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ABSTRACT

I solation method of Pyricularia oryzae the causal agent of rice blast disease. Rice blast is a disease that reduces rice
productivity and threatens global food reserves. The study of diversity and distribution of race fungal causing rice blast
diseaserequired afungal isolates collection from different places and times. One of the challengesin collecting these fungi is
the difficulty of isolation process. The purpose of this research was to study the proper isolation method of rice blast
pathogen. The most appropriate isolation method of Pyricularia oryzae was to moisten the infected panicle, place on moist
filter paper in apetri dish, and incubate plate for 2 days at room temperature under fluorescent lamp. Afterward, conidiumwas
picked using sterile needle and transfered to potato dextrose agar without lactic acid.
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ABSTRAK

Metode isolasi Pyricularia oryzae penyebab penyakit blas padi. Penyakit blas padi merupakan salah satu penyakit yang
dapat menurunkan produktivitas padi dan mengancam cadangan makanan global. Kajian mengenai keragaman dan distribusi
rasjamur penyebab penyakit blas padi membutuhkan koleksi isolat jamur dari berbagai tempat dan waktu pengambilan. Salah
satu kesulitan dalam mengumpulkan isolat jamur penyebab penyakit blas padi adalah proses isolasi. Tujuan penelitian ini
adalah mengkaji metode isolasi jamur penyebab penyakit blas padi yang tepat. Metode isolasi jamur Pyricularia oryzaeyang
paling tepat adal ah dengan melembapkan |eher malai bergejalamenggunakan kertas saring di dalam cawan petri, dan diinkubasi
selama dua hari pada suhu ruang di bawah lampu TL. Setelah itu konidium P. oryzae diambil secara langsung menggunakan

jarum dan ditumbuhkan pada media PDA tanpa asam |l aktat.

Kata kunci: isolasi, Pyricularia oryzae, penyakit blas

PENDAHULUAN

Penyakit blas padi merupakan salah satu penyakit
yang dapat menurunkan produktivitas padi dan
mengancam cadangan makanan global. Menurut
Koutroubas et al. (2009), tanaman padi yang bergejala
penyakit blas dengan intensitas tinggi akan mengalami
penurunan bobot tanaman dan gabah. Menurut Hai et
al. (2007), kehilangan hasi| akibat penyakit blasterutama
karena gejala patah leher berupa penurunan kuantitas
gabah mencapai 38,2- 64,57%, kuantitas malai mencapai
3,12-11,27%, dan bobot 1000 butir gabah mencapai 3,6
-5,07%.

Gejalapenyakit blas padadaun padi dipengaruhi
oleh kondisi lingkungan, umur tanaman, dan tingkat
ketahanan tanaman (TeBeest et al., 2007). Gejala
terdeteksi pertama kali pada fase medium tillering.
Gejala awal dari penyakit ini adalah bintik putih atau

hijau-keabu-abuan dengan tepi berwarna gelap
kehijauan. Dalam perkembangannya gejala bintik
tersebut berubah menjadi putih-kehijauan dengan tepi
menunjukkan nekrotik berwarna cokelat-kemerahan.
Sering kali gejala berbentuk oval dengan sisi runcing
yang kadang bersudut sangat kecil dan kadang tidak
terlalu kecil. Sisi runcing ini sgjgjar dengan pembuluh
daun. Ketikaterjadi sporulasi pusat dari bintik menjadi/
membentuk abu dan berwarna abu-abu karena
keberadaan konidiadan hifa. Bagian tersebut memiliki
panjang rata-rata 1 cm dan dapat mencapai panjang 3-
4 cm pada jointing stage (Mufioz et al., 2007). Selain
pada daun, gejala blas padi juga terjadi pada batang.
Gegdapenyakit blas padi padabatang dan malai berupa
nekrotik berwarna cokelat tua (Gambar 1A) yang
kadang dapat menghambat atau menghentikan aliran sap
tanaman. Gejala pada ruas batang lebih sering terjadi
danlebih berbahayadari padagejalapadabagian antar
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ruas. Gejalapadaruas batang sering kali menyebabkan
batang patah. Jamur pada ruas batang dapat bergeser
mengikuti aliran embun menuju daun bendera dan
menginfeksi lidah-lidah pada ketiak daun (ligula)
(Gambar 1B). Infeksi pada ruas batang teratas (dasar
malai) menyebabkan kerusakan yang sangat parah.
Infeksi padadasar malai menyebabkan penurunan bobot
gabah dan dasar malai menjadi berwarna putih hingga
malai tegak karenagabahnyakosong. Infeksi padadasar
dan cabang malai serta kerusakan pada leher malai
dipengaruhi oleh keadaan lingkungan dan kultivar padi.
Infeksi pada batang lebih sering terjadi pada saat fase
pematangan bulir (Mufioz et al ., 2007). Tantangan dalam
pengelolaan penyakit blas adalah keragaman genetik
jamur penyebab blas yang tinggi. Jamur penyebab
penyakit blas padi diketahui mempunyai banyak ras
fisologi (Santoso & Nasution, 2012). Setiap rasfisiologi
memiliki sifat dan virulensi yang berbeda-beda
(Semangun, 2008), sehinggamemiliki tingkat ketahanan
terhadap usaha pengelolaan penyakit tumbuhan yang
berbeda-beda pula. Kajian mengenai keragaman dan
distribusi rasjamur penyebab penyakit blas membutuhkan
koleksi isolat jamur dari berbagai tempat dan waktu.
Salah satu tantangan dal am mengumpul kan kol eksi jamur
penyebab penyakit blas padi adalah prosesisolasi karena
jamur penyebab penyakit blas sulit untuk diisolasi.
Pendlitianini bertujuan untuk mengetahui metodeisolas
yang tepat untuk mengisolasi jamur penyebab penyakit
blas padi.

METODE PENELITIAN

Tempat dan Waktu. Penelitian ini dilakukan di Sub
Laboratorium Klinik K esehatan Tanaman, Departemen
Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian,
Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta pada bulan Juli
2015 hinggaMei 2016.
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Padapeneitianini dikaji tigametodeisolas jamur
penyebab penyakit blas dari tanaman padi. Metode
isolasi dari suspensi spora dan leher malai disusun
dengan mempertimbangkan hasil isolasi dari metode
sebelumnya.

Metode Isolasi Umum. Metode isolasi umum
merupakan modifikasi metode isolasi jamur patogen
tanaman Mehrota & Aggarwal (2003). Enam belas
sampel daun padi bergeja ablasyang digunakan dalam
penelitian (Tabel 1).

Sampel daun tanaman padi bergejalablasdipotong
kecil (x 1 cn) lalu direndam kloroks 1% selama satu
menit. Potongan daun bergejala tersebut kemudian
direndam dalam air steril selama satu menit untuk
membilas lalu ditiriskan. Setelah itu 5 — 6 potongan
sampel disusun pada media PDA (Potato Dextrose
Agar) (PDA + 1 tetes asam laktat). Setelah beberapa
hari, jamur yang tumbuh dimurnikan dan diidentifikasi
menggunakan mikroskop.

Metode Isolasi dengan Suspensi Spora. Metode
isolas ini disusun berdasarkan modifikasi metodeisolas
Tuite (1969), dan mempertimbangkan evalusi metode
isolasi umum. Leher malai dan daun padi bergejaablas
dari sampel PURS.

Leher malai dan daun padi bergejaladipotong (7
x 0,5 cm). Permukaan bagian tanaman bergejala
dibersihkan dengan klorok dengan perendaman selama
satu menit. Setelah itu dibilas dengan air steril selama
satu menit. Jaringan tanaman tersebut lalu diinkubasi di
atas tisu basah dalam cawan petri pada suhu ruang
selama 1-2 hari. Setelah itu jaringan tanaman tersebut
dipotong kecil dan direndam padaair steril. Leher ma ai
dan daun direndam pada air steril secara terpisah.
Sebelum dituang pada media buatan, suspensi diamati
secaramikroskopi terlebih dahulu. Suspensi lalu dituang

Gambar 1. Gejala penyakit blas padi; (A) pada ruas batang teratas (Ieher malai); (B) pada ketiak daun
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pada PDA (PDA + asam laktat) sebanyak 50 pl,
kemudian diinkubasi selama satu malam. Konidium
dipindahkan pada PDA baru hingga menjadi biakan
murni ldu diidentifikasi.

Metodel solasi dari Leher Malai. Metodeisolasi dari
leher malai disusun berdasarkan modifikasi metode
isolasi Hayashi & Fukuta (2009) dan
mempertimbangkan evalusi metodeisolasi dari suspens
spora. Leher malai padi berggjalablasdari sampel PURS.

Leher malai bergejala dipotong melintang
berukuran 7 cm. Kemudian diinkubasi di atastisu basah
di dalam cawan petri tertutup (Gambar 2). Inkubasi
dilakukan pada suhu ruang selama 1-2 hari dengan
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keadaan selalu terang. Konidia yang muncul dari
permukaan jaringan tanaman kemudian diamati dengan
mikroskop binokul er dan diambil dengan jarum jahit steril
lalu dipindahkan pada PDA yang tidak mengandung
asam | aktat.

Identifikasi Berdasarkan Ciri Morfologi.
Identifikasi berdasarkan ciri morfologi dilakukan
menggunakan mikroskop. Biakan murni jamur hasil
isolasi konidiumtunggal dipotong kecil dan diletakkan
pada gelas benda, kemudian ditambah lactophenol
cotton blue, setelah itu dipanaskan di atas bunsen agar
mediaPDA yang ikut sertadengannyamencair. Setelah
media PDA mencair dan tidak panas, preparat ditutup

Tabel 1. Sampel yang digunakan padaisolasi metode umum

Sampel Kabupaten Provins Varietas
BAN2 Bantul DIY IR64
BANT2 Bantul DIY -
BANUS3 Bantul DIY -

PUR4 Ciamis Jawa Barat Ciherang
MAQO1 Cilacap Jawa Tengah Ciherang
NGR1 Sragen Jawa Tengah -

GON1 Sragen Jawa Tengah Ciherang
PED3 Klaten Jawa Tengah IR64
TAW3 Sukoharjo Jawa Tengah IR64
KES3 Jombang Jawa Timur Ciherang
NGO3 Jombang Jawa Timur IR64
PET3 Jombang Jawa Timur IR64
JAM3 Ponorogo Jawa Timur Ciherang
KAY3 Kediri Jawa Timur Ciherang
PON3 Malang Jawa Timur Ciherang
PONL3 Malang Jawa Timur Ciherang

Gambar 2. Leher malai berukuran 7 cm bergejalablas di atas tisu basah di dalam cawan petri
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dengan gelas penutup. Kemudian diamati bentuk, warna,
dan ukuran konidia Pyricularia oryzae dengan
menggunakan mikroskop.

Identifikasi secara Molekuler. Identifikasi secara
molekuler dilakukan untuk memastikan keberhasilan
isolas padametodeisolasi dari leher malai. Jamur hasil
isolasi konidiumtunggal ditumbuhkan pada40 ml media
Potato Dextrose Broth (PDB) di dalam erlenmeyer.
K emudian miselium disaring dengan kertas saring pada
corong. Kurang lebih 0,5 g miselium kering diletakkan
padamortal porselinlau ditambahkan 700 ul CTAB 2%
dan pasir kuarsasecukupnya. Setelah itu digerushingga
benar-benar halus. Larutan tersebut lalu dipindahkan
pada tabung (tube) 1,5 ml. Larutan dalam tube 1,5 ml
direbus pada air bersuhu 65 °C selama 30 menit dan
digojog selamal menit dengan interval waktu 10 menit.
Selanjutnya larutan disentrifugasi 5000 rpm selama 5
menit. Supernatan dipindah pada tube 1,5 ml baru
kemudian ditambahkan CIAA hinggatube penuh pada
batas 1,5 ml lalu gojog selama 1-3 menit. Setelah itu
disentrifugasi 10.000 - 12.000 rpm selama 10 menit
hinggaterbentuk tigalapisan. Supernatan (larutan bagian
paling atas) dipindah padatube 1,5 ml baru. Kemudian
ditambahkan Etanol/alkohol absol ut (alkohol 96%) dingin
hingga tube penuh pada batas 1,5 ml. Larutan lalu
disimpan pada -20 °C selama satu malam (4-8 jam).

Setelah itu larutan digojog hingga tercampur.
Kemudian larutan disentrifugasi 10.000 - 12.000 rpm
selama 10 menit hingga terbentuk pellet (endapan
DNA). Alkohol (bagian atas) dibuang dan pellet
dipertahankan di dasar tube. Kemudian ditambahkan
akohoal 70% dingin hinggatube penuh padabatas 1,5 ml
lalu digojog 1-3 menit hingga pellet lepas dari dasar
tube. Larutan kembali disentrifugasi 10.000 - 12.000 rpm
selama 10 menit. Alkohal (bagian atas) dibuang kembali
dan pellet dipertahankan di dasar tube. Pellet pada dasar
tube dikering angin menggunakan laminar air flow
selama +2 jam dalam keadaan tube terbuka. Setelah
pellet kering ditambahkan 30-40 pl aquabides steril.
Kemudian tube diketuk-ketuk hinggapellet DNA terlarut
atau lepas dari dasar tube (L estiyani, 2015).

Bahan yang digunakan dalam amplifikasi DNA
adalah, aquabides steril 9,5 pl, PCR master mix
(KAPABIOSY STEMS, Boston, Massachusetts) 12,5
ul, Primer Forward ITSL (5 - TCC GTA GGT GAA
CCTGCGG-3) 1y, Primer Reversel TSA (5'- TCC
TCCGCT TATTGATAT GC- 3) 1 pl, dan DNA 1 pl
sehinggavolume bahan amplifikasi DNA adalah 25 pl.

Amplifikasi dilakukan dengan program Pra-
Denaturasi pada suhu 94 °C selama 5 menit; 40 siklus
Denaturasi pada suhu 94 °C selamal menit, Annealing
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pada suhu 55 °C selama 1 menit, dan Extention pada
suhu 72 °C selama 2 menit; dan Extention akhir pada
suhu 72 °C selama5 menit. Elektroforesismenggunakan
1% gel agarose dilakukan selama 45 menit pada 50 volt.
Apabila pita DNA berada pada ukuran 550 bp maka
prosesidentifikas dilanjutkan dengan sequencing.
Tiga puluh mikroliter hasil amplifikasi dikirim
kepada perusahaan penyedia jasa proses sequencing.
Setelah itu hasil sequencing di cocokan dengan data
GenBank menggunakan program BLAST padawebsite
http://ncbi.nim.nih.gov. Bilapotongan nukleotidahasil
sequncing cocok dengan potongan nukleotida
Pyricularia oryzae yang tesimpan di GenBank maka
sampel tersebut teridentifikasi sebagai P. oryzae.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Metode I solasi Umum. Isolasi jamur dengan metode
isolasi umum dilakukan menggunakan beberapasampel
daun tanaman padi begejalablas (Tabel 1). Padaisolasi
jamur dengan metodeini diperoleh beberapajenisjamur
yang beragam. Hal ini dikarenakan metode isolasi ini
memungkinkan jamur-jamur endofit yang berada di
dalam jaringan daun tanaman padi untuk tumbuh pada
media PDA yang digunakan. Menururt Ariyanto et al.
(2013), jamur endofit yang terdapat pada daun padi
antara lain Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Nigrospora sp., Trichoderma sp., Curvularia sp.,
Mucor sp., Mastigosporium sp., Alternaria sp.,
Fusarium sp., dan Monosporium sp., Verticillium sp.
dan Acremonium sp..

Hasil identifikasi berdasarkan ciri morfologi
mikroskopis menunjukkan bahwa kebanyakan isolat
yang diisolasi merupakan jenis jamur Curvularia sp.,
Nigrospora sp. dan beberapatidak teridentifikasi karena
tidak membentuk konidia (Tabel 2 & Gambar 3).
Sunariasih et al. (2014), menunjukkan bahwa jamur-
jamur endofit dari biji padi memiliki dayahambat yang
besar pada P. oryzae, sehingga diduga jamur endofit
dalam proses isolasi ini mampu menghambat
pertumbuhan P. oryzae.

Metode Isolasi dengan Suspensi Spora. Isolasi
jamur penyebab gejala bercak seperti P. oryzae
sebaiknya diawali dengan induksi spora. Proses ini
menyebabkan jamur yang ada pada jaringan tersebut
termasuk jamur P. oryzae akan membentuk miselium
dan/atau konidia (Tuite, 1969). Pada metodeini proses
isolasi diawali dengan induksi konidia. Prosesinduksi
konidia dilakukan dengan cara melembapkan jaringan
tanaman bergegjala. Menurut Shurtleff & Averre (1997),
Setelahjaringan tanaman bergejal adilembabkan, konidia
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yang terbentuk pada permukaan jaringan dapat diamati
dengan memotong kecil jaringan bergejala tersebut
kemudian melarutkannyapadaair steril. Konidiayang
terlarut dalamair steril diamati menggunakan mikroskop
binokuler (Gambar 4).

Pengamatan mikroskopi terhadap suspensi daun
danleher malai tanaman padi bergejalablasyangtelah
dilembapkan menunjukkan bahwatidak terdapat konidia
P. oryzae pada suspensi daun (Gambar 5A). KonidiaP.
oryzaetampak padasuspensi leher malai (Gambar 5B).
Gambar 5 menunjukkan bahwa prosesinduksi konidia
P. oryzae dari jaringan tanaman bergejala hanya dapat

Vol. 17 No. 1, 2017: 62 - 69

dilakukan dengan menggunakan sampel berupa |eher
malai.

Hasil yang diperoleh dari beberapa kali isolasi
dengan metodeini adalah jenisjamur Fusariumsp. dan
selebihnya koloni jamur tidak tumbuh. Fusarium sp.
tumbuh karenapada suspensi yang dituang tidak hanya
berisi konidium P. oryzae. Dalam proses pengambilan
konidium P. oryzae konidium lain dapat terikut. Hal ini
dapat diatasi dengan mengencerkan suspensi atau
mengambil langsung konidium P. oryzae dari malai yang
telah dilembapkan. Koloni jamur tidak tumbuh dapat
dikarenakan oleh konidiatidak berkecambah. Konidia

Tabel 2. Jenisjamur yang teridentifikasi dari hasil isolasi dengan metode umum

Sampel Isolat Jenis
BAN2 BAN2 - 2 Nigrospora sp.
BANT2 BANT2 - 1 Tidak teridentifikasi
BANU3 BANU3 - 1 Nigrospora sp.
PUR4 PUR4 - 1 Tidak teridentifikasi
PUR4 PUR4 - 2 Nigrospora sp.
MAOQOL1 MAO1 - 2 Curvularia sp.
NGR1 NGR1L - 1 Tidak teridentifikasi
GON1 GON1 - 2 Tidak teridentifikasi
PED3 PED3 - 2 Tidak teridentifikasi
TAW3 TAW3 - 1 Curvularia sp.
KES3 KES3 - 1 Curvularia sp.
NGO3 NGO3 - 1 Curvularia sp.
NGO3 NGO3 - 2 Curvularia sp.
PET3 PET3 - 2 Tidak teridentifikasi
JAM3 JAM3 - 1 Nigrospora sp.
KAY3 KAY3 - 2 Nigrospora sp.
PON3 PON3 - 2 Nigrospora sp.
PONL3 PONL3 - 1 Nigrospora sp.

Gambar 3. Spora Nigrospora sp. pada sampel MAOL (A), Nigrospora sp. pada sampel PON3 (B), dan miselia

tanpa ciri morfologi pada sampel GON1(C)
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tidak berkecambah dapat disebabkan oleh keadaan
media yang asam karena penambahan asam |aktat.
Metodeini dapat disempurnakan dengan mencoba untuk
tidak mencampurkan asam laktat padamedia PDA yang
digunakan.

Metode Isolasi dari Leher Malai. Isolasi dari leher
malai menghasilkan koloni jamur. Koloni jamur yang
diperoleh merupakan biakan murni karenatumbuh dari
konidium tunggal yang diambil langsung dari bagian
tanaman bergejala yang telah dilembapkan. Namun
koloni tersebut tidak membentuk ciri morfologi seperti
konidium sehingga tidak dapat diidentifikasi secara
morfologi. Koloni jamur yang diperol eh dimungkinkan
berjenis P. oryzae karena koloni tersebut tumbuh dari
konidium tunggal P. oryzae.

Identifikasi secara molekuler dilakukan untuk
memastikanjenisjamur dari koloni yang tel ah ditemukan.
Hasil amplifikasi menggunakan primer ITS1 dan ITS4
menunjukkan pitaDNA padajenjang + 550 bp (Gambar
6). Hasil sequencing dan mencocokan dengan GenBank
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menunjukkan bahwaisolat tersebut memiliki kemiripan
sebesar 99% dengan Magnaporthe oryzae [tel emorph]
Pyricularia oryzae [anamorph].

Morfologi koloni P. oryzae yang diperoleh
berwarna hitam keabu-abuan, berbentuk tipis tanpa
miselium udara, membentuk lingkaran menyerupai cincin
setelah tumbuh hampir memenuhi cawan petri dalam
media PDA (Gambar 7). Namun morfologi koloni P.
oryzae dimungkinkan beragam sehinggadapat berbeda
denganisolat yang diperoleh padametodeini.

Metode isolasi dari leher malai dipilih sebagai
metode terbaik karena berhasil mengisolasi P. oryzae
dengan proses yang paling singkat dan sederhana.
Metodeini menghasilkan isolat akhir yang murni karena
tumbuh dari konidium tunggal. Metode ini memiliki
kelemahan berupajenissampel jaringan tanaman yang
dapat digunakan hanya leher malai. Identifikasi pun
harus dilakukan secara molekuler sehingga
membutuhkan waktu dan biaya tambahan. Hal ini
menjadi kendala apabila jumlah sampel yang diisolasi
banyak.

Gambar 5. Suspensi konidium dari daun padi bergejala blas, tidak ditemukan konidium Pyricularia oryzae (A)
dan leher malai padi bergejalablas, ditemukan konidium Pyricularia oryzae (B)
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750 bp

Gambar 6. Hasil elektroforesis setelah amplifikasi menggunakan primer ITS1 dan I TS4 pada sampel PURS hasil
isolasi menggunakan metodeisolasi dari leher malai, menggunakan 1% agarose gel. M: Marker (100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 3000)

B
Gambar 7. Koloni Pyricularia oryzae pada media PDA; Tampak atas (A); tampak bawah (B)
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