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ABSTRAK
IDENTIFIKASI PATOGEN PENYAKIT AKAR PUTIH
PADA TANAMAN CENGKEH (Syzygium aromaticum L.)
DAN PENGENDALIAN SECARA HAYATI

Tanaman cengkeh (Syzygium aromaticum L.) merupakan tanaman
Jerkebunan yang memiliki nilai ekonomi cukup tinggi. Salah satu penyakit yang
nenyerang tanaman cengkeh di Desa Unggahan, Kecamatan Seririt, dan Desa
3usungbiu, Kecamatan Busungbiu, Kabupaten Buleleng adalah penyakit akar putih
yang pertama kali ditemukan pada tahun 2011. Tanaman cengkeh mati mendadak
Jengan gejala daun layu, kering dan gugur. Pada akar tanaman terdapat rizomorf
amur berwarna putih. Berbagai upaya dilakukan untuk mengendalikan dan
nencegah penyebaran patogen penyakit akar putih diantaranya eradikasi, kultur
eknis dan penggunaan fungisida kimia sintetis, tetapi tidak memberikan hasil yang
nemuaskan. Perlu dilakukan penelitian tentang spesies patogen penyakit akar putih
jan pengendalian dengan musuh alam dengan melibatkan mikroorganisme yang
Jersifat antagonis.

Isolasi patogen penyakit akar putih dari tanaman cengkeh sakit dilakukan
secara in vitro dilanjutkan uji patogenitas. Pengamatan akar cengkeh yang terinfeksi

patogen (kontrol) dengan metode mikroteknik tampak miselia patogen berwarna
putih menempel di permukaan jaringan epidermis akar dan masuk ke jaringan
kortek menuju jaringan empulur (pith) akar. Patogen diisolasi kembali untuk
identifikasi morfologi secara makroskopis dan mikroskopis serta identifikasi
molekuler dilanjutkan dengan analisis filogeni, sehingga didapat patogen penyakit
akar putih pada tanaman cengkeh yaitu Schizophyllum commune. Isolasi mikroba
antagonis dari rizosfer tanaman cengkeh dan duwet tanpa gejala penyakit,
mendapatkan 37 isolat jamur yang terdiri dari: 32 isolat Trichoderma spp., 3 isolat
Aspergillus spp., 1 isolat Penicillium sp. dan 1 isolat Fusarium sp. Isolat yang
memiliki daya hambat >80% dijadikan kandidat antagonis, sehingga mendapatkan
5 (lima) isolat Trichoderma spp. yaitu: isolat (BK2), (BD1), (MB1), (JB1) dan
(LC2).

Pengujian daya hambat 5 isolat kandidat antagonis terhadap luas koloni
patogen menunjukkan berbeda nyata pada taraf 5% (P<0,05) menggunakan RAL
secara in vitro dan Trichoderma sp. isolat JB1 paling kuat yaitu 90,11%.
Pertumbuhan tinggi bibit cengkeh, jumlah daun, berat basah akar, berat kering akar
dan populasi Trichoderma spp. menunjukkan berbeda sangat nyata terhadap kontrol
menggunakan RAK secara in vivo di rumah kaca, dianalisis secara kuantitatif
menggunakan Analysis of Varian (ANOVA). Nilai tertinggi diperoleh pada
perlakuan isolat JB1 serta penurunan intensitas penyakit mencapai 98,33%.
Identifikasi morfologi Trichoderma sp. isolat JB1 dilakukan secara makroskopis
dan mikroskopis. Identifikasi molekuler menggunakan daerah internal transcribed
spacer (ITS), dilanjutkan analisis filogeni, sehingga didapat antagonis yaitu
Trichoderma asperellum. Berdasarkan pengamatan ultra struktur dengan teknik
SEM, hifa antagonis mendegradasi hifa patogen, sehingga strukturnya tidak utuh,
maka mekanisme pengendalian T. asperellum yaitu: antibiosis.

Kata kunci: identifikasi molekuler, penyakit akar putih, Schizopyllum commune,
Trichoderma asperellum, antibiosis.
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ABSTRACT
THE IDENTIFICATION OF WHITE ROOT DISEASE PATHOGEN
IN CLOVE PLANTS (Syzygium aromaticum L.)
AND THE BIOLOGICAL CONTROL

Clove plants (Syzygium aromaticum L.) is plantation crops that have fairly
high economic value. One of the diseases that attacks clove plants in Unggahan
Village, Seririt District, and Busungbiu Village, Busungbiu District, Buleleng was
white root disease which was first discovered in 2011. The clove plants suddenly died
with symptoms showing withered leaves, dry and fall. There were white rhizomorph
fungus on the roots of the plants. Various efforts were used to control and prevent the
spreading of the white root disease including eradication, technical cultures and the
use of synthetic chemical fungicides, but did not give a satisfactory result. It needed
research on the species of white root disease pathogens and the control with natural
enemies that involve microorganisms which were antagonistic to pathogens.

The isolation of the white root disease pathogen from the diseased clove plants
was done by in vitro followed by pathogenicity test. The observations of the clove’s
roots with pathogen-infected (control) using micro technique method showed white
mycelia pathogen attached on the surface of the root epidermal tissue and into the
cortical tissue towards the pith tissue (pith) of the clove plant’s root in the control
treatment. The pathogens were being re-isolated for the macroscopic and microscopic
morphological identification and molecular identification followed by the analysis of
phylogeny, resulting in getting the white root disease pathogens in clove plants which
was Schizophyllum commune. The antagonistic microbes isolation from the
rhizosphere of the cloves and duwet plants without symptoms of any diseases, earned
37 fungal isolates consisting of: 32 isolates of Trichoderma spp., 3 isolates of
Aspergillus spp., 1 isolate of Penicillium sp. and 1 isolate of Fusarium sp. The isolates
that have >80% inhibitory were used as antagonist candidates, so getting 5 (five)
isolates of Trichoderma spp. namely: isolates (BK2), (BD1), (MB1), (JB1) and (LC2).

The inhibitory testing of 5 isolates antagonistic candidates against the
extensive colonies of the pathogens showed significantly different on the 5% extent
(P<0.05) using RAL in in vitro way, and the Trichoderma sp. JB1 isolate showed the
strongest, that was 90,11%. The high growth of clove seeds, leaves number; wet
weight of roots, dry weight of roots and the population of Trichoderma spp. showed
significantly different with the control using RAK in in vivo way in greenhouses,
quantitatively analyzed using the Analysis of Varian (ANOVA). The highest score was
obtained on the treatment of JB1 isolate and the reduction in the intensity of the
disease reached 98.33%. The morphological identification of Trichoderma sp. JB1
isolates was conducted macroscopically and microscopically. The molecular
identification based on using the internal transcribed spacer (ITS) part, continued by
analysis of phylogeny, thus obtained an antagonist which was Trichoderma
asperellum. Based on the ultra structure observation with SEM techniques, the
antagonist hyphae destructed the hyphae of pathogens, so that the shape of the hyphae
of pathogens was incomplete, that, the control mechanism of T. asperellum was
antibiosis.

Key words: molecular identification, white root disease, Schizophyllum commune,
Trichoderma asperellum, antibiosis.



RINGKASAN
IDENTIFIKASI PATOGEN PENYAKIT AKAR PUTIH
PADA TANAMAN CENGKEH (Syzygium aromaticum L.)
DAN PENGENDALIAN SECARA HAYATI

Tanaman cengkeh (Syzygium aromaticum L.) merupakan salah satu jenis
tanaman perkebunan yang memiliki nilai ekonomi cukup tinggi. Salah satu penyakit
yang menyerang tanaman cengkeh adalah penyakit akar putih yang menyebabkan
tanaman cengkeh mati mendadak dengan gejala menyerupai gejala penyakit layu
pada tanaman mente dan tanaman karet yang disebabkan oleh jamur akar putih.
Luas tanaman cengkeh yang terserang patogen penyakit akar putih hingga bulan
Juli 2013 yaitu 1.413,03 ha di Kabupaten Buleleng dan serangan patogen penyakit
akar putih pada tanaman cengkeh terus meluas di seluruh Kabupaten di Bali (Dinas
Perkebunan Provinsi Bali, 2013). Hasil survei pendahuluan yang dilakukan penulis
tanggal 22 Maret sampai 5 Mei 2013 di kebun cengkeh petani di Subak Abian
“Werdhi Amertha” Desa Unggahan Kecamatan Seririt dan Desa Busungbiu,
Kecamatan Busungbiu ditemukan tanaman cengkeh yang terserang patogen
penyakit akar putih dengan persentase serangan di atas 50% dengan katagori
serangan ringan, sedang dan berat dari 50 tanaman populasi yang diamati, mengacu
pada skor intensitas serangan jamur akar putih pada tanaman karet oleh Hutagaol
dan Melin (2005) serta tanaman mente oleh Tombe (2008). Penyakit akar putih
pertama kali ditemukan pada tanaman cengkeh di Desa Unggahan, Kecamatan
Seririt, Kabupaten Buleleng pada bulan April 2011, tetapi belum diketahui spesies
patogen tersebut.

Pengendalian dan pencegahan penyakit akar putih pada tanaman cengkeh
telah dilakukan dengan berbagai upaya, diantaranya penggunaan bibit sehat,
eradikasi, kultur teknis dan pemberian fungisida kimia sintetis, tetapi tidak
memberikan hasil yang memuaskan. Penggunaan pestisida kimia sintetis secara
terus menerus dapat menimbulkan efek samping berupa pencemaran lingkungan
dan berbahaya bagi manusia. Alternatif lain untuk mengendalikan penyakit akar
putih pada tanaman cengkeh adalah dengan memanfaatkan mikroba agensia
pengendali hayati. Pengendalian dengan agensia hayati dilaporkan cukup efektif,
namun belum ada yang melaporkan spesies mikroba antagonis sebagai agensia
pengendali hayati untuk patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh.

Tujuan dari penelitian ini yaitu: 1) untuk menentukan spesies jamur patogen
penyakit akar putih pada tanaman cengkeh di Kabupaten Buleleng, 2) untuk
mengetahui jamur antagonis yang diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh dan
tanaman duwet tanpa gejala penyakit yang dapat menghambat pertumbuhan
patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh, 3) untuk mengetahui spesies
jamur antagonis yang memiliki daya hambat terbaik (>80%) terhadap patogen
penyakit akar putih pada tanaman cengkeh dan 4) untuk mengetahui mekanisme
kerja jamur antagonis dalam menghambat pertumbuhan patogen penyakit akar putih
pada tanaman cengkeh.

Tanaman cengkeh yang menunjukkan gejala penyakit akar putih, bagian
akar yang terinfeksi patogen diambil sebagai sampel untuk diisolasi di
laboratorium. Pengujian patogenitas jamur patogen penyakit akar putih dilakukan
pada bibit cengkeh dalam polybag di rumah kaca. Bibit cengkeh yang menunjukkan
gejala penyakit akar putih pada uji patogenitas dibandingkan dengan gejala



penyakit akar putih pada tanaman cengkeh di lapangan, bila menunjukkan gejala
yang sama berarti patogen yang diisolasi pada tanaman cengkeh bergejala sakit di
lapangan itu sebagai penyebabnya. Jamur patogen sebagai penyebab penyakit akar
putih pada uji patogenitas, diisolasi kembali pada media PDA dan diberi nama
isolat SK (isolat Seririt Koleksi). Pengamatan akar cengkeh yang terinfeksi patogen
penyakit akar putih dilakukan dengan melakukan pencabutan bibit cengkeh dalam
polybag pada percobaan di rumah kaca dan dilanjutkan dengan penentuan intensitas
serangan penyakit. Mekanisme serangan jamur patogen pada akar bibit cengkeh
yang terinfeksi patogen jamur akar putih dilakukan dengan metode mikroteknik dan
pengamatan dengan mikroskop. Hasil pengamatan dengan metode mikroteknik
menunjukkan bahwa miselia patogen berwarna putih menempel di permukaan
jaringan epidermis akar dan masuk ke jaringan kortek menuju jaringan empulur
(pith) akar bibit cengkeh yang diberi perlakuan patogen jamur akar putih.

Identifikasi morfologi jamur patogen penyakit akar putih pada tanaman
cengkeh isolat SK dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis menggunakan
mikroskop. Identifikasi molekuler dilakukan melalui analisis rDNA pada daerah
Internal Transkript Spacer (ITS) dengan menggunakan 2 primer yaitu primer ITS 5
(F: 5°- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG- 3’) dan primer ITS 4 (R: 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC- 37), yang kemudian dilanjutkan dengan analisis
filogeni. Berdasarkan identifikasi makroskopis dan mikroskopis serta identifikasi
molekuler dari patogen penyakit akar putih isolat SK menunjukkan jamur
Schizophyllum commune dengan kesamaan identitas (similaritas) 99%.

Penelitian untuk mengisolasi jamur antagonis dilakukan di laboratorium
Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Udayana. Sampel jamur
antagonis didapat dari tanah rizosfer tanaman cengkeh (Syzygium aromaticum L.)
dan tanaman duwet (Syzygium cumini L.) tanpa gejala penyakit akar putih yang ada
di delapan Kabupaten di Bali dan di areal perkebunan pusat penelitian LIPI di Desa
Sampora, Kecamatan Cibinong, Kabupaten Cibinong, Provinsi Jawa Barat.
Pengujian daya hambat isolat antagonis terhadap luas koloni patogen isolat SK
dilakukan dengan metode dua kultur (dual culture method), diinkubasi selama 5
hari pada suhu 28°C, sehingga didapat 37 isolat jamur yang memiliki daya hambat
>60% yang terdiri dari 32 isolat Trichoderma spp. meliputi: (26 isolat yang
diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh dan 6 isolat yang diisolasi dari rizosfer
tanaman duwet); 3 isolat Aspergillus spp. yang meliputi: (1 isolat yang diisolasi dari
rizosfer tanaman cengkeh dan 2 isolat yang diisolasi dari rizosfer tanaman duwet);
1 isolat Penicillium sp. yang diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh serta 1 isolat
Fusarium sp. yag diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh. Isolat antagonis yang
memiliki daya hambat besar (>80%) terhadap luas koloni jamur patogen didapat 5
(lima) isolat yang dijadikan kandidat jamur antagonis yaitu: isolat BK2 yang
diisolasi dari rizosfer tanaman duwet di Desa Ungasan, Kecamatan Kuta Selatan,
Kabupaten Badung; isolat BD1 yang diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh di
Desa Pelaga, Kecamatan Petang, Kabupaten Badung; isolat MB1 yang diisolasi dari
rizosfer tanaman cengkeh di Desa Munduk, Kecamatan Banjar, Kabupaten
Buleleng; isolat JB1 yang diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh di Desa Umejero,
Kecamatan Busungbiu, Kabupaten Buleleng dan isolat LC2 yang diisolasi dari
rizosfer tanaman duwet di perkebunan pusat penelitian LIPI di Desa Sampora,
Kecamatan Cibinong, Kabupaten Cibinong. Identifikasi morfologi secara
makroskopis dan mikroskopis dari 5 (lima) isolat yang berpotensi sebagai kandidat
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antagonis terhadap jamur patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh
dengan daya hambat >80% adalah jamur Trichoderma spp. Isolat antagonis ini
belum diidentifikasi secara molekuler sampai tingkat spesies, maka untuk
penamaan awal diberi nama Trichoderma sp. isolat (BK2, BD1, MB1, JB1 dan
LC2).

Pengujian daya hambat kelima kandidat antagonis isolat Trichoderma spp.
terhadap luas koloni jamur patogen isolat SK secara in vitro dilaksanakan di
laboratorium Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Udayana.
Percobaan ini dirancang dengan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL)
dengan 4 kali ulangan. Berdasarkan hasil analisis statistika yang dilanjutkan dengan
uji beda nyata terkecil (BNT) pada taraf 5% menunjukkan daya hambat terhadap
luas koloni patogen isolat SK oleh masing-masing isolat kandidat jamur antagonis
yaitu: JB1 = 90,11%; BD1 = 89,59%; BK2 = 88,28%; LC2 = 88,02% dan MBL1 =
86,98%.

Pengujian secara in vivo dilakukan di rumah kaca dari bulan April 2015
sampai Januari 2016 dengan mengaplikasikan kelima Trichoderma spp. kandidat
antagonis yang telah dibiakan pada media jagung dan dedak, kemudian
dicampurkan dengan media kompos, sehingga menjadi kompos Trichoderma sp.
Jamur kandidat antagonis yang sudah dicampur dengan media kompos (kompos
Trichoderma sp.) masing-masing diaplikasikan ke media tanah pada bibit cengkeh
dalam polybag di rumah kaca dan 7 hari kemudian diinfeksikan jamur patogen
isolat SK pada pangkal akar bibit cengkeh yang telah dilukai dengan pisau di
masing-masing perlakuan. Percobaan ini dilaksanakan di rumah kaca yang
dirancang dengan menggunakan rancangan acak kelompok (RAK) yang terdiri atas
perlakuan 5 (lima) isolat Trichoderma spp kandidat antagonis dan perlakuan jamur
patogen S. commune isolat SK tanpa perlakuan antagonis (kontrol). Setiap
perlakuan diulang sebanyak 4 kali dan masing-masing unit perlakuan terdiri dari 30
bibit cengkeh, sehingga membutuhkan 6x4x30 bibit cengkeh = 720 bibit cengkeh.
Pengamatan dilakukan untuk mengetahui pengaruh kelima isolat Trichoderma spp.
terhadap bibit cengkeh yang dibandingkan dengan perlakuan kontrol di rumah kaca
yang meliputi: pertumbuhan bibit cengkeh (berupa tinggi, jumlah daun, berat basah
akar, berat kering akar), penurunan intensitas serangan penyakit dan populasi
antagonis Trichoderma spp.

Berdasarkan hasil analisis statistika yang dilanjutkan dengan uji beda nyata
terkecil (BNT) pada taraf 5%, variabel daya hambat, tinggi bibit cengkeh, jumlah
daun, berat basah akar, berat kering akar, intensitas serangan penyakit dan populasi
koloni Trichoderma spp. menunjukkan berbeda sangat nyata pada taraf 5%
(P<0,05) terhadap perlakuan kontrol. Pengujian Trichoderma sp. isolat JB1
mampu menghambat pertumbuhan luas koloni jamur patogen S. commune sebesar
90,11% dan melebihi kemampuan antagonis isolat Trichoderma sp. pada perlakuan
lainya secara in vitro. Perlakuan Trichoderma sp. isolat JB1 menunjukkan berbeda
sangat nyata (P<0,05) pada peningkatan tinggi dan jumlah daun bibit cengkeh
berturut-turut mencapai rata-rata 113,75 cm dan daun sebanyak 105,75 helai
terhadap perlakuan kontrol yang tingginya hanya mencapai 74,19 cm serta banyak
daun hanya mencapai 57,58 helai pada pengamatan 111 saat 180 hari setelah infeksi
patogen (HSIP).

Pengamatan intensitas serangan penyakit dilakukan dengan cara mencabut
10 bibit cengkeh pada masing-masing unit perlakuan setiap 60 HSIP. Perlakuan
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Trichoderma sp. isolat JB1 tidak menunjukkan kerusakan akar, sedangkan
perlakuan kontrol menunjukkan tingkat kerusakan akar yang terus meningkat dari
pengamatan | (60 HSIP), Il (120 HSIP) sampai Il (180 HSIP) hingga tingkat
intensitas serangan mencapai 98,33 % (katagori kerusakan akar berat dengan skor
3). Hasil penelitian berat basah akar bibit cengkeh pada perlakuan yang
diinfeksikan patogen isolat SK dan diaplikasikan Trichoderma spp. dari masing-
masing isolat menunjukkan peningkatan secara drastis dan perlakuan Trichoderma
sp. isolat JB1 peningkatannya paling tajam yaitu 11,90 g. Bibit cengkeh yang
diinfeksikan jamur patogen isolat SK tanpa diaplikasikan Trichoderma spp.
(kontrol) hanya menghasilkan berat basah akar 7,95 g saat pengamatan Il (180
HSIP). Hal serupa juga terjadi pada berat kering akar bibit cengkeh perlakuan yang
diaplikasikan Trichoderma sp. isolat JB1 adalah 8,84 g dan bibit cengkeh yang
hanya diinfeksikan jamur patogen isolat SK tanpa diaplikasikan Trichoderma spp.
didapat berat kering akar yaitu 5,97 g saat pengamatan Il (180 HSIP). Populasi
Trichoderma spp. dalam tanah rizosfer bibit cengkeh di polybag masing-masing
perlakuan menunjukkan tren peningkatan pada setiap pengamatan dan perlakuan
Trichoderma sp. isolat JB1 (117,75 koloni) dan tidak berbeda nyata pada taraf 5%
(P>0,05) dengan perlakuan Trichoderma sp. isolat BD1 (119,75 koloni) pada saat
pengamatan I11 (180 HSIP).

Trichoderma spp. kandidat antagonis yang memiliki daya antagonis terbaik
sebagai agensia hayati dalam pengendalian penyakit akar putih pada bibit cengkeh
di rumah kaca yaitu isolat JB1. Mekanisme pengendalian antagonis Trichoderma
sp. isolat JB1 yaitu antibiosis yang diduga menghasilkan enzim selulase, kitinase
dan proteinase untuk melisis miselium jamur patogen. Mekanisme penghambatan
Trichoderma sp. isolat JB1 terhadap S. commune diamati melalui ultra struktur
yang diambil dari mikroskop elektron dengan teknik SEM, hifa jamur antagonis
mendegradasi hifa jamur patogen, sehingga struktur hifa patogen rusak (tidak utuh).
Identifikasi secara molekuler dari jamur antagonis yang terbaik yaitu Trichoderma
sp. isolat JB1 dilakukan melalui analisis rDNA dengan menggunakan primer
Internal Transkript ~ Spacer  vyaitu primer ITS 5 (F: 5-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG- 3’) dan primer ITS 4 (R: 5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC- 37), yang kemudian dilanjutkan dengan analisis
filogeni. Berdasarkan identifikasi makroskopis dan mikroskopis serta identifikasi
molekuler antagonis Trichoderma sp. isolat JB1 menunjukkan Trichoderma
asperellum dengan kesamaan identitas (similaritas) 99%.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Tanaman cengkeh (Syzygium aromaticum L.) dari famili Myrtaceae
merupakan salah satu tanaman perkebunan penghasil rempah-rempah yang telah
digunakan sebagai obat tradisional, bahan anastetik dalam dunia kedokteran dan
banyak dimanfaatkan sebagai bahan baku dalam farmasi. Pandey dan Singh,
(2011), melaporkan bahwa bunga cengkeh dapat digunakan sebagai obat sakit
perut dan obat sakit gigi. Cengkeh juga sebagai penghasil minyak atsiri yang
digunakan untuk bahan baku industri farmasi maupun industri makanan,
kosmetik, parfum, serta penghasil eugenol untuk mengendalikan hama dan
penyakit pada tanaman (Phutut, et al., 2013). Pemanfaatan bunga cengkeh
menjadi semakin banyak, yaitu sebagai antibakteri, antijamur dan bahan anastetik
(Akirotimi et al., 2013).

Bunga cengkeh dimanfaatkan sebagian besar sebagai bahan baku pada
industri rokok kretek (Yuliani dan Satuhu, 2012). Cengkeh sebagai bahan baku
dalam pembuatan rokok kretek mempunyai peranan cukup penting dalam
menunjang upaya peningkatan pendapatan Negara, karena memberikan kontribusi
berupa cukai rokok yang rata-rata 98% dari penerimaan total cukai (Siregar dan
Suhendi, 2006). Cengkeh yang memiliki banyak manfaat, menyebabkan cengkeh
itu menjadi salah satu komoditas perdagangan dunia yang sangat dibutuhkan,
sehingga cengkeh memiliki nilai ekonomi cukup tinggi (Direktorat Jenderal

Perkebunan, 2012).



Cengkeh juga mempunyai nilai ekonomi cukup tinggi dalam komoditas
perkebunan di Bali. Berdasarkan laporan dari Dinas Perkebunan Provinsi Bali
(2014), bahwa bunga cengkeh kering yang memiliki kadar air 10-14% di pasaran
harganya Rp 56.000/kg pada tahun 2010 dan harganya terus merangkak naik
hingga mencapai Rp 100.000/kg sejak bulan Mei 2011. Pada bulan April 2016
bunga cengkeh kering harganya berkisar Rp 100.000 sampai Rp 120.000/kg
(Nerda, 2016). Harga bunga cengkeh yang cukup tinggi di pasaran,
menyebabkan petani cengkeh di Bali semakin bergairah memelihara kebun
cengkeh dengan harapan produksinya dapat meningkat setiap musim panen.
Kondisi yang menguntungkan petani seperti ini tidak berlangsung lama, karena
secara tiba-tiba tanaman cengkehnya terserang patogen menyerupai jamur
dengan gejala berupa daun tanaman layu, mengering dan akhirnya gugur. Pada
bagian akar kelihatan benang-benang jamur (rizomorf) berwarna putih yang
menyerupai jamur akar putih penyebab penyakit akar putih pada tanaman mente.

Petani cengkeh di Desa Unggahan, Kecamatan Seririt dan Desa
Busungbiu, Kecamatan Busungbiu, Kabupaten Buleleng, Provinsi Bali merasa
resah karena ribuan tanaman cengkeh yang masih produktif mengalami kematian
secara tiba-tiba akibat serangan patogen penyakit akar putih pada tahun 2012.
Sejumlah petani di Desa Unggahan, Kecamatan Seririt, Kabupaten Buleleng
melaporkan ke Dinas Perkebunan Kabupaten Buleleng dan Fakultas Pertanian
Universitas Udayana, bahwa sekitar 986 ha (1 ha = 200 tanaman cengkeh), bila
dikonversi menjadi 197.200 tanaman cengkeh di daerahnya mati karena penyakit

akar putih (Partayasa, 2011).



Dinas Perkebunan Provinsi Bali (2013), melaporkan bahwa patogen
penyakit akar putih yang menyerupai jamur akar putih, yang menyerang
tanaman cengkeh di Bali mulai ditemukan pada bulan April 2011, namun belum
diketahui spesies dari patogen penyakit akar putih tersebut. Lebih lanjut Dinas
Perkebunan Provinsi Bali (2013) melaporkan luas tanaman cengkeh yang
terserang penyakit akar putih di Kabupaten Buleleng hingga bulan Juli 2013
yaitu 1.413,03 ha (1 ha dikonversi 200 tanaman = 282.606 tanaman) dengan
katagori, serangan ringan, sedang dan berat. Luas areal tanaman cengkeh di
Kabupaten Buleleng pada tahun 2014 adalah 7.752 ha, dari luas areal tanaman
cengkeh di Bali yaitu 15.419 ha (Dinas Perkebunan Provinsi Bali, 2014).

Survei pendahuluan dilakukan penulis tanggal 22 Maret sampai 5 Mei
2013 di kebun cengkeh petani yang terletak di Subak Abian “Werdhi Amertha”
Desa Unggahan, Kecamatan Seririt, Kabupaten Buleleng. Tanaman cengkeh
yang terserang penyakit akar putih ditemukan dengan persentase serangan di
atas 50% dengan katagori serangan ringan, sedang dan berat dari 50 tanaman
cengkeh populasi yang diamati. Katagori serangan patogen pada tanaman
cengkeh ini mengacu pada skor intensitas serangan jamur akar putih pada
tanaman karet oleh Hutagaol dan Melin (2005) serta skor intensitas serangan
jamur akar putih pada tanaman mente oleh Tombe (2008).

Laporan dari Penyuluh Pertanian Lapangan (PPL) dan informasi dari
beberapa petani di Kecamatan Seririt, Kabupaten Buleleng, bahwa tanaman
cengkeh yang mati kebanyakan tanaman yang akan berbunga pada musim
panen. Tanaman cengkeh yang masih kecil juga banyak ditemukan sudah

terserang penyakit akar putih, bahkan ada yang sudah mati. Gejala yang



ditunjukkan yaitu daun cengkeh layu mendadak, kemudian mengering dan daun
gugur. Pada akar tanaman cengkeh sakit tampak benang-benang jamur berwarna
putih agak tebal (rizomorf) menjalar, sehingga akar tanaman cengkeh menjadi
busuk dan berwarna hitam. Batang tanaman mengering dan akhirnya tanaman
cengkeh mati.

Berbagai upaya telah dilakukan oleh petani untuk mengendalikan dan
mencegah penyebaran patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh,
diantaranya penggunaan bibit sehat, eradikasi, sanitasi lingkungan dan
pemberian fungisida kimia sintetis, tetapi tidak memberikan hasil yang
memuaskan. Membersihkan sumber infeksi secara biologis dapat dilakukan
dengan memanfaatkan mikroba dalam tanah yang bersifat saprofit untuk
mempercepat penghancuran tunggul atau sisa tanaman yang telah mati.

Pengendalian patogen penyebab penyakit akar putih pada tanaman
cengkeh oleh petani di Desa Unggahan, Kecamatan Seririt dan Desa Busungbiu,
Kecamatan Busungbiu, Kabupaten Buleleng dilakukan dengan pemberian
fungisida kimia sintetis seperti: Dithane M-45 80 WP., karena dianggap lebih
praktis. Pemberian fungisida kimia sintetis yang terus menerus dapat
meninggalkan residu yang meracuni manusia maupun ternak dan memunculkan
populasi patogen yang lebih resisten, terganggunya organisme yang berguna
serta mencemari lingkungan (Brimer dan Boland, 2003). Penggunaan agensia
hayati yang bersifat antagonis terhadap mikroba yang bersifat patogen dan
pemanfaatan biofungisida sebagai alternatif untuk mengurangi penggunaan

fungisida kimia sintetis (Said, 2007).



Observasi yang dilakukan penulis menemukan ada upaya yang
dikembangkan oleh petani untuk menghindari serangan patogen penyakit akar
putih pada tanaman cengkeh. Upaya yang telah diterapkan petani, salah satunya
yaitu melakukan penyambungan bibit cengkeh dengan bibit duwet atau jamblang
(Syzygium cumini L.) sebagai batang bawah, namun bibit cengkeh yang
dihasilkan masih terbatas hanya untuk kebutuhan sendiri. Penggunaan bibit
duwet sebagai batang bawah, menimbulkan keinginan penulis untuk
mendapatkan mikroba yang bersifat antagonis dalam pengendalian hayati
terhadap patogen penyakit akar putih dari daerah perakaran (rizosfer) tanaman
duwet.

Mikroba antagonis sebagai agensia pengendali hayati yang mampu
menekan pertumbuhan jamur patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh,
kemungkinan terdapat di daerah perakaran (rizosfer) dari tanaman duwet. Oleh
karena itu pencarian mikroba sebagai agensia antagonis terhadap patogen
penyakit akar putih juga dilakukan di rizosfer tanaman duwet. Brimer dan
Boland, (2003) menyatakan bahwa mikroba yang didapat pada daerah perakaran
(rizosfer) tanaman sehat di sekitar tanaman bergejala sakit dapat digunakan
sebagai agensia hayati pengendali patogen tanaman, yang aman bagi lingkungan
dan organisme non target.

Beberapa keberhasilan pengendalian hayati sebagai salah satu cara
pengendalian penyakit yang disebabkan oleh jamur patogen pada tanaman dan
telah berkembang sebagai biofungisida, seperti pemanfaatan jamur yaitu
Trichoderma sp. Samingan (2014) melaporkan bahwa Trichoderma sp.

mempunyai peranan penting sebagai agensia biokontrol pada beberapa penyakit



tanaman pertanian dan perkebunan. Pendapat ini juga diperkuat oleh Gaigole et
al. (2011) yang menyatakan bahwa beberapa Trichoderma sp. telah ditemukan
efektif terhadap patogen tular tanah pada tanaman. Trichoderma sp. sangat
efektif untuk mengendalikan jamur patogen dan juga sebagai pengendalian
biologis terhadap patogen pada tanaman yang ramah lingkungan (Eziashi et al.,
2007).

Trichoderma sp. sebagai agensia hayati memiliki kemampuan dalam
kompetisi nutrisi, kompetisi ruang hidup dan menginduksi ketahanan tanaman
inang secara sistemik (Chet, 1993). Lebih lanjut Calvet et al. (1990) juga
melaporkan beberapa jenis Trichoderma sp. dapat mengurangi insiden patogen
tular tanah pada kondisi alamiah. Lebih lanjut Soesanto (2009) menyebutkan
penggunaan mikroba antagonis sebagai agensia pengendali hayati merupakan
cara yang lebih murah dan aman terhadap lingkungan. Oleh karena itu perlu
dilakukan penelitian tentang spesies dari patogen penyebab penyakit akar putih
dan pengendalian dengan musuh alam yang melibatkan mikroba di dalam tanah
yang bersifat antagonis terhadap patogen penyakit akar putih pada tanaman
cengkeh.

Berdasarkan uraian tersebut di atas, maka penulis mengisolasi dan
mengidentifikasi patogen penyebab penyakit akar putih pada tanaman cengkeh
dan agensia hayati di lingkungan perakaran (rizosfer) tanaman cengkeh (S.
aromaticum L.) dan tanaman duwet (S. cumini L.). Jamur antagonis yang
ditemukan di rizosfer tanaman cengkeh dan tanaman duwet tanpa gejala penyakit
tersebut diharapkan dapat dimanfaatkan dalam pengendalian hayati patogen

penyakit akar putih pada tanaman cengkeh di lapangan.



1.2 Rumusan Masalah

Beberapa permasalahan yang dapat dirumuskan dalam penelitian ini,

diantaranya:

1. Jamur patogen apakah yang menyebabkan penyakit akar putih pada
tanaman cengkeh di Kabupaten Buleleng?

2. Jamur antagonis apa yang dapat diisolasi dari lingkungan rizosfer
tanaman cengkeh dan tanaman duwet tanpa gejala penyakit dapat
menghambat patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh?

3. Spesies jamur antagonis apakah yang memiliki daya hambat terbaik
terhadap pertumbuhan patogen penyakit akar putih pada tanaman
cengkeh?

4. Bagaimanakah mekanisme kerja jamur antagonis dalam menghambat

patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan umum

Untuk mengetahui patogen penyakit akar putih dan jamur antagonis yang
dapat menghambat pertumbuhan dan perkembangan patogen penyakit akar putih

pada tanaman cengkeh.

1.3.2 Tujuan khusus
1. Untuk menentukan spesies jamur patogen penyakit akar putih pada
tanaman cengkeh di Kabupaten Buleleng.
2. Untuk mendapatkan jamur antagonis yang diisolasi dari rizosfer tanaman

cengkeh dan tanaman duwet tanpa gejala penyakit.



3. Untuk mengetahui spesies jamur antagonis yang memiliki daya hambat
terbaik terhadap patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh.
4. Untuk mengetahui mekanisme kerja jamur antagonis dalam menghambat

patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat, baik secara
akademik maupun secara praktis, diantaranya:

1. Hasil penelitian ini secara akademik bisa menambah referensi tentang
patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh di Kabupaten
Buleleng. Identifikasi morfologi dan molekuler akan memberikan data
tentang spesies jamur patogen dan spesies jamur antagonis penyebab
penyakit akar putih pada tanaman cengkeh.

2. Memberikan fakta ilmiah sebagai referensi tentang potensi jamur
antagonis sebagai agensia hayati untuk mengendalikan patogen penyakit
akar putih pada tanaman cengkeh di Kabupaten Buleleng.

3. Bagi masyarakat khususnya para petani cengkeh dapat menggunakan
hasil penelitian ini sebagai salah satu alternatif dalam usaha

mengendalikan patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Deskripsi Tanaman Cengkeh

Cengkeh (Syzygium aromaticum L.) merupakan tanaman penghasil
rempah-rempah dan bahan baku untuk farmasi serta kosmetik, banyak ditanam di
perkebunan dan juga di pekarangan rumah (Puthut et al., 2013). Tanaman
cengkeh banyak ditanam di Kepulauan Maluku, sehingga dijuluki Kepulauan
rempah-rempah (Turner, 2004). Tanaman cengkeh banyak juga ditanam di
beberapa daerah di Indonesia termasuk juga di Bali. Tanaman cengkeh memiliki
batang pohon besar dan berkayu keras, tinggi tanaman dapat mencapai 20-30 m
dan tanaman cengkeh dapat hidup lebih dari seratus tahun (Lagousi, 2002).

Usaha budidaya tanaman cengkeh di Indonesia mayoritas dikelola oleh
perkebunan rakyat. Luas areal tanaman cengkeh di Indonesia tahun 2010 adalah
470.045 ha, yang sebagian besar dikelola oleh perkebunan rakyat, yaitu 461.406
ha (98,2%) dan 8.639 ha (1,8%) dikelola oleh perkebunan negara dan perkebunan
swasta (Direktorat Jenderal Perkebunan, 2012). Petani yang terlibat dalam usaha
budidaya cengkeh sekitar 1.073.203 KK (Arisena, 2009). Selanjutnya Direktorat
Jenderal Perkebunan, (2012) melaporkan bahwa produksi cengkeh secara nasional
tahun 2010 yaitu 110.807 ton, terdiri dari 108.866 ton (98,2%) dari perkebunan
rakyat serta 1.941 ton (1,8%) dari perkebunan yang dikelola negara dan swasta.

Produksi bunga cengkeh di Bali adalah 6.158,97 ton (2012); 3.849,73 ton
(2013) dan 2.804,48 ton (2014) dengan luas areal berturut-turut 15.554 ha; 15.456
ha dan 15.419 ha yang tersebar di delapan Kabupaten di Bali (Dinas Perkebunan

Provinsi Bali, 2014). Perkebunan cengkeh paling luas terdapat di Kabupaten

9
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Buleleng yaitu sekitar 7.752 ha (44,98%) yang tersebar di beberapa sentra
perkebunan milik petani yang terdapat disemua kecamatan, seperti: di Kecamatan
Busungbiu, Kecamatan Seririt, Kecamatan Banjar, Kecamatan Kubutambahan,
Kecamatan Tejakula, Kecamatan Sukasada, Kecamatan Sawan dan Kecamatan
Buleleng (Dinas Perkebunan Provinsi Bali, 2014).

Menurut Tjitrosupomo (2000), cengkeh memiliki sinonim yang binomial
yaitu Eugenia aromatica. Selanjutnya Chaeieb et al. (2007), melaporkan bahwa

tanaman cengkeh dapat diklasifikasikan yaitu:

Kingdom :  Plantae

Sub kingdom . Tracheobionta

Super divisio : Spermatophyta

Divisio : Magnoliophyta

Klas :  Magnoliopsida

Sub klas : Rosidae

Ordo : Myrtales

Famili : Myrtaceae

Genus . Syzygium

Spesies . Syzygium aromaticum (L.) Merr.

Tanaman cengkeh dapat tumbuh di dataran rendah sampai di ketinggian
1.500 m di atas permukaan laut (dpl) (Yuliani dan Satuhu, 2012). Semakin tinggi
tempat, pertumbuhan tanaman cengkeh semakin subur tetapi produksi bunga
semakin sedikit (Ruhnayat dan Wahyudi, 2012). Pembungaan pada tanaman

cengkeh optimal pada ketinggian tempat berkisar 600-900 m dpl dan mulai



11

berbunga pada umur 4-7 tahun (Muljana, 2007). Tanaman cengkeh (S.

aromaticum L.) disajikan pada Gambar 2.1.

Gambar 2.1
Tanaman cengkeh (Syzygium aromaticum L.)

Faktor lingkungan yang berpengaruh terhadap tanaman cengkeh antara
lain adalah iklim, tinggi tempat dan jenis tanah (Muljana, 2007). Kemasaman
(pH) tanah yang optimum berkisar antara 5,5-6,5 dan temperatur optimum 22-
29°C tetapi masih bisa tumbuh pada temperatur 21-35°C (Suhaeni, 2007). Curah
hujan yang optimal untuk pertumbuhan tanaman cengkeh adalah 1.500-4.500
mm/tahun (Yuliani dan Satuhu, 2012). Intensitas penyinaran 60-61% serta tidak
ada angin kencang sepanjang tahun (Ruhnayat dan Wahyudi, 2012).
Meningkatkan kemampuan tanaman cengkeh untuk beradaptasi dengan
lingkungan diperlukan rekayasa lingkungan tumbuh yang sesuai (Muljana, 2007).
Kemampuan beradaptasi tanaman cengkeh terhadap lingkungan akan berdampak

positif terhadap produksi. Lebih lanjut Muljana (2007) menyatakan rekayasa
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lingkungan dapat dilakukan diantaranya melalui pemupukan dan pemanfaatan

mikroba dalam tanah.

2.2 Penyakit Akar Putih

Penyakit akar putih ditemukan pertama kali oleh Ridley pada tanaman
karet di Singapura pada tahun 1904 dan di Srilangka pada tahun 1905. Penyakit
akar putih juga ditemukan di kebun tanaman karet di India Selatan, Pantai Gading
dan Zaire, bahkan dilaporkan sudah menyebar ke seluruh perkebunan tanaman
karet di Asia Tenggara (Johnston, 1989). Penyakit akar putih pada tanaman karet
dan tanaman mente disebabkan oleh jamur akar putih (JAP) dengan nama ilmiah
Rigidoporus lignosus (Klotzsch) Imazeki atau Rigidoporus microporus (Swartz:
Fr.) (Arya dan Temaja, 1996). Patogen jamur akar putih (JAP) ini lebih dikenal
dengan Fomes lignosus (Klotzsch) (Semangun, 2000).

Penyakit akar putih yang disebabkan oleh jamur Rigidoporus lignosus
merupakan penyakit yang memiliki kisaran inang luas dan menyerang beberapa
jenis tanaman, seperti: tanaman karet, mente, teh, kopi, kakao, kelapa, kelapa
sawit, mangga, nangka, ubi kayu dan jati (Semangun, 2001). Penyakit akar putih
menimbulkan kerugian cukup besar pada tanaman karet di Thailand, Srilangka,
India Selatan, Afrika Barat, Afrika Tengah dan Afrika Timur (Kaewchai dan
Soytong, 2010). Lebih lanjut Kaewchai dan Soytong (2010) menyatakan kerugian
yang ditimbulkan akibat serangan penyakit akar putih pada tanaman karet lebih
besar dari serangan hama dan penyakit yang lain. Menurut Semangun (2001),
bahwa patogen penyakit akar putih menyebabkan kerusakan yang parah pada

tanaman karet yang masih muda dengan menyerang akar tunggang maupun akar
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lateral melalui kontak langsung, sehingga akar menjadi busuk dan menyebabkan
tanaman mudah rebah. Akar tanaman yang telah terinfeksi patogen ini akan
menjadi sumber infeksi baru dari patogen penyakit akar putih

Johnston (1989) melaporkan bahwa gejala penyakit yang disebabkan oleh
patogen dalam tanah dari jamur akar putih yaitu terbentuknya rizomorf berwarna
putih yang menjalar sepanjang akar. Miselia dari rizomorf tersebut menempel kuat
pada akar tanaman sehinggasulit dilepas (Munarni dan Widjajanti, 2011).
Pendapat ini juga dipertegas oleh Manurung et al. (2015), bahwa akar tanaman
yang terinfeksi patogen jamur akar putih terlihat adanya miselia jamur yang
berbentuk benang berwarna putih menempel kuat dan sulit dilepaskan dari akar
tanaman. Penyakt jamur akar putih (JAP) ini dapat menyerang tanaman masih
muda, umur 3-4 tahun sampai tanaman menghasilkan atau produktif. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Chatarina (2012) bahwa patogen penyakit jamur akar
putih (JAP) dapat menyerang tanaman mulai dari pembibitan sampai tanaman
dewasa.

Tanaman karet dan tanaman mente yang terserang jamur akar putih
menunjukkan gejala daun tanaman kelihatan memucat, berwarna kuning,
kemudian layu dengan tepi terlipat ke dalam, selanjutnya daun gugur dan ujung
rantingnya mati, tanaman akan mati dalam waktu 6 sampai 12 bulan (Neliyati et
al., 2015). Semangun (2008) juga melaporkan pada tanaman karet yang terinfeksi
patogen jamur akar putih menunjukkan gejala daun gugur yang disertai dengan
matinya ranting-ranting tanaman. Tanaman karet yang terserang jamur akar putih
akan tumbuh daun muda atau bunga dan buah lebih awal (Manurung et al., 2015).

Hal ini juga didukung oleh pendapat Hutagaol dan Melin (2005), bahwa tanaman
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dewasa yang sakit, kadang-kadang membentuk bunga sebelum waktunya, namun
tidak maksimal dan beberapa hari kemudian tanaman layu. Patogen jamur akar
putih penyebab penyakit akar putih pada tanaman perkebunan seperti: tanaman
mente, tanaman karet dan tanaman kelapa sawit telah banyak diteliti, tetapi
patogen penyebab penyakit akar putih pada tanaman cengkeh tidak ada

dilaporkan.

2.3 Penyakit Akar Putih pada Tanaman Cengkeh

Salah satu jenis penyakit yang menyebabkan kematian pada tanaman
cengkeh adalah penyakit akar putih. Adanya serangan patogen penyakit akar putih
pada tanaman cengkeh oleh jamur patogen mempunyai arti ekonomi yang sangat
penting, karena dapat menurunkan produksi cengkeh, bahkan menyebabkan
tanaman cengkeh mati, sehingga sangat merugikan petani. Kerugian akibat
serangan patogen jamur akar putih juga dialami oleh petani cengkeh di Kabupaten
Buleleng, Provinsi Bali. Penyakit akar putih pada tanaman cengkeh
mengakibatkan kerugian ekonomi, tidak hanya disebabkan kehilangan produksi
akibat kerusakan tanaman tetapi juga mahalnya biaya yang diperlukan dalam

pengendaliannya, karena jamur patogen ini berada dalam tanah.

2.3.1 Gejala penyakit akar putih pada tanaman cengkeh

Infeksi awal oleh jamur patogen penyakit akar putih pada tanaman
cengkeh sulit diketahui, karena patogen berada di dalam tanah (soil borne). Untuk
mengetahui keberadaan jamur patogen penyakit akar putih ini perlu dilakukan
pembukaan tanah di perakaran tanaman cengkeh. Berdasarkan hasil pengamatan

di lapangan dan percobaan pendahuluan yang dilakukan di rumah kaca, bahwa
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tanaman cengkeh yang terserang penyakit akar putih menunjukkan gejala
menyerupai gejala penyakit yang disebabkan oleh jamur akar putih (JAP) pada
tanaman karet dan tanaman mente.

Tanaman cengkeh yang terserang patogen penyakit akar putih di lapangan
menunjukkaan gejala berupa daun tanaman terlihat berwarna pucat dan kurang
mengkilap (kusam), daun layu, kering dan bagian tepi atau ujung daun melipat ke
dalam, akhirnya daun gugur. Tanaman cengkeh tampak hanya ranting yang
mengering dan akhirnya ranting mati. Pada akar tanaman cengkeh terlihat
rizomorf jamur berwarna putih menempel dari leher akar dan menjalar
longitudinal sepanjang akar.

Percobaan pendahuluan yang dilakukan pada bibit cengkeh umur 12 bulan
yang ditanam dalam polybag di rumah kaca menunjukkan gejala penyakit akar
putih berupa daun kurang mengkilap (kusam), daun berwarna kuning, kemudian
daun layu, kering dan bagian tepi atau ujung daun melipat ke dalam, akhirnya
daun gugur, sehingga tinggal ranting yang lambat laun menjadi kering. Bibit
cengkeh yang ditanam dalam polybag apabila dicabut, terlihat rizomorf jamur
berwarna putih menempel dengan kuat dan menjalar longitudinal pada akar
serabut. Akar serabut bibit cengkeh yang terinfeksi jamur patogen akan berubah
warnanya menjadi hitam, akar menjadi lunak dan akhirnya membusuk. Bibit
cengkeh juga terlihat membentuk akar serabut baru sebagai pengganti akar yang

telah mati dan lapuk.

2.3.2 Penularan jamur akar putih
Penularan jamur akar putih (JAP) terjadi karena adanya kontak akar

tanaman sakit dengan akar tanaman sehat dan sisa tunggul yang terinfeksi patogen
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jamur akar putih (Semangun, 2008). Jamur akar putih merupakan patogen tular
tanah (soil borne pathogens) yang sebagian besar siklus hidupnya berada di dalam
tanah dan memiliki kemampuan untuk menginfeksi akar atau pangkal akar,
sehingga dapat menyebabkan tanaman mati (Berlian et al, 2013). Kontak akar
tanaman yang terinfeksi jamur patogen akan menular ke tunggul dan akar tanaman
inang lain di dekatnya, sehingga akar dan tunggul yang terinfeksi jamur patogen
menjadi sumber infeksi baru (Catharina, 2012).

Harni dan Amaria (2011) melaporkan agar dapat melakukan infeksi pada
akar tanaman yang sehat, jamur patogen harus mempunyai alas makanan (food
base) yang cukup. Jika food base berupa akar-akar yang halus dan tidak banyak
mengandung kayu, seperti akar tanaman kacang penutup tanah, maka jamur tidak
mampu menginfeksi akar tanaman yang sehat. Berbeda dengan jamur akar
lainnya, jamur akar putih dapat menular dengan perantaraan rizomorf yang
tumbuh pada permukaan akar, sebelum melakukan penetrasi (Semangun, 2008).

Laju infeksi patogen jamur akar putih pada akar tanaman ditentukan oleh
kemampuan rizomorf jamur menjalar secara cepat (mm/hari) di permukaan akar
tanaman (Semangun, 2000). Setelah mencapai akar tanaman yang sehat, rizomorf
jamur patogen lebih dahulu tumbuh pada permukaan akar tanaman sebelum
mempenetrasi (Harni dan Amaria, 2011). Rizomorf jamur patogen yang telah
mencapai leher akar tanaman, maka patogen segera mengadakan penetrasi dengan
miseliumnya dan menginfeksi akar tunggang tanaman. Johnston (1989)
melaporkan bahwa infeksi lebih mudah terjadi melalui lentisel, tetapi adanya luka

pada akar tanaman dapat meningkatkan terjadinya infeksi.
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Penularan patogen jamur akar putih bisa melalui spora yang dihasilkan
oleh badan buah. Hal ini sesuai dengan pernyataan dari Johnston (1989), bahwa
penularan penyakit akar putih bisa juga melalui spora. Pada tunggul yang
terinfeksi patogen jamur akar putih membentuk badan buah yang membebaskan
spora ke udara dan jatuh pada tunggul pada tempat lain, sehingga sebagian spora
berkecambah di permukaan tunggul dan menular ke perakaran tanaman yang

kontak langsung, sehingga menjadi sumber infeksi baru (Berlian et al, 2013).

2.3.3 Pengendalian patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh
Pengendalian patogen penyakit akar putih yang menyerupai jamur akar
putih (JAP) cukup sulit, karena patogen ini bersifat tular tanah. Patogen penyakit
akar putih dapat bertahan sebagai sumber infeksi selama bertahun-tahun apabila
ada tunggul tanaman sebagai alas makanan (food base), sehingga tidak mudah
dalam pengendaliannya (Amaria dan Wardiana, 2014). Oleh karenanya perlu
dilakukan tindakan pengendalian secara terintegrasi berupa kultur teknis (sanitasi
kebun, penjarangan jarak tanam), pengendalian biologis dan mekanis (Sudirja,
2011), serta menjaga tanaman agar terhindar dari luka (Semangun, 2008).
Pengendalian penyakit pada tanaman dengan mengaplikasikan fungisida
kimia sintetis akhir-akhir ini banyak mendapat perhatian, khususnya yang
berkaitan dengan penyakit tanaman. Suwahyono (2009), menyatakan bahwa
penggunaan pestisida kimia sintetik dapat membahayakan keselamatan hayati
termasuk manusia dan terganggunya keseimbangan ekosistem. Adanya
kekhawatiran masyarakat terhadap dampak negatif yang ditimbulkan dari

penggunaan pestsida kimia sintetis, maka diperlukan alternatif lain untuk
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mengendalikan penyakit tanaman yang lebih aman dan ramah lingkungan

(Soesanto, 2008).

2.4. Mikroorganisme sebagai Agensia Pengendali Hayati Patogen Tular
Tanah

Mikroorganisme atau sering disebut mikroba, yang didapat di sekitar
perakaran tanaman sehat yang tumbuh di sekitar tanaman bergejala sakit,
kemungkinan bisa digunakan sebagai agensia hayati pengendali patogen tanaman.
Jamur Trichoderma sp. mudah didapat pada tanah di sekitar perakaran (rizosfer)
tanaman. Beberapa spesies jamur Trichoderma mampu berperan sebagai agensia
pengendali patogen penyebab penyakit pada tanaman yaitu T. hamatum dan T.
koningii (Hutagaol dan Melin, 2005). Amin et al. (2010) juga melaporkan bahwa
Trichoderma sp. mempunyai sifat sebagai saprofit dan antagonistik terhadap
beberapa patogen tular tanah dan patogen pada benih tanaman.

Penelitian di Rubber Research Institute of Nigeria (RRIN) untuk
mengendalikan patogen jamur akar putih menggunakan 3 (tiga) jamur antagonis
yaitu Trichoderma sp, Penicillium sp. dan Aspergillus sp. Hasil penelitian RRIN
menunjukkan bahwa Trichoderma sp. paling efektif menghambat patogen jamur
akar putih yaitu 81,85% diikuti oleh Penicillium sp. (65,27%), sedangkan
Aspergillus sp. mempunyai daya hambat paling rendah yaitu 45,35% (Omorusi et
al., 2011). Pengendalian hayati oleh jamur antagonis dapat terjadi melalui
beberapa mekanisme seperti: kompetisi, hiperparasit, antibiosis, induksi resistensi

dan memacu pertumbuhan tanaman (Kloeppet et al., 1999).
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2.4.1 Keunggulan dan kelemahan pengendalian hayati

Pengendalian patogen tular tanah dengn melibatkan agensia hayati mampu
bertahan dalam waktu yang relatif lama, karena mikroba sebagai agensia hayati
dapat tumbuh dan berkembang dengan cepat di lingkungan alami, tidak
menimbulkan pencemaran lingkungan dan aman bagi manusia. Cook dan Baker
(1989) melaporkan bahwa penggunaan agensia antagonis dengan satu kali
pemakaian dapat menekan pertumbuhan dan perkembangan patogen untuk jangka
waktu yang relatif panjang tanpa menimbulkan pencemaran lingkungan. Benny et
al. (2013), melaporkan penggunaan agensia pengendali hayati juga
mempertimbangkan masalah kesehatan manusia, kekhawatiran akan kerusakan
lingkungan, perkembangan dan ketahanan populasi organisme non target.

Menurut Nurhayati (2011), penggunaan agensia pengendali hayati untuk
mengendalikan organisme pengganggu tanaman (OPT) mempunyai beberapa
keunggulan, antara lain: 1) tidak berdampak negatif terhadap lingkungan, 2) aman
bagi musuh alami OPT tertentu, 3) mencegah timbulnya ledakan OPT sekunder,
4) menghasilkan produk yang bebas residu senyawa kimiawi sintetis, 5) aman
bagi kesehatan manusia, 6) tersedia di alam sekitar tanaman, sehingga mencegah
ketergantungan petani pada pestisida kimiawi sintetis, dan 7) dapat menurunkan
biaya produksi, karena pengaplikasian agensia pengendali hayati dilakukan satu
atau dua kali dalam satu musim panen.

Kelebihan pemanfaatan Trichoderma sp. sebagai agensia pengendali
hayati khususnya untuk patogen tular tanah yaitu dengan sekali aplikasi
Trichoderma sp. akan tetap tinggal dan berkembang dalam tanah (Berlian et al.,

2013). Pengendalian hayati juga memiliki kelemahannya ialah reaksi efikasi
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mikroba antagonis terhadap organisme sasaran lebih lambat dan daya simpan
produk lebih singkat dibandingkan dengan pestisida kimiawi sintetis, yaitu masa

kedaluwarsa biopestisida berkisar antara 6-12 bulan (Berlian et al., 2013).

2.4.2 Prospek pengembangan agensia hayati

Perkembangan pengendalian penyakit tanaman akhir-akhir ini mulai
tampak tertuju pada percemaran lingkungan, sehingga penggunaan pestisida kimia
sintetis mulai dibatasi. Penggunaan pestisida kimia sintetis banyak mendapat
perhatian dunia dan sering kali dibicarakan dalam pertemuan ilmiah dan ditulis
dalam bentuk artikel ilmiah, khususnya yang berkaitan dengan penyakit tanaman.
Terjadinya keracunan pada hewan dan manusia, pencemaran air, tanah, udara,
terjadinya resistensi dan resurgensi hama merupakan dampak negatf yang
ditimbulkan oleh penggunaan pestisida kimia sintetis. Upaya untuk mengurangi
penggunaan pestisida kimia sintetis sangat perlu dilakukan dalam menuju
pertanian berkelanjutan yang ramah lingkungan.

Adanya kekhawatiran masyarakat dengan penggunaan pestisida kimia
sintetis sebagai penyebab kerusakan lingkungan, maka petani harus menerapkan
pertanian yang ramah lingkungan. Belakangan ini perhatian mulai tertuju pada
sumber daya biologi dalam meningkatkan ketahanan tanaman melalui peran
mikroba dalam tanah yang bersifat menguntungkan bagi tanaman, seperti jamur
Trichoderma sp. Penggunaan Trichoderma sebagai biokontrol untuk menekan
pertumbuhan jamur patogen pada tanaman di Vietnam telah dibuktikan
kemampuannya. Berbagai spesies Trichoderma telah berhasil diisolasi dan
dievaluasi keefektifannya sebagai agensia pengendali hayati penyakit pada

tanaman dan diformulasi dalam bentuk biopestisida. Beberapa produk dari
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Trichoderma telah dikomersilkan di Vietnam, diantaranya Trico-DHCT, Promot
Plus WP, dan NLU-Tri yang digunakan untuk mengendalikan penyakit tanaman
(Ha, 2010). Oleh karena itu pengendalian mulai dialihkan ke pengendalian
biologis dengan melibatkan agensia hayati, salah satunya menggunakan
Trichoderma sp.

Trichoderma sp. memiliki sifat yaitu mudah didapat, penyebarannya luas,
tumbuh cepat, kompetitif dan menghasilkan spora yang berlimpah, sehingga
mempermudah penyediaan jamur Trichoderma sp. sebagai bahan pengendali
hayati (Alfiani, 1990). Wells (1998) juga melaporkan bahwa Trichoderma sp.
adalah suatu jenis mikroba yang baik sebagai agensia pengendali hayati karena
terdapat di mana-mana, mudah diisolasi dan dibiakkan, tumbuh dengan cepat pada
beberapa jenis substrat, mampu menghambat pertumbuhan patogen tanaman,
jarang bersifat patogenik pada tanaman, bereaksi sebagai mikoparasit, bersaing
dengan baik dalam hal makanan, tempat dan menghasilkan senyawa antibiotik.

Berlian et al. (2013), menyatakan bahwa Trichoderma sp. dapat menjadi
hiperparasit pada beberapa jenis jamur patogen penyebab penyakit tanaman dan
memiliki kemampuan tumbuh yang sangat cepat. Lebih lanjut Berlian et al.
(2013), melaporkan bahwa Trichoderma sp. dalam keadaan lingkungan yang
kurang baik, miskin hara atau kekeringan, akan membentuk klamidospora sebagai
propagul untuk bertahan dan berkembang kembali jika keadaan lingkungan sudah
menguntungkan. Nagayama et al. (2007) melaporkan bahwa Trichoderma
asperellum merupakan agensia biokontrol yang sangat efektif terhadap beberapa
patogen pada berbagai tanaman dan mulai dikembangkan untuk dikomersialkan

sebagai biofungisida oleh beberapa perusahaan.
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2.4.3 Potensi Trichoderma spp. sebagai agensia hayati

Indonesia yang terletak di daerah tropis memiliki kekayaan mikroflora
yang sangat beragam. Diantara mikroflora tersebut ialah mikroba antagonis
Trichoderma spp. Keberhasilan agensia pengendali hayati sebagai salah satu
pengendalian patogen penyakit pada tanaman yang telah berkembang sebagai
biopestisida. Beberapa jamur biokontrol yang telah dikembangkan antara lain
adalah Beauveria bassiana, (antiserangga hama) (Sun dan Liu, 2006),
Trichoderma viride (antijamur patogen pada tanaman) dan Trichoderma
harzianum (antijamur patogen pada tanaman dan antinematoda) (Harman dan
Kubicek, 1998). Lebih lanjut Anggraeni (2004) menyatakan bahwa Trichoderma
sp. dapat digunakan sebagai agensia biokontrol melawan beberapa jamur
petogenik tular tanah.

Trichoderma sp. adalah salah satu jamur yang sudah umum digunakan
sebagai biokontrol penyakit tanaman (Rosa dan Herrera, 2009). Bagwan (2011)
melaporkan bahwa Trichoderma seperti: T. viridae, T. harzianum, T. hamanatum
berpotensi sebagai biokontrol terhadap Aspergilus flavus, A. niger dan Sclerotium rolfsii.
Trichoderma sp. banyak digunakan sebagai agensia hayati untuk mengendalikan
patogen tular tanah dari Ganoderma sp. dan Rigidoporus ligosus (Jayasuriya dan
Thennakoon, 2007). Lebih lanjut Pitt dan Hocking (1997) melaporkan banyak
jenis Trichoderma menghasilkan enzim kitinase dan selulase yang dapat
mendegradasi media yang komplek. Trichoderma spp. dikenal sebagai agen
pendegradasi bahan organik yang kuat. Kemampuan Trichoderma spp. sebagai
pendegradasi tersebut didukung oleh aktivitas enzimatik dan karakteristik

struktural yang dimilikinya.
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Pembentukkan kitinase oleh beberapa jenis Trichoderma telah dibuktikan
oleh Lunge dan Patil (2012) dengan menumbuhkan jamur Trichoderma tersebut
pada media selektif yang mengandung kitin. T. harzianum, T. flavofuscum dan T.
viride yang diisolasi memiliki kemampuan membentuk Kkitinase pada media
tersebut, yang dicirikan adanya zone bening di sekitar koloni. Hasil penelitian
Rahman et al. (2011) yang telah mengisolasi beberapa jenis Trichoderma dari
habitat yang berbeda ditemukan beberapa jenis Trichoderma memiliki
kemampuan beradaptasi terhadap habitat dengan kondisi asam. Lebih lanjut
Rahman et al. (2011) melaporkan bahwa, T. harzianum sp. dan strain T.
harzianuum IMI1392432 yang telah diidentifikasi menunjukkan efektif sebagai
agen bioconservation limbah.

Potensi Trichoderma spp. sebagai jamur antagonis yang bersifat preventif
terhadap serangan penyakit tanaman telah menjadikan jamur tersebut semakin
luas digunakan oleh petani dalam usaha pengendalian organisme pengganggu
tanaman (OPT). Jamur antagonis ini telah banyak digunakan untuk
mengendalikan penyakit tanaman dan 90% aplikasi yang telah dilakukan berasal
dari berbagai macam strain Trichoderma (Benitez et al., 2004). Hajieghrari
(2008), melaporkan bahwa T. harizanum, T. viride, T. virens, T. hamatum, T.
roseum dan T. koningii merupakan spesies yang sering digunakan sebagai agensia
pengendalian hayati.

Widyastuti (2006) melaporkan hasil pengujian tiga spesies Trichoderma
terhadap patogen Ganoderma pilippii yang diisolasi dari berbagai macam pohon
dan hasilnya menunjukkan bahwa T. reesei paling efektif sebagai mikoparasit

diikuti oleh T. koningii dan T. harzianum. Druzhinina et al. (2006) menyatakan T.
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reesei merupakan salah satu spesies Trichoderma yang dianggap penting dalam
bioteknologi, karena enzim-enzim yang dihasilkannya sudah banyak digunakan
dalam proses industri.

Mikroorganisme dari genus Trichoderma, memiliki kemampuan sebagai
pelindung tanaman, selain itu juga memiliki potensi dalam industri bioteknologi
dan kesehatan, karena kemampuannya menghasilkan berbagai biokatalisator
(enzim) hidrolitik ekstraselular dan juga antibiotik. Antibiotik dan antijamur yang
telah diisolasi dari Trichoderma sp. dan Gliocladium sp. antara lain merupakan
senyawa steroid seperti viridiol (Wipf dan Kerekes, 2003), azaphilon (Vinale et
al., 2006), peptaibol (Duclohier, 2007) dan peptaibiotik (Degenkolb et al., 2008).
Enzim kitinase (EC 3.2.1.14) dan N-asetilglukosaminidase (NAG) (EC 3.2.1.52)
sangat penting untuk kebutuhan industri, juga dihasilkan oleh Trichoderma sp.
dan Gliocladium isolat Riau (Nugroho et al., 2003).

Kitinase dan N-asetilglukosaminidase (NAG) digunakan dalam industri
bioteknologi untuk memproses kitin menjadi berbagai turunannya (Binod et al.,
2007; Nagy et al., 2007). Berbagai turunan Kitin digunakan dalam produk
kesehatan seperti benang untuk pembedahan (Muzzarelli et al., 2005), produk
farmasi, kosmetik, suplemen makanan dan penjernihan air (Sashiwa et al., 2003).
Begitu pentingnya spesies Trichoderma ini, sehingga seluruh genom dari spesies
Trichoderma telah disekuens (Druzhinina et al., 2006). Beberapa galur
Trichoderma menghasilkan enzim f-1,3-glukanase (Sanz et al., 2005) dan enzim
amilase (Noguchi et al., 2008). p-1,3-glukanase berpotensi untuk digunakan
sebagai pasta gigi enzimatik, untuk menghambat pertumbuhan streptocooci

penyebab gigi berlubang (Ait-Lahsen et al., 2001).



25

2.4.4 Mekanisme kerja Trichoderma spp. dalam menghambat patogen
tanaman

Trichoderma spp. adalah jamur saprofit dalam tanah yang secara alami
merupakan parasit dan menyerang banyak jenis jamur patogen penyebab penyakit
pada tanaman atau memiliki spektrum pengendalian yang luas. Mekanisme
penyerangan terhadap patogen tanaman antara lain adalah melalui proses
mikoparasitisme, yang melibatkan produksi berbagai enzim (biokatalis) hidrolitik
(Lorito et al., 1993; Brunner et al., 2005). Trichoderma spp. juga mensekresi
senyawa yang bersifat sebagai antijamur, antibakteri dan antinematoda (Vinale et
al., 2006; Degenkolb et al., 2008).

Vinale et al. (2008) juga menyebutkan beberapa isolat Trichoderma sp.
mampu menghasilkan fitohormon seperti Indole Acetic Acid (IAA) dan enzim
pendegradasi yang dapat mempercepat proses dekomposisi bahan organik dan
selanjutnya menyediakan hara bagi tanaman. Cornejo et al. (2009) melaporkan
hasil penelitiannya bahwa T. virens juga menghasilkan hormon auksin berupa
IAA (Indole Asetic Acid) yang berperan dalam pemanjangan sel-sel akar yang
menyebabkan serapan hara semakin tinggi. Serapan hara yang tinggi
mempengaruhi pertumbuhan tanaman, karena nutrisi yang diperlukan tanaman
terpenuhi, sehingga produksinya juga semakin bertambah.

Kerja sinergis antara jamur biokontrol dengan tanaman inang yang
dilindunginya, terlihat dari kemampuan galur-galur Trichoderma biokontrol
dalam menginduksi ketahanan tanaman untuk memproduksi senyawa-senyawa
perlindungan diri. Hal ini dikarenakan Trichoderma sp. mempunyai sifat

antagonistik terhadap beberapa patogen tular tanah dan patogen pada benih
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tanaman (Perazzolli et al.,, 2011). Chaube (2003) juga melaporkan bahwa
Trichoderma sp. disamping memiliki kemampuan kompetisi yang tinggi terhadap
nutrien dan ruang, juga dapat menghasilkan antibiotik yang dapat menghambat atau
membunuh  mikroba patogen lain. Pendapat ini juga didukung oleh
Sivasithamparam dan Ghisalberti (1998) yang menyatakan bahwa Trichoderma sp.
dapat menghasilkan metabolit sekunder yang dapat berperan dalam kompetisi
terhadap mikroba lainnya.

Mikroba biokontrol mempunyai mekanisme menekan pertumbuhan
patogen pada tanaman dengan menggunakan mekanisme antagonisnya (Pal et al.,
2006). Menurut Soesanto (2008), bila pertumbuhan antagonis berlangsung cepat,
maka dapat menyebabkan pengurangan kepadatan populasi atau produksi
inokulum patogen, yang disebabkan oleh beberapa jenis mekanisme antagonis.
Setiap agensia biokontrol memiliki mekanisme antagonis yang berbeda-beda
dalam mengontrol pertumbuhan patogen tanaman. Beberapa mekanisme umum
yang dapat terjadi dalam proses biokontrol antagonis terhadap patogen tanaman
yaitu:

1. Kompetisi

Kompetisi merupakan mekanisme persaingan antara dua atau lebih
mikroorganisme yang hidup pada sumber nutrisi sama yang jumlahnya terbatas
(Soesanto, 2008). Pendapat ini juga didukung dari pernyataan Djafaruddin (2000)
yang menjelaskan bahwa faktor penting yang menentukan aktivitas mikroba
antagonis yang dapat mengendalikan patogen adalah memiliki kecepatan

pertumbuhan yang tinggi, sehingga mampu berkompetisi dengan patogen dalam



27

hal makanan dan penguasaan ruang yang pada akhirnya dapat menekan
pertumbuhan patogen.
2. Mikoparasit

Mekanisme mikoparasit diawali dengan kontak antara Trichoderma sp.
dengan jamur inang (patogen), hifa Trichoderma sp. tumbuh memanjang,
kemudian membelit atau tumbuh sejajar dengan hifa jamur inang dan membentuk
semacam kait yang membantu penetrasi pada dinding sel jamur inang, selanjutnya
mengeluarkan enzim kitinase untuk mendegradasi dinding sel jamur inang
(patogen), yang kemudian menggunakan isi sel inang sebagai sumber nutriennya
(Viterbo et al., 2004).

Interaksi awal dari Trichoderma sp. yaitu dengan cara hifanya membelok
ke arah hifa jamur inang (patogen) yang diserangnya. Mekanisme ini
menunjukkan adanya fenomena respon kemotropik pada Trichoderma sp. karena
adanya rangsangan dari hifa jamur inang (patogen) berupa senyawa kimia yang
dikeluarkan oleh jamur inang. Ketika Trichoderma sp. sebagai mikoparasit itu
mencapai jamur inang (patogen), hifanya kemudian membelit atau menghimpit
hifa jamur inang tersebut dengan membentuk struktur seperti kait (hook-like
structure), mikoparasit ini juga terkadang melakukan penetrasi miselium inang
(patogen) dengan mendegradasi sebagian dinding sel inang. Bersamaan dengan
proses masuknya jamur antagonis Trichoderma sp. melalui penusukan hifanya,
jamur antagonis yang bersifat mikoparasit ini mengeluarkan enzim seperti Kitinase

dan p-1,3-glukanase yang akan menghancurkan dinding sel jamur inang

(patogen).
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Kemampuan Trichoderma sp. menghasilkan enzim Kkitinase sangat
bervariasi antar strain, mungkin disebabkan perbedaan pada gen yang
mengkodenya. Variasi ini tidak saja terlihat pada banyak enzim kitinase, tatapi
juga jenis enzim kitinase yang dihasilkan (Nugroho et al., 2003). Akibatnya, hifa
jamur inang (patogen) mengalami kerusakan, protoplasmanya keluar dan jamur
patogen akan mati.

3. Antibiosis

Antibiosis merupakan mekanisme yang digunakan oleh mikroba antagonis
dalam menghambat pertumbuhan patogen dengan menggunakan senyawa
antibiotika atau senyawa beracun yang dihasilkannya (Alabouvette et al., 2006).
Enzim litik yang disekresikan oleh mikroorganisme dapat menghidrolisis senyawa
polimer termasuk kitin, protein, selulosa dan hemiselulosa (Pal et al., 2006).
Soesanto (2008), melaporkan bahwa jamur Trichoderma sp. merupakan salah satu
kelompok mikroorganisme yang menggunakan mekanisme antibiosis dalam
menghambat pertumbuhan patogen tanaman.

Widyastuti et al. (2001), juga melaporkan Trichoderma sp. melakukan
penetrasi ke dalam dinding sel inang (patogen) dengan bantuan enzim
pendegradasi dinding sel yaitu enzim kitinase, glukanase dan protease, selanjutnya
menggunakan isi hifa inang sebagai sumber makanan untuk kebutuhan hidup.
Enzim kitinolitik merupakan salah satu enzim yang menguraikan zat kitin sebagai
penyusun tubuh jamur. Spesies Trichoderma seperti: T. harzianum, T.
aureoviride, T. viride mampu menghasilkan enzim kitinolitik (Soesanto, 2008).
Lebih lanjut Habazar dan Yaherwandi (2006) menyatakan bahwa Enzim

kitinolitik dapat menyebabkan kerusakan sel dan kematian jamur patogen.
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2.5. ldentifikasi Jamur secara Molekuler

Identifikasi  jamur melalui analisis molekuler diperlukan untuk
memperkuat dan mendukung identifikasi morfologi. Identifikasi morfologi belum
bisa menentukan suatu organisme sampai tingkat spesies. Oleh karena itu
diperlukan identifikasi molekuler. Hal tersebut dikarenakan karakter molekuler
lebih stabil terhadap pengaruh lingkungan (Serusiaux, 2009). Pendekatan
molekuler dengan menggunakan sekuen DNA untuk mengidentifikasi jamur
dengan analisis DNA internal transcribed spacer (ITS). Hal tersebut dikarenakan
daerah ITS memiliki variasi sekuen yang tinggi karena daerah tersebut merupakan
daerah noncoding yang memiliki laju mutasi lebih tinggi dari daerah coding
(James et al., 1996). Dengan demikian analisis molekuler berupa perbandingan
sekuen daerah ITS rDNA dapat dilakukan pada beberapa spesies berkerabat dekat.

Keunggulan dan keberadaan daerah ITS telah dibuktikan dengan beberapa
penelitian yang telah dilakukan oleh beberapa peneliti, diantaranya Hermosa
(2010) yang meneliti spesies Trichoderma sp. dari kompos dengan menggunakan
primer ITS 1 dan ITS 4. Hasil amplikon yang didapatkan sepanjang 560-600 bp.
Elsalam (2010) juga berhasil mengidentifikasi jamur Trichoderma sp. yang
didapat dari minyak di Saudi Arabia dengan menggunakan marker rDNA.

Molekul RNA di dalam sel suatu organisme ada dua kelompok yaitu
kelompok RNA yang erat kaitannya dengan ekspresi gen yaitu mRNA, tRNA dan
kelompok rRNA yang tidak berhubungan dengan ekspresi gen. Ribosomal RNA
(rRNA) memiliki sifat stabil dan terdapat sekitar 83% dari keseluruhan RNA
dalam sel. Secara fungsional, semua rRNA terlibat dalam produksi protein.

Sekuen-sekuen dibagian tertentu terus berevolusi dan mengalami perubahan pada
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level perubahan struktur primer sambil mempertahankan struktur sekunder dan
tersier yang homolog (Gutell et al., 1994).

Ribosomal Deoxyribo Nucleic Acid (rDNA) merupakan daerah penyandi
genom untuk komponen RNA ribosom. Pada organisme eukaryotik, rDNA
terletak pada daerah nukleus dan mitokondria. Daerah rDNA dipisahkan antara
satu dengan yang lainnya oleh suatu pembatas yang disebut spacer. Pada
organisme eukaryotik, sub unit rDNA, baik yang besar maupun yang kecil
dipisahkan oleh ETS (External Transcribed Spacer) dan IGS (Intergenic Spacer).
Kedua pembatas tersebut kadang-kadang disebut NTS (Non Transcribed Spacer).

Jamur termasuk organisme eukaryotik, dimana pada rDNA jamur terdapat
daerah konservatif yaitu gen penyandi rDNA 18S, 5.8S dan 28S yang diantaranya
terdapat daerah ITS (Internal Transcribed Spacer) (Gomes et al., 2002; O'Brien et
al., 2005). Lebih lanjut Gomez et al. (2002) dan O'Brien et al. (2005) menyatakan
bahwa ITS merupakan suatu urutan RNA dari proses transkripsi utama yang
berada antar prekusor ribosomal sub unit dan dihilangkan pada proses splicing
ketika RNA precursor tanda molekul yang struktural diproses ke dalam suatu
ribosom.

Organisme eukaryotik mempunyai dua daerah ITS yaitu ITS 1 terletak di
antara gen 18S dan gen 5.8S serta ITS 2 terletak di antara gen 5.8S dan gen 28S.
Ketiga gen ribosom tersebut mempunyai tingkat konservasi yang sangat tinggi.
Jamil (2005) menyebutkan daerah ITS biasanya mengalami perubahan atau mutasi
sehingga dapat berbeda atau bervariasi di antara spesies. Sekuen rDNA sub unit
kecil 18S berkembang relatif lambat dan digunakan untuk studi hubungan

kekerabatan pada tingkat spesies suatu organisme. Daerah ITS dan IGS
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(intergenic spacer) pada unit pengulangan rDNA berkembang lebih cepat dan
memungkinkan terjadinya variasi diantara spesies dan populasi.

Identifikasi molekuler dapat dilakukan menggunakan daerah ITS (Internal
Trancribed Spacer) DNA ribosomal (rDNA). Isolasi DNA dan amplifikasi PCR
pada daerah ITS rDNA merupakan tahap awal yang perlu dilakukan dalam
identifikasi molekuler. Sekuen DNA pada daerah ITS rDNA berevolusi lebih
cepat dibandingkan daerah gen lainnya, sehingga akan bervariasi pada setiap
spesies (White et al., 1990). Hal ini dapat mempermudah dalam identifikasi
spesies dengan membandingkan tingkat kemiripan (homologi) sekuens DNA
daerah ITS yang dimiliki suatu jamur dengan jamur lainnya. Data-data sekuen gen
ITS yang dimiliki oleh jamur sebagian besar telah tersimpan pada GenBank. Jika
dalam penelitian diketahui sekuen ITS pada jamur, maka data tersebut dapat
dikonfirmasikan menggunakan program BLAST pada GenBank, guna mengetahui

kemiripan jamur yang diidentifikasi dengan data yang ada pada GenBank tersebut.



BAB Il

KERANGKA BERPIKIR, KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Berpikir

Kendala yang dihadapi oleh petani dalam budidaya tanaman cengkeh salah
satunya adalah patogen penyebab penyakit akar putih yang menyerang akar,
sehingga menimbulkan kematian pada tanaman cengkeh. Jamur akar putih
merupakan patogen tular tanah (soil borne pathogens) yang sebagian besar siklus
hidupnya berada di dalam tanah dan memiliki kemampuan untuk menginfeksi
akar tanaman (Berlian et al, 2013). Patogen penyakit akar putih menjadi masalah
penting, karena bersifat parasit pada tanaman (Buzina et al., 2001; Kuo, 2003) dan
bersifat saprofit pada tanaman yang telah mati (Schmidt, 2006), memiliki kisaran
inang luas dengan menyerang beberapa jenis tanaman (Semangun, 2001),
sehingga dikhawatirkan penyebarannya sangat cepat di daerah-daerah yang
menjadi sentra penanaman cengkeh.

Petani cengkeh di Desa Unggahan, Kecamatan Seririt dan Desa
Busungbiu, Kecamatan Busungbiu, Kabupaten Buleleng, Provinsi Bali merasa
resah karena ribuan tanaman cengkehnya yang masih produktif mengalami
kematian secara tiba-tiba akibat serangan patogen penyakit akar putih pada tahun
2012. Tanaman cengkeh yang menunjukkan gejala penyakit akar putih, hingga
bulan Juli 2013 di Kabupaten Buleleng seluas 1.413,03 ha, dengan jumlah
tanaman = 282.606 tanaman cengkeh (Dinas Perkebunan Provinsi Bali, 2013).
Serangan berat penyakit akar putih pada tanaman cengkeh oleh patogen yang

menyerupai jamur akar putih hanya dilaporkan terjadi di Kabupaten Buleleng,
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walaupun patogen penyakit akar putih ini sudah menyerang tanaman cengkeh di
seluruh Bali dengan gejala ringan (Dinas Perkebunan Provinsi Bali, 2013).

Survei pendahuluan dilakukan penulis tanggal 22 Maret sampai 5 Mei
2013 di kebun cengkeh petani yang terletak di Subak Abian “Werdhi Amertha”
Desa Unggahan, Kecamatan Seririt, Kabupaten Buleleng. Penyakit akar putih juga
ditemukan pada tanaman cengkeh di Desa Busungbiu, Kecamatan Busungbiu,
Kabupaten Buleleng. Hasil survei didapatkan tanaman cengkeh yang terserang
patogen penyakit akar putih ditemukan dengan persentase serangan di atas 50%
dengan katagori serangan ringan, sedang dan berat dari 50 tanaman cengkeh
populasi yang diamati. Katagori serangan patogen ini mengacu pada skor
intensitas serangan jamur akar putih pada tanaman karet oleh Hutagaol dan Melin
(2005) serta tanaman mente oleh Tombe (2008).

Keberadaan patogen yang menyerupai jamur akar putih sebagai penyebab
penyakit pada tanaman cengkeh menjadi sangat penting di Kabupaten Buleleng,
yang memiliki sentra perkebunan cengkeh terluas di Bali. Penyakt jamur akar
putih (JAP) ini dapat menyerang tanaman masih muda, umur 3-4 tahun sampai
tanaman menghasilkan atau produktif. Hal ini sesuai dengan pernyataan Chatarina
(2012) bahwa patogen penyakit jamur akar putih (JAP) dapat menyerang tanaman
mulai dari pembibitan sampai tanaman dewasa.

Strategi pengendalian yang baik terhadap patogen penyakit akar putih pada
tanaman cengkeh belum ditemukan, maka dikhawatirkan terjadi peningkatan
intensitas penyakit akar putih pada tanaman cengkeh oleh patogen ini dimasa
mendatang, sehingga menimbulkan Kkerugian yang sangat besar. Dinas

Perkebunan Provinsi Bali (2013), melaporkan bahwa patogen penyakit akar putih
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yang menyerupai jamur akar putih menyerang tanaman cengkeh di Bali mulai
ditemukan pada bulan April 2011, namun belum diketahui spesies dari patogen
penyakit akar putih tersebut.

Berdasarkan percobaan pendahuluan yang dilakukan pada bibit cengkeh
dalam polybag di rumah kaca yang menunjukkan gejala penyakit akar putih
ditemukan miselia jamur patogen berupa rizomorf berwarna putih menempel
sangat kuat dan menjalar pada akar serabut bibit cengkeh. Tanaman cengkeh yang
terinfeksi patogen penyakit akar putih berupa rizomorf berwarna putih
menunjukkan gejala daun berwarna hijau gelap, kemudian daun mengering, daun
gugur dan hanya tinggal ranting, akhirnya tanaman cengkeh mati. Hasil pengujian
patogenitas menunjukkan bahwa jamur patogen berupa rizomorf berwarna putih
ini menyebabkan penyakit akar putih pada tanaman cengkeh, tetapi belum
diketahui spesiesnya dan hanya diberi nama jamur patogen isolat SK (isolat Seririt
Koleksi). Identifikasi morfologi secara makroskopis dan mikroskopis dilanjutkan
identifikasi molekuker untuk mengetahui spesies jamur patogen isolat SK,
sehingga didapat jamur Scizophyllum commune.

Pengendalian patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh oleh
petani diantaranya penggunaan bibit sehat, eradikasi, sanitasi lingkungan dan
pemberian fungisida kimia sintetis, tetapi tidak memberikan hasil yang
memuaskan. Suwahyono (2009), menyatakan bahwa penggunaan pestisida kimia
sintetik dapat membahayakan keselamatan hayati termasuk manusia dan
terganggunya keseimbangan ekosistem. Oleh karena itu penulis ingin mencoba

melakukan pengendalian hayati dengan menggunakan mikroba antagonis yang
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diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh (Syzygium aromaticum L.) dan tanaman
duwet atau jamblang (S. cumini L.) tanpa gejala penyakit.

Menurut Soesanto (2013), interaksi yang terjadi antara agensia pengendali
hayati dan patogen tanaman biasanya berada di tanah dekat perakaran tanaman
(rizosfer). Cook dan Baker (1989) melaporkan bahwa penggunaan agensia
antagonis dengan satu kali pemakaian dapat menekan pertumbuhan dan
perkembangan patogen untuk jangka waktu yang relatif panjang tanpa
menimbulkan pencemaran lingkungan. Agrios (2005) juga melaporkan bahwa
penyakit tidak terjadi pada suatu jenis tanaman bila ada tanaman sehat dan tahan
terhadap penyakit tertentu (biotik), lingkungan disekitarnya seperti iklim dan
tanah (abiotik) yang mendukung pertumbuhan tanaman, tetapi tidak mendukung
pertumbuhan patogen. Hubungan antara ketiga komponen ini dikenal dengan
istilah segitiga penyakit (Lynch, 1990).

Percobaan pendahuluan dalam pengujian jamur antagonis didapat 37 isolat
jamur yang diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh dan tanaman duwet yang
memiliki daya hambat >60% terhadap luas koloni patogen penyakit akar putih.
Dari 37 isolat yang memiliki daya hambat terhadap jamur patogen isolat SK,
ditemukan 5 isolat Trichoderma spp. yang memiliki daya hambat tinggi (>80%)
yang berpotensi sebagai kandidat jamur antagonis, yaitu: isolat (BK2, BD1, MB1,
JB1 dan LC2). Antagonis Trichoderma sp. isolat JB1 memiliki kemampuan
terbaik dalam pengendalian jamur patogen, kemudian dilakukan identifikasi
morfologi secara makroskopis dan mikroskopis dilanjutkan identifikasi molekuler
untuk mengetahui spesiesnya, sehingga didapat Trichoderma asperellum.

Mekanisme kerja T. asperellum isolat JB1 diduga memproduksi senyawa
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antibiotik untuk mendegradasi hifa jamur patogen S. commune isolat SK. Lorito et
al. (1993) dan Brunner et al. (2005) menyatakan bahwa mekanisme antagonis
Trichoderma sp. terhadap patogen tanaman antara lain, melibatkan produksi
berbagai enzim (biokatalis) hidrolitik dan sekresi senyawa antijamur.

Menurut Rahman et al. (2011), Trichoderma sp. telah dipercaya memiliki
kemampuan hidup yang lebih baik dan daya kompetisi cukup tinggi pada berbagai
kondisi. Kemampuan beberapa spesies dari genus Trichoderma sp. sebagai
mikroba biokontrol sangat efektif untuk menghambat pertumbuhan jamur patogen
tanaman dikaitkan dengan kemampuannya menghasilkan enzim kitinase (Paulitz
dan Belanger, 2001). Lebih lanjut Lone, (2012) melaporkan bahwa Trichoderma
sp. tumbuh aktif menghasilkan sejumlah besar enzim ekstraselular R-1,3-
glukanase dan kitinase, yang dapat melarutkan dinding sel jamur patogen dengan

cara mendegradasi polisakarida dan kitin yang ada pada dinding selnya.

3.2. Konsep Penelitian

Berdasarkan kerangka berpikir, maka dapat dibuat konsep penelitian
sebagai berikut: tanaman cengkeh yang menunjukkan gejala penyakit akar putih,
pada bagian akarnya diisolasi untuk mendapatkan patogen, dilakukan uji
patogenitas untuk memastikan patogen penyebab penyakit akar putih pada tanaman
cengkeh, dilakukan identifikasi morfologi dilanjutkan identifikasi molekuler untuk
mengetahui spesiesnya. Kandidat jamur antagonis yang didapat dari rizosfer diuji
kemampuan daya hambatnya terhadap luas koloni jamur patogen secara in vitro dan
dilanjutkan dengan uji secara in vivo pada bibit cengkeh dalam polybag di rumah

kaca. Jamur antagonis yang memiliki kemampuan terbaik sebagai pengendali
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hayati, diidentifikasi morfologi secara makroskopis dan mikroskopis dilanjutkan
dengan identifikasi molekuler untuk mengetahui spesiesnya.

Pengendalian hayati dilakukan melalui pelibatan mikroba antagonis,
karena mikroba ini dapat ditemukan di alam sekitar akar tanaman, sehingga
mengurangi ketergantungan pada pestisida kimiawi sintetis. Mikroba antagonis
mudah dibiakan dan terus berkembang bila kondisi lingkungan tempat hidupnya
mendukung, sehingga tidak perlu sering diaplikasikan, maka menurunkan biaya
produksi dan ramah lingkungan (Nurhayati, 2011). Berdasarkan kerangka berpikir

tersebut, maka dapat dibuat konsep penelitian, disajikan pada Gambar 3.1.

A

Patogen penyakit

Bibit cengkeh sehat, :
eradikasi, fungisida Penyakit akar putih akar putih
o Y - | sampai tingkat
kimia sintetis pada Species
tanaman cengkeh P

A

Lingkungan

a. Abiotik

b. Biotik

A

Rizosfer tanaman Mikroba antagonis
cengkeh dan terhadap patogen penyakit
tanaman duwet »| akar putih
tanpa gejala a. Species
penyakit b. Mekanisme kerja

Y

Pengendalian patogen penyakit akar
putih pada tanaman cengkeh secara
hayati:

- Praktis

- Ekonomis

- Aman bagi lingkungan

Gambar 3.1
Kerangka konsep penelitian
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3.3 Hipotesis
Berdasarkan latar belakang rumusan masalah yang telah diuraikan tersebut
di atas, maka dapat dikemukakan hipotesis sebagai berikut:

1. Penyakit akar putih pada tanaman cengkeh di Kabupaten Buleleng
disebabkan oleh jamur patogen dari klas Basidiomycetes.

2. Isolat mikroba antagonis yang diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh
dan tanaman duwet tanpa gejala penyakit dapat menghambat
pertumbuhan patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh.

3. Mikroba antagonis diduga Trichoderma sp. mampu menghambat
pertumbuhan patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh secara
in vitro dan mampu menekan intensitas serangan penyakit akar putih
pada bibit cengkeh dalam polybag pada percobaan di rumah kaca.

4. Mekanisme Kkerja jamur antagonis dalam menghambat pertumbuhan
patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh diduga dengan cara

antibiosis, mikoparasit dan kompetisi.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian secara in vitro dilaksanakan di Laboratorim Penyakit Tumbuhan
Fakultas Pertanian Universitas Udayana dari bulan Mei 2013 dan secara in vivo
dilaksanakan mulai bulan April 2015 sampai Januari 2016 di Rumah Kaca yang
berlokasi di Jalan Batas Dukuh Sari Gang Cenderawasih No. 14 Denpasar Selatan.
Identifikasi jamur patogen penyebab penyakit akar putih dan jamur antagonis
melalui analisis genetika DNA ribosomal (rDNA) dilakukan di Pusat Penelitian
(Puslit) Biologi bidang Mikrobiologi Lembaga llmu Pengetahuan Indonesia
(LIPI) Cibinong, Jawa Barat.

Penelitian karakterisasi struktur mikroskopis jamur patogen dan jamur
antagonis menggunakan scanning electron microscope (SEM) yang dilakukan di
Pusat Penelitian Biologi bidang Zoologi LIPI Cibinong. Pengamatan mikroskopis
histologi akar bibit cengkeh yang terinfeksi jamur patogen dengan metode
mikroteknik yang dilakukan di Pusat Penelitian Biologi bidang Botani LIPI
Cibinong, di Desa Sampora, Kecamatan Cibinong, Kabupaten Cibinong, Provinsi

Jawa Barat.

4.2 Alat dan Bahan Penelitian
4.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah: cawan Petri (iwaki-
pyrex), tabung reaksi (iwaki-pyrex), rak tabung reaksi, autoclave (Hirayama. HA-

300 Niv. Japan), laminar air flow (SW-I1B. Japan), Eppendorf volume 1,5 mL,
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PCR (Perkin Elmer GeneAmp PCR system 2400, Germany), perangkat
electrophoresis (Cosmo bio), perangkat SEM (SEI 10 KV WD12 mm SS30),
mikroskop (Olympus), timbangan analitik (AND EK-300i Japan), gelas ukur,
beaker glass (iwaki-pyrex), labu erlenmeyer (iwaki-pyrex), object glass, cover
glass, mikropipet (Gilson), oven (NVC. Australia PTY.CTD), lampu bunsen, vortek
(Labinco), Sheker, hand counter, bor gabus, jarum ose, pinset, sendok, gunting,

pisau, spidol, penggaris dan saringan.

4.2.2 Bahan

Bahan yang diperlukan dalam penelitian ini yaitu: PDA (Potato Dextrosa
Agar), PDB (Potato Dextrosa Broth), alkohol 70%, alkohol 95%, Levofloxacin,
buffer STE (Sukrosa Tris-HCL EDTA), proteinase-K, isopropanol, natrium asetat,
CTAB, NacCl, lisozim, sodium hipoklorit, sodium cacodylate, osmium tetroxide,
glutaraldehyde, t-butylalcohol, lactophenol, kloroform, fenol, etil alkohol,
natrium asetat, ddH.O, DMSO, air steril, spritus, kapas, tissu, aluminium foil,
bibit cengkeh umur 12 bulan, tanah rizosfer, batang ketela pohon, polybag, jagung
halus, dedak, tanah kompos, pupuk kandang, kertas transparan (kalkir), kertas

millimeter blok, kantong plastik ukuran 2 kg, kertas karbon dan kertas label.

4.3. Isolasi dan Uji Patogenitas Penyakit Akar Putih pada Tanaman Cengkeh

Penelitian pendahuluan sebagai tahap penelitian eksplorasi dilakukan
dengan mengisolasi akar tanaman cengkeh yang menunjukkan gejala penyakit akar
putih pada tanaman cengkeh di lapangan. Isolasi sampel dan pemurnian dilakukan
sesuai dengan metode Shivas dan Beasley (2005) pada media PDA. Akar tanaman

cengkeh yang terinfeksi jamur patogen penyakit akar putih sebagai sampel dicuci
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dengan air mengalir dilanjutkan dengan air steril, kemudian dipotong-potong
dengan ukuran 0,5 cm dan didesinfeksikan ke dalam larutan sodium hipoklorit
0,5% selama + 30 detik.

Sampel akar cengkeh dikeringkan dengan kertas tisu steril dan diletakkan
pada cawan Petri yang telah berisi 15 mL media PDA + Levofloxacin 0,25%.
Setiap cawan Petri diisi 10 potongan akar tanaman cengkeh sebagai sampel dan
diinkubasi pada suhu kamar (28°C) sampai tumbuh jamur pada potongan akar.
Miselium jamur patogen yang tumbuh di pinggir potongan akar tersebut diisolasi
dan dimurnikan kembali pada media PDA baru dan diinkubasi pada suhu kamar
(28°C).

Identifiksi morfologi jamur patogen penyakit akar putih dilakukan secara
makroskopis dilanjutkan dengan pengamatan mikroskopis hifanya di mikroskop
dengan pembesaran 400x, kemudian dicocokkan dengan gambar pada penuntun
identifikasi jamur dari buku CMI (Commonwealth Mycology Institute), yang
kemudian dilanjutkan dengan melakukan uji patogenitas, untuk memastikan
bahwa jamur yang diisolasi tersebut sebagai patogen penyebab penyakit akar
putih pada tanaman cengkeh.

Uji patogenitas dilakukan dengan cara jamur patogen yang telah
dimurnikan itu diisolasi kembali pada media PDA dan diinkubasi pada suhu 28°C
selama 10 hari. Koloni jamur patogen yang tumbuh pada media PDA, dipotong
dengan bor gabus (cork borer) berupa lempeng biakan jamur, seperti cakram
berdiameter 0,5 cm, diambil dengan jarum ose steril, lalu ditumbuhkan dengan
cara menempelkan pada batang tanaman ketela pohon steril berdiameter +1 cm

dan panjang 3 cm sebagai alas makanan (food base). Batang tanaman ketela
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pohon tersebut kemudian dimasukkan ke dalam kantong plastik steril dan
diinkubasi kembali pada suhu 28°C selama 7 hari. Batang ketela pohon yang telah
ditumbuhi jamur patogen, diinfeksikan masing-masing sebanyak 2 batang secara
bersinggungan pada pangkal akar dari 30 bibit cengkeh yang akarnya telah dilukai
dengan pisau. Perlakuan kontrol dilakukan pada 10 bibit cengkeh lainnya tanpa
diberikan perlakuan jamur patogen. Uji patogenitas ini semuanya dilakukan di
rumah kaca.

Gejala penyakit yang muncul pada bibit cengkeh yang diuji patogenitasnya
di rumah kaca dibandingkan dengan gejala penyakit akar putih pada tanaman
cengkeh yang terjadi di lapangan. Gejala penyakit yang muncul pada bibit
cengkeh dalam polybag di rumah kaca yang diuji patogenitas itu, apabila
menunjukkan gejala yang sama seperti gejala penyakit akar putih pada tanaman
cengkeh di lapangan, berarti patogen yang diisolasi dari tanaman cengkeh sakit di
lapangan tersebut menyebabkan penyakit akar putih, kemudian dilanjutkan
dengan reisolasi jamur patogen pada PDA. Isolat jamur patogen hasil reisolasi
kemudian dipelihara pada media PDA miring, diinkubasi pada suhu 28°C sebagai
isolat stok dengan memberi label nama isolat SK artinya isolat Seririrt Koleksi,

agar dapat digunakan untuk penelitian selanjutnya.

4.4 ldentifikasi Jamur Patogen Penyakit Akar Putih pada Tanaman Cengkeh

Kultur murni isolat jamur patogen penyakit akar putih pada tanaman
cengkeh hasil uji patogenitas diidentifikasi secara makroskopis, berdasarkan
karakterisasi morfologi dan pigmentasi pada media PDA, seperti: warna, elevasi

tekstur dan tepi koloni. Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan cara
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meneteskan satu tetes lactophenol tepat pada bagian tengah object glass, lalu
dengan menggunakan jarum secara aseptik diambil sedikit biakan jamur yang
sudah dimurnikan kemudian digoreskan pada bagian lactophenol yang telah
diteteskan, selanjutnya ditutup dengan cover glass. Preparat ini selanjutnya
diamati pada mikroskop binokuler dengan pembesaran 400x. ldentifikasi secara
mikroskopis berdasarkan karakterisasi miselia jamur dicocokkan dengan ciri dan
gambar pada penuntun identifikasi jamur dari buku CMI (Commonwealth
Mycology Institute). Identifikasi molekuler jamur patogen penyakit akar putih
dilakukan menggunakan daerah internal transcribed spacer (ITS) dengan

menggunakan 2 primer yaitu primer ITS 5 dan primer ITS 4.

4.4.1 Isolasi DNA Genom Patogen

Isolasi DNA genom dari jamur patogen isolat SK dilakukan dengan
mengikuti metode Sambrook et al. (1989) yaitu jamur patogen yang tumbuh pada
media PDA selama 4 hari diambil hifanya lalu disuspensikan dalam 2 mL air
steril. Suspensi jamur tersebut sebanyak 1,5 mL dimasukkan ke Eppendorf
volume 1,5 mL, selanjunya disentrifugasi pada kecepatan 8.000 rpm selama 10
menit. Supernatan dibuang dan pelet yang terbentuk dicuci kembali dengan buffer
STE (komposisi: 0,3 M sukrosa; 25 mM Tris-HCI; 25 mM EDTA 2Na pH 8),
kemudian disentrifugasi pada kecepatan 8.000 rpm selama 10 menit. Pelet dicuci
sebanyak 3 kali secara berulang, selanjutnya supernatan dibuang dan pada pelet
yang didapat ditambahkan 200 pL buffer STE dan 45 pL lisozim (20 mg/mL)
dibolak-balik secara berulang sebanyak 10-20 kali, kemudian diinkubasi pada

suhu 55°C selama 60 menit sehingga terbentuk protoplas.
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Proteinase-K (20 mg/mL) sebanyak 20 pL ditambahkan pada campuran
tersebut dan diinkubasi pada suhu 55°C selama 60 menit. Setelah itu ditambahkan
400 pL 10% CTAB dalam larutan 0,7 M NaCl lalu diinkubasi pada suhu 65°C
selama 30 menit. Kemudian ke dalam larutan ditambahkan 1 kali volume
fenol:kloroform (25:24) dan disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama
10 menit. Fase bening dipindahkan ke tabung baru dan ditambahkan 0,6 kali
volume isopropanol dan 20 pL Natrium asetat, inkubasi pada suhu -20°C selama
12 jam. Selanjutnya disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit. Bagian
supernatan dibuang, sedangkan pada pelet dicuci menggunakan alkohol 70%
sebanyak 1 mL. DNA dikeringanginkan selama 60 menit umtuk membuang
alkohol lalu dilarutkan ke dalam 50 pL ddH2O (doble destilation H2O) steril,

selanjutnya disimpan pada suhu 4°C atau suhu -20°C.

4.4.2 Amplifikasi DNA dengan PCR (Polymerase Chain Reaction)

Identifikasi isolat jamur dilakukan secara molekuler berdasarkan analisis
genetika dengan menggunakan daerah internal transcribed spacer (ITS) yaitu
ITS1 dan ITS2. Amplifikasi daerah ITS menggunakan primer ITS 5 (F : 5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG- 3) dan primer ITS 4 (R : 5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3°) (White et al., 1990).

Amplifikasi dilakukan dengan mesin Polymerase Chain Reaction (Perkin
Elmer GeneAmp PCR system 2400, German) pada volume 25 pL dengan
komposisi reaksi yaitu: nuclease free water 10 uL, Go taq green mastermix™
12,5 pL, primer ITS 5 dan primer ITS 4 masing-masingnya 0,5 uL, DMSO 0,5
uL, dan DNA template 1 pL. Amplifikasi PCR untuk daerah ITS terdiri dari: pra-

denaturasi 95°C selama 90 detik, dilanjutkan denaturasi 95°C selama 30 detik
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dengan 35 siklus, annealing 55°C selama 30 detik, ekstensi 72°C dalam 90 detik
dan ekstensi akhir 72°C selama 5 menit. Hasil elektroforesis yang didapat

dipurifikasi untuk dilanjutkan ketahapan sekuensing.

4.4.3 Sekuensing ITS dan Analisis Sekuen DNA

Analisis pembacaan urutan basa nitrogen menggunakan automated DNA
sequencer (ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer) (Applied Biosystems). Data
mentah hasil sekuensing selanjutnya di trimming dan di assembling menggunakan
program Chromas Pro version 1.5. Data yang telah di assembling selanjutnya di
BLAST dengan data genom vyang telah  didaftarkan  NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (Thompson et al., 1997). Beberapa data
sekuen hasil BLAST yang merupakan spesies terdekat dan merupakan Type Strain
dari masing-masing spesies tersebut diambil dari data GenBank di NCBI. Data
dianalisis kembali dengan mengaligment sequen tersebut dengan menggunakan
program MEGA v.5.0 (Nishizawa et al., 2010), dan boostrap yang digunakan

adalah 1.000 kali ulangan (Felsenstein, 1985).

4.5 Isolasi Kandidat Jamur Antagonis

Jamur antagonis diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh dan tanaman
duwet tanpa gejala penyakit akar putih sebagai sampel. Sampel untuk penelitian
diambil didelapan Kabupaten di Bali dan di areal perkebunan pusat penelitian
(Puslit) LIPI Cibinong yang berlokasi di Desa Sampora, Kecamatan Cibinong,
Kabupaten Cibinong, Provinsi Jawa Barat.

Tanah sampel diambil seberat 300 g dengan cara menggali tanah sedalam

20-30 cm di sekitar perakaran tanaman cengkeh dan tanaman duwet tanpa gejala
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penyakit akar putih. Tanah sampel kemudian dimasukkan ke dalam kantong
plastik yang diberi label berupa informasi lokasi pengambilan sampel, waktu dan
jenis tanaman, disimpan untuk dibawa ke laboratorium. Sampel yang diperoleh
dari lapangan dicampur sampai homogen, kemudian disimpan pada tempat yang
terlindung dari cahaya matahari langsung, sampai dilakukan isolasi. Jamur
antagonis dari rizosfer diisolasi menggunakan platting method dengan seri
pengenceran (Nester et al., 2007).

Pengenceran dilakukan dengan tahapan sebagai berikut: tanah sampel
ditimbang seberat 10 g dimasukkan ke dalam 90 mL aquades steril dalam labu
erlenmeyer berukuran volume 250 mL, lalu dihomogenkan dengan vortek,
sehingga mendapatkan pengenceran 107, Untuk mendapatkan pengenceran 1072
dilakukan dengan mengambil 1 mL suspensi dari pengenceran 107 kemudian
dimasukkan ke dalam 9 mL aquades steril dalam tabung reaksi, lalu
dihomogenkan dengan vortex, demikian seterusnya sampai pengenceran 107,
Suspensi sebanyak 1 mL pada pengnceran 10 dituangkan dalam cawan Petri
yang masing-masing telah berisi 15 mL media PDA dengan menggoyangkan
cawan Petri hingga merata, diinkubasi selama 2-3 hari pada suhu kamar (28°C).
Jamur yang tumbuh di PDA dimurnikan kembali dengan memindahkan ke media
PDA baru, mengikuti metode Chernin et al., (1995). Kultur murni isolat jamur
yang akan dijadikan kandidat jamur antagonis diujikan dengan jamur patogen
penyakit akar putih pada tanaman cengkeh isolat SK dengan metode dua kultur
(dual culture method) (Noveriza et al., 1999). Isolat jamur antagonis yang

menunjukkan daya hambat besar (>60%) diisolasi kembali pada media miring
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dalam tabung reaksi dan disimpan dalam lemari pendingan (suhu -20°C) untuk

penelitian selanjutnya.

4.6 Uji Daya Hambat Kandidat Jamur Antagonis terhadap Luas Koloni
Patogen Penyakit Akar Putih pada Tanaman Cengkeh secara In Vitro

Kultur murni isolat kandidat jamur antagonis diuji daya hambatnya
terhadap luas koloni jamur patogen isolat SK penyebab penyakit akar putih
dilakukan secara in vitro dengan metode dua kultur (dual culture method)
(Noveriza et al., 1999). Aktivitas penghambatan isolat dari kandidat jamur
antagonis terhadap luas koloni jamur patogen isolat SK dilakukan dengan
menyiapkan biakan jamur patogen pada media PDA. Koloni jamur patogen isolat
SK dan koloni jamur kandidat antagonis umur 7 hari di media PDA dipotong
dengan bor gabus (cork borer) berupa lempeng biakan seperti cakram berdiameter
0,5 cm diambil dengan jarum ose steril, kemudian diisolasi pada media PDA
dalam cawan Petri secara berlawanan pada jarak 3 cm dengan metode dual
culture.

Perlakuan  kontrol  sebagai pembanding dilaksanakan  dengan
mengisolasikan jamur patogen isolat SK pada media PDA tanpa diberikan
perlakuan jamur antagonis. Semua pengujian dilakukan menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) yang masing-masing diulang sebanyak 4 kali dan
diinkubasi pada suhu kamar (28°C) selama 6 hari dengan mengamati daya
hambatnya terhadap pertumbuhan luas koloni jamur patogen. Luas koloni jamur
patogen dihitung dengan cara mempolakan pada kertas kalkir transparan merek
“Diament” mengikuti perkembangan koloni, kemudian diterakan pada kertas

milimeter blok dan dihitung luasnya masing-masing. Kandidat jamur antagonis
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yang memiliki daya hambat paling tinggi (>80%) disimpan pada media miring
dalam tabung reaksi untuk uji pengendali agensia hayati pada penelitian secara in
vivo di rumah kaca. Menurut Ghildival dan Pandev (2008) persentase daya

hambat ditentukan berdasarkan rumus:

Keterangan:
Pk — Pt P = Persentase hambatan
P= PK x 100% Pk = luas koloni jamur patogen pada kontrol

Pt = luas koloni jamur antagonis pada perlakuan

4.7 Penyiapan Bahan untuk SEM

Preparat untuk SEM (scanning electron microscope) berasal dari jamur
patogen penyebab penyakit akar putih pada tanaman cengkeh isolat SK yang
ditumbuhkan pada media PDA, diisolasi kembali di PDA dalam cawan Petri
secara berlawanan (metode dual culture) dengan jamur antagonis, lalu dinkubasi
selama 6 hari setelah isolasi pada suhu 28°C. Miselium jamur yang tumbuh
disepanjang zone pertemuan diantara kedua jamur yaitu jamur patogen dan
antagonis dipotong-potong dengan ukuran lebar 3 mm dan selanjutnya difiksasi
dengan larutan 2% glutaraldehyde dalam buffer 0,1 M sodium cacodylate (pH
7,2) pada suhu 4°C selama 4 jam dan setelah itu didiamkan pada suhu kamar
(28°C) selama 1 jam.

Sampel yang sudah difiksasi dicuci kembali dengan buffer sodium
cacodylate (pH 7,2) dan dilakukan fiksasi lanjutan dengan 1% osmium tetroxide
dalam 0,1 M buffer sodium cacodylate, kemudian didiamkan pada suhu ruang
(26-28°C) selama 5 jam. Setelah itu sampel dicuci dengan menggunakan aquades

steril, selanjutnya dilakukan proses dehidrasi dengan menggunakan etil alkohol
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secara berseri (40%, 60%, 80%, 99,5% dan 100%). Sampel dipotong dengan
menggunakan freeze cutting device (TF-2, Eiko, Japan) setelah proses dehidrasi.
Sampel selanjutnya ditetesi larutan t-butylalcohol dan diletakkan pada vaccum
freeze-drying (ID-2, Eiko, Japan). Sampel yang telah kering diletakkan di tempat
khusus dan dilapisi dengan osmium tetroxide (OPC 60A, Filgen, Japan) dan
platinum (JUC-5000, JEOL, Japan). Sampel yang telah dilapisi osmium tetroxide
tersebut diobservasi dengan SEM menggunakan JSM-5410LA, JBOL, Japan

dengan akselerasi voltase 5 kV.

4.8 Uji Potensi Kandidat Jamur Antagonis sebagai Agensia Pengendali
Hayati terhadap Patogen Penyakit Akar Putih pada Tanaman Cengkeh
secara In Vivo

Uji potensi kandidat jamur antagonis sebagai agensia pengendali hayati
patogen penyakit akar putih diaplikasikan dalam bentuk kompos pada bibit
cengkeh umur 12 bulan dalam polybag di rumah kaca. Jamur antagonis sebagai
agensia pengedali hayati yang diujikan yaitu isolat jamur yang menunjukkan daya
hambat besar (>80%) terhadap jamur patogen penyakit akar putih pada bibit
cengkeh yang diuji secara in vitro, mendapat 5 (lima) isolat jamur yaitu: isolat

BK2, BD1, MB1, JB1 dan LC2 yang dijadikan kandidat jamur antagonis terhadap

patogen penyakit akar putih. Biakan murni 5 (lima) kandidat jamur antagonis

Trichoderma spp. masing-masing ditumbuhkan pada media PDA + Levofloxacin

0,25% (v/b) mg dalam cawan Petri (sesuai kebutuhan), diikubasi selama 6 hari.

Miselium kelima jamur kandidat antagonis itu diambil dengan jarum ose dan

masing-masing dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer ukuran volume 250 mL

yang telah diisi 100 mL aquades steril, kemudian divortek selama 3 hari. Suspensi



50

kelima isolat jamur kandidat antagonis itu diambil sebanyak 1 mL dengan
mikropipet dan masing-masing ditumbuhkan pada media campuran jagung+dedak
yang telah disterilkan dalam autoclave, untuk dijadikan sebagai bahan kompos.

Kompos sebagai media tumbuh dari jamur antagonis yang diaplikasikan
pada bibit cengkeh dalam polybag pada percobaan di rumah kaca, dibuat dari
campuran jagung + dedak + jamur antagonis (perbandingan 50:10:1) (b/b/v),
diinkubasi pada suhu 28°C selama 30 hari. Kandidat jamur antagonis
Trichoderma spp. yang sudah tumbuh di media jagung dan dedak dicampur
dengan tanah kompos mengandung kotoran sapi yang telah disterilkan
(perbandingan 1:50) (b/b), diinkubasi pada suhu 28°C selama 21 hari, sehingga
menjadi kompos Trichoderma spp. (dibuat sesuai kebutuhan). Pengujian kandidat
jamur antagonis Trichoderma spp. dilakukan dengan mengaplikasikan kompos
Trichoderma spp. tersebut sebanyak 500 g kedalam polybag pada masing-masing
bibit cengkeh umur 12 bulan di rumah kaca.

Percobaan dirancang dengan menggunakan Rancangan Acak Kelompok
(RAK) berjumlah 6 perlakuan yang masing-masing diulang sebanyak 4 Kkali.
Setiap unit perlakuan terdiri dari 30 bibit cengkeh, sehingga keseluruhan
dibutuhkan 6x4x30 bibit = 720 bibit cengkeh dalam polybag. Perbanyakan
patogen penyakit akar putih dilakukan dengan menumbuhkan jamur patogen isolat
SK pada batang tanaman ketela pohon diameter +1 cm dan panjang 3 cm, yang
berjumlah 720 bibit cengkeh x 2 batang ketela pohon, sehingga diperlukan 1.440
batang ketela pohon (sesuai kebutuhan) yang diinkubasi pada suhu kamar (28°C)

selama 7 hari.
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Bibit cengkeh yang diuji, pada bagian pangkal akarnya dilukai dengan
pisau, kemudian diinfeksikan jamur patogen 7 hari setelah diaplikasikan kompos
Trichoderma spp. Jamur patogen yang telah tumbuh di batang ketela pohon, yang
telah disiapkan itu, kemudian masing-masing diinfeksikan 2 batang ketela pohon
secara bersinggungan pada bagian pangkal akar bibit cengkeh yang telah dilukai
tersebut. Parameter yang diamati adalah pertumbuhan bibit cengkeh (tinggi bibit
cengkeh, jumlah daun, berat basah akar dan berat kering akar), intensitas serangan
penyakit akar putih dan populasi Trichoderma sp. pada setiap perlakuan antagonis

yang dilakukan di rumah kaca.

4.8.1 Pengamatan pertumbuhan bibit cengkeh

Pengamatan pertumbuhan bibit cengkeh yang meliputi: tinggi bibit
cengkeh (diukur dari permukaan tanah di polybag sampai ujung tanaman atau
kuncup tertinggi) serta jumlah daun yang diamati setiap 30 hari setelah infeksi
patogen (HSIP). Pengamatan tinggi dan jumlah daun dilakukan pada 3 bibit
cengkeh dalam polybag di masing-masing unit perlakuan selama penelitian.
Penentuan 3 bibit cengkeh dalam polybag untuk pengamatan pertumbuhan bibit
cengkeh dilakukan agar tidak mendapatkan hasil pengamatan pertumbuhan yang
bias.

Penentuan berat basah akar bibit cengkeh dan berat kering akar dilakukan
dengan mencabut 10 bibit cengkeh pada masing-masing unit perlakuan setiap 60
hari setelah infeksi patogen (HSIP). Bibit cengkeh yang dicabut dari polybag pada
bagian pangkal akar bibit cengkeh (perbatasan akar dengan batang) dipotong dan
tanah yang melekat pada akar dibersihkan. Akar bibit cengkeh dimasukkan

kedalam kertas amplop yang telah diketahui beratnya. Akar bibit cengkeh yang
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sudah dimasukkan kedalam kertas amplop, kemudian ditimbang kembali untuk
menentukan berat basah akar. Akar bibit cengkeh dalam kertas amplop tadi
dioven pada suhu 80°C sampai berat akar konstan (dioven selama £72 jam, sesuai
dengan percobaan pendahuluan yang telah dilakukan). Akar bibit cengkeh yang
telah dioven selanjutnya ditimbang, kemudian dikurangi berat kertas amplop,

sehingga mendapatkan berat kering akar bibit cengkeh.

4.8.2 Penentuan intensitas serangan penyakit akar putih

Penentuan intensitas serangan penyakit dilakukan setiap 60 HSIP dengan
mencabut 10 bibit cengkeh di masing-masing unit perlakuan. Intensitas serangan
penyakit akar putih pada tanaman cengkeh ditentukan dengan mengacu pada skor
intensitas serangan penyakit layu pada tanaman karet. Menurut Hutagaol dan
Melin (2005); Tombe (2008), bahwa intensitas serangan penyakit layu pada
tanaman karet dan tanaman mente yang disebabkan oleh patogen jamur akar putih
dengan skor sebagai berikut:

1.  Skor0 = rizomorf atau miselium patogen jamur akar putih
(Sehat) tidak ada pada permukaan akar tanaman dan tanaman

sehat (serangan 0%).
2. Skorl = daun tanaman Kkelihatan kusam dan pertumbuhan
(Ringan) tanaman terlambat serta rizomorf atau miselium
patogen melekat pada permukaan akar, yang

dikatagorikan serangan penyakit ringan (serangan 1-

25%).
3. Skor?2 = daun tanaman mulai layu dan rizomorf atau miselium
(Sedang) patogen melakukan penetrasi ke jaringan floem akar

tetapi akar belum membusuk, dikatagorikan serangan
penyakit sedang (serangan >25-50%).
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4.  Skor 3 = daun tanaman sudah menguning, mengering dan
(Berat) gugur serta rizomorf atau miselium patogen telah
melakukan penetrasi jaringan xylem, sehingga akar

membusuk dan tanaman mati, dikatagorikan serangan

penyakit berat (serangan >50%).

Penentuan intensitas serangan penyakit akar putih pada tanaman cengkeh
oleh jamur patogen dilakukan berdasarkan metode Krebs (Krebs, 1999),

ditentukan dengan rumus:
Keterangan:
| = Intensitas serangan penyakit
X(nxv) . . N
| = x 100% N =Jumlah tanaman bergejala penyakit dari setiap skor

ZxXN

v = Nilai skor gejala penyakit
N = Jumlah tanaman yang diamati
Z = Nilai skor gejala penyakit tertinggi

4.8.3 Penentuan populasi Trichoderma spp.

Populasi Trichoderma spp. ditentukan menggunakan platting method
dengan seri pengenceran (Nester et al., 2007). Adapun langkah-langkah yang
dilakukan adalah mengambil tanah sampel seberat +300 g pada bagian rizosfer
bibit cengkeh yang dicabut dari polybag pada setiap perlakuan Trichoderma spp.
kemudian dimasukkan ke dalam kantong plastik dicampur sampai homogen dan
diberi label berupa informasi sampel. Tanah sampel ditimbang seberat 10 g
dimasukkan ke dalam 90 mL dalam labu erlenmeyer berukuran volume 250 mL
lalu dihomogenkan dengan vortek, sehingga mendapatkan pengenceran 107,
Untuk mendapatkan pengenceran 1072 dilakukan dengan mengambil 1 mL
suspensi dari pengenceran 10 dimasukkan ke dalam 9 mL aquades steril dalam

tabung reaksi, lalu dihomogenkan dengan vortek, demikian seterusnya sampai
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pada pengenceran 10*. Suspensi sebanyak 1 mL pada pengnceran 10 dituangkan
dalam cawan Petri yang masing-masing telah berisi 15 mL media PDA dengan
menggoyangkan cawan Petri hingga merata, diinkubasi pada suhu kamar (28°C)
selama 3 hari. Penghitungan populasi Trichoderma spp. dilakukan dengan metode
Total Plate Count (TPC) menggunakan alat hand counter. Populasi Trichoderma
spp. dihitung pada masing-masing pengenceran kemudian dikalikan dengan faktor
pengenceran sehingga didapat populasi Trichoderma spp. dengan satuan Coloni

Form Unit per gram (CFU/qg).

4.9 Identifikasi Jamur Antagonis

Jamur antagonis hasil pengujian daya hambat secara in vitro dan
pengujian pada bibit cengkeh di rumah kaca yang terbaik, selanjutnya
diidentifikasi. Identifikasi morfologi secara makroskopis dengan mengamati
warna, elevasi, tekstur dan tepi koloni, kemudian dilanjutkan dengan pengamatan
mikroskopis bentuk hifa, warna hifa dan spora di mikroskop, yang kemudian
dicocokkan dengan ciri dan gambar pada penuntun identifikasi jamur dari buku
CMI (Commonwealth Mycology Institute). Identifikasi molekuler jamur antagonis
dilakukan menggunakan daerah internal transcribed spacer (ITS) dengan

menggunakan 2 primer yaitu primer ITS 5 dan primer ITS 4.

4.9.1 Isolasi DNA Genom Antagonis

Isolasi DNA genom dari Trichoderma sp. isolat JB1 dilakukan dengan
mengikuti metode Sambrook et al. (1989) yaitu jamur Trichoderma sp. isolat JB1
yang tumbuh pada media PDA selama 4 hari diambil hifanya, lalu disuspensikan

dalam 2 mL air steril. Suspensi jamur tersebut sebanyak 1,5 mL dimasukkan ke
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Eppendorf volume 1,5 mL, selanjunya disentrifugasi pada kecepatan 8.000 rpm
selama 10 menit. Supernatan dibuang dan pelet yang terbentuk dicuci kembali
dengan buffer STE (komposisi: 0,3 M sukrosa; 25 mM Tris-HCI; 25 mM EDTA
2Na pH 8), kemudian disentrifugasi pada kecepatan 8.000 rpm selama 10 menit.
Pelet dicuci sebanyak 3 kali secara berulang, selanjutnya supernatan dibuang dan
pada pelet yang didapat ditambahkan 200 uL buffer STE dan 45 pL lisozim (20
mg/mL) dibolak-balik secara berulang sebanyak 10-20 kali, kemudian diinkubasi
pada suhu 55°C selama 60 menit sehingga terbentuk protoplas.

Proteinase-K (20 mg/mL) sebanyak 20 pL ditambahkan pada campuran
tersebut dan diinkubasi pada suhu 55°C selama 60 menit. Setelah itu ditambahkan
400 pL 10% CTAB dalam larutan 0,7 M NaCl lalu diinkubasi pada suhu 65°C
selama 30 menit. Kemudian ke dalam larutan ditambahkan 1 kali volume
fenol:kloroform (25:24) dan disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama
10 menit. Fase bening dipindahkan ke tabung baru dan ditambahkan 0,6 kali
volume isopropanol dan 20 pL Natrium asetat, diinkubasi pada suhu -20°C selama
12 jam. Selanjutnya disentrifugasi 12.000 rpm selama 10 menit. Bagian
supernatan dibuang, sedangkan pada pelet dicuci menggunakan alkohol 70%
sebanyak 1 mL. DNA dikeringanginkan selama 60 menit umtuk membuang
alkohol lalu dilarutkan ke dalam 50 pL ddH2O (doble destilation H2O) steril,

selanjutnya disimpan pada suhu 4°C atau suhu -20°C.

4.9.2 Amplifikasi DNA dengan PCR (Polymerase Chain Reaction)
Identifikasi isolat jamur dilakukan secara molekuler berdasarkan analisis
genetika dengan menggunakan daerah internal transcribed spacer (ITS) yaitu

ITS1 dan ITS2. Amplifikasi PCR menggunakan primer ITS5 (F : 5-
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GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG- 3°) dan primer 1TS4 (R : 5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3%) (White et al., 1990).

Amplifikasi dilakukan dengan mesin Polymerase Chain Reaction (Perkin
Elmer GeneAmp PCR system 2400, German) pada volume 25 pL dengan
komposisi reaksi yaitu: nuclease free water 10 pL, Go taq green mastermix™
12,5 pL, primer ITS 5 dan primer ITS 4 masing-masingnya 0,5 uL, DMSO 0,5 pl,
dan DNA template 1 pL. Amplifikasi PCR untuk daerah ITS terdiri dari: pra-
denaturasi 95°C selama 90 detik, dilanjutkan denaturasi 95°C selama 30 detik
dengan 35 siklus, annealing 55°C selama 30 detik, ekstensi 72°C dalam 90 detik
dan ekstensi akhir 72°C selama 5 menit. Hasil elektroforesis yang didapat

dipurifikasi untuk dilanjutkan ketahapan sekuensing.

4.9.3 Sekuensing ITS dan Analisis Sekuen DNA

Analisis pembacaan urutan basa nitrogen menggunakan automated DNA
sequencer (ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer) (Applied Biosystems). Data
mentah hasil sekuensing selanjutnya di trimming dan di assembling menggunakan
program ChromasPro version 1.5. Data yang telah di assembling, selanjutnya di
BLAST dengan data genom vyang telah  didaftarkan  NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (Thompson et al., 1997).

Beberapa data sekuen hasil blast yang merupakan spesies terdekat dan
merupakan Type Strain dari masing-masing spesies tersebut diambil dari data
GenBank di NCBI. Data dianalisis kembali dengan mengaligment sequen tersebut
dengan menggunakan proram MEGA v.5.0 (Nishizawa et al., 2010), dan boostrap

yang digunakan adalah 1.000 kali ulangan (Felsenstein, 1985).
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4.10 Analisis Statistik

Data yang didapat dalam penelitian, dianalisis secara kuantitatif dengan
menggunakan Analysis of Varian (ANOVA) dengan bantuan software SPSS for
windows version 17.0 tahun 2009. Percobaan untuk mengetahui daya hambat
kandididat jamur antagonis dilaksanakan di laboratorium menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Percobaan untuk mengetahui efektivitas
Trichoderma spp. terhadap pertumbuhan bibit cengkeh, pengaruh aplikasi
Trichoderma spp. terhadap intensitas serangan penyakit dan populasi koloni
Trichoderma spp. di rizosfer bibit cengkeh dilaksanakan di rumah kaca
menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK). Data dianalisis menggunakan
analisis varians (Anova) dan uji beda rata-rata dilakukan menggunakan uji beda
nyata terkecil (BNT) pada taraf 5%. Penentuan jumlah perlakuan dan ulangan dari
setiap desain penelitian berdasarkan pada ketentuan minimal (P-1) x (n-1) > 15

(Gomez dan Gomez, 2007).



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Patogen Penyakit Akar Putih pada Tanaman Cengkeh
5.1.1 Gejala penyakit akar putih

Tanaman cengkeh yang terinfeksi patogen penyakit akar putih di Desa
Unggahan, Kecamatan Seririt, Kabupaten Buleleng, menunjukkan gejala daun
tanaman layu, kering, kemudian daun gugur, sehingga tinggal ranting tanaman
mengering (Gambar 5.1A). Pada bagian akar dan pangkal akar tanaman cengkeh

tampak rizomorf berwarna putih (Gambar 5.1B).

Gambar 5.1
Tanaman cengkeh di lapangan bergejala penyakit akar putih
A= daun mengering, gugur, tinggal ranting; B= akar cengkeh terinfeksi patogen
1= akar terinfeksi rizomorf patogen, 2= pangkal akar terinfeksi rizomorf
patogen

5.1.2 Hasil pengujian patogenitas
Hasil pengujian patogenitas yang dilakukan pada bibit cengkeh umur 12

bulan dalam polybag di rumah kaca, didapatkan bahwa bibit cengkeh yang
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diinfeksikan patogen isolat SK mulai menunjukkan gejala penyakit akar putih
pada saat 60 hari setelah infeksikan patogen (HSIP). Gejala penyakit pada bibit
cengkeh ditunjukkan berupa daun kelihatan kusam, kemudian layu, daun
melengkung kearah dalam dan mengering, akhirnya daun gugur. Ranting bibit

cengkeh mengering dan akhirnya mati (Gambar 5.2).

Gambar 5.2
Bibit cengkeh pada uji patogenitas (60 hari setelah infeksi patogen)
1 = bibit cengkeh tidak diinfeksikan patogen isolat SK (kontrol)
2 = bibit cengkeh diinfeksikan patogen isolat SK (daun kelihatan kusam,
layu, daun melengkung kearah dalam dan mengering, akhirnya daun
gugur dan hanya tinggal ranting yamg mengering)

Bibit cengkeh yang tidak diinfeksikan jamur patogen isolat SK (kontrol)
dalam polybag di rumah kaca, bila dicabut tidak terlihat ada rizomorf jamur
berwarna putih di permukaan akar (Gambar 5.3A). Bibit cengkeh yang
diinfeksikan jamur patogen isolat SK, bila dicabut kelihatan ada rizomorf jamur
berwarna putih menjalar pada permukaan akar dan bagian akar bibit cengkeh

tersebut berwarna hitam, lunak dan membusuk (Gambar 5.3B).
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Gambar 5.3
Akar bibit cengkeh yang dicabut pada uji patogenitas (60 HSIP)

A = akar bibit cengkeh perlakuan kontrol (tidak ada rizomorf jamur)
B = akar bibit cengkeh diinfeksikan patogen penyakit akar putih
(tanda panah 1=rizomorf patogen pada akar, 2=akar membusuk, berwarna hitam)
5.2 Identifikasi Patogen Penyakit Akar Putih pada Tanaman Cengkeh
5.2.1 ldentifikasi berdasarkan morfologi

Identifikasi morfologi jamur patogen penyakit akar putih pada tanaman
cengkeh secara makroskopis yaitu permukaan koloni jamur datar dan berwarna
putih mengkilap, koloni berbentuk bulat halus serta dibagian tepi agak rata

(Gambar 5.4A). Miselium jamur patogen akar putih naik ke tepi cawan Petri pada

umur 12 hari setelah isolasi (Gambar 5.4B).

Gambar 5.4
Koloni biakan murni patogen penyakit akar putih pada media PDA
A= miselium jamur isolat SK umur 10 hari (tanda panah)
B= miselium jamur isolat SK, naik ke dinding cawan Petri saat umur 12 hari
(tanda panah)
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Karakterisasi morfologi makroskopis badan buah (basidiokarp) jamur
patogen isolat SK berupa lempengan setengah lingkaran berwarna putih halus.
Pada permukaan bagian atas berupa lingkaran berwarna kuning kecoklatan yang
dibatasi lingkaran berwarna putih halus di bagian tepinya, disajikan pada Gambar
5.5A. Pada permukaan bagian bawah badan buah jamur patogen penyakit akar
putih pada tanaman cengkeh, terdapat gill (berupa lempengan radial seperti
insang), disajikan pada Gambar 5.5B.

Karakterisasi morfologi makroskopis badan buah (basidiokarp) jamur
akar putih pada tanaman mente dan badan buah jamur akar putih pada tanaman
karet berupa lempengan setengah lingkaran, sebagai ciri dari klas
Basidiomycetes. Struktur karakterisasi badan buah jamur akar putih pada
tanaman mente bila dilihat pada permukaan atas, berupa lempengan setengah
lingkaran berwarna coklat kehitaman pada bagian dalamnya yang dibatasi
lingkaran berwarna putih di bagian tepi, disajikan pada Gambar 5.5C.
Karakterisasi bagian bawah badan buah jamur akar putih pada tanaman mente
berwarna putih halus dan tidak ada gill (Gambar 5.5D).

Karakterisasi morfologi makroskopis badan buah jamur akar putih pada
tanaman karet, berupa lempengan setengah lingkaran berwarna kuning
kecoklatan, disajikan pada Gambar 5.5E. Pengamatan karakterisasi mikroskopis
jamur patogen isolat SK di mikroskop binokuler pada pembesaran 400x
menunjukkan hifa bercabang dan bersepta serta membentuk kait (clamp
connection) untuk membantu penetrasi pada inangnya, sebagai ciri khas dari

kelompok jamur klas Basidiomycetes, disajikan pada Gambar 5.6.
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Gambar 5.5

Karakterisasi morfologi makroskopis badan buah jamur patogen dan jamur akar putih

A= Karakterisasi morfologi makroskopis badan buah jamur patogen isolat SK, permukaan
atas berbentuk kipas (1= lingkaran tengah berwarna kuning kecoklatan,
2= lingkaran tepi berwarna putih) (tanda panah)

B= Karakterisasi morfologi makroskopis badan buah jamur patogen isolat SK permukaan
bawah: g= gill (bentuk lempengan radial seperti insang) (tanda panah)

C= Karakterisasi morfologi makroskopis badan buah jamur akar putih di tanaman
mente, permukaan atas (1= lingkaran bagian dalam berwarna coklat kehitaman,
2= lingkaran bagian luar berwarna putih) (tanda panah)

D= Karakterisasi morfologi makroskopis badan buah jamur akar putih di tanaman
mente, permukaan bawah berwarna putih halus (tidak ada gill) (tanda panah)

E= Karakteristik morfologi makroskopis badan buah jamur akar putih di tanaman
karet, permukaan atas berwarna kuning kecoklatan (tanda panah)

(sumber: E= Suprianto, 2013)
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Gambar 5.6

Karakterisasi morfologi mikroskopis hifa jamur patogen isolat SK
pengamatan di bawah mikroskop binokuler pembesaran 400x
(tanda panah 1 = clamp connection; 2 = septa hifa; 3 = percabangan hifa)

5.2.2 Identifikasi molekuler jamur patogen

Identifikasi jamur patogen penyakit akar putih isolat SK dilakukan secara
molekuler dengan mengamplifikasi daerah internal transcribed spacer (ITS)
menggunakan 2 primer yaitu ITS 5 dan ITS 4 rDNA (DNA ribosomal). Menurut
Druzhirina et al. (2005), salah satu analisis molekuler yang dikembangkan
menggunakan sekuen DNA ribosomal (rDNA) pada daerah internal transcribed
spacer (ITS). Amplifikasi DNA dilakukan untuk menggandakan fragmen gen yang
terletak pada daerah ITS, posisi target amplifikasi dengan primer yang digunakan
sesuai dengan temuan White et al. (1990).

Amplifikasi DNA daerah ITS jamur patogen isolat SK menggunakan
primer ITS 5 (F: 5 - GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG- 3°) dan primer ITS 4
(R: 5- TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3°) menghasilkan fragmen DNA

dengan ukuran basa 580 bp (Gambar 5.7). White et al. (1990) menyatakan bahwa
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pasangan primer ITS 5 dan ITS 4 dapat digunakan untuk mengamplifikasi DNA

pada daerah ITS 1 dan ITS 2 dengan ukuran basa antara 563-602 bp.

bp M SK

10.000 «—
6.000 «—

3.000 «—

1.000 «—

750

580 bp

500 «—

250¢—

Gambar 5.7
Amplifikasi daerah ITS isolat SK menggunakan Primer ITS 5 dan ITS 4.
Lajur M = marker, 1 Kb DNA leadder (fermentas)
Lajur SK merupakan pita patogen isolat SK (tanda panah merah)

Fragmen DNA vyang dihasilkan selanjutnya disekuensing untuk
mengidentifikasi spesies jamur patogen isolat SK berdasarkan kemiripan dengan
spesies jamur lainnya yang telah teridentifikasi. Hasil analisis menggunakan
metode Maximum Parsimony dengan 1.000 kali ulangan bootstrap menunjukkan
bahwa kekerabatan terdekat jamur patogen isolat SK adalah jamur Schizophyllum
commune, karena berada satu klade (kelompok) dengan sekuen-sekuen jamur S.
commune dengan dukungan similaritas 99%. Pohon filogeni yang menunjukkan
kedekatan jamur patogen isolat SK terhadap spesies lain berdasarkan bootsrap

1.000 kali ulangan, disajikan pada Gambar 5.8.
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NR 119948 Agaricus erythrosarx MURU 6080
% E KJ575605 Agaricus caballeroi voucher AH44403
il JF514524 Agaricus microvolvatulus

MR 119833 Macrolepiota orientiexcoriata HKAS 45863
JX179268 Lepiota geogenia voucher MEL:2358502
GU233335 Cortinarius viscostriatus voucher PDD:27272
DQ389669 Psathyrella stercoraria voucher LO460-05
AM3946491 Cystoderma japonicum
KJ461903 Clitopilus kamaka voucher PDD:96106
AY265320 Pleuratus cystidiosus var. formosensis strain CBS100129
495':&1998831 Pleurotus ferulaginis strain HIK132
KJ461908 Clitocybe brunneocaperata
—— NR 119709 Crinipellis furcata BO DEDG951
g7 — FJ167643 Crinipellis sp. JFK-2009g isolate JFK129
MR 119707 Crinipellis cupreostipes CMU JFK131
i a0 R 119705 Crinipellis brunnescens BO DED6791
3 MR 119706 Crinipellis malesiana BO AR431
97 FJ178109 Cribbea turbinispora voucher PSC1590
—1 KJ024101 Cibaomyces glutinis voucher HKAS:80855
HM008932 Schizophyllum commune strain KUCB703
5 JBB4-JAP-SK —
JBB3-JAP-SK
LNB08359 Schizophyllum commune isolate 0511TESEHZ
JQ676210 Schizophyllum commune isolate BXYS02
63| FJ478109 Schizophyllum commune strain xsd03036

i
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%5

100

EF155505 Schizophyllum commune isolate Z3
JX848644 Schizophyllum commune strain WB03312

LMB08976 Schizophyllum commune

100 HMG35703 Phellinus gabonensis strain MUCL 52023 clone D
£ | HIM635714 Phellinus gabonensis strain MUCL 52025 clone G
— JQOBT7377 Fomitiporia cupressicala strain MUCL 52486

10l Gu4g1957 Fomitiponia tenuis strain MUCL 44802

KF917545 Hyphodontia rhizomarpha voucher Dai 12367

480‘— JX175044 Hyphodontia vietnamensis voucher TNM F3073

JN411120 Theleporus membranaceus voucher IFP:Dai 12075

g, KJ559478 Rigidoporus microporus voucher 311
KJ55947T7 Rigidoporus microporus voucher X1862

q (KJ559473 Rigidoporus microporus voucher X1865
HQ400709 Rigidoporus microporus isolate FRIME46
B3| | KJ559466 Rigidoporus microporus voucher ED336
85 1KJ559467 Rigidoporus microporus voucher N401
EF685069 Lactarius horakii isolate Java8336

100

Gambar 5.8
Pohon filogeni yang dibangun dari sekuen ITS dari library GenBank
jamur patogen isolat SK (tanda panah) yang telah dikarakterisasi.
Nilai bootstrap 1.000 kali ulangan.
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Berdasarkan hasil pensejajaran sekuen dari jamur patogen isolat SK
dengan sekuen homolog database di Genbank, jamur patogen penyakit akar putih
pada tanaman cengkeh isolat SK memiliki kemiripan sebesar 99% dengan
Schizophyllum commune isolat 0511TES8H2 (Accesion Number GenBank
FJ478109.1), Schizophyllum commune isolat BXYSO2 (Accesion Number
GenBank JQ676210.1), Schizophyllum commune strain xsd08036 (Accesion
Number GenBank FJ478109.1), Schizophyllum commune isolat Z3 (Accesion
Number GenBank EF155505.1) dan Schizophyllum commune (Accesion Number
GenBank LN808976.1). Perbandingan persentase kemiripan gen jamur S.
commune isolat SK dan asal negara dengan beberapa sekuen DNA di GenBank
menggunakan program BLAST dan hasil analisis menggunakan metode
Maximum Parsimony dengan 1.000 kali ulangan bootstrap, dapat dilihat pada
Tabel 5.1.

Tabel 5.1

Perbandingan persentase kemiripan gen jamur patogen isolat SK dan asal negara
dengan beberapa sekuen DNA di Genbank menggunakan program BLAST

No. Isolat Similaritas Accession Asal
(%) (kode akses) Negara

1. Schizophyllum commune isolat 99 LN808959.1

Spanyol

0511TES8H2

2. Schizophyllum commune isolat 99 JQ676210.1 China
BXYS02

3. Schizophyllum commune strain 99 FJ478109.1 China
xsd08036

4.  Schizophyllum commune isolat 99 EF155505.1 Jerman
Z3

5. Schizophyllum commune isolat 99 JX848644.1 Austria
WB033 12

6. Schizophyllum commune 99 LN808976.1  Spanyol



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218454085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VR1EEZZC014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_218454085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218454085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VR1EEZZC014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_134105874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/134105874?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=VR1EEZZC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218454085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VR1EEZZC014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_134105874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/134105874?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=VR1EEZZC014
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5.3. Karakterisasi Jamur Schizophyllum commune

Jamur S. commune dapat tumbuh pada media PDA, suhu 25-40°C dan pH
4,0-8,5 serta pertumbuhan akan terhenti pada suhu di atas 45°C. Kecepatan
tumbuh miselium optimum pada suhu 29°C dan pH 5,5 di media PDA dengan
diameter 1,07 cm/hari, sedangkan pada suhu 25°C diameter miselium adalah 0,96
cm/hari. Berdasarkan diameter miselia yang tumbuh itu, berarti pertumbuhan
jamur S. commune pada suhu 25-29°C yang tepat mencapai suhu optimumnya,
termasuk klasifikasi pertumbuhan agak cepat (Adejoye et al., 2007). Berdasarkan
percobaan Adejoye et al. (2007), suhu optimum pertumbuhan S. commune pada
media PDA adalah 25°C dengan memperlihatkan respon pertumbuhan setelah
inkubasi lebih dari 10 hari.

Menurut Emberger (2006), ciri-ciri morfologi dari S. commune termasuk
kedalam klas Basidiomycetes yaitu kelompok jamur yang memiliki gill
(lempengan radial berbentuk seperti insang). Badan buah (basidiokarp)
bentuknya seperti kipas yang lebarnya 1-3 cm. Bila dilihat dari permukaan atas,
pada lingkaran luar badan buah berwarna putih dan pada lingkaran dalam
berwarna kuning kecoklatan, serta dari permukaan bawah memiliki gill
(lempengan radial berbentuk seperti insang).

Badan buah tumbuh berkelompok atau tunggal dengan tangkai tudung
pendek atau tidak ada tangkai (Nasreen et al., 2015). Miselia jamur S. commune
akan tumbuh dan berkembang ke segala arah pada substrat tanaman atau kayu di
tempatnya berada. Apabila perkembangan miselia sudah cukup dan kondisi
lingkungan memadai, maka miselia jamur S. commune akan tumbuh kuncup

seperti bulatan sebesar kepala jarum pentul. Kuncup jamur yang berupa bulatan
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tersebut, makin lama tumbuh membesar hingga akhirnya membentuk badan buah
(basidiokarp), disajikan pada Gambar 5.9. Basidiokarp jamur S. commune pada
tanaman cengkeh, tanaman mangga dan bambu jika mengering, maka setiap
bagian tersebut akan menggulung ke arah permukaan bawah, disajikan pada

Gambar 5.10.

Gambar 5.9
Miselia dan Basidiokarp (badan buah) jamur patogen isolat SK
tumbuh pada pangkal batang bibit cengkeh di polybag
1 = miselia jamur (tanda panah),
2 = Basidiokarp atau badan buah (tanda panah)

Gambar 5.10
Badan buah jamur patogen S. commune isolat SK menggulung
(tanda panah)
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Menurut Kuo (2003) bahwa jamur S. commune tumbuh pada kayu dan
bersifat parasit pada pohon serta tumbuh secara soliter, tetapi lebih sering
berkelompok. Pernyataan serupa juga dilaporkan oleh Buzina et al. (2001) bahwa
S. commune adalah jamur yang tumbuh di berbagai pohon dan bersifat parasit.
Jamur S. commune juga sebagai penyebab penyakit pada pohon meranti merah
(Shorea smithiana) (Erwin et al., 2008). Lebih lanjut Arif et al. (2007)
melaporkan bahwa jamur S. commune ditemukan hidup dan merusak pohon
Ficus sp. Jamur S. commune ini juga hidup sebagai parasit pada pohon mangga
(Mangifera indica L.) serta sebagai jamur pembusuk kayu (Schmidt, 2006).

Jamur S. commune dikenal sebagai penyebab root rot (busuk akar) atau
Schizophyllum rot, sap rot dan heart rot pada beberapa jenis tanaman seperti:
meranti (Shorea smithiana) di Kalimantan (Indonesia), pohon linden (Tilia sp.)
atau pohon saru di Indonesia, buna (Fagus crenata) (Japan beech) dan ceri asam
(Prunus cerosus) (Takemoto et al., 2010). S. commune juga bersifat parasit pada
pohon mangga (Mangifera indica L.) di Changa Manga Forest Pakistan dan S.
commune merupakan jamur yang paling agresif menginfeksi pohon jenis
berangan kuda (Aesculus hippocastaneum) yang di tanaman di pinggir jalan di
Kota Lithuania (Nasreen et al., 2015). Monahan (1998), melaporkan bahwa
jamur S. commune juga menyebabkan pembusukan (decay) dan pelapukan
(deterioration) pada bambu (Bambusa vulgaris Schrad). Lebih lanjut Nasreen et
al. (2015), juga melaporkan bahwa S. commune merupakan jamur pelapuk putih
(white rot), yang menghasilkan enzim pendegradasi berupa lignin (ligninolitik)
yang mampu untuk merombak lignin dan enzim selulase mampu untuk

merombak selulosa pada tanaman.
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Jamur pelapuk kayu mampu merusak selulosa dan lignin dengan cara
menguraikan kayu melalui proses enzimatik dari bentuk yang kompleks menjadi
lebih sederhana. Jamur S. commune juga sebagai patogen biodegradasi kayu yang
memiliki kemampuan mendegradasi lignin, mampu menyerang batang tanaman
yang masih hidup, terutama di bagian empulur kayu yang sel-selnya sudah mati
atau cabang yang patah. Aktivitas ekstraselulernya didominasi oleh enzim
selulase, sehingga menyebabkan dinding sel kayu mengalami degradasi (Erwin et
al., 2008). Hal ini menyebabkan bobot kayu menjadi menurun pada saat
penyimpanan. Besarnya nilai kehilangan bobot kayu akibat serangan jamur
dalam waktu tertentu menunjukkan tingkat penyerangan jamur terhadap kayu
tersebut (Fitriyani, 2010).

Penurunan bobot kayu ini terkait dengan variasi kandungan ekstraktif
pada kayu. Butterfield (2006) menyatakan bahwa zat ekstraktif sangat penting
dalam memperlambat pelapukan kayu oleh jamur. Pernyataan ini juga dikuatkan
olen Bowyer et al. (2003) yang menyebutkan bahwa jamur pelapuk kayu
mendegradasi sel dari lumen ke luar dinding sel sehingga menjadi tipis, tetapi
kayu tidak menyusut atau retak, bentuk kayu relatif tetap, tetapi menjadi massa
serabut terurai serta berongga, sehingga kualitas kayu menurun. Lebih lanjut
Clausen dan Kartal (2003) juga melaporkan bahwa pelapukan kayu oleh jamur S.
commune menyebabkan terjadinya perubahan struktur kayu akibat kerja enzim
pendegradasi, sehingga mengakibatkan terjadi penurunan kekuatan kayu.
Menurut Alexopoulos et al. (1996), jamur Schizophyllum commune dapat

diklasifikasikan sebagai berikut:
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Kingdom . Mycetae (Fungi)

Divisio : Amastigomycota

Sub Divisio . Basidiomycota

Klas . Basidiomycetes

Sub klas . Holobasidiomycetes

Ordo . Aphyllophorales (Agaricales)
Famili . Schizophyllaceae (Agaricaceae)
Genus : Schizophyllum

Spesies . Schizophyllum commune Fries.

5.4 Daya Hambat Kandidat Jamur Antagonis terhadap Luas Koloni Jamur
Patogen S. commune Isolat SK secara In Vitro

Isolat jamur antagonis dari rizosfer tanaman cengkeh dan tanaman duwet
tanpa gejala penyakit akar putih yang memiliki daya hambat besar (>60%)
terhadap luas koloni jamur patogen S. commune isolat SK (isolat Seririt Koleksi)
secara in vitro yang disimpan pada media miring dalam tabung reaksi. Isolat
jamur antagonis yang disimpan pada media miring, diisolasi kembali pada media
PDA, kemudian dilakukan identifiksi morfologi dengan melakukan pengamatan
secara makroskopis, dilanjutkan dengan pengamatan mikroskopis di mikroskop,
kemudian dicocokkan dengan gambar pada penuntun identifikasi jamur dari buku
CMI (Commonwealth Mycology Institute).

Isolat jamur yang memiliki daya hambat >60% terhadap luas koloni
jamur patogen S. commune isolat SK didapat sebanyak 37 isolat jamur yang
terdiri dari: 32 isolat Trichoderma spp. yaitu: 26 isolat Trichoderma spp. yang

diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh dan 6 isolat yang diisolasi dari rizosfer
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tanaman duwet; 3 isolat Aspergillus spp. yang meliputi 1 isolat diisolasi dari
rizosfer tanaman cengkeh dan 2 isolat diisolasi dari rizosfer tanaman duwet; 1
isolat Penicillium sp. diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh serta 1 isolat
Fusarium sp. yang diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh, seperti disajikan pada
Tabel 5.2.
Tabel 5.2
Aktivitas penghambatan beberapa isolat kandidat jamur antagonis

terhadap luas koloni jamur patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh
secara in vitro (diikubasi selama 5 hari pada suhu 28°C)

No. Nama Isolat Asal lIsolat Daya Keterangan
(Desa, Kecamatan, Kabupaten) Hambat (%)
1) (2 @) (4) (©)
1. BK1 Ungasan, Kuta Selatan, Badung 65,76 Trichoderma (b)
2 BK2 Ungasan, Kuta Selatan, Badung 88,26 Trichoderma (b)
3 BK3 Ungasan, Kuta Selatan, Badung 64,73 Aspergillus (b)
4 PB1 Pecatu, Kuta Selatan, Badung 67,50 Aspergillus (b)
5. PB2 Pecatu, Kuta Selatan, Badung 68,85 Trichoderma (b)
6 BD1 Pelaga, Petang, Badung 89,57 Trichoderma (a)
7 BD2 Pelaga, Petang, Badung 67,15 Trichoderma (a)
8 KG1 Kerta, Payangan, Gianyar 65,60 Trichoderma (a)
9 KG2 Kerta, Payangan, Gianyar 66,72 Trichoderma (a)
10. KB1 Dauasa, Kintamani, Bangli 65,15 Aspergillus (a)
11. KB2 Dauasa Kintamani, Bangli 65,87 Trichoderma (a)
12. RK1 Rendang, Rendang, Karangasem 63,70 Trichoderma (a)
13. RK2 Rendang, Rendang, Karangasem 68,00 Trichoderma (a)
14, uB1 Unggahan, Seririt, Buleleng 67,55 Trichoderma (a)
15. uB2 Unggahan, Seririt, Buleleng 64,75 Trichoderma (a)
16. UB3 Unggahan, Seririt, Buleleng 66,65 Trichoderma (a)
17. uB4 Unggahan, Seririt, Buleleng 70,90 Trichoderma (a)
18. uUB5 Unggahan, Seririt, Buleleng 62,88 Trichoderma (a)
19. MB1  Munduk, Banjar, Buleleng 87,00 Trichoderma (a)
20. MB2 Munduk, Banjar, Buleleng 67,65 Trichoderma (a)

21. JB1 Umejero, Busungbiu, Buleleng 90,14 Trichoderma (a)
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22. JB2 Umejero, Busungbiu, Buleleng 69,03 Trichoderma (a)
23. JB3 Umejero, Busungbiu, Buleleng 70,15 Trichoderma (a)
24, BB1 Busungbiu, Busungbiu, Buleleng 62,75 Trichoderma (a)
25. BB2 Busungbiu, Busungbiu, Buleleng 65,15 Trichoderma (a)
26. TB Telaga, Busungbiu, Buleleng 65,20 Trichoderma (a)
27. SR1 Seririt, Seririt, Buleleng 63,22 Fusarium  (a)
28. SR2 Seririt, Seririt, Buleleng 62,25 Trichoderma (a)
29. SR3 Seririt, Seririt, Buleleng 66,95 Trichoderma (a)
30. PJ1 Asahduren, Pekutatan, 68,15 Trichoderma (a)
Jemberana
31. PJ2 Asahduren, Pekutatan, 62,60 Penicillium (a)
Jemberana
32. PT Belimbing, Pupuan, Tabanan 67,73 Trichoderma (a)
33. MT1 Petiga, Marga, Tabanan 65,50 Trichoderma (a)
34. MT2  Petiga, Marga, Tabanan 63,00 Trichoderma (a)
35. LC1  Sampora, Cibinong, Cibinong 69,80 Trichoderma (a)
36. LC2 Sampora, Cibinong, Cibinong 88,04 Trichoderma (a)
37. LC3  Sampora, Cibinong, Cibinong 71,55 Trichoderma (a)

Keterangan: (a) = isolat antagonis berasal dari rizosfer tanaman cengkeh
(b) = isolat antagonis berasal dari rizosfer tanaman duwet

Tabel 5.2 menunjukkan pengujian terhadap 37 isolat jamur antagonis dari
rizosfer tanaman cengkeh dan tanaman duwet terhadap daya hambat luas koloni
patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh (S. commune isolat SK)
sebagai perlakuan kontrol secara in vitro, didapatkan 32 isolat Trichoderma spp.
yang menunjukkan daya hambat antara 62,25 sampai 90,14%; 3 isolat
Aspergillus spp. daya hambatnya antara 64,73 sampai 67,50%; 1 isolat
Penicillium sp. daya hambatnya sebesar 62,60% dan 1 isolat Fusarium sp. daya
hambatnya sebesar 63,22%. Dari Tabel 5.2 didapat 5 (lima) isolat Trichoderma
spp. yang diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh dan tanaman duwet

menunjukkan paling berpotensi menghambat pertumbuhan luas koloni jamur S.
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commune isolat SK sebagai patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh
dengan daya hambat tinggi (>80%) yaitu: isolat (BK2, BD1, MB1, JB1, LC2)

dan isolat JB1 memiliki daya hambat tertinggi (Gambar 5.11).

Gambar 5.11

Isolat kandidat jamur antagonis yang diuji daya hambat dengan jamur patogen
(secara in vitro, inkubasi selama 5 hari, pada suhu 28°C)
1= BK2 (Ungasan, Kuta Selatan, Badung); =~ 2= BD1 (Pelaga, Petang, Badung);
3= MBI (Munduk, Banjar, Buleleng); 4= LC2 (Sampora, Cibinong, Cibinong);
5=JB1 (Umejero, Busungbiu, Buleleng (isolat terbaik);
6= SK (patogen dari Unggahan, Seririt, Buleleng)

Gambar 5.11, merupakan pengujian dual culture yang berupa persentase
daya hambat dari kelima kandidat jamur antagonis terhadap pertumbuhan luas
koloni jamur patogen. Hasil pengamatan visual uji antagonis Trichoderma spp.
terhadap jamur patogen S. commune isolat SK dengan metode dual culture
memperlihatkan pertumbuhan koloni jamur patogen S. commune isolat SK ke

arah titik tengah cawan Petri lebih lambat dibanding pertumbuhan koloni

kandidat jamur antagonis Trichoderma spp.
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Isolat kandidat jamur antagonis ini belum diidentifikasi sampai pada
tingkat spesies, maka untuk penamaan awal diberi nama Trichoderma sp. isolat
BK2 (Ungasan, Kuta Selatan, Badung); BD1 (Pelaga, Petang, Badung); MB1
(Munduk, Banjar, Buleleng); JB1 (Umejero, Busungbiu, Buleleng) dan isolat
LC2 (Sampora, Cibinong, Cibinong). Data persentase daya hambat yang didapat
dianalisis dan dilanjutkan dengan melakukan uji BNT pada taraf 5%, untuk
mengetahui  signifikansi daya hambat masing-masing isolat antagonis
Trichoderma spp. (Tabel 5.3).

Tabel 5.3

Rata-rata persentase daya hambat Trichoderma spp. terhadap luas koloni
jamur patogen isolat SK pada PDA secara in vitro (inkubasi 5 hari)

Perlakuan
No. Ulangan BK2 BD1 MB1 JB1 LC2 BNT
5%

1 I 86,59 87,63 85,57 87,63 86,59
2 I 89,58 90,62 87,50 90,62 88,54
3 i 88,54 90,62 88,54 91,67 88,54
4, v 88,42 89,47 86,31 90,53 88,42
5 Total 353,13 358,34 347,92 360,45 349,98
6 Rata-rata 88,28bc 89,59ab 86,98c 90,11a 88,02bc 1,786

Keterangan:
Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada baris yang sama
adalah tidak berbeda nyata pada uji BNT 5%.

Berdasarkan Tabel 5.3 kelima isolat kandidat jamur antagonis memiliki
persentase daya hambat berbeda-beda terhadap pertumbuhan luas koloni jamur
patogen S. commune isolat SK pada media PDA secara in vitro. Daya hambat
antagonis isolat JB1, BD1, BK2, LC2 dan isolat MB1 menunjukkan berbeda nyata
pada taraf 5% (P<0,05) terhadap luas koloni jamur patogen S. commune isolat

SK. Uji BNT pada taraf 5% perlakuan isolat MB1 menunjukkan tidak berbeda
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nyata (P>0,05) dengan perlakuan isolat BK2 dan LC2, namun isolat MB1 berbeda
nyata (P<0,05) dengan isolat BD1 dan isolat JB1. Isolat JB1 menunjukkan tidak
berbeda nyata dengan isolat BD1, tetapi isolat BD1 tidak berbeda nyata dengan
isolat BK2 dan LC2. Hal ini menunjukkan bahwa isolat JB1 memiliki daya
hambat paling kuat terhadap luas koloni jamur patogen S. commune, yaitu
90,11%. Oleh karena itu Trichoderma sp. isolat JB1 kembali diuji daya
hambatnya terhadap jamur patogen dengan metode dual culture secara in vitro,

disajikan pada Gambar 5.12.

Gambar 5.12
Daya hambat Trichoderma sp. isolat JB1 terhadap jamur S. commune isolat SK

A = pengujian dengan metode dual culture (inkubasi 5 hari)

B = koloni jamur patogen isolat SK (kontrol) (inkubasi 5 hari)

C = pengujian dengan metode dual culture, patogen berwarna coklat kehitaman,
diduga antagonis menekan dan menghasilkan senyawa antibiotik yang dapat
menghambat pertumbuhan koloni patogen (dilihat dari permukaan bawah
cawan Petri) (inkubasi 5 hari)

D = koloni patogen isolat SK (permukaan bawah cawan Petri) (inkubasi 7 hari).

(tanda panah 1 = patogen isolat SK; 2 = antagonis isolat JB1; 3 = zone hambatan)
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Berdasarkan Gambar 5.12 perlakuan kontrol menunjukkan pertumbuhan
jari-jari koloni jamur patogen isolat SK lebih cepat dibandingkan pertumbuhan
koloni jamur patogen isolat SK di cawan Petri perlakuan dual culture.
Pertumbuhan luas koloni patogen S. commune isolat SK sangat lambat dan terjadi
perubahan warna koloni jamur patogen pada perlakuan yang diaplikasikan
Trichoderma sp. isolat JB1. Kondisi ini terjadi diduga karena pertumbuhan jamur
patogen isolat SK pada perlakuan dual culture mendapat tekanan dan pengaruh
senyawa antibiotik yang dieksekresikan antagonis Trichoderma sp. isolat JB1,
sehingga terjadi kegagalan dalam perluasan koloni jamur patogen isolat SK didekat
antagonis isolat JB1 pada media PDA dan koloni jamur patogen menjadi
berwarna coklat kehitaman bila dilihat dari permukaan bawah cawan Petri.

Interaksi antara jamur antagonis Trichoderma sp. isolat JB1 dengan jamur
patogen isolat SK diduga antagonis Trichoderma sp. menghasilkan suatu
senyawa antibibiotik, sehingga menyebakan terbentuk zone hambatan sebesar
2,00 mm (masa inkubasi 5 hari pada suhu 28°C). Semakin besar zone hambatan
yang terbentuk, maka semakin tinggi daya antagonis Trichoderma sp. isolat JB1.
Zone hambatan yang terbentuk pada pengujian dual culture di media PDA dalam
cawan Petri, mengindikasikan adanya metabolit atau senyawa aktif yang
dieksekresikan oleh jamur antagonis Trichoderma sp. isolat JB1. Hal ini sesuai
dengan hasil penelitian Herliyana et al. (2013) yaitu adanya penghambatan
terhadap pertumbuhan diameter koloni patogen Ganoderma sp. diduga karena
adanya senyawa antibiotik yang diproduksi Trichoderma sp. sehingga

menyebabkan pertumbuhan luas koloni patogen menjadi lambat.
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Herliyana et al. (2013) menyatakan bahwa perbedaan daya hambat dari
antagonis menggambarkan perbedaan kemampuan masing-masing isolat untuk
menghambat pertumbuhan luas koloni patogen. Lebih lanjut Herliyana et al.
(2013) menyebutkan perbedaan daya hambat ini diduga dipengaruhi oleh jenis,
kuantitas dan kualitas antibiotik atau senyawa sekunder yang dihasilkan
Trichoderma sp. yang dapat menghambat pertumbuhan luas koloni pathogen.
Hasil penelitian Suanda dan Ratnadi (2015), mendapatkan bahwa Trichoderma
sp. isolat JB1 dapat menghambat pertumbuhan luas koloni Sclerotium rolfsii
penyebab penyakit rebah kecambah (damping off) pada tanaman tomat sebesar
95,45% secara in vitro. Lebih lanjut Chaube (2003) juga melaporkan Trichoderma
sp. memiliki sifat kompetisi yang tinggi terhadap nutrien dan ruang, menghasilkan
senyawa antibiotik yang mampu menghambat atau membunuh mikroba lain. Hal
ini dipertegas lagi oleh Sivasithamparam dan Ghisalberti (1998), menyatakan
bahwa Trichoderma sp. dapat menghasilkan metabolit sekunder yang dapat
berperan dalam kompetisi terhadap mikroorganisme lainnya.

Trichoderma sp. juga telah dipercaya memiliki kemampuan hidup yang
lebih baik dan daya kompetisi cukup tinggi pada berbagai kondisi (Rahman et al.,
2011). Dalam berkompetisi Trichoderma sp. dengan patogen berbagai mekanisme
dapat terjadi, seperti memproduksi antibiotik atau enzim yang dapat mengganggu
proses fisiologis dari patogen. Trichoderma sp. banyak digunakan sebagai agensia
hayati untuk mengendalikan patogen tular tanah yang disebabkan oleh jamur
Ganoderma sp. dan jamur Rigidoporus microporus (Widyastuti, 2006; Jayasuriya
dan Thennakoon, 2007). Harman et al. (2004) juga melaporkan bahwa

Trichoderma sp. memproduksi senyawa ekstraseluler eksokitinase yang bersifat



79

fungitoksik dan mampu mendegradasi dinding sel jamur patogen. Lebih lanjut
Steyaert et al. (2003), melaporkan bahwa Trichoderma sp. merupakan jamur
hiperparasit yang sudah banyak digunakan sebagai biokontrol dalam bidang
pertanian, karena jamur antagonis Trichoderma sp. ini mampu menghasilkan
enzim hidrolisis yaitu: $-1,3-glukanase, selulase, kitinase dan proteinase yang

berperan sangat aktif dalam memparasitasi dinding sel inangnya (patogen).

5.5 Efektivitas Trichoderma spp. untuk Pengendalian Penyakit Akar Putih
pada Bibit Cengkeh di Rumah Kaca

5.5.1 Pengaruh Trichoderma spp. terhadap pertumbuhan bibit cengkeh
Jamur antagonis Trichoderma spp. dalam bentuk kompos diberikan pada

bibit cengkeh dalam polybag di rumah kaca saat pengujian pengaruh antagonis

Trichoderma spp. terhadap pertumbuhan bibit cengkeh. Variabel yang diamati

pada pengujian pengaruh antagonis Trichoderma spp. terhadap pertumbuhan

bibit cengkeh, meliputi: tinggi bibit cengkeh, jumlah daun bibit cengkeh, berat

basah akar dan berat kering akar bibit cengkeh dalam polybag di rumah kaca.

5.5.1.1 Pengaruh Trichoderma spp. terhadap tinggi bibit cengkeh

Hasil analisis statistika pada pengamatan awal menunjukkan rata-rata
tinggi bibit cengkeh antar perlakuan tidak berbeda nyata pada taraf 5% (P>0,05).
Pada pengamatan | (30 HSIP) bibit cengkeh yang diinfeksikan patogen isolat SK
dan diaplikasikan Trichoderma spp. menunjukkan berbeda nyata pada taraf 5%
(P<0,05) terhadap tinggi bibit cengkeh yang hanya diinfeksikan jamur patogen
Pengamatan | (30 HSIP), tinggi bibit cengkeh pada perlakuan patogen isolat SK

menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf 5% (P>0,05) dengan tinggi bibit
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cengkeh pada perlakuan Trichoderma sp. isolat BK2 dan isolat MB1. Tinggi
bibit cengkeh pada perlakuan Trichoderma sp. isolat BK2 dan isolat MB1 juga
tidak berbeda nyata dengan tinggi bibit cengkeh pada perlakuan Trichoderma sp.
isolat BD1, JB1 dan LC2. Pada pengamatan Il (60 HSIP), 111 (90 HSIP), IV (120
HSIP), V (150 HSIP) dan VI (180 HSIP) tinggi bibit cengkeh pada perlakuan
yang diaplikan Trichoderma spp. menunjukkan berbeda nyata (P<0,05) dengan

perlakuan yang hanya diinfeksikan jamur patogen, disajkan pada Tabel 5.4.

Tabel 5.4
Rata-rata tinggi bibit cengkeh setiap 30 hari setelah infeksi patogen (HSIP) (cm)
No. Pengamat- Perlakuan
an (HSIP) BK2 BD1 MB1 JB1 LC2 kontrol BNT

5%

1 awal 7234ab 74,13a 7254ab 7304ab 7438a 70,04b 3,85
2 30 75,00 bc 78,83 ab 75,42 bc 76,29ab  7904a 7167c 4,01
3 60 76,92b 83,04a 77,21D 82,83 a 80,33ab 7217c 3,46
4 90 78,00b 86,25a 78,558D 87,08a 81,04b 72,88¢c 3,51
5. 120 81,38b 88,71a 8154b 89,25a 83,04b 7388c 3,20
6 150 8521b 96,83a 8517b 97,75a 8592b 74,17¢c 3,52
7 180 88,96 bc 110,33a 86,21c 113,75a 90,08 b 74,19d 3,50
8

kenaikan 16,62 15,70 13,67 40,71 39,54 3,40
kumulatif

Keterangan:
Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada baris yang sama
adalah tidak berbeda nyata pada uji BNT 5%.

Berdasarkan Tabel 5.4 analisis sidik ragam pada uji beda nyata (BNT 5%)
tinggi bibit cengkeh pada perlakuan Trichoderma sp. isolat JB1 menunjukkan
berbeda nyata pada taraf 5% (P<0,05) dengan isolat BK2, LC2 dan MB1, mulai
dari pengamatan Il (90 HSIP), IV (120 HSIP), V (150 HSIP) dan VI (180
HSIP), tetapi tidak berbeda nyata dengan perlakuan isolat BD1. Pertumbuhan

tinggi bibit cengkeh yang  diaplikasikan Trichoderma spp. mengalami
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peningkatan yang tajam dari pengamatan | (30 HSIP) sampai pengamatan VI
(180 HSIP).

Bibit cengkeh yang diaplikasikan Trichoderma sp. isolat JB1 mengalami
pertumbuhan tinggi paling pesat yaitu 113,75 cm disusul oleh Trichoderma sp.
isolat BD1, yaitu 110,33 cm pada pengamatan VI (180 HSIP) dan meninggalkan
pertumbuhan tinggi bibit cengkeh pada perlakuan yang diaplikasikan
Trichoderma sp. isolat MB1, BK2 dan LC2. Bibit cengkeh yang diaplikasikan
Trichoderma sp. isolat MB1 pertumbuhan tingginya sebesar 86,21 cm; isolat
BK2 yaitu 88,96 dan isolat LC2 adalah 90,08 pada pengamatan VI (180 HSIP).
Grafik tinggi bibit cengkeh pengamatan setiap 30 hari. Pertumbuhan tinggi bibit
cengkeh pada perlakuan yang hanya diinfeksikan jamur patogen terjadi sangat
lambat dari pengamatan I (30 HSIP), 11 (60 HSIP), 111 (90 HSIP), IV (120 HSIP)
dan V (150 HSIP), bahkan tidak ada pertumbuhan tinggi bibit cengkeh pada

pengamatan V1 (180 HSIP), seperti disajikan pada Gambar 5.13.
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Gambar 5.13
Grafik tinggi bibit cengkeh setiap 30 hari setelah infeksi patogen (HSIP)
(BK2 = Ungasan, Kuta Selatan, Badung; LC2 = Sampora, Cibinong, Cibinong;
MB1 = Munduk, Banjar, Buleleng; JB1 = Umejero, Busungbiu, Buleleng;
BD1 = Pelaga, Petang, Badung; kontrol = patogen Unggahan, Seririt,
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Bibit cengkeh yang diinfeksikan jamur patogen S. commune isolat SK dan
tidak diaplikasikan Trichoderma spp. pertumbuhan tinggi bibit cengkeh sangat
lambat dan tidak terjadi pertumbuhan tinggi pada pengamatan VI (180 HSIP).
Hal ini disebabkan karena bibit cengkeh pada perlakuan yang tidak diaplikasikan
Trichoderma spp. di bagian akar serabut dan pangkal akar sudah terinfeksi jamur
patogen penyakit akar putih (Gambar 5.13). Bibit cengkeh dalam polybag yang
dicabut saat pengamatan VI (180 HSIP), akar bibit cengkeh sudah terinfeksi
jamur patogen, sehingga akar tidak mampu menyerap unsur hara dan air untuk
proses fotosintesis yang menyebabkan bibit cengkeh pertumbuhannya terganggu
dan terhambat, akibatnya bibit cengkeh mengalami kelayuan dan akhirnya mati.
Pada perlakuan yang diaplikasikan Trichoderma sp. isolat JB1 pertumbuhan
tinggi bibit cengkeh sangat cepat, karena Trichoderma sp. isolat JB1 memiliki
kemampuan pertumbuhan yang sangat cepat di sekitar perakaran dan diduga juga
menghasilkan senyawa antibiotik untuk menekan jamur patogen S. commune
isolat SK.

Kemampuan beberapa spesies dari genus Trichoderma sp. sebagai
mikroba biokontrol sangat efektif untuk menghambat pertumbuhan jamur
patogen tanaman dikaitkan dengan kemampuannya menghasilkan enzim kitinase
(Paulitz dan Belanger, 2001). Lebih lanjut Martins et al. (2008) melaporkan
bahwa jamur T. reesei dapat menghasilkan enzim endo-3-1,3-glukanase dan
ekso-R-1,3-glukanase sampai dengan 80%. Beberapa jenis Trichoderma, seperti:
T. harzianum, memiliki kemampuan sebagai biokontrol terhadap patogen

tanaman (Jeger et al., 2009).
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Enzim kitinase yang diproduksi oleh genus Trichoderma sp. lebih efektif
untuk menghambat berbagai jamur patogen tanaman dibandingkan enzim
kitinase yang dihasilkan jamur lain (Lorito et al., 1994). Shoresh et al. (2005)
menyatakan bahwa enzim Kkitinase dapat berperan sebagai elisitor dalam
menginduksi ketahanan tanaman. Seiring bertambahnya umur tanaman, maka
keberadaan jamur antagonis mampu menunjukkan mekanisme antibiosis,
mikoparasit dan kompetisi sebagai penghambatan terhadap patogen dan
memberikan kemudahan kepada tanaman inang dalam menyerap unsur hara

(Shoresh et al., 2005).

5.5.1.2 Pengaruh Trichoderma spp. terhadap jumlah daun bibit cengkeh
Hasil analisis statistika pada pengamatan awal menunjukkan rata-rata
jumlah daun bibit cengkeh antar perlakuan tidak berbeda nyata pada taraf 5%
(P>0,05). Bibit cengkeh yang diinfeksikan jamur patogen S. commune isolat SK
dan diaplikasikan antagonis Trichoderma spp. menunjukkan berbeda nyata pada
taraf 5% (P<0,05) terhadap jumlah daun bibit cengkeh yang hanya diinfeksikan
jamur patogen, mulai dari pengamatan 1V (120 HSIP), disajikan pada Tabel 5.5.
Berdasarkan Tabel 5.5 jumlah daun bibit cengkeh pada perlakuan yang
hanya diinfeksikan jamur patogen pada pengamatan | (30 HSIP) dan pengamatan
Il (60 HSIP) tidak menunjukkan berbeda nyata pada taraf 5% (P>0,05) dengan
jumlah daun bibit cengkeh perlakuan yang diinfeksikan patogen dan
diaplikasikan Trichoderma spp. Pada pengamatan VI (180 HSIP), jumlah daun
bibit cengkeh pada perlakuan yang diinfeksikan patogen dan diaplikasikan

Trichoderma spp. menunjukkan berbeda sangat nyata pada taraf 5% (P<0,05)
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dengan jumlah daun bibit cengkeh yang hanya diinfeksikan jamur patogen

(kontrol).
Tabel 5.5
Rata-rata jumlah daun bibit cengkeh setiap 30 hari setelah infeksi patogen (HSIP) (helai)
No. Pengaatan Perlakuan
(HSIP) BK2 BD1 MB1  JB1 LC2 kontrol BNT

5%

1 awal 51,50ab 56,67 a 46,84b 5359ab 56,17a 54,58ab 8,730
2 30 55,00 ab 61,58a 50,50b 58,33ab 60,00a 56,58ab 8,819
3 60 60,25ab 6583a 54,83b 64,00a 64,83a 58,33ab 8,871
4. 90 66,42 abc 73,50a 61,17bc 73,92a 70,17ab 58,92c 9,402
5 120 73,17ab 81,75a 63,00c 83,08a 7567ab60,17c 9,259
6 150 83,17b 9500a 71,42c 9583a 8358b 59,17c 9,393
7. 180 93,92b 104,50a 79,08c 105,75a 89,67b 57,58d 10,036
8.

kenaikan 42,42 4783 32,24 52,16 33,50 3,00 -
kumulatif

Keterangan:
Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada baris yang sama
adalah tidak berbeda nyata pada uji BNT 5%.

Tabel 5.5 menunjukkan jumlah daun bibit cengkeh pada perlakuan yang
hanya diinfeksikan jamur patogen pada pengamatan | (30 HSIP) dan pengamatan
I1 (60 HSIP) tidak menunjukkan berbeda nyata pada taraf 5% (P>0,05) dengan
jumlah daun bibit cengkeh perlakuan yang diinfeksikan patogen dan
diaplikasikan Trichoderma spp. Pada pengamatan VI (180 HSIP), jumlah daun
bibit cengkeh pada perlakuan yang diinfeksikan patogen dan diaplikasikan
Trichoderma spp. menunjukkan berbeda sangat nyata pada taraf 5% (P<0,05)
dengan jumlah daun bibit cengkeh yang hanya diinfeksikan jamur patogen
(kontrol).

Analisis sidik ragam pada uji beda nyata (BNT 5%) jumlah daun bibit

cengkeh pada perlakuan Trichoderma sp. isolat JB1 menunjukkan berbeda nyata
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pada taraf 5% (P<0,05) dengan perlakuan Trichoderma sp. isolat MBldan LC2,
mulai dari pengamatan 111 (90 HSIP), IV (120 HSIP), V (150 HSIP) dan VI (180
HSIP), tetapi tidak berbeda nyata dengan perlakuan BD1. Jumlah daun bibit
cengkeh paling banyak terdapat pada perlakuan infeksi patogen S. commune
isolat SK yang diaplikasikan Trichoderma sp. isolat JB1 yaitu 105,75 helali,
disusul jumlah daun perlakuan Trichoderma sp. isolat BD1 sebanyak 104,50
tetapi tidak menunjukkan berbeda nyata pada taraf 5% (P>0,05%).

Jumlah daun paling sedikit terjadi pada perlakuan infeksi patogen S.
commune isolat SK tanpa diaplikasikan Trichoderma spp. (kontrol) yaitu 57,58
helai karena jumlah daun cengkeh mengalami penurunan pada perlakuan kontrol
hingga pengamatan VI (180 HSIP). perlakuan yang diinfeksikan jamur patogen
S. commune isolat SK dan diaplikasikan antagonis Trichoderma spp.
menunjukkan jumlah daun bibit cengkeh meningkat terus dari pengamatan awal
sampai pengamatan VI (180 HSIP) dan sebaliknya perlakuan infeksi patogen S.
commune isolat SK yang tidak diaplikasikan Trichoderma spp. mengalami tren
penurunan dari pengamatan IV (120 HSIP, V (150 HSIP) dan VI (180 HSIP),

disajikan pada Gambar 5.14.
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Gambar 5.14
Grafik jumlah daun bibit cengkeh setiap 30 hari setelah infeksi patogen (HSIP)
(BK2 = Ungasan, Kuta Selatan, Badung; LC2 = Sampora, Cibinong, Cibinong;
MB1 = Munduk Banjar, Buleleng; JB1 = Umejero, Busungbiu, Buleleng;
BD1 = Pelaga Petang, Badung; kontrol = patogen Unggahan, Seririt,
Buleleng)
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Trichoderma spp. dapat memberikan pengaruh positif yang nyata terhadap
jumlah daun bibit cengkeh, karena antagonis Trichoderma spp. ini sangat efektif
dan berkembang dengan baik di sekitar perakaran bibit cengkeh dalam polybag,
sehingga terjadi simbiosis mutualisme antara jamur antagonis dengan bibit
cengkeh yang dilindunginya. Elad dan Freeman (2002); Harman (2006)
menyatakan bahwa mekanisme utama pengendalian patogen tanaman yang
bersifat tular tanah dengan menggunakan jamur Trichoderma sp. dapat melalui
mikoparasitisme, antibiosis, kompetisi nutrisi, melarutkan nutrisi anorganik,
menginaktivasi enzim patogen dan menginduksi resistensi tanaman inang. Hasil
penelitian Balai Pengkajian dan Pengembangan Teknologi (2002) melaporkan
bahwa Trichoderma sp. ternyata juga memberikan pengaruh positif pada

pertumbuhan vegetatif dan perkembangan generatif tanaman serta hasil panen.

5.5.1.3 Pengaruh Trichoderma spp. terhadap berat basah akar bibit cengkeh

Hasil analisis statistika menunjukkan bahwa bibit cengkeh yang
diinfeksikan jamur patogen S. commune isolat SK dan diaplikasikan antagonis
Trichoderma spp. berbeda sangat nyata pada taraf 5% (P<0,05) terhadap berat
basah akar bibit cengkeh yang diinfeksikan jamur patogen dan tanpa
diaplikasikan Trichoderma spp. Analisis sidik ragam pada uji beda nyata (BNT
5%) perlakuan antagonis Trichoderma sp. isolat JB1 menunjukkan berbeda
nyata pada taraf 5% (P<0,05) dengan perlakuan antagonis Trichoderma sp. isolat
BK2, LC2 dan MB1, tetapi tidak berbeda nyata (P>0,05) dengan perlakuan
Trichoderma sp. isolat BD1 pada pengamatan I11 (180 HSI), yang disajikan pada

Tabel 5.6.
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Tabel 5.6
Rata-rata berat basah akar bibit cengkeh setiap 60 hari setelah infeksi patogen (HSIP)
(gram)
No. Pengamatan Perlakuan
(HSIP) BK2 BD1 JB1 LC2 kontrol BNT
MB1 5%
1. 60 9,36b 937b 930b 1008a 9,18b 6,86c 0,486
2. 120 9,71c 10,17b 9,48c 11,49a 9,63c 7,23d 0,448
3. 180 11,08b 11,69a 11,05b 11,90a 11,09b 7,.95c 0,401

Keterangan:
Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada baris yang sama
adalah tidak berbeda nyata pada uji BNT 5%.

Berdasarkan Tabel 5.6 pada perlakuan aplikasi Trichoderma sp. isoalt JB1
menunjukkan berat basah akar bibit cengkeh paling besar, karena Trichoderma
sp. isolat JB1 mampu berkembangbiak dengan cepat dan mengkolonisasi akar
bibit cengkeh dalam polybag pada percobaan di rumah kaca. Gusnawaty et al.
(2014) menyatakan bahwa Trichoderma sp. dapat berkembangbiak dengan cepat
pada daerah perakaran tanaman. Pendapat ini diperkuat lagi oleh Harrison dan
Van Buuren (1995); Bryla dan Koide (1998), melaporkan Trichoderma sp. yang
telah mengkolonisasi akar tanaman inang dapat membantu tanaman inang
menyerap unsur hara tertentu terutama fosfat.

Serapan unsur hara yang banyak oleh akar tanaman dapat mempengaruhi
pertumbuhan tanaman karena nutrisi yang dibutuhkan oleh tanaman dapat
terpenuhi, sehingga pertumbuhan vegetatif tanaman termasuk pertumbuhan akar
juga semakin banyak (Cornejo et al., 2009). Lebih lanjut Sumarsih (2003)
menyatakan, bahwa antagonis Trichoderma sp. mampu menekan perkembangan
patogen penyakit tanaman dan mampu juga merombak bahan organik menjadi

substansi yang bermanfaat bagi tanaman inang. Grafik perlakuan Trichoderma
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spp. terhadap berat basah akar bibit cengkeh pada percobaan di rumah kaca,

disajikan pada Gambar 5.15.
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Gambar 5.15
Grafik berat basah akar bibit cengkeh setiap 60 hari setelah infeksi patogen
(HSIP)

(BK2= Ungasan, Kuta Selatan, Badung; LC2= Sampora, Cibinong, Cibinong;
MB1= Munduk, Banjar, Buleleng; JB1= Umejero, Busungbiu, Buleleng;
BD1= Pelaga, Petang, Badung; kontrol= patogen Unggahan, Seririt, Buleleng)

5.5.1.4 Pengaruh Trichoderma spp. terhadap berat kering akar bibit

cengkeh

Hasil analisis statistika bahwa bibit cengkeh yang diinfeksikan patogen S.
commune isolat SK dan diaplikasikan Trichoderma spp. menunjukkan berbeda
sangat nyata pada tarap 5% (P<0,05) terhadap berat kering akar bibit cengkeh
pada perlakuan infeksi patogen S. commune isolat SK tanpa diaplikasikan
Trichoderma spp. Analisis sidik ragam pada uji beda nyata (BNT 5%), pada
pengamatan | (60 HSIP), pengamatan Il (120 HSIP) dan pengamatan Il (180
HSIP) perlakuan Trichoderma sp. isolat JB1 menunjukkan berbeda nyata pada
taraf 5% (P<0,05) dengan perlakuan Trichoderma sp. isolat BK2, LC2, MB1 dan
BD1. Peningkatan berat kering akar bibit cengkeh yang terjadi pada perlakuan

Trichoderma sp. isolat JB1, seperti disajikan pada Tabel 5.7.
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Tabel 5.7
Rata-rata berat kering akar bibit cengkeh setiap 60 hari setelah infeksi patogen
(HSIP) (gram)

No. Pengamatan Perlakuan
(HSIP) BK2 BD1 MB1 JB1 LC2  kontrol BNT
0,
1. 60 6,83b 697b 6,78b 746a 6,76b 537c 0,?3?5
2. 120 743b 756b 724b 849a 7,26b 545c 0,375
3. 180 811bc 850a 7,84c 884a 7,79c 557d 0,346
Keterangan:

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada baris yang sama
adalah tidak berbeda nyata pada uji BNT 5%.

Tabel 5.7 menunjukkan terjadi peningkatan berat kering akar bibit
cengkeh yang signifikan pada perlakuan yang diaplikasikan Trichoderma spp.
terhadap berat kering akar bibit cengkeh perlakuan yang hanya diinfeksikan
jamur patogen (kontrol). Hal ini disebabkan karena antagonis Trichoderma sp.
isolat JB1 pada saat mengkolonisasi akar tanaman cengkeh, juga menghasilkan
senyawa antibiotik_yang memiliki kemampuan menekan pertumbuhan koloni
jamur patogen, sehingga pertumbuhan tanaman inang menjadi lebih baik. Hasil
penelitian ini sejalan dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Simanungkalit
(1993), bahwa penggunaan Trichoderma sp. pada tanaman kedelai, mampu
meningkatkan berat kering tanaman. Kondisi ini diduga karena jamur antagonis
Trichoderma spp. memiliki mekanisme PGPF (Plant Growth Promoting Fungi).

Agrios (2005), menyatakan bahwa tanaman inang yang diaplikasikan
biokontrol akan bereaksi terhadap patogen yang menyerangnya, sehingga
memungkinkan terjadi perubahan fisiologi tanaman inang, seperti: respirasi,
fotosintesis dan translokasi, transpirasi, pertumbuhan serta perkembangan

menjadi lebih baik._Pendapat ini dipertegas lagi oleh Castro et al. (2009), yang
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menyatakan bahwa T. virens adalah kompetitor ruang tumbuh yang sangat baik,
pertumbuhannya yang cepat, dapat mengkolonisasi dan tumbuh berasosiasi pada
perakaran tanaman dengan baik, serta secara signifikan meningkatkan
pertumbuhan dan perkembangan tanaman. T. virens juga menghasilkan hormon
auksin berupa IAA (Indole Asetic Acid) yang berperan dalam pemanjangan sel-
sel akar tanaman, sehingga menyebabkan terjadinya serapan hara semakin luas
dan semakin besar, kondisi yang menguntungkan bagi tanaman ini tidak terjadi
pada tanaman yang tidak diaplikasikan biokontrol.

Jamur antagonis yang bersifat mutualisme dapat membantu proses
penyerapan unsur hara yang dibutuhkan tanaman serta melindungi tanaman inang
dari serangan patogen melalui mekanisme kompetisi, induksi resistensi,
antibiosis dan mikoparasit serta hasil fotosintesis inangnya dapat digunakan
untuk mempertahankan kelangsungan hidupnya (Clay, 1996). Trichoderma sp.
yang berasosiasi dengan akar tanaman dapat membantu tanaman inang dalam
menyerap unsur hara dari media tumbuh (Shivanna et al., 1995). Grafik berat

kering akar bibit cengkeh disajikan pada Gambar 5.16.
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Gambar 5.16
Grafik berat kering akar bibit cengkeh setiap 60 hari setelah
infeksi patogen (HSIP)
(BK2= Ungasan, Kuta Selatan, Badung; LC2= Sampora, Cibinong, Cibinong;
MB1= Munduk, Banjar, Buleleng; JB1= Umejero, Busungbiu, Buleleng;
BD1= Pelaga, Petang, Badung; kontrol= patogen Unggahan, Seririt, Buleleng)
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Kehadiran Trichoderma sp. secara ekologis dapat memberikan dampak
positif pada tanah perkebunan, sehingga akar tanaman yang dikolonisasi
antagonis Trichoderma sp. mempunyai kemampuan antagonistik yang kuat
terhadap patogen busuk akar pada tanaman kopi (Samingan et al., 2012). Lebih
lanjut Ozbay et al. (2004) juga melaporkan bahwa pengaplikasian Trichoderma
sp. dapat meningkatkan pertumbuhan tinggi tanaman, berat basah dan berat

kering tanaman.

5.5.2 Pengaruh Trichoderma spp. terhadap intensitas serangan penyakit

Hasil analisis statistika menunjukkan bahwa perlakuan bibit cengkeh yang
diinfeksikan jamur patogen S. commune isolat SK dan diaplikasikan antagonis
Trichoderma spp. menunjukkan berbeda sangat nyata pada taraf 5% (P<0,05)
terhadap intensitas serangan penyakit akar putih pada bibit cengkeh yang hanya
diinfeksikan jamur patogen pada percobaan di rumah kaca. Analisis sidik ragam
pada uji beda nyata (BNT 5%), pada pengamatan | (60 HSIP), intensitas serangan
penyakit menunjukkan tidak berbeda nyata (P>0,05) antar perlakuan yang
diaplikasikan antagonis Trichoderma spp. (Tabel 5.8).

Tabel 5.8

Rata-rata intensitas serangan penyakit pada bibit cengkeh setiap 60 hari setelah
infeksi patogen (HSIP) (%)

No. Pengamatan Perlakuan
(HSIP) BK2 BD1 MB1 JB1 LC2  kontrol BI;OT
1. 60 3,33a 000a 6,67a 0,00a 499a 7250b 7,55)989
2. 120 417ab 0,00a 9,17b 0,00a 8233b 86,67c 5,717
3. 180 6,67b 083a 1083c 0,00a 9,17bc 98,33d 3,275
Keterangan:

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada baris yang sama
adalah tidak berbeda nyata pada uji BNT 5%.
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Pengamatan 1l (180 HSIP) perlakuan Trichoderma sp. isolat JB1
menunjukkan berbeda nyata (P<0,05) dengan perlakuan Trichoderma sp. isolat
BK2, LC2 dan MB1, tetapi isolat JB1 tidak menunjukkan berbeda nyata (P>0,05)
dengan isolat BD1 (Tabel 5.8). Dari Tabel 5.8 ternyata bibit cengkeh yang
diinfeksikan patogen S. commune isolat SK dan tanpa diapliaksikan Trichoderma
spp. (kontrol), menunjukkan intensitas serangan penyakit akar putih sangat cepat
pada pengamatan | (60 HSIP) yaitu sebesar 72,50%; pengamatan Il (120 HSIP)
yaitu 86,67% dan meningkat lagi hingga mencapai 98,33% saat pengamatan Il
(180 HSIP), katagori serangan berat (skor 3). Grafik perlakuan Trichoderma spp.

terhadap intensitas serangan penyakit akar putih setiap 60 HSIP (Gambar 5.17).
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Gambar 5.17
Grafik intensitas serangan penyakit akar putih pada bibit cengkeh
dalam polybag di rumah kaca setiap 60 hari setelah infeksi patogen (HSIP)
(BK2 = Ungasan, Kuta Selatan, Badung; LC2 = Sampora, Cibinong, Cibinong;
MB1 = Munduk, Banjar, Buleleng; JB1 = Umejero, Busungbiu, Buleleng;
BD1 = Pelaga, Petang, Badung; kontrol = patogen Unggahan, Seririt, Buleleng)

Gambar 5.17 memperlihatkan intensitas serangan penyakit akar putih
pada bibit cengkeh pada perlakuan yang hanya diinfeksikan patogen S. commune

isolat SK, sangat tinggi dan sebaliknya pada perlakuan yang diinfeksikan patogen



93

dan diaplikasikan Trichoderma spp. menunjukkan intensitas serangan jauh
berada di bawahnya. Hal ini diduga disebabkan oleh keaktifan antagonis
Trichoderma spp. sebagai biokontrol yang tumbuh lebih cepat karena
ketersediaan nutrisi dan beradaptasi dengan mengkolonisasi akar bibit cengkeh
serta melakukan mekanisme antagonistik. Menurut Gaigole et al. (2011), bahwa
pemberian Trichoderma sp. yang terkandung dalam bahan organik dapat
menekan intensitas serangan penyakit yang disebabkan patogen tular tanah.
Pendapat ini juga didukung oleh pernyataan Umrah et al. (2009) yang
menyebutkan bahwa rendahnya intensitas serangan penyakit pada perlakuan
Trichoderma sp. karena terjadi pertumbuhan yang pesat Trichoderma sp.
disekitar perakaran tanaman inang, sehingga mampu berkompetisi dengan
menghasilkan senyawa antibiotik

Senyawa antibiotik sebagai antijamur, seperti: viridin dan trichomidin
yang dihasilkan oleh Trichoderma sp. dapat menghambat dan bahkan mematikan
jamur patogen (Kucuk dan Kivanc, 2003). Menurut Atanasova et al. (2013),
bahwa Trichoderma sp. mempunyai mekanisme pengendalian utama sebagai
mikoparasit atau memparasit miselium jamur patogen dengan menembus dinding
sel dan masuk ke dalam sel patogen untuk mengambil zat makanan dari dalam sel,
sehingga jamur inang menjadi mati. Kemampuan antagonistik Trichoderma sp.
telah diujikan terhadap beberapa patogen tanaman, seperti Ganoderma sp.,
Rigidoporus microporus dan Fusarium sp. menunjukkan efektif menekan
pertumbuhan jamur patogen secara in vitro dan in vivo (Widyastuti, 2006).

T. koningii dapat menghambat pertumbuhan jamur Ganoderma boninense

dan juga telah dilaporkan dapat mengendalikan jamur tular tanah lain yaitu jamur
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akar putih pada tanaman karet (Jayasuriya dan Thenakoon, 2007)._ Lebih lanjut
Bailey et al. (2008), menyatakan spesies Trichoderma yang sudah diketahui
bersifat antagonis, yaitu: T. asperellum, T. harzianum, T. hamatum, T.
ovalisporum dan T. koningiopsis. Villalobos et al. (2013) melaporkan hasil
pengujian antagonis dengan metode dual culture diperolenh T. asperellum
memiliki kemampuan paling tinggi dalam menghambat pertumbuhan Sclerotinia
sclerotiorum (>60%).

Mekanisme antagonistik yang dihasilkan oleh Trichoderma sp. sangat
berpengaruh terhadap tingkat kerusakan akar bibit cengkeh. Pertumbuhan
Trichoderma sp. yang cepat dan mengkolonisasi akar bibit cengkeh menyebabkan
patogen S. commune isolat SK tidak dapat menginfeksi akar bibit cengkeh,
sehingga intensitas kerusakan yang ditimbulkan ringan. Bailey et al. (2008)
melaporkan Trichoderma sp. merupakan jamur antagonis yang baik digunakan
sebagai agensia pengendali hayati, karena memiliki peranan penting di dalam
jaringan tanaman inang yang memperlihatkan interaksi mutualistik, yaitu interaksi
positif dengan tanaman inangnya dan interaksi negatif terhadap patogen tanaman.
Trichoderma sp. telah banyak digunakan untuk mengendalikan penyakit tanaman
dan 90% aplikasi yang telah dilakukan berasal dari berbagai macam strain

Trichoderma (Benitez et al., 2004).

5.5.3 Populasi koloni Trichoderma spp.

Penghitungan populasi Trichoderma spp. yang terdapat pada tanah
disekitar akar (rizosfer) bibit cengkeh dalam polybag pada masing masing
perlakuan pada percobaan di rumah kaca, dilakukan dengan metode Total Plate

Count (TPC) menggunakan alat hand counter. Populasi Trichoderma spp.
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dihitung pada masing-masing pengenceran, kemudian dikalikan dengan faktor
pengenceran, sehingga didapat populasi Trichoderma spp. dengan satuan Colony
Form Unit per gram (CFU/g).

Populasi Trichoderma spp. pada setiap perlakuan aplikasi Trichoderma
spp. menunjukkan berbeda sangat nyata pada taraf 5% (P<0,05) dengan populasi
Trichoderma pada perlakuan yang hanya diinfeksikan jamur patogen pada bibit
cengkeh dalam polybag pada percobaan di rumah kaca. Analisis sidik ragam
pada uji beda nyata (BNT 5%), pada pengamatan | (60 HSIP), 1l (120 HSIP) dan
I11 (180 HSIP), populasi Trichoderma sp. isolat JB1 menunjukkan tidak berbeda
nyata (P>0,05) dengan isolat BD1, tetapi dengan isolat BK2, MB1 dan LC2
menunjukan berbeda nyata (P<0,05), disajikan pada Tabel 5.9.

Tabel 5.9

Rata-rata koloni Trichoderma spp. pada bibit cengkeh perlakuan antagonis
setiap 60 hari setelah infeksi patogen (HSIP) (CFU x 10%/g tanah)

No. Pengamatan Perlakuan
(HSIP) BK2 BD1 MB1 JB1 LC2 kontrol BNT
0,
1. 60 69,75c 84,25a 76,50b 86,25a 77,75b 0,00d 4,%4/'?4
2. 120 76,75¢ 103,00a 86,50b 104,25a 88,00b 0,00d 6,788
3. 180 83,25¢c 119,75a 99,75b 117,75a 99,25b 0,00d 6,492
Keterangan:

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada baris yang sama
adalah tidak berbeda nyata pada uji BNT 5%.

Berdasarkan Tabel 5.9 bibit cengkeh yang diaplikasikan Trichoderma sp.
isolat BD1 dan isolat JB1 menunjukkan populasi Trichoderma sp. paling tinggi,
dibandingkan aplikasi Trichoderma sp. pada perlakuan yang lain. Hal ini terjadi
diduga karena pengaruh persaingan dari Trichoderma spp. untuk

mempertahankan diri. Populasi Trichoderma spp. yang diaplikasikan pada bibit
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cengkeh terus berkembang selama tersedianya nutrisi dan faktor lingkungan
dalam tanah yang mendukung.

Kemampuan pertumbuhan dari Trichoderma spp. yang cepat ini, sangat
cocok digunakan dalam pengendalian hayati jamur patogen pada tanaman.
Pendapat ini diperkuat lagi oleh Jayasuriya dan Thennakoon (2007), yang
menyatakan bahwa Trichoderma isolat Srilanka (T310) yang diperbanyak dalam
medium campuran pupuk kandang dan dedak padi dengan perbandingan (1:1)
dapat meningkatkan kepadatan konidianya sampai 20 minggu setelah
diintroduksikan ke dalam tanah dan efektif menekan penyakit akar putih yang
disebabkan oleh Rigidiporus lignosus pada tanaman karet. Lebih lanjut Soesanto
et al. (2004) melaporkan pemberian perlakuan agensia hayati T. harzianum
mampu memperlambat masa inkubasi jamur patogen.

Handayanto (1998) melaporkan bahwa semakin banyak mikroorganisme
atau mikroba yang ada pada pupuk organik dapat membantu terjadinya proses
metabolisme dalam tanah, sehingga tanah yang diberikan pupuk organic tersebut
lebih  mampu menyediakan unsur hara yang diperlukan oleh tanaman.
Ketersediaan nutrisi sebagai kebutuhan hidup bagi jamur antagonis sangat
tergantung pada pelepasan enzim-enzim dari degradasinya (Deacon, 1997).
Selanjutnya Matrouid et al. (2009), menyatakan Trichoderma sp. merupakan
antagonis yang baik digunakan sebagai agensia pengendali hayati jamur patogen.

Populasi Trichoderma spp. dalam bentuk grafik (Gambar 5.18).
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Gambar 5.18
Grafik populasi koloni Trichoderma spp. di rizosfer bibit cengkeh dalam polybag
di rumah kaca setiap 60 hari setelah infeksi patogen (HSIP)

(BK2 = Ungasan, Kuta Selatan, Badung; LC2 = Sampora, Cibinong, Cibinong;
MB1 = Munduk, Banjar, Buleleng; JB1 = Umejero, Busungbiu, Buleleng;
BD1 = Pelaga, Petang, Badung; kontrol = patogen Unggahan, Seririt, Buleleng)
5.5.4 Identifikasi jamur antagonis isolat JB1
5.5.4.1 Identifikasi berdasarkan morfologi

Identifikasi Trichoderma sp. isolat JB1 secara makroskopis pada media
PDA terlihat koloninya berbentuk bulat dengan tepi halus dan permukaan koloni
rata. Miselium awalnya berwarna putih halus, kemudian warna miselium berubah
menjadi hijau dengan bagian pinggir berwarna putih (Gambar 5.19A). Miselium
Trichoderma sp. isolat JB1 strukturnya padat dengan permukaan datar, bagian
tepi koloni rata dan warnanya berubah menjadi kehijau-hijauan, akhirnya warna
miselium berubah menjadi hijau tua dengan bertambahnya umur. Miselium
Trichoderma sp. isolat JB1 tumbuh dengan struktur padat di media PDA dan

koloni menutupi seluruh permukaan cawan Petri berdiameter 9 cm, setelah

diinkubasi selama 6 hari pada suhu 28°C, disajikan pada Gambar 5.19B.



98

Gambar 5.19
Koloni Trichoderma sp. isolat JB1
A= koloni Trichoderma sp. isolat JB1 pada media PDA masa inkubasi 4 hari
B= koloni Trichoderma sp. isolat JB1 pada media PDA masa inkubasi 6 hari

Stamets (2000) melaporkan sebagian besar jamur saprofit pada mulanya
memiliki miselium berwarna putih, kemudian warna dapat berubah ketika
miselium tersebut dewasa. Subash et al. (2013), melaporkan pada media
pertumbuhan PDA, tampak miselia Trichoderma sp. tumbuh tidak teratur, pada
awalnya koloni kelihatan berwarna putih, selanjutnya berubah menjadi warna
kehijauan, kadang-kadang pada bagian tengah koloni miselianya ada yang masih
berwarna putih, walaupun pada akhirnya semua menjadi hijau, jika diinkubasi
lebih lama. Soesanto et al. (2011) menyatakan beberapa isolat Trichoderma sp
yang sama ditumbuhkan pada media berbeda (PDA dan MEA) memberikan
karakterisasi morfologi koloni yang berbeda.

Identifikasi secara mikroskopis Trichoderma sp. isolat JB1 hasil
pengamatan menggunakan mikroskop pada pembesaran 400X yaitu: miselium
bewarna hijau, fialid (phialed) tersusun pada kelompok-kelompok yang berbeda
dengan susunan jarang, jumlah phialid tidak lebih dari 3 yang bentuknya pendek
menyerupai botol dengan ujung meruncing dibandingkan bagian tengahnya,

tangkai phialid (sterigma) pendek, tiap kelompok konidia (spora) berbentuk bulat
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berwarna hijau muda berkumpul di ujung phialid. Konidiofor memiliki banyak
percabangan membentuk sudut siku-siku pada konidiofor utama, tersusun
menyerupai piramid yaitu cabang yang lebih panjang terletak di bawahnya

(Suanda, 2016), disajikan pada Gambar 5.20.

Gambar 5.20

Struktur mikroskopis hifa Trichoderma sp. isolat JB1
memiliki phialed pada konidia jarang, hanya 1-3
(p= phialed atau sterigma, s= konidia atau spora, k= konidiofor dan h= hifa)

Semangun (1996) melaporkan bahwa Trichoderma sp. Memiliki
konidiofor bercabang teratur, tidak membentuk berkas, konidium berbentuk
jorong atau bulat dengan diameter 3,5-4,5 um dan bersel satu dalam kelompok-
kelompok kecil terminal serta berwarna hijau tua. Lebih lanjut Pitt dan Hocking
(1997) juga menyatakan secara umum Kkonidia (spora) dari Trichoderma
berwarna hijau.

Identifikasi Trichoderma isolat JB1 berdasarkan morfologinya sangat
sedikit karakterisasi yang dapat digunakan (Geiser, 2004). Jika identifikasi
Trichoderma sampai pada tingkat spesies hanya berdasarkan karakterisasi
morfologi koloni saja, dapat menimbulkan kesalahan dalam mengidentifikasinya,

oleh karenanya analisis sequencing gen dengan membuat pohon filogeni sangat
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diperlukan, sehingga kedudukan antar spesies Trichoderma dapat diketahui
secara jelas.

Data hasil penelitian secara in vitro dan in vivo di rumah kaca yang
meliputi: efektivitas daya hambat antagonis terhadap luas koloni jamur patogen
S. commune isolat SK, efektivitas antagonis Trichoderma spp. terhadap
pertumbuhan bibit cengkeh yang diinfeksikan jamur patogen isolat SK, pengaruh
antagonis terhadap intensitas serangan penyakit dan populasi koloni antagonis
Trichoderma spp. menunjukkan bahwa Trichoderma sp. isolat JB1 memberikan
hasil yang paling baik dibandingkan jamur kandidat antagonis Trichoderma sp.
(isolat BK2, BD1, MB1 dan LC2). Oleh karena itu jamur antagonis Trichoderma
sp. isolat JB1 perlu diidentifikasi secara molekuler untuk mengetahui kemiripan

dengan spesies Trichoderma yang telah tersedia di GenBank.

5.5.4.2 Identifikasi molekuler Trichoderma sp. isolat JB1

Identifikasi jamur Trichoderma sp. isolat JB1 secara molekuler dilakukan
di daerah internal transcribed spacer (ITS) menggunakan 2 primer yaitu primer
ITS 5 dan primer ITS 4 rDNA yang bertujuan untuk mengidentifikasi jamur
antagonis Trichoderma sp. isolat JB1. Menurut Druzhirina et al. (2005) salah satu
analisis molekuler yang dikembangkan menggunakan sekuen ribosomal DNA
(rDNA) pada daerah internal transcribed spacer (ITS). Amplifikasi PCR dari
DNA Trichoderma sp. isolat JB1 menggunakan primer ITS 5 (F : 5--
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-- 3) dan ITS 4 (R : 5--

TCCTCCGCTTATTGATATGC--3") (White et al.,, 1990) dan menghasilkan
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fragmen DNA dengan ukuran 600 bp. Amplifikasi PCR antagonis Trichoderma

sp. isolat JB1 menggunakan primer ITS 5 dan ITS 4 (Gambar 5.21).

bp M JB1
10.000
6.000
3.000

1.000

750
600 bp

500

250

Gambar 5.21.
Amplifikasi PCR Trichoderma sp. isolat JB1 menggunakan Primer ITS 5

dan ITS 4. Lajur M = marker, Kb DNA leadder (fermentas).
Lajur JB merupakan pita antagonis isolat JB1 (tanda panah merah)

Fragmen DNA vyang dihasilkan selanjutnya disekuensing untuk
mengidentifikasi spesies jamur berdasarkan kemiripan dengan spesies jamur
lainnya yang telah teridentifikasi. Hasil analisis menggunakan metode Maximum
Parsimony dengan 1.000 kali ulangan bootstrap menunjukkan bahwa kekerabatan
terdekat patogen isolat SK adalah jamur Schizophyllum commune, karena berada
satu klade (kelompok) dengan sekuen jamur S. commune dengan dukungan
similaritas 99%. Pohon filogeni yang menunjukkan kedekatan patogen isolat SK

terhadap spesies lain berdasarkan bootstrap 1.000 kali ulangan (Gambar 5.22).
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KRA68258 Trichaderma asperefum strain CH18

KR866261 Trichoderma asperellum starin CH14
KT314389 Trichoderma aspereflum CTCCSJ A SD31000
JB1 < mm—

: NR 130668 Trichoderma asperellum CBS 433.97T
——NR 138438 Trichoderma fieckfeldtiae CBS 123049T

NR 077179 Trichoderma pubescens DAOM 1661627
% ﬁ@m 138449 Trichoderma evansil CBS 123079T
T5INR 134371 Trichoderma hamatum DAOM 167057T
NR 134446 Trichoderma poronioideum BPI GJS 01-203T
— 4'_? NR 134359 Trichoderma theobromicala CBS 1191207
NR 134360 Trichoderma paucisporum BRI GJS 01-13T

NR 134363 Trichoderma martiale BPI GJS 04-40T
NR 131281 Trichoderma koningiopsis CBS 119075T
NR 137308 Trichoderma texanum CBS 1397847
g1 (NR 144874 Trichoderma taiwanense CBS 119058T
_< NR 137302 Trichoderma canibbaeum CBS 119093T
NR 138446 Trichoderma neokoningii CBS 120070T
NR 111837 Trichoderma erinaceus ATCC MYA-4844T
NR 134362 Trichoderma neosinense BPI GJS 94-11T
NR 138440 Trichoderma nothescens CBS 1348827
NR 138451 Trichoderma hispanicum CBS 130540T
NR 134340 Trichoderma appalachiense BPI GJS 97-243T
NR 103571 Trichoderma strigosum

=]
[r=]

0.002

Gambar 5.22.
Pohon filogeni yang dibangun dari sekuen ITS dari library GenBank

Trichoderma sp. isolat JB1 (tanda panah merah) yang telah dikarakterisasi.
Nilai Bootstrap 1.000 kali ulangan.

Berdasarkan hasil pensejajaran sekuen dengan sekuen homolog database
GenBank, antagonis Trichoderma sp. isolat JB1 memiliki kemiripan sebesar 99%
dengan Trichoderma asperellum strain CTCCSJ A SD31000 (Accesion Number
GenBank KF737411.1), T. asperellum strain CH14 (Accesion Number GenBank

KR868261.1) dan T. asperellum strain CH18 (Accesion Number GenBank

KR868259.1) dengan persentase masing-masing similaritas 99% (Tabel 5.10).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_571033879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/571033879?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M8XNVM73015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_928505253
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_575774528
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Perbandingan persentase kemiripan gen T. asperellum isolat JB1 dengan beberapa
sekuen DNA di GenBank menggunakan program BLAST, disajikan pada Tabel
5.10.

Tabel 5.10

Perbandingan persentase kemiripan gen Trichoderma sp. isolat JB1
dengan beberapa sekuen DNA di Genbank menggunakan program BLAST

No. Isolat Similaritas  Accession Asal
(%) (kode akses)  Negara

1. Trichoderma asperellum strain 99 KF737411.1 China
CTCCSJ A SD31000

2. KR868261 Trichoderma 99 KR868261.1 China
asperellum strain CH14

3. KR868259 Trichoderma 99 KR868259.1 China
asperellum strain CH18

Villalobos et al. (2013) mengisolasi Trichoderma sp. dari 3 tempat
penghasil mangga yang berbeda di Mexico (Chalapas, Oaxaca dan Michoacan).
Hasil penelitiannya dengan menggunakan Internal Transcribed Spacer 1 (ITS 1)
dan ITS 2 menemukan 21 strain Trichoderma, tiga diantaranya merupakan isolat
T. asperellum. Lopes et al. (2012) juga menemukan 21 isolat Trichoderma sp.
yang diisolasi dari kacang-kacangan di daerah Gerrado Brazilia, setelah
diidentifikasi molekuler dengan menggunakan Internal Transcribed Spacer 1 (ITS
1) dan ITS 2 diperoleh 42,86% merupakan Trichoderma asperellum dan sisanya
Trichoderma dari jenis yang lain. Darmayasa et al. (2015) melaporkan hasil
penelitiannya bahwa T. asperellum yang diisolasi dari rizosfer tanaman jagung
(Zea mays) memiliki potensi menghambat pertumbuhan Aspergillus flavus

FNCC6109 sebesar 98,849%.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_571033879
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_571033879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/571033879?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M8XNVM73015
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5.6 Karakterisasi Jamur Trichoderma asperellum

Trichoderma asperellum merupakan jamur yang dapat ditemukan pada
berbagai ekosistem seperti dipermukaan tanah, ekosistem pertanian dan
lingkungan lain seperti kayu dari tanaman yang telah melapuk (Samuels et al.,
2006). T. asperellum banyak diuji dalam penelitian dan dikomersialkan sebagai
biopestisida karena memiliki kemampuan sebagai agensia biokontrol yang sangat
efektif terhadap patogen tanaman (Nagayama et al., 2007). Selanjutnya Aziz et al.
(2013), melaporkan hasil penelitiannya bahwa isolat T. asperellum tampak relatif
persisten dalam jaringan bibit kakao selama kurang lebih dua bulan dan setelah
enam bulan aplikasi, sejumlah buah kakao terdeteksi mengandung T. asperellum.
Hal ini merupakan bukti bahwa T. asperellum dapat bertahan lama pada
pertanaman kakao (Hakkar et al., 2014).

T. asperellum merupakan jamur bersifat simbiosis mutualisme dengan
tanaman inangnya karena mampu menekan intensitas serangan penyakit vascular
streak dieback disebabkan oleh jamur Oncobasidium theobromae, sedangkan
tanaman inang menyediakan sumber makanan untuk T. asperellum, sehingga
mampu merangsang pertumbuhan tanaman dan akibatnya terjadi peningkatan
berat kering tanaman (Kowalska et al., 2014)._Aziz et al. (2013) melaporkan
bahwa T. asperellum dapat mengendalikan penyakit Hawar Daun Phytophthora
pada bibit Kakao. Klasifikasi T. asperellum menurut Alexopoulos et al. (1996),
yaitu:

Kingdom Mycetae (Fungi)

Divisio - Amastigomycota

Sub Divisio @ Deuteromycota
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Klas . Deuteromycetes

Ordo : Moniliales

Famili :  Moniliaceae

Genus . Trichoderma

Spesies . Trichoderma asperellum

5.7 Mekanisme Antagonis T. asperellum Isolat JB1 terhadap Jamur Patogen
S. commune lIsolat SK

Trichoderma spp. merupakan jamur yang hidup secara alami di dalam
tanah dan bersifat parasit serta menyerang beberapa jenis jamur patogen
penyebab penyakit pada tanaman serta memiliki spektrum pengendalian sangat
luas. Mekanisme antagonis Trichoderma sp. terhadap patogen tanaman antara
lain melalui kompetisi ruang dan nutrisi, proses mikoparasitisme serta melalui
proses antibiosis terhadap jamur patogen. Lebih lanjut Bae et al. (2011)
menyatakan mekanisme Trichoderma sp. menghambat patogen Phytophthora sp.
ialah melalui mikoparasit atau antibiosis. Pada saat hifa antagonis Trichoderma
sp. isolat JB1 melilit hifa jamur patogen, diduga hifa antagonis Trichoderma sp.
isolat JB1 aktif menghasilkan enzim ekstraseluler untuk mempenetrasi hifa jamur
patogen. Rawat dan Tewari (2010) melaporkan hasil pengujian secara in vitro
menunjukan bahwa Trichoderma sp. berperan sebagai mikoparasit dengan cara
membelit hifa patogen Sclerotium rolfsii, sehingga menyebabkan terjadinya
degradasi dinding sel hifa dan lisis miselium patogen.

Mekanisme kerja antagonis T. asperellum diduga memproduksi senyawa
antibiotik untuk mendegradasi hifa jamur patogen S. commune isolat SK. Hal ini

sesuai dengan pernyataan dari Lorito et al. (1993) dan Brunner et al., (2005)
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bahwa mekanisme antagonis Trichoderma sp. terhadap patogen tanaman antara
lain, melibatkan produksi berbagai enzim (biokatalis) hidrolitik dan sekresi
senyawa antijamur. Lewis et al. (1998) melaporkan bahwa pertumbuhan hifa
Trichoderma sp. sejajar dengan pertumbuhan hifa jamur inang (patogen), maka
hifa Trichoderma sp. akan menempel pada hifa inang dengan melilit hifa
inangnya berupa lilitan spiral yang agak jarang dan membentuk alat pengait
(hook-like structure), sambil menetrasi miselium inang dengan mendegradasi
sebagian dinding sel inang.

Mikroba biokontrol mempunyai mekanisme menekan pertumbuhan
patogen pada tanaman dengan menggunakan antagonisnya (Pal et al., 2006).
Lebih lanjut Nugroho (2003) melaporkan bahwa spesies Trichoderma dapat
menghasilkan berbagai metabolit sekunder seperti kitinase yang berperan sebagai
antijamur patogen. Bendahmane et al. (2012) menyatakan Trichoderma sp. yang
telah masuk ke dalam sel patogen akan menggunakan bahan yang ada di dalam
sitoplasma patogen untuk kebutuhan nutrisinya, sehingga jamur Trichoderma sp.
mengalami pertumbuhan koloni yang cepat.

Jamur antagonis T. asperellum isolat JB1 dan jamur patogen S. commune
isolat SK yang diisolasi pada media PDA dalam cawan Petri yang diikubasi
selama 7 hari pada suhu kamar (28°C), kemudian diamati melalui mikroskop
elektron menggunakan Scanning Electron Microscope (SEM) (SEI 10 KV WD12
mm SS30). Hasil pengamatann dengan SEM terlihat hifa antagonis T. asperellum
isolat JB1 dengan struktur yang kuat dan jumlah spora yang berlimpah, seperti
pada Gambar 5.23A. Pengamatann dengan menggunakan Scanning Electron

Microscope (SEM) dari hifa jamur patogen S. commune isolat SK dalam keadaan
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normal, tidak menunjukkan kerusakan atau masih utuh, seperti disajikan pada
Gambar 5.23B.

Antagonis T. asperellum isolat JB1 ditumbuhkan secara dual culture
dengan jamur patogen S. commune isolat SK di media PDA diinkubasi pada
umur 7 hari pada suhu 28°C secara in vitro. Pertumbuhan koloni jamur antagonis
T. asperellum isolat JB1 dan jamur patogen S. commune isolat SK, di zone
pertemuan koloni dari kedua jamur itu diamati melalui mikroskop elektron
menggunakan SEM (SEI 10 KV WD12 mm SS30). Berdasarkan hasil
pengamatan menggunakan SEM, terlihat mekanisme antibiosis oleh antagonis T.
asperellum isolat JB1 terhadap jamur patogen S. commune isolat SK
menunjukkan bahwa morfologi hifa jamur patogen S. commune mengalami
degradasi. Hifa jamur patogen S. commune isolat SK pada hifanya mengalami
kerusakan, struktur hifa kelihatan rusak (robek) dan strukturnya tidak utuh,

seperti disajikan pada Gambar 5.24.

Gambar 5.23
Hifa T. asperellum isolat JB1 dan S. commune isolat SK diamati melalui SEM
A = hifa antagonis T. asperellum isolat JB1 (1= hifa; 2= spora) (tanda panah)
B = (1) hifa patogen S. commune belum rusak, (2) permukaan hifa patogen
masih belum rusak atau masih utuh (tanda panah)
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Gambar 4.16

Antagonis T. asperellum isolat JB1 merusak hifa patogen S. commune
isolat SK diamati melalui SEM
1= hifa patogen sebagian masih utuh (tanda panah)
2= hifa patogen S. commune isolat SK mengalami degradasi dan struktur hifa
patogen rusak serta tidak utuh (tanda panah)

Lone, (2012) melaporkan bahwa Trichoderma sp. tumbuh aktif
menghasilkan sejumlah besar enzim ekstraselular B-1,3-glukanase dan Kkitinase,
yang dapat melarutkan dinding sel patogen dan dengan cara mendegradasi
polisakarida serta kitin yang ada pada dinding selnya. Teresa et al. (2002)
mengemukakan bahwa $-1,3-glukan adalah komponen dinding sel sebagian besar
jamur dan enzim f-1,3-glukanase telah diketahui berperan dalam interaksi antara
spesies beberapa Trichoderma yang bersifat parasit terhadap patogen. Hal ini
juga didukung beberapa penelitian tentang pemanfaatan T. asperellum sebagai
jamur antagonis pada tanaman kakao dalam menanggulangi serangan penyakit
vascular streak dieback. T. asperellum dapat mengendalikan penyakit tanaman,
baik yang disebabkan oleh jamur maupun oleh bakteri secara langsung maupun

tidak langsung. Sistem pengendalian T. asperellum secara tidak langsung yaitu
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dengan memacu ketahanan tanaman (resistensi terinduksi) terhadap serangan
patogen (Hendarto, 2015).

Howell (2003) meneliti mekanisme molekuler enzim litik yang terlibat
dalam aktivitas agensia hayati T. harzianum dan menyatakan bahwa degradasi
dinding sel jamur terutama disebabkan oleh enzim kitinase, glukanase dan
protease. Jika hifa Trichoderma spp. melekat pada hifa jamur inang yang bersifat
patogen, maka hifa jamur inang mengalami vakoulasi, lisis dan akhirnya hancur.
Pendapat ini didukung oleh Patil (2012) yang menyatakan strain tertentu dari
Trichoderma juga dapat menghasilkan enzim kitinolitik yang dapat merusak hifa
inangnya sebelum antibiotik yang dihasilkannya bekerja. Selanjutnya Lorito et
al. (1996) melaporkan bahwa senyawa peptaibol yang dihasilkan oleh
Trichoderma sp. mampu menghambat sintesis pg-glucan, sehingga dapat
mencegah rekonstruksi dari dinding sel jamur inangnya.

Enzim hidrolitik yang dihasilkan oleh Trichoderma sp. yaitu g-1,3-
glukanase, Kitinase, selulase dan proteinase (Kumar et al., 2012). Sifat
mikoparasit yang ditimbulkan oleh enzim kitinase dari Trichoderma sp. dapat
menyebabkan degradasi dinding sel jamur patogen (Gruber et al., 2011). Lebih
lanjut Darmayasa et al. (2015) melaporkan hasil penelitiannya bahwa filtrat T.
asperillum TKD vyang diisolasi dari rizosfer tanaman jagung mengandung
metabolit sekunder, yaitu : Butane, 1,1-oxybis-(CAS) n-Butyl ether; Butane, 1,1-
dibutoxy; Pentansaeure, 2,24, 4-Tetramethyl; 1-Tetradecene; Phenol, 2,4-bis
(1,1-dimethylethyl-(CAS) 2,4-; 1-Hexadecane (CAS) Cetene; 1-Octadecene

(CAS) alpha-Octadecene; Hexadecanoic acid, methyl ester (CAS) Methyl, n-
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Tetracosano-1,4-Heptanone (CAS) GBL; 1-Dodecanol (CAS) n-Dodecanol dan
Behenic alkohol.

T. asperellum sering diisolasi dari akar tanaman, serasah tanah, rizosfer
dari berbagai tanaman, jaringan tanaman yang sehat, biomassa jamur dan kayu
dari pohon yang sudah mati. Beberapa enzim yang dihasilkan oleh jamur
patogen, misalnya enzim selulase dan pektinase yang merupakan biokatalisator
dalam proses degradasi selulosa dan pektin pada dinding sel tumbuhan (Ledn dan
Montesano, 2013). Strain T. asperellum sebagai agensia biokontrol yang sangat
efektif terhadap patogen tanaman dan dikembangkan sebagai pestisida mikroba
oleh beberapa perusahaan untuk dikomersialkan (Nagayama et al., 2007).

Dari hasil pengamatan histopatologi dengan metode mikroteknik dapat
diketahui bahwa pada irisan melintang akar bibit cengkeh menunjukkan ada
perbedaan yang tegas antara struktur jaringan akar bibit cengkeh yang sehat
(tidak terinfeksi) jamur patogen S. commune, disajikan pada Gambar 5.25A dan
Gambar 5.25B. Jaringan akar bibit cengkeh yang terinfeksi patogen S. commune
isolat SK tanpa perlakuan T. asperellum isolat JB1 terlihat jaringan epidermis
akar cengkeh ditumbuhi rizomorf jamur patogen yang berwarna putih dan
jaringan kortek pada akar bibit cengkeh kelihatan berwarna coklat kehitaman,
disajikan pada Gambar 5.25C dan Gambar 5.25D. Miselium jamur patogen S.
commune isolat SK masuk melalui jaringan epidermis akar dan merusak jaringan
akar bibit cengkeh, disajikan pada Gambar 5.26E dan Gambar 5.25F.

Mekanisme serangan patogen S. commune, diawali ketika spora jamur
dari sumber infeksi menempel pada kayu atau akar tanaman, maka jamur

berkecambah membentuk hifa yang kemudian bercabang-cabang membentuk
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miselium yang melekat pada permukaan kayu atau akar tanaman. Hifa jamur
patogen masuk melalui jaringan epidermis, kemudian menuju jaringan parenkim
yang merupakan jalan paling mudah bagi hifa untuk mendegradasi kayu, karena
jaringan parenkim berdinding tipis dan terdapat zat-zat yang mengandung nutrisi
untuk kebutuhan hidup jamur patogen (Gambar 5.25).

Rowell (2005), juga melaporkan bahwa jaringan parenkim merupakan
jalan yang mudah dilewati oleh hifa jamur patogen, karena secara alamiah
jaringan parenkim juga berfungsi sebagai sintesis, penyimpanan makanan dan
transport lateral bahan biokimia dan air. Bowyer et al. (2003) menyatakan bahwa
gula dan pati terdapat dalam jaringan parenkim kayu. Kerusakan jaringan
epidermis, endodermis, parenkim, floem dan xylem dapat menyebabkan sistem
transfortasi air dan unsur hara pada bibit cengkeh menjadi terganggu.
Terhambatnya sistem transfortasi air dan unsur hara tersebut menyebabkan
terganggu sistem metabolisme, sehingga daun layu kemudian gugur sehingga
tinggal ranting yang mongering dan akhirnya bibit cengkeh mati.

Hifa jamur patogen menembus masuk ke dalam sel tumbuhan yang
bertujuan untuk menyerap nutrisi yang terkandung di dalam sel tersebut. Nutrisi
tersebut akan digunakan oleh jamur patogen dalam proses metabolisme dalam
hidupnya yang bertujuan untuk membentuk struktur tubuh serta membentuk alat
reproduksi. Aktivitas dalam proses metabolisme yang dilakukan oleh jamur
patogen tersebut dapat mengakibatkan kerusakan sel dan jaringan tanaman yang

terinfeksi jamur patogen (Gao et al., 2010)
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Gambar 5.25
Penampang melintang akar bibit cengkeh dan mekanisme serangan patogen

A dan B = Penampang melintang akar bibit cengkeh diaplikasikan T. asperellum
isolat JB1 dalam percobaan di rumah kaca, keadaannya sehat (epidermis dan
kortek akar tidak terinfeksi jamur patogen, sehingga epidermis tidak rusak.

C= jamur patogen menempel pada epidermis akar tetapi belum terjadi kerusakan
jaringan epidermis (tanda panah)

D= miselium jamur patogen menembus jaringan epidermis dan kortek akar,
hifa patogen akan menuju jaringan empulur (pith) (tanda panah)

E= miselium jamur patogen merusak epidermis dan kortek akar serta menempel
di jaringan empulur (pith) (tanda panah)

F= miselium jamur patogen berada di dalam jaringan kortek yang mendegradasi
jaringan empulur (pith) akar bibit cengkeh (tanda panah)
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Hifa jamur patogen menembus masuk ke dalam sel tumbuhan bertujuan
untuk menyerap nutrisi yang terkandung di dalam sel. Nutrisi tersebut akan
digunakan oleh jamur patogen dalam proses metabolisme yang bertujuan untuk
membentuk struktur tubuhnya serta membentuk alat reproduksi. Aktivitas dalam
proses metabolism yang dilakukan oleh jamur patogen tersebut dapat
mengakibatkan kerusakan jaringan tanaman yang terinfeksi jamur patogen (Gao

etal., 2010)

5.8 Pembahasan Umum

Jamur patogen penyebab penyakit akar putih pada tanaman cengkeh yang
telah diuji patogenitasnya, kemudian diidentifikasi secara morfologi maupun
molekuler dan didapat bahwa patogen penyebab penyakit akar putih pada
tanaman cengkeh (Syzygium aromaticum L.) di Kabupaten Buleleng memiliki
kedekatan pada jamur Schizophyllum commune dengan dukungan similaritas
99%. S. commune adalah jamur yang tumbuh di berbagai pohon dan bersifat
parasit, penyebab penyakit pada pohon meranti merah (Shorea smithiana) (Erwin
et al., 2008). S. commune juga dikenal sebagai penyebab root rot (busuk akar)
pada beberapa jenis tanaman seperti: meranti (Shorea smithiana) di Kalimantan
(Indonesia), pohon linden (Tilia sp.) atau pohon saru di Indonesia, Buna (Fagus
crenata) (Japan beech) dan ceri asam (Prunus cerosus) (Takemoto et al., 2010).
S. commune merupakan jamur yang paling agresif menginfeksi pohon jenis
berangan kuda (Aesculus hippocastanum) yang di tanam di pinggir jalan di Kota
Lithuania. S. commune juga bersifat parasit pada pohon mangga (Mangifera

indica L.) di Changa Manga Forest Pakistan (Nasreen et al., 2015). Monahan



114

(1998), menyatakan bahwa jamur S. commune juga menyebabkan pembusukan
(decay) dan pelapukan (deterioration) pada bambu (Bambusa vulgaris Schrad).

Pengujian 5 isolat kandidat jamur antagonis terhadap jamur S. commune
sebagai patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh secara in vitro dan in
vivo, sehingga mendapatkan antagonis terbaik (>80%) vyaitu isolat JBL.
Berdasarkan identifikasi secara morfologi bahwa isolat JB1 adalah jamur
Trichoderma sp. kemudian dilanjutkan identifikasi molekuler, didapat
Trichoderma sp. isolat JB1 memiliki kedekatan pada Trichoderma asperellum
dengan dukungan similaritas 99%. Benitez et al. (2004), menyatakan bahwa
jamur Trichoderma sp. telah banyak digunakan untuk mengendalikan penyakit
tanaman dan 90% aplikasi yang telah dilakukan berasal dari berbagai macam
strain Trichoderma. Penggunaan T. asperellum isolat JB1 sebagai agensia hayati
yang dapat mengendalikan patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh di
Bali belum pernah dilaporkan.

Pengujian T. asperellum isolat JB1 terhadap jamur patogen S. commune
secara in vitro menunjukkan bahwa T. asperellum isolat JB1 efektif menghambat
pertumbuhan koloni patogen S. commune dengan daya hambat sebesar 90,11%.
Semakin besar daya hambat yang ditimbulkan, maka semakin tinggi daya
antagonis isolat tersebut. Hal ini sesuai dengan penelitian Herliyana et al. (2013)
yaitu adanya penghambatan terhadap pertumbuhan diameter koloni patogen
Ganoderma sp. diduga karena adanya enzim dan senyawa metabolit yang
dihasilkan oleh jamur antagonis Trichoderma sp. yang mampu merusak dinding
sel patogen, sehingga menyebabkan pertumbuhan diameter koloni patogen

menjadi lambat. Trichoderma sp. tumbuh aktif menghasilkan sejumlah besar
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enzim ekstraselular 3-1,3-glukanase dan kitinase yang dapat melarutkan dinding
sel patogen dengan cara mendegradasi polisakarida dan kitin yang ada pada
dinding selnya (Lone, 2012). Beberapa Trichoderma sp. juga diketahui mampu
bersifat sebagai mikoparasitik.

Pengujian aktivitas T. asperellum isolat JB1 terhadap pertumbuhan bibit
cengkeh di rumah kaca dilakukan dengan pengujian T. asperellum isolat JB1
terhadap tinggi bibit cengkeh, jumlah daun, berat basah akar dan berat kering
akar bibit cengkeh mendapatkan hasil yang sangat positif dan menunjukkan
berbeda sangat nyata terhadap kontrol. Soesanto (2008) menyatakan bahwa
agensia antagonis mampu hidup berkompetisi dengan patogen tanaman sehingga
mempunyai kemampuan tumbuh yang lebih cepat dan dapat terjadi persaingan
dalam ruang dan nutrisi. Seiring bertambahnya umur tanaman keberadaan jamur
antagonis mampu menunjukkan berbagai mekanisme penghambatan patogen dan
memberikan kemudahan tanaman dalam menyerap unsur hara. Hasil penelitian
Balai Pengkajian dan Pengembangan Teknologi (2002) melaporkan bahwa
Trichoderma sp. ternyata juga memberikan pengaruh positif pada pertumbuhan
vegetatif dan perkembangan generatif tanaman serta hasil panen.

Intensitas  serangan penyakit menjadi rendah pada perlakuan
diaplikasikan Trichoderma spp. karena jamur antagonis ini dapat tumbuh cepat
dengan berkompetisi, menghasilkan senyawa antibiotik dan dapat memparasit
dengan melilit hifa jamur patogen (Umrah et al., 2009). Senyawa antibiotik
sebagai antijamur patogen, seperti senyawa lytic, viridin dan trichomidin yang
dihasilkan oleh Trichoderma sp. dapat menghambat dan bahkan mematikan

jamur patogen (Kucuk dan Kivanc, 2003). Nagayama et al., (2007) juga
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menyatakan bahwa T. asperellum banyak diuji dalam penelitian dan
dikomersialkan sebagai biopestisida, karena memiliki kemampuan sebagai
agensia biokontrol yang sangat efektif terhadap patogen tanaman. Lebih lanjut
Aziz et al. (2013) melaporkan hasil penelitiannya bahwa isolat T. asperellum
tampak relatif persisten dalam jaringan bibit kakao selama kurang lebih dua
bulan dan setelah enam bulan aplikasi sejumlah buah kakao terdeteksi
mengandung T. asperellum. Hal ini merupakan bukti bahwa T. asperellum dapat
bertahan lama pada tanaman kakao (Hakkar et al., 2014).

Mekanisme antagonis T. asperellum isolat JB1 terhadap jamur patogen S.
commune adalah secara antibiosis. Mekanisme antibiosis T. asperellum isolat
JB1 dalam menekan pertumbuhan jamur patogen S. commune isolat SK di media
PDA diduga menghasilkan enzim yang bersifat antibiotik, sehingga koloni jamur
patogen tumbuh menuju ketepi cawan Petri. Jamur patogen diduga juga
meberikan respon berupa senyawa aktif sebagai bentuk pertahanan terhadap
reaksi yang diberikan antagonis T. asperellum isolat JB1, sehingga koloni
patogen menunjukkan warna gelap sampai kehitaman. Enzim yang dihasilkan
oleh jamur antagonis misalnya enzim selulase dan pektinase yang merupakan
biokatalisator dalam proses degradasi selulosa dan pektin pada dinding sel
tumbuhan (Leon dan Montesano, 2013). Chet (1993) juga melaporkan bahwa T.
asperellum mampu menghasilkan enzim yang dapat menyebabkan lisis pada hifa
inangnya dan memiliki sifat mikoparasit yang dapat menghambat perkembangan
patogen.

Teresa et al. (2002) mengemukakan bahwa p-1,3-Glukan adalah

komponen dinding sel sebagian besar jamur dan $-1,3-glukanase telah diketahui
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berperan dalam interaksi antara spesies beberapa Trichoderma yang bersifat
parasit terhadap patogen. Bendahmane et al. (2012) menyatakan Trichoderma sp.
yang telah masuk ke dalam sel patogen akan menggunakan bahan yang ada di
dalam sitoplasma patogen. Hal ini juga didukung beberapa penelitian tentang
pemanfaatan T. asperellum sebagai jamur antagonis pada tanaman kakao dalam
menanggulangi serangan vascular streak dieback. T. asperellum dapat
mengendalikan penyakit tanaman baik yang disebabkan oleh jamur maupun oleh
bakteri secara langsung maupun tidak langsung. Sistem pengendalian T.
asperellum secara tidak langsung yaitu dengan memacu ketahanan tanaman

(resistensi terinduksi) terhadap serangan patogen (Hendarto, 2015).

5.9 Kebaharuan Penelitian

1. Ditemukannya jamur patogen Schizophyllum communi penyebab penyakit akar
putih pada tanaman cengkeh di Kabupaten Buleleng.

2. Ditemukannya jamur antagonis Trichoderma asperellum sebagai agensia
hayati untuk mengendalikan penyakit akar putih pada tanaman cengkeh di

Kabupaten Buleleng.



BAB VI

SIMPULAN DAN SARAN

6.1. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, maka dapat disimpulkan

hal-hal sebagai berikut:

1. Spesies dari patogen yang menyebabkan penyakit akar putih pada
tanaman cengkeh di Kabupaten Buleleng adalah jamur Schizophyllum
commune.

2. Isolat mikroba antagonis yang diisolasi dari rizosfer tanaman cengkeh
dan tanaman duwet tanpa gejala penyakit akar putih dapat menghambat
pertumbuhan patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh
dengan daya hambat > 80%. Isolat JB1 mampu menghambat
pertumbuhan koloni patogen sampai 90,11% secara in vitro dan
mampu menekan tingkat serangan patogen sebesar 98,33% pada bibit
cengkeh dalam polybag di rumah kaca.

3. Berdasarkan identifikasi morfologi dari isolat JB1 adalah Trichoderma
sp. dan identifikasi secara molekuler dari jamur antagonis Trichoderma
sp. (isolat JB1) adalah Trichoderma asperellum.

4. Mekanisme antagonistik T. asperellum isolat JB1 dalam menghambat
pertumbuhan jamur patogen Schizophyllum commune adalah antibiosis
dengan mendegradasi membran sel patogen. Senyawa pendegradasi
tersebut mempengaruhi organel sel patogen sehingga tidak

terorganisasi secara teratur.
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6.2. Saran

1. Perlu dilakukan identifikasi terhadap senyawa bioaktif yang dihasilkan
oleh jamur T. asperellum isolat JB1.

2. Perlu dilakukan pengujian di lapangan pada beberapa lokasi untuk
mengetahui efektivitas dan konsistensi jamur T. asperellum isolat JB1
dalam menekan patogen penyakit akar putih pada tanaman cengkeh.

3. Perlu dilakukan pengembangan formula jamur T. asperellum agar dapat

bertahan dan efektif dalam waktu lebih dari 6 bulan.
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LAMPIRAN

1. Intensitas penyakit akar putih pada penelitian bibit cengkeh di rumah
kaca

A= bibit cengkeh diberi patogen tanpa perlakuan antagonis Trichoderma sp. (kontrol)
B= bibit cengkeh diberi perlakuan patogen dan Trichoderma isolat JB1

2. Miselia jamur patogen di akar bibit cengkeh pada penelitian di rumah
kaca
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Gambar Miselia Jamur Patogen

A= batang ketela pohon yang diisolasi jamur patogen isolat SK diinfeksikan pada pangkal akar
bibit cengkeh (tanda panah)

B= miselium jamur patogen (warna putih) dan antagonis Trichoderma sp. (warna hijau)
mengkoloni akar bibit cengkeh di polybag (tanda panah)

C=rizomorf jamur patogen berwarna putih menempel pada akar bibit cengkeh di polybag

(tanda panah)
D= akar bibit cengkeh yang diinfeksikan jamur patogen (kontrol) dicabut dan kelihatan

rizomorf
jamur patogen menempel di akar (tanda panah 1), sebagian akar yang terinfeksi patogen
menyebabkan akar lunak dan berwarna hitam (tanda panah 2)

E= miselium jamur patogen menempel pada pangkal akar bibit cengkeh

F= pangkal akar bibit cengkeh yang dipotomg (1= berwarna hitam diduga jaringan akar
mengalami kematian karena patogen); (2= akar berwarna putih dan jaringan akar belum
terinfeksi patogen)

G= pangkal akar bibit cengkeh yang dibelah: 1= akar terinfeksi patogen berwarna hitam tanda
(panah) dan 2= akar bibit cengkeh diberi perlakuan Trichoderma sp. isolat JB1 berwarna

putih (tanda panah)
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3. Hasil BLAST-N Complete sequence Jamur Patogen Isolat SK

TGATTTGAGGTCAGTCAAAGTTAGCGCACAAGTCGCTAGTCTCGGTCAAGAGACGG
TTAGAAGCAGAATCCTATTGAAACTGACTAGGTCAGTCCCGAGATGGTCAACGACG
TAGAAATTATCACATCGGAGACGCGATCCCGCAAGGGAAATCCGCTAATACATTTA
AGAGGAGCTGGCTCCGTTAGGCTCCAGCAGACCTCCACTTCCAAGCCACTCTCGAG

ACCGAAGTCAAAAGAGGGTTGATGGTATTTAATGACACTCAAACAGGCATGCCCCT
CGGAATACCAAAGGGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAG
ATCCGTTGTCGAAAGTTGTATTAACTTTTTAGGGTCTGTCAAGACCATGATTACATT

CGTTAACATACTTTAAGGTGTGAGGTAGACGTAGTCAACCGCCGCCCGTGAAGGCT
TTGGGACTACATAAGGTGCACAGGATCAGAACAAGATGAACTTGTTTGATTCGTTA
ATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACACTTTTTACTCCA

4. Hasil BLAST-N Complete sequence Antagonis Trichoderma sp. Isolat JB1

ACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTC
GGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGLCCCGLCCGGAGGA
ACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCA
AAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG
AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCG
TCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGGGGATCGGGACCCCTCAC
ACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCTGTA
GTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGT
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5. Pengujian Antagonis Penyakit Layu pada Bibit Cengkeh di Rumah Kaca

A= Bibit cengkeh pada pengujian di rumah kaca

B= Pengamatan pada pengujian di rumah kaca

C= Perlakuan JAP yang ditumbuhkan di batang singkong (food base) diinfeksikan
pada akar bibit cengkeh (tanda panah)

D= Miselia JAP tumbuh di akar bibit cengkeh yang di infeksikan JAP (tanda panah)

E= (1) Miselia JAP dan (2) miselia Trichoderma sp. sebagai Antagonis
(tanda panah)

F= Pengamatan Bibit cengkeh yang diinfeksikan JAP (tanda panah)

G= Miselia JAP merambat pada akar bibit cengkeh (tanda panah)



