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ABSTRAK

Amaliya, Citra Firunika. 2019. Uji Biodegradasi dan Identifikasi Jamur
Pendegradasi LDPE secara Genotip Menggunakan Gen ITS rDNA.
Pembimbing I: Akyunul Jannah, S. Si, M.P, Pembimbing Il: Nur Aini,
M. Si, dan Konsultan: Dewi Yuliani, M.Si

Kantong plastik telah menjadi bagian yang tidak terpisahkan dari
kehidupan masyarakat sehari-hari. Komposisi utama penyusun kantong plastik
adalah salah satu jenis polimer etilen, yaitu Low Density Polyethylene (LDPE).
Material ini diketahui memiliki ketahanan fisik yang tinggi dan sulit didegradasi
di alam, sehingga berakhir mencemari lingkungan. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi dan menentukan aktivitas degradasi jamur hasil isolasi dari tanah
tempat pembuangan akhir (TPA) terhadap LDPE sebagai upaya untuk mengurangi
jumlah sampah plastik LDPE di lingkungan.

Proses isolasi jamur dilakukan dalam media mineral salt (MSM) 1%
glukosa dengan penambahan LDPE sebagai sumber karbon utama. Penentuan
aktivitas degradasi isolat dilakukan setelah 40 hari masa inkubasi berdasarkan
perhitungan weight loss. Ekstraksi DNA dilakukan dengan metode CTAB/NaCl
(2%/1,5 M) yang dimodifikasi. Daerah ITS rDNA dipilih sebagai marker penanda
untuk identifikasi molekuler dan diamplifikasi dengan metode Polymerase Chain
Reaction (PCR) memakai pasangan primer ITS1/ITS4. Penentuan sekuen ITS
rDNA isolat jamur dilakukan dengan metode sekuensing Sanger. Program
komputer digunakan untuk melakukan analisis kekerabatan berdasarkan
kedekatan sekuen query dengan database.

Isolat HIL MA4LK1 yang didapatkan melalui proses isolasi diketahui
memiliki aktivitas biodegradasi LDPE 13,33 + 0,9428%. Ekstraksi DNA jamur
dengan metode CTAB/NaCl menghasilkan isolat dengan rasio Azso/Azg sebesar
1,83. Amplifikasi gen ITS dengan metode PCR pada suhu annealing 48°C
mendapatkan DNA amplikon berukuran ~500 bp. Penentuan sekuen
menggunakan metode dideoksi Sanger mendapatkan daerah ITS dengan panjang
sekuen 426 bp. Urutan DNA hasil sekuensing dicontig dan dianalisis
menggunakan program komputer. Beberapa strain jamur hasil analisis dipilih dan
dibuat pohon filogenetik. Berdasarkan analisis kekerabatan diketahui isolat HIL
M4LK1 memiliki kedekatan genetik dengan Geotrichum candidum voucher R.
Kirschner strain RRK17, dengan persen simiiariti sebesar 100%.

Kata Kunci : Jamur, biodegradasi LDPE, metode CTAB/NaCl, gen ITS rDNA,
ITS1/ITS4, Sekuensing

Xiii
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ABSTRACT

Amaliya, Citra Firunika. 2019. Isolation and Genotypic ldentification of LDPE-
Degrading Fungi Based on ITS rDNA Gene Sequence. Supervisor I:
Akyunul Jannah, S. Si, M.P, Supervisor II: Nur Aini, M. Si, Consultant:
Dewi Yuliani, M.Si

Plastic bag has been such an inseparable material of human daily life. This
material is mainly comprised of a type of ethylene polymer termed as low density
polyethylene (LDPE). This polymer is known to have high physical resilience and
not readily degraded in nature, ended up polluting the environment. The aim of
this study is to identify as well as determine the degradation activity of fungi
isolated from local dumping area (TPA) against LDPE substrat as an attempt to
decrease the amount of LDPE plastic waste in environment.

Isolation process was carried out in mineral salt medium (MSM) with 1%
glucose concentration and supplemented with LDPE as the main carbon source.
The LDPE-degradation rate of fungal isolate was determined based on weight loss
calculation after 40 day incubation period. DNA extraction was performed using
modified CTAB/NaCl method. ITS rDNA was selected as a marker for molecular
identification. Amplification process was carried out using Polymerase Chain
Reaction (PCR) at annealing temperature of 48°C with ITS1/1TS4 as primer. ITS
sequence determination was conducted through Sanger sequencing method.
Bioinformatic analysis was performed using computational programs to do
species identification by comparing sequence in query with those on database.

Through isolation process, isolate HIL M4LK1 was obtained and noted to
have LDPE degradation activity of 13.33 + 0.9428%. DNA extraction was carried
out using CTAB/NaCl method with NaCl concentration of 1.5 M, yielding isolate
of 1,83 purity based on Azs/Azg ratio value. The amplification process was
yielding DNA amplicon about ~500 bp in size. The ITS sequence obtained has
426 bp in size.. Phylogenetic tree construction of HIL M4LK1 showed the isolate

has 100% similarity to Geotrichum candidum voucher R. Kirschner strain RRK17.

Keyword: Fungi, LDPE Degradation, CTAB/NaCl method, ITS rDNA, Genotipe
Identification
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Polietilen (PE) merupakan material polimer yang paling banyak digunakan
dalam berbagai sektor industri maupun domestik. Salah satu penggunaan polimer
tersebut dalam kehidupan sehari-hari adalah sebagai material packaging kantong
plastik. Umumnya, komponen utama penyusun kantong plastik adalah polietilen
berkepadatan rendah atau yang lebih dikenal dengan low density polyethylene
(LDPE). Pemilihan plastik LDPE ini didasarkan pada sifatnya yang fleksibel,
mudah dibentuk, inert pada suhu ruang dan dapat dipanaskan hingga suhu 95°C
tanpa mengalami kerusakan (Shah dkk., 2008; Esmaeili dkk., 2013).

Berdasarkan riset yang dilakukan oleh Kementrian Lingkungan Hidup dan
Kehutanan (LHK) dan Greeneration Indonesia tahun 2016, diketahui bahwa setiap
tahunnya masyarakat Indonesia mengkonsumsi sekitar 9,8 miliar lembar kantong
plastik. Menurut Environmental Protection Agency (EPA) (2016), sekitar 1 triliun
kantong plastik digunakan dan dibuang di seluruh dunia per tahun. Proses daur
ulang hanya dapat mengembalikan 9% dari keseluruhan limbah plastik tersebut,
sedangkan sisanya diproses dengan pengabuan (12%) dan penimbunan (79%)
(Geyer dkk., 2017). Kombinasi dari ketahanan dan stabilitas LDPE yang tinggi
serta konsumsi produk plastik dalam jumlah besar menjadikan polimer ini
terakumulasi di lingkungan. Salah satu dampak pencemaran akibat akumulasi

LDPE adalah turunnya kualitas tanah sehingga tidak dapat lagi dimanfaatkan
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sebagai lahan pertanian. Sebagaimana firman Allah SWT dalam surat Ar-Rum

ayat 41.
ED syt s (sl o s ) ot s e sl 3L

“Telah nampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena perbuatan
tangan manusia; Allah menghendaki agar mereka merasakan sebagian dari
(akibat) perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar) ” (QS. Ar-
Rum: Ayat 41).

Berdasarkan tafsir Al-Mu’tabar, Ar-Rum ayat 41 merupakan bentuk
penegasan bahwa kerusakan yang terjadi di muka bumi tidak lain merupakan
akibat dari perbuatan manusia sendiri. Hal ini dikarenakan aktivitas kehidupan
manusia memberikan dampak langsung terhadap keadaan lingkungan sekitar.
Pada ayat tersebut juga terkandung pesan tersirat tentang pentingya menjaga dan
melestarikan alam dalam rangka wujud ibadah kepada Allah SWT (Shihab 2003).
Penanggulangan tingkat polusi akibat limbah merupakan bentuk usaha konservasi
lingkungan oleh manusia sebagai khalifah di bumi, sehingga kondisi alam dapat
berlangsung kembali seperti sedia kala.

Beberapa metode yang telah diterapkan untuk menanggulangi limbah plastik
LDPE diantaranya melalui degradasi secara foto-oksidatif, thermal (Shing &
Sharma, 2007), fotokatalitis (Ali dkk., 2016) dan biologis (Arutchelvi dkk., 2008).
Namun, sebagian besar metode degradasi plastik tersebut tidak bisa diterapkan
dalam skala besar karena tingginya biaya yang harus dikeluarkan dan polusi yang
dihasilkan. Degradasi secara biologis lebih banyak dipilih untuk mengatasi limbah
LDPE karena metode tersebut dinilai lebih aman, murah, dan ramah lingkungan.

Degradasi plastik secara biologis melibatkan mikroorganisme yang memiliki

kemampuan untuk memecahkan rantai panjang polimer LDPE menjadi



monomernya. Penelitian yang telah dilakukan sebelumnya mengenai biodegradasi
LDPE menunjukkan bahwa dari berbagai macam mikroorganisme, jamur
memiliki aktivitas biodegradasi LDPE paling tinggi (Sen & Raut, 2015; Pramilla
& Ramesh, 2011). Beberapa jenis jamur yang memiliki kemampuan dalam
mendegradasi LDPE diantaranya dari golongan Penicillium sp. (Gajendiran dkk.,
2015), Chaetomium sp. (Sowmya dkk., 2012) dan Rhyzopus sp. (Sowmya dkk.,
2014). Selain itu, spesies Aspergillus sp. yaitu A. japanicas dan A. niger serta
golongan Fusarium sp. juga menunjukkan aktivitas degradasi LDPE yang cukup
tinggi. Masing-masing jenis jamur tersebut mampu mendegradasi 11,11%, 5,8%
dan + 9% LDPE dalam satu bulan masa inkubasi (Raaman dkk., 2012; Merina,
2014).

Tahap awal dalam identifikasi jamur pendegradasi LDPE adalah ekstraksi
DNA dari dalam sel. Proses isolasi DNA metode CTAB didasarkan pada
penggunaan detergen kationik untuk merusak jaringan dan membran sel jamur
agar DNA dapat terpisah dari komponen sel lainnya. Metode ini digunakan secara
luas dalam proses ekstraksi sel jamur karena proses pengerjaannya sederhana dan
hasil isolat DNA memiliki kemurnian yang tinggi serta membutuhkan biaya yang
relatif lebih rendah dibanding metode kit komersial (Mourelos dkk., 2016).
Metode CTAB dapat dimodifikasi lebih lanjut untuk memaksimalkan DNA yang
dihasilkan, meminimalisir waktu ekstraksi, mengurangi penggunaan pelarut yang
berlebihan dan memastikan kualitas DNA sesuai untuk analisis selanjutnya
(Almakarem dkk., 2012).

Pada penelitian Umesha dkk. (2016) kemurnian isolat DNA yang dihasilkan

dari metode CTAB berbeda untuk tiap-tiap isolat jamur dengan nilai rasio



Aol Azgo berkisar antara 1,65-2,10. Isolat DNA metode CTAB menunjukkan pita
(band) tunggal saat diuji dengan elektroforesis gel agarosa. Hal ini
mengindikasikan bahwa metode tersebut berhasil mengisolasi DNA dengan
kualita tinggi (Zhang dkk., 2010; Mourelos dkk., 2016; Cheng dkk., 2014; Gontia-
Mishra dkk., 2013; Turan dkk., 2015).

Identifikasi jamur secara molekular dilakukan untuk mengetahui spesies jamur
pendegradasi LDPE sehingga dibutuhkan gen penanda yang dapat membedakan
antara satu spesies dari spesies lainnya. Gen penanda yang telah digunakan secara
luas untuk mengidentifikasi jamur adalah area non-barcoding ITS rDNA. Daerah
ITS banyak dipilih karena sifatnya yang konservatif dan ukurannya relatif pendek
sehingga mudah diamplifikasi (Schoch dkk., 2012). Primer yang akan digunakan
pada proses PCR adalah pasangan ITS4/ITS5 dan ITS1/ITS4. Berdasarkan
penelitian De Beeck dkk. (2014), primer ITS4/ITS5 dan ITS1/ITS4 menunjukkan
efisiensi yang jauh lebih tinggi dalam mengamplikasi daerah ITS dibanding
dengan pasangan primer lain yang umum digunakan, seperti primer ITS1F/ITS2
dan ITS3/ITS4. Amplifikasi DNA oleh pasangan primer tersebut menghasilkan
pita tunggal dengan ukuran ~500 bp, yaitu daerah yang mengindikasikan fragmen

ITS (Aamir dkk., 2015; Umesha dkk., 2016).

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimanakah aktivitas degradasi isolat jamur terhadap plastik LDPE?
2. Bagaimana hasil identifikasi molekuler jamur pendegradasi plastik LDPE

dengan gen pengkode ITS rDNA?



1.3 Tujuan
1. Mengetahui aktivitas degradasi jamur hasil isolasi dari tanah TPA terhadap
plastik LDPE.
2. Mengetahui hasil identifikasi molekuler jamur pendegradasi plastik LDPE

dengan gen pengkode ITS.

1.4 Batasan Masalah
1. Sampel tanah diambil dari tempat pembuangan akhir (TPA) daerah Paras,
Kecamatan Poncokusumo, Kabupaten Malang.

2. Pasangan primer yang digunakan adalah ITS4/ITS5 dan ITS1/ITS5.

1.5 Manfaat

Penelitian ini bertujuan untuk menambah daftar keragaman mikroorganisme
yang dapat digunakan dalam proses biodegradasi plastik LDPE. Hal ini dilakukan
dalam upaya pengurangan jumlah limbah plastik yang ada di lingkungan. Selain
itu, hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menjadi literatur penunjang untuk

penelitian selanjutnya.
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2.1 Plastik Polietilen Berdensitas Rendah (Low Density Polyethylene)

Polietilen (PE) adalah salah satu jenis polimer sintetik yang banyak
digunakan dalam kehidupan sehari-hari. PE tersusun atas monomer berupa
senyawa etilen yang dipolimerisasi membentuk rantai hidrokarbon panjang dan
kompleks. Berdasarkan massa jenisnya, secara umum PE dapat digolongkan
menjadi dua kelompok besar yaitu HDPE (High Density Polyethylene) dan LDPE
(Low Density Polyethylene). Polimer PE dengan + 2% rantai cabang pendek
memiliki karakteristik berupa kerapatan molekul dan densitas yang rendah. Plastik
jenis tersebut dikenal sebagai PE berdensitas rendah atau LDPE (Malpas, 2010;
Sen & Raut, 2015).

LDPE adalah salah satu jenis plastik yang paling banyak digunakan
sebagai material packaging, terutama kantong plastik. LDPE bersifat inert pada
suhu ruang, tahan terhadap bahan kimia dan pemanasan hingga suhu 95°C serta
tidak mudah sobek saat diregangkan. Ketahanan produk LDPE disebabkan oleh
tingginya hidrofobisitas polimer akibat rantai hidrokarbon yang panjang dan
kompleks (Gambar 2.1). Selain itu, LDPE tidak mengandung gugus fungsi yang
dapat membantu menginisiasi proses degradasi (Gajendiran dkk., 2016; Shah dkk.,
2008). Laju degradasinya yang rendah di alam menyebabkan polimer LDPE

terakumulasi dalam jumlah besar dan menjadi polusi bagi lingkungan.
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Gambar 2.1 Struktur umum (a) polietilen berdensitas rendah (LDPE) dan (b)

monomer etilen (Shah dkk., 2008)

LDPE dapat didegradasi dengan mengkombinasikan antara faktor abiotik
dan biotik. Faktor abiotik adalah kondisi lingkungan yang dapat menyebabkan
kerusakan pada polimer seperti suhu, radiasi UV dan kelembaban, sedangkan
faktor biotik meliputi degradasi polimer secara biologis akibat aktivitas
mikroorganisme. Biodegradasi LDPE oleh mikroorganisme melibatkan proses
modifikasi polimer secara fisik, kimia maupun enzimatis oleh jamur atau bakteri
sehingga dihasilkan molekul dengan struktur yang lebih sederhana (Restrepo-

Florez dkk., 2014).

2.2 Jamur sebagai Agen Pendegradasi LDPE

Jamur termasuk kelompok organime heterotrof yang dapat memanfaatkan
senyawa organik dalam bentuk setengah jadi (perform) sebagai sumber makanan.
Mikroorganisme ini memiliki kemampuan untuk hidup di lingkungan dengan
kondisi nutrien, pH dan kelembaban yang rendah (Deacon, 2006). Karakteristik

ini membuat jamur sering kali ditemui mampu tumbuh dalam kondisi ekstrim



dengan memanfaatkan sumber karbon non-konvensional. Allah SWT berfirman

dalam surat Shaad ayat 27:

GO 5o 15587 22l Ji 1558 ) 16 S5 "I s Ly 2515 slasd) Wl iy
“Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada diantara

keduanya dengan sia-sia. Itu anggapan orang-orang kafir, maka celakalah
orang-orang kafir itu karena mereka akan masuk neraka.” (QS. Shaad: Ayat 27)

Sebagaimana difirmankan Allah SWT dalam surat Shaad ayat 27, sungguh
Allas tidak menciptakan segala sesuatu tanpa arti atau dengan sia-sia. Mahasuci
Allah SWT dari segala yang tidak berarti dan sia-sia. Segala sesuatu yang
diciptakan-Nya adalah hak, mengandung berbagai hikmah dan maslahat yang
besar (Al-Maraghi, 1989). Sebagai organisme heterotrof, jamur hidup dengan
menguraikan bahan organik yang sering kali berasal dari hasil dekomposisi jasad
organisme lain, sehingga umum diasosiasikan dengan sumber patogen. Penemuan
jenis jamur yang didapati memiliki kemampuan untuk mendegradasi polimer
kompleks LDPE menjadi salah satu bukti bahwa Allah SWT tidak menciptakan

segala sesuatu kecuali memiliki peran dan tujuan masing-masing.

Jamur memiliki potensi besar sebagai pendegradasi LDPE dikarenakan
kemampuannya untuk menghasilkan enzim ekstraseluler yang dapat memotong
polimer kompleks LDPE sehingga memungkinkan terjadinya proses degradasi.
Hal ini didukung pula dengan kemampuan jamur dalam memproduksi protein
hidrofobik (hidrofobin) yang berperan sebagai surfaktan sehingga membantu
menurunkan hidrofobisitas polimer dan meningkatkan efektivitas degradasi.

Jamur juga diketahui memiliki diversitas tinggi dengan kemampuan metabolisme



yang lebih beragam dibandingkan bakteri (Sen & Raut, 2015; Bayry dkk., 2012).
Pada Tabel 2.1 ditunjukkan kelompok jamur yang dilaporkan memiliki aktivitas

degradasi terhadap LDPE

Tabel 2.1 Jenis-jenis jamur dengan aktivitas degradasi paling tinggi

Jenis Aktivitas Degradasi  Masa Inkubasi Referensi
(%) (Hari)
A. japonicas 11,11 30 Raaman dkk., 2012
A. niger 10,78 60 Deepika & Madhuri,
2015
Fusarium sp. 9,00 30 Merina, 2014
R. orizae NS5 8,40 30 Awasthi dkk., 2017

Pertumbuhan sel yang pesat dan kemampuan menembus permukaan
polimer merupakan faktor yang membuat jamur efektif dalam mendegradasi
LDPE. Pertumbuhan miselium pada permukaan LDPE dapat menyebabkan
polimer terpecah (cracked) menjadi fragmen-fragmen dengan rantai yang lebih
pendek. Proses cracking akibat perluasan jaringan miselium akan menyebabkan
kerapuhan pada struktur polimer dan membuatnya mudah untuk didegradasi lebih
lanjut (Gajendiran dkk.., 2016).

Biodegradasi LDPE oleh jamur dapat terjadi melalui dua jalur, yaitu jalur
ekstraseluler dan intraseluler. Jalur ekstraseluler melibatkan sekresi eksoenzim
jamur yang akan memotong rantai hidrokarbon hasil proses cracking permukaan
polimer. Produk akhir yang dihasilkan berupa monomer yang dapat langsung
dimanfaatkan sebagai sumber makanan melalui proses asimilasi. Pada jalur
intraseluler, fragmen pendek hidrokarbon hasil proses cracking dibawa masuk

melewati membran sel dan didegradasi oleh enzim intraseluler (endoenzim).
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Proses degradasi lebih lanjut menyebabkan monomer termineralisasi menjadi
humus, CO;, dan H,O (Gambar 2.2) (Tokiwa dkk., 2009; Gewert dkk., 2015;

Awasthi dkk., 2017).

sel jamur
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Gambar 2.2 Proses biodegradasi LDPE oleh jamur terjadi melalui dua jalur.
Warna biru menunjukkan jalur ekstraseluler dan warna hijau
menunjukkan jalur intraseluler (Gewert dkk., 2015; Paco dkk.,
2017).

2.3 Ekstraksi DNA dengan Metode CTAB

Ekstraksi DNA dari sel jamur secara umum memiliki 4 tahapan utama
yaitu pengeringan miselium, perusakan dinding sel, pemurnian dan presipitasi
DNA (Jia dkk., 2014). Lisis dinding sel jamur dilakukan dengan menambahkan
detergen kationik CTAB ke dalam larutan. Penggunaan CTAB membantu proses
ekstraksi dengan cara mengikat protein dan polisakarida pada sel dan
mengendapkannya. Proses tersebut berlangsung dalam larutan dengan konsentrasi
NaCl > 1 M. Hal ini disebabkan karena kandungan NaCl yang tinggi dalam

larutan menyebabkan penurunan kelarutan molekul protein dan polisakarida
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dalam air sehingga terjadi presipitasi. Efektivitas lisis sel ditingkatkan dengan
penambahan SDS (sodium dodecyl sulphate) yang berfungi untuk mendenaturasi
protein dan menghambat aktivitas DNAse. Penambahan EDTA ke dalam bufer
lisis dilakukan untuk mengkelat Mg** — kofaktor enzim DNAse — agar enzim
menjadi inaktif.

Tahap pemurnian DNA menggunakan campuran pelarut organik
fenol:kloroform untuk melarutkan protein, lipid, karbohidrat dan sisa-sisa sel (cell
debris). Proses partisi menghasilkan dua fase yang tidak saling bercampur, yaitu
fase organik dan fase air (upper phase). Fase air merupakan tempat DNA terlarut
akibat dari sifat kepolaran molekulnya. Pengendapan DNA dilakukan dengan
menurunkan kelarutan DNA dalam air menggunakan etanol dan isopropanol.
Seluruh tahapan ekstraksi dilakukan di dalam bufer TE untuk menghindari

kerusakan pada isolat DNA (Surzycki, 2000; Tan & Yiap, 2009).

Tabel 2.3 Kemurnian DNA hasil isolasi dengan metode CTAB

Jenis Jamur Nilai Ayso/Asge  Jenis Jamur Nilai Ao/ Asgo
Aspergillus flavus 1,65 Fusarium equisetti 1,87
Aspergillus niger 1,90 Penicillium sp. 2,10
Aspergillus fumigatus 1,67 Trichoderma sp. 1,96
Fusarium oxysporum 2,01 Bipolaris cyanodontis 1,92

Tingkat keberhasilan suatu metode isolasi DNA dapat dilihat dari nilai
rasio Azso/Azgo dan hasil elektroforesis gel agarosa dari isolat DNA. DNA dengan
kualitas baik memiliki nilai rasio Agso/Azs berkisar antara 1,8-2,0 dan
menunjukkan pita tunggal yang utuh tanpa smear pada hasil elektroforegram
(Fatchiyah dkk., 2011). Umesha dkk. (2016) menggunakan metode CTAB untuk

mengisolasi DNA dari berbagai macam jenis jamur. Kemurnian DNA yang
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dihasilkan dipaparkan pada Tabel 2.3. penelitian yang dilakukan oleh Zhang dkk.
(2010), Muorelos dkk. (2016), Cheng dkk., (2014), Gontia-mishra dkk. (2013)
dan Turan dkk. (2015) menggunakan metode CTAB yang telah dimodifikasi
menghasilkan isolat DNA dengan elektroforegram yang menunjukkan pita
tunggal utuh dan tanpa smear. Pada Gambar 2.3 ditunjukkan elektroforegram

isolat DNA hasil metode CTAB pada berbagai macam jamur.

Gambar 2.3  Elektroforegram DNA vyang diisolasi menggunakan CTAB
dikombinasikan dengan SDS. Lajur 1; A. niger, Lajur 2; A.
flavus, Lajur 3; F. oxysporum, Lajur 4; Penicillium sp., Lajur 5;
Trichoderma sp., Lajur 6; F. equisetti dan Lajur 7; A. fumigatus
(Umesha dkk., 2016).

2.4 Uji Kualitatif DNA dengan Elektroforesis Gel Agarosa

Prinsip dan proses elektroforesis adalah migrasi partikel bermuatan dalam
suatu media di bawah pengaruh medan listrik. Arus listrik yang dialirkan melalui
media akan menyebabkan molekul DNA yang bermuatan negatif bermigrasi ke
kutub positif. Kecepatan migrasi bergantung muatan dari molekul yang setara
dengan ukurannya. Molekul yang memiliki ukuran lebih kecil akan bermigrasi
lebih cepat dan begitu pula sebaliknya. Berat molekul suatu fragmen DNA yang

dihasilkan dapat diperkirakan dengan cara membandingkan laju migrasi fragmen

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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dengan laju migrasi DNA marker yang telah diketahui ukurannya. Elektroforesis
gel agarosa dapat digunakan untuk memisahkan sampel DNA dengan kisaran
ukuran 200-500.000 bp (Green & Sambrook, 2012; Wibowo, 2010).

Visualisasi fragmen DNA dapat dilakukan dengan menambahkan etidium
bromida (EtBr) pada saat pembuatan gel atau melalui perendaman setelah proses
elektroforesis selesai. EtBr akan berikatan dengan basa dari DNA dan
menyebabkan transmisi sinar UV menjadi tampak oleh mata. Pengamatan pita
(band) yang terbentuk dari proses elektroforesis dilakukan di bawah lampu UV

transluminator (Surzycki, 2003).

2.5 Gen ITS rDNA

DNA ribosom (rDNA) merupakan daerah yang menyandikan genom untuk
komponen rRNA. Daerah rDNA dipisahkan menjadi segmen-segmen oleh suatu
pembatas yang disebut spacer. Terdapat tiga spacer yang memisahkan antar
daerah pada rDNA vyaitu external transcribed spacer (ETS), intergenic spacer
(IGS) dan internal transcribed spacer (ITS). Daerah ITS merupakan area pada
ribosomal DNA yang terletak di antara segmen 18S dan 28S. Pada golongan
jamur, daerah ITS terbagi menjadi dua bagian yaitu ITS1 yang terletak di antara
I8S dan 5,8S dan ITS2 yang terapit di antara 5,8S dan 28S (Gambar 2.4). Kedua
area tersebut tidak ikut diterjemahkan pada saat proses pengkodean rRNA
sehingga disebut sebagai daerah non-coding (Mulyatni dkk., 2011; Deacon,

2006) .
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ITS
----------- 168 5,88 e 268
ITS1 ITS2
r 4 [ANLE. 0 Wy 4 bV I '
1-147 bp 306-456 bp

CCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATC.
CGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATAT

CTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGT

CATTT

Gambar 2.4 Daerah ITS terdiri atas ITS1, unit 58S dan ITS2. (a) Daerah
ITS1pada F. oxysporum berada pada 1-147 bp, sementara ITS2
terletak pada 306-456 bp. (b) Sikuen DNA daerah ITS secara
keseluruhan dari F. oxysporum, warna biru menunjukkan daerah
ITS1 dan warna merah muda menunjukkan daerah ITS2, berada
di antaranya adalah sikuen unit 5,8S (www.ncbi.nlm.gov/nuccore
[AF_132799.1).

Daerah ITS telah digunakan secara luas sebagai gen pengkode universal
dalam identifikasi jamur karena sifatnya yang konservatif (Gambar 2.5). Hal ini
menyebabkan daerah ITS dapat digunakan untuk mempelajari hubungan
kekerabatan antar spesies pada suatu organisme. Selain itu, ITS juga mengalami
evolusi paling cepat dibanding daerah lainnya pada rDNA sehingga menunjukkan
variasi genetik yang tinggi. Variasi genetik digunakan untuk membedakan antara

satu spesies dengan yang lain dalam satu genus (Schoch dkk., 2012; Raja dkk.,
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2017). Pemilihan ITS sebagai gen pengkode juga didasarkan pada ukurannya yang
relatif pendek, yaitu sekitar 500 pasangan basa sehingga memudahkan proses

amplifikasi menggunakan primer universal.

CACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGCGAC
CCTCCCGGCCTCCCGCCTCCGGGCGGG THaSaSSEe8cGAGGATAACCAARACT
CTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGG ---=--=--- 5, 83 ATT
TCAACCCTCAAGCTCT(CeilNeeINeINelelelelele - T ACAGCTGAATGTAAGGC CCEE
EVNNEIENelfele c GGACCCTCCCGGAGCCTCCT T RN NSRRI G TCTCG
CACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAARAGGTTGA

Gambar 2.5 Sikuen daerah ITS rDNA dari Colletotrichum sp. Warna biru
menunjukkan daerah konservatif dari area ITS1 dan ITS2
(Rampersad, 2014).

2.6 Amplifikasi DNA dengan Polymerase Chain Reaction (PCR)

Reaksi polimerasi berantai (PCR) merupakan teknik amplifikasi yang
digunakan untuk mereplikasi suatu daerah spesifik pada DNA sehingga dihasilkan
salinan sikuen dalam jumlah besar. Reaksi tersebut didasarkan pada kemampuan
enzim DNA polimerase untuk mensintesis untai DNA baru berdasarkan templat.
Secara umum, amplifikasi DNA melalui proses PCR membutuhkan DNA templat,
primer, nukleotida (mencakup basa adenin, timin, sitosin dan guanin) dan DNA
polimerase. Sintesis DNA dilakukan oleh DNA polimerase dengan cara
menggabungkan tiap-tiap nukleotida sehingga dihasilkan salinan sikuen yang
komplementer terhadap templat DNA. Proses amplifikasi dilakukan dengan
bantuan primer, yaitu potongan sikuen sepanjang 15-25 nukleotida yang sifatnya

komplementer terhadap DNA target. Terdapat dua macam primer yang
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dibutuhkan dalam proses amplifikasi, yaitu primer forward dan reverse. Primer
forward merupakan primer yang menempel pada untai DNA dengan orientasi dari
ujung 5° —> 3, sebaliknya primer reverse memiliki orientasi dari sisi 3> —> 5°.
Fungsi primer pada proses PCR adalah sebagai titik penanda awal dan akhir

daerah yang ingin diamplifikasi (Garibyan & Avashia, 2013; Chen & Janes, 2002).

D
iy, ST TITTTTTTTTITITTT S
Yony BITTTTTITTTTTTTT TR T TITTHTHTHTITIT

94°C

Proses Denaturasi 72°C
Ekstensi Nukleotida
55°C

Penempelan Primer

Gambar 2.6 Tahapan-tahapan pada proses PCR. Denaturasi atau proses
pemisahan utai ganda DNA, penempelan primer dan sintesis untai
DNA baru. F mengindikasikan primer forward dsan R
menunjukkan primer reverse.

Satu siklus proses PCR mencakup tiga tahapan reaksi yaitu denaturasi,
annealing dan elongasi nukleotida (Gambar 2.4). pada tahap denaturasi, DNA
dipanaskan pada suhu 94°C untuk memutuskan ikatan hidrogen yang
menghubungkan struktur heliks ganda pada DNA sehingga dihasilkan untaian
tunggal. Annealing merupakan proses penempelan primer pada DNA templat.
Pada tahap tersebut suhu diturunkan hingga titik 50-60°C agar primer menempel
tepat pada posisi yang diinginkan. Tahap terakhir adalah elongasi, yaitu proses
sintesis nukleotida oleh enzim Taq polymerase. Suhu yang umum diterapkan pada
saat elongasi adalah 72°C, yaitu suhu kera optimum dari Taq polymerase (Brown,

2007).



17

Tabel 2.2 Beberapa macam primer universal yang digunakan untuk
mengamplifikasi daerah ITS

Jenis Primer Referensi
ITS1-F 5’ -TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3" Umesha dkk., 2016
ITS4-R 5’ -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"
ITS3 5’ -GCATCGATGAAGAACGCAGC-3" Blaalid dkk., 2013
ITS4 5’ -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"
ITS4 5/ -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" Vancouv & Keen, 2009
ITS86-F 5’ -GTGAATCATCGAATCTTTGAA-3’
ITS4 5/ -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" Aamir dkk., 2015
ITS5 5/ -GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3'

Pemilihan primer merupakan salah satu faktor utama yang menentukan
keberhasilan proses PCR. Syarat pemilihan primer yang baik menurut Lorenz
(2012) diantaranya panjang fragmen berkisar antara 15-30 basa dengan
kandungan G+C mencapai 50-60% dari total keseluruhan nukleotida. Tm primer
berkisar antara 55-80°C. Tm (melting temperature) mengindikasikan suhu pada
saat 50% molekul DNA telah terurai strukturnya menjadi untai tunggal dan
digunakan untuk menentukan suhu proses annealing. Selain itu, ujung primer
tidak dapat berupa dinukleotida berulang atau rangkaian panjang terdiri atas satu
basa sebab dapat meningkatkan kemungkinan amplifikasi daerah yang salah.
Beberapa primer universal yang diketahui berhasil mengamplifikasi daerah ITS

jamur tertera pada Tabel 2.2.

2.7 Penentuan Sekuen DNA dan Analisis Bioinformatika
Proses sekuensing DNA menggunakan metode dideoxy nucleotide chain
termination menghasilkan kromatogram yang tersusun atas puncak (peak) dalam

empat warna berbeda yang mengkodekan empat basa yang menyusun DNA
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(Gambar 2.7). Program komputer akan melakukan pembacaan pada potongan-
potongan sekuen DNA yang saling tumpang tindih dan menyusunnya menjadi
urutan berkesinambungan yang disebut contig (Watson dkk., 2014; Hebert &

Gregory, 2005).
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Gambar 2.7 Visualisasi kromatogram hasil penentuan sekuen DNA dengan
metode dideoxy nucleotide chain termination. Nukleotida yang
berbeda terbaca sebagai peak dalam warna yang berbeda pula;
hijau untuk adenin (A), kuning untuk guanin (G), biru untuk
sitosin (C) dan merah untuk timin (T).

Hasil penentuan sekuen dianalisis menggunakan program komputer
Bioedit, BLAST-n dan MEGAG6. Analisis contig dilakukan dengan Bioedit untuk
memperoleh hasil sekuensing yang lebih baik. Hal ini dilakukan dengan cara
membuang daerah yang bukan merupakan hasil konsensus dari hasil sekuen
forward dan reverse. Program BLAST-n digunakan untuk mencocokkan sekuen
DNA query dengan sekuen pada database Nucleotide Center for Biotechnology
Information (NCBI). Pencocokan identitas didasarkan pada kemiripan sekuen
query dengan database dan dikelompokkan berdasarkan kemiripannya (Tamura

dkk., 2007; Toha dkk., 2016).
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Pembanding yang digunakan pada proses konstruksi pohon filogenetik

adalah sekuen database dengan presentase kemiripan antara 98-100% terhadap

sekuen target. Konstruksi dilakukan menggunakan software MEGAG berdasarkan

pendekatan maximum likelihood atau kemiripan yang paling tinggi. Pohon

filogenetik pada Gambar 2.8 menunjukkan hubungan kekerabatan dari isolat R1.

Dapat dilihat bahwa isolat memiliki kedekatan secara genetik dengan Aspergillus

fumigatus strain DMRF-2 (Nuryadi dkk., 2016).

42

__| KC796388.1 Aspergillus awamori isolate NRRL 4951
3N

93| FJ537131.1 Aspergillus foetidus isolate South-west0052
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’ KC796390.1 Aspergillus brasiliensis isolate NRRL35574

KF498564.1 Aspergillus flavus strain 9.10

JF831015.1 Aspergillus sydowii

JN851024.1 Aspergillus carneus strain SCSGAF0096

KF367498.1 Aspergillus sp. 2 BRO-2013
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38
70
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KC237292.1 Aspergillus fumigatus strain DMRF-2

JN198494.1 Neurospora crassa

Gambar 2.8 Pohon filogenetik hasil rekonstruksi menggunakan MEGAG dengan
metode neighbor-joining tree. Rekonstruksi dilakukan berdasarkan
gen ITS rDNA menunjukkan isolat R1 memiliki kemiripan sekuen
dengan A. fumigatus strain DMRF-2 (Desmukh dkk., 2016).



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret — Oktober 2018 di
Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia dan Laboratorium Genetika Jurusan

Biologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang dibutuhkan pada saat sampling diantaranya polybag steril,
sendok steril dan icebox. Uji aktivitas biodegradasi LDPE dan isolasi jamur
membutuhkan seperangkat alat gelas, cawan petri, jarum ose, neraca analitik,
tabung mikro 1,5 mL, shaker, hotplate, vortex (Maxi Mix Il), dan inkubator
(Mammert). Peralatan yang dibutuhkan pada tahap isolasi DNA meliputi
mikropipet (Bio-Rad), tip mikropipet, bunsen, autoclave dan centrifuge (Thermo
scientific). Uji kuantitatif dan kualitatif DNA menggunakan seperangkat alat
elektroforesis  (Bio-Rad), lampu UV transluminator (Bio-Rad) dan
spektrofotometer NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Alat Polymerase

Chain Reaction (PCR) (Bio-Rad) digunakan pada tahap amplifikasi DNA.

3.2.2 Bahan
Sampel tanah didapatkan dari Tempat Pembuangan Akhir (TPA) Paras.
Bahan-bahan yang digunakan dalam isolasi jamur antara lain mineral salt medium

(MSM) yang mengandung 0,25% K;HPO,; 0,02% KH,PO,; 0,05% NaCl; 0,001%

20



21

CaCl,.2H,0; 0,1% (NH4)2SO4; 0,01% MgS0O,4.7H,0 dan 0,0005% FeSO4, glukosa,
dan akuades. Proses isolasi DNA membutuhkan CTAB 2%, NaCl 0,7 M; 1,5 M,
kloroform, isopropanol, bufer TE pH 8 (10 mM Tris, 10 mM EDTA), ddH,0
steril dan etanol 70 %.

Proses elektroforesis DNA jamur memerlukan agarosa, bufer TAE 1X,
EtBr, dan loading buffer (Vivantis). Proses amplifikasi DNA menggunakan
Vivantis DNA Amplification Kit (dANTP 2 mM, 10X Vibufer A, MgCl, 50 mM
dan Tag DNA polimerase), Nuclease-free water (Vivantis), primer forward dan

primer reserve (IDT).

3.3 Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dalam tahapan-tahapan berikut.
1. Pengambilan sampel tanah
2. lsolasi jamur
3. Uji aktivitas biodegradasi LDPE oleh jamur
4. lIsolasi DNA jamur
5. Amplifikasi gen ITS dengan PCR
6. Penentuan sekuen gen ITS

7. Analisis data menggunakan bioinformatik

3.4 Cara Kerja
3.4.1 Pengambilan Sampel
Sampel tanah diambil dari lahan TPA pada tiga titik yang berbeda. Sampel

kemudian dicampur dalam polybag steril dan diaduk hingga rata. Selanjutnya,
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sampel dimasukkan ke dalam icebox yang telah diisi dengan blue ice dan dibawa

ke laboratorium (Khan dkk., 2017).

3.4.2 Preparasi plastik LDPE

Proses preparasi yang dilakukan merupakan hasil modifikasi dari
penelitian Ainiyah & Shovitri (2013). Kantong plastik bening yang terbuat dari
LDPE dipotong-potong dengan ukuran 2x2 cm (berat rata-rata 0,02 gram) dan
disterilisasi dengan cara direndam menggunakan alkohol selama + 24 jam.
Kemudian dikeringanginkan di bawah lampu UV dalam laminar air flow selama

24 jam.

3.4.3 Isolasi Jamur Pendegradasi LDPE

100 gram sampel tanah dipindahkan ke dalam botol kaca steril bertutup.
Tiga potong plastik LDPE ditanamkan ke dalam sampel tanah, kemudian
ditambahkan 100 mL media mineral salt (MSM) yang mengandung 1% glukosa.
Media kultur diinkubasi di dalam tanah pada suhu ruang dalam keadaan gelap
selama 7 hari (Khan dkk., 2017). Setelah 7 hari, kultur diambil sebanyak 1 mL
dan diencerkan sebanyak tiga kali (10). Hasil pengenceran 107 dipindahkan ke
dalam MSM agar. setiap koloni tunggal ditransfer ke media agar baru dan

dimurnikan sebanyak tiga kali tahap pemurnian.

3.4.4 Uji Biodegradasi LDPE oleh Jamur
MSM broth sebanyak 100 mL dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL
dan disterilkan. Masing-masing isolat jamur diinokulasikan ke dalam media yang

mengandung 0,5% glukosa. Plastik steril yang telah dipreparasi sebelumnya
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dimasukkan ke dalam media kultivasi hingga keseluruhan bagian terendam dalam
media. Selanjutnya, toples ditutup menggunakan plastic wrap dan diinkuasi pada
suhu ruang. Proses degradasi dilakukan selama 40 hari, dan pada akhir proses
dilakukan penimbangan berat akhir plastik untuk menentukan isolat dengan
aktivitas degradasi paling tinggi (Khan dkk., 2017).

Berat awal — Berat akhir

% Degradasi = x 100% 1)
Berat awal

3.4.6 Isolasi DNA Menggunakan Metode CTAB
Isolasi DNA yang diterapkan adalah hasil modifikasi metode CTAB pada
penelitian Almakarem dkk. (2012) dan Prabha dkk. (2013). Miselium jamur
ditimbang sebanyak 200 mg ke dalam tabung mikro, lalu ditambahkan 500 pL
larutan bufer ekstraksi (200 mM Tris-HCI pH 8, 25 mM EDTA pH 8, 1,5 M NaCl
dan 2,5% CTAB). Setelah dihaluskan menggunakan stamper hingga homogen,
sampel dipindahkan ke dalam tabung mikro. Tahap selanjutnya dilakukan
inkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam dan suhu 65°C selama 10 menit, tabung
mikro dibolak-balik setiap 5 menit. Supernatan yang terbentuk dipindahkan ke
dalam tabung mikro baru dan ditambahkan P : C (25 : 25), dengan perbadingan
volume 1:1. Hasil partisi disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 5
menit. Suspensi sampel ditambahkan kloroform dengan perbandingan 1:1 dan
disentrifugasi kembali.
Presipitasi DNA dilakukan dengan menambahkan isopropanol dingin
sebanyak 0,6 kali volume supernatan dan disimpan selama 3 jam pada freezer
suhu -20°C. Endapan DNA kemudian dipisahkan melalui sentrifugasi. Supernatan

dibuang, lalu pelet yang didapat ditambahkan 50 pL etanol absolut dan
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disentrifugasi kembali. Pencucian dilakukan sebanyak dua kali menggunakan 10
uL etanol 70%. Setelah itu, pelet ditambahkan 100 puL bufer TE dan disimpan
pada suhu 4°C. Pengujian uji kuantitatif dilakukan dengan spektrofotometer

NanoDrop pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm.

3.4.7 Uji Kualitatif DNA dengan Elektroforesis Gel Agarosa (Lee, 2012)
Pembuatan gel agarosa 1% dilakukan dengan menimbang 0,3 gram agarosa
dan melarutkannya ke dalam 30 mL buffer TAE 1X. Campuran kemudian
dipanaskan dalam microwave hingga agarosa terlarut. Selanjutnya, gel
didinginkan hingga suhu + 60°C, ditambahkan 1-2 pL pewarna EtBr dan dituang
ke dalam tray serta dipasang combs. Gel dibiarkan selama 1 jam agar mengeras,
kemudian combs dilepas dan gel agarosa dapat digunakan untuk tahap selanjutnya.
Gel dimasukkan ke dalam tank elektroforesis yang berisi bufer TE hingga
keseluruhan bagiannya terendam dalam larutan. Selanjutnya, 5 uL sampel
dimasukkan ke dalam sumur/well. Proses elektroforesis dilakukan selama 60
menit dengan voltase 85 V. Setelah itu, gel diletakkan di bawah UV

transiluminator untuk diamati pita (band) yang terbentuk.

3.4.8 Amplifikasi gen ITS dengan PCR (De Beeck, 2014)

Proses amplifikasi gen ITS dilakukan dengan alat PCR menggunakan primer
universal 1TS4/ITS5 dan ITS1/ITS4. Komposisi dari PCR meliputi 1 uL. DNA
template, Vivantis DNA amplification Kit, 1 puL primer forward 10 uM dan 1 pL
primer reverse 10 uM. DNA Amplification Kit terdiri atas 2 uL ANTP 2 mM, 5 uL
10X Vibufer A, 1,5 pL MgCl, 50 mM dan 0,4 puL Taqg DNA polimerase.

Nuclease-free water ditambahkan hingga jumlah total larutan adalah 50 pL.
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Reaksi dilakukan sebanyak 30 siklus yang tiap siklusnya terdiri dari denaturasi,
annealing dan elongasi, seperti yang dijabarkan pada gambar 3.1. Hasil yang

didapat kemudian diuji kualitatif menggunakan elektroforesis gel agarosa

Benaturam N\ A\ N AN AN Elongasi
FwEl Denaturas! Annealmg_ Elongasi _ akhir
(o] (o] 0f
95°C, 3 menit 95°C, 30 detik 48°C, 30 detik 72°C, 30 detik 72°C, 5 menit

Gambar 3.1 Tahapan pada proses PCR (Vivantis DNA Amplification Kit, 2017).

3.4.9 Sikuensing DNA
Proses sekuensing hasil amplifikasi dilakukan berdasarkan metode dideoxy
nucleotide chain termination Sanger di First Base Laboratories, The Gemini

Singapore Science Park (Legiastuti & Aminingsih, 2012).

3.4.10 Analisis Data

Hasil perunutan DNA disusun dengan program Bioedit dan dianalisis
menggunakan program BLAST-N untuk mengkonfirmasi kemiripan sekuen jamur
dengan sekuen yang lain pada GenBank. Pengkonstruksian pohon filogenetik
dilakukann dengan program bioinformatika MEGAG. Tingkat kemiripan yang
paling tinggi ditunjukkan dengan jarak terdekat dari sekuen sampel terhadap

sekuen pembanding (Yuniarti dkk., 2016).
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Material low density polyethylene (LDPE) merupakan salah satu komponen
plastik packaging yang sulit terurai dengan sendirinya. Penguraian LDPE di alam
melibatkan peran konsortium mikroorganisme. Jamur pendegradasi LDPE banyak
diisolasi dari area penimbunan limbah plastik, seperti tempat pembuangan sampah
atau landfill. Tempat pembuangan akhir (TPA) dipilih karena dianggap memiliki
potensi besar ditemukannya konsortium jamur pendegradasi LDPE. Identifikasi
spesies jamur dilakukan secara genotip melalui penelusuran hubungan

kekerabatan antar spesies menggunakan gen penanda ITS rDNA.

4.1 Isolasi Jamur Pendegradasi LDPE

Proses isolasi dilakukan untuk mendapatkan konsortium jamur yang dapat
memanfaatkan LDPE sebagai sumber makanan utama. Sampel tanah diambil dari
TPA Paras, Poncokusumo, pada tiga titik yang berbeda. titik sampling dipilih
berdasarkan kedalaman dan kepadatan timbunan limbah plastik. Hal ini
dimaksudkan untuk meminimalkan kemungkinan konsortium berasal dari kontak
manusia dan lingkungan sekitar. Pengukuran suhu (in situ) dan derajat keasaman
tanah (ex situ) dilakukan untuk mengetahui karakter tanah media tumbuh jamur.
Hasil pengukuran pada Tabel 4.1 menunjukkan bahwa suhu lingkungan tumbuh

relatif dingin dengan pH tanah netral berkisar antara 6,73-7,09.
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Tabel 4.1 Suhu udara dan derajat keasaman (pH) sampel tanah

Titik Sampling Suhu Udara (°C) Derajat Keasaman (pH)
1 11 6,73
2 11 7,09
3 11 6,89

Sampel homogen 24 6,93

Isolasi jamur pendegradasi dilakukan dengan mensuspensi sampel tanah ke dalam
mineral salt medium (MSM). MSM merupakan media dengan kandungan karbon
minimal yang umum digunakan pada proses isolasi jamur pendegradasi polimer
sintetik (Khan dkk., 2017). Glukosa 1% ditambahkan ke dalam media sebagai
sumber makanan bagi jamur untuk memulai proses metabolisme. Selektivitas
media ditingkatkan dengan penambahan substrat LDPE guna mendapatkan
konsortium jamur yang dapat memanfaatkan polimer LDPE sebagai sumber
karbon. Hasil suspensi diinkubasi selama 7 hari yang bertujuan untuk memastikan
spesies yang tumbuh merupakan spesies pendegradasi LDPE.

Kultur cair dipindahkan ke dalam media agar melalui metode tuang (pour
plate). Kultur diencerkan sebanyak tiga kali (10°) untuk mengurangi kepadatan
koloni sehingga didapatkan koloni jamur tunggal. Purifikasi isolat jamur
dilakukan dengan metode streak sebanyak tiga kali tahap pemurnian. Berdasarkan
hasil isolasi didapatkan dua jenis isolat jamur yang diberi kode nama HIL M4LK1

dan HIL M4LK2 (Tabel 4.2).

Tabel 4.2 Morfologi isolat jamur pendegradasi LDPE
Isolat Koloni Miselium Konidia
HJL M4LK1 Putih, hifa mulai terlihat jelas Putih Hijau
setelah masa inkubasi 24 jam

HJL M4LK2 Coklat dengan permukaan halus - -
tanpa hifa
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4.2 Uji Biodegradasi LDPE secara Kuantitatif

Pengujian dilakukan untuk menentukan kemampuan degradasi LDPE oleh
masing-masing isolat jamur yang telah didapatkan. Kandungan glukosa pada
MSM broth yang digunakan pada proses uji biodegradasi diturunkan hingga 0,5%
untuk memaksimalkan pemanfaatan substrat LDPE oleh koloni jamur.
Pengamatan yang dilakukan setelah 40 hari masa inkubasi menunjukkan isolat
HJL M4LK1 mampu tumbuh dalam MSM (0,5% glukosa) menggunakan LDPE
sebagai sumber karbon (Gambar 4.1a). Hal ini berbeda dengan kondisi isolat
HJL M4LK2, pertumbuhan yang tidak teramati pada kultur menandakan isolat

tidak dapat menggunakan LDPE sebagai sumber makanan utama (Gambar 4.1b).

Gambar 4.1 Penampakan kultur isolat (a) HIL28 dan (b) HIL29 setelah 40 hari
masa inkubasi

Pada Gambar 4.2 dapat dilihat terdapat jalinan miselium yang tumbuh di
bagian tepi dan atas permukaan strip LDPE. Kemampuan jamur untuk
mengkolonisasi permukaan LDPE meningkatkan efisiensi pemecahan polimer
melalui proses cracking sehingga didapatkan fragmen dengan rantai yang lebih

pendek (Gewert dkk., 2015, Gajendiran dkk. 2016). Secara fisik, LDPE yang telah
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melalui proses degradasi oleh HIL28 mengalami penurunan pada tensile strength

polimer serta permukaan material yang berubah kasar.

Gambar 4.2 Penampakan isolat HIL M4LK1 pada MSM broth. Jalinan miselium
yang tumbuh pada permukaan polimer menandakan isolat dapat
mengkolonisasi material LDPE.

Menurut  Volke-sepulveda dkk. (2002) jamur diketahui tergolong
mikroorganisme yang berperan aktif dalam proses degradsasi material LDPE di
alam dengan kemampuan degradasi yang lebih tinggi dibandingkan bakteri
(Gajendirian dkk., 2016; Restrepo-Florez dkk., 2014; Sen & Raut, 2015). Proses
degradasi didukung oleh kemampuan jamur dalam memproduksi hidrofobin yang
berperan sebagai surfaktan antara tubuh jamur dengan permukaan LDPE. Polimer
rantai pendek kemudian akan memasuki jalur degradasi enzimatik yang
melibatkan sekresi eksoenzim dan pengangkutan fragmen serta monomer PE ke
dalam sel jamur (Tokiwa dkk., 2009, Gewert dkk., 2015).

Penentuan presentase degradasi LDPE oleh isolat HIL M4LK1 dilakukan
setelah 40 hari masa inkubasi. Hasil uji biodegradasi ditunjukkan pada Tabel 4.3.
Berdasarkan perhitungan didapatkan presentase degradasi rata-rata LDPE sebesar

13,33 + 0,9428%. Raaman dkk. (2012) melaporkan A. japonicas memiliki
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aktivitas degradasi LDPE tertinggi sebesar 11,11% selama 30 hari masa inkubasi.
Sementara itu, penelirian Merina (2014) mendapati bahwa golongan Fusarium sp.
mampu mendegradasi LDPE hingga 9% dengan masa inkubasi yang sama.
berdasarkan data tersebut dapat disimpulkan bahwa isolat HJL28 mempunyai

aktivitas degradasi LDPE yang tergolong tinggi.

Tabel 4.3 Hasil uji biodegradasi LDPE oleh isolat jamur HJL28

Isolat Jamur Berat Awal Berat Akhir ~ Weigh Loss  Persen Degradasi
(9) (9) (9) (%)
Ulangan 1 0,0020 0,0018 0,0002 10
Ulangan 2 0,0020 0,0018 0,0002 10
Ulangan 3 0,0020 0,0016 0,0004 20
Persen Degradasi Rata-rata 13,33 +0,9428 %

4.3 Isolasi DNA Metode CTAB/NaCl

Metode CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) umumnya digunakan
untuk mengekstrak DNA dari jaringan yang tinggi kandungan karbohidrat (Jia,
Wamishe & Zhou, 2014). CTAB akan mengikat protein dan polisakarida pada sel
dan mengendapkannya, sementara DNA akan tetap terlarut dalam air. purifikasi
DNA dilakukan melalui proses partisi menggunakan pelarut organik kloroforom
dan campuran fenol:kloroform. Menurut Tan & Yiap (2009), DNA yang bersifat
polar akan terlarut ke dalam fasa air sementara komponen penyusun sel lainnya
terikut ke dalam fasa organik (Gambar 4.3)

Pengendapan DNA menggunakan isopropanol berlangsung efektif pada suhu
di bawah 4°C (Turan dkk., 2015). Hal ini dapat dicapai dengan menambahkan
isopropanol dingin atau menyimpan isolat di dalam freezer. Penambahan

isopropanol akan menurunkan kelarutan DNA dalam air sehingga terjadi
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presipitasi. Endapan DNA terlihat sebagai lapisan putih pada dasar tabung mikro

(Gambar 4.3c).
'L 2 '
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Gambar 4.3 Purifikasi dengan pelarut organik menghasilkan lapisan tidak saling
campur. (a) Partisi pertama dengan kloroform menghasilkan tiga
fasa; air, intermediet dan organik. DNA terlarut dalam fasa air. (b)
Partisi kedua dengan fenol:kloroform menghasilkan fasa air dan
fasa organik. (c) DNA tampak sebagai endapan putih di dasar
tabung mikro setelah penambahan isopropanol.

Pada tahap pemecahan dinding sel digunakan bufer lisis dengan dua
konsentrasi NaCl yang berbeda, yaitu 0,7 M dan 15 M. Tabel 4.4
memperlihatkan kemurnian DNA sampel 1 yang diisolasi menggunakan bufer
lisis dengan kandungan NaCl 0,7 M terbaca (a) 1,56 dan (b) 1,44. Konsentrasi
DNA yang didapat relatif tinggi, yaitu (a) 1292,10 dan (b) 1178,20 ng/uL. Namun,
hasil elektroforegram tidak menunjukkan keberadaan pita DNA (Gambar 4.4).
Berbeda dari hasil uji kuantitatif terhadap sampel 2 yang memperlihatkan isolat
DNA memiliki kemurnian tinggi, dengan rasio Azso/Asgo Sebesar 1,83 dan 1,78.
Hasil ini didukung pula dengan munculnya pita tunggal pada elektroforegram

yang menandakan keberhasilan proses isolasi.
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Tabel 4.4 Hasil uji kuantitatif isolat DNA hasil ekstraksi metode CTAB/NaCl

Kode Konsentrasi NaCl Absorbansi Konsentrasi
(M) Aseol Asgo (ng/uL)
1 a 0,70 1,56 1292,10
b 0,70 1,44 1178,20
2 a 1,50 1,83 193,52
b 1,50 1,78 157,65

Gambar 4.4 Elektroforegram hasil isolasi metode CTAB/NaCl. M adalah
marker DNA, Lajur 1a-b merupakan hasil isolasi menggunakan
bufer lisis dengan konsentrasi NaCl 0,7 M dan Lajur 2a-b dengan
konsentrasi NaCl 1,5 M. Munculnya pita DNA pada Lajur 1la-b
menandakan keberhasilan proses isolasi.

Secara teori, menurut Surzycki (2000) konsentrasi NaCl 0,7 M cukup untuk
menjaga kekuatan elektrolit larutan sehingga DNA tetap terlarut pada fasa air dan
dapat dipisahkan melalui presipitasi isopropanol. Namun, hasil elektroforegram
sampel | tidak menunjukkan adanya DNA di dalam larutan. Hal ini dimungkinkan
karena kandungan air dalam sel jamur yang tinggi menurunkan konsentrasi akhir
NaCl pada bufer lisis. Pada konsentrasi NaCl < 0,7 M, DNA akan membentuk
kompleks dengan CTAB dan terendapkan sementara protein tetap terlarut dalam

air. konsentrasi DNA yang tinggi kemungkinan merupakan hasil pembacaan kadar

protein pada panjang gelombang 280 nm. Menurut Rapley (2007), nilai Azs0/Azso
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kurang dari 1,8 mengindikasikan adanya kontaminasi protein di dalam isolat DNA.
Berdasarkan uji kualitatif dan kuantitatif pada sampel | dan Il diketahui bahwa
peningkatan kandungan NaCl dari 0,7 M ke 1,5 M pada bufer lisis terbukti

mampu meningkatkan kemurnian DNA yield secara signifikan.

4.4 Amplifikasi Gen ITS menggunakan Polymerase Chain Reaction

Reaksi polimerasi berantai (PCR) merupakan teknik amplifikasi DNA yang
didasarkan pada proses elongasi primer oleh enzim polimerase berdasarkan
templat DNA (Chen & Janes, 2002). Pemilihan pasangan primer dan suhu
annealing yang tepat merupakan faktor penentu keberhasilan proses amplifikasi
DNA target. Berdasarkan penelitian sebelumnya, pasangan primer 1TS4/ITS5 dan
ITS1/ITS4 banyak dipakai sebagai marker universal proses amplifikasi daerah ITS
pada jamur (Umesha dkk., 2016; Rakhmana., 2015; Rahayu dkk., 2015). Tabel
4.5 menunjukkan sekuen nukleotida dari pasangan primer ITS4/ITS5 dan

ITS1/ITS4 yang digunakan pada penelitian ini.

Tabel 4.5 Sekuen nukleotida pasangan primer ITS4/ITS5 dan ITS1/ITS4

No Primer Sekuen Tm (°C)
1 ITS4 5’ -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ -
ITS5 5’ -GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’
2 ITS1 5’ -TCTGTAGGTGAACCTGCGG-3
50
ITS4 5’ -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

Secara umum, penentuan suhu annealing dilakukan berdasarkan suhu leleh
(Tm) primer yaitu 2-5°C dari harga Tm. Pada proses amplifikasi menggunakan

pasangan primer ITS4/ITS5 dilakukan percobaan suhu annealing pada 50, 51, 53
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dan 55°C. Dapat dilihat dari Gambar 4.5, tidak tampak keberadaan pita DNA
pada elektroforegram menandakan primer 1TS4/ITS5 tidak dapat menempel
dengan baik pada tempat DNA di rentang suhu tersebut, sehingga tidak terbentuk
produk di akhir proses (Rambe dkk., 2014). Menurut Rahayu dkk. (2015), hal ini
dimungkinkan karena suhu annealing yang terlalu tinggi mengakibatkan primer

sulit menempel pada daerah target.

M. o1 e22 bdiuid
| Z4 4 W

BEE

Gambar 4.5 Elektroforegram hasil PCR menggunakan pasangan primer
ITS4/1TS5. M merupakan marker DNA 100 bp. Lajur 1, 2, 3 dan 4
menunjukkan hasil PCR pada suhu annealing 50, 51, 53 dan 55°C
secara berurutan. Tidak adanya pita DNA yang teramati
mengindikasikan proses amplifikasi tidak berlangsung pada kondisi
tersebut.

Pasangan primer ITS1/ITS4 merupakan salah satu primer universal yang
umum digunakan untuk mengamplifikasi daerah ITS pada jamur. Suhu 48°C
dipilih sebagai suhu annealing ITS1/ITS4 berdasarkan titik lelen (Tm) primer.
Hasil elektroforegram pada Gambar 4.6 memperlihatkan daerah ITS berhasil

diamplifikasi, ditunjukkan dengan keberadaan pita tunggal yang linier dengan

marker ~500 bp. Menurut White dkk. (1990), daerah ITS1-ITS2 memiliki panjang
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sekuen 563-602 bp. Ukuran pasangan basa < 500 bp menandakan PCR tidak

berhasil mendapatkan daerah ITS secara penuh.

bp
10000

3000

1500
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Gambar 4.6 Elektroforegram hasil PCR menggunakan primer ITS1/ITS4 pada
suhu annealing 48°C. M adalah marker DNA 1 kb, Lajur 1
merupakan ulangan 1 dan Lajur 2 adalah ulangan 2. Proses
amplifikasi menghasilkan amplikon berukuran ~500 bp.

4.5 Analisis Bioinformatika

Penentuan sekuen DNA menggunakan metode dideoksi Sanger dilakukan
dengan dideoksinukleotida (ddNTP) berflorensi (Heather & Chain, 2016). Hasil
proses sequencing pada Gambar 4.7 menunjukkan daerah ITS yang didapatkan

memiliki ukuran 426 bp.

CCTCCGCTTATTGATATGTCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAGAATTATTAATATTTGTGAAAT
TTACACAGCAAACAATAATTTTATAGTCAAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAAC
AATGGATCTCTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCT
TGTGAATTGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTA
TCCCCCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTT
TCTAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Gambar 4.7 Sekuen gen ITS rDNA HJL28 memiliki panjang sekuen 426 bp.
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Tabel 4.6 memperlihatkan 11 spesies yang memiliki nilai similaritas tertinggi
dengan isolat berdasarkan Max score dan Identity program BLAST-n. Nilai
Identity 99% mengindikasikan strain jamur termasuk ke dalam kelompok spesies
yang sama. Hasil Max score terbesar ditunjukkan oleh Geotrichum candidum
voucher R. Kirschner strain RRK17 dengan nilai 754 yag mengindikasikan

tingginya homologi sekuen dengan isolat HJL28.

Tabel 4.6 Hasil analisis BLAST-n terhadap HJL28

No Deskripsi Max Score  ldentity
1  Geotrichum candidum voucher R. Kirschner strain 754 99%
RRK17, complete sequence
2  Galactomyces candidum strain CBS:11628, complete 752 99%
sequence
3  Galactomyces geotrichum strain LMA-21, complete 747 99%
sequence
4  Galactomyces geotrichum strain LMA-70, complete 741 99%
sequence
5  Galactomyces candidum strain CBS:557.83, 734 99%
complete sequence
6  Geotrichum candidum strain 42415bDRJ, partial 725 99%
sequence
7  Galactomyces geotrichum SPPRISTMF1, complete 725 99%
sequence
8  Galactomyces geotrichum RCPA U/N 127763, 725 99%
complete sequence
9  Dipodascaceae sp. LM380, complete sequence 719 99%
10 Galactomyces geotrichum strain DSM 1240, 719 99%
complete sequence
11  Galactomyces geotrichum strain ATCC 34614, 682 99%

complete sequence

Analisis kekerabatan dilakukan pula dengan cara konstruksi pohon filogenetik
menggunakan program komputasi MEGAG. Hasil rekonstruksi dan perhitungan
nilai similarity (Tabel 4.7) menunjukkan isolat dekat secara genetik dengan

Geotrichum candidum voucher R. Kirschner strain RRK17 (Gambar 4.8). Kedua
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sekuen didapati memiliki persen kemiripan sebesar 100%. Berdasarkan data di

atas, dapat disimpulkan bahwa MEGAG6 dan BLAST-n memberikan hasil analisis

yang serupa.

_-|: GQ458034.1 Galactomyces geotrickum strain ATCC 34614
JQ668739.1 Galactomyces geotrichum strain LMA-21

50
6

KY103456.1 Galactomyces candidum strain CBS:11628
JN974288.1 Galactontyces candidumstrain CBS 557.83
HJIL M4LK1
KR815826.1 Geotrichum candidum voucher R. Kirschner strain RRK17
KT828737.1 Geotrichum candidum strain BAFCcult 4510

48

KT336518.1 Geotrichum candidum sirain M14
AJ279445.1 Galactomyces geotrickum strain DSM 1240
JE907594.1 Galactomyces geotrichum strain RCPAU/N 127763

JN903644.1 Galactomyces geotrickum strain SPPRISTMF1
MF782775.1 Geotrichum cendidum strain 42415bDRJ
JQ668740.1 Galactomyces geotrickum strain LMA-70

L
{ EF060694.1 Dipodascaceaesp. LM380
=

GQ376093.1 Galactomnyces candidwmstrain UOA/HCPF 9994

AF157596.1 Dipodasacus austrialensis

98

69

KF010777.1 Galactomyces geotrichum strain CCZU12-1
262188.1 Galactomyces geotrickum strain LMA-48

JF262191.1 Galactomyces geotrickum strain LMA-75 18S

{ KJ706920.1 Geotrichum candidwnstrain DBMY703

KC128815.1 Aspergillus japonicus strain VIT-SB1

Gambar 4.8 Pohon filogenetik isolat jamur pendegradasi LDPE berdasarkan
sekuen ITS rDNA. Konstruksi dilakukan dengan program MEGAG6
menggunakan model K2 (Kimura-2-parameter). Pada gambar

ditunjukkan isolat HIJL

M4LK1 memiliki kedekekatan secara

genetik dengan Geotrichum candidum voucher R. Kirschner strain

RRK17.

G. candidum umumnya ditemukan di dalam tanah, bagian-bagian tumbuhan

dan beberapa diisolasi dari produk berbahan dasar susu (dairy product). Jalinan

hifa berwarna putih dengan arthroconida coklat pucat atau kehijauan. Menurut

Grygier, Myszika & Rudzinska (2017), spesies Geotrichum sp. berpotensi besar

sebagai agen bioremidiasi.

Penelitian yang telah dilakukan di antaranya
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penggunaan G. candidum untuk mendegradasi limbah air, pestisida, material

biofuel dan crude oil (Marjangkasa dkk., 2015; Yingben dkk., 2012).

Tabel 4.7 Hasil perhitungan nilai similarity (100%) antara sekuen isolat HIJL28
dengan sekuen pembanding berdasarkan jara (distance) antar cabang.

No Jenis Isolat Similarity (%)
1  Geotrichum candidum voucher R. Kirschner strain RRK17 100,0
2  Galactomyces candidum strain CBS 557.83 100,0
3  Galactomyces candidum strain CBS 11628 100,0
4 Galactomyces geotrichum strain ATCC 34614 100,0
5  Geotrichum candidum strain BAFCcult 4510 100,0
6  Galactomyces geotrichum strain LMA-21 100,0
7  Galactomyces geotrichum strain DSM 1240 99,72
8  Geotrichum candidum strain 42415bDRJ 99,72
9  Galactomyces geotrichum strain RCPA U/N 127763 99,72
10 Galactomyces geotrichum strain SPPRISTMF1 99,72
11  Galactomyces geotrichum strain LMA-70 99,43
12  Geotrichum candidum strain M14 99,43
13 Dipodascaceae sp. LM380 99,15
14  Galactomyces candidum strain UOA/HCPF 9994 99,15
15 Dipodascus australiensis 98,00
16  Galactomyces geotrichum strain CCZU12-1 98,00
17  Galactomyces geotrichum strain LMA-48 98,00
18 Geotrichum candidum strain DBMY703 98,00
19 Galactomyces geotrichum strain LMA-75 98,0
20  Aspergillus japonicus strain VIT-SB1 56,1

4.6 DNA dalam Pandangan Islam

DNA (Deoxyribonucleic Acid) atau asam deoksiribonukleat merupakan
polimer asam nukleat yang bertindak sebagai materi pembawa informasi genetik
(hereditary information) pada makhluk hidup (Watson dkk., 2013). DNA
ditemukan dalam bentuk pasangan basa adeni-timin (A-T) dan sitosin-guanin (C-
T). Kedua pasang pasa tersebut menyusun kode genetik yang akan menentukan
bentuk fisik suatu organisme. Hal ini menunjukkan bahwa tanda-tanda kekuasaan

Allah SWT dapat dilihat pada tiap tingkat kehidupan, termasuk pada bagian
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terkecil makhluk hidup sekalipun, yaitu di dalam sel. Allah berfirman dalam Al-

Qur’an surat Fussilat ayat 53:

b e 8 Sy K0 BB T e B e 5 9B 3 e 2 s
“Kami akan memperlihatkan kepada mereka tanda-tanda (kekuasaan) Kami di
segala wilayah bumi dan pada diri mereka sendiri, hingga jelas bagi mereka
bahwa Al-Qur’an itu adalah benar. Tiadakah cukup bahwa sesungguhnya
Tuhanmu menjadi saksi atas segala sesuatu? ”. (QS. Fussilat: Ayat 53)

Penggalan ayat ae-a-m\ 25 yang diterjemahkan sebagai ‘dan pada diri mereka
sendiri’ menurut Abdullah (2004) dalam tafsir lbnu Katsir, dapat dimaknai
sebagai materi, campuran (senyawa) dan Kkarakteristik menakjubkan yang
membentuk tubuh manusia, sebagaimana yang diterangkan dalam ilmu anatomi
modern. Karakter khas yang dimiliki oleh tiap-tiap makhluk ditentukan oleh
materi genetik yang dikodekan dalam bentuk untaian DNA dan tersimpan dalam
cluster yang disebut gen.

Pengekspresian gen menjadi protein terlebih dahulu melewati tahapan awal
berupa proses replikasi. Tubuh makhluk hidup melakukan proses replikasi di
dalam sel dengan sendirinya dan tanpa disadari. Para ilmuwan menjadikan proses
tersebut sebagai acuan dengan demikian DNA dapat digandakan secara in vitro,
yaitu melalui metode amplifikasi PCR. hasil Amplikon DNA vyang spesifik
memiliki beberapa manfaat, salah satunya dalam proses identifikasi organisme
secara genotip. Sebagaimana firman Allah dalam surat Ali ‘Imran ayat 190-191

sebagai berikut.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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‘Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan pergantian malam dan
siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang berakal, (yaitu)
orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk atau dalam keadaan
berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya
berkata). “Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan semua ini sia-sia;

Mahasuci Engkau, lindungilah kami dari azab neraka.” (QS. Ali-‘Imran: Ayat
190-191)

Istilah <Y J56 tersusun atas dua kata, yaitu Jss dan <Ly, Kata Jslsf
merupakan bentuk jamak yang memiliki makna ‘mereka yang mempunyai’,
sedangkan <Y berarti ‘inti dari segala sesuatu’. Kata ¥ ¥ pada ayat di atas
dapat dimaknai sebagai orang-orang dengan akal murni, tidak tertutup kabut yang
dapat menimbulkan kerancuan dalam berpikir (Shihab, 2003). Mereka adalah
orang-orang yang bersedia menggunakan akal pikirannya untuk merenungkan dan
menganalisa peristiwa serta fenomena alam, sehingga sampai pada bukti

kebesaran dan kekuasaan Allah Yang Maha Esa (Departemen Agama Republik

Indonesia, 1993). Allah berfirman dalam Al-Qur’an surat Az-Zumar ayat 21.:

D\jg@,fadjhm,m\@)m@;ffﬂ\gcb&w ‘z\;gkid\‘;ejjia’b\ng(ﬂ‘\
D G el g o e 2 e

“Apakah kamu tidak memperhatikan, bahwa sesungguhnya Allah menurunkan air
dari langit, maka diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi kemudian
ditumbuhkan-Nya dengan air itu tanaman-tanaman yang bermacam-macam
warnanya, lalu menjadi kering lalu kamu melihatnya kekuning-kuningan,
kemudian dijadikan-Nya hancur berderai-derai. Sesungguhnya pada yang
demikian itu benar-benar terdapat pelajaran bagi orang-orang yang mempunyai
akal.” (QS. Az-Zumar: Ayat 21)
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Makna ayat di atas berdasarkan tafsir Jalalain (2010) bahwa Allah yang
menurunkan air dari langit lalu mengalirkannya dalam bentuk mata air di dalam
perut bumi. Dia kemudian menumbuhkan tanaman dengan bentuk yang beragam,
yang menjadi kering dan kuning setelah sebelumnya hijau. Selanjutnya, dijadikan-
Nya tanaman itu hancur berkeping-keping. Sungguh, dalam proses perpindahan
dari satu kondisi ke kondisi lain itu terdapat peringaan bagi orang-orang yang mau
berpikir.

Proses hancurnya komponen organik (dekomposisi) di alam merupakan
proses kompleks yang melibatkan peran konsortium mikroorganisme. Menurut
Deacon (2006), jamur merupakan salah satu organisme heterotrof yang hidup
sebagai dekomposer dengan memanfaatkan senyawa organik preform yang
didapati di lingkungan tempatnya tumbuh. Mikroorganisme ini umumnya
berperan sebagai pengurai senyawa organim kompleks, seperti LDPE, menjadi
senyawa yang lebih sederhana. Dekomposisi polimer LDPE oleh jamur
mengakibatkan fragmentasi polimer menjadi monomer polietilen yang dapat
diasimilasi sel jamur. Proses mineralisasi oleh isolat jamur menghasilkan H,O dan
CO, yang dapat dilepaskan ke lingkungan tanpa berpotensi menimbulkan polusi

lanjutan pada tanah (Gewert dkk., 2015).



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1.

Berikut adalah kesimpulan yang dapat ditarik berdasarkan hasil penelitian.

Isolat HIL M4LK1 memiliki aktivitas degradasi LDPE sebesar 13,33 %
0,9428% selama 40 hari masa inkubasi.

Berdasarkan sekuen gen ITS rDNA, HIL M4LK1 memiliki kedekatan
secara genetik dengan Geotrichum candidum voucher R. Kirschner strain

RRK17 dengan nilai similariti sebesar 100%.

5.2 Saran

1.

V4

3.

Kadar air yang tinggi dalam miselium jamur dapat menurunkan
konsentrasi buffer lisis sehingga dapat dilakukan preparasi sampel dengan
nitrogen cair pada tahap awal isolasi DNA. Hal ini bertujuan untuk
menghilangkan kandungan air berlebih dalam isolat.

Analisis gravimetri terhadap subtrat LDPE disarankan dilakukan setiap
interval 1 bulan selama 3 bulan untuk mengetahui masa inkubasi optimum
isolat HIL28 dalam mendegradasi subtrat.

Aktivitas degradasi isolat jamur terhadap LDPE dapat ditingkatkan dengan
melakukan treatment terhadap substrat dalam bentuk iradiasi sinar UV,

sebelum dilakukan inkubasi.
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Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Pengambilan sampel tanah

Isolasi Jamur

Uji aktivitas biodegradasi LDPE oleh jamur

Isolasi DNA Jamur

Amplifikasi gen ITS rDNA dengan PCR

Penentuan sekuen ITS

Analisis Data
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Lampiran 2. Diagram Alir

1. Pengambilan Sampel Tanah

Tanah

- Disiapkan sendok dan polybag yang telah disterilkan
- Diambil sampel tanah dari tiga titik yang berbeda ke dalam polybag
- Dimasukkan ke dalam icebox

Hasil

2. Preparasi Plastik LDPE

Plastik LDPE

- Disiapkan kantong plastik LDPE

- Dipotong-potong dengan ukuran 1x1 cm (berat rata-rata 0.02 gram)

- Direndam dalam alkohol selama + 24 jam

- Dikeringanginkan di bawah lampu UV dalam laminar air flow selama
24 jam

Hasil

3. Isolasi Jamur Pendegradasi LDPE

Sampel Tanah

- Ditimbang sebanyak 100 gram

- Dipindahkan ke dalam botol kaca steril bertutup

- Ditambahkan media MSM dengan perbandingan 1:1

- Ditanamkan potongan plastik LDPE ke dalam tanah

- Diagnbil kultur cair sebanyak 1 mL dan diencerkan sebanyak tiga kali
(107)

- Ditanam ke dalam media MSM agar dengan metode pour plate

- Dimurnikan koloni tungga sebanyak tiga kali tahap pemurnian

Hasil
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4. Uji Biodegradasi LDPE

MSM broth (0,5% glukosa)

- Dimasukkan 100 mL ke dalam erlenmeyer 250 mL
- Disterilkan

Isolat Jamur

- Diinokulasikan ke dalam media (triplo)

- Ditambahkan substrat LDPE yang telah dipreparasi sebelumnya

- Ditutup menggunakan plastic wrap

- Diinkubasi pada suhu ruang dalam keadaan gelap selama 40 hari

- Dilakukan penimbangan berat plastik LDPE akhir

- Dintentukan isolat jamur dengan aktivitas degradasi LDPE paling

tinggi

Hasil
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5. Isolasi DNA dengan Metode CTAB

Miselium jamur

- Diambil sebanyak 200 mg ke mortar

- Ditambahkan 500 pL larutan bufer ekstraksi

- Dihaluskan dengan stamper sampai homgen

- Ditransfer ke dalam tabung mikro

- Diinkubasi di dalam waterbath suhu 37°C selama 1 jam
- Diiinkubasi kembali pada suhu 65° C selama 10 menit

Supernatan Pelet

Dipindahkan ke dalam tabung mikro baru

Ditambahkan campuran fenol:kloroform dengan perbandingan volume
i

- Disentrifugasi pada kecepatan 12000 rpm selama 5 menit

Fase air Fase organik

- Ditambahkan kloroform dengan perbandingan 1:1
- Disentrifugasi (12000 rpm, 5 menit)

Fase air Fase organik

- Ditambahkan isopropanol dingin sebanyak 0,6 kali volume supernatan
- Disentrifugasi (12000 rpm, 5 menit)

Pelet Supernatan

- Ditambahkan 50 pL etanol absolut
- Disentrifugasi (12000 rpm, 5 menit)

Pelet Supernatan

- Dicuci dengan etanol 70% sebanyak dua kali
- Diresuspensi dalam 100 pL bufer TE dan disimpan pada suhu 4°C
- Diuji secara kualitatif dan kuantitatif

Hasil
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6. Elektroforesis Gel Agarosa

6.1 Pembuatan gel agarosa 1%

Agarosa

- Ditimbang sebanyak 0,3 gram

- Dilarutkan dalam 30 mL bufer TAE 1X

- Dimasukkan dalam microwave hingga larut
- Didinginkan hingga suhu £60°C

- Ditambahkan 1-2 pL EtBr

- Dituang ke dalam tray dan dipasang combs
- Dibiarkan 60 menit hingga gel mengeras

- Dilepas combs

Gel agarosa 1%

6.2 Elektroforesis gel agarose

Sampel

- Dimasukkan ke dalam tank elektroforesis

- Dituangkan bufer TAE sampai keseluruhan gel terendam
- Dimasukkan 3 pL sampel DNA : loading dye buffer (2:1)
- Dimasukkan marker 100 bp

- Dirunning selama 60 menit dengan tegangan 65 volt

- Diletakkan di bawah UV transilluminator untuk diamati

Hasil
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Lampiran 3. Pembuatan Reagen
1. Media Mineral Salt (MSM) Agar

Mineral dilarutkan dalam 100 mL sesuai komposisi berikut; 0,25 gram
K2HPOy, 0,02 gram KH,PO,4, 0,05 gram NaCl, 0,001 gram CaCl,.2H,0, 0,1
gram (NH4),SO,4, 0,01 gram MgS0O,.7H,0, 0,0005 gram FeSO, dan 1 gram
glukosa. Agar ditambahkan sebanyak 2 gram untuk membuatnya menjadi
media padat. Larutan dipanaskan hingga seluruh mineral terlarut, kemudian

disterilkan. Media dituangkan ke dalam petri dan ditunggu hingga mengeras.

2. Media Mineral Salt (MSM) Broth
Media dibuat dengan komposisi seperti MSM agar tanpa ditambahkan
agar powder. larutan dipanaskan hingga seluruh mineral terlarut, kemudian

disterilkan. MSM broth siap digunakan sebagai media inokulasi.

3. CTAB/NaCl (2%/0,7 M & 1,5 M)

Larutan CTAB/NaCl dibuat dengan menimbang CTAB sebanyak 0,02
gram ke dalam tabung mikro dan ditambahkan 140 uL NaCl 5 M. Akuades
steril ditambahkan hingga volume total larutan menjadi 1 mL. Tabung mikro
diketuk-ketuk sampai CTAB terlarut secara keseluruhan tanpa menimbulkan
busa. Prosedur yang sama dilakukan untuk membuat CTAB/NaCl 1,5 M
dengan perubahan pada volume NaCl yang ditambahkan ke dalam CTAB,
yaitu sebanyak 300 pL.

4. Bufer TE, pH 8
Pembuatan bufer TE dilakukan dengan melarutkan 1,211 gram Tris-base
ke dalam 50 mL ddH,O. pH larutan dimonitor sambil ditambahkan HCI pekat
sampai pH larutan menjadi 8. Tris-Cl dipindahkan ke dalam labu ukur dan
ditambahkan 2 mL EDTA 0,5 M (pH 8), kemudian ditandabataskan dengan
ddH,0 hingga total larutan menjadi 100 mL.
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5. 10X Bufer TAE, pH 8
Tris-base sebanyak 48,4 gram dilarutkan dalam 20 mL EDTA 0,5 M (pH
8,0). Ditambahkan 11,44 mL asam asetat glasial, kemudian ditandabataskan

dengan ddH,O hingga volumer larutan akhir mencapai 1L.

6. PCR Master Mix

Tabel 4.1 Komposisi reagen dalam setiap 50 pL master mix

Reagen Volume (uL) Konsentrasi akhir
Water, nuclease-free 38,1 -
10X Vibufer A 5,0 1X
2 mM dNTP mix 2,0 0,08 mM
50 mM MgCl, 15 1,5mM
10 uM primer forward 1,0 0,2 uM
10 uM primer reverse 1,0 0,2 uM
DNA control (5 ng/pL) 1,0 5ng
Taq DNA polymerase (5 u/pL) 0,4 2 unit

Total Volume 50,0




Lampiran 4. Spektra DNA Hasil Sequencing Metode Dideoksi Sanger
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Lampiran 5. Hasil alignment sekuen ITS rDNA isolat HIL28 dan sekuen
pembanding menggunakan metode align by ClustalwW program MEGAG6

HJL28

KR815826.
JNG74288.
KY103456.
GQ458034.
KF010777.
AJ279445.
ME782775.
KT828737.
KJ706920.
KT336518.
GQ376093.
AF157596.
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GQ376093.
AF157596.
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—————————— CCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCTTCC
TTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCTTCC

GGATTGATTAACTGGAGAGGGCAACTTTTCTGGTTGAACGAGAAGCTAGTCAA
GGATTGATTAACTGGAGAGGGCAACTTTTCTGGTTGAACGAGAAGCTAGTCAA

GGATTGATTAACTGGAGAGGGCAACTTTTCTGGTTGAACGAGAAGCTAGTCAA

TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
ACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
ACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
——————————————————————————————————— TGTTTCCGTAGGTGAAC
TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
—-——-TGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
—CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC

CTTCGGTAGGTTAACATGAGGAAGGATCAC---—-———-— TTCCGTAGGTGAAC
TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
————— GGAAGTAAAAGTC--GTAACAAGGT--—-—-—--—--TTCCGTAGGTGAAC

——————————————— GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
ACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC

CTGCGGAAGGATCATTAAGAATTATTAATATTTGTGAAATTTACACAGCAA
CTGCGGAAGGATCATTAAGAATTATAAATATTTGTGAAATTTACACAGCAA
CTGCGGAAGGATCATTAAGAATTRWTAATATTTGTGAAATTTACACAGCMA
CTGCGGAAGGATCATTAAGAATTATAAATATTTGTGAAATTTACACAGCAA
CTGCGGAAGGATCATTAAGAATTATAAATATTTGTGAAATTTACACAGCAA
CTGCGGAAGGATCATTATGAATTATAAATATTTGTGAATTTACCACAGCAA
CTGCGGAAGGATCATTAAGAATTGATAATATTTGTGAAATTTACACAGCAA
CTGCGGAAGGATCATTAAGAATTGATAATATTTGTGAAATTTACACAGCAA
CTGCGGAAGGATCATTAAGAATTATAAATATTTGTGAAATTTACACAGCAA
CTGCGGAAGGATCATTATGAATTATAAATATTTGTGAATTTACCACAGCAA
CTGCGGAAGGATCATTAAGAACTATAAATATTTGTGAAATCTACACAGCAA
CTGCGGAAGGATCATTAAGAATTGATAATATTTGTGAAATTTACACAGCAA
CTGCGGAAGGATCATTATGAATTAWWAATATTTGTGAATTTACCACAGCCA
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ACAATAATTTTATAGTCAAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAATAATTTTATAGTCAAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAATAATTWTACARTCAAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAATAATTTTATAGTCAAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAATAATTTTATAGTCAAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAAAAATCATACAATCAAAACAAAAATAATTAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAATAATCATACAATCAAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAATAATCATACAATCAAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAATAATTTTATAGTCAAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAAAAATCATACAATCAAAACAAAAATAATTAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAATAATTTTATAGTCAAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAATAATCATACAATCAAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAACAATGGATCT
ACAACAATCATACAATCAAAACAWAAATAATTAAAACTTTTAACAATGGATCT

CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTICTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT
CTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAAT

TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC
TGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCC

CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCTTTGCTTTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTICTICTCTTGGAATTGCATTGCTITTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTSTGTTTCTCTCTTGGAATTGCTTTGCTTTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTTTC
CCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCTTTGCTTTTC

TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
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TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
TAAAAAATCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA
TAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCA

AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-—————————
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA-———=—————
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACC-
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACC-
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCC
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACC-
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG-——————————
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-—————————
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAGCGGAGGA-
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACC-
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG-——-————————
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-—————————
AGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACC-

AACAGGGAT T———————m e e e e
AACAGGGAT T——————————————mm e
AACAGGGAT T——————mmmmmm e e e e
AACAGGGAT T——————————— e

GCATATCATT === == === == ==~ —m = = o oo
AACAGGGATT——— === === === ———m o

Penentuan masing-masing daerah 18S, ITS1, 5,8S dan 28S dilakukan

berdasarkan sekuen dari Galactomyces candidum strain CBS 557.83 (JN974288.1)

Warna coklat
Warna merah muda
Warna biru

Warna ungu

Warna hijau

: daerah 18S
: daerah ITS1
: daerah 5,8S
: daerah ITS2
: daerah 28S
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