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ABSTRACT 

In vivo control activities test of BCA candidate is required to evaluate  its effectiveness. This test involved 

identification  of  the  fungal  species  that  inhabited  the  experimental  plant  after  inoculation  of   BCA  and 

pathogen. Identification of inhabitant fungi in the BCA control activity test can be conducted by culturing the  
fungi on artificial media. Fungal species can be identified based on morphological characters or genetic 
characters of fungal culture. This study was conducted to determine the potential of PCR ITS-RFLP molecular 

markers in the initial selection process of fungal isolates before identification based on DNA sequences and to 
select the enzyme that produce polymorphic PCR ITS RFLP pattern. Three enzymes (DraI, EcoRI and HinfI) 
were successfully  separated 8 fungal cultures used in this study into three groups based on the pattern of PCR 

ITS DNA, while five other enzymes (BamHI, BclI HaeII, HpaI, and HindIII) were failed to cut the DNA ITS 
fragments, except for one isolate.  

Keywords:  fungal identification, isolates selection, restriction enzyme    

ABSTRAK 

Pengujian aktivitas pengendalian kandidat APH secara in vivo diperlukan untuk mengetahui efektifitasnya. 

Pengujian ini memerlukan identifikasi jenis jamur yang ditemukan pada organ tanaman uji. Salah satu metode 
yang dipakai untuk identifikasi jenis jamur pada uji aktifitas pengendalian APH yaitu melalui pembuatan kultur  

pada media buatan. Identifikasi jenis jamur dapat dilakukan berdasarkan karakter morfologi ataupun karakter 
genetik dari kultur jamur atau dengan marka DNA. Penelitian ini dilakukan untuk mengetah ui potensi marka  
molekuler PCR ITS-RFLP dalam proses seleksi awal isolat jamur sebelum dilakukan identifikasi berdasarkan 

sekuens DNA dan untuk memilih enzim restriksi yang memproduksi pola PCR ITS RFLP yang polimorfik. Tiga 
enzim restriksi  (DraI,  EcoRI  dan HinfI) dapat memisahkan 8 isolat jamur yang digunakan dalam penelitian  

ini menjadi tiga kelompok sesuai dengan profil PCR ITS DNA, sedangkan 5 enzim yang lain (BamHI, BclI, 
HaeII, HpaI, dan HindIII) tidak dapat memotong fragmen DNA ITS, kecuali pada satu isolat jamur saja.  

Kata kunci:  identifikasi jamur, seleksi isolate, enzim restriksi 

I. PENDAHULUAN 

Penelitian mengenai keragaman dan 

identifikasi jenis-jenis jamur semakin banyak 

dilakukan untuk berbagai keperluan, misalnya 

untuk mencari bahan alternatif obat, mencari 

mikroorganisme untuk membersihkan polusi 

pada tanah (Lawrence et al., 2018), mendeteksi 

patogen pada tanaman (Kowalski & Drozynska, 

2011; Nusaibah, Latiffah, & Hassaan, 2011; 

Prihatini, Glen, Wardlaw, & Mohammed, 

2015), dan untuk mencari agen pengendali 

hayati pada tanaman pertanian (Xiang et al., 

2016) maupun tanaman hutan (Puspitasari et al., 

2016). Keragaman jenis jamur juga banyak 

dipelajari dari berbagai habitat alami yang 

berbeda misalnya dari tanah (Lawrence et al., 

2018), dari air (Diguta, Proca, Jurcoane, & 

Matei, 2018), manusia dan hewan (O’Donnell et 
al., 2010) serta tanaman dari berbagai organ 
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yang berbeda (Harsono, Rakhmawati, & 

Prihatini, 2016). Pendekatan yang dipakai pada 

penelitian mengenai keragaman jenis jamur 

dapat menggunakan metode culture-dependent 

yaitu melalui pembuatan kultur jamur atau 

pemindahan jamur-jamur pada media buatan 

(Tigini, Prigione, Di Toro, Fava, & Varese, 

2009), metode tanpa melalui pembuatan kultur 

jamur (culture-indepedent) (Pei, Chen, & Kress, 

2017) dan menggunakan gabungan dari kedua 

metode tersebut (Prihatini, Glen, Wardlaw, & 

Mohammed, 2016). 

Salah satu gangguan serius pada tanaman 

kehutanan di Indonesia adalah serangan hama 

dan penyakit, misalnya penyalit karat tumor dan 

boktor pada sengon (Endang & Farikhah, 2010; 

Putri & Bramasto, 2017) dan penyakit busuk 

akar pada Acacia mangium yang disebabkan 

oleh beberapa jenis Ganoderma (Glen et al., 

2009; Old, Lee, Sharma, & Zi, 2000). Salah satu 

upaya pengendalian jamur patogen pada 

tanaman kehutanan yang dikembangkan saat ini 

adalah  penggunaan agen pengendali hayati 

(APH) misalnya pada penyakit busuk akar 

(Agustini, Wahyuno, Indrayadi, & Glen, 2014; 

Puspitasari et al., 2016). Potensi atau efektifitas 

APH dalam pengendalian hama dan penyakit 

dapat diketahui dengan melakukan pengujian 

aktivitas pengendalian patogen (Buana, 

Wahyudi, & Toruan-Mathius, 2014; Elad, 

Baker, & Faull, 2004). Pengujian aktivitas 

pengendalian dari kandidat APH secara in vivo 

akan memerlukan deteksi dan konfirmasi ulang 

jenis patogen dan kandidat APH pada organ 

tanaman yang diuji serta melibatkan jumlah 

sampel yang besar. Deteksi dan konfirmasi 

ulang dapat dilakukan dengan metode culture-

dependent (Elad et al., 2004), menggunakan 

metode deteksi secara langsung melalui 

penggunaan penanda DNA spesifik jenis atau 

species specific primer (Prihatini, Rimbawanto, 

Puspitasari, & Fauzi, 2018), maupun 

menggunakan keduanya (Buana et al., 2014). 

Penggunaan penanda DNA spesifik jenis 

memerlukan pengembangan penanda spesifik 

terlebih dahulu dan terbatas pada jenis-jenis 

yang diinginkan saja (Yuskianti et al., 2014). 

Adapun metode culture-dependent akan 

memberikan kelebihan dengan didapatkannya 

isolat jamur-jamur lain selain patogen dan 

kandidat APH yang mungkin memberikan 

pengaruh dalam aktifitas pengendalian hama 

dari APH (Elad et al., 2004), namun kekurangan 

dari metode ini adalah jumlah isolat yang 

dihasilkan cukup banyak dan memerlukan 

identifikasi jenis dari setiap isolat.  

Karakter morfologi isolat dapat dilakukan 

untuk mengenali jenis jamur (Puspitasari et al., 

2016), namun pengamatan ini terbatas pada 

jenis jamur tertentu dan pada tingkat taksonomi 

tertentu (Duttweiler, Sun, Batzer, Harrington, & 

Gleason, 2008; Nusaibah et al., 2011), sehingga 

konfirmasi jenis berdasarkan karakter genetik 

(DNA) tetap diperlukan, terutama untuk jenis-

jenis yang memiliki kemiripan bentuk isolat 

(Prihatini, Glen, Wardlaw, & Mohammed, 

2014; Yuskianti et al., 2014). Penanda genetik 

juga dapat mempersingkat waktu dan tenaga 

yang diperlukan dalam identifikasi jenis jamur 

(Diguta, Vincent, Guilloux-Benatier, Alexandre, 

& Rousseaux, 2011).  

Pengelompokan jenis jamur atau seleksi 

isolat berdasarkan karakter genetik dapat 

dilakukan menggunakan metode PCR ITS-

RFLP (Diguta et al., 2011; Mohammed, 2013). 

Metode ini dimulai dari proses amplifikasi DNA 

dari daerah ITS (Internal Transcribed Spacer) 

menggunakan mesin PCR (Polymerase Chain 

Reaction) dan dilanjutkan dengan teknik metode 

(Restriction Fragment Length Polymorphism) 

untuk memotong amplikon ITS rDNA 

menggunakan enzim restriksi (Diguta et al., 

2011; Duttweiler et al., 2008). Fragmen ITS 

banyak digunakan untuk identifikasi maupun 

karakterisasi jamur karena  mudah 

diamplifikasi, terkonservasi, konsisten, serta 

memiliki variasi tinggi dalam satu genus, 

sehingga akan menghasilkan amplikon yang 

spesifik (Shamim et al., 2017). Pemotongan  

amplikon DNA ITS menggunakan enzim 

restriksi akan menghasilkan variasi potongan 

DNA yang berbeda pada sampel yang memiliki 
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susunan DNA yang berbeda (Srivastava, Gupta, 

Lal, & Sinha, 2017) dan sebaliknya akan 

menghasilkan pola yang sama pada sampel yang 

memiliki susunan DNA yang serupa (Viaud, 

Pasquier, & Brygoo, 2000). Penggabungan dari 

kedua PCR ITS dan RFLP tersebut 

memungkinkan dihasilkannya penanda yang 

bersifat spesifik ditingkat spesies, dan memiliki 

polimorfisme yang tinggi pada isolat jamur 

tertentu misal Fusarium  (Datta, Choudhary, 

Shamim, & Dhar, 2011) dan Ganoderma 

(Nusaibah et al., 2011). Penanda ini juga 

terbukti murah, mudah digunakan dan tidak 

memerlukan waktu yang lama pada studi 

keragaman jenis jamur melalui proses isolasi 

jamur (Diguta et al., 2011), maupun  tanpa 

melalui tahapan isolasi jamur (Viaud et al., 

2000). Penelitian ini dilakukan untuk 

mengetahui potensi teknik PCR ITS-RFLP 

dalam seleksi isolat-isolat yang dihasilkan dari 

proses uji aktivitas pengendalian APH untuk  

identifikasi awal jamur belum diketahui 

jenisnya. Diharapkan penggunaan teknik 

tersebut dapat mengurangi biaya dan waktu 

yang diperlukan untuk identifikasi jenis dalam 

proses pengujian APH di lapangan. 

II. BAHAN DAN METODE 

 Waktu dan tempat A.

Penelitian  dilakukan di Laboratorium 

Genetika Molekular Balai Besar Penelitian dan 

Pengembangan Bioteknologi dan Pemuliaan 

Tanaman Hutan (B2PPBPTH) Yogyakarta pada 

tanggal 8 Januari sampai dengan 6 Februari 

2018.  

  Bahan dan alat penelitian B.

Delapan isolat jamur yang diisolasi dari 

tunggul  akar  pohon  Acacia mangium yang 

belum teridentifikasi jenisnya (Tabel 1) 

digunakan dalam penelitian ini. Delapan isolat 

jamur  tersebut  memiliki  karakter  morfologi 

isolat yang mirip (Tabel 1) dan   tidak cukup 

memberikan  informasi  mengenai  genus 

maupun jenis jamurnya.  

 Ekstraksi dan pengenceran DNA C.

 Ekstraksi DNA dimulai dengan 

melakukan proses pelisisan sel menggunakan 

buffer SDS (Raeder & Broda, 1985) yang telah 

dimodifikasi menggunakan metal beads dan 

mesin bead beater (Prihatini et al., 2018).  Hasil 

ekstraksi berupa DNA murni dimasukkan 

didalam microtube ukuran 1,5 mL yang steril 

dan disimpan pada suhu 5oC sebelum 

digunakan pada proses PCR. Pada proses PCR 

digunakan konsentrasi DNA template yang 

berbeda dengan pengenceran berseri 

menggunakan larutan TE. Pengenceran DNA 

dimulai dari 10× pengenceran (1/10), 20× (1/20) 

dan 40×  (1/40). Penggunaan DNA template 

dengan tiga konsentrasi yang berbeda tersebut 

dimaksudkan sebagai ulangan pada proses PCR 

ITS dan juga pada proses RFLP.  

 PCR ITS D.

Proses PCR dilakukan terhadap delapan 

sampel dengan masing-masing tiga ulangan 

untuk mengamplifikasi daerah ITS. Adapun 

primer yang digunakan adalah ITS1F dengan 

urutan sekuen 5’CTT GGT CAT TTA GAG 
GAA GTA A’3 (Gardes & Bruns, 1993) sebagai 

forward primer dan ITS4 sebagai  reverse 

primer urutan sekuen 5’TCC TCC GCT TAT 
TGA TAT GC’3 (White, Bruns, Lee, & Taylor, 

1990).  

Amplifikasi dilakukan menggunakan 

PCR master mix KAPA2G Fast PCR Kit (Kapa 

Biosystem) dengan konsentrasi akhir 1× PCR 

reaction buffer A, 0.2 mM deoxynucleotide 

triphosphate (dNTPs), 1.5 mM MgCl2 dan 0.5U 

DNA polymerase kemudian pada master mix 

tersebut ditambahkan 0.5 μM oligonucleotide 

primer (Geneworks) forward maupun reverse, 

dan air hingga volume menjadi 20 µL per reaksi 

PCR sebelum ditambahkan DNA template 

sebanyak 5 µL. Amplifikasi PCR dilakukan 

menggunakan mesin GeneAmp® PCR System 

9700 (Applied Biosystem) pada profil suhu 

sebagai berikut: 94°C selama 3 menit, diikuti 

dengan 35 siklus dari 94°C selama 30 detik, 
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55°C selama 30 detik dan 72°C selama 1 menit, 

serta ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 7. 

Tabel 1. Isolat jamur dari tunggul akar Acacia 

mangium yang digunakan dalam seleksi 
karakter genetik mengunakan metode PCR 

ITS-RFLP 

 Elektroforesis E.

Elektroforesis untuk melihat adanya 

amplicon hasil PCR ITS dilakukan dengan 

mengunakan gel agarose 1% dengan pewarna 

Ethidium bromide (EtBr) sebanyak 2,5 μL per 

40 μL larutan 1×TBE. Gel agarose kemudian 

dimasukkan ke dalam bak elektroforesis yang 

berisi 1×TBE buffer dan pewarna EtBr 

sebanyak 200 μL per 1L larutan. DNA Ladder 
100bp (Vivantis) digunakan sebagai marker 

untuk memperkirakan ukuran DNA yang 

dihasilkan. Tangki elektroforesis diberi aliran 

listrik  dengan  tegangan  sebesar 120 volt 

selama ± 45 menit.  

 RFLP F.

Hasil amplifikasi PCR dipotong 

menggunakan 8 enzim restriksi yaitu EcoRI 

(BioLabs), BamHI, BclI, DraI, HaeII, HpaI 

HindIII dan HinfI (Boehringer Mannheim 

GmbH). Reaksi RFLP terdiri dari 1x incubation 

buffer for restriction enzymes (BioLabs dan 

Boehringer Mannheim GmbH),  0,1 µg/µL BSA 

(BioLabs); 0,03-0,1 U enzim restriksi dan 5 µL 

produk PCR (amplikon) dan ditambahkan air 

hingga volume menjadi 10 µL per reaksi. 

Reaksi tersebut kemudian diinkubasi pada suhu 

37oC selama 2 jam pada  mesin GeneAmp® 

PCR System 9700. Hasil RFLP disimpan pada 

suhu 5oC sebelum dipisahkan  pada proses 

elektroforesis menggunakan gel agarose 2% 

yang diberi aliran listrik 100 Volt, selama 3 jam. 

Gel elektroforesis PCR juga diwarnai dengan 

EtBr dengan formula yang sama dengan 

elektroforesis terhadap hasil PCR ITS. 

 Analisis Data G.

Dari hasil visualisasi gel elektroforesis, 

diperoleh gambar pola fragmen DNA yang 

selanjutnya dimasukkan dalam tabel skoring 

yaitu dengan memberi skor angka 1 jika 

terdapat pita DNA pada ukuran panjang basa 

tertentu, diberi angka 0 jika pada ukuran 

tersebut tidak terdapat pita DNA. Hasil skoring 

ditulis dalam bentuk matriks (1 dan 0) dan 

dianalisa menggunakan aplikasi POPGEN ver 

1.32 (Yeh, Yang, Boyle, Ye, & Mao, 1999) 

untuk menyusun dendogram berdasarkan jarak 

genetiknya sesuai dengan pola fragmen yang 

dihasilkan dari PCR ITS-RFLP.  

 

 

Sampel Nama isolat Gambar isolat 

1 MHP 1.12.8  

 

 

 

2 MHP 1.13.1H  

 

 

 

3 MHP 1.13.2S  

 

 

 

4 MHP 1.13.2HA  

 

 

 

5 MHP 1.13.2HB  

 

 

 

6 MHP 1.13.3A  

 

 

 

7 MHP 1.1.3B  

 

 

 

8 MHP 1.13.4  
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III. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 Hasil A.

1. Amplifikasi PCR 

Hasil dari PCR menggunakan penanda  

molekuler (primer) ITS ditampilkan pada 

gambar 1. Pada isolat  1, 2, 4, 5 dan 6  dengan 

tiga ulangan berupa pengenceran yang berbeda 

(10×, 20×, 40×) menghasilkan amplikon DNA 

yang berukuran 800 bp, pada isolat 3 

menghasilnya amplikon berukuran sedikit lebih 

kecil (790 bp), sedangkan sampel 7 dan 8 pada 

semua ulangan menghasilkan amplikon yang 

berukuran lebih besar (850 bp). Semua 

amplikon terlihat tebal dan jelas, hal ini 

menunjukkan bahwa daerah ITS dari DNA dari 

semua isolat jamur yang diteliti dapat 

teramplifikasi dengan baik.  

2.  Fragment PCR ITS-RFLP 

Penggunaan enzim restriksi BamHI 

(gambar 2A)  pada amplikon DNA dari isolat 1, 

2, 4, 5, 6 menghasilkan satu fragmen berukuran 

700 bp, sedangkan pada  isolat 3 dihasilkan dua 

fragmen berukuran 690 dan 700 bp dan pada 

isolat 7 dan 8 dihasilkan satu fragmen yang 

berukuran 800 bp.  Hasil yang sama terjadi pada 

semua ulangan yang dipakai.  

Penggunaan enzim BclI (gambar 2B)  

menghasilkan satu  fragmen berukuran 800 bp 

pada semua ulangan dari isolat 7 dan 8, serta 

satu fragmen berukuran 700 bp pada isolat 2, 4, 

5, dan 6. Pola pemotongan enzim restriksi yang 

terjadi pada isolat 1 berupa dua fragmen 

berukuran 800 bp dan 700 bp, sedangkan pada 

isolat 3 dihasilkan dua fragmen yang saling 

berdekatan yaitu berukuran 680 bp dan 690 bp. 

Pola yang sama dihasilkan oleh tiga ulangan 

dari isolat yang sama.  

Pemotongan amplikon DNA 

menggunakan enzim restriksi DraI (gambar 2C) 

pada semua ulangan dari isolat 1 menghasilkan  

tiga fragmen berukuran 610 bp, 700 bp dan 800 

bp. Tiga fragmen juga dihasilkan pada isolat 2, 

4, 5   dari    semua    ulangan    namun    berbeda 

ukurannya yaitu 210 bp, 480 bp dan 700 bp, 

sedangkan pada isolat 3 berukuran 210 bp, 480 

bp dan 690 bp. Pada semua ulangan dari isolat 6 

terlihat adanya dua fragmen berukuran 610 bp 

dan 700 bp, sedangkan pada isolat 7 dan 8 

hanya terlihat satu fragmen berukuran 800 bp. 

Hasil pemotongan amplikon DNA 

menggunakan enzim restriksi EcoRI (gambar 

2D) menunjukan bahwa isolat 1 dan 6 terlihat 

adanya satu fragmen yang berukuran 700 bp. 

Isolat 2, 4, 5 memiliki pola hasil pemotongan 

yang sama dan menghasilkan dua fragmen yang 

berukuran 390 bp dan 700 bp. Isolat 3 terpotong 

menjadi tiga fragmen berukuran 380 bp, 520 bp 

dan 690 bp. Adapun isolat 7 dan 8 memiliki 

pola pemotongan yang sama dan menghasilkan 

tiga fragmen yang berukuran 410 bp,  430 bp 

dan 800 bp.   

Pemotongan amplikon menggunakan 

enzim restriksi HaeII (gambar 2E) 

menghasilkan dua fragmen pada isolat 1 dengan 

ukuran 700 bp dan 800 bp, serta pada isolat 3 

dengan ukuran 690 bp dan 700 bp, sedangkan 

pada isolat 2, 4, 5, 6, semua ulangan hanya 

dihasilkan satu fragmen berukuran 700 bp dan 

ukuran 800 bp pada isolat 7 dan 8.  

Enzim restriksi HindIII menghasilkan 

pemotongan pada isolat 3 dengan munculnya 

dua fragmen yang berukuran 560 bp dan 700 bp 

(gambar 2F). Enzim restriksi ini hanya 

menghasilkan satu fragmen pada isolat yang 

lain, yaitu fragmen berukuran 700 bp pada isolat 

1, 2, 4, 5, 6 dan ukuran 800 bp pada isolat 7 dan 

8.  

Pemotongan amplikon DNA dengan 

enzim restriksi HinfI (gambar 2G) menghasilkan 

dua fragmen yang berukuran 700 bp dan 800   

ada isolat 1, ukuran 680 bp dan 690 bp pada 

isolat 3, dan menghasilkan satu fragmen 

berukuran 700 bp pada isolat 2, 4, 5 dan ukuran 

fragmen 800 bp pada isolat 7 dan 8. Adapun 

penggunaan enzim restriksi HpaI (gambar 2H) 

hanya menghasilkan satu fragmen saja, pada 

semua isolat dan semua ulangan yang dipakai 

dalam penelitian ini.  
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Gambar 1.  Fragmen rDNA ITS 8 isolat jamur dari 3 konsentrasi DNA yang berbeda. Keterangan:   Nomor  1-
8 menunjukkan  nomor  isolat  jamur  yang  berbeda,  nomor  dengan  warna  putih adalah  DNA 
dengan pengenceran 10×, warna  kuning adalah DNA dengan pengenceran 20×, dan warna biru 

adalah DNA dengan pengenceran 40×. M adalah marker (100 bp  Ladder), P adalah kontrol positif 
(DNA jamur) dan N adalah kontrol negatif (air).    

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.   Profile fragmen DNA ITS-RFLP  dari 8 isolat jamur tunggul kayu Acacia mangium menggunakan 
8 enzim restriksi BamHI (A), BclI (B), DraI (C), EcoRI (D), HaeII (E), HindIII (F), HinFI (G) dan 

HpaI (H). Keterangan : Nomor 1-8 isolat DNA sampel no 1-8, warna putih adalah sampel DNA 
dengan pengenceran 1/10, warna  kuning adalah sampel dengan pengenceran 1/20, dan warna biru 
adalah sampel dengan pengenceran 40x. M adalah marker (100 bp  Ladder).  

3. Dendogram 

Dendogram disusun berdasakan pola pita DNA 

ITS yang telah dipotong menggunakan 8  enzim 

restriksi digunakan untuk melihat hubungan 

antara 8 isolat yang digunakan dalam penelitian 

ini (Gambar 3). Pada dendogram tersebut 

terlihat bahwa 8 isolat terbagi dalam 4 

kelompok (klaster) yang berbeda. Isolat 1 dan 6 

berada dalam 1 klaster yang sama meskipun 

terdapat memiliki variasi pola PCR ITS RFLP. 

Klaster kedua terdiri dari isolat 2, 4 dan 5 yang  

 

tidak memiliki perbedaan pola PCR ITS RFLP, 

adapun klaster ketiga hanya ditempati oleh 

isolat 3, yang menunjukkan bahwa profil PCR 

ITS RFLP isolat ini berbeda dari 7 isolat yang 

lain. Adapun klaster keempat ditempati oleh 

isolat 7 dan 8, yang memiliki profil PCR ITS 

RFLP yang sama. 

  Pembahasan B.

Penelitian ini berhasil menunjukkan 

adanya  variasi  profil  PCR  ITS  RFLP  antar 8  

  

M   1  2   3   4   5   6    7   8   1   2   3   4   5   M   6   7   8   1   2   3   4   5   6    7   8  P   N 

1 kb 

0.5 kb 
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Gambar 3.   Dendogram hubungan kekerabatan 8 isolat jamur tunggul kayu Acacia mangium yang disusun 
berdasarkan profile fragmen DNA ITS-RFLP  dengan 3 ulangan. Pemotongan amplikon DNA ITS 
menggunakan 8 enzim restriksi BamHI, BclI, DraI, EcoRI, HaeII, HpaI, HindII dan HinFI. Tanda 
baris (bar) menunjukkan besarnya perbedaan pola fragmen DNA antar isolat.  

isolat jamur yang memiliki kemiripan karakter 

morfologi. Hasil analisa menunjukkan 8 isolat 

tersebut dapat dipisahkan ke dalam lima 

kelompok berdasarkan profil PCR ITS RFLP. 

Penelitian serupa pada jamur endofit tebu, 

menemukan bahwa tiga jenis jamur yang 

berbeda memiliki profil PCR ITS RFLP yang 

berbeda, sedangkan isolat yang berbeda dari 

jenis jamur sama memiliki sedikit variasi profil 

PCR ITS RFLP (Srivastava et al., 2017). 

Penelitian lain pada buah anggur mendapatkan 

42 profil PCR ITS RFLP dari 43 jenis jamur 

yang diamati dan hanya 2 jenis jamur dari genus 

Penicillium yang memiliki profil sama (Diguta 

et al., 2011).   

Pemilihan jenis dan jumlah enzim 

restriksi pada  penggunaan metode PCR ITS 

RFLP berpengaruh terhadap tingkat 

diskriminasi atau pembedaan jenis jamur. 

Penelitian ini juga menunjukkan bahwa tidak 

semua enzim restriksi dapat digunakan untuk 

membedakan 8 isolat jamur yang diamati. Hal 

ini dikarenakan enzim restriksi akan mengenali 

sekuens nukleotida yang spesifik spesifik 

(restriction site) dan melakukan pemotongan 

pada sekuens tersebut (Gherbawy and Voigt, 

2010). Berdasarkan hasil yang diperoleh, dapat 

dikatakan bahwa hanya tiga dari 8 enzim 

restriksi yang dipakai dalam penelitian ini yang 

efektif atau memberikan variasi (polimorphism) 

yang tinggi yaitu adalah DraI, EcoRI dan HinfI.  

Enzim restriksi HpaI menunjukkan adanya 

pemotongan amplikon ITS pada satu isolat 

jamur namun dua fragmen yang dihasilkan 

berukuran hampir sama sehingga terlihat seperti  

hanya ada 1 fragmen. Sementara itu enzim 

restriksi BamHI, BclI HaeII dan HindIII  tidak 

memberikan variasi dalam profil PCR ITS 

RFLP terhadap 8 isolat.  

Pemotongan amplikon ITS menggunakan 

enzim restriksi DraI pada penelitian ini 

memberikan variasi fragmen yang paling tinggi 

yaitu dengan menghasilkan lima profil PCR ITS 

RFLP yang berbeda dari 8 isolat yang 

digunakan. Enzim restriksi ini juga berhasil 

digunakan pada identifikasi jenis jamur 

Flammulina velutipes  bersama beberapa enzim 

lain yaitu FokI, HaeII, MboII, dan NlaIV 

(Palapala, Aimi, Inatomi, & Morinaga, 2002). 

Penggunaan DraI bersama beberapa enzim yang 

lain juga terbukti mampu memberikan variasi 

profil pemotongan dalam identifikasi jenis 

jamur dengan beberapa metode yang berbeda, 

misalnya PCR IGS RFLP pada Alternaria spp 

(Hong, Liu, & Pryor, 2005) dan tRFLP pada 

jamur Candida spp (Szemiako, Śledzińska, & 
Krawczyk, 2017). Penggunaan enzim ini secara 

tunggal dengan metode PCR ITS RLFP mampu 

membedakan dua kelompok jamur 

Anaeromyces mucronatus yang memiliki 

aktifitas enzim hidrolitik berbeda (Fliegerová, 

Paîoutová, Mrázek, & Kopeân, 2002). 

Enzim restriksi EcoRI dan HinfI juga 

memberikan variasi pemotongan yang tinggi 
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misalnya  pada identifikasi jenis Stachybotrys, 

Penicillium, Aspergillus and Cladosporium 

(Dean, Kohan, Betancourt, & Menetrez, 2005; 

Mohammed, 2013). Pada studi yang lain, enzim 

restriksi HinfI juga terbukti mampu memberikan 

8 profil pemotongan yang berbeda terhadap 23 

jenis jamur dari genus Penicillium dan 

Aspergillus (Diguta et al., 2018). 

Adapun jumlah enzim restriksi yang 

dipakai pada identifikasi atau diferensiasi isolat 

jamur menggunakan metode PCR ITS RFLP 

bervariasi mulai dari satu hingga lebih dari lima 

enzim restriksi tergantung dari tujuan dan 

kelompok jenis jamur yang dipelajari. 

Penggunaan satu hingga tiga enzim restriksi 

biasanya digunakan untuk membedakan 

kelompok jamur yang sudah diketahui spesies 

atau genusnya. Penggunaan satu enzim pada 

jenis jamur Anaeromyces mucronatus dapat 

membedakan dua kelompok jamur yang 

memiliki aktifitas enzim hidrolitik berbeda 

(Fliegerová et al., 2002). Profil PCR ITS RFLP 

yang dihasilkan dari satu enzim juga terbukti 

mampu membedakan beberapa genus jamur 

yang menyebabkan penyakit pada apel 

(Duttweiler et al., 2008). Pada penelitian 

terhadap genus Aspergillus dan Penicillium 

penggunaan dua enzim mampu membedakan 

tujuh jenis yang berbeda, sedangkan untuk 

membedakan tiga jenis Ganoderma yang 

diisolasi dari tiga inang yang berbeda 

diperlukan tiga enzim restriksi (Nusaibah et al., 

2011). Penggunaan empat jenis enzim atau lebih 

biasanya digunakan  dalam identifikasi jenis-

jenis jamur dalam studi komunitas jamur 

(Diguta et al., 2018, 2011). 

Pada dendogram yang disusun 

berdasarkan lima profil PCR ITS RFLP yang 

berbeda, delapan isolat jamur yang diamati pada 

penelitian ini dibagi ke dalam 3 klaster atau 

kelompok dan diasumsikan setiap klaster pada 

dendogram tersebut memiliki susunan DNA ITS 

yang sama atau mirip.  Kelompok pertama yaitu 

isolat 1 dan 6 yang memiliki profil PCR ITS 

RFLP berbeda, namun memiliki banyak 

kemiripan.  Perbedaan hanya ditunjukkan oleh 

adanya tiga fragmen yang berbeda yang 

dihasilkan oleh  tiga enzim yaitu DraI, HaeII 

dan BclI. Kedua isolat tersebut diduga 

merupakan jenis jamur yang berbeda namun 

memiliki kedekatan hubungan dengan adanya 

kemungkinan miripnya struktur sekuen ITS 

antara kedua isolat.  

Kelompok kedua terdiri dari isolat 2, 4, 

dan 5. Ketiga isolat tersebut tidak memiliki 

variasi profil  PCR ITS RFLP, sehingga dapat 

diasumsikan bahwa ketiganya memiliki struktur 

DNA ITS yang sama dan mungkin merupakan 

jenis jamur yang sama. Kelompok ketiga terdiri 

dari isolat 7 dan 8  yang memiliki profil  PCR 

ITS RFLP sama dan diasumsikan memiliki 

struktur DNA ITS yang sama.  Hal ini juga 

menunjukkan bahwa kemungkinan besar kedua 

isolat tersebut merupakan jenis jamur yang 

sama. Adapun isolat 3 tidak menempati klaster 

manapun dan terpisah dari isolat-isolat yang 

lain. Hal ini disebabkan oleh profil PCR ITS 

RFLP yang berbeda dan juga menunjukkan 

adanya perbedaan struktur DNA ITS dengan 

isolat lain.  

Konsentrasi DNA yang berbeda yang 

digunakan sebagai ulangan pada penelitian ini, 

tidak menunjukkan hasil amplifikasi yang 

berbeda. Hasil ini berbeda dengan penelitian 

sebelumnya yang menemukan bahwa 

penggunaan DNA dengan pengenceran 20× 

memberikan hasil amplifikasi daerah ITS yang 

lebih baik daripada DNA dengan pengenceran 

10× (Prihatini et al., 2018). Perbedaan hasil dari 

kedua penelitian ini mungkin disebabkan karena 

penggunaan DNA polymerase dan profil suhu 

yang berbeda dalam proses amplifikasi DNA 

ITS.   

Identitas jenis jamur yang digunakan 

dalam penelitian ini tidak dapat diketahui 

dengan metode PCR ITS RLFP, sehingga perlu 

dilakukan menggunakan metode sekuensing 

DNA untuk membandingkan urutan DNA dari 

isolat-isolat yang diuji dengan database sekuen 

DNA jamur yang disimpan pada database 

umum misalnya Genbank (Clark, Karsch-

Mizrachi, Lipman, Ostell, & Sayers, 2016) atau 
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Unite (Nilsson et al., 2018). Profil PCR ITS 

RFLP yang dihasilkan oleh tiga enzim restriksi 

DraI, EcoRI dan HinfI diharapkan akan mampu 

membedakan jenis jamur dari isolat yang 

didapatkan dari hasil pengujian aktifitas 

pengendalian APH maupun pada penelitian 

keragaman jenis jamur yang menggunakan 

metode culture dependent. 

IV. KESIMPULAN 

 Penelitian ini menunjukkan bahwa enzim 

restriksi DraI, EcoRI dan HinfI mampu 

memberikan profil PCR ITS RLFP yang 

berbeda pada terhadap isolat jamur yang belum 

diketahui jenisnya dan memiliki karakter 

morfologi isolat yang mirip. Identifikasi jenis 

berdasarkan sekuen DNA masih diperlukan 

untuk menguji apakah profil PCR ITS RLFP 

yang dihasilkan oleh ketiga enzim tersebut 

sesuai dengan kelompok taksonominya.  
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