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Pengembangan Metode Deteksi Cepat
Aspergillus flavus Link. dan Fusarium sp. pada Benih Padi
Menggunakan Laser-Induced Fluoresence
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Abstract

imw e3dio sey

E.mgl is known to produce specific metabolites as its secondary characters. The
using of laser-induced fluoresence needs to be developed because each metabolite has
specific fluoresence emission when exposed to near ultraviolet or ultraviolet light.
Detecﬁon method for fungal diseases using laser-induced fluoresence has some
advanfages fast, cheap, easy, and accurate. This study is aimed to develop rapid
detectipn protocol by laser-induced fluoresence mechanism. The result of the this study
is expgeted in the future fluoresence spectroscopy using laser light could be used as
easy, gheap, fast, and accurate seed health testing method. The research was conducted
in Migology Laboratory of Plant Protection Department and Biophysics Laboratory of
Physngs Department, Bogor Agricultural Institute, started from April 2008 until
November 2008. This research covered (1) research preparation to obtain pure isolates
of A. 77avus and Fusarium semitectum Berk. & Rav., (2) calibration of laser-induced
fluoresence which covered measurement wavelength of metabolite produced by A.
flavus and Fusarium sp.; and fluoresence spectroscopy calibration of metabolite of A.
flavus and Fusarium sp. as standard fungi metabolite, and (3) detection of A. flavus and
Fusarium sp. on rice seed which covered fungi growth media modification as standard
media to measure the wavelength of fungi metabolite; and laser-induced fluoresence
application to detect A. flavus and Fusarium sp. The result of this study shows that
metabolite of 4. flavus produces blue fluoresence at 424-427 nm, and also metabolite of
Fusarium sp. produces blue fluoresence at 427 nm. A. flavus and Fusarium sp. display
typicaijfluoresence spectra which differ from fluoresence spectra of growth medium
PDAQO In conclusion, specific fluoresence spectra have been identified which permit
dete%ibn method of fungal infection on rice seed using laser-induced fluoresence.

=
Kengds: rice seed, Fusarium sp., Aspergillus flavus, detection, laser-induced
fluoresence
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Pendahuluan

Padi merupakan komoditas pangan yang memiliki peranan cukup besar, karena
padi merupakan bahan makanan pokok bagi sebagian besar penduduk Indonesia. Salah
satu komponen utama sistem produksi padi adalah benih. Hidayat (2006) menyatakan
bahwa kualitas benih akan menentukan nilai ekonomi suatu produksi pertanian,
sehingga benih merupakan komoditas yang bernilai ekonomi tinggi. Selain mutu
genetis dan mutu fisiologis, kesehatan benih termasuk pula sebagai kriteria kualitas
benih. () Kesehatan benih menggambarkan potensi benih sebagai pembawa
mikrod?‘ffénisme penyebab penyakit tanaman.

C@dawan merupakan kelompok patogen utama yang dapat terbawa benih,
Cendawen yang merusak benih dikelompokkan -menjadi cendawan lapang dan
cendaw'gl penyimpanan. Cendawan lapang menyerang benih selama perkembangan
atau pegatangan tetapi sebelum panen, sedangkan cendawan penyimpanan biasanya
merusalg: benih sesudah panen apabila kelembaban udara dan suhu cukup tinggi
(Agarwe] & Sinclair 1997; Martinus 2003). Pada benih padi, menurut Mew & Gonzales
(2002), Ferdapat lebih dari 80 jenis cendawan dan sekitar 20 spesies cendawan patogen
terdeteldi dari benih padi pada satu kali pemeriksaan. Fusarium semitectum Berk. &
Rav. di&porkan menyebabkan busuk kering pada benih padi di Amerika Serikat, dan
juga mciqyebabkan busuk buah pada pisang, mentimum, melon, dan tomat (Nath ef al.
1970). o

Infeksi cendawan penyimpanan pada benih padi dapat terjadi selama proses
transpoﬁasi, penanganan, dan penyimpanan benih. Cendawan tersebut biasanya tidak
berperag, dalam perkembangan penyakit benih tetapi berperan dalam kerusakan benih.
Kelomgpk cendawan penyimpanan yang sering merusak benih padi adalah beberapa
spesies Qari Aspergillus dan Penicillium. Aspergillus dan Penicillium menyerang benih
atau butiran apabila kadar air di atas 16% dan suhu rendah (Agarwal & Sinclair 1997;
Anonim 2003; Martinus 2003).

Salah satu langkah utama untuk mencegah atau mengurangi resiko akibat penyakit
atau patogen terbawa benih adalah dilakukan pengujian kesehatan benih. Persyaratan
utama dalam pengujian kesehatan benih adalah akurat, spesifik, sensitif, cepat, praktis,
murah, dan dapat dipercaya (Ball & Reeves 1991 dalam Maude 1996; Agarwal &
Sinclair 1997).

Teknik spektroskopi fluoresen memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai
dasar metode deteksi dan identifikasi cendawan patogen tumbuhan. Pemanfaatan
spekirggBopi fluoresen dengan sinar laser (laser-induced fluoresence) untuk deteksi
cendawan patogen tumbuhan dikembangkan karena beberapa cendawan patogen
dikeiaﬁgg menghasilkan metabolit tertentu yang akan memberikan emisi fluoresen yang
sangat-spesifik, apabila dikenai cahaya near ultraviolet atau ultraviolet. Menurut Bass
(2000);-adanya absorbsi cahaya dari suatu sinar oleh suatu molekul dari keadaan
elektrofik dasar menjadi salah satu dari berbagai keadaan vibrasi pada keadaan
elektronik tereksitasi menyebabkan molekul kehilangan sisa energi vibrasi dengan
cepat. ~Kehilangan sisa energi terjadi melalui tabrakan dan jatuh pada salah satu dari
berbagar tingkat vibrasi pada keadaan elektronik dasar, memancarkan cahaya dalam
bentukSFluoresen.

Panelitian ini bertujuan untuk mengembangkan protokol deteksi cepat cendawan
patogen_melalui mekanisme laser-induced fluoresence. Diharapkan di masa depan
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spektroskopi flouresen dengan sinar laser dapat dimanfaatkan sebagai metode pengujian
kesehatan benih yang mudah, murah, cepat, dan akurat.

Bahan dan Metode

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Cendawan, Departemen Proteksi
Tanaman dan Laboratorium Biofisika, Departemen Fisika, Institut Pertanian Bogor, dari
April 2008 hingga November 2008.

Pe@uatan Isolat Murni.

1Sebanyak 200 benih padi direndam dalam larutan natrium hipoklorit 1% selama 3
men3t dan dibilas dengan akuades sebanyak 2 kali. Selanjutnya, benih disemai di atas 3
lem!%ar kertas saring yang telah dilembabkan dengan akuades dalam cawan petri plastik.
Jumbih benih yang disemai sebanyak 25 benih untuk setiap cawan. Cawan tersebut
dileti_kkan dalam ruang inkubasi di bawah lampu near ultra violet (NUV) dengan
pengéturan penyinaran selama 12 jam terang dan 12 jam gelap secara bergantian. Pada
hari ®e-2 inkubasi, cawan dipindahkan ke freezer dengan suhu -20 °C selama 24 jam.
[nkugasi di dalam freezer bertujuan untuk mematikan daya tumbuh benih sehingga
mengidahkan dalam pengamatan. Selanjutnya benih dipindahkan kembali ke ruang
inkugesi selama 5 hari berikutnya (Mathur et al. 1989; Mew & Gonzales 2002).

“etelah selesai inkubasi, dilakukan pengamatan menggunakan mikroskop stereo
binoRuler dan mikroskop majemuk binokuler. Cendawan A. flavus dan Fusarium sp.
yangstumbuh kemudian dimurnikan pada media PDA untuk mendapatkan isolat murni
cendgwan.

g
Penghkuran Panjang Gelombang Metabolit yang Dihasilkan dari Isolat Cendawan
A. flévus dan Fusarium sp. R

Isolat murni cendawan A. flavus dan Fusarium sp. diambil sebanyak 2 lingkaran
cork borer dan ditumbuhkan dalam tabung erlenmeyer yang berisi 100 ml media Potato
Dextrose Broth. Media PDB diletakkan pada shaker selama 14 hari pada kecepatan 120
rpm.  Selanjutnya, suspensi cendawan tersebut disaring dengan vaccum pump untuk
mendapatkan metabolit cendawan A. flavus dan Fusarium sp.. Suspensi cendawan
disaring sebanyak 2 kali penyaringan. Penyaringan pertama dilakukan menggunakan
kertas membran nitrat selulosa Whatman 0.45 pm sebanyak 2 lembar dan penyaringan
kedua dilakukan menggunakan kertas membran nitrat selulosa Whatman 0.2 pm
sebanyak dua lembar. Metabolit yang dihasilkan diambil sebanyak 1 ml dan digunakan
untugengukuran dalam spectofluorometer pada panjang gelombang 405 nm.

Kal%'asi Laser-Induced Fluoresence Metabolit A. flavus dan Fusarium sp. sebagai
Met%olit Cendawan Standar.

etabolit A. flavus dan Fusarium sp. dimasukkan dalam akuades untuk dilakukan
pengehceran. Pengenceran dilakukan hingga didapatkan konsentrasi metabolit 10™!, 10
’ 10('-})'10“‘, 10, 10°, 107, 10, 10®, dan 10'°. Setelah itu, masing-masing metabolit
standar cendawan hasil pengenceran dengan digunakan untuk pengukuran dalam
spec@luorometer seperti dijelaskan sebelumnya.
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Modifikasi Media Tumbuh Cendawan sebagai Media Standar untuk Pengukurap
Panjang Gelombang Metabolit Cendawan. '

Benih padi direndam 24 jam, dimaksudkan untuk merangsang perkecambahan
benih pada media tumbuh. Selanjutnya dilakukan sterilisasi permukaan benih padj
dengan cara merendam benih dalam natrium hipoklorit 1% selama 3 menit dan dibilas
dengan akuades sebanyak dua kali. Benih tersebut ditumbuhkan pada cuvette plastik
yang berisi 1,5 ml PDA yang ditambahkan Streptomycin. Jumlah benih yang ditanam
adalah satu biji tiap cuvette plastik. Penumbuhan benih ini bertujuan untyk
mhasilkan metabolit cendawan.

(®
Aplikasi Laser-Induced Fluoresence untuk Deteksi A. Slavus dan . usarium sp.

% Metabolit yang dihasilkan 4. flavus dan Fusarium sp. pada kecambah benih
terézbut dieksitasi dengan sinar laser violet pada panjang gelombang 405 nm untuk
dik%librasi dan ditentukan panjang gelombangnya menggunakan Spectrofluoremeter

US# 4000-FL. Pengamatan dilakukan pada saat kecambah berumur 2 hari, 4 hari, dan
6 hari.

Hasil dan Pembahasan

su|) ad

= Eksitasi metabolit A. flavus yang berasal dari PDB menghasilkan emisi fluoresen
padi panjang gelombang 518 nm. Metabolit Fusarium sp. menghasilkan emisi
flugresen pada panjang gelombang 534 nm. Dengan demikian metabolit A. flavus dan

Fusgrium sp. menunjukkan emisi fluoresen di wilayah green fluoresence (berfluoresen
hija) (Gambar 1).

W
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> B
«8 (A) (B)
—* Gambear 1. Grafik fluoresen metabolit A. flavus (A), dan Fusarium sp. (B)

(©OMedia PDB dieksitasi pula dengan sinar laser violet (405 nm) untuk melihat
pe igaruh media PDB terhadap emisi fluoresen yang dihasilkan kedua metabolit
cendawan tersebut. Gambar 2 memperlihatkan bahwa emisi fluoresen pada panjang
gelémbang 513 nm, yang masih berada di wilayah green fluoresence. Hal ini
me&njukkan bahwa media PDB memberikan bias terhadap emisi fluoresen yang
dih@ilkan metabolit 4. flavus dan F usarium sp..
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Gambar 2. Grafik fluoresen media PDB

w

Péflakuan pengenceran metabolit cendawan mulai 10 sampai 10" menunjukkan
bahwa 7. flavus mampu menghasilkan emisi fluoresen hingga konsentrasi 107,
sedangl¥in metabolit Fusarium sp. menunjukkan emisi fluoresen hingga konsentrasi 10°
°. Metgbolit A. flavus menghasilkan fluoresen hijau pada panjang gelombang 516-518
nm. I\@tabo]it Fusarium sp. memiliki emisi fluoresen pada panjang gelombang 517-
534 nmZyang masih merupakan fluoresen hijau.
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Gaml@ 3. Grafik fluoresen pada perlakuan pengenceran metabolit A. flavus (A), dan

0O Fusarium sp. (B)

=

Hasil pengukuran panjang gelombang metabolit A. flavus dan Fusarium sp. yang

dlbla}&@n pada media PDB menunjukkan bahwa media PDB memberikan pengaruh
terhadagi"emisi fluoresen yang dihasilkan metabolit kedua cendawan tersebut. Emisi
fluoresen hijau yang semula diduga dipendarkan oleh metabolit 4. flavus (panjang
gelombang 518 nm) dan Fusarium sp. (panjang gelombang 534 nm) setelah dieksitasi
dengarginar laser violet (405 nm) merupakan bias dari emisi fluoresensi media PDB,
diman&menghasilkan fluoresensi hijau pula (panjang gelombang 513 nm).
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Hal ini menunjukkan bahwa emisi fluoresen yang dihasilkan kedua, metabolit, baik
sebelum dan sesudah dilakukan pengenceran, diduga dipengaruhi oleh media PDB.
Pengenceran yang dilakukan terhadap kedua metabolit cendawan kemungkinan
menurunkan konsentrasi media PDB sebagai media biakan awal untuk menghasilkan
metabolit cendawan.  Selain itu, konsentrasi metabolit di dalam media PDB
kemungkinan terlalu rendah sehingga emisi fluoresennya tidak menunjukkan perbedaan
yang nyata dengan emisi fluoresen media PDB.

Oleh karena media PDB memberikan bias terhadap panjang gelombang metabolit
cendawan, maka dilakukan modifikasi media tumbuh untuk menentukan panjang
gel ang metabolit cendawan.  Modifikasi media tumbuh dilakukan untuk
menéﬁndari bias panjang gelombang metabolit cendawan terhadap panjang gelombang
medig tumbuh. Sehingga, selanjutnya media PDA digunakan untuk menumbuhkan
cend@wan dan menghasilkan metabolit cendawan.

;:(nkubasi benih pada hari ke-2 belum menunjukkan perkecambahan dan
pertiibuhan cendawan, sehingga aplikasi /aser-induced fluoresence belum dilakukan.
Aplikasi laser-induced fluoresence dilakukan pada inkubasi hari-4 dan hari ke-6. Hasil
penggkuran panjang gelombang metabolit 4. flavus memberikan emisi fluoresen antara
424-827 nm dan merupakan wilayah blue fluoresence (berfluoresen biru).
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Gambar 4. Grafik fluoresen metabolit A. Flavus yang dihasilkan pada media PDA :
inkubasi hari ke-4 (A), dan hari ke-6 (B)

uoresen biru yang dihasilkan metabolit A. flavus diduga dihasilkan oleh
aflatoksin B1 dan B2. Aflatoksin memiliki penyerapan cahaya maksimum pada
panféig gelombang 360 nm, dimana aflatoksin B memberikan fluoresen biru dengan
panjang gelombang 425 nm. Aflatoksin B dinamakan berdasarkan fluoresen biru yang
dipaaga:kannya (Anonim, 2004). Menurut Abbas (2005), aflatoksin B1 dan B2
menghasilkan fluoresen biru pada panjang gelombang sekitar 450 nm ketika dipapari
sinacaltraviolet (365 nm).

engukuran panjang gelombang metabolit Fusarium sp. baru dilakukan pada
inkubasi hari ke-6, karena pada inkubasi hari ke-4 belum menunjukkan adanya
pertimbuhan konidia Fusarium sp. yang sempurna (Gambar 5). Emisi yang dihasilkan
met@)lit Fusarium sp. merupakan wilayah blue fluoresence dengan panjang
geloffibang 427 nm.
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Gambar 5. Grafik fluoresen metabolit Fusarium sp. pada media PDA yang dihasilkan
= setelah hari ke 5 inkubasi.
T
w

Hasil pengukuran panjang gelombang metabolit Fusarium sp. menghasilkan emisi
fluoreZen dengan panjang gelombang 427 nm dan termasuk wilayah blue fluoresence.
Panjafs gelombang metabolit tersebut dimungkinkan merupakan panjang gelombang
salah satu metabolit sekunder yang dihasilkan Fusarium sp. Leslie & Summerell (2006)
menygiakan bahwa Fusarium sp. diketahui menghasilkan apicidin, beauvericin,
equiselin, fusapyrone, moniliformin, sambutoxin, trichothecenes, dan zearalenone.

likasi /aser-induced fluoresence menunjukkan metabolit yang dihasilkan A.
flavusSdan Fusarium sp. memiliki panjang gelombang tertentu. Leslie & Summerell
(20068 menyatakan bahwa, selain karakter morfologi dari suatu spesies cendawan,
metabolit sekunder dan mikotoksin dapat pula digunakan sebagai karakter identifikasi
sekunder.

Emisi fluoresen yang dihasilkan metabolit cendawan berbeda dengan emisi
fluoresen media PDA. Hasil pengukuran panjang gelombang media PDA menunjukkan
panjang gelombang media PDA hampir sama dengan media PDB (Gambar 6). Emisi
fluoresen yang dipancarkan media PDA berada di wilayah blue-green dan green

fluoresence, sehingga media PDA memiliki dua puncak panjang gelombang yaitu 448
nm dan 485 nm. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh pengaruh komposisi agar pada
media PDA.
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Gambar 6. Grafik fluoresen media PDA

dbiw exdio e (O)

Pemanfaatan laser-induced fluoresence menunjukkan bahwa fluoresen dapat
dlkerﬂaangkan menjadi salah satu metode atau bagian dari metode deteksi cendawan
pato@n pada benih tanaman. A. flavus, Fusarium sp., dan cendawan patogen tumbuhan
lamng1 memiliki spektrum panjang gelombang tertentu yang berbeda dengan media
tumb Metode deteksi menggunakan /aser-induced fluoresence memi'iki keuntungan
antarg lain mudah, tidak merusak morfologi cendawan, cepat, spesifik, dan akurat. Hal
ini seguan sebagaimana dinyatakan oleh Agarwal & Sinclair (1997), bahwa persyaratan
utamgdalam pengujian kesehatan benih adalah akurat, spesifik, sensitif, cepat, praktis,
muraf, dan dapat dipercaya.

Zeknik spektroskopi fluoresen ini memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai
dasar metode deteksi dan identifikasi cendawan patogen tumbuhan. Bergkvist (1989)
menyatakan bahwa pemanfaatan fluoresen dengan cahaya near ultraviolet untuk deteksi
cendawan patogen tidak cukup untuk digunakan sendiri, namun fluoresen dapat menjadi
bagian dari metode pengujian kesehatan benih untuk memfasilitasi deteksi cendawan
patogen. Metode deteksi cendawan patogen dengan memanfaatkan fluoresen memiliki
kelebihan, antara lain cepat, mudah, dan murah.

Pada laser-induced fluoresence, metabolit cendawan terlebih dahulu dieksitasi
oleh adanya absorpsi cahaya dari sinar laser violet dan menghasilkan emisi dalam
bentuk emisi fluoresen.

8 Kesimpulan

genumbuhan A. flavus dan Fusarium sp. pada media PDB untuk menghasilkan
metaBolit cendawan memberikan emisi fluoresen yang bias. Hal ini ditunjukkan pada
spelfum panjang gelombang kedua metabolit cendawan hampir sama dengan panjang
gelombang media PDB, yaitu merupakan green fluoresence. Untuk menghindari bias
maka-dilakukan modifikasi media tumbuh menggunakan media PDA. Hal ini bertujuan
agar didapatkan panjang gelombang metabolit cendawan yang spesifik guna dijadikan
dasa&\etode deteksi cepat cendawan patogen tumbuhan.
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A. flavus, Fusarium sp., dan cendawan patogen lainnya memiliki metabolit tertentu

ang akan menghasilkan emisi fluoresen yang sangat spesifik. Oleh karena itu, aplikasi

juser-induced fluoresence berpotensi untuk dikembangkan sebagai dasar metode deteksi

cepat karena emisi fluoresen sangat spesifik untuk setiap metabolit apabila dieksitasi
oleh sumber cahaya.
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proses

pada
cendawan yang
tentang cendawan

Sangat berguna. Diharapkan dapat dikembangkan karena memilikj

prospek yang bagus, hasilnya spesifik sesuai

menyerang, dan dapat memberikan informasi
pathogen tanpa merusak morfologi dari cendawan.

Bagaimana Implementasi teknik Laser- Induced Fluorescense

karantina? Apakah sudah digunakan?
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