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ABSTRACT

Isolation, Identificaton, and Charaterization of Blast
Fungus Pyricularia oryzae Derived from Rejuvenation. Puji
Lestari, Wawan, Tri P. Priyatno, Wening Enggarini,
Reflinur, and Yadi Suryadi. Blast disease caused by
Pyricularia oryzae (Po) is one of the important diseases on
rice crop in Indonesia. This study was aimed at obtaining blast
fungus pathogen rejuvenated from preserved seed origin, agar
medium and rice leaf tissue. In addition, we identified blast
isolates for long-term storage collection, and characterized
isolates towards their specific locus of genes virulence. The
results revealed that 22.7% isolates stored in agar media
produced a typical mycelium of Po. The specificity of total
genomic DNA banding pattern of isolates which were
analyzed using specific primers encoding virulence genes of
Cutl, Erg2, and Pwi2, showed six haplotypes consist of B-001
(1 isolate), C-011 (1 isolate), D-111 (8 isolate), F-110
(1 isolate), G-100 (3 isolate), and H-101 (2 isolate). None of
haplotypes A-000 and E-010 were found among the isolates
studied. In regard to its pathogenicity, the majority of Po
fungal isolates had Cutl, Pwi2, and Erg2 genes. Among the
total isolates of the Po fungus, the greatest proportion of genes
were Pwil2 (87.5%) followed by Cutl (75%) and Erg2 (62.4%)
genes.

Keywords: Rice, characterization, blast, Pyricularia oryzae,
rejuvenation.

ABSTRAK

Penyakit blas yang disebabkan oleh cendawan Pyricularia
oryzae (Po) merupakan salah satu penyakit penting pada
pertanaman padi di Indonesia. Penelitian ini bertujuan untuk
mendapatkan cendawan patogen blas yang berasal dari hasil
rejuvenasi simpanan benih, media agar, dan jaringan daun
padi. Selain itu, identifikasi koleksi isolat blas yang ditujukan
untuk penyimpanan jangka panjang dan karakterisasi kespesi-
fikan tiap isolat terhadap lokus spesifik gen virulensi. Hasil
pengujian menunjukkan 22,7% isolat yang tersimpan dalam
media agar masih menunjukkan tipikal miselium Po. Kespesi-
fikan pola pita DNA genomik total isolat yang dianalisis ber-
dasarkan primer penyandi gen spesifik virulensi Cutl, Erg2,
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dan Pwi2, diperoleh sebanyak enam haplotipe meliputi B-001
(1 isolat), C-011 (1 isolat), D-111 (8 isolat), F-110 (1 isolat),
G-100 (3 isolat), dan H-101 (2 isolat). Tidak ditemukan
haplotipe A-000 dan E-010 pada isolat Po yang dianalisis.
Dalam hubungannnya dengan patogenisitas, mayoritas cenda-
wan Po mempunyai gen Cutl, Pwi2, dan Erg2. Di antara total
isolat cendawan Po, gen yang paling besar ditemukan propor-
sinya adalah gen Pwi2 (87,5%) diikuti Cutl (75%) dan Erg2
(62,4%).

Kata kunci: Padi, karakterisasi, blas, Pyricularia oryzae,

rejuvenasi.

PENDAHULUAN

Penyakit blas yang disebabkan oleh cenda-
wan Pyricularia oryzae (Po) adalah salah satu
penyakit penting pada padi gogo, pasang surut atau
lahan rawa dan dapat menyebabkan penurunan
produksi padi secara drastis. Penyakit ini mudah
beradaptasi dalam kondisi lingkungan dengan suhu
yang fluktuatif dan kelembaban tinggi. Blas juga
tersebar di sawah tadah hujan maupun sawah ber-
irigasi (Santoso ef al., 2007). Penyakit blas dilapor-
kan di banyak negara penghasil padi (Rao, 1994),
termasuk banyak ditemukan pada ekosistem padi
gogo di Indonesia, di mana luas serangan penyakit
blas diperkirakan mencapai 19.629 ha dari total luas
pertanaman padi sebesar 12.883.576 ha pada tahun
2009 (BPS, 2010). Penanaman varietas tahan me-
rupakan cara yang paling efektif dan ekonomis
untuk mengendalikan penyakit blas padi. Banyak
varietas tahan telah dikembangkan, namun seiring
waktu, ketahanan dengan gen dominan tunggal
mengalami penurunan terutama karena munculnya
ras patogen baru (Utami et al., 2006). Hal ini di-
karenakan perubahan secara genetik pada cendawan
Po berlangsung terus menerus sehingga varietas
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tahan akhirnya pada titik tertentu terpatahkan oleh
infeksi patogen (Kang dan Lee, 2000).

Serangan cendawan Po dapat terjadi pada
daun, buku, leher malai, bulir padi, dan leher daun
(Scardaci et al., 1997). Gejala khas pada malai yang
sering ditemukan, yaitu adanya bercak kehitaman
dengan malai yang patah, atau bulir yang menge-
ring dan hampa, menyebabkan persentase gabah
berisi sangat rendah. Pada taraf serangan blas daun
yang tinggi dapat menyebabkan infeksi serangan
pada tangkai malai (neck blast) sehingga dapat me-
nyebabkan kehilangan hasil (Gill dan Bonman,
1988).

Gejala blas pada biji padi biasanya berbentuk
bintik-bintik dan bercak cokelat, dan kadang-
kadang berbentuk berlian klasik seperti sering ter-
lihat pada daun. Meskipun peran benih padi dalam
siklus hidup cendawan belum jelas, Po dianggap
patogen tular benih yang sangat penting dan me-
miliki frekuensi terdeteksi yang rendah (Mew dan
Gonzales, 2002). Namun demikian, dalam teknik
penyimpanan isolat, cendawan Po sering diisolasi
dari daun, biji padi/gabah maupun bagian tanaman
lainnya dan sering disimpan pada media kertas
saring steril atau langsung pada biji padi yang me-
rupakan salah satu teknik penyimpanan cendawan
patogen blas.

Gen yang berhubungan dengan sifat virulensi
pada Po secara genetik telah dikaji oleh beberapa
peneliti (Chao dan Ellingboe, 1997; Valent et al.,
2001). Selain itu, beberapa gen resisten terhadap
Po, gen yang mengontrol kompatibilitas dengan
varietas tertentu, dan gen-gen yang mengontrol per-
kembangan blas selama infeksi termasuk gen yang
mempengaruhi pembentukan apresorium dan fungsi
penetrasi apresorium juga telah dilaporkan (Chao
dan Ellingboe, 1997; Kang dan Lee, 2000; Lau dan
Ellingboe, 1993). Famili gen Pwl selain Pwll
(Kang dan Lee, 2000) dan beberapa gen spesifik
yang berperan dalam pengenalan inang Po, yaitu
Cutl, Erg2, dan Pwl2. Gen Cutl merupakan lokus
yang menjadikan gen cutinase berfungsi sebagai
pendegradasi lapisan kutikula tanaman (Sweigard et
al., 1992). Gen Erg2 berperan sebagai penyandi
metabolit sekunder pada cendawan yang menjadi
target antifungal pada sel tanaman (Keon et al.,
1994), sedangkan Pw/2 dikenal sebagai gen aviru-
len yang bersifat spesifik inang (Valent dan
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Chumley, 1994). Ketiga gen tersebut banyak di-
gunakan sebagai marka DNA yang dikenal sebagai
sequence characterized amplified region (SCAR)
(Soubabere et al., 2001), termasuk penggunaannya
dalam studi keragaman genetik cendawan Po
(Reflinur et al., 2005).

Tujuan penelitian ini adalah (1) merejuvenasi
cendawan patogen blas yang berasal dari biji padi
sebagai media penyimpanan cendawan dan bagian
jaringan lain padi, (2) mengidentifikasi isolat blas
dalam usaha pengoleksian dan penyimpanan di
bank gen, dan (3) mengkarakterisasi kespesifikan
isolat Po terhadap lokus spesifik yang berhubungan
dengan gen virulensi.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Bio-
kimia, Laboratorium Mikrobiologi, Laboratorium
Terpadu, dan Laboratorium Biologi Molekuler,
Balai Besar Penelitian dan Pengembangan
Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian
pada tahun 2011. Sebagai sumber isolat, sebanyak
32 isolat cendawan blas hasil koleksi Kelti Biologi
Molekuler diisolasi kembali dari sarana penyim-
panan biji padi, dan diperbanyak kembali pada
media agar. Sebanyak delapan sampel daun padi
yang diduga terinfeksi patogen blas juga digunakan
sebagai sumber materi untuk isolasi cendawan.

Isolasi dan Identifikasi Cendawan Po

Isolasi cendawan blas Po dari biji padi di-
lakukan  menggunakan metode monokonidia
(Agrios, 1988; Bonman et al., 1986). Benih atau
bagian jaringan tanaman yang diduga mengandung
patogen blas ditumbuhkan pada cawan petri steril
yang dijaga kelembabannya. Cendawan yang tum-
buh pada benih dipindah dan ditumbuhkan pada
cawan petri yang mengandung media agar buatan
potato dektrose agar (PDA) (terdiri atas kentang
300 g, dektrose 20 g, bakto agar 20 g, dilarutkan
dalam H,O 1 liter), kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 5-7 hari. Miselia cendawan yang su-
dah tumbuh dipindahkan pada tabung agar miring.
Untuk membuktikan bentuk spora cendawan blas,
miselium ditumbuhkan kembali pada media oat
meal agar (OMA) (30 g oat meal, 20 g agar, dan
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5 g sukrose) diinkubasi selama 7-8 hari suhu pada
ruang. Cendawan yang tumbuh pada media agar ter-
sebut secara aseptik dicuci air destilata steril untuk
menghilangkan hifa aerial. Selanjutnya cendawan
diberi perlakuan penyinaran (Manandhar, 1998)
selama 3-5 hari untuk menginduksi pembentukan
spora. Spora dikoleksi dengan menyiramkan seba-
nyak 10 ml destilata steril pada permukaan cenda-
wan, kemudian spora dipanen dengan cara digosok
menggunakan kuas steril. Suspensi spora disaring
dengan kain saring steril dan disimpan dalam
tabung erlenmeyer sampai dilakukan pengamatan.
Sampel suspensi spora yang diduga patogen blas
diidentifikasi bentuk dan jenisnya (Bonman et al.,
1986) dan diamati di bawah mikroskop cahaya
dengan berbagai perbesaran. Cendawan Po dapat
diidentifikasi dengan adanya konidia yang berben-
tuk mirip gada warna abu-abu dan umumnya me-
miliki dua septa, namun kadang-kadang ditemukan
juga satu atau tiga septa. [solat yang menunjukkan
cendawan Po disimpan di agar PDA maupun
gliserol 10% untuk disimpan sebagai stok murni.
Biakan tersebut juga digunakan sebagai sumber
isolasi DNA untuk dilakukan amplifikasi PCR.

Isolasi DNA Cendawan Po

Sebanyak 16 isolat cendawan yang terdiri
atas 12 isolat patogen blas Po dan empat isolat yang
diduga sebagai Po, ditumbuhkan dalam media PD
cair selama 5-7 hari. Miselia cendawan disaring
dari kultur cair menggunakan kain saring Whatman
No. 1, kemudian disimpan di dalam wadah atau di-
bungkus menggunakan alumunium foil steril.
Miselia selanjutnya dikeringkan pada suhu 50°C
selama 24 jam. Miselia disimpan pada suhu -20°C
sampai siap diisolasi DNA-nya. Isolasi DNA di-
lakukan mengikuti prosedur Pich dan Schubert
(1993). Miselia kering digerus menggunakan mortar
steril lalu ditambahkan bufer ekstraksi sebanyak 1
ml. Campuran miselia halus tersebut dimasukkan
dalam tabung mikro ukuran 1,5 ml. Sebanyak
masing-masing 100 pl bufer SDS 20% dan PVP 6%
ditambahkan, kemudian campuran divorteks sampai
tidak ada gumpalan, dan diinkubasi pada suhu 65°C
selama 30 menit dalam oven/waterbath. Sebanyak
150 pl potasium asetat 5 M ditambahkan, divorteks
kemudian diinkubasi dalam freezer -20°C selama
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30 menit. Setelah inkubasi, campuran disentrifugasi
dengan kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit.
Supernatan yang diambil ditambah 200 pl fenol dan
200 pl kloroform isoamilalkohol (24 : 1), dicampur
perlahan, kemudian disentrifugasi pada 12.000 rpm
selama 10 menit. Supernatan ditambahkan 100 pl
sodium asetat 3 M, dan 500 pl isopropanol dingin,
diinkubasi pada suhu -20°C selama 30-60 menit.
Akhir inkubasi, campuran disentrifugasi lagi pada
12.000 rpm selama 10 menit. Pelet yang mengen-
dap di bagian bawah tabung dicuci dengan 100 pl
ethanol absolut, kemudian pelet dipisahkan dari
supernatan dengan kecepatan 12.000 rpm selama 5
menit. Pelet yang mengandung DNA dilarutkan de-
ngan bufer TE atau air destilata dan disimpan pada
suhu -20°C. Hasil DNA yang berhasil diisolasi ke-
mudian diuji kuantitas dan kualitasnya dengan alat
NanoDrop2000.

Amplifikasi PCR

Uji genotipe cendawan P. oryzae dilakukan
menggunakan marka berbasis gen untuk sifat viru-
lensi, yaitu marka Erg2, Pwi2, dan Cutl (Soubabere
et al., 2001). Ukuran amplikon tiap primer untuk
gen Erg2 adalah 1.440 bp, Pwi2 900 bp, dan Cutl
1.730 bp berlainan pada DNA genomik cendawan
Po. Urutan basa tiap primer tersebut adalah Cutl :
F:5’-TATAGCGTTGACCTTGTGGA-3’, R:5’;
TAAGCATCTCAGACCGAACC-3’, Erg2 : F:5’-
GCAGGGCTCATTCTTTTCT-3’, R:5’;
CCGACTGGAAGGTTTCTTTA-3’; dan Pwi2
F:5’-TCCGCCACTTTTCTCATTCC-3’, R:5’-
GCCCTCTTCTCGCTGTTCAC-3".

Reaksi PCR dilakukan pada total reaksi 20 pl
volume yang mengandung 40 ng DNA, 0,2 uM
dNTPs, 1 pmol primer forward dan reverse, 1 U
enzim Taq DNA polymerase (Vivantis), 1x bufer
dan GC-rich 5%. Program PCR diawali dengan
denaturasi awal pada 94°C selama 5 menit, proses
amplifikasi sebanyak 30 siklus, yakni 94°C selama
30 detik, 52°C selama 30 detik, 72°C selama 30
detik, dan siklus terakhir pada pada 72°C selama 10
menit. Elektroforesis produk PCR dilakukan pada
gel agarosa 2% (w/v) untuk mengidentifikasi ampli-
kon tiap primer sesuai ukuran referensi (Soubabere
et al., 2001). Pita DNA hasil amplifikasi yang mun-
cul untuk setiap primer dari masing-masing isolat
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diskor dengan nilai 1 (ada) dan O (tidak ada). Se-
lanjutnya data ini digunakan untuk mengelompok-
kan isolat-isolat uji menjadi beberapa haplotipe,
berdasarkan kombinasi ketiga jenis gen (Pwi2,
Erg2, dan Cutl) pada isolat-isolat yang diuji.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Identifikasi Cendawan Po

Hasil rejuvenasi isolat Po dan identifikasi
berdasarkan morfologi konidia dari total koleksi 22
isolat patogen blas yang disimpan pada biji padi,
menunjukkan lima isolat benar-benar murni meru-
pakan miselia Po, selain dua isolat murni yang ter-
simpan dalam media agar. Daftar isolat hasil isolasi
baru dan identifikasi koleksi sebelumnya disajikan

pada Tabel 1. Hasil isolasi dari daun padi di lapang
yang diduga terinfeksi patogen blas menunjukkan
adanya satu isolat cendawan Po (isolat Kuningan).
Sisa isolat blas yang disimpan dalam benih/gabah
kemungkinan terkontaminasi dengan cendawan
lain, dan perlu pemurnian lanjut. Hal tersebut dapat
diketahui dari hasil benih padi yang ditumbuhkan
secara langsung pada media PDA teridentifikasi
adanya kontaminasi cendawan jenis lain antara lain
Curvularia sp., Aspergillus spp., Nigrospora
oryzae, Penicillium sp. Kemungkinan transmisi
cendawan jenis lain muncul saat penyimpanan,
sehingga purifikasi dan identifikasi secara berkala
sangat diperlukan. Seperti ditekankan oleh Mew
dan Gonzales (2002) bahwa cendawan patogen
yang terdeteksi pada benih sering dideteksi, meski-
pun peran benih padi dalam siklus hidup cendawan

Tabel 1. Identifikasi isolat cendawan yang diduga sebagai Po.

Kode isolat Asal dan bagian jaringan Identifikasi visual ~ Jenis fungi
R.123 BM/isolat murni Ada Po

R.033 BM/isolat murni Ada Po

04.383 BM/Gabah Ada Po

04.242 BM/Gabah Tidak ada Nigrospora oryzae
04.381 BM/Gabah Tidak ada ND

04.371 BM/Gabah Tidak ada Penicillium sp
04.388 BM/Gabah Ada Po

06.126 BM/Gabah Tidak ada ND

06.127 BM/Gabah Tidak ada ND

05.060 BM/Gabah Ada Po

06.001 BM/Gabah Ada Po

06.065 BM/Gabah Ada Po

06.080 BM/Gabah Tidak ada ND

05.049 BM/Gabah Tidak ada ND

07.006 BM/Gabah Tidak ada ND

07.113.a BM/Gabah Tidak ada ND

07.113.b BM/Gabah Tidak ada ND

07.129 BM/Gabah Tidak ada ND

07.127 BM/Gabah Tidak ada ND

06.118 BM/Gabah Tidak ada ND

06.121 BM/Gabah Tidak ada ND

06.039 BM/Gabah Tidak ada ND

04.376 BM/Gabah Tidak ada ND

05.023 BM/Gabah Tidak ada ND

KR.001 Daun/Ciapus, Bogor Tidak ada Curvularia spp
KR.002 Daun/Ciapus, Bogor Tidak ada Curvularia spp
KR.003 Daun/Ciapus, Bogor Tidak ada Curvularia spp
KR.004 Daun/Ciapus, Bogor Tidak ada Curvularia spp
PO.01 Daun/Kuningan, Jawa Barat Ada Po

PO.02 Daun/Kuningan, Jawa Barat Ada Po

PO.03 Daun/Kuningan, Jawa Barat Ada Po

Kuningan Daun/Kuningan, Jawa Barat Ada Po

*Pengamatan di bawah mikroskop pembesaran 10x, 40x, dan 100x. ND = belum ditentukan.
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masih belum jelas. Hal lebih penting lagi adalah
deteksi cendawan Po asal simpanan media benih/
gabah menunjukkan level yang rendah sehingga
memerlukan upaya peremajaan isolat dan identifi-
kasi secara berkala.

Dalam penelitian ini cendawan blas diremaja-
kan kembali menggunakan medium basal PDA dan
menunjukkan pertumbuhan yang baik. Media PDA
dilaporkan memberikan pertumbuhan maksimum
pada cendawan blas dibanding dengan media lain
seperti media Richard’s agar dan host extract + 2%
sukrosa (Meena, 2005). Koloni cendawan Po pada
media PDA menunjukkan pertumbuhan yang baik
pada suhu ruang dan optimum pada kisaran suhu
25-30°C. Observasi di bawah mikroskop menun-
jukkan bahwa semua isolat Po dalam kajian ini
memiliki bentuk konidia pyriform di mana umum-
nya bagian dasarnya bulat dan ujungnya menyem-
pit. Hampir semua tidak berwarna/transparan
(hialin) dan berwarna pucat olive. Rata-rata terdapat
dua septa dengan tiga sel yang berbeda luas
(Gambar 1), yang selaras dengan hasil penelitan
sebelumnya (Meena, 2005).

Isolat Po biasanya ditandai dengan warna ke-
kuningan yang mengkilap ataupun hitam keabu-
abuan. Beberapa isolat menampakkan pinggiran
koloni yang lebih halus namun ada juga yang tidak
teratur. Pada umumnya miselia cendawan Po mem-
punyai bentuk lingkar seperti cincin konsentris yang
mengarah ke pusat. Dengan demikian berdasarkan
pengamatan morfologi, hasil pemurnian kembali
memiliki variasi pada tipe pertumbuhan, warna
koloni maupun batas pinggir koloni cendawan.
Variasi morfologi isolat cendawan Po penting dari
sudut pandang biologi patogen karena patogen ini
terjadi di alam sehingga terkait langsung dengan
perkembangan ras patogen Po. Secara umum peru-
bahan ras Po terjadi di alam yang mendukung
variasi tinggi dalam populasi patogen blas dan ter-
libat dalam faktor penurunan atau hilangnya ke-
tahanan (Kang dan Lee, 2000).

Hasil isolasi cendawan baru, teridentifikasi-
nya Curvularia pada daun padi daerah Ciapus
(KR0O01-004) sangat menarik perhatian. Bentuk
konidianya mirip dengan konidia patogen blas dan
berwarna cokelat dengan jumlah septa umumnya
tiga buah atau lebih (Tabel 1, Gambar 1). Gejala pe-

Buletin Plasma Nutfah Vol.20 No.l Th.2014

Gambar 1. Konidia Po dan Curvularia sp. di bawah mikroskop
cahaya. A = konidia Po dengan dua septa dan tiga sel
(100x), B = konidia Curvularia sp. berwarna cokelat
dengan bentuk bulat dengan septa dua atau lebih (40x).

nyakit pada daun padi yang disebabkan oleh cenda-
wan ini yang ditemukan di lapang menunjukkan ke-
miripan dengan gejala blas. Patogen ini umumnya
ditemukan pada tanaman gulma seperti rumput-
rumputan. Dengan ditemukannya gejala serangan
patogen tersebut pada padi sangat penting untuk
dikaji lebih lanjut. Selain itu, ada tiga isolat cenda-
wan dengan kode PO (01-03) yang diisolasi dari
daun padi yang menunjukkan gejala seperti blas
juga dikoleksi. Isolat cendawan ini diikutkan dalam
karakterisasi secara molekuler menggunakan primer
spesifik virulensi. Aplikasi marka spesifik terkait
gen virulensi dapat membantu dalam memberikan
informasi tentang mekanisme potensial dari variasi
ras cendawan Po (Launge dan de Wit, 1988). Usaha
dalam mengidentifikasi kembali beberapa isolat
blas tersebut dilakukan untuk tujuan pemurnian dan
karakterisasi sebelum dilakukan penyimpanan
untuk koleksi mikroba di BB Biogen.
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Karakterisasi Molekuler dengan Primer
Penyandi Gen Spesifik Virulensi

Hasil DNA yang diisolasi menunjukkan
kualitas dan kuantitas yang sesuai dengan rekomen-
dasi sehingga layak untuk digunakan dalam ampli-
fikasi PCR. Kualitas DNA pada rasio 260/280 pada
kisaran 1,8-2, sehingga dapat dikatakan bahwa
kontaminan protein rendah. Demikian juga ke-
murnian DNA cukup tinggi dari kontaminan fenol
ataupun bahan organik pada rasio 260/230 juga
pada kisaran 1,8-2.

Amplifikasi berdasarkan primer penyandi gen
spesifik virulensi Cutl, Erg2, dan Pw/2 menunjuk-
kan bahwa primer tersebut tidak teramplifikasi pada
semua isolat yang dikarakterisasi. Contoh variasi
amplikon pada isolat cendawan yang diamati be-
serta ukuran gen virulensi tercantum pada Gambar
2 dan Gambar 3. Berdasarkan kespesifikan pola pita
pada DNA genomik total isolat yang dianalisis
untuk ketiga primer tersebut, diperoleh enam
haplotipe (Tabel 2). Jenis haplotipe dari penelitian
sebelumnya, enam haplotipe yang berhasil diidenti-
fikasi meliputi B-001 (satu isolat), C-011 (satu
isolat), D-111 (delapan isolat), F-110 (satu isolat),
G-100 (tiga isolat), dan H-101 (dua isolat). Tidak
ditemukan haplotipe A-000 dan E-010 dalam isolat
yang dianalisis. Haplotipe terbanyak adalah D-111
sesuai dengan hasil penelitian sebelumnya (Reflinur
et al., 2005), diikuti oleh haplotipe G-100, sedang-
kan haplotipe B-001 dan C-011 ditemukan paling
sedikit.

Isolat cendawan blas yang diisolasi dari bebe-
rapa tempat terinfeksi penyakit blas menunjukkan
keragaman yang tinggi mengingat ada enam
haplotipe yang ditemukan yang hanya bersumber
dari 16 isolat. Isolat dengan kode PO (01-03) ter-
deteksi dalam haplotipe yang sama, yaitu G-100.
Sementara Culvularia (KRO1, KR02, KR03, KR04)
ternyata menunjukkan adanya posisi ketiga gen
virulensi tersebut dalam genomnya sesuai strain,
yaitu terbagi dalam haplotipe mayor (D-111) diikuti
H-101, B-001, dan C-011. Pengujian dan identifi-
kasi kembali isolat yang diduga Curvularia spp.
perlu dilakukan, kemungkinan ditemukan adanya
Po atau ada kedekatan secara genetik. Hal ini mem-
buktikan bahwa mayoritas cendawan Po mempu-
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Tabel 2. Haplotipe isolat blas berdasarkan pola amplikon ketiga gen
virulensi.

Keberadaan amplikon

Kode isolat Haplotipe
Pwi2 Egr? Cutl
05.060 1 0 1 H-101
04.383 1 1 1 D-111
04.388 1 1 1 D-111
06.065 1 1 1 D-111
R.033 1 1 0 F-110
R.123 1 1 1 D-111
Kuningan 1 1 1 D-111
07.113 1 1 1 D-111
06.118 1 1 1 D-111
PO.01 1 0 0 G-100
PO.02 1 0 0 G-100
PO.03 1 0 0 G-100
KR.01 1 1 1 D-111
KR.02 0 0 1 B-001
KR.03 0 1 1 C-011
KR.04 1 0 1 H-101

Cutl

Erg2

Pwi2

Gambar 2. Pola pita hasil amplifikasi DNA genomik cendawan Po
dengan gen virulensi. Sumur paling kiri adalah DNA
ladder 1 kb.

nyai gen Cutl, Pwl2, dan Erg2 dalam hubungannya
dengan patogenisitas terhadap penyakit blas padi.
Di antara total isolat cendawan dengan meng-
abaikan geografi sumber infeksi, gen yang paling
besar proporsinya ditemukan adalah gen Pwi2
(87,5%) diikuti Cutl (75%) dan selanjutnya adalah
Erg2 (62,4%). Sesuai dengan pendapat Tenjo dan
Hamer (2002) bahwa perkembangan Po selama pro-
ses infeksi dikendalikan oleh banyak gen. Dengan
demikian gen spesifik yang merupakan faktor viru-
lensi berpengaruh terhadap patogenisitas cendawan
Po dan dalam menginvasi jaringan tanaman inang.
Virulensi ini menyebabkan isolat cendawan tersebut
dapat menyebabkan penyakit blas pada tanaman
padi. Keragaman haplotipe Po tidak lepas dari pe-
ngaruh faktor lingkungan seperti suhu dan kelem-
baban, baik pada lokasi yang sama maupun ber-
beda. Menurut Agrios (1988), lingkungan dapat
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Gambar 3. Contoh amplikon yang dihasilkan pada beberapa isolat
cendawan Po menggunakan primer penyandi gen
virulensi. A = Erg2, B = Pwl2, No. 1-8 = kode isolat
cendawan.

mempengaruhi ketersediaan inokulum, tingkat per-
tumbuhan patogen, daya tahan hidup patogen, ke-
rentanan genetik inang, serta arah dan jarak penye-
baran patogen.

Dilaporkan bahwa gen virulen, termasuk
Pwi2 tidak stabil (Valent dan Chumley, 1994). Dari
penelitian ini, isolat Po yang mengandung satu atau
lebih gen virulen tidak stabil seperti haplotipe
D-111, H-101, F-110, dan G-100 kemungkinan
sering mengalami mutasi spontan yang berpengaruh
terhadap virulensinya cukup tinggi. Sebaliknya Po
yang mengalami gen dengan frekuensi mutasi
normal menunjukkan bahwa ketidakstabilan genetik
dapat mempengaruhi bagian tertentu genom Po dan
efeknya bervariasi tergantung ras (Valent, 1997).

Dengan demikian marka berbasis PCR
merupakan teknik ampuh untuk mendeteksi variasi
genetik fitopatogen (Annamalai et al., 1995) ter-
masuk Po. Variasi yang tinggi dari koleksi cen-
dawan Po hasil isolasi dari studi ini ditunjukkan de-
ngan jumlah haplotipe yang tinggi dari total 16
isolat yang diidentifikasi berdasarkan gen virulensi.
Variasi ini berhubungan dengan variasi genetik
inang yang sangat dipengaruhi oleh sejumlah tekan-
an seleksi patogen, seperti yang dilaporkan peneliti
sebelumnya (Chada dan Gopalkhrisnan, 2005;
Shrinivasachary et al., 2002). Mekanisme genetik
yang dapat menerangkan variasi ras Po dapat terjadi
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akibat mutasi ataupun rekombinasi (Zeigler, 1998).
Analisis struktur populasi patogen blas mengguna-
kan marka genetik selaras dengan uji spektrum
virulensinya yang mengikutsertakan varietas refe-
rensi pada uji sehingga dapat memberikan pandang-
an baru tentang dinamika evolusi dari ras Po di
lapang.

KESIMPULAN

Sebanyak 22,7% isolat yang tersimpan dalam
media agar masih menunjukkan tipikal miselium
Po. Berdasarkan pengujian kespesifikan pola pita
DNA genomik dengan primer penyandi gen spesifik
virulensi Cutl, Erg2, dan Pwl2, diperoleh enam
haplotipe meliputi B-001 (satu isolat), C-011 (satu
isolat), D-111 (delapan isolat), F-110 (satu isolat),
G-100 (tiga isolat), dan H-101 (dua isolat).

Untuk keperluan koleksi isolat Po, sebelum
dilakukan penyimpanan jangka panjang dan men-
cegah kemungkinan kontaminasi dengan jenis cen-
dawan lain selama di penyimpanan, maka pemurni-
an secara spora tunggal dan identifikasi/karak-
terisasi secara berkala perlu dilakukan.
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