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ISOLASI GEN KITINASE DARI TRICHODERMA HARZIANUM
DALAM RANGKA PENGEMBANGAN KELAPA SAWIT TAHAN
GANODERMA

Condro Utomo, A. Razak Purba, Endang Nurhayatil,
Retno D. Setiowati dan Nancy D. Haro

ABSTRAK

Sepasang primer yang dirancang dari daerah homolog gen kitinase dari 4 species
Trichoderma yang didepositkan di GenBank digunakan untuk mengaplifikasi gen
kitinase yang berasal dari Trichoderma harzianum PPKS. Sebagai primer forward
dapat didesain sebagai Ktn 1F (5 TCACTCATGTCATCTACTC 3) dan sebagai primer
reverse adalah Ktn 2R (5 AAAGAGATGAGCTCCTT 3). Hasil amplifikasi
Polymerase chain reaction (PCR) menghasilkan pita DNA tunggal yang berukuran
1000 bp untuk Trichoderma harzianum PPKS. Hasil sekuensing dan konfirmasi di
GenBank menunjukkan bahwa produk PCR yang disekuen mempunyai homologi
sebesar 97 % dengan gen kitinase dari T. reesei yang telah didepositkan di GenBank.
“Multiple sequence alignment” digunakan untuk mengkonstruksi pohon phylogenetik
dan ternyata T. harzianum PPKS menunjukkan mengelompok (Cluster) dengan T.
reesei dan tidak mengelompok dengan T. harzianum yang didepositkan di GenBank

Kata kunci: Trichoderma harzianum, gen kitinase, PCR dan rancangan primer

ABSTRACT

A primer pair designed from the conserved sequences of the four chitinase genes
of Trichoderma deposited in GenBank was used to amplify a partial chitinase gene of
Trichoderma har=ianum PPKS. As forward primer was designed as Kin 1F (5
TCACTC ATGTCATCTACTC 3) and reverse primer was designed as Ktn 2R (5
AAAGAGATGA GCTCCTT 3). Polymerase chain reaction (PCR) by using these
primers amplified a single PCR product of about 1000 bp for Trichoderma harzianum
PPKS. Sequencing and confirmation to the GenBank indicated that PCR product was
identified as chitinase gene with the homology to T. reesei chitinase gene was 97 %.
Multiple sequence alignment was used to infer a phylogenetic tree and the generated
tree showed that T. harzianum PPKS clustered to the T. reesei and it did not cluster to
the T. harzianum deposited in GenBank.

Keywords: Trichoderma harzianum, chitinase gen, PCR and primer design

! Institut Pertanian Bogor

33
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PENDAHULUAN

Penyakit busuk pangkal batang
(BPB) yang disebabkan oleh jamur
Ganoderma merupakan kendala utama
dalam budidaya kelapa sawit di Asia
Tenggara dimana penyakit ini menyerang
sistem perakaran dan gejala penyakit
yang ditimbulkannya hanya terlihat pada
akhir infeksi sehingga tanaman yang
sakit tidak mungkin lagi dapat
diselamatkan. Kerugian serius terjadi
pada generasi pertanaman lanjut seperti
pada generasi pertanaman ketiga, dimana
kematian tanaman akibat serangan
penyakit ini dapat mencapai 60 % (20,
23) dan akan kurang berarti pada
generasi pertanaman awal. Berbagai
usaha untuk mengendalikan penyakit ini
telah  banyak dilakukan termasuk
pengendalian  secara  kultur teknis,
mekanik dan kimiawi, namun sejauh ini
hasilnya kurang memuaskan. Idealnya
pengendalian penyakit ini adalah melalui
program pemuliaan tanaman dengan
menemukan gen-gen yang tahan terhadap
Ganoderma baik yang berasal dari inter
atau intraspecies, namun demikian
hingga saat ini tanaman yang dimaksud
belum pernah ada. Untuk memecahkan
persoalan dalam rangka mendapatkan
bahan tanaman kelapa sawit yang tahan
Ganoderma diperlukan pendekatan baru.
Salah satu upaya yang dapat dilakukan
adalah dengan mengembangkan
tanaman transgenik kelapa sawit tahan
Ganoderma.

Salah satu kemungkinan sistem
pertahanan tanaman terhadap serangan
patogen jamur adalah yang berhubungan
dengan enzim penghancur dinding sel
atau yang dikenal dengan enzim kitinase

(21). Secara alami di dalam genom
tanaman terdapat gen pengkode kitinase
tetapi ekspresi gen untuk menghasilkan
enzim ini di dalam tanaman kurang
efektif atau bila terekspresi
konsentrasinya relatif rendah. Berbagai
kemungkinan enzim Kkitinase yang
dihasilkan tanaman kurang efektif
sebagai alat pertahanan diri terhadap
serangan patogen jamur, antara lain 1)
kitinase tanaman hanya efektif untuk
ujung hifa vang relatif lebih lunak dan
tidak mampu penghancurkan kitin yang
lebih keras. 2) aktifitas sebagai zat anti
jamur secara alamiah lemah, 3) hanya
mampu  menghambat  perkembangan
jamur-jamut tertentu,  4) tidak
mempunyai efek terhadap beberapa
patogen jamur penting (7.14).

Upaya untuk mengatasi ketidak-
efektifan gen kitinase pada tanaman
untuk menghasilkan zat anti jamur dapat
dilakukan dengan transfer gen Kkitinase
yang berasal dari jamur pengendali
biologis seperti Trichoderma. Gen jamur
pengkode enzim kitinase tersebut dapat
menghasilkan enzim yang aktivitasnya
setara dengan daya racun fungisida
kimiawi (8. 10, 11, 12). Penelitian lebih
lanjut menunjukkan bahwa tak satupun
dinding kitin hifa jamur patogen tahan
terhadap enzim kitinase yang berasal dari
jamur  Trichoderma  (9,10,11). Gen
kitinase dari 7.  harzianum  telah
ditransfer ke beberapa tanaman untuk
menginduksi resistensi tanaman terhadap
jamur patogen, gen yang ditransfer dapat
berfungsi dengan baik di dalam genom
tanaman dan tanaman dapat beregenerasi
tanpa hambatan. Tanaman transgenik
yang disisipi gen kitinase terbukti tahan
terhadap serangan patogen jamur adalah
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tembakau dan kentang (13), brokoli (16),
apel (3). kanola (5), ketimun (22), wortel
(13). kacang tanah (16), sorgum (24) dan
padi (4). Dengan demikian gen kitinase
T. harzianum mempunyai potensi untuk
diekspresikan di dalam genom kelapa
sawit untuk memberikan ketahanan
terhadap Ganoderma.

Penelitian ini  bertujuan untuk
mendesain  pasangan primer dalam
rangka untuk mengisolasi gen kitinase
dari T harzianum yang akan digunakan
dalam pengembangan tanaman trans-
genik kelapa sawit tahan Ganoderma.

BAHAN DAN METODA

Ekstraksi DNA T. harzianum

DNA genomik dari T. harzianum
diekstraksi berdasarkan metoda Orozco-
Castillo dkk. (17) dengan modifikasi

penambahan polivinilpolipirolidon
(PVPP) sebanyak 0,1 gr dan
merkaptoetanol selama penggerusan.

Sebanyak 0.2 gr konidia dan miselia 7.
harzianum dihaluskan di dalam mortar
dengan penambahan nitrogen  cair
beberapa kali. Hasil gerusan dimasukkan
ke dalam tabung mikro 2 ml kemudian
ditambahkan 1 ml bufer ekstraksi CTAB
dan diinkubasi pada suhu 65 °C selama
30 menit dengan sekali-kali dikocok.
Suspensi dicampur dengan larutan 1 ml
kloroform : isoamilalkohol dan dikocok-
kocok hingga merata selanjutnya
disentrifugasi pada 11.000 rpm selama 5
menit. Pada tahap ini untuk memperoleh
kemurnian DNA yang tinggi, supernatan
dari suspensi ini dapat diperlakukan
dengan campuran kloroform: isoamilal-

kohol sebanyak 2 atau 3 kali sebelum
dilakukan pengendapan DNA hasil
ekstraksi. Supernatan ditransfer ke dalam
tabung mikro baru lalu ditambah 1 ml
isopropanol dingin kemudian disentri-
fugasi pada 11.000 rpm selama 5 menit.
Pelet DNA dilarutkan dengan 0,5 ml
bufer TE dan ditambahkan 10 51 (20 #1)
ribonuclease A, diinkubasi pada suhu 37
°C selama | jam selanjutnya ditambah 1
ml ethanol absolute dan diinkubasikan
selama 30 menit pada suhu -20 °C
kemudian disentrifugasi pada 11.000 rpm
selama 5 menit, pelet dicuci dengan 70 %
ethanol dan dikeringkan. pelet dilarutkan
dengan 50 «! bufer TE dan disimpan
pada -20 'C sampai digunakan.
Kemurnian dan konsentrasi DNA
ditetapkan dengan 2 cara, yaitu menggu-
nakan spektrofotometer UV dan elek-
troforesis agarose. Larutan DNA contoh
dipipet sebanyak 50 41 kemudian
diencerkan dengan aquades menjadi 3
ml. Absorban divkur pada panjang
gelombang 260 nm dan 280 nm.
pembacaan absorbansi = 1 berarti kon-
sentrasi DNA adalah 50 #l/ml dan
dianggap sebagai faktor konversi. Ting-
kat kemurnian DNA yang diukur UV
spektofotometer ditetapkan berdasarkan
nilai perbandingan A260 dengan A280
yaitu sekitar 1,8-2,0 (19). Di samping itu
juga dilakukan penetapan konsentrasi
DNA contoh dengan elektroforesis aga-
rose. Sebagai standar digunakan DNA
yang telah diketahui konsentrasinya.

Desain primer dan amplifikasi PCR

Pasangan primer untuk mengisolasi
gen Kkitinase didesain dengan meng-
gunakan data sekuen (GenBank) dari
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berbagai Trichoderma antara lain I
hamatum  (AY258898), T  viride
(AF208842), T. virens (AF050098) dan
T reesei (AB190216) kemudian
ditentukan “start” kodon dan ‘‘stop”
kodon, setelah itu dilakukan alignment
dengan program MegAlign (DNAStar)
untuk mencari daerah-daerah homolog.
Amplifikasi PCR untuk mendapatkan
gen kitinase  dilakukan dengan

menggunakan total campuran reaksi PCR
(25 1) mengandung 100 ng DNA
genomik, bufer PCR, dNTumix dengan
konsentrasi 10 mM, 1 sl untuk masing-

masing primer forward dan reverse serta
sebanyak 1 unit 7ag polymerase. Reaksi
amplifikasi dilakukan menggunakan alat
GeneAmp PCR System 2400, dengan
tahapan sebagai berikut 2 menit pada 94
°C, diikuti dengan siklus termal se-
banyak 40 kali terdiri dari 45 detik untuk
denaturasi pada 94°C, 90 detik untuk
annealing pada 55 °C dan 90 detik untuk
ekstension pada 72°C diikuti dengan
ekstension akhir selama 10 menit pada
72 °C. Fragmen DNA dari hasil
amplifikasi PCR sebanyak 10 od
dicampur dengan 1 od loading bufer dan
dipisahkan dengan menggunakan
elektroforesis 1,5% selama 80 menit
dengan voltase 50 V. Hasil elektroforesis
direndam dalam larutan ethidium
bromide selama 45 menit dan divisuali-
sasikan dengan UV transiluminator dan
didokumentasi dengan camera polaroid.

DNA sekuensing, data analisis dan
konstruksi phylogenetik

Produk PCR langsung disekuensing
dari dua arah dengan menggunakan
pasangan primer untuk menghasilkan

produk PCR tersebut dimana sebelum
dilakukan sekuensing produk PCR
dimurnikan  dan  dibuang  primer-
dimernya dengan PCR purification kit
kemudian PCR produk dikirim ke
lembaga Eikjman (Jakarta) untuk
disekuensing. Data sekuen dikirim ke
GenBank dan dianalisis dengan program
BLASTN (1) untuk determinasi gen
target yang diharapkan. phylogenetik
dikon-strukst  dengan  menggunakan
metoda Clustal V algorithm (MegAlign;
DNA-star) dan sebagai pembanding data
sekuen digunakan berbagai Irichoderma
antara lain /. hamatum (AY25889%8), T.
viride (AF208842), T virens (AF-
050098), T. reesei (AB190216), T. harzi-
anum (AY618901) , T pseuodokoningii
(AB041756) dan T. atroviride (AF-
188920) dan sebagai outgroup digunakan
sekuen kitinase dari Candida albicans
(CAU36490).

HASIL

Primer desain dan PCR produk

Hasil “aligment” keempat data
sekuen gen kitinase dari 7. hamatum
(AY258898) , T. viride (AF208842) , T.
virens (AF050098), i reesei
(AB190216) menunjukkan adanya dae-
rah sekuen yang homolog. Daerah
sekuen homolog relatif panjang (lebih
dari 15 basa) sehingga dapat didesain
primer dimana untuk primer forward
dapat didesain sebagai Ktn 1F (5
TCACTCATGTCATCTACTC 3) dan
sebagai primer reverse adalah Ktn 2R (5
AAAGAGATGAGCTCCTT 3) (Gambar
1).
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SCALR

Gambar 1. Hasil alignment dari keempat Trichoderma menghasilkan daerah
homologi dan dipergunakan untuk mendesain primer Ktn 1F dan

Ktn 2R (anak panah)
Hasil amplifikasi PCR  dari pasangan primer Ktn 1F dan Ktn 2R
pasangan primer ini diperkirakan pada temperatur annealing 55 C°
berukuran 1000 bp. Amplifikasi menghasilkan produk PCR  tunggal
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sesuai dengan ukuran yang diharapkan
yaitu berukuran kira-kira 1000 bp
(Gambar 2).

Gambar 2. Produk PCR hasil amplifi-
kasi pasangan primer Ktn
1F dan Ktn 2R yang
berukuran kira-kira 1000 bp

Hasil amplifikasi pasangan primer
ini baik sekali, ditandai dengan tidak

adanya polimorpisme dan hasil ikutan
primer-dimer sangat minim sehingga
produk PCR ini dapat langsung
disekuen.

Sekuensing produk PCR dilakukan
2 arah dengan menggunakan primer
Ktn 1F dan Ktn 2R dengan konsentrasi
primer masing-masing 2 pmol dan
diharapkan produk PCR berukuran
1000 bp tersebut langsung dapat dibaca
secara lengkap.

Konfirmasi sekuen pada GenBank.

Hasil sekuensing diolah dengan
menggunakan program EditSeq dari
DNAStar untuk mengurutkan hasil
sekuen dari primer reverse agar cocok
dengan urutan sekuen basa hasil dari
primer forward. Konfirmasi sekuen
dilakukan = dengan  menggunakan
program BLASTN (Basic Local
Alignment Search Tool) pada situs
NCBI (1). Hasil sekuensing secara
lengkap setelah menggabungkan hasil
sekuensing primer forward dan reverse
berukuran sepanjang 936 bp, disajikan
dan dikonfirmasi ke GenBank sebagai
berikut:

Total panjang hasil sekuensing = 936
bp

GAACCTCCAATCAGACGGCACTGTGTAAGTTGGGCGTTCCTAGACTGATCAGTCGC
ACTCATGCGCCTCAGTTACTGACCACCACGCAGTGTCGCCAGTGATACTTACGCTGA
TGTCGAGAAGCACTATGCTGATGATTG TATGAAGCCCCAACCCC TTGAGTGACTGTG
AACCTGTGCCTTGATATCATGCTTACA CCCACGTTAGCCTGGAACGATGTCGGCACC
AACTTGTATGGCTGTGCTAAGCAACTGTTCAAGTTGAAGAAGGCCAACCGAAAACC
TGAAGGTCATGCTTTCCATCGGCGGCTG GACCTACTCCACCAACTTCGCCTCTGCAG
CGAGCACGGATGCGAACCGAAAGAGATTCGCCTCAACTGCCATTACGTACATGAAG
GATTGGGGCTTCGACGGTATCGACATC GACTGGGAGTACCCTGCCGACAGCACCCA
GGCCTCCAACATGATTCTTCTGTTGAAGGAAGTCCGATCTCAGCTTGACGCCTACGC
CGCACAGCACGCCCCTGGCTACCACTTCCTTCTCTCCATTGCTGCGCCGGCCGGCGA
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AGTCAACTACTCCCTCCTGCGCATGGCCGAT CTCGGCC AAGTCCTCGACTATGTTAA
CCTCATGGCCTACGACTATGCCGGATC TTGGAGCAACGC CTCCGGACACGACGCCA
ACCTGTATCACAACCCGCAGAACCCCAAC GCGACACC CTTCAACACTGATGATGCT
GTGAAGGCCTACATCAACG GAGGTGTTCCCGCAAGCAAGATTGTCCTTGGTATGCC
CATCTACGGCCGATCCTTTGAGTCCACCT CTGGCATTGGCCAGCCTTTCAACGGAAT
CGGGTCTGGAAGCTGGGAGAACGGTGTCTGGGACTACA AGGCCCTGCCCAAGGCCG

GCGCGACCGTCCAGTAGCATGACGTCGCCAAG
BLASTN 2.2.15 [Oct-15-2006]
RID: 1164195278-17955-58407699758. BLASTQ4

Taxonomy reports

0i|51988012|dbjlAB190216.1] Hypocrea jecorina chi46 gene for 46
0i13516884|dbi|AB041756.1| Trichoderma pseudokoningii chit-P...
4il13516872|dbjlAB041750.1] Trichoderma virens chit-G2 gene sk
2i160328159|gb|AY758408.1| Hypocrea lixii strain T12 bacteria...
2il6630949|gb|AF 188925.1|AF 188925 Trichoderma viride strain T...
0il6630947|gb|AF188924.1|AF 188924 Trichoderma viride strain A...
2il54794008|gblAY 605867.1| Trichoderma cerinum strain MA 3646...
01/6630945|gb|AF188923.1|/AF188923 Hypocrea rufa strain GJS 89...
0i[54794004|gb|AY 605865.1| Trichoderma cerinum strain MA 2991...
2i154794002|gblAY 605864.1| Trichoderma cerinum strain MA 2988...
2il13516882|dbjlAB041755.1| Trichoderma viride chit-VIRI gene...
0il13516874|dbjlAB041751.1| Trichoderma harzianum chit-HARI g...
0i499084/emb[X79381.1[THECH42 T.harzianum (IMI 206040) ech-42 g
2il6630953|gb|AF188927.1|AF188927 Trichoderma viride strain G...
011409393 |gblL 14614.1] TRRENDOCHI Trichoderma harzianum endochiti
11999375|2b|S78423.1] chit42=endochitinase [Trichoderma harzian
2i154794006/gblAY 605866.1| Trichoderma cerinum strain MA 3638...
0111223923 |gb|U49455.1[THU49455 Trichoderma harzianum endochitin
2i16630939|2b|AF188920.1|AF188920 Trichoderma atroviride stra...
0il54794000]gb|AY 605863.1| Trichoderma cerinum strain DAOM 23...
0i[92911763|2b|DQ462415.1] Trichoderma sp. w512 chitinase (ech-4
2il13516880|dbj|AB041754.1| Trichoderma hamatum chit-HAM gene...
0i13516878|dbjlAB041753.1| Trichoderma harzianum chit-HAR3 g..
2il52630745|gb|AY602988.1] Trichoderma tomentosum strain zd 2...
gil6630937|gb|AF188919.1|AF188919 Trichoderma viride strain A...
2i22086220|gblAF399275.1] Hypocrea strictipilis strain CRISNS
£i/6630943 gh|AF188922.1|AF188922 Hypocrea rufa strain GJS 89...
0i[13516876/dbilAB041752.1| Trichoderma harzianum chit-HAR2 g..
i122086213|gb|AF399273.1| Trichoderma oblongisporum strain C...
2i154793996|gb|AY605861.1| Trichoderma tomentosum strain CBS ..
2i]22086226|gblAF399277.1| Trichoderma tomentosum strain CBS ..

Score
(bits)

1600

E
Val ue

0.0
0.0
0.0
4e-117
4e-114
4e-114
2e-112
9e-112
3e-111
3e-111
le-107
le-107
Se-107
5e-107
5e-107
2e-106
2e-106
2e-106
le-104
le-104
5e-104
5e-104
le-101
3e-99
2e-97
2e-97
3e-96
4e-92
2e-91
3e-90
3e-90
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2i|51988012|dbj|AB190216.1| Hypocrea jecorina chi46 gene for 46 kDa chitinase, complete cds = T. reesei
Score = 1600 bits (807), Expect = 0.0Identities = 888/911 (97%), Gaps = 3/911 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

40

702

62

762

122

822

942

302

1001

362

1061

422

el

482

1181

542

1241

602

1301

662

136X

722

1421

AGTTGGGCGTTCCTAGACTGATCA-GTCGCACTCA-TGCGCCTCAGTTACTGACCACCAC

PEECEL Lt e er et rer et et e
AGTTGGACGTTCCTAGACTGATCAAGTCGCATTCAATGCGCCTCAGTTACTGACCACCAC

GCAGTGTCGCCAGTGATACTTACGCTGATGTCGAGAAGCACTATGCTGATGATTGTATGA

PEEETCEE e et e et e et e et trrerertrend
GCAGTGTCGCCAGTGATACTTACGCTGATGTCGAGAAGCACTATGCGGATGATTGTATGA

AGCCCCAACCCCTTGAGTGACTGTGAACCTGTGCCTTGATATCATGCTTACACCCACGTT

180 AT R AT U R A RIS (B 1] 8 L 8 LA
AGCCCCTACCCCTTGAGTGATTGTGCACCTGTGCCTTATAATCATGCTTACACCCACGCT

AGCCTGGAACGATGTCGGCACCAACTTGTATGGCTGTGCTAAGCAACTGTTCAAGTTGAA

1 1 e 1 S 151”1 S 15 6 19 101 0153 T 0 ST
AGCCTGGAACGATGTCGGCACCAACTTGTACGGCTGTGCCAAGCAACTGTTCAAGTTGAA

GAAGGCCAACCGAAAACCTGAAGGTCATGCTTTCCATCGGCGGCTGGACCTACTCCACCA

PECECEETRer ettt e b rre et r e e et b e re rd
GAAGGCCAACCGAAA-CCTGAAGGTTATGCTTTCCATCGGCGGCTGGACCTATTCTACCA

ACTTCGCCTCTGCAGCGAGCACGGATGCGAACCGAAAGAGATTCGCCTCAACTGCCATTA

0 5SS 5L RIS TR0 (083 LI 5 S SNSRI 181
ACTTCGCCTCTGCAGCGAGCACGGATGCGAACCGAAAGAGATTCGCCTCAACTGCCATTA

CGTACATGAAGGATTGGGGCTTCGACGGTATCGACATCGACTGGGAGTACCCTGCCGACA

PEEEEEETEEr e CEr e b e b e e b e e b ey be e e e e ey
CGTACATGAAGGACTGGGGCTTCGACGGTATCGACATCGACTGGGAGTACCCTGCCGACA

GCACCCAGGCCTCCAACATGATTCTTCTGTTGAAGGAAGTCCGATCTCAGCTTGACGCCT

PECLEEI e e e b e et e e e et et b bbb rrtd
GCACCCAGGCCTCCAACATGATTCTTCTGTTGAAGGAGGTCCGATCTCAGCTTGACGCCT

ACGCCGCACAGCACGCCCCTGGCTACCACTTCCTTCTCTCCATTGCTGCGCCGGCCGGCG

PEELEETT ety e ey e e e e e e e e e e e e e e e e et
ACGCCGCACAGCACGCCCCTGGCTACCACTTCCTTCTCTCCATTGCTGCGCCGGCCGGCG

AAGTCAACTACTCCCTCCTGCGCATGGCCGATCTCGGCCAAGTCCTCGACTATGTTAACC

1O 1 1 T S A A R S L A SR VR SRR RN SRR
AAGTCAACTACTCCCTCCTGCGCATGGCCGATCTCGGCCAAGTCCTCGACTATGTTAACC

TCATGGCCTACGACTATGCCGGATCTTGGAGCAACGCCTCCGGACACGACGCCAACCTGT

151615 1R 80T 8 T T 1 1 1 T 1 Y
TCATGGCCTACGACTATGCCGGATCTTGGAGCAACGCCTCCGGACACGACGCCAACCTGT

ATCACAACCCGCAGAACCCCAACGCGACACCCTTCAACACTGATGATGCTGTGAAGGCCT

LTS5 TSGR
ATCACAACCCGCAGAACCCCAACGCGACACCCTTCAACACTGATGATGCTGTGAAGGCCT

ACATCAACGGAGGTGTTCCCGCAAGCAAGATTGTCCTTGGTATGCCCATCTACGGCCGAT

[ o 0 8120 8 08 AR 1 1 5 T 6 i o 6 1 L
ACATCAACGGAGGTGTTCCCGCAAGCAAGATTGTCCTTGGTATGCCCATCTACGGCCGAT

61

761

1201

821

181

881

241

301

1000

1060

421

1120

1180

541

1240

601

1300

661

1360

721

1420

781

1480
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Query 782 CCTTTGAGTCCACCTCTGGCATTGGCCAGCCTTTCAACGGAATCGGGTCTGGAAGCTGGG 841

(11 TR A 1 U UL R
Sbict 1481 CCTTTGAGTCCACCTCTGGCATTGGCCAGCCTTTCACCGGAATCGGGTCTGGAAGCTGGG 1540

Query 842 AGAACGGTGTCTGGGACTACAAGGCCCTGCCCAAGGCCGGCGCGACCGTCCAGTAGCATG 901

11 TR RSSO TS0 TR L ST 1 S S
Sbjct 1541 AGAACGGTGTCTGGGACTACAAGGCCCTGCCCAAGGCCGGCGCGACCGTCCAGTACGATG 1600

Query 902 ACGTCGCCAAG 912

FEEEEEEErnd
Sbjct 1601 ACGTCGCCAAG 1611

Hasil konfirmasi dengan meng-
gunakan BLASTN tersebut menunjukkan
bahwa PCR produk yang disekuen
adalah sesuai dengan target dan benar
dengan homologi sebesar 97 % dengan
gen kitinase dari T reesei yang telah
didepositkan di GenBank.

Penentuan intron dan exon gen
kitinase

Gen  lengkap  kitinase  dari
Trichoderma yang didepositkan di
GenBank berukuran sekitar 1300-1400
bp seperti pada, T viride (AF208842,
1400 bp), T. virens (AF050098, 1400
bp), T. reesei (AB190216, 1400 bp), T.
harzianum (AY618901, 1300 bp), T.
pseuodokoningii (AB041756, 1400 bp)
dengan masing-masing hanya mempu-
nyai 3 intron sehingga memudahkan

N LQ S D GT V

untuk menentukan perkiraan lokasi
intron. “Putative” intron diidentifikasi
berdasarkan konsensus sekuen pada
“splicing junction” pada B
GT(AG)(AT)GT dan 3' (CT)AG yang
ada pada jamur (2, 6). Untuk
memudahkan visulisasi, intron akan
disajikan dengan huruf kecil sedangkan
exon akan disajikan dengan huruf besar
(Gambar 3). “Putative” exon diprediksi
dengan menerjemahkan kodon ke dalam
asam amino dengan menggunakan
program EditSeq (DNAstar). Hasil
sekuensing dari gen Kkitinase tersebut
menunjukkan adanya 2 intron dengan
ukuran berkisar 65-68 bp dan pada exon
setelah diterjemahkan ke dalam asam
amiono menghasilkan sebanyak 267
asam amino (Gambar 3).

AACCTCCAATCAGACGGCACTGTgtaagttgggcgttcctagactgatcagtcgeactcatgegecteagttact
V A S DTYADVYE K HY A DD
gaccaccacgcagTGTCGCCAGTGATACTTACGCTGATGTCGAGAAGCACTATGCGGATGA

S

W N D

TTgtatgaagccccaaccecttgagtgactgtgaacctgtgecttgatatcatgettacacccac gttagCCTGGAACGA

V GT NLY G CAK QLT FIKLIKIKAN
TGTCGGCACCAACTTGTATGGCTGTG CTAAGCAACTGTTCAAGTTGAAGAAGGCCAA
R NLKVMULSTIT GGWTYSTNFA
CCGAAACCTGAAGGTCATGCTTTCCATCGG CGGCTGGACCTACTCCACCAACTTCGC
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S A AS T D ANUIRIKZ RV FASTAITY
CTCTGCAGCGAGCACGGATGCGAACCGAAAGAGATTCGCCTCAACTGCCATTACGTA
MK DWGTV F DG I DI D WEY PAD S
CATGAAGGATTGGGGCTTCGACGGTATCGACATCGACTGGGAGTACCCTGCCGACAG
T Q A S N MTIULULULIKETVI R SQUL D A
CACCCAGGCCTCCAACATGATTCTTCTGTTG AAGGAAGTCCGATCTCAGCTTGACGC
Y A A Q HAPGYHT FULLSTI A AUPA
CTACGCCGCACAGCACGCCCCTGGCTACCACTTCCTTCTCTCCATTGCTGCGCCGGCC
G E VN Y SLLIRMADULTGUO OQVULUDY
GGCGAAGTCAACTACTCCCTCCTGCGCATGGC CGATCTCGGCCAAGTCCTCGACTAT
V NLMAYDY AGSW S NAS G HD
GTTAACCTCATGGCCTACGACTATGCCGGA TCTTGGAGCAACGCCTCCGGACACGAC
A NLYH NP QNUZPN AT P FNTUDD
GCCAACCTGTATCACAACCCGCAGAACCCCAACGCGACACCCTTCAACACTGATGAT
A VK AYI NGGV PA S K I VLGM
GCTGTGAAGGCCTACATCAACGGAGGTG TTCCCGCAAGCAAGATTGTCCTTGGTATG
P I YGRSV FES S GI GQ PF NGTI G S
CCCATCTACGGCCGATCCTTTGAGTCCACC TCTGGCATTGGCCA GCCTTTCAACGGAA
G S W EN G VWD YK AL P KA G A
TCGGGTCTGGAAGCTGGGAGAACGGTGTCTGGGACTACAAGGCCCTGCCCAAGGCC
T Vv . Q YDD V MT S P
GGCGCGAACCGTCCAGTACGCATGACGTCGCCAAG

Gambar 3. Sekuen exon dan intron gen kitinase 7. harzianum PPKS dan terjemahan
kodonnya menjadi asam amino (huruf tebal)
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Konstruksi pohon phylogenetik

Sebelum dilakukan konstruksi pohon
phylogenik, panjang sekuen untuk daerah
“responding” harus sama panjang untuk
masing-masing  Trichoderma maupun
Candida albicans yaitu berukuran Kira-
kira 936 bp, hal ini untuk menghindari
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terjadinya bias dalam konstruksi pohon
phylogenik. Dalam phylogenik ternyata
I'  harzianum PPKS menunjukkan
mengelompok (Cluster) dengan 7. reesei
dengan homologi sebesar 97 % dan tidak
mengelompok dengan 7. harzianum yang
didepositkan di GenBank (Gambar 4).
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: E T.reesei. SEQ

PR ﬁ T.harzianum PPKS.SEQ
T.pseudokoningii.SEQ

e T vine NS SEQ:

T. viride. SEQ
I E T atroviride SEQ
T.hamatum.SEQ

T.harzianum seq

Candida albicans SEQ

Gambar 4. Pohon phylogenetik dari sekuen basa gen partial kitinase Trichoderma
yang dikonstruksi dengan menggunakan Clustal method with the PAM 250
dan sebagai outgroup digunakan Candida albicans. Nomor di bawah
menunjukkan “Substitution events”

DISKUSI

Ekspresi dari gen kitinase pada
berbagai tanaman transgenik telah
terbukti dapat menghambat dan menekan
perkembangan patogen jamur yang
menyerangnya. Dengan menggunakan
pasangan primer Ktn 1F dan Kin 2R
dihasilkan gen kitinase dari I. harzianum
PPKS berukuran 936 bp atau sekitar 75
% dari gen lengkap kitinase (gen lengkap
kitinase Trichoderma berukuran sekitar
1300-1400  bp)  sehingga  perlu
dilanjutkan untuk memperoleh gen
lengkap kitinase dari 7. harzianum PPKS
dalam rangka pengembangan tanaman
transgenik  kelapa  sawit tahan
Ganoderma. Selanjutnya gen lengkap
kitinase tersebut akan dikonstruksi dalam
plasmid dengan orientasi yang benar agar
gen yang disisipkan ke dalam genom
kelapa sawit dapat mengekspresikan
enzim kitinase yang dapat melisis miselia
Ganoderma. Dalam pohon phylogenetik

T.  harzianum PPKS mengelompok
dengan T reesei dengan homologi
sebesar 97 % dan terpisah dengan T.
harzianum yang ada di GenBank, ini
menunjukkan bahwa T. harzianum PPKS
ada kemungkinan besar sebenarnya
adalah T reesei.
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