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ABSTRAK

Lasiodiplodia theobromae adalah cendawan patogen penting dan kosmopolitan di daerah tropis
dan subtropis. Kisaran tanaman inangnya sangat luas, termasuk komoditas bernilai ekonomi tinggi di
Indonesia, seperti jeruk, kakao, karet, pisang, dan manggis. Keragaman intraspesies galur cendawan
hasil isolasi lima tanaman diamati berdasarkan pada ciri morfologi dan marka molekuler RAPD-PCR.
Keragaman intraspesies ditunjukkan dari perbedaan laju pertumbuhan vegetatif koloni pada medium
agar-agar dekstrosa kentang serta kemampuan menghasilkan struktur reproduksi. Galur cendawan asal
jeruk, karet, dan pisang tumbuh cepat dan menghasilkan piknidium dan konidum pada medium agar-
agar dekstrosa kentang dan medium agar-agar air yang dimodifikasi, sedangkan galur asal kakao dan
manggis tumbuh lambat dan hanya dapat menghasilkan struktur reproduksi pada medium agar-agar air
yang dimodifikasi. Keragaman antargalur dalam spesies L. theobromae ditunjukkan oleh perbedaan nyata
morfologi struktur reproduksi. Konidium muda (tanpa sekat) memiliki panjang berkisar 13.5-25.7 um,
lebar 8.1-14.0 um, dan nisbah panjang/lebar 1.5-2.2; sedangkan untuk konidium matang (bersekat)
memiliki panjang 15.4-23.6 um, lebar 10.7—-12.8 um, nisbah panjang/lebar 1.4—1.9. Walaupun ukuran
konidium antargalur menunjukkan perbedaan, namun masih dalam kisaran ciri ukuran spesies L.
theobromae. Profil fragmen DNA RAPD-PCR menggunakan primer tunggal OPB-01 maupun OPB-07
masing-masing menghasilkan jumlah dan ukuran pita DNA yang berbeda-beda antara lima galur
sehingga menunjukkan adanya keragaman molekuler antargalur dalam satu spesies tersebut.

Kata kunci: Botryodiplodia theobromae, keragaman intraspesies, konidium, piknidium,
profil RAPD-PCR

ABSTRACT

The fungus Lasiodiplodia theobromae is an important and cosmopolitan pathogen in the tropics and
subtropics. The range of host plants is very wide, including economic commodities in Indonesia, i.e.
citrus, cocoa, rubber, banana and mangosteen. The intraspecies diversity of fungi isolates from those five
plants from different provinces in Indonesia was observed based on the morphological characteristics
and molecular markers of RAPD-PCR. The intraspecies diversity was shown from the vegetative growth
rate of the colonies on PDA as a base medium and the ability to produce reproductive structures. The
fungal isolates from citrus, rubber and banana were able to grow faster and produce pycnidium and
conidium in both PDA and modified-WA medium, while the cocoa and mangosteen isolates grow slower
and only could produce these reproductive structures in the WA medium. The diversity between isolates
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in L. theobromae species was indicated by the morphological difference of the reproductive structures.
Young conidium (aseptate) has a length ranging from 13.5-25.7 um, width 8.1-14.0 um, and length/
width ratio 1.5-2.2; while for mature conidium (septate) 15.4-23.6 um long, 10.7—12.8 um wide, length/
width ratio 1.4-1.9. Although the conidium sizes between isolates showed differences, they were still
within the range of size of the L. theobromae species. The profile of RAPD-PCR DNA fragments using
single primers OPB-01 and OPB-07 each resulted in different numbers and sizes of DNA bands between
the five isolates, thus indicating the existence of molecular diversity between isolates within the same

species.

Key words: Botryodiplodia theobromae, conidium, intraspecies diversity, pycnidium,

RAPD-PCR profile

PENDAHULUAN

Lasiodiplodia  theobromae  (Sinonim:
Botryodiplodia theobromae) adalah cendawan
patogen penting secara ekonomi pada berbagai
komoditas tanaman perkebunan, hortikultura,
dan pangan di wilayah tropis maupun subtropis.
Patogen ini bersifat oportunistik dalam
menimbulkan penyakit dengan memanfaatkan
luka atau jaringan nekrotik terutama pada
organ tanaman yang berdaging atau berkayu,
seperti busuk buah, hawar daun, busuk ujung
batang, gumosis. kanker batang dan mati
ujung (Barkai-Golan 2001; Picos-Mufioz
2015; Rossman et al. 2017; Karunanayake
dan Adikaram 2020). Cendawan ini memiliki
kisaran tanaman inang sangat luas, yaitu
sekitar 500 spesies tanaman (Punithalingam
1980; Vitoria et al. 2012), termasuk jeruk,
kakao, karet, manggis, dan pisang (Goos et
al. 1961; Sangchote dan Pongpisutta 1998;
Kannan et al. 2010; Zhang 2014; Febbiyanti
et al. 2019). Spesies ini dikenal juga sebagai
cendawan yang dapat hidup sebagai endofit
tanpa menyebabkan gejala pada tanaman
(Mohali et al. 2005; Salvatore et al. 2020).

Keberadaan cendawan yang kosmopolitan
dengan kisaran tanaman inang yang sangat
luas kemungkinan memiliki keragaman yang
tinggi dalam spesies, bahkan antarspesies
dalam genus Lasiodiplodia. ldentifikasi L.
theobromae sebagai anggota dalam famili
Botryosphaeriaceae selama berpuluh tahun
didasarkan pada ciri morfologi. Penggunaan
metode molekuler runutan DNA telah
membawa perubahan dalam sistematika dan
taksonomi (Bautista-Cruz et al. 2010; Slippers
et al. 2013). Burgess (2006) membuktikan

ada tiga spesies baru dari Lasiodiplodia
berdasarkan perbandingan ciri morfologi dan
runutan DNA.

Di Indonesia, keragaman intraspesies L.
theobromae atau spesies Lasiodiplodia dari
pelbagai tanaman inang dan lokasi berbeda
belum banyak dilaporkan. Penelitian ini
bertujuan memperoleh keragaman galur
cendawan L. theobromae dari tanaman inang
jeruk, kakao, karet, manggis, dan pisang
berdasarkan ciri gejala, morfologi, dan marka
molekuler RAPD-PCR.

BAHAN DAN METODE

Galur L. theobromae
merupakan koleksi biakan Laboratorium
Mikologi Tumbuhan, Fakultas Pertanian,
IPB University. Koleksi biakan tersebut
berasal dari tanaman sakit pada jeruk
(Jember, Jawa Timur), karet (Pematang
Siantar, Sumatera Utara), pisang (Bogor,
Jawa Barat), manggis (Bukittinggi, Sumatera
Barat), dan kakao (Taman Nasional Lorelindu,
Sulawesi Tengah) yang disimpan dalam
medium agar-agar dekstrosa kentang (ADK).

yang diteliti

Pengamatan Morfologi Koloni dan
Strusktur  Reproduktif  Lasiodiplodia
theobromae

Koleksi  biakan  diremajakan  pada

medium ADK, kemudian ditanam pada
tiga cawan berdiameter 9 cm untuk
setiap galur. Pengamatan pertumbuhan,
bentuk, dan warna koloni dilakukan setiap
12 jam selama empat hari. Setiap galur
cendawan juga ditanam pada medium agar-
agar air (AA) yang dimodifikasi dengan
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penambahan potongan jerami padi steril untuk
galur dari jeruk, kakao, karet, dan pisang,
serta penambahan kulit manggis untuk galur
asal manggis. Piknidium, konidium muda, dan
konidium dewasa yang tumbuh pada medium
AA diamati pembentukan dan dimensinya
menggunakan mikroskop cahaya dan dipotret
menggunakan kamera digital.

Marka Molekuler RAPD-PCR

Lima galur L. theobromae diremajakan
dalam medium kaldu dekstrosa kentang
(KDK) selama 72 jam. DNA diekstraksi dari
miselium yang tumbuh dalam medium KDK
(Moller et al. 1992) untuk menyediakan
templat DNA dalam teknik random amplified
polymorphisms DNA-polymerase chain
reaction (RAPD-PCR).

Reaksi RAPD-PCR menggunakan
masing-masing primer tunggal OPB-01
(5’-GTTTCGCTCC-3) dan OPB-07

(5’-GGTGACGCAG-3’) dalam total volume
25 uL. Sebanyak 16.2 pL akuades dicampur
dengan 2.5 uL bufer PCR Mg*, 0.5 pL
MgCl, 25 mM, 2.5 uL dNTPs 2 mM, 1 pL
primer 10 uM, 0.5 uL Tag DNA 5U uL-,
dan 2 uLL DNA templat. Reaksi RAPD-PCR
dengan mesin GeneAmp 9700 PCR system
dilakukan sebanyak 45 siklus yang terdiri
atas tahap denaturasi 94 °C, 2 menit 30 detik;
pemanjangan 40 °C, 1 menit; dan sintesis
72 °C, 1 menit; serta ekstensi akhir 72 °C
selama 7 menit. Hasil amplifikasi RAPD-PCR
diseparasi melalui elektroforesis gel agarosa
1.5% dalam bufer TAE 1X mengandung 10 puL
EtBr, pada tegangan 75 volt DC selama 60 menit.

Analisis

Data morfologi struktur L. theobromae
dianalisis ragam (Anova) dan perbandingan
nilai tengah menggunakan piranti Statistical
Analysis Software (SAS) versi 9.0.

HASIL

Semua galur L. theobromae yang
diremajakan pada medium ADK menghasilkan
pertumbuhan soma (miselium) yang relatif
cepat, yaitu di bawah 96 jam. Koloni miselium
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masing-masing  galur memiliki  warna
bervariasi dari putih keabu-abuan hingga
abu-abu (Gambar 1 dan 2). Pertumbuhan
miselium lebih cepat ditunjukkan oleh galur
asal pisang, karet, dan jeruk dengan fase log
yang berlangsung pada jam ke-36 hingga 42
dilanjutkan fase stasioner, sedangkan untuk
kakao fase log berlangsung pada jam ke-60
hingga 72, bahkan yang paling lambat ialah
kakao pada jam ke-84.

Pertumbuhan soma pada medium ADK
akan membentuk struktur reproduksinya
berturut-turut piknidium, konidium muda,
dan konidium dewasa. Struktur reproduksi
ini dibentuk pada galur asal jeruk, karet,
dan pisang, sedangkan galur asal kakao dan
manggis tidak terbentuk. Rentang waktu
pembentukan piknidium hingga konidium
dewasa pada galur jeruk, karet, dan pisang
bervariasi. Galur L. theobromae asal jeruk
dan pisang lebih cepat membentuk struktur
reproduksi pada medium ADK dibandingkan
dengan galur yang berasal dari karet (Tabel 1).

Struktur Konidium Konidium
Galur
soma muda dewasa
Jeruk - Q ;\@J.
o , owm
Kakao | . i) ‘ o @f e
U Topm 10 m
-~ ¥
b 7/ \@
Karet ,H ? 7 _‘/m Q.

Manggis
_—

Pisan S & ®
& @ "-"-ﬁ_’. 4 @
L " 10pm | ‘;" Topm
Gambar 1 Lima galur Lasiodiplodia

theobromae: struktur soma (massa miselium)
pada medium agar-agar dekstrosa kentang dan
struktur reproduksinya.
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Gambar 2 Pertumbuhan koloni (massa miselium) lima galur Lasiodiplodia theobromae yang
berasal dari jeruk (——), kakao (—=—), karet (——), manggis (—) dan pisang (—e—) pada

medium ADK selama 96 jam.

Pembentukan struktur reproduksi seluruh
galur L. theobromae terjadi pada medium
AA yang dimodifikasi dengan penambahan
jerami padi untuk jeruk, kakao, karet, dan
pisang, serta penambahan kulit manggis untuk
galur asal manggis (Tabel 1). Rentang waktu
pembentukan piknidium hingga konidium
dewasa untuk jeruk, karet, dan pisang pada
medium AA yang dimodifikasi ini lebih
cepat dan pendek dibandingkan dengan pada
medium ADK, bahkan galur asal karet menjadi
yang tercepat dan terpendek. Galur asal kakao
yang pada ADK tidak mampu membentuk
struktur reproduksi, pada medium AA yang
dimodifikasi terinduksi untuk membentuknya,
yaitu piknidium, konidium muda, dan
konidium dewasa. Galur manggis pun mampu
membentuk piknidium, namun hanya sampai
konidium muda.

Perbandingan dimensi struktur reproduksi
konidium muda dan matang L. theobromae
bervariasi (Tabel 2). Ukuran panjang konidium
muda menunjukkan perbedaan nyata dari yang
tertinggi berturut-turut ialah galur asal jeruk,
karet, kakao, pisang, dan manggis, sedangkan
ukuran lebar dari yang tertinggi ialah kakao,
karet, jeruk, pisang, dan manggis. Nisbah
panjang/lebar konidium muda yang menjauhi
nilai 1 menunjukkan semakin lonjongnya
struktur tersebut, sedangkan jika mendekati

nilai 1 maka semakin membulat. Tingkat
kelonjongan konidium muda berbeda nyata
antargalur, berturut-turut dari yang paling
lonjong ialah jeruk, kakao, karet, pisang,
dan manggis. Konidium muda relatif hialin
sehingga ketebalan dinding sel konidium
muda dapat diukur. Ketebalan dinding ini juga
menunjukkan perbedaan nyata antargalur,
berturut-turut dari yang paling tebal ialah
kakao, karet, pisang, manggis, dan jeruk.

Konidium dewasa, kecuali untuk galur
asal manggis, dapat diukur panjang, lebar,
dan nisbah panjang/lebarnya, namun tidak
dapat dilakukan untuk ketebalan dinding
sel karena warnanya yang gelap (Tabel 2).
Panjang, lebar, dan nisbah panjang/lebar
konidium dewasa menunjukkan perbedaan
nyata antara beberapa galur, berturut-turut
dari yang terpanjang ialah jeruk, karet, pisang,
dan kakao, sedangkan untuk ukuran terlebar
berturut-turut jeruk, pisang, karet, dan kakao,
serta dari yang terlonjong ialah karet, jeruk,
pisang, dan kakao.

Profil fragmen DNA amplikon hasil
RAPD-PCR baik menggunakan primer OPB-
01 maupun OPB-07 dari masing-masing L.
theobromae galur asal kelima tanaman inang,
menunjukkan perbedaaan satu dengan yang
lainnya baik dari jumlah fragmen maupun
masing-masing ukuran fragmen DNA
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Tabel 1 Pembentukan piknidium, konidium muda, dan konidium dewasa lima galur Lasiodiplodia
theobromae pada medium agar-agar dekstrosa kentang dan agar-agar air yang dimodifikasi

Waktu (HST) yang diperlukan untuk membentuk struktur pada medium

. ADK AA + jerami atau kulit manggis

Asal isolat — — — —
g Konidium Konidium g Konidium Konidium
Piknidium Piknidium
muda dewasa muda dewasa

Jeruk 17 17 22 13 13 21
Kakao - - - 20 20 22
Karet 32 39 48 13 13 19
Pisang 17 18 22 17 17 23
Manggis - - - 34 34 -

Keterangan: HST, hari setelah tanam; ADK, agar-agar dekstrosa kentang; AA, agar-agar air; dan (-), tidak terbentuk.

Tabel 2 Perbandingan ukuran panjang, lebar, nisbah panjang/lebar, dan ketebalan dinding konidium
muda dan matang lima galur Lasiodiplodia theobromae

Asal Panjang Lebar Nisbah panjang/ Ketebalan dinding

L. theobromae (um) (um) lebar (pm)
Konidium muda

Jeruk 25.68+1.62a 11.95+1.44b 2.18+0.34a 1.23+0.28¢

Kakao 23.26+0.53b 14.02+1.20a 1.82+0.12b 191+0.15a

Karet 24.77 + 1.80 ab 13.79+2.00 a 1.69 + 0.22 be 1.80+0.40 a

Pisang 1532 +0.68 ¢ 10.32+091 ¢ 1.67 +0.18 be 1.52+0.17b

Manggis 13.45+2.08d 8.09+0.88d 1.50 +£0.36 ¢ 1.34+0.21 be
Konidium dewasa

Jeruk 23.63+2.26a 12.83+1.10 a 1.86+0.31a -

Kakao 1540+1.96¢ 10.67+1.00b 144+0.12b -

Karet 21.08+3.19b 11.39+145b 1.89+046a -

Pisang 19.32+£1.98b 11.59+1.01b 1.68 +£0.21 ab -

Angka selajur yang diikuti huruf berbeda menunjukkan perbedaan nyata dengan uji selang berganda Duncan pada a 5%.

(Gambar 3 dan Tabel 3). RAPD-PCR dengan
primer OPB-01 menunjukkan galur L.
theobromae dengan profil jumlah fragmen
dari yang terbanyak beserta rentang ukuran
fragmennya (pb) ialah galur asal karet
7 fragmen (5002072 pb), pisang 6 fragmen
(500-2072 pb), jeruk dan kakao sama-sama
5 fragmen (500—>2072 pb) namun tidak
identik, dan manggis 3 fragmen (700—-2072 pb).
Sedangkan profil dengan primer OPB-07 ialah
berturut-turut karet 8 fragmen (800—>2072 pb),
pisang 7 fragmen (800—>2072 pb), manggis
4 fragmen (500—>2072 pb) serta jeruk
3 fragmen (12002072 pb) dan kakao
3 fragmen (800—>2072 pb).
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PEMBAHASAN

Pertumbuhan  struktur soma (massa
miselium) masing-masing galur L. theobromae
pada medium ADK memiliki laju yang
berbeda untuk mencapai diameter koloni
maksimum dalam cawan petri. Galur asal
pisang, karet, dan jeruk yang memiliki laju
pertumbuhan cepat dan mampu meneruskan
produksi struktur reproduksi piknidium,
konidium muda (tanpa sekat), dan konidium
dewasa (bersekat), sedangkan galur asal kakao
dan manggis tidak mampu menghasilkan
struktur reproduksi tersebut pada medium
ADK. Produksi struktur reproduksi baik
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Gambar 3 Profil RAPD-PCR untuk lima galur Lasiodiplodia theobromae. M, Marker DNA
ladder; Je, Jeruk; Ko, Kakao; Ka, Karet; Pi, Pisang; Mg, Manggis.

Tabel 3 Jumlah dan ukuran fragmen DNA hasil estimasi dari profil RAPD-PCR berdasarkan primer
OPB-01 dan OPB-07 lima galur Lasiodiplodia theobromae

Ukuran DNA fragmen ke-
L. theobromae I 7 3 2 S ; 7 2
OPB-01 (pb)
Jeruk >2072 1200 900 700 500
Kakao >2072 2072 1500 600 500
Karet 2072 1500 1300 1200 900 600 500
Pisang 2072 1500 1200 900 700 500
Manggis 2072 1200 700
OPB-07 (pb)
Jeruk >2072 2072 1200
Kakao >2072 1000 800
Karet >2072 2072 1700 1600 1500 1300 1200 800
Pisang >2072 2072 1700 1100 1000 800
Manggis >2072 1700 1000 500

galur asal kakao dan manggis maupun tiga
galur lainnya berhasil diinduksi menggunakan
medium AA yang dimodifikasi. Kemampuan
tumbuh yang berbeda tersebut menunjukkan
adanya keragaman dalam spesies cendawan
ini. Produksi struktur reproduktif L.
theobromae pada medium buatan penting
dalam identifikasi karena didasarkan pada
morfologi struktur reproduksi ini, sementara
cendawan seringkali gagal membentuknya.
Griffiths (1967) melaporkan cendawan spesies
ini dari tanaman inang tertentu seringkali
harus ditumbuhkan dengan kondisi khusus,

terutama pemberian nutrisi alami tambahan
pada medium umum.

Morfologi dan dimensi struktur reproduksi
piknidium dan konidium L. theobromae pada
medium ADK maupun medium AA yang
dimodifikasi merupakan penciri penting
untuk menunjukkan keragaman cendawan
ini. Perbedaan secara kualitatif (warna dan
bentuk struktur) dan kuantitatif menjadi
petunjuk terdapat keragaman intraspesies
L. theobromae yang diisolasi dari tanaman
inang maupun lokasi tanaman yang berbeda.
Keragaman yang tinggi dalam spesies
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ditunjukkan dengan perbedaan yang nyata di
antara lima galur dalam hal panjang, lebar, dan
ketebalan dinding sel konidium muda (tanpa
sekat) yang semuanya hialin serta panjang
dan lebar konidium dewasa (bersekat) yang
berwarna lebih gelap. Konsekuensi dari adanya
keragaman dalam ukuran panjang dan lebar
konidium ialah nisbah panjang/lebar yang
juga beragam secara nyata di antara galur yang
menentukan kecenderungan membulat atau
lonjongnya konidium. Burgess et al. (2006)
menggunakan ciri dimensi panjang x lebar dan
nisbah panjang/lebar L. theobromae ialah 15—
35 um % 10-15 pm dan 1.9, sedangkan spesies
lain L. gonubiensis 28-39 um x 14-21 pm dan
1.9, L. venezuelensis 2633 pm x 12—-15 pm
dan 2.1, L. crassispora 27-33 pm x 14—17 um
dan 1.8, serta L. rubropurpurea 24-33 pm %
13—-17 pm dan 1.9. Lima galur L. theobromae
dalam penelitian ini memiliki dimensi panjang
x lebar dan P/L konidium muda sebesar
13.5-25.7 pm x 8.1-14.0 pm dan 1.5-2.2,
sedangkan konidium dewasa 15.4-23.6 um X
10.7-12.8 um dan 1.4-1.9. Dengan demikian
kelima galur tersebut walaupun cukup
beragam namun masih termasuk satu spesies
L. theobromae. Pendekatan morfometrika
barangkali perlu dilakukan terhadap data-
data morfologi dan struktur L. theobromae
semacam ini untuk analisis yang lebih akurat
dan pengambilan kesimpulan.

Pendekatan  molekuler menggunakan
teknik RAPD-PCR yang menggunakan primer
arbitrary atau acak berukuran pendek yang
mengamplifikasi sikuen komplemennya yang
tersebar di sepanjang genom cendawan ini,
saat ini dianggap kurang meyakinkan karena
memiliki tingkat reprodusibilitas yang rendah,
namun demikian hasil per pengujian individu
mampu memberikan perbedaan profil RAPD-
PCR masing-masing galur yang ditunjukkan
dengan perbedaan jumlah pita amplikon
dan ukurannya. Sowmya et al. (2018)
menggunakan teknik RAPD-PCR untuk
sejumlah besar galur L. theobromae pada
tanaman murbei dan berhasil menunjukkan
keragaman yang nyata dan hasilnya sesuai
dengan keragaman hayati yang ditunjukkan
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dari aspek pengujian patogenisitas. Hal ini juga
memberikan petunjuk awal dan konfirmasi
terhadap pendekatan secara morfologi di
atas bahwa L. theobromae yang menginfeksi
inang yang berbeda bisa jadi berbeda pada
tingkat subspesies (intraspesies). Pendekatan
molekuler yang lebih baik dapat menggunakan
analisis hasil sikuensing nukleotida hasil PCR
menggunakan primer yang mengamplifikasi
wilayah internal transcribed spacer (ITS) dari
gen ribosomal RNA atau analisis nukleotida
hasil PCR yang mengamplifikasi wilayah
beberapa gen secara multilokus misalnya gen
translation elongation factor 1-alpha (tefl-a)
seperti yang telah digunakan Rodriguez-
Galvez et al. (2017) sebagai dasar filogeni
dan penentuan patogenisitas spesies-spesies
Lasiodiplodia pada tanaman mangga.

Lima galur cendawan patogen yang berasal
dari lima tanaman inang, yaitu jeruk, kakao,
karet, manggis, dan pisang masing-masing dari
provinsi berbeda di Indonesia masih termasuk
dalam satu spesies L. theobromae dan secara
jelas menunjukkan keragaman intraspesies
berdasarkan pertumbuhan vegetatif koloni,
pembentukan, morfologi, dan ukuran struktur
reproduktif piknidium dan konidium serta
profil molekuler fragmen hasil RAPD-PCR.
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