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ABSTRAK

Hanin, Nada Asmara. 2018. Identifikasi Fungi Endofit dari Buah dan Biji Juwet
(Syzygium cumini L.) Skeels Berdasarkan Karakter Morfologi dan Analisis
rDNA ITS (Internal Transcribed Spacer). Skripsi. Jurusan Biologi Fakultas
Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang. Pembimbing Biologi: Prilya Dewi Fitriasari, M.Sc. Pembimbing
Agama: Mujahidin Ahmad, M.Sc.

Kata Kunci : Identifikasi, Fungi endofit, Juwet, Morfologi, rDNA, ITS

Tanaman juwet merupakan tanaman kaya akan manfaat. Semua bagian organ dari
tanaman juwet dapat digunakan sebagai tanaman obat. Salah satu organ tanaman
juwet yang dapat dimanfaatkan sebagai obat adalah buah dan bijinya. Pemanfaatan
tanaman juwet sebagai obat dibatasi oleh musim sehingga diperlukan cara
mengoptimalisasi pemanfaatan juwet tanpa dibatasi musim. Salah satu strategi
adalah mengisolasi fungi endofit dari tanaman inangnya. Identifikasi fungi endofit
dari buah dan biji S. cumini penting dilakukan untuk mengetahui spesies fungi
endofit. Identifikasi dilakukan secara morfologi dan molekuler. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk (1) mengetahui karakter morfologi isolat fungi endofit
dari buah dan biji juwet (Syzygium cumini L.) Skeels. (2) mengetahui spesies isolat
fungi endofit dari buah dan biji juwet (Syzygium cumini L.) Skeels berdasarkan
penanda molekuler. Metode yang digunakan; isolasi fungi endofit, identifikasi
morfologi (makroskopis dan mikroskopis), identifikasi molekuler rDNA ITS
primer ITS1 dan ITS4, sekuensing, dan rekontruksi pohon filogenetika.
Kesimpulan dari penelitian ini adalah (1)karakter morfologi isolat F1 tekstur halus,
seperti kapas, warna abu-abu muda, konidium elips, ada sekat. Isolat F2 seperti
kapas, putih, konidium elips, 2 setulae dan 1 pedeciel. Isolat S1 permukaan kasar,
miselium tipis, coklat muda,tipe a-konidia konidium elips. Isolat S2 tekstur
permukaan halus, seperti kapas, putih, konida hialin. Isolat S3 permukaan rata,
miselium tipis, warna putih, konidia elips, ujung tumpul, hialin. (2) berdasarkan
penanda molekuler rDNA ITS spesies isolat fungi endofit dari buah dan biji juwet
(Syzygium cumini L.) Skeels isolat F1 Neofusicoccum parvum, isolat F2
Pestalotiopsis vismiae, isolat S1 Phomopsis sp., isolat S2 Colletotrichum
fructicola, dan isolat S3 Phomopsis sp.
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ABSTRAC

Hanin, Nada Asmara. 2018. Identification Endophytic Fungi from Fruit and
Seed Jambolana (Syzygium cumini L.) Skeels Based on Morphology
Character and rDNA ITS (Internal Transcribed Spacer) Analysis.
Skripsi. Biology Departement Science and Technology Faculty Islamic
University of Maulana Malik Ibrahim Malang. Lecture of Biology:
Prilya Dewi Fitriasari, M.Sc. Lecture of religion: Mujahidin Ahmad,
M.Sc.

Keywords: Identification, Endophytic Fungi, Jambolana, Morphology, IDNA, ITS

Jambolana (Syzygium cumini L.) Skeels is a plant that is rich in benefits. All the
organs from jambolana can be used as medical plant. One of organs that can be
used as medicine is fuit and seeds. Jambolana is seasonal fruit. A strategy to
optimize usege Jambolana without limitation of seasonal is isolation endophytic
fungi. Identification of endophytic fungi from S. cumini it is important to know
the species of endophytic fungi. ldentification using morphology character and
moleculer. The purpose of this study are to (1) to know the morphological
character of endophytic fungi isolates from fruit and seeds Jambolana (Syzygium
cumini L.) Skeels. (2) to know the species of endophytic fungal isolates from fruit
and seeds Jambolana (Syzygium cumini L.) Skeels based on molecular markers.
The method used; isolation of endophytic fungi, morphologic identification
(macroscopic and microscopic), identification of rDNA ITS, sequencing, and
reconstruction of phylogenetic trees. The results of this study were (1) based on
the morphology character of F1 fine texture isolate, such as cotton, light gray
color, elliptical conidium, there is bulkhead. Isolate F2 is a rough surface, such as
cotton, white, elliptical conidium, 2 setulae and 1 pedeciel. S1 surface is coarse,
thin, light brown, a-conidia conidial ellipse type. Isolate S2 fine surface texture,
such as cotton, white, hyaline konida. Isolate S3 surface flat, thin mycelium, white
color, conidia ellipse, blunt tip, hyaline. (2) based on the rDNA molecular marker
of the isolate of endophytic fungi isolates of juwet fruits and seeds (Syzygium
cumini L.) F1 isolates Neofusicoccum parvum, F2 isolates Pestalotiopsis vismiae,
isolates S1 Phomopsis sp., Isolates S2 Colletotrichum fructicola, and isolate S3
Phomopsis sp .

XVi



Cogmypdly STl e (s @by cdeuy) kil wad 2018 el ws, e
rDNA  zdi Ly L, 0 ~1 e sl Skeels (Syzygrum cumini L.y
L o) sl e b k) et (Internal Transcribed Spacery ITS
L3 132Vl el ) Sl Y g e S BByl st e ) 1Sy el 2SS

MLU ot pals ZQ.g.JJ\ dj&l\ csﬂ:.,..;.-ll\ cLS)Lngjjeé & 2>

TDINA ITS, i o 55,505 e b s bY) Ldll g i tans ) LIS
O 0588 ol syl slal e WAL 5 B ol Ol e dals e e
Aot o 98 302 B30 oy Ol Pl L pddly Sl s bl ab SULST | ey
Sl o gyl kil i me b Sl moYl ] B3ga2 cu Ml D93 Cus e
Skl e g 5 O OY e sa S cumunI iy o1 e b syl L il
Ao by ol Slaall il (1) b ol lin n A Uy Lty L 56 50 0308 b g3
2y . (Syzygium cumini L.y Skeels w4y 71501 o o sli¥) ol aill &y 54l
(Syzygium cumini L.y ey, i)y 451580 o b ssY) S Ll g 5all a1 531 wad
Ao slgby ol Wad y ¢ by ol bl Jje s dedsnnl) 3k k) g b ol ol Skeels
SesYlsste) ¢ fdedlly ITS4, TTST ol IDNA ITS 251 sad 5 o(@ 4815 aslal
S oo o FL o i 3, 0 il (1) ool bin ol 01573 i 5 s e
0S¢ aaWly ool oo Jju F2 el Gl g il adadll g yailS” ¢ oolo ) 051 ol
S o aad; 8 skl (2l e a ST U4 pedeciel 1, setulae 2 ¢ el ol
MUy caelly il oo (o2l mladl o 82 Jjm L jaildl sbadll ppadlS Lol W g
3B N aild) wadl) Ladlly ¢ GaeVly 328 )1 8, ) (i mlad) 6 S35 Lol
ST e b g Y Wysall Skl ¢ 15V IDNATTS  an b adle Je ol (2) oLl
Neofusicoccum » F1 J;e4 Skeels (Syzygium cumini L.y <, e,
Jsdy «Phomopsissp. s» S1J;0 « Pestalotiopsis vismiae o F2 ;) . parvum

Phomopsissp s» S3 J ;414 « Colletotrichum fructicola ;» S2

XVii



BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang
Allah & berfirman dalam surat As-Syu’araa (26) ayat 7 — 8:
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Artinya: “dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik? Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat suatu
tanda kekuasaan Allah. dan kebanyakan mereka tidak beriman.” (QS.
As-Syu’araa’/26:7 - 8).

Kalimat ~_S zs) pada surat Asy-Syu’araa’ ayat 7 menurut Al-Mahalli dan
As-Syuthi (2010) memiliki makna “bermacam-macam jenis tumbuh-tumbuhan
yang baik.” Menurut Al-Qurthubi (2009) memiliki makna “Tanaman mulia,
tanaman unggul.” Menurut Ar-Rifa’i (2008) memiliki makna “Jenis tumbuh-
tumbuhan yang baik dan bermanfaat.” Menurut Shihab (2002) zs) berarti
“pasangan.” Pasangan yang dimaksud adalah tumbuh-tumbuhan, karena
tumbuhan muncul di celah-celah tanah yang terhampar di bumi. Selanjutnya kata
4Y pada ayat 8 memiliki makna “bukti yang menunjukkan kesempurnaan
kekuasaan Allah.”

Berdasarkan firman Allah % dan beberapa tafsir di atas, manusia
diperintahkan untuk memperhatikan bumi tentang macam-macam tumbuhan yang

hidup di bumi. Kata “berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik” ini dapat

dijelaskan sebagai tumbuhan yang memiliki manfaat misalnya sebagai tanaman



obat. Dengan mengetahui berbagai macam tumbuhan yang baik sebagai obat
dapat menunjukkan tanda kekuasaan Allah i atas segala sesuatu.

Salah satu tanaman yang digunakan sebagai tanaman obat adalah tanaman
juwet (Syzygium cumini) (L.) Skeels. Tanaman juwet merupakan salah satu
spesies dari famili jambu-jambuan (Myrtaceae) (Chase and Reveal, 2009).
Tanaman ini termasuk dalam golongan buah tropis Asia (Sivasubramaniam and
Selvarani, 2012). Buah ini memiliki nama lain diantaranya Myrtus cumini Linn.,
Syzygium jambolana DC., Syzygium jambolanum (Lam.) DC., Eugenia djouant
Perr., Calyptranthes jambolana Willd., Eugenia cumini (Linn.) Druce. dan
Eugenia caryophyllifolia Lam. (Ayyanar and Pandurangan, 2012). Di Indonesia
buah ini memiliki nama lokal diantaranya jambu koliong (Riau), jambulan
(Flores), Jambu Kalang (Minangkabau), Juwet (Betawi), jujutan (Bali), Juwet atau
duwet (Jawa) (Heyne, 1987).

Tanaman juwet merupakan tanaman yang kaya akan manfaat. Semua bagian
organ dari tanaman juwet dapat digunakan sebagai tanaman obat dalam
pengobatan alternatif (Reynetron et al., 2005). Organ-organ tanaman tersebut
memiliki senyawa metabolit sekunder yang berbeda-beda pada setiap organ.

Salah satu organ tanaman juwet yang dapat dimanfaatkan sebagai obat adalah
organ buahnya. Pemanfaatan dari buah juwet ini digunakan sebagai antioksidan
(Brito et al., 2007), antikanker (Li et al., 2009), antihyperlidemic (Rekha et al.,
2010). Hal ini dikarenakan buah juwet mengandung asam malat dan sejumlah
kecil asam oksalat, gallic acid, tanin, antosianin, flavanoid, glukosa, fruktosa,

mannose, dan galaktosa. Mineral yang terkandung dalam buah juwet meliputi Ca,



Mg, Na, K, Cu dan vitamin seperti tiamin, riboflavin, asam nikotinat (Veigas et
al., 2007; Vijayanand et al., 2001).

Organ lain dari tanaman juwet yang banyak dimanfaatkan adalah bijinya.
Pemanfaatan dari biji juwet ini digunakan sebagai obat diabetes (Farswana et al.,
2009), antioksidan (Loganayaki and Manian, 2010), antibakteri (Meshram et al.,
2011), antiinflamasi (Kumar et al., 2008), tukak lambung (Chaturvedi et al.,
2007). Hal ini dikarenakan biji juwet mengandung alkaloid, jambosine, glikosida
jambolin atau antimellin, asam ellagic, flavonoid, fenolat, protein, dan kalsium
(Sagrawat and Kharya, 2006).

Tanaman juwet merupakan tanaman musiman atau tahunan. Di Pulau Jawa,
pohon juwet berbunga pada bulan Juli sampai Agustus dan berbuah pada bulan
September sampai Oktober (Rohadi, 2016) sehingga buah juwet hanya dapat
ditemukan pada bulan dimana juwet sedang berbuah. Pemanfaatan tanaman juwet
sebagai obat yang dibatasi oleh musim diperlukan suatu cara untuk
mengoptimalisasi pemanfaatan tanaman juwet pada saat musimnya. Strobel &
Daisy (2003) menjelaskan salah satu strategi pengoptimalisasian tanaman yang
hanya tumbuh pada musim tertentu adalah dengan mengisolasi mikroba endofit
dari tanaman inangnya.

Mikroba endofit adalah mikroba yang hidup pada jaringan internal tanaman
inang tanpa menyebabkan kerusakan pada tanaman inang (Bacon, 2000).
Senyawa-senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh mikroba endofit dapat

memproduksi sejumlah besar metabolit sekunder yang dapat dimanfaatkan dan



diterapkan oleh manusia sebagai sumber obat berbagai penyakit (Zhang et al.,
2006; Firakova et al., 2007; Rodriguez et al., 2009).

Mikroba endofit pada umumnya terdiri atas golongan fungi dan bakteri
(Prasetyoputri, 2006). Bakteri adalah mikroba golongan prokariotik, sedangkan
fungi adalah mikroba golongan eukariotik (Schulz & Boyle, 2006). Fungi endofit
pada penelitian ini dijadikan sebagai kandidat yang akan diisolasi. VVolume sel
dari organisme eukariotik lebih besar dari organisme prokariotik (Subowo, 2011).
Menurut Fahn (1991) menjelaskan organisme eukariotik memiliki organel
vakuola. Salah satu fungsi vakuola adalah menyimpan beberapa hasil reaksi kimia
dan reaksi metabolism diantara senyawa metabolit sekunder.

Beberapa fungi endofit dapat menghasilkan beragam fitokimia-metabolit
sekunder yang berasal dari tanaman, fungi endofit lainnya bisa mempromosikan
pembentukan dan akumulasi metabolit sekunder yang hanya diproduksi oleh
tanaman inang (Wang, 2006).

Allah & berfirman di dalam Al-qur’an surat An-Nahl ayat 13 yaitu:
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Artinya: “ Dan (Dia juga mengendalikan) apa yang diciptakan untukmu di
bumi ini dengan berbagai jenis dan macam warnanya. Sungguh,

pada yang demikian itu benar-benar terdapat tanda-tanda

(kebesaran Allah) bagi kaum yang mengambil pelajaran.” (OS.
An-Nahl/16:13).

Menurut Ibnu Katsir (2004) menguraikan tentang surat An-Nahl ayat 13
bahwa makna < liilis adalah “Berbagai macam warna dan bentuknya termasuk
kegunaan dan keistimewaannya.” Menurut Shihab (2002) bermakna “Aneka

makhluk hidup yang berlainan bentuk dan ciri-cirinya.” Sedangkan menurut



menurut Al-Mahalli dan As-Syuthi (2010) bermakna “(dengan berlain-lainan
warnaya) seperti ada yang merah, kuning, hijau dan sebaginya.” Menurut Al-
Qurthubi (2009) makna \iliae adalah “Berlain-lain,” san kalimat <5 memiliki
makna “Macam-macamnya’ adalah bentuk pada penampilannya.”

Berdasarkan firman Allah & dan beberapa tafsir di atas makna “berbagai jenis
dan macam warnanya” dalam surat An-Nahl ayat 61 tersebut dapat dikaitkan
tentang berbagai macam makhluk hidup ciptaan Allah & salah satunya adalah
fungi endofit. Terdapat berbagai jenis warna, bentuk, karakter morfologi, susunan
DNA, manfaat dari fungi endofit yang berkoloni pada tanaman inang juwet.

Hal ini yang mendasari diperlukan pengidentifikasian fungi endofit penting
untuk dilakukan, sehingga dapat diketahui jenis dari isolat yang didapatkan.
Pengidentifikasian fungi endofit dilakukan dengan cara identifikasi berdasarkan
karakter morfologi. Pengidentifikasian morfologi dilakukan secara makroskopis
dan mikroskopis. Identifikasi secara morfologi penting dilakukan, karena setiap
jenis fungi memiliki karakter morfologi yang berbeda-beda dan dapat menjadi ciri
khusus suatu genus bahkan spesies.

Identifikasi secara morfologi memiliki kekurangan diantaranya proses
identifikasi dapat menimbulkan kesalahan pengidentifikasian pada spesies-spesies
yang berkerabat dekat (Singh, 2012). Oleh karena itu, disamping idendifikasi
morfologi pengidentifikasian secara molekuler juga perlu dilakukan. Menurut Fell
(2000) menjelaskan identifikasi spesies secara molekuer dapat mendapatkan hasil

identifikasi yang tepat dan akurat pada spesies.



Identifikasi secara molekuler pada penelitian ini  menggunakan karakter
pengenal daerah Internal Transcribed Spacer (ITS) DNA ribosom. Menurut
Vicente et al., (2005), pemilihan DNA ribosom untuk tujuan identifikasi suatu
organisme didasarkan pada: (1) sifat homolog pada berbagai organisme yang
berbeda, (2) terdapat banyak di dalam sel, (3) sekuennya berkisar 500 — 800 bp
sehingga memungkinkan dilakukannya uji statistik untuk melihat perbedaannya
satu sama lain.

Daerah ITS merupakan daerah yang memiliki variasi sekuen tinggi. Hal ini
dikarenakan pada daerah tersebut merupakan daerah noncoding yang memiliki
laju mutasi lebih tinggi daripada daerah coding (James, 1996). Dengan demikian,
analisis molekuler berupa perbandingan daerah ITS rDNA dapat dilakuakan pada
beberapa spesies yang berkerabat dekat.

Analisis molekuler dilakukan melalui konstruksi sejarah evolusi dan hubungan
evolusi antara keturunan dengan nenek moyangnya berdasarkan pada kemiripan
karakter sebagai dasar dari perbandingan (Lipscomb, 1998). Jenis analisis yang
diketahui dengan baik adalah analisis filogenetika. Salah satu diantara tujuan
filogenetika adalah mengkonstruksi dengan tepat hubungan antara organisme dan
mengestimasi perbedaan yang terjadi dari satu nenek moyang kepada
keturunannya (Li et al., 1999). Berdasarkan analisis, sekuen yang mempunyai
kedekatan dapat diidentifikasi dengan menempati cabang yang bertetangga pada
pohon filogenetika. Hubungan filogenetika diantara gen organisme atau kelompok

organisme dapat memprediksikan kemungkinan fungsi yang ekuivalen.



Identifikasi fungi endofit dari buah dan biji S. cumini penting dilakukan untuk
mengetahui spesies fungi endofit sebagai aplikasi peningkatan senyawa bioaktif
dari tanaman inang. Hal ini yang melatarbelakangi tentang penelitian identifikasi
fungi endofit dari buah dan biji juwet (Syzygium cumini L.) Skeels berdasarkan
karakter morfologi dan analisis DNA ITS (Internal Transcribed Spacer).

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:

1. Bagaimana karakter morfologi isolat fungi endofit dari buah dan biji juwet

(Syzygium cumini L.) Skeels?

2. Apa saja spesies isolat fungi endofit dari buah dan biji juwet (Syzygium cumini

L.) Skeels berdasarkan penanda molekuler rDNA ITS?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk:

1. Mengetahui karakter morfologi isolat fungi endofit dari buah dan biji juwet

(Syzygium cumini L.) Skeels.

2. Mengetahui spesies isolat fungi endofit dari buah dan biji juwet (Syzygium
cumini L.) Skeels berdasarkan penanda molekuler.
1.4 Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah:

1. Terdapat beberapa isolat fungi endofit dari buah dan biju juwet (Syzygium
cumini L.) Skeels dengan karakter morfologi dan jenis yang berbeda-beda.
2. Terdapat isolat fungi endofit dari buah dan biju juwet (Syzygium cumini L.)

Skeels dengan jenis spesies yang berbeda-beda.



1.5 Manfaat
1.5.1 Manfaat Akademis
Manfaat dari penelitian ini adalah:

1. Hasil penelitian ini diharapkan dapar memberi informasi tentang jenis
spesies fungi endofit dari buah dan biji juwet (Syzygium cumini L.) Skeels
berdasarkan karakter morfologi dan penanda molekuler.

2. Dapat memberi informasi keanekaragaman fungi endofit (Syzygium cumini

L.) Skeels.

1.5.2 Manfaat Praktis
Manfaat dari penelitian ini adalah:

1. Eksplorasi fungi endofit ini adalah untuk memanfaatkan keuntungan dari
fungi endofit yang dapat mempromosikan akumulasi metabolit sekunder
yang awalnya hanya diproduksi oleh tanaman inang saja.

2. Dapat memanfaatkan fungi endofit sebagai penghasil senyawa obat.

1.6 Batasan Masalah

Batasan masalaha dari penelitian ini adalah:

1. Buah dan biji Syzygium cumini (L.) Skeels ini diambil dari pohon berada pada
wilayah Kabupaten Malang, desa Dampit.

2. ldentifikasi fungi endofit menggunakan pengamatan morfologi (makroskopis
dan mikroskopis) dan molekuker.

3. Primer yang digunakan adalah ITS1 dan ITS4.

4. Tingkat similaritas yang digunakan untuk blast spesies 99%.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Juwet (Syzygium cumini L.) Skeels
2.1.1 Klasifikasi
Klasifikasi Syzygium cumini (L.) Skeels adalah (Dasuki, 1991):
Kingdom : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Sub Kelas : Rosidae
Ordo : Myrtales
Famili : Myrtaceae
Genus : Syzygium
Spesies  : Syzygium cumini (L.) Skeels
2.1.2 Botani Umum
Allah & berfirman di dalam Al-Qur’an surat Al-An’am (6) ayat 141
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Artinya: “Dan Dialah yang menjadikan tanaman-tanaman yang
merambat dan yang tidak merambat, pohon kurma, tanaman
yang beranekaragam rasanya, zaitun dan delima yang serupa
(bentuk dan warnanya) dan tidak serupa (rasanya). Makanlah
buahnya apabila ia berbuah dan berikanlah haknya (zakatnya)
pada waktu memetik hasilnya, tapi janganlah berlebih-lebihan.
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Sesungguhnya Allah tidak menyukai orang-orang yang
berlebih-lebihan. ” (Q.S.Al-An’am (6): 141).

Kalimat e ye 5 leadia gl )l 523305 pada surat Al-An’am (6) ayat 141
menurut Al-Mabhalli dan As-Syuthi (2010) memiliki makna “(dan zaitun dan
delima yang serupa) dedaunannya; menjadi hal (dan tidak sama) rasa
keduanya.” Menurut Al-Jazairi (2006) kalimat iic memiliki makna “yang
mempunyai kemiripan daun, akan tetapi berbeda buah dan rasanya.”
Menurut  Ali (1989) memiliki makna “Setiap buah walaupun memiliki
persamaan jenis, akan memiliki perbedaan diantaranya bentuk, ukuran,
warna, khasiat, dan sebagainya.”

Berdasarkan tafsir tersebut menjelaskan tentang berbagai jenis tanaman
yang memiliki karakteristik morfologi dan manfaat masing-masing. Delima
merupakan salah satu tumbuhan yang disebutkan di dalam Al-Qur’an dan
merupakan buah surga sehingga buah ini pasti memiliki manfaat bagi
kehidupan manusia. Ditinjau dari taksonomi, Delima merupakan salah satu
dari Ordo Myrtales. Selain delima, tanaman lain dari Ordo Myrtales adalah
tanaman juwet. Manusia sebagai ulul albab harus menggali sumber-sumber
informasi sesuai dengan kutipan “delima yang serupa (bentuk dan warnanya)
dan tidak serupa (rasanya)”. Hal ini dapat ditinjau dari tanaman lain yang
serupa satu ordo dengan buah delima, contohnya adalah mengeksplorasi
tanaman juwet.

Tanaman juwet merupakan tanaman yang digolongkan kepada tumbuhan
berbiji atau tumbuhan tingkat tinggi yang ditandai oleh ciri- ciri berikut;

1.)Pembentukan tabung sari oleh serbuk sari setelah penyerbukan,
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2.)Dihasilkan biji yang umumnya mengandung sebuah embrio atau tumbuhan

baru yang dorman. Tumbuhan baru ini akan berkecambah pada lingkungan

baru yang sesuai (Cronquist, 1981).

Golongan tumbuhan berbiji dibagi menjadi dua kelompok besar yang memiliki
perbedaan atas dasar perlindungan terhadap bakal biji (ovul) sebelum dan sesudah
pembuahan, yaitu tumbuhan berbiji terbuka (Pinophyta) dan tumbuhan berbiji
tertutup (Magnoliophyta) (Cronquist, 1981). Tanaman juwet digolongkan pada
tumbuhan biji tertutup. Hal ini dikarenakan memiliki bakal biji tertutup sempurna
yang dinamakan sebagai bakal buah (Verheji & Coronel, 1997).

Sifat-sifat utama dari divisi Magnoliophyta adalah: 1) adanya trakea dalam
xylem; 2) adanya elemen tapis (“sieve elemen”) dan sel pengantar dalam floem;
3) kantung embrio dengan delapan inti (satu telur, dua sinergid, tiga antipoda, dan
dua inti polar; 4) pembuahan ganda; 5) karpel yang menutup (Cronquist, 1981).

Divisi Magnoliophyta mencangkup semua tumbuhan yang berbiji tertutup.
Kelompok ini terdiri dari dua anak kelompok besar yaitu tumbuhan berkeping biji
satu (Monocotyledon) dan tumbuhan berkeping biji dua (Dicotyledon). Untuk
memenuhi aturan-aturan pada kose Internasional Tata Nama Tumbuhan,
digunakan nama latin yaitu untuk Kelas Magnoliopsida untuk untuk tumbuhan
berkeping biji dua dan Kelas Liliopsida untuk tumbuhan berbiji satu. Tanaman
juwet digolongkan pada kelas Magnoliopsida, hal ini karena juwet adalah
tanaman biji berkeping dua (Angiospermae) (Verheji & Coronel, 1997).

Sifat-sifat utama dari kelas Magnoliopsida adalah berkeping biji dua, ikatan

pembuluh dalam satu lingkaran, sistem akar adalah primer dan adventif, habitus
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adalah berkayu. Kelas dari Magnoliopsida terdiri dari enam anak kelas. Tanaman
juwet ini digolongkan pada anak kelas (sub kelas) Rosidae. Hal ini dikarenakan
bunganya mempunyai banyak stamen yang masak dengan urutan sentripetal.,
ovula bitegmik atau unitegmik, crassinucellate atau tenuicellate (Cronquist, 1981).
Tanaman juwet digolongkan ke dalam famili Myrtaceae. Ciri dari famili ini
adalah; perawakan pohon, mengandung minyak atsiri (macam-macam
monoterpen, sequterpen, triterpen, polifenol), bertanin, kadang-kadang
menghasilkan saponin, kulit batang mudah mengelupas, daun tersebar, tunngal.
Stipula tereduksi, baunga dalam macam-macam simosa, stamen banyak, Pohon
juwet memiliki ciri kulit tebal dan mudah mengelupas. Tinggi pohon sekitar 1 — 2
meter, diameternya sekitar 40-90 cm, batang bercabang banyak, daunnya tunggal,
bentuk daun bulat telur terbalik, pangkal lebar, tepinya rata, tulang daun menyirip,
permukaan daun mengkilap, daun warna daun hijau (Verheji & Coronel, 1997).
Pohon juwet memiliki bunga majemuk malai cabang yang berjauhan, bunga
duduk, tumbuh pada area tepi daun di ujung percabangan, kelopak bunga
berbentuk lonceng warna hijau muda, mahkota bunga berbentuk bulat telur, benag
sari banyak, warna putih, bau harum, bakal buahnya 2-3 ruang, tangkai putik 6-7
mm. Tanaman juwet memiliki buah berwarna ungu gelap kehitaman. Buah
berdaging, buni, lonjong, panjang sekitar 2-3 cm, buah muda warna hijau,
sedangkan buah yang masak berwarna ungu kehitaman, buah bergerombol.

Morfologi tanaman juwet disajikan pada gambar 2.1. (Pradhanan, 2016).



Gambar 2.1 Morfologi Tananaman Juwet
a) Buah, b) Biji, ¢) Bunga dan Daun, d) Pohon (Pradhanan, 2016)

2.1.3 Distribusi dan Habitat

Tanaman Juwet adalah tanaman yang berasal dari Asia dan Australia tropis.
Tanaman ini terdistribusi pertumbuhannya di Bangladesh, India, Nepal, Pakistan
dan Indonesia (Srivastava and Chandra, 2013). Tanaman juwet dapat tumbuh pada
pekarangan atau tumbuh liari. Juwet dapat tumbuh di dataran rendah sampai
ketinggian 500 m dpl (Dalimatra, 2003; BPPT, 2005).

Tanaman juwet dapat tumbuh baik pada daerah ketinggian sekitar 1800 m
dpl. tanaman ini dapat tumbuh pada daerah tanah berpasir, kering, tanah lempung,
bahkan daerah berkapur. Tanaman ini kurang optimum pertumbuhannya pada

daerah lembab atau tanah basah (Morton, 1987).
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2.1.4 Masa Berbuah

Tanaman juwet memiliki masa perbungaan yang berbeda-benda antar negara.
Di India dan Floprida, juwet berbunga pada bulan Februari sampai bulan Maret.
Di Filiphina, juwet memulai perbungaan sekitar pertengahan bulan Mei sampai
pertengahan bulan Juni. Di Sri Langka, juwet mulai perbungaan pada bulan Mei
hingga Agustus, sedangkan di Indonesia tanaman Juwet mulai perbungaan pada
bulan Juli sampai Agustus dan buah matang bulan September hingga Oktober
(Morton, 1987). Pembentukan buah juwet berlanggsung sekitar 32 hari setelah
masa perbungaan. Buah yang matang ditandai dengan warna ungu kehitaman
(Chaudhary and Mukhophadyay, 2012).

2.1.5 Manfaat Tanaman Juwet

Tanaman juwet merupakan tanaman yang kaya akan manfaat. Semua bagian
organ dari tanaman juwet dapat digunakan sebagai tanaman obat dalam
pengobatan alternatif. Menurut Reynetron et al., (2005) pada beberapa negara,
buah ini telah digunakan sebagai obat berbagai macam penyakit, termasuk batuk,
diabetes, disentri, peradangan dan kurap.

Pemanfaatan dari buah juwet ini digunakan sebagai antioksidan (Brito et al.,
2007), antikanker (Li et al., 2009), antihyperlidemic (Rekha et al., 2010). Daging
buahnya dapat digunakan sebagai bahan dasar minuman.  Pemanfaatan dari biji
juwet ini digunakan sebagai obat diabetes (Farswana et al., 2009), antioksidan
(Loganayaki and Manian, 2010), antibakteri (Meshram et al., 2011), antiinflamasi
(Kumar et al., 2008), tukak lambung (Chaturvedi et al., 2007). Daunnya

digunakan sebagai pakan ternak dan dimanfaatkan sebagai pakan ulat sutera.



15

Ekstrak daunnya dapat dimanfaatkan sebagai penghasil minyak esensial yang
digunakan sebagai bahan dasar parfum (Chaturvedi et al., 2007).

2.1.6 Fitokimia Tanaman Juwet

Tanaman juwet memiliki senyawa kimia yang beragam. Setiap bagian
organ memiliki kandungan fitokimia yang berbeda-beda. Fitokimia dari organ
tanaman juwet yaitu disajikan pada tabel 2.1(Pradhanan, 2016):

Tabel 2.1. Kandungan kimia pada masing-masing bagian tabaman juwet (S. cumini)

No Bagian Kandungan
Tanaman
1 Daun Zat glukosida, flavanol, qurectein, myricetin trifenoid,
esterase, karbon, dan tannin
2 Kulit Batang Asam betulinic, friyedelin, epifriedelanol, psitosterol,

eugenin dan fatty asam ester dari epi-friedelanol, pB-
sitosterol, querecetin kaempferol, myricetin, asam galie dan
asam ellagik, bergenis, flavonoids, dan tanin.

3 Bunga Zat kaemferol, qurecetin, myricetin, isoqueretin, myricetin-
3-L-Arabinoside,qurecetin-3-D-galactoside,
dihydromyricetin, asam-aleanolic, eugeno-triterpenoid A,
dan eugenol-triterpenoid B

o

Akar flavonoid, glycoside dan isorhamnetin3-O-rutinoside

5 Buah rafinosa, glucose, fructose, asam sitrik, asam mallic, asam
gallik, anthocyanin, tannin, delphinidin-3-gentiobioside,
eyanidindicli glycoside, petunidin dan malvidin, favlanoid

6 Biji glucoside, phenolic, trace pale yellow essential oil,
chlorophyll, fat, resin, gallic acid, ferulic acid guaicol,
resorcinol, dimethyl ether, corilaginin, protein, calcium,
cumminoseide, tanin, favlanoid, histamin, serotonin

2.2 Fungi Endofit

Mikroba endofit adalah mikroba yang hidup di dalam jaringan tanaman yang
tidak terpapar udara dan tidak menginduksi penyakit pada tanaman inang.
Mikroba ini tidak menimbulkan penyakit, dan bahkan dapat mensintesis sejumlah
alkaloid seperti ergopeptida, loline, lolitrem, dan peramine pada saat terjadi
fotosintesis pada tanaman inang. Zat tersebut berfungsi sebagai racun dan atau

pertahanan terhadap nematoda, serangga, serta mamalia herbivora. Lolitrem
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bersifat neurotoksin terhadap mamalia dan dapat mengakibatkan kematian ternak
pada padang rumput yang terinfeksi berat oleh endofit (Strobel & Bryn, 2003).

Fungi endofit merupakan salah satu elemen yang paling penting dalam
ekosistem yang memiliki pengaruh signifikan terhadap pertumbuhan dan
perkembangan tanaman inang. Pengetahuan tentang hubungan antara fungi
endofit dan tanaman inang belum dieksplorasi secara mendalam. Memahami dan
mengeeksplorasi hubungan antara fungi endofit dan tanaman inang tersebut dapat
memfasilitasi produksi yang ideal kandungan metabolit sekunder tanaman yang
lebih baik dengan memanipulasi kondisi pertumbuhan tanaman inang, misalnya,
menambahkan kelompok tertentu dari fungi endofit pada tanaman untuk
meningkatkan kualitas dan kuantitas obat.

Fungi endofit Ascomycetes berada dalam jaringan internal tanaman di bawah
lapisan sel epidermis, di mana fungi endofit ini berada dalam jaringan sehat dan
hidup melalui infeksi diam (Bacon, 2000). Ada keanekaragaman hayati yang
besar dari fungi endofit terjadi secara alami di daerah beriklim sedang dan hutan
hujan tropis, di mana sekitar 300.000 spesies tanaman inang terestrial
didistribusikan. Setiap spesies tanaman host memiliki satu atau lebih spesies
fungi endofit. Fungi endofit adalah kelompok polifiletik mikroorganisme, dan
dapat berkembang asimtomatik dalam jaringan sehat dari tanaman yang hidup di
atas atau di bawah tanah, termasuk batang, daun, akar, buah dan biji (Faeth and
Fagan, 2002).

Beberapa fungi endofit dapat menghasilkan beberapa hormon tanaman yang

dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman inang (Wagas et al., 2012). Beberapa
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fungi endofit juga dapat menghasilkan senyawa bioaktif seperti alkaloid,
diterpenes, flavonoid, dan isoflavonoid untuk meningkatkan ketahanan terhadap
cekaman biotik dan abiotik dari tanaman inang mereka (Firakova et al., 2007;
Rodriguez et al., 2009).
2.3 Asosiasi Fungi Endofit dengan Tanaman Inang

Fungi endofit merupakan mikroba yang hidup pada jaringan tanaman tanpa
menyebabkan sifat patogenitas. Fungi endofit ini hidup berpasangan dengan
tanaman inang yang bersifat simbiosis mutualisme. Allah % berfirman dalam Al-

Qur’an surat Yaasin ayat 63:

- 27 o
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o

Artinya:  “Maha suci Tuhan yang telah menciptakan pasangan-pasangan
semuanya, baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri mereka
maupun dari apa yang tidak mereka ketahui (QS. Yaasin (36):36). ”

Menurut menurut Al-Mahalli dan As-Syuthi (2010) pada surat Yaasin(36) ayat
36 menjelaskan “(Maha Suci Allah yang telah menciptakan pasangan-pasangan)
yang berjenis-jenis (semuanya, baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi)
berupa biji-bijian dan lain-lainnya (dan dari diri mereka) yaitu jenis pria dan
wanita (maupun dari apa yang tidak mereka ketahui) yaitu makhluk-makhluk
yang ajaib dan aneh.” Menurut Al-Jazairi (2006) menjelaskan tafsir surat Yaasin
36:63 “pada konteks ini disebutkan tanda-tanda kekuasaan ilmu Allah. Hal ini
terlihat dari penciptaan makhluk yang berpasang-pasangan, baik tumbuhan,

hewan, atau makhluk yang tidak diketahui.”
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Berdasarkan firman Allah % dan tafsir di atas, dapat diketahui bahwa Allah &
telah menciptakan pasang-pasangan. Pasang-pasangan yang dijelaskan di atas
tertuliskan dari makhluk yang diketahui bahkan dari yang tidak diketahui. Di
dalam konteks biologi, dapat diambil contohnya berupa pasangan fungi endofit
dan tanaman inang. fungi endofit dan tanaman inang adalah pasangan yang
memiliki hubungan simbiosis mutualisme saling menguntungkan.

Endofit adalah mikroba yang hidup pada jaringan internal tanaman inang
tanpa menyebabkan kerusakan pada tanaman inang (Bacon, 2000). Semua
tanaman vaskular memiliki organisme endofitik (Zhang, 2006). Endofit ini
melindungi tanaman inang dari agen penyebab infeksi, melindungi dari kondisi
buruk dengan mensekresi metabolit sekunder bioaktif (Azevedo et al., 2000;
Strobel and Bryn, 2003). Fungi endofitik ini memiliki peran fisiologis yang
penting bagi tanaman inang (Malinowaki et al., 2004) dan ekologinya (Tintjer and
Rudger, 2006; Malinowski and Belesky, 2006).

Fungi endofit dapat hidup pada jaringan tanaman inang selama periode
tertentu. Setiap tanaman tingkat tinggi dapat ditumbuhi beberapa fungi endofit
yang membentuk koloni. Fungi endofit dapat menghasilkan senyawa metabolit
sekunder yang sama dengan tanaman inang. Hal ini dikarenakan sebagai akibat
transfer genetik (genetic recombination) dari tanaman inangnya ke dalam fungi
endofit (Radji, 2005). Hipotesis bagaimana metabolit sekunder pada tanaman
inang terdapat pada metabolit sekunder disajikan pada gambar 2.2 (Manjunatha et

al, 2013).
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Gambar 2.2 Skema hipotesis mekanisme produksi metabolit sekunder tanaman inang dan
endophytic fungi (EF). A) Pembentukan strictosidine oleh sintase enzim strictosidine (STR). B)
Isolasi endophytic fungi (EF) dari tanaman inang. C) Hipotesis endophytic fungi memiliki
metabolit sekunder dari tanaman inang. C1)

Strictosidine synthase (STR) adalah enzim utama dalam biosintesis alkaloid.
Enzim ini mengkatalisis kondensasi tryptamine dan membentuk strictosidine.
Beberapa hipotesis dibuat untuk mengetahui bagaimana fungi endofit dapat
memiliki senyawa metabolit sekunder yang sama dengan inang. Pertama, ada
kemungkinan bahwa pada fungi terdapat STR lain (a new STR) yang meiliki
fungsi yang sama dengan STR pada tumbuhan. Kedua, fungi endofit mungkin
tidak memiliki gen STR sendiri, tetapi mungkin extra-chromosomal
elements(ECESs) berpindah dalam sitoplasma jamur. STR diduga ditransfer dari
tanaman inang. Ketiga, gen STR dibawa oleh plasmid bakteri endofit. Plasmid
mendapatkan gen tersebut berasal dari transfer genetik dari oleh tanaman inang
(Manjunatha et al, 2013).

Mikroba endofit terdapat pada sebagian besar tanaman, terutama terdiri atas

jamur dan bakteri yang hidup interseluler di dalam jaringan tanaman dan hanya
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sebagian kecil dari total biomasa tanaman. Jaringan tanaman dapat menjadi inang
yang kompleks untuk komunitas mikroba endofit. Umumnya pada jaringan yang
sama dapat diisolasi lebih dari satu spesies mikroba endofit (Strobel et al, 1996).

Kolonisasi endofit pada jaringan tanaman dapat melalui beberapa mekanisme
yaitu spora airborne yang terbentuk pada inangnya atau sisa-sisa inang. Endofit
yang telah diteliti intensif adalah endofit pada rumput-rumputan. Endofit dapat
menyebar secara horizontal dan vertikal. Secara horizontal, penyebaran inokulum
terjadi melalui udara (airborne) yaitu terbang bersama angin dan jatuh pada
permukaan tanaman kemudian tumbuh dan memasuki jaringan tanaman dan
berada di antara sel. Penyebaran secara vertikal yaitu endofit yang berada pada
tanaman berada pada biji dan menetap, kemudian menyebar dan tumbuh bersama
perkecambahan biji dan terus berada pada tanaman keturunannya (Agusta, 2009).
2.4 ldentifikasi Fungi Endofit

Identifikasi fungi endofit dapat dilakukan secara morfologi berupa mikroskopis
dan makroskopis, selain itu identifikasi fungi endofit dapat dilakukan secara
molekuler. Pengidentifikasian fungi endofit bertujuan untuk memberi nama dari
jenis-jenis spesies.

Allah & berfirman di dalam Alqur’an surat Al-Bagarah (2) ayat 31 yaitu:

A PE = 2 £ >

S TS I N I ISP T

Artinya: “Dan Dia mengajarkan kepada Adam Nama-nama (benda-benda)
seluruhnya, kemudian mengemukakannya kepada Para Malaikat lalu
berfirman: "Sebutkanlah kepada-Ku nama benda-benda itu jika kamu
mesmang benar orang-orang yang benar!" (Q.S Al-Bagarah (2):31).



21

Menurut Al-Mahalli dan As-Syuthi (2010) pada surat Al-Bagarah ayat 31
menjelaskan kalimat IS sLew¥l a3le ole s maksudnya “Allah & mengajarkan nama-
nama benda (kesemuanya) dengan jalan memasukkan ke dalam kalbunya
pengetahuan tentang benda-benda itu.” Menurut Ali (1989) menjelaskan kata-
kata harfiah dalam bahsa arab sepanjang pangkal ayat ini adalah “Nama-nama
segala benda’ yang oleh para mufasir diartikan “Segala sesuatu serta ciri-cirinya
lebih dalam.” Menurut tafsir Al-Aisar menjelaskan kata s.Y! berarti nama-
nama semua jenis makhluk.

Berdasarkan firman Allah & di atas pada kutipan (Dan diajarkan-Nya kepada
Adam nama-nama) merupakan suatu ungkapan dari ilmu Allah % atas pemberian
nama-nama suatu benda. Benda yang dimaksud mencangkup makhluk hidup
ataupun tak hidup. Salah satu makhluk hidup adalah fungi endofit. Pemberian
nama dalam konteks biologi sering disebut identifikasi. Identifikasi dapat
dilakukan dengan menggali ciri-ciri lebih dalam dari obyek yang akan
diidentifikasi, sehingga proses pengidentifikasian pada fungi endofit dapat
memberi nama fungi dari yang belum diketahui menjadi diketahui.

2.4.1 Ildentifikasi Morfologi

Identifikasi secara morfologi merupakan identifikasi dengan melakukan
pengamatan karakter fisik pada suatu spesies. ldentifikasi secara morfologi
pada fungi penting dilakukan karena dapat mengidentifikasi spesies sampai
tingkatan genus, namun untuk mengetahui sampai tingkatan spesies

diperlukan data sifat fisiologi ataupun biokiminya (Gandjar, 1999).
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2.4.1.1 Ildentifikasi secara Makroskopis

Menurut Kurtzman (2003) memaparkan sebagian besar identifikasi fungi
secara makroskopis dilakukan secara konvensional. Pengamatan secara
konvensional ini diantaranya; warna fungi, ukuran koloni, bentuk, tepi
koloni, perubahan dari usia muda ke tua.

Pertumbuhan koloni fungi endofit sebaiknya diikuti dari awal ditanam
hingga saat akan dibuat preparat mikroskop. Semua perubahan harus dicatat.
Beberapa hal yang harus diperhatikan pada awal mempelajari fungi yang
sudah ditanam pada medium adalah (Gandjar et a,1999):

1. Medium yang digunakan, suhu inkubasi, umur pada waktu deskripsi
dibuat.

2. Morfologi (halus, kasar, licin, rata, menggunung, ada atau tidak tetes-tetes
eksudat) dan warna koloni.

3. Warna sebalik koloni (reverse slide).

4. Garis-garis radial dari pusat koloni ke arah tepi koloni, ada atau tidak.

o

Lingkaran-lingkaran konsentris ada atau tidak.
2.4.1.2 ldentifikasi secara Mikroskopis

Menurut Yarrow (1998) menjelaskan penampakan mikroskopik juga
dapat digunakan untuk identifikasi kapang diantaran bentuk sel, kisaran
ukuran sel, tipe pertunasan, keberadaan miselium palsu maupun sejati, dan
tipe reproduksi seksual atu aseksual.
Beberapa hal yang dapat diamati saat identifikasi secara mikroskopis

adalah (Gandjar et al, 1999):
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Hifa berseptum atau tidak.

Hifa berpigmentasi hialain (tak berwarna, atau biru bila diberi cat) atau
gelap (dematiaceous — coklat kehijauan atau kehitaman, hitam kelam,
hitam ke abu-abuan).

Hifa berbentuk seperti spiral, atau bernodul, atau mempunyai rhizoid.

. Spora aseksual berbentuk sederhana seperti arthospora, blastospora,
khlamidospora (interkalar atau terminal), atau sporangiospora.

. Spora aseksual berbentuk lebih khusus, seperti konida atau aleurospora
yang dibentuk pada hifa khusus yang disebut konidiofor. Diamati bentuk,
ukuran, jumlah, bersel banyak atau tidak, dan pengaturan letaknya: (a)
bentuk ganda, (b) bentuk gelondong, (c) bentyk bulan sabit, (d) bentuk
bulat atau semi bulat, (e) bentuk tidak teratur, (f) bentuk silindris, (g)
bentuk elips, (h) bentyuk seperti bitang, (i) bentuk seperti benang.

. Ukuran spora aseksual: (a) besar (20 — 100 nm), atau (b) kecil (1 —5 cm).

. Pengaturan spora aseksual: (a) diproduksi tunggal, (b) diproduksi berantai
(rantai yang bercabang atau rantai tidak bercabang), (c) berbentuk klaster
(berkelompok).

. Spora seksual memiliki bentuk yang bervariasi seperti askospora,
basidiospora, dan zigospora.

. Sel : (a) bersel tunggal (berdinding halus, atau kasar, berpigmen atau
tidak), (b) bersel banyak (berdinding halus atau kasar, bersepta atau tidak,
bersepta hanya transversal, atau transversal dan longitudinal, berpigmen

atau tidak.
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2.4.2 ldentifikasi secara Molekuler

Allah & berfirman di dalam Al-Qur’an surat Al-Hijr ayat 19:

P
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Artinya: “Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya
gunung-gunung dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu
menurut ukuran(QS. Al-Hijr/15:19).”

Kalimat 0s)se s S (= e lisls  pada surat AL-Hijr (15) ayat 19
menurut menurut Al-Mahalli dan As-Syuthi (2010) memiliki makna “(dan
Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut ukuran) maksudnya yang
telah ditentukan secara pasti.” Menurut tafsir Ath-Thabari (2009) memiliki
makna “Kami tumbuhkan di bumi segala sesuatu yang terukur serta dengan
batasan yang diketahui.” Menurut tafsir Ali (1989) memiliki makna “segala
yang diciptakan di bumi sudah menurut perimbangan dan ukuran yang
serasi.”

Berdasarkan Firman Allah % dan beberapa tafsir di atas, dapat diketahui
bahwa Allah telah menumbuhkan sesuatu sesuai ukuran dengan pasti. Secara
ilmu biologis, hal ini dapat diketahui dari rDNA fungi. Susunan dan ukuran
rDNA fungi ini dapat membedakan antar spesies fungi, sehingga
keanekaragaman dapat teridentifikasi secara akurat.

Deoxyribonucleic acid (DNA) adalah penyimpan utama dari informasi
genetik. Informasi genetik disalin dan dipindah pada molekul RNA, sekuen
nukleotida yang mengandung kode untuk sekuen asam amino yang khas.

Protein kemudian disintesis dalam suatu proses translasi dari RNA. DNA
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pada organisme tinggi (manusia, hewan, dan tumbuhan) terdapat di dalam
inti sel dan beberapa organel lain seperti mitokondria dan Kkloroplas.
(Nicholas, 1993).

Perkembangan identifikasi mikroba diawali dengan identifikasi melalui
ciri-ciri morfologi, fisiologi, dan metabolisme. Namun adanya kekurangan-
kekurangan metode ini yaitu berupa ketidakakuratan dan waktu identifikasi
yang lama menjadikan metode secara molekuler lebih berkembang. Tahapan
identifikasi dengan metode molekuler meliputi ekstraksi deoxyribonucleic
acid (DNA), amplifikasi DNA, sekuensing, analisis hasil sekuen, dan
pembuatan pohon filogenetik. Salah satu analisis molekuler adalah
menggunakan sekuens DNA ribosomal (rDNA) pada daerah Internal
Transcribe Spacer (ITS).

Sekuensing ribosomal DNA dapat digunakan untuk analisis filogenetik.
Analisis ini digunakan untuk mengetahui hubungan kekerabatan antar
spesies. Hasil analisis membantu dalam memberikan informasi kemungkinan
kesamaan metabolit sekunder yang dihasilkan dengan spesies lainnya.

Salah satu karakter molekuler yang dapat digunakan adalah genom
nuklear. Bagian Genom nuklear atau inti yang sering digunakan untuk
menyimpulkan suatu filogenetik adalah DNA ribosomal yang disebut rDNA.
rDNA adalah daerah genom inti pengkode RNA ribosomal (Osterbauer,
2002). Ribosomal DNA adalah daerah dalam nuklear DNA yang mengkode
ribosom. Ribosom adalah organel sel yang berperan dalam sintesis protein

dan terdiri dari subunit kecil (18S) dan subunit besar (28S). Subunit rDNA
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baik yang besar maupun yang Kkecil dipisahkan oleh ETS (external
transcribed spacer) dan IGS (intergenic spacer). Kedua pembatas tersebut
kadang-kadang disebut NTS (nontranscribed spacer). Urutan nukleotida
rDNA berisi dua daerah non-coding (ITS1 dan ITS2) dan gen 5,8S rDNA
(Gambar 2.3). Urutan nukleotida pada gen 5,8S rDNA sangat conserved,
tetapi dua daerah ITS lainnya tidak ditranslasi menjadi protein dan sangat
bervariasi. pada rDNA fungi terdapat daerah konservatif yaitu gen penyandi
rRNA 18S, 5.8S dan 28S yang di antaranya terdapat daerah ITS (Internal

Transcribed Spacer) (Articus, 2004).

Gambar 2.3 Skema struktur universal wilayah rDNA (a)Kromosom lokasi
wilayah rDNA. (b) Tandem array (18S - 5.8S - 26S). Dalam array tandem setiap
blok gen dipisahkan oleh Intergenic spacer (IGS) yang terdiri dari 5° dan
3’berakhir di External Transcribed Spacer (ETS)). Dua daerah ETS dipisahkan
oleh daerah nontranscribed (NTS). Transkripsi awal situs (TIS) berada pada
posisi awal 5° ETS. Small Subunit (18S) dan gen Large subunit (5.8S dan 28S)
dipisahkan Internal Ttranscribed Spacer 1 (ITS1) dan Internal Transcribed
Spacer 2 (ITS2)(Poczai & Hyvonen, 2010).
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Daerah DNA pengkode yang sangat terkonservasi (18S, 28S rDNA)
merupakan daerah evolusi utama yang sering digunakan sebagai pembanding
tingkat spesies dan genus terkait. Setiap unit rDNA dalam satu rangkaian
kromosom memiliki daerah pengkode yaitu 18S, 5.8S, dan 28S yang
mengapit ITS1 dan ITS2 (Soltis & Soltis 1998). Gen 18S rDNA, berikut dua
daerah ITS dan gen 5.8S rDNA memiliki panjang total 2600 bp, terpisah dari
gen 28S rDNA yang memiliki panjang 3300 bp (McCulloug, 1998).

Daerah rDNA memiliki beberapa primer yang digunakan untuk proses
amplifikasi. Diantaranya SSU, ITS1, 5.8S, ITS2, dan LSU rDNA (Gambar

2.4) (Fajarningsih, 2016):

ITS1F
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Gambar 2.4 Diagram lokasi primer dalam ribosom yang terdiri dari SSU, ITS1,
5.8S, ITS2, dan LSU rDNA

Wilayah ITS terdiri dari tiga bagian yaitu ITS1 dan ITS2 dan daerah
sangat conserved 5.8S. Daerah-daerah tersebut memiliki primer-primer gen

yang tersaji pada Tabel 2.2 (White et al, 1990):
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Tabel 2.2 Sequens primer daerah ITS dan suhu anealing

Tm

Gene Primer Primer Sequence (°C)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 65
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 62
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC 62
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 58
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 63
ITS1-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 55
ITS4-B CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG 67

Daerah internal transcribed spacers (ITS) merupakan daerah sekuen
DNA yang tidak menyandikan protein fungsional dan berada di daerah RNA
ribosom (rRNA). Daerah ini dapat digunakan sebagai penanda genetika
karena memiliki variasi sekuens yang cukup tinggi bahkan dalam spesies
yang sama, dan semua fungi memiliki ITS rDNA. Oleh karena itu, ITS
banyak digunakan untuk analisis filogenetik, proses evolusi, dan penentuan
identitas taksonomi (Purnamasari, 2012). Menurut Soltis & Soltis (1998) ITS
pada daerah 18S-28S rDNA nuklear menjadi fokus utama untuk digunakan
pada rekonstruksi filogenetik. Hal ini dikarenakan daerah ITS memiliki
tingkat variasi yang tinggi dibandingkan dengan daerah lainnya pada rDNA
subunit kecil dan subunit besar.
2.5 Filogenetik
Filogenetika adalah suatu ilmu yang mengkombinasi teknik biologi molekuler
dengan ilmu statistik untuk membuat rekontruksi filogenetika (Hidayat dan Adi,
2006). Analis filogenetika berhubungan dengan evolusi biologi. Evolusi

memungkinkan terjadinya perubahan suatu organisme sederhana menjadi
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organisme komplek melalui akumulasi perubahan dari generasi ke generasi.
Keturunan akan memiliki perubahan dari nenek moyangnya karena sedang
terjadinya proses evolusi (Estarbrook, 1984).

Analisis sistematika dilakukan melalui konstruksi sejarah evolusi dan
hubungan evolusi antara keturunan dengan nenek moyangnya berdasarkan pada
kemiripan karakter sebagai dasar dari perbandingan (Lipscomb, 1998). Jenis
analisis yang diketahui baik adalah analisis filogenetika atau cladistics (kelompok
keturunan dari satu nenek moyang Yyang sama). Analisis filogenetik
direpresentasikan sebagai sistem percabangan misalnya diagram pohon (pohon
filogenetika) (Brinkman dan Leipe, 2001). Pohon filogenetik merupakan
pendekatan yang menunjukkan hubungan evolusi antar organisme (Schmidt,
2003).

Dalam sistem biologis, proses evolusi melibatkan mutasi genetik dan proses
rekombinan dalam spesies untuk membentuk spesies yang baru. Sejarah evolusi
organisme dapat diidentifikasi dari perubahan karakternya. Karakter yang sama
adalah dasar untuk menganalisis hubungan satu spesies dengan spesies lainnya
(Schmidt, 2003).

2.5.1 Hubungan analisis filogenetika dengan alignment/penjejeran sekuen

Ketika sekuen nukleotida atau protein dari dua organisme yang berbeda
memiliki kemiripan, maka mereka diduga diturunkan dari sekuen common
ancestor. Sekuen penjejeran akan menunjukkan dimana posisi sekuen adalah tidak
berubah/conserved dan dimana merupakan divergent/atau berkembang menjadi

berbeda dari common ancestor seperti diilustrasikan Mount (2001) pada gambar
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2.5. Sekuen 1 dan 2 diasumsikan berasal dari nenek moyang yang sama (common

ancestor). Total terdapat dua sekuen yang berubah.

GAATC

GA(A/G)T(CIT)
Sekuen nenek moyang

GAGTT

Gambar 2.5 Sekuen 1 dan 2 diasumsikan berasal dari nenek moyang
yang sama (common ancestor)

Studi sekuen biologi selalu tidak dapat dihindarkan dari penjejeran
sekuen/alignment. Tujuan dari proses penjejeran adalah mencocokkan karakter-
karakter yang homolog, yaitu karakter yang mempunyai nenek moyang yang
sama (Kemena dan Notredame, 2009). Ketika menghomologikan sekuen, kolom
dari penjejeran dapat digunakan untuk berbagai macam aplikasi seperti
mengidentifikasi residu dengan struktur yang analog atau yang mempunyai fungsi
yang serupa atau untuk mengkonstruksi pohon filogenetika. Akurasi dari program
penejejeran sekuen yang lebih dari dua set/multiple sequence alignment telah
dihasilkan oleh berbagai macam studi komperatif (Blackshields et al., 2006;
Edgar dan Batzoglou, 2006; Notredame, 2007).

Metode paling umum dalam melakukan multiple sequence alignment adalah
pertama melakukan penjejeran kelompok sekuen yang mempunyai hubungan
dekat dan kemudian secara sekuensial ditambahkan sekuen yang berhubungan
namun lebih berbeda. Penjejeran yang diperoleh diakibatkan karena sebagian
besar sekuen yang mirip dalam kelompok sehingga tidak merepresentasikan

sejarah yang sesungguhnya dari perubahan evolusi yang telah terjadi. Sebagian
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besar metode analisis filogenetika mengasumsikan bahwa masing-masing posisi
sekuen protein atau asam nukleat yang berubah secara independen satu sama yang
lain (kecuali evolusi sekuen RNA) (Hidayat dan Adi, 2006).

Analisis sekuen yang sangat mirip dan mempunyai panjang yang sama adalah
sangat jelas. Seringkali hasil penjejeran sekuen memperlihatkan adanya gap
dalam penjejeran tersebut. Gap menunjukkan adanya insersi atau delesi dari satu
atau lebih dari karakter sekuen selama evolusi(Hidayat dan Adi, 2006).

Gap dalam penjejeran merepresentasikan perubahan mutasi dalam sekuen
termasuk insersi, delesi atau penyusunan ulang materi genetik. Ekspektasi bahwa
panjang gap dapat terjadi sebagai akibat adanya introduksi tunggal yang
memutuskan berapa banyak perubahan individu telah terjadi dan apa perintahnya.
Gap diberi perlakuan (treated) dalam beberapa program filogenetik, tetapi tidak
ada clear-cut model seperti bagaimana seharusnya mereka di perlakukan.
Beberapa metode mengabaikan gap yang terjadi atau hanya memfokuskan dalam
penjejeran yang tidak mempunyai gap. Meskipun gap dapat berguna sebagai
petanda filogenetik di beberapa situasi (Hidayat dan Adi, 2006).

Pendekatan lainnya untuk menangani gap adalah mencegah analisis situs
individu dalam penjejeran sekuen, dan menggantikan dengan menggunakan
skoring kemiripan/similarity score sebagai dasar dari analisis filogenetika
(Hidayat dan Adi, 2006).

Dalam mengkonstruksi pohon filogenetika dapat diklasifikasikan menjadi 2
kategori yang digunakan sebagai strategi untuk menghasilkan pohon filogenetika

terbaik. Kategori pertama adalah memeriksa semua atau sejumlah besar
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kemungkinan pohon filogenetika dan memilih satu yang terbaik dengan kriteria-
kriteria tertentu. Biasanya disebut dengan metode exhaustivesearch. Metode
maximum parsimony, Fitch Margoliash dan maximum likehood termasuk dalam
kategori ini. Kategori yang kedua adalah memeriksa hubungan topologi lokal dari
pohon dan mengkonstruksi pohon terbaik dengan langkah demi langkah. Metode
Neighbor-joining dan beberapa metode Distance lainnya adalah termasuk dalam
kategori yang kedua ini (Saitou dan Imanishi, 1989).

2.5.2 Metode Neighbor Joining

Metode neighbor-joining sangat mirip dengan metode Fitch dan Margoliash
kecuali tentang pemilihan sekuen untuk berpasangan ditentukan oleh perbedaan
alogaritma. Metode neighbor-joining sangat cocok ketika rata-rata evolusi dari
pemisahan lineage adalah di bawah pertimbangan yang berbeda-beda. Ketika
panjang cabang dari pohon yang diketahui topologinya berubah dengan cara
menstimulasi  tingkat yang bervariasi dari perubahan evolusi, metode
neighborjoining adalah yang paling cocok untuk memprediksi pohon dengan
benar (Saitou dan Mei, 1987). Neighbor-joining memilih sekuen yang jika
digabungkan akan memberikan estimasi terbaik dari panjang cabang yang paling

dekat merefleksikan jarak yang nyata diantara sekuen (Dharmayanti, 2011).

2.5.3 Metode Bootstrap
Dalam metode bootstrap, data dilakukan resampled, dengan secara random
memilih kolom vertikal dari sekuen yang dijejerkan untuk menghasilkan
penjejeran, dan dalam pengaruh sebuah penjejeran baru dengan panjang yang

sama. Masing-masing kolom digunakan lebih dari satu kali dan beberapa kolom
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mungkin tidak digunakan pada semua penjejeran yang baru. Pohon-pohon
kemudian diprediksi dari beberapa penjejeran ini dari resampled sekuen
(Felsenstein, 1988). Untuk cabang-cabang dalam topologi filogenetika yang
diprediksi menjadi signifikan jika set data resampled seharusnya berulangkali
(sebagai contoh > 70%) memprediksi cabang-cabang yang sama (Dharmayanti,
2011).

Analisis bootstrap adalah metode yang menguji seberapa baik set data model.
Sebagai contoh validitas penyusunan cabang dalam prediksi pohon filogenetik
dapat diuji dengan resampled dari kolom dalam multiple sequence alignment
untuk membentuk beberapa penjejeran baru. Penampakan cabang dalam pohon
dari sekuen resampled ini dapat diukur. Alternatifnya, sekuen kemungkinan harus
dikeluarkan dari analisis untuk menentukan berapa banyak sekuen yang
mempengaruhi hasil dari analisis. Bootstrap analysis didukung oleh sebagian
besar paket software  menguiji cabang-cabang yang dapat
dipercaya(Dharmayanti, 2011).

Untuk memperkecil kesalahan dalam mengkonstruksi pohon filogenetika
dapat dilakukan sampling ulang dengan petanda genetik lain pada sampel yang
sama dan kemudian membandingkan kedua bentuk pohon tersebut. Akan tetapi
tindakan tersebut membutuhkan biaya besar sehingga hampir tidak mungkin
dilakukan. Sebagai gantinya Efron (1979) memperkenalkan metode sampling
ulang (resampling) dari data yang telah ada yang dikenal dengan analisis
bootstrap untuk menguji validitas konstruksi pohon filogenetika (Dharmayanti,

2011). Bootstrap digunakan untuk mengevaluasi kestabilan cabang. Nilai



34

bootstrap dilakukan untuk mengevaluasi kestabilan cabang. Pada pohon
filogenetikan nilai bootstrap dikatakan stabil jika bootstrap nilai bootstrap
(>90%), sedangkan nilai bootstrap dikatakan rendak jika (<70%) pada (Osawa et

al 2004).



BAB Il
METODE PENELITIAN
3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif eksploratif kualitatif, yaitu
mengidentifikasi isolat fungi endofit dari buah dan biji Syzygium cumini (L.)
Skeels yang diperoleh dari Desa Bantur- Kabupaten Malang secara morfologi dan
molekuler pada sekuen rDNA daerah ITS.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari — Mei 2018. Isolasi fungi
endofit buah dan biji Syzygium cumini (L.) Skeels bertempat di Laboratorium
Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam
Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Adapun tempat isolasi DNA hasil isolasi
fungi endofit buah dan biji Syzygium cumini (L.) Skeels berada di Laboratorium
Genetika dan Riset Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Tahap sekuensing dilakukan
dengan mengirim sampel ke 1st BASE DNA Sequencing Services Singapura.
3.3 Alat dan Bahan Penelitian
3.3.1 Alat Penelitian
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah jarum ose, Laminar
Air Flow, shaker inkubator, cawan petri, autoclave, api bunsen, pimes,
erlenmeyer, hot plate, My Cycler'™ Cycler BIO-RAD, mortal steril,
waterbath, ultrasentrifugase, tube 1.5 mL. Tube PCR, Thermo Cycler,
mikropipet, tip, vortex, sentrifugator, nanodrops AE-Nano200 Nucleid Acid

Abalyzer versie 2.0, Gel Doc™ XR Imaging System BIO-RAD, Thermo

35
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Scientific Heraeus Pico 17 Centrifuge, freezer, water pass, neraca analitik,
sisir, cetakan gel, elektroforesis vertikal.
3.3.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah dan biji
Syzygium cumini (L.), PDA (Potato Dextrose Agar), PDB (Potato Dextrose
Broth), antibiotik streptomicyn, NaOCI 53%, aquades, alkohol, agarose,
TBE 1x. Loading dye, PCR MIX, Primer ITS-1 dan ITS-4, bufer 2x CTAB
{100 mM Tris-HCL (pH 8), 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB, 2%
PVP, 0.2% p-mercaptoethanol} (lampiran 1),  parafilm, chloroform,
isoamylalcohol, amonium asetat, agarose, TBE 10x, ethidium bromida,

NacCl, alkohol, ethanol 70%, ethanol abosolute.

3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi alat dilakukan dengan cara membungkus alat-alat gelas dengan
kertas dan dimasukkan ke dalam plastik. Sterilisasi bahan berupa media PDA
dan PDB dilakukan dengan ditutup mulut wadah dengan kapas dan kasa
kemudian dimasukkan ke dalam plastik. Alat dan bahan di sterilisasi pada
autoclave selama 15 menit dengan suhu 121°C.
3.4.2 Pembuatan Media

Media yang digunakan dalam penelitian ini adalah media PDA (Potato
Dextrose Agar) dan media PDB (Potato Dextrose Broth). Media PDA dan
PDB digunakan untuk isolasi dan pemurnian fungi endofit. Pembuatan media

PDA dilakukan dengan menghomogenkan 39 g media PDA dalam 1000 mL
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aquades. Pada media PDB dilakukan dengan menghomogenkan 29 g media
PDB dalam 1000 mL aquades. PDA dan PDB yang telah homogen
disterilisasi pada autoclave selama 15 menit dengan suhu 121°C. Selanjutnya
media dikeluarkan dari autoclave dan ditunggu sampai suhu tidak terlalu
panas kemudian ditambahkan streptomisin (200 mg/L™). Media PDA
dituangkan pada cawan petri steril, sedangkan media PDB dituang pada
erlenmeyer steril. Media disimpan dalam lemari pendingin.
3.4.3 Isolasi Fungi Endofit
3.4.3.1 Isolasi Fungi Endofit pada Buah
Metode isolasi fungi endofit pada buah menggunakan metode
langsung (direct innoculation) (Ma, 2014). Isolasi fungi endofit dari
buah dilakukan dengan cara diambil buah juwet dari pohonnya
langsung. Selanjutnya dipotong bagian buah bentuk dadu dengan
ukuran + 1lcm. Hasil potongan dicuci dengan air mengalir selama 10
menit. Selanjutnya proses sterilisasi permukaan buah dilakukan dalam
LAF (Laminar Air Flow). Potongan buah direndam dalam Alkohol 70%
selama 2 menit. Potongan buah direndam pada aquades steril selama 1
menit (Diulang 2 kali). Selanjutnya dierendam dalam NaOCI 53%
selama 5 menit. Dibilas degan aquades steril selama 1 menit (diulang 2
kali). Hasil bilasan aquades steril diambil 0,1 mL dan dituang ke dalam
cwan petri berisi media PDA untuk dijadikan kontrol.
Hasil potongan dikeringkan dalam tisu steril. Selanjutnya potongan

buah di letakkan pada media PDA. Dibelah bagian tengah buah. Bagian
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belahan diletakkan menempel pada media PDA. Tiap cawan petri berisi
3 potongan buah dan dilakukan duplo. Diinkubasi selama 3 — 7 hari.
3.4.3.2 Isolasi Fungi Endofit pada Biji

Metode isolasi fungi endofit pada biji menggunakan metode
Pengenceran cawan tuang (Safitri, 2013). Biji juwet dipisahkan dari
buahnya, ditimbang hingga mencapai 25 g¢. Biji dicuci dengan air
mengalir selama 10 menit. Selanjutnya proses sterilisasi permukaan biji
dilakukan dalam LAF (Laminar Air Flow). Potongan biji direndam
dalam Alkohol 70% selama 2 menit. Potongan biji direndam pada
aquades steril selama 1 menit (Diulang 2 kali). Selanjutnya dierendam
dalam NaOCI 53% selama 5 menit. Dibilas degan aquades steril selama
1 menit (diulang 2 kali). Hasil bilasan aquades steril diambil 0,1 mL
dan dituang ke dalam cwan petri berisi media PDA untuk dijadikan
kontrol.

Hasil biji yang telah disterilisai permukaan selanjutnya digerus
dalam mortal dan alu yang telah disterilisasi. Proses penggerusan
dilakukan di dalam LAF. Hasil gerusan biji 25 g dimasukkan dalam 225
mL media PDB kemudian dishaker selama 72 jam pada suhu ruang.
Setelah dishaker, diambil 0,3 mL pada larutan PDB dengan mikropipet
(tube steril) dan dituang pada media PDA. Diinkubasi pada suhu ruang

3 — 7 hari. Selanjutnya dilakukan tahap pemurnian.
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3.4.4 Pemurnian Fungi Endofit
Fungi endofit hasil isolasi yang telah tumbuh pada media PDA dilakukan
tahap pemurnian. Fungi endofit dari buah dan biji dimurnikan berdasarkan
perbedaan karakter makroskopis berupa warna, bentuk, tepi dari fungi
endofit. Fungi endofit yang dimurnikan dipindah pada media PDA baru. Jika
pada proses pemurnian fungi endofit masih bercampur dengan fungi lain,
maka dilakukan purifikasi ulang sampai ditemukan fungi endofit murni.
Setiap pemurnian dilakukan secara duplo sebagai kultur stok dan kultur
penelitian. Fungi diinkubasi pada suhu ruang 3 — 7 hari (Noverita, 2009).
3.4.5 ldentifikasi Isolat Fungi Endofit
Identifikasi fungi endofit bertujuan untuk mengetahui karakteristik fungi
endofit sehingga dapat diketahui jenis dari fungi endofit. Identifikasi fungi
endofit ini terdiri dari dua tahap yaitu identifikasi morfologi makroskopis,
mikroskopis, dan molekuler.
3.4.5.1 Identifikasi Morfologi
1. Identifikasi Makroskopis
Menurut Kurtzman (2003) sebagian besar fungi dideskripsikan secara
konvensional berdasarkan karakter morfologinya. Salah satu karakter
morfologi yang digunakan adalah idenfikasi fungi berupa penampakan
makroskopik koloni. Menurut Gandjar (1999), dalam melakukan
pengamatan morfologi koloni, dapat dilihat dari warna permukaan
koloni, selain itu dilihat ada tidaknya garis-garis radial dari pusat koloni

ke arah tepi koloni dan juga ada tidaknya lingkaran—lingkaran konsentris.
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Pengamatan mikroskopis dengan cara melihat hifa (berseptum atau
tidak), warna hifa, bentuk hifa, bentuk konidia, dan ukuran spora.Hasil
pengamatan digunakan untuk identifikasi berdasarkan panduan buku
identifikasi Illustrated Genere of Imperfect Fungi fourthed (Barnet and
Hunter, 2000), dan literatur pendukung lainnya.
2. ldentifikasi Mikroskopis

Identifikasi mikroskopis menggunakan metode slide culture James
(1986) dengan modifikasi . Dipotong media PDA yang telah padat dari
cawan petri ukuran 0.5 cm x 0.5 cm (potongan block agar). Diletakkan
potongan pada obyek glass steril yang dilapisi tisue steril dalam cawan.
Diinokulasikan isolat fungi endofit pada empat sisi blok agar kemudian
ditutup dengan deck glass. Ditutup rapat cawan petri. Selanjutnya
diinkubasi 20 - 25 °C selama 5-7 hari. Setelah masa inkubasi, diangkat
deck glass secara hati-hati dan dipindahkan di atas objek glass yang telah
ditetesi pewarna Lactophenol Cotton Blue. Diamati preparat di bawah
mikroskop. Identifikasi fungi endofit menggunakan literatur Illustrated
Genera of Imperfecti Fungi karangan Barnett (2000), buku literatur
Pictoral Atlas of Soil and Seed Fungi Morphologies of Cultured Fungi
and Key to Species 2" Edition karangan Watanabe (2002).
3.4.5.2 Identifikasi Molekuler
1. Isolasi DNA

Isolasi DNA menggunakan metode CTAB oleh Doyle & Doyle

(1987) dengan modifikasi (lampiran 2). Isolasi DNA dimulai dengan
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diambil miselium fungi endofit yang berumur 7 hari sebanyak 100 mg.
Selanjurnya miselium digerus dalam mortal steril dingin. Dipindahkan
hasil gerusan pada tube 2 mL. Ditambahkan 1000 ul bufer 2X CTAB
dan divortex. Selanjutnya diinkubasi di dalam waterbath 65°C selama 60
menit. selanjutnya ditambah 900 ul (24:1) chlorofrom:isoamilalkohol.
Diinkubasi di suhu ruang selama 1 jam. Selanjutnya disentrifugasi 13000
rpm selama 10 menit. Diambil supernatant, Dipindah supernatant pada
tube 15 mL. Selanjutnya ditambah 1x volume
chlorofrom:isoamilalkohol (24:1). Selanjutnya disentrifugasi 13000 rpm
selama 10 menit. Diambil supernatant dan dipindah pada tube 1.5 mL.
Ditambah isopropanol sebanyak %5 volume supernatant. Didiamkan 1
malam pada suhu -4°C. Selanjutnya disentrifugasi 13000 rpm selama 10
menit. Dibuang supernatant, dan dicuci pellet dengan 500 ul ethanol
absolute. Selanjutnya disentrifugasi 13000 rpm selama 5 menit dibuang
supernatant, dan dikering anginkan di oven 25°C. Ditambahkan 50 pl TE
Buffer. Disimpan pada suhu -4°C.
2. Uji Kualitas DNA

Kualitas DNA divalidasi menggunakan 1% (v/v) elektroforesis gel
agarosa. Langkah awal elektroforesis yaitu menyiapkan tray/cetakan gel
untuk membuat gel elektroforesis. Gel agarosa dibuat dengan konsentrasi
1% dalam 40 mL buffer TBE 1X. Pembuatan gel agarosa 1% dilakukan
dengan menimbang sebanyak 0,4 gr bubuk agarosa dan dilarutkan dalam

40 mL bufer TBE 1X. Gel agarosa dididihkan dengan microwave sampai
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agar larut dan berwarna bening. Gel agarosa yang sudah hangat-hangat
kuku ditambahkan 2 uL EtBr kemudian dituangkan ke dalam cetakan
yang dilengkapi dengan sisir (comb) tempat aplikasi sampel. Selanjutnya
gel dibiarkan mengeras pada suhu ruang. Gel dan cetakannya kemudian
direndam pada buffer TBE 1X pada kolom elektroforesis. Sampel hasil
isolasi dimasukan dalam sumuran sebanyak 3 pL dan loading dye
sebanyak 1 pL (3:1). Setelah sampel dimasukkan, sampel kemudian
dielektroforesis pada tegangan 100 volt selama 30 menit Gel hasil
elekroforesis diamati dengan Gel Doc™ XR Imaging System BIO-RAD.
3. Uji Kuantitas DNA

Uji kuantitas DNA genom menggunakan nanodrops AE-Nano200
Nucleid Acid Abalyzer versie 2.0. Langkah pertama diletakkan blank
pada tempat sampel nanodrop. Pengukuran dilakukan dengan
menggunakan nilai absorbansi pada panjang gelombang (260 nm dan 280
nm) dan (260 nm dan 230 nm). Uji kemurnian DNA genom dapat diukur
dengan menghitung nilai absorbansi 260 nm dibagi dengan nilai
absorbansi 280 nm (A260/A280) dan rasio absorbansi 260 nm dibagi
dengan nilai absorbansi 230 nm (A260/A230).

Nilai kemurnian DNA ditentukan oleh tingkat kontaminasi protein
dan fenol dalam larutan. Molekul DNA dikatakan murni jika A260/A280

tersebut berkisar antara 1,8 - 2,0 dan rasio absorbansi A260/A230

berkisar 2.0-2.2. Jika nilai rasio A260/A280 lebih kecil dari 1,8 maka

isolat DNA yang dihasilkan masih mengandung kontaminan berupa fenol
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dan pelarut yang digunakan terlalu banyak. Sedangkan jika nilai rasio
A260/A280 lebih dari 2,0 maka isolat DNA yang dihasilkan masih
mengandung kontaminan berupa protein dan senyawa lainnya (Sambrook
dan Russell, 2001).
4. Amplifikasi DNA

Polymerase Chain Reaction (PCR) amplifikasi dilakukan dengan

menggunakan primer ITS rDNA vyaitu ITS1 dan ITS4 (Tabel 3.1) (White,

1990) :
Tabel 3.1 Sekuens Primer
Primer Gen Primer
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Amplifikasi gen ITS pada penelitian ini menggunakan kit maxime
PCR PreMix kit (i-StarTaq). Total volume dalam PCR adalah sebesar 25
uL dengan uraian komposisi (Tabel 3.2) (Geisen et al, 2017):

Tabel 3.2 Komposisi bahan dan volum amplifikasi DNA

Bahan Jumlah
DNA Template 1
Primer ITS1 (Forward) 1
Primer ITS 4 (Reverse) 1
PCR mix (dNTPs (2.5 mM, 10x bufer PCR, 2.5 7

Taq DNA polymerase
Aquabides 15

PCR dilakukan dengan menggunakan My Cycler™ Cycler BIO-RAD
Thermo Cycler mengikuti prosedur standar (Tabel 3.3) (Chowdhary &

Nutan, 2015):
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Tabel 3.3 Prosedur PCR

Tahap Suhu Waktu Siklus
Pra-denaturasi 95 15’ 1x
Denaturasi 95 1’ 35X
Aneling 56 30~ 35x
Ekstensi 72 I’ 35X
Final Ekstensi 72 10° 1x

Kemudian, produk PCR ini dianalisis pada elektroforesis
menggunakan 1% (v / v) gel agarosa yang dijalankan pada 100 volt, 400
mA selama 30 menit. gel diwarnai dengan etidium bromida dan band
divisualisasi pada Gel Doc™ XR Imaging System BIO-RAD.

5. Sekuensing DNA
Purifikasi amplikon dilakukan di PT. Genetika Science Indonesia, sedangkan
cycle sequencing dan pengumpulan data sekuen dilakukan di 1st BASE DNA
Sequencing Services Singapura.
3.4. Analisis Data
Data hasil sekuensing selanjutnya dibaca dengan Sequence Scanner 1.0.
Kecocokan ITS dengan Query yang diperoleh dari Gene Bank diketahui dengan

program  BLAST pada NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

Perubahan basa nukleotida yang terjadi dilihat dengan program bioedit version
7.2.5. Analisis contig DNA dengan menggunakan program BioEdit version 7.2.5
untuk memperoleh sekuens parsial gen ITS yang utuh (Hall, 1999). Selanjutnya
data hasil contig dianalisis dengan cara menyejajarkan sekuens isolat yang
diperoleh dengan fungi pembanding fungi endofit yang diperoleh dari GenBank

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Kemudian sekuens disejajarkan dengan
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program ClustalX, dengan memilih output berupa file dengan format Clustal,
FASTA, dan Phydit (.aln, .FASTA, dan .gde)(Thompson, 1997).

File .FASTA hasil penyejajaran dengan ClustalX di import ke dalam program
MEGA 5.0 untuk mencari model substitusi terbaik (best-fit substitution model)
untuk analisis pohon filogenetik. Setelah didapatkan model subtitusi terbaik,
selanjutnya dibuat pohon filogenetik dengan menggunakan metode algoritma

Neighbor Joining (NJ) dengan 1000 Bootsrap berdasarkan p-distance.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 lIsolat Fungi Endofit dari Buah dan Biji Juwet (Syzygium cumini L.)
Skeels Berdasarkan Karakter Morfologi
Fungi endofit berhasil diisolasi dari buah dan biji juwet (Syzygium cumini L.)
Skeels. Berdasarkan hasil pemurnian, didapatkan 2 jenis fungi endofit dari buah
juwet, dan 3 jenis fungi endofit dari biji juwet (tabel 4.1).

Tabel 4.1 Hasil Isolasi Fungi Endofit dari organ buah dan biji juwet

Kode Isolat )
E Bagian Tanaman Total Isolat
Fungi

F1 Buah
2

F2 Buah

S1 Biji

S2 Biji 3

S3 Biji

Perbedaan jumlah isolat yang ditemukan pada setiap organ dikarenakan
metode yang digunakan berbeda setiap organ berbeda. Pada organ buah
menggunakan metode dirrect innoculation karena organ buah memiliki tekstur
yang mudah dibelah, sedangkan pada organ biji menggunakan metode
pengenceran cawan tuang karena tekstur biji yang lebih keras daripada tekstur
buah sehingga diperlukan penggerusan biji. Menurut Safitri (2013) menjelaskan
metode cawan tuang memiliki kelebihan yaitu dapat mengisolasi organ yang
bertekstur keras sehingga fungi endofit yang didapatkan lebih maksimal. Hasil
isolasi fungi endofit dari buah dan biji juwet memiliki perbedaan karakter
morfologi, diantaranya karakter makroskopis dan karakter mikroskopis. (tabel

42).
46



Tabel 4.2 Karakter Morfologi Isolat Fungi Endofit dari Buah dan Biji Juwet (Syzygium cumini L.) Skeels
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Karakter Buah Biji
Morfologi Isolat F1 Isolat F2 Isolat S1 Isolat-S2 Isolat S3

Permukaan Tekstur koloni halus, | Tekstur permukaan | Tekstur permukaan | Tekstur permukaan | Tekstur permukaan

Koloni atas tampak seperti kapas, | kasar, miselia aerial | kasar, miselium tipis, | halus, tampak seperti | rata, miselium tipis,
berwarna abu-abu | tampak seperti kapas, | warna koloni coklat | kapas, warna putih, | warna koloni putih.
muda, pada hari ke- | berwarna putih, pada | muda, pada hari ketuju | pada hari —kesepuluh | Pada hari ketuju warna
enam miselium | hari keenam miselium | miselium berubah | warna berubah | berubah menjadi
berubah menjabu abu- | berubah menjadi | warna menjadi coklat | menjadi oranye. coklat muda.
abu kehitaman. kuning kecoklatan. tua.

Permukaan sisi | Warna koloni coklat | Warna koloni putih, | Warna krem pada | Warna putih pada | Warna putih  pada

sebalik muda, setelah hari | setelah hari keenam | miselium tua dan | miselium muda, dan | miselium muda, dan
kelima warna berubah | warna berubah | warna  putih  pada | warna coklat muda | warna putih
menjadi abu-abu | menjadi coklat | miselium muda. pada miselum tua. kekuningan pada
kehitaman. kekuningan. miselum tua.

Ukuran Koloni | Memenuhi permukaan | 6,5 c¢m pada hari | 53 cm pada hari ke | 6 cm pada hari ketujuh | 6 cm pada hari ketujuh
media hari kelima ketujuh tujuh

Lingkaran Ada Tidak ada Ada Ada Ada

Konsentris

Hifa Bersekat, bercabang Tidak bersekat, | Bersekat, bercabang Bersekat, bercabang Bersekat, bercabang

bercabang Memiliki appesorium
warna coklat, ujung
tumpul.
Konidia Ukuran 8 — 11 pm. Ukuran 13 — 16 pm, | Tipe a-konidia ukuran | Ukuran 3 = 10 pm, | Ukuran 7 — 15 um,

bentuk elips, apeks | bentuk elips, memiliki | 7 — 15 pm, bentuk | bentuk silinder dengan | bentuk elips, ujung
bulat datar, ada sekat | 2 setulae dan 1 |elips, ujung tumpul, | ujung tumpul, hialin. tumpul, hialin
pedeciel. hialin
Dugaan Isolat Neofusicoccum Pestalotiopsis Phomopsis Colletotrichum Phomopsis
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Hal ini sesuai dengan firman Allah % di dalam Al-Qur’an surat Thaahaa ayat
93:

‘&xubw\’a-jjl;mu;}b L;,:Jlu,,dfl,

Artinya : “Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-
tumbuhan yang bermacam-macam.” (Q.S. Thaahaa:53).

Menurut tafsir Al-Jazairi (2006) kalimat ss3 adalah “berjenis-jenis” dan
kalimat & artinya “beraneka warna serta rasa”. Menurut tafsir Al-Qurtubi
(2009) kalimat i3 < e s 551 menjelaskan “tumbuhan bisa bermacam-macam”,
sedangkan menurut menurut Al-Mahalli dan As-Syuthi (2010) menjelaskan

kalimat i < e il berarti  “tumbuh-tumbuhan yang beraneka ragam.”

Berdasarkan tafsir tersebut, Allah % telah menciptakan bermacam-macam
tumbuhan. Tumbuhan dapat juga dimaksud sebagai fungi, fungi memiliki struktur
yang hampir sama dengan tumbuhan. Allah & telah menciptakan fungi dengan
beraneka ragam. Hal ini dapat dilihat dari hasil isolasi fungi endofit buah dan biji
yang menghasilkan fungi dengan karakter warna dan bentuk yang beraneka
ragam.

Hasil isolasi kemudian dilakukan karakterisasi morfologi fungi endofit
secara makroskopis dan mikroskopis. Karakterisasi morfologi makroskopis dan
mikroskopis berhasil dilakukan dengan menggunakan buku dan jurnal literatur:
Pictoral Atlas of Soil and Seed Fungi Morphologies of Cultured Fungi and Key to
Species 2™ Edition (Watanabe, 2002); Ilustrated Genera of Imperfect Fungi
(Barnett & Barry, 2000); dan The Botryosphaeriaceae: Genera and Species

Known from Culture (Philips et al, 2013).
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4.1.1 Isolat F1

Hasil karakterisasi fungi endofit buah juwet isolat F1 secara makroskopis
dan mikroskopis disajikan pada gambar 4.1. Isolat F1 ditumbuhkan pada media
PDA (Potato Dextrose Agar) dengan suhu ruang. Koloni pada medium PDA
sudah memenuhi permukaan media pada hari kelima.

Berdasarkan hasil pengamatan (gambar 4.1.a) pada permukaan koloni
memiliki teskstur permukaan halus, tampak seperti kapas, berwarna abu-abu
muda, pada hari ke enam miselium berubah menjadi abu-abu tua sampai
kehitaman. Miselium aerial tinggi mencapai 5-7 cm, memiliki lingkaran
konsentris. Pada permukaan sebalik koloni (gambar 4.1.b) memiliki warna

koloni coklat muda. Setelah hari kelima, warna berubah menjadi abu-abu

kehitaman. Terdapat lingkaran konsentris.

ambar 4.1 a) Pe&rmulkaaTkoloni 'b) Permukaansebalik koloni isolat
F1, c) hifa perbesaran 00x, d) Konidium perbesaran 1000x, e) konidium skala
5um (Philips et al, 2013).
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Pada hasil pengamatan dengan perbesaran 1000x (gambar 4.1.c)
menunjukkan isolat F1 memiliki hifa tidak bersekat, tetapi bercabang. Pada
pengamatan mikroskopis (gambar 4.1.d) menunjukkan konidium berbentuk
elips, apeks bulat dan datar, bersekat, warna coklat. Ukuran konidia berkisar 8
— 11 pm. Hal ini sesuai dengan gambar literatur (gambar 4.1.e) dengan
konidium bentuk elips, apeks bulat datar, ada sekat, ukurannya berkisar 10 pym.
Menurut kunci determinasi (lampiran 3) menunjukan dugaan isolat adalah
Neofusicoccum. Menurut Philips (2013), konidium genus Neofusicoccum
memiliki karakter bentuk oval atau elips, berwarna hialin dan kadang coklat
(gambar 4.1).

4.1.2 Isolat F2

Hasil karakterisasi fungi endofit buah isolat F2 secara makroskopis dan
mikroskopis disajikan pada gambar 4.2. Isolat F2 ditumbuhkan pada media
PDA (Potato Dextrose Agar) dengan suhu ruang. Koloni pada medium PDA
mencapai diameter 6,5 cm pada hari ketujuh.

Berdasarkan hasil pengamatan (gambar 4.2.a) pada permukaan koloni
memiliki tekstur permukaan kasar, miselia aerial tampak seperti kapas
berwarna putih, pada hari ke enam miselium berubah menjadi kuning
kecoklatan. Pengamatan pada permukaan sebalik koloni (gambar 4.2.b)
memiliki warna koloni putih. Setelah hari enam, warna berubah menjadi coklat

kekuningan. Tidak memiliki lingkaran konsentris.
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C 10 um : e
Ly d %

~ Gambar 4.2 a) Permukaan koloni Isolat F2, b) Permukaan sebalik koloni isolat
F2, ¢) miselium (perbesaran 400x), d) konidia (perbesaran 1000x), €) konidia
perbesaran 400x (Radi, 2017).

Pada hasil penampang mikroskopis dengan perbesaran 400x (gambar 4.2.c)
menunjukkan hifa tidak bersekat tapi bercabang, sedangkan pada penampang
mikroskopis perbesaran 1000x (gambar 4.2.d.) menunjukkan konidia berbentuk
elips, dengan 4 — sel, warna hitam, dengan ukuran 13 — 16 um . Konidia
memiliki 2 setulae pada ujung apikal, dan memiliki 1 pedicel pada ujung basal.
Hal ini sesuai gambar literatur (gambar 4.2.e) yang menunjukkan konidia
memiliki 2 setulae yang berbentuk seperti benang, dan memiliki 1 pediciel
yang berbentuk seperti benang halus. Menurut kunci determinasi (lampiran 3)
menunjukan dugaan isolat adalah genus Pestaloptiopsis. Menurut Radi (2017),
konidium genus Pestaloptiopsis memiliki karakter bentuk oval atau elips,
memiliki sekat, memiliki pediciel pada ujung basal, dan setulae pada ujung

apikal.
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4.1.3 Isolat S1

Hasil karakterisasi fungi endofit buah isolat S1 secara makroskopis dan
mikroskopis disajikan pada gambar 4.3. Isolat S1 ditumbuhkan pada media
PDA (Potato Dextrose Agar) dengan suhu ruang. Koloni pada medium PDA
mencapai diameter 5,3 cm pada hari ketujuh.

Berdasarkan hasil pengamatan (gambar 4.3.a) menunjukkan pada
penampang permukaan koloni isolat S1 memiliki tekstur permukaan kasar,
warna koloni coklat muda, pada hari ketuju miselium berubah menjadi ciklat
tua kehitaman. Memiliki lingakaran konsentris. Miselium isolat S1 ini sangat
tipis. Pada penampang permukaan sebalik koloni (gambar 4.3.b) menunjukkan
morfologi warna sebalik koloni yang memiliki warna krem pada miselia yang
sudah tua, dan warna putih pada miselia yang masih muda. Isolat S1 memiliki
lingkaran konsentris.

Pada penampang mikroskopik dengan perbesaran 400x (gambar 4.3.c)
menunjukkan hifa bercabang dengan memiliki sekat. Pada hasil pengamatan
(gambar 4.3.d) menunjukkan isolat S1 memiliki konidia dengan tipe a-konidia.
Ukurannya berkisar 7 — 15 pum, berbentuk elips, ujung tumpul, berwarna hialin.
Menurut kunci determinasi (lampiran 3) menunjukan dugaan isolat adalah
Phomopsis. Menurut Mahadevakumar (2017) menjelaskan konidium genus
Phomopsis memiliki karakter bentuk oval atau elips, ujung tumpul, warna

hialin (gambar 4.3.e).
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/

Gambar 4.3 a) Permukssn koloni Isolat S1, b) Permukaan sebalik
koloni isolat S1, c) miselium (perbesaran 400x), d) a konidia, €)
o konidia (Mahadevakumar, 2017)

4.1.4 Isolat S2

Hasil karakterisasi fungi endofit dari biji juwet isolat S2 disajikan pada
gambar 4.4. Isolat S1 ditumbuhkan pada medium PDA (Potato Dextrose Agar)
dengan suhu ruang. Berdasarkan hasil pengamatan penampang permukaan
koloni isolat S1 (gambar 4.4.a) menunjukkan koloni mencapai diameter 6 cm
pada hari ketujuh. Tekstur permukaan halus. Hifa tampak seperti kapas. Warna
hifa putih, pada hari kesepuluh, koloni berubah menjadi warna oraye. Memiliki
lingkaran konsentris. Pada penampang permukaan sebalik koloni (gambar

4.4.b) memiliki karakter warna miselium putih. Memiliki lingkaran konsentris.
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Gambar 4.4 a) Upper side koloni Isolat F2, b) Reverse side koloni
isolat S2, c¢) Appressorium, d) Appressorium (Prihastuti, 2009), €)
konidia, f) konidia (Prihastuti, 2009)

Pada penampang mikroskopis dengan perbesaran 400x (gambar 4.4.c)
menunjukkan isolat S2 memiliki appressorium dengan bentuk oval dan warna
coklat, memiliki ukuran 8 — 11 um. Hal ini sesuai dengan gambar literatur
(4.4.d) yang menunjukkan appesorium dengan warna coklat, ujung tumpul.
Appesorium merupakan modifikasi dari hifa. Pada penampang mikroskopis
perbesaran 400x (gambar 4.4.e) menunjukkan konidia berbentuk silinder
dengan ujung tumpul, pigmentasi hialin, ukuran berkisar 3- 10 um. Hal ini
dapat dibandingkan dengan literatur (gambar 4.4.f) yang menunjukkan konidia
bentuk silinder, memiliki ujung yang tumpul, pigmentasinya hialin. Menurut
kunci determinasi (lampiran 3) menunjukan dugaan isolat adalah

Colletotrichum. Menurut Prihastuti (2009), konidium genus Colletotrichum
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memiliki karakter konidium elips atau silinder, memiliki ujung tumpul,
pigmentasi hialin, ukuran berkisar 8 — 15 um (gambar 4.4.d dan gambar 4.4.1).
4.1.5 Isolat S3

Hasil karakterisasi fungi endofit dari biji juwet isolat S3 disajikan pada
gambar 4.5. Isolat S3 adalah fungi endofit yang ditumbuhkan dari biji juwet.
Isolat ini ditumbuhkan dari media PDA (Potato Dextrose Agar) dengan suhu
inkubasi ruang.

Berdasarkan hasil pengamatan penampang makroskopik (gambar 4.5.a)
menunjukkan bahwa koloni mencapai dimater 6 cm pada hari ketujuh
pengamatan. Tekstur permukaan koloni rata. Miselium sangat tipis. Warna
koloni putih pada miselium muda, sedangkan warna berubah menjadi coklat
muda pada hari ketujuh . Pada penampang permukaan sebalik koloni (gambar
4.5.b) menunjukkan bahwa warna koloni putih. Pada hari kesepuluh, warna
koloni menjadi putih kekuningan. Memiliki lingkaran konsentris.

Berdasarkan pengamatan mikroskopis dengan perbesaran 400x (gambar
4.5.c.) menunjukkan isolat memiliki hifa yang bercabang dan ada sekat. Pada
gambar pengamatan (gambar 4.4.d) menunjukkan isolat S3 memiliki konidia
dengan tipe a-konidia. Bentuk elips, ujung tumpul, pigmentasi hilain, ukuran
berkisar 7 — 15 pm. hal ini sesuai dengan gambar literatur (gambar 4.5.e) yang
menunjukkan salah satu tipe konidia yaitu tipe a-konidia dengan karakterisitik
berbentuk oval atu elips, ujung tumpul, pigmentasi hialin kadang ada yang
berwarna coklat. Menurut kunci determinasi (lampiran 3) menunjukan dugaan

isolat adalah Phomopsis. Menurut Mahadevakumar (2017) menjelaskan
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konidium genus Phomopsis memiliki karakter bentuk oval atau elips, ujung

tumpul, warna hialin (gambar 4.3.e).

Gambar 4.5 a) Upper side koloni Isolat S3, b) Reverse side koloni isolat S3
c) hifa (perbesaran 400x), d) o konidia, €) o konidia (Mahadevakumar,
2017).

4.2 ldentifikasi Fungi Endofit dari Buah dan Biji Juwet (Syzygium cumini L.)
Skeels Berdasarkan Penanda Molekuler rDNA ITS
Identifikasi fungi endofit dari buah dan biji juwet (Syzygium cumini L.) Skeels
menggunakan DNA target daerah ITS. Menurut Vicente et al., (2005)
menjelaskan daerah ITS telah digunakan sebagai barcode universal Kingdom
Fungi, sehingga penanda molekuler ITS sangat cocok untuk mengidentifikasi

fungi. Selain itu daerah ITS hanya memiliki panjang base pare 500 — 800
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sehingga sangat efisien. Daerah ITS juga merupakan region conserved sehingga
cocok untuk digunakan pengidentifikasian spesies.

Hasil elektroforesis setelah PCR menunjukkan ukuran band yang berbeda-
beda (gambar 4.6.). Pada isolat F1 dan F2 menunjukkan panjang 550 bp, pada
isolat S1 memiliki panjang 600, sedangkan pada isolat S2 dan S3 memiliki
panjang 500 bp. Hal ini sesuai literatur Porter (2011) menjelaskan daerah ITS
pada kingdom jamur memiliki panjang rata-rata 500 — 600 bp untuk Ascomycetes

dan Basidiomycetes.

Gambar 4.6 Visualisasi hasil PCR (100 volt, 30 menit). M) marker, F1)
isolat F1, F2) isolat F2, S1) isolat S1, S2) isolat S2, S3) isolat S3

Allah & berfirman di dalam Al-Qur’an surat Al-Furgaan ayat 2:

- g 2 o 7 g2 2 2 8 Do 7 27 2 < S /,4,4}’ - D
el b= By ST g el ) (K05 1005 s ST o3V wosedll el s ol

Artinya: “Yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi, dan Dia tidak
mempunyai anak dan tidak ada sekutu baginya dalam
kekuaasaan(Nya), dan Dia telah menciptakan segala sesuatu, dan
Dia menetapkan ukuran-ukurannya dengan serapi-rapinya.” (Q.S.
Furgaan:2).

Menurut Al-Jazairi (2006) kalimat 5. 38 adalah “Dia (Allah) telah

menetapkan suatu ukuran dengan serapi-rapinya tanpa ada cela.” Menurut tafsir
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Al-Qurtubi (2009), kalimat )i 8 maksudnya adalah “menetapkan segala
sesuatu dari apa yang diciptakan-Nya sesuai dengan hikmah yang diinginkan-
Nya, dan segala sesuatu berjalan sesuai dengan ketentuan-Nya.” Menurut Al-
Mahalli dan As-Syuthi (2010) menjelaskan kalimat | s )38 berarti “(dan Dia
menetapkan ukuran-ukurannya dengan serapi-rapinya) secara tepat dan
sempurna.”

Menurut Travers (2015) menjelaskan bahwa DNA merupakan salah satu
material kehidupan yang penting bagi makhluk hidup. Susunannya yang
terstruktur memberikan DNA sebagia pusat informasi dari individu. Berdasarkan
tafsir Al-Qur’an dan literatur tersebut, dapat diimplementasikan dengan hasil dari
panjang base pare daerah ITS yang telah terukur pasti berkisar 500 — 600 bp.
Daerah ini dimiliki oleh setiap spesies fungi dengan karakteristk yang berbeda-
beda, Allah % menciptakan daerah ITS ini dengan rapi dan teratur, ukuran yang
pasti ini dapat dijadikan sebagai patokan pengidentifikasian DNA daerah ITS.

Hasil uji kualitatif dan kuantitatif (lampiran 4) akan mempengaruhi hasil
sekuensing. berdasarkan hasil sekuensing yang dibaca menggunakan sequence
scanner (Lampiran 5) menunjukkan grafik yang terdiri dari 4 warna. Hasil
sequensing dikategorikan baik, hal ini ditunjukkan grafik memiliki puncak yang
tinggi dan terpisah satu sama lain.

Hasil sekuensing kemudian dilakukan Blast (Basic Local Alignment Search
Tool) untuk menganalisis kemiripan kedua sekuens (Ye, 2006). Hasil blast
kemudian dapat mengetahui nilai identy spesies dari masing-masing isolat fungi

endofit dengan spesies lain. Berdasarkan blast hasil sekuensing (tabel 4.3)
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menunjukkan pada isolat F1 hasil blast menunjukkan spesies Neofusicoccum
parvum tingkat kemiripan 99%, pada isolat F2 hasil blast menunjukkan
Pestalotiopsis vismiae tingkat kemiripan 99%, pada isolat S1 hasil blast
menunjukkan spesies Phomopsis sp. tingkat kemiripan 99%, pada isolat S2 hasil
blast menunjukkan Colletotrichum fructicola tingkat kemiripan 99%, dan pada
isolat S3 hasil blast menunjukkan spesies Phomopsis sp. tingkat kemiripan 97%.
Nilai max identity sebesar 99% mengindikasikan bahwa isolat dianggap sebagai
Spesies yang sama. Sedangkan homologi >97% dapat dinyatakan bahwa isolat
yang dibandingkan berada pada genus yang sama dan homologi antara 89-93%
menunjukkan famili yang berbeda (Kwasna, 2008).

Tabel 4.3 Hasil Blast isolat Fungi Endofit dari buah dan biji juwet (Syzygium cumini L.)

Skeels
Hasil Isolasi Hasil Blast
No Kode Panjan - Panjan
ol basejpaigr Spesies Ident Sequence ID basejpaﬁ'
1 F1 558 Neofusicoccum parvum 99%  KY111851.1 569
2 F2 575 Pestalotiopsis vismiae 99% KM513583.1 575
3. S1 555 Phomopsis sp. 99%  GU066650.1 575
4, S2 552 Colletotrichum fructicola 99%  MF543120.1 538
5. S3 558 Phomopsis sp. 97%  GU066650.1 575

Hasil blast sequence kemudian dilakukan analisis p-distance (lampiran 6) dan
rekontruksi pohon filogenetik (gambar 4.7). Menurut Saitou (1987) menjelaskan
hubungan kekerabatan dapat dibandingkan berdasarkan jarak genetik p-distance
dari basa-basa nukleotidanya, sedangkan menurut Li et al (1999) salah satu tujuan
rekontruksi pohon filogenetik adalah untuk mengkonstruksi dengan tepat
hubungan antara organisme dan mengestimasi perbedaan yang terjadi dari satu
nenek moyang kepada keturunannya. Sebelum dilakukan analisis p-distance dan

rekontruksi filogenetik, maka dilakukan pensejajaran alligment (lampiran 7).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM513583.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G6HJHNHP014
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Rekontruksi pohon filogenetik pada penelitian ini menggunakan metode
algoritma Neighbor Joining (NJ) dengan 1000 Bootsrap berdasarkan p-distance,.
Kelebihan metode NJ adalah menggunakan metode aditifitas dan dapat digunakan
untuk rekontruksi pohon dengan jumlah organisme yang banyak dan dataset yang
besar dalam waktu relatif cepat (Brend, 2014).

Hasil rekontruksi pohon filogenetik juga didapatkan nilai bootstrap. Metode
bootstrap adalah metode yang menguji seberapa baik set data model. Bootstrap
digunakan untuk mengevaluasi kestabilan cabang. Nilai bootstrap dilakukan
untuk mengevaluasi kestabilan cabang. Pada pohon filogenetikan nilai bootstrap
dikatakan stabil jika bootstrap nilai bootstrap (>90%), sedangkan nilai bootstrap
dikatakan rendah jika (<70%) (Osawa et al 2004). Menurut Van De Peer (2003)
menjelaskan kombinasi metode Neighbor joining (NJ) dengan analisis bootstrap
dapat menjadi metode terbaik dalam mengevaluasi pohon-pohon filogenetik
berbasis jarak.

Berdasarkan hasil rekontruksi pohon filogenetik, diketahui bahwa diperoleh
empat clade. Pada clade C terdapat kelima isolat hasil isolasi fungi endofit dari
buah dan biji juwet merupakan anggota kelas Ascomycota. Menurut Egbuta et al
(2016) menjelaskan kelas Ascomycota merupakan kelas yang paling banyak dari
kingdom Fungi, selain itu kelas Ascomycota umumnya hidup sebagai pengurai
pada tumbuhan atau sisa organisme, sehingga kelas Ascomycota dapat mudah
ditemukan pada berbagai jenis tumbuhan yang bersimbiosis baik sevagai endofit,

saprofit, atau patogen.
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Filogenetik isolat fungi endofit dari buah dan biji juwet, jarak genetik dan
nilai similaritas antar spesies dapat dihitung menggunakan MEGA 6.0 (lampiran
6). Nilai similaritas adalah berbanding terbalik dengan jarak genetik. Semakin
kecil jarak genetik maka semakin besar nilai similaritas. Semakin kecil nilai
koefisien similaritas (mendekati nol), maka hubungan kekerabatannya semakin
jauhdan sebaliknya semakin besar nilai koefisien similaritas (mendekati seratus
persen) maka hubungan kekerabatan semakin dekat Shamir (2001).

Menurut Nei (1987) jarak genetik menunjukkan tingkat perbedaan gen
diantara populasi atau spesies. Pramarta (2014) juga menambahkan bahwa jarak
genetik dapat menunjukkan kedekatan atau tidaknya hubungan kekerabatan antara
sekuen nukleotida yang diamati. Menurut Shamir (2001), analisis jarak genetik
dapat menunjukkan jarak genetik antara sampel dengan masing-masing individu
yang menjadi spesies pembanding.

Pada kelas Ascomycota yang didapat menunjukkan isolat F1 berasal dari
famili Botryosphaeriaceae. Isolat F1 memiliki jarak genetik 0,000 dan nilai
similaritas 100% sehingga isolat F1 dengan Neofusicoccum parvum memiliki
kemiripan identik. Tingkat homologi sekuen isolat F1 dapat ditunjukkan dengan
nilai yang tertera pada warna grafik hasil blast (Lampiran 8). Warna grafik
menunjukkan warna merah semua, sehingga dikategorikan tingkat homologi
sekuen tinggi karena nilai >200. Nilai bootsrap isolat F1 adalah 99% sehingga

dikategorikan percabangan stabil dan pohon filogenetik tidak akan berubah.
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Gambar 4.7 Rekontruksi pohon filogenetik isolat fungi endofit dari buah dan biji juwet metode Neighbor
Joining, bootstrap 1000 pengulangan berdasarkan nilai p-distance basa-basa nukleotida rDNA ITS

Pada kelas Ascomycota yang didapat menunjukkan isolat F2 berasal dari

famili Sporocadaceae. Isolat F2 memiliki jarak genetik 0,003 dengan nilai

similaritas 99,73% sehingga isolat F2 dengan Pestalotiopsis vismiae memiliki

nilai kemiripan tinggi. Tingkat homologi sekuen isolat F2 dapat ditunjukkan

dengan nilai yang tertera pada warna grafik hasil blast (Lampiran 9). Warna

grafik menunjukkan warna merah semua, sehingga dikategorikan

tingkat

homologi sekuen tinggi karena nilai >200.Nilai bootsrap isolat F2 dengan

Pestalotiopsis vismiae adalah 95% sehingga dikategorikan percabangan stabil.

Nilai bootstrap diantara 70-100 menunjukkan bahwa percabangan dan pohon

filogenetik tidak akan berubah (Simpson, 2006).

Ascomycota
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Pada kelas Ascomycota yang didapat menunjukkan isolat S2 berasal dari
famili Glomerellaceae. Isolat S2 memiliki jarak genetik 0,000 dengan nilai
similaritas 100 % sehingga isolat S2 dengan Colletotrichum fructicola memiliki
nilai kemiripan tinggi. Tingkat homologi sekuen isolat S2 dapat ditunjukkan
dengan nilai yang tertera pada warna grafik hasil blast (Lampiran 11). Warna
grafik menunjukkan warna merah semua, sehingga dikategorikan tingkat
homologi sekuen tinggi karena nilai >200. Nilai bootsrap isolat S2 adalah 100%
sehingga dikategorikan percabangan stabil.

Pada kelas Ascomycota yang didapat menunjukkan isolat S1 berasal dari
famili Sporocadaceae. Isolat S1 memiliki jarak genetik 0,011 serta nilai similaritas
98,930% sehingga isolat S1 dengan Phomopsis sp. memiliki nilai kemiripan < 99
%. Tingkat homologi sekuen isolat S1 dapat ditunjukkan dengan nilai yang tertera
pada warna grafik hasil blast (Lampiran 10). Warna grafik menunjukkan warna
merah semua, sehingga dikategorikan tingkat homologi sekuen tinggi karena nilai
>200. Nilai bootsrap isolat S1 dengan Phomopsis sp. adalah 100% sehingga
dikategorikan percabangan stabil.

Pada kelas Ascomycota yang didapat menunjukkan isolat S3 berasal dari
famili Sporocadaceae. Isolat S3 memiliki jarak genetik 0,016 serta nilai similaritas
98,40% sehingga isolat S3 dengan Phomopsis sp.memiliki nilai kemiripan < 99
%. Hal ini menyebabkan isolat S3 memiliki tingkat kesamaan sampai genus
Phomopsis pada sequence ID GU066650.1. Tingkat homologi sekuen isolat S3
dapat ditunjukkan dengan nilai yang tertera pada warna grafik hasil blast

(Lampiran 12). Warna grafik menunjukkan warna merah semua, sehingga
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dikategorikan tingkat homologi sekuen tinggi karena nilai >200. Nilai bootsrap
isolat S3 adalah 100% sehingga dikategorikan percabangan stabil.

Isolat S1 dan isolat S3 hanya dapat diketahui sampai tingkat genus saja
dikarenakan NCBI dengan nomor ID GU066650.1 menyediakan informasi sampai
tingkatan genus. Namun isolat S1 lebih memiliki nilai identy blast yang lebih
tinggi, nilai similaritas yang lebih tinggi, dan jarak genetik yang lebih rendah
dengan Phomopsis sp. ID GU066650.1. dari pada isolat S3. Nilai bootsrap isolat
S1 dan S3 adalah 93% sehingga dikategorikan percabangan stabil, sedangkan nilai
bootsrap isolat S1, S3 dengan Phomopsis sp. ID GU066650.1 adalah 100%

sehingga dikategorikan percabangan stabil dan tidak akan berubah.

4.3 Perbandingan Isolat Fungi Endofit dari Buah dan Biji Juwet (Syzygium
cumini L.) Skeels Berdasarkan Karakter Morfologi dan Penanda Molekuler
Berdasarkan hasil blast, nilai similaritas, dan perhitungan jarak genetik,
kemudian dibandingkan dengan karakter morfologi, maka diperoleh
persamaannya. lsolat F1 adalah Neofusicoccum parvum, isolat F2 adalah
Pestalotiopsis vismiae, isolat S1 adalah Phomopsis sp., isolat S2 adalah
Colletotrichum fructicola, dan isolat S3 adalah Phomopsis sp. Isolat S1 dan isolat
S3 memiliki kesamaan berdasarkan penanda molekuler yaitu sama-sama spesies
Phomopsis sp. dengan sequence ID yang sama yaitu GU066650.1. Jika diamati
dengan hasil perbandingan karakter morfologi pada tabel 4.2 menunjukkan isolat
S1 dan isolat S3 memiliki karakter makroskopis yang berbeda, sehingga diduga
kedua isolat adalah spesies yang berbeda. Namun, hasil blast menunjukkan kedua

isolat berasal dari spesies dengan sequence ID yang sama.
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Identifikasi konvensional berdasarkan morfologi memiliki kelemahan
diantaranya adalah waktu pengerjaan yang lama serta dapat menimbulkan
kesalahan identifikasi terutama pada spesies yang berkerabat dekat (Geiser, 2004).
Hal tersebut dikarenakan morfologi kapang yang sederhana, sehingga hanya
sedikit karakter morfologi yang dapat digunakan untuk identifikasi (Geiser, 2004).
Identifikasi secara molekuler diperlukan sehingga penentuan spesies dari isolat
target dapat dilakukan dengan tepat.

Beberapa spesies fungi yang sama dapat bertindak sebagai endofit pada
tanaman tertentu, sekaligus bertindak sebagai fungi patogen ataupun saprofit pada
tanaman lain (Gomes, 2013). Menurut Udayanga (2011) faktor-faktor yang
mempengaruhi simbiosis fungi dengan tanaman inang antara lain keadaan iklim
inang, fisiologi inang, kandungan fitokimia inang. Kelima spesies yang ditemukan
dalam buah dan biji juwet ditemukan sebagai fungi endofit, namun pada tanaman
lain fungi tersebut dapat bertindak sebagai patogen ataupun saprofit.

Pada sepesies Neofusicocccum parvum ditemukan pada daun Artemisia
madagascariense (Jeewon, 2013) dan batang Artemisia thuscula sebagai fungi
endofit (Cosoveanu, 2018), sedangkan ditemukan pada daun Vitis vinifera sebagai
fungi patogen (Massonnet et al, 2017). Pada spesies Pestalotiopsis vismiae
ditemukan di kulit Pinus armandi sebagai endofit (Hu, 2007), patogen pada daun
Leucospermum sp., (Jaewon, 2004). Pada spesies Colletotrichum fructicola
ditemukan pada daun Pennisetum purpureum (Manamgoda et al, 2013) dan buah
Coffea arabica (Prihastuti, 2009) sebagai fungi endofit, sedangkan ditemukan

pada buah Capsicum annuum sebagai patogen (Sharma, 2013). Pada spesies
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Phomopsis vexans ditemukan daun Solanum xanthocarpum sebagai fungi endofit
(Parthasarathy, 2015) dan ditemukan pada umbi Solanum melongena sebagai

patogen (Gomes, 2013).



BAB V
PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian ini adalah:

1. Berdasarkan karakter morfologi fungi endofit dari buah dan biji juwet
(Syzygium cumini L.) Skeels isolat F1 memiliki karakter tekstur halus, seperti
kapas, warna abu-abu muda, konidia bentuk elips, bersekat, dugaan isolat
Neofusicoccum. Isolat F2 tekstur permukaan kasar, miselia seperti kapas,
putih, konidia elips, memiliki 2 setulae 1 pedeciel dugaan isolat Pestalotiopsis.
Isolat S1 permukaan kasar, miselium tipis, warna coklat muda,tipe a-konidia,
bentuk elips, ujung tumpul, hialin, dugaan isolat Phomopsis. Isolat S2
permukaan halus, seperti kapas, putih, konidium silinder ujung tumpul, hialin,
dugaan isolat Colletotrichum. Isolat S3 tekstur permukaan rata, miselium tipis,
putih, konidia elips, ujung tumpul, hialin, dugaan isolat Phomopsis.

2. Berdasarkan penanda molekuler rDNA ITS spesies isolat fungi endofit dari
buah dan biji juwet (Syzygium cumini L.) Skeels isolat Fladalah
Neofusicoccum parvum, isolat F2 adalah Pestalotiopsis vismiae, isolat S1
adalah Phomopsis sp., isolat S2 adalah Colletotrichum fructicola, dan isolat S3

adalah Phomopsis sp.

67



68

5.2 Saran
Berdasarkan penelitian, diketahui beberapa isolat dari organ buah dan biji
saja sehingga diperlukan identifikasi dari tanaman lain untuk memperoleh
informasi diversitas fungi endofit dari tanaman juwet (Syzygium cumini L.)
Skeels. Selain itu untuk mengetahui potensi dari isolat fungi endofit yang
diperlukan ada uji lanjutan pada penelitian identifikasi fungi endofit ini berupa
uji potensi kimia, fisiologi, dan lain sebagainya guna mendapatkan informasi

yang lebih lengkap tentang potensi fungi endofit.
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Lampiran 1

Formula pembuatan 2x CTAB adalah sebagai berikut:

Standard DNA extraction protocol
Jer-Ming Hu July 4, 2002

(Per 200 ml)
20 ml 1 M Tris-HCI pH 8.0
56 ml 5 M NaCl (or 16.4 g)

2X CTAB Buffer:
100 mM Tris-HCI (pH8.0)

1.4 M NaCl

20 mM EDTA 16 ml 0.5 M EDTA
2% CTAB 4.0 g powder
2% PVP40 40¢g

0.2% B-mercaptoethanol add right before use



Lampiran 2

Modifikasi Metode Doyle & Doyle
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Metode Doyle&Doyle

Modifikasi

Disiapkan daun segar telah halus sebanyak 0.5 — 100
mg.

diambil miselium fungi endofit yang berumur 7 hari
sebanyak 100 mg

Ditambahkan CTAB (2% CTAB [Sigma H-5882],
14 M

NaCl, 0.2% 2-mercaptoethanol, 20 mM EDTA, 100
roM Tris-HCI, pH 8.0)

Ditambahkan 1000 pl bufer 2X CTAB {100 mM
Tris-HCL (pH 8), 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2%
CTAB, 2% PVP, 0.2% [-mercaptoethanol} dan
divortex

diinkubasi di dalam waterbath 60°C selama 30 menit.

diinkubasi di dalam waterbath 65°C selama 60 menit.

ditambah 1x volume (24:1)
chlorofrom:isoamilalkohol.

ditambah 900 pl (24:1) chlorofrom:isoamilalkohol.

Diinkubasi di suhu ruang selama 1 jam.

Selanjutnya disentrifugasi 13000 rpm selama 10
menit

Diambil supernatant, dipindah ke tube baru

Diambil supernatant, dipindah ke tube baru

ditambah 900 pl (24:1) chlorofrom:isoamilalkohol.

disentrifugasi 13000 rpm selama 10 menit.

Diambil supernatant dan dipindah pada tube 1.5 Ml

Ditambah isopropanol sebanyak /5 volume
supernatant

Ditambah isopropanol sebanyak /5 volume
supernatant

Dinkubasi semalam

Diinkubasi semalam suhu -4°C.

Ditambah

Disentrifugasi 6000x g (10 menit)

Selanjutnya disentrifugasi 13000 rpm selama 10
menit.

Dicuci pellet dengan (76% EtOH, 10 mM
ammonium acetate).

dicuci pellet dengan 500 pl ethanol absolute.

Disentrifugasi 6000x g (10 menit), dibuang
supernatant

Selanjutnya disentrifugasi 13000 rpm selama 5 menit
dibuang supernatant,

dikering anginkan di oven 25°C.

Ditambahkan 50 pl TE Buffer.

Ditambahkan 50 pl TE Buffer.

Disimpan pada suhu -4°C.

Disimpan pada suhu -4°C
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Lampiran 3

L

NN wwhN

KUNCI DETERMINASI

A. Kunci determinasi Neofusicoccum

(Philips, 2017)

Conidia formed within a pycnidium 2
Conida formed as dry powdery arthric chains Neoscytalydium
Conidia hyaline (only rarely turn brown with age) 3

Conidia brown (can remain hyaline for some time before becoming brown) 8
Conidia hyaline, with persistent mucous sheath 4
Conidia hyaline, mucous sheath absent 5
Conidia thin-walled 6
Conidia thick-walled 9
Conidia mostly fusoid to ellipsoidal 7

Conidia cylindrical to cylindro-clavate Botryobambusa
Most conidia longer than 30 um Cophinforma
Conidia mostly less that 30 pm long Botryosphaeria/Neofusicoccum?2

Kunci Determinasi Pestalotiopsis
(Watanabe, 2002)

Setae formed

not formed

Conidia simple

complicated

Conidia with filiform appendages
not so 9
Conidia cylindrical, concolor Hyphodiscosia
ellipsoidal with central dark cells and hyaline end cells Pestalotia

3

oL NON



la
Ib
Ic
Id
2a
2b
3a
3b
43
4b
5a
5b

Ib

2a
2b
2C
3a
3b
4a
4h
ba
5b
6a
6b
6C
9a
9b
18a
18b
19a

C. Kunci Determinasi Colletotrichum
(Barnett, 1972)
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Conidia 1-celled, short, not filiform 2
Conidia 2- to several-celled, not filiform, didymosporous or phragmosporous 7
Conidia filiform, 1- to several-celled 12
Conidia dictyosporous or staurosporous 14
Conidia with distinct dark pigment Melanconium 190
Conidia hyaline 3
Conidia produced laterally on conidiophore Catenophora 188
Conidia produced apically on conidiophore 4
Conidia with apical, hyaline branched appendages Pestalozziella188
Conidia without appendages 5
Dark setae present in acervulus Colletotrichum188
Dark setae absent 6

D. Kunci Determinasi Phomopsis
(Barnett, 1972)
Conidia globose to oblong or ellipsoid, not filiform 2
Conidia filiform, at least several times longer than wide, I- to several-celled
(scolecosporous) 62
Conidia 1 -celled 3
Conidia typically 2-cclled 45
Conidia typically 3- to several-celled 52
Conidia hyaline, or sometimes brightly pigmented in mass 4
Conidia with dark pigment, evident at least in mass 40
Pycnidia complete, or with well developed base 5
Pycnidia not complete, with only the upper portion well developed 37
Pycnidia separate, not in stromata 6
Pycnidia in stromata, frequently evident only by pycnidial cavities 29
Pycnidia mostly ovoid; parasitic on powdery mildews Ampelomyces
Pycnidia with long beak or neck; not parasitic on powdery mildews 7
Pycnidial beak short or absent; not parasitic on powdery mildews 9
Pycnidia breaking open irregularly, without a distinct ostiole 10
Pycnidia opening by distinct ostioles 18
Pycnidia on subiculum of radiating hyphae Asteromella
Pycnidia not on subiculum, 19

Conidia of 2 kinds: short-ovoid and long-curved or bent Phomopsis
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Lampiran 4

HASIL UJI KUALITATIF DAN KUANTITATIF WHOLE GENOM

Isolasi DNA fungi endofit dari buah dan biji juwet telah berhasil dilakukan
menggunakan metode Doyle & Doyle (1987) dengan modifikasi. Berdasarkan
hasil uji kualitatif (gambar 4.6), menunjukkan hasil visualisasi DNA genom dari
isolat fungi endofit buah dan biji juwet.

DNA genom fungi endofit isolat F1, F2, S1, S2, S3 memiliki panjang lebih
dari 10000 base pair. Kelima isolat memiliki band yang tebal dan jelas, namun
pada isolat S2 dan S3memiliki smear yang tipis. Menurut Skutkova (2013)
menjelaskan smear pada hasil elektroforesis DNA disebabkan adanya presipitasi

protein dan sisa-sisa residu hasil isolasi DNA.

10000 bp
5000 bp

500 bp

Gambar 4.6 Hasil elektroforesis menggunakan konsentrasi agar 1% (100 volt, 30 menit).
M) marker, F1) isolat F1, F2) isolat F2, S1) isolat S1, S2) isolat S2, S3) isolat S3

Hasil uji kualitatif ini dapat dibandingkan dengan hasil uji kuantitatif.

Berdasarkan hasil uji kuantitatif DNA genom isolasi fungi endofit dari buah dan
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biji juwet memiliki nilai kemurnian dan kadar konsentrasi yang berbeda-beda
(tabel 4.2). Kelima isolat memiliki nilai konsentrasi yang tinggi. Hal inilah yang

menyebabkan band yang terbentuk memiliki bentuk yang jelas dan tebal (gambar

4.6).
Tabel 4.2 Hasil uji kuantitatif isolasi DNA fungi endofit buah dan biji juwet
No Isolat Abs 260 Abs 280 260/280 Konsentrasi (ng/ul)
1. F1 42.38 22.24 1.91 2119.1
2. F2 10.32 5.17 2.00 516.19
3. S1 27.49 14.96 1.84 1374.5
4, S2 37.27 21.41 1.74 1863.5
3 S3 22.76 13.49 1.69 1138.0

Pada isolat F1, F2, dan S1 memiliki nilai DNA yang murni. Hal ini sesuai
literatur Sambrook (2006) menjelaskan rasio nilai kemurnian DNA pada
absorbansi Azso/Azgo adalah antara 1.8 — 2.0. Nilai DNA genom murni ini
menyebabkan DNA tidak memiliki smear. Pada isolat S2 dan S3 memiliki nilai
absorbansi Azgo/Azgo < 1.8. Menurut Glasel (1994) menjelaskan pada absorbansi
Aol Azgo dengan nilai kemurnian < 1.8 adalah kontaminasi protein dan residu
lainnya. Hal ini yang menyebabkan hasil visualisasi DNA genom isolat S2 dan S3

memiliki smear.
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Lampiran 5
Hasil Sequence Scanner
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Lampiran 6

No

No

Spesies 1 2
1 DQ641321.1_Rhizopus_stolonifer

2 KT924420.1_Auricularia_auricula 0,440
3 Isolat_F1 0.451 0,328
4 KP183149.1_Neofusicoccum_parnvum 0.451 0,328

5 MR_137013.1_Neofusicoccum_cordatico 0,453 0,325

6 MR_137000.1_Pseudofusicoccum_ardes 0,445 0,355
7 Isolat_F2 0,429 0,34
8 KM513583.1_Pestalotiopsis_vismiae 0,429 0,339
9 MR_120087.1_Pestalotiopsis_furcata 0,437 0,344

10 LC228666.1_Synnemapestaloides_rhodc 0,440 0,357
11 Isolat_S2 0,4320,371
12 MF543120.1_Colletotrichum_fructicola 0,432 0,371

13 NR_144789.1_Colletotrichum_jasminiger 0,429 0,352
14 KT696354.1_Glomerella_glycines 0.440 0,368
15 Isolat_S1 0,443 0,365
16 Isolat_S3 0,445 0,368
17 GU595058.1_Phomopsis_sp. 0,435 0,363
18 NR_147544 1_Diaporthe_arctii 0,453 0,360
Spesies 1 2
1 DQ641321.1_Rhizopus_stolonifer
2 KT924420 1_Auricularia_auricula 56.00
3 Isolat_F1 54,93 67,20
4 KP183149.1_Neofusicoccum_panum 54,93 67,20
5 NR_137013.1_Neofusicoccum_cordatico 54,67 67,47
6 NR_137000.1_Pseudofusicoccum_ardes 55.47 64,53

57,07 65,87
57,07 66,13
56,27 65,60
56,00 64,27
56,80 62,93
56,80 62,93
57,07 64,80

7 Isolat_F2

& KM513583.1_Pestalotiopsis_vismiae

9 MR_120087.1_Pestalotiopsis_furcata

10 LC228666.1_Synnemapestaloides_rhodc
11 Isolat_S2

12 MF543120.1_Colletotrichum_fructicola
13 NR_144789.1_Colletotrichum_jasminiger

14 KT696354.1_Glomerella_glycines 56,00 63,20
15 Isolat_S1 55,73 63,47
16 Isolat_S3 55.47 63,20
17 GU595058.1_Phomopsis_sp. 56,53 63,73
18 MR_147544.1_Diaporthe_arctii 54,67 64,00

Jarak Genetik

3 4 5 ] T 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
0,000
0,011 0,011
0.064 0,064 0,067
0,243 0,243 0,237 0,248
0,243 0,243 0,237 0,248 0,003
0,251 0,251 0,245 0,251 0,019 0,016
0,261 0,261 0,261 0,259 0,075 0,072 0,077
0,256 0,256 0,253 0,259 0,213 0,213 0,216 0,251
0,256 0,256 0,253 0,259 0,213 0,213 0,216 0,251 0,000
0,251 0,251 0,248 0,259 0,213 0,213 0,216 0,253 0,045 0,045

0,256 0,256 0,253 0,264 0,224 0,224 0,224 0,253 0,080 0,080 0,091
0,253 0,253 0,253 0,261 0,235 0,237 0,237 0,267 0,197 0,197 0,219 0,216
0,256 0,256 0,256 0,264 0,237 0,240 0,240 0,269 0,203 0,203 0,221 0,221 0,005
0,261 0,261 0,261 0,269 0,235 0,237 0,237 0,272 0,203 0,203 0,219 0,227 0,011 0,016
0,267 0,267 0,264 0,264 0,219 0,221 0,224 0,251 0211 0,211 0,224 0,224 0,099 0,104 0,091
Similaritas
3 4 5 6 7 ] 9 10 11 12 13 14 15 16 17
100,00
98,93 98,93
93,60 93,60 93,33
75,73 75,73/76,27|75,20
75,73 75,73/76,27|75,20199,73
74,93 74,93 75,47 74,93 98,13 98,40
73,87 73,87 73,87 74,13/92,63 92,80 9227
74,40 74 40 74 67 74,13 78,67 78,67 78,40 74,93
7440 74 40 74 67 7413 78.67 7867 78.40 74.93 100,00
74,93 74,93 75,20 74 13 78,67 78,67 7840 74 67 9547 9547

74,40 74,40 74,67 73,60 77,60 77,60 77,60 74,67
74,67 74,67 74,67 73,87 76,53 76,27 76,27 73.33
74,40 74,40 74 40 73,60 76,27 76,00 76,00 73,07
73,87 73,87 73,87 73,07 76,53 76,27 76,27 72.80
73,33/73,33 73,60 73,60 76,13 77,87 77,60 74,93

92,00 92,00 90,93

80.27 80,27 78,13 78.40

79.73/79,73 77,87 77,87 99.47

79.73 79,73 78,13 77,33 98,93 98,40

78.93 78,93 77,60 77.60 90,13 89.60 90,93

86
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Pensejajaran Alligment

. DQ641321.1_Rhizopus_stolonifer

. ¥1924420.1_Ruricularia_suricula
Isolat_F1
¥P183149.1_Neofusicocoum_parvum
WR_137013.1_Neofusicocoun_cordaticola
NR_137000.1_Pseudofusicocoun_ardesiacum
Isolat_F2

¥M513583.1_Pestalotiopsis_vismise

NR_120087.1_Pestalotiopais_furcata
0. LC228666.1_Synnemapestaloides_rhododendri

11. Isolas_52

12. MF543120.1_Colletotrichun fructicola
13. NR_124789.1_Colletotrichum jasminigenum
14. HTE96354.1_Glomerella_glycines

15. Isolat_S1

16. Isolat_53

a7

. GR407101.1_Phomopsis_sp.
8. GU595052.1_Phomopsis_sp.
. NR_147544.1_Diaporthe_arctii

1. DQ621321.1_Rhizopus_stolonifer

2. ¥1924220.1_Ruricularia_suricula

3. Isolat F1

4. ¥P183149.1 Neofusicocoum parvum

5. NR_137013.1 Neofusicoccum cordaticola
6. NR_137000.1_Pseudofusicoccunm ardesiacum
7. Isolat F2

e. KM513583.1 _Pestalotiopsis_vismize

9. NR_120087.1_Peataloticpsis_furcata

10. Lc228666.1 ¢ Loides :

11. Isolat s2

12. MF543120.1 Colletotrichum fructicola
13. MR 124789.1 Colletotrichum jasminigenum
14. KTE96354.1 Glomerella glycines

15. Isolat_si

16. Isolat_s3

17. ©(407101.1_Phomopsis_sp.

18. GUS95058.1_Phomopsis_sp.

19. NR_147544.1 Diasporthe arctii

Species/abbry
1. D0641321.1_Rhizopus_stolonifer
2. ¥T1924420.1_Auricularia_suricula
3. Isolat_F1

G % o S ] ] 8] o R o 8 3 R 3R] (o] R R ] | (S8 8 S ] | | A ] o o 3 ] 3 0 3 ] | 3k e [ +

4. ¥P183149.1_Neofusicoccum parvum

5. NR_137013.1_Neofusicoccum_cordaticola
6. NR_137000.
7. Isolat_F2

. KM513583.1 Pestalotiopsis_vismiae

_Paeudofusicoccun_ardesiacum

9. WR_120087.1_Pestalotiopsis_furcata
0. LC228666.1_Synnemapestaloides_rhododendri
11. Isclas_s2

12. MFS543120.1 Colletotrichum fructicola
13. NR_144789.1 Colletotrichum jasminigenum
14. HTE96354.1 Glomerella glycines

15. Isclat SL

16. Isclat 53

17. 60207101.1_Phomopsis_sp.

6. GUS95058.1_Phomopsis_sp.

19. NR_147544.1_Diaporthe arctii

Species/abbry

1. DR621321.1 Rnizopus_stolonifer

2. ¥1924420.1_Auricularia_suricula

3. Isolat_F1

4. KP183149.1 Neofusicoceum parvum

5. WR_137013.1 Neofusicoccum cordaticola
6. WR_137000.1_Pseudofusicoccum ardesiacum
7. Isolat_F2

8. KM4513583.1_Pestalotiopsis_vismiae

9. WR_120087.1_Pestalotiopsis_furcata

10. LC228666.1_Synnemapestaloides rhododendri
11. Isclaz_S2

12. MF543120.1 Colletotrichum fructicola
13. NR_144789.1 Colletotrichum jasminigenum
14. ETE96354.1_Glomerella glycines

15. Isolar_SL

16. Isolar_S3

17. G0407101.1_Phomopsis_sp.

18. GU595058.1_Phomopsis_sp.

19. NR_147544.1 Diaporthe arctii




SpeLassy s
. DQ641321.1 Rhizopus_stolonifer
. KI324420.1 huricularie_suricula
. Isolat F1

. KP183149.1 Neofusicoccum parvum

i
2
]
4
S. NR_137013.1 Neofusicoccum_cordaticola
6. WR_137000.1_Pseudofusicoccum_ardesiacum
7. Isolat_F2

/8. KM513583.1 Pestalotiopsis_vismiae

]

. NR_120087.1_Pestalotiopsis_furcata

11. Isolar_S2

12. MF543120.1_Colletorrichum fructicola
13. NR_144789.1_Colletotrichum_jasminigenum
14. HTE96354.1_Glomerella glycines

15. Isolat_SL

16. Isolat_S3

17. 60207101.1_Phomopsis_sp.

18. GU595058.1_Phomopsis_sp.

19. NR_147544.1 Diaporthe arctii

DQE41321.1 Bhizepus_stelenifer
KT924420.1 Auricularia suricula
Isclat £l

KP183149. 1_Neofusicoccum parvum

1
3
4
s. NR_137013.1 Neofusicoccum cordaticola
6. NR_137000.1_Pseudofusicoccum ardesiacum
7. Isclat F2

2. K513523.1 Pestalotiopsis_vismiae

g

WR_120087.1_Pestalotiopsis furcata

11. Isolat_S2

12. MF543120.1 Colletotrichum fructicola
13. NR_144789.1 Colletotrichum jasminigenum
14. ETE96354.1_Glomerella glycines

15. Isolat_S1

16. Isolat_S3

17. G0407101.1_Phomopsis_sp.

16. GUS95058.1_Phomopsis_sp.

19. NR_147544.1_Diaporthe_arctii

10. 1C228666.1_Synnemapestaloides_rhododendri

10. LC222666.1 Synnemapestaloides rhododendri
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Isolat F1

A. Hasil sequensing
>F1

89

TGGCTCGGAGCTGATTCGAGCTCGGCTCGACTCTCCCACCCTATGTGTACCTACCTCTG
TTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCGLC
CGCCAGAGGACCATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAAT
AAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAG
CTCTGCTTGGTATTGGGCCCCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGG
CGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGC
CGGACGAACCTTTGAATTATTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGC

TGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAAGAG
B. Grafik hasil blast isolat F1

Color key for alignment scores

| Bl W40-50 W 50-80 W 80-200 W >=200
|— | | 1 | | — -
1 100 200 300 400 500
Description 5":::; STD“;‘L ?;fg V;UE \dent  Accession
- jparvum isolate WH-15710 intemal franscribed spacer 1, parfial sequence; 5 85 ribosomal RNA gene and intemal transeribed spacer 2, complete sequence;_and large it ribosomal BRI 1007 1007 98% 0.0 99% KY1118511
- parvum isolate SCDY3-2 intemnal transeribed spacer 1 partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and intemal transcribed spacer 2, complete sequence;_and 235 ribosomal RNA gene ¢ 1003 1003 98% 0.0 99% KP1331491
- jparvum sirain 4 ITS1 G11 1Q internal iranscribed spacer 1. parfial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and intemnal iranscribed spacer 2. complete sequence; and 285 ribosomal RNA ¢ 1003 1003  98% 0.0 99% KF293992.1
@ Neofusicoccum parvum sirain P11 intemnal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and intemal iranscribed spacer 2, complete sequence; and 28 ribosomal RNA gene, parfials 1000 1000 97% 0.0 99% KX648507.1
- jparvum sirain CCL7 internal iranscribed spacer 1. partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and intermnal iranscribed spacer 2. complete sequence; and large subunit ribosomal RNA ger 1000 1000  98% 0.0 99% KX347466.1
a parvum isolate MHT-60 intemal transcribed spacer. parfial sequence: 5 8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, parti 1000 1000  98% 0.0 99% KJ381072.1
a parvum isolate EL64 18S ribosomal RNA gene, partial sequence’ intemal franscribed spacer 1, 58S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 285 998 998 98% 0.0 99% KY053039.1
a jparvum strain 18S ribosomal RNA gens_partial sequence:_internal transcribed spacer 1. 58S ribosomal RNA gene,_and internal transcribed spacer 2, complete uence: an 998 993 98% 0.0 99% KP1409641
[ Meofusicocoum parvum isolate PEL23 1S ribosomal RNA gene partial sequence; intemal transcribed spacer 1,5 85 ribosomal RNA gene _and infemal transcribed spacer 2_complete sequence: and 25; 996 996  98% 0.0  99% KY0530541
a jparvum isolate MTZ41 1. ibe | RNA gene, partial sequence; intemal iranscribed spacer 1, 5 &S ribosomal RNA gene._and intemal transcribed spacer 2, complele sequence and 28 996 996  98% 0.0 99% KY0529551
a jparvum isolate Ton-Ki7-2 intemal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and infemal transcribed spacer 2. complele sequence; and large subunit ibesomal RN 996 996 98% 0.0 99% MF925483.1
O Fungal endophyte strain SW1876 18S ribosomal RMA gene. partial sequence; intemal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complele sequence: and 285 ribc 996 996 98% 0.0 99% KY765283.1
[ Fungal endophyte strain SW1875 185 ribosomal RMA gene . partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.83 ribosomal RNA gene, and internal franscribed spacer 2, complete sequence: and 285 ribc 996 996 98% 0.0 99% KY765282 1
[ Fungal endophyte strain SV1851 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence: and 28S riba 996 996 98% 0.0 99%  KY765265.1
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Isolat F2

A. Hasil Sequensing
GTGGCAAGAGTTCTACTCCCACCCATGTGAACTTACCATTGTTGCCTCGGCAGAAGCTG
CTCGGTGCACCCTACCTTGGAACGGCCTACCCTGTAGCGCCTTACCCTGGAACGGCTTA
CCCTGTAGCGGCTGCCGGCGGACTACCAAACTCTTGTTATTTTATTGTAATCTGAGCGT

CTTATTTTAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG

90

AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT

TTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC

AACCCTTAAGCCTAGCTTAGTGTTGGGAGCCTACTGCTTTTACTAGCTGTAGCTCCTGA

AATACAACGGCGGATCTGCGATATCCTCTGAGCGTAGTAATTTTTATCTCGCTTTTGAC

TGGAGTTGCAGCGTCTTTAGCCGCTAAATCCCCCAATTTTTAATGGTTGACCTCGGATC

AGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAGCCCGGAGGAAGAG
B. Grafik hasil blast isolat

Color key for alignment scores

W <40 W40-50 m50-80 Ws80-200 E>=200
o 1 2e | 1
1 100 200 300 400 500

i Alignments [IDownload ~ GenBank Graphics Distance lree of results

@ P

i Max
Description !
score
i JL15 internal transcribed spacer 1. parfial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and interal transcribed spacer 2. lete and 285 ribosomal RNA gene_partial s 1024

@ P

¥ Peslalotiopsis coccul isolate DS51 intemal franseribed spacer 1, pariial sequence; 5.55 ribosomal RNA gene and infemnal iranscribed spacer 2, complete sequence; and 235 ribosomal RNA gene_partial: 1022

@ Peslalotiopsis sp. 4 JM-2013 isolate CJBE12-17 155 ribosomal RNA gene, parfial sequence; infemal franscribed spacer 1, 5 55 ribosomal RNA gene._and inferal franscribed spacer 2, complete sequenc 1020

sp_isolale MM?2 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal franscribed spacer 1, 5 85 ribosemal RNA gene, and infemal transcribed spacer 2_complele sequence; and 285 riboso 1016

@ P

sp.1.JM-2013 isolale CJBB1-1 135 ribosomal RNA gene, pariial sequence: infermnal iranscribed spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, complete sequence; 1016

o B

microspora isolate T62 155 ribosomal RNA gene. parlial sequence; intemal transaribed spacer 1. 5 85 ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer 2. complete sequence: and 285 1016

o P

sp_isolale MM12 intemal iranscribed spacer 1. partial sequence; 5 85 ribosomal RNA gene and infernal iranscribed spacer 2, complele sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial seq 1014

o P

() Sordariomycetes sp._genolype 477 isolate NCO100 intemal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.55 ribosomal RNA gene and intemal franscribed spacer 2. complete sequence; and 285 ribosomal R 1013

() Sordariomycetes sp. genolype 477 isolate NCO0SS intemal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.55 ribosomal RNA gene and intemal franscribed spacer 2. complete sequence; and 285 ribosomal R 1013

[0 Sordariomycetes sp.genolype 477 isolate NCO02S intemal franscribed spacer 1, partial sequence; 5.55 ribosomal RNA gene and intemal franscribed spacer 2. complete sequence: and 285 ribosomal R 1013

frain SRS infemal iranscribed spacer 1, partial sequence; 5 85 ribosomal RNA gene and infemal transcribed spacer 2, complele sequence; and 285 ribosemal RNA gene, partial s¢ 1011

o P

[ Pestaloliopsis sp. 3 JM-2013 isolale CJBET-13 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; intenal transeribed spacer 1, 5 88 ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, complete sequence 1011

wvicola 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: intemal iranscribed spacer 1, 5 85 ribosomal RHA gene _and intemal transcribed spacer 2_complefe sequence:_and 285 ribosomal RNA 1011

o P

frain PN3CW 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: interal transcribed spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene, and infemal transoribed spacer 2, complete sequence: and 285 1011

o P

wvicola isalate 2 infemal Iranscribed spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene, and intemnal transcribed spacer 2, comglele sequence 1009

o P

frain PCSC 185 ribosomal RNA gene, pariial sequence: internal transeribed spacer 1.5 85 ribosomal RNA gene, and infernal iranscribed spacer 2, complete sequence: and 285 ril 1007

[0 Peslalotiopsis lespedezae isolale DS16 intemal iranscribed spacer 1, parlial sequence, 5 85 ribosomal RNA gene and intemal iranscribed spacer 2 complele sequence; and 23S ribosomal BNA gene, pa 1005

-3
J:;i S")‘fg v:ue Ident | Accession
1024 98% 00 99% KM5135831
1022 98% 00 99% Ky4323521
1020 98% D0 99% KCB9SS2T1
1016 96% D0 99% KiG431681
1016 96% D0 99% KCB9S5121
1016 96% 00 99% FU450045 1
1014 97% D0 99% KGATS1
1013 97% 00 99% KOTIR1
1013 97% 00 99% Ja7sISS1
1013 97% 00 99% Ja7sHIs31
1013 97% D0 99% JQ7BI0801
1011 98% 00 99% KP53u2431
1011 96% 00 99% KC3955241
1011 96% 00 09% JN1SBS081
1011 97% 00 99% EF0SS2211
1009 95% 00 99% JX&Ts021
1007 97% D0 99% EF052191
1005 98% D0 98% Kyew31o1
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Isolat S1
A. Hasil Sequensing

91

GTGGCTGCTGGACGCGCCAGGCGCACCCAGAAACCCTTTGTGAACTTATACCTTTTGTT
GCCTCGGCGCTGCTGGTCTTCACAGGCCCTTTGCTTCACAGCAAAGAGACGGCACGCC
GGCGGCCAAATCAACTCTGTTTTTACACTGAAACTCTGAGAAAAAACACAAATGAATC
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACTG
CTTGGTGTTGGGGCACTGCTTCTAACGAAGCAGGCCCTGAAATCTAGTGGCGAGCTCG
CCAGGACCCCGAGCGCAGTAGTTAAACCCTCGCTCTGGAAGGCCCTGGCGGTGCCCTG
CCGTTAAACCCCCAACTTTTGAAAATTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAA

CTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAAAAG

B. Grafik hasil blast isolat S1

Color key for alignment scores
W <40 W40-50 W 50-80 I 30-200 W ==200

i Alignments BDownload ~ GenBank Graphics Distance tree of results

LU B VY

Desciption e,
Phomopsis sp 76CGIL 18S ribosomal RNA gene, infemal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene . internal transcribed spacer 2,_and 285 ribosomal RNA gene. region 979
Phomepsis sp. 94NUT 185 ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 2, and 285 ribosomal RMA gene, region 974
Fungal llection STRIICBG-Panama TK287 18S ribosomal RNA gene. parfial sequence: internal transcribed spacer 1,5 8S ribosomal RNA gene, and infemal transcribed spacer 2 cor 972

Fungal endophyfe strain MX45 18 ribosomal RNA gene. internal transribed spacer 1. 5.85 ribogomal RNA gene, intemal transeribed spacer 2. and 25§ ribesomal RNA gene, region 957

Ehomopsis sp H4304 18S nbosomal RNA gene, partial sequence: infemal transeribed spacer 1,585 ribosomal RNA gene_and intemal transcribed spacer 2, complete sequence: and 285 nbosomal RNA 955

Phomopsis sp BPV116a intemal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 85 ribosomal RNA gene and infemal transeribed spacer 2, compiete sequence; and 285 ribssomal RNA gene partial sequence 944

Phomogsis sp. VegaE:3-31 infemal transcribed spacer 1. 5.8 ribosomal RNA gene, and infemal ranscribed spacer 2, complete sequence 944

Total
score

979
974
972
972
972
970
958
955
965
965
957
955
953
953
952
950
945
944
944
944
942

Query
cover

98%
98%
99%
99%
99%
§7%
98%
8%
98%
98%
7%
98%
8%
96%
8%
95%
95%
96%
96%
95%
96%

b GUOEEEE21
6 KF438070.1
% KF435670.1
6 KF435282.1
6 GQ3524TTA
6 KF435890.1
6 GQ407101.1
6 KUT47361.1
6 KF435712.1
6 JX155939.1
6 BUS95058.1
% MG545076.1
6 HIM999921.1
6 KJ627346.1
b KYSB4671.1
6 KPOS623.1
% KT150270.1
6 KCT714821
% EU002931.1
6 KCB20800.1

o
Accession

GU0BEE50.1
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Isolat S2
A. Hasil Sequensing

GCGGCCTCTGACTACGCTCTACACCCTTTGTGACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGG
TCTCCGCGACCCTCCCGGCCTCCCGCCTCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAAC
TCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCT
CTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAA
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGATCCG
GAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGAGGAAACA

B. Grafik hasil blast isolat S2

Color key for alignment scores

W <40 W40-50 W 50-80 30-200 W>=200
= S Query

1 I I 1 I I

1 100 200 300 400 500
T Alignments E§Download - GenBank Graphics Distance free of results o

Description ey | o Ment| Accession

@ Colietotrichum fructicola isolate LUT38 RNA gene partial sequence; inteml transcribed spacer 1,5 65 ribosomal RNA gene, and infemal 2 mozec 981 981 7% 0.0 9% MFS©1201
“ sirain SG1 intemal iranseribed spacer 1, partial sequence; $ &S fibosomal RIL d infemal ransciibed spacer 2, complete sequence: An 081 931 00% 0.0 00% WFSSiS031
- CCLS intemal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.3S ribosomal RNA gene and intemal transcribed spacer 2, and large subunit ribosomal RNA ger 981 981  96% 0.0 99% KX347467.1
- LJTJ11 188 ribosomal RNA gene_ pariial sequence; inlernal transeribed spacer 1 gene, and internal ranseribed spacer 2, complete sequence, and 28 981 981  O7% 0.0 99% KPT482021
- strain QD-LS internal franscribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and intemal mplete sequence; and large subunit ribosomal E 979 979 98% 0.0 99% KY053432 1
a isolate KCE intemal ranscribed spacer 1 il | RNA gene and spacer 2, lete sequence; and large subunitribosomal RI 979 979  97% 0.0 99% Kx443636.1
(=] train ZCL 1. partial sequence;_ ribosomal RN/ \d internal transcribed spacer 2. and large subunit ibosomal Rt 979 979  98% 0.0 99% KX347478.1
a LJTJ8 18S ribosomal RNA gene. parfial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 gene, and intemal transcribed spacer 2, complete sequence;and 28¢ 979 979  96% 0.0 99% KPT48199.1
O Fungal sp. VTL2 internal 1. partial sequence: ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2. d. ibe | RNA gene, partial sequence: 979 979 9T% 0.0 99% KFE38120.1
a isolate NEHU SPSRJ. 26 spacer 1, partial sequence; 5 85 and intemal transcribed spacer 2 complete ssquence; and large subunit 977 977 97% 0.0 99% MF143557.1

() Fungal sp. strain 1 infemal iranscribed spacer 1, parlial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene and infemal lranscribed spacer 2, complele sequence; and large subunit ibosomal RNA gene _parial sequenc 977 977  99% 0.0 99% MG7795581

5] train GXU-C2 infemal franscribed spacer 1, parfial sequence; 5 85 ribosomal RHA gene and infemal 2_complele sequence; and larg; RiAgene. 977 977 99% 0.0 99% Kx2744511
5] fucicola DHA sequence contains [TS1.5 83 rRHA gene, ITS2 and 285 rRNA gene. sirain BS113, clone GXTJ113 977 977 99% 0.0 99% LT6325641
5] fucicola DHA sequence contains [TS1.5 83 rRHA gene, ITS2 and 285 rRNA gene. sirain NN10, clone GXTJ10 977 977 97% 0.0 99% LT6325631
O Fungal 4028 infemal transcribed spacer 1_partial sequence: 5 8S ribosomal RNA gene and infemal transcribed spacer 2 nd 255 ribosomal RNA gene parlialsequ 977 977 O7% 0.0 99% KROISTI11
O Fungal isolate 4013 infernal transcribed spacer 1_partial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene and infemal transcribed spacer 2 and 255 ribosomal RNA gene parlialsequ 977 977 O7% 0.0 99% KROISTOS1
O Fungal isolate 4014 infemal transcribed spacer 1_partial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene and infemal transcribed spacer 2 and 255 ribosomal RNA gene parlialsequ 977 977 O7% 0.0 99% KROISTO31
O Fungal isolaie 3498 infemal transcribed spacer 1, parfial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene and infemal transcribed spacer 2 and 255 ribosomal RNA gene parlial sequ 977 977 O7% 0.0 99% KRO154551
[ Colletotrichum frucicols isolate LITJ33 188 ribosomal RNA gene pariial sequence: infernal iranscribed spacer 1, 58 ribosomal RNA gene and ibed spacer 2 and2s 977 977 99% 00 99% KPT48224i
] LITJT 18S rbosomsl RNA gene,_pariial sequence: intemal transcribed spacer 15,85 gene, and intemal transcribed spacer 2, andzss O7F 977 96% 00 9% KPT4sien1

[ Phylosticta capitalensis strain JL6-SAL70 infemal transcribed spacer 1, partial sequence: gene and internal transcribed spacer 2 and 285 ribosomal RNA gene ¢ 977 977  99% 0.0 99% KP900295 1
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Isolat S3
A. Hasil Sequensing

TTGGGCCTGCTGGAGCGCCAGGCGCACCCAGAACCCTTTGTGAACTTATACCTTTTGTTGCCTCG
GCGCTGCTGGTCTTCACAGGCCCTTTGCTTCACAGCAAAGAGACGGCACGCCGGCGGCCAAATC
AACTCTTGTTTTTACACTGAAACTCTGAGAAAAAACACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACTGCTTGGTGTTGGGGCACTGCTTCTAACGAAGCAGGCC

CTGAAATCTAGTGGCGAGCTCGCCAGGACCCCGAGCGCAGGAGTTAAACCCTCGCTGTGGAAG

GCCCTGGCGGTGCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTTGAAAATTTGACCTCGGATCAGGGAGGA
ATACCCGCTGAGCTTAAGCATATCAATAAGCCTGAGGAAATCCT

B. Grafik hasil blast isolat S1

Color key for alignment scores

<40 W40-50 W 50-80 80-200 W >=200
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1 100 200 300 400 500
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Description Max | Total |Query | E |40 | pccession
score score | cover | value

¥ Phomopsis sp. 76CGIL 185 ribosomal RNA gene. internal 1,5.85 ribosomal RNA gene. internal transcribed spacer 2. and 285 ribosomal RNA gene._region 933 933 97% 00 97% GUOBEBS01
¥/ Phomopsis sp 83DZ/L 185 gene. internal transcribed spacer 1. ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2. and RN 931 931 97% 00 97% GO407i011
¥/ Phomopsis sp37GP/S 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene. and intemal franscribed spacer 2 and 235 ribosomal RN 931 931 95% 00 98% GQ352477.1
¥/ Phomopsis sp 94NL/T 185 gene._ interal franscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, spacer 2, and 28S ribosomal RNA gene, region 929 929 97% 00 97% GUOBEB&21
¥ Fungal endoph lection STRIICBG-Panama TK287 RNA gene._partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RNA gene. and internal transcribed spacer 2 con 924 924  98% 00 97% KF436070.1
0 Fungal endoph lection STRIICBG-Panama TK242 RNA gene._partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RNA gene. and internal transcribed spacer 2 con 924 924  98% 00 97% KF435670.1

ed
and 285 ribosomal RNA gene, partial sequer 922 922 95% 00 98% KYB846711

acer? cc 924 924 98% 00 O7T% KFassam21

5] s termal iranscribed spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene._and internal franscribed spacer 2, complefe sequence: and 23S ribosomal RNA 922 922 97% 00 97% GUS9S0581

O Fungal endophy llection STRICBG-Panama TK384 RNA gene._pariial sequence: intemal transcribed spacer 1,5 85 ribosomal RNA gene._and infemal franscribed spacer 2 con 920 920 97% 0.0 97% KF4358901

[ Phomopsis sp. NY5760b 185 ribosomal RNA gene, paral sequence: infemal transcribed spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene. and intemal transcribed spacer 2_complefe sequence; and 28S ribosomal B 920 920 95% 0.0 98% HM999671.1

Diaporihe sp. sirain MFLUCG 17-1342 18S ri RNA gene. partial sequence: spacer 1588 ribosomal RNA gene_and spacer 2 complefe sequence: and 255 918 918 97% 0.0 97% MGS450761
918 96% 0.0 97% KF435T124

918 97% 00 97% KIE7E4EA

[ Phomopsis sp. UOG/PTSRDWW-14 intemal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene and infemal 2 and RNAgene pariidl 917 917 95% 00 97% KT1502701
[ Diaporihe sp. sirain F2036 internal transcribed spacer 1, pariial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene and internal 2 and RNA gene partial secuence 915 915 97% 00 97% KUT478611
[ Phomopsis sp_ KSM1 155 ribosomal RNA gene, parlial sequence: inlemal iranscribed soacer 1.5 85 ribosomal RNA gene._and infemal 2_complete sequence: and 913 913 9% 00 O7% KC320800.1
[ Fungal endophye strain MX46 155 ribosomal RNA gene. infemal transcribed spacer 1. 5,85 ribosomal RNA gene, intemal franscribed spacer 2_and 255 gene region 913 913 96% 00 97% JXi559391
[ Phomopsis sp GXS-1¢: 155 ribosomal RNA gene_pariial sequence: infemal iranscribed spacer 1,585 9ene _and infemal franscribed spacer 2 complete sequence: and 285 ribosomal RN 911 911 95% 0.0 97% FJ0377681

[ Phomopsis sp VegaE3-31 intemnal transcribed spacer 1,5 85 ribosomal RNA gene_and infernal transcribed spacer 2 complete sequence 911 911 94% 00 98% EUD0ZI3IA
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