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ABSTRAK

IDENTIFIKASI PENYEBAB PENYAKIT LAPUK AKAR DAN
PANGKAL BATANG PADA TANAMAN TEBU Saccarhum officinarum L.
DI PT. GUNUNG MADU PLANTATIONS

Oleh

Adi Damar Sasongko

Penyakit lapuk akar dan pangkal batang (LAPB) merupakan penyakit yang cukup
potensial menurunkan produksi tebu. Penyakit LAPB dapat menurunkan bobot
batang, menurunkan rendemen, menyebabkan tanaman keprasan (ratoon cane)
gagal tumbuh, dan mematikan tanaman. Di Taiwan dan Lampung penyakit LAPB
disebabkan oleh jamur Xylaria cf. warburgii. Di Amerika Serikat, Puerto Rico,
dan Sumatera Selatan penyakit LAPB disebabkan oleh jamur Xylaria arbuscula.
Identifikasi penyebab penyakit penting dilakukan demi mendapatkan informasi
mengenai penyebab penyakit. Tujuan penelitian adalah mengetahui identitas
penyebab penyakit lapuk akar dan pangkal batang pada tanaman tebu di PT.
Gunung Madu Plantations. Penelitian dilaksanakan dari Februari-Agustus 2022 di
Laboratorium Penyakit Tumbuhan PT. Gunung Madu Plantations, Laboratorium
Ilmu Penyakit Tumbuhan, dan Laboratorium Bioteknologi Pertanian Fakultas
Pertanian Universitas Lampung. Hasil identifikasi morfologi dan molekuler
menunjukkan bahwa identitas penyebab penyakit lapuk akar dan pangkal batang
pada tanaman tebu di PT. Gunung Madu Plantations diduga spesies baru yang
juga dapat menyebabkan penyakit lapuk akar dan pangkal batang tebu.

Kata Kunci: Morfologi, Molekuler, ITS, Taksonomi Xylaria sp.
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tebu (Sacharum officanarum L.) adalah tanaman penting yang menjadi salah satu
sumber kalori (Selvia dkk., 2015). Tebu juga merupakan sumber pemanis utama

di dunia. Hampir 70% sumber bahan pemanis berasal dari tebu sedangkan sisanya
berasal dari bit gula (Lubis dkk., 2015). Tebu merupakan bahan baku utama gula
pasir yang menjadi salah satu kebutuhan pokok masyarakat Indonesia.

Sentra produksi utama perkebunan tebu di Indonesia terdapat di lima provinsi,
yaitu Jawa Timur, Lampung, Jawa Tengah, Sumatera Selatan, dan Jawa Barat
(Direktorat Jenderal Perkebunan, 2020). Berdasarkan data Direktorat Jenderal
Perkebunan (2020), Provinsi Lampung merupakan salah satu sentra produksi tebu
nasional dengan menempati urutan kedua sebagai provinsi sentra produksi tebu
dengan memberikan kontribusi sebesar 6,91%. Di Lampung terdapat banyak
perkebunan tebu besar, yaitu PT. Gunung Madu Plantations, PT. Sugar Group
Companies, PTPN 7 (PG Bungamayang), PT. Bumi Waras, dan PT. Pemuka Sakti
Manis Indah. PT. Gunung Madu Plantations (GMP) merupakan perintis industri
gula di Luar Jawa yang menerapkan pola perkebunan besar dengan
mengintegrasikan perkebunan tebu dan unit pabrik gula (Tugiyono dkk., 2009).

Menurut Badan Pusat Statistik (BPS) (2020), produksi gula nasional hanya 2,12
juta ton sedangkan konsumsi gula nasional mencapai 5,7 juta ton, dan
ada kekurangan pasokan gula sebanyak 3,58 juta ton. Kekurangan pasokan gula

tersebut dipenuhi dengan impor dari negara lain, terutama Thailand.



Penurunan produksi gula dapat disebabkan oleh berbagai faktor pembatas. Salah
satu faktor pembatas yang dapat menurunkan produksi gula adalah penyakit

tanaman.

Penyakit lapuk akar dan pangkal batang (LAPB) merupakan penyakit yang cukup
potensial menurunkan produksi tebu (Yulianti, 2017). Penyakit LAPB tebu dapat
menurunkan bobot batang, menurunkan rendemen, menyebabkan tanaman
keprasan (ratoon cane) gagal tumbuh, dan mematikan tanaman (Maryono dkk.,
2017). Di Lampung, keparahan penyakit 26% dapat menyebabkan penurunan
hasil sampai 15% (Sitepu et al., 2010). Di Taiwan, penyakit ini mengakibatkan
kehilangan hasil sekitar 5% pada plant cane dan 30% atau lebih pada tanaman

ratoon pertama (Fang and Lee, 1999).

Penyakit LAPB pada tanaman tebu disebabkan oleh patogen Xylaria sp. (Hersanti
dan Sitepu, 2005). Fang et al. (1986) melaporkan di Taiwan penyakit LAPB
disebabkan oleh jamur Xylaria cf. warburgii. Sitepu et al. (2010) melaporkan
penyakit LAPB yang ada di Lampung dinyatakan mirip dengan X. cf. warbugii
yang terdapat di Taiwan. Maryono et al. (2019) melaporkan di Sumatera Selatan
penyakit LAPB disebabkan oleh jamur Xylaria arbuscula. Beberapa publikasi
juga melaporkan bahwa penyakit LAPB yang terdapat di Amerika Serikat dan

Puerto Rico disebabkan oleh spesies X. arbuscula (Fang and Lee, 2000).

Identifikasi patogen tanaman penting dilakukan karena informasi mengenai
spesies penyebab suatu penyakit dapat digunakan sebagai dasar pengendalian
penyakit tanaman (Ghanbarzadeh et al., 2014). Identifikasi patogen dapat
dilakukan secara konvensional dengan pendekatan morfologi maupun secara
teknik molekuler dengan pendekatan DNA (Deoksiribosa Nucleotid Acid)
(Kalman et al., 2020). Pada penelitian ini identifikasi penyebab penyakit lapuk
akar dan pangkal batang pada tebu dilakukan dengan pendekatan morfologi dan

molekuler.



1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah mengetahui identitas penyebab penyakit lapuk akar

dan pangkal batang pada tanaman tebu di PT. Gunung Madu Plantations.

1.3 Kerangka Pemikiran

Identifikasi penting dilakukan untuk mendapatkan informasi dasar terkait suatu
penyebab penyakit khususnya informasi spesiesnya. Hal ini diperlukan sebagai
dasar pengendalian penyakit tanaman (Debbi et al., 2018). Identifikasi penyebab
penyakit dapat dilakukan dengan pendekatan morfologi dan atau molekuler.
Identifikasi secara morfologi dilakukan dengan mengamati karakter morfologi
penyebab penyakit, hal ini merupakan langkah pertama dan terpenting

(Esfahani et al., 2013). Identifikasi secara morfologi saja terkadang tidak cukup
untuk menentukan spesies jamur yang memiliki variasi genetik yang tinggi. Maka
dari itu perlu dilakukan identifikasi secara molekuler untuk mendapatkan
informasi mengenai spesies suatu penyebab penyakit dengan lebih akurat
(Esfahani et al., 2013).

Selama ini, penyakit LAPB tebu dilaporkan disebabkan oleh Xylaria sp.
(Hersanti dan Sitepu, 2005). Fang et al. (1986) melaporkan bahwa penyebab
penyakit LAPB tebu di Taiwan mirip dengan jamur Xylaria warburgii pada buah
Slonea, sehingga diberi nama X. cf. warburgii. Fang and Lee (2000) melaporkan
bahwa penyakit LAPB yang terdapat di Amerika Serikat dan Puerto Rico
disebabkan oleh spesies X. arbuscula. Di Sumatera Selatan, X. arbuscula
dilaporkan sebagai patogen penyebab lapuk akar dan pangkal batang tebu
(Maryono et al., 2019).

Di Gunung Madu Plantations ada dua jenis stroma yang ditemukan. Pertama
memiliki beberapa cabang dengan konidia putih berlimpah. Kedua memiliki
tubuh berbuah seperti sosis, berstruktur tunggal tanpa cabang. Keduanya

memiliki ciri-ciri stroma berwarna hitam pada bagian luar dan putih di dalam



(Sitepu et al., 2010). Berdasarkan identifikasi morfologi, jamur tersebut
teridentifikasi sebagai Xylaria sp. (Sitepu et al., 2010). Identifikasi lebih lanjut
dilakukakan dengan mengirimkan spesimen ke CABI (Centre for Agriculture and
Bioscience International), Inggris. Dikatakan bahwa penyebab penyakit LAPB di
GMP adalah spesies yang sama dengan patogen tebu yang di Taiwan yaitu X. cf.
warburgii (Sitepu et al., 2010).

Secara morfologi, X. warburgii berbeda dengan X. arbuscula berdasarkan
karakteristik stroma. Stroma dari X. warburgii berbentuk filiform, tidak
bercabang dan atau bercabang dan dicirikan dengan perithecia yang sepenuhnya
menonjol keluar (Ju et al., 2018). Sebaliknya, stroma X. arbuscula berbentuk
oval, bersifat soliter, tidak bercabang dan atau bercabang dan dicirikan dengan
perithecia yang sepenuhnya tenggelam (Dennis, 1956; Rogers and Samuels,
1986). Secara morfologi, stroma X. cf. warburgii yang berasosiasi dengan tebu di
Taiwan dan di Lampung cenderung lebih mirip dengan jamur

X. arbuscula yang berasosiasi dengan tebu di Sumatera Selatan dan berbeda

dengan jamur X. warburgii yang berasosiasi dengan buah Slonea (Ju et al., 2018).

1.4 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah disusun, hipotesis yang diajukan pada
penelitian ini yaitu penyebab penyakit lapuk akar dan pangkal batang pada

tanaman tebu di PT. Gunung Madu Plantations adalah Xylaria arbuscula.



II.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tebu (Saccharum officinarum L.)

Tebu (Saccharum officinarum L.) merupakan tanaman dari keluarga Graminae
atau Poaceae (rumput-rumputan) yang banyak dijumpai didaerah tropis dan
subtropis. Loganadhan et al. (2012) menyatakan bahwa tebu dapat menjadi salah
satu tanaman yang dapat menyumbang perekonomian nasional dan sumber mata
pencaharian bagi jutaan petani. Tebu termasuk tanaman yang telah dibudidayakan
secara luas sejak lama hingga saat ini total luas perkebunan tebu di Indonesia
yaitu 415,67 ribu hektar yang terdiri dari 43,3% Perkebunan Negara dan 56,7%
Perkebunan Rakyat (BPS, 2019).

Tebu memiliki nama yang berbeda-beda disetiap negara seperti ‘am-péu
(Kamboja), Zuckerrohr (Jerman), ganna (India), canna da zucchero (ltalia),
satokibi (Jepang), suikerriet (Belanda), tuma (Papua New Guinea), tubo/tubuh
(Filipina), ka-thi (Thailand) dan lain-lain. Menurut United States Department of

Agriculture (2018), klasifikasi tanaman tebu adalah sebagai berikut.

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Superdivisi : Spermatophyta
Divisi : Magnoliophyta
Kelas - Liliopsida
Subkelas : Commelinidae
Ordo : Cyperales
Familia : Poaceae
Genus : Saccharum

Spesies : Saccharum officinarum L.



Akar tanaman tebu merupakan jenis akar serabut yang tidak panjang dan akar
tumbuh dari cincin tunas anakan. Daun tebu memiliki bentuk seperti busur panah
dan pita, membentuk selang-seling kanan dan kiri, seperti daun jagung yang
memiliki pelepah dan tidak memiliki tangkai. Pertuulangan daun tebu yaitu
sejajar dengan bagian tengah berlekuk. Tepi daun tebu membentuk gelombang
serta memiliki bulu kecil yang keras (Indrawanto dkk., 2010).

Batang tebu berdiri tegak dan memiliki ruas-ruas dengan pembatas berupa buku-
buku yang setiap buku terdapat mata tunasnya. Batang tanaman tebu berasal dari
mata tunas yang berada dibawah tanah yang kemudian keluar dan berkembang
membentuk rumpun. Satu rumpun batang tebu terdiri dari batang primer,
sekunder dan tersier. Batang primer adalah tunas yang muncul pertama dari mata
tunas yang ditanam. Tunas yang muncul dari batang primer disebut batang
sekunder sedangkan batang yang muncul dari mata tunas batang sekunder disebut
batang tersier. Tinggi batang tebu mencapai 2-5 m dengan diameter batang
sekitar 3-5 cm (Indrawanto dkk., 2010; James, 2004). Tebu juga memiliki bunga
yang membentuk untaian dengan panjang dapat mencapai 80 cm. Bunga tebu
memiliki benangsari dan putik dengan dua kepala dan bakal biji. Buah tebu
terlihat seperti padi dan memiliki satu biji (Indrawanto dkk., 2010).

2.2 Penyakit Lapuk Akar dan Pangkal Batang (LAPB)

Penyakit lapuk akar dan pangkal batang (LAPB) merupakan penyakit yang
penting pada budidaya tebu. LAPB merupakan salah satu penyakit penting yang
menginfeksi tanaman tebu di Lampung dan Sumatera Selatan. Penyakit ini
disebabkan oleh spesies dari genus Xylaria. Genus Xylaria Hill ex Schrank
(Xylariales, Xylariaceae) adalah genus terbesar dalam famili Xylariaceae.
Klasifikasi Xylaria sp. menurut Gerhardt et al. (2000):

Kingdom : Fungi

Filum : Ascomycota
Kelas : Pyrenomycetes
Ordo . Xylariales

Famili . Xylariaceae



Genus : Xylaria
Spesies  : Xylaria sp.

Penyakit ini memiliki gejala yang khas seperti pengeringan daun, layu daun,
pembusukan akar dan batang, gejala garis hitam pada batang yang sakit, dan
pertumbuhan ratoons yang terhambat (Maryono et al., 2019). Gejala penyakit
biasanya mulai terlihat pada tebu Plant Cane berumur 9 bulan atau lebih, namun
pada tanaman ratoon gejala sudah terlihat pada tanaman yang berumur lebih
muda. Di area yang endemik gejala terlihat lebih jelas ketika sudah fase lanjut,
terlihat sebagai spot-spot pertanaman yang kuning dan kering (Yulianti, 2017).
Tanda penyakit ini yaitu adanya stroma jamur yang akan muncul dari tanah

sekitar tanaman sakit atau dari tunggul tanaman yang telah mati (Yulianti, 2017).

Penyakit LAPB dilaporkan disebabkan oleh jamur Xylaria sp. (Hsieh, 1980).
Xylaria memiliki stroma aseksual dan seksual. Stroma aseksual berwarna hitam,
berkelompok dan bercabang banyak, dan bagian ujungnya berwarna putih (Sitepu
et al., 2010). Stroma seksual berbentuk batang silindris dengan semakin
meruncing keujungnya, tunggal, bertangkai pendek, berwarna hitam atau
kecoklatan, dan tidak bercabang atau bercabang pada pangkalnya (Dennis, 1956;
Rogers and Samuels, 1986). Adanya stroma merupakan salah satu ciri khas dari
jamur Xylaria (Ma et al., 2013; Srihanant et al., 2015; Huang et al., 2015).

Di dalam tanah, sebelum melakukan penetrasi dan infeksi inter dan intra sel akar
jamur akan tumbuh memanjang paralel dengan akar, lalu membentuk bantalan
infeksi (Fang and Lee, 1999). Infeksi jamur ke sistem perakaran menyebabkan
jaringan rusak sehingga transportasi hara terhambat. Bagian atas tanaman (daun)
akan terlihat kekuningan dan layu yang nantinya akan mengering. Tanaman
akhirnya merana dan mati. Pada kondisi ini tanaman mudah dicabut karena
perakaran dan batang bawah sudah membusuk berwarna coklat muda kemerahan
(Yulianti, 2017).

Selama ini pengendalian penyakit LAPB yang sudah diterapkan adalah dengan

menggunakan varietas tahan dan fungisida. Namun, penggunaan varietas tahan



belum mampu menekan keterjadian penyakit LAPB dan aplikasi fungisida untuk
mengendalikan penyakit LAPB dikhawatirkan akan menyebabkan makin
rendahnya keragaman dan populasi mikroba tanah sehingga keseimbangan
ekosistem semakin terganggu. Selain itu, membutuhkan biaya yang mahal dan
efektivitasnya yang masih rendah (Yulianti, 2017). Ada beberapa alternatif yang
bisa ditempuh untuk mengendalikan secara terintegrasi dengan menggunakan
sistem pengelolaan tanah, seperti perbaikan sistem budidaya melalui pengolahan
tanah minimum, penambahan pupuk Silikon, solarisasi, dan pemberian bahan
organik, termasuk vermikompos, yang diperkaya dengan antagonis (Yulianti,
2017).

2.3 ldentifikasi Jamur

Banyaknya jenis dari suatu organisme dikelompokan dan diidentifikasi kedalam
kelompok yang dibedakan berdasarkan kelas, yang kemudian diperinci dalam
jenis genus tertentu. ldentifikasi dimaksudkan untuk mengetahui tingkat
keberagaman suatu spesies yang ada di suatu ekosistem, dalam hal ini identifikasi
membantu kita menentukan kekerabatan suatu organisme secara lebih spesifik
sehingga proses identifikasi menjadi salah satu hal yang sangat penting dalam
menentukan taksa dari suatu organisme guna kepentingan lebih lanjut (Rukmana,
2015).

Sebagian besar spesies jamur diidentifikasi berdasarkan morfologi. Menurut
Geiser (2004) keragaman mikroskopik dapat digunakan untuk identifikasi karena
hal tersebut menjadi salah satu karakter morfologi dari suatu jamur. Keragaan
makroskopik yang umumnya diamati adalah warna, morfologi, serta koloni pada
media padat dan keragaan mikroskopik yang di amati umunya askospora, askus,
perithecia dan cincin ring askus (Maryono et al., 2019). Keragaman makroskopik
tidak menjadi satu-satunya cara pengamatan karakter morfologi suatu jamur,
pengamatan mikroskopik juga dapat digunakan dalam identifikasi jamur.
Karakter keragaan mikroskopik, diantaranya dapat diketahui dengan melihat

bentuk sel, kisaran ukuran sel, tipe percabangan , bentuk pialid, warna spora, serta



bentuk konidia. Selain dengan identifikasi berdasarkan karakter morfologi,
identifikasi jamur dengan metode konvensional juga dapat dilakukan dengan
menggunakan berbagai uji fisiologi dan biokimia, karena pada umumnya spesies
jamur dapat dibedakan berdasarkan karakter fisiologi dan biokimia (Ciardo et al.,
2006).

Teknik identifikasi secara molekuler berkembang seiring dengan berkembangnya
penemuan struktur DNA, sehingga metode ini akan mampu mengidentifikasi
taksonomi suatu jamur dengan lebih akurat. Namun identifikasi molekuler ini
merupakan langkah lebih lanjut yang memerlukan dana yang banyak dan
teknologi yang mumpuni. Selain keragaan makroskopis dan mikroskopis, dapat
pula diketahui jumlah pasangan basa dari beberapa isolat tersebut sebagai bahan

identifikasi molekuler (Patantis dan Fawzya, 2009).

Identifikasi secara molekuler dilakukan dengan memanfaatkan teknologi PCR
(Polymerase Chain Reaction). PCR merupakan suatu teknik yang melibatkan
beberapa tahap yang berulang (siklus) dan pada setiap siklus terjadi duplikasi
jumlah target DNA untai ganda. Polimerase DNA digunakan untuk dapat
memperpanjang primer (extend primers) dengan adanya dNTPS
(dATP,dCTP,Dgtp dan dTTP) dan buffer yang sesuai (Yusuf, 2010).

Polimerase DNA dilakukan antara 20-40 siklus. Target DNA yang diinginkan
(short “target” product) akan meningkat secara eksponensial setelah siklus
keempat dan DNA non-target (long product) akan meningkat secara linear.

Dalam proses PCR, terdapat beberapa tahapan yaitu pra denaturasi DNA,
denaturasi DNA, penempelan primer (annealing), pemanjangan primer
(extension) dan pemantapan (post-extension) (Handoyo dan Rudiretna, 2001).
Keunggulan dari PCR terletak pada kecepatan, spesifitas dan sensivitasnya dalam
mendeteksi suatu mikroorganisme, sehingga menjadikan teknik ini sebagai pilihan
untuk mendiagnosis suatu mikroba dengan mengidentifikasi genom agen patogen

(Hewajuli and Dharmayanti, 2014).



I11. BAHAN DAN METODE

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Februari-Agustus 2022 di Laboratorium Penyakit
Tumbuhan PT. Gunung Madu Plantations, Laboratorium IImu Penyakit
Tumbuhan, dan Laboratorium Bioteknologi Pertanian Fakultas Pertanian

Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, autoklaf, mikroskop,
Laminar Air Flow (LAF), erlenmeyer, bunsen, jarum ose, pinset, bor gabus 0,5
cm, kertas label, alat tulis, microwave, magnetic stirrer, plastik wrapping, tabung
reaksi, rotary mixer, mikropipet 0-1000 pl, tip 0-1000 pl, pcr tube 100 pl, mesin
PCR, elektroforesis, Digi-doc imaging system, aluminium foil, water bath, plastik

tahan panas, gelas ukur, timbangan elektrik, dan kamera (Hand Phone).

Bahan yang digunakan adalah tanaman tebu bergejala LAPB, stroma seksual dan
aseksual, media PSA (Potato Sucrose Agar), OA (Oatmeal Agar), lugol iodine,
larutan NaOCl, akuades, alkohol 70%, CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide) 2%, PCI (phenol, chloroform, isoamyl alcohol), CI (chloroform,isoamyl
alcohol), air steril, isopropanol, loading dye, primer ITS1 dan ITS4, buffer, buffer

TE, EDTA, dan agarose gel.
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3.3 Pelaksanaan Penelitian

3.3.1 Pengambilan Sampel Stroma Aseksual dan Seksual

Sampel stroma diambil dari tujuh divisi yang ada di PT. Gunung Madu
Plantations. Sampel diambil dari 5-8 kawasan yang mewakili setiap divisi. Pada
setiap kawasan dipilih petak-petak yang memenuhi kategori serangan (serangan
ringan dan serangan berat) dan titik pengambilan sampel terdiri dari 3 titik yang

diambil secara diagonal.

3.3.2 Perlakuan Sampel Tanaman Bergejala LAPB dan Stroma

Perlakuan sampel tanaman bergejala LAPB dan stroma dilakukan dengan cara
yang berbeda. Perlakuan tanaman bergejala LAPB dilakukan di lapangan dan di
laboratorium. Perlakukan di lapangan dilakukan dengan cara dipotong sampel
tanaman bergejala dan dibersihkan, kemudian dimasukkan ke dalam plastik dan
diberi label. Perlakuan di laboratorium dilakukan dengan cara mencuci sampel
tanaman bergejala menggunakan air hingga bersih dan dikeringkan, kemudian
disimpan di dalam gelas beaker. Perlakuan stroma dilakukan dengan cara
memisahkan stroma dari tunggul maupun dari tanah, lalu dimasukkan ke dalam

botol container, dan diberi label.

3.3.3 Pembuatan Media Potato Sucrose Agar (PSA)

Langkah pertama pembuatan media PSA yaitu kentang dikupas lalu ditimbang
sebanyak 200 g. Kentang tersebut dipotong dadu dan dimasukkan ke dalam gelas
beaker yang berisi aquades 1000 ml, dan direbus sampai mendidih. Setelah itu,
ekstrak kentang dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang telah berisi agar sebanyak
20 g, sukrosa sebanyak 20 g, kemudian ditambah akuades sampai volumenya
mencapai 1000 ml. Selanjutnya erlenmeyer tersebut ditutup dengan aluminium
foil dan dimasukkan ke dalam plastik tahan panas. Erlenmeyer yang telah berisi

media disterilkan di dalam autoklaf (suhu 121 °C dan tekanan 1 atm selama 15
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menit). Setelah selesai media didiamkan sampai suhu kurang lebih 46 °C,
kemudia media ditambahkan dengan asam laktat 1,4 ml dan dihomogenkan,

kemudian dituang ke dalam cawan petri.

3.3.4 Pembuatan Media Oat Meal Agar (OA)

Langkah pertama pembuatan media OA yaitu Quaker Oat dihancurkan hingga
halus, kemudian ditimbang sebanyak 30 g dan dimasukkan ke dalam gelas beaker
yang berisi aquades 1000 ml. Kemudian direbus sampai mendidih. Setelah itu,
disaring dan dimasukkan ke ke dalam erlenmeyer yang telah berisi agar sebanyak
15 g, kemudian dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer. Selanjutnya
erlenmeyer ditutup dengan aluminium foil dan dimasukkan ke dalam plastik tahan
panas. Erlenmeyer yang telah berisi media disterilkan di dalam autoklaf (suhu
121 °C dan tekanan 1 atm selama 15 menit). Setelah selesai media didiamkan
sampai suhu kurang lebih 46 °C, kemudia media ditambahkan dengan asam laktat

1,4 ml dan dihomogenkan, kemudian dituang ke dalam cawan petri.

3.3.5 Isolasi Jamur Xylaria sp.

Jamur Xylaria diisolasi dari stroma dengan memotong bagian stroma sepanjang
0,1-0,3 cm. Kemudian disterilkan dengan perendaman dalam 2% Natrium
hipoklorit (NaOCI) selama 5 menit diikuti dengan dua kali pembilasan
menggunakan akuades. Selanjutnya, jaringan diambil dan diletakkan di tisu,
kemudian dipindahkan ke media PSA dan diinkubasi pada suhu ruang selama 3-5
hari (12 jam cahaya/gelap). Miselia yang tumbuh dari jaringan dipindahkan
secara aseptik ke media Oatmeal Agar (OA) (Maryono et al., 2019).

3.3.6 Identifikasi Morfologi

Identifikasi morfologi dilakukan dengan mengamati stroma aseksual, stroma

seksual, koloni jamur pada media OA dan pengamatan menggunakan mikroskop
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elektron (SEM). Pengamatan stroma aseksual secara makroskopis meliputi
bentuk, ukuran, warna, dan secara mikroskopis meliputi bentuk konidia dan
ukuran konidia. Pengamatan stroma seksual secara makroskopis meliputi bentuk,
ukuran, warna, dan secara mikroskopis meliputi peritechia, askus, ring askus, dan
askospora. Pengamatan koloni jamur pada media OA meliputi bentuk koloni,
warna permukaan koloni, warna bawah koloni, dan ada tidaknya stroma aseksual.
Hasil pengamatan morfologis dicocokkan dengan literatur yang relevan (Dennis,
1956; Fang et al., 1986; Rogers and Samuels, 1986; Maryono et al., 2019; dan
Juetal., 2018).

3.3.7 ldentifikasi Molekuler

Identifikasi secara molekuler diawali dengan ekstraksi DNA, amplifikasi DNA,
sekuensing dan penyusunan pohon filogenetik. Ekstraksi DNA dilakukan dengan
menumbuhkan jamur hasil isolasi pada media cair selama 7 hari. Selanjutnya
DNA genom diekstraksi dengan metode CTAB (Sambrook et al., 2001).
Ekstraksi DNA dilakukan dengan memindahkan koloni jamur ke tabung
sentrifugase dengan volume 10 ml kemudian disentrifuse selama 10 menit, suhu
21 °C, dengan kecepatan 14.000 rpm. Selanjutnya dibuang supernatan diambil
pellet dan ditambahkan alkohol 70% sebanyak 500 uL disentrifuse kembali
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit, supernatant dibuang dan pellet
ditambahkan 1000 pL larutan buffer. Selanjutnya, pellet dan buffer
dihomogenkan menggunakan rotamixer hingga homogen kemudian dimasukkan
ke mortar dan dimasukkan kedalam lemari pendingin untuk diinkubasi selama 1-2

hari.

Pellet dan buffer yang berada di mortar kemudian digerus selama 15 menit lalu
dipindahkan ke tube 1,5 ml dan ditambahkan 400 uL. CTAB 2% kemudian di
waterbath selama 1 jam pada suhu 65 °C. Selanjutnya, ditambahkan 500 uL PCI
(phenol, chloroform, isoamyl alcohol) lalu disentrifus selama 10 menit dengan
kecepatan 14.000 rpm. Setelah disentrifus, diambil larutan supernatantnya

sebanyak 500 pL lalu dipindahkan ke tabung mikrosentifus 1,5 ml yang baru dan
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ditambahkan CI (chloroform,isoamyl alcohol) dengan perbandingan yang sama
dengan volume larutan sebelumnya (1:1). Selanjutnya disentrifus selama 10

menit dengan kecepatan 14.000 rpm.

Larutan supernatant diambil 400 pL lalu dipindahkan ke tabung mikrosentrifus
1,5 ml baru dan ditambahkan isopropanol dingin dengan volume yang sama lalu
dihomogenkan. Kemudian larutan diinkubasi pada suhu -20 °C selama 20 menit
dan disentrifus kembali selama 10 menit dengan kecepatan 14.000 rpm untuk
mendapatkan pellet. Selanjutnya pellet ditambahkan 500 pL alcohol 70% lalu
disentrifus kembali selama 5 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. Supernatant
dibuang dan pellet dikering anginkan selama 1-2 hari. Pellet yang telah dikering
anginkan ditambahkan 20 pL buffer TE. Selanjutnya DNA genom dicek dengan
elektroforesis pada gel agarosa 0,1%. Elektroforesis dilakukan selama 60 menit
pada 55 volt. Hasil elektroforesis kemudian divisualisasikan menggunakan Digi-

Doc-Imaging System.

Hasil ekstraksi DNA kemudian diamplifikasi dengan menggunakan primer
Internal Transcribed Spacer (ITS). Primer ITS digunakan karena urutan basa
nukleotida dari ITS memiliki salinan yang konsisten dengan basa nukleotida dari
genus Xylaria (White et al., 1990). Amplifikasi DNA dilakukan dengan
menggunakan 25 pL campuran reaksi yang mengandung 12,5 pLL Red mix, 1 pL
primer forward, 1 uL primer reverse, 1 uL. DNA dan 9,5 pL air steril. Selanjutnya
siklus amplifikasi dilakukan dengan beberapa tahap utama, yaitu denaturasi,

annealing, elongasi dan extension.

Proses amplifikasi menggunakan primer ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT
GCG G-3’) dan ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°)

(White et al., 1990). Dilakukan pada suhu 95 °C selama 5 menit untuk pre-
denaturasi awal lalu diikuti oleh 35 siklus, denaturasi dilakukan pada 95 °C
selama 1 menit, annealing pada 48 °C selama 1 menit, extension pada suhu

72 °C selama 1 menit dan post-extension pada suhu 72 °C selama 5 menit.
Kemudian produk hasil PCR dielektroforesis pada gel agarosa 0,1% selama 60



15

menit pada 55 volt. Hasil elektroforesis kemudian divisualisasikan menggunakan
Digi-Doc-Imaging System.

Hasil amplifikasi kemudian di sekuensing di PT. Genetika Science Indonesia.
Hasil sekuensing kemudian disejajarkan (alligment) menggunakan absesi jamur
Xylaria yang memiliki homologi tinggi diambil dari gen bank berdasarkan
pustaka yang sudah terbit (Lee et al., 2000; Hsieh et al., 2010; Ma et al., 2013;
Hashemi et al., 2015). Sebagai out grup akan digunakan Hypoxylon fragiforme
(AY616689) lalu disejajarkan menggunakan program CLUSTALW (Tamura et al.,
2013). Hasil alignment kemudian dibandingkan dengan database NCBI dengan
program Basic Local Alignment Search Tool for Nucleotide Sequences (BLASTN).
Pohon filogenetik disusun menggunakan software MEGA versi 6 dengan metode
Neighbor Joining (NJ) dan bootsrap 1000 kali ulangan (Felsenstein, 1985).
Penentuan spesies jamur hasil isolasi didasarkan pada spesies dengan kekerabatan

terdekat pada pohon filogenetik yang diperoleh.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan, maka dapat disimpulkan bahwa identitas
penyebab penyakit lapuk akar dan pangkal batang pada tanaman tebu di

PT. Gunung Madu Plantations diduga spesies baru yang juga dapat menyebabkan
penyakit lapuk akar dan pangkal batang tebu.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan untuk memastikan identitas Xylaria
yang ada di Gunung Madu Plantations perlu dilakukan identifikasi menggunakan

primer lain.
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