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ABSTRAK

ANALISIS FUNGI ENDOFIT PELARUT FOSFAT DAN PENGHASIL
INDOLE-3-ACETIC ACID RIMPANG RUMPUT TEKI (Cyperus rotundus L.)
BERDASARKAN SEKUEN rDNA INTERNAL TRANSCRIBED SPACER

Durrotul Maknuna, Ahmad Barizi, Nur Kusmiyati

Fungi endofit rimpang rumput teki (Cyperus rotundus L.) memiliki potensi sebagai
pelarut fosfat dan penghasil IAA (Indole-3-Acetic Acid). Berdasarkan penelitian
sebelumnya, isolat URT4 dapat menghasilkan pelarut fosfat tertinggi dan isolat
URT1 dapat menghasilkan IAA tertinggi. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui nama spesies dari kedua isolat tersebut berdasarkan sekuen rDNA ITS.
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah peremajaan fungi endofit,
isolasi DNA, analisis DNA secara kuantitatif dan kualitatif, amplifikasi DNA
menggunakan primer ITS1 dan ITS4, sekuensing, dan rekonstruksi pohon
filogenetika. Hasil isolasi DNA secara kuantitatif menggunakan nanodrop
spektrofotometri menunjukkan kemurnian 1.79 dan 1.80. Analisis kualitatif
menggunakan elektroforesis gel agarose 1% menunjukkan pita DNA whole genom.
Visualisasi amplifikasi produk PCR menggunakan primer ITS1 dan ITS4
menunjukkan URT1 berada pada 550 bp dan URT4 pada 625 bp. Hasil sekuensing
dilakukan pengecekan dan alignment (pensejajaran) Clustal W menggunakan
BioEdit. Hasil alignment dibandingkan dengan database sekuens rDNA ITS
menggunakan BLAST online software. Berdasarkan analisis genetika, diketahui
bahwa spesies fungi endofit rimpang rumput teki isolat URT1 sebagai penghasil
IAA memiliki kemiripan dengan Fusarium oxysporum strain A1S3-D89 (100%)
dan isolat URT4 sebagai pelarut fosfat memiliki kemiripan dengan Aspergillus
terreus isolat AGE (97,42%).

Kata kunci: fosfat, fungi endofit, IAA, ITS, rDNA, rumput teki,
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ABSTRACT

AN ANALYSIS OF ENDOPHYTIC FUNGI OF PHOSPHATE SOLVENT
AND THE PRODUCER OF INDOLE-3-ACETIC ACID OF Cyperus
rotundus L. RHIZOMES BASED ON rDNA ITS (INTERNAL
TRANSCRIBED SPACER) SEQUENCE

Durrotul Maknuna, Ahmad Barizi, Nur Kusmiyati

The Endophytic fungi of Cyperus rotundus L. rhizome have the potential as
a phosphate solvent and a producer of IAA (Indole-3-Acetic Acid). Based on
previous research, URT4 isolate could produce the highest phosphate solvent and
URT1 isolate could produce the highest IAA. The research aims at determining the
species names of the two isolates based on the ITS rDNA sequence. The methods
used entophytic fungi rejuvenation, DNA isolation, quantitative and qualitative
DNA analysis; DNA amplification used ITS1 and ITS4 primers, sequencing, and
phylogenetic tree reconstruction. The quantitative DNA isolation results with
spectrophotometric nano-drops showed a purity of 1.79 and 1.80. Qualitative
analysis with agarose gel electrophoresis 1% showed whole genomic DNA bands.
Visualization of PCR product amplification by using ITS1 and ITS4 primers
showed URT1 at 550 bp and URT4 at 625 bp. The sequencing results were checked
and aligned with Clustal W using BioEdit. Alignment results were compared with
ITS rDNA database by using BLAST online software. Based on genetic analysis, it
was known that the endophytic fungi species of C. rotunudus rhizome isolate URT1
as IAA producer had similarities with Fusarium oxysporum of strain A1S3-D89
(100%) and isolate URT4 as a phosphate solvent had similarities with Aspergillus
terreus AGE of isolate (97.42%).

Keywords: phosphate, endophytic fungi, IAA, ITS, rDNA, Cyperus rotundus
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Rumput teki (Cyperus rotundus L.) merupakan gulma tahunan dari famili
Cyperaceae (Sivapalan, 2013). Keberadaan tumbuhan gulma dianggap merugikan,
karena sulit dikendalikan dan memiliki daya adaptasi yang tinggi (Pranasari et al.,
2012). Hal ini disebabkan sistem perakaran tumbuhan gulma yang luas dan
pertumbuhannya cepat dalam menyerap air dan nutrisi, sehingga mampu
menghambat pertumbuhan komoditas tanaman pertanian (Ebtan et al., 2014).
Selain itu, rumput teki termasuk tumbuhan herba, mampu tumbuh sepanjang tahun,
dan sering dijumpai pada areal pertanian maupun padang rumput dengan iklim
tropis, sub tropis, dan sedang (Sivapalan dan Jeyadevan, 2017).
Allah menciptakan segala jenis tumbuhan pasti memiliki kandungan manfaat

yang baik. Allah berfirman dalam Surat Asy-Syu’ara ayat 7 yang berbunyi:
O, Ko o Ll SN )55
Artinya : “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik?” (QS. Asy-Syu’ara/26:7).

Awal ayat ini tertulis =¥ 52 5l yang bermakna apakah mereka tidak
memperhatikan bumi. Terdapat satu kata sebagai kata kunci yaitu )s_» artinya
memperhatikan. Makna memperhatikan yakni memandang bumi dan seluruh isinya
hingga batas kemampuan manusia. Hal ini dapat diartikan sebagai perintah manusia
untuk meneliti apa yang telah diperhatikan tersebut. Kata il S berarti berapa
banyaknya kami tumbuhkan di dalamnya (di bumi). Allah telah menciptakan
beragam tumbuhan di bumi, dengan bermacam-macam bentuk dan manfaat. Dalam
proses merawat, menjaga dan memelihara tumbuhan tersebut, Allah melibatkan
manusia sebagai khalifah fil ‘ard.

Kata zs) menurut Shihab (2002) berarti pasangan, dan kata ~_S berarti
sesuatu yang baik. Makna pasangan disini berkaitan dengan hubungan tumbuhan
dengan sesuatu yang baik dan sesuai untuk pertumbuhan dan perkembangan



tumbuhan itu sendiri. Berdasarkan ayat tersebut Allah telah menciptakan beraneka
macam tumbuhan, salah satunya adalah rumput teki.

Selain diketahui sebagai gulma, rumput teki memiliki potensi sebagai
penghasil Indole-3-Acetic Acid dan sebagai pelarut fosfat. Berdasarkan penelitian
Zega et al., (2018) ditemukan 15 isolat bakteri dari C. rotundus yang memiliki
potensi melarutkan fosfat dan menghasilkan IAA. Namun, pada penelitian ini
berfokus pada bakteri endofit.

Menurut Fatmala et al., (2015), mikroorganisme pelarut fosfat terbagi atas
bakteri, fungi, dan aktinomisetes. Diantara ketiga mikroorganisme tersebut Klaic et
al., (2017) menyatakan fungi pelarut fosfat memiliki aktivitas kelarutan fosfat lebih
tinggi daripada jenis mikroorganisme lainnya. Anzuay et al., (2013) menambahkan
mikroorganisme endofit memiliki kemampuan melarutkan fosfat untuk membantu
pertumbuhan tanaman. Sehingga, potensi yang dimiliki rumput teki dapat berasal
dari fungi endofit yang bersimbiosis di dalamnya.

Salah satu organ tumbuhan yang terdapat fungi endofit adalah rimpang
(Strobel et al., 2004). Berdasarkan penelitian Wicaksono (2019), ditemukan 5 isolat
fungi endofit pelarut fosfat dan penghasil IAA rimpang rumput teki, dengan URT1
sebagai penghasil IAA tertinggi dan URT4 sebagai pelarut fosfat tertinggi.

Fosfat terlarut di dalam tanah dibutuhkan untuk memenuhi kebutuhan
tanaman. Namun ketersediannya berbanding terbalik dengan kebutuhan tanaman.
Hal ini dipengaruhi oleh karakteristik tanah dan kondisi lingkungan. Menurut
Syamsia et al., (2015) kandungan fosfat di dalam tanah dalam bentuk yang dapat
diserap oleh tanaman dikategorikan rendah sekitar 1-5%. Secara alami, fungi
merupakan salah satu mikroorganisme pelarut fosfat mampu mensintesis fosfat
tidak terlarut (Richardson et al., 2011) secara biologis dan kimiawi (Joner et al.,
2000; Hasanudin dan Bambang, 2004). Keberadaan unsur fosfat sangat penting
bagi tumbuhan antara lain untuk pembelahan sel pada tumbuhan dan pembentukan
akar (Ryan dan Jones, 2001) serta pertumbuhan akar (Shane dan Lambers, 2005).

Fungi endofit pelarut fosfat juga dapat menghasilkan fitohormon Indole-3-
Acetic Acid (IAA). Fitohormon yang dihasilkan fungi endofit disebabkan adanya
Gen Aux yang dapat mensintesis hormon IAA. Gen Aux dari tanaman inang ini

merupakan penghasil IAA endogen (Lavy dan Estelle, 2016; Luo et al., 2018).



Sedangkan fungi endofit yang bersimbiosis di dalam rumput teki dapat
menghasilkan hormon IAA secara eksogen karena memiliki gen yang sama dengan
inang yaitu gen Aux ( Nemoto et al., 2009; Mano et al., 2010).

Indole-3-Acetic Acid merupakan hormon auksin yang paling aktif secara
fisiologis di alam dan hormon utama pada tanaman (Donati et al., 2013). Hormon
tumbuhan merupakan salah satu ZPT (Zat Pengatur Tumbuh) yang dibutuhkan
tumbuhan untuk mengoptimalkan pertumbuhan dan perkembangan (Spaepen et al.,
2007). Fungi endofit adalah salah satu mikroorganisme yang berpotensi dalam
menghasilkan hormon auksin IAA (Strobel et al., 2004; Noverita et al., 2009).

Fungi endofit yang ditemukan pada rimpang rumput teki memiliki berbagai
jenis warna, bentuk, kegunaan, keistimewaan, serta karakter morfologi dan susunan
DNA yang berbeda. Identifikasi fungi dapat dilakukan dengan menggunakan
pendekatan morfologi dan molekuler. Tetapi karakter morfologi mempunyai
kelemahan yaitu hanya menunjukkan sifat pewarisan domain dan resesif, tingkat
polimorfismenya sedikit, dan dipengaruhi oleh lingkungan (Tasuruni, 2012).
Akibatnya pada individu yang memiliki genotipe yang sama menunjukkan fenotipe
yang berbeda, dan yang memiliki genotipe yang sama dapat menunjukkan fenotipe
yang sama tapi di lingkungan berbeda. Kemiripan pada fenotipe belum tentu
menunjukkan kemiripan pada tingkat DNA (Tanksley, 1983). Selain itu,
identifikasi morfologi biasanya sangat bergantung pada media dan kondisi
pertumbuhan yang akan memengaruhi terbentuknya struktur reproduksi seksual
dan aseksual (Hyde dan Soytong, 2007). Sementara itu, metode molekuler dianggap
bersifat lebih stabil dan lebih akurat (Tasuruni, 2012) serta akan memperoleh hasil
yang akurat dan tepat (Fell et al., 2000). Penanda molekuler yang digunakan untuk
studi taksonomi dan filogenetik pada fungi adalah rDNA ITS (Internal Transcribed
Sacer).

ITS (Internal Transcribed Spacer) adalah daerah penyandi genom nuklear
atau DNA ribosomal (rDNA) yang bersifat universal yang sering digunakan untuk
menganalisis kekerabatan (Mccullough et al., 1998). ITS merupakan daerah
terkonservasi yang terletak diantara 5,8S, 18S, dan 28S ribosomal DNA (rDNA)
(Nugraheni et al., 2015) dan daerah evolusi utama serta sering digunakan sebagai

pembanding tingkat spesies dan genus terkait (Dewi, 2012)



Gen 18S rDNA dan gen 5.8S rDNA memiliki panjang total 2600bp, terpisah
dengan gen 28S rDNA memiliki panjang 3300bp (Mccullough et al., 1998). Daerah
ITS 18S-28S rDNA menjadi fokus utama untuk rekonstruksi filogenetik (Soltis dan
Soltis, 1998) karena daerah ITS memiliki variasi yang lebih tinggi dibandingkan
dengan daerah rDNA lainnya (SSU dan LSU) (Fajarningsih, 2017). Daerah ITS
berukuran pendek, yakni kurang lebih 700bp dan memiliki banyak salinan dalam
inti genom (Baldwin et al., 1995). Karakter ini yang menyebabkan daerah ITS
mudah diisolasi, diampliflikasi, dan dianalisis.

Penelitian yang telah dilakukan Wicaksono (2019) menyatakan bahwa
potensi pelarut fosfat terbaik (isolat URT4) dan penghasil IAA terbaik (isolat
URT1), dilakukan berdasarkan uji fosfat terlarut URT4 yang menunjukkan hasil
positif berupa perubahan warna biru paling pekat. Menurut Pradhan dan Pokhrel
(2013) tingkat konsentrasi terlarut fosfat dapat ditunjukkan berdasarkan kepekatan
warna biru pada sampel yang didapatkan dari reaksi biru molybdenum. Sedangkan
hasil positif URT1 menunjukkan perubahan warna menjadi kuning pekat hingga
merah muda pada larutan supernatan. Perubahan warna ini sebagai penanda
konsentrasi IAA yang terbentuk dan sebagai indikasi indol oleh reagen salkowski
(Lestari et al., 2015). Dewi (2015) menambakan warna yang terlihat, terjadi karena
reaksi antara Fe dengan IAA menghasilkan warna merah muda.

Berdasarkan analisis morfologi mikroskopis dan makroskopis, isolat URT1
dan URT4 diperkirakan termasuk divisi Ascomycota. Berdasarkan potensi tersebut,
perlu dilakukan analisis molekuler ini untuk mengetahui spesies fungi endofit apa
yang memiliki potensi sebagai pelarut fosfat dan penghasil Indole-3-Acetic Acid
(IAA) pada rimpang rumput teki (C. rotundus L.) berdasarkan sekuen rDNA ITS

(Internal Transcribed Spacer).

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:
1. Apa spesies fungi endofit rimpang rumput teki (C. rotundus L.) URT4 sebagai
pelarut fosfat dan URTL1 sebagai penghasil Indole-3-Acetic Acid (IAA)
berdasarkan sekuen rDNA ITS?



2. Bagaimana kekerabatan isolat URT1 sebagai pelarut fosfat dan isolat URT4
sebagai penghasil Indole-3-Acetic Acid (IAA) berdasarkan analisis filogenetik?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui spesies fungi endofit rimpang rumput teki (C. rotundus L.)
URT4 sebagai pelarut fosfat tertinggi dan URT1 sebagai penghasil Indole-3-
Acetic Acid (IAA) tertinggi berdasarkan sekuen rDNA ITS.

2. Untuk mengetahui kekerabatan isolat URT4 sebagai pelarut fosfat dan isolat
URT1 sebagai penghasil Indole-3-Acetic Acid (IAA) berdasarkan analisis
filogenetik.

1.4 Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah ditemukan spesies fungi endofit rimpang
rumput teki (C. rotundus L.) yang berbeda-beda pada URT4 sebagai pelarut fosfat
tertinggi dan URT1 sebagai penghasil Indole-3-Acetic Acid (IAA) tertinggi.

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dalam penelitian ini adalah:

1. Diharapkan hasil penelitian ini dapat memberikan informasi kepada
masyarakat tentang jenis fungi endofit yang berasal dari rimpang rumput teki
(C. rotundus L.) sebagai pelarut fosfat dan penghasil Indole-3-Acetic Acid
(IAA) berdasarkan karakteristik morfologi dan penanda molekuler.

2. Dapat memberikan informasi mengenai keanekaragaman hayati terutama
keanekaragaman fungi endofit pada rumput teki (C. rotundus L.) sebagai

pelarut fosfat dan penghasil Indole-3-Acetic Acid (IAA).

1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:
1. Rimpang Rumput Teki (C. rotundus L.) diambil dari area perbukitan (Coban
Talun) yang berada di daerah Oro-oro Ombo, Batu, Jawa Timur.



2. ldentifikasi fungi endofit menggunakan penanda molekuler dengan primer
ITS1 dan ITS4.

3. Isolat hasil identifikasi mikroskopis dan makroskopis yang digunakan adalah
fungi endofit rimpang Rumput Teki (C. rotundus L.) yaitu URT4 sebagai
pelarut fosfat tertinggi dan URT1 sebagai penghasil Indole-3- Acetic Acid
(IAA) tertinggi.
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2.1 Fungi Endofit
Allah berfirman dalam Surat Al-Bagarah ayat 29:
o 523 et 3 b3all B eh 250 g G KD als i 54
de pis 5 35 ol
Artinya : “Dialah Allah, yang menjadikan segala sesuatu yang ada di bumi untuk

kamu dan Dia berkehendak (menciptakan) langit, lalu dijadikanNya
tujuh langit. Dan Dia Maha Mengetahui segala sesuatu.” (Q.S. Al-

Bagarah/1: 29)

Al-Mahali dan As-Suyuthi, (2015) menafsirkan bahwa Allah menciptakan
langit dan bumi beserta isinya supaya manusia dapat mengambil manfaat dan
menggunakan sebaik-baiknya. Menurut Abdullah (2003), manusia dalam
memanfaatkan segala hal yang ada di bumi ini dapat dilalui salah satu cara yang
digunakan, yaitu memanfaatkan dalam kehidupan jasadi untuk memberikan potensi
terhadap sesama makhluk. Berdasarkan tafsir tersebut, dapat dikaitkan dengan
pemanfaatan tumbuhan oleh manusia. Manusia dapat mengambil manfaat dari
suatu tanaman berdasarkan potensi yang dimilikinya. Salah satu potensi tersebut
didapatkan dari fungi endofit.

Endofit menurut bahasa berasal dari kata endon artinya di dalam dan pyton
yang artinya tumbuhan (Schulz dan Boyle, 2005). Menurut istilah endofit artinya
mikroorganisme berupa fungi atau bakteri yang tidak mengakibatkan kerusakan
secara langsung pada lingkungan maupun tumbuhan inang meskipun hidupnya
berada dalam bagian dalam tumbuhan, antara lain pada bagian daun, batang, akar,
dan pucuk. Presentase keanekaragaman dan kolonisasi mikroorganisme endofit
yang tinggi berhubungan dengan jumlah keanekaragaman mikroorganisme pada
wilayah tersebut (Hakim, 2015).

Mikroorganisme yang hidup dalam jaringan tumbuhan berukuran
mikroskopis (bakteri dan jamur) disebut dengan mikroba endofit. Terjadi proses
saling menguntungkan (simbiosis mutualisme) antara mikroba endofit dengan
tumbuhan inang, hasilnya mikroba endofit memperoleh nutrisi yang berasal dari
hasil metabolisme tumbuhan serta melindungi tumbuhan dari lingkungan dan



kondisi yang tidak menguntungkan. Mikroba endofit yang sering digunakan salah
satunya adalah fungi endofit (Rante et al., 2013).

Fungi endofit berperan penting dalam ekosistem dalam hal pertumbuhan dan
perkembangan tumbuhan inang. Namun eksplorasi antara keduanya yakni fungi
endofit dan tumbuhan inang masih terbatas. Dalam setiap satu spesies tumbuhan
terdapat lebih dari satu fungi endofit. Karena fungi endofit merupakan kelompok
polifiletik mikroorganisme dan hidup berkembang asimtomatik dalam jaringan
tumbuhan hidup baik di bawah atau di atas tanah, termasuk dalam akar, batang,
buah, daun, dan biji (Faeth dan Fagan, 2002).

Fungi endofit yang diisolasi dari suatu jaringan tumbuhan umumnya filum
Ascomycota, yang kebanyakan dari kelas Dothidiomycetes, Leotiomycetes, dan
Sordariomycetes, dan Endidiomycota (Jia et al., 2016). Dalam jaringan internal
tumbuhan tepatnya pada bagian jaringan yang sehat dan dapat hidup dengan infeksi
diam yaitu lapisan sel epidermis terdapat fungi endofit Ascomycetes (Bacon, 2000).

Ada tiga aspek dalam simbiosis mutualisme antara tumbuhan inang dengan
fungi endofit, diantaranya: (1) Untuk meningkatkan pertumbuhan tumbuhan inang,
fungi endofit sebagian besar menghasilkan hormon tumbuhan yang berbeda; (2)
untuk meningkatkan pertahanan tumbuhan inang terhadap tekanan biotik dan
abiotic, fungi endofit menghasilkan senyawa bioaktif seperti alkaloid, flavonoid,
isoflavonoid, dan diterpene; dan (3) terjadinya proses akumulasi metabolit sekunder
oleh fungi endofit yang awalnya diproduksi oleh tumbuhan inang, namun
sebenarnya dapat diproduksi oleh keduanya (Jia et al., 2016).

Fungi endofit dalam suatu tumbuhan inang pertumbuuhan dan
penyebarannya dipengaruhi oleh berbagai faktor yang berkaitan dengan lingkungan
dan faktor genetik. Kondisi lingkungan seperti suhu, pencahayaan, kelembaban,
vegetasi, dan lokasi tumbuh memengaruhi pola adanya distribusi fungi endofit
tumbuhan inang. Kondisi ini berpengaruh terhadap perkecambahan spora,
pertumbuhan, reproduksi, menentukan spesies dan metabolisme fungi endofit.
Sedangkan faktor genetik berengaruh terhadap adanya produksi metabolit sekunder
(Jiaetal., 2016).



2.1.1 Manfaat fungi endofit

Fungi endofit berguna bagi tumbuhan inang dalam hal memberikan nutrisi
dan melindungi tumbuhan dari stress biotik yang berasal dari metabolit sekunder,
elicitin, nurisi, fitohormon, dan formasi koloni menguntungkan tumbuhan.
Pemanfaatan fungi endofit bagi tumbuhan selain sebagai antagonisme berimbang
dan proteksi dari mikroba antagonis dan predator, juga dapat meningkatkan
pertumbuhan (Hakim, 2015).

Salah satu metabolit sekunder yang berada dalam fungi endofit memiliki
aktivitas antimikroba, diantaranya steroid, alkaloid, terpenoid, kuinon, derivate
isokumarin, fenilpropanoid, flavonoid, fenol, metabolit terklorinasi, dan senyawa
alifatik (Tan dan Zou, 2001). Serta juga mengandung senyawa bioaktif untuk
meningkatkan atas cekaman biotik dan cekaman antibiotik (Firakova et al., 2007).

Manfaat fungi untuk makhluk hidup lainnya telah disampaikan oleh Imam
Muslim. Bahwa beliau meriwayatkan dari Jarir dan Amru bin Ubaid, “Saya
mendengar Rasulullah saw. Bersabda,”

onallslis ojlag ol e 3L

Artinya: “Jamur cendawan itu termasuk dari manna (anugerah) dan airnya adalah
obat penyembuh bagi mata.” (An- Najjar, 2011: 204; Ibrahim 2010).

Hadis ini menegaskan fungi berperan dalam memberikan manfaat bagi

sesama makhluk hidup. Fungi termasuk tumbuhan yang tumbuh dengan sendirinya

atas kehendak Allah SWT. Adapaun manfaat fungi sendiri dapat diketahui dengan

mempelajari dan mengeksplorasi potensinya.

2.1.2  Asosiasi fungi endofit dengan tumbuhan inang

Semua tumbuhan vascular memiliki organisme endofitik (Zhang et al., 2006).
Endofit merupakan mikroba yang hidup dalam jaringan internal tumbuhan inang
(Bacon, 2000). Secara fisiologis dan ekologis, fungi endofit berperan dalam
melindungi tumbuhan inang (Malinowski dan Belesky, 2006). Endofit dapat
melindungi tumbuhan dari penyebab infeksi dan mensekresi metabolit sekunder
bioaktif yang dapat digunakan untuk melindungi tumbuhan dari kondisi yang buruk
(Strobel dan Daisy, 2003). Skema fungi endofit terhadap tanaman inang (Tabel
2.1).
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Tabel 2.1 Kontribusi fungi endofit terhadap tanaman inang

Fungi Endofit Tanaman
Metabolit sekunder Proteksi dari mikroba antagonis
N— dan predator
Antagonis berimbang
Meningatkan pertumbuhan
Fitohormon Meningkatkan ketahanan
sistematik
Nutrisi Pertahanan metabolik
Elicitin Toleransi terhadap stress
Kolonisasi Pertahanan mekanis

Keberadaan fungi endofit dalam suatu tumbuhan terjadi selama waktu tertentu.
Fungi endofit akan membentuk koloni jika tumbuh pada tumbuhan tingkat tinggi.
Karena terjadi transfer genetik (genetic recombination) dari tumbuhan inang ke
fungi endofit, mengakibatkan fungi endofit akan menghasilkan metabolit sekunder

yang sama dengan tumbuhan inang (Radji, 2005).

2.2 Fungi Pelarut Fosfat

Fase pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan membutuhkan nutrisi makro
esensial berupa fosfat (P). Keberadaan fosfat dalam tanah dalam bentuk yang dapat
diserap oleh tanaman, dengan jumlah sekitar 50-5000 mg/kg (Amaizah et al., 2013).
Menurut Balemi dan Negisho (2012), fosfat juga digunakan untuk metabolisme
tumbuhan, diantaranya untuk respirasi, fotosintesis, pembangkit energi, biosintesis
asam nukleat dan sebagai komponen integral dari beberapa struktur tanaman seperti
fosfolipid. Shane dan Lambers (2005) menyatakan fosfat sebagai nutrisi penting
tumbuhan dalam inisiasi dan pertumbuhan akar.

Apabila kekurangan unsur fosfat, pertumbuan tanaman akan terhambat,
misalnya terjadinya penurunan jumlah dan ukuran daun. Fosfat alami yang

dimanfaatkan langsung oleh tumbuhan jumlahnya terbatas. Karena fosfat berikatan
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dengan unsur logam. lkatan ini berlangsung secara absorpsi fisik dan presipitasi
kimia (Kochian et al., 2004). Pada kondisi tanah masam, fosfat berikatan dengan
Fe (Besi) dan Al (almunium), sedangkan pada kondisi tanah alkali berikatan dengan
Ca (kalsium) dan Mg (magnesium) (Vance et al., 2003).

Alternatif penggunaan pupuk fosfat untuk meningkatkan ketersediaan fosfat
dapat digunakan, namun cenderung akan terserap oleh tanah dan kurang tersedia
untuk tumbuhan (Cordell et al., 2011). Syers et al., (2008) menyatakan pupuk
organik yang mengalami proses adsorpsi, presipitasi, dan konversi hanya dapat
meningkatkan kebutuhan 10-30% dari tumbuhan. Husnain et al., (2015)
menambahkan penggunaan pupuk fosfat secara berlebihan berakibat kehilangan
fosfat dalam jumlah tinggi karena adanya drainase air dan runoff.

Mikroorganisme Pelarut Fosfat memiliki kemampuan melarutkan fosfat
dalam tanah, diantaranya ada fungi (Mittal et al., 2008), bakteri (Naik et al., 2008),
dan aktinomisetes (Barreto et al., 2008). Ketiga mikroorganisme tersebut mampu
meningkatkan ketersediaan fosfat terlarut sehingga dapat diserap langsung dan
produktivitas tanaman meningkat.

Fungi merupakan salah satu mikroorganisme yang sering digunakan sebagai
pelarut fosfat. Menurut Sharma et al., (2013), hal ini disebabkan karena fungi
memiliki peranan kelarutan fosfat yang lebih tinggi daripada bakteri serta mudah
berinteraksi dalam tanah. Kemampuan fungi melarutkan fosfat dibantu oleh proses
biologis dengan bantuan enzim fosfatase non-spesifik (NSAPs). Enzim NSAPs
banyak dihasilkan oleh mikroorganisme adalah fosfomonoesterase atau fosfatase
(Nannipieri et al., 2011). Selain itu, terdapat enzim yang dapat melarutkan fosfat
organik dan merubah fitat menjadi fosfor sehingga mudah diserap oleh tanaman
pada daerah rizosfer, yaitu enzim fitase (Phytase) (Richardson et al., 2011).

Beberapa dampak positif memanfaatkan fungi sebagai agen biologis pelarut
fosfat diantaranya untuk meningkatkan hasil pertanian dan memperbaiki kondisi
tanah secara alami (Babalola dan Glick, 2012). Tallapragada dan Seshachala (2012)
menyatakan inokulasi mikroorganisme pelarut fosfat dapat meningkatkan
penyerapan fosfat yang dengan mudah dapat diaplikasikan dalam lingkup tanaman
lapang (pot). Alori et al., (2017)menambahkan mikroorganisme juga dapat sebagai

biokontrol dengan menghasilkan senayawa yang dapat menghambat pertumbuhan.
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2.3 Fungi Penghasil IAA (Indole-3-Acetic Acid)

Pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan salah satunya dipengaruhi
hormon. Hormon tumbuhan terdapat dalam tumbuhan dengan konsentrasi yang
rendah. Salah satu yang diisolasi larutan salkowski adalah Indole-3-Acetic Acid,
dimana hormon tersebut termasuk ke dalam fitohormon auksin.

Hormon auksin pada dasarnya berperan dalam pemanjangan akar, batang, dan
koleoptil (Sauer et al., 2013) serta memiliki pengaruh penting dalam siklus tanaman
(Woodward dan Bonnie, 2005). Segala aspek pemanjangan, pembelahan, dan
diferensiasi sel dipengaruh oleh auksin (Bieleszova et al., 2019). Dalam
pertumbuhan dan perkembangan tumbuuhan peran auksin penting secara endogen
maupun eksogen (Bingsheng et al., 2019). Ludwig-Muller (2011) menyatakan
auksin yang paling banyak ditemukan secara endogen adalah IAA. Krause et al.,
(2015) menambahkan Biosintesis auksin yang paling banyak ditemukan berasal
dari Triptofan.

Indole-3-Acetic Acid diproduksi pada bagian meristem apikal tunas dan akar
tanaman (Zhao, 2010) merupakan fitohormon yang berperan penting dalam proses
pertumbuhan tanaman (Donati et al., 2013). IAA merupakan bentuk auksin yang
aktif secara biologis telah diatur dalam tanaman melalui interaksi beberapa jalur,
dan melibatkan biosintesis, oksidasi dan hidrolisis IAA, serta pengikatan IAA ke
makromolekul seperti karbohidrat dan asam amino (Felten et al., 2012). Auksin
konsentrasi tinggi bersifat toksik terutama untuk tumbuhan monokotil seperti
golongan rumput-rumputan. Sehingga berpotensi sebagai herbisida (Grossmann,
2010).

Fungi mampu menghasilkan metabolit sekunder yang digunakan untuk
mendukung pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan, diantaranya ammonia dan
hormon tanaman, khususnya Indole-3-Acetic Acid (IAA) (Khan et al., 2012). Fungi
penghasil metabolit sekunder memiliki kemampuan berasosiasi dengan tumbuhan
dan sebagian besar berasal dari divisi Basidiomycota (Smith, 2008). Asosiasi fungi
berada di dalam jaringan tumbuhan dan dikenal dengan fungi endofit. Fungi endofit
ini menghasilkan fitohormon yang dapat meningkatkan kekebalan tumbuhan dan
melawan mikroorganisme patogen (Kumla et al., 2014).
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Hormon IAA dihasilkan oleh fungi melalui proses enzimatis. Enzim spesifik
akan terekspresi oleh gen-gen tertentu dengan mengubah bahan dasar tritofan.
Berdasarkan Mano dan Nemoto (2012), triptofan adalah hasil biosintesis dari
korionat melalui Indole-3-Acetic Acid dalam kloroplas.

2.4 Rumput Teki
2.4.1 Kilasifikasi
Berikut klasifikasi rumput teki (C. rotundus L.) (Nalini et al., 2014; Al-
Snafi, 2016):
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Superdivision : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta
Class : Liliopsida

Subclass : Commelinidae
Ordo : Cyperales

Famili : Cyperaceae

Genus : Cyperus L.

Spesies : Cyperus rotundus L.

2.4.2 Deskripsi botani

Gambar 2.1 A) Rumput teki (Cyperus rotundus L.) (Susianti, 2015); B) batang dan
bunga (Das et al., 2015); C) rhizoma (Sivapalan dan Jeyadevan,
2017).
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Rumput teki (Cyperus rotundus L.) termasuk gulma dari famili Cyperaceae
(Sivapalan, 2013). Genus Cyperus merupakan turunan dari Cypeiros yang berasal
dari Yunani Kuno, sedangkan rotundus berasal dari nama latin yang berarti bulat
yang mengacu pada bentuk rimpang atau rizoma (Baloch et al., 2015; Kumar,
2016).

Tumbuhan rumput teki termasuk ke dalam divisi Magnoliophyta (Al-snafi,
2016). Sifat utama Magoliophyta yakni Cronquist (1987): (1) memiliki trakea yang
berada di dalam xyle; (2) memiliki elemen tapis dan sel pengantar yang berada
didalam floem; (3) memiliki kantung embrio sebanyak delapan inti (4) pembuahan
ganda; (5) karpel menutup.

Divisi Magnoliophyta merupakan sekumpulan tumbuhan yang berbiji
tertutup. Terdiri dari dua golongan yakni tumbuhan berkeping biji satu
(Monocotyledon) dan tumbuhan berkeping biji dua (Dicotyledon). Rumput teki
termasuk kelompok tumbuhan berkeping biji satu (Monocotyledon) (Bajpay et al.,
2018). Berdasarkan aturan Kode Internasional Tatanama Tumbuhan (KITT), maka
digunakan nama latin pada akhiran tiap kategori dengan opsida (kelas) dan idea
(anak kelas), yakni Magnoliopsida untuk tumbuhan berkeping biji dua, dan
liliopsidae untuk tumbuhan berkeping biji satu (Verheij dan Coronel, 1997).

Kelas Liliopsida memiliki sifat utama antara lain berkeping biji satu yang
disebabkan karena pengurangan satu kotiledon yang digunakan untuk nutrisi dalam
biji, sebagian besar tersusun atas tumbuhan herba dan sedikit tumbuhan berkayu,
sistem perakaran serabut (perakaran adventif), tidak terjadi pertumbuhan sekunder
karena tidak memiliki kambium, umumnya tulang daunnya sejajar (daun pararel),
helaian daun ukurannya kecil dengan tangkai pendek dan memiliki pelepah, dan
polen biasanya uniaperture (punya satu lubang) dan plastid tipe P yang mengandung
protein (Daniel, 2011).

Kelas Liliopsida terdiri dari 5 subkelas, yang terdiri dari Alismatidae,
Arecidae, Commelinidae/Cyperidae, Zingiberidae, dan Lilidae. Rumput teki
termasuk ke dalam Commelinidae/Cyperidae. Subkelas ini tersusun dari 75%
family Poaceae dan 90% family Cyperaceae. Dengan 15.881 spesies dari 834 genus
yang ada. Penyerbukan tumbuhan yang termasuk subkelas ini dilakukan dengan

bantuan angina, air, atau tumbuhan itu sendiri (Daniel, 2011).
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Rumput teki memiliki nama lain Chlorocyperus rotundus (L.) Palla, Cyperus
rotundus Willd. ex Spreng & Link, Cyperus arabicus Ehrenb, ex Boeekeler,
Cyperus badius var. inconspicuous (Nyman) Nyman, Cyperus bicolor Vahl. Nama
umum tumbuhan ini diantaranya adalah Nutgrass, Nutsedge, Purple Nutsedge, Red
Nutsedge, Brown Nutsedge, Coco Grass, Java Grass, dan Ground Almond. Di
Indonesia memiliki nama lokal diantarnya yaitu Teki (Secara umum), Mota
(Madura), dan Karelawai (Sumba), sedangkan di Jawa memiliki nama lain lalang,

tekan, dan urek-urek polo (Purwantiningsih, 2014).

2.4.3 Morfologi

Rumput Teki (Cyperus rotundus) memiliki batang berbentuk segitiga saat
dilihat dari atas (Purwantiningsih, 2014). Tinggi batang rumput ini sekitar 30—40
cm (Susianti, 2015). Tumbuhan ini termasuk batang semu menahun dengan
ketinggian 10-95 cm (Purwantiningsih, 2014).

Rumput teki memiliki daun yang berkumpul pada pangkal batang (roset
batang) dengan pelepah daun tertutup tanah memiliki 4-10 helai. Daun berbentuk
linier, bagian permukaan beralur panjang, dan berwarna hijau tua (Sivapalan,
2013). Daun berbentuk bersilang sejajar dengan panjang 10-30 cm dan lebar 3-6
cm dan pada permukaan bagian atas berwarna hijau mengkilat. Daun rumput ini
kebanyakan basal dan meruncing pada bagian ujung (Kumar, 2016).

Organ lain yang dimiliki rumput teki adalah bunga. Bunga rumput teki
berwarna ungu dengan tinggi 10-30 cm (Lehnier, 1984). Jenis bunga rumput ini
adalah majemuk pada ujung batang. Bunga ini berbentuk bulir dan memiliki
panjang 1-3 cm serta lebar 2 mm. Benang sari berjumlah 3 dengan kepala sari
berwarna merah. Sedangkan putik berwarna coklat dan panjang sekitar 1,5 cm
(Susianti, 2015).

Warna bunga rumput teki awalnya ungu namun dapat berubah menjadi coklat
merah dan perbungaan ditanggung pada penampang batang berbentuk segitiga.
Biasanya bunga lebih tinggi dari dedaunan. Periode pembungaan terjadi pada bulan
April hingga Oktober (Baloch et al., 2015). Proses penyerbukan biasanya dilakukan
oleh angin, air atau tumbuhan itu sendiri, sehingga biji yang berbentuk kacang dapat

tumbuh sepanjang tahun terutama pada musim hujan (Kumar, 2016).
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Struktur unik yang dimiliki rumput teki adalah adanya rizoma atau rimpang
yang digunakan sebagai alat perkembang biakan vegetatif (Das et al., 2015).
Rizoma rumput ini bersisik, merayap, dan berbentuk bulat pada bagian bawah dan
rimpang berasal dari umbi dengan sendirinya yang panjangnya sekitar 1-3 cm
(Sivapalan, 2013) dan diameter sekitar 0,8 — 1,6 cm (Das et al., 2015). Rizoma akan
berwarna putih berdaging dan tertutupi sisik daun saat usia muda, namun saat sudah
tua berwarna coklat dan berkayu. Rizoma yang muncul di permukaan tanah akan
membengkak disebut basal bulb dan kemudian menjadi tumbuhan baru (Hall et al.,
2009). Rizoma rumput ini memiliki tekstur berkerut atau berlekuk, dengan bentuk

lonjong atau bulat dan memiliki bau rempah yang khas (Susianti, 2015).

2.4.4 Distribusi dan habitat

Rumput Teki (C. rotundus L.) berasal dari India namun penyebarannya lebih
luas hingga ke seluruh bagian utara yakni Austria (Bajpay et al., 2018). Ditemukan
di daerah tropis, sedang, maupun subtropis di seluruh dunia (Sivapalan dan
Jeyadevan, 2017). Selain itu dapat ditemukan pada lahan pertanian, tepi sungai,
lahan kosong, bahkan di tanah berpasir. Rumput ini dapat tumbuh pada ketinggian
2000-3000 di atas permukaan laut (Purwantiningsih, 2014).

Rumput teki termasuk golongan gulma vyang sulit diberantas
(Purwantiningsih, 2014). Kata gulma berasal dari terjemahan dari bahasa inggris
weed (tumbuhan pengganggu). Gulma dapat didefinisikan sebagai tumbuhnya
tumbuhan pada habitat yang tidak dikehendaki. Berdasarkan umurnya, rumput teki
termasuk tumbuhan gulma yang dapat hidup hampir tidak ada batasnya bahkan
lebih dari dua tahun atau disebut gulma tahunan (perennial weed (Sivapalan, 2013).

Keberadaan rumput teki sering mengganggu tumbuhan yang ada di sekitarnya
(Matnawy, 1989). Bahkan sangat sulit dikendalikan dengan strategi organik
maupun konvensional (Kumar, 2016). Hal ini disebabkan karena tumbuhan ini
memiliki daya adaptasi yang tinggi (Pranasari et al., 2012). Daya adaptasi
tumbuhan ini juga baik terhadap derajat keasaman (pH) tanah, suhu, ketinggian dan
tingkat kelembapan (Hall et al., 2009; Bajpay et al., (2018). Namun pertumbuhan
terbaik tumbuhan ini pada tanah subur yang lembab.
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2.4.5 Manfaat dan kegunaan

Berdasarkan studi fitokimia, secara kuantitatif ekstrak tumbuhan rumput teki
mampu menghasilkan senyawa fitokimia utama, antara lain terpenoid, minyak
esensial, flavonoid, kumarin, tanin, monoterpen, sesquiterpenoid, lemak, sitosterol,
alkaloid dan polifenol (Singh et al., 2012). Ekstrak rumput teki dapat digunakan
sebagai pembasmi serangga merugikan, contohnya dapat menekan pertumbuhan
dari nyamuk Aedes aegypti pada fase larva maupun dewasa (Al-massarani et al.,
2016). Nyamuk ini merupakan vektor penyebab beberapa penyakit, antara lain
demam kuning, demam berdarah, dan virus zika. Sehingga ekstrak tumbuhan
rumput teki mampu mencegah penyakit tersebut (Campos et al., 2015; Benelli dan
Mehlhorn, 2016).

Secara medis eksplorasi terhadap aktifitas fitokimia rumput teki sudah
diketahui dalam menekan maupun mengurangi beberapa gejala penyakit, antara
lain sebagai anti inflamasi (Chithran et al., 2012), antioksidan (Pal dan Dutta,
2006), anti diare (Daswani et al., 2011), antidiabetes (Raut dan Gaikwad, 2006),
anti obesitas (Athesh et al., 2014), penyembuh luka (Puratchikody et al., 2006), anti
mikroorganisme (Sharma dan Singh, 2011). Selain itu, rumput teki juga berguna di
bidang pertanian. Sifat alelokimia yang terkandung dalam tumbuhan ini berpotensi
sebagai pestisida alami (Macias et al., 2007). Juga mengandung aktivitas hipotensi,
aktivitas hepatoprotektif, dampak sitoprotektif, dan aktivitas gastroprotektif
(Duarte et al., 2005).

2.5 ldentifikasi molekuler dengan Internal Transcribed Spacer (ITS)
Informasi genetik disimpan dalam Deoxyribonucleic acid (DNA). Informasi
genetik disalin dan dipindah pada molekul RNA, kode yang terkandung dalam
sekuen nukleotida untuk sekuen asam amino yang khas. dilanjutkan proses translasi
protein dari RNA. Menurut Nicholas (1993) dalam inti sel organisme tinggi baik
manusia, hewan, dan tumbuhan terdapat DNA dan beberapa organel lainnya seperti
mitokondria, kloroplas.
Proses identifikasi mikroba yakni dengan identifikasi secara morfologi,
fisiologi, dan metabolisme. Secara morfologi, identifikasi dapat dilakukan secara

makroskopis dan mikroskopis. Namun waktu yang dibutuhkan terlalu lama dan
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dinilai tidak akurat, sehingga terdapat metode yang lebih berkembang yakni dengan
metode secara molekuler. Menurut Singh et al. (2012) identifikasi morfologi
mengakibatkan terjadinya kesalahan dalam proses identifikasi pada spesies-spesies
yang memiliki kekerabatan dekat. Oleh sebab itu, perlu dilakukan identifikasi
secara molekuler karena akan memperoleh hasil yang akurat dan tepat (Fell et al.,
2000). Tahapan metode molekuler yaitu ekstraksi DNA, analisis kuantitatif dan
kualitatif, amplifikasi DNA, sekuensing, dan pembuatan pohon filogenetik.
Analisis molekuler ini menggunakan sekuens DNA ribosomal (rDNA) daerah
Internal Transcribe Spacer (ITS).

Sekuensing DNA ribosomal digunakan dalam analisis filogenetik dengan
tujuan untuk mengetaui hubungan kekerabtan antar spesies. Hasil analisa ini dapat
membantu dalam memberikan inormasi adanya kemungkinan kesamaan metabolit
sekunder yang diasilkan oleh tumbuhan inang lainnya

Salah satu karakter molekuler yang dapat digunakan untuk identifikasi adalah
genom nuklear. DNA ribosomal atau rDNA merupakan bagian dari genom nuklear
yang digunakan untuk menyimpulkan suatu filogenetik. rDNA sendiri merupakan
genom yang mengkode RNA ribosomal atau rRNA (Osterbauer dan Rehms, 2002).
DNA ribosomal (rDNA) merupakan daerah yang digunakan sebagai penyandi
genom untuk komponen RNA ribosom. Deret rDNA pada eukariotik terletak pada
inti sel/nukleus dan mitokondria. Antara satu dengan yang lain, daerah rDNA
dipisahkan dengan suatu pembatas yang disebut dengan (Mulyatni et al., 2011).
DNA ribosomal merupakan daerah yang berada di dalam DNA nuclear yang
digunakan untuk mengkode ribosom.

Organel sel yang berperan dalam sintesis protein adalah ribosom. Wilayah
ribosom rDNA tersusun atas subunit kecil (18S) dan subunit besar (28S) (Gambar
2.2). Subunit rDNA Kkecil maupun besar dipisahkan oleh ETS (External
Transcribed Spacer) dan IGS (Intergenic Spacer). Kedua pembatas tersebut dikenal
dengan NTS (nontranscribed spacer). Sehingga urutan nukleotida rDNA terdapat
dua daerah non-coding (ITS1 dan ITS2) dan gen 5,8S rDNA (Gambar 2.2). Pada
gen 5,8S rDNA sangat consereved, namun daerah ITS lainnya sangat bervariasi dan
tidak dapat ditranslasi menjadi protein. Daerah konservatif pada rDNA fungi berupa
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gen penyandi rRNA 18S, 5.8S dan 28S dimana diantaranya terdapat daerah ITS
(Internal Transcribed Spacer) (Articus, 2004).

IGS

Gambar 2.2 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 dan
Hyvonen, 2010).

Satu rangkaian kromosom unit rDNA mempunyai sekuen pengkode yaitu
18S, 5.8S, dan 28S yang mengapit ITS1 dan ITS2 (Soltis dan Soltis, 1998). Daerah
pengkode yang sangat terkonservasi (18S, 28S rDNA) adalah daerah evolusi utama
yang sering digunakan sebagai pembanding tingkat genus dan spesies. Gen 18S
rDNA, dua daerah ITS, dan gen 5.8S rDNA memiliki panjang 2600 bp, sedangkan
gen 28S rDNA memiliki panjang 3300 bp (Mccullough et al., 1998). Primer sekuen
rDNA yang dapat digunakan untuk amplifikasi adalah SSU, ITS1, 5.8S, ITS2, dan
LSU rDNA (Gambar 2.3) (Fajarningsih, 2017).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Gambar 2.3 Diagram lokasi primer dalam ribosom yang terdiri dari SSU, ITS1,
5.8S, ITS2, dan LSU rDNA

Primer ITS1 dikombinasikan dengan ITS4 untuk menghasilkan amplikon
dengan menjangkau seluruh wilayah ITS, hasilnya dinyatakan berhasil dalam
membuktikan sekuens jamur dibandingkan dengan DNA organisme lainnya.
Sehingga kombinasi ini menjangkau seluruh ITS1 dan seluruh wilayah 5,8S
(Ihrmark et al., 2012) (Gambar 2.4).
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Gambar 2.4 Gen ribosom dan wilayah target primer PCR. Daerah 5,8S
menunjukkan frekuensi nukleotida yang paling umum diantara 140.000
sekuens jamur yang sesuai

Dari tiga bagian wilayah ITS yaitu ITS 1 dan ITS2 serta daerah conserved
5.8S, masing-masing daerah memiliki primer gen yang berbeda. Berikut daerah

beserta primer yang digunakan (Tabel 2.2) (White et ai., 1990).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



21

Tabel 2.2 Sekuen primer daerah ITS dan suhu anealing

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

ITS (Internal Transcribed Spacer) merupakan daerah sekuen DNA yang
dapat menyandikan protein fungsional yang berada di daerah RNA ribosomal.
Memiliki variasi sekuens yang tinggi meskipun pada spesies yang sama sehingga
digunakan sebagai penanda genetika. ITS banyka digunakan untuk analisis
filogenetik, penentuan indentitas taksonomi, dan proses evolusi karena hampir
semua fungi mempunyai ITS rDNA (Purnamasari et al., 2012). Pada rekonstruksi
filogenetik fokus pada daerah 18S-28S rDNA nuklear, hal ini disebabkan ITS
tingkat variasi lebih tinggi dibandingkan dengan daerah yang lainnya pada daerah
DNA ribosomal baik subunit besar maupun kecil (Soltis dan Soltis, 1998).

2.6 Filogenetik

Filogenetika merupakan suatu ilmu kombinasi antara teknik biologi
molekuler dengan ilmu komputasi untuk merekonstruksi hubungan filogenetik
(Hidayat dan Adi, 2006; Widodo et al., 2018). Data yang digunakan berupa sekuen
DNA dan dapat diterapkan pada semua tingkatan taksonomi, misanya famili,
marga, dan spesies.

Penggunaan DNA dalam analisis filogenetik disebabkan adanya perubahan
basa nukleotida berdasarkan waktu, sehingga dapat diperkirakan kecepatan evolusi
maupun hubungan evolusi yang terjadi. Selain itu, alasan yang mendukung sekuens
DNA digunakan dalam filogenetik antara lain DNA merupakan unit dasar informasi
yang mengkode organisme; relatif mudah mengekstrak dan menghubungkan
informasi tentang proses evolusi; sequence DNA menyediakan banyak character
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state; dan sequence DNA telah terbukti dapat menjelaskan hubungan kekerabatan
secara alami (Widodo et al., 2018).

Proses evolusi juga mengakibatkan perubahan sebuah keturunan dari nenek
moyangnya (Estarbrook, 1984). Hubungan evolusi antara nenek moyang dengan
keturunan dapat dianalisis berdasarkan kemiripan karakter karena hal ini dapat
digunakan sebagai dasar perbandingan (Lipscomb, 1998). Sehingga untuk
membentuk spesies yang baru, proses evolusi melibatkan mutasi genetik dan
proses rekombinan. Sedangkan untuk menganalisis hubungan antara satu spesies
dengan spesies lain dibutuhkan karakter yang sama (Schmidt, 2003).

Hasil analisis ini berupa sistem percabangan yang biasa disebut dengan pohon
filogenetika karena seperti diagram pohon. Jenis analisis diketahui baik merupakan
analisis filogenetik atau kladistik yang berarti kelompok atau klade keturunan
berasal dari nnek moyang yang sama (Brinkman dan Laeipe, 2001).

Pohon filogenetik merupakan grafik yang digunakan untuk menunjukkan
adanya hubungan kekerabatan antartaksa yang tersusun dari sejumah nodus dan
cabang dengan satu cabang menghubungkan dua nodus yang saling berdekatan.
Setiap nodus menunjukkan unit taksonomi dan setiap cabang menunjukkan
hubungan antar unit yang menggambarkan hubungan keturunan dengan nenek
moyang. Pola percabangan yang terbentuk dalam pohon filogenetik disebut dengan
topologi (Dewi, 2012).

2.6.1 Hubungan analisis filogenetika dengan pensejajaran sekuens (alignment)

Dua organisme yang berbeda memiliki kemiripan dengan sekuen nukleotida
atau protein, diduga berasal dari sekuen common ancestor. Sekuen pensejajaran
menunjukkan  dimana letak sekuen tidak  berubah/conserved  dan
divergent/berkembang menjadi berbeda dari common ancestor (Mount, 2001).
Sekuen A dan B diasumsikan berasal dari nenek moyang yang sama (common

ancestor) (Gambar 2.5), hasilnya berupa dua sekuen yang berubah.
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Gambar 2.5 Sekuen A dan B berasal dari nenek moyang yang sama (common
ancestor)

Proses pensejajaran bertujuan untuk mencocokkan karakter sekuen yang
homolog (sekuen dengan 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).

Multiple sequence alignment merupakan metode paling umum digunakan
dengan melakukan pensejajaran 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 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).

Seringkali hasil penjejeran sekuen memperlihatkan adanya gap. Gap dalam
penjejeran menunjukkan adanya mutasi dalam sekuen termasuk insersi, delesi atau
penyusunan ulang materi genetik. 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).
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Pendekatan lainnya untuk menangani gap yaitu dengan 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 kemungkinan pohon filogenetika dan memilih satu yang terbaik dengan
kriteria-kriteria tertentu (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 (Widodo et al, 2018).

2.6.2 Metode neighbor joining (NJ)

Metode ini sangat mirip dengan metode Fitch dan Margoliash kecuali dalam
hal pemilihan sekuen untuk berpasangan dimana ditentukan oleh perbedaan
alogaritma. Metode Neighbor Joining (NJ) 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 neighbor
joining adalah yang paling cocok untuk memprediksi pohon dengan benar (Saitou
dan Nei, 1987). Metode ini memilih sekuen yang jika digabungkan akan
memberikan estimasi terbaik dari panjang cabang yang paling dekat merefleksikan

jarak yang nyata diantara sekuen (Dharmayanti, 2011).

2.6.3 Metode bootstrap

Metode bootstrap dilakukan dengan resampled data secara random, memilih
kolom vertikal dari sekuen yang dijejerkan untuk menghasilkan pensejajaran
dengan panjang yang sama. Masing-masing kolom digunakan lebih dari satu kali
dan beberapa kolom mungkin tidak digunakan pada semua penjejeran yang baru.

Pohon-pohon kemudian diprediksi dari beberapa penjejeran ini dari resampled



25

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).

Analisa yang digunakan dengan 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 menguji cabang-cabang yang dapat dipercaya (Dharmayanti,
2011). 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 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%) pada (Osawa et al., 2004).



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif ekploratif. Dengan menganalisis
fungi endofit rimpang rumput teki (Cyperus rotundus L.) yang diperoleh dari area
perkebunan Desa Oro-Oro Ombo, Kecamatan Junrejo, Kota Batu. Hasil isolasi
fungi endofit diremajakan dan diisolasi DNA untuk dianalisis secara kuantitatif dan
kualitatif. Analisis kuantitatif menggunakan nanodrop spektrofotometri. Analisis
kualitatif hasil isolasi DNA maupun visualisasi hasil PCR menggunakan
elektroforesis gel agarose. Analisis molekuler menggunakan sekuen rDNA daerah

ITS (Internal Transcribed Spacer).

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan bulan Februari-April 2020. Dilakukan dengan
mengisolasi fungi endofit pelarut fosfat dan penghasil IAA (Indole-3-Acetic Acid)
dan isolasi DNA fungi endofit pelarut fosfat dan penghasil IAA (Indole-3-Acetic
Acid) pada rimpang rumput teki (Cyperus rotundus).

Isolasi dan peremajaan fungi endofit bertempat di Laboratorium Mikrobiologi,
Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana
Malik Ibrahim Malang. Isolasi DNA fungi endofit dilakukan di Laboratorium
Genetika dan Riset, Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Tahapan sekuensing dilakukan

dengan mengirim sampel ke Bioneer Korea Selatan.

3.3 Alat dan Bahan Penelitian
3.3.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah korek api, api bunsen, pipet,
pinset, plastik tahan panas, tisu, cawan petri, erlenmeyer, gelas beker, corong, gelas
ukur, Laminar Air Flow (LAF), shaker (Benchmark Scientific Orbi-Shaker JR
BT302), autoclave, botol falkon, hotplate (Thermo Scientific), stirer, vortex,
timbangan analitik (Sartorius), ice box, oven heraeus (Thermo Scientific), mortar

dan alu steril, tabung nitrogen cair, spatula, sterofoam, waterbath (Memmert),
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microwave (U-Rolux), ultrasentrifugase (Thermo Scientific), mini centrifuge
(DLAB), mikropipet (BIO-RAD), tip, Tube PCR, tube 1.5 ml, tube 2 ml, freezer,
nanodrops (Nano200 UV/Vis Micro-Spectrophotometer), My Cycler thermal
cycler (BioRad), Gel Doc™ (XR Imaging System BIO-RAD), Spindle (Wealtec E-
Centrifuge), elektroforesis vertical (BIO-RAD), sisir, dan cetakan gel.

3.3.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 2 isolat fungi endofit
rimpang rumput teki (Cyperus rotundus L.) yaitu URT 1 dan URT4 hasil
identifikasi secara makroskopis dan mikroskopis, PDA (Potato Dextrose Agar)
(Himedia), PDB (Potato Dextrose Broth) (Himedia), antibiotik kloramfenikol
(IndoFarma), aquades, ethanol 70% (OneMed), kertas saring, plastik wrab,
alumunium foil, spuit 10 ml, agarose, Loading dye (Thermo Scientific), PCR Mix
(GoTag® Green Master Mix), Nuclease Free Water (Promega), Primer ITS-1 dan
ITS-4, buffer 2x CTAB {formula: 100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA, 2% CTAB, 2% PVP, dan 0.2% B-mercaptoethanol}, kloroform, isoamil
alkohol (AppliChem), NaOH, NaCl, HCI pekat, Tris Base, EDTA (Bio World),
PVP (Sigma-Aldrich), CTAB (AppliChem), B-mercaptoethanol (Sigma Life
Sience), parafilm, agarose, TAE 10x, 1kb ladder (Nex™ Diagnostics), amonium
asetat, Isopropanol, elution buffer, ethanol abosolute,dan ethidium bromida (EtBr)
(Sigma-Aldrich).

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pembuatan Media
3.4.1.1 Media PDA (Potato Dextrose Agar)

Ditimbang serbuk PDA instant sebanyak 9,75 gram. Dimasukkan serbuk PDA
instant ke dalam labu erlenmeyer yang berisi akuades 250 ml. Media dipanaskan di
atas hotplate dan diaduk menggunakan magnetic stirer hingga larut. Saat proses
pemanasan, ditambahkan klorampenikol sebanyak 1 kapsul 250 mg. Setelah larut,
diberi penutup kapas dan kasa pada mulut labu erlenmeyer. Media disterilkan
menggunakan autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C tekanan 1 atm.
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3.4.1.2 Media PDB (Potato Dextrose Broth)

Ditimbang serbuk PDB instant sebanyak 6 gram. Dimasukkan serbuk PDB
instant ke dalam labu erlenmeyer yang berisi akuades 250 ml. Media dipanaskan di
atas hotplate dan diaduk menggunakan magnetic stirer hingga larut. Saat proses
pemanasan, ditambahkan klorampenikol sebanyak 1 kapsul 250 mg. Setelah larut,
diberi penutup kapas dan kasa pada mulut labu erlenmeyer. Media di sterilkan

menggunakan autoklaf autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C tekanan 1 atm.

3.4.2 Peremajaan Fungi Endofit

Koloni jamur yang tumbuh dalam media penyimpanan, diambil 200 ul dan
diinokulasikan ke dalam cawan petri yang terdapat media PDA yang baru.
Diinkubasi suhu ruang selama 3-7 hari. Fungi yang sudah murni diinokulasikan ke
dalam media cair PDB untuk bahan isolasi DNA. Diinkubasi selama 3-7 hari di
shaker dengan kecepatan 150 rpm (Syamsia et al., 2015).

3.4.3 Identifikasi Isolat Fungi Endofit

Berdasarkan 2 isolat fungi endofit yang telah diidentifikasi secara morfologi
mikroskopis dan makroskopis, dilanjutkan dengan identifikasi isolat fungi endofit
secara molekuler. Tujuan identifikasi isolat fungi endofit secara molekuler adalah

untuk mengetahui jenis fungi endofit berdasarkan karakteristik isolat fungi endofit.

3.4.3.1 ldentifikasi Molekuler
3.4.3.1.1 Isolasi DNA total

Ada 3 tahap dalam ekstraksi DNA yaitu tahap perusakan dinding sel (lisis sel),
proses pemisahan atau pemurnian DNA (purifikasi), dan proses pengendapan DNA
(presipitasi) (Surzycki, 2000; Ferniah dan Pujiyanto, 2013; Kamaliah, 2017).
Dinding sel fungi tersusun atas senyawa kitin yang kokoh dan resisten terhadap
enzim (Ruchi et al., 2019). Sehingga harus dilakukan pemecahan dinding sel untuk
mengeluarkan DNA. Penghancuran dinding sel dapat dilakukan dengan cara
mekanik dan kimiawi. Salah satu cara mekanik yang digunakan yaitu penggerusan
(grinding) menggunakan nitrogen cair. Menurut Murtiyaningsih, (2017), nitrogen

cair memiliki suhu -196°C sehingga dapat membekukan sel dan mampu
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menonaktifkan kerja enzim nuklease yang berfungi dalam pemotongan DNA.
Adapun proses secara kimiawi dilakukan dengan menambahakan buffer CTAB
(Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) yang berfungsi untuk melisiskan dinding sel
maupun membran yang mengandung komponen berupa lipid dan protein (Zhang et
al., 2010; Aamir et al., 2015).

Tahap pertama miselium fungi endofit yang berumur 7 hari diambil sebanyak
100 mg. Diletakkan dalam mortal steril dan digerus hingga halus. Kemudian
dipindahkan ke dalam tube 2 ml. Ditambahkan 1000ul buffer 2x CTAB dan
divortex. Diinkubasi dalam waterbath pada suhu 65°C selama 60 menit. Menurut
Syafaruddin et al., (2011), inkubasi 65°C berfungsi mengoptimalkan cara kerja
buffer ekstraksi yang ditambahkan ke dalam sampel.

Selanjutnya tahap pemurnian dengan menambahkan kloroform. Fungsi
kloroform pada tahap purifikasi (pemurnian) yaitu sebagai pelarut lipid, protein,
dan menghilangkan komponen fenolik dan debris sel (Niu et al., 2008;
Murtiyaningsih, 2017). Sedangkan isoamil alkohol untuk memisahkan DNA dari
kontaminan (Syafaruddin dan Santoso, 2011).

Ditambahkan 900 ul kloroform:isoamil alkohol (24:1). Diinkubasi suhu ruang
selama 1 jam. Selanjutnya disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 13000
rpm. Supernatant diambil dan dipindah dalam tube 1,5 ml yang baru. Ditambahkan
1x volume kloroform:isoamil alkohol (24:1), selanjutnya disentrifugasi selama 10
menit dengan kecepatan 13000 rpm. Supernatan diambil dan dimasukkan ke dalam
tube 1.5 ml.

Selanjutnya tahap presipitasi dengan menggunakan isopropanol (Zhang et al.,
2010; Aamir et al., 2015). Ditambahkan isopropanol 2/3 volume supernatan.
Didiamkan semalam pada suhu -4°C. Disentrifugasi selama 10 menit dengan
kecepatan 13000 rpm. Supernatan dibuang dan pellet dicuci menggunakan 500 pl
ethanol absolute. Kemudian disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 13000
rpm dan supernatant dibuang. Selanjutnya dikeringkan menggunakan oven pada
suhu 25°C. Elution Buffer sebanyak 20 pl ditambahkan dan disimpan pada suhu -
4°C.
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3.4.3.1.2 Analisis Kuantitatif DNA

Analisis kuantitatif DNA menggunakan nanodrops AE-Nano200 Nucleid
Acid Abalyzert versi 2.0. Prinsip kerja nanodrop spektrofotometri adalah
menghitung perbedaan cahaya ultraviolet, dimana untaian pita DNA mampu
menyerap cahaya dengan panjang gelombang 260 nm, karena DNA mengandung
basa purin dan pirimidin (Fatchiyah et al.,, 2011; Hikmatyar et al., 2015).
Sedangkan kontaminan protein mampu menyerap gelombang cahaya pada panjang
280 nm (Harahap, 2017). Sehingga untuk menghitung nilai kemurnian DNA
ditentukan dengan menghitung rasio absorbansi A260/A280 (Motkova dan
Vytrasova, 2011; Tripathy et al., 2017), sedangkan kontaminasi polisakarida
dengan menghitung rasio A260/A230 (Varma et al., 2007; Sahu et al., 2012).

Hasil isolasi DNA dikatakan murni apabila nilai absorbansi A260/A280
adalah 1,8-2,0 dan rasio absorbansi A260/A230 berkisar antara 2,0-2,2 (Vitoria et
al., 2010; Murtiyaningsih, 2017). Apabila nilai absorbansi A260/A280 adalah
kurang dari 1,8 dipastikan isolat tersebut menunjukkan kontaminasi protein,
sedangakan jika nilai absorbansi lebih dari 2,0 menunjukkan kontaminasi RNA
(Sambrook dan Russell, 2001; Puchooa dan Shahnoo, 2004).

3.4.3.1.3 Analisis Kualitatif DNA

Analisis kualitatif DNA dapat ditentukan menggunakan elektroforesis gel
agarosa (Aamir et al., 2015; Tripathy et al., 2017). Prinsip kerja elektroforesis
memanfaatkan muatan listrik, dimana DNA yang bermuatan negatif akan bergerak
ke arah yang berlawanan yaitu kutub positif (Hikmatyar et al., 2015). Pembuatan
gel agarose konsentrasi 1% dilakukan dengan melarutkan bubuk agarosa 0.4 gr ke
dalam 40 ml buffer TAE 1X. Gel agarosa didihkan menggunakan microwave
hingga larut dan berubah warna menjadi bening.

Kemudian ditambahkan 2 ul EtBr dan dituangkan dalam cetakan gel (tray)
yang sudah ditaruh sisir (comb) sebelumnya, sebagai tempat aplikasi sampel. Gel
agarose dibiarkan mengeras selama 30 menit pada suhu ruang. Gel dan cetakan
direndam di dalam buffer TAE 1X yang terdapat pada kolom elektroforesis.

Diambil sampel hasil isolasi sebanyak 3 pl dan dicampur 1 ul loading dye

dengan perbandingan 3:1. Selanjutnya campuran tersebut dimasukkan ke dalam
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sumuran dengan hati-hati. Disediakan satu sumur untuk kontrol yang berisi
Nuclease Free Water. Diatur elektroforesis dengan tegangan 100 volt selama 30
menit. Kemudian gel hasil elektroforesis diamati menggunakan GelDoc™ XR
Imaging System BIO-RAD.

3.4.3.1.4 Amplifikasi DNA

Proses amplifiksai DNA dengan PCR (Polymerase Chain Reaction) yang
bertujuan untuk memperbanyak panjang pita DNA, menggunakan primer ITS1
(forward) dan ITS4 (reserve) untuk bagian ITS yang lebih panjang (Tabel 3.1)
(White et al., 1990; Zhang et al., 2010):

Tabel 3.1 Sekuens primer

Primer Gen Primer
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Tahap amplifikasi DNA dalam penelitian ini menggunakan total volume PCR
sebanyak 25 pl. Di bawah ini adalah uraian komposisi total volume PCR 25 pl
(Geisen et al., 2017):

Tabel 3.2 Komposisi bahan dan volume amplifikasi DNA

Bahan Jumlah (ul)
DNA Template 1
Primer ITS1 (Forward) 1
Primer ITS4 (Reserve) 1
PCR mix (dNTPs, (2.5 mM, 10x bufer PCR, 2.5 Taq 125
DNA polymerase
Nuclease Free Water 9,5

Alat yang digunakan untuk melakukan proses PCR adalah My Cycler™ Cycler
BIO-RAD Thermo Cycler sesuai berdasarkan prosedur standar (Tabel 3.3) (Yang
etal., 2016). Amplifikasi sekuens rDNA ITS1 (F) dan ITS4 (R) menggunakan suhu
anneling 55°C. Menurut Yuwono (2009), saat proses anneling primer akan
menempel pada untai ganda DNA menjadi unta tunggal, sehingga primer akan
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membentuk jembatan hidrogen dengan untaian DNA pada sekuen yag sesuali
dengan seken primer.
Tabel 3.3 Prosedur PCR

Tahap Suhu Waktu Siklus
Pra-denaturasi 95 3 menit 1x
Denaturasi 95 30 detik 35x
Anneling 55 45 detik 35X
Elongasi 72 3 menit 35X
Final Elongasi 72 5 menit 1x

Hasil PCR dianalisis menggunakan elektroforesis 1,5% (v/v) gel agarosa
selama 30 menit dengan tegangan 100 volt, 400 mA. Gel hasil elektroforesis di-
rendam Etidium bromide (EtBr) selama 15 menit sehingga mudah diamati dan
selanjutnya dilakukan visualisasi dengan Gel Doc™ XR Imaging System BIO-
RAD.

3.4.3.1.5 Sekuensing DNA
Hasil amplifikasi dipurifikasi di PT. Standard Biosensor Indonesia,
sedangkan proses sekuensing (cycle sequencing) serta pengumpulan data sekuen

dilakukan di Bioneer Korea Selatan.

3.4.4 Analisis Data

Hasil sekuensing yang telah didapatkan, kemudian dibaca menggunakan
Sequence Scanner 1.0. dicocokkan dengan Query yang diperoleh dari Gen Bank
melalui menu BLAST pada NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
Terjadinya perubahan basa nukleotida pada sekuens dapat dilihat melalui program

BioEdit. Progam ini menganalisis contig DNA sehingga diperoleh sekuens yang
parsial dari gen ITS secara utuh (Hall, 1999).

Data hasil analisis contig dianalisis dengan menyejajarkan sekuens isolat
yang diperoleh dengan fungi endofit pembanding dari GenBank NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Menurut (Thompson et al., 1997), sekuens

kemudian disejajarkan dengan aplikasi Clustal X. Dari beberapa pilihan output,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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dipilih output berupa file format Clustal, FASTA, dan Phydit (.aln, .FASTA, dan
.gde).

Hasil pensejajaran menggunakan aplikasi program ClustalX dengan format
file .FASTA, diimport secara langsung ke dalam aplikasi MEGA 5.0 untuk analisis
pohon filogenetik berdasarkan substitusi model terbaik (best-fit substitution model).
Selanjutnya setelah didapatkan substitusi model terbaik, pohon filogenetik dibuat
dengan metode algoritma Neighbor Joining (NJ) dengan 1000 Bootsrap

berdasarkan p-distance.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Spesies Fungi Endofit Rimpang Rumput Teki (C. rotundus L.) sebagai
Pelarut Fosfat dan Penghasil Indole-3-Acetic Acid (IAA) Berdasarkan
Sekuen rDNA ITS (Internal Transcribed Spacer)

4.1.1 Analisis Kuantitatif dan Kualitatif DNA
Analisis kuantitatif isolat URT1 dan URT4 dengan menggunakan nanodrop

spektrofotometri. Hasil analisis kuantitatif isolat tersebut disajikan pada Tabel 4.1.

Berdasarkan hasil pengukuran, isolat URT1 sebagai penghasil Indole-3-Acetic Acid

(IAA) memiliki nilai kemurnian dibawah 1,8, sedangkan isolat URT4 sebagai

pelarut fosfat memiliki kemurnian 1.8. Nilai kemurnian dibawah 1,8 menunjukkan

adanya indikasi kontaminan pada hasil ekstraksi DNA berupa protein. Menurut

Hikmatyar et al., (2015), kontaminasi protein disebabkan karena tidak adanya

penambahan enzim protease pada tahap isolasi DNA.

Tabel 4.1 Analisis kuantitatif fungi endofit rimpang rumput teki dengan
menggunakan nanodrop spektrofotometri.

No. Sampel A260/280 Konsentrasi (ng/ul)
1. Isolat URT1 1.79 216.32
2. Isolat URT4 1.80 269.56

Hasil analisis kuantitatif nanodrop berupa nilai kemurnian DNA dan nilai
konsentrasi DNA (ng/ul). Nilai kemurnian DNA dapat dihitung dengan
perbandingan nilai absorbansi 260 nm dengan nilai absorbansi 280 nm (A260/280),
sedangkan konsentrasi DNA diperoleh dari nilai absorbansi panjang gelombang
260 nm (Harahap, 2017). Isolat URT4 memiliki nilai kemurnian 1,8. Menurut
Fatchiyah et al., (2011), kualitas DNA dikatakan baik dan murni apabila memiliki
nilai kemurnian 1,8-2,0.

Analisis DNA secara kualitatif dilakukan untuk mengetahui kualitas DNA
isolat fungi endofit rumput teki pelarut fosfat dan penghasil 1AA dengan
menggunakan elektroforesis gel agarosa 1%. Hasil analisis kualitatif isolat URT1
dan URT4 berdasarkan gel elektroforesis disajikan pada Gambar 4.1.
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M Al A2 A3 Bl B2 B3

Gambar 4.1 Analisis kualitatif ekstraksi DNA 2 isolat fungi endofit rimpang
rumput teki. M: Marker 1kb, A1-A3: Isolat URT1, dan B1-B3: Isolat
URT4.

Hasil elektroforesis ekstraksi DNA menunjukkan bahwa kedua sampel DNA
fungi endofit rumput teki memiliki kualitas yang baik, dengan ditujukkan adanya
pita DNA, namun masih terdapat smear. Adanya smear pada bagian bawah pita
DNA menandakan adanya kontaminan pada sampel DNA. Menurut Fatchiyah
(2009), smear pada elektroforesis DNA disebabkan karena pemakaian Mg++,
dNTP, Taq polimerase, primer dan DNA template yang berlebihan atau adanya
kontaminan pada DNA template sehingga mengakibatkan aktivitas taq polimerase
terhambat Igbal et al., (2016) menyatakan smear dapat berasal dari sisa larutan yang
masih terbawa atau berupa DNA yang terdegradasi pada proses isolasi DNA. Uslan
dan Pharmawati (2015), menambakan degradasi DNA dapat terjadi saat proses
isolasi karena adanya enzim endonuklease.

DNA hasil isolasi isolat URT1 dan URT4 memiliki berat molekul di atas
marker. Pita DNA isolat tersebut merupakan whole genom. Whole genome adalah
keseluruan urutan DNA dari suatu organisme atau sampel hasil isolasi (Tripathi et
al., 2018). Hidayati et al., (2016) menyatakan migrasi DNA saat elektroforesis
terjadi selain dipengaruhi oleh konsentrasi gel agarose, juga dipengaruhi ukuran
molekul DNA, dimana DNA sirkuler lebih cepat bermigrasi dibandingkan genom
utuh. Ketebalan pita URT1 dan URT4 berbeda. Hal ini disebabkan secara
kuantitatif mengindikasikan konsentrasi DNA URT1 lebih kecil daripada isolat
yang memiliki pita tebal (URT4).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



36

4.1.2 Hasil Amplifikasi DNA

Visualisasi hasil amplifikasi produk PCR isolat URT1 dan URT4
menggunakan elektroforesis gel agarosa 1,5%. Hasil amplifikasi tersebut
ditunjukkan pada Gambar 4.2. Berdasarkan hasil visualisasi PCR menunjukkan
bahwa isolat URT1 berada sejajar dengan marker yang berukuran 550 bp,
sedangkan isolat URT4 berada sejajar dengan marker berukuran 625 bp. Panjang
total wilayah ITS bervariasi. Menurut (Poczai dan Hyvoénen, 2010), daerah ITS
antara 500-750 bp untuk Angiospermae. Porter dan Golding (2011) menyatakan
panjang daerah ITS antara 500-600 bp untuk kingdom jamur divisi Ascomycetes
dan Basidiomycetes. Mccullough et al., (1998) menambakan spesies Saccaromyces
berada diantara 660-760 bp.

M KUl1U4 K M

500 bp

Gambar 4.2 Visualisasi pita DNA hasil amplifikasi PCR pada gel agarose 1,5%. M:
Marker; K: Kontrol; U1: Pita DNA isolat URT1; U4: Pita DNA isolat
URT4.

Ukuran fragmen DNA hasil amplifikasi bervariasi antara isolat URT1 dan
URT4. Hal ini disebabkan karena adanya variasi panjang daerah ITS pada masing
rDNA, dimana daerah ITS merupakan daerah yang tingkat konservasinya rendah,
dibandingkan dengan daerah subunit kecil (18S, 5.8S) dan subunit besar sebagai
daerah yang konservatif (Mulyatni et al., 2011). Peay et al., (2008) menambakan
adanya variasi ini disebabkan juga karena adanya delesi, insersi, atau subtitusi
antara spesies dalam ITS.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Allah berfiman dalam QS. Yaasin ayat 36:
0344 ¥ G5 g 05 52, 38 G WG 25 5l 15 e

Artinya: "Mahasuci Allah yang telah menciptakan semuanya berpasang-pasangan,
baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri mereka sendiri,
maupun dari apa yang mereka tidak ketahui” (QS. Yaasiin/36: 36).

Dalam dunia tumbuhan, Allah juga menjaga pola keseimbangan berdasarkan
aturan ketat yang ditetapkan Allah. Salah satunya Allah menciptakan makhlukNya
untuk berpasangan. Menurut Al-Mahali dan As-Suyuthi (2015) ayat ini
menjelaskan bahwa Allah mencipatkan seluruh yang ada di bumi ini berpasangan
dan berjenis-jenis, seperti pria dengan wanita. Namun menurut Rahman (2007),
makna berpasangan bukan hanya untuk pria-wanita, malam-siang, gelap-terang,
dan sebagainya. Melainkan kata berpasangan ini mengacu pada pemanfaatan suatu
tumbuhan apabila dihubungkan dengan sebuah metode untuk menghasilkan sesuatu
yang baru. Pada penelitian ini, ditemukan fungi endofit yang memiliki kemampuan
melarutkan fosfat dan menghasilkan IAA (Indole-3-Acetic Acid) asal rumput teki
yang dianalisis molekuler secara kuantitatif dan kualitatif. Hal ini bertujuan untuk
mengetahui nama spesies fungi endofit tersebut. Sehingga ditemukan spesies baru

dengan manfaat yang telah disebutkan.

4.1.3 Hasil Sekuensing

Analisis molekuler fungi endofit rimpang rumput teki dilakukan dengan
menggunakan sekuen rDNA ITS. Sekuen ITS cocok digunakan untuk analisis fungi
hingga tingkat spesies. Hal ini sesuai dengan De Vicente (2005) yang menyatakan
bahwa sekuen ITS telah digunakan sebagai Barcode Universal Kingdom.

Hasil amplifikasi PCR isolat URT1 dan URT4 selanjutnya dilakukan proses
sekuensing. Hasil purifikasi dan sekuensing berupa kromatogram yang merupakan
basa nukleotida. Masing-masing grafik menunjukkan puncak (peak) yang
diterjemahan menjadi basa nitrogen dengan 4 warna yang berbeda. Warna tersebut
mewakili basa pirimidin dan purin tertentu. Menurut Dale dan Park (2010), basa
pirimidin terdiri dari timin yang disimbolkan huruf T dan sitosin yang disimbolkan
huruf C, sedangkan basa purin terdiri dari adenin disimbolkan huruf A dan guanin
yang disimbolkan huruf G.
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Kromatogram hasil sekuensing isolat URT1 dan URT4 menunjukkan dua
sekuen yang berasal dari sekuen forward menggunakan primer ITS1 dan sekuen
reverse menggunakan 1TS4. Peak yang dihasilkan kedua sekuen cukup baik dan
masih dapat terbaca, meskipun ada puncak grafik yang bertumpukan dan tidak
mengalami pemisahan dengan baik. Bangol et al., (2014) menyatakan hasil
sekuensing yang baik ditunjukkan oleh grafik dengan puncak yang tinggi dan
terpisah satu dengan yang lain.

Untuk mendapatkan sekuen lengkap rDNA isolat URT1 dan URT4 (Gambar
4.3), dilakukan contig (penyatuan) sekuen forward dan reverse. Menurut Dewi
(2012) analisis contig dengan bantuan software BioEdit dengan mencari sekuen
yang overlapping (bertumpukan) untuk mendapatkan hasil berupa satu unit sekuen
rDNA.

=lsolat URT1
GTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCT

CGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAA
CTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC
CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTT
AATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGT
AATCGTCGCGGCCACGICCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAG

>lsolat URT4
CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCTTITATGGCCCAACCTCCCACCCGTGACTA
TTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGCTGGCCGCCGGGGGGCGACTCGCCCCCGGGCCCGTGC
CCGCCGGAGACCCCAACATGAACCCTGTTCTGAAAGCTTCTAGTCTGAGTGTGATTTTTTCCAATCAGTTAAAAC
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATAGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGGEGTGCCTGTCCGAG
CGTCATTGCTGCCCTCAATCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCTCGTCCCCCGGLCTCCCGGGGGACGGGLCCGAAA
GGCAGCGGCGGCACCGCGTCCAGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTTTTGGCCGCTCCCTAGT

Gambar 4.3 Hasil pensejajaran isolat URT1 dan URT4 dengan pairwise alignment
menggunakan software BioEdit
Selanjutnya hasil contig sekuen isolat URT1 dan URT4 dianalisis kemiripan
dengan sekuen organisme lainnya menggunakan program BLAST (Basic Local
Allignment Search Tool) (Ye et al., 2006). Hasil BLAST isolat URT1 dan URT4
disajikan pada Tabel 4.3.
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Tabel 4.2 Hasil BLAST isolat URT1 dan URT4 fungi endofit rimpang rumput teki
(Cyperus rotundus L.)

Hasil BLAST
Nama Spesies Ident (%) Seq. Id.

No. Kode Isolat

Fussarium oxysporum

0,
isolate AS13-D89 100% MN153518.1

1. | Isolat URT1

Asperqgillus terreus

0
isolate AGE 97.42% MT152989.1

2. | Isolat URT4

Berdasarkan hasil BLAST (Tabel 4.2) (Lampiran 5) diketahui bahwa isolat
URT1 memiliki kemiripan dengan Fussarium oxysporum isolate AS13-D89 dengan
presentase kemiripan 100%, sedangkan isolat URT4 memiliki kemiripan dengan
Aspergillus terreus isolate AGE dengan presentase kemiripan 97.42%. Menurut
Altschul et al., (1990) max identity menunjukkan nilai tertinggi identitas atau
kecocokan antara sekuen isolat dengan sekuen yang tersejajarkan. Hasyyati et al.,
(2017) menyatakan isolat yang mempunyai persamaan sekuen lebih dari 97% dapat
mewakili spesies yang sama. Kwasna et al., (2008) menambahkan isolat dianggap

seperti spesies yang sama apabila memiliki max identity sebesar 99%.

4.2 Analisis Filogenetik

Hasil BLAST kemudian dilakukan pensejajaran (alignment) (Lampiran 7).
Pensejajaran sekuens dilakukan untuk mengatahui tingkat homologi urutan basa
DNA sampel dengan sekuens pembanding (Andriani, 2016). Selanjutnya hasil
pensejajaran dianalisis pohon filogenetik menggunakan metode neighbor joining
(Dharmayanti, 2011). Tujuan analisa filogenetik adalah untuk merekonstruksi
hubungan dan keanekaragaman organisme berdasarkan tingkat kemiripan (Lloyd,
2003). Hubungan kekerabatan tersebut dibandingkan sesuai jarak genetik p-
distance (Saitou dan Nei, 1987).
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Hasil rekonstruksi pohon filogenetik ditunjukkan pada Gambar 4.3. Pohon
filogenetik diuji statistika menggunakan metode bootstrap sebanyak 1000 ulangan.
Nilai bootstrap terdapat di bagian atas cabang Gambar 4.4 sebagai nilai

kepercayaan suatu cabang (Dewi, 2012).

Er Isolat URT4
10 MT152989.1 Aspergillus terreus

KX463034.1 Asperqgillus flavus

— —— HM188440.1 Monascus purpureus
FJ427066.1 Phoma schachtii
KJ572158.1 Colletotrichum incarnatum

—— KU350715.1 Fusarium redolens

100

100

100 Isolat URT1
100 % }AM153518.1 Fusarium oxysporum isolate A153-D8%

KY352035.1 Penicillium chrysogenum

0050

Gambar 4.4 Rekonstruksi pohon filogenetik isolat fungi endofit pelarut fosfat dan
penghasil IAA rimpang rumput teki metode Neighbor joining,
bootstrap 1000 ulangan.

Rekonstruksi pohon filogenetik berdasarkan sekuen rDNA ITS menunjukkan
adanya dua clade. Kedua clade tersebut menunjukkan nilai kepercayaan cabang
(bootstrap) 76% dan 100%. Tamura et al., (2013) menyatakan bahwa nilai
bootstrap >90% menyatakan kestabilan cabang, sedangkan <70% menyatakan nilai
bootstrap yang rendah. Dewi (2012) menambahkan semakin tinggi nilai bootstrap
maka semakin tinggi pula tingkat kepercayaan hasil rekosntruksi tersebut.

Filogenetik isolat fungi endofit pelarut fosfat dan penghasil IAA dapat
diketahui nilai similaritas menggunakan software MEGA X. Nilai similaritas
berbanding terbalik dengan jarak genetik (Lampiran 6). Semakin kecil jarak
genetik, maka semakin besar similaritasnya. Menurut Tanay dan Shamir (2001)
analisis ini menunjukkan jarak genetik antara isolat dengan spesies pembanding.
Sehingga menununjukkan adanya kedekatan antara sekuen nukleotida yang diamati
(Pramarta, 2014).
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Isolat URT1 memiliki nilai similaritas dengan Fusarium oxysporum dengan
jarak genetik 0,00 yang berarti keduanya memiliki kemiripan identik. Sedangakan
isolat URT4 memiliki similaritas dengan Aspergillus terreus sebanyak 97,42%
memiliki jarak genetik 0,026 yang menunjukkan nilai kemiripan tinggi. Tingkat
homologi kedua isolat ditunjukkan hasil BLAST (Lampiran 5) berupa warna merah
semua, hal itu menyatakan tingkat homologi sekuen tinggi karena bernilai >200.
Nilai bootstrap isolat URT1 dan URT4 menunjukkan angka 100%, hal ini
menunjukkan bahwa kestabilan nilai bootstrap apabila menunjukkan angka >90
yang menunjukkan nilai kestabilan cabang. Simpson (2006) menyatakan nilai
percabangan 70-100 menunjukkan percabangan dan pohon filogenetik tidak akan
berubah.

Isolat URT1 menunjukkan adanya kesamaan dengan fungi endofit Fusarium
oxysporum. Hal ini dapat diketahui bahwa Fusarium oxysporum memiliki
kemampuan sebagai penghasil IAA (Indole-3-Acetic Acid). F. oxysporum
merupakan salah satu patogen penyebab layu pada kentang (Suryanti et al., 2015).
Namun, Menurut Rahayu et al., (2019) Fusarium oxysporum merupakan fungi yang
dapat tumbuh sebagai endofit. Mehmood et al., (2018) menyatakan 1AA tertinggi
ditemukan pada ekstrudat akar yang bersimbiosis dengan fungi endofit jagung
Fusarium oxysporum. Fathurrahman, (2011) menambahkan genus Fusarium sp.
Memiliki kemampuan untuk memicu pertumbuhan tanaman dan menekan
perkembangan patogen.

Isolat URT4 menunjukkan adanya kesamaan dengan Aspergillus terreus.
sehingga kemungkinan Aspergillus terreus memiliki kemampuan sebagai pelarut
fosfat. Aspergillus sp. dikenal sebagai fungi patogen penyebab layu tanaman
kentang (Suryanti et al., 2015) yang berasosiasi dengan akar (Subba rao, 2010). Di
samping itu, Genus Aspergillus juga termasuk salah satu fungi yang memiliki
kemampuan melarutkan fosfat dengan baik (Srinivasan et al., 2012). Hal ini
disebabkan karena Aspergillus sp. dapat bertahan dalam kondisi kelembaban yang
rendah, suhu ekstrim dan pH yang rendah, karena pertumbuhan mikroorganisme
pearut fosfat dipenagruhi oleh kemasaman tanah (Fatmala et al., 2015). Selain itu

fungi Aspergillus terreus juga dapat meningkatkan pertumbuhan bibit Ceriops
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tagal Sari et al., (2015) serta dapat digunakan sebagai pendegradasi plastik pada
pH 5 dan 6 serta pada suhu 25°C dan 35°C (Rohmah et al., 2019).

Kedua spesies tersebut merupakan fungi endofit yang banyak ditemukan pada
tanah dan berasosiasi terhadap tanaman. Fusarium oxysporus dan Aspergillus
terreus berasal dari divisi yang sama yaitu Ascomycota. Egbuta et al., (2016)
menyatakan kingdom fungi yang paling banyak ditemukan dan diteliti berasal dari
Ascomycota. Famili Trichocomaceae dalam ordo Eurotiales yang paling melimpah

adalah Aspergillus.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian ini dapat diambil kesimpulan:

1. Berdasarkan analisis molekuler diketahui bahwa isolat URT1 memiliki
kemiripan dengan Fusarium oxysporum dengan nilai similaritas 100%,
sedangkan isolat URT4 memiliki kemiripan dengan Aspergillus terreus dengan
nilai similaritas 97, 42%.

2. Hasil rekonstruksi filogenetik isolat URT 1 dengan Fusarium oxysporum
dengan jarak genetik sebesar 0,00 yang menyatakan nilai kemiripan identik dan
isolat URT4 dengan Aspergillus terreus dengan jarak genetik sebesar 0,026
yang menyatakan nilai kemiripan tinggi.

5.2 Saran
Saran untuk penelitian selanjutnya yaitu perlu dilakukan studi lanjut untuk

uji aktivitas Fusarium oxysporum sebagai penghasil IAA dan Aspergillus terreus

sebagai pelarut fosfat.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Formula Pembuatan 2X CTAB:

Standard DNA Extraction Protocol
Jer-Ming Hu July 4, 2002

2x CTAB Buffer
100 mM Tris-HCL (p8.0)
1.4 M NaCl
20 MM EDTA
2% CTAB
2% PVP40
0.2% B-merchaptoethanol

Ixi

(Per 200ml)
20 ml 1 M Tris-HCl p 8.0
56 ml 5 M NaCl (or 0.4 g)
16 ml 0.5 M EDTA
4.0 g powder
4.0 g powder
Add right before use
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Lampiran 2. Modifikasi Metode Doyle & Doyle

Metode Doyle & Doyle

Modifikasi

Disiapkan daun segar yang telah halus
sebanyak 0,5-100 mg

Diambil  miselium  fungi  endofit
berumur 7 hari sebanyak 100 mg

Ditambakan CTAB (2% [Sigma -
5882], 1.4M

NaCl, 0.2% 2-mercaptoetanol, 20 mM
EDTA, 100 mM Tris HCI, p 8.0

Ditambahkan 1000ul buffer 2x CTAB
{100 mm Tris hcl (ph 8), 1.4 M nacl,
20 mm EDTA, 2% CTAB, 2% PVP,
0.2% B-merchaptoethanol}  dan
divortex

Diinkubasi di dalam waterbath 60°C
selama 30 menit

Diinkubasi didalam waterbath 65°C
selama 60 menit.

Ditambah 1x volume
Cloroform:isoamilalkool.

(24:1)

Ditambahkan 900 ul
chloroform:isoamilalkohol

(24:1)

Diinkubasi 1 jam di suhu ruang

Disentrifugasi 13000 rpm selama 10
menit

diambil supernatan, dipindahkan ke
dalam tube baru

Dimabil supernatan, dipindahkan ke
dalam tube baru

Ditambah 1x volume
chloroform:isoamil alkohol (24:1)

Disentrifugasi 13000 rpm selama 10
menit

Diambil supernatan dan dipindahkan
ke dalam tube 1.5 ml

Ditambah isopropanol sebanyak 2/3
volume supernatan

Ditambahkan isopropanol
2/3 volume supernatan

sebanyak

Diinkubasi semalam

Diinkubasi semalam pada suhu - 4°C.

Ditambah

Disentrifugasi 6000x g (10 menit)

Disentrifugasi 13000 rpm selama 10
menit

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

Dicuci pellet dengan 500 ul ethanol
absolute

Disentrifugasi 6000x (10 menit),
dibuang supernatan

Disentrifugasi 13000 rpm selama 5
menit

Dikering anginkan di oven 25°c.

Ditambahkan 50ul TE Buffer

Ditambahkan elution buffer 20 ul

Disimpan pada suhu -4°C.

Disimpan pada suhu -4°C.
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Lampiran 3. Sekuen Fusarium oxysporum isolate A1S3-D89 dan sekuen isolat
URT1

1.

Sekuen Fusarium oxysporum isolate A1S3-D89

>MN153518.1 Fusarium oxysporum isolate A1S3-D89
TGATCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAA
CCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACG
GGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAA
ACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA
GAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCG
TCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCC
AAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTAC
TGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGG

Sekuen isolat URT1

>|solat URT1
GTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
AACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGC
CCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAA
ATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCA
ACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGA
TTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAAT
CGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAG
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Lampiran 4. Sekuen Asergillus terreus isolate AGE dan sekuen isolat URT4

1.

Sekuen Asergillus terreus isolate AGE

>MT152989.1 Aspergillus terreus
CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCTTTATGGCCC
AACCTCCCACCCGTGACTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGC
TGGCCGCCGGGGGGCGACTCGCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACA
TGAACCCTGTTCTGAAAGCTTGCAGTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAGTTAAAA
CTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTG
CGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGC
CCGGCTTGTGTGTTGGGCCCTCGTCCCCCGGCTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGG
CAGCGGCGGCACCGCGTCCAGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCTTCCGCTCCCT
AGT

Sekuen isolat URT4

>lsolat URT4
CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCTTTATGGCCC
AACCTCCCACCCGTGACTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGC
TGGCCGCCGGGGGGCGACTCGCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACA
TGAACCCTGTTCTGAAAGCTTCTAGTCTGAGTGTGATTTTTTCCAATCAGTTAAAAC
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATAGAGTCTTTGAACGCACATTGC
GCCCCCTGGTATTCCGGGGGGGGTGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAATCC
CGGCTTGTGTGTTGGGCCCTCGTCCCCCGGCTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGC
AGCGGCGGCACCGCGTCCAGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTTTTGGCCGCTCCCTA
GT



Lampiran 5. Hasil BLAST Isolat URT1

Ixv

IO oooo

Description
v

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences

Max  Total
Common Name

v Score Score

v v

Fusarium oxysp... 928 928

. Fusarium oxysp... 9286 928
Fusarium oxysp... 928 928
Fusarium niren... 928 928
Fusarium sp. 928 928

Query
Cover
v
100%
100%
100%
100%
100%

value
v

0.0

Per.
Ident
v
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

Acc

Len
v

553

Accession

MN153518.1
MN013922 1
MK956804.1
MH990908.1

MK389393.1
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Lampiran 6. Hasil BLAST lIsolat URT4

Ixvi

[ I N O N

Description
v

Aspergillus terreus isolate AGE small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1.

Asperaillus sp. isolate A3 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 585 ...

Aspergillus sp. isolate F8 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ..

Aspergillus sp. isolate QUCMDZ-4385 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed sp...

Asperaillus terreus strain OUC-MDZ5136 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed.

Distribution of the top 101 Blast Hits on 100 subject sequences

Common Name
v

. Aspergillus terr...

Aspergilus sp.
Aspergilus sp.

Aspergillus sp.

Aspergillus terr...

S00

Max | Total
Score Score

v
856
845
845
B45
845

v
856
845
845
445
845

Query
Cover
v
100%
96%
96%
9%6%
96%

value
v

0.0

Per.
Ident
v
97.42%
98.14%
98.14%
98.14%
98.14%

Acc.

Len
v

600
611
B17
607
608

Accession

MT152989.1
MN114540.1
MK027223.1
MK355521.1
MK351266.1
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Lampiran 7. Analisis p-distance

Jarak Genetik
Isolat_URT4

MT152989.1_ Aspergillus_terreus 0,026

KX463034.1_Aspergilus_flavus 0,120 0.108

HM188440.1_Monascus_purpureus 0,160 0,146 0,200

FJ427066.1_Phoma_schachtii 0.361 0.348 0.379 0346

Isolat URT1 0,358 0,346 0,363 0,333 0,371
MN153518.1_Fusarum_oxysporum_isolate A1S3- 0,371 0359 0,381 0,331 0,381 0,000
KU350715.1_Fusarium_redolens 0.320 0.308 0.340 0.320 0.372 0.082 0.084
KJ572158.1_Colletotrichum_incarnatum 0345 0.341 0.366 0,326 0,391 0.187 0.187 0.193

KY352035.1_Penicillium_chrysogenum 0.628 0.622 0.637 0.608 0.644 0.601 0.600 0.581 0.618



Lampiran 8. Hasil Alignment

[Z] MX: Alignment Explorer (CONTIG 6 NEW.meg) _
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
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