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DESAIN PRIMER SPESIFIK UNTUK DETEKSI
GANODERMA PENYEBAB PENYAKIT BUSUK PAIIGKAL

BATAIIG PADATANAMAN KELAPA SAWIT

Condro Utomo dan DaisY Tambajong

ABSTMK

primer set bersifat sensitif dan spesifik dalam reaksi berantai polimerase untuk

detelrsi Ganoderrno, io*u, klai basidiomycete penyebab penyakit busuk pangknl batang-

kelapa sawit telah d{desain berdasarkan variasi sekuen pada daerah internal transcribed

,poiq US) dari ribosom DNA. Pasangan primer-primer ini menShay.lkan pita tunggal

berukuran'450 bp untukprimer ITI-I|2 dan 334 bp untukprimer ITL-IT3 hanya bila

digunakan DNA-Ganoderma isolat kelapa sawit tgtapi tidak akan menghasilkan_pit!

olopun bita digunaknn DNA jamur sapropitikyang berasosiasi dengan akar sawit. Pada

peigtriian samlpel, Ganoderma isolat kelapa sawit yang terdapat dalam sampel akar yang-
'aialnUit 

dari liparng dapat didetelcsi dengan PCR sebelum geiala penltakit secara visual

terlihat. Metoda FCti ini terbukti mirupalcan alat yang praktis untuk mendeteksi

keberadaan Ganoderma pada alcar kelapa sawit.

Kata kunc r; Iklapa sawit, Garndcrma, detel<si" pimer spesifil<, PCR

ABSTRACT

Sensitive and specific primer sets for polymerase chain reaction (PCR) for oil palm

Ganoderma, tie basdtonycete fungus that causes basal stem rot of oil Pllm, were-

developed b,ased on variab[e s"qurn"i in the internal transcribed spacer US) of ribosomal

DNA. These primers amplifiea i UO bpfragmentfor primer IT I -IT2 and a 3 34 bpfragment

for primer ITI-IT3 froi ilte of oit palm saprophytic
"fr"ii 

that associatla with oil palm roots. oderma was
-deictedby 

PCRfumnaturally infectedoi se symptoms

,"r, pr"rZnt. The PCR ottoy proiides a prac Ganoderma

within oilpalmroots.

Keyvords Oil palm, Ganoderma, detection, specific pimer, PCR

PENDAHULUAN

Kelapa sawit (Elaeis guineensis

Jacq.) adalatr salah satu tanaman per-

kebunan terpenting di Indonesia. Pada

tahun 1968, total areal Pertanaman
kelapa sawit hanya berkisar 120.000 ha

tetapi pada tahun 1999 telatr mencapai

2,8 juta ha, suatu peningkatan areal yang

hampir 24 kali dalam 32 tahun (12).
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Mulai generasi pertanaman kedua dan
seterusnya, tanaman kelapa sawit ter-
ancam oleh patogen jamur, khususnya
jamur Ganoderma (Aphyllophoraies,

fasidiomycota), penye6ab penyakit
busuk pangkal batang (BpB) yang me-
nyerang sistem perakaran kelapa sawit.

Penyakit BpB pertama kali dilapor-
kan di Malaysia pada tahun 1930 dan
pada waktu itu penyebab penyakitnya
diidentifikasi sebagai G. lucidum
(W.Curt.:Fr.) Karst. (19). Steyaerr (lg)
kemudian mengidentifikasi 6 spesies
tambatran yang berasosiasi dengan
penyakit BPB pada tanar4an kelapa sawit
di Malaysia dan Indonesia (Sumatra)
sebagai G. boninense pat., G. Miniato_
cinctum Stqtaert, G. chalceum (Cooke)
Stqtaert, G. tornatum (perc.) &erc., G.
zonatum Muill and G. rylonoides
Stqtaert. Meskipun sebanyak 15 spesies
Ganoderma dilaporkan ditemukan
berasosiasi dengan penyakit BpB (23),
akan tetapi studi di Indonesia dan
Malaysia menunjukkan bahwa penyakit
BPB disebabkan oleh spesies tunggal
yaitu G. boninense pat. (7).

Salah satu fbktor pembatas dalam
pengendalian penyakit BpB adalatr ke_
langkaan metoda diagnosis yang akurat
untuk mendeteksi Ganoderma sedini
mungkin. Untuk itu beberapa metoda
telatr dikembangkan untuk mendeteksi

. Ganodermn seperti penggunaan media
semi selektif untuk menumbuhkan
Ganoderma pada media agar di cawan
petri (l), antibodi poliklonal yang
diaplikasikan pada indirect enzyme_
linked immunosorbent assay (ELISA)
(24) dan reaksi berantai polimerase
(PCR) (25). pada metodi terakhir
tersebut masih perlu disempurnakan

karena adanya reaksi silang dengan
Jamur sapropitik yang bersifat
kontaminan pada contoh akar.

Daerah ITS dari ribosom DNA
(rDNA) telah dipilih sebagai target yang
akfraktif untuk mendesain primer
spesifik untuk deteksi dalam metoda
PCR karena daerah tersebut secara
umum bersifat hampir seragitm dalam
suatu spesies tetapi akan bqragam
sekuennya untuk spesies yang berbeda-
beda (27). Sekuen daerah ITS telah
terbukti berguna .untuk menghasilkan
primer spesifik dalam metoda pCR untuk
mendeteksi jamur patogen yang
menginfeksi jaringan tanaman secara
alami (3, 10, Il, 20, Zl).

Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengembangkan metoda diagnosis
secara molekuker untuk mendeteksi
Ganoderma pada tanaman sedini
mungkin dengan memanfaatkan daerah
ITS sebagai target untuk menghasikan
primer spesifft.

BAHAN DAN METODA

Isolasi dan perbanyakan jamur
Pengumpulan tubuh buah jamur Gano-
derma isolat kelapa sawit dilakukan dari
berbagai kebun kelapa sawit di Sumatera
Utara, Indonesia. Untuk isolasi Gano-
derma, tubuh buah jamur dipotong
menjadi kecil-kecil, dicelupkan dalam
larutan 0,5 % sodium hypochloride
selama 2 menit, dikeringkan dan
kemudian dipindahkan pada media
potato dextrose agar (pDA). Untuk
isolasi jamur sapropitik, akar kelapa
sawit sakit dicelupkan dalam larutan 0.5
% sodium hypochloride selama I menit
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ke,mudian dipotong memanjang lalu
dipindatrkan pada media PDA. Semua
jarrur yang berhasil diisolasi dan diguna-
kan dalam studi ini terterapada Tabel 1.

Ganoderma danj amur sapropitik dibiak-
kan pada media yang berbeda: (1) media

untuk Ganoderma (g/D; 15.0 g ekstrak

malt (Difco, USA) and 5.0 g ekstrak ragi
(Difco, USA) dan (2) media untuk jamur

sapropitik (dl); 34.4 g CzaPek dox
(Oxoid, England) dan 10.0 g ekstrak ragi
(Difco, USA). Media tersebut disterilisa-
si pada suhu t2l oC selama 15 menit.

Setelatr dilatarkan inkubasi pada suhu 30
oC selama 30 hari untukGanoderma datr

10 hari untuk jamur sapropitik, kemudian
miselia jamur dipanen dengan jalan
penyaringan dengan kertas saring

Whatman No.l dan dibilas sebanyak 2

kali dengan air steril. Miselia jamur

dibeku-keringkan selama 2 hai, digiling
di cawan porselin samPai halus ke-

mudian disimpan pada suhu -20 oC

sampai digunakan.

Persiapan sampel akar kelapa sawit

Tanaman kelapa sawit Yang tamPak

sehat (tanpa terlihat gejala serangan

Ganoderma yaitu tidak adanYa

pembusukan pada pangkal batang dan

tidak ditemukan tubuh buah jamur)

disekitar areal pertanaman kelapa sawit
sakit dipilih untuk dijadikan sampel.

Sampel akar dikumpulkan dari 15 kebun

kelapa sawit di Sumatera Utara dengan

memotong akar kelaPa sawit dengan

cangkul atau kapak pada kedalaman 15-

20 cm dari permukaan tanah dekat

pangkal batang. Sampel akar sehat dan

sakit dipisahkan dan dicuci dengan air

bersih.Untuk tiap samPel diambil
sebanyak 3 potong akar sakit sepanjang

15 cm kemudian dipotong menjadi kecil-
kecil, dicampur merata dan ditimbang
(sebanyak l5 g).

Ekstraksi DNA
Ekstraksi DNA untuk biakan murni

jamur dan sampel akar kelapa sawit sakit

dilalarkan dengan metoda Wang et al.

(26) yarrrg telah dimodifrkasi oleh Utomo

dan Niepold (25). SebanYak 30 mg

miselia yang telah digiling dilanrtkan

dalam 300 pl bufer ekstraksi Raeder dan

Broda (14) atau 1,5 g akar yang telalt

dilarutkan dalam 1.5 ml bufer ekstraksi

Raeder dan Broda Q\. Lanrtan ekstraksi

diinkubasi pada suhu 65 oC selama 60

menit kemudian disentrifugasi dengan

kecepatan 13.000 rpm selama 2 menit.

Larutan bagian atas dipindalrkan kedalam

20 pl NaOH 0,5 N, diPanaskan Pada
suhu 95 oC selama 10 menit kemudian

diinkubasikan ke dalam es selama 10-30

menit. Pelet atau DNA terekstraksi

dilarutan kedalam bufer Tris-HCl/BSA
pH 7.8. Konsentrasi DNA diukur dengan

menggunakan Spektrofotometer UV DU-
50 (Beckman, Germany). Skala bacaan I
dari OD26e berkorelasi dengan 50 pgiml
untuk,,double-stranded" DNA (15).

Untuk menentukan batas minimum
deteksi DNA Ganoderma dalam reaksi

PCR, DNA terekstraksi diencerkan

dengan kelipatan 10. Perlakuan lain

untuk mengevaluasi batas minimum
dilakukan dengan mencampur meselia

Ganoderma dengan akar kelapa sawit

sehat pada berbagai rasio dan sebagai

kontrol negatif dilakukan amplifrkasi
akar sehat kelapa sawit. Evaluasi ke-

khususan primer dilakukan amplifikasi
DNA dari. jamur sapropitik dengan PCR

dan sebagai kontrol dilakukan

25
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amplifikasi DNA dari jamur sapropitik
dengan menggunakan primer universal
ITS 1-ITS4. Setiap perlakuan diulang
sebanyak 3 kali.

Desain primer dan kondisi pCR

Oligonukleotidd (primer pCR)
disintesa oleh IBA-GmbH (Germany),
campuran deoxynukleootide (dNTps)
dibeli dari Promega (USA), sedangkan
Taq DNA polimerase dibeli dari Mira
Diagnostica GmbH (Germany). primer
PCR ITS1 (5' TCCGTAGGTGAACCT
GCGG 3') sebagai primer depan dan
primer ITS 4 (5' TCCTCCGCTTAITG
ATAIGC 3') sebagai primer balik yang

digunakari untuk mengamplifikasi daerah
ITS

Ganoderma berdasarkan primer
yang disain oleh White et al. (27).
Kloning dan sekuensing (8 Ganoderma
isolat kelapa sawit) berdasarkan protokol
standar (15), sedangkan desain spesifik
primer dari daerah ITS dilakukan dengan
menggunakan progam DNAstar. Desain
spesifik primer untuk Ganoderma isolat
kelapa sawit dilakukan dengan jalan
menjajarkan sekuen nukleotida daerah
ITS1 dan ITS2 dari Ganoderma isolat
kelapa sawit dengan daerah yang sama
dari spesies Ganoderma lain yang
diperoleh dari GenBank (Tabel 2) untuk

Elaei.s suinensisGanoderma (20 isolat

Kontaminan pada akar
kelapa sawit
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Desain primer spesifik untuk deteksi ganoderma penyebab penyakit busuk pangkal batang pada tanaman kelapa sauit

mencari variasi sekuen antata
Ganoderma isolat kelapa sawit dengan

spesies Ganoderma lain. Kondisi PCR
yang digunakan untuk percobaan deteksi
adalah sebagai berikut: 5 pl ekstraksi

DNA ditambahkan kedalam 20 ml

campuran reasksi yang terdiri dari bufer
PCR, 1.5 mM MgCl2, 50.0 pM untuk
tiap dNTR 0.5 pmol untuk masing-
masing primer dan 2 U Taq DNA
polimerase.

Table2. Sekuen nukleotida dari daerah ITS1 dan ITS2 dari berbagai Ganoderma
spesies berbeda yang diperoleh dari GenBank

Ganoderma ITS I ITS 2 Inang

Nomor
GenBank

Nomor
GenBank

G. adspersum CBS 351.74 x78742 x78763 Salix sp.

G. ahmadii FWP 14329 237047 237098 Dalbereia sissoo

G. australe 07505 x787 50 x7877r Tidak diketahui

G. boninense RSH RS xt87 49 x78770 Tidak diketahui

G. colossun CBS 216.36 237071 237091 Tidak diketahui

G. cupreum DFP 3896 Casuarina sp.

G. cupreum DFP 4336 Kavu lunak

G. cupreun QFRI 8678 Kaw mati

G. formicatum RSH 0814 237067 237087 Kaw keras

G. formosanum 0109 x787 52 x78773 Tidak diketahui

G. sibbosum ACCC 5.151 x78741 x787 62 Tidak diketahui

G. Iipsiense BAFC 2424 AFt69977 AF169978 Podocarpus sp.

G. lobatum BAFC 24ll AF169989 AF169990 Salix sp

G. lucidum ATCC 324.71 x78744 x78765 Acrocamus sp.

G. lucidum BAFC 2419 AF170007 AF170008 Dari tanah/akar

G. microsporum RSH 0821 x78751 x78772 Salix babylonica

G. oerstedit ATCC 52410 x78739 x787 60 Tidak diketahui

G. oresonense CBS 177.30 237060 237100 Conifer

G. pfeiffei CBS 747.84 x78738 x787 59 Quercus sp.

G. platense BAFC 384 AF170001 AF170002 Platanus acerifolia

G. resinaceum CBS 194.76 x78737 x78758 Fazus sylvatica

G. sessile BAFC 2373 AFl7000s AF170006 Angiosperm

G. sessiliforme BAFC 2580 AF169999 AF170000 Cassia multiiuga

G. sinense ZHANG 1734 237066 237t03 Tidak diketahui

G. subamboinense ATCC 52419 x78736 x78757 Platanus sp.

G. tornatumBAFC ll72 AF169975 AFt69976 Batans membusuk

G. tornatun BAFC ll39 AF169979 AF169980 Tidak diketahui

G. tropicun HK 93-8 237069 237089 Kaw keras

G. tsusae CBS 428.84 x78735 x787 56 Abies concolor



Ganoderma ITS I ITS 2 Inang
Nomor GenBank Nomor GenBank

G. tuberculosum BAFC 2414 A.Ft69997 AF169998 Salix sp
G. valesiacum CBS 282.33 237056 237081 Larix sp.?
G. weberianum CBS 219.36 x78734 x78755 Mangifera sp
G. zonatum BAFC 2374 AF170003 AFI70004 Angiosperm
Ganoderma dai kelapa sawit
(Gano PNG)

Elaeis guineensis

G. boninense LKM Palma

Condro Utomo dan Daisy Tambajong

Tabel2. Sekuen nukleotida dari daerah ITS1 dan ITS2 dari berbagai Ganoderma
spesies berbeda yang diperoleh dari GenBank (lanjutan)

Ket: Sekuen nukleotida daerah ITS dari 3 spesies G. cupreumdikutip dari Smith dan
Sivasithamparam (2000). Daerah ITS pada G. boninenselKM disediakan oleh Dr.
Moncalvo. Untuk Gano PNG, sekuen daerah ITS dikutip dari Bridge dkk. (2m0).

i
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HASIL

Desain primer spesifik

Penjajaran sekuen nukleotida daerah
ITS 1 dan ITS2 dari 8 Ganoderma isolat
kelapa sawit dengan daerah sekuen yang
sama dari spesies Ganoderma lain yang
didepositkan di GenBank menunjukkan
adanya variasi sekuen yang terletak di
bagian tengah pada daerah ITSI dan
pada bagian akhir pada daerah ITS2
(gambar tidak ditunjukkan). Data sekuen
daerah ITS dari 8 Ganoderma isolat
kelapa sawit telah didepositkan di
GenBank dengan nomor aksesi
4Y220537 - AY 220 5 44. Dalam penj aj ar-
an antara daerah ITS Ganodemta isolat
kelapa sawit dengan spesiesG anoderma
lain dipilih variasi sekuen berukuran 18
bp di daerah ITS I dan 18 bp (seb anyak 2
buah) di daearah ITS2. Adanya variasi
sekuen tersebut digunakan untuk
medesain primer spesifik untuk mem-
bedakan Ganoderma isolat kelapa sawit
dengan spesies Ganoderma lainnya

melalui amplifikasi PCR. Variasi sekuen
di daerah ITS1 didesain sebagai primer
forward ITl (5'AGCTCGTTCGT
TTGACGA'3), lihat Gambar 1. Untuk
primer reverse, 2 variasi sekuen di
daerah ITS2 dikonstruksi sebagai IT2
(5'TTGTCC CAATtu{CGGGAC'3),
lihat Gambar 2 dan IT3
(5'CGATCAATtu{A,A GACCGA'3),
Gambar tidak diperlihatkan. Pasangan
primer IT1-IT2 dan IT1-IT3 digunakan
dalam PCR untuk amplifikasi segmen
ITS dari total genomik DNA yang
diekstraksi dari Ganoderma dan jamur
sapropitik.

Penentuan batas minimum DNA dan
uji reaksi silang dari primer spesifik

DNA yang diekstraksi dengan
menggunakan ekstraksi DNA berdasar-
kan metoda Utomo dan Niepold (25)
konsentrasi DNA tidak dapat diukur
secara langsung dengan spektrofoto-
meter, kemungkinan karena ketidak-
murnian DNA. Pada metoda ini.

I

{
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ITT
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A. . TC

4..T.
4,91.

G. ahnadii FWF 14329.seq
c. cupreum DFP 4335.seq
G. fornicaturn RSH 0814.seq
G. gibbosum ACCC 5.151.seq
G. lipsiense BAFC 2424.seq
G. oerstedii ATCC 52410.seq
G. oregonense CBS 177.30.seq
G. platense BAFC 384.seq
G. sessile BAFC 2373.seq
G. sinense ZHANG 1734.seq
G, tornatum BAFC 1172.seq
G. tropicum HK 93-8.seq
G. tuberculosum BAFC 2414.seq
G. valesiacum CBS 282.33.seq
G.adspersum CBS 351.74.seq
G.australe 0705.seq
G. formosanum 0109. seq
G.Lobatum BAFC 2411.seq
G. Lucidum ATCC 32471.seq
G.microsporum 0821. seq
G.pfeifferi CBS 747.84.seq
G.weberianum CBS 219. 35. seq
G. zonatum BAFC 2374.seq
G.bonj-nense RSH RS.seq
G. boninense LKM.seq

Gano PNG. seq
Ganoderma Ad 1.seq
Ganodelma AP 2,seq
Ganoderma BJ 7.seq
Ganoderma BJ 8. seq
Ganoderma BS 1. seq

canoderma GB 1.seq
Ganoderma Mt 2.seq
Ganoderma SB 1. seq

I

ITl
Gambar 1. Variasi sekuen antara Ganoderma isolat kelapa sawit dan spesies

Ganodewne lainnya pada daerah ITS1 ditunjukkan dikotak (ITl)
sebagai primer spesifik.

penyebab ketidakmurnian DNA ke-
mungkinan karena protein pada metoda
ini tidak diendapkan, namun demikian
DNA yang terekstraksi dapat diamplifi-
kasi dengan PCR. Pasangan primer ITl-
IT2 atau IT1-IT3 menghasilkan pita
tunggal PCR berukuran kira-kira 450
atau 334 bp hanya bila DNA Ganoderma
digunakan. Dengan menggunakan

metoda ekstraksi DNA ini, batas
minimum DNA yang terdeteksi setara
dengan 1.5 ng miselia beku-kering atau
pada pengenceran l:105 (Gamba"r 3).

Untuk menguji kekhususan pasang-
an primer. IT1-IT2 dan IT1-IT3, DNA
dari jamur sapropitik diamplifikasi pada
berbagai tingkat pengenceran. Hasil PCR
menunjukkan bahwa tak sanryun dari
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G, cupreun DFp 3896.SEe
G. forrnlcatum RSH 0814.SEe
G. fornosanum 0109.SEQ
G. Iipslense BAFC 242t.SEO
G. lobaturn BAFC 24t1.SEO
G. lucldun ATCC 3247l.SEe
c. microspoliurn 0821.SEe
G. oerstedli ATCC 5241O.SEe
G. olegonense CBS l??,30.SEe
G. pfoifferl CBs 747.84.s80
G. reslnaceun CBS 194.?5.SEe
G. sessile BAFC 2373.S80
G, slnense ZHANG 1734.S80
G. tornatum BAFC 1139.SEe
G. troplcum HK 93-8.SEo
G. tubercul.osum BAFC 2414.SEo
G, valeslacum CBS 282.33.SEQ
G. weberlanun CBS 219.35.S8O
G. zonatun BAFC 2374.SEe
G, boninense RSH RS.SEe
G. bonlnense LKM.SEe

Gano PNG.SEQ

Ganoderma Ad 1.seq
Ganoderma AP 2.seq
Ganoderma BJ 7.seg
Ganoderma BJ 8.seq
Ganoderma BS 1.seq
Ganoderma GB 1.seq
Ganoderna Mt 2.seq
Ganoderma SB 1.seq
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Gambar 2. variasi sekuen antara Garndcrma isolat kelapa
Ganodmna lainnya pada da€rah trs2 ditunjukkan
primer qpesifik

dan spesies
(IT2) sebagai

PNA jamur sapropitik dryat diarylifi-
kasi dengan pasangan primer ITi-IT2
dan ITI-fB (Gambar 4), t@i bila
DJrIA jamur sapropitik diamplifikasi
dengan pasangan primer nSt-mS+
(sebagai primer hontrol) m€nghasitkan
pita tunggal PCR brukuran kira-kira 550
pmpai 600 bp (Gambar tidak ditunjuk-
kan). Pencampuran Ganoderma dengan

akar sehat kelapa sawit tidak
me,mpenganrhi batas minimum deteksi
dimana hasil PCR setara dergan bila
hanya mexrggunakan Ganoderma sajq
tetapi penambahan akar sehat kelapa
sa\ilit tersebut bapenganrh pada
amplifikasi PCR pada p€ngenceran l:10
dimana pada pengcnceran tersebut DNA
Ganoderma tidak dapat diamplifftasi
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Primer IT 1-IT2 Primer IT 1 -IT3

500 bp-
300 bp-

Gambar 3. Batas minimum deteksi Ganoderma isolat kelapa sawit dengan

menggunakan primer spesifik ITl-IT2 dan ITl-ITl. Lajur 1-6: 1:10, 1:I0',
' 1:103, 1:104, l:105 dan l:106 pengenceran DNA. M : Marka DNA

Tabel 3. Hasil amplifikasi PCR dari campuran Ganoderma isolat kelapa sawit dengan

akar sehat kelapa sawit pada berbagai pengenceran dengan menggunakan

pasangan primer ITl-IT2 dan ITl-IT3

Pengenceran seri DNA

1: l0a

-r-T

-t--T

Ket: ***: pita sangat jelas, ++: pita jelas, +: pita kurang jelas. dan -: tanpa pita

3l

Rasio
Ganoderma '. root

(w/w)
1:103

' 'rffi'
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M | 2 3 4 5 6 7 8 9 l0 ll 12 M 13 t4 15 16 17 18 1920

450 bo*

334 bn€

Gambar4. Uji reaksi silang PCR dengan menggunakan primer spesifik ITI-IT2 (A)
dan ITI-IT3 (B) terhadap 18 jamur sapropitik pada pengenceran r'iot.
Lajur l, 13 : Ganoderma isolat kelapa sawit, 2-12 dan 14-20 : jamur
sapropitik. M - Marka DNA

A

B

dengan pasangan primer ITI-IT2 dan
Demikian pula
kelapa sawit

tersebut maka tidak "k#i#;hlrTtff;pita amplifikasi pCR (data tidak
dihurjukkan).

Deteksi DNA Ganoderma dari akar
yang terinfeksi secara alami
' Dari 15 contoh akar kelapa sawit

yang diambil dari berbagai kebun,
sebanyak 4 contoh akar (dari kebun
Pabatu, Rambutan. pagar Merbau and
Sei Bamban) menunjukkan tanpa adanya
pita amplifikasi PCR atau g0 % contoh
menunjukkan hasil yang positif. Salah
satu contoh (dari kebun Bukit Sentang)
menunjukkan pita hasil amplifikasi pCR
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yang^ kurang jelas pada pengenceran
l:10' untuk pasangan primer spesifik
yang digunakan (Gambar 5). Contoh
positif ditunjukkan oleh ukuran pita pCR
yang diharapkan bila digunakan pasang-
an primer IT I -IT2 dan IT I -IT3 pada
pengenceran contoh l:102 dan l:103,
sedangkan pada contoh yang sama,
pengenceran 1:10 tidak menghasilkan
pita PCR bila digunakan lurungun
primer ITI-IT2 dan ITI-IT3. Hasil
lengkap mengenai amplifikasi contoh
akar kelapa sawit disajikan pada Tabel 4.
Pengujian sebelumnya menunjukkan
bahwa pita PCR berukuran kira-ki ra 450
dan 334 bp hanya dihasilkan oleh
pasangan primer IT I -IT2 dan IT I -IT3
bila digunakan DNA Ganoderma isolat
kelapa sawit, dan pita pCR ini tidak akan
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M | 23 4 5 6 7 M12 5 67

B

334 bp+

Gambar 5. Amplifikasi PCR dari contoh akar kelapa sawit yang terinfeksiGanoderma
secara alami dengan menggunakan pasangan primer IT1-IT2 (A) dan ITl-
IT3 (B) pada pengenceran contoh 1:102. Lanjur l-l: contoh dari kebun

Marihat, Sei Bamban, Adolina, Dolok Hilir, Sei Pancur, Gunung Bayu and

Bukit Sentang. M: Marka DNA

Tabel 4. Hasil amplifikasi PCR dari contoh akar kelapa sawit dengan menggunakan
primer spesifik ITl-IT2 dan ITl-IT3

+r pita sangat jelas, ++: pita jelas, +: pita kurang jelas, dan -: tanpa pita

-1 J

'!ffi 
llql

Asal dari contoh akar
kelapa sawit

Pasangan primer dan pengenceran DNA
I1 l danIT2 tTldanIT3

1:10 1:10' 1:10' l:10 1:10' 1: l0'
Kebun Gunung Bayu +++ +++ +++ +++

Kebun Pabatu

Kebun Marihat +++ +++ +++ +++

Kebun Banzun +++ +++ +++ +++

Kebun Adolina +++ +++ +++ +++

Kebun Matapao +++ +++ +++ +++

Kebun Bukit Sentang T +

Kebun Dolok Hilir +++ +++ +++ +++

Kebun Aek Pancur -1--r ++ -r1- T-1-

Kebun Sei Bamban
Kebun Sei Pancur +++ +++ +++ +++

Kebun Pagar Merbau
Kebun Bah Jambi ++ ++ -r-r *-.r-

Kebun Rambutan
Kebun Lonsum +++ +++ +++

Akar sehat
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muncul bila digunakan DNA jamur
sapropitik dan akar sehat kelapa sawit.
Karena itu, adanya pita pCR yang
dimaksud dari contoh akar kelapa sawit
dapat dipastikan bahwa contoh akar
kelapa sawit yang diuji mengandung
Ganoderma isolat kelapa sawit.

DISKUSI

Sebelum dikembangkan metoda
yang berbasis DNA, deteksi penyakit
BPB pada kelapa sawit didasarkan pada
observasi gejala penyakit secara visual,
mengambil bagian yang sakit kemudian
diisolasi pada media selektif untuk
Gaitoderma (l) atau menggunakan essai
ELISA (24). Metoda pengamatan secara
visual memerlukan penempatan jaringan
sakit pada media semi-selektif untuk
mengamati pertumbuhan miselia Gano-
derma yang spesifik dimana diperlukan
waktu minimal 4 hari atau lebih.
Pengujian dengan metoda PCR untuk
Ganoderma isolat kelapa sawit relatif
lebih mahal jika dibandingkan dengan
metoda pembiakan Ganoderma pada
media semi-selektif atau uji dengan
metoda ELISA, namun demikian metoda
uji PCR lebih sensitif dan cepat.
Pengujian dengan Metoda PCR dapat
diselesaikan dalam waktu 3 sampai 4
jam, ini sudah termasuk pengolahan
contoh, amplifikasi PCR, visualisasi gel
elektroporesis dan pewamaan. Ke-
untungan lain dari metoda PCR adalah
desain primer spesifik untuk suatu
spesies khususnya untuk Ganoderma
isolat kelapa sawit dimana primer
spesifik dapat mencegah reaksi silang
dengan spesies lain yang bukan target,
sebagai contoh adalah jamur sapropitik
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yang berasosiasi dengan jaringan sakit.
Metoda uji PCR dikombinasi dengan
metoda ekstraksi DNA yang cepat akan
memberikan hasil yang lebih cepat lagi
jika dibandingkan dengan metoda-
metoda sebelumnya dalam hal pen-
deteksian Ganoderma yarrrg menginfeksi
kelapa sawit. Kekhususan prosedur
deteksi berbasis PCR dipertegas dengan
tanpa adanya reaksi silang dengan DNA
yang berasal dari tanaman inang
fiaringan kelapa sawit sehat) dan 18
jamur sapropitik.

Amplifikasi DNA Ganoderma isolat
kelapa sawit dengan PCR tidak di-
pengaruhi oleh adanya sejumlatr besar
DNA kelapa sawit, seperti yang
ditunjukkan oleh keberhasilan amplifika-
si DNA Ganoderma pada rasio DNA
Ganoderma: DNA kelapa sawit yaitu l:
104. Kegagalan reaksi pCR dengan
menggunakan pasangan primer ITI-IT2
dan ITl-IT3 untuk mengamplifikasi ITS-
rDNA pada jamur sapropitik yang
ditunjukkan dengan hasil negatif bukan
disebabkan degradasi DNA dari jamur
sapropitik maupun adanya zat peng-
hambat dalam reaksi PCR. Keraguan
adanya degradasi DNA maupun zat
penghambat dalam reaksi PCR diverifi-
kasi dengan hasil positif bila DNA jamur
sapropitik diamplifi kasi dengan pasangan
primer ITSl-ITS4 yang merupakan
primer kontrol.

Salah satu masalah dalam aplikasi
PCR untuk target DNA yang berada di
dalam jaringan inang adalah adanya zat-
zat penghambat seperti polisakarida (5)
atau senyawa penolik (4, 8, 9, 22)
dimana zat-zat tersebut dapat mengu-
rangi secara drastis kepekaan metoda
PCR. Sebagai contoh, karena adanya zat-

I

I

I

J
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7at penghambat tersebut mengakibatkan
kegagalan amplifikasi PCR pada DNA
jamur Gaeumannomyces graminis (6)

dan Magnaporthe poae (3) yang berada

di dalam jaringan tanaman inang. Untuk
itu diperlukan tahapan pemurnian lebih
lanjut untuk menghilangkan zat-zat
penghambat, termasuk "cation exchange

columns" (17 ), polyvinil polypynolidone
(PVPP) untuk mengikat senyawa
polipenolik (13) atau penggunaan kit
pemurnian DNA komersial sePerti

"Magic DNA Clean-up Columns" (8).

Semua prosedur ini memakan waktu
banyak dan mahal, untuk itu metoda

ekstraksi DNA yang telah dikembangkan
oleh Utomo dan Niepold (25) dimana

tidak diperlukan tahapan pemurnian

DNA lagi akan sangat berguna untuk
pengujian rutin PCR. Pada penelitian ini
te{adi kegagalan amplifkasi PCR dengan

menggunakan pasangan primer IT 1-IT2
dan IT1-IT3 untuk camPuran buatan

antara Ganoderma dengan akar sehat

kelapa sawit maupun akar yang terinfeksi
di lapang pada pengenceran contoh 1:10.

Kemungkinan kegagalan reaksi PCR ini
karena pekatya zat penghambat reaksi

PCR pada pengenceran contoh 1:10, hal

ini diperjelas dengan keberhasilan

amplifikasi PCR untuk contoh ya^ng sama

pudu pengenceran contoh 1: 102 dan 1:

103. Karena itu, persyaratan yang di-
butuhkan untuk keberhasilan amplifikasi
PCR adalah mengurangi kepekatan zat

penghambat melalui pengenceran contoh
yang lebih tinggi.

Metoda deteksi PCR terbukti
mampu mendeteksi Ganoderma isolat
kelapa sawit sebelum gejala penyakit
terlihat sehingga metoda ini berguna
unnrk menentukan tingkat infeksi laten

pada tanaman kelapa sawit sakit yang

belum menunjukkan gejala. lnformasi
demikian dapat membantu Pekebun
membuat keputusan untuk mengendali-
kan pohon yang sakit. Metoda PCR

selain digunakan untuk mendeteksi

Ganoderma dalam jaringan sakit, dapat
j,rga digunakan untuk memPelajari
penyebaran Ganoderma di dalam
jaringan kelapa sawit atau untuk melacak

keberadaan Ganoderma pada tanaman

inang lain di lapang ataupun pada areal-

areal yang belum ditanami.
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