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Abstrak
Kapang endofit laut diketahui sebagai sumber berbagai senyawa bioaktif yang berguna bagi 

kesehatan. Penelitian yang telah dilakukan sebelumnya membuktikan bahwa kapang endofit isolat RS3 
asal tanaman pesisir Hydnophytum formicarum asal Sorong menghasilkan pigmen hitam dengan potensi 
sebagai fotoprotektor namun pada penelitian tersebut tidak memiliki data mengenai produksi pigmen 
serta identifikasi kapang penghasilnya. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan produksi pigmen hitam 
asal kapang RS3 dan identifikasi kapang RS3 melalui pendekatan DNA barcoding. Kapang RS3 dikultivasi 
selama 30 hari menggunakan sistem statis dan sistem shaking. DNA barcoding pada identifikasi kapang 
RS3 menggunakan primer universal ITS1 dan ITS4 untuk mengamplifikasi wilayah internal transcribed 
spacer (ITS) yang menjadi conserve region pada kingdom fungi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
kapang RS3 yang dikultivasi menggunakan sistem shaking mulai memproduksi pigmen pada hari-6 dan 
mencapai produksi tertinggi pada hari ke-18 (2,42±0,03 mg/L) sedangkan pada kultivasi sistem statis 
rendemen pigmen terbesar dihasilkan pada hari ke-30 (2,88±0,21 mg/L). Berdasarkan hasil analsis ITS 
rDNA diketahui bahwa kapang endofit RS3 memiliki 99% kemiripan dengan Annulohypoxylon stygium. 
Kapang ini telah didaftarkan di GeneBank denga nomer akses  MG605083.1.

Kata kunci: Annulohypoxylon, DNA barcoding, endofit, pigmen.

Production of fungal pigment and identification of its producer through DNA 
barcoding approach

Abstract
Marine endophytic fungi are known as source of various bioactive compounds that are useful for 

health. Previous study had demonstrated that fungus RS3 isolated as endophytic fungus of coastal plant 
Hydnophytum formicarum from Sorong produce black pigment with photoprotector potential. However, 
the study did not present data on pigment production and identification of fungus RS3 as its producer. The 
purposes of this research were to obtain the production data of black pigment from RS3 and identification 
of fungus RS3 through DNA barcoding approach. Fungus RS3 was cultivated using a static system (stand 
culture) and shaking system. DNA barcoding of fungus RS3 was done using the universal primers ITS1 and 
ITS4 to amplify the internal transcribed spacer (ITS) region. The results showed that fungus RS3 cultivated  
in  shaking condition began producing pigments on day 6 with the highest production on the 18th day (2.42 
± 0.03 mg/L) whereas in static condition the highest pigment yield was obtained on day 30th (2.88 ± 0.21 
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mg/L). Based on the results of ITS rDNA analysis it was known that endophytic fungus RS3 had a 99% 
similarity to the Annulohypoxylon  stygium. This fungus had been registered in GeneBank with accession 
number MG605083.1.

Keyword: Annulohypoxylon, DNA barcoding, endophytic, pigment.

PENDAHULUAN
Kapang laut diketahui sebagai 

penghasil metabolit sekunder yang sangat 
prospektif dengan berbagai aktivitas biologis                                      
(Wu et al. 2016; He et al. 2017). Kapang 
endofit asal tumbuhan pesisir adalah salah 
satu jenis yang banyak dikaji (Ling et al. 
2016; Cheng et al. 2017; Maciel et al. 2017;                                                                                              
Nair et al. 2017). Beberapa peneliti berhasil 
mengisolasi senyawa aktif dari kapang 
endofit laut yang diisolasi dari berbagai 
tumbuhan pesisir di antaranya vaccinols J dari 
Pestalotiopsis vaccinii dengan aktivitas sebagai 
anti-enterovirus (EV71),  phochrodines D 
memiliki aktivitas sebagai antioksidan yang 
diisolasi dari Phomopsis sp. 33#, kontanin 
dan orlandin sebagai antijamur yang diisolasi 
kapang Aspergillus clavatus R7 (Chen et al. 
2017; Li et al. 2017; Wang et al. 2017). Hutan 
mangrove Indonesia menyimpan biodiversitas 
kapang endofit yang belum banyak dikaji. 
Tarman et al. (2013) berhasil mengisolasi 
kapang endofit asal mangrove Rhizophora 
mucronata dengan aktivitas antibakteri, 
sedangkan Abraham et al. (2016) berhasil 
mengisolasi kapang Emericella nidulans 
BPPTCC 6038 yang berpotensi sebagai 
bioinsektisida alami. 

Kapang diketahui mampu menghasilkan 
metabolit sekunder lain diantaranya 
pigmen alami (Chadni et al. 2017; 
Fouillaud et al. 2017; Sarang et al. 2017).                                                                                            
Penelitian mengenai pigmen sudah dimulai 
dari tahun 1957. Beberapa jenis pigmen 
alami yang telah dilaporkan sebagai 
metabolit kapang adalah cercosporin dari 
kapang Cercosporina Kikuchii Matsumoto 
et Tomoyasu; averufin dan versicolorins A-C 
dari Aspergillus versicolor; shiraiachromes dari 
Shiraia bambusicola; azaphilone dari Monascus 
kaoliang dan melanin (Kuyama dan Tamura 
1957; Hamasaki et al. 1967; Pusey dan Roberts 
1963; Wu et al. 1989; Jongrungruangchok et 
al. 2004; Suryanarayanan et al. 2004). Melanin 

merupakan pigmen hasil polimerasi senyawa 
fenolik dan atau indolik, bersifat hidrofobik 
serta memiliki berat molekul yang besar. 
Pigmen ini dihasilkan oleh makhluk hidup 
lain misalnya bakteri, aktinomisetes hingga 
eukariota tingkat tinggi seperti manusia 
(Slominski et al. 2015; Radames et al. 2017).

Hasil penelitian sebelumnya telah 
melaporkan kapang endofit yang berhasil 
diisolasi dari tumbuhan epifit Hydnophytum 
formicarum yang berasosiasi dengan 
mangrove Avicennia sp. asal Sorong, Papua. 
Penelitian tersebut melaporkan terdapat tiga 
isolat kapang yang mampu menghasilkan 
pigmen yaitu Aspergillus versicolor RS1A 
MG576058 penghasil pigmen merah, RS3 
penghasil pigmen hitam dan RS6A penghasil 
pigmen kuning belum teridentifikasi. 
Berdasarkan hasil karakterisasi maka 
diketahui bahwa kapang RS3 menghasilkan 
pigmen hitam yang diduga sebagai melanin 
dengan aktivitas biologis sebagai fotoprotektor                                           
(Sibero et al. 2016; Sibero et al. 2017). 
Penelitian ini bertujuan untuk menetukan 
produksi pigmen hitam asal kapang RS3 dan 
identifikasi kapang RS3 melalui pendekatan 
molekuler.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Penelitian ini menggunakan isolat 
kapang endofit  RS3  koleksi Laboratorium 
Mikrobiologi Hasil Perairan, Fakultas 
Perikanan dan Ilmu Kelautan, Institut 
Pertanian Bogor. Bahan yang digunakan 
dalah Potato Dextrose Agar (PDA) dan Potato 
Dextrose Broth (PDB) dari DifcoTM, asam 
klorida (HCl) 0,1 N, pencucian ekstrak kasar 
pigmen menggunakan pelarut organik dari 
Merk, primer (Macrogen), GoTaq Green Master 
Mix (Promega) dan agarose dari (Promega). 
Alat yang digunakan adalah autoclave HVE-
50 (Amerex Instruments), mikrosentrifugator 
(Eppendorf), petri dish (Pyrex) dan labu 
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Erlenmayer (Duran) ukuran 250 mL, shaker 
(Corning®LSE), pH meter (EcoTest pH2 
Waterproof Pocket Tester), kertas saring 
(Macherey-Nagel 640d.Ø 1125 mm), PCR 
(BioRad T100 Thermal Cycler), elektroforesis 
(Cleaver Scientific Ltd.), dan gel documentation 
menggunakan UVITEC Cambridge dan 
heating block (Thermo Scientific). 

Metode Penelitian
Ekstraksi Pigmen

Pigmen diekstrak dengan metode 
pengendapan menggunakan asam klorida 
(HCl) 0.1 N yang diteteskan secara perlahan. 
Pigmen yang mengendap selanjutnya 
dipisahkan menggunakan sentrifugator 
dengan kecepatan 5000g selama 15 menit 
dengan suhu 4oC. Endapan pigmen 
selanjutnya dicuci menggunakan pelarut 
organik (kloroform, etil asetat dan metanol) 
selanjutnya dikeringkan menggunakan gas 
nitrogen dingin (Sibero et al. 2016). Bobot 
melanin ditimbang untuk memperoleh 
rendemen pigmen.

Produksi Pigmen Kapang
Kapang dikultur pada 150 mL media 

PDB selama 30 hari dengan perlakukan statis 
dan agitasi menggunakan shaker dengan 
kecepatan 119 r.p.m. pada suhu 27oC. Bobot 
miselia kapang dan perubahan warna media 
koleksi diamati setiap tiga hari. Pengukuran 
bobot miselia dilakukan dengan cara 
memisahkan miselia menggunakan kertas 
saring (Advantec 7, Ø 125 mm) yang telah 
dikeringkan di dalam desikator selama 24 jam 
dan bobotnya ditimbang. Kertas saring yang 
berisi miselia kapang dikeringkan di dalam 
desikator selama 48 jam dan ditimbang. 
Bobot miselia diperoleh dengan cara 
pengurangan bobot kertas saring yang berisi 
miselia terhadap bobot kertas saring kosong                                                        
(Indarmawan et al. 2016). Bobot kering miselia 
selanjutnya diolah untuk mendapatkan kurva 
pertumbuhan. 

Identifikasi Molekuler
Ekstraksi DNA

Kapang RS3 dikultivasi pada media PDA 
selama 7 hari. Miselum kapang diambil dan 
direndap di dalam larutan 0,5%  saponin 

dalam PBS dan 100µL ddH2O selama 24 jam 
di dalam lemari pendingin (4oC). Larutan 
yang berisi miselium selanjutnya diagitasi 
menggunakan vortex dan disentrifugasi 
dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 
menit. Filtrat hasil sentrifugasi dibuang lalu 
100µL ddH¬2O ditambahkan dan agitasi 
menggunakan vortex selama 30 detik dan 
disentrifugasi kembali dengan kecepatan dan 
waktu yang sama. Filtrat kembali dibuang lalu 
50 µL 20% Chelex 100 ditambahkan ke dalam 
pelet dan dipanaskan menggunakan heating 
block selama 5 menit dengan suhu 85oC lalu 
diagitasi menggunakan vortex selama 15 detik 
dan dipanaskan dengan suhu dan waktu yang 
sama. Sampel selanjutnya diagitasi kembali 
selama 15 detik lalu disentrifugasi selama 15 
menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Filtrat 
yang diperoleh selanjutnya dipindahkan ke 
dalam tube yang baru untuk digunakan pada 
amplifikasi DNA (Sibero et al. 2017).

Amplifikasi DNA
DNA kapang RS3 diamplifikasi 

menggunakan polymerase chain reaction 
(PCR). Komposisi PCR Mix yang digunakan 
adalah 12,5 μL GoTaq Green Master Mix, 1 
μL primer ITS1 (5'-TCC GTA GGT GAA 
CCT GCG G-3'), 1 μL primer ITS4 (5'-TCC 
TCC GCT TAT TGA TAT GC-3'), 0.5 μL 
DNA template dan 10 μL ddH2O. Kondisi 
PCR yang digunakan yaitu: denaturasi pada 
suhu 95oC selama 1 menit, annealing pada 
suhu 55oC selama 1 menit dan extention 
pada suhu 72oC selama 1 menit dan extention 
akhir selama 7 menit dengan suhu yang 
sama. Tahapan denaturasi, annealing dan 
extention dilakukan sebanyak 30 siklus. 
Hasil PCR selanjutnya dielektroforesis untuk 
mengetahui keberhasilan perbanyakan DNA 
secara in vitro dan hasilnya divisualisasi 
menggunakan  UVIDocHD5 (UVITECH 
Cambridge). Produk PCR yang berhasil 
diamplifikasi selanjutnya dikirim ke 1st 

Base Laboratories Sdn Bhd, Malaysia untuk 
disekuensing. Hasil sekuensing selanjutnya 
dianalisis menggunakan Basic Local 
Alignment Search Tool (BLAST) sedangkan 
pohon filogenetiknya disusun menggunakan 
software MEGA 7.0 package dengan metode                                                                           
neighbor-joining dengan 1000 kali pengulangan 
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bootstrap (Sibero et al. 2017).

Analisis Data
Seluruh data diolah menggunakan 

Predictive Analytic Software (PASW) Statistic 
18 package dengan metode One Way ANOVA 
dengan tingkat kepercayaan 95% (P<0.05). Uji 
lanjut dilakukan dengan metode Duncan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Produksi Pigmen oleh Kapang RS3

Kurva pertumbuhan kapang RS3 dari 
hasil perlakuan ini dapat dilihat pada Gambar 
1. Berdasarkan hasil pengukuran biomassa 

miselium kapang RS3, diketahui bahwa kapang 
yang dikultivasi menggunakan agitasi dengan 
shaker menghasilkan biomassa yang lebih 
tinggi dibandingkan kapang yang dikultivasi 
dengan sistem statis (Gambar 1). Kapang 
yang dikultivasi dengan sistem statis hanya 
tumbuh menutupi permukaan media. Hal ini 
menunjukkan bahwa kapang RS3 memiliki 
area pertumbuhan yang terbatas sedangkan 
miselium kapang RS3 yang dikultivasi dengan 
agitasi tumbuh membentuk bola miselum 
dengan berbagai ukuran yang tumbuh dan 
memenuhi seluruh media (Gambar 2). 

Pertumbuhan kapang dengan sistem 
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Gambar 1. Kurva pertumbuhan kapang RS3 pada perlakuan agitasi yang berbeda
      (                   biomassa kultur statis;                 biomassa kultur shaking)
(Figure 1 RS3 mold growth curve on different agitation treatments:  (                  ) static biomass 
culture,                  shaking culture biomass).

  

 

Gambar 2. Bentuk miselium kapang RS3 pada sistem kultivasi yang berbeda (a. sistem statis usia  
      15 hari, b. sistem shaking usia 3 hari)
(Figure 2 RS3 mold shell miselium in different cultivation systems (a 15 day static system, b 

a 3 day shaking system)).
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statis menunjukkan fase pertumbuhan 
pada hari ke-0 hingga hari ke-18 kemudian 
mengalami fase stasioner pada hari ke-18 
hingga hari ke-21 dan fase kematian pada 
hari ke-21 hingga hari ke-30. Kapang RS3 
yang dikultivasi pada kondisi shaking melalui 
fase adaptasi pada hari ke-0 hingga hari ke-3, 
fase pertumbuhan pada hari ke-3 hingga hari 
ke-15, fase stasioner pada hari ke-15 hingga 
hari ke-18 dan mengalami fase kematian 
dari hari ke-18 hingga hari ke-30 (Gambar 
1). Data menunjukkan bahwa kapang yang 
dikultivasi pada sistem shaking mengalami 
fase kematian yang lebih cepat dibandingkan 
kapang yang dikultivasi pada sistem statis. 
Szilágyi et al. (2013) menyatakan bahwa fase 
kematian diakibatkan oleh habisnya nutrisi 
pada media kultivasi sehingga jumlah sel 
yang mati lebih banyak dibandingkan dengan 
jumlah sel yang tumbuh dan hidup. Sumber 
karbon merupakan nutrisi penting pada 
pertumbuhan mikroorganisme termasuk 
kapang. Jumlah karbon pada media akan 
berkurang setelah melalui fase eksponensial 
akibat konsumsi selama masa pertumbuhan 
sehingga mengakibatkan kematian sel. Kapang 
RS3 yang dikultivasi dengan sistem shaking 
menghasilkan miselium yang lebih banyak 
dibandingkan sistem statis sehingga jumlah 
sel yang memanfaatkan karbon semakin besar 
dan menyebabkan penurunan jumlah karbon 

yang lebih cepat. Fenomena ini secara langsung 
menyebabkan kematian sel yang lebih cepat 
dibandingkan kapang yang dikultivasi dengan 
sistem statis. Dextrose diketahui sebagai 
sumber karbon terbaik untuk produksi 
melanin dan biomassa pada kapang Aspergilus 
fumigatus AFGRD105 (Raman et al. 2015).                                                                                                
Andikawati et al. (2014) yang melakukan 
penelitian serupa melaporkan bahwa kapang 
EN2 melewati fase stasioner hingga hari 
ke-21 sedangkan kapang TP6 yang endofit 
TP6 yang dikultivasi dengan sistem shaking 
juga mulai memasuki fase kematian pada 
hari ke-18 (Ukhty et al. 2017). Produksi 
pigmen hitam dapat dilihat pada Tabel 1. 
Kapang RS3 yang dikultivasi pada sistem 
yang berbeda menunjukkan produksi 
pigmen yang berbeda pula. Kapang yang 
dikultivasi pada sistem shaking mulai 
menghasilkan pigmen pada hari kultivasi 
ke-6 sedangkan kapang yang dikultur dengan 
sistem statis mulai menghasilkan pigmen                                                                                                    
pada hari ke-15 (Tabel 1).

Data pada Tabel 1 menunjukkan bahwa 
kapang RS3 yang dikultivasi pada sistem statis 
mulai menghasilkan pigmen pada hari ke-15 
dan terus meningkat hingga hari ke-27 lalu 
mencapai produksi konstan setelah mencapai 
usia 27 hari sedangkan pada kapang yang 
dikultur dengan sistem shaking memproduksi 
pigmen dari hari ke-6 kemudian terus 

Tabel 1 Rendemen pigmen kapang RS3 pada sistem kultivasi yang berbeda 
(Table 1 Yield of RS3 pigment in different cultivation systems) 

Hari ke-
Produksi pigmen (mg/L)

Statis Shaking
0 0.00±0.00 0.00±0.00
3 0.00±0.00 0.00±0.00
6 0.00±0.00 0.19±0.02a

9 0.00±0.00 1.24±0.01b

12 0.00±0.00 1.46±0.01c

15  0.41±0.19a 2.10±0.03d

18  0.55±0.22b 2.42±0.03e*
21  1.72±0.27c 1.80±0.04f

24  1.80±0.41c 1.75±0.04f

27  2.85±0.35d 1.13±0.02g

30   2.88±0.21d* 1.13±0.01g
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bertambah hingga hari ke-18 dan mengalami 
penurunan pada hari ke-21 hingga hari ke-
30. Kapang RS3 menghasilkan rendemen 
pigmen terbesar pada hari ke-30 pada 
sistem kultivasi statis. Rendemen pigmen 
yang dihasilkan sistem kultivasi statis pada 
hari ke-27 (2,85±0,35 mg/L) tidak berbeda 
nyata dengan rendemen yang dihasilka pada 
hari ke-30 (2,88±0,21 mg/L) sehingga pada 
sistem statis kultivasi selama 27 hari dianggap 
sebagai waktu terbaik untuk mendapatkan 
rendemen optimal sedangkan pada kultivasi 
sistem shaking dapat terlihat bahwa rendemen 
tertinggi dihasilkan oleh hasil kultivasi 18 hari 
(2,42±0,03 mg/L) dan terus menurun hingga 
hari ke-30 (P<0.05). Rendemen pada hari ke 
18  berbeda nyata dengan perlakuan lainnya 
(P<0.05) sehingga waktu kultivasi selama 18 
hari dianggap sebagai waktu optimal untuk 
produksi pigmen dengan sistem shaking.            
Zou dan Ma (2017) melaporkan bahwa jamur 
Auricularia auricula yang dikultivasi dengan 
sistem shaking selama 8 hari menghasilkan 
rendemen terbesar pada hari ke-7. Penelitian 
lain menunjukkan bahwa kapang A. fumigatus 
AFGRD105 menghasilkan rendemen melanin 
yang stabil setelah hari ke-5 (Rama et al. 2015) 
sehingga dapat disimpulkan bahwa produksi 
pigmen melanin pada setiap organisme 
tergantung pada berbagai kondisi termasuk 
spesiesnya.

Identifikasi molekuler kapang RS3
Kapang RS3 merupakan kapang endofit 

asal tumbuhan epifit H. formicarum yang 
diisolasi dengan metode sterilisasi permukaan 

(Sibero et al. 2017). Pemilihan kapang 
ini sebagai sumber melanin berdasarkan 
kemampuannya merubah warna media agar 
PDA menjadi hitam setelah usia kultivasi 10 
hari. Penelitian sebelumnya tidak melakukan 
identifikasi spesies kapang RS3 sebagai sumber 
pigmen melanin dengan potensi sebagai foto 
protektor (Sibero et al. 2016). Penelitian ini 
menggunakan pendekatan molekuler untuk 
mengidentifikasi spesies kapang RS3 dengan 
metode DNA barcoding. DNA barcoding 
merupakan metode populer yang digunakan 
untuk mengidentifikasi spesies organisme 
yang sulit untuk diidentifikasi  karena 
memiliki kemiripan yang sangat besar antar 
individu (cryptic species). Kingdom fungi 
secara umum dan mikro-fungi khususnya 
memiliki kemiripan yang sangat besar antar 
spesies pada genus yang sama sehingga 
aplikasi DNA barcoding sangat disarankan 
untuk mengidentifikasi spesiesnya (Xu 2016). 
Tahun 2012, International Fungal Barcoding 
Consortium memutuskan wilayah internal 
transcribed spacer (ITS) yang merupakan 
bagian dari nuclear ribosomal RNA gene 
cluster sebagai wilayah yang digunakan 
sebagai marker dalam DNA barcoding spesies 
untuk kingdom fungi (Schoch et al. 2012). 
Amplifikasi DNA pada wilayah ITS dapat 
menggunakan beberapa pilihan primer. 
Penelitian ini menggunakan primer ITS1 
sebagai forward dan ITS4 sebagai reverse 
primer. Primer ini akan mengamplifikasi 
DNA jamur yang terletak di lokus ITS yang 
menjadi wilayah konservatif untuk kingdom 
fungi (Schoch et al. 2012). Letak lokus ini 

Gambar 3. Letak wilayah amplifikasi primer ITS (Sumber: Taylor et al. 2016)
(Figure 3. Location of ITS primary amplification region (Source: Taylor et al. 2016)).
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diperlihatkan oleh Gambar 3. Kualitas hasil 
amplifikasi DNA kapang RS3 diperiksa 
menggunakan gel electrophoresis. 

Hasil amplifikasi DNA dan visualisasi 
produk PCR diketahui bahwa panjang DNA 
kapang RS3 yang diamplifikasi menggunakan 
primer ITS1 dan ITS4 adalah 682 bp. Primer 
ITS1 dan ITS4 diketahui akan mengamplifikasi 
DNA dengan panjang < 700 bp                                                                                                                
(Roca et al. 2003). Hasil sequencing selanjutnya 
digunakan untuk pencarian spesies kapang 
RS3 menggunakan BLAST. Hasil identifikasi 
menggunakan DNA barcoding membuktikan 
bahwa kapang RS3 merupakan homolog dari 
Annulohypoxylon stygium strain DR47 dengan 
tingkat similaritas 99%. Kapang A. stygium 
RS3 didaftarkan pada GeneBank dengan 
nomer akses MG605083.1. Hasil ini digunakan 
dalam rekonstruksi pohon filogenetik yang 
ditampilkan oleh Gambar 4. Berdasarkan 
kladiogram pada Gambar 4 terlihat bahwa 
kapang RS3 memiliki kemiripan secara genetik 
dengan A. stygium KC311843.1. Berdasarkan 
hasil penelusuran pustaka mengenai spesies 
A. stygium maka diketahui bahwa jamur ini 
telah terdaftar pada Mycobank dengan nomer 
akses MB500326. Jamur ini masuk di divisio 
ascomycota ordo xylariales famili hyoxylaceae 
dan genus Annulohypoxylon (Mycobank 2016).                                                                                                               
Hsieh et al. (2005) menyatakan bahwa                        

A. stygium memiliki sinonim Hypoxylon 
stygium. Passarini et al. (2013) melaporkan 
A. stygium sebagai kapang asosiasi spons 
Dragmacidon reticulatum. Kapang ini juga 
pernah dilaporkan sebagai endofit yang 
memproduksi senyawa annulostygilactone 
dengan aktivitas sebagai inhibitor nitrit oksida 
(NO)         (Cheng et al. 2014).  Laporan yang 
masuk hingga 2017, sebanyak 24 senyawa 
yang diisolasi dari genus Annulohypoxylon. 
Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, 
A. stygium pernah diisolasi sebagai kapang 
asosiasi pada alga Bostrychia radicans. 
Penelitian ini berhasil mengisolasi senyawa 
3-benzylidene-2-methylhexahydropyrrolo 
[1,2-α] pyrazine-1,4-dione (1) dan 
1-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-1,2-propanediol (2) 
(Gambar 5), senyawa ini terbukti memiliki 
kemampuan fotoprotektor (Maciel et al. 
2017). Hasil penelitian tersebut mendukung 
hasil penelitian Sibero et al. (2016) yang juga 
membuktikan bahwa pigmen dari kapang       
A. stygium RS3 memiliki kemampuan sebagai 
fotoprotektor.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian diketahui 

bahwa kapang RS3 yang dikultivasi 
menggunakan sistem shaking mulai 
memproduksi pigmen pada hari-6 dan 

Gambar 4 Kladiogram pohon filogenetik kapang RS3 dari hasil analisis rDNA wilayah ITS   
                      kapang RS3 (Sumber: Taylor et al. 2016)
(Figure 4 Cladiogram of RS3 phylogenetic tree from rDNA analysis of ITS area of RS3 mold).
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mencapai produksi tertinggi pada hari ke-18 
(2,42±0,03 mg/L) sedangkan pada kultivasi 
sistem statis rendemen pigmen terbesar 
dihasilkan pada hari ke-30 (2,88±0,21 mg/L). 
Berdasarkan hasil analsis ITS rDNA diketahui 
bahwa kapang endofit RS3 memiliki 99% 
kemiripan dengan Annulohypoxylon stygium. 
Kapang ini telah didaftarkan di GeneBank 
denga nomer akses  MG605083.1.
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