA

Dianalisis menggunakan software Bioedit
kemudian dibandingkan dengan database GenBank
di NCBI menggunakan program BLAST

Nama spesies berdasarkan
tingkat kemiripan dengan
database yang telah diperoleh

l

Kesimpulan
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:
Isolat KS; teridentifikasi sebagai spesies Microascus gracilis, sedangkan
isolat KS, teridentifikasi sebagai spesies Rhizopus microsporus, dan isolat KT
teridentifikasi sebagai spesies Rhizomucor pusillus. Hasil analisis filogenik
menunjukkan bahwa ketiga fungi endofit tersebut memiliki kekerabatan yang

jauh karena memiliki banyak perbedaan karakter-karakter genetik.

5.2 Saran
Adapun saran dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

a. Perlu diadakan penelitian lanjutan untuk mengetahui kemampuan Microascus
gracilis, Rhizopus microsporus, dan Rhizomucor pusillus yang dapat
menguntungkan bagi kehidupan organisme lainnya khusunya kehidupan
manusia.

b. Perlu ketelatenan, kedisiplinan, keistigomahan dalam mengerjakan penelitian
molekuler dikarenakan pekerjaan molekuler adalan seni dalam sains dimana
keberhasilannya ditentukan oleh faktor-faktor pada ridha Yang Maha Kuasa
dan diri peneliti.

c. Seharusnya jauh sebelum memulai penelitian dilakukan oprimasi terlebih
dahulu agar ketika sudah memulai penelitian, peneliti fokus terhadap target

yang akan dicari.

30
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Judul Latar Belakang Rumusan Masalah Variabel Indikator Sumber Data P'g/rﬁ?t?;n
Identifikasi Kesambi dalam bidang farmakologis | a. Bagaimana hasil . Variabel: Data sekuens | a. Data a. Model
Molekuler dapat digunakan sebagai antikanker, identifikasi Analisis berupa text primer: penelitian
Fungi Endofit | antioksidan dan antimikroba (Meshram, isolat fungi rDNA ITS file hasil Berdasarkan adalah
Daun Kesambi | 2015). Beberapa organ dari kesambi endofit daun isolat fungi tahap hasil penelitian
(Schleichera telah digunakan untuk pengobatan kesambi dan endofit daun | sequencing pengamatan eksperimental
oleosa) Dan berbagai penyakit pada manusia seperti ketapang kesambi dan | dan data yang laboratorium
Ketapang nyeri, penyakit kulit, borok, disentri, menggunakan ketapang. hasil anaisis dilakukan b. Meremajakan
(Terminalia gigitan ular, dan melindungi dari malaria analisis DNA BLAST pada terhadap isolate kapang
catappa) (Panda, 2014; Patra, 2012; Mahaptma ITS (Internal database identifikasi endofit daun
Berdasarkan dan Sahoo, 2008; dan Ghosh, 2011). Transcribed genebank isolat fungi kesambi dan
rDNA ITS Ketapang dalam bidang farmakologis Spacer)? NCBI. endofit daun ketapang untuk
(Internal mempunyai manfaat menyembuhkan | b. Apakah buku kesambi dan preparasi
Trancribed nyeri sendi, disentri, sariawan, diuretik, buku petunjuk ketapang sampel.
Spacer) kardiovaskuler, kulit, liver, pernafasan, praktikum menggunaka |c. Membuat

gonorrhea, dan insomnia (Pauly, 2001; tentang n analisis isolasi DNA.
dan Thomson et al., 2006). identifikasi rDNA ITS d. Melakukan
Beragam khasiat yang dimiliki kesambi isolat fungi (Internal pengenceran
dan ketapang disebabkan kandungan endofit daun Transcribed DNA
metabolit sekunder terutama pada kesambi dan Spacer). e. Melakukan
bagian daunnya. Namun, perlu diketahui ketapang b. Data amplifikasi
ekstraksi dan pemurnian zat metabolit menggunakan sekunder: PCR dan
aktif dari tanaman obat membutuhkan analisis DNA Didapatkan elektroforesis
biomassa yang besar serta melalui ITS (Internal dari internet, pada gel
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pengambilan sampel yang destruktif
(Murdiyah, 2017). Sehingga dibutuhkan
alternatif lain untuk mengambil khasiat
pada kedua tanaman obat tersebut tanpa
harus merusak tatanan ekologis mereka
di alam (Murdiyah, 2017).

Fungi endofit dianggap sebagai sumber
metabolisme  sekunder baru yang
menawarkan  alternatif  eksploitasi
potensi medis, pertanian, dan industri
secara langsung pada metabolit sekunder
pada tanaman (Strobel et al., 2003).
Fungi endofit umumnya memproduksi
metabolit sekunder yang memiliki
aktivitas biologis yang bermanfaat
seperti misalnya senyawa-senyawa anti
kanker, anti virus, atau anti bakteri
(Noverita, 2009) dan metabolit sekunder
yang dihasilkan memiliki aktivitas yang
lebih  besar dibandingkan aktivitas
senyawa dari tumbuhan inangnya
(Prihatiningtias, 2005).

Isolasi fungi endofit dari daun kesambi
dan ketapang telah berhasil dilakukan
(Murdiyah, 2017) vyaitu isolat fungi
endofit kesambi (KS; dan KS))
berjumlah dua spesies dan satu spesies
fungi endofit ketapang (KT;) yang
semuanya belum teridentifikasi jenis
spesiesnya. Sehingga diperlukan
identifikasi terhadap isolat fungi endofit

Transcribed
Spacer)
menghasilkan
buku yang
layak?

jurnal dan
buku sebagai
pendukung
informasi
yang
dibutuhkan.

agarose 1%.

f. Melakukan
DNA
sequencing dan
analisis data.
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dari daun kesambi dan ketapang.
Identifikasi morfologi secara
makroskopis dan mikroskopis memiliki
kelemahan karena kurang akuratnya
hasil data  sehingga  diperlukan
identifikasi metode lainnya yang lebih
teliti dalam mengidentifikasi identitas
organisme, yaitu metode identifikasi
molekuler (Rahayu, 2015).

Identifikasi molekuler dapat dilakukan
menggunakan daerah ITS (Internal
Trancribed Spacer) ribosomal DNA
(rDNA). Sekuen rDNA region ITS
memiliki variasi sekuen relatif tinggi
pada gen rDNA tiap spesies, sehingga
sangat baik digunakan untuk identifikasi
tingkat genus hingga spesies (Buchan et
al., 2002).

Salah satu hasil yang diperoleh dari
mengidentifikasi  secara  molekuler
adalah sekuens DNA yang selain dapat
dianalisis hingga dapat diketahui
tingkatan  taksonnya, namun juga
mengetahui pendekatan filogenetiknya
(Suparman, 2012). Filogenetik
molekuler merupakan suatu metode
yang sering digunakan hampir disemua
cabang biologi untuk perbandingan
genom dan untuk mengetahui hubungan
antar  spesies  berdasarkan  pohon
kehidupan melalui perhitungan statistika
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urutan basa (YYang dan Rannala 2012).
Berdasarkan latar belakang tersebut
peneliti bermaksud melakukan
penelitian berjudul “Identifikasi
Molekuler Fungi Endofit Daun Kesambi
(Schleichera oleosa) Dan Ketapang
(Terminalia catappa) Berdasarkan rDNA
ITS (Internal Trancribed Spacer).
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D. HASIL SEKUENSING
Sampel KS;

Forward

10 20 30 40 30 60 i 20 20 100
C(NMN N INN INACGCGGAGGG:TCATTACCGAAGTITACTCTTCATACCCT TTTGTGAACAC TACCCCATTIGCCGCGCGTTGCCTCGGCGGGG AGGTCCGCGGGGTTG

Reverse

10 ] 30 40 50 60 0 80 0 100
NN MNINN N INN NNCC TG AT (C GAGGTC:AACCAT CAAGAGAAAGAGGTITCGACGGCTGGCCTCCGCCGGGACCCGATGCGAGGTGCTTTACTACTACGCAGGG G

Forward
TTACCGAAGTTACTCTTCATACCCTTTTGTGAACACTACCCCATTGCCGCGCGTTGCCT
CGGCGGGGAGGTCCGCGGGGTTGCGCTCCGGCGCTCCCCCCGGGCCCCCGLCGGLCa
CGCCGAACTCTTCATTTGCAAAGCGGACTGTATGTTCTGATTATATCTTGAAAAACAA
GTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCGGCAGCAATCTGCCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCGAG
CGCGGTTCGGCCCCTAGCGGGCCGTCCGCCGCCCGGTGTTGGGGCGCTGCGGGLCCTC
GTGCCCGCAGGCCCTGAAATGAAGTGGCGGTCCCGCCGCGGCGCCCCCTGCGTAGTA
GTAAAGCACCTCGCATCGGGTCCCGGCGGAGGCCAGCCGTCGAACCTCTTTCTCTTGA
TGGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGTTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGG

Reverse
ATCCGAGGTCAAACCATCAAGAGAAAGAGGTTCGACGGCTGGCCTCCGCCGGGACCC
GATGCGAGGTGCTTTACTACTACGCAGGGGGCGCCGCGGCGGGACCGCCACTTCATTT
CAGGGCCTGCGGGCACGAGGGCCCGCAGCGCCCCAACACCGGGLGGLGGALCGGCEe
GCTAGGGGCCGAACCGCGCTCGAGGGCAGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCGGC
AGATTGCTGCCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAA
TTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCG
TTGTTGAAAGTTTTGACTTGTTTTTCAAGATATAATCAGAACATACAGTCCGCTTTGCA
AATGAAGAGTTCGGCGCGGCCGGCGGGGGCCCGGGGGGAGCGCCGGAGCGCAACCC
CGCGGACCTCCCCGCCGAGGCAACGCGCGGCAATGGGGTAGTGTTCACAAAAGGGTA
TGAAGAGTAACTTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACG
AC
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
1t Alignments o

Max Total Query E
Description Ident  Accession
score score cover value

1144 1144 100% 00 100% LNB850768.1

1144 1144 100% 0.0 100%
al 1144 1144 100% 00 100% KP1327
mal 1138 1138 100% 00 99%

nscribed spac 1138 1138 100% 0.0 99%
1136 1136 100% 00 99%

al 1136 1136 100% 0.0 99%

Itz 1131 1131 100% 0.0 99% MH8714

trz 1131 1131 100% 0.0 99% WMH859716.1
1118 1118 99% 0.0 99% LME524171

sor 1116 1116 97% 0.0 100% JQ

Sampel KS;

Forward

10 20 30 40 50 60 70 80 £ 100
NNTN ING IN AC TG GG G AGG/TCATTAACTAATGTATTGGCACTTTACTGGGATTITACTTICTCAGTATTGTTTGCTTCTATACTG TG AACCTCTGG CGATG AAG

A\ Mo X e e ety ) ‘ Tl M

Reverse

10 20 30 40 50 60 0 80 %0 100
N NNNNNN NNNCAC TTG ACTT(AGATCATAG T TAAAGATCAT TAAAATATCTGCTGGCTAGCAGAACCCCTAGATTATATGTTTTTTGGTTGGACCAAAAAY

Forward
GAGGATCATTAACTAATGTATTGGCACTTTACTGGGATTTACTTCTCAGTATTGTTTGC
TTCTATACTGTGAACCTCTGGCGATGAAGGTCGTAACTGACCTTCGGGAGAGACTCAG
GACATATAGGCTATAATGGGTAGGCCTGTTCTGGGGTTTGATCGATGCCAATCAGGAT
TACCTTTCTTCCTTTGGGAAGGAAGGTGCCTGGTACCCTTTACCATATACCATGAATTC
AGAATTGAAAGTATAATATAATAACAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCAT
CGATGAAGAACGTAGCAAAGTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATATTCGTGAATCAT
CGAGTCTTTGAACGCAGCTTGCACTCTATGGATCTTCTATAGAGTACGCTTGCTTCAGT
ATCATAACCAACCCACACATAAAATTTATTTTATGTGGTGATGGACAAGCTCGGTTAA
ATTTAATTATTATACCGATTGTCTAAAATACAGCCTCTTTGTAATTTTCATTAAATTAC
GAACTACCTAGCCATCGTGCTTTTTTGGTCCAACCAAAAAACATATAATCTAGGGGTT
CTGCTAGCCAGCAGATATTTTAATGATCTTTAACTATGATCTGAAGTCAAGTGGGACT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATC

Reverse
ATCATAGTTAAAGATCATTAAAATATCTGCTGGCTAGCAGAACCCCTAGATTATATGT
TTTTTGGTTGGACCAAAAAAGCACGATGGCTAGGTAGTTCGTAATTTAATGAAAATTA
CAAAGAGGCTGTATTTTAGACAATCGGTATAATAATTAAATTTAACCGAGCTTGTCCA
TCACCACATAAAATAAATTTTATGTGTGGGTTGGTTATGATACTGAAGCAAGCGTACT
CTATAGAAGATCCATAGAGTGCAAGCTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACGAATAT
GCAATTCACACTAGTTATCGCACTTTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAG
ATCCATTGTTAAAAGTTGTTATTATATTATACTTTCAATTCTGAATTCATGGTATATGG
TAAAGGGTACCAGGCACCTTCCTTCCCAAAGGAAGAAAGGTAATCCTGATTGGCATC
GATCAAACCCCAGAACAGGCCTACCCATTATAGCCTATATGTCCTGAGTCTCTCCCGA
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AGGTCAGTTACGACCTTCATCGCCAGAGGTTCACAGTATAGAAGCAAACAATACTGA
GAAGTAAATCCCAGTAAAGTGCCAATACATTAGTTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACC
TACGGAAACCTTGTTA

Select: Al None Selected:0
IT Alignments ©

Max Total Query E
score score cover value

Description Ident  Accession

1273 100% 0.0
1273 100% 0.0

3 1273 100% 0.0
1273 100% 0.0
3 1273 100% 00
1271 9% 0.0
12711 9% 00
12711 9% 00

1269 100% 0.0

1269 100% 0.0
1267 100% 0.0
1267 99% 0.0

1262 99% 0.0

58 1258 98% 00 99% EF1514421

Sampel KT

Forward

10 20 30 40 50 60 70 80 £ 100
NNIN NG NN NC TG CG G A GITCAT TAAAAAGITGTGGAAATCGTGGTGACCTCTATTGGTGAGCCGCGATTCTICTCCTT TTTGTGAAATGTTCTGAGGGATTGCT

Reverse

10 20 30 40 50 60 70 80 %0 100
N NNNN INNNM NNCCATCTAGTT(AGATC(ATAGTTGA ATTTATTTGTGGTTGATTGACCTT TATACTTGATCATCTCGAAGCACACTGG TAAAAAATTAGAT

I )‘“\ XA e '\o“ I A ‘ W A\

Forward
TAAAAAGTTGTGGAAATCGTGGTGACCTCTATTGGTGAGCCGCGATTCTCTCCTTTTTG
TGAAATGTTCTGAGGGATTGCTCCAGATCTCTCGACCTTTTATTTTACATATTTGATTG
ACTGTTGTTTAACAAATTGAAAGTTTTGGATCAGAAATGATTCAAGACGATAAAATTT
CAAAACAACTTTAAGCAATGGATCACTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGTAGCAA
ATTGCGAAAAGTAATGCGATCTGCAGCCTTTGCGAATCATCGAATTCTCGAACGCACC
TTGCACCCTTTGGTTCATCCATTGGGTACGTCTAGTTCAGTATCTTTATTAACCCCTAA
AGGTTTATTTTTTGATAAATCTTTGGATTTGCGGTGCTGATGGATTTTCATCCGTTCAA
GCTACCCGAACAATTTGTATGTTGTTGACCCTTGATATTTCCTTGAGGGTTTGCATTGG
TATCTAATTTTTTACCAGTGTGCTTCGAGATGATCAAGTATAAAGGTCAATCAACCAC
AAATAAATTTCAACTATGGATCTGAACTTAGATGGGATTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCAA

Reverse
ATCCATAGTTGAATTTATTTGTGGTTGATTGACCTTTATACTTGATCATCTCGAAGCAC
ACTGGTAAAAAATTAGATACCAATGCAAACCCTCAAGGAAATATCAAGGGTCAACAA
CATACAAATTGTTCGGGTAGCTTGAACGGATGAAAATCCATCAGCACCGCAAATCCA
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AAGATTTATCAAAAAATAAACCTTTAGGGGTTAATAAAGATACTGAACTAGACGTAC
CCAATGGATGAACCAAAGGGTGCAAGGTGCGTTCGAGAATTCGATGATTCGCAAAGG
CTGCAGATCGCATTACTTTTCGCAATTTGCTACGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAG
TGATCCATTGCTTAAAGTTGTTTTGAAATTTTATCGTCTTGAATCATTTCTGATCCAAA
ACTTTCAATTTGTTAAACAACAGTCAATCAAATATGTAAAATAAAAGGTCGAGAGATC
TGGAGCAATCCCTCAGAACATTTCACAAAAAGGAGAGAATCGCGGCTCACCAATAGA
GGTCACCACGATTTCCACAACTTTTTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAAC
CTTGTTACG

it Alignments o

Max | Total Query E

Ident ~ Accession
score score  cover value

Description

Rhizomucor pusillus strain HT-M27-L 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 588 ribosomal RNA gene. andinternal transcribed s 1157 1157 100% 0.0 99% KJ5270321

Rhizomueor pusillus genes for small subunit rRNA ITS1, 585 rRNA, ITS2 and large subunit rRNA partial and complete sequence, strain: IFM 46300 1157 1157 100% 0.0 99% AB3699141

Rhizomucor pusillus strain HS-A5 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spac 1142 1142 98% 0.0 100% HQ4042431

Uncultured clone L707-13 185 ribosomal RNA gene, pariial sequence; internal iranscribed spacer 1, 58S ribosomal RNA gene, and intemal 1140 1140 98% 00 100% KF984348 1

Rhizomucor pusillus strain HNOS 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1. 58S ribosomal RNA gene _and internal ranscribed spac 1138 1138 97% 0.0 100% JQ796882.1
1136 98% 0.0 99% KY5830641
1136 97% 0.0 100% KJ948643.1
1136 98% 0.0 99%
1136 98% 00 99%

oooooao

O

HQ4042471

1136 98% 0.0 99%

Rhizomucor pusillus strain AD-C1 18 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5,88 ribosomal RNA gene, and internal spac 1136 1136 98% 0.0 99%

Rhizomucor miehei 185 ribosomal RINA gene, partial sequence: intermal spacer 1,5 8S ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer 2 complete 1134 1134 100% 0.0 9%

Rhizomucor pusillys isolate F18 internal ranscribed spacer 1, partial sequence: 58S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence:an 1134 1134 98% 0.0 99%

Oo0oOoo0o0ooao

Rhizomucor pusillus strain CNRMA 04 210 18S ribosomal RNA gene partial sequence; internal ranscribed spacer 1,5 85 ribosomal RNA gene, andinlemal transcri 1134 1134 98% 0.0  99%
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Alat dan Bahan
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Peremajaan Fungi Endofit

Ekstraksi DNA

Elektroforesis
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