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ABSTRAK

IDENTIFIKASI PENYEBAB PENYAKIT HAWAR DAUN PADA
TANAMAN JAGUNG (Zea mays L) DAN TINGKAT
KEPARAHAN PENYAKITNYA

Oleh

LORINA TRISNAWATI SIMATUPANG

Penyakit hawar daun jagung yang disebabkan Bipolasris maydis merupakan
penyakit yang potensial menurunkan produksi jagung hingga mencapai 50%.
Penelitian bertujuan mengetahui identintas penyebab penyakit hawar daun pada
tanaman jagung serta pengukuran tingkat keparahan penyakit. ldentifikasi
penyebab penyakit penting dilakukan demi mendapatkan informasi mengenai
penyebab penyakit. Pengukuran keparahan penyakit hawar daun di lapangan
menggunakan sistem skor. Postulasi Koch menunjukkan bahwa isolat jamur
patogenik pada jagung hibrida Bisi 18. Berdasarkan identifikasi morfologi dan
molekuler menunjukkan bahwa penyakit hawar daun pada tanaman jagung Hibrida
Bisi 18 adalah Bipolaris maydis dengan keparahan penyakit 27,5% termasuk agak
tahan.

Kata Kunci: Bipolaris maydis, hawar daun jagung, identifikasi molekuler,
morfologi
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit hawar daun yang disebabkan oleh (Bipolaris maydis Syn.) merupakan
salah satu penyakit pada pertanaman jagung di Indonesia. Penyakit hawar daun ini
di Indonesia belum menjadi masalah serius, namun tetap perlu diwaspadai karena
bila kondisi lingkungan sesuai dengan perkembangannya dan varietas jagung yang
ditanam rentan, maka akan terjadi serangan berat yang dapat menurunkan hasil
(Manzar et al., 2022).

Penyakit hawar daun yang disebabkan oleh beberapa spesies jamur sudah
menyebar luas di Indonesia dan menimbulkan kerugian. Menurut Pakki (2005),
penyakit ini sudah menyebar di seluruh sentra penghasil jagung di Indonesia yaitu
Jawa, Kalimantan, Sumatera, dan Sulawesi. Beberapa spesies jamur penyebab
penyakit bercak daun tanaman jagung yaitu B. maydis, B. turcicum, dan B.
carbonum. Pada tahun 1973, penyakit hawar duan pada pertanaman jagung
menyebabkan kerugian besar di Provinsi Lampung. Kehilangan hasil akibat
penyakit hawar daun pada tanaman jagung dapat mencapai 59%. Upaya
pengendalian penyakit hawar daun dapat dilakukan dengan berbagai cara, yaitu
penggunaan varietas tahan, waktu tanam yang serentak, sanitasi lingkungan
tanaman jagung, dan penggunaan fungisida. Teknik pengendalian paling mudah
yang dapat dilakukan petani dan tidak berpengaruh negatif terhadap lingkungan

adalah penggunaan varietas tahan.

Proses infeksi jamur B. maydis penyebab penyakit hawar daun pada tanaman

jagung dimulai dari sporulasi dipermukaan daun. Selanjutnya, spora jamur lepas



dan disebarkan oleh angin sampai pada permukaan daun jagung lainnya.
Selanjutnya terjadi adhesi, kemudian penetrasi melalui stomata untuk masuk ke

dalam jaringan tanaman dan berkembang sehingga menimbulkan gejala bercak

pada daun jagung (Tenrirawe, dan Talanca 2015).

Penyakit hawar daun jagung ini dapat merusak tanaman jagung pada fase
pertumbuhan vegetatif dan generatif sehingga menurunkan hasil hingga 90%.
Tingkat virulensi jamur Bipolaris maydis di Sulawesi Selatan bervariasi dari
tingkat rendah sampai tingkat tinggi (Surtikanti, 2009). Identifikasi penyebab
penyakit tanaman perlu dilakukan untuk mendapatkan informasi dasar terkait
patogen khususnya informasi spesies dari patogen tersebut. Hal ini diperlukan
sebagai dasar pengendalian penyakit yang tepat (Debbi et al., 2018). Identifikasi
patogen dapat dilakukan secara konvensional dengan pendekatan morfologi
maupun secara molekuler dengan pendekatan gen/DNA (Kalman et al., 2020).
Belum tersedia informasi tentang identintas patogen penyebab penyakit hawar
daun serta keparahannya pada pertanamana jagung di Lampung. Oleh karena itu

penelitian ini perlu di lakukan.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi penyebab penyakit hawar

daun, dan tingkat keparahannya di Hajimena Lampung Selatan.

1.3 Kerangka Pemikiran

Penyakit hawar daun disebabkan oleh jamur Bipolaris maydis, Curvularia sp,
Helminthosporim turcicum, dan Rhizoconia solani. Patogen ini akan terus hidup
selama inangnya masih mendapat suplai makanan. Tingkat serangan patogen ini
dapat diminimalisir dengan menyemprotkan fungisida setiap 2 bulan. Gejala
penyakit hawar daun berawal dari bercak kecil kemudian berkembang menyerupai

bentuk oval di bawah daun dan bergaris bercak daun.



Pada umumnya gejala penyakit hawar daun jagung, yaitu daun berwarna hijau
atau coklat pada bagian atas daun dan dapat menjalar ke bagian bawah menuju
batang sehinnga menyebabkan tanaman menjadi kering dan mati. Penyakit ini
disebabkan oleh patogen Bipolaris maydis. Gejala yang timbul dari penyakit ini
berupa bercak berwarna hijau kekuningan atau coklat kemerahan pada daun
(Sihaloho, 2020).

Penyebaran jamur Bipolaris maydis penyebab penyakit hawar daun jagung cepat,
dan selama 72 jam satu bercak pada daun jagung mampu menghasilkan 100-300
spora, bahwa siklus hidup jamur ini adalah 60-72 jam, dan pada kondisi tidak ada
inang, maka spora jamur ini bertahan pada sisa sisa tanaman atau pada biji
terinfeksi. Hal ini menunjukkan bahwa penyebaran penyakit bercak daun pada
tanaman jagung berpotensi berkembang dengan cepat tergantung pada kondisi
lingkungan yang sesuai dan tingkat ketahanan varietas yang ditanam. Kondisi ini
menggambarkan bahwa penyakit hawar daun jagung mempunyai peluang yang
besar terhadap penurunan hasil jagung sehingga merugikan usahatani petani.
Beberapa laporan tentang kehilangan hasil akibat serangan penyakit ini berkisar 5-
50%. Selanjutnya apabila menyerang pertanaman jagung sebelum bunga betina

muncul, maka penurunan hasil dapat mencapai 50% (Wakman, 2004).

Tanaman yang sudah terinfeksi bercak daun dapat mongering kemudian mati
dalam waktu kurang lebih 3 minggu. Infeksi pada tanaman ini bisa ditimbulkan
oleh konidia yang terbawa angin atau air percikan hujan. Hawar daun dapat
berupa bercak oval kecil yang menjalar di seluruh permukaan daun yang
disebarkan oleh angin. Penyakit ini dapat dikendalikan menggunakan fungsida
(Prematirosari, 2006).

1.4 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah disusun, hipotesis yang diajukan pada
penelitian ini adalah penyebab penyakit hawar daun jagung di Lampung Selatan
adalah Bipolaris maydis Syn. dengan tingkat keparahan penyakit yang tinggi.



ILTINJAUAN PUSTAKA

2.1 Deskripsi Penyakit Hawar Daun

Subekti dkk. (2007) menyebutkan penyakit hawar daun di lapang terjadi pada
permukaan tanaman yang terinfeksi. Setelah itu spora lepas, kemudian terbawa
oleh angin dan menempel pada permukaan tanaman yang lain. Selanjutnya spora
beradhesi, melakukan penetrasi awal, kemudian membentuk bercak dan

berkembang pada daun (Gambar 1).

Gambar 1. Gejala penyakit hawar daun (Damanik, 2010)

Menurut Subekti dkk. (2007), klasifikasi dari jamur penyebab penyakit hawar daun

pada tanaman jagung adalah sebagai berikut:

Kingdom : Fungi

Divisi : Ascomycota
Kelas : Dothideomycetes
Ordo : Pleosporales
Family : Pleosporaceae
Genus : Bipolaris

Spesies : Bipolaris maydis (Nisik) Shoemake



Miselium dari jamur ini adalah hijau gelap, konidiofornya berukuran (60-280 x 6-
10 mikron), konidia berukuran (40-150 x 11-27). Miselium dan sporanya dapat
bertahan hidup pada sisa tanaman dan biji terinfeksi. Siklus hidup lengkapnya
mencapai 60-72 jam. Konidia diterbangkan oleh angin atau terbawa percikan air
untuk sampai ke tanaman yang baru. Konidia mempunyai 6-8 sekat (Degefu,
2003).

Jamur membentuk konidiofor yang keluar dari mulut kulit, 1 atau 2 dalam
kelompok, lurus atau lentur, berwarna coklat, panjangnya sampai 300 pum, tebal 7-
11 um, kebanyakan 8-9 um. Konidium lurus atau agak melengkung, jorong atau
berbentuk gada terbalik, pucat atau berwarna cokelat jerami, halus, mempunyai 4-
9 sekat palsu, panjang 50-144 (115) pm, lebar 18-33 um, kebanyakan 20-24 pm
(Gambar 2). Konidium yang menonjol dengan jelas, yang merupakan tanda khas

dari marga Exserohilum/Bipolaris (Semangun, 2005).

Konidia

Gambar 2. Jamur Bipolaris maydis Syn. (Damanik, 2010).



2.2 Daur Penyakit

Penyakit hawar daun yang disebabkan oleh patogen Bipolaris maydis merupakan
penyakit penting pada tanaman jagung. Dilaporkan bahwa penyakit ini menyerang
pertanaman jagung dengan kelembaban relatif dan curah hujan merupakan faktor
utama penyebaran B. maydis. Selain itu ketahanan inang, umur inang juga
berperan penting dalam menentukan tingkat keparahan suatu penyakit tanaman,
kerusakan yang paling nampak pada daerah tropis dan sub tropis yang panas dan
lembaban (Bhandari et al., 2017). Kehilangan hasil yang diakibatkan oleh
penyakit hawar daun B. maydis bisa mencapai 70% (Randy dkk., 2011). Di
Amerika pernah terjadi outbreak penyakit hawar daun pada tahun 1970 yang

menyebabkan kerugian hingga satu milyar dollar Amerika (Bhandari et al., 2017).

Aktivitas penularan penyakit dalam bentuk konidia dan umumnya disebarkan oleh
angin melalui udara. Perkembangan penyakit sangat ditentukan oleh kondisi
lingkungan terutama suhu dan kelembaban. Suhu optimal untuk perkembangan
penyakit hawar daun jagung berkisar antara 20-30°C, dan kelembapan relatif
udara >90% (Wakman, 2004).

Menurut Massie (1997), proses sporulasi jamur B. maydis di lapangan terjadi pada
permukaan daun tanaman jagung yang terinfeksi. Gejala umum nampak pada
permukaan daun tanaman jagung yang terinfeksi adalah adanya ciri khas berupa
bercak agak memanjang, dan pada bagian tengah melebar, selanjutnya makin ke
pinggir makin kecil dengan warna coklat keabuan, yang dikelilingi oleh warna

kekuningan sejajar tulang daun.

Jamur B. maydis mempunyai siklus hidup selama 2-3 hari, dan menurut laporan
Govitawawong dan Kengpiem (1970 dalam Pakki, 2005) selama 72 jam satu
bercak pada daun jagung mampu menghasilkan 100-300 spora. Selanjutnya
Massie (1973) melaporkan bahwa siklus hidup jamur ini adalah 60-72 jam, dan
pada kondisi tidak ada inang, maka spora jamur ini bertahan pada sisa-sisa
tanaman atau pada biji terinfeksi. Hal ini menunjukkan bahwa penyebaran
penyakit hawar daun pada tanaman jagung berpotensi berkembang dengan cepat



tergantung pada kondisi lingkungan yang sesuai dan tingkat ketahanan varietas
yang ditanam.

2.3 Patogen Penyebab Penyakit

Jenis penyakit jagung yang pertama adalah hawar daun Helminthosporium.
Penyakit ini disebabkan patogen Helminthosporium maydis (tahap aseksual) dan
Bipolaris maydis Syn. (tahap seksual). Penyakit ini awalnya menunjukkan gejala
seperti bercak kecil, oval, kebasahan, dan akan muncul bercak memanjang
berbentuk elips. Setelah itu, gejala akan menjadi bercak kering yang meluas
(hawar) berwarna hijau keabu-abuan atau coklat. Bercak tersebut pertama kali
muncul pada daun yang sudah tua, kemudian menuju daun yang muda. Saat
infeksinya berat, tanaman akan cepat mati dengan hawar berwarna abu-abu seperti
terbakar atau kering (Jakhar et al., 2017).

Pada awalnya penyebab hawar daun jagung disebabkan oleh jamur Drechslera
maydis (Nisik) Subram et Jain. Seiring dengan berjalannya waktu jamur masih
dikenal dengan nama Helminthosporium maydis Nisik dan sekarang dikenal
dengan nama Bipolaris Maydis Nisik. Konidiofor terbentuk dalam kelompok,
sering dari stroma yang datar, berwarna coklat tua atau hitam. Konidiofor lurus
atau lentur, coklat atau coklat tua, dekat ujungnya pucat, halus, panjangnya
sampai 700 pm, tebal 5-10 um. Konidium jelas bengkok, berbentuk perahu, coklat

pucat sampai coklat emas tua (Sudjono, 1988).

Hawar daun (leaf blight) pada jagung ditemukan pertama kali pada tahun 1917 di
Sumatera Utara (Mueller et al., 2016) Di Amerika Serikat B. maydis mempunyai 2
macam ras, yaitu ras T yang virulen dan ras O yang kurang virulen. Ras T dapat
menyerang daun dan tongkol jagung, sedangkan ras O hanya menyerang pada
bagian daun saja (Aldrich et al., 1975). Pertumbuhan dan perkembangan jamur ini
dipengaruhi oleh suhu dan kelembapan udara. Suhu optimum untuk
perkecambahan konidia B. maydis sekitar. Tanaman jagung yang menderita hawar
daun menunjukkan gejala berupa kelayuan, kekeringan dan menyerupai gejala

defisiensi unsur hara (Wakman, 2004).



Isolat B. maydis yang ditumbuhkan pada media potato dextrose agar (PDA)
berwarna hitam putih keabuan dengan zonasi beraturan dan tidak beraturan.
Konidia mulai terlihat setelah 6 hari dan semakin banyak pada 12 hari. Bentuk

konidia agak melengkung, ujungnya tumpul, bersekat 3—10 buah (Dewi, 2017).

2.4 ldentifikasi Jamur

Identitas jamur yaitu penampakan makroskopik dan mikroskopik koloni jamur.
Identifikasi secara makroskopik dilakukan dengan mengamati warna, morfologi,
serta tepi koloni pada medium padat. Sedangkan pada medium cair penampakan
yang diamati yaitu keberadaan endapan (sediment), pelikel (pellicle), cincin
(ring), dan pulau-pulau (islets). Identifikasi secara mikroskopik dilakukan dengan
mengamati bentuk sel, kisaran ukuran sel, tipe pertunasan, keberadaan miselium
palsu maupun sejati, dan tipe reproduksi seksual atau aseksual (Ghanbarzadeh et
al., 2014).

Identifikasi secara molekuler dilakukan dengan menggunakan teknologi PCR
(Polymerase Chain Reaction). PCR merupakan suatu metode enzimatis untuk
amplifikasi DNA dengan cara in vitro. Teknik PCR berfungsi untuk
mengamplifikasi segmen DNA dalam jumlah jutaan kali hanya dalam beberapa
jam (Handoyo dan Rudiretna, 2001). PCR memungkinkan dilakukannya
pelipatgandaan suatu fragmen DNA. Komponen utama yang diperlukan pada
proses PCR yaitu DNA cetakan/DNA templat, Oligonukleotida primer,
Deoksiribonukleotida trifosfat (ANTP), Enzim DNA Polimerase, dan senyawa
buffer Proses. PCR melibatkan 3 tahapan penting yang selalu berulang 30-40
siklus dan berlangsung dengan cepat. Tahapan tersebut yaitu denaturasi, annealing

(penempelan primer), dan Extention (pemanjangan primer) (Yusuf, 2010).

Teknik PCR dikatakan memiliki keunggulan yang sangat tinggi. Hal ini
didasarkan atas spesifitas, efisiensi, dan keakuratannya. Keakuratan yang tinggi
karena DNA polymerase dapat menghindari kesalahan pada amplifikasi produk.

Kelebihan lain metode PCR mampu memperoleh pelipatgandaan suatu fragmen



DNA (110 bp, 5x10-9 mol) sebasar 200.00 kali setelah dilakukan 20 siklus reaksi
selama 220 menit (Yusuf, 2010).

Saat ini, Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan salah satu metode yang
umum digunakan untuk mengidentifikasi patogen dari spesimen yang tersedia.
Metode ini menguntungkan dalam identifikasi patogen seperti patogen B. maydis
yang sulit dibedakan antara patotipe yang satu dengan yang lain jika
menggunakan metode konvensional, misalnya dengan mengamati koloni
jamurnya saja, serta lebih efisien seperti pada PCR multipleks yang
memungkinkan identifikasi cepat terhadap lebih dari satu patotipe sekaligus

(Hidayat dan Pancoro, 2019).



I11. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di lahan petani jagung Desa Hajimena, Kecamatan
Natar, Kabupaten Lampung Selatan. Jamur di identifkasi di Laboratorium
Bioteknologi Pertanian Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Penelitian
berlangsung Juli 2022 - Oktober 2022.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Autoclave, cawan petri,
Mikroskop, Laminar Air Flow (LAF), Erlenmeyer, bunsen, jarum ose, pinset, bor
gabus, kertas label, alat tulis, microwave, plastik wrapping, tabung reaksi, rotary
mixer, mikropipet 0-1000 pL, tip 0-1000 pL, pcr tube 100 uL, mesin PCR, alat
elektroforesis, Digi-doc, aluminium foil, water bath, plastik tahan panas, gelas

ukur, timbangan elektrik, dan alat dokumentasi.

Bahan yang digunakan adalah pertanaman jagung umur 2 bulan dari Hajimena
Lampung Selatan. Pelepah Daun jagung yang bergejala, media PSA, akuades,
alkohol 70%, buffer, CTAB 2%, air steril isopropanol, chloroform,
isoamylalcohol, phenol, loading dye, primer ITS1/4 dan TEF1, buffer TE, dan
EDTA.
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3.3 Pelaksanaan Penelitian

3.3.1 Pengamatan Keterjadian dan Keparahan Penyakit

Keterjadian dan keparahan penyakit diamati pada lahan pertanaman jagung di
Desa Hajimena, Kecamatan Hajimena, Kabupaten Lampung Selatan. Pada lokasi
pengamatan dipilih lahan seluas 1 ha. Serangan patogen B. maydis diberi skor 0-4
(Tabel 1). Pada lahan tersebut dipilih 20 titik sampel secara diagonal (Gambar 3).
Pada titik sampel ini ditetapkan satuan pengamatan berupa baris tanaman
sepanjang 10 m atau sekitar 50 tanaman, jarak tanam 20 cm. Pada setiap satuan
pengamatan diamati keterjadian dan keparahan penyakit setiap tanaman. Skor
keparahan penyakit dicatatkan pada belangko pengamatan. Keparahan penyakit
ditentukan dengan memberi skor 0-4, untuk tanaman sehat sampai tanaman sakit
paling parah. Pengamatan keparahan penyakit hawar daun dilakukan pada saat
tanaman berumur 42, 56, dan 70 HST (Gambar 4). Nilai skor kemudian
ditransformasi ke rumus tingkat keparahan penyakit dengan menggunakan rumus
berikut (Ginting, 2013).

PP =3 (nxv) / NxV x 100%

Keterangan:

PP = keparahan penyakit (%)

n = jumlah tanaman dengan skor tertentu
v = adalah skor suatu kategori gejala

N =adalah jumlah tanaman yang diamati

V = adalah skor tertinggi pada pengamatan yang dilakukan



Tabel 1. Skor penyakit yang digunakan

12

Skor Deskripsi Keterangan
0 Tidak ada gejala Sehat
1 Gejala< 10 % Ringan
2 Gejala 10-25 % Sedang
3 Gejala 26-50 % Berat
4 Gejala > 50 % Sangat Berat

Sumber: Ginting (2013).

Skor 3 skor 4

Gambar 3. Keparahan penyakit hawar daun jagung tersebab patogen Bipolaris

maydis skor 0-4 di Hajimena Lampung Selatan.
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Keterjadian penyakit diamati dengan melihat tanaman sampel yang terserang
patogen B. maydis di lapang, kemudian dihitung dengan rumus sebagai berikut:

DI = % x 100%
Keterangan:
DI = Keterjadian penyakit
n = Jumlah tanaman bergejala

N = Jumlah semua tanaman yang diamati
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Petak 1 Petak 2

Petak 5

l

Petak 3 Petak 4

Gambar 4. Posisi petak titik sampel pengamatan keterjadian dan keparahan
penyakit hawar duan jagung.

3.3.2 Identifikasi Patogen Penyebab Hawar Daun

Sampel yang di ambil adalah daun jagung bergejala. Setelah itu, beberapa daun
jagung yang bergejala dimasukkan ke dalam plastik lalu dibawa ke Laboratorium
Bioteknologi Pertanian Fakultas Pertanian Unila. Patogen penyebab penyakit

hawar daun jagung diisolasi dari daun tanaman jagung yang bergejala hawar.
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Sampel tanaman sakit berasal dari pertanaman jagung di Desa Hajimena, Kec
Natar, Lampung. Isolasi penyebab hawar daun diawali degan cara membersihkan
sampel daun jagung yang bergejala hawar. Lalu, daun jagung tersebut dipotong
sekitar 0,2-0,5 cm direndamkan dalam air klorok 2 % selama 2 menit. Potongan
daun jagung dibersihkan kembali menggunakan akuades dan diletakan di atas tisu
sampai kering. Lalu potongan daun jagung diletakan pada cawan petri yang telah
berisi media PSA dan diinkubasi pada suhu ruang selama 5 hari. Kemudian
miselium yang tumbuh dipindahkan pada media PSA yang baru untuk

mendapatkan biakan yang murni.

Setelah diperoleh isolat murni maka dilakukan serangkaian tahapan postulasi
Koch yaitu menginokulasikan isolate murni tersebut ke tanaman jagung berumur
2 minggu. Setelah itu diamati munculnya gejala hawar daun yang ditemukan di
lapang. Kemudian, tahapan akhirnya adalah mengisolasi kembali jamur dari

tanaman jagung manis yang berumur 2 minggu yang bergejala hawar daun.

3.3.2.1 Pembuatan media potato succrose agar (PSA)

Media PSA dibuat dengan cara mengupas kentang lalu ditimbang sebanyak 200 g
dan dipotong dadu kecil-kecil. Selanjutnya kentang dicuci dan dimasukkan dalam
gelas beker dan direbus dalam 1000 mL akuades hingga air mendidih. Selanjutnya
disaring ekstrak rebusan kentang dan ditambahkan akuades hingga volumenya
menjadi 1000 mL dalam erlenmeyer kemudian ditambahkan 20 g agar dan 20 g
sukrosa, diaduk sampai isolat kemudian ditutup erlenmeyer menggunakan
aluminium foil dan dimasukkan ke isolat tahan panas lalu disterilkan autoklaf
selama 15 menit dengan tekanan 1 atm dan suhu 121 °C. Selanjutnya, media
dituang ke cawan petri steril dalam LAF.

3.3.2.2 Isolasi Patogen Penyebab Hawar Daun

Patogen penyebab penyakit hawar daun jagung di isolasi dari daun tanaman
jagung yang bergejala hawar. Sampel tanaman sakit berasal dari pertanaman
jagung di Hajimena, Lampung Selatan. Isolasi penyebab hawar daun diawali
degan cara membersihkan sampel daun jagung yang bergejala hawar. Lalu daun
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jagung tersebut dipotong sekitar 0,2-0,5 cm lalu direndam dalam air klorok 2 %
selama 2 menit. Kemudian potongan daun jagung dibersihkan kembli
menggunakan aquades dan diletakan diatas tisu sampai kering. Lalu potongan
daun jagung diletakan pada cawan petri yang telah berisi media PSA dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 5 hari. Kemudian miselium yang tumbuh
dipindahkan pada media PSA yang baru untuk mendapatkan biakan jamur yang

murni.

3.3.2.3 Identifikasi Makroskopis dan Mikroskopis

Identifkasi morfologi jamur hasil isolasi dilakukan secara makroskopis dan
mikroskopsi dengan perbesaran 400x. Pengamatan secara makroskopis meliputi
pengamatan bentuk koloni jamur, warna permukaan koloni, dan warna bawah
koloni jamur yang sudah dibiakan pada cawan petri berisi media PSA.
Selanjutnya dilakukan pengamatan mikroskopis menggunakan mikroskop dengan
mengamati bentuk hifa, ukuran hifa, bentuk makrokonidia, dan ada tidaknya
majemuk pada perbesaran 400X mikrokonidia. Hasil pengamatan yang didapat
kemudian dicocokkan dengan buku identifikasi Barnett (1969).

Identifikasi secara molekuler isolat jamur B. maydis asal Desa Hajimena, 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. Ekstraksi DNA dilakukan dengan memindahkan koloni jamur ke
tabung sentrifugase dengan volume 10 mL kemudian disentrifuse selama 10 menit
dengan kecepatan 14.000 rpm. Selanjutnya dibuang isolat lalu diambil pellet dan
ditambahkan isolat 70% sebanyak 500 pL lalu disentrifuse kembali dengan
kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit, lalu supernatant dibuang dan pellet
ditambahkan 1000 pL buffer ekstraksi DNA. Selanjutnya, pellet dan buffer
dihomogenkan menggunakan rotamixer hingga isolate kemudian dimasukkan ke

dalam mortar dingin untuk diinkubasi selama 1-2 hari.
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Pellet dan buffer yang berada di mortar kemudian ditumbuk selama 15 menit lalu
dipindahkan ke tube 1,5 mL dan ditambahkan 400 puL. 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 bening nya sebanyak
500 pL lalu dipindahkan ke tabung mikrosentifus 1,5 mL yang baru dan
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 bagian atas 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 uL alkohol 70% lalu
disentrifus kembali selama 5 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. Supernatant
dibuang dan pellet dikeringanginkan selama 1-2 hari.

Pellet yang telah dikeringanginkan 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
Translation Elongation Factor-1 alpha (TEF1) dan Internal Transcribed Spacer
(ITS) Universal fungi (Tabel 2). Amplifikasi DNA dilakukan dengan
menggunakan 25 plL. campuran reaksi yang mengandung 12,5uL Red mix, 1 uL
primer forward, 1 puL primer reverse, 1 uL DNA dan 9,5 L air steril. Selanjutnya
siklus amplifikasi dilakukan dengan beberapa tahap utama, yaitu denaturasi,

annealing dan ekstension.

Proses amplifikasi menggunakan primer ITS 1 dan ITS 4 dilakukan pada suhu 95
°C selama 2 menit untuk denaturasi awal lalu diikuti oleh 30 siklus denaturasi

dilakukan pada 95 °C selama 30 detik, annealing pada 55 °C selamal menit dan
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pemanjangan akhir pada suhu 72 °C dilakukan selama 10 menit. Kemudian
produk hasil PCR dielektroforesis pada gel agarosa 0,5% selama 60 menit pada
55 volt. Hasil elektroforesis kemudian divisualisasikan menggunakan Digi-Doc-

Imaging System.

Tabel 2. Primer yang digunakan pada penelitian

Primer Sekuens Sumber

ITS ITS-1: 5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3’ Sonavane et al., 2015

ITS-4: 5>-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3°

3.3.2.4 Sekuensing dan Analisis Filogenetik

Hasil Amplifikasi disekuensing di PT. Genetika Science Indonesia yang berada di
Jakarta. Data sekuensing kemudian disetarakan (alignment) dengan Clustal-W dan
diedit sesuai yang diperlukan. Hasil alignment selanjutnya dibandingkan dengan
database NCBI melalui program Basic Local Alignment Search Tool for
Nucleotide Sequences (BLASTN) yang bertujuan untuk membandingkan
homologi isolat hasil isolasi dengan database.

Analisis filogenetik dilakukan menggunakan software MEGA versi 6 (Tamura et
al., 2013) dengan metode Neighbor Joining (NJ) dan bootsrap sebanyak 1000
(Subari et al., 2021) menggunakan aksesi jamur dengan homologi tinggi yang
diambil dari gen bank berdasarkan pustaka (Manamgoda et al., 2014; Hernandez-
Restrepo et al., 2018). Out grup yang digunakan yaitu Alternaria alternata
(Manamgoda et al., 2014). Penentuan spesies jamur berdasarkan pada spesies

dengan kekerabatan terdekat pada pohon filogenetik yang diperoleh.

3.3.3 Analisis dan Penyajian Data

Data keterjadian dan keparahan penyakit hawar daun menurut umur tanaman

dianalisis secara deskriptif dan disajikan dalam bentuk grafik.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian disimpulkan bahwa penyebab penyakit hawar daun
jagung di Desa Hajimena, Kecamatan Natar, Kabupaten Lampung Selatan adalah
Bipolaris maydis. Tingkat keparahannya penyakit hawar daun pada jagung berumur

10 MST mencapai 27,5%, sedangkan keterjadiannya mencapai 100%.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai cara pengelolaan penyakit hawar
daun pada daun jagung terkait dengan spesifitas jamur Bipolaris maydis

penyebabnya.
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