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Suharna dan Julistiono - Analisis Delimitasi Jenis pada Monascus Spp. Menggunakan Sidik Jari DNA Arbitrary Primer PCR

ANALISIS DELIMITASI JENIS PADA Monascus Spp.
MENGGUNAKAN SIDIK JARI DNA ARBITRARY PRIMER PCR
[Species Delimitation Analysis within Monascus spp. using
Arbitrary Primer PCR DNA Fingerprinting]|

Nandang Suharna® dan Heddy Julistiono
Pusat Penelitian Biologi-LIPI
J1. Raya Bogor Km.46, Cibinong 16911
email: nand010@lipi.go.id
Revisi: 29 Juli 2016

ABSTRACT

A species delimitation analysis within Monascus spp. using Arbitrary Primer Polymerase Chain Reaction (AP PCR) DNA fingerprint was
carried out. This is one of the methods used for identification and discrimination of bacterial strains within the same species. Its advantages
including using single primer, independent of DNA quality, and observing amplicon shared by only some strain. This study analyzed
Monascus sp. MM isolate which was originated from a source contaning high level of ethanol and two M. purpureus isolates which isolated
from angkak. However, based on ITS region, 99% homology showed the unclear species delimitation. Therefore, this analysis was aimed at
clarifying on the identities of Monascus species tested. The result showed DNA polymorphism among three isolates of Monascus that
showed species delimitation. This study showed that species delimitation within Monascus isolates used in this analysis could be supported
by AP PCR DNA fingerprinting. Therefor we suggested to use this technique or method for phylogenetic study to clarify taxonomic position
of Monascus strains.

Key words: Monascus sp., Monascus ruber, Monascus purpureus, delimitation, AP PCR fingerprint

ABSTRAK

Sebuah analisis delimitasi jenis pada Monascus spp. dengan menggunakan teknik sidik jari DNA AP PCR (A4 rbitrary Primer Polymerase
Chain Reaction) telah dilakukan. Metode ini digunakan sebagai salah satu cara untuk identifikasi dan diskriminasi strain-strain bakteri
dalam spesies yang sama. Keunggulan metode ini adalah hanya menggunakan primer tunggal, tidak dipengaruhi oleh kualitas DNA, dan
amplikon yang umum diantara strain-strain yang diuji dapat teramati. Pada penelitian ini dianalisis isolat Monascus sp. MM yang berasal
dari sumber yang berupa habitat yang mengandung kadar etanol tinggi dan dua isolat M. purpureus yang diisolasi dari angkak. Berdasarkan
analisis ITS pada hasil penelitian sebelumnya, ketiga isolat memiliki homologi 99% yang menunjukkan delimitasi jenis yang perlu
pengkajian lebih lanjut. Oleh karena itu dilakukan penelitian untuk memperoleh klarifikasi pada identitas jenis Monascus yang diuji. Hasil
analisis ini mengkonfirmasi bahwa penggunaan teknik sidik jari AP PCR dapat memperlihatkan delimitasi jenis dari ketiga isolat Monascus
yang diuji. Dengan demikian teknik analisis ini kemungkinan dapat digunakan untuk memberikan klarifikasi pada taksonomi Monascus.

Kata Kunci: Monascus sp., Monascus ruber, Monascus purpureus, delimitasi, sidik jari AP PCR

PENDAHULUAN

Isolat Monascus MM yang memiliki resitensi
ekstrim terhadap medium etanol berkadar tinggi
telah diungkapkan pada penelitian terdahulu
(Suharna dan Julistiono H. 1999). Namun hingga
kini belum dilaporkan adanya jenis-jenis Monascus
seperti M. pilosus, M. purpureus, M. ruber
(Hawksworth and Pitt, 1983), M. floridanus (Barnard
and Cannon, 1987), M. sanguineus, dan M. pallens
(Cannon et al., 1995), Monascus argentinensis dan
M. lunisporas (Stchigel et al., 2004) yang berasal
dari sumber yang beralkohol.

Hasil  identifikasi ~ molekuler  dengan
menggunakan sekuen ITS pada penelitian terdahulu,
mencatat bahwa isolat Monascus sp. MM memiliki
homologi 100% dengan M. ruber JCM 22614 dan
99% dengan M. purpureus JCM 22619 berdasarkan
analisis BLAST. Hal ini menunjukkan bahwa identi-
tas isolat tersebut masih memerlukan konfirmasi

*Diterima: 29 Februari 2016 - Disetujui: 7 Juli 2016

tentang identitas yang melakukan sebenarnya.
Penelitian ini analisis delimitasi jenis pada
Monascus spp. dengan melihat polimorfisme DNA
menggunakan sidik DNA  Arbitrary  Primed
Polymerase Chain Reaction (AP PCR). Polimorfisme
adalah adanya variasi dalam sekuen DNA yang ter-
jadi pada suatu populasi dengan frekuensi 1 % atau
lebih (Karki et al., 2015). Analisis genetik dengan
menggunakan AP PCR atau RAPD sebagaimana
analisis profil protein, kandungan asam lemak, iso-
zyme, PCR, AFLP dan RFLP, merupakan salah satu
teknik analisis biologi molekuler yang digunakan
untuk mengetahui variabilitas genetik dengan cepat
dan akurat, sehingga teknik ini dapat digunakan un-
tuk deteksi polimorfisme DNA pada banyak jenis
dari berbagai organisme (bakteri, jamur, tumbuhan,
binatang dan manusia). Namun metode AP PCR
memiliki beberapa keunggulan dibandingkan metode
molekuler lain, misalnya hanya menggunakan primer
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tunggal, tidak dipengaruhi oleh kualitas DNA, dan
amplikon yang umum diantara strain-strain yang
diuji dapat teramati. Keunggulan terakhir ini dapat
digunakan untuk mengembangkan marker/petanda
polimorfisme.  Petanda-petanda  genetik  yang
diperoleh dari teknik ini merupakan petanda-petanda
molekuler yang banyak berimpak pada berbagai bi-
dang ilmu biologi (Menard et al., 1992; Gawel dan
Barlett, 1993).

Polimorfisme yang terdeteksi pada sidik jari
DNA AP PCR diharapkan dapat digunakan untuk
delimitasi jenis pada Monascus ruber dan M. pur-
pureus. Oleh karena itu dilakukan penelitian ini,
untuk mengetahui adanya polimorfisme yang dapat
digunakan sebagai sidik jari DNA AP PCR dalam
delimitasi jenis Monascus.

BAHAN DAN CARA KERJA
Jamur Monascus

Jamur Monascus yang digunakan dalam
penelitian ini adalah isolat Monascus sp. MM yang
merupakan  hasil sumber yang
mengandung alkohol dan dua isolat M. purpureus
yaitu isolat NGK dan SRBA, yang merupakan hasil
isolasi dari angkak yang digunakan sebagai
pembanding.

1solasi  dari

Kultivasi Jamur Untuk Ekstraksi DNA

Jamur dikultivasi pada media agar yeast malt
pepton dekstrosa (YM) dengan komposisi 3 g ekstrak
yeast, 3 g ekstrak malt, 5 g bakto pepton, 10 g glu-
kosa, 15 g agar, dalam 1000 ml akuades. Kultivasi
dilakukan selama tiga hari pada suhu 30° C. Setelah
kultur atau biakan tersebut tumbuh, sedikit masa
jamur ditransfer menggunakan tusuk gigi ke dalam
tabung sentrifus yang berisi 10 ml media YM cair
dan diinkubasi pada suhu 30°C selama tiga hari.
Massa miselium kemudian dipanen untuk keperluan
ekstraksi DNA.

Ekstraksi DNA

Sejumlah + 0,5 g massa jamur berupa miselia
dicuplik dan dipindahkan ke dalam tabung Effendorf
5 ml yang berisi TE buffer pH 8,0 (10 mM Tris HCI,
1 mM EDTA). Setelah disentrifusi pada 15,000 rpm
selama beberapa menit dan supernatan dibuang, mas-
sa jamur dilisis dengan buffer lisis (20% SDS, 500
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mM EDTA), ditambahkan nitrogen cair, dan digerus
dengan mortar. Proteinase K ditambahkan pada suhu
55°C untuk menyempurnakan proses lisis. Buffer AL
sebanyak 200 pl ditambahkan, dihomogenkan
dengan vortex dan diinkubasi pada suhu 70°C selama
10 menit. DNA diekstraksi mengikuti protokol Kit
Qiamp Blood (QIAGEN). RNAse A sebanyak 20
mg/ml ditambahkan pada ekstrak DNA selama 2
menit pada suhu ruang untuk memurnikan DNA.
Selanjutnya DNA dicuci dengan larutan elusi yaitu
buffer AE sebanyak 50 pl dengan dua kali ulangan.
Ekstrak DNA dipadatkan dengan sentrifusi pada
6000 x g (8000 rpm) selama 1 menit. Sampel DNA
dikuantifikasi dan dikualifikasi dengan
menggunakan spektrofotometer dan gel elektro-
foresis.

AP-PCR

Prosedur AP-PCR mengikuti Fukatsu and
Ishikawa (1994)., menggunakan primer API
5'ATGCAGGAGTCGCAT-3". Sebanyak 400 mL
campuran reaksi [10 mM Tris (pH 8.3), 50 mM KCl,
0,01% gelatin, 0,2 MgCl, 5 mM, 0,2 mM masing-
masing dATP, dCTP, dGTP, dan dTTP, 10 mM pri-
mer, 10 U dari AmpliTaq DNA polymerase (Perkin
Elmer Cetus)] dicampurkan. Campuran kemudian
dibagi menjadi alikuot, dibekukan dengan cepat da-
lam nitrogen cair dan disimpan pada suhu -80 °C
untuk diaplikasikan pada PCR. PCR berlangsung
menggunakan program sistem kontrol suhu PC-700
(ASTEC). Setiap tabung yang berisi 4 mL dari cam-
puran reaksi dan 1 mL templat DNA dihomogenkan
dan dilapisi dengan minyak mineral. Profil suhu ada-
lah empat siklus yang terdiri dari 94°C selama 1
menit, 40°C selama 5 menit dan 72°C selama 5 men-
it diikuti 30 siklus 94 ° C selama 1 menit, 60°C sela-
ma 1 menit dan 70°C untuk 1 menit. Pada akhir
reaksi ini, 20 mL campuran PCR kedua [10 mM Tris
(pH 8.3), 50 mM KCl, 0,01% gelatin, 1,5 mM MgCl,
0,2 mM masing-masing dATP, dCTP, dGTP, dan
dTTP, 92,5 kBq 0,5 dari [a-32P] dCTP, 0,5 U dari
AmpliTaq DNA polimerase] dicampur, kemudian
siklus termal ditambahkan sebanyak 20 siklus yang
terdiri dari 94°C, 60°C dan 72°C masing-masing
selama 1 menit.

Elektroforesis dan autoradiografi.
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Amplikon didenaturasi dengan formamida
dan dielektroforesis dalam standar 5% akrilamida
TBE 0,5 45% urea gel sekuensing (panjang 40 cm)
dengan daya konstan 80 W selama 100 menit,
kemudian didinginkan dengan piring pendingin air.
Gel kemudian dipindai menggunakan pemindai Hita-
chi FM Bio Image Analyzer II.

Analisis data

Analisis data menggunakan paket program
Phylips V. 3.69 (Felsenstein, J. 1981). jarak matriks
dari urutan nukleotida diihitung mengunakan
DNAdist, dan Neighbor-Joining dengan metode
UPGMA.

HASIL

Hasil amplikasi dengan menggunakan primer,
menghasilkan sidik jari DNA AP PCR. Hasil
amplikasi  tersebut  memperlihatkan  adanya
polimorfisme (Tabel 1 dan Gambar 1). Pada sidik
jari DNA tersebut sangat jelas bahwa kedua isolat M.
purpureus memiliki pola sidik jari yang sangat mirip,
yang membedakan dengan isolat Monascus sp. MM.

Pada Gambar 1 terlihat bahwa ada pita-pita
DNA yang dapat dijadikan penanda genetik terutama

untuk membedakan atau delimitasi jenis Monascus.
Pita-pita DNA yang dihasilkan terdapat yang jelas
dan yang samar atau sulit untuk ditandai (Tabel 1).

Berdasarkan sidik DNA AP PCR, pita-pita
DNA yang dideterminasi adalah sebanyak 42 (Tabel
1). Pita-pita DNA yang samar atau tidak jelas tidak
dihitung. Hasil ini kemudian dianalisis untuk menge-
tahui jarak genetik (Tabel 2) sehingga dapat
digunakan untuk membangun pohon filogenetik yang
dapat digunakan untuk melihat adanya pemisahan
jenis Monascus.

Dendrogram UPGMA menunjukkan pemisa-
han antara dua jenis M. purpureus dan M. ruber
dengan jarak genetik yang jauh berbeda seperti yang
ditampilkan pada Tabel 2. Sedangkan berdasarkan
hasil analisis berdasarkan sekuen ITS (Tabel 4 dan
Gambar 3) terlihat bahwa kedua jenis Monascus ter-
sebut memiliki jarak genetik yang sangat dekat hing-
ga mencapai 100% bootstrap (dengan ulangan
1000x). Hasil analisis delimitasi ini sesuai dengan
data fenotif yang diketahui (Tabel 3). Data fenotif me
-nunjukkan perbedaan yang mencolok pada kedua
jenis Monascus.

Tabel 1. Hasil skoring pita DNA yang teramati (Scoring result of DNA bands recognized)

10 20

MM AAAAAATATAATAATAAAAAATAATATTTATAAATAAATAAA
NGK  TTTTTTA. ATTA.TAT... . TA_ TATAAA A.T.ATTTATT.

SRBZ TTTTTT. ATTA. T TTTTTIT.TT.T. . . . TIT.TTT.TTT

30 40

Keterangan: A = pita DNA terdeteksi, T = pita DNA tidak ada, Pita-pita DNA yang samar atau
tidak jelas tidak dihitung (Note: A = DNA band was detected, T = DNA band was not
detected, not clear or ambiguous DNA bands not counted)

(

|

I il
(RN 2

1111

—_—

Gambar 1. Sidik Jari DNA AP-PCR dari ketiga Isolat Monascus. Sebanyak 50 ng templet DNA diamplikasi
dengan Primer AP1 (DNA AP PCR Fingerprints of the Three Monascus Isolates. Approximately 50
ng of DNAs templates were amplified with Primer AP1.)

Keterangan (Notes) : 1= Monacus sp. MM; 2=M.Purpureus NGK; 3= M.Purpureus SRBA tanda panah menunjukan pita
DNA yang polimorfik (The arrows indicating polymorphic DNA bands)
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Tabel 2. Matriks Jarak Genetik (Distance M atrix)

MM NGK SRB2
MM 0.0000 6.0600 6.0600
NGK 6.0600 0.0000 1.0484
SRB2 6.0600 1.0484 0.0000

Tabel 3. Karakter Fenotif yang penting (Important Phenotypic Character)

Koloni (Kultur umur seminggu pada

media MEA 2%) Askospora
Nama Isolat Warna Diameter (mm) Bentuk Ukuran (pm)
Name of Isolates Colony (one week old culture on MEA y

2% medium) scospore
Colony color Diameter (mm) Shape Size (um)

Monascus sp. MM Putih 40-47 elipsoid 6x3
Monascus purpureus NGK Merah (red) - -
Monascus purpureus SRBA ~ Merah (red) 30-50 elipsoid 3-6x3,5

Tabel 4. Identitas jamur berdasarkan sekuen ITS hasil BLAST (Fungal identity based on ITS after

BLAST)
M.purpureus JCM 22619 M.ruber JCM 22614
Monascus sp. MM 99% 100%
Monascus purpureus NGK 100% 99%
Monascus purpureus SRBA 992, 999,
5,24
MGEK
—
3,24
SRB2
]
3,33
MM

Gambar 2. Dendrogram UPGMA isolat Monascus sp. MM, M. purpureus NGK dan M. purpureus SRBA
(UPGMA Dendrogram of isolate Monascus sp. MM, M. purpureus NGK and M. purpureus SRBA).

PEMBAHASAN

Polimorfisme DNA yang terdeteksi pada keti-
ga isolat Monascus. Polimorfisme tersebut dapat
memperlihatkan pemisahan jenis antara jenis M.
purpureus dan M. ruber. Oleh karena itu, teknik
molekuler ini baik untuk diaplikasikan pada ke-
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lompok yang beranggotakan takson-takson yang
berbeda secara fenotif namun berkedudukan tidak
gelas berdasarkan hasil analisis molekuler.
Polimorfisme yang ditemui pada produk am-
plikasi dapat digunakan sebagai petanda genetik.
Penggunaan primer yang tepat seperti yang diper-
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0.0005
Manascus sp. MM F= a |

927

M. ruber BRCC 31532

628
M. pilosus FRR 3230

M. purpureus ICM 22619

M. Purpureus NGK

M. purpureus AF 458471.1

M. purpureus FRR 2897

M. purpureus SRBA

Gambar 3. Pohon filogenetik molekuler Monascus purpureus dan M. ruber berdasarkan Sekuen Internal
Transcribed Spacer. Total dari 597 nukleotida dianalisis menggunakan Neighbor Joining-Clustal X
dengan bootstrap 1000x (Molekuler Phylogenetic Tree of Monascus purpureus and M. ruber based
on Internal Transcribed Spacer. A Total of 597 nucleotides was analyzed by using Neighbor Join-

ing-Clustal X with 1000x bootstrap)

lihatkan pada hasil penelitian ini merupakan salah
satu syarat yang penting untuk digunakan dalam
mempelajari  polimorfisme DNA. Penggunaan
berbagai kombinasi primer dapat mengatasi masalah
yang ditemui antara lain produk amplikasi yang tidak
gelas yang bentuknya bias terlihat seperti pulasan
pada gel elektroforesis. Untuk medapatkan produk
amplikasi berupa pita-pita DNA yang gelas dapat
diperoleh antara lain dengan cara mengurangi kon-
sentrasi enzim polimerase dan DNA genom atau
kombinasi komposisi keduannya (William et al,
1990).

Polimorfisme DNA yang diketahui dapat
meliputi penghapusan tempat priming, insersi yang
disebabkan tempat priming terlalu jauh untuk men-
dukung amplifikasi; atau insersi yang berakibat pada
perubahan ukuran dari segmen DNA tanpa pengham-
batan amplikasi (William et al., 1990).

Analisis dengan menggunakan AP PCR dan
teknik-teknik molekuler lainnya untuk memperoleh
petanda genetik, beberapa polimorfisme dapat
teramati dengan gelas dan mudah untuk diberi skor,
sedangkan yang lain tampak kurang gelas
(ambiguous) sehingga tidak dapat digunakan sebagai
petanda genetik. Polimorfisme yang tidak gelas dapat
diakibatkan dari pembedaan yang tidak mencukupi
oleh suatu primer di antara priming site alternatif

yang sedikit berbeda pada sekuen nukleotidanya
(William et al., 1990; Xu, 2006).

Analisis delimitasi dengan menggunakan si-
dik jari DNA AP PCR menunjukkan pembedaan
identitas isolat Monascus sp. MM sebagai spesies M.
ruber dengan kedua solat M. purpureus (Gambar 1).

Berdasarkan analisis filogenetik pada daerah
ITS dan rekonstruksi pohon filogenetik, yang
didukung dengan bootstrap 99%, Stchigel et al.
(2004) mengemukakan kemungkinan penyatuan
jenis-jenis spesies berikut seperti M. pilosus, M. pur-
pureus, M. ruber, M. sanguineus dan spesies sinonim
M. purpureus (M. anka, M. araneosus dan M. kaoli-
ang) menjadi satu spesies, M. ruber Tiegh.
Sementara Xeromyces bisporus, M. floridanus, M.
lunisporas dan M. pallens tetap merupakan spesies-
spesies yang terpisah dengan gelas. Oleh karena itu
Stchigel et al. (2004) menyarankan adanya studi ma-
sa depan berdasarkan perbandingan dari urutan gen
struktural lainnya (18 rDNA, B- tubulin, dan lain
lain) yang dapat mengkonfirmasi kemungkinan si-
nonimi taksa ini sebagai M. ruber Tiegh.

Hasil penelitian ini merupakan bahwa ketiga
isolat Monascus memperlihatkan identitas yang san-
gat mirip bahkan identik berdasarkan hasil analisis
sekuen ITS. Penggunaan metode sidik jari DNA AP
PCR dapat menghasilkan delimitasi jenis Monascus
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terutama pada jenis M. purpureus dan M. ruber. Oleh
karena itu dapat disarankan penggunaan teknik ini
untuk diterapkan dalam analisis filogenetik jenis
Monascus ataupun kelompok takson-takson tertentu
yang memiliki permasalahan yang sama dalam de-
limitasi jenis.

KESIMPULAN

Primer AP PCR yang digunakan dapat
menghasilkan polimorfisme DNA yang dapat
berguna dalam delimitasi jenis Monascus. Analisis
sidik jari DNA AP PCR memperlihatkan delimitasi
jenis Monascus purpureus dan M. ruber yang diuji.
Oleh Karena itu penggunaan metode sidik jari AP
PCR ini mungkin dapat juga diterapkan pada delim-
itasi jenis Monascus atau juga pada kelompok jamur
lain.
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