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ISOLASI GEN KITINASE DARI TRICHODERMA HARZIANUM
DALAM RAI\GKAPENGEMBANGAN 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 dai 4 species

kichodermo"yung diiepositkan di GenBank digunakan untuk mengaplifikasi gen

kitinase yang'berisal din Trichoderma harzianum PPKS. Sebagai primer forward

dapat didesair sebagai Krn lF (5 TCACTCATGTCATCTACTC 3) dan sebagai primer

reverse adalah Ktn 2R (5 AAAGAGATGAGCTCCTT 3). Hasil amplifftasi

Polymerase chain reaction (PCR) menghasilkan pita DNA tunggal yang b-erukuran

1000 bp untuk Trichoderma harzian o ppfS. Hasil sekuensing dan konfirmasi di

GenBank menunjukkan bahwa produk PCR yang disekuen mempunyai homologi

sebesar 97 % dengan gen kitinari duri T. reesei yang telah didepositkan di GenBank.
..Multiple ,.qrr.n* alignment" digunakan untuk mengkonstruksi pohon phylogenetik

dan temy ata T. harziinum PPKS menunjukkan mengelompok (Cluster) dengan Z

reesei dan tidak mengelompok dengan T. harzianum yangdidepositkan di GenBank

Kata kunc i: Trichoderma harzianum, gen kitinase, PCR dan rancangan primer

ABSTRACT

A primer pair designed from the conserved sequences of the four chitinase genes

of Trichoderma deposi[d in GenBank was used to amplifv a partial chitinase gene of

Trichoderma hanianum PPKS. As forward primer was designed as Ktn lF (5

TCACTC ATGTCATCTACTC 3) and reverse primer was designed as Ktn 2R (5

TqAGAGATGA C{,TCCTT 3). Polymerase chain reaction (PCR) by using these

primen amplified a single PCR product

PPKS. Sequencing and confirmation to

identified as chitinase gene with the homo

Multiple sequence alignment was used to

tree showed that T. harzianzz PPKS clustered to the T. reesei and it did not cluster to

the I hanianum deposited in GenBank.

Trichoderma harzianurn, chitinase gen, PCR and primer design
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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 o/o (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

Ganodermu balk yang berasal dari inter
atau intraspecies, namun demikian
hingga saat ini tanaman yang dimaksud
belum pernah ada. Untuk memecahkan
persoalan dalam rangka mendapatkan
bahan tanarnan kelapa sawit yang tahan

Ganoderm o diperlukan pendekatan baru.

Salah satu upaya yang dapat dilakukan
adalah dengan mengembangkan
tanaman transgenik kelapa sawit tahan

Ganodennu.
Salah satu kemungkinan sistem

pertahanan tanaman terhadap serangan
patogen jamur adalah yang berhubungan
dengan enzim penghancur dinding sel

atau yang dikenal dengan enzim kitinase

34

(21).Secarir alami di dalam genom

tanaman tertlapat gen pengkode kitinase
tetapi eksprcsi gen untuk menghasilkan
enzim ini di dalam tanaman kurang

efektif utau bila tereksPresi

konsentrasinva relatif rendah. Berbagai
kemungkinan enzim kitinase yang

dihasilkan tanaman kuran-q efektif
sebagai alat pertahanan diri terhadap

serangan patogen jamur. antara lain 1)

kitinase tanaman hanya efektif untuk
ujung hifa r ang relatif lebih lunak dan

tidak mampri penghancurkan kitin yang

lebih keras. l) aktifitas seba-sai zat antt
jamur secar'.r alamiah lemah. 3) hanya
mampu nrc'nghambat perkembangan
jamur-jarnur tertentu. 4\ tidak
mempunl'ai et-ek terhadap beberapa
patogen jamur penting (7.1,+).

Upal'a untuk men-satasi ketidak-
efektifan gcn kitinase pada tanaman

untuk mengliasilkan zat antrjamur dapat

dilakukan rlc'ng&r transfer gen kitinase
yang berasal dari jamur pengendali

biologis seperti Tricfuttlerma. Gen jarnur
pengkode enzim kitinase tersebut dapat

menghasilkln enzim yang aktivitasnya
setara dengan daya racun fungisida
kimiawi (8. [0, I l, L2). Penelitian lebih
lanjut menunjukkan bahwa tak satupun

dinding kitrn hifa jamur patogen tahan

terhadap enzim kitinase yang berasal dari
jamur Tri,'hoderma (9,10,1I). Gen

kitinase clari T. harzianum telah
ditransfer ke beberapa tanaman untuk
menginduksr resistensi tanaman terhadap
jamur patogen, gen yang ditransfer dapat

berfungsi dcngan baik di dalam -qenom
tanaman darr tanaman dapat beregenerasi

tanpa hanrl'ratan. Tanaman transgenik
yang disisipi gen kitinase terbukti tahan

terhadap serangan pato-een jamur adalah
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tembakau dan kentang (13), brokoli (16),
apel (3). kanola (5), ketimun (22), wortel
r l5 ). kacans tanah ( l6), sorgum (24) dan
padi (4). Dengan demikian gen kitinase
T. harzianutl't 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 Z harzianum yang akan digunakan
dalam pengembangan tanaman trans-
genik kelapa sawit tahan Ganodernta.

BAHAN DAN METODA

Ekstraksi DNA T harziunum

DNA genomik dari T. harzianttm
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 miseha T.

harzianunt dihaluskan di dalam mortar
dengan penambahan nitrogen cair
beberapa kali. Hasil gerusan dimasukkan
ke dalam tabung mikro 2 ml kernudian
ditambahkan I ml bufer ekstraksi CTAB
dan diinkubasi pada suhu 65 "C selama

30 menit dengan sekali-kali dikocok.
Suspensi dicampur dengan larutan I 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: isoarnilal-

kohol sebanyak 2' atau 3 kali sebelum
dilakukan pengendapan DNA hasil
ekstraksi. Supernatan ditransfer ke dalam
tabung mik ro baru lalu ditambah I ml
isopropanol dingin kemudian disentri-
fugasi pada I 1.000 rpm selama 5 menit.
Pelet DNA dilarutkan dengan 0,5 ml
bufer TE, dan ditambahkan l0 *l (20 *I)
ribonucleasc A, diinkubasi pada suhu 37
oC selama I jam selanjutnya ditambah I
ml ethanol absolute dan diinkubasikan
selama 30 menit pada suhu -20 oC

kemudian rlrsentrifugasi pada 11.000 rpm
selama 5 nrcnit, pelet dicuci dengan 70 %
ethanol dan dikeringkan. pelet dilarutkan
dengan 50 z-l 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 scbanyak 50 *I kemudian
diencerkan dengan aquades menjadi 3

ml. Absorban diukur pada panjang
gelombang 260 nm dan 280 nm.

pembacaan absorbansi : 1 berarti kon-
sentrasi DNA adalah 50 *IlmI dan

dianggap sebagai faktor konversi. Ting-
kat kemurnian DNA yang diukur UV
spektofotorneter ditetapkan berdasarkan
nilai perbandingan A260 dengan A280
yaitu sekitlr 1,8-2,0 (19). Di samping itu
juga dilakukan penetapan konsentrasi
DNA cortoh dengan elektroforesis aga-

rose. Sebagai standar digunakan DNA
yang telah diketahui konsentrasinya.

Desain primer dan amplifikasi PCR

Pasangan primer untuk mengisolasi
gen kitinase didesain dengan meng-
gunakan tlata sekuen (GenBank) dari
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berbagai Trichoderma antara lain T.

hamatum (AY258898), T. viride
(AF208842), T. virens (AF050098) dan
T. reesei (AB I 90216) 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 *l) mengandung 100 ng DNA
genomik, bufer PCR, dNTpmix dengan

konsentrasi l0 mM, 1 .l-l untuk masing-
masing primer forward dan reverse serta
sebanyak I unit Taq polymerase. Reaksi
amplifikasi dilakukan menggunakan alat
GeneAmp PCR System 2400, dengan
tahapan sebagai berikut 2 menit pada 94
oC, diikuti dengan siklus termal se-

banyak 40 kali terdiri dan 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 l0 menit pada

72 oC. Fragmen DNA dari hasil
amplifikasi PCR sebanyak l0 od

dicampur dengan I od loading bufer dan
dipisahkan dengan menggunakan
elektroforesis I,5o/o 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 phy'logenetik

Produk PCR langsung disekuensing
dari dua arah dengan menggunakan
pasansan pnmer unruk menghasilkan

produk PCR tersebut dimana sebelum
dilakukan sekuensing produk PCR
dimurnikan dan dibuang primer-
dimernya dcngan PCR purification kit
kemudian PCR produk dikirim ke
lembaga trikjman (Jakarta) untuk
disekuensing. Data sekuen dikirim ke

GenBank dan dianalisis dengan program
BLASTN (l) untuk determinasi gen

target yang diharapkan. phylogenetik
dikon-struks r dengan menggunakan
metoda Clustal V algorithm (MegAlign;
DNA-star) rl.rn sebagai pembanding data
sekuen digunakan berbagar Trichoderma
antara lain [. hamatunr (AY258898), T.

viride (AF108842), T. virens (AF-
050098), T. ,'eesei (AB 190216), T. harzi-
anum (AY6l 8901) , T. pseuodokoningii
(A8041756t dan T. atroviride (AF-
188920) dan sebagai outgroup digunakan
sekuen kitirrase dari Candida albicans
(CAU36490 t.

HASIL

Primer desain dan PCR produk

Hasil "aligment" keempat data

sekuen gen kitinase dari T. hamatum
(AY258898r , T. viride (AF208842) , T.

virens (,\F050098), T. reesei
(AB 1 90216 t menunjukkan adanya dae-
rah sekuen yang homolog. Daerah
sekuen honrolog relatif panjang (lebih
dari 15 basa) sehingga dapat didesain
primer dimana untuk primer forward
dapat didesain sebagai Ktn lF (5

TCACTCA] GTCATCTACTC 3) dan
sebagai prinrer reverse adalah Ktn 2R (5
AAAGAGAIGAGCTCCTT 3) ( Gambar
I ).

tt

JL



tlllll r{a* Ftd l'""
jj.:.:::]::.]:J.::j1J1.:.:.:.::.:.:::.:.:j:].:-:::.:.:::]::---..

--:-_ - :

:3-:-::::: - l=: l:: lr1-:-:-:-::-:.1: l-:.::::.:--::-:-l::::::-:.::-.:-:.::: - --:-:-::-:.i-:.: ji --:- -:,
::.:.::::'i:-'.::::;l;.:.;:;.::l.-:l:--:-:::.:-::-:-:::-:-::.:--'-:--'-'"-':-l':':'I"- '

, J: ll llts ?Jlliltrl

Condro Utomo, A. Razak Purba, Endang Nurhayati', Retno I ). Setiowati dan Nancy D. Haro

It
I

?

7
-1

\
)
I

.

T/'

;
)t

)
L

Gambar l. Hasil alignment dari keempat Trichorlertne menghasilkan daerah

homologi dan dipergunakan untuk mentlesain primer Ktn lF dan

Ktn 2R (anak panah)

Hasil amplifikasi PCR dari
pasangan primer ini diperkirakan
berukuran 1000 bp. Amplifikasi

pasangan primer Ktn lF dan Ktn 2R
pada tcmperatur annealing 55 Co

menghasilkan produk PCR tunggal
!,.
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sesuai dengan ukuran yang diharapkan
yaitu berukuran kira-kira 1000 bp
(Gambar 2).

IKB

Gambar 2. Produk PCR hasil amplifi-
kasi pasangan primer Ktn
I F 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 lF dan Ktn 2R dengan konsentrasi
primer masing-masing 2 pmol dan
diharapkan produk PCR berukuran
1000 bp tersebut langsung dapat dibaca
secara lengkap.

Konfirmasl 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
dilalcukan dengan menggunakan
program BLASTN (Basic Local
Alignment Search Tool) pada situs
NCBI (l) 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

GAAC C TC C AATCAGACGGCAC TGTGTAAGTTGGGCGTTC C TAGACTGATCAGTC GC
ACTCATGC GCCTCAGTTACTGACCACCACGCAGTGTCGC CAGTGATACTTACGCTGA
TGTCGAGAAGCACTAIGCTGATGATTG TIff GAAGCCCCAACCCC TTGAGTGACTGTG
AACCTGTGCCTTGATATCATGCTTACA CCCACGTTAGCCTGGAACGATGTCGGCACC
AACTTGTATGGC TG TGC TAAGCAAC TGTTCAAGTTGAAG AAGGC CAAC C G AJAJAAC C
TGAAGGTCATGCTTTCCATCGGCGGCTG GACCTACTC CACCAACTTC GCCTCTGCAG
CGAGCACGGATGC GAAC C G AJAAGAGATTCGC CTCAAC TGCCATTAC GTACATGAAG
GATTC'GC'GCTTCGACGGTATCGACATC GACTGGGAGTACCCTGCCGACAGCACCCA
GGCCTCCAACATGATTCTTC TGTTGAAGGAAGTCCGATC TCAGCTTGACGC CTACGC
CGCACAGCACtrCCCTGGCTACCACTTCC TTCTCTCCATTGCTGCGCC GGCCGGCGA
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.\GTC..L{CTACTCCCTCCTGCGCATGGCCGAT CTCGGCCAAGTCCTCGACTAIGTTAJ{

CCTC.\TGGCCTACGACTATGCCGGATC TTGGAGCAACGCCTCCGGACACGACGCCA

.\CCTGTATCACAACCCGCAGAACCCCAAC GCGACACCC TTCAACACTGATGATGCT

GTG.{A.GGC C TACATCAAC G GAGGTGTTCC C GCAAGCAA GATTGTC CTTGGTATGCC

C.{TCTACGGCCGATCCTTTGAGTCCACCT CTGGCATTG(i CCAGCCTTTCAACGGAAT

CGCCTC TGGAAGCTGGGAGAACGGTGTCTGGGACTAC A AGGCCCTGCCCAAGGCC G

trGCGACCGTC CAGTAGCATGACGTCGCCAAG

BLASTN 2.2.15 [Oct-15-20061

lr 64rs 527 8-1 795 5 -s 8 407 6997 58.BLASTQ4

Taxonomy reports

gi|51988012|dbjlABl902l6.lIHypocreajecorinachi46genefor46
iit r r s r o g 8aldbj lABo+ r z s e. t I Trichoderma pseudokoningii chit-P..'

itlrf SrOgTtdbjingO+rZSO.rt Trichoderma virens chit-G2 gene f...

ilOOlXrSglgullyZ5S+OS.tl Hypocrea lixii strain T12 bacteria...

ilG?roq4glnblAF I sgqzs. t lRr t ssqzs rrichoderma viride strain T"'

i]iOO:OgalgblAF I 8892+. t IAF t ggqZ+ Trichoderma viride strain A...

Iils+zqa0o8lnblnvoosgoz. r I Trichoderma cerinum strain MA 3646...

@qzl.tlA.ptsgqzr Hypocrea rufa strain cJS 89...

f z qaOOal s-b I Ayoos g es . r I Trichoderma cerinum strain MA 299 I .''

iils+Zqa00agblAYOOSgO+.f I Trichoderma cerinum strain MA 2988...

ett I 35 I 6382idUj lneO+ t ZS S. t I Trichoderma viride chit-VIRI gene..'

IilJ : s t o gTaldbj lAgo+ t z s t . t t Trichoderma harzianum chit-HAR I g'.

i]t+qgosal.-bxTqjgt.rlrHpcH+z T.harzianum gMI 206040) ech-41 g

EiGoroq$lgu|eF I sgqzz. t lnp t ggqzT Trichoderma viride strain G...

FlZoq3 9 3 
I 
gb [- I ao I a I 

I 
TRRENoocHI Trichod erma harzianum endoc hiti

Ii tq993 7 5 | gb 
I S 7 8az : . t t chit42:endochitinase [Trichoderm a harzian

iijs+zqa006lgblnvoosgoo. r I Trichoderma cerinum strain MA 3638.'

frtZng?j,lntltu ag aS S . ttTHU qg + S S Trichoderma harzianum endoc h i t r n

EitZOfOg:qInUiAF t SSqZO. t lnf t SggZ0 Trichoderma atroviride stra"'

EijS+zqaoo0lgblAYOoSsOl. r I Trichoderma cerinum strain DA9M 2-l

Elq29l tT63lnblDO+oz+rs.tl Trichoderma sp. w5 l2 chitinase (ech-4

EljJf StOe8oldbjlAeO+tZS+.tl Trichoderma hamatum chit-HAM gene '

iitl rs togTsldblABo+ t zsr. t t Trichoderma harzianum chit-HAR3 g'

Iiisxroz+stnulevoozqsg. r I Trichoderma tomentosum strain zd 2"'

iijooroq3TgblAF l sSg tq. tlnr t ssq t g Trichoderma viride strain A."

iifriff,oznlrAtrsZggzls.tl Hypocrea strictipilis strain CBS 3...

i]leo:oga3leblAFtagqzz.tlnptsgqzz Hypocrea rufa strain cJS 89..

EilJ I S f OgddbingO+ t ZSZ. t I Trichoderma harzianum chit-HAR2 g.

Ff;iff,f2nteblLF lggzl l.tl Trichoderma oblongisporum itrain C...

iijs+zq3gg6lnblAYoosgor. t I Trichoderma tomentosum strain CBS'

@ggZll.tt Trichoderma tomentosum strain CBS "

Score E
(bits) Val ue

1600 0.0
884 0.0
884 0.0
430 4e-lI7
420 4e-ll4
420 4e-II4
414 2e-Il2
412 9e-ll2
410 3e-111

410 3e-111

398 1e-107

398 le-107
396 5e-107
396 5e-107
396 5e-107
394 2e-106
394 2e-106
394 2e-106
389 le-104
389 le-104
387 5e-104
381 5e-104
379 le-101
371 3e-99
365 2e-97
365 2e-97
361 3e-96
347 4e-92
345 2e-91
341 3e-90
341 3e-90
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gil5l988012ldbjlAB190216.ll Hypocrea jecorina chi46 gene for 46kDa chitinase, complete cds: T. reesei

Score : 1600 bits (807), Expect: 0.0ldentities : 888/91| (97%',, Gaps :3l9ll (0%)
Strand:Plus/Plus

-\\^.r-,

I

)

I

Query 4

Sbjct 102

Query 62

Sbj ct 1 62

Query L22

Sbjct 822

Query I82

Sbjct 882

Query 242

Sbj ct 942

Query 302

Sbjct 1001

Query 362

Sbj ct 1051

Query 422

Sbjct LL2I

Query 482

Sbjct 1181

Query 542

Sbj ct 1241.

Query 502

Sbjct 1301

Query 662

Sbjct 1361

Query 722

Sbjct l42L

AGTTGGGCGTTCC TAGACTGATCA- GTCGCACTCA-TGCGC C TCAGTTACTGACCACCAC

||| l|llllllllllllll llllll lll llllllllllllllllllllllll
AGTTGGACGTTCCTAGACTGATCAAGTCGCATTCAATGCGC C TCAGTTACTGACCACCAC

GCAGTGTCGCCAGTGATACTTACGCTGATGTCGAGAAGCAC TATGCTGATGATTGTATGA

| il | il | | | | || | | | | | | l|| llil | | | | t | | | | | lll
GCAGTGTCGCCAGTGATACTTACGCTGATGTCGAGAAGCAC TATGCGGATGATTGTATGA

AGCCCCAACCCCTTGAGTGAC TGTGAACCTGTGCCTTGATAT CATGCTTACACCCACGTT

|llll lllllllllllll llll lllllllllll llllllllllllllllll I

AGCCCCTACCCCTTGAGTGATTGTGCACCTGTGCCTTATAA!CATGCTTACACCCACGCT

AGCCTGGAACGATGTCGGCACCAACTTGTATGGCTGTGCTAAGCAACTGTTCAAGTTGAA

| il | | | llllllllllllllllllll llllllll llllllllllllllllllll
AGCCTGGAACGATGTCGGCACCAACTTGTACGGCTGTGCCAAGCAACTGTTCAAGTTGAA

GAAGGCCAACCGAAAACCTGAAGGTCATGCTTTCCATCGGC GGCTGGACCTACTCCACCA

||||il||t lilllllll llllllllllllllllllllllllll ll llll
GAAGGCCAACCGAAA- CCTGAAGGTTATGCTTTCCATCGGC GGCTGGACCTATTCTACCA

ACTTCGCqTCTGCAGCGAGCACGGATGCGAACCGAAAGAGATTCGCCTCAACTGCCATTA

|||||||||||||||llllllllllllllrllllllllllllllllll
ACTTCGCCTCTGCAGCGAGCACGGATGCGAACCGAAAGAGATTCGCCTCAACTGCCATTA

CGTACATGAAGGATTGGGGCTTCGACGGTATCGACATCGAC TGGGAGTACCCTGCCGACA

|| | || | || | t il | | | || | | llllllllll|| r llllllllllllllllll
CGTACATGAAGGACTGGGGCTTCGACGGTATCGACATCGAC TGGGAGTACC CTGCCGACA

GCACCCAGGCCTCCAACATGATTCTTCTGTTGAAGGAAGTC CGATCTCAGCTTGACGCCT

|| il | | | | | | ! l| il | | llllllllll llr llllllllr l|| lllll
GCACCCAGGCCTCCAACATGATTCTTCTGTTGAAGGAGGT C CGATCTCAGCTTGACGCCT

ACGCCGCACAGCACGCCCCTGGCTACCACTTCCTTCTCTCCATTGCTGCGCCGGCCGGCG

|||||||ilil|||!il1|lllllllllllllllrllllllllllllllllll
ACGCCGCACAGCACGCCCCTGGCTACCACTTCCTTCTCTCCATTGCTGCGCCGGCCGGCG

AAGTCAACTACTCCCTCCTGCGCATGGCCGATCTCGGCCAAGTCCTCGAC TATGTTAACC

|||il|||||||||llllllllllllllllrllllllllllllllllll
AAGTCAACTACTCCCTCCTGCGCATGGCCGATCTCGGCCAAGTCCTCGACTATGTTAACC

TCATGGCCTACGACTATGCCGGATCTTGGAGCAACGCCTC C GGACACGACGCCAACCTGT

|||||il|||||||||llllllllllllllrllllllllllllllllll
TCATGGCCTACGACTATGCCGGATCTTGGAGCAACGCCTCC GGACACGACGCCAACCTGT

ATCACAACCCGCAGAACCCCAACGCGACACCCTTCAACACT GATGATGCTGTGAAGGCCT

|ililil|||il|||||||||llllllll||r ||l|lllllllllllllll
ATCACAACCCGCAGAACCCCAACGC GACAC C CT TCAACAC T GAT GATGC T GT GAAGGCC T

ACATCAACreArcTGTTCCCGCAAGCAAGAT TGTC C TT G GT ATGCC CATC TACGGCCGAT

lllllllllllllllrllllllllllllllllllllllllrlllllllllllllllllll
ACATCAACreArcTGT TCCCGCAAGCAAGATTGT CCT TGGT AT GC CCATCTACGGCCGAT

bl_

161

T2L

82L

181

881

24I

94I

301

1000

361

1060

42r

7120

481

118 0

541

L240

601

1300

66L

1350

12r
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*1uer1' 182

Sb; ct 1481

Query 842

Sbj ct 154 1

Query 902

Sbj ct 1601

CCTTTGAGTCCACCTCTGGCATTGGCCAGCCTTTCAACGGAATCGGGTCTGGAAGCTGGG 8 4 1

| || ||!| | | || |r ll|llllll lllilllllllllllllllllll
CCTTTGAGTCCACCTCTGGCATTGGCCAGCCTTTCACCGGAATCGGGTCTGGAAGCTGGG 1540

AGAACGGTGTC TGGGAC TACAAGGC CCTGCC CAAGGC CGGC GC GACCGTC CAGTAGCATG 9 O 1

|||||llllllllllllllllllllllllllllll llllllllllllll lll
AGAACGGTGTC TGGGAC TACAAGGC CCTGCCCAAGGCCGGC GCGACCGTCCAGTACGATG 1 6 O O

ACGTCGCCAAG 912
Illlllllll
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 (A8190216, 1400 bP), T.

harzianum (AY618901, 1300 bP), T.

pseuodokoningii (A8041756, 1400 bp)

dengan masing-masing hanya mempu-
nyai 3 intron sehingga memudahkan

untuk menentukan perkiraan lokasi
intron. "Putative" intron diidentifikasi
berdasarkan konsensus sekuen pada

"splicing junction" pada 5'
GT(AGXAT)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 kitinase 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).

N L a S D GT V
AACCTCCAATcAcAccccACTGTgtaagttgggcgttcctagactgatcagtcgcactcatgcgcctcagltact

V A S D T YA DV E K HY A D D
gacc accac gcagTGTC GCCAGTGATACTTACGCTGATGTC GAGAAGCAC TATGCGGATGA

S WN D

TTgtatgaagccccaacc ccttgaglgactgtgaacctgtgccttgatatcatgcttacacccacgttagcCTGGAACGA
V G T N L Y G C A K A L F K L K K A N

TGTCGGCACCAACTTGTATGGCTGTG CTAAGCAACTGTTC AAGTTGAAG AAGGCC AA

R N L K VM L S I G GWT Y S T N FA
CCG fuAAC CTGAAGGTCATGCTTTCCATCGG CGGCTGGAC CTACTCCACCAACTTCGC

4l
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SAAS TDANRKR FASTAITY
CTCTGCAGCGAGCACGGATGCGAACCG A'Iq.AG AGATTCGC CTCAACTGCCATTACGTA
MKDWGFDGIDIDWEYPADS

CATGAAGGATTGGGGCTTC GACGGTATCGACATCGACTGGGAGTACC C TGC CGACAG
TA A S N M I LL L K E V R SA L D A

CACCCAGGCCTCCAACATGATTCTTCTGTTG AAGG AAGTCCGATCTCAGCTTGACGC
YAAAHAPGYHFLLSIAAPA

CTACGCCGCACAGCACGCCCCTGGCTACCACTTCCTTCTCTC CATTGCTGCGCCGGCC
GEVNYSLLRMADLGaVLDY
GGCGAAGTCAACTACTCCCTCCTGCGCATGGC CGATCTCGGCCAAGTCCTCGACTAT
V N LM A YD Y A G SW S N A S G HD
GTTAACCTCATGGCCTACGACTITTGCCGGA TCTTGGAGCAACGCCTCCGGACACGAC
A N L YH N P A N P N A T P FN T D D
GCCAACCTGTATCACAACCCGCAGAACCCCAACGCGACACC CTTCAACACTGATGAT
A VK A Y I N GG V P A S K I V L GM
GCTGTGAAGGC CTACATCAAC GGAGGTG TTC C CGCAAGC AAGATTGTC CTTGGTATG
P I Y G R S F E S G I GA P F NG I G S
CCCATCTACGGCCGATCCTTTGAGTCCACC TCTGGCATTGGCCA GCCTTTC AACGG AA

GSWENGVWDYKALPKAGA
TCGGGTCTGGAAGCTGGGAGAACGGTGTCTGGGACTACAAGGCCCTGC CCAAGGCC
T V A Y D D V MT S P
GGCGC GAACCGTCCAGTAC GCATGACGTCGC CAAG

Gambar 3. Sekuen exon dan intron gen kitinase T. harzianan PPKS dan terjemahan
kodonnya menjadi asam amino (huruf tebal)

Konstruksi pohon phylogenetik

Sebelum dilalcukan 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

terjadinya bias dalam konstruksi pohon
phylogenik. Dalam phylogenik ternyata
T. harzianum PPKS menunjukkan
mengelompok (Cluster) dengan T. reesei
dengan homologi sebesar 97 % dan tidak
mengelompok dengan T. harzianum yang
didepositkan di GenBank (Gambar 4).

42



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

T reesei.SEQ
T.haraanum PPKS.SEO
T.pseudokonangii.SEQ
T.','irens.SEO
T. viride SEQ
T.atroriride SEO
T hamatum.SEO
T.hanianum seq
Candicla albicans.SEO

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"

I)
I

)

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 lF dan Ktn 2R
dihasilkan gen kitinase dari T. harzianum
PPKS berukuran 936 bp atau sekitar 75
o/o da/, gen lengkap kitinase (gen lengkap
kitinase Trichoderma berukuran sekitar
1300-1400 bp) sehingga Perlu
dilanjutkan untuk memperoleh gen

lengkap kitinase dat'. T. harzianun 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
Gano derma. 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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