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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian

g
Pengambilan Sampel Jamur
Ureolitik dari Lokasi Kawasan Karst

Maros-Pangkep
\.

~
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\ 4

Isolasi Jamur Ureolitik

Seleksi Jamur Ureolitik

A 4

Karakterisasi Jamur Ureolitik

Pengamatan Morfologi
Koloni Jamur
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Uji Produktivitas Jamur Ureolitik
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Lampiran 2. Skema Kerja Pengambilan Sampel, Isolasi dan Seleksi Jamur
Ureolitik

Pengambilan Sampel Jamur

- Sampel diambil menggunakan cotton swab

- Dimasukkan ke dalam larutan Nacl fisiologis

- Disimpan dalam cool box dan dibawa ke laboratorium
untuk pengerjaan

A 4
Isolasi Jamur
- Sampel pada tabung sentrifuge di vortex
- Diinokulasikan pada permukaan media Malt Extract Agar
menggunakan cotton swab
- Diinkubasi selama 1-3x24 jam
A 4
Isolat Murni

- Memilih setiap koloni yang berbeda

- Menyentuhkan cotton swab pada koloni kemudian dititikan
pada media Malt Extract Agar

- Diinkubasi selama 3x24 jam

\ 4

Seleksi Jamur Ureolitik

- Diambil sebanyak 1 isolat murni menggunakan cotton
swab

- Diinokulasikan pada agar miring ke dalam medium
Christensen Urea Agar

- Diinkubasi selama 3x24 jam

- Dilakukan pengamatan secara Vvisualisasi dengan
parameter perubahan warna media dari kuning menjadi
merah muda (deep pink)



Lampiran 3. Skema Kerja Uji Produktivitas Jamur Ureolitk

1 ml Suspensi Jamur 75%T

l

33

pH meter

!

7

\.

Mengukur pH
kultur To dan
Tl4

\

Medium SDB U/Ca 100 ml

Kertas Saring

\ 4

Inkubasi 14 Hari

!

» Rg
Lzl bl

A 4

Biomassa Sel disaring

\ 4

Pengeringan di Oven (60C)
24 jam

Perhitungan Berat Kering
Biomassa Sel

( )
Dikeringkan di
Oven (60C)

24 Jam
. J
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Lampiran 4. Skema Kerja Pengukuran Pengukuran Kadar Amonia yang dihasilkan
Jamur Ureolitik

Suspensi
1 ml filtrat 49 ml Akuades
Labu ukur 50 ml
\ 4
(" A
Dimasukkan sebanyak 5 ml ke
dalam tabung reaksi
\ J
\ 4
a N
Ditambahkan masing-masing 0,5 mi
Na-fenol dan NaOCI
\ J
4 l )
Dihomogenkan dan didiamkan
selama 5 menit
\ J
\ 4
( D
Diukur nilai absorbansi dengan
spektrofotometer UV-Vis
\ J
4 1 D
Diregresikan nilai absorbansi dari
persamaan y=ax+b
\ J
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Lampiran 5. Skema Kerja Isolasi DNA Jamur

0,3 gram Miselium Jamur

- Disentrifuge dengan kecepatan 13.900 rpm selama 1
menit, supernatan dibuang

200 pl Buffer GA + 200 pl Lisozim

- Divortex
- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit

20 ul Proteinase K

- Divortex hingga tercampur

.
200 pl Buffer GB

- Divortex
- Diinokulasikan pada suhu 70°C selama 10 menit

A 4
200 pl Etanol 96%

- Divortex selama 15 detik

- Dimasukkan ke dalam CB 3 spin column

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 30
detik

A 4

400 pl Buffer PW (1 x ulangan)

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 2
menit (termasuk ulangan)
- CB 3 spin column dipindahkan ke eppendorf

v

100 ul Buffer TE

- Divortex selama 15 detik

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 2
menit

- Supernatan pada tabung eppendorf

A\ 4

Produk DNA
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Lampiran 6. Skema Kerja Amplifikasi ITS dengan PCR

Sampel DNA

- Dibuat campuran reaksi PCR yaitu 7 pl DNA template, 2,5
pl primer ITS1, 2,5 ul primer 1TS4, 13 yl ddH,O dan 25 ul
PCR mix.

50 ul campuran reaksi PCR

- Dimasukkan ke dalam tabung eppendorf dan didenaturasi

\

y

Amplifikasi dengan mesin PCR

A

- Denaturasi awal selama 3 menit sebanyak 1 siklus

- Diamplifikasi sebanyak 35 siklus

- Setiap siklus
Denaturasi pada suhu 94°C selama 1 menit
Penempelan pada suhu 56°C selama 2 menit
Pemanjangan pada suhu 72°C selama 1 menit 30 detik

- Diakhiri dengan tahap 3 sebanyak 1 siklus pada suhu 72°C
selama 7 menit

y

Produk PCR
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Lampiran 7. Skema Kerja Visualisasi Produk PCR dengan Elektroforesis

Preparasi Elektroforesis

- Komposisi Gel agarose 1,5% 1,5 gr serbuk agarose dan
100 ml TAE Buffer 1x dan 8 pl Ethidium Bromida
- Dituang ke cetakan gel elektroforesis

5 pl produk PCR dan 5 pl 1kb DNA
Ladder

- Dimasukkan ke dalam sumur gel agarose 1,5% yang
terendam dalam tangka yang berisi buffer
A

Ekstraksi DNA

S

- Dijalankan selama 50 menit dengan tegangan konstan 100
volt
- Gel diletakkan di bawah sinar UV.

\ 4

Pita DNA




Lampiran 8. Tempat Pengambilan Sampel

" (b)

Se
Inddresia
Altitude:40.Tmeter &

Tempat dan Titik pengambilan sampel (a) gua Sumpang Bita, (b) gua Leang
Timpuseng, dan (c) gua Leang Pettae

38



Lampiran 9. Uji Produktivitas Jamur Ureolitik

@m " $PE 7 LpE>
-
SPB 6 SPB 7 LPE 1
. *
A
Lpe &
e
LPE 2a LPE 2¢ LPE 3
LTp 1b
-0 S |
LPE 6 LTP la LTP 1b
i § B A
i ; 5
‘ &t “*
LTp 7 (e
LTP 7a LTP 7d LTP 7e

Kultur Isolat Jamur Ureolitik pada Media SDB U/Ca

39



40

Lampiran 10. Berat Kering Biomassa Sel Jamur Ureolitik

LPE 1

LPE 2a LPE 2c

LPE 6

Berat Kering Biomassa Sel Jamur Ureolitik



Lampiran 11. Hasil Perhitungan Uji Kadar Amonia

41

Kode Pengenceran Absorbansi (Y) Konsentrasi Kadar Amonia (ppm) Kadar Amonia mmol
Sampel S H,O FP To Tia To T To Tia Kadar To Tia Kadar
SPB 6 1 49 50 0,011 0,206 0,585 | 8,676 29,253 | 433,817 | 404,564 | 2,089 30,986 | 28,897
SPB 7 1 49 50 0,011 0,170 0,585 | 7,182 29,253 | 359,128 | 329,875 | 2,089 25,652 | 23,562
LPE 1 1 49 50 0,000 0,142 0,128 | 6,020 6,431 301,037 | 294,605 | 0,459 21,502 | 21,043
LPE 2a 1 49 50 0,020 0,297 0,958 | 12,452 | 47,925 | 622,614 | 574,688 | 3,423 | 44,472 | 41,049
LPE 2c 1 49 50 0,011 0,044 0,585 | 1,954 29,253 97,717 68,464 2,089 6,979 4,890
LPE 3 1 49 50 0,001 0,139 0,170 | 5,896 8,506 294,813 | 286,307 | 0,607 21,058 | 20,450
LPE 6 1 49 50 0,001 0,082 0,170 | 3,531 8,506 176,556 | 168,049 | 0,607 12,611 12,003
LTP 1a 1 49 50 0,008 0,023 0,460 | 1,082 23,029 54,149 31,120 1,644 3,867 2,222
LTP 1b 1 49 50 0,010 0,215 0,543 | 9,049 27,178 | 452,489 | 425,311 1,941 32,320 | 30,379
LTP 7a 1 49 50 0,009 0,093 0,502 | 3,987 25,103 | 199,377 | 174,273 1,793 14,241 12,448
LTP 7d 1 49 50 0,010 0,100 0,543 | 4,278 27,178 | 213,900 | 186,721 1,941 15,278 13,337
LTP 7e 1 49 50 0,012 0,032 0,626 | 1,456 31,327 72,821 41,493 2,237 5,201 2,963




Lampiran 12. Hasil Perhitungan Berat Kering Biomassa Sel Jamur Ureolitik
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Berat Biomassa Sel (mg)

Isolat Berat Biomassa Sel + Berat Berat Kertas ;g?;sBsea:Ssig
Kertas Saring (Wap) Saring (W,)
(W)
SPB 6 2.273,60 1.152,60 1.121,00
SPB 7 1.770,20 1.051,70 718,50
LPE1 1.670,50 1.131,30 539,20
LPE 2a 2.276,20 1.067,90 1.208,30
LPE 2c 1.905,30 1.052,10 853,20
LPE 3 1.877,50 1.083,20 794,30
LPE 6 2.322,40 1.128,00 1.194,40
LTP la 1.942,80 1.028,10 914,70
LTP 1b 1.616,00 1.073,40 542,60
LTP 7a 1.263,60 1.019,60 244,00
LTP 7d 3.264,90 1.034,40 2.230,50
LTP 7e 2.069,90 1.048,20 1.021,70
Lampiran 13. Hasil Pengukuran pH
Isolat PH -
To Tia Peningkatan pH
SPB 6 5,20 7,18 1,98
SPB 7 5,21 6,98 1,77
LPE 1 5,15 7,34 2,19
LPE 2a 5,13 8,07 2,94
LPE 2c 5,25 7,53 2,28
LPE 3 5,20 7,13 1,93
LPE 6 5,15 6,93 1,78
LTP l1a 5,20 6,98 1,78
LTP 1b 5,15 7,89 2,74
LTP 7a 5,20 7,37 2,17
LTP 7d 5,13 6,12 0,99
LTP 7e 5,15 7,55 2,40
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Lampiran 14. Hasil Identifikasi Jenis Jamur Ureolitik Menggunakan Marka
Molekuler

Isolat Jamur LPE 2a

Sequences producing significant alignments Download ~  Selectcolumns ¥ Show | 100V | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance free of results ~ MSA Viewer
Max  Total Q) Per A
Description ScientficName o [l Quen E | g o
- -

Score Score Cover value Ident Len
v - - - v -

a Xylaria feejeensis strain 4-F25 internal spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and intern... Xylaria feejeensis 992 992 9T% 0.0 99.45% 587 MW081339.1

B Xylaria feejeensis isolate A251-D94 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 585 .. Xylaria fecjeensis 976 976 97% 0.0 98.91% 588 KJ767108.1
2 Xylaria fecjeensis 972 972 98% 0.0 98.73% 567 KJT67106.1
% Xylaria feejeensis isolate 81_01_02 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal spac.. Xylaria fecjeensis 970 970 96% 0.0 99.26% 593 MT252621.1
M Xylaria fecjeensis strain BZ4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal ibed spacer 1.5.... Xylaria fecjeensis 970 970 96% 0.0 99.26% 593 MH712239.1
% Xylaria feejeensis isolate A254-D46 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal ranscribed spacer 1. 5.8S... Xylaria feejeensis 970 970 97% 0.0 98.72% 568 KJ767110.1

Xylaria feejeensis isolate A254-D43 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5.8S... Xylaria feejeen: 970 970 97% 0.0 98.72% 586 KJ767109.1

Xylaria feejeensis isolate A134-D44 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5.8S... Xylaria feejeensis 970 970 9T% 0.0 98.72% 587 KJ767105.1

Xylaria feejeensis isolate A153-D88 183 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1. 58S . Xylaria feejeensis 970 970 97% 00 9872% 587 KJ7671041

Xylaria feejeensis strain GXIMD 03005 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence,

ernal transcribed sp... Xylaria feejeen 970 970 96% 0.0 99.26% 583 OK021851.1

Xylaria feejeensis strain BZ2 internal transcribed spacer 1._partial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene and internal . Xylaria feejeensis 968 968 95% 00 9944% 560 MH7122381

Xylaria feejeensis isolate B3163 internal transcribed spacer 1._partial sequence: 5 85 rihosomal RNA gene, complet. . Xylaria feejeen: 966 966 97% 00 9872% 593 MT0437851

Xylaria feejeensis isolate EF7 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence: internal i spacer 1.5 . Xylaria feejeensis 965 965 96% 00 9907% 600 MGB81827 1

’ Xylaria feejeensis isolate A154-D50 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5.8S ... Xylaria feejeensis 968 968 9T% 0.0 98.72% 585 KJ767107.1

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences

| | | | | |
1 100 200 300 400 500




Isolat Jamur LTP 1b
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Sequences producing significant alignments

Download ¥

Select columns ~ Show | 100 ¥ [>]

select all 100 sequences selected GenBank  Graphics stance tree of results ~ MSA Viewer
Descrpion S Name | 00 s Covt vae |l Lo | Acesion
v v v v - -
n | luence; internal transcrib... Schizophyllum co... 1186 1930 97% 0.0 9490% 983 MF405162.1
] spacer 1 and i co. 1147 1841 96% 00 9500% 732 KY2439231
n commune isolate IUM0184 small subunit ribesomal RNA gene, partial sequence; internal transcribe... Schizophyllum co... 1103 1732 98% 0.0 96.42% 713 MK910772.1
] commune isolate BPSM48 185 ribesomal RNA gene_partial sequence: internal ibed spacer i co.. 1090 1712 98% 00 9681% 688 KM3985 1
n commune strain WDR65 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal i i co... 1079 1616 97% 0.0 9917% 606 ON500589.1
] commune strain WZ-241 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed i co.. 1077 1614 96% 00 9917% 639 MN356363 1
] commune strain MFFC23 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence. internal transcribed co.. 1074 1616 98% 0.0 99.00% 666 OK184583.1
] commune isolate M6 1885 ribosomal RNA gene._partial sequence: internal transcribed spacer 1.5 8 i co.. 1070 1606 96% 00 9900% 608 FJ4263951
2 sp. voucher HF JAU0085 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal i sp. 1068 1605 96% 0.0 99.16% 609 MN622803.1
] commune strain MEFC081 small subunit ribesomal RNA gene, partial sequence; internal transcribs i co... 1068 1608 98% 0.0 99.00% 631 MK732118.1
] commune isolate Wi-X-1.1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribe i co.. 1068 1605 96% 0.0 98.99% 647 MF476007.1
] commune isolate Wi-VI-1.3 small subunit ibosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribe. i co... 1068 1605 96% 0.0 99.16% 632 MF475993.1
] sp. Sigrf18 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosom i sp.. 1068 1605 97% 0.0 98.84% 622 KT369828.1
‘ e fcglato KIIC O 1ﬁ by mal PAA gone oodio] cogy o iglermal i Racer 1 ﬁﬁ Jﬁ ﬁ ﬁﬁ% il w :vlil Vl'ii\ﬁ]

Query
200 400 600

800

Distribution of the top 200 Blast Hits on 0 subject sequences

|
1000
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Lampiran 15. Foto Prosedur Penelitian

Tahapan Pengukuran Nilai Absorbansi Larutan Kurva Standar dan Kadar Amonia
Kultur Jamur Menggunakan Spektrofotometer UV - Vis



