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ABSTRAK

IDENTIFIKASI MOLEKULER JAMUR Purpureocillium lilacinum
(Syn. Paecilomyces lilacinus) DAN UJI PATOGENISITASNYA TERHADAP
Meloidogyne spp. PADA TANAMAN JAMBU KRISTAL

Oleh

MEI SRI HARYANI

Jambu biji termasuk komoditas hortikultura yang mempunyai nilai ekonomis dan
berpotensi untuk dikembangkan di Indonesia. Namun budidaya jambu biji sering
kali terserang nematoda puru akar (NPA) Meloidogyne spp. yang menyebabkan
penurunan produksi. Purpureocillium lilacinum (Syn. Paecilomyces lilacinus)
adalah agensia hayati pengendali Meloidogyne spp. Penelitian ini bertujuan untuk
menemukan dan mengetahui identitas molekuler isolat P. lilacinum (Syn: P.
lilacinus) lokal Lampung, serta menguji patogenisitasnya terhadap nematoda puru
akar. Eksplorasi dilakukan di pertanaman jambu Kristal di Tanggamus, PT GGF
Lampung Tengah dan PT NTF Lampung Timur. Percobaan uji patogenisitas
dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian,
Universitas Lampung, pada Juli hingga September 2018. Perlakuan untuk uji
patogenisitas disusun menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 5

ulangan, menggunakan 5 isolat jamur P. lilacinum (Syn. P. lilacinus) yaitu isolat



Mei Sri Haryani

koleksi sebelumnya (BioP, B4120X, B3010) dan isolat hasil eksplorasi (B412G
dan BO1TG) serta kontrol. Data hasil pengamatan dianalisis dengan uji BNT pada
taraf 5% sebagai sarana pembanding antar perlakuan. Hasil eksplorasi yaitu
ditemukan 2 isolat lokal P. lilacinum (Syn. P. lilacinus) yang berasal dari PT NTF
Lampung Timur dan kebun petani di Tanggamus yang diberi kode isolat B412G
dan BO1TG. Hasil pengujian patogenisitas secara in-vitro, menunjukkan bahwa
lima isolat bersifat patogenik terhadap massa telur Meloidogyne spp. Hasil
identifikasi molekuler menunjukkan bahwa lima isolat yang digunakan masuk
dalam kelompok P. lilacinus, namun pada 2011 P. lilacinus diusulkan membentuk
genus baru yaitu Purpureocillium dengan nama spesies Purpureocillium

lilacinum.

Kata kunci : Meloidogyne spp., patogenisitas, Purpureocillium lilacinum
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Jambu biji (Psidium guajava L.) adalah tanaman buah yang berasal dari Amerika
Tengah. Tanaman ini sudah banyak dibudidayakan di negara-negara tropis di
dunia, termasuk Indonesia (Hadiati & Apriyanti, 2015). Jambu biji menjadi salah
satu produk unggulan yang telah dipasarkan di dalam negeri maupun sebagai
komoditas ekspor, sehingga jambu biji memiliki nilai ekonomi yang cukup tinggi

(Parimin, 2005).

Jambu biji memiliki karagaman yang tinggi, berdasarkan warna daging buahnya
dibedakan menjadi jambu biji dengan daging buah putih dan merah (Hadiati &
Apriyanti, 2015). Varietas jambu biji dengan daging buah putih yang sudah
dilepas yaitu jambu Mutiara, Deli dan Kristal. Jambu biji Kristal merupakan hasil
mutasi dari jambu Bangkok dan masuk ke Indonesia melalui misi teknik Taiwan

dalam bidang pertanian (Duryatama et al., 2014).

Menurut Kementerian Pertanian (2016), produksi jambu biji di Indonesia

mengalami penurunan pada 2011-2013, dengan angka produksi pertahun berturut-



turut yaitu sebesar 211.836 ton, 208.151 ton dan 181.632 ton. PT Nusantara
Tropical Farm (NTF) sebagai salah satu perusahaan agroindustri di Lampung
mampu memproduksi jambu biji sebanyak 10 ton/ha/thn (Widodo & Zulefriyenni,
2010). Namun hasil produksi ini masih jauh jika dibandingkan dengan potensi

produksi maksimumnya yang dapat mencapai 30 ton/ha/thn.

Penurunan dan rendahnya produksi jambu biji dapat disebabkan oleh beberapa
faktor. Salah satu faktor tersebut adalah serangan organisme pengganggu
tanaman (OPT), seperti jamur, bakteri, dan nematoda. Nematoda parasit
tumbuhan yang menyerang pertanaman jambu biji adalah Meloidogyne spp. atau
dikenal sebagai Nematoda Puru Akar (NPA) karena serangannya menyebabkan

terbentuknya puru pada akar (Dropkin, 1991).

Pengendalian nematoda puru akar di lapangan masih cukup sulit, karena biaya
pengendalian yang cukup mahal, kisaran inang yang luas dan sifat nematoda yang
umumnya persisten di dalam tanah. Strategi pengendalian yang disarankan adalah
pengendalian yang berpedoman pada sistem Pengendalian Hama Terpadu (PHT)
dan mengutamakan komponen pengendalian yang non kimiawi. Dalam upaya
pelestarian lingkungan, pengendalian nematoda parasit tumbuhan pada tanaman
buah-buahan perlu diarahkan pada pengendalian secara hayati (Rachmawati &

Korlina, 2013).

Pengendalian dengan menggunakan agensia hayati memiliki kelebihan

dibandingkan dengan pengendalian kimia, yaitu bersifat selektif, relatif murah,



tidak menimbulkan resistensi terhadap OPT sasaran, tersedia di alam, dan dapat
bertahan lama dan berkelanjutan (Sunarno, 2012). Agensia hayati yang efektif
untuk mengendalikan Meloidogyne spp. adalah jamur Purpureocillium lilacinum
(Syn. Paecilomyces lilacinus). Jamur ini berpotensi sebagai agensia hayati karena
selain mematikan, jamur ini juga mampu mengoloni bahan organik di dalam tanah

dan berkembang di dalam rizosfer tanaman.

Pengendalian Meloidogyne spp. dengan menggunakan agensia hayati di
Indonesia belum banyak diterapkan. Oleh karena itu, perlu dilakukan tindakan
seperti eksplorasi, pengembangan serta uji patogenisitas jamur P. /ilacinum.
Jamur ini diharapkan mampu digunakan sebagai agensia pengendalian alternatif
untuk mengatasi masalah Meloidogyne spp. secara aman dan berkelanjutan.
Selain itu, perlu dilakukan identifikasi molekuler untuk mengetahui secara pasti
mengenai identitas setiap isolat P. lilacinum yang akan digunakan dalam

penelitian ini.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dari penelitian ini, sebagai berikut:

1) Apakah P. lilacinum ditemukan pada sentra pertanaman jambu kristal di
Lampung?

2) Apakah setiap isolat jamur P. /ilacinum yang ditemukan bersifat patogenik

terhadap NPA?



3) Bagaimana identitas molekuler beberapa isolat jamur P. lilacinum yang

ditemukan?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari dilakukannya penelitian ini, yaitu:

1) Menemukan isolat jamur P. lilacinum lokal pada beberapa sentra pertanaman
jambu kristal di Lampung.

2) Mengetahui patogenisitas isolat jamur P. /ilacinum secara in-vitro terhadap
massa telur Meloidogyne spp.

3) Mengetahui identitas jamur P. /ilacinum secara molekuler.

1.4 Kerangka Pemikiran

Meloidogyne spp. termasuk fitonematoda terpenting di dunia yang menyerang
berbagai jenis tanaman di daerah tropik (Dropkin, 1991). Nematoda ini dapat
ditemukan di beberapa negara, seperti Jepang, Peru, Filipina dan India.
Meloidogyne spp. mampu menyerang tanaman sayuran, buah-buahan dan tanaman
tahunan seperti wortel (Supramana & Suastika, 2012), kentang (Jayanti, 2011),

jambu biji dan kopi (Wiryadiputra, 2002).

Meloidogyne spp. menyebar dan menginfeksi perakaran tanaman di dalam tanah.
Nematoda ini berkembang dan menyelesaikan siklus hidupnya di dalam jaringan

tanaman. Hasil dari infeksi tersebut menyebabkan terbentuknya puru pada bagian



akar tanaman. Puru akar memiliki ukuran yang bervariasi dari sangat kecil hingga
besar, hal ini tergantung pada jenis tanaman, nematoda yang menyerang dan
populasinya di dalam puru tersebut. Menurut Saputri (2017), adanya populasi
dari nematoda ini akan diikuti dengan adanya populasi dari agensia hayati yang

pola sebarannya mengikuti pola sebaran inangnya.

Agensia hayati yang dapat digunakan untuk mengendalikan Meloidogyne spp.
adalah P. lilacinum. Jamur ini mampu mengoloni bahan organik yang ada dalam
tanah. P. lilacinum mampu menghasilkan enzim dan metabolit sekunder seperti
protease serin, kitinase, kolagenase (Huang et al., 2004) dan paecilotoxin (Prasad
et al.,2015). Enzim dan senyawa metabolit sekunder tersebut mampu

menginfeksi telur dan menyebabkan kematian pada larva nematoda.

P. lilacinum strain 251 (PL251) menunjukkan efek yang signifikan dalam
pengurangan populasi J2 dalam tanah dan akar serta mengurangi puru akar
sebesar 75% dan 51% (Kalele et al., 2010). Penerapan bioformulasi P. /ilacinum
satu atau dua kali pada tanaman tomat terbukti efektif dalam mengurangi puru
pada akar dan telur dari nematoda (Udo ef al., 2014). Hal ini membuktikan bahwa

P. lilacinum efektif mengendalikan Meloidogyne spp. dengan baik.

Jamur parasit nematoda yang melimpah merupakan salah satu hal penting dalam
mempertimbangkan pengendalian hayati. Identifikasi terhadap jamur parasit
nematoda, selain dengan pengamatan secara morfologi juga dapat dilakukan

dengan menggunakan marka molekuler. Teknik Polymerase Chain Reaction



(PCR) seperti sekuen Internal Transcribe Spacer (ITS) banyak digunakan dalam
mempelajari keragaman genetik suatu populasi. Adanya perbedaan DNA
menunjukkan keragaman genetik dan struktur populasi jamur yang berbeda

(Aquino et al., 2003 dalam Priyatno et al., 2016).

1.5 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pemikiran tersebut maka dapat diajukan beberapa hipotesis
sebagai berikut:
1) Terdapat jamur P. lilacinum pada tanaman jambu biji di Lampung.
2) Jamur P. lilacinum mampu bersifat patognenik terhadap massa telur
Meloidogyne spp. secara in-vitro.

3) Jamur P. lilacinum dapat diidentifikasi secara molekuler.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Jambu Biji

Nama ilmiah jambu biji adalah Psidium guajava L. Psidium berasal dari Bahasa
Yunani, yaitu Psidium yang berarti delima. Sementara guajava berasal dari nama
yang diberikan oleh orang Spanyol (Parimin, 2005). Klasifikasi tanaman jambu
biji menurut USDA (2018), sebagai berikut.

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Superdivisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Subkelas : Rosidae

Ordo : Myrtales

Famili : Myrtaceae

Genus : Psidium

Spesies : Psidium guajava L.

Jambu biji merupakan tanaman perdu berbatang banyak dengan tinggi 3-10 m dan
umur tanaman dapat mencapai 30-40 tahun. Tanaman ini mampu berbuah pada
saat berumur sekitar 2-3 tahun. Batang jambu biji memiliki ciri khusus, yaitu
berkayu keras, tidak mudah patah, kuat dan padat. Kulit kayu tanaman jambu biji
halus dan mudah terkelupas. Daun jambu biji berbentuk bulat panjang, bulat

langsing, atau bulat oval dengan ujung tumpul dan lancip serta panjang helai daun


https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Tracheobionta
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Spermatophyta
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Magnoliophyta
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Magnoliopsida
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Rosidae
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Myrtales
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Myrtaceae
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=PSGU

sekitar 5-15 cm, lebar 3-6 cm dan panjang tangkai daun 3-7 mm. Tanaman jambu
biji dapat berbunga dan berbuah sepanjang tahun. Bunga keluar di ketiak daun
dengan jumlah bunga pertangkai 1-3 bunga. Buah jambu biji berbentuk bulat atau
bulat lonjong dengan warna hijau saat muda dan berubah warna menjadi kuning

muda mengkilap setelah matang (Parimin, 2005).

Tanaman jambu biji mampu tumbuh secara optimal di daerah tropis. Tanaman ini
tumbuh dengan baik pada suhu berkisar antara 30-35°C, kelembapan udara yang
tinggi sekitar 70-80%, dengan curah hujan 2.000 mm/thn dan penyinaran matahari
langsung sepanjang hari. Jambu biji cocok ditanam di dataran rendah sampai
dataran tinggi dengan ketinggian 0-1.000 mdpl. Ketinggian tempat yang ideal
untuk pertumbuhan dan produksi jambu biji secara optimal yaitu 3-500 mdpl

(Cahyono, 2010).

Berdasarkan kandungan biji dalam buahnya, jambu biji dibedakan menjadi dua
kelompok yaitu jambu biji berbiji dan jambu biji tidak berbiji. Salah satu varietas
dari jambu biji berbiji adalah jambu kristal yang memiliki daging buah berwarna
putih, berbiji sedikit, rasanya manis dan buahnya berukuran besar. Besar buah
dapat mencapai 600-700 gram (Cahyono, 2010). Jambu kristal merupakan salah
satu jenis varietas jambu biji daging putih yang sudah dilepas dan banyak

dibudidayakan (Hadiati & Apriyanti, 2015).



2.2 Nematoda Puru Akar (Meloidogyne spp.)

Meloidogyne merupakan genus fitonematoda yang terpenting di dunia. Nama
nematoda puru akar (Root Knot Nematodes) menyebabkan terbentuknya puru
pada akar yang diserang oleh nematoda tersebut (Dropkin, 1991). Nematoda puru
akar (Meloidogyne spp.), termasuk dalam Filum Nematoda, Kelas Secernentea,
Ordo Tylenchida, Superfamili Tylenchoidae dan Famili Meloidogynidae (Wouts,

1973 dalam Taylor & Sasser, 1978).

Meloidogyne menyerang lebih dari 3000 spesies tanaman di seluruh dunia,
termasuk sayuran, kacang-kacangan, biji-bijian dan rerumputan, semak dan pohon
buah-buahan, serta herbasius dan tanaman hias berkayu. Terkadang ditemukan
dua atau lebih spesies Meloidogyne pada inang yang sama (Shurtleff & Averre III,
2000). Tanaman inang Meloidogyne spp. meliputi sayur-sayuran, pohon buah dan
gulma. Meloidogyne spp. menjadi salah satu OPT penting terutama untuk

pertanian daerah tropik (Dropkin, 1991).

Meloidogyne spp. merupakan nematoda yang bersifat seksual dimorfik.
Meloidogyne spp. betina menambatkan diri pada jaringan akar inangnya, tubuhnya
menggelembung dengan diameter 0,5-0,7 mm dan lehernya yang silindris.
Vulvanya terletak pada bagian subterminal dekat anus dan kutikulanya berwarna
keputihan, tipis dan beranulasi. Nematoda ini memiliki stilet yang pendek dengan
panjang 12-15um. Kerangka kepala yang lembek dan lubang ekskresi terletak
agak anterior sampai pada lempeng kelep median bulbus serta sering terdapat di

dekat basal stilet. Nematoda ini memiliki dua saluran genital yang menggulung di
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dalam tubuhnya dan telur-telurnya diletakkan di luar tubuh Meloidogyne di dalam
massa gelatinus (Luc ef al., 1995). Pada kutikula betina terdapat pola yang jelas
pada striasi yang ada di sekitar vulva dan anus yang disebut pola parenial yang

dapat digunakan untuk identifikasi jenis (Dropkin, 1991).

Nematoda jantan berbentuk memanjang dan bergerak lambat di dalam tanah.
Panjang nematoda jantan bervariasi, maksimum 2 mm, kepalanya tidak berlekuk,
panjang stilet hampir dua kali panjang stilet betina. Nematoda jantan memiliki
ekor pendek dan membulat, bagian posterior badannya berputar 180°, mempunyai
satu atau dua testis dan pada beberapa jenis terdapat jantan yang interseks

(Dropkin, 1991).

Gambar 1. Meloidogyne spp. betina (A) dan jantan (B) (Yulianti, 2017).

Larva instar kedua (J2) memiliki bentuk silindris, bentuknya seperti cacing
dengan panjang 450 pm, memiliki stilet dan kerangka kepalanya mengalami

sklerotinisasi yang lembek. Ekor nematoda instar kedua (J2) berbentuk kerucut,
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terdapat bagian yang berwarna hialin dimulai dari dekat ujung ekor (Luc et al.,

1995).

Infeksi oleh Meloidogyne mengubah seluruh fisiologi tanaman yang terinfeksi,
jaringan korteks dan perisikel yang dekat dengan jaringan infektif membesar dan
membelah, membentuk puru akar. Juvenil instar kedua (J2) muncul dari telur di
permukaan puru dan umumnya menginvasi akar di dekatnya. Setiap juvenil
menstimulasi pembesaran puru, yang pada inang tertentu dapat tumbuh hingga 2.5
cm saat terjadi infeksi berat. Puru yang terbentuk terjadi secara tunggal atau
menyatu untuk membentuk puru akar yang biasanya mengeras (puru besar).
Juvenil infektif juga dapat menembus antar sel melalui endodermis dan mencapai
stele. Sekitar tujuh sel di sekitar kepala nematoda membesar dan menjadi sel
raksasa dengan banyak inti yang berdinding tebal dan menyediakan sumber
nutrisi bagi seluruh perkembangan nematoda. Sel-sel raksasa hancur ketika

nematoda mati (Shurtleff & Averre 111, 2000).

Gejala umum yang disebabkan oleh infeksi Meloidogyne spp. adalah
menguningnya daun pada tajuk, tanaman menjadi kerdil, pertumbuhan terhambat,
layu pada siang hari meskipun air tersedia bagi tanaman. Gejala terjadi akibat
terhambatnya saluran pengangkut air dan nutrisi. Selain gejala tersebut, infeksi
nematoda juga menyebabkan gejala di bawah permukaan tanah, yaitu pada akar
tanaman. Tanaman yang terinfeksi oleh Meloidogyne spp. menunjukkan gejala
hipertropi dan hiperplasia, yaitu membengkaknya jaringan akar tanaman. Jaringan

akar tanaman yang bengkak tersebut banyak dikenal sebagai puru. Puru terbentuk
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karena terjadi pembelahan sel dan pembesaran sel secara berlebihan pada jaringan

perisikel tanaman (Agrios, 2005).

2.3 Pengendalian Hayati Nematoda Parasit Tumbuhan

Nematoda parasit tumbuhan menghabiskan sebagian hidupnya di tanah, yang
merupakan salah satu komponen paling kompleks di lingkungan. Aktifitas
nematoda parasit tumbuhan tidak hanya dipengaruhi oleh faktor fisik tanah seperti
suhu, kelembapan dan aerasi tetapi juga dipengaruhi oleh beberapa organisme
lain, termasuk jamur, alga, protozoa, serangga, tungau dan hewan tanah lainnya.
Semua organisme tersebut bersaing untuk mendapatkan ruang dan oksigen;
serangga dan patogen tumbuhan bersaing dengan nematoda parasit tumbuhan
untuk mendapatkan sumber makanan, beberapa bakteri dan jamur menghasilkan
produk metabolisme yang dapat mengganggu perilaku nematoda. Tindakan
dengan menggunakan organisme dalam mempertahankan kepadatan populasi
nematoda agar tetap pada tingkat rata-rata yang lebih rendah disebut pengendalian

hayati (Stirling, 1991).

Pengendalian hayati nematoda parasit tumbuhan merupakan cara untuk
mengurangi populasi nematoda dengan menggunakan organisme hidup, selain
tanaman inang tahan nematoda yang terjadi secara alami atau dengan manipulasi
lingkungan dan pengendalian secara antagonis. Pengendalian hayati merupakan
hasil dari interaksi mikroorganisme dan mikrofauna tanah melalui beberapa
mekanisme seperti parasitisme, predasi, persaingan dan antibiotik. Konsep

pengendalian hayati ini hampir sama dengan pengendalian hayati dalam bidang
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entomologi dan merupakan konsep yang secara umum diterima masyarakat luas.
Organisme bermanfaat yang terlibat dalam pengendalian hayati nematoda sangat
bervariasi. Istilah antagonis digunakan untuk menunjukkan organisme yang
bersaing dengan organisme lain yang dapat mengurangi ketahanan organisme

tersebut untuk bertahan hidup dan bereproduksi (Stirling, 1991).

Agen antagonis nematoda bekerja dengan cara membunuh nematoda, tetapi juga
menyerang dengan beberapa cara seperti mengganggu proses penetasan telur,
pergerakan nematoda dan penemuan inang. Terdapat tiga jenis organisme
antagonis utama bagi nematoda, dan setiap kelompok antagonis memiliki mode
serangan yang berbeda-beda. Predator adalah organisme yang aktif mencari
nematoda untuk dikonsumsi, predator memiliki beberapa sifat seperti
mengonsumsi berbagai spesies mangsa (polifag), memiliki kisaran mangsa yang
sempit (oligofag) dan monofag. Organisme oligofag dan monofag cenderung
berpotensi sebagai agen pengendali hayati. Parasit merupakan organisme yang
tumbuh serta mendapatkan nutrisi dari dalam tubuh inang, serta dapat
menyebabkan penyakit dan dikenal sebagai patogen. Organisme ini umumnya
menyelesaikan satu siklus hidup dan meningkatkan biomassanya dalam satu
nematoda. Kelompok ketiga merupakan kumpulan organisme yang berbeda-beda
dan mampu mempengaruhi kelimpahan nematoda melalui mekanisme selain

parasitisme dan predasi (Stirling, 1991).
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2.4 Jamur Paecilomyces lilacinus

Paecilomyces adalah jamur yang bersifat kosmopolitan yang hidup di tanah, sisa
tanaman yang telah membusuk dan produk makanan. Paecilomyces bersifat
antagonistik terhadap jamur lain. Klasifikasi jamur Paecilomyces lilacinus

menurut Barnett & Hunter (1998) sebagai berikut.

Kingdom : Fungi

Divisi : Deuteromycota

Kelas : Hyphomycetes

Ordo : Moniliales

Famili : Moniliaceae

Genus : Paecilomyces

Spesies : Paecilomyces lilacinus.

P. lilacinus termasuk dalam kelompok jamur imperfecti atau Deutromycetes. P.
lilacinus merupakan jamur berfilamen, memiliki askomata, askus dan askospora
yang dihasilkan oleh spesies telemorfik. P. lilacinus umumnya bersifat saprobik,
hidup di berbagai habitat termasuk yang dibudidayakan ataupun tidak seperti
tanah, hutan, rumput, gurun dan endapan lumpur. Spesies dapat hidup pada
rentang suhu yang luas. Beberapa isolat P. lilacinus dapat hidup pada rentang
suhu 8-38°C, dengan suhu tumbuh optimal 26-30°C. P. lilacinus juga memiliki
toleransi rentang pH yang luas dan dapat tumbuh pada berbagai substrat. P.
lilacinus telah digunakan sebagai agen biokontrol untuk mengendalikan nematoda
puru akar. P. lilacinus dapat menjadi entomopatogenik, mikoparasitik, saprofitik

dan sebagai nematofagus (Ahmad, 2013).

Pengamatan secara makroskopis menunjukkan bahwa koloni P. lilacinus tuambuh

cepat pada agar maltosa dengan diameter 5-7 cm dalam waktu 14 hari pada suhu
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25°C. Koloninya membentuk miselia udara (kapas) dengan pinggiran berbentuk
floocose. P. lilacinus saat awal pertumbuhan berwarna putih, tetapi ketika
bersporulasi berubah warna menjadi kuning, kuning kehijauan, kuning kecoklatan,
hingga violet. Secara mikroskopis P. lilacinus memiliki miselium yang tebal dan
membentuk konidiofor, terdapat fialid di ujung spora yang terbentuk dalam rantai
panjang. Spora akan berkecambah apabila kelembapan dan nutrisi tersedia. Jamur

ini memiliki hifa vegetatif berdinding halus, hialin dengan lebar 2,5-4,0 pm.

Konidiofor muncul dari hifa submerge pada panjang 400-600 um atau dari
setengah panjang hifa di udara. Fialid membengkak pada bagian basal dan
meruncing ke leher. Konidia ada yang uniseluler dan berantai, pada rantai yang
berbeda berbentuk fusiform elipsoid, oval dan berdinding halus. Klamidospora

tidak nampak jelas (Ahmad, 2013).

Gambar 2. Jamur parasit telur NPA P. /ilacinus yang ditemukan di perkebunan
jambu PT NTF; koloni jamur (A) dan bentuk konidia (a) dan hifa (b)
(B) (Swibawa et al., 2017)

P. lilacinus menghasilkan appresoria (alat mengisap nutrisi) sederhana pada

cangkang telur nematoda juga setelah beberapa hifa tumbuh pada permukaan telur
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tersebut setelah jaringan hifa terbentuk pada telur. Kehadiran appresoria
mengindikasikan bahwa telur telah atau sedang terinfeksi. Pada kasus yang lain,
appressorium muncul ketika pembesaran ujung hifa menempel erat pada cangkang
telur. Adhesi antara appressorium dan permukaan telur harus cukup kuat untuk
menahan gaya yang berlawanan yang dihasilkan dari perluasan penetrasi oleh

ujung hifa (Ahmad, 2013).

P. lilacinus dan beberapa jamur entomopatogen mampu menghasilkan aktivitas
lipase dan protease sehingga jamur-jamur tersebut dapat dijadikan sebagai
kandidat untuk agen pengendalian serangga (Suciatmih et al., 2015). Enzim
protease yang di produksi oleh P. /ilacinus juga mampu mempengaruhi
perkembangan terlur nematoda (Bonants ef al., 1995 dalam Swibawa et al., 2017).
Hasil eksplorasi jamur parasit telur NPA pada pertanaman jambu biji di PT NTF
Lampung ditemukan P. lilacinus dengan tingkat parasitasi berkisar 16-26% dan

sifat sebarannya acak (Swibawa et al., 2017).

P. lilacinus telah dikenal luas sebagai agensia hayati yang efektif sebagai
pengendali nematoda parasit tumbuhan. Menurut Luangsa-ard ef al. (2011),
jamur Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson telah berubah nama menjadi
Purpureocillium lilacinum. Perubahan nama Paecilomyces lilacinus menjadi
Purpureocillium lilacinum karena setelah dilakukan identifikasi secara molekuler
dan dibandingkan dengan beberapa strain yang ditemukan. Hasilnya

menunjukkan bahwa P. lilacinus tidak masuk ke dalam kelompok Paecilomyces,
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melainkan masuk dalam kelompok Purpureocillium sehingga dibuat nama

kombinasi menjadi Purpureocillium lilacinum.

2.5 Identifikasi Jamur P. lilacinum secara molekuler

Identifikasi secara molekuler dilakukan dengan menggunakan teknik Polymerase
Chain Reaction (PCR). PCR merupakan teknik ilmiah dalam biologi molekular
untuk memperkuat satu atau beberapa salinan dari sepotong DNA yang mulai
dikembangkan oleh orang Amerika serta ahli biokimia, Kary Mullis pada tahun

1984 (Joshi & Deshpande, 2010).

Prinsip dasar PCR sangat sederhana, yaitu satu molekul DNA digunakan untuk
menghasilkan dua salinan, kemudian empat, kemudian delapan dan seterusnya.
Penggandaan yang terjadi secara terus menerus dikerjakan oleh protein spesifik
yang dikenal dengan polimerase, enzim yang mampu mengikat bersama DNA
untuk membentuk untaian molekul yang panjang. Untuk melakukannya,
polimerase membutuhkan pasokan dari gugus DNA, yaitu nukleotida yang terdiri
dari 4 basa Adenin (A), Timin (T), Sitosin (C) dan guanin (G). Selain itu,
dibutuhkan juga fragmen kecil DNA, yang dikenal sebagai primer yang akan
mengikat gugus molekul DNA sebagai penyedia cetakan pembentukan untaian

DNA baru (Joshi & Deshpande, 2010).

Terdapat tiga langkah utama yang harus dilakukan dalam teknik PCR yaitu
denaturasi, annealing (penempelan primer) dan extension (pemanjangan primer).

Denaturasi DNA merupakan proses pembukaan DNA untai ganda menjadi DNA
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untai tunggal. Ini biasanya berlangsung sekitar 3 menit, waktu denaturasi yang
terlalu lama dapat mengurangi aktifitas enzim Taqg polymerase. Aktifitas enzim
tersebut mempunyai waktu paruh lebih dari 2 jam, 40 menit, 5 menit masing-
masing pada suhu 92,5 °C; 95 °C dan 97,5°C. Pada tahap annealing, biasa
digunakan dalam PCR adalah 30 — 45 detik. Semakin panjang ukuran primer,
semakin tinggi temperaturnya. Kisaran temperatur penempelan yang digunakan
adalah antara 36°C sampai dengan 72°C, namun suhu yang biasa dilakukan itu
adalah antara 50 — 60°C. Selama tahap extension, Tag polymerase memulai
aktivitasnya memperpanjang DNA primer dari ujung 3’. Kecepatan penyusunan
nukleotida oleh enzim tersebut pada suhu 72°C diperkirakan 35 — 100
nukleotida/detik, bergantung pada buffer, pH, konsentrasi garam dan molekul
DNA target. Biasanya di akhir siklus PCR waktu yang digunakan untuk tahap ini
diperpanjang sampai 5 menit sehingga seluruh produk PCR diharapkan terbentuk

DNA untai ganda (Yusuf, 2010).



III. BAHAN DAN METODE

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Juni hingga September 2018. Massa telur
Meloidogyne spp. diambil dari akar terinfeksi Meloidogyne spp. pada lahan
pertanaman jambu kristal milik PT Nusantara Tropical Farm (PT NTF) Lampung
Timur, PT GGF Lampung Tengah dan pertanaman jambu kristal di Lampung
Timur dan Tanggamus. Perbanyakan, identifikasi dan uji patogenisitas jamur P.
lilacinum secara in-vitro dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Fakultas

Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan selama penelitian ini yaitu mikroskop binokuler, mikroskop
stereo, timbangan, cawan petri, Bunsen, Erlenmeyer, aluminium foil, Laminar Air
Flow, Autoclave, plastik tahan panas, nampan, karet gelang, bor gabus, jarum ose,
drigalsky, plastik wrap, kertas label, alat tulis, penurus manual, botol steril,
mikropipet 0 — 1000 pl, tip 0-1000 pl, test tube, mikrosentrifus, UPS, mesin
Polymerase Chain Reaction (PCR), alat elektroforesis, Digi-Doc-Imaging System,

tisu dan kamera.
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Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah akar tanaman yang terserang
Meloidogyne spp., massa telur Meloidogyne spp., isolat jamur P.lilacinum (Tabel
1), media Potato Sukrose Agar (PSA), kentang, alkohol 70%, aquades, asam
laktat, DNAzol®, ethidium bromide (EtBr), MyTaq™ Red Mix, DNA primer
(ITS1 dan ITS4), marker DNA leader, loading dye, buffer TE dan agarose.

Tabel 1. Isolat P. lilacinus yang digunakan

Nama Isolat Asal Isolat
BioP PT GGP Lampung Tengah (PT GGF)
B4120X* PT NTF Lampung Timur (Saputri, 2017)
B3010* PT NTF Lampung Timur (Saputri, 2017)
B412G PT NTF Lampung Timur (Eksplorasi)
BO1TG Kebun Petani Tanggamus (Eksplorasi)

Keterangan: *sebelumnya dilaporkan dengan nama isolat PL-41002X dan PL-
30101 (Saputri, 2017).

Isolat BioP merupakan isolat yang diberikan oleh pihak GGF kepada kepala

Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung pada tahun

2017 untuk diteliti lebih lanjut mengenai tingkat patogenisitasnya terhadap

nematoda parasit tumbuhan. Isolat B4120X dan B3010 merupakan isolat hasil

eksplorasi dari penelitian sebelumnya dan belum diuji tingkat patogenisitasnya

(Saputri, 2017).

3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini terdiri dari eksplorasi, uji patogenisitas dan identifikasi molekuler
dari jamur P.lilacinum. Eksplorasi jamur P.l/ilacinum dilakukan dengan dua cara,
yaitu dengan isolasi massa telur Meloidogyne spp. yang terinfeksi P.lilacinum

secara langsung dan isolasi dengan menggunakan metode inkubasi keratin baiting



21

technique. Setelah isolasi berhasil dan ditemukan koloni jamur P.Jilacinum maka

dilakukan reisolasi untuk mendapatkan isolat murni.

Percobaan uji patogenisitas isolat jamur P./ilacinum dirancang menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL), dengan enam (6) perlakuan yaitu, kontrol dan
tiga (3) isolat jamur P. lilacinus yang berasal dari koleksi sebelumnya (Bio P,
B4120X dan B3010) dan dua (2) isolat hasil eksplorasi (B4120G dan BO1TG),
masing-masing perlakuan diulang lima kali. Sebagai satuan percobaan adalah
massa telur Meloidogyne spp. yang diaplikasi suspensi spora jamur P./ilacinum

sebanyak 1 ml dengan kerapatan 10® konidia/ml pada setiap cawan.

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Eksplorasi Jamur P.lilacinum

Eksplorasi jamur P. lilacinus dilakukan dengan mengambil akar terinfeksi dan
tanah dari kebun jambu kristal yang terdapat gejala serangan Meloidogyne spp.,
berupa akar berpuru dan dikumpulkan dari beberapa tanaman yang dipilih secara
acak. Akar kemudian dibawa ke laboratorium untuk dicuci pada air mengalir
untuk menghilangkan tanah pada permukaan akar dan dikeringanginkan. Akar
yang telah dicuci, kemudian diambil sebanyak 5 g dan dipotong kecil-kecil £ 5 cm
lalu diamati menggunakan mikroskop binokuler pada perbesaran 60x. Ketika
ditemukan telur yang terdapat hifa jamur P.lilacinum, segera diisolasikan pada

media PSA steril.
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3.4.1.1 Pembuatan Media Potato Sukrose Agar (PSA)

Pembuatan media PSA dilakukan dengan menyiapkan alat dan bahan yang
diperlukan seperti kentang, agar dan gula. Kentang yang telah dikupas dan
ditimbang sebanyak 200 g, gula pasir 20 g, agar batang 20 g, kemudian dilarutkan
dalam 1 L aquades dan masak hingga mendidih. Setelah itu, dimasukkan ke
disterilkan dengan menggunakan autoclave pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm
selama 15 menit. Media PSA ditambahi larutan asam laktat sebanyak 1,4 ml
untuk mencegah media terkontaminasi oleh bakteri, selanjutnya dituang

secukupnya ke dalam cawan petri.

3.4.1.2 Isolasi Jamur P.lilacinum

Isolasi jamur P.lilacinum dapat dilakukan dengan dua cara, yaitu isolasi langsung
dan isolasi dengan inkubasi keratin-baiting technique. Isolasi langsung yaitu
jamur P.lilacinum langsung diisolasi dari massa telur. Sampel akar dibersihkan
menggunakan air yang mengalir untuk menghilangkan tanah yang menempel.
Selanjutnya, sampel akar diamati menggunakan mikroskop binokuler untuk
menemukan massa telur nematoda yang terinfeksi jamur. Jamur yang
menginfeksi massa telur diambil menggunakan jarum lalu diletakkan pada media

PSA di dalam Laminar Air Flow.

Isolasi dengan metode inkubasi keratin-baiting technique. Metode ini merupakan
salah satu cara memancing jamur P./ilacinum yang terakumulasi di tanah dengan
menggunakan rambut domba steril (Simpanya & Baxter, 1996). Isolasi ini

dilakukan dengan cara mencampurkan 30 g tanah dengan rambut domba steril
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dalam cawan plastik, kemudian diinkubasi dalam nampan dengan kondisi lembap.
Koloni jamur berwarna putih akan tumbuh pada rambut domba selama 1-2
minggu,. Helaian rambut domba yang ditumbuhi jamur, diambil dan
disuspensikan menggunakan akuades steril dengan pengenceran berseri 10~ pada
tabung reaksi. Suspensi tersebut diambil sebanyak 200 pl menggunakan
mikropipet pada masing-masing tabung reaksi dan disebar pada media PSA-
rosebengal agar koloni jamur yang tumbuh terbentuk koloni tunggal. Setelah
jamur tumbuh, diamati warna koloni jamur yang tumbuh. Jika terdapat koloni
yang diduga P./ilacinum dengan ciri-ciri berwarna kecoklatan, kemudian

diisolasikan pada media PSA untuk mendapat isolat murni.

3.4.2 Uji Patogenisitas P. lilacinum terhadap Massa Telur Meloidogyne spp.
secara in-vitro

3.4.2.1 Pembuatan Suspensi Jamur

Pembuatan suspensi jamur P. lilacinum dilakukan dengan memanen spora
P.lilacinum. Pemanenan dilakukan dengan cara, sebanyak 10 ml air steril dituang
ke dalam cawan petri berisi isolat jamur P.Jilacinum berumur 2-3 minggu. Spora
P.lilacinum dipanen dengan menggunakan drigalsky, setelah semua spora dipanen
kemudian dimasukkan dalam tabung reaksi dan dihomogenkan dengan

menggunakan homogenizer.

3.4.2.2 Uji Patogenisitas

Percobaan secara in vitro ini dilakukan dengan cara sebanyak lima (5) massa telur

Meloidogyne spp. yang dikumpulkan dari akar tanaman berpuru diletakkan pada
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cawan petri kaca steril berdiameter 7 cm. Massa telur Meloidogyne spp. ditetesi
dengan suspensi spora jamur P. /ilacinum sebanyak 1 ml pada setiap cawan petri

dan diinkubasi selama 12 jam (Gambar 3).

_——» Cawan Petri

1 ml suspensi O

P. lilacinus O (S

Massa Telur
Meloidogyne spp.

Gambar 3. Posisi massa telur Meloidogyne spp. dan P. lilacinum pada cawan petri

3.4.2.3 Variabel Pengamatan dan Analisis Data

Pada percobaan secara in-vitro, variabel yang diamati yaitu saat telur mulai
terlihat ditumbubhi oleh hifa jamur P. lilacinum. Pengamatan dilakukan pada 12,
24, 36, 48 dan 60 jam setelah aplikasi jamur P. lilacinum pada massa telur.
Pengamatan dilakukan terhadap patogenisitas jamur pada masing-masing sampel.
Patogenisitas merupakan kualitas atau keadaan patogen yang berpotensi untuk
menimbulkan penyakit pada suatu organisme. Patogenisitas juga termasuk dalam

istilah kualitatif dalam sebuah konsep “all-or-none” (Shapiro-Ilan et al., 2005).

Pengamatan dilakukan dengan mengambil 1 massa telur yang telah diaplikasi
dengan suspensi jamur P. lilacinum dan meletakkannya pada gelas preparat dan

ditutup dengan menggunakan cover glass, kemudian mengamatinya di bawah
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mikroskop majemuk pada perbesaran 40x, 100x dan 400x. Jumlah seluruh telur
dan jumlah telur yang terinfeksi dihitung dengan menggunakan hand counter.
Tingkat patogenisitas jamur P. /ilacinus, dihitung dengan menggunakan rumus

sebagai berikut.

Jumlah telur terinfeksi

Tingkat Patogenisitas : X 100%

Jumlah seluruh telur
Data yang diperoleh kemudian dilakukan uji Analisis Ragam (ANARA). Jika
berbeda nyata, selanjutnya dianalisis dengan uji menggunakan uji Beda Nyata

Terkecil (BNT) pada taraf 5%.

3.4.3 Identifikasi Molekuler Jamur P. lilacinus

3.4.3.1 Ekstraksi DNA secara manual

Isolat jamur P. lilacinus yang berumur 2-3 minggu dipanen dengan menambahkan
10 ml akuades steril. Suspensi kemudian dimasukkan ke dalam tabung sampel.
Tabung sampel kemudian disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan
14.000 rpm. Setelah disentrifugasi, 1 ml alkohol dingin 70% ditambahkan dan
disentrifugasi kembali dengan kecepatan 14.000 rpm. Larutan supernatan
selanjutnya dibuang hingga menyisakan pelet di bagian dasar tabung. Pelet
kemudian ditambahkan 1 ml buffer lalu dipindahkan ke dalam mortar dan
diinkubasi di dalam freezer selama 1 hari. Hasil inkubasi digerus selama 15 menit
dan hasil gerusan sebanyak 500 pl dimasukkan ke dalam tube berukuran 1,5 ml
dan ditambahkan CTAB 2% sebanyak 400 pl lalu diinkubasi selama 1 jam dengan
suhu 65°C dengan menggunakan waterbath. Setelah itu, ditambahkan 500 ul PCI

dengan perbandingan 25:24:1 ke dalam tube dan disentrifugasi selama 10 menit
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dengan kecepatan 14.000 rpm. Supernatan hasil sentrifugasi diambil sebanyak
600 pl lalu dipindahkan ke tube baru dan ditambahkan CI sebanyak 600 ul dan
disentrifugasi kembali selama 10 menit dengan kecepatan 14.000 rpm.
Supernatan diambil kembali sebanyak 400 ul dan dipindahkan ke dalam tube baru
serta ditambahkan isopropanol dingin sebanyak 400 ul. Tube sampel diinkubasi
ke dalam freezer selama 20 menit dan disentrifugasi kembali selama 10 menit
dengan kecepatan 14.000 rpm. Setelah selesai disentrifugasi, supernatan di dalam
tube dibuang dan ditambahkan alkohol dingin 70% sebanyak 500 pl dan
disentrifugasi kembali selama 10 menit dengan kecepatan 14.000 rpm.
Selanjutnya, alkohol dibuang dan pelet (Gambar 4) pada bagian dasar tube
diinkubasi selama 1 hari pada suhu ruang. Setelah kering, tube berisi pelet

ditambahkan 50 pl TE.

Gambar 4. Pelet hasil ekstraksi DNA
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3.4.3.2 Amplifikasi DNA dengan PCR

Proses amplifikasi DNA dilakukan dengan mencampurkan Master Mix (Red Mix)
sebanyak 12,5 ul dalam tube kecil, lalu ditambahkan primer ITS 1 (5°TCC GTA
GGT GAA CCT TGC GG 3’) dan ITS 4 (5’TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
3’) masing-masing sebanyak 1 pl, larutan ekstraksi DNA jamur sebanyak 2 pl dan
akuades steril sebanyak 8,5 ul. Larutan yang sudah dibuat kemudian
diamplifikasi menggunakan mesin CFX Connect Real-Time PCR (Bio-RAD).
PCR dilakukan dengan 5 tahap, yaitu inisiasi, denaturasi, annealing, ekstensi, dan
elongasi. Tahap inisiasi dilakukan pada suhu 95°C selama 5 menit (1 kali siklus),
dilanjutkan dengan 30 siklus tahap denaturasi pada suhu 95° selama 1 menit,
annealing pada suhu kisaran 44-56°C selama 1 menit dengan 30 siklus dan
ekstensi pada suhu 72°C selama 1 menit dengan 30 kali siklus, serta terakhir tahap

elongasi pada suhu 72°C selama 5 menit (1 kali siklus).

3.4.3.3 Elektroforesis dan visualisasi hasil PCR

Tahapan pertama yang dilakukan dalam proses elektroforesins adalah membuat
gel agarose. Sebanyak 0,1 g gel agarose 0,5% dilarutkan dengan 10 ml TBE,
kemudian dipanaskan dan ditunggu hingga mencapai suhu ruang. Setelah itu,
dicampur dengan 1 pl Ethidium Bromide (EtBr 10 mg/ml), lalu dituangkan pada
cetakan dengan sisir. Setelah gel agarose padat, kemudian dimasukkan ke dalam
alat elektroforesis yang berisi larutan TBE. Pada cetakan sumur pertama gel
agarose, dimasukan 3 ul Marker DNA leader. Sumur selanjutnya dimasukkan

sebanyak 3 pl ekstraksi DNA yang sudah dicampur dengan 1 ul loading dye
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sebagai pemberat. Setelah itu, dilakukan proses elektroforesis dengan tegangan 50
volt selama 60-70 menit dan ditunggu hingga DNA bergerak sampai ditengah-
tengah baris 3 dan 4 dari ujung lawan. Selanjutnya, hasil elektroforesis
divisualisasi dengan menggunakan alat Digi-Doc-Imaging System, yang hasilnya
disimpan dalam komputer. Saat divisualisasi, keberadaan profil DNA antar lokus

gen akan terlihat berupa pita terang.

3.4.3.4 Sekuensing dan analisis hasilnya

Sekuensing sampel hasil PCR dikirim ke PT Genetika Science Jakarta. Hasil
sekuensing tersebut selanjutnya dianalisis dengan menggunakan program MEGA
6. Hasil dari analisis tersebut berupa pohon filogeni yang dibuat dengan program
MEGA 6 menggunakan metode UPGMA (Unweighted Pair Grup Method with

Arithmetic Mean).



V.SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Simpulan yang didapat berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebagai

berikut:

1. Dua isolat jamur P.lilacinum (B412G dan BO1TG) ditemukan pada sentra
pertanaman jambu Kristal di PT NTF Lampung Timur dengan menggunakan
metode inkubasi keratin-baiting technique dan kebun jambu krital milik petani
di Kabupaten Tanggamus dengan cara isolasi menggunakan metode isolasi
langsung.

2. Kelima isolat jamur P./ilacinum (BioP, B4120X, B3010, B412G dan BOITG)
terbukti bersifat patogenik terhadap massa telur Meloidogyne spp. secara in-
vitro dengan isolat BO1TG memiliki patogenisitas yang lebih tinggi daripada
isolat lainnya.

3. Hasil identifikasi molekuler menunjukkan bahwa isolat jamur yang ditemukan

termasuk dalam Purpureocillium lilacinum (Syn: Paecilomyces lilacinus).



5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji patogenisitas kelima isolat
P.lilacinum secara in-planta untuk mengetahui tingkat patogenisitasnya di

lapangan.
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