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ABSTRACT

Botryodiplodia spp. potentially cause dieback disease on jabon (Anthocephalus cadamba (Roxb.) Migq)
seedlings. Five isolates of Botryodiplodia spp were inoculated on jabon seedling to find out its virulence
levels, mechanism of pathogen attack and mechanism of host plant defense. The virulence levels was
estimated by disease severity of host plants; the pathogen attack mechanism was done by measuring
pectinase and cellulase enzyme activities; whereas host plant defense mechanism was determined by
measuring peroxidase enzyme activity. The virulent isolates caused disease severity > 50%. Botryodiplodia
spl, Botryodiplodia sp2, and Botryodiplodia sp3 showed pectinase activities of 21.31; 18.13; 26.08 U/ml,
and cellulase 0.014; 0.015; 0.023 U/ml, respectively. The peroxidase activity of host plants after pathogen
inoculated was ranging from 0.0006 to 0.0012 UAE/g. Based on this research, three Botryodiplodia spp.
isolates were virulent on jabon seedlings and involved enzymatic strength as attack mechanism, whereas the
host plant defense mechanism involved peroxidase activity.
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ABSTRAK

Isolat Botryodiplodia spp. berpotensi menyebabkan penyakit mati pucuk pada bibit jabon (Anthocephalus
cadamba (Roxb.) Miq). Lima isolat Botryodiplodia spp. diinokulasikan terhadap bibit jabon untuk
menentukan tingkat virulensi isolat, mengetahui mekanisme infeksi patogen dan mekanisme pertahanan
tanaman inang. Tingkat virulensi isolat ditentukan melalui nilai keparahan penyakit pada tanaman inang;
mekanisme infeksi patogen dilakukan melalui pengukuran aktivitas enzim pektinase dan selulase; sedangkan
mekanisme pertahanan tanaman inang dilakukan melalui pengukuran aktivitas enzim peroksidase. Isolat
Botryodiplodia spp. yang virulen menghasilkan keparahan penyakit > 50%. Isolat-isolat tersebut adalah
Botryodiplodia sp. 1, Botryodiplodia sp. 2, dan Botryodiplodia sp. 3 yang secara berturut-turut menunjukkan
aktivitas pektinase sebesar 21,31; 18,13; 26,08 U/ml, dan aktivitas selulase sebesar 0,014; 0,015; 0,023 U/ml.
Adapun aktivitas peroksidase tanaman inang setelah diinokulasi patogen, yaitu berkisar 0,0006-0,0012
UAE/g. Berdasarkan penelitian ini, tiga isolat Botryodiplodia spp. bersifat virulen terhadap bibit jabon dan
melibatkan kekuatan enzim sebagai mekanisme infeksi, sedangkan mekanisme pertahanan inang melibatkan
aktivitas peroksidase.

Kata kunci: Infeksi patogen, mati pucuk, pertahanan inang
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I. PENDAHULUAN

Jabon merupakan salah satu jenis
tanaman yang memiliki prospek tinggi
untuk dikembangkan di hutan tanaman
industri dan digunakan sebagai tanaman
penghijauan. Hal ini dikarenakan jabon
memiliki  pertumbuhan yang cepat,
mampu beradaptasi pada berbagai kondisi
tempat tumbuh, dan perlakuan silvikultur
relatif mudah. Jenis ini diharapkan dapat
menjadi komoditas penting bagi industri
perkayuan di masa yang akan datang,
terutama ketika bahan baku kayu dari
hutan alam akan semakin berkurang
(Krisnawati, Kallio, & Kanninen, 2011).

Karakteristik yang dimiliki
tanaman jabon menjadi daya tarik bagi
masyarakat. Tanaman ini dapat diguna-
kan sebagai bahan investasi berupa kayu
atau dimanfaatkan untuk usaha konser-
vasi lingkungan. Guna memenuhi ke-
butuhan masyarakat, maka usaha pem-
bibitan jabon mulai banyak dilakukan.
Perbanyakan tanaman ini dapat dilakukan
secara generatif melalui pengecambahan
biji (Krisnawati et al., 2011) maupun
vegetatif melalui stek pucuk (Putra,
Indriyanto, & Riniarti, 2014).

Usaha perbanyakan tanaman jabon
berpotensi mendapat gangguan penyakit
di areal persemaian. Gangguan ini me-
rupakan salah satu kendala yang umum
dihadapi dalam usaha regenerasi tanaman
hutan karena dapat mengurangi kualitas
maupun kuantitas bibit. Penyakit yang
umum mengganggu tanaman di per-
semaian adalah layu, busuk akar
(Krishnan, Kalia, Tewari, & Roy, 2014),
rebah kecambah (Achmad et al., 2012),
bercak dan hawar daun, karat daun
(Pathak, Maru, HN, & SC, 2015), serta
mati  pucuk (Aisah, Soekarno, &
Achamd, 2015). Penyakit tersebut dapat
mengganggu pertumbuhan tanaman atau
bahkan menyebabkan kematian, sehingga
dapat merugikan pengusaha.

Penelitian Aisah et al. (2015)
menunjukkan bahwa penyakit mati pucuk
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pada bibit jabon dapat menyebabkan
kematian tanaman. Penyakit ini disebab-
kan oleh Botryodiplodia spp. (sinonim
Lasiodiplodia sp.).

Serangan Botryodiplodia sp. dapat
menghasilkan gejala yang berbeda pada
tanaman inang yang berbeda. Serangan
Botryodiplodia theobromae (Pat.) me-
nyebabkan  penurunan  pertumbuhan
tanaman hingga kematian pada tanaman
jambu (Psidium guajava Linn.) (Safdar,
Khan, & Safdar, 2015), mati pucuk pada
tanaman sisham (Dalbergia sissoo Roxb.)
dan tanaman anggur (Vitis vinifera L.)
(Ahmad, Khan, & Siddiqui, 2012;
Rodriguez-Galvez, Maldonado, & Alves,
2015), kemudian pada tanaman karet
muda menyebabkan tekstur permukaan
batang menjadi kasar dan berwarna
coklat (Nurhasanah, 2012). Sementara
itu, cendawan Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) pada tanaman jarak (Jatropa curcas
L) menyebabkan busuk akar dan
pangkal batang (Adandonon, Datinon,
Baimey, & Toffa, 2014).

Isolat cendawan Botryodiplodia
spp. telah berhasil diisolasi oleh Aisah et
al. (2015) dari bibit jabon yang mem-
perlihatkan gejala mati pucuk. Lima dari
9 isolat Botryodiplodia spp. yang berhasil
diisolasi oleh Aisah et al. (2015) se-
lanjutnya digunakan dalam penelitian.
Lima isolat tersebut dipilih karena
mampu menghasilkan gejala yang identik
dengan gejala alami mati pucuk pada saat
dilakukan postulat Koch dan memiliki
masa inkubasi relatif cepat. Oleh karena
itu, penelitian dilakukan dengan tujuan
untuk menentukan tingkat virulensi isolat
patogen serta mempelajari mekanisme
infeksi patogen terhadap tanaman inang
dan mekanisme pertahanan tanaman
inang terhadap infeksi patogen, dengan
harapan penyakit ini dapat dikendalikan
melalui upaya rekayasa terhadap patogen,
inang, atau lingkungan setelah diketahui
mekanisme  infeksi  patogen  dan
mekanisme pertahanan inang.
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II. METODOLOGI

A. Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian dilakukan di Labora-
torium Mikologi (Departemen Proteksi
Tanaman, Fakultas Pertanian, Institut
Pertanian Bogor) untuk kegiatan kultivasi
isolat cendawan, rumah paranet Bagian
Perlindungan Hutan (Departemen
Silvikultur, Fakultas Kehutanan, Institut
Pertanian Bogor) untuk kegiatan uji
patogenisitas isolat cendawan, dan
Laboratorium Rekayasa Bioproses (Pusat
Antar Universitas, Institut Pertanian
Bogor) untuk analisis mekanisme infeksi
patogen dan mekanisme pertahanan
inang. Penelitian dilaksanakan mulai
bulan Juli sampai dengan Desember
2013.

B. Metode

Penelitian terdiri atas tiga kegiatan,

yaitu: (1) penyiapan isolat dan uji

patogenisitas isolat Botryodiplodia spp.,
(2) analisis mekanisme infeksi cendawan
patogen terhadap tanaman inang, dan (3)
analisis mekanisme pertahanan tanaman
inang terhadap infeksi patogen.

1. Penyiapan isolat dan uji
patogenisitas isolat Botryodiplodia

spp-

Isolat yang digunakan merupakan
cendawan Botryodiplodia spp. yang
berhasil diisolasi oleh Aisah et al. (2015)
dari bibit jabon yang terinfeksi penyakit
mati pucuk. Cendawan Botryodiplodia
spp. yang digunakan terdiri atas lima
isolat, dan diberi kode Botryodiplodia sp.
1, Botryodiplodia sp. 2, Botryodiplodia
sp. 3, Botryodiplodia sp. 4, dan
Botryodiplodia sp. 5 (Tabel 1).

Tabel (Table) 1. Asal, karakter makroskopik dan mikroskopik isolat Botryodiplodia spp.
(The origin, macroscopic and microscopic characters of Botryodiplodia

spp. isolates)

Asal isolat

Karakter isolat (Isolate characters)

Isolat (Isolates) (g;;‘iltz Sf Makroskopik (Macroscopic) Mikroskopik (Microscopic)
Botryodiplodia spl Persemaian di Koloni pada awalnya berwarna Konidia pada awalnya
daerah Situ putih, kemudian warna pada hialin, selanjutnya akan

Gede 1 bagian bawah cawan perlahan- berubah warna menjadi

(Nursery in lahan akan berubah menjadi coklat dan memiliki sekat.

Situ Gede 1 putih keabuan. Isolat Konidia berbentuk ellipsoid

area) memenuhi cawan petri (@ 9 atau ovoid dan memiliki

cm) setelah dua hari inkubasi,
dan memiliki morfologi koloni
rugose dan fluffy (The colonies
were initially white, then the
color on the bottom of petri
dishes gradually turned
grayish white. The isolates
covered the entire surface of
petri dishes (0 9 cm) after two
days of incubation, and had
colony morphologies of rugose

and fluffy)

ukuran 26 sampai 29 x 13
sampai 16 (The conidia
were initially hyaline, then
turned brown and had a
septate. The conidia were
ellipsoid or ovoid and had a
size 26 to 29 x 13 to 16 um)
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Tabel (Table) 1. Lanjutan (Continuation)

Asal isolat

Karakter isolat (Isolate characters)

Isolat (Isolates) (g;;iltzsjf Makroskopik (Macroscopic) Mikroskopik (Microscopic)
Botryodiplodia sp2 ~ Persemaian di ~ Koloni miselium pada awalnya Konidia muda hialin dan
daerah Situ berwarna putih, kemudian akan akan  berubah  menjadi

Gede 1 berubah menjadi abu-abu pada berwarna kecoklatan serta

(Nursery in bagian permukaan atas, sementara bersekat ketika menjadi

Situ Gede 1 pada bagian bawah cawan berubah konidia matang. Konidia

area) menjadi hijau kehitaman. Koloni berbentuk ellipsoid atau

Persemaian di
daerah Situ
Gede 2
(Nursery in
Situ Gede 2
area)

Botryodip-lodia sp3

Persemaian di
Fakultas
Kehutanan
IPB (Nursery
in Faculty of
Forestry,
Bogor
Agricultural
University)

Botryodiplodia sp4

miselium rugose, cottony, dan
isolat dapat memenuhi cawan petri
setelah 2 hari inkubasi (The
colonies of mycelium were initially
white, then turned gray on the
upper surface, while on the bottom
of petri dishes turned blackish
green. The colonies of mycelium
were rugose, cottony, and the
isolates could cover of petri dishes
after two days of incubation)

Koloni miselium pada awalnya
berwarna putih, kemudian berubah
menjadi abu-abu pada permukaan
bagian atas, dan hijau kehitaman
pada bagian bawah cawan. Koloni
rugose, velvety, dan isolat dapat
memenuhi cawan petri setelah tiga
hari inkubasi (The colonies of
mycelium were initially white, then
turned gray on the upper surface,
and blackish green on the bottom
of petri dishes. The colonies were
rugose, velvety, and the isolates

could cover the petri dishes
surface after three days of
incubation)

Koloni pada awalnya berwarna
putih, kemudian berubah menjadi
abu-abu  dan  lama-kelamaan
menjadi  hitam  baik  pada
permukaan bagian atas maupun
bagian bawah cawan. Morfologi
koloni rugose, velvety, dan isolat
dapat memenuhi cawan petri
setelah tiga hari inkubasi (The
colonies were initially white, then
turned gray and gradually turned
black both on the upper or bottom
surfaces of petri dishes. The
morphology of colonies were
rugose, velvety, and isolates could
cover of petri dishes surface after
three days of incubation)

ovoid dengan ukuran 28
sampai 29 x 16 sampai 17
um (The immature conidia
were hyaline and turned
brownish and had a septate
when it became mature. The
conidia were ellipsoid or
ovoid with a size 28 to 29 x
16 to 17 um)

Konidia hialin pada saat

muda dan berwarna
kecoklatan serta bersekat
saat konidia matang.

Konidia berbentuk ellipsoid
atau ovoid dengan ukuran
27 sampai 30 x 13 sampai
14 um (The conidia were
hyaline when immature and
brownish and had a septate
when mature. The conidia
were ellipsoid or ovoid with
a size 27 to 30 x 13 to 14

um)

Konidia hialin ketika muda
dan berwarna coklat serta
bersekat ketika matang.
Konidia berbentuk ellipsoid
atau ovoid dengan ukuran
27 sampai 30 x 15 sampai
16 um (The conidia were
hyaline when immature and
brown and had a septate
when mature. The conidia
were ellipsoid or ovoid with
a size 27 to 30 x 15 to 16

um)
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Tabel (Table) 1. Lanjutan (Continuation)

Asal isolat

Karakter isolat (Isolate characters)

Isolat (Isolates) (Origin of

isolates)

Makroskopik (Macroscopic)

Mikroskopik (Microscopic)

Botryodiplodia sp5
Fakultas

Persemaian di Koloni

isolat pada awalnya Konidia hialin pada saat

Kehutanan IPB
(Nursery in
Faculty of
Forestry,

Bogor

Agricultural
University)

berwarna putih keabuan pada
bagian permukaan atas dan
hijau kehitaman pada bagian
bawah cawan. Warna
selanjutnya berubah menjadi
abu-abu  kehitaman  pada
permukaan atas dan hijau
kehitaman pada bagian bawah
cawan (The colonies of isolates
were initially grayish white on
the upper surface and blackish
green on the bottom of petri
dishes. The next color turned to
blackish gray on the upper
surface and blackish green on
the bottom of petri dishes)

muda, lalu berubah menjadi
berwarna coklat dan
bersekat ketika matang.
Konidia memiliki ukuran 27
sampai 29 x 14 sampai 16
um (The conidia were
hyaline when immature,
then turned brown and had
a septate when mature. The
size of conidia was 27 to 29
x 14 to 16 um)

Sumber (Source): Aisah (2014)

Sampel tanaman yang digunakan
untuk uji patogenisitas adalah bibit jabon
umur + 4 bulan dari penyapihan. Sebelum
diinokulasi, batang bagian atas bibit di-
sterilisasi permukaan dengan alkohol
70%, kemudian dibilas dengan akuades
steril. Setelah itu, batang dilukai dengan
menggunakan jarum suntik steril. Ino-
kulasi setiap isolat dilakukan sebanyak 4
ulangan dan setiap ulangan terdiri atas 5
bibit jabon.

Lima isolat Botryodiplodia spp.
yang digunakan dalam penelitian ini
dapat menghasilkan gejala mati pucuk
pada kegiatan uji postulat Koch (Aisah et
al., 2015). Penyiapan sumber inokulum
dan teknik inokulasi dilakukan ber-
dasarkan metode Ismail er al. (2012)
dengan modifikasi pada lama waktu dan
tempat inkubasi tanaman, yaitu selama
tujuh hari inkubasi di rumah paranet.
Sumber inokulum diperoleh dengan cara
memotong bagian ujung koloni isolat
cendawan umur tujuh hari dengan cork
borer (@ 7 mm). Setelah itu, potongan
agar ditempel pada batang bagian atas
yang telah dilukai. Sebagai kontrol,
bagian batang ditempeli dengan blok agar

tanpa koloni isolat cendawan. Potongan
blok agar yang ditempel pada bagian
batang selanjutnya ditutup dengan kapas
lembab dan alumunium foil selama tujuh
hari atau sampai muncul gejala. Tanaman
yang telah diinokulasi selanjutnya di-
inkubasi di rumah paranet dengan
menggunakan rancangan percobaan acak
kelompok lengkap satu faktor, yaitu
faktor macam isolat cendawan. Pe-
ngamatan kejadian penyakit dan ke-
parahan penyakit dilakukan setelah 14
hari masa inkubasi. Kejadian penyakit di-
tentukan dengan menggunakan rumus
sebagai berikut (Ahmad et al., 2012):

n
KjP= ﬁx 100%

Keterangan:

KjP = Kejadian penyakit

n = Jumlah tanaman yang sakit

N = Jumlah tanaman yang diamati

Keparahan penyakit ditentukan
dengan menggunakan skoring mulai dari
nol sampai dengan empat (Gambar 1).
Rumus yang digunakan adalah sebagai
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berikut (Stevi¢, VukSa, & Elezovi¢,
2010):

S

¥ 100%
v 0]

It
EpP = N~

Keterangan:
KpP = Keparahan penyakit

n = Jumlah tanaman yang tergolong
ke dalam suatu  kategori
infeksi

= Skor pada setiap kategori infeksi
Jumlah tanaman yang diamati

= Skor wuntuk kategori infeksi
terberat

<zc<
I

Gambar (Figure) 1. Skoring keparahan gejala penyakit mati pucuk pada bibit jabon: a) 0 =
tanaman tidak bergejala; b-c) 1 = tanaman terlihat layu atau < 25%
bagian tanaman mengalami nekrosis; d) 2 = 26-50% bagian tanaman
mengalami nekrosis; e) 3 = > 50% bagian tanaman mengalami
nekrosis; dan f) 4 = tanaman mati (Disease severity scores of dieback
disease on jabon seedlings: a) 0 = no symptom; b-c) 1 = plant looked
wilt or got necrotic of plant < 25%, d) 2 = necrotic of plant 26-50%,
e) 3 = necrotic of plant > 50%, and f) plant die)

Sumber (Source): Aisah (2014)

Data kejadian dan keparahan pe-
nyakit selanjutnya dianalisis ragam
dengan menggunakan program SAS
9.1.3. Jika perlakuan berpengaruh nyata
maka dilanjutkan dengan uji selang ber-
ganda Duncan dengan taraf uji 5%, sesuai
dengan model rancangan percobaan acak
kelompok  lengkap  (Mattkjik &
Sumertajaya, 2013).

90

YU. :,u+z'l.+ﬂj +é;

Keterangan:

i = 1,2,..,rdanj=1,2,....r

Yij = Pengamatan pada perlakuan ke-i
dan kelompok ke-j

n = Rataan umum

ti = Pengaruh perlakuan ke-i

B; = Pengaruh kelompok ke-j

gij = Pengaruh acak pada perlakuan

ke-i dan kelompok ke-j
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2. Analisis mekanisme infeksi
cendawan patogen terhadap
tanaman inang

Mekanisme infeksi patogen ter-
hadap tanaman inang dipelajari melalui
pengukuran aktivitas pektinase dan
selulase dari isolat Botryodiplodia spp.
yang memiliki tingkat virulensi tinggi
(keparahan penyakit > 50%). Analisis ini
dilakukan untuk mendeteksi ada atau
tidaknya aktivitas enzim pektinase dan
selulase pada cendawan patogen. Oleh
karena itu, dalam tahapan ini tidak
digunakan rancangan percobaan.
Pengukuran aktivitas enzim diawali
dengan mengulturkan isolat cendawan
Botryodiplodia spp. pada media CMS
(Corn Meal Sand). Hal ini dilakukan
berdasarkan metode Achmad et al. (2012)
dengan modifikasi pada jumlah potongan
batang bibit jabon yang ditambahkan
pada media CMS dan masa inkubasi
isolat. Satu potongan isolat cendawan
Botryodiplodia spp. (@ 7 mm) di-
tumbuhkan pada media CMS steril yang
diberi tambahan 1 gram potongan batang
bibit jabon (umur + 4 bulan dari
penyapihan). Batang bibit jabon yang di-
gunakan disterilisasi permukaan terlebih
dahulu dengan cara direndam dalam
NaOCl 1% selama + 2 menit, kemudian
dicuci dengan air steril sebanyak tiga
kali. Media CMS terdiri atas campuran
pasir, hancuran biji jagung, dan air
(96:4:20 (g:g:ml)). Media CMS yang
telah diinokulasi cendawan selanjutnya
di-inkubasi selama 2 minggu pada suhu
ruang, kemudian dilakukan ekstraksi
enzim. Ekstraksi dan analisis aktivitas
enzim dilakukan oleh tenaga analis dari
Laboratorium Rekayasa Bioproses, Pusat
Antar Universitas, Institut Pertanian
Bogor.

3. Analisis mekanisme pertahanan
tanaman inang terhadap infeksi
patogen

Mekanisme pertahanan inang ter-
hadap infeksi patogen dilakukan melalui
metode pendekatan aktivitas peroksidase
tanpa menggunakan rancangan per-
cobaan. Kegiatan diawali dengan mem-
persiapkan bahan berupa bibit jabon
umur = 4 bulan dari penyapihan.
Selanjutnya, isolat Botryodiplodia spl,
Botryodiplodia sp2, Botryodiplodia sp3,
Botryodiplodia sp4, dan Botryodiplodia
sp5 masing-masing diinokulasikan pada
satu tanaman jabon. Sebagai kontrol,
bibit diinokulasi blok agar tanpa isolat
cendawan. Setelah muncul gejala (3 hari
setelah inokulasi), bagian daun bibit
jabon digunakan sebagai bahan untuk
analisis aktivitas peroksidase. Ekstraksi
dan analisis aktivitas enzim dilakukan
oleh tenaga analis dari Laboratorium
Rekayasa  Bioproses, Pusat Antar
Universitas, Institut Pertanian Bogor
berdasarkan metode Simon & Ross
(1970).

III. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil
1. Uji patogenisitas isolat
Botryodiplodia spp.

Lima isolat Botryodiplodia spp.
yang diinokulasikan pada bibit jabon
mampu menimbulkan gejala nekrosis
pada titik inokulasi, dan selanjutnya
berkembang menjadi penyakit mati pucuk
(Gambar 2). Gejala muncul setelah dua
hari masa inkubasi untuk isolat
Botryodiplodia spl, Botryodiplodia sp2,
Botryodiplodia sp3, dan tiga hari untuk
isolat Botryodiplodia sp4 dan
Botryodiplodia sp5. Gejala penyakit
umumnya berkembang relatif cepat se-
hingga pada inkubasi hari ke-4 atau ke-5
tanaman mulai terlihat terkulai, dan
apabila gejala terus berkembang maka
bagian atas tanaman mengalami kemati-
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an. Perkembangan nekrosis atau me-
nyusutnya batang umumnya menjadi
lebih lambat ketika sudah mencapai
pangkal batang. Bagian dalam batang
tanaman yang sudah mati memper-
lihatkan adanya warna kecoklatan atau
justru sudah tidak berisi jaringan batang.

Hasil analisis ragam menunjukkan
bahwa perlakuan inokulasi lima isolat
Botryodiplodia spp. berpengaruh sangat
nyata terhadap persentase kejadian
penyakit (Tabel 2). Kejadian penyakit

yang dihasilkan oleh kelima isolat
Botryodiplodia spp. cukup beragam.
Persentase kejadian penyakit paling
tinggi dihasilkan isolat Botryodiplodia
spl dan Botryodiplodia sp3 (90%),
kemudian diikuti isolat Botryodiplodia
sp2 (70,67%), isolat Botryodiplodia sp5
(32,31%), dan Botryodiplodia  sp4
(26,57%), sedangkan kontrol tidak
memperlihatkan adanya gejala (0%)
(Tabel 2).

Sumber (Source): Aisah (2014)
Gambar (Figure) 2. Gejala mati pucuk pada bibit jabon setelah diinokulasi lima isolat

Botryodiplodia spp.:
Botryodiplodia sp2,

isolat Botryodiplodia spl, b) isolat
isolat Botryodiplodia sp4, d) isolat

Botryodiplodia sp5, e) isolat Botryodiplodia sp3, dan f) kontrol
(dieback symptoms on jabon seedlings after inoculation of five
Botryodiplodia spp. isolates: a) Botryodiplodia spl isolate, b)
Botryodiplodia sp2 isolate, c¢) Botryodiplodia sp4 isolate, d)
Botryodiplodia sp5 isolate, e) Botryodiplodia sp3 isolate, and f)

control)
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Tabel (Table) 2. Hasil uji selang berganda Duncan kejadian penyakit mati pucuk pada
bibit jabon (Duncan’s multiple range test for the incidence of dieback

disease on jabon seedlings)*

Perlakuan N Nilai rata-rata kejadian penyakit

(Treatment) (Average value of incidence of disease %) (%)
Botryodiplodia spl 4 90,00 + 0,00 *
Botryodiplodia sp2 4 70,67 +£24,41°
Botryodiplodia sp3 4 90,00 + 0,00 ¢
Botryodiplodia sp4 4 26,57 +0,00°
Botryodiplodia sp5 4 32,31 +£26,42°
Kontrol (Control) 4 0,00+ 0,00 ©

Keterangan (Note): * Data hasil transformasi (Transformated data)
' Jumlah ulangan (Number of replication)
2 Nilai rata-rata dengan huruf mutu yang sama menunjukkan pengaruh yang tidak
berbeda nyata berdasarkan uji selang berganda Duncan a=0.05 (average value with
same grade letter showed the non-significance effect based on Duncan’s multiple

range test 0=0.05)

Hasil  analisis ragam  juga
menunjukkan bahwa perlakuan inokulasi
lima isolat Botryodiplodia spp. terhadap
bibit jabon memberi pengaruh sangat
nyata terhadap keparahan penyakit (Tabel
4). Persentase keparahan penyakit paling
tinggi dihasilkan isolat Botryodiplodia
sp2 (58,68%), kemudian diikuti isolat
Botryodiplodia sp3  (57,75%) dan
Botryodiplodia spl (50,93%), sedangkan
persentase keparahan penyakit paling
rendah dihasilkan oleh perlakuan kontrol
(0%), kemudian diikuti oleh isolat
Botryodiplodia  sp5  (14,48%) dan
Botryodiplodia sp4 (23,15%) (Tabel 3).

Isolat  Botryodiplodia sp2 dan
Botryodiplodia sp3 dapat menyebabkan
kematian bibit lebih dari 50%. Isolat yang
memiliki persentase keparahan penyakit
lebih dari 50% dikatagorikan sebagai
isolat virulen (Botryodiplodia spl,
Botryodiplodia sp2, dan Botryodiplodia
sp3), sedangkan isolat dengan persentase
keparahan penyakit kurang dari 25%

tergolong kurang virulen terhadap bibit
jabon (Botryodiplodia sp4 dan
Botryodiplodia sp5).

Mekanisme  infeksi  cendawan
patogen  terhadap tanaman  inang
dilakukan  melalui  analisis  enzim
pektinase dan selulase yang umum
dikenal sebagai senjata biokimia dari
patogen. Cendawan  yang diuji
merupakan tiga isolat Botryodiplodia spp.
yang virulen terhadap bibit jabon
berdasarkan uji  patogenisitas, yaitu
Botryodiplodia spl, Botryodiplodia sp2,
dan Botryodiplodia sp3. Hasil analisis
enzim menunjukkan bahwa tiga isolat
Botryodiplodia  spp. yang  virulen
terhadap bibit jabon, memiliki aktivitas
pektinase dan selulase (Gambar 3).
Aktivitas pektinase yang terdeteksi dari
tiga isolat Botryodiplodia spp. yaitu
berkisar 18,13-26,08 U/ml, sedangkan
aktivitas selulase berkisar 0,014-0,023
U/ml.
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Tabel (Table) 3. Hasil uji selang berganda Duncan keparahan penyakit mati pucuk pada
bibit jabon (Duncan’s multiple range test for dieback disease severity on
jabon seedlings)*

Perlakuan N! Nilai rata-rata keparahan penyakit

(Treatment) (Average value of disease severity ) (%)
Botryodiplodia spl 4 50,93 +8,70®
Botryodiplodia sp2 4 58,68+ 15422
Botryodiplodia sp3 4 57,75+ 5,392
Botryodiplodia sp4 4 23,15+6,82°
Botryodiplodia sp5 4 14,48 £ 11,16
Kontrol (Control) 4 0,00+ 0,00 ©

Keterangan (Note):* Data hasil transformasi ( Transformated data)
! Jumlah ulangan (Number of replication)
2 Nilai rata-rata dengan huruf mutu yang sama menunjukkan pengaruh yang tidak
berbeda nyata berdasarkan uji selang berganda Duncan 0=0.05 (average value with

same grade letter showed the non-significance effect based on Duncan’s multiple range
test 0=0.05)
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L 2608 E 0023
5 25000 2
2 21311 2 0020
~ -
£ 20000 18.5] 5 oo 003
S 30015
> 15,000 - 3
=
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Botryodiplodia spp. fsolares Botryodiplodia spp. Isolates

Keterangan (Note): *Hasil analisis dari Laboratorium Rekayasa Bioproses, Pusat Antar Universitas, Institut
Pertanian Bogor (Analysis result from Laboratorium Rekayasa Bioproses, Pusat Antar
Universitas, Institut Pertanian Bogor)

Gambar (Figure) 3: Aktivitas pektinase (A) dan selulase (B) tiga isolat Botryodiplodia
spp. setelah dua minggu masa inkubasi pada media CMS (Pectinase
(A) and cellulase (B) activities of three Botryodiplodia spp. isolates
after two weeks incubation on CMS media)*
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2. Mekanisme pertahanan tanaman
inang terhadap infeksi patogen

Mekanisme  pertahanan  inang
terhadap infeksi patogen dipelajari
melalui analisis aktivitas peroksidase
yang dihasilkan tanaman inang. Secara
umum, bibit jabon yang diinokulasi dapat
menunjukkan  aktivitas  peroksidase
dengan nilai berkisar 0,0006-0,0012
UAE/g (Tabel 4). Selain bibit yang
diinokulasi patogen, bibit yang tidak
diinokulasi juga memperlihatkan adanya
aktivitas peroksidase dengan nilai sebesar
0,0008 UAE/g.

B. Pembahasan
1. Uji patogenisitas isolat
Botryodiplodia spp.

Botryodiplodia  sp.  merupakan
cendawan di daerah tropis dan subtropis
yang dapat menyebabkan berbagai jenis
penyakit pada tanaman. Cendawan L.
theobromae merupakan anggota dari
Botryosphaeriaceae, dikenal sebagai
patogen dengan lebih dari lima ratus
inang dan (Abdollahzadeh, Javadi,
Goltapeh, Zare, & Phillips, 2010; Ismail
etal.,2012).

Cendawan  Botryodiplodia  sp.
secara umum dapat menghasilkan

pertumbuhan radial koloni yang cepat
pada media PDA. Pertumbuhan radial
koloni isolat dalam penelitian ini serupa
dengan penelitian Correia et al. (2016)
yaitu dapat memenuhi cawan petri setelah
dua sampai dengan tiga hari inkubasi
pada media PDA. Sementara itu, Kausar,
Chohan, & Parveen (2009) menunjukkan
bahwa pertumbuhan radial koloni isolat
L. theobromae pada media PDA dan WA
(Water Agar) tidak berbeda nyata setelah
7 hari inkubasi.

Isolat Botryodiplodia spp. yang
diinokulasikan pada bibit jabon dapat
berkembang dengan cepat di dalam
jaringan tanaman. Cendawan ini dapat
menyebabkan batang jabon menjadi
menyusut dan kering serta daun menjadi
berwarna kecoklatan dan menggulung.
Djeugap, Bernier, Dostaler, & Zena
(2016)  melaporkan  serangan L.
theobromae pada bibit tanaman corkwood
(Ricinodendron heudelotii (Baill.) Pierre
ex Heckel) yang menimbulkan gejala
hawar pada pucuk. Gejala yang terus
berkembang menyebabkan bibit tanaman
layu dan mati pucuk hingga tanaman
mati.

Tabel (Table) 4. Aktivitas peroksidase bibit jabon setelah diinokulasi lima isolat
Botryodiplodia spp. (Peroxidase activity of jabon seedlings after
inoculation of five Botryodiplodia spp. isolates)*

Isolat (Isolates)

Aktivitas peroksidase (Peroxidase activity) (UAE/g)

Botryodiplodia spl
Botryodiplodia sp2
Botryodiplodia sp3
Botryodiplodia sp4
Botryodiplodia sp5
Kontrol (Control)

0,0012
0,0012
0,0008
0,0008
0,0006
0,0008

Keterangan (Note): *Hasil analisis dari Laboratorium Rekayasa Bioproses, Pusat Antar Universitas, Institut
Pertanian Bogor (Analysis result from Laboratorium Rekayasa Bioproses, Pusat Antar
Universitas, Institut Pertanian Bogor)
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Inokulasi merupakan tahap awal
dari suatu siklus penyakit. Tahap ini
selanjutnya akan diikuti oleh tahap
penetrasi, infeksi, dan diseminasi.
Inokulasi isolat Botryodiplodia spp. Di-
lakukan secara buatan. Cendawan dapat
memasuki jaringan tanaman jabon
melalui luka atau penetrasi langsung
(Aisah et al., 2015). Sementara itu, nilai
keparahan penyakit mati pucuk yang
dihasilkan isolat virulen cenderung lebih
tinggi jika dibandingkan dengan hasil
penelitian Achamd & Arshinta (2014)
yang memiliki nilai keparahan sebesar
42% pada bibit jabon umur + 4 bulan dari
penyapihan.

Masa inkubasi yang dibutuhkan
Botryodiplodia spp. untuk menimbulkan
gejala pada bibit jabon relatif pendek dan
penyakit dapat berkembang dengan cepat.
Nekrosis yang muncul pada titik
inokulasi dapat berkembang hingga me-
nyebabkan kematian tanaman. Li et al.
(2014) menunjukkan bahwa inokulasi L.
theobromae pada tanaman peach (Prunus
persica (L.) Batsch) mampu me-
nimbulkan gejala seperti tersiram air pada
enam jam setelah inokulasi. Gejala ter-
sebut berkembang menjadi warna ke-
merahan pada satu hari setelah inokulasi
dan menyebabkan gumosis pada 3 hari
setelah inokulasi.

Perkembangan penyakit tumbuhan
bergantung pada interaksi antara tiga
komponen, yaitu tanaman inang, patogen,
dan lingkungan. Perubahan salah satu
dari komponen-komponen tersebut akan
mempengaruhi keparahan penyakit pada
individu atau populasi tanaman inang.
Inokulasi isolat Botryodiplodia spp. pada
semai jabon menghasilkan persentase
keparahan penyakit yang berbeda-beda.
Hal ini menunjukkan bahwa isolat
Botryodiplodia spp. memiliki derajat
patogenisitas yang berbeda, dengan
asumsi kondisi tanaman inang dan ling-
kungan homogen. Prasannath (2013) me-
nyatakan bahwa patogenisitas merupakan
kemampuan patogen dalam menyebabkan
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penyakit, sedangkan virulensi adalah
derajat patogenisitas yang dihasilkan oleh
patogen yang bersangkutan.

Berdasarkan  tingkat keparahan
penyakit, dapat diketahui bahwa tiga dari
lima isolat Botryodiplodia spp. bersifat
virulen terhadap bibit jabon, sedangkan
dua isolat lainnya kurang virulen. Isolat
virulen tidak hanya dapat menimbulkan
gejala lebih cepat pada tanaman inang,
tapi juga menghasilkan persentase ke-
matian bibit lebih tinggi jika di-
bandingkan dengan isolat kurang virulen.

Perbedaan tingkat virulensi isolat
Botryodiplodia spp. diduga disebabkan
oleh faktor genetik atau lingkungan.
Faktor genetik dapat mempengaruhi
tingkat virulensi cendawan patogen,
karena untuk menimbulkan penyakit di-
perlukan interaksi gen antara patogen
dengan inangnya.

2. Mekanisme infeksi cendawan
patogen terhadap tanaman inang

Inokulasi isolat Botryodiplodia spp.
pada bibit jabon berhasil menimbulkan
gejala pada bagian yang dilukai. Ber-
dasarkan Aisah et al. (2015), inokulasi
isolat Botryodiplodia spp. terhadap bibit
jabon dapat menimbulkan gejala berupa
nekrotik, baik pada bagian yang dilukai
maupun tidak dilukai. Hal ini menunjuk-
kan bahwa isolat Botryodiplodia spp.
selain dapat melakukan penetrasi secara
pasif juga dapat melakukan penetrasi
secara aktif terhadap bibit jabon.

Mekanisme penetrasi secara aktif
yang dilakukan cendawan patogen ter-
hadap inangnya dapat dilakukan melalui
kekuatan mekanik atau enzimatik.
Underwood & Somerville (2008) me-
nyatakan bahwa cendawan yang melaku-
kan penetrasi secara langsung pada
epidermis akan menembus kutikula dan
dinding sel untuk memperoleh nutrisi dan
air. Karena adanya pertahanan pasif dari
tanaman inang, maka banyak cendawan
yang mengembangkan struktur infeksi
khusus yang disebut apresorium untuk
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membantu menembus kutikula atau
dinding sel dengan kekuatan mekanik
atau enzimatik.

Pektinase  dan  selulase  ini
merupakan enzim pendegradasi dinding
sel yang dapat digunakan cendawan
patogen untuk proses penetrasi atau
kolonisasi. Kikot, Hours, & Alconada
(2008) menyatakan bahwa enzim pen-
degradasi dinding sel berperan dalam
patogenesis melalui degradasi lapisan
lilin, kutikula, dan dinding sel untuk
membantu invasi jaringan dan diseminasi
patogen. Enzim ini selanjutnya dapat
bertindak sebagai elisitor dalam reaksi
pertahanan inang.

Secara umum, tiga isolat uji
Botryodiplodia spp. (Botryodiplodia sp.
1,  Botryodiplodia  sp. 2, dan
Botryodiplodia sp. 3) dapat menghasilkan
pektinase dan selulase. Penelitian Li ef al.
(2012)  menunjukkan ~ bahwa  B.
theobromae mampu menghasilkan lima
tipe enzim pendegradasi dinding sel,
yaitu poligalakturonase (PG), selulase
(Cx), pektin metilgalakturonase (PMGQG),
poligalakturonase transeliminase (PGTE)
dan pektin metil transeliminase (PMTE)
pada kondisi in vitro dan kondisi
inokulasi.

Aktivitas enzim isolat
Botryodiplodia  spp. memperlihatkan
aktivitas pektinase yang lebih tinggi jika
dibandingkan selulase. Hal ini diduga
karena sampel tanaman yang digunakan
masih cukup muda sehingga komponen
dinding selnya relatif lebih banyak
mengandung  pektin.  Terdeteksinya
aktivitas pektinase dan selulase me-
nunjukkan bahwa isolat Botryodiplodia
spp. melibatkan kekuatan biokimia untuk
menginfeksi tanaman inang.

3. Mekanisme pertahanan tanaman
inang terhadap infeksi patogen

Seperti halnya mekanisme infeksi
patogen, tanaman inang pun memiliki
pertahanan yang bersifat aktif dan pasif.

Pertahanan dasar atau bawaan merupakan
bentuk pertahanan pasif yang sudah
tersedia sebelum terjadi infeksi patogen,
contohnya dinding sel. Underwood
(2012) menjelaskan bahwa patogen harus
menghadapi rintangan fisik yang terdapat
pada dinding sel tanaman inang. Ketika
terjadi interaksi inang-patogen, rintangan
pasif menghambat akses patogen menuju
dinding sel, dan dinding sel secara aktif
berubah bentuk dan menebal pada bagian
dimana interaksi terjadi.

Apabila patogen berhasil memasuki
jaringan inang, maka inang akan
mengaktifkan mekanisme pertahanan lain
sebagai respon terhadap infeksi patogen.
Karena bentuk pertahanan ini muncul
setelah adanya infeksi patogen, maka
mekanisme ini dikenal dengan pertahanan
aktif. Pertahanan aktif inang dapat berupa
ledakan oksidatif, perubahan dasar
dinding sel, akumulasi metabolit
sekunder, aktivasi atau sintesis peptida
dan protein pertahanan (Ashry &
Mohamed, 2011).

Aktivitas  peroksidase = umum
digunakan untuk mengetahui respon
ketahanan dari suatu tanaman inang.
Aktivitas enzim ini dapat terdeteksi pada
bibit jabon yang diberi perlakuan stress
biotik berupa inokulasi cendawan pato-
gen Botryodiplodia spp.. Ter-eteksinya
aktivitas peroksidase pada bibit jabon
menunjukkan bahwa tanaman inang
melibatkan pertahanan aktif untuk me-
ngatasi  infeksi  patogen.  Aktivitas
peroksidase juga terdeteksi pada bibit
jabon yang tidak diinokulasi patogen. Hal
ini diduga karena tanaman sedang
melakukan sintesis polimer dinding sel,
seperti pernyataan Ashry & Mohamed
(2011) bahwa salah satu peranan penting
enzim peroksidase adalah untuk sintesis
polimer dinding sel yang merupakan
barrier fisik terhadap stress biotik dan
abiotik.

Lehr, Schrey, Hampp, & Tarkka
(2008) melaporkan bahwa inokulasi
patogen Botrytis cinerea Pers. pada

97



Jurnal Penelitian Hutan Tanaman
Vol. 14 No. 2, Desember 2017, 85-101

bagian daun dan inokulasi
Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. pada
bagian akar bibit tanaman Norway spruce
(Picea  abies (L) H. Karst.)
memperlihatkan aktivitas peroksidase
yang lebih tinggi dibandingkan kontrol.
Sementara itu, Zolfaghari, Hosseini, &
Korori (2010) menunjukkan bahwa
aktivitas peroksidase pada tanaman beech
(Fagus orientalis Lipsky) mengalami
peningkatan seiring dengan bertambah-
nya tingkat kekeringan, dan mencapai
tingkat maksimum pada saat menjelang
musim dingin. Adapun aktivitas paling
rendah terjadi pada saat kondisi ling-
kungan sesuai untuk pertumbuhan
tanaman, karena pada kondisi ini tanaman
tidak perlu mengeluarkan enzim oksidatif
untuk pertahanan terhadap stress ling-
kungan.

Perlakuan inokulasi patogen tidak
selalu diikuti oleh peningkatan aktivitas
peroksidase inang, bahkan tanaman
kontrol (tanpa inokulasi patogen) dapat
memiliki  aktivitas lebih tinggi di-
bandingkan tanaman yang dinokulasi
patogen. Hal ini diduga sebagai respon
terhadap pelukaan yang dilakukan se-
belum tahap inokulasi. Meskipun
peroksidase memiliki peranan penting
dalam pertahanan tanaman, namun aktivi-
tas enzim ini tidak selalu berkorelasi
positif dengan tingkat ketahanan inang,
karena aktivitas peroksidase bukan satu-
satunya mekanisme yang terlibat dalam
pertahanan inang terhadap stress biotik
atau abiotik.

IV. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Isolat Botryodiplodia spl,
Botryodiplodia sp2, Botryodiplodia sp3,
Botryodiplodia sp4, dan Botryodiplodia
spS memiliki tingkat virulensi yang
berbeda terhadap bibit jabon, yaitu
bersifat virulen untuk isolat
Botryodiplodia spl, Botryodiplodia sp2,
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dan Botryodiplodia sp3, dan kurang
virulen untuk isolat Botryodiplodia sp4
dan Botryodiplodia sp5. Mekanisme
infeksi  isolat  Botryodiplodia  spp.
terhadap bibit jabon salah satunya
melibatkan sekresi enzim, yaitu pektinase
dan selulase. Sementara itu, mekanisme
pertahanan tanaman jabon terhadap
infeksi Botryodiplodia spp. dilakukan
dengan menghasilkan peroksidase.

B. Saran

Tindakan pencegahan terhadap
gangguan penyakit mati pucuk pada bibit
jabon perlu dilakukan sebelum terjadi
infeksi patogen yang dapat dilakukan
dengan cara mengurangi kerusakan fisik
tanaman, tidak menciptakan kondisi
stress pada tanaman, dan mengatur jarak
antar tanaman.
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