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PENDAHULUAN BAHAN DAN METODE

Sebanyak 472 isolat Trichoderma terduga mutan tahan N tinggi, P tinggi dan pH rendah hasil Sebanyak 3 isolat Trichoderma terduga mutan terpilih (T1pH30gy, T3NUV90, T4NUV90)
irradiasi sinar gamma, ultraviolet dan EMS. Hingga saat ini, belum dilakukan konfirmasi ada tidaknya  digunakan dalam penelitian ini sebagai representasi dari seluruh terduga mutan yang

mutasi pada susunan nukleotida dari isolat terduga mutan tersebut. Penelitian ini dilakukan untuk  didapatkan. Daerah mutasi yang diobservasi adalah daerah ITS1 dan ITS4. Hasil sekuensing
mengkonfirmasi ada tidaknya mutasi pada susunan nukleotida terduga mutan tersebut. dianalisis menggunakan program program clustal W.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil PCR menunjukkan bahwa terduga mutan ataupun wild type menghasilkan iy 1 CTCCAACECAM)GEGAAC)(G}TTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCG 60

amplikon yang kurang lebih sama (500 bp) (Gambar 1). Hasil alignment antara 71p5 1 | CTcCcAACCOHRATGTOHACGTTACCARACTGTTGCCTCGGCGGGETCACGCCCCGEETGOM 58
terduga mutan dan wild type menunjukkan bahwa terdapat insersi dan atau NN

delesi pada daerah ITS1 dan ITS4 isolat terduga mutan yang didapatkan. Hal itu TiwT 61 [TCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCC, 120
dapat terlihat pada Gambar 2. Kenyataan ini menunjukkan bahwa isolat TIipH 59 [TCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCARACTCTTTCTGTAGTCCCC] 118
Trichoderma spp. terduga mutan yang didapatkan memang mengalami mutasi,

khususnya pada daerah ITS, sehingga dapat diyakinkan bahwa isolat tersebut T1WT 121
memang merupakan mutan. TlpH 119

L\

TCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAl 180
TCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAl 178

TIWT 181 [ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA 240
TlpH 179 ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGARA 238

TIWT 241
TlpH 239

TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGEH 300
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGH 298

TIWT 301
TlpH 299

CGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGE 360
CGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGH 358

TIWT 361 [GGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGLCC 420
TlpH 359 [GGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGLCC 418

1 172 T3 T4

500pb ——

TIWT 421 [TCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAR 480

500pb ——
b TlpH 419 [TCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTARAA] 4738
N\
TIWT 481 RCACCCAACITITTCTGAAATGTGACCTCGIGATCAG A 514
TlpH 479 ARCACCCAACHITCTGAAATGTGACCTCHGATCAG 510
Gambar 1. Hasil PCR menggunakan primer ITS1 dan ITS4. a. Wild type, b. terduga mutan; N N
1. T1pH30gy, 2. TANUV90, 3. T4ANUV90 N\
o T3WT 1 CTCCAACCCATngjigGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGT 59
TAWT 1 FTecaac e O-RTeTa-EOGTTAC CARACTETTGCCTCGGCCGGETCACG CCCGaaTaCd 58 T3INUV 1 [CTCCAACCCATG GTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGEGETGCGET 60
TANUV 1 CTCCAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGETCACGLCCCCGGETGLCE 60 \\//
N\ T3IWT 00 |CGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCT 119
T4AWT 50 [TCCCAGCCCCGRAACCAGCCCECCCGCCECGAGCAACCAACCAAACTCTTTCTCTACGTCCCl 118 T3NUV o1 [CGCAGCCCCGGAACCAGGCGLCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCT 120
T4NUV o601 [TCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCC 120
TIWT 120 CGCGGACGTATTTCTTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACA] 179
TAWT 119 [TCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAH 178 T3NUV 121 [CGCGGACGTATTTCTTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACA! 180
T4ANUV 121 [TCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACA] 180

T3WT 180 ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA 239
T3NUV 181 ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA 240

TAWT 179 ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA 236
TANUV 181 ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA| 240

T3WT 240
T3NUV 241

TAWT 239
TANUV 241

TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGH 298
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGE 300

TAWT 299 FGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGG 35 T3WT 300 rGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGj 359

TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGH 299
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGH 300

TANUV 301 [CGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGE 360 T3NUV 301 [CGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGLGTTGH 360
T4WT 359 |GGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAG ] 418 T3WT 360 |GGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCTAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCH 419
TANUV 361 |GGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCC 420 T3NUV 361 [GGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCTARATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGC 420
TAWT 419 |[TCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTARAA 478 T3WT 420 MCTCCTCGCGCAGTACGTTTCCACAACTCGCACCCRCACCCCCECGCRTCCACCTCCCTAARl 479
TANUV 421 [TCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGLGLGGBLELGETCCACGTCCGETAAA 480 T3INUV 421 ITCTCCTCCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCCGGAGCCCGGCGOGTCCACGTCCCTARR 480
- AN
TaWT 479 ACACCCﬁic‘T§CTGAAATGTGACC€C‘G3TCAG ‘ 210 o3y 480 BCACCCAANMTTCTGARATGTGACCTCGGATCA B 513
TANUV 481 poAcCCRAAIITTC TOAARTOTOAL CTHRRAT A 14 73nyv 481 RCACCCARHITCTGARATGTGACCTCGGATCA 513
N < S

Gambar 2. Aligment hasil sekuen wild type dan terduga mutan yang diamplifikasi menggunakan primer ITS1 dan ITS 4. A. Isolat T1pH30gy, B. Isolat TANUV90 dan C. T4ANUV90.

KESIMPULAN

Terdapat mutasi berupa insersi Terdapat mutasi berupa insersi dan atau delesi pada daerah ITS1 dan
ITS4 isolat terduga mutan. Hal itu menunjukkan bahwa isolat terduga

mutan tersebut memang merupakan mutan.

dan atau delesi pada daerah

151 dan 1154 isolat C UCAPANTERIVAKASH
Trichoderma terduga mutan. UCAPAN TERIVIA KASTH
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