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KARAKTERISASI GENETIK Trichoderma spp INDIGENUS RIZOSFIR PISANG
YANG BERPOTENSI PENGENDALIAN Fusarium oxysporum f. Sp. cubense
PENYEBAB PENYAKIT LAYU FUSARIUM PADA PISANG

Nurbailis dan Martinius *
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ABSTRACT

The objective of the research was to characterize the genetic variation of
Trichoderma spp. Study of genetic characters used Random Amplified Polymorphic
DNA-Polymerase Chain-reaction (RAPD-PCR) that amplicated with four primers
(OPA 2, OPA 17, OPB- 05 and Primer 2). Analysis result of genetic variation of
Trichoderma spp make as dendrogram. The result of the research indicated that : 1)
Trichoderma spp. had the great genetic variation, 2)Trichoderma isolate from the
same region did not always have the same genetic profile, 3) S6 and T1 isolates were
effective to inhibit the growth of Fusarium oxysporum f. Sp. cubense than the others

but had a different genetic profile.
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PENDAHULUAN

Salah satu penyakit penting yang menye-
babkan kerugian yang paling besar pada tanam-
an pisang adalah penyakit layu Fusarium yang
disebabkan oleh jamur tular tanah Fusarium
oxysporum Schlect f. sp.cubense (Foc) (Pegg
and Langdon, 1987). Penyakit ini tergolong
sulit dikendalikan karena: 1. Foc dapat mem-
bentuk klamidospora yang merupakan struktur
bertahan jika tidak ada tanaman inangnya, 2.
Foc dapat menyerang semua stadia pertumbuh-
an tanaman, 3. Foc mempunyai 4 ras fisiolgis
yaitu ras 1, 2, 3 dan 4 dengan tingkat virulensi
yang berbeda (Pegg et al, 1996; Bently et al
1998).

Salah satu alternatif pengendalian yang
mempunyai harapan untuk dikembangkan
adalah penggunaan agensia hayati seperti
Trichoderma spp. Keberhasilan Trichoderma
untuk pengendalian patogen tular tanah telah
banyak dilaporkan. Papavizas dan Lewis (1989)
menyatakan bahwa beberapa isolat T.harzianum
mampu menekan serangan penyakit rebah
kecambah 30 — 50% pada tanaman buncis yang
disebabkan oleh Sclerotium rolfsii.

Mekanisme Trichoderma spp dalam me-
ngendalikan berbagai jenis patogen tanaman
dapat dibedakan secara langsung dan tidak
langsung terhadap patogen. Mekanisme secara

langsung berupa: kompetisi, mikoparasit, anti-
biosis dan lisis (Howell, 2003). Mekanisme
tidak langsung terhadap patogen adalah: mem-
perkuat sistem perakaran, meningkatkan per-
tumbuhan tanaman, meningkatkan ketersediaan
hara, menonaktifkan enzim patogen dan me-
rangsang perkecambahan benih (Harman,2000).

Trichoderma mempunyai habitat yang ter-
sebar luas pada berbagai jenis tanah, lahan per-
tanian dan substrat organik. Jamur ini terdiri
dari berbagai spesies dan strain dengan karakter
yang berbeda-beda (Watanabe, 2002; Rifai,
1969). Beberapa hasil penelitian terdahulu
membuktikan bahwa isolat-isolat Trichoderma
mempunyai kemampuan yang berbeda-beda
dalam menekan pertumbuhan jamur patogen
(Nagamani dan Mew, 1987; Nurbailis et al,
2005).

Nagamani dan Mew (1987) melaporkan
bahwa hasil isolasi Trichoderma dari 23
Propinsi di Filipina ternyata memiliki tingkat
mikoparasitisme yang berbeda-beda terhadap R.
solani penyebab hawar pelepah pada padi. Hasil
penelitian Nurbailis er al (2005) juga me-
nunjukkan bahwa isolat-isolat Trichoderma
yang diisolasi dari beberapa sentra produksi
pisang di Sumatera Barat memperlihatkan ke-
mampuan yang berbeda dalam menekan per-
tumbuhan Foc secara in vitro dan in planta.

Perbedaan kemampuan isolat Trichoderma
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dalam menekan pertumbuhan Foc disebabkan
adanya perbedaan keragaman karakter genetik
masing-masing isolat. Keragaman genetik yang
tinggi dari suatu populasi dapat terjadi karena
adanya mutasi, rekombinasi gen, reproduksi
seksual dan paraseksual, faktor seleksi, dan
migrasi gen dari suatu tempat ketempat lain
(Donald 1997). Hasil penelitian Goes et al
(2002) menunjukkan bahwa kemampuan isolat
Trichoderma dalam menekan pertumbuhan R.
solani berbeda dan hasil analisis keragaman
genetik antar isolat dengan menggunakan
penanda RAPD menunjukkan bahwa isolat
Trichoderma yang memiliki kemampuan anta-
gonisme yang baik terdapat dalam kelompok
genetik yang sama dengan tingkat kesamaan
genetik 40%.

Dalam hal ini informasi dasar tentang
karakter genetik isolat Trichoderma spp yang
telah diuji yang berpotensi menekan pertum-
buhan Foc belum diketahui. Berdasarkan per-
masalahan tersebut telah dilakukan penelitian
lanjut tentang kajian karakter genetik dari isolat
Trichoderma spp. dalam kaitannya terhadap ke-
mampuan isolat dalam menekan perkembangan
patogen.

Tujuan dari penelitian ini adalah meng-
karakterisasi secara genetik isolat Trichoderma
spp indigenus rizosfir pisang yang berpotensi
menekan pertumbuhan Foc penyebab penyakit
layu Fusarium pada pisang.

METODA PENELITIAN

Penelitian dilaksanakan di laboratorium
Fitopatologi jurusan Hama dan Penyakit
Tumbuhan Fakultas Pertanian UNAND dan di
laboratorium Biotek Perkebunan Bogor. Kajian
karakter genetik isolat Trichoderma spp.
dengan menggunakan penanda RAPD.

Kajian keragaman genetik berbagai isolat
Trichoderma

Untuk mengetahui keragaman genetik antar
isolat Trichoderma dilakukan dengan teknik
Random  Amplified  Polymorphic ~ DNA-
Polymerase Chain reaction (RAPD-PCR).
Perbanyakan Isolat

Isolat Trichoderma spp ditumbuhkan pada
media Potato Dexrosa Agar (PDA) dan
diinkubasikan selama 7 hari pada suhu ruang.
Perbanyakan miselium untuk ekstraksi DNA

Konidia dipanen dari biakan jamur yang
telah berumur 7 hari dan dimasukkan ke dalam
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labu Erlenmeyer yang berisi 100 ml media cair
2% Malt extract Broth (MEB) dan diinkubasi-
kan selama 4 hari pada rotary shaker dengan
kecepatan 180 rpm pada suhu ruang. Miselia
dipanen dengan cara disaring menggunakan
kertas Whatman No.l dan dicuci dua kali
dengan air suling steril.

Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dari miselia Trichoderma
spp menggunakan metode yang dikemukakan
oleh Castle et al. (1998) cit Trizelia (2005)
Miselia jamur sebanyak 50 pg digerus dalam
nitrogen cair dengan menggunakan mortar.
Serbuk miselium dipindahkan ke dalam tabung
ependorf dan diberi 500 pl bufer ekstraksi
(10mM EDTA, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0),
SDS-protease (0.5 mg/ml)). Campuran dikocok
sampai homogen dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 30-40 menit sambil sesekali
digoyang. Kemudian ditambahkan 1 volume
campuran fenol : khloroform : isoamil alkohol
(25:24:1) dan divorteks. Campuran disentri-
fugasi pada kecepatan 11.000 rpm selama 15
menit. Fase cair yang terpisah diambil dan
dipindahkan ke tabung ependorf baru,
kemudian ditambahkan 0.25 volume 7.5M
amonium asetat dan disentrifugasi pada
kecepatan 11.000 rpm selama 10 menit.
Supernatan dipindahkan ke tabung ependorf
yang baru dan ditambahkan ke dalamnya 1
volume isopropanol dingin dan dikocok per-
lahan. Larutan disentrifugasi pada 11.000 rpm
selama 10 menit. Supernatan yang ada dibuang
dan pelet yang didapatkan dicuci dengan etanol
70% dan etanol dibuang dan pelet DNA di-
keringkan dengan vakum. Pelet DNA dilarut-
kan dalam 100 pl TE lalu disimpan pada suhu
-20°C.

Amplifikasi DNA dengan Teknik RAPD-
PCR

Hasil ekstraksi DNA diamplifikasi dengan
teknik RAPD-PCR menggunakan 4 macam
primer dengan urutan basa (Tabel 1).

Tabel 1. Urutan Basa Primer untuk Amplikasi

DNA Trichoderma spp
Primer Urutan basa (5°---3”)
OPA-02 TGCCGAGCTG
OPA-17 GACCGCTTGT
OPB- 05 TGCGCCCTTC
Primer 2 GTTTCGCTCC

Volume final campuran reaksi PCR adalah
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25pul. Komposisi reaksi PCR sebagai berikut : 1
kali PCR buffer (10 mM KCl, 10 mM
(NH4)2S04, 20 mM Tris-HCI, 2mM MgSO4,
0.1% Triton X-100, pH 8.8), 0.1 mM tiap d
NTP, 3 mM MgCI2, 0.4 uM primer, 1 unit
Tag DNA polimerase (New England BioLabs
Inc.), 20-25 ng DNA sampel dan ditambahkan
air sehingga volume mencapai 25 pl. Ampli-
fikasi DNA dengan menggunakan mesin PCR
berlangsung dengan urutan sebagai berikut:
Tahap 1: pra-amplifikasi PCR selama 5 menit
pada suhu 92°C; Tahap II: amplifikasi PCR
dilakukan sebanyak 40 siklus reaksi, dengan
pemisahan utas DNA genom (denaturasi) pada
suhu 92°C selama 1 menit. Penempelan primer
(annealing) pada suhu 39°C selama 30 detik;
sintesis pada suhu 72°C selama 2 menit; dan
tahap III: Pasca amplifikasi pada suhu 72°C
selama 5 menit.

Analisis DNA pada Agarose gel
electrophoresis

Fragmen DNA hasil amplifikasi untuk
setiap primer diambil sebanyak 8 pl dan
ditambah dengan 2 pl larutan penanda (0,25%
Bromophenol Blue dan 40% (w/v) Sukrosa)
kemudian dipisahkan dengan elektroforesis
pada gel agarosa 1.5% dengan menggunakan
buffer TBE 1X dan dilanjutkan dengan
pewarnaan melalui perendaman gel agarosa
dalam larutan etidium bromida 0.5 pg/ml
selama 30 menit dan dibilas dengan H,O
selama 30 menit. Pita DNA hasil amplifikasi
diamati di atas transiluminator UV dan
dilanjutkan dengan pemotretan menggunakan
alat Gel UV dokumentasi.

Analisis Data Hasil RAPD

Pita polimorfik masing-masing sampel
DNA diamati untuk menentukan adanya per-
bedaan isolat. Setiap posisi pita DNA diubah ke
dalam bentuk data biner dengan memberi nilai
1 jika ada pita dan O jika tidak ada pita. Data
biner ini selanjutnya diolah dengan mengguna-
kan program komputer Numerical Taxonomy
and Multivariate Analysis System (NTSys) versi
2.02. Berdasarkan nilai kesamaan genetik
tersebut dilakukan analisis pengelompokan
(cluster  analysis) menggunakan metode
unweight  pair  group method avarage
(UPGMA). Hasil analisis pengelompokan
tersebut berupa dendogram kesamaan genetik
yang menunjukkan hubungan kesamaan antar
isolat.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Amplikasi DNA Trichoderma spp dengan
OPA-02 dan OPA-05

Hasil amplifikasi DNA Trichoderma spp
dengan primer OPA-02 dan OPA-05 dapat
dilihat pada Gambar 1.

Dari Gambar 1 Profil pita DNA 15 isolat
Trichoderma spp. amplifikasi dengan PCR
menggunakan primer OPA-02 (A) dan OPA-05
(B), M: Marker 1 kb DNA ladder. P1, P4, P6,
P7: isolat yang berasal dari kabupaten Padang
Pariaman, T1, T3, T4, T9, T11, T12: isolat
yang berasal dari kabupaten Tanah Datar, S2,
S6, S9, S10, S11: isolat yang berasal dari
kabupaten Solo, dapat dilihat perbedaan jumlah
pita yang dihasilkan oleh kedua primer, primer
OPA-02 menghasilkan pita lebih banyak di-
banding dengan primer OPA-05.

Analisis Data Hasil RAPD

Hasil analisis keragaman genetik dari 15
isolat Trichoderma spp berdasarkan Amplifi-
kasi PCR menggunakan primer OPA-02 dapat
dilihat pada dendogram (Ganbar 2).

PEMBAHASAN

Hasil analisis keragaman genetik dari 15
isolat Trichoderma spp berdasarkan Amplifi-
kasi PCR menggunakan primer OPA-02 dapat
dilihat pada dendogram (Gambar 2), Bila
dendrogram ini dipotong pada koefisien 1,45%,
maka lima belas isolat ini terpisah menjadi 4
kelompok yang terdiri dari 14 genotip. Hal ini
menunjukkan bahwa ada keragaman genetik
yang tinggi dari isolat Trichoderma spp.
Tingginya keragaman genetik isolat
Trichoderma spp disebabkan perbedaan daerah
dan hamparan pengambilan sampel. Menurut
Donald (1997), keragaman genetik yang tinggi
dari suatu populasi dapat terjadi karena adanya
mutasi, rekombinasi gen, reproduksi seksual
dan paraseksual, faktor seleksi, dan migrasi gen
dari suatu tempat ketempat lain.

Pada Gambar 2 dapat dilihat bahwa pada
tingkat kesamaan genetik 1,45%, 15 isolat
Trichoderma spp membentuk 4 kelompok.
Kelompok A terdiri dari isolat P1, P6, P7, T4,
T3, S2, S6, S9, P4, S11, dan T11. Kelompok B
terdiri dari isolat T1 dan T9. Kelompok C
terdiri dari isolat T12 dan kelompok D terdiri
dari isolat S10.
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Gambar 1. Profil Pita DNA 15 isolat Trichoderma spp. Amplifikasi dengan PCR
Menggunakan Primer OPA-02 (A) dan OPA-05 (B)
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Gambar 2. Dendogram Kesamaan Genetik 15 Isolat Trichoderma spp dengan
Menggunakan Primer OPA-02.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

- Isolat Trichoderma spp yang diamplifikasi
menggunakan PCR dengan primer OPA-02
dan OPA-05 memiliki keragaman genetik
yang tinggi.

- Isolat yang berasal dari daerah yang sama
tidak selalu memiliki profil genetik yang

sama.

- Isolat T1, S6 dan S10 merupakan isolat
yang efektif menekan Fusarium oxysforum
f.sp. cubence namun tidak memiliki profil
genetik yang sama.

Saran

Perlu dilakukan identifikasi sampai tingkat
spesies terhadap semua isolat yang diuji
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