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ABSTRAK

Khoir, M.S. 2018. Identifikasi Molekuler Jamur Isolat Batu Bara
Berdasarkan Sekuen Daerah Internal Transcribe Spacer (ITS).
Pembimbing I: Akyunul Jannah, S.Si. M.P; Pembimbing II: Susi
Nurul Khalifah, M.Si; Konsultan: Dewi Yuliani, M.Si.

Jamur merupakan mikroorganisme dengan keanekaragaman tinggi yang
banyak ditemukan di air dan tanah, termasuk pada batu bara. Tujuan penelitian
ini adalah untuk mengetahui jenis jamur yang diisolasi dari batu bara berdasarkan
sekuen daerah ITS. Isolasi jamur dengan metode CTAB/NaCl dan diamplifikasi
dengan metode PCR (Polymerase Chain Reaction). Amplifikasi sekuen daerah
ITS menggunakan pasangan primer ITS5-1TS4. Pengamatan terhadap morfologi
isolat A BTBR menunjukkan kemiripan dengan genus Penicillium. Isolasi DNA
isolat A BTBR mendapatkan kemurnian 2,01 dengan konsentrasi 275,89 ng/pL.
Sekuen daerah ITS isolat A BTBR hasil amplifikasi berukuran 592 pb. Isolat A
BTBR memiliki identity tertinggi sebesar 94% dengan beberapa genus Penicillium
berdasarkan BLASTn. Kerabat terdekat isolat A BTBR berdasarkan analisis
filogenetik adalah Penicillium sublateritium JB841245.1 dengan identity sebesar
94,66%.

Kata Kunci : Jamur, batu bara, metode CTAB/NaCl, sekuen daerah ITS,
Penicillium



ABSTRACT

Khoir, M.S. 2018. Identification of Fungi Coal Isolate Based On Sequence
Internal Transcribe Spacer Region (ITS). Supervisor I:
Akyunul Jannah, S.Si, M.P; Supervisor II: Susi Nurul
Khalifah, M.Si; Consultant: Dewi Yuliani, M.Si.

Fungi is a high-diversity microorganism founded in water and soil,
including in coal. This study is an attempt to determine the kinds of fungi from
coal based on the sequence of the ITS region. Isolated fungi using CTAB / NaCl
method and amplified by PCR (Polymerase Chain Reaction) method.
Amplification sequence of the ITS region used ITS5-1TS4 of primer. Observation
on the morphology of BTBR's isolate showed similarities with the genus
Penicillium. Isolation of DNA from isolate A of BTBR was obtained 2.01 of
purity and 275.89 ng/uL of the concentration. The ITS region sequence isolates A
of BTBR resulted in 592 bp of length. Isolate A of BTBR has the highest identity
of 94% with several Penicillium genus based on BLASTN. The closest relatives
from isolate A of BTBR based on phylogenetic analysis was Penicillium
sublateritium JX841245.1 with 94.66% of identity.

Keyword: Fungi, coal, CTAB/NaCl method, ITS region sequence, Penicillium
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Batu bara adalah batuan hidrokarbon dari jasad renik yang terpendam
dalam tanah dengan suhu tinggi dan waktu lama (Nurhayati, dkk., 2013). Batu
bara mengandung banyak karbon yang diperlukan oleh mikroorganisme sebagai
nutrisi untuk pertumbuhan. Mikroorganisme memerlukan enzim tertentu untuk
memanfaatkan bahan organik pada batubara (Aydogdu, dkk., 2012; Kashem, dkk.,
2004; Metin, dkk., 2010; Yulistia, dkk., 2015).

Enzim yang banyak dihasilkan oleh mikroorganisme adalah enzim
karbohidrase. Enzim karbohidrase meliputi glukanase, selulase, amilase, laktase,
diastase, invertase, pektinase, hemiselulase, dan xilanase (National Enzyme
Company, 2012). Enzim karbohidrase banyak digunakan dalam industri pupuk
organik, industri kertas, bioteknologi, tekstil, farmasi, dan bioetanol karena tidak
menghasilkan limbah bahan beracun dan berbahaya (B3) (Metin, dkk., 2010;
Rismijana, dkk, 2003; Rathnan, dkk., 2013; Deviani, dkk., 2014; Pakpahan, dkk.,
2015). Jamur merupakan mikroorganisme yang banyak digunakan dalam
memproduksi enzim karbohidrase (National Enzyme Company, 2012).

Allah SWT telah menciptakan bermacam-macam tumbuhan di bumi ini,
sebagaimana firman-Nya dalam QS Thaha ayat 53. Setiap tumbuhan diciptakan
dengan rupa dan bentuk yang berbeda sesuai dengan manfaat dari tumbuhan
tersebut. Keanekaragaman ciptaan Allah SWT merupakan bukti atas kekuasaan

Allah SWT. Jamur merupakan salah satu ciptaan Allah SWT yang memiliki



banyak jenis dan manfaat seperti menghasilkan enzim, membantu proses
penguraian makhluk hidup yang telah mati.

Gyl e B el et G U5 U s 280 Al 03 (500 10 s
e o
Artinya : Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan Yang telah
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit air
hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-
tumbuhan yang bermacam-macam (QS Thaha : 53).

Penelitian Pitarini (2014) berhasil mengisolasi jamur dari batu bara yang
memiliki aktifitas enzim selulase. Enzim selulase termasuk golongan enzim
karbohidrase. Enzim karbohidrase meliputi glukanase, selulase, amilase, laktase,
diastase, pectinase, invertase, hemiselulase, dan xilanase (National Enzyme
Company, 2012). Jamur dari batubara tersebut kemungkinan juga memiliki
aktifitas enzim amilase. Jamur yang diisolasi dari batu bara belum diidentifikasi
secara fenotip dan genotip. Identifikasi ini perlu dilakukan untuk mengetahui jenis
jamur yang terdapat pada batu bara. Identifikasi jenis jamur sangat penting untuk
dilakukan karena diperkirakan ada 1,5 juta jenis jamur, tetapi kurang dari 5%
yang telah teridentifikasi (Mueller, Bills, dan Foster, 2004; Mueller dan Schmit,
2007).

Identifikasi secara fenotip perlu dilakukan untuk mengetahui jenis jamur
hasil isolasi dari batu bara dengan mengamati morfologi jamur. Hasil identifikasi
fenotip perlu diklarifikasi dengan identifikasi genotip karena beberapa jenis jamur
memiliki morfologi yang hampir sama (Rahayu, dkk, 2015). Identifikasi genotip

dilakukan dengan analisis urutan gen daerah Internal Transcribe Spacer (ITS).

Gen daerah ITS merupakan gen penyandi organisme eukariotik yang terdapat



diantara gen 18S, 5,8S, dan 28S rDNA. Gen daerah ITS yang akan diamplifikasi
adalah daerah ITS1 yang berada diantara gen 18S dan 5,8S rDNA, dan daerah
ITS2 yang terdapat diantara gen 5,8S dan 28S rDNA (Fujita, dkk., 2007,
Mulyatni, dkk., 2011).

Gen daerah ITS dipilih untuk identifikasi genotip karena gen daerah ITS
merupakan gen yang bersifat variable sehingga sekuen gen daerah ITS dari satu
spesies yang sama akan memiliki sekuen yang beragam. Keberagaman ini
memudahkan  untuk identifikasi kekerabatan suatu spesies dengan
membandingkan kemiripan sekuen gen daerah ITS. Alasan lain penggunaan gen
daerah ITS karena gen daerah ITS adalah noncoding sequence. Ukuran sekuen
daerah ITS juga tidak terlalu besar, sekitar 500-800 pb sehingga lebih mudah
untuk diamplifikasi (Mulyatni, dkk., 2011; Nugroho, dkk., 2013; Purnamasari,
dkk., 2012; Rahayu, dkk., 2015).

Identifikasi genotip dari jamur dimulai dengan isolasi DNA. Isolasi DNA
dilakukan secara kimiawi menggunakan metode CTAB (Cetyl trimethyl
ammonium bromide). Metode CTAB dipilih karena murah dan mudah serta DNA
yang dihasilkan memiliki kualitas yang bagus (Fatchiyah, 2011). Jamsari (2008)
mengisolasi jamur dengan metode CTAB dan hasil elektroforesis didapatkan pita
DNA yang tebal. Mishra, Tripathi, dan Tiwari (2014) mengisolasi DNA jamur
dengan metode CTAB dan mendapat pita DNA yang tebal tanpa smear. Umesha,
Manukumar, dan Raghava (2016) membandingkan beberapa metode isolasi pada
DNA jamur, dan hasil terbaik dengan metode CTAB yang telah dimodifikasi.

DNA hasil isolasi diamplifikasi dengan metode reaksi polimerasi berantai (PCR).



Metode PCR menggunakan dua pasang primer untuk mengamplifikasi gen
target. Primer yang digunakan untuk amplifikasi gen daerah ITS adalah pasangan
primer ITS5 (5’-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’) sebagai primer
maju dan ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) sebagai primer
mundur (Nugroho, dkk., 2013; Ristaino, dkk., 1998; Sandy, dkk., 2015; Sette,
dkk., 2006; Yan-Lin, dkk., 2010). Primer ITS5 dan ITS4 dipilih untuk
mengamplifikasi gen daerah ITS karena dapat mengamplifikasi sebagian gen
daerah 18S sampai 28S dimana gen daerah ITS1 dan ITS2 terdapat diantaranya
(Fujita, dkk., 2007; Mulyatni, dkk., 2011; Nugroho, dkk., 2013).

Amplifikasi DNA dengan pasangan primer ITS5 dan ITS4 berlangsung
pada suhu 95°C untuk denaturasi DNA dari double strand menjadi single strand.
Penempelan primer berlangsung pada suhu 55°C. Proses pemanjangan primer
berlangsung pada suhu 72°C (Yan-Lin, dkk., 2010). DNA hasil amplifikasi
disekuensing untuk menentukan urutan DNA pada sekuen daerah ITS jamur
(Hert, dkk., 2008). Sekuen daerah ITS dianalisis kemiripannya dengan sekuen
jamur lain pada genebank untuk mengetahui jenis jamur secara molekuler.
Persentase kemiripan sekuen daerah ITS lebih dari 97% menunjukkan

kekerabatan jamur hasil isolasi dari batu bara dengan jamur lain (Vu, dkk., 2016).
1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah bagaimana kekerabatan jamur hasil

isolasi dari batu bara berdasarkan identifikasi genotip dengan jamur lain ?

1.3 Tujuan



Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kekerabatan jamur hasil isolasi

dari batu bara berdasarkan identifikasi genotip.

1.4 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini adaiai: .

1. Sampel jamur diisolasi dari batu bara yang diambil dari PLTU Paiton
Probolinggo.

2. Primer yang digunakan untuk amplifikasi gen daerah ITS adalah pasangan
primer ITS5 sebagai primer maju dan ITS4 sebagai primer mundur.

3. Isolasi DNA jamur dari batu bara dilakukan dengan metode CTAB/NaCl.

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi baru tentang jenis jamur
pada batu bara untuk memperbanyak informasi terkait keanekaragaman jamur
yang ada. Informasi tersebut dapat digunakan sebagai langkah awal bagi

penelitian selanjutnya untuk menggali manfaat lebih banyak dari jamur tersebut.
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BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Jamur

Jamur (cendawan) merupakan mikroorganisme eukariotik (bersel banyak)
heterotrofik, yaitu organisme yang memanfaatkan sisa-sisa makhluk hidup lain
untuk pertumbuhannya. Jamur menguraikan bahan-bahan organik pada tanah atau
bagian tubuh makhluk hidup lainnya menjadi senyawa-senyawa yang lebih
sederhana. Bahan-bahan organik yang terdapat di alam kebanyakan berupa
polimer sehingga perlu didegradasi terlebih dahulu (Hanum dan Kuswytasari,
2014).

Jamur memegang peran penting dalam menjaga kesuburan tanah dan
siklus karbon di biosfer (Santos, dkk., 2012; Kumar, dkk., 2012; Pakpahan, dkk.,
2015). Jamur banyak terdapat di tanah, air, dan benda-benda lain yang
mengandung nutrisi untuk pertumbuhan jamur. Terdapat 1,5 juta spesies jamur
dan <5% yang telah diidentifikasi (Mueller, Bills, dan Foster, 2004; Mueller dan
Schmit, 2007).

Beberapa genus jamur penghasil enzim yang mampu memutus ikatan
glikosida antara lain Aspergilus, Penicillium, Paecilomyces, Candida,
Cladosporium, dan Tricoderma (Gambar 2.1). Identifikasi morfologi jamur dapat
digunakan sebagai langkah awal untuk menentukan genus jamur. Identifikasi
morfologi meliputi morfologi koloni (bentuk, warna, tepian, dan elevasi koloni
jamur), dan morfologi sel (bentuk hifa, ada tidaknya pseudohifa, dan alat

reproduksi) (Ashlihah dan Alami, 2014; Jumiyati, dkk., 2012).
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Gambar 2.1 Bentuk sel jamur genus (a) Aspergilus, (b) Penicillium, (c)
Paecilomyces (d) Candida, (e) Cladosporium (f) Trichoderma
(Jumiyati, dkk., 2012; Bensch, Braun, Groenewald, dan Crous,
2012; Naveenkumar dan Thippeswamy, 2013; Houbraken, Vries,

Samson, 2014).
Hasil identifikasi fenotip perlu diklarifikasi dengan identifikasi genotip
karena beberapa jamur memiliki morfologi yang sama. Identifikasi genotip pada
jamur dapat dilakukan dengan identifikasi sekuen DNA daerah Internal

Transcribe Spacer (ITS) (Fujita, dkk., 2007; Mulyatni, dkk., 2011; Purnamasari,

dkk., 2012). Sekuen daerah ITS merupakan gen penyandi pada jamur.

2.2 Gen Daerah Internal Transcribe Spacer (ITS) DNA Ribosomal
Gen penyandi pada jamur berada pada DNA ribosomal (rDNA). DNA
ribosomal jamur (eukariotik) memiliki 3 macam daerah conserve yang berada

pada subunit besar ribosom (5,8S, dan 28S rRNA) dan subunit kecil ribosom (18S



rRNA). DNA ribosom subunit besar dan subunit kecil dipisahkan oleh dua buah
sekuen yang disebut spacer (Korabecna, 2007; Mulyatni, dkk., 2011; Schoch,
dkk., 2012). Gen penyandi conserve dipisahkan oleh sekuen daerah ITS (Brien,
dkk., 2005; Gomes, dkk., 2002).

Jamur mempunyai dua sekuen gen daerah ITS yakni ITS1 dan ITS2. Gen
daerah ITS adalah sekuen gen DNA non-coding dimana sekuen daerah ITS1
berada diantara sekuen 18S dan 5,8S rDNA dan daerah I1TS2 berada di antara
sekuen 5,8S dan 28S rDNA (Brien, dkk., 2005; Gomes, dkk., 2002; Yan-Lin,
dkk., 2010). Sekuen daerah ITS1 dan ITS2 banyak diamplifikasi untuk
identifikasi molekuler pada jamur. Penelitian Blaadid, dkk (2013)
membandingkan sekuen ITS1 dan ITS2 sebagai DNA barcodes pada jamur

menunjukkan hasil kemiripan yang tinggi 97%. Skema urutan gen daerah ITS1

dan ITS2 pada jamur ditunjukkan pada Gambar 2.2.

ITS1 ITS2
[ 18S rDNA H 5,8S rDNA HZSS rDNA ]

[ Primer ITS5 ] [ Primer ITS4 ]

Gambar 2.2 Urutan daerah ITS1 dan ITS2 pada DNA ribosomal (Bellemain dkk.,
2010; Fujita, dkk., 2007; Martin dan Rygiewicz, 2005).

Ukuran sekuen ITS1 dan ITS2 masing-masing sekitar 200 pb. Sekuen
jamur Trichoderma viridie AJ230686 ditunjukkan pada Gambar 2.3. Ukuran

sekuen gen daerah ITS1 sebesar 183 pb, sedangkan ukuan sekuen gen daerah



ITS2 sebesar 175 pb. Sekuen gen 5,8S rDNA yang terdapat diantara sekuen ITS1
dan ITS2 juga ikut teranalisis. Ukuran sekuen gen 5,8S sebesar 157 pb. Pasangan
primer yang umum digunakan adalah pasangan primer ITS5-1TS4 dan ITS1-1TS4
(Fujita, dkk., 2007; Rahayu, dkk., 2015; Korabecna, 2007; Rambe, dkk., 2014;
Izumitsu, dkk., 2012). Sekuen pasangan Primer ITS1-ITS4 dan ITS5-ITS4

ditunjukkan pada Tabel 2.1.

>Trichoderma viridie AJ230686

TAGAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGA
GTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGG
GGTCACGCCCCGGGTGTGTCGCAGCCCCGGAACCAGGLCGLCCCGLCCGGAGGGAL
CAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGA
GCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCA
TGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGETCCGGCGETTG
GGGATCGGGAACCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGARATACAGTGGCGGTCT
CGCCGCAGCCTCTCATGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGC

Gambar 2.3 Sekuen lengkap ITS rRNA Trichoderma viridie AJ230686, sebagian
18S rDNA (merah), ITS1 (hijau), 5,8S rDNA (hitam), ITS2 (biru),
sebagian 28S rDNA (kuning) (https://www.ncbi.nlm).

Tabel 2.1 Sekuen Pasangan Primer ITS1-1TS4 dan ITS5-1TS4.

Pasangan Primer Sekuen
ITS1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’
ITS1-1TS4 ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’
ITS5 5° GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3’
ITS5-1TS4 ITS4 5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’

Penelitian Korabecna (2007) menggunakan pasangan primer ITS1-1TS4
mendapatkan sekuen dengan ukuran 550-880 pb. Penelitian Purnamasari, dkk.,
(2012) menggunakan pasangan primer ITS1-ITS4 mendapatkan sekuen dengan

ukuran 650 pb. Penelitian Rahayu, dkk (2015) menggunakan pasangan primer
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ITS-5-ITS4 mendapatkan sekuen dengan ukuran 537 pb. Penelitian Mulyatni, dkk
(2011) menggunakan pasangan primer ITS5-ITS4 mendapat sekuen dengan

ukuran 600-700 pb.

2.3 lIsolasi DNA Metode CTAB/NaCl

Isolasi DNA adalah proses pemisahan DNA dari komponen lain untuk
mendapatkan DNA murni. Isolasi DNA dilakukan dengan metode CTAB/NaCl
karena lebih murah dan DNA hasil isolasi memiliki kemurnian yang tinggi
(Jamsari, 2008; Mishra, Tripathi, dan Tiwari, 2014). Kualitas DNA hasil isolasi
sangat berpengaruh untuk tahapan selanjutnya. Metode CTAB/NaCl memberikan
hasil yang baik karena terjadi beberapa kali pemurnian DNA. Isolasi DNA secara
umum melalui 3 tahapan, yaitu lisis sel, ekstraksi DNA, dan pemurnian DNA
(Surzycki, 2000).

Proses lisis sel dengan penambahan surfaktan SDS 10% dan CTAB.
Surfaktan akan melemahkan dinding sel yang tersusun dari peptidoglikan dan
lemak sehingga menyebabkan lisis sel. Larutan bufer TE ditambahkan untuk
menjaga pH dan mengkelat logam co-factor enzim DNAse yang dapat
mendegradasi DNA. Penambahan NaCl 5M dan inkubasi pada suhu 65°C akan
memecah sel karena perbedaan konsentrasi di dalam dan di luar sel. DNA, RNA,
dan komponen sel lain akan keluar dari sel. (Surzycki, 2000).

Proses ekstraksi memisahkan DNA dari komponen lain (RNA, protein,
lemak, dan bagian-bagian sel) dengan CTAB/NaCl. NaCl konsentrasi tinggi untuk
mencegah CTAB berinteraksi dengan DNA karena muatan negatif dari DNA

berinteraksi dengan Na* (Gambar 2.4 b). CTAB berinteraksi dengan protein dan

10
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lemak membentuk misel (Gambar 2.4 a). Komponen selain DNA yang bersifat
hidrofobik diekstrak dengan penambahan klorofom dan fenol. Fenol
menyebabkan protein terdenaturasi dan terpresipitasi pada interphase. Komponen
hidrofobik selain DNA akan larut dalam klorofom dan dapat dipisahkan dari

DNA.

(a) (b)
Gambar 2.4 (a) Interaksi CTAB dengan lemak dan protein membentuk misel
(Chin, 2015). (b) Interaksi antara muatan negatif DNA dengan NaCl.
DNA dalam fasa air dipresipitasi dengan penambahan isopropanol dan
etanol 70%. Senyawa alkohol akan berinteraksi dengan air dan menurunkan
kelarutan DNA dalam air. Etanol 70% dapat menghilangkan residu CTAB karena

bersifat semipolar dan mempercepat pengeringan pelet DNA. DNA diresuspensi

11
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dengan bufer TE dan disimpan pada suhu -72°C untuk mencegah terjadinya

denaturasi pada DNA (Surzycki, 2000).

2.4 Elektroforesis Gel Agarose

Elektroforesis gel agarose adal-" etode analisis semi kuantitatif untuk
mengetahui hasil isolasi DNA. Prinsip dari elektroforesis gel agarose adalah
memisahkan molekul-molekul DNA berdasarkan ukurannya melalui pori-pori
pada gel agarose dengan bantuan arus listrik. Molekul dengan ukuran kecil akan
terpisah dengan cepat dari pada molekul dengan ukuran lebih besar (Novel, dkk.,
2010).

Proses elektroforesis menggunakan sebuah marker sebagai penanda
ukuran DNA. Hasil elektroforesis berupa pita DNA yang teramati dibawah sinar
UV (Rambe, dkk., 2014). Pita yang tebal dan tidak smear menunjukkan hasil
isolasi DNA yang baik (Jamsari, 2008; Mishra, Tripathi, dan Tiwari (2014).
Gambar pita DNA dengan metode CTAB/NaCl ditunjukkan pada Gambar 2.5.

Gambar 2.5 menunjukkan hasil eletroforesis sampel DNA 6 jamur jenis
Aspergilus. DNA hasil isolasi memiliki kualitas yang baik ditunjukkan dengan
pita yang tebal. Kemurnian dan konsentrasi DNA ditentukan dengan
Spektrofotometer NanoDrop ND-1000. Rasio kemurnian DNA murni adalah 1,8-

2,0 (Surzycki, 2000).

12
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Gambar 2.5 Hasil elektroforesis gel agarosa DNA metode CTAB/NaCl (Mishra,
Tripathi, dan Tiwari, 2014).
2.5 Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR adalah metode amplifika  ekuen DNA secara enzimatis. Proses
amplifikasi berjalan dengan cepat dan akurat karena menggunakan enzim spesifik
dalam reaksi (Joko, dkk., 2011). Enzim yang berperan dalam proses amplifikasi
adalah enzim DNA polymerase yang mengkatalis reaksi sintesis rantai DNA
menjadi ribuan sampai jutaan kali dalam waktu singkat (Zuhriana, 2010).

Prinsip umum reaksi amplifikasi PCR adalah reaksi sintesis rantai tunggal
DNA oleh pasangan primer dengan penyesuaian suhu reaksi. Reaksi PCR
melibatkan 5 komponen utama yaitu DNA template, sepasang primer, enzim
DNA Taq polymerase, deoksinukleotida triphospates (dNTPs), dan buffer PCR
(Handoyo dan Rudiretna, 2001). Tahapan PCR adalah denaturasi, penempelan
primer (annealing), dan pemanjangan primer (extention).

Tahap pertama adalah denaturasi untai ganda DNA menjadi rantai tunggal
pada suhu 92-97,5°C selama 1-2 menit. Suhu yang dipakai merupakan rentang
suhu aktifitas dari enzim DNA Taq polimerase. DNA harus didenaturasi sehingga

primer dapat menempel pada DNA cetakan.
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Tahap kedua adalah annealing pada suhu 50-60°C selama 1 menit. Primer
akan menempel pada DNA cetakan yang urutan basanya komplemen. Fungsi
primer untuk membatasi target amplifikasi. Primer menjadi sangat penting karena
pemilihan primer yang tepat akan mengamplifikasi sekuen DNA target.

Tahap ketiga adalah extention pada suhu 72°C selama 1 menit. Nukleotida
dari dNTPs yang komplemen menempel pada DNA cetakan dan terjadi reaksi
polimerisasi. Ketiga tahap ini disebut satu siklus reaksi amplifikasi. Reaksi
amplifikasi berjalan sebanyak 25-30 siklus. Amplifikasi lebih dari 30 siklus

memberikan hasil yang kurang signifikan. Skema proses PCR diilustrasikan pada

Gambar 2.6.
Suhu (°
A Siklus 1 Siklus 2 Siklus ke-
95
a
72
C
55
b
» Wakt

Gambar 2.6 Skema reaksi PCR (a) Denaturasi DNA, (b) Penempelan primer, (c)
Pemanjangan primer (Choudhary, dkk., 2011; Zuhriana, 2010).
2.6 DNA menurut Al-Quran
DNA merupakan suatu kode genetik yang diturunkan dari satu generasi ke
generasi selanjutnya. DNA sebagai pembawa sifat suatu makhluk yang identik

dengan orang tuanya baik dari sifat, warna, bentuk, dan ciri-ciri lainnya. DNA

14



15

juga dapat digunakan untuk mengetahui kekerabatan suatu makhluk hidup dengan
makhluk hidup lain. Allah SWT berfirman dalam QS Al-Furgon ayat 54.

(ad B 087, 8 ety U il 5 o (o Gl sl 545
Artinya : Dan Dia (pula) yang menciptakan manusia dari air lalu dia jadikan
manusia itu (punya) keturunan dan mushaharah dan adalah Tuhanmu Maha
Kuasa (QS Al-Furgon : 54).

Makna dari QS Al-Furgon ayat 54 adalah suatu makhluk hidup memiliki
nasab yang berkaitan dengan orang tuanya. Berdasarkan penjelasan tersebut maka
benar jika urutan DNA antar generasi memiliki kemiripan. Penjelasan surah Al-
Furqgon ayat 54 ini sesuai dengan teori ~ j menyebutkan bahwa DNA merupakan
sebuah kode genetik yang diturunkan ke generasi berikutnya. Urutan DNA akan
berulang pada keturunannya. Penurunan atau pengulangan suatu urutan DNA
pada satu generasi ke generasi selanjutnya merupakan kehendak Allah SWT.
Allah SWT berfirman dalam QS Al-Ankabut ayat 20.

Pyl
I
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Artinya : Katakanlah: "Berjalanlah di (muka) bumi, maka perhatikanlah
bagaimana Allah menciptakan (manusia) dari permulaannya, kemudian Allah
menjadikannya sekali lagi. Sesungguhnya Allah Maha Kuasa atas segala sesuatu
(QS Al-Ankabut : 20).

Maha Besar Allah tuhan seluruh yang alam mampu menciptakan sesuatu
dengan segala fungsi dan manfaat. Semua ciptaan Allah SWT pasti memiliki
manfaat, begitu juga dengan DNA yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi

kekerabatan suatu makhluk hidup. Manfaat atas segala ciptaan Allah SWT telah

dijelaskan dalam QS Ali Imron ayat 191.
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Artinya : (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk
atau dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit
dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini
dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka (QS
Ali Imron : 191).
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METODE PENELITIAN

3.1 Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Genetika Jurusan Biologi dan
Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia Universitas Islam Negeri Maulana

Malik Ibrahim Malang dimulai sejak bulan Juli sampai Desember 2017.

3.2 Alat dan Bahan
821 Alat

Alat yang digunakan dalam identifikasi fenotip adalah seperangkat alat
gelas, jarum ose, stirer, hotplate, neraca analitik, bunsen, autoklaf (Hirayama),
kantong plastik tahan panas ukuran 1 kg, Laminar Air Flow (ECOS), dan
mikroskop. Proses isolasi DNA jamur menggunakan waterbath, sentrifuse
(Thermo Scientific), mikropipet (Bio-Rad), freezer, microcetrifuge tube, vortex
(Maxi Mix Il), blue tip, yellow tip, white tip, seperangkat alat elektroforesis gel
agarose (Bio-Rad), UV-transiluminator, spektrofotometer nanodrop (Thermo
Scientific). Proses amplifikasi menggunakan instrument Polymerase Chain

Reaction (PCR), dan PCR tube.

3.2.2 Bahan
Sampel jamur selulolitik diisolasi dari batubara yang diambil dari PLTU
Paiton Probolinggo. Identifikasi fenotip menggunakan aquades, Potato Dextrose

Agar (PDA) (MERCK), karboksi metil selulase agar (CMC), congo red 0,1 %,
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lodin 1%, NaCl 1M (MERCK), NaCl 5M, etanol 70% (OneMed), dan etanol 70%
(MERCK). Isolasi DNA menggunakan bufer TE (Tris-EDTA) pH 8, CTAB/NaCl,
SDS 10%, fenol:kloroform (25:25), Isoapropanol, dan etanol 70% (MERCK).
Reaksi amplifikasi DNA menggunakan DNA templat, master mix PCR
(Vivantis), primer ITS-5 (5’-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3),
primer ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) (Macrogen).
Elektroforesis gel agarose memerlukan agarose (Vivantis), bufer TAE 1X, larutan

ethidium bromide (EtBr), loading dye, dan aquabidestilata (ddH,0).

3.3 Tahapan Penelitian

Tahapan yang dilakukan dalam penelitian ini antara lain :

1. Penumbuhan jamur pada batu bara.

2. Isolasi jamur dari batu bara.

3. Screening jamur selulolitik dan amilolitik.

4. Pengamatan morfologi jamur.

5. Isolasi DNA jamur metode CTAB/NaCl.

6. Elektroforesis gel agarosa dan Spektrofotometer Nanodrop.
7. Amplifikasi gen daerah ITS.

8. Sekuensing.

9. Analisis bioinformatika.

3.4
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Cara Kerja
3.4.1 Pembuatan Media Tumbuh Jamur Potato Dextrose Agar (PDA)

Medium PDA dibuat dengan melarutkan 3,8 gram PDA dalam 100 mL
aquades. Larutan PDA dipanaskan sampai mendidih dan diaduk dengan stirrer
kemudian diautoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C tekanan 1 atm. PDA
dituangkan dalam cawan petri sampai seluruh dasar cawan terendam PDA. Cawan
petri ditutup dan dibungkus dengan plastik wrap dan dapat digunakan setelah

mengeras.

3.4.2 Isolasi Jamur dari Batu bara

Isolasi jamur dari batu bara dilakukan dengan metode pengenceran.
Sepuluh gram batu bara yang ditumbuhi jamur dimasukkan ke dalam erlenmeyer
250 mL berisi 100 mL aquades. Erlenmeyer dishaker selama 30 menit dengan
kecepatan 100 rpm. Satu mililiter bagian yang jernih dipipet ke dalam tabung
reaksi berisi 9 mL aquades. Sampel diencerankan sampai 10%. Sebanyak 100 pL
hasil pengenceran dituangkan kedalam cawan petri. Media PDA suhu 50°C
dituangkan ke dalam cawan petri dan ditutup plastik wrap. Cawan petri diinkubasi

pada suhu ruang selama 3 hari.

3.4.3 Screening Jamur Selulolitik

Screening jamur selulolitik dilakukan dengan cara inokulasi menggunakan
jarum ose pada media PDA-CMC 1%. Setiap koloni jamur digoreskan pada media
PDA-CMC 1% yang terpisah. Cawan petri segera ditutup dengan plastik wrap.

Cawan petri kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 3 hari. Diamati zona
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bening yang terbentuk di sekitar koloni jamur dengan cara ditetesi dengan larutan
congo red 0,1% (0,1 mg/mL) selama 15 menit kemudian dicuci dengan larutan
NaCl 1M. Jamur selulolitik akan menghasilkan zona bening di sekitar koloninya.

Jamur yang memiliki aktifitas selulolitik digunakan dalam analisis selanjutnya.

3.4.4 Screening Jamur Amilolitik

Screening jamur amilolitik dilakukan dengan menginokulasikan jamur
pada media PDA-Strach 1% dengan jarum ose. Cawan petri diinkubasi selama 3
hari pada suhu ruang. Media ditetesi dengan larutan iodin 1% untuk mengamati
zona bening yang terbentuk akibat terdegradasinya amilum oleh enzim amilase

menjadi glukosa.

3.4.5 Pengamatan Morfologi

Pengamatan morfologi dilakukan secara makroskopik dan mikroskopik.
Pengamatan makroskopik dengan pengamatan koloni meliputi pengamatan
bentuk, warna, tekstur, tepian, dan elevasi koloni jamur. Pengamatan mikroskopik
meliputi pengamatan bentuk sel, bentuk hifa atau miselium, bentuk spora, dan ada

tidaknya sekat pada hifa.

3.4.6 Isolasi DNA Metode CTAB/NaCl

Isolasi DNA jamur dilakukan dengan metode CTAB/NaCl. Miselium
jamur sebanyak 250 mg dimasukkan dalam mikrotube 1,5 mL dan ditambahkan
567 L buffer TE dan 33 uL SDS 10% kemudian diinkubasi suhu 37°C selama 1

jam. Sampel ditambahkan 100 uL NaCl 5 M dan 80 pL CTAB-NaCl dan
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diinkubasi kembali pada suhu 65°C selama 10 menit. RNAse ditambahkan
sebanyak 10 pL untuk menghilangkan RNA dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 10 menit. Fenol sebanyak 800 puL ditambahkan dan disentrifugasi dengan
kecepatan 12.000 rpm selama 3 menit untuk mempresipitasi protein. Fasa air
dipisahkan dan ditambahkan P:C (50:50) sebanyak 1:1 dengan sampel dan
disentrifugasi kecepatan 12.000 rpm selama 3 menit. Fasa air dipisahkan dari fasa
organik dan ditambahkan isopropanol dingin sebanyak 0,6x volume sampel dan
50 pL etanol 70% dingin dan disentrifugasi kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit.
Endapan DNA diresuspensi dengan 50 uL bufer TE dan disimpan pada suhu -
72°C. DNA hasil isolasi divisualisasikan dengan elektroforesis gel agarose dan

spektrofotometer Nanodrop untuk mengetahui kemurniannya.

3.4.7 Elektroforesis Gel Agarose

DNA hasil isolasi di elektroforesis gel agarose 1%. Gel agarose dibuat
dengan melarutkan 0,4 gram agarosa dalam 40 ml bufer TAE). Agarosa kemudian
dipanaskan dalam microwave selama 3 menit dan dituangkan ke dalam cetakan
gel dan ditunggu sampai mengeras. Gel agarose dimasukkan dalam alat
elektroforesis. Bak elektroforesis diisi dengan larutan bufer TAE 1x pada sampai
terendam. Sampel DNA dimasukkan 3 pL dan 1 pL loading dye ke dalam
sumuran. Alat elektroforesis dijalankan pada tegangan 65 Volt selama 50 menit.
Gel dikeluarkan dari bak dan divisualisasikan pada UV-transiluminator untuk
mengetahui pita yang terbentuk.

Konsentrasi dan kemurnian DNA hasil isolasi ditentukan dengan

Nanodrop spektrofotometer (ND-1000). Sebanyak 1 uL diteteskan pada alat
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deteksi dan diatur absorbansi pada 260 nm dan 280 nm. DNA dikatakan bebas

dari pengotor jika kemurniannya berada pada rentang nilai 1,8 — 2,0.

3.4.8 Amplifikasi Gen Daerah ITS

Reaksi amplifikasi dilakukan dengan alat PCR dengan pasangan primer
ITS5 sebagai primer maju dan 1TS4 sebagai primer mundur. VVolume total dalam
reaksi PCR adalah 27,1 pL dengan komposisi 1,2 uL DNA templat, masing-
masing 1,2 pL primer ITS5 (5> GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3°) dan
ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°), dan 23,5 puL master mix PCR.

Amplifikasi dimulai dengan tahap denaturasi DNA templat selama 30
detik pada suhu 95°C. Tahap kedua penempelan primer pada DNA templat yang
telah terdenaturasi selama 30 detik pada suhu 55°C. Tahap ketiga pemanjangan
sekuen DNA selama 30 detik pada suhu 72°C. Ketiga tahap ini terjadi sebanyak
30 siklus. Hasil amplifikasi selanjutnya dielektroforesis gel agarose 1% untuk

mengetahui hasil amplifikasi dengan terbentuknya pita tebal pada 500-800 pb.

3.4.9 Sekuensing DNA

Sekuensing DNA dilakukan dengan sequencer machine di First BASE
Laboratory The Gemini Singapore Park melalui PT Genetic Science Indonesia di
Jakarta. Data hasil sekuensing berupa file ABI dan dianalisis bioinformatika

dengan beberapa aplikasi.
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3.4.10 Analisis Bioinformatika

Analisis bioinformatika sekuen DNA hasil sekuensing menggunakan
beberapa aplikasi seperti Blast-N, MEGAG6, dan DNA Baser. DNA Baser
digunakan untuk mengambil daerah basa dengan intensitas tinggi (contig).
Analisis kemiripan sekuen DNA dilakukan dengan Basic Local Alligment Seacrh
Tool for nukleotida (BLAST-n) (Mulyatni dkk., 2011). Aplikasi MEGAG
digunakan untuk mengetahui kedekatannya dengan jamur lain (Choudhary, dkk.,

2011).
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Jamur merupakan satu kingdom tersendiri dalam klasifikasi makhluk
hidup. Spesies jamur di alam diperkirakan berjumlah lebih dari 1,5 juta dan masih
sekitar 5% yang telah diidentifikasi (Mueller dan Schmit, 2007). Pitarini (2014)
mengisolasi jamur dari batubara. Jamur hasil isolasi belum diketahui jenisnya
sehingga perlu diidentifikasi secara fenotip dan genotip. Fokus utama penelitian

ini pada identifikasi secara genotip.

4.1 Isolasi Jamur

Isolasi jamur dilakukan dengan pengenceran sebanyak 1072 untuk
mendapatkan koloni tunggal jamur. Jamur diinokulasi pada media PDA sebagai
sumber nutrisi pertumbuhan jamur dengan metode spread plate. Hasil isolasi
tumbuh 2 koloni jamur dengan warna putih keabu-abuan (isolat A BTBR) dan
krem (isolat K BTBR). Gambar isolat jamur dari batubara ditunjukkan pada

Gambar 4.1.

23



24

Gambar 4.1 Isolat jamur dari batubara (a) isolat A BTBR, dan (b) isolat K BTBR.
4.2 Uji Aktifitas Enzim

Kedua isolat diuji aktifitas enzim selulase dan amilasenya dalam indeks
selulolitik dan amilolitik. Indeks selulolitik dan amilolitik adalah nisbah atau
perbandingan diameter zona bening yang terbentuk dengan diameter koloni
(Meryandini, dkk., 2009; Nurfitriyani dan Handayanto, 2017). Isolat A BTBR dan
isolat K BTBR diuji aktifitas enzim selulolitik pada media PDA+CMC 1% dan

aktifitas enzim amilase pada media PDA+starch 1% (Gambar 4.2).

Gambar 4.2 Uji aktifitas enzim selulase (Al dan K1) dan enzim amilase (A2 dan
K2) pada isolat A BTBR (Al dan A2), dan isolat K BTBR (K1 dan
K2).

Isolat A BTBR dan isolat K BTBR memiliki nilai indeks selulolitik yang

sama sebesar 1,14. Hasil ini menunjukkan bahwa kedua isolat memiliki aktifitas
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enzim selulase yang sama besarnya ditunjukkan dari ukuran zona bening yang
sama. Hasil untuk indeks amilolitik isolat A BTBR sebesar 1,33 dan isolat K
BTBR sebesar 1,0. Hasil uji aktifitas enzim amilase menunjukkan bahwa aktifitas
enzim isolat A BTBR lebih besar dari isolat K BTBR terlihat dari zona bening
yang terbentuk pada isolat A BTBR yang besar dan tidak terlihat zona bening
pada isolat K BTBR. Isolat A BTBR diidentifikasi lebih lanjut karena memiliki

aktifitas enzim yang baik.

4.3 Pengamatan Morfologi Jamur

Pengamatan morfologi jamur meliputi pengamatan terhadap bentuk
koloni, warna koloni dan pengamatan dengan mikroskop. Isolat A merupakan
jamur dengan bentuk koloni bulat, tepian rata, dan permukaan bergelombang.
Bagian atas koloni jamur berwarna putih dan bagian bawah koloni berwarna putih
keabu-abuan. Hasil pengamatan mikroskopik isolat A ditunjukkan pada Gambar

4.3.
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Gambar 4.3 Pengamatan morfologi isolat A BTBR dengan perbesaran 40x.
Hasil pengamatan mikroskopik isolat A BTBR menunjukkan bentuk hifa

dengan ujung bercabang. Hifa jamur bersekat-sekat dengan ujung hifa lebih besar
dari bagian hifa karena terdapat spora. Berdasarkan Gambar 4.3, jamur isolat A
BTBR mirip dengan jamur genus Per......ium pada Gambar 2.1 b (Houbraken,

Vries, dan Samson, 2014).

4.4 1solasi DNA Metode CTAB/NaCl

Isolasi DNA dilakukan dengan 3 kali pengulangan (U1, U2, dan U3).
DNA hasil isolasi dengan kemurnian yang baik akan menghasilkan pita DNA
yang tebal dan tunggal pada bagian atas gel karena ukuran DNA genom yang
besar. Hasil analisis dengan elektroforesis gel agarosa ditunjukkan pada Gambar
4.4. Ketiga sampel hasil isolasi DNA kemurnian yang baik ditunjukkan dengan

pita tebal, tunggal, dan tidak ada smear pada ketiga lajur hasil elektroforesis.

Ul U2 U3

LY

Gambar 4.4 Hasil elektroforesis gel agarose sampel isolasi DNA isolat A BTBR
metode CTAB/NaCl (U1, U2, U2 adalah ulangan 1, ulangan 2, dan
ulangan 3).

Analisis secara kuantitatif dengan Spektrofotometer Nanodrop dilakukan

untuk membandingkan hasil analisis secara kualitatif dengan elektroforesis gel
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agarosa. Kemurnian DNA ketiga sampel berturut-turut adalah 2,05; 2,02; dan 1,97
dengan nilai kemurnian rata-rata 2,01. Konsentrasi ketiga sampel hasil isolasi
DNA berturut turut adalah 287,39 ng/uL, 270,77 ng/uL, 269,53 ng/pL dengan
nilai konsentrasi rata-rata 275,89 ng/pL. Ratio A260/A280 untuk kemurnian DNA

adalah 1,8-2,0 (Surzycki, 2000).

4.5 Amplifikasi Sekuen Daerah ITS

Amplifikasi sekuen daerah ITS menggunakan pasangan primer 1TSS (5°-
GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’) sebagai foward primer dan ITS 4
(5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) sebagai reverse primer. Proses
annealing berjalan pada suhu 55°C selama 30 detik. Proses amplifikasi sangat
bergantung pada suhu annealing yang sesuai (Handoyo dan Rudiretna, 2001).
Suhu optimum annealing untuk pasangan primer ITS5-1TS4 berdasarkan literatur
adalah 55°C (Ristaino, dkk., 1998; Yan-Lin, dkk., 2010).

Sampel hasil amplifikasi dianalisis dengan elektroforesis gel agarosa untuk
mengetahui keberhasilan proses amplifikasi sekuen daerah ITS. Hasil analisis
elektroforesis gel agarosa menunjukkan bahwa sekuen daerah ITS jamur berhasil
diamplifikasi dengan pasangan primer ITS5-1TS4. Hasil visualisasi gel agarosa
ditunjukkan pada Gambar 4.5.

Pita elektroforesis dari sampel dibandingkan dengan pita marker VC
100bp Vivantis untuk mengetahui panjang sekuen yang dihasilkan. Hasil
amplifikasi sekuen daerah ITS dengan pasangan primer ITS5-1TS4 pada jamur

berukuran £650 pb. Konsentrasi produk hasil amplifikasi sebesar 159,28 ng/pL.
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Ukuran sekuen daerah ITS berdasarkan literatur adalah 500-800 pb (Korabecna,

2007; Purnamasari, dkk., 2012; Schoch, dkk., 2012).
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900 bp
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100 bp
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1000 pb

500 pb €

<4
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— 1600 pb

Gambar 4.5 (a) Marker Vivantis VC 100 bp, (b) Visualisasi gel agarosa. M :
marker VC 100 bp, A : produk amplifikasi sekuen ITS isolat A

BTBR.

4.6 Analisis Bioinformatika

Data hasil sekuensing berupa sekuen pada foward primer dan reverse

primer yang terpisah. Kedua sekuen digabungkan menggunakan software DNA

Baser. Sekuen yang telah digabungkan (dicontig) ditunjukkan pada Gambar 4.6.

Sekuen yang telah digabungkan dianalisis dengan BLASTn secara on-line pada

genebank NCBI.

TCGTAACAAG GTTTCCGTAG
TGGGGTCCAA CCTCCCACCC
CGGCCGCCGG GGGGCCACAC
CTGTGTGAAG GGTGCAGTCT
CTCTTGGTTC CGGCATCGAT
AATTCAGTGA ATCATCGAGT
TGCCTGTCCG AGCGTCATTG
CTGGCCTCCC GGGGGACGGG
TATGGGGCTT CGTCACCCGC
CTTCAGGTTG ACCTCGGATC

GTGAACCTGC
GTGTCTATCG
GCCCCCGGGC
GAGTGATTAG
GAAGAACGCA
CTTTGAACGC
CTGCCCCTCA
CCCGAAAGGC
TCCGTAGGCC
AGGTAGGGAT

GGAAGGATCA
TACCTTGTTG
CCGTGCCCGC
CTAAATCGGT
GCGAAATGCG
ACATTGCGCC
AGCCCGGCTT
AGCGGCGGCG
CGGCCGGCGL
ACCCGCTGAA

TTACCGAGTG
CTTCGGCGGG
CGAAGCCCCC
TAAAACTTTC
ATAAGTAATG
CCCTGGTATT
GTGTGTTGGG
CCGCGTCCGG
CCGCCGACGA
CTTAAGCATA

CGGGCCceCTe
CCCGCCGTCC
ATCCTGAACG
AACAACGGAT
TGAATTGCAG
CCGGGGGGCA
CCGTCGTCCC
TCCTCGAGCG
CCAACCCCCT
TC
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Gambar 4.6 Sekuen ITS isolat A BTBR jamur dari batu bara.

Sekuen hasil contig memiliki nanjang 592 pb. Sekuen ITS hasil
sekuensing dianalisis BLASTn secara on-line dengan genebank NCBI. Sekuen
dengan persentase kemiripan tertinggi terhadap sekuen ITS Isolat A BTBR hasil
sekuensing dipilih untuk dianalisis lebih lanjut. Persentase minimum kemiripan
sekuen ITS untuk dapat digolongkan dalam satu spesies adalah 97% (Xu, 2016).

Sekuen-sekuen DNA hasil analisis BLASTn dengan nilai identity yang
tinggi diambil untuk analisis lebih lanjut. Sekuen ITS isolat A BTBR memiliki
identity tertinggi sebesar 94% dengan beberapa spesies dari genus Penicillium.
Sekuen daerah ITS isolat A BTBR dianalisis dengan sekuen lain hasil BLASTn
untuk mengetahui kekerabatan antar jamur menggunakan analisis filogenetik.
Pohon filogenetik dibangun dengan sekuen jamur-jamur lain pada genebank

NCBI. Hasil konstruksi pohon filogenetik ditunjukkan pada Gambar 4.7.
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Panicillium janthinellum KM268707.1
Penicillium janthinellum KM268710.1
Penicillivm janthinellum KM268669.1
Penicillium janthinellum KM268668. 1
Penicillium janthinellum KM26866T.1
Penicillium janthinellum KM268662.1
Penicillium janthinelium KM268642.1
Penicillium simplicissimum HQ607T882.1

Penicillium javanicum U18358.1
Penicillium janthinellum KM268714.1
Penicillium cremeogriseum KUS33446 1
Penicillium ludwigil KY 606537, 1

ITS Sequence lsolat A BTBER
Penicillium sublatertium Jx841245.1
Penicillium omatum MR 138306.1

100 | Penicillium omatum JxB41244. 1

Penicillium chrysogenum KJ527440.1
Chastomium globosum AY429056.1

0.05

Gambar 4.7 Hasil analisis filogenetik sekuen ITS isolat A BTBR dari batu bara.

Hasil analisis pohon filogenetik menunjukkan jarak evolusi genetik yang
berdekatan antara Isolat A BTBR denyw. jamur genus Penicillium sublateritium
JX841245.1. Kedekatan antar kedua spesies ini ditunjukkan dengan posisi Isolat
A BTBR vyang berada pada satu cabang dengan Penicillium sublateritium
JX841245.1. Kemiripan Isolat A BTBR dengan spesies Penicillium sublateritium
JX841245.1 sebesar 94,66%.

Nilai identity terbesar antara isolat A BTBR dengan sekuen lain adalah
dengan Penicillium simplicissimum HQ607882.1 sebesar 95,61% dan dengan
spesies Penicillium janthinellum sebesar 95,12%. Identity yang besar tersebut
tidak membuat isolat A BTBR berkerabat dekat dengan Penicillium
simplicissimum HQ607882.1 dan Penicillium janthinellum karena allignment

menghasilkan gap yang cukup lebar. Gap ini menyebabkan hasil kekerabatan
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isolat A BTBR lebih dekat dengan Penicillium sublateritium JX841245.1
(Lampiran 7).

Kemiripan sekuen Isolat A BTBR dengan genus Penicillium sublateritium
JX841245.1 tidak sampai 100% karena ada beberapa bagian sekuen yang
mengalami insersi, delesi, dan mutasi (Lampiran 7) (Kurtzman dan Piskur, 2005).
Tulsiyan, Sinha, dan Kumar (2017) mengisolasi dan mengidentifikasi jamur dari
batu bara memperoleh 8 genus jamur dan salah satunya adalah spesies Penicillium
chrysogenum. Out group (spesies berbeda) ditambahkan pada analisis filogenetik
sebagai pembanding. Out group akan menunjukkan kekerabatan yang jauh dengan
isolat A BTBR. Identity sekuen isolat A BTBR dengan out group Chaetomium

globosum AY429056.1 sebesar 66,93% (Lampiran 5).

4.7 Kajian DNA dalam Prespektif Al-Quran

Kebenaran Al-Quran sebagai nalam Allah SWT adalah sesuatu yang
mutlak untuk dipercaya. Al-Quran memuat banyak sekali kisah-kisah umat
terdahulu dan informasi tentang ilmu pengetahuan dan kebesaran Allah SWT
dalam setiap penciptaannya. Allah SWT berfirman dalam Quran surah Al-
Fusshilat ayat 53 sebagai berikut.
Jf‘uuﬁqg,u&vjj\& W\Jr@ﬁ;}w\@) duU\LgaL,mﬁJﬂ
Artinya : Kami akan memperlihatkan kepada mereka tanda-tanda (kekuasaan)
Kami di segala wilayah bumi dan pada diri mereka sendiri, hingga jelas bagi

mereka bahwa Al Quran itu adalah benar. Tiadakah cukup bahwa sesungguhnya
Tuhanmu menjadi saksi atas segala sesuatu? (QS Al-Fusshilat : 53).
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Ayat tersebut menjelaskan bahwa kekuasaan Allah SWT itu ada
diseluruh alam. Jamur merupakan salah satu makhluk hidup dengan
keanekaragaman yang sangat banyak. Mueller dan Schmit (2007) memperkirakan
sekitar 1,5 juta lebih jenis jamur yang ada di bumi dengan bentuk dan warna yang
berbeda-beda. Kekuasaan Allah SWT dalam penciptaan makhluk yang

beranekaragam telah disebutkan dalam QS Al-An’am ayat 99.

G so 3 o d s o g0 w0 £ o U2 LN T SO S A
L—""-"-fC;’.U\jjva-"@t”j"b‘;g;“”yubf‘.L”j"b‘;\-‘;w‘wd}"é;"j\ﬁj
co e (7o, x T Ed o T xE o ofo¥ & . . ”i/?,. PRt o & o o oA
59 \.@.:.'.'.&.ﬁ OLA}.S\j d}"‘l)s\j /;)L.C«\ S })L‘") 4:;/\.3 d\).._? \.@.}Ua J.f&):gj\ 28 L?s‘}""‘

- o o8

e - 2 @ oz ~ 7z - 2 s
0505 # U 1SUS o) & ey AT A 1 8 el

-

Artinya : Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami keluarkan
dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari
tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang korma
mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami
keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa.
Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah)
kematangannya. Sesungguhnya pade ing demikian itu ada tanda-tanda
(kekuasaan Allah) bagi orang-orang ya..y Jeriman.

Keanekaragaman jenis jamur dipengaruhi oleh perbedaan urutan DNA
dalam tubuh jamur itu sendiri. DNA yang terdapat dalam tubuh setiap makhluk
merupakan tanda kekuasaan Allah SWT yang terdapat dalam diri mereka sendiri
sebagaimana disebutkan dalam QS Al-Fussilat ayat 53. Hasan dalam tafsir Al-
Qurtubi menjelaskan bahwa Allah SWT dalam menciptakan segala seuatu telah

menentukan ukuran dan kadarnya masing-masing. Pernyataan ini disebutkan

dalam firman Allah SWT pada QS Al-Qamar ayat 49.
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Artinya : sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukurannya
(QS Al-Qamar : 49)

Ukuran dan urutan DNA telah ditentukan dengan sangat teratur oleh
Allah SWT karena perbedaan urutan DNA akan mempengaruhi perbedaan bentuk,
rupa, dan fungsinya. Urutan DNA sangat unik, karenanya perbedaan urutan DNA
dalam setiap jamur dapat dipergunakan untuk mengidentifikasi dan menentuan
jenis suatu jamur. Berdasarkan ayat-ayat yang telah disebutkan dapat disimpulkan
bahwa ada sesuatu dalam tubuh makhluk hidup itu sendiri (DNA) yang berfungsi
sebagai sesuatu yang membedakan (jenis, bentuk, warna, rupa) suatu makhluk
dengan makhluk yang lain. Urutan DNA yang unik dengan banyak sekali
manfaatnya merupakan salah satu bukti kekuasaan Allah SWT dan menunjuk

keluasan ilmu Allah SWT atas seluruh alam semesta ini.
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BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah isolasi jamur dari batu bara
mendapatkan isolat A BTBR yang memiliki kemiripan morfologi dengan genus
Penicillium. Produk amplifikasi sekuen daerah ITS isolat A BTBR berukuran 592
pb. Isolat A BTBR memiliki kekerabatan terdekat dengan spesies Penicillum

sublateritium dengan kemiripan 94,66%.

5.2 Saran
1. Analisis fenotip lebih lanjut (kecepatan tumbuh, fermentasi gula, uji
katalase, hidrolisis protein, dll) perlu dilakukan untuk mengetahui lebih
banyak informasi terkait jamur Isolat A BTBR.
2. ldentifikasi molekuler terhadap sekuen daerah ITS jamur Isolat A BTBR
perlu dilakukan amplifikasi dengan pasangan primer lain untuk

membandingkan hasil amplifikasi dengan pasangan primer ITS5-ITS4.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

‘ Penumbuhan jamur pada batu bara ‘

!

‘ Isolasi jamur dari batu bara ‘

!

‘ Screening jamur selulolitik dan amilolitik ‘

!

‘ Pengamatan morfologi jamur ‘

!

‘ Isolasi DNA jamur metode CTAB/NaCl ‘

|
! }

Elektroforesis gel agarosa [ Amplifikasi gen aerah ITS ]
dan Spektrofotometer
Nanodron
[ Sekuensing ] [ Elektroforesis gel agarose]

|

‘ Analisis bioinformatika ‘
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Lampiran 2. Diagram Alir

1. Preparasi Sampel

Pembuatan media PDA (Potato Dextrose Agar)
[ 3,88 gram PDA

— Dilarutkan dalam 50 mL akuades

— Dipanaskan dengan distirer

— Dituangkan ke dalam botol

— Disterilkan dalam autoclave

— Diangkat dan dituangkan ke dalam cawan petri
— Dibiarkan mengeras

[ Media PDA ]

2. Isolasi Jamur dari Batubara
[0,25 g batu bara ]

— Dimasukkan Erlenmeyer 250 mL berisi 100 mL aquades

— Dishaker selama 30 menit 100 rpm

— Dipipet 1 mL ke dalam tabung reaksi berisi 9 mL aquades

- Dilakukan pengenceran sampai 10°

— Dipipet 100 pL hasil pengenceran ke dalam cawan petri

- Dituangkan media PDA suhu 50°C ke dalam cawan petri dan ditutup plastik
wrap

— Diinkubasi selama 5 hari pada suhu ruang

l Hasil I




42

Screening Jamur Selulolitik

| 1 ose Jamur l

— Digoreskan 1ose jamur pada media PDA+CMC
— Diinkubasi selama 5 hari pada suhu ruang
— Ditetesi Congo red 0,1% dan NaCl 1M

— Diamati zona bening di sekitar koloni

l Hasil l

4. Screening Jamur Amilolitik

| 1 ose Jamur |

— Digoreskan 1ose jamur pada media PDA+Starch 1%

— Diinkubasi selama 5 hari pada suhu ruang
- Ditetesi larutan lodin

— Diamati zona bening di sekitar koloni

l Hasil l

5. Pengamatan Morfologi Jamur

— Diamati secara makroskopik (bentuk koloni, warna, tekstur, tepian, dan

elevasi koloni)
— Diamati secara mikroskopik (bentuk sel, bentuk hifa, bentuk spora, dan ada

tidaknya septat)

| Hasil |




Isolasi DNA Metode CTAB/NaCl
[ 0,25 gr jamur ]
— Ditambah 567 pL buffer TE dan 33 pL SDS 10%
— Diinkubasi suhu 37°C selama 1 jam
— Ditambah 100 pL NaCl 5M dan 80 L CTAB/NaCl
- Diinkubasi suhu 65°C selama 10 menit
— Ditambah 10 pL RNAse

- Diinkubasi suhu 37°C selama 10 menit
- Ditambahkan 800 uL klorofom

- Disentrifugasi kecepatan 12000 rpm selama 1 menit

L Dimasukkan mikrotube baru

— Ditambah fenol:kloroform (25:25) sebanyak volume sampel

— Disentrifugasi kecepatan 12000 rpm selama 5 menit

Fasaair_|

— Dimasukkan mikrotube baru

— Ditambah (0,6 x sampel) isopropanol dingin dan 50 pL etanol 70% dingin
— Disentifugasi kecepatan 12000 rpm selama 5 menit

— Dikeringkan pelet

— Ditambah bufer TE

| Hasil |




Elektroforesis Gel Agarosa

[0,35 gramAgarosa

— Dilarutkan dalam 35 mL bufer TAE

— Dimasukkan dalam microwave selama 3 menit

— Dituang ke dalam tray dan ditambah 1 L larutan EtBr
— Dipasang well-forming combs

— Dibiarkan 30 menit hingga gel mengeras

— Dilepas well-forming combs

[Ge

| agarosa 1% ]

— Direndam dalam larutan bufer TAE
— Dimasukkan 3 pL sampel ke dalam sumur dan 1 pL loading dye buffer
— Dihubungkan dengan arus listrik

— Dijalankan selama 60 menit dengan tegangan 65 Volt

— Diletakkan gel pada UV transiluminator

|Hasi||

8. Amplifikasi Gen Daerah ITS dengan PCR

12

pL Sampel DNA ]

— Dipipet kedalam tube PCR berisi 23,5 pL master mix PCR
— Ditambahkan 1,2 pL foward primer

— Ditambahkan 1,2 L revesre primer

— Divorteks

— Dipasang dalam instrument PCR

— Diseting alat sesuai suhu dan durasi proses amplifikasi

— Dikeluarkan tube dari alat

— Dianalisi elektroforesis gel agarosa

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan Bahan

1. Pembuatan Media

a. Media PDA+CMC 1%
Media PDA 3,8 gram dan 1 gram CMC dilarutkan dalam 100 mL aqudes.
Media PDA+CMC 1% dipanaskan sampai mendidih dengan distirer.
Dituangkan ke dalam botol dan ditutup rapat kemudian disterilisasi dengan
autoklaf suhu 121°C, 1 atm, selama 1,5 jam.

b. Media PDA+Starch 1%
Media PDA 3,8 gram dan 1 gram CMC dilarutkan dalam 100 mL aqudes.
Media PDA+Starch 1% dipanaskan sampai mendidih dengan distirer.
Dituangkan ke dalam botol dan ditutup rapat kemudian disterilisasi dengan

autoklaf suhu 121°C, 1 atm, selama 1,5 jam.

2. Pembuatan NaCl 5 M

M = mol/V (L)

Mol =M x V (L)

Mol = Massa (gram)/Mr

mol =5Mx 0,01L
= 0,05 mol

0,05 mol = massa (gr) /58,44 gr/mol

Massa = 0,05 mol x 58,44 gr/mol
=2,922 gr

Pembuatam NaCl 5M dengan menimbang NaCl sebanyak 2,922 gram.
Dilarutkan dalam 10 mL aquades. Dimasukan dalam labu ukur 10 mL dan

ditandabataskan kemudian dihomogenkan.

3. Pembuatan Bufer TE (Tris-EDTA)
e 10mM Tris-ClpH 7,5
e 1mMEDTAPpPHS,0
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1000 mM Tris-Cl 500 mM EDTA
(Tris(hydroxymethyl)aminomethane)  (Diaminoethane tetraacetic acid)
60,57 g dalam 500 mL ddH,O 14, 612 gram dalam 100 mL ddH,0
pH 7,5 (dengan penambahan HCI) pH 8,0 (dengan penambahan NaOH)

Bufer TE dibuat dari larutan stok Tris-Cl 1000 mM (pH 7,5) dan larutan stok
EDTA 500 mM (pH 8,0). Sebanyak 0,02 mL Tris-Cl 1000 mM dan 0,004 mL
EDTA 500 mM diencerkan sampai 2 mL dengan ddH-O.

. Pembuatan SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) 10%
Larutan dibuat dengan melarutkan 0,5 gram SDS dalam 5 mL aquades.
Pembuatan SDS dilakukan pada suhu 65°C dikarenakan SDS tidak mudah larut

dalam air dingin.

. Pembuatan Bufer TAE 1X

Pembuatan stok bufer TAE 50X dengan mencampurkan 24,2 gram Tris-base,
5,7 mL Asam Asetat Glasial, 1,46 gram EDTA. Semua bahan dilarutkan dalam
aquades hingga volume mencapai 100 mL. Ditandabataskan menggunakan
labu ukur 100 mL. Bufer TAE 1X dibuat dengan memipet 10 mL Bufer TAE
50X dan diencerkan hingga 500 mL.

. Pembuatan Gel Agarosa 1%

Pembuatan gel agarosa 1% dengan melarutkan 0,35 gram Agarosa dalam 35
mL Bufer TAE 1X. Larutan dipanaskan dengan menggunakan microwave
dengan power 40 W selama 1 menit. Pemanasan diulangi dua kali hingga
agarosa larut dan kemudian dituang dalam cetakan dan ditambahkan 1 pL

larutan EtBr.
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Konsentrasi awal Volume (uL) Konsentrasi akhir
10x Vi Buffer A 5,0 1x
2 mM dNTP mix 2,0 0,08 mM
50 mM MgCl, 15 1,5mM
5 U/uL Taq Polimerase 0,4 2 U/ L
Nuclease free water 38,1 -
Total 47,0 -
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Lampiran 4. Data Pengamatan

Data Indeks Selulolitik dan Amilolitik Isolat A dan Isolat K

A. Indeks Selulolitik

Isolat Diameter Koloni  Diameter Zona Bening Indeks Selulolitik
(mm) (mm)
A 14 16 1,14
K 7 8 1,14

B. Indeks Amilolitik

Isolat Diameter Koloni  Diameter Zona Bening Indeks Amilolitik
(mm) (mm)
A 30 40 1,33
K 16 16 1,0

C. Data Nanodrop sampel DNA hasil Isolasi Metode CTAB/NaCl

Ulangan  A260 nm A280 nm A260/A280 Konsentrasi
(ng/uL)
Ul 5,75 2,81 2,05 287,39
u2 5,42 2,68 2,02 270,77

U3 080 2,74 1,97 269,53
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Lampiran 5. Data Pairwise Distance

Sekuen Pairwise Distance Identity

ITS_Sequence_lsolat A_BTBR
Penicillium_simplicissimum_HQ607882.1 0,044 95.61078
Penicillium_ornatum_JX841244.1 80,041 93,69153
Penicillium_sublateritium_JX841245.1 105580, 01 Mg, 049 94,66146
Penicillium_chrysogenum_KJ527440.1 CIDIORNCT N0, 055 0,063 9245778
0,049 0,004 0,041 0,041 0,046 95,12768

Penicillium_janthinellum_KM268642.1
Penicillium_janthinellum_KM268662.1
Penicillium_janthinellum_KM268667.1
Penicillium_janthinellum_KM268668.1
Penicillium_janthinellum_KM268669.1
Penicillium_janthinellum_KM268707.1
Penicillium_janthinellum_KM268710.1
Penicillium_janthinellum_KM268714.1
Penicillium_cremeogriseum_KU933446.1
Penicillium_ludwigii_KY606537.1
Penicillium_ornatum_NR_138306.1
Penicillium_javanicum_U18358.1
Chaetomium_globosum_AY429056.1

0,049 0,004 0,041 0,041 0,046 0,000 9512768
0,049 0,004 0,041 0,041 0,046 0,000 9512768
0,049 0,004 0,041 0,041 0,046 0,000 9512768
0,049 0,004 0,041 0,041 0,046 0,000 9512768
0,049 0,004 0,041 0,041 0,046 0,000 9512768
0,049 0,004 0,041 0,041 0,046 0,000 9512768
0,046 0,011 0,049 0,044 0,053 0,016 953641
0,044 0,009 0,046 0,041 0,051 0,014 955997
0,046 0,011 0,049 0,044 0,053 0,016 9535757
0,063 0,041 0,000 0,049 0,063 0,041 9369153
0,049 0,009 0,041 0,046 0,044 0,014 9513779
0331 0323 0309 0316 0,312 0,319 66,93556
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Lampiran 6. Kromatogram Sekuensing

Mlatrin: nfa

Diirectson: Mative

LanefCaps: 4

Sipnal Strengihs: A = 1544, C = 2624, G = 1884_ T = 1630

I_ITS_3

ame: 3062976_Sampe
KB_3730_POPT_BDTv3.mob
Spacing: 150727

Comment: nfa

Mohility:

Sample N

0
I

i

iTa

1o

k-

100
[NERRRIN]
BAAGAACE

il
COAT

460

3o

oo o

30

CCCGOCTTGTEGTGTTEGECCGTCETCCCCTGOGCCTCCCOGEOE0 ACGOOCCCOAAAGGCAGCOGCAGCEGCCACAT

0 A A
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= 1264

=1661,T

2324, G

Signal Strengths: A= 1771, C

Sample Name: 3062975_Sampel ITS4

Lane/Cap#: &

KB_3730_POP7_BDTv3.mob

Mobility:

Matrix: nfa
Direction: Mative

n/a

Spacing: 14.9875

Comment:

140

120

110

100

210

350

340

330

320

]

410

oo,

510

490

470

480

560

550

530




Lampiran 7. Allignment Sekuen Isolat A BTBR

ITS Sequen
HQ607882.1
JX841244.1

KJ527440.1
KM268642.1
KM268662.1
KM268667.1
KM268668 .1
KM268669.1
KM268707.1
KM268710.1
KM268714.1
KU933446.1
KY606537.1
NR_138306.
U18358.1 P
AY429056.1

ITS Sequen
HQ607882.1
JX841244

52

—————————————————————————————————— GTGAGG
JX841245.1 CACCGCCCGT CGCTACTACC GATTGAATGG CTCAGTGAGG CCTTCGGACT

CCTTCGGACT

.1 GGC-TCAGGA GGGTTGGCAA CGACCCTCCA GAGCCGGAAA GTTGGTCAAA

JX841245.1 GGCCTCAGGA GGGTTGGCAA CGACCCCCCC GAGCCGGAA- GTTGGTCAAA

KJ527440.1
KM268642.1
KM268662.1
KM268667.1
KM268668.1
KM268669.1
KM268707.1
KM268710.1
KM268714.1
KU933446.1
KY606537.1

NR 138306. GGC-TCAGGA GGGTTGGCAA

U18358.1 P
AY429056.1

ITS Sequen
HQ607882.1
JX841244

—-GGAAGT

.1 CTCGGTCATT TAGAGGAAGT

JX841245.1 CTCGGTCATT TAGAGGAAGT

KJ527440.1
KM268642.1
KM268662.1
KM268667.1
KM268668.1
KM268669.1
KM268707.1
KM268710.1
KM268714.1
KU933446.1
KY606537.1

TGGAAGT
TTGAAGT
—-GGAAGT
TGGAAGT

NR_138306. CTCGGTCATT TAGAGGAAGT

U18358.1 P

AAAAG--TCG
AAAAG--TCG
AAAAG--TCG

AAAAAA-TCG
AAAAAAATCG
AAAAAG-TCG
AAAAAAGTCG

AAAAG--TCG
AAAAG--TCG

TAACAAGGTT
TAACAAGGTT
TAACAAGGTT
TAACAAGGTT

TAACAAGGTT
TAACAAGGTT
TAACAAGGTT
TAACAAGGTT
TAACAAGGTT
TAACAAGGTT
TAACAAGGTT
TAACAAGGTT

TAACAAGGTT
TAACAAGGTG

TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T
TCCGTAGGGT
TCCGTAGG-T
TCCGTAGG-T



AY429056.1

ITS Sequen
HQ607882.
JX841244.
JX841245.
KJ527440.
KM268642.
KM268662.
KM268667 .
KM268668.
KM268669.
KM268707.
KM268710.
KM268714.
KU933446.
KY606537.
NR_138306.
Ul18358.1 P
AY429056.1

FRRRBRRERRERRPRRPRRBRBEBRBERR

ITS Sequen
HQ607882.
JX841244.
JX841245.
KJ527440.
KM268642.
KM268662.
KM268667 .
KM268668.
KM268669.
KM268707.
KM268710.
KM268714.
KU933446.
KY606537.
NR_138306.
Ul18358.1 P
AY429056.1

HFRRRPRRERRBRRERRRPRBRBRBERER

ITS Sequen
HQ607882.
Jx841244.
JX841245.
KJ527440.
KM268642.
KM268662.
KM268667.
KM268668.
KM268669.
KM268707.
KM268710.
KM268714.
KU933446.
KY606537.
NR_138306.
Ul8358.1 P

HRRRPRRERHERERRPRRPRRBERRBRRR

GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG
GAACCTGCGG

TCCCACCCGT
THCCCACICCIENN
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
TCCCACCCGT
HECCACEEEHR
TCCCACCCGT
CATTGTGAAC

-CGGCCGCCG
-CGGCCGCCG
-TGGCCGCCG
-TGGCCGCCG
CTGGCCGCCG
—-CGGCCGCCG
-CGGCCGCCG
-CGGCCGCCG
—-CGGCCGCCG
—-CGGCCGCCG
—-CGGCCGCCG
-CGGCCGCCG
-TGGCCGCCG
-TGGCCGCCG
-TGGCCGCCG
-TGGCCGCCG
-TGGCCGCCG

AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AAGGATCATT
AGGGATCATT

GTCTATCGTA
GTTTATCGTA
GTCTATCGTA
GTCTACCGTA
GTTTATTTTA
GTTTATCGTA
GTTTATCGTA
GTTTATCGTA
GTTTATCGTA
GTTTATCGTA
GTTTATCGTA
GTTTATCGTA
GTTTATCATA
GTTTATCATA
GTTTATCATA
GTCTATCGTA
GTTTATCGTA
GTTACCTAAA

GGGGGCCACA
GGGGGC-ACC
GGGGGC-CTC
GGGGGC-GTT
GGGGGC-TTA
GGGGGC-ATC
GGGGGC-ATC
GGGGGC-ATC
GGGGGC-ATC
GGGGGC-ATC
GGGGGC-ATC
GGGGGC-ATC
GGGGGC-ACC
GGGGGC-ACC
GGGGGC-ACC
GGGGGC-CTC
GGGGGC-ACC

CGCGAATTCA

ACCGAGTGCG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGCG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGAG
ACCGAGTGCG
ACCGAGTGAG
ACAGAGTTGC

CCTTGTTGCT
CCTTGTTGCT
CCTTGTTGCT
CCGTGTTGCT
CCTTGTTGCT
CCTTGTTGCT
CCTTGTTGCT
CCTTGTTGCT
CCTTGTTGCT
CCTTGTTGCT
CCTTGTTGCT
CCTTGTTGCT
CCTAGTTGCT
CCTAGTTGCT
CCTAGTTGCT
CCTTGTTGCT
CEILGNIGETR
CC==EnEc

CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG
CGCCCCCGGG

CTA-GTGATT

GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
GGCCC
AAAAC

TCTG
CT--
CT--
CC——
CT—--
CT--
CT--
CT--
CT—--

TCGGCGGGC-
TCGGCGGGC-
TCGGCGGGC-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGC-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGC-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGC—-
TCGGCGGGCG

CCCGTGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
CCCGCGCCCG
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TCCGTAGG-T

GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC
GGGTCCAACC

—-CCGCCGTCC
—-CCGCC-TCA
—-CCGCCTGC-
—-CCGCCGTC-
—-CCGCCTTAA
-CCGCCGTTC
-CCGCCGTTC
—CCGCCGTTC
—-CCGCCGTTC
-CCGCCGTTC
-CCGCCGTTC
—-CCGCCGTTC
—-CCGCCGTCA
—CCGCCGTCA
—-CCGCCGTCA
-CCGCCTGC-
—-CCGCCGTCA
GCCCCGGGGT

CCGAAGCCCC
CCGAAGACAC
CCGAAGACAC
CCGAAGACCC
CCGAAGACAC
CCGAAGACAC
CCGAAGACAC
CCGAAGACAC
CCGAAGACAC
CCGAAGACAC
CCGAAGACAC
CCGAAGACAC
CCGAAGCCCC
CCGAAGCCCC
CCGAAGCCCC
CCGAAGACAC
CCGAAGACAC
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TTACCCCCCG

CATCCTGAAC
CAT--TGAAC
CGC--CGAAC
CCTG-TGAAC
CCT--CGAAC
CAT--TGAAC
CAT--TGAAC
CAT--TGAAC
CAT--TGAAC
CAT--TGAAC
CAT--TGAAC
CAT--TGAAC
CCC--TGAAC
CCCEgTGRAAC
CC-ggTGAAC
CGC--CGAAC
CAT--TGAAC
C—=ggCARAC

TCGGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TTAGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TTATTTAAAA
TCAGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TTAGTTAAAA
TCAGTTAAAA
TAAGTCAAAA

ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA
ACGCAGCGAA

GGCGCCCCTG

GCTGTGTGAA
GCTGTCTGAA
TCTGTCTGAA
GCTGTCTGAA
TCTGTCTGAA
GCTGTCTGAA
GCTGTCTGAA
GCTGTCTGAA
GCTGTCTGAA
GCTGTCTGAA
GCTGTCTGAA
GCTGTCTGAA
GCTGTCTGAA
GCTGTCTGAA
GCTGTCTGAA
TCTGTCTGAA
TCTGTCTGAA
TCTTGATAAT

CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA
CTTTCAACAA

ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAC
ATGCGATACG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG
ATGCGATAAG

GGCCCCACCG

TG--CAG
TG--CAG
TG--CAG
TG--CAG
TG--TAG
TG--CAG
TG--CAG
TG--CAG
TG--CAG
TG--CAG
TG--CAG
HE=—=CAE
E==C1IE
TG--CAG
LE==CAE
TG--CAG
TG--CAG
TGGCCTC

=HONONONONINNNONINOINONINOINONONONNNO)

CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT
CGGATCTCTT

TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT
TAATGTGAAT

CGGGCGCCCG

TCTGAGT--G
TCTGAGCA-G
TCTGAGCG-A
TCTGAGCG-A
TCTGAGT--G
TCTGAGC--G
TCTGAGC--G
TCTGAGC--G
TCTGAGC--G
TCTGAGC--G
TCTGAGC--G
TCTGAGC--G
TCTGAGC--G
TCTGAGC--G
TCTGAGC--G
TCTGAGCG-A
TCTGAGT--G
TCTGAGTCTT

GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCCGGCA
GGTTCTGGCA

TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCA-AATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
TGCAGAATTC
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CCGGAGGTCA

ATTAGCTAAA
ATTAGCTAAA
TT-TACGAAA
AAACGCATAA
AAAATATAAA
ATTAGCTAAA
ATTAGCTAAA
ATTAGCTAAA
ATTAGCTAAA
ATTAGCTAAA
ATTAGCTAAA
ATTAGCTAAA
ATTAGCTAAA
ATTAGCTAAA
ATTAGCTAAA
TT-TACGAAA
ATTAGCTAAA
CTGTACTGAA

TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA
TCGATGAAGA

AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
AGTGAATCAT
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ACGCAGCGAA

CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAGTCTTTG
CGAATCTTTG

GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTCCGAGCGT
GTTCGAGCGT

CGTCCCCTGG
CGCCCCCCGA
CGTCCCCT--
CGTCCCCCGG
-GTCCTCCGA
—-GCCCCCCGG
—-GCCCCCCGG
—-GCCCCCCGG
—-GCCCCCCGG
—-GCCCCCCGG
—-GCCCCCCGG
—-GCCCCCCGG
CGCCCCCCGG
CGCCCCCCGG
CGCCCCCCGG
CGTCCCCT--
CGCCCCCCGG

ATGCGATAAG

AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT
AACGCACATT

CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTGCTGCC
CATTTCAACC

CCTCCCGGGG
C-T-CCGGGG
C-TCCCGGGG
C-TCCCGGGG
—--TCCCGGGG
C-TACCGGGG
C-TACCGGGG
C-TACCGGGG
C-TACCGGGG
C-TACCGGGG
C-TACCGGGG
C-TACCGGGG
C-TCCCGGGG
C-TCCCGGGG
C-TCCCGGGG
C-TCCCGGGG
—--TCCCGGGG

TAATGTGAAT

GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCCCTG
GCGCCCGCCA

CCTCAAGCCC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCCC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
C-TCAAGCAC
A-TCAAGCCC

GACGGGCCCG
GGCGGGCCCG
GACGGGCCCG
GACGGGCCCG
GACGGGCCCG
GGCGGGCCCG
GGCGGGCCCG
GGCGGGCCCG
GGCGGGCCCG
GGCGGGCCCG
GGCGGGCCCG
GGCGGGCCCG
GGCGGGCCCG
GGCGGGCCCG
GGCGGGCCCG
GACGGGCCCG
GGCGGGCCCG

TGCAGAATTC

GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCCGGG
GTATTCTGGC

G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
G-GCTTGTGT
CCGGGCTTGT

AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
AAAGGCAGCG
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AGTGAATCAT

GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT
GGGCATGCCT

GTTGGGCCGT
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCGC
GTTGGGCCGC
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCCC
GTTGGGCCGC
GTTGGGCCCC
GTTGGG———-—

GCGGCGCCGL
GCGGCACCGC
GCGGCACCGA
GCGGCACCGC
GCGGCACCGC
GCGGCACCGC
GCGGCACCGC
GCGGCACCGC
GCGGCACCGC
GCGGCACCGC
GCGGCACCGC
GCGGCACCGC
GCGGCACCGC
GCGGCACCGC
GCGGCACCGC
GCGGCACCGA
GCGGCACCGC
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—-GACCTGCGG

GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
GTCCGGTCCT
TGTCA--CAC

CCGG-CGCCC
CCGG-CGCCC
CCGGTCGCCT
CCGGTCGCCC

C-TGCCGCAG

CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTATG
CGAGCGTAGT

GCCGACGACC
GCCGGCGACC
GCCGACGACC
GCCGACACTC

GCC----CTG

GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTTG--
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
GGGCTTCGTC
AGCATATATC

AACCCCESSE
CCCCTCRAATC
AATCTTE=CC
CACCT-E===

CCGG-CGCCCe
CCGG-CGCCC
CCGG-CGCCC
CCGG-CGCCC
CCGG-CGCCCe
CCGG-CGCCC
CCGG-CGCCC
CCGG-CGCCC
CCGG-CGCCC
CCGG-CGCCC
CCGGTCGCCT
CCGG-CGCCC
CGGG-TTCCG

TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG

GCCGGCGACC
GCCGGCGACC
GCCGGCGACC
GCCGGCGACC
GCCGGCGACC
GCCGGCGACC
GCCGGCGACC
GCCGGCGACC
GCCGGCGACC
GCCGGCGACC
GCCGACGACC
GCCGGCGACT
GCCGTTAAAC

ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG

CCCCTCrune
CCCCTCrua.
CCCCTCAATC
CCCCTCAATC
CCCCTCrun.
CCCCTCru.
CCCCTCAATC
CCCCTCAATC
CCCCTCAATC
CCCCTCAATC
AATCTTE=CC
CCCATCAATC
CACCT TS5

AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA

TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG
TCAGGTAGGG

ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG
ATACCCGCTG

AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA
AACTTAAGCA

AAAAGCAGTG

ACCCGCTCC-
ACCCGCTCC-
ACCCGCTCC-
ACCCGCTCCT
ACCCGCTCT-
ACCCGCTCT-
ACCCGCTCT-
ACCCGCTCT-
ACCCGCTCT-
ACCCGCTCT-
ACCCGCTCT-
ACCCGCTCT-
ACCCGCTCT-
ACCCECICE=
ACCCECICC=
ACCCTECICII=
==ICECHCIr=

CTCTTCAGGT
TTTC-CAGGT
TTCTCCAGGT
CTCTCCAGGT
TTTCTCAGGT
TTTCTCAGGT
TTTCTCAGGT
TTTCTCAGGT
TTTCTCAGGT
TTTCTCAGGT
TTTCTCAGGT
TTTCTCAGGT
TTTCTCAGGT
TTTCTCAGGT
TTCTCCAGGT
TTTC-CAGGT
AACCCAAGGT

TATCAATAAG
TATCAATAAG
TATCAATAAG
TATCAATAAG
TATCAATA--
TATCAATA--
TATCAATAAG
TATCAAAAAG
TATCAATAAG
TATCAATAAG
TATCAATAAG
TATCAATAA-
TATCAA----
TATCAATAAG
TATCAATAAG
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GCGGGCTCGC

GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GCAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GTAGGCCCGG
GGGCGTGCTG

TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA
TGACCTCGGA

CGGAGGA---
CGGAGGAAAA
CGGAGGAAAA

CCGGAGGA-—
CCGGAGGAA
CGGAGGA---
GCGGAGGAA
CGGAGGAA--
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KM268707 .1 —————————— ———— e
KM268710.1 —————————— — e e
KM268714.1 —————————— — e e e
KU933446.1 —————————— — e e e
KY606537 .1 ———\——————— ————
NR 138306. —————————= —————————— —————— e A
Ul8358.1 P ————————— = — e o e
AY429056.1 ———————— - m e e

ITS Sequen —————————— —— e o
HQ607882.1 —————————— ——m— e e
JX841244.1 GCTTCGGGAG CGGCCCCCAT CTAAGTGCCC TGGAACGGGC CGTCATAGAG
JX841245.1 GCTTCGGGAG CGGCCCCCAT CTAAGTGCCC TGGAACGGGC CGTCATAGAG
KJ527440.1 —————— e m e e e
KM268642.1 ———————— e m e e e
KM268662.1 ————————— = — e e
KM268667.1 ———————— = e e
KM268668.1 ———————— = — e e e
KM268669.1 —————————— — e e
KM268707.1 —————— e e m e e e
KM268710.1 —————————— ——mm e e
KM268714.1 —————————— ———m e e
KU933446.1 —————————— ——— e m e e
KY606537.1 —————————— — e e e
NR 138306. ——————-——= ———————m— = — o oo
Ul8358.1 P —————————— — e
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AY429056.1 —————————— ——m e -

ITS SeqUeN ——————— - — o e -
HQB07882.1 ————— e e e e
JX841244 .1 GGTGAGAATC CCommm———m mmm
JX841245.1 GGTGAGAATC CCGTCTGGGA TGGGGTGCCC GCGCCCGTGT GAAGCTCCTT
KJ527440.1 —-————————— e e -

KM268642.]1 —-————————— e e e
KM268662.]1 —————————— —— e e
KM268667.1 —————————— —— e e
KM268668.1 - ————————— —— e e e
KM268669.1 - —\———————— —— e e e
KM268707.1 ——————————= — e e e
KM268710.1 —————————= — e e e
KM 2 68 717 1= s e e e R e e T, % ————————
KU933446.1 - ————————— —— e e e
KY606537.1 —-—————————= — e e e e
NR 138306, ——————=———= ———————— = ——mm oo o
Ul8358.1 P —~—————————= — e e e e
AY429056.1 —————————— e e
ITS Sequen - —-———————-— -
HQ607882.1 - —\———————- -
JX841244.1 - —\———----- -
JX841245.1 CGACGAGTCG A
KJ527440.1 -————————- -
KM268642.1 —————————- -
KM268662.1 —————————- -
KM268667.1 -—————--——- -
KM268668.1 -—————---——- -
KM268669.1 —————————- -
KM268707.1 —————————- -
KM268710.1 -—————--——- -
KM268714.1 - ————————- -
KU933446.1 ~—————-——- -
KY606537.1 - —\———————- -
NR 138306. -—————-——-—- -
Ul8358.1 P —————————- -
AY429056.1 ——\———————- -
Keterangan : - : mutasi

Kuning : insersi

Biru : delesi

Hijau T gap



