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ABSTRAK

Sejumlah isolat Ganoderma spp. berhasil diisolasi dari tanaman kelapa sawit yang terserang pe-
nyakit busuk pangkal batang (BPB) di perkebunan kelapa sawit Padang dan Pontianak. Keragaman
genetika isolat tersebut dianalisis berdasarkan pada sekuen internal transcribed spacer (ITS) di daerah
DNA ribosom. Selain itu, analisis restriction fragment length polymorphism (RFLP) juga dilakukan
untuk menentukan keterkaitan isolat tersebut dengan penyakit BPB. Ganoderma spp. yang diisolasi
memiliki keragaman yang tinggi dan tidak terdapat pengelompokan yang jelas antara isolat yang ber-
asal dari Padang dan Pontianak. Ini menunjukkan bahwa pertukaran DNA di antara Ganoderma spp.
yang menyerang kelapa sawit cukup sering terjadi. Hal ini mungkin disebabkan karena Ganoderma spp.
bersifat heterotalik, ketika rekombinasi DNA terjadi pada reproduksi seksual antara talus yang berbeda.
Analisis RFLP menunjukkan bahwa semua fragmen ITS dari isolat Ganoderma spp. terpotong oleh
enzim restriksi M/ul dan Sacl. Hal ini mengindikasikan bahwa isolat-isolat Ganoderma spp. ini spesifik
untuk kelapa sawit dan berasosiasi dengan penyakit BPB.

Kata kunci: busuk pangkal batang, Ganoderma spp., internal transcribed spacer, kelapa sawit
ABSTRACT

A number of Ganoderma spp. isolates was isolated from oil palms attacked by basal stem rot (BSR)
disease in Padang and Pontianak plantations. Genetic polymorphism of these isolates was analyzed
based on the internal transcribed spacer (ITS) sequence of ribosomal DNA region. In addition, a restric-
tion fragment length polymorphism (RFLP) analysis was also performed to determine the association
of the isolates with BSR disease. The isolated Ganoderma spp. showed high DNA polymorphism and
there was no obvious genetic clustering of isolates that may correspond to their geographical position
in Padang and Pontianak. This indicated that exchange of DNA between Ganoderma spp. infecting oil
palm is not uncommon. This can be explained by the heterothallic nature of Ganoderma spp. in which
DNA recombination occurs during sexual reproduction between different thalli. RFLP analysis showed
that ITS fragments from all Ganoderma spp. isolates were digested with restriction enzymes M/ul and
Sacl. This indicated that the Ganoderma spp. isolates were specific for oil palm and thus associated with
the BSR.
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PENDAHULUAN

Busuk pangkal batang (BPB) atau basal
stem rot (BSR) merupakan penyakit serius
yang menyerang kelapa sawit (Elaeis guineen-
sis). Penyakit ini disebabkan oleh cendawan
pelapuk putih Ganoderma spp.. Sampai saat
ini ada 15 spesies yang dilaporkan berasosiasi
dengan BPB, di antaranya G. boninense, G.
chalceum, G. miniactocinctum, G. tornatum,
dan G. zonatum. Ganoderma boninense lebih
virulen daripada spesies lainnya sebagai pe-
nyebab BPB pada beberapa kasus (Ho dan
Nawawi 1985; Flood et al. 2000; Elliott dan
Broschat 2001; Utomo et al. 2005; Zakaria et
al. 2005; Cooper et al. 2011).

Pada awalnya, penyakit ini dilaporkan ha-
nya menyerang kelapa sawit yang telah cukup
tua, namun dalam sepuluh tahun terakhir ini
penyakit BPB dilaporkan terjadi pada kelapa
sawit muda yang berumur setahun. Penyakit
BPB semakin berbahaya bagi kelapa sa-
wit muda di area yang sebelumnya ditanam
dengan kelapa atau perkebunan sekunder
(Turner 1965). Secara nasional, tingkat
serangan Ganoderma spp. mencapai 20%,
yang diperkirakan menyebabkan kerugian
lebih dari Rp40 trilyun setiap tahun.

Untuk mengontrol BPB, pengetahuan ten-
tang ciri, sifat, dan perilaku dari Ganoder-
ma spp. sangat diperlukan. Salah satu tahap
awal untuk karakterisasi ialah identifikasi
secara molekuler. Metode klasifikasi secara
konvensional mempunyai batasan dalam
membedakan karena karakteristik morfologi
Ganoderma spp. dapat berubah bergantung
pada kondisi lingkungannya. Hal ini dalam
beberapa aspek menyebabkan kerancuan
terhadap identitas spesies Ganoderma yang
menyerang kelapa sawit di Malaysia (Ho dan
Nawawi 1985; Latiffah er al. 2002). Karak-
terisasi secara molekuler pada cenda-wan
sudah banyak digunakan untuk meng-atasi
permasalahan tersebut. Daerah internal tran-
scribed spacers (ITS) merupakan daerah sek-
uen DNA yang tidak menyandikan protein
fungsional dan berada di daerah RNA ribo-
som (rRNA). Daerah ini dapat digunakan
sebagai penanda genetika karena memiliki
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variasi sekuen yang cukup tinggi bahkan
dalam spesies yang sama. Oleh karena itu, ITS
banyak digunakan untuk analisis filogeni,
proses evolusi, dan penentuan identitas
taksonomi (Powers et al. 1997). Kombi-
nasi perbandingan sekuen daerah ITS de-
ngan penggunaan metode restriction frag-
ment length polymorphism (RFLP) sangat
berguna untuk mempelajari variasi gene-
tika pada Ganoderma spp. (Moncalvo et al.
1995; Latiffah 2001; Nusaibah et al. 2011).

Penelitian ini  bertujuan mengisola-
si Ganoderma spp. dari tubuh buah dan
jaringan batang kelapa sawit yang terinfek-
si dari perkebunan kelapa sawit Padang dan
Pontianak serta mengidentifikasinya secara
molekuler menggunakan metode ITS-PCR-
RFLP.

BAHAN DAN METODE

Isolasi Tubuh Buah Ganoderma dan Batang
Sawit yang Diserang PBB

Biakan murni jamur ini didapatkan
melalui sterilisasi permukaan tubuh buah
jamur dan batang kelapa sawit yang ter-
infeksi menggunakan alkohol 70%. Se-
lanjutnya tubuh buah dipotong dengan
ukuran sekitar 1 cm x 1 c¢cm, kemudian di-
cuci dalam air steril. Potongan tubuh buah
ini dipindahkan ke dalam larutan NaOCl
0.5% selama 1 menit kemudian ke dalam
alkohol 96% selama kira-kira 15-30 detik. Po-
tongan tubuh buah dipotong kembali menjadi
ukuran yang lebih kecil (0.5 cm % 0.5 cm), di-
inokulasikan ke medium potato dextrose agar
(PDA, Oxoid) kemudian diinkubasi pada
suhu ruangan (28 °C ). Setelah miselium tum-
buh di sekeliling potongan tubuh buah, hifa
diisolasi dengan cara mengambil hifa yang
paling jauh dari potongan tubuh buah dan dii-
nokulasikan ke medium PDA yang baru. Iso-
lasi Ganoderma dari potongan batang kelapa
sawit dilakukan dari batang terinfeksi, bagian
batang yang sehat tapi berdekatan de-ngan
daerah infeksi disterilkan permukaannya
menggunakan metode seperti untuk isolasi
tubuh buah jamur.
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Ekstraksi DNA Ganoderma spp.

Miselium Ganoderma spp. yang tumbuh
pada medium PDA digunakan untuk ekstrak-
si DNA. Agar-agar yang ditumbuhi miselium
dipotong dengan ukuran sekitar 2 cm X 2 cm,
kemudian digerus di dalam mortar dengan
nitrogen cair secukupnya sampai menjadi
bubuk halus. Sekitar 20-25 mg dari bubuk
tersebut dipindahkan ke tabung Eppendorf
untuk ekstraksi DNA. Ekstraksi DNA dilaku-
kan menggunakan DNA Easy Plant Kit (Qia-
gen). DNA disimpan pada suhu -20 °C sampai
digunakan. Konsentrasi dan kemurnian DNA
genom diperiksa menggunakan Nanodrop.

Amplifikasi PCR pada Daerah ITS

Primer ITS-1 (5° TCCGTAGGTGAAC-
CTGCGG 3') dan ITS4 (5° TCCTC-
CGCTTATTGATATGC 3°) digunakan un-
tuk mengamplifikasi daerah ITS1 dan ITS2
(White et al. 1990). Reaksi PCR untuk 10
pL total reaksi terdiri atas 5 pL Go-Taq (Pro-
mega), 0.5 puL primer ITS-1 dan ITS-4 (100
pM), dan 0.5 pL DNA. C-1000 thermal cy-
cler (BioRad) digunakan untuk amplifikasi
PCR sebanyak 30 siklus dengan kondisi de-
naturasi pada suhu 96 °C selama 30 detik, pe-
nempelan primer pada 50 °C selama 30 detik,
dan proses pemanjangan pada 72 °C selama
90 detik. Selanjutnya sebanyak 5 pL dari hasil
PCR dielektroforesis pada gel agarosa 1.5%
dan divisualisasi menggunakan GelDoc (Bio-
Rad).

Sekuensing, Pemotongan Enzim, dan
Analisis Data

Sebanyak 5 pL dari hasil amplifikasi
dimurnikan dengan 2 pL Exo Sap, kemudian
disekuen dengan ABI Prism 3130 Genetic
Analyzer. Hasil sekuensing dibandingkan
dengan data sekuen di GenBank NCBI mela-
lui program BLAST (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi). Berdasarkan pada hasil
analisis sekuen ITS, pohon filogeni dibuat
menggunakan sofiware Geneious Pro 5.4.3
melalui metode UPGMA. Untuk membeda-
kan Ganoderma spp. yang berasosiasi dengan
penyakit pada kelapa sawit dari Ganoderma
spp. jenis lain, sekuen ITS hasil amplifikasi
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dipotong dengan 2 enzim restriksi, Mlul dan
Sacl, secara in silico dengan software Ge-
neious Pro 5.4.3 (Utomo et al. 2005).

HASIL

Secara keseluruhan sebanyak 39 sampel
berupa tubuh buah dan batang terinfeksi ber-
hasil dikoleksi dari perkebunan kelapa sawit
di Padang dan Pontianak. Berdasarkan pada
morfologi tubuh buah, keragaman Ganoder-
ma spp. di kedua perkebunan tersebut cukup
tinggi (Gambar 1). Ganoderma sp. dari tu-
buh buah dan jaringan batang tanaman sawit
yang terinfeksi berhasil diisolasi (Gambar 2).

Amplifikasi PCR menggunakan primer
ITS1 dan ITS4 menghasilkan pita pada ukur-
an sekitar 650 pb. Hasil analisis sekuen ITS
dari 39 isolat menunjukkan bahwa keragam-
an genetikanya cukup tinggi (Tabel 1). Dari
39 isolat, satu bukan merupakan spesies
Ganoderma spp. melainkan Fomitopsis os-
treiformis. Cendawan ini umumnya merupa-
kan saprob dan belum diketahui patogenisi-
tasnya terhadap kelapa sawit. Pohon filogeni
dari hasil analisis sekuen ITS disajikan pada
Gambar 3. Dua G. boninense dari GenBank
disertakan dalam pembuatan pohon filogeni
sebagai pembanding. Dua jenis cendawan
ini diisolasi dari kelapa sawit di Malaysia
(Abdullah ef al. 2008).

Hasil pemotongan daerah ITS1-ITS4 de-
ngan enzim restriksi MIul menghasilkan po-
tongan sekitar 113 pb dan 537 pb, sementara
enzim Sacl memberikan pita sekitar 127, 523,
dan 650 pb. Pemotongan enzim restriksi pada
percobaan ini dilakukan secara in silico de-
ngan software Geneious dan hasil pemotong-
an dapat dilihat pada Tabel 2.

PEMBAHASAN

Daerah ITS dapat digunakan sebagai pe-
nanda keragaman genetika cendawan yang
dapat membedakan individu-individu dalam
spesies yang sama. Hasil analisis ITS me-
nunjukkan bahwa keragaman genotipe Gano-
derma spp. pada kelapa sawit cukup tinggi.
Hal ini mungkin dapat dijelaskan oleh sifat
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Gambar 1 Keragaman morfologi sejumlah
tubuh buah Ganoderma spp. yang beraso-
siasi dengan penyakit busuk pangkal batang.
Keragaman morfologi tubuh buah ini cukup
tinggi dan sesuai dengan hasil analisis kera-
gaman genetika yang juga menunjukkan ke-
ragaman yang tinggi.

GANI Y
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Gambar 2 Isolasi Ganoderma sp. dari tu-
buh buah. Miselia tumbuh dari potongan
tubuh buah yang sudah disterilisasi per-
mukaan. Miselia tersebut kemudian dipin-
dahkan ke medium baru untuk dimurnikan.
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Gambar 3 Pohon filogeni cendawan hasil isolasi dari perkebunan kelapa sawit di Padang dan
Pontianak berdasarkan hasil amplifikasi fragmen DNA internal transcribed spacer.
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Tabel 1 Hasil identifikasi 39 isolat yang diisolasi dari kelapa sawit berdasarkan pada fragmen
DNA internal transcribed spacer

Isolat Lokasi Organisme Kode aksesi
GenBank

PlasmaF1 Pontianak  Ganoderma sp. BJ-7 (99.6%) AY?220539
Nol31D Pontianak  Ganoderma sp. BJ-7 (99.6%) AY220539
1CNo63 Pontianak ~ Ganoderma sp. GB-1 (99.6%) AY220542
1CTrialNo1.97 Pontianak  Ganoderma boninense (95%) HQ235634
1CTrial65 Pontianak ~ Ganoderma sp. GB-1 (99.3%) AY 220542
3 Pokok3 Pontianak ~ Ganoderma sp. GB-1 (99.3%) AY?220542
PlasmaE5 Pontianak  Ganoderma sp. GB-1 (99.6%) AY 220542
No30 Pontianak  Ganoderma sp. STK-2006a (98.7%) EF016754
11ANo078 Pontianak ~ Ganoderma sp. GB-1 (87.1%) AY 220542
1DNol3 Pontianak  Ganoderma sp. BJ-8 (99.6%) AY?220540
Row7No5 Pontianak  Ganoderma sp. BJ-8 (99.6%) AY?220540
Unknownl Pontianak  Ganoderma sp. BJ-7 (99.3%) AY220539
GANI1 Padang Ganoderma sp. FA-S0 (90.3%) AF255196
GANI.1 Padang Fomitopsis ostreiformis (100%) FJ372684
GAN3 Padang Ganoderma sp. SB-1 (97.9%) AY220544
GANS Padang Ganoderma aff. steyaertanum (90%) EU239386
GANG6 Padang Ganoderma aff. steyaertanum (87%) EU239386
GANS Padang Ganoderma sp. SB-1 (97.5%) AY220544
Baris38Pokok47 Padang Ganoderma aff. steyaertanum(99.8%)  EU239386
Baris47Pokok24B2C Padang Ganoderma sp. SB-1 (96.8%) AY220544
Baris38Pokok3C Padang Ganoderma aff. steyaertanum(99.7%)  EU239386
Blok20KAMU22P5 Padang Ganoderma sp. SB-1 (90.3%) AY220544
Baris46Pokok23 Padang Ganoderma aff. steyaertanum(96.8%)  EU239386
Batang G2 Padang Ganoderma sp. SB-1 (97.3%) AY220544
Baris29Pokok13B Padang Ganoderma sp. GanO-05 (77.4%) HM173611
Baris29Pokok13C Padang Ganoderma boninense (87.9%) EU841913
Baris29Pokok13D Padang Ganoderma aff. steyaertanum(95.7%)  EU239386
Baris29Pokok13E Padang Ganoderma aff. steyaertanum(87.1%)  EU239386
Baris29Pokok13F Padang Ganoderma sp. BS-1 (84.3%) AY 220541
Baris29Pokok13G Padang Ganoderma sp. MT-1 (85.9%) AY?220543
Blok12KAMUA Padang Ganoderma sp. SB-1 (93.5%) AY220544
Blok12KAMUB Padang Ganoderma sp. MT-1 (85.9%) AY220543
Blok12KAMUC Padang Ganoderma sp. TAI-06 (91.3%) AF255195
Blok12KAMUD Padang Ganoderma sp. MT-1 (95.7%) AY220543
Blok12KAMUE Padang Ganoderma sp. AP-1 (91.5%) AY220538
Blok12KAMUF Padang Ganoderma sp. SB-1 (94%) AY220544
Blok12KAMUtornatum Padang Ganoderma sp. BS-1 (96.7%) AY 220541
Blok12DeadKAMU Padang Ganoderma sp. SB-1 (98.1%) AY220544
Blok12KAMUVeryVir  Padang Ganoderma sp. SB-1 (98.1%) AY220544
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Tabel 2 Hasil pemotongan 17 isolat Gano-
derma dari Padang dan Pontianak mengguna-
kan enzim Mlul dan Sacl dari hasil amplifi-
kasi ITS1- ITS4

Enzim Restriksi

Isolat Miul Sacl
PlasmaF1 + +
Nol31D + +
1CNo 63 + +
1CTrial 65 + +
30Pokok3 + +
PlasaE5 + +
No30 + +
1DNo13 + +
Row7No5 + +
Unknownl + +
GANI1.1 - -
GAN3 + +
GANS + +
Baris38Pokok47 + +
Baris38Pokok3C + +
Blok20KAMU22P5 + +
Blok12DeadKAMU + +

tubuh buah yang merupakan hasil perkawinan
heterokarion antarhifa yang berbeda. Untuk
menghasilkan tubuh buah, Ganoderma sp.
harus melakukan reproduksi seksual dengan
hifa yang berbeda. Dengan demikian, rekom-
binasi DNA yang terjadi waktu reproduksi
seksual berkontribusi terhadap keragaman
genetika yang tinggi.

Pemotongan fragmen ITS dengan enzim
restriksi MIul memberikan hasil pemoton-
gan yang dapat membedakan Ganoderma sp.
yang menyerang kelapa sawit dengan spesies
Ganoderma sp. lainnya (Utomo et al. 2005).
Mlul memberikan hasil pemotongan fragmen
pada semua sampel Ganoderma spp. pada ke-
lapa sawit dan semua G. boninense yang di-
isolasi dari batang kelapa sawit, kecuali . os-
treiformis. Dari 17 sampel isolat Ganoderma
spp. semuanya terpotong secara in silico de-
ngan enzim M/ul yang membuktikan bahwa
spesies Ganoderma sp. tersebut merupakan
spesies yang spesifik pada kelapa sawit.
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GANI.1 (F. ostreiformis) digunakan seba-
gai akar pohon filogeni karena cendawan ini
diketahui bukan spesies Ganoderma sp. Po-
hon filogeni dapat dibagi menjadi tiga klus-
ter utama (Gambar 3). Kluster I terdiri atas
2 subkluster, A dan F, sementara kluster II
dan IIT hanya terdiri atas satu anggota Gano-
derma, yaitu PadangBaris29Pokok13B dan
PadangBaris29Pokok13E.  Subkluster A
dibagi lagi menjadi 2 kluster—B dan C—dan
subkluster F menjadi F1 dan F2. Dua G.
boninense acuan dari database NCBI berada
di kluster D2 yang terletak pada kluster B.
Terdapat lima isolat Ganoderma spp. yang
paling mirip dengan G. boninense acuan, yai-
tu 1CTrialNo1.97, Gan6, No.30, PadangBa-
ris38Pokok3C, dan PadangBaris38Pokok47.
Hal ini menunjukkan kemungkinan bahwa
lima isolat ini memiliki patogenitas seperti
G. boninense. Dari kelima isolat Ganoderma
tersebut hanya 1CTrialNo1.97 yang berasal
dari Pontianak, sementara lainnya berasal
dari Padang. Penyebaran filogeni yang merata
antara isolat dari Pontianak dan Padang me-
nunjukkan bahwa tidak terdapat pengelom-
pokan Ganoderma spp. yang jelas meski
secara geografi terpisah dan tidak memung-
kinkan adanya pencampuran gen di antara
keduanya. Meskipun demikian, ada beberapa
individu dari daerah asal yang sama cende-
rung mengelompok.

Berdasarkan hasil pemotongan dan PCR
daerah ITS, Ganoderma spp. dari dua perke-
bunan di Padang dan Pontianak memiliki
karakteristik yang sama dan tidak saling
mengelompok. Namun dari hasil pemotongan
dengan enzim Mlul membuktikan spesies-
spesies yang diisolasi tersebut merupakan
Ganoderma spp. yang berasosiasi dengan
BPB. Dari hasil ini dapat diketahui bahwa
walaupun isolat-isolat tersebut berasal dari
daerah yang berbeda, ciri dan karakteris-
tiknya hampir sama. Meskipun demikian,
analisis genetika ini merupakan tahap awal
dari karakterisasi Ganoderma pada kelapa
sawit. Untuk mengetahui perbedaan dalam
hal patogenisitas atau virulensi Ganoderma,
diperlukan analisis genetika lanjut, terutama
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terhadap gen-gen yang menyandikan protein
efektor untuk virulensi atau gen-gen yang
berperan dalam patogenisitas.
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