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ABSTRAK

ANALISIS KERAGAMAN, SENSITIVITAS, DAN KECEPATAN
RESISTENSI Xylaria sp. TERHADAP FUNGISIDA
DI PT GUNUNG MADU PLANTATIONS
(PT GMP)

Oleh

ROSA INDRIANI

Penyakit lapuk akar dan pangkal batang (LAPB) merupakan salah satu penyakit
utama pada perkebunan tebu di Sumatera Selatan dan Lampung. Penyakit LAPB
disebabkan oleh Xylaria sp. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
keragaman populasi, sensitivitas, dan kecepatan resistensi Xylaria sp. terhadap
fungisida. Isolat Xylaria sp. diperoleh dari tujuh divisi di PT Gunung Madu
Plantations (PT GMP). Setelah diisolasi didapatkan empat kelompok yang berasal
dari tanaman bergejala, dan empat kelompok yang berasal dari stroma. Hasil
pengelompokan tersebut kemudian digunakan untuk uji VCG. Setiap perwakilan
dari masing-masing kelompok VCG digunakan pada pengujian sensitivitas dan
kecepatan resistensi terhadap fungisida. Analisis keragaman Xylaria sp. dilakukan
menggunakan uji Vegetative Compatibility Group (VCG), dimana setiap isolat
dipasangkan dengan dirinya sendiri dan isolat lain, sedangkan uji sensitivitas dan
kecepatan resistensi Xylaria sp. dilakukan dengan metode makanan beracun yaitu
dengan mencampurkan fungisida (puyangan, jamuan, karbendazim, mankozeb,
dan klorotalonil) ke dalam media PSA. Hasil uji VCG didapatkan tiga kelompok
yaitu kelompok isolat yang banyak kompatibel dengan isolat lain (kelompok A),
kelompok isolat antara kompatibel dan inkompatibel (kelompok B), dan
kelompok isolat yang banyak tidak kompatibel dengan isolat lain (kelompok C).
Hasil uji sensitivitas menunjukkan bahwa Xylaria sp. masih sangat sensitif
terhadap fungisida puyangan, jamuan, karbendazim, dan mankozeb pada dosis
anjuran, namun sudah sangat resisten terhadap fungisida klorotalonil meskipun
dosisnya dinaikkan menjadi 2x dosis anjuran. Hasil uji kecepatan resistensi
Xylaria sp. terhadap fungisida menunjukkan reaksi yang berbeda-beda pada ketiga
isolat, namun kecepatan resistensi isolat A cenderung lebih cepat jika
dibandingkan dengan isolat kelompok B maupun isolat C.

Kata kunci: Lapuk akar dan pangkal batang, nabati, sintetik, tebu, VCG.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tebu (Saccharum officinarum L.) merupakan tanaman perkebunan yang
digunakan sebagai bahan baku utama gula pasir. Batang tebu mengandung
sukrosa berkisar 8-16%, fiber serat berkisar 11-16%, air 69-76%, dan padatan
lainnya (Ernasari, 2018). Tebu menyumbang hampir 70% sumber bahan pemanis
sedangkan sisanya berasal dari bit gula. Selain itu, gula merupakan salah satu
kebutuhan pokok dan merupakan sumber kalori yang relatif murah

(Isnaini, 2014). Selain digunakan dalam bentuk berupa gula kristal putih, gula
juga banyak digunakan sebagai campuran bahan makanan maupun minuman
(Lubis, 2015).

Di Indonesia perkebunan tebu tersebar di sepuluh provinsi, dengan sentra
produksi utama Jawa Timur dan Lampung. Provinsi Jawa Timur berkontribusi
sebesar 1,09 juta ton atau 48,22% terhadap produksi gula nasional, sedangkan
Provinsi Lampung, menyumbang produksi gula sebesar 771,38 ribu ton atau
34,37%. Di Lampung, daerah penghasil tebu adalah Kabupaten Lampung
Tengah, Tulang Bawang, dan Way Kanan, berturut-turut mencapai 281,23,
159,35, dan 147,69 ton gula putih pada tahun 2018 (Pusat Data dan Informasi
Pertanian, 2020).

Produksi gula nasional pada tahun 2020 mencapai 2,12 juta ton, lebih rendah dari
produksi tahun 2019 yang mencapai 2,23 juta ton. Saat ini kebutuhan gula
nasional mencapai 5,7 juta ton dengan rincian 2,8 juta ton gula untuk konsumsi
masyarakat dan 2,9 juta ton gula untuk kebutuhan industri makanan dan
minuman. Artinya produksi gula nasional masih belum mampu memenuhi

kebutuhan nasional. Untuk memenuhi kebutuhan tersebut, pemerintah melakukan



impor yang mencapai 5,54 juta ton atau setara dengan US$ 1,94 miliar pada tahun
2020 (Badan Pusat Statistik Indonesia, 2020).

Rendahnya produksi tebu nasional disebabkan salah satunya karena produktivitas
lahan yang rendah. Produktivitas tebu Indonesia hanya berkisar 53,45 ton/ha,
jauh dibanding Brasil yang mencapai 73,77 ton/ha (Pusat Data dan Informasi
Pertanian, 2020). Rendahnya produktivitas tebu di Indonesia disebabkan oleh
berbagai faktor, salah satunya adalah gangguan penyakit. Penyakit lapuk akar dan

pangkal batang adalah salah satunya (Yulianti, 2017).

Penyakit lapuk akar dan pangkal batang (LAPB) pertama ditemukan pada tahun
1993 di perkebunan tebu PT Gunung Madu Plantations, Provinsi Lampung
(Hersanti dan Sitepu, 2005; Sitepu et al., 2010). Saat ini, penyakit ini juga
ditemukan di Sumatera Selatan (Maryono et al., 2019). Pada kedua daerah
tersebut, penyakit LAPB sudah menjadi permasalahan serius. Sitepu et al. (2010)
melaporkan tingkat keparahan infeksi 25-26% berpotensi menurunkan hasil tebu
dan gula masing-masing sebesar 12,3% dan 15,4%. Di Taiwan penyakit LAPB
menyebabkan kehilangan hasil 5% pada tanaman dari bibit (plant cane), dan pada
tanaman keprasan (ratoon) lebih tinggi yaitu sebesar 30% (Fang et al., 1994).
Xylaria sp. yang menyerang tanaman ratoon menyebabkan kerugian yang lebih
tinggi karena tanaman ratoon tidak tumbuh akibat induknya mati (Maryono et al.,
2017).

Sampai saat ini, belum ada varietas tebu yang tahan terhadap penyebab penyakit
LAPB sehingga pengendalian penyakit ini menjadi lebih sulit dilakukan (Yulianti,
2017). Pengembangan strategi pengendalian suatu penyakit dapat didasarkan
pada konsep segitiga penyakit. Pada konsep segitiga penyakit, penyakit dapat
terjadi apabila ketiga faktor penyusun segitiga penyakit saling mendukung, yaitu
tanaman inang yang rentan, patogen yang infektif, dan lingkungan yang
mendukung (Abadi, 2003). Faktor patogen yang perlu dipahami dalam
merumuskan strategi pengendalian salah satunya adalah keragaman populasinya.
Untuk mengetahui keragaman populasi, maka dapat dilakukan dengan uji
Vegetative Compatibility Group (VCG).



Keragaman genetik suatu populasi diduga juga memengaruhi respons
sensitivitasnya terhadap bahan aktif fungisida. Resistensi cenderung terjadi pada
patogen yang mempunyai tingkat keragaman genetik dan adaptasi yang tinggi
(Kumar and Rani, 2013). Oleh karena itu, penelitian ini penting dilakukan untuk
menganalisis keragaman populasi jamur Xylaria sp. penyebab penyakit lapuk akar
dan pangkal batang tebu, dan mengetahui sensitivitas serta kecepatan resistensi

Xylaria sp. terhadap aplikasi beberapa bahan aktif fungisida.

1.2 Tujuan

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Menganalisis keragaman populasi Xylaria sp. pada perkebunan tebu di PT
Gunung Madu Plantations (PT GMP),

2. Mengetahui sensitivitas Xylaria sp. terhadap fungisida, dan

3. Mengetahui kecepatan resistensi Xylaria sp. terhadap fungisida.

1.3 Kerangka Pemikiran

Penyakit tanaman dapat terjadi apabila ada interaksi antara inang rentan dengan
patogen virulen pada lingkungan yang mendukung pertumbuhan patogen. Ketiga
komponen tersebut dikenal sebagai konsep segitiga penyakit (Agrios, 2005).
Keragaman populasi patogen merupakan salah satu faktor patogen yang penting
untuk diketahui. Keragaman populasi patogen dapat dianalisis dengan uji
Vegetative Compatibility Group (VCG) (Fries, 1987).

Analisis keragaman populasi jamur dengan metode VCG sudah dilaporkan oleh
Fang and Lee (1996) pada jamur Xylaria cf warburgii penyebab penyakit LAPB
di Taiwan. Pada penelitian tersebut dari enam lokasi perkebunan tebu (Yu Ching,
Tapumei, Mayuan, Chishan, Hualian dan Taitung) dengan masing-masing 60,
61,11, 17, 16 dan 33 isolat, terdapat 8, 11, 4, 2, 1 dan 1 VCG. Analisis VCG pada
jamur X.cf warbugi penyebab penyakit LAPB tebu di Taiwan tersebut

menunjukkan adanya keragaman yang tinggi terhadap populasi X.cf warbugi. Hal



tersebut menunjukkan bahwa kemungkinan besar jamur bersifat heterotalik (Fang
and Lee, 1996). Keragaman yang tinggi juga dilaporkan pada populasi Xylaria
celebensis pada tanaman palem hutan di Brasil. Keragaman genetik tersebut
diduga merupakan hasil reproduksi seksual dan akibat perkembangan genotip baru
di hutan tersebut (Rodrigues, 1995).

Keragaman genetik dipengaruhi oleh faktor biotik maupun abiotik. Faktor abiotik
seperti lingkungan yang beragam mampu mendukung jumlah spesies yang lebih
banyak untuk beradaptasi dibandingkan dengan lingkungan yang homogen
(Anugrah dan Fitri, 2018). Salah satu faktor lingkungan yaitu aplikasi fungisida.
Besarnya risiko timbulnya strain jamur tahan terhadap fungisida dipengaruhi oleh
faktor genetis patogen, jenis fungisida, dan kekerapan serta lamanya aplikasi.
Beberapa hasil penelitian laboratorium menunjukkan adanya adaptasi jamur

Sclerotium rolfsii terhadap mankozeb dan fentin asetat (Anilkumar, 1976).

Penelitian di rumah kaca di Colorado menunjukkan adanya strain Botrytis yang
toleran terhadap mankozeb (Gilman and James, 1980). Penggunaan iprodion dan
karbendazim secara tunggal juga dilaporkan tidak mampu mengendalikan
penyakit blas pada padi. Kemungkinan hal ini terjadi karena telah terdapat strain
jamur tahan terhadap karbendazim maupun iprodion (Prihatiningsih dan
Djatmiko, 2001). Hasil penelitian lain juga menunjukkan bahwa semua isolat
Colletotrichum sudah sangat resisten terhadap bahan aktif klorotalonil bahkan
pada 10 kali konsentrasi anjuran. Beberapa isolat Colletotrichum memberikan
respons resisten sampai sangat resisten terhadap bahan aktif mankozeb dan
propineb pada konsentrasi anjuran. Hal yang serupa juga menunjukkan bahwa
semua Colletotrichum yang diuji menunjukkan reaksi resistensi sampai sangat
resisten terhadap bahan aktif klorotalonil (Andriani dkk., 2017).



1.4 Hipotesis
Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Populasi jamur Xylaria sp. pada perkebunan tebu di PT GMP memiliki
keragaman yang tinggi,
2. Xylaria sp. yang ada di PT GMP sensitif terhadap fungisida, dan

3. Kecepatan resistensi isolat Xylaria sp. berbeda-beda.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Taksonomi dan Morfologi Tebu (Saccharum officinarum L.)

Tanaman tebu dalam dunia tumbuh-tumbuhan memiliki taksonomi sebagai
berikut (Indrawanto dkk., 2010):

Kingdom . Plantae

Division : Magnoliophyta

Class . Liliopsida

Subclass : Commelinidae

Order . Poales

Family . Poaceae

Genus : Saccharum

Species : Saccharum officinarum L.

Tanaman tebu terdiri dari akar, batang, daun, bunga dan buah (Naruputro, 2010).
Tanaman tebu memiliki akar serabut yang tumbuh di bagian pangkal

batang. Akar tebu dapat tumbuh menjalar hingga panjangnya dapat mencapai
0,5-1 meter pada tanah yang subur dan gembur. Akar tebu tidak tahan terhadap
genangan air, bila terlalu lama tergenang maka akar akan membusuk sehingga

tanaman layu dan mati (Yukamgo dan Yuwono, 2007).

Batang tebu merupakan bagian yang akan dipanen hasilnya, sehingga batang tebu
merupakan bagian yang penting. Batang tebu banyak terdapat nira yang
mengandung gula dengan kadar mencapai 20%. Gula yang berupa sukrosa akan
mencapai kadar maksimum apabila sudah masak fisiologis atau berumur 12-14
bulan. Bagian internodus (ruas batang) dibatasi oleh node (buku) yang
merupakan tempat duduk daun tebu (Gambar 1). Mata tunas dan daun berada
pada ketiak daun dan terletak berseling (Naruputro, 2010).
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Gambar 1. Potongan batang tebu yang menunjukkan nodus dan internodus
(Naruputro, 2010).
Daun tanaman tebu merupakan daun tidak lengkap, karena tidak memiliki tangkai
daun, hanya terdiri dari helai daun dan pelepah daun saja (Gambar 2). Pelepah
daun berfungsi sebagai pembungkus ruas daun, batang muda yang masih lunak,
dan mata tunas. Diantara pelepah daun dan helaian daun terdapat sendi segitiga
yang membatasi antara pelepah daun dan helaian daun. Helai daun berbentuk pita
tidak bertangkai dan memiliki pelepah seperti daun jagung muncul berselingan
pada bagian kanan dan kiri dengan panjang 1-2 m dan lebarnya 2-7 cm sesuai
dengan varietas masing-masing dan keadaan lingkungan (Naruputro, 2010). Tepi
daun dan permukaan daun memiliki tekstur yang kasar. Daun-daun yang pertama
keluar dari kuncup mempunyai helai yang kecil dengan pelepah yang

membungkus batangnya sampai umur 5-6 bulan (Yukamgo dan Yuwono, 2007).
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Gambar 2. Struktur daun dan pelepah daun (Naruputro, 2010).

Bunga pada tanaman tebu tersusun berupa malai berbentuk piramida, yang
memiliki panjang antara 70-90 cm. Bunganya terdiri dari 3 helai daun tajuk
(Gambar 3). Bunga akan terbentuk setelah tebu mencapai umur dewasa, yaitu
antara 12-14 bulan (Naruputro, 2010). Bunga tebu biasanya muncul pada bulan
April-Mei. Cabang bunga pada tahap pertama berupa karangan bunga dan pada
tahap selanjutnya berupa tandan yang panjangnya antara 3-4 mm. Bunga tebu
terdiri dari benang sari, dan putik dengan dua kepala putik dan bakal biji. Tipe
penyerbukan pada tebu adalah penyerbukan silang yang secara alami dibantu oleh
angin. Setelah terjadi penyerbukan, maka akan terbentuk bakal buah. Buah tebu
seperti padi, memiliki satu biji dengan besar lembaga 1/3 panjang biji
(Indrawanto dkk., 2010).

K
| PRy,

Gambar 3. Bunga tebu.



2.2 Taksonomi dan Morfologi Xylaria sp.

Klasifikasi Xylaria sp. menurut Sunariyati dkk. (2016) adalah sebagai berikut:

Kingdom . Fungi

Division : Ascomycota

Class . Sordariomycetes

Order . Xylariales

Family : Xylariaceae

Genus . Xylaria

Spesies . Xylaria sp. (Sunariyati dkk., 2016).

Jamur Xylaria sp. memiliki badan buah yang khas berupa stroma yang muncul
pada permukaan akar atau batang tanaman yang terinfeksi. Stroma dapat
terbentuk setelah diinkubasikan di bawah keteduhan selama 3-35 hari. Stroma
muncul sebagai titik kecil berwarna putih pada saat awal pembentukannya. Satu
atau dua hari kemudian terbentuk tangkai berwarna hitam atau hitam kecoklatan
dengan ujung berwarna putih (Gambar 4). Stroma dewasa umumnya bercabang

banyak sehingga terlihat seperti terumbu karang (Hersanti dan Sitepu, 2005).

Pada media PDA, miselium awalnya berwarna putih bersekat, bercabang banyak,
dan berdiameter sekitar 2,57 um. Jika sudah tua, miselia memadat dan berubah
warna kehitaman sampai hitam gelap ketika akan membentuk stroma (Gambar 5).
Konidiofor terdapat pada ujung-ujung stroma. Konidia terdiri dari satu sel,

transparan, dan berbentuk lonjong berukuran sekitar 5,0-13,0 x 2,5-8,0 um. Di
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dalam tanah, Xylaria sp. tumbuh memanjang paralel dengan akar, lalu membentuk
bantalan infeksi sebelum melakukan penetrasi dan infeksi inter dan intra sel akar
(Fang and Lee, 1999).

Gambar 5. Stroma aseksual Xylaria sp. pada media PDA.

2.3 Gejala Penyakit Lapuk Akar dan Pangkal Batang Tebu

Gejala pada tanaman tebu dari bibit (plant cane) sulit ditentukan dengan hanya
melihat bagian tanaman yang terdapat di atas permukaan tanah, sehingga
diperlukan pencabutan dan pembelahan pangkal batang tanaman. Bagian yang
terinfeksi akan berwarna pucat kecoklatan, sementara jaringan lain di sekitarnya
berwarna kemerahan. Gejala pada tanaman plant cane banyak ditemukan ketika
sudah berusia lebih dari 9 bulan, Gejala pada tanaman keprasan (ratoon cane)
umumnya lebih mudah diketahui. Hal ini dikarenakan pada petak pertanaman
yang terserang akan terlihat tanaman tebu yang tumbuh jarang dan tampak
merana. Selain itu, stroma akan muncul pada sisi sisi tunggul ratoon yang
terinfeksi (Hersanti dan Sitepu, 2005).

Gejala pada tanaman tebu yang terinfeksi sebelum fase vegetatif berakhir
umumnya memiliki diameter batang yang sempit dan daun menguning. Pada
tanaman fase generatif, perubahan warna daun menjadi kekuningan dapat
ditemukan setelah gejala memasuki stadia lanjut. Sehingga perubahan warna
daun tidak selamanya dapat dijadikan paramater, mengingat tanaman sedang
mengalami proses penuaan. Pangkal batang tanaman yang terinfeksi oleh jamur

Xylaria sp. menimbulkan bau seperti kayu atau jerami yang sudah mengalami
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pelapukan. Bau yang tajam dan menyengat tersebut bukan merupakan aktifitas
dari jamur Xylaria sp. melainkan akibat dari kelembaban tinggi pada musim
penghujan yang menyebabkan stroma jamur dengan warna hitam berujung putih
dapat muncul dari permukaan batang atau akar yang terinfeksi (Hersanti dan
Sitepu, 2005).

Penyebab penyakit LAPB biasanya ditemukan sebagai dekomposer di tanah-tanah
hutan tropik (Osono et al., 2011). Xylariaceae merupakan famili jamur yang
mampu mendekomposisi lignoselulosa dari 70-80% bahan organik segar (Osono
and Takeda, 2001) dan memproduksi enzim ekstraseluler untuk mendekomposisi
tanaman (Pointing et al., 2005). Sebagian genus Xylaria sp. selain hidup sebagai
saprofit, juga ada yang hidup sebagai endofit. Apabila tidak menemukan inang
baru, jamur akan bertahan dalam tunggul tebu yang terpendam dalam tanah
dengan ke dalam 0-50 cm selama lebih dari 7 bulan dan akan kembali
menginfeksi akar atau pangkal batang tebu jika sudah tersedia dengan askospora

sebagai inokulum primer (U’ren et al., 2016).

2.4 Vegetative Compatibility Group (VCG)

Uji kompatibilitas memiliki sejarah panjang dalam penelitian mikologi dan
genetik, serta telah banyak dipelajari di Ascomycetes (Leslie, 1993).
Kompatibilitas vegetatif berarti bahwa dua hifa dapat beranastomosis dan
menyatu dalam bentuk heterokarion viabel sehingga terjadi pertukaran konten
sitoplasma atau inti. Strain jamur yang membentuk heterokarion yang viabel
disebut strain yang kompatibel secara vegetatif dan diklasifikasikan ke dalam
kelompok yang kompatibel, sedangkan strain yang tidak mampu membentuk
heterokaryon tersebut secara vegetatif, akan diklasifikasikan ke dalam kelompok
inkompatibel (Correll et al.,1987; Jacobson and Gordon, 1988).

Reaksi inkompatibel hanya terjadi pada miselium atau isolat yang mempunyai
keragaman genetik heterokariotik atau miselium dikariotik yang tidak berasal dari

satu klon genetik. Pada isolat yang dipasangkan dengan dirinya sendiri atau self
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pairings miselium jamur akan bergabung dan tumbuh bersama membentuk koloni
tunggal. Hal tersebut dapat menunjukkan bahwa tidak adanya keragaman genetik.
Studi tentang ini dapat digunakan untuk mengetahui distribusi genotip pada suatu
populasi. Selain itu, studi tentang frekuensi VCG di askostroma atau di seluruh
perkebunan tebu dapat memberikan informasi penting mengenai kondisi seksual

patogen dan epidemiologi penyakit (Fang et al., 1994).

2.5 Resistensi Patogen terhadap Fungisida

Setiap organisme, termasuk jamur patogen mempunyai sifat untuk
mempertahankan diri pada keadaan yang buruk, termasuk paparan pestisida.
Penyesuaian diri tersebut menimbulkan strain yang tahan terhadap pestisida.
Pemakaian fungisida sistemik secara berulang menyebabkan timbulnya strain
yang tahan. Fungisida yang sering digunakan menjadi tekanan seleksi bagi

populasi patogen (Dekker and Georgopoulos, 1982).

Faktor-faktor penyebab timbulnya ketahanan terhadap jamur adalah daur hidup
patogen yang pendek, produksi spora melimpah, kemudahan perubahan sifat
genetis patogen, pertanaman monokultur, dan aplikasi fungisida yang cukup lama
(Slawson et al., 1998). Untuk dapat menghambat perkembangan jamur atau
membunuh jamur, fungisida kontak maupun sistemik harus dapat menembus
dinding sel dan membran sel jamur, masuk ke dalam sitoplasma dan merusak sel
tersebut. Struktur sel memegang peranan penting dalam mekanisme kerja
fungisida. Struktur membran sel adalah protein, lemak (ergosterol) dan air.
Selain itu, Ketahanan terhadap fungisida juga dipengaruhi oleh kekuatan

membran sel.

Menurut sejarahnya, fungisida kontak lebih dahulu dipakai dibandingkan dengan
fungisida sistemik, sehingga paparan fungisida kontak pada jamur telah lebih lama
terjadi dibandingkan dengan fungisida sistemik. Walaupun demikian, timbulnya
strain jamur tahan terhadap fungisida kontak masih perlu diwaspadai, mengingat
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kemungkinan tersebut tetap ada. Mekanisme timbulnya strain tahan terhadap
sejumlah fungisida terjadi karena penurunan permeabilitas sel patogen untuk
menyerap senyawa kimia, detoksifikasi senyawa kimia oleh sel patogen,
perubahan penurunan menjadi metabolit yang lebih toksik, penurunan afinitas

pada sel patogen (Agrios, 1997).



111. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan

PT Gunung Madu Plantations, Lampung Tengah pada Maret-Juli 2022.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu autoklaf, Laminar Air Flow (LAF),
mikroskop, Showcase, timbangan, microwave, blender, hotplate, mikropipet,
cawan petri, erlenmeyer, beaker glass, bunsen, pinset, jarum ose, jarum ent, bor
gabus, scalpel, plastik tahan panas, kertas label, alumunium foil, tisu, plastik
wrap, alat tulis dan kamera, sedangkan bahan yang digunakan yaitu isolat Xylaria
sp. yang diperoleh dari 7 divisi di PT Gunung Madu Plantations, akuades,
kentang, agar, sukrosa, oatmeal, asam laktat, alkohol 70%, dan fungisida.

3.3 Pelaksanaan Penelitian

3.3.1 Pengambilan sampel Xylaria sp.

Sampel tanaman bergejala LAPB dan stroma diambil dari tujuh divisi di PT
Gunung Madu Plantations. Sampel diambil dari 4-8 petak yang mewakili setiap
divisi. Setiap petak sampel merupakan petak dengan riwayat serangan LAPB
ringan maupun berat. Pengambilan sampel terdiri dari 3 titik yang diambil secara

diagonal.
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3.3.2 Handling sampel tanaman bergejala LAPB dan stroma

Handling sampel tanaman bergejala LAPB dan stroma dilakukan dengan cara
yang berbeda. Handling sampel tanaman bergejala LAPB dilakukan di lapangan
dan di laboratorium. Handling sampel di lapangan dilakukan dengan cara sampel
tanaman bergejala dipotong berukuran 5-10 cm sesuai dengan panjang gejala yang
ditemukan, kemudian dimasukkan ke dalam plastik dan diberi label sesuai divisi.
Handling sampel di laboratorium dilakukan dengan cara mencuci sampel tanaman
bergejala menggunakan air mengalir untuk menghilangkan tanah maupun kotoran
yang masih menempel hingga bersih. Setelah itu dikeringkan dengan tisu
kemudian disimpan di dalam gelas beaker, sedangkan handling sampel stroma
cukup dilakukan pada saat di lapangan 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) dan Oatmeal Agar (OA)

Pembuatan media PSA dibuat dengan komposisi kentang 200 g, agar 20 g,
sukrosa 20 g, dan akuadest 1000 mL. Langkah pertama yaitu kentang dikupas
kemudian dipotong dadu lalu ditimbang sebanyak 200 g. Setelah ditimbang,
kentang dicuci bersih kemudian dimasukkan ke dalam beaker glass yang berisi
akuadest 1000 mL. Kentang direbus selama kurang lebih 15 menit sampai
mendidih. Setelah itu, ekstrak kentang dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang
sudah berisi agar dan sukrosa masing-masing sebanyak 20 g. Erlenmeyer tersebut
ditutup dengan menggunakan alumunium foil kemudian dimasukkan ke dalam
plastik tahan panas untuk disterilisasi menggunakan autoklaf. Sterilisasi
dilakukan pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 30 menit. Setelah
disterilisasi, media didinginkan dan ditambahkan asam laktat lalu dihomogenkan.

Langkah selanjutnya yaitu media dituangkan ke dalam cawan petri dan disimpan.

Media OA dibuat dengan komposisi oatmeal 30 g, agar 15 g, dan akuades 1000
mL. Langkah pertama pembuatan media OA yaitu oatmeal dihaluskan
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menggunakan blender kemudian ditimbang sebanyak 30 g. Setelah itu
dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang sudah berisi agar sebanyak 15 g dan
akuades sebanyak 1000 mL. Erlenmeyer tersebut ditutup dengan menggunakan
alumunium foil kemudian dimasukkan ke dalam plastik tahan panas untuk
disterilisasi menggunakan autoklaf. Langkah sterilisasi sampai penyimpanan

media OA sama seperti langkah pada pembuatan media PSA.

3.3.4 Isolasi jamur Xylaria sp.

Jamur Xylaria sp. diisolasi dari batang dan akar tanaman tebu yang sakit dengan
perbandingan 1:3 (1 bagian sakit, dan 3 bagian sehat) maupun dari stroma. lsolasi
dilakukan dengan memotong jaringan atau stroma menjadi beberapa bagian kecil
berukuran 0,2 cm. Setelah itu dilakukan sterilisasi dengan direndam pada larutan
klorox 0,5% selama 5 menit dan dibilas dengan air steril sebanyak 3 kali. Setelah
disterilisasi potongan-potongan tersebut ditiriskan di atas tisu kemudian
dipindahkan ke media PSA dan diinkubasi pada suhu ruang selama 5 hari (Fang et
al., 1994). Setelah jamur tumbuh, kemudian dipindahkan ke media OA.

3.3.5 Sampel Xylaria sp.

Sampel Xylaria sp. diperoleh dari tujuh divisi di PT GMP. Sampel yang didapat
berasal dari stroma aseksual, stroma seksual, dan tanaman bergejala (Gambar 6).
Jumlah sampel stroma aseksual yang diperoleh dari lahan dengan kategori
serangan LAPB ringan sebanyak 21 sampel, dan dari lahan dengan kategori berat
sebanyak 22 sampel. Jumlah sampel stroma seksual yang diperoleh dari lahan
dengan kategori serangan LAPB ringan sebanyak 19 sampel, dan dari lahan
dengan kategori berat sebanyak 25 sampel. Sampel Xylaria sp. yang diperoleh
dari tanaman bergejala dengan kategori serangan LAPB ringan sebanyak 34
sampel dan kategori berat 24 sampel (Tabel 1).
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Gambar 6. Sampel yang diperoleh dari tujuh divisi di PT GMP. a (stroma aseksual), b
(stroma seksual), ¢ (tanaman bergejala).

Tabel 1. Jumlah sampel Xylaria sp.

Divisi Stroma Tanaman Bergejala
IvisI Aseksual Seksual
Ringan Berat Ringan Berat Ringan Berat
1 7 7 6 8 9 5
2 2 3 1 3 8 8
3 2 6 3 7 6 9
4 0 1 3 5 2 2
5 2 2 2 1 3 -
6 3 3 2 1 3 -
7 5 0 2 0 3 -
Jumlah 21 22 19 25 34 24
Total 43 44 58

3.3.6 Isolat Xylaria sp.

Sampel yang berasal dari stroma dikelompokkan berdasarkan morfologinya, baik
secara makroskopis maupun mikroskopis. Setelah dikelompokkan, sampel
diisolasi dengan mengambil salah satu isolat dari masing masing kelompok,
sedangkan sampel yang diperoleh dari tanaman bergejala diisolasi sebanyak
jumlah sampel yang didapatkan secara keseluruhan, setelah itu dikelompokkan
berdasarkan warna dan bentuk koloni. Hasil isolasi Xylaria sp. dari batang
bergejala didapatkan empat kelompok yang berbeda (Tabel 2).
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Tabel 2. Kelompok isolat Xylaria sp. yang berasal dari tanaman bergejala

Kelompok Gambar isolat Deskripsi Sebaran
(divisi)
1 Koloni berwarna hitam I, 1V,
T keabuan dengan bentuk V, VI, VII
koloni bergelombang

Koloni berwarna abu-abu I
dengan bentuk koloni

sedikit bergelombang

dan berwarna putih pada

tepi koloni

3 Koloni berwarna hitam I, 11, 11
keabuan dengan bentuk

koloni bergelombang

menyerupai kelopak

bunga

Koloni berwarna hitam I, 1, v
pekat dengan bentuk

koloni tidak

bergelombang dan

sedikit berwarna putih

pada tepi koloni.

Hasil isolasi dari stroma didapatkan empat kelompok isolat yang berbeda

berdasarkan perbedaan bentuk stroma seksual (Tabel 3).



Tabel 3. Kelompok isolat Xylaria sp. yang berasal dari stroma
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Kelompok Gambar isolat

Deskripsi

Sebaran
(divisi)

5

Koloni hitam keabuan
pada permukaan atas,
sedikit berwarna putih di
tepi koloni dan berwarna
hitam kecoklatan pada
permukaan bawah.
Bentuk koloni
bergelombang dan belum
terdapat stroma aseksual
yang muncul

IV,
V, VI, Vil

Koloni berwarna abu-abu
pada permukaan atas,
berwarna putih di tepi
koloni dan berwarna
hitam pada permukaan
bawah. Bentuk koloni
bergelombang dan belum
terdapat stroma aseksual
yang muncul

LV,
V, VI

Koloni abu kehitaman
pada permukaan atas,
berwarna putih di tepi
koloni dan berwarna
hitam pada permukaan
bawah. Bentuk koloni
sedikit bergelombang
dan belum ada stroma
aseksual yang muncul

I, 1L 1V

Koloni putih dengan tepi
koloni sedikit abu-abu
dan pada permukaan
bawah berwarna
keabuan. Bentuk koloni
tidak bergelombang dan
belum ada stroma
aseksual yang muncul

Hasil pengelompokan dari stroma maupun dari tanaman bergejala selanjutnya

digunakan untuk uji Vegetative Compatibility Group (VCG)
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3.3.7 Uji Vegetative Compatibility Group (VCG)

Uji Vegetative Compatibility Group (VCG) dilakukan berdasarkan metode Fang
and Lee (1996). Isolat jamur yang digunakan diperoleh dari tujuh divisi di PT
Gunung Madu Plantations. Setiap divisi diambil paling sedikit tiga isolat. Setiap
isolat dipasangkan dengan dirinya sendiri dan dengan isolat lainnya pada cawan
petri yang sudah berisi media OA. Pembuatan blok inokulum dilakukan
menggunakan bor gabus dengan diameter 5 mm. Setiap blok inokulum diletakkan
pada media OA dengan jarak sekitar 2 mm antar kedua isolat (Gambar 7). Setelah
itu cawan petri yang berisi jamur Xylaria sp. diinkubasi pada suhu 26°C dalam
kondisi gelap (Fang and Lee, 1996). Pengamatan dilakukan 2 minggu setelah
inokulasi (MSI).

Solc

Gambar 7. Skematik peletakan isolat jamur Xylaria sp. A (blok inokulum A), B
(Blok inokulum B).

Pengamatan pada uji VCG dilakukan dengan mengamati skoring reaksi
kompatibel maupun inkompatibel pada masing-masing pasangan. Skoring
menggunakan angka 0-2 sebagai derajat pertentangan antar kedua isolat, dimana
skor 0 untuk kompatibel, 1 untuk inkompatibel lemah (inkompatibel tanpa
pigmentasi), 2 untuk inkompatibel kuat (inkompatibel dengan pigmentasi)
(Puspitasari dan Rimbawanto, 2010). Semua isolat dikelompokkan berdasarkan
reaksi kompatibel maupun inkompatibelnya dengan isolat lain. Hasil uji VCG

digunakan untuk uji selanjutnya.
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3.3.8 Uji sensitivitas Xylaria sp. terhadap fungisida

Penelitian yang dilakukan untuk mengetahui sensitivitas Xylaria sp. terhadap
fungisida disusun dengan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 6
perlakuan yaitu: FO Kontrol (tanpa fungisida), F1 (fungisida puyangan), F2
(fungisida jamuan), F3 (fungisida karbendazim), F4 (fungisida mankozeb) F5
(fungisida klorotalonil). Seluruh perlakuan diulang sebanyak 4 kali, sehingga
terdapat 24 satuan percobaan. Uji sensitivitas Xylaria sp. dilakukan dengan
menggunakan fungisida kimia dan fungisida nabati. Fungisida kimia yang
digunakan yaitu karbendazim dan mankozeb, sedangkan fungisida nabati yang
digunakan yaitu puyangan dan jamuan yang merupakan tumbuhan famili

zingiberaceae.

Fungisida nabati puyangan dan jamuan diperoleh dari divisi 1 yang tumbubh liar di
areal perkebunan tebu. Pengambilan puyangan dan jamuan dilakukan dengan
mencangkul rimpangnya lalu kemudian dibersihkan, setelah itu puyangan maupun
jamuan tersebut diiris tipis agar memudahkan proses pengeringan. Proses
pengeringan fungisida nabati membutuhkan waktu selama 24 jam dengan suhu
100°C menggunakan oven. Setelah kering, puyangan dan jamuan tersebut

kemudian digiling agar menjadi bubuk yang siap diekstrak.

Pengujian tingkat sensitivitas Xylaria sp. terhadap fungisida dilakukan dengan
metode makanan beracun. Setiap perwakilan isolat dari masing-masing kelompok
VCG digunakan pada pengujian ini. Jamur Xylaria sp. ditumbuhkan pada media
yang mengandung fungisida dengan masing-masing dosis yaitu: puyangan dan
jamuan (10 g/100 mL), karbendazim (2 g/L), mankozeb (3 g/L), dan klorotalonil
(1 g/L). Pada perlakuan fungisida, media PSA dicampur dengan larutan fungisida
dengan bahan aktif yang berbeda. Setelah itu, media dihomogenkan dan
dituangkan ke dalam cawan petri steril dan dibiarkan memadat. Biakan murni
jamur dilubangi dengan bor gabus dengan diameter 5 mm. Biakan diletakkan
tepat di tengah cawan petri yang sudah berisi medium bercampur dengan

fungisida. Biakan kemudian diinkubasi dalam suhu ruang.
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Tingkat sensitivitas Xylaria sp. ditentukan dari Tingkat Hambatan Relatif (THR)
fungisida terhadap pertumbuhan koloni Xylaria sp. Nilai THR menurut metode

Joshi et al. (2013) dapat dihitung dengan rumus berikut:

dl —d2

THR = x100%

Ket: d1 = diameter koloni kontrol

d2 = diameter koloni perlakuan

Kategori nilai THR menurut (Kumar et al., 2007) yaitu THR > 90% sangat
sensitif (SS), 75%< THR = 90% sensitif (S), 60% < THR =75%, resisten sedang
(RS), 40% < THR =60% resisten (R), THR = 40%, sangat resisten (SR).

Pengamatan sensitivitas fungisida dilakukan 7 hari setelah inkubasi (HSI) dengan
mengukur diameter koloni. Diameter koloni diukur dengan menggunakan
penggaris pada empat posisi yang berbeda, yaitu secara vertikal, horizontal, dan
diagonal (Gambar 8). Diameter koloni pada setiap pengamatan merupakan rata-
rata dari pengukuran keempat arah yang berbeda dengan menggunakan satuan
centimeter (cm). Rata-rata pengukuran diameter koloni jamur Xylaria sp. dapat

dihitung menggunakan rumus sebagai berikut (Rahmawati, 2020):

_ (AA'+BB'4+CC'4+DD)
4

d

Ket. d = Diameter koloni jamur
AA’ =Pengukuran diameter jamur secara horizontal
BB’ = Pengukuran diameter jamur secara vertikal
CC’ = Pengukuran diameter jamur secara diagonal

DD’ = Pengukuran diameter jamur secara diagonal
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DD’ /\ cC’

AA°

Gambar 8. Pengukuran rata-rata diameter koloni jamur.

3.3.9 Uji kecepatan resistensi Xylaria sp. terhadap fungisida

Penelitian dilakukan untuk mengetahui kecepatan resistensi Xylaria sp. terhadap
fungisida disusun dengan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 5
perlakuan yaitu: FO kontrol (tanpa fungisida), F1 (fungisida puyangan), F2
(fungisida jamuan), F3 (fungisida karbendazim), F4 (fungisida mankozeb).
Seluruh perlakuan diulang sebanyak 4 kali, sehingga terdapat 20 satuan
percobaan. Pada dasarnya, pengujian kecepatan resistensi fungisida sama dengan
pengujian tingkat sensitivitas fungisida. Hanya saja pada pengujian ini isolat
Xylaria sp. dibiakkan pada media yang sama secara berulang (subkultur berulang)
sebanyak tiga kali subkultur dengan menggunakan satu taraf dosis pada masing-
masing jenis fungisida yaitu: puyangan dan jamuan (9 g/100mL), karbendazim
(0,1 g/L), dan mankozeb (0,5 g/L). Potensi perkembangan resistensi isolat Xylaria
sp. terhadap bahan aktif fungisida diukur dari perubahan tingkat sensitivitasnya
setelah 7 HSI.

3.3.10 Analisis data

Data pengamatan yang diperoleh dari pengujian kecepatan waktu resistensi
Xylaria sp. terhadap fungisida disusun menggunakan rancangan acak lengkap

(RAL) dan dianalisis secara deskriptif dalam bentuk tabel dan gambar.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan
Simpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Populasi Xylaria sp. di PT GMP memiliki keragaman yang tinggi, dan dapat
dikelompokkan menjadi tiga kelompok yaitu kelompok A (banyak
kompatibel dengan isolat lain), kelompok B (antara kompatibel dan
inkompatibel), dan kelompok C (banyak inkompatibel dengan isolat lain)

2. Semua isolat sangat sensitif terhadap fungisida nabati (puyangan, jamuan)
dan fungisida sintetik (karbendazim dan mankozeb), namun sangat resisten
terhadap fungisida sintetik (klorotalonil).

3. Kecepatan resistensi fungisida isolat A pada beberapa fungisida cenderung
lebih cepat jika dibandingkan dengan isolat B maupun C.

5.2 Saran

Perlu dilakukan uji lebih lanjut terkait uji sensitivitas dan kecepatan resistensi
Xylaria sp. di lapang dengan menggunakan dosis anjuran. Karena tingkat
sensitivitas maupun perubahan kecepatan resistensi yang diuji di laboratorium
secara in vitro (lingkungan terkendali) mungkin saja berbeda dengan yang diuji di
lapang (lingkungan berubah-ubah).
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