LS o an AR B

Y

Jurnal Penelitian Kelapa Sawit, 2003, 11 (1): 23 -37

DESAIN PRIMER SPESIFIK UNTUK DETEKSI
GANODERMA PENYEBAB PENYAKIT BUSUK PANGKAL
BATANG PADA TANAMAN KELAPA SAWIT

Condro Utomo dan Daisy Tambajong

ABSTRAK

Primer set bersifat sensitif dan spesifik dalam reaksi berantai polimerase untuk
deteksi Ganoderma, jamur klas basidiomycete penyebab penyakit busuk pangkal batang
kelapa sawit telah didesain berdasarkan variasi sekuen pada daerah internal transcribed
spacer (ITS) dari ribosom DNA. Pasangan primer-primer ini menghasilkan pita tunggal
berukuran 450 bp untuk primer ITI-IT2 dan 334 bp untuk primer ITI-IT3 hanya bila
digunakan DNA Ganoderma isolat kelapa sawit tetapi tidak akan menghasilkan pita
apapun bila digunakan DNA jamur sapropitik yang berasosiasi dengan akar sawit. Pada
pengujian sampel, Ganoderma isolat kelapa sawit yang terdapat dalam sampel akar yang
diambil dari lapang dapat dideteksi dengan PCR sebelum gejala penyakit secara visual
terlihat. Metoda PCR ini terbukti merupakan alat yang praktis untuk mendeteksi
keberadaan Ganoderma pada akar kelapa sawit.

Kata kunci: Kelapa sawit, Ganoderma, deteksi, primer spesifik, PCR

ABSTRACT

Sensitive and specific primer sets for polymerase chain reaction (PCR) for oil palm
Ganoderma, the basidiomycete fungus that causes basal stem rot of oil palm, were
developed based on variable sequence in the internal transcribed spacer (ITS) of ribosomal
DNA. These primers amplified a 450 bp fragment for primer IT1-IT2 and a 334 bp fragment
for primer IT1-IT3 from DNA of oil palm Ganoderma but not DNA from any saprophytic
fungi that associated with oil palm roots. In sampling studies, o palm Ganoderma was
detected by PCR from naturally infected oil palm roots, before any visible disease symptoms
were present. The PCR assay provides a practical tool for detection of oil palm Ganoderma
within oil palm roots.

Keywords: Oil palm, Ganoderma, detection, specific primer, PCR

PENDAHULUAN tahun 1968, total areal pertanaman

kelapa sawit hanya berkisar 120.000 ha

Kelapa sawit (Elaeis guineensis tetapi pada tahun 1999 telah mencapai
Jacq.) adalah salah satu tanaman per- 2,8 juta ha, suatu peningkatan areal yang
kebunan terpenting di Indonesia. Pada 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  (Aphyllophorales,
Basidiomycota),  penyebab 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. Ilucidum
(W.Curt..Fr.) Karst. (19). Steyaert (18)
kemudian mengidentifikasi 6 spesies
tambahan yang berasosiasi dengan
penyakit BPB pada tanaman kelapa sawit
di Malaysia dan Indonesia (Sumatra)
sebagai G. boninense Pat, G. Miniato-
cinctum Steyaert, G. chalceum (Cooke)
Steyaert, G. tornatum (Pers.) Bers, G.
zonatum Murill and G. xylonoides
Steyaert. 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 faktor pembatas dalam
pengendalian penyakit BPB adalah ke-
langkaan metoda diagnosis yang akurat
untuk mendeteksi Ganoderma sedini
mungkin. Untuk itu beberapa metoda
telah dikembangkan untuk mendeteksi
- Ganoderma seperti penggunaan media
semi  selektif untuk menumbuhkan
Ganoderma pada media agar di cawan
petri (1), antibodi poliklonal yang
diaplikasikan pada indirect enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA)
(24) dan reaksi berantai polimerase
(PCR) (25). Pada metoda 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
aktraktif untuk mendesain primer
spesifik untuk deteksi dalam metoda
PCR karena daerah tersebut secara
umum bersifat hampir seragam dalam
suatu spesies tetapi akan beragam
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, 11, 20, 21).

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 spesifik.

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 1 menit
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kemudian dipotong memanjang lalu
dipindahkan pada media PDA. Semua
jamur yang berhasil diisolasi dan diguna-
kan dalam studi ini tertera pada Tabel 1.
Ganoderma dan jamur sapropitik dibiak-
kan pada media yang berbeda: (1) media
untuk Ganoderma (g/l); 15.0 g ekstrak
malt (Difco, USA) and 5.0 g ekstrak ragi
(Difco, USA) dan (2) media untuk jamur
sapropitik (g/l); 34.4 g Czapek dox
(Oxoid, England) dan 10.0 g ekstrak ragi
(Difco, USA). Media tersebut disterilisa-
si pada suhu 121 °C selama 15 menit.
Setelah dilakukan inkubasi pada suhu 30
°C selama 30 hari untukGanoderma dan
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 hari, digiling
di cawan porselin sampai halus ke-
mudian disimpan pada suhu -20 °C
sampai digunakan.

Persiapan sampel akar kelapa sawit

Tanaman kelapa sawit yang tampak
sechat (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 15 g).

Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA untuk biakan murni
jamur dan sampel akar kelapa sawit sakit
dilakukan dengan metoda Wang et al.
(26) yang telah dimodifikasi oleh Utomo
dan Niepold (25). Sebanyak 30 mg
miselia yang telah digiling dilarutkan
dalam 300 pl bufer ekstraksi Raeder dan
Broda (14) atau 1,5 g akar yang telah
dilarutkan dalam 1.5 ml bufer ekstraksi
Raeder dan Broda (14). Larutan ekstraksi
diinkubasi pada suhu 65 °C selama 60
menit kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 13.000 rpm selama 2 menit.
Larutan bagian atas dipindahkan kedalam
20 pl NaOH 0,5 N, dipanaskan pada
suhu 95 °C selama 10 menit kemudian
diinkubasikan ke dalam es selama 10-30
menit. Pelet atau DNA terekstraksi
dilarutan kedalam bufer Tris-HCI/BSA
pH 7.8. Konsentrasi DNA diukur dengan
menggunakan Spektrofotometer UV DU-
50 (Beckman, Germany). Skala bacaan 1
dari OD,, berkorelasi dengan 50 pg/ml
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 amplifikasi
akar sehat kelapa sawit. Evaluasi ke-
khususan primer dilakukan amplifikasi
DNA dari jamur sapropitik dengan PCR
dan  sebagai  kontrol  dilakukan

25



Condro Utomo dan Daisy Tambajong

amplifikasi DNA dari jamur sapropitik
dengan menggunakan primer universal
ITS1-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 TCCTCCGCTTATTG
ATATGC 3°) sebagai primer balik yang

digunakan untuk mengamplifikasi daerah
ITS

Ganoderma  berdasarkan  primer
yang disain oleh White er al. (27).
Kloning dan sekuensing (8 Ganoderma
isolat kelapa sawit) berdasarkan protokol
standar (15), sedangkan desain spesifik
primer dari daerah ITS dilakukan dengan
menggunakan program 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

Tabel 1. Jamur yang digunakan dalam percobaan

Fungi

Sumber

Inang

Ganoderma (20 isolat)

PPKS

Elaeis guinensis

Trichoderma koningii

3

Kontaminan pada akar
kelapa sawit

T harzianum

3

Lviride

Aspergillus flavus

Penicillium sp.

Trichoderma sp. 1

Rhizopus sp.

Bispora sp.

Geotrichum sp.

Trichoderma sp. 2

Trichoderma sp. 3

Gliocladium sp.

Mucor sp.

Cylindrocarpon sp.

Monilia sp.

Fusarium sp.

Aspergillus sp.

Botryodiplodia sp.

f«:.tre:i;_.._ - 4

I

——
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mencari  variasi sekuen  antara
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 MgCl,, 50.0 pM untuk
tiap dNTP, 0.5 pmol untuk masing-
masing primer dan 2 U Taq DNA
polimerase.

Table 2. Sekuen nukleotida dari daerah ITS1 dan ITS2 dari berbagai Ganoderma
spesies berbeda yang diperoleh dari GenBank

Ganoderma ITS 1 ITS 2 Inang
Nomor Nomor

GenBank GenBank
G. adspersum CBS 351.74 X78742 X78763 Salix sp.
G. ahmadii FWP 14329 737047 7237098 Dalbergia sissoo
G. australe 07505 X78750 X78771 Tidak diketahui
G. boninense RSH RS X78749 X78770 Tidak diketahui
G. colossum CBS 216.36 Z37071 737091 Tidak diketahui
G. cupreum DFP 3896 - - Casuarina sp.
G. cupreum DFP 4336 - - Kayu lunak
G. cupreum QFRI 8678 - - Kayu mati
G. formicatum RSH 0814 737067 7237087 Kayu keras
G. formosanum 0109 X78752 X78773 Tidak diketahui
G. gibbosum ACCC 5.151 X78741 X78762 Tidak diketahui
G. lipsiense BAFC 2424 AF169977 AF169978 Podocarpus sp.
G. lobatum BAFC 2411 AF169989 AF169990 Salix sp
G. lucidum ATCC 324.71 X78744 X78765 Acrocarpus sp.
G. lucidum BAFC 2419 AF170007 AF170008 Dari tanah/akar
G. microsporum RSH 0821 X78751 X78772 Salix babylonica
G. oerstedii ATCC 52410 X78739 X78760 Tidak diketahui
G. oregonense CBS 177.30 737060 737100 Conifer
G. pfeifferi CBS 747.84 X78738 X78759 Quercus sp.
G. platense BAFC 384 AF170001 AF170002 Platanus acerifolia
G. resinaceum CBS 194.76 X78737 X78758 Fagus sylvatica
G. sessile BAFC 2373 AF170005 AF170006 Angiosperm
G. sessiliforme BAFC 2580 AF169999 AF170000 Cassia multijuga
G. sinense ZHANG 1734 737066 737103 Tidak diketahui
G. subamboinense ATCC 52419 | X78736 X78757 Platanus sp.
G. tornatum BAFC 1172 AF169975 AF169976 Batang membusuk
G. tornatum BAFC 1139 AF169979 AF169980 Tidak diketahui
G. tropicum HK 93-8 737069 737089 Kayu keras
G. tsugae CBS 428.84 X78735 X78756 Abies concolor
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Tabel 2. Sekuen nukleotida dari daerah ITS1 dan ITS2 dari berbagai Ganoderma
spesies berbeda yang diperoleh dari GenBank (lanjutan)

Ganoderma ITS 1 ITS 2 ] Inang
Nomor GenBank | Nomor GenBank

G. tuberculosum BAFC 2414 | AF169997 AF169998 Salix sp

G. valesiacum CBS 282.33 Z37056 737081 Larix sp.?

G. weberianum CBS 219.36 X78734 X78755 Mangifera sp

G. zonatum BAFC 2374 AF170003 AF170004 Angiosperm

Ganoderma dari kelapa sawit | - - Elaeis guineensis

(Gano PNG)

G. boninense LKM - Palma

Ket: Sekuen nukleotida daerah ITS dari 3 spesies G. cupreum dikutip dari Smith dan

* Sivasithamparam (2000). Daerah ITS pada G. boninense LKM disediakan oleh Dr.
Moncalvo. Untuk Gano PNG, sekuen daerah ITS dikutip dari Bridge dkk. (2000).

HASIL

Desain primer spesifik

Penjajaran sekuen nukleotida daerah
ITS1 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 ITS1 dan
pada bagian akhir pada daerah ITS2
(gambar tidak ditunjukkan). Data sekuen
dacrah ITS dari 8 Ganoderma isolat
kelapa sawit telah didepositkan di
GenBank  dengan nomor  aksesi
AY220537-AY220544. Dalam penjajar-
an antara daerah ITS Ganoderma isolat
kelapa sawit dengan spesiesGanoderma
lain dipilih variasi sekuen berukuran 18
bp di daerah ITS1 dan 18 bp (sebanyak 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
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melalui amplifikasi PCR. Variasi sekuen
di daerah ITS1 didesain sebagai primer
forward IT1  (5’AGCTCGTTCGT
TTGACGA’3), lihat Gambar 1. Untuk
primer reverse, 2 variasi sekuen di
daerah ITS2 dikonstruksi sebagai IT2
(STTGTCC  CAATAACGGGAC'3),

lihat Gambar 2 dan IT3
(5'CGATCAATAAAA  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,
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ITS1

TGGGTTTCAGACGTCGTGAAGCGGGCTCGTTTGCTGGGCGTGT-TGCGAAGCGCGTC ™ Majority
10 2 3 40 5

575 ool G ET o one o 8 8 T ~-C G.. S Do Co M 5000 Mg oo o G. ahmadii FWF 14329.seq
ESFN .. .. A.G = = cHEIRE () JCE N R = (€ gl Gls 1\ So S — SO ol o 5 ol 1S G. cupreum DFP 4336.seq
82 G S “A.L A GICE (€05 (g AT e o [ PANGIGIA TSN T! e G. formicatum RSH 0814.seg
<72 S L GGGy e - (A e R A-,TC.G.CT.G.TGAGC..A.T.G. G. gibbosum ACCC 5.151.seq
B2NN S 01, WSS © AY ez - 2 G A-.TC.G.CT.G..GAGC..A.T.G G. lipsiense BAFC 2424.seq
Bz o Mmom S 70 1 I T.-=-.-C....G SIS E SIS 56 6 6 00 ooy G. oerstedii ATCC 52410.seq
CZ g RN e SEREER. ., . L. T S5 a o IS S R R T N s 2w G. oregonense CBS 177.30.seq
83 Cootooonon=-n5000050-"o00 “ICmie .A.G.A..T...--AGAGC.--T... G. platense BAFC 384.seq
83 Clol-FE ST = - =ICIFIC .A.G.A..T...-~-AGAGC.-=-T.... G. sessile BAFC 2373.seq
BB e A.G.G.T-- o & 6 00 opo = SR GRN AT Sk=F= R = (G L G. sinense ZHANG 1734.seq
B2 oL -T.CCG. © R el SRR T A-.TC.G.CT.G..GAGC..A.T.G. G. tornatum BAFC 1172.seq
82 EG. .3 — A A GC.C Ca.C +T.-.--..AGGA..T.... G. tropicum HK 93-8.seq
82 Cra.mk 3¢ - -2 - - . .B . .. 3. =ACHIC A A..C...--AGAGC.-.T... G. tuberculosum BAFC 2414.seq
82 m--g 3 @ - sOCTE . . - .@. .. i) -C G ot ==k= o @00 5 5 o Ll W S G. valesiacum CBS 282.33.seq
BN e -T.CGA. (] .A.A 1 CrASE NI GRN G G GAGC A Y G.adspersum CBS 351.74.seq
82 A.-T.CGG........ AR - g o o - e E AG.TC.G.CT.G.TGAGC A.T.G G.australe 0705.seq
83 . ..... NG G S G% oklop-lo o o o S == TRy S=0 2lSE Op o BERE S G.formosanum 0109.seq
B2 5ok oo A 1S58 6 o o (80 oo o ¢ o S e se e A cow o=@ ¢\ (E o e AC G.lobatum BAFC 2411.seq
82 Sl R RO -- A A filele oF e A.C....T.----...G. T G.lucidum ATCC 32471.seq
82 ... ..., /N5 50 o ofs & Nooo00o0 - Nelcle (e I A 2CxAE - T S oL TUNEE L = G.microsporum 0821.seq
GO RN AR Cocooocn dbo-~aocaocoooo S A.G. S8 - =SAAACG TN G.pfeifferi CBS 747.84.seq
2 A U o V- [ —_ A..... A.TCTC. A.C.A..T. --AGAGC.~...... G.weberianum CBS 219.36.seq
83 CEBa s g anm 88 s B0 5 SACENC|R A.G.A..T. SEVENGIAIEICS =T, G.zonatum BAFC 2374.seq
82 < (€ oSl SN CRE SR e T -CTC. A.G.A..T...--AGAGC.-~-T, G.boninense RSH RS.seq
GO o oo AT TCGT G N TR (Y = R 1 O R A R Y G. boninense LKM.seq
IS RO R AT TCGT -1GHS fEAY TR Gl SR SRESENRCHIATSRETEL GRS O . e Gano PNG.seq
G s o . AT TCGT SGnm-RAY, ...l C.T.T.A.4A. . .TC........0uuuuo. Ganoderma Ad 1.seq
B3 cos o s AT TCGT o G- o A S ConTird e A¥SA® .M. . T, e on g.e B Ganoderma AP 2.seq
B3 0 ccaoac AT TTGT «G.. kAL .. ... CRaie TargAw QAR M. o o Ganoderma BJ 7.seq
B AT TCGT S50 ol 588 A e o - Chral A A . TC il . Gancderma BJ 8.seqg
83 so6o0oaco AT .CGT 2GR R, L8 s Claifel PR MR . . Bt - - 2 v v v elo s o o ® Gancderma BS 1.seq
G B T oL s AT T CIGHY .G, kAL L. CURTEEN 22 d AL G TICR o L s Ganoderma GB 1l.seq
g8l ..m. . AT S SCIGHY G B Gl o T B B BT em- - - - 4 cjales @ B Ganoderma Mt 2.seq
B3 o068 AT NRENG! .GTAALA....... CRSEUETAA BAARICET . .. . . o o s . e . g Ganoderma SB 1l.seq

i
-
ok

Gambar 1. Variasi sekuen antara Ganoderma isolat kelapa sawit dan spesies
Ganoderma lainnya pada daerah ITS1 ditunjukkan dikotak (IT1)

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 IT1-
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 vyang terdeteksi setara
dengan 1.5 ng miselia beku-kering atau
pada pengenceran 1:10° (Gambar 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 satupun dari
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ITS2

AACCGTCTC-GTTATTGAGA A - -~ - AGC-TTT Majority
10 20 30

165 PRI I A =% Gl . A . = - = A G - G. adspersum CBS 351.74.SEQ
TSN w. s al s T € CRITIG - A o oo . - G. ahmadii FWF 14329.SEQ
Q72 s «a =4 w9 . CA . == = o 0 = o G. australe 0705.SEQ
170 G T 4 &« s =R TGRS VAR S oo «.ATC. G. cupreum DFP 3896.SEQ
163 3) & s 1G] Y G « s AL L= =G ., o gle 50 @ oo G. formicatum RSH 0814.SEQ
170 1 %% 6 ya s oeiw=DG=. . G . - - - AAGC . G. formosanum 0109.SEQ
167 S e fehce 15 B A o=@ S5 . IR, == = 5 o @ o G. lipsiense BAFC 2424.SEQ
33 | g Samneio 0 o o T....Ca. oo oo~ G. lobatum BAFC 2411.SEQ
162 -+« AL, ., ..., .,--6 . = - - - A . - G. lucidum ATCC 32471.SEQ
186 7 R~ GATA...TG-ACA ATT G. microsporium 0821.SEQ
164 “ =+ s 2« . .TC.C.TG-1A . - = = G. oerstedii ATCC 52410.SEQ
SES e e e TC.C.TG-=-RA - - - = G. oregonense CBS 177.30.SEQ
A = Ses B o o o o - .. .TG6 . .. .. S = = G. pfeifferi CBS 747.84.SEQ
G e e S0 0 0% E 0 o0 ol = o = = G. resinaceum CBS 194.76.SEQ
167 e PEERG . 0 ., -A..TAa. . ... == = o = G. sessile BAFC 2373.SEQ
170 SIEEST ). (S -T6. . .6 S AAGC G. sinense ZHANG 1734.SEQ
d LGRS S - «...Ca.. == .- G. tornatum BAFC 1139.SEQ
164 <+ NA .., . A...~-=-6G6.. . = == G. tropicum HK 93-8.SEQ
165 - o+ s s s . .CTC. .. TGGACAGCTT G. tuberculosum BAFC 2414.SEQ
164 ¢+, .. ,.TC.C.TG-A. . .-~ = G. valesiacum CBS 282.33.SEQ
E7E N e CTT...TGGACA.ATT TGACC G. weberianum CBS 219.36.SEQ
167 + TA . ... .-A2..TA .. ... R R . o G. zonatum BAFC 2374.SEQ
166 el iAot & = Mallg ~0h o WK == = =10 0 G. boninense RSH RS.SEQ
168 SICIER R N s G - - - . A .TC. G. boninense LKM.SEQ
169 €N 9 5 5 406 oo o G Sh=s < A JdITC . Gano PNG.SEQ
168 Sl S 6 gl 5 0 o o G - - - . A .|JGC. Ganoderma Ad 1.seq
168 &' 2 ¢ 5 9 0 0 o 5 G . S o . A JGC. Ganoderma AP 2.seq
168 N G - - - AT e . Ganoderma BJ 7.seq
168 I T G - - - . A TC . Ganoderma BJ 8.seq
N 2 T 05 0965 0 015 a0 o G SH == «. A JGC. Ganoderma BS 1.seq
168 o Blho ol o o sl o G . - - - - A 47 C . Ganoderma GB 1.seq
168 sea vk oC =L 00 .. G - - - . A .|JGC. Ganoderma Mt 2.seq
W2 B e e 506 cig o 550N o G - - - . A TC. Ganoderma SB 1.seq

IT2

Gambar 2. Variasi sekuen antara Ganoderma isolat kelapa sawit dan spesies
Ganoderma lainnya pada daerah ITS2 ditunjukkan dikotak (IT2) sebagai

primer spesifik.

DNA jamur sapropitik dapat diamplifi-
kasi dengan pasangan primer IT1-IT2
dan ITI1-IT3 (Gambar 4), tetapi bila
DNA jamur sapropitik diamplifikasi
dengan pasangan primer ITS1-ITS4
(sebagai primer kontrol) menghasilkan
pita tunggal PCR berukuran kira-kira 550
sampai 600 bp (Gambar tidak ditunjuk-
kan). Pencampuran Ganoderma dengan
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akar sehat kelapa sawit tidak
mempengaruhi batas minimum deteksi
dimana hasil PCR setara dengan bila
hanya menggunakan Ganoderma saja,
tetapi penambahan akar sehat kelapa
sawit tersebut berpengaruh  pada
amplifikasi PCR pada pengenceran 1:10
dimana pada pengenceran tersebut DNA
Ganoderma tidak dapat diamplifikasi

—-—— L. As_;-.‘h——-‘
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Primer IT1-IT2 Primer IT1-IT3

M 1 2 3 4 5 6M 1 2 3 4 5 6

500 bp ==
300 bp ==

Gambar 3. Batas minimum deteksi Ganoderma isolat kelapa sawit dengan
menggunakan primer spesifik IT1-IT2 dan IT1-IT3. Lajur 1-6: 1:10, 1:10%,
1:10°, 1:10%, 1:10° dan 1:10° 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 IT1-IT2 dan IT1-IT3

Rasio Pengenceran seri DNA
Ganoderma :xoot | yqg | 102 | 1:10° | 1:10* | 1:10° | 1:10°

(w/w)

1:10 - e -+ ++ 4 =
1:10° - et et 49 - -
1:10° - - -+ + - B}
1:10° - " T ) - _

I 103 - == = - - =
1:10° a - . . _ _

-

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




Condro Utomo dan Daisy Tambajong

M123456789 101112 M 13 1415 16 17 18 1920

450 bp
A

334 bp

Gambar 4. Uji reaksi silang PCR dengan menggunakan primer spesifik IT1-IT2 A)
dan IT1-IT3 (B) terhadap 18 jamur sapropitik pada pengenceran 1:10°.

Lajur 1, 13 = Ganoderma isolat kelapa sawit, 2-12 dan 14-20 = jamur

sapropitik. M = Marka DNA

dengan pasangan primer ITI1-IT2 dan
[T1-IT3 (lihat Tabel 3). Demikian pula
bila. DNA dari akar kelapa sawit
diamplifikasi dengan pasangan primer
tersebut maka tidak akan menghasilkan
pita amplifikasi PCR (data tidak
ditunjukkan).

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 80 % 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
1:10° untuk pasangan primer spesifik
yang digunakan (Gambar 5). Contoh
positif ditunjukkan oleh ukuran pita PCR
yang diharapkan bila digunakan pasang-
an primer IT1-IT2 dan ITI-IT3 pada
pengenceran contoh 1:10* dan 1:10°,
sedangkan pada contoh yang sama,
pengenceran 1:10 tidak menghasilkan
pita PCR bila digunakan pasangan
primer IT1-IT2 dan ITI-IT3. Hasil
lengkap mengenai amplifikasi contoh
akar kelapa sawit disajikan pada Tabel 4.
Pengujian  sebelumnya menunjukkan
bahwa pita PCR berukuran kira-kira 450
dan 334 bp hanya dihasilkan oleh
pasangan primer IT1-IT2 dan IT1-IT3
bila digunakan DNA Ganoderma isolat
kelapa sawit, dan pita PCR ini tidak akan

il ——
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M1 2 3 4 5 6 17 M1 2 3 4 5 6 17
A B
450 bp
e 334 bp
—

Gambar 5. Amplifikasi PCR dari contoh akar kelapa sawit yang terinfeksi Ganoderma
secara alami dengan menggunakan pasangan primer IT1-IT2 (A) dan IT1-
IT3 (B) pada pengenceran contoh 1:10°. Lanjur 1-7: 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 IT1-IT2 dan IT1-IT3

. Pasangan primer dan pengenceran DNA
Asalkdeaglp Zogv(:/}ilt akar T1 danZIT > 3 = danz E
1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10°

Kebun Gunung Bayu - +++ o = T T4+
Kebun Pabatu > = = s _ 3
Kebun Marihat - i s - -+ +++
Kebun Bangun - i i +++ . e TS
Kebun Adolina - it +++ = LT o
Kebun Matapao - ++ ++ i +++ ot
Kebun Bukit Sentang - + - _ + R
Kebun Dolok Hilir - +++ +++ - ST o
Kebun Aek Pancur - ++ — . T+ -
Kebun Sei Bamban - - - - § -
Kebun Sei Pancur - s +++ » 4+ e
Kebun Pagar Merbau - - - - B 3
Kebun Bah Jambi = ++ ++ L ++ 4
Kebun Rambutan - - 2 . = -

| Kebun Lonsum - +++ +++ - 4+ T

' Akar sehat - . - 5 = 2

~——: pita sangat jelas, ++: pita jelas, +: pita kurang jelas, dan -: tanpa pita

L2
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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
Ganoderma (1) 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 pewarnaan. 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 yang menginfeksi
kelapa sawit. Kekhususan prosedur
deteksi berbasis PCR dipertegas dengan
tanpa adanya reaksi silang dengan DNA
yang berasal dari tanaman inang

(jaringan kelapa sawit sehat) dan 18

jamur sapropitik.

Amplifikasi DNA Ganoderma isolat
kelapa sawit dengan PCR tidak di-
pengaruhi oleh adanya sejumlah besar
DNA kelapa sawit, seperti yang
ditunjukkan oleh keberhasilan amplifika-
si DNA Ganoderma pada rasio DNA
Ganoderma: DNA kelapa sawit yaitu 1:
104, Kegagalan reaksi PCR dengan
menggunakan pasangan primer IT1-IT2
dan IT1-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 diamplifikasi dengan pasangan
primer ITS1-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-
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zat 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 polypyrrolidone
(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
terjadi kegagalan amplifkasi PCR dengan
menggunakan pasangan primer IT1-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 yang sama
pada pengenceran contoh 1: 10? dan 1:
10°. 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
untuk menentukan tingkat infeksi laten

pada tanaman kelapa sawit sakit yang
belum menunjukkan gejala. Informasi
demikian dapat membantu pekebun
membuat keputusan untuk mengendali-
kan pohon yang sakit. Metoda PCR
selain digunakan untuk mendeteksi
Ganoderma dalam jaringan sakit, dapat
juga 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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