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Penyakit antraknosa pada pepaya disebabkan oleh jamur Colletotrichum
gloeosporioides.Penggunaan fungisida nabati merupakan salah satu alternatif
pengendalian penyakit antraknosakarena ramah lingkungan dan aman bagi
kesehatan manusia. Daun sirih dan daun mengkudu berpotensi dalam
menghambat pertumbuhan C. gloeosporioides penyebab penyakit antraknosa pada
buah pepaya, sehingga dapat dijadikan sebagai fungisida nabati. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun sirih maupun daun mengkudu
secara tunggal atau gabungan dalam menghambat C. gloeosporioides(in vitro)
maupun intensitasserangan penyakit (in vivo) dan mengetahui perbandingan
ekstrak daun sirih maupun daun mengkudu yang terbaik dalam menghambatC.

gloeosporioides (in vitro)maupun intensitas serangan penyakit (in vivo).

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Tanaman Fakultas Pertanian

Universitas Lampung pada Maret sampai Juni 2019. Rancangan percobaan yang
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digunakan pada percobaan in vitro adalah Rancangan AcakLengkap (RAL) 8
perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan yang digunakan terdiri dari A (kontrol), B
(ekstrak daun sirih), C (ekstrak daun mengkudu), D (sirih:mengkudu 1:1),

E (sirih:mengkudu 1:2), F (sirih:mengkudu 2:1), G (sirih:mengkudu 1:3), dan H
(sirih:mengkudu 3:1). Homogenitas data diuji menggunakan uji Bartlett, apabila
datahomogen dilanjutkan menggunakan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) 5%.
Rancangan percobaan yang digunakan pada percobaan in vivo adalah Rancangan
Acak Kelompok (RAK) dengan 3 perlakuan dan 9 ulangan. Perlakuan tersebut
terdiri dari A(kontrol), B(ekstrak daun sirih) dan H (sirih:mengkudu 3:1).
Homogenitas data diuji menggunakan analisis ragam dan ortogonal kontras pada

taraf 5%.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa, (1) ekstrak tunggal daun sirih lebih baik
dalam menghambat pertumbuhan C. gloeosporioides secara in vitro, daripada
ekstrak tunggal daun mengkudu, (2) ekstrak tunggal daun sirih lebih baik dalam
menghambat intensitas serangan penyakit antraknosa secara in vivo, daripada
ekstrak tunggal daun mengkudu, (3) perbandingan ekstrak daun sirih dan daun
mengkudu (3:1) merupakan perbandingan ekstrak yang terbaik dalam
menghambat pertumbuhan C. gloeosporioides (in vitro) dan persentase keparahan

penyakit (in vivo).

Kata kunci: C. gloeosporioides, daun sirih, daun mengkudu, ekstrak, penyakit
antraknosa.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pepaya merupakan buah tropis yang banyak tumbuh di Indonesia juga India dan
Brazil.Produksi pepaya mewakili 10% dari produksi buah tropis dunia (Marinho
et al., 2018). Pepaya banyak diproduksi karena buah ini dapat tumbuh di
berbagaitempat dan memiliki kemampuan untuk dapat berbuah sepanjang tahun.
Buah pepaya mengandung vitamin A, vitamin C, kalsium, dan kalium. Selain itu,
bukan hanya buahnya saja yang dapat dikonsumsi dalam bentuk segar atau
olahan, daun dan bunganya juga dapat dikonsumsi sebagai obat
tradisional,sehingga tanaman pepaya merupakan tanaman yang cukup

menjanjikan untuk dibudidayakan.

Pepaya merupakan salah satu komoditas buah yang banyak ditanam di Lampung.
Berdasarkan data BPS (2017) diketahui bahwa produksi buah pepaya 5 tahun
terakhir dalam keadaan fluktuatif yaitu 101.795 ton (2013), 104.131 ton (2014),
70.542 ton (2015), 88.107 ton (2016), dan 80.364 ton (2017). Keadaan tersebut

dapat terjadi akibat serangan hama dan patogen.

Beberapa penyakit dapat merusak tanaman pepaya, akan tetapi penyakit yang
sangat penting dan penyebarannya sangat luas adalah penyakit antraknosa.

Antraknosa dapat merusak buah selain itu penyakit ini juga dapat merusak batang



dan pucuk daun dipertanaman serta merusak bibit di area pembibitan
(Susetyo,2008). Pada umumnya antraknosa pada pepaya lebih dikenal sebagai

penyakit pascapanen(Rahman et al., 2008).

Penyakit antraknosa pada pepaya disebabkan oleh jamur Colletotrichum
gloeosporioides. Patogen tersebut dapat terbawa oleh benih dan juga dapat
bertahan di sisa-sisa tanaman sakit. Gejala awal antraknosa pada buah ditandai
dengan bercak oval, sedikit berair, membentuk cekungan pada permukaan buah
yang akan berkembang menjadi nekrosis, dan kematian pada jaringan (Patel

etal.,2005).

Pengendalian penyakit tanaman masih bertumpu pada penggunaan fungisida
sintetis. Fungisida sintetis mudah didapatkan dan memiliki efektivitas yang
tinggi. Namun, penggunaan fungisida sintetis terus menerus dapat mengakibatkan
timbulnya resistensi patogen, merusak lingkungan dan berbahaya bagi konsumen
(Nurhayati, 2007). Oleh sebab itu, diperlukan alternatif pengendalian penyakit

antraknosa selain bertumpu pada fungisida sintetis.

Penggunaan bahan-bahan nabati adalah salah satu alternatif pengendalian
penyakit antraknosa yang dapat dilakukan. Nurhayati (2011) menyatakan bahwa
kelebihan dari bahan nabati yaitu ramah lingkungan dan aman bagi kesehatan,
walaupun cara kerjanya tidak secepat fungisida sintetis dan umumnya tidak tahan

disimpan dalam jangka waktu yang lama.

Beberapa tanaman yang berpotensi sebagai fungisida nabati adalah daun sirih dan

mengkudu. Hal ini disebabkan karena ekstrak daun sirih mengandung senyawa



tanin, flavonoid, polifenol, saponin,alkaloid, dan minyak atsiriyang bersifat
antijamur dalam menghambat pertumbuhan Colletotrichum acutatum. Menurut
Trisnawati (2016)penggunaan konsentrasi ekstrak daun sirih 10% merupakan
konsentrasi yang efektif dalam menghambat pertumbuhan Colletotrichum
acutatum. Berdasarkan penelitian Oktarina et al. (2017) ekstrak daun sirih dapat
menghambat Colletotrichum pada cabai dengan konsentrasi 40% dan daya hambat

sebesar 38,33% .

Daun mengkudu memiliki suatu zat aktif yang bersifat antimikroba yaitu saponin,
flavonoid, polifenol, tanin,dan triterpen.Menurut Efri (2010) ekstrak daun
mengkudu dan bunga mengkudu pada konsentrasi 5% dapat menekan
intensitaspenyakit antraknosa tanaman cabai. Selain itu, daun mengkudu juga
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus sebesar 0,76

mmpada konsentrasi 80% (Afiff dan Amilah, 2017).

Berdasarkan hasil-hasil penelitian tersebut efektivitas ekstrak daun mengkudu dan
daun sirih dalam menghambat jamur atau bakteri, diperoleh dari ekstrak tunggal.
Namun, belum diketahui apakah daun mengkudu dan daun sirih dapat lebih
efektif jika kedua ekstrak tersebut digabungkan. Oleh karena itu, perlu dilakukan
pengujian kedua ekstrak tersebut dengan menggabungkan ekstrak daun sirih dan
daun mengkudu yang diharapkan efektif dalam menekan

pertumbuhanColletotrichum gloeosporioidespada buah pepaya.



1.2 Tujuan Penelitian

Berdasarkan latar belakang maka tujuan dari penelitian ini yaitu:

1. Mengetahui pengaruh ekstrak daun sirih maupun daun mengkudu secara
tunggal atau gabungan dalam menghambatC. gloeosporioides(in vitro)
maupun intensitasserangan penyakit (in vivo).

2. Mengetahui perbandingan ekstrak daun sirih maupun daun mengkudu yang
terbaik dalam menghambatC. gloeosporioides(in vitro)maupun intensitas

serangan penyakit (in vivo).

1.3 Kerangka Pemikiran

Pengendalian menggunakan pestisida nabati merupakan salah satu komponen
pengendalian secara terpadu. Pestisida nabati adalah pestisida yang bahan
aktifnya berasal dari tumbuhan yang berkhasiat mengendalikan serangan hama
dan patogen. Daun sirih dan daun mengkudu merupakan jenis tumbuhan yang

berpotensi sebagai pestisida nabati.

Daun sirih mengandung tanin, flavonoid, polifenol, saponin, alkaloid, dan minyak
atsiri. Berdasarkan penelitian yang sudah ada daun sirih dapat digunakan sebagai
penghambat pertumbuhan jamur dan bakteri. Nisa et al. (2014) menyatakan
bahwa senyawa fenol 13% yang terkandung dalam daun sirih dapat menghambat

pertumbuhan jamur.

Sedangkan kandungan senyawa kimia pada mengkudu diantaranya tanin, saponin,
alkaloid, flavonoid, polifenol, dan triterpen. Menurut Agoes (2010) zat

antibakteri pada mengkudu dapat mematikan bakteri Escherichia coli dan Bacillus



subtilis yang dapat menyebabkan infeksi. Selain itu, dalam bidang pertanian daun
mengkudu dapat menekan perkembangan penyakit antraknosa pada tanaman cabai

(Efri, 2010).

Senyawa kimia yang dimiliki daun sirih dan daun mengkudu sebagian besar
bersifat antijamur. Senyawa antijamur mempunyai berbagai mekanisme
penghambatan terhadap sel jamur.Djunaedy (2008) menyatakan bahwa senyawa
antijamur memiliki mekanisme kerja dengan caramenetralisasi enzim yang terkait
dalam invasi dan kolonisasi jamur, merusak membran sel jamur,menghambat
sistem enzim jamur sehingga mengganggu terbentuknya ujung hifa dan

mempengaruhisintesis asam nukleat dan protein.

Berdasarkan penelitian sebelumnya masing-masing ekstrak dari daun sirih dan
daun mengkudu efektif dalam menghambat patogen. Namun, belum diketahui
efektivitas kedua ekstrak tersebut jika digabungkan. Senyawa yang terkandung
dalam daun sirih dan daun mengkudu merupakan senyawa non-polar, sehingga
akan membentuk larutan yang homogen jika digabungkan karena dapat saling
melarutkan (Nuret al., 2017). Dengan demikian, penelitian ini akan menguji
ekstrak daun sirih dan daun mengkudu secara tunggal serta secara gabungan yang
diharapkan gabungan kedua ekstrak tersebut dapat bekerja secara sinergis dalam

menghambat C. gloeosporioides.



1.4 Hipotesis

Berdasarkan rumusan masalah maka hipotesis penelitian adalah:

1.

Ekstrak daun sirih atau daun mengkudu secara tunggal
menghambatpertumbuhan C. gloeosporioides (in vitro).

Ekstrak daun sirih atau daun mengkudu secara tunggal menghambatintensitas
serangan penyakit (in vivo).

Terdapat perbandingan ekstrak daun sirih dan daun mengkudu yang terbaik
dalam menghambatpertumbuhan C. gloeosporioides (in vitro) dan intensitas

serangan penyakit (in vivo).



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Tanaman Pepaya

Pepaya merupakan tanaman tropis dan subtropis yang berasal dari Amerika dan
Afrika. Berdasarkan morfologinya tanaman pepaya merupakan tanaman perdu.
Tanaman pepaya memiliki sistem perakaran tunggang yang dapat tumbuh sampai
kedalaman 1 m atau lebih. Pohon ini biasanya tidak bercabang, batang bulat
berongga, tidakberkayu, terdapat benjolan bekas tangkai daun yang sudah rontok.
Daunterkumpul di ujung batang, berbagi menjari. Buah berbentuk bulat hingga
memanjang tergantung jenisnya, buah muda berwarna hijau dan buah tua
kekuningan / jingga, berongga besar di tengahnya, tangkai buah pendek.

Biji berwarna hitam dan diselimuti lapisan tipis (Muhlisah, 2007).

Menurut Suprapti (2005) bunga pepaya dapat dibagi menjadi tiga jenis yaitu
bunga betina (dalam satu kuntum bunga memiliki putik, sehingga menghasilkan
buah yang umumnya bulat telur jika diserbuki oleh bunga jantan), bunga jantan
(dalam satu kuntum bunga memiliki benang sari, sehingga tidak dapat
menghasilkan buah), dan bunga sempurna (dalam satu kuntum bunga memiliki
putik, bakal buah, dan benang sari sehingga menghasilkan buah yang umumnya

bulat lonjong). Kedudukan taksonomi tanaman ini yaitu (Suprapti, 2005).



Kingdom : Plantae (Tumbuh-tumbuhan)
Divisi : Spermatophyta (Tumbuhan berbiji)
Kelas : Dicotyledonae (Biji berkeping dua)
Ordo : Caricales

Famili : Caricaceae

Genus : Carica

Spesies : Carica papaya L.

Tanaman pepaya dapat tumbuh optimal dengan suhu antara 25-30°Cdi ketinggian
200-500 mdpl dan kondisi tanah yang subur dengan pH tanah 6-7(Sujiprihati dan

Suketi, 2008).

2.2 Penyakit Antraknosa pada Pepaya

Antraknosa merupakan penyakit penting bagi tanaman pepaya karena pada
umumnya menyerang padasaat pascapanen. Berdasarkan pengamatan diberbagai
daerah di Indonesia, Rangkuti et al.(2017) menyatakan bahwa gejala antraknosa
dijumpai pada batang, tangkai, dan buah pepaya di pertanaman. Antraknosa pada
tanaman pepaya disebabkan oleh beberapa spesies Colletotrichum spp. Spesies
tersebut adalah C. truncatum, C.magnum, dan C. gloeosporioides (Rangkuti et al,
2017). Spesies jamur yang umumnya menyerang pepaya Indonesia adalah C.

gloeosporioides.

2.2.1 Gejala Antraknosa
Gejala yang ditimbulkan penyakit ini pada buah pepaya yaitu adanya bercak oval,

sedikit berair, membentuk cekung pada permukaanbuah yang menyebabkan



kematian pada jaringan (Patel et al., 2005). Menurut Susetyo (2008) bercak yang
ditimbulkan penyakit ini berwarna abu-abu atau kehitaman yang dapat menyatu
dari beberapa bercak. Selain pada buah, Marinho et al. (2018) juga menyatakan
bahwa antraknosa dapat merusak batang dan dedaunan. Batang yang terserang
antraknosa mempunyai gejala awal mirip buah, yaitu kematian jaringan yang
awalnya terdapat bercak oval berair yang membentuk cekung dan berwarna abu-

abu atau kehitaman.

Bagian batang yang biasa terserang adalah bagian dekat pucuk sehingga serangan
yang berat dapat menyebabkan gejala mati pucuk. Gejala yang ditimbulkan pada
daun yaitu terdapat bercak kecokelatan dan titik- titik orange sehingga

menyebabkan daun pepaya menjadi gugur (Susetyo, 2008).

R el R
Gambar 1. Gejala antraknosa pada buah pepaya

2.2.2 Siklus Hidup Penyakit Antraknosa

Patogen penyebab antraknosa dapat menyebar dari miselium yang dorman pada
sisa tanaman atau miselium yang terbawa oleh benih. Miselium tersebut
terinokulasi pada tanaman muda, bibit, dan tanaman berbuah. Selanjutnya
tanaman berbuah terinfeksi sehingga menimbulkan gejala. Tanaman yang sudah

bergejala dapat memproduksi konidia (sporulasi) yang dapat tersebar oleh angin
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dan percikan air, penyebaran tersebut dapat menginokulasi patogen ke tanaman
pepaya lain yang sehat (Susetyo, 2008).

Sporulasi

/ (produksi spora) \

Tanaman berbuah Penyebaran
(timbul gejala) (percikan air, angin)

\ Tanaman pepaya‘%

lain (sehat) !

Tanaman muda,
bibit

Memasuki masa

Tanaman berbuah Fase pada bertahan diluar pepaya

Tanam? muda tanaman pepaya

Fase diluar
tanaman pepaya

+ Inang lain : ubi kayu, kopi, karet, mangga

+ Bentuk sempurna (Glomerella) pada sisa
tanaman

+ Miselium dorman pada sisa tanaman

+ Miselium dorman pada benih/biji

Gambar 2. Siklus penyakit antraknosa pada pepaya (Susetyo, 2008)

Penyebaran

2.2.3 Faktor yang Mempengaruhi Penyebaran Penyakit Antraknosa
Patogen penyebab antraknosa dapat tersebar melalui sisa tanaman, tanaman inang
lain, angin dan percikan air. Tanaman inang yang lemah dan lingkungan yang
mendukung merupakan kondisi yang sangat disukai patogen ini untuk menyebar
dengan cepat. C. gloeosporioides bukan merupakan patogen yang menular dari
tanah maka, patogen akan mati bila sisa-sisa tanaman tersebut terdekomposisi

(Susetyo, 2008).

2.3 Manfaat dan Kandungan Sirih
Sirih merupakan tanaman Piperaceae yang diambil daunnya sebagai hasil utama.
Tanaman ini sudah dikenal sebagai tanaman obat asli Indonesia. Sirih merupakan

tanaman merambat yang mempunyai akar lekat yang kuat, akarnya banyak
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bercabang. Batang berbuku dengan panjang buku 8-9 cm, dan berdiameter 3-4
cm sesuai dengan umur pohon. Daun sirih berbentuk bulat telur atau memanjang

dengan panjang 8-14 cm da lebar 5-11 cm (Evizal, 2013).

Daun sirih bermanfaat sebagai bahan antiseptik baik sebagai obat tradisional
maupun farmasi. Namun dalam bidang pertanian menurut penelitian Trisnawati
(2016) ekstrak daun sirih dapat menjadi fungisida nabati untuk jamur
Colletotrichum acutatum penyebab penyakit antraknosa pada cabai. Ekstrak daun
sirih dengan konsentrasi 10% yang disemprotkan pada buah cabai dapat menekan
terjadinya penyakit antraknosa paling rendah yaitu 30% selama masa
penyimpanan. Selain itu, konsentrasi 10% tersebut merupakan konsentrasi yang

paling efektif dalam menghambat pertumbuhan C. acutatum secara in vitro.

Menurut Evizal (2013) daun sirih mengandung minyak atsiri, alkaloid, tanin,
asam amino dan senyawa fenol juga terdapat pada daun sirih, sehingga daun sirih
bersifat antiseptik. Minyak atsiri merupakan senyawa volatil yang dihasilkan oleh
jaringan tertentu suatu tanaman, baik berasal dari akar, batang, daun, kulit, bunga,
biji-bijian bahkan putik bunga. Minyak atsiri berperansebagai antibakteri dengan
cara mengganguproses terbentuknya membran atau dinding sel sehingga tidak

terbentuk atau terbentuk tidak sempurna (Ajizah, 2004).

Alkaloid merupakan golongan zat tumbuhan sekunder yang terbesar. Mekanisme
yang diduga adalah dengancara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan
pada sel bakteri, sehingga lapisandinding sel tidak terbentuk secara utuh dan

menyebabkan kematian sel tersebut (Robinson, 1995). Senyawa fenol yang
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dihasilkan dari daun sirih dapat menghambat pertumbuhan C. acutatum secara in

vitro dengan konsentrasi 1% (Trisnawati, 2016).

2.4 Manfaat dan Kandungan Mengkudu

Mengkudu merupakan tanaman obat yang secara luas digunakan sejak zaman
purba. Tanaman ini memiliki pohon berbentuk perdu dengan tinggi 3-8 m, akar
yang dimiliki berjenis akar tunggang, daunnya tunggal memiliki panjang 15-50
cm dengan lebar 5-17 cm berbentukjorong langset. Buahnya berbentuk bulat telur
dengan permukaan buah berbenjol-benjol, berdaging lunak dan berwarna putih

ketika masak (Evizal, 2013).

Menurut Evizal (2013) senyawa kimia yang dimiliki mengkudu yaitu
antraquinon, asam amino, alkaloid, glikosida, senyawa fenolik, dan asam ursulat
yang bersifat antimikroba. Selain itu dalam daun mengkudu mengandung
glikosida flovonol yaitu kuersetin (Sang et al., 2005). Menurut penelitian Afiff
dan Amilah (2017) senyawakimia dalam ekstrak daun mengkudu yang
mempengaruhi besarnya zona hambat pertumbuhanStaphylococcus aureus antara

lain saponin, flavonoid, polifenol, tanin, dan triterpen.

Saponin merupakan senyawa kimia yang memiliki kemampuan sebagai antijamur.
Menurut Yantiet al. (2016) saponin merupakan golongan metabolit yang dapat
menghambat atau membunuh Candida albicans dengan cara menurunkan
tegangan permukaan membran sterol dari dinding sel C. albicans, sehingga
permeabilitasnya meningkat. Permeabilitas yang meningkat mengakibatkan
sitoplasma yang lebih pekat tertarik keluar sel sehingga nutrisi, zat-zat

metabolisme, enzim, protein dalam sel keluar dan jamur mengalami kematian
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(Hardiningtyas, 2009). Saponin memiliki kerangka glikosida kompleks yang
apabila dihidrolisis akan menghasilkan suatu senyawa triterpenoid dan glikosida
(qula). Ismaini (2011) menyatakan bahwa triterpenoid bersifat toksik yang dapat
menimbulkan kerusakan pada organel-organel sel sehingga menghambat

terjadinya pertumbuhan jamur patogen.

Tanin merupakan senyawa polifenol yang banyak dijumpai pada tanaman.
Mekanisme kerja tanin diduga dapat mengkerutkan dinding sel atau membran sel
sehingga mengganggu permeabilitas sel itu sendiri. Akibat terganggunya
permeabilitas, sel tidak dapat melakukan aktivitas hidup sehinggapertumbuhannya

terhambat dan mati (Ajizah, 2004).

Flavonoid merupakan golongan terbesar dari senyawa polifenol. Flavonoid
bekerja dengan cara denaturasi protein sehingga meningkatkan permeabilitas
membran sel. Denaturasi protein menyebabkan gangguan dalam pembentukan sel
sehingga merubah komposisi komponen protein (Wahyuningtyas, 2008). Cowan
(1999) menambahkan bahwa senyawa fenol yang terdapat dalam flavonoid, secara
in vitro efektif sebagai zat antimikroba terhadap beragam mikroorganisme karena
dapat mendenaturasi protein sel dan mengerutkan dinding sel sehingga

menyebabkan lisisnya dinding sel jamur.



I11. BAHAN DAN METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian
Universitas Lampung dan Laboratorium Bioteknologi Fakultas Pertanian
Universitas Lampung. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret sampai Juni

2019.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun sirih, daun
mengkudu, buah pepaya bergejala antraknosa, buah pepaya sehat, kentang, agar-
agar, gula pasir (sukrose), asam laktat, alumunium foil, plastik wrapping, plastik
tahan panas, tisu, aquades, karet gelang, alkohol 70%, sedotan, dan klorok

(NaOCl) 1%.

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, gelas ukur,
tabung reaksi, nampan,sedotan, botol kaca ukuran 100ml, timbangan, mistar,
pisau, pinset, jarum steril, jarum ose, bor gabus, bunsen, LAF (Laminar Air
Flow), autoclaf, blender, penyaring, alat ekstraksi, sprayer, sendok, mikropipet,
mikrowave, refrigerator, drigalsky glass, rotamixer, magnetik stirrer,
haemocytometer, mikroskop majemuk, kaca preparat, kaca penutup, milimeter

blok, alat tulis, dan kamera.
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3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan secara in vitro dan in vivo. Penelitian secara in vitro
disusun menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 8 perlakuan dan
3 ulangan sehingga diperoleh 24 satuan percobaan. Ekstrak daun sirih dan daun
mengkudu dengan perbandingan komposisi berbeda sesuai perlakuan yaitu A
(kontrol), B (ekstrak daun sirih), C (ekstrak daun mengkudu), D (sirih:mengkudu
1:1), E (sirih:mengkudu 1:2), F (sirih:mengkudu 2:1), G (sirih:mengkudu 1:3),
dan H (sirih:mengkudu 3:1). Data yang diperoleh dianalisis menggunakan sidik
ragam. Apabila data telah dinyatakan berbeda nyata, maka dilakukan uji lanjut

menggunakan ujiBNJ (Beda Nyata Jujur) pada taraf a5%.

Setelah diperoleh duaperlakuansecara in vitroyang palingefektif menghambat
pertumbuhan C. gloeosporioides,selanjutnya dilakukan penelitian secara in vivo.
Rancangan Acak Kelompok (RAK) terdiri dari 3 perlakuan dan 9 ulangan,
sehingga diperoleh 27 satuan percobaan. Perlakuan yang digunakan adalah A
(kontrol), B(ekstrak daun sirih), dan H (sirih:mengkudu 3:1). Data yang
diperoleh dianalisis menggunakan sidik ragam anova kemudian dilanjutkan
dengan uji perbandingan kelas orthogonal kontras. Pengujian dilakukan pada

taraf a5%.

3.4 Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dengan langkah-langkah sebagai berikut.
3.4.1 Pembuatan Media PSA

Pembuatan media PSA (Potato Succrose Agar) dilakukan dengan cara

menimbang sebanyak 200 gram kentang yang telah dikupas. Kentang dipotong
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dadu berukuran £5 mm dan dicuci hingga bersih. Selanjutnya kentang direbus
menggunakan 1000 ml air steril hingga air mendidih dan tercium aroma khas
kentang. Sari dari rebusan kentang tersebut langsung dimasukkan ke dalam botol-
botol kaca sebanyak 50 ml hingga habis. Botol kaca sebelumnya sudah berisi
agar sebanyak 20 gram dan sukrose20 gram. Botol kaca ditutup menggunakan
alumunium foil dan diikat menggunakan karet gelang, kemudian dikocok hingga
agar dan sukrose larut dalam sari rebusan kentang. Botol kaca berisi media
diautoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit. Media tersebut
ditunggu hingga hangat dan ditambahkan asam laktat sebanyak 1,4 ml per botol di
dalam LAF. Media PSA ini dapat disimpan di dalam refrigerator dan dapat

diencerkan di dalam air mendidih selama 10 menit jika akan digunakan.

3.4.2 Perbanyakan Isolat Colletotrichum gloeosporioides

Perbanyakan isolat C.gloeosporioidesdilakukan dengan cara mengisolasi terlebih
dahulu jamur dari buah pepaya yang bergejala antraknosa. Buah tersebut dicuci
hingga bersih dan dikeringanginkan. Buah bergejala dipotong pada perbatasan
bagian sehat dan bagian sakit dengan perbandingan 2:1 aktivitas ini dilakukan di
dalam LAF. Potongan buah tersebut dimasukkan ke dalam larutan klorok 1%
selama 2 menit selanjutnya dibilas menggunakan akuades dan ditiriskan di atas
tisu steril. Potongan buah diletakkan di atas media PSA yang sebelumnya telah
dituangkan ke dalam cawan petri sebanyak 10 ml, kemudian diinkubasi selama 14

hari.

Jamur yang tumbuh kemudian diamati di bawah mikroskop majemuk. Apabila

didapat jamur yang memiliki bentuk konidia seperti C. gloeosporioidessesuai
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dengan referensi, maka dilakukan isolasi kembali untuk mendapatkan biakan
murni. Biakan murni jamur diinokulasikan ke buah pepaya yang masih sehat.
Apabila gejala yang ditimbukan buah adalah gejala antraknosa maka biakan murni

jamur tersebut dapat diperbanyak di media PSA sesuai kebutuhan.

3.4.3 Penyiapan Ekstrak Daun Sirih dan Daun Mengkudu

Daun sirih dan mengkudu yang digunakan adalah daun yang telah berwarna hijau
tua dan bebas dari serangan penyakit. Daun sirih dan mengkududitimbang
masing-masing 200 gram lalu dicucidengan air yang mengalir. Kemudian
ditiriskan dan dikeringanginkan di atas nampan dan diblender dengan
penambahan akuades sebanyak 1000 ml. Suspensi ekstrak diambil dari hasil
saringan daun yang telah diblender. Suspensi ekstrak ini yang disebut ekstrak
standar. Masing- masing ekstrak standar tersebutdimasukkan ke dalam botol kaca

steril, kemudian ditutup menggunakan alumunium foil.

3.4.4 Uji Penghambatan Secara In Vitro

Uji penghambatan secara in vitro dilakukan dengan menggunakan teknik umpan
beracun. Setiap botol kaca steril berisi 100 ml media yang terdiri dari 70 ml PSA
dan 30 ml ekstrak tanaman perlakuan. Media yang telah tercampur ekstrak

tanaman ini dituang ke cawan petri sebanyak 10 ml.

Pada perlakuan A sebagai kontrol (tanpa ekstrak), B (ekstrak daun sirih) dalam
satu botol kaca terdapat 70 ml media dan 30 ml ekstrak daun sirih, C (ekstrak
daun mengkudu) dalam satu botol kaca terdapat 70 ml media dan 30 ml ekstrak

daun mengkudu, D (sirih : mengkudu 1:1) maka dicampurkan 15 ml ekstrak sirih
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dan 15 ml ekstrak mengkudu dalam 70 ml media didalam satu botol kaca.
Perlakuan E (1:2) berisi 70 ml media terdapat 10 ml ekstrak sirih dan 20 ml
ekstrak mengkudu. Perlakuan F (2:1) berisi gabungan 70 ml media dengan 20 ml
ekstrak sirih dan 10 ml ekstrakmengkudu. Perlakuan G (1:3) berisi gabungan 70
ml media dengan ekstrak sirih 7,5 ml dan 22,5 ml ekstrak mengkudu dan
perlakuan H (3:1) berisi gabungan 70 ml media, 22,5 ml ekstrak sirih dan 7,5 ml

ekstrak mengkudu.

Setelah media didiamkan hingga mengeras selanjutnya biakan murni isolat

C. gloeosporioides yang berumur 14 hari dipotong menggunakan bor gabus
dengan diameter 5 mm. Potongan isolat C. gloeosporioides tersebut diambil
menggunakan jarum ose steril dan diletakkan di tengah cawan petri yang berisi
media PSA, setiap perlakuan diulang sebanyak 5 kali. Cawan petri ditutup
menggunakan plastik wrapping dan diberi label sesuai dengan perlakuan yang

digunakan, kemudian diinkubasi.

Gambar 3. Isolat C. gloeosporiodes
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3.4.5 Uji Penghambatan Secara In Vivo

Pengujian daya hambat pada buah pepaya dilakukan dengan menggunakan
perlakuan yang efektif dalam menghambat C. gloeosporioides secara in vitro.
Perlakuan yang digunakan adalah akuades dengan konsentrasi 0% (akuades 100
ml tanpa ekstrak), ekstrak tunggal daun sirih dan ekstrak gabungan dari daun sirih

dan mengkudu (3:1).

Buah yang akan diuji merupakan buah sehat yang memiliki warna hijau
sempurna. Selanjutnya buah tersebut dicuci di air yang mengalir lalu
dikeringanginkan diatas tisu. Kemudian buah disemprot menggunakan larutan
klorok 1% dan dikeringanginkan kembali, aktivitas ini dilakukan di dalam LAF
hal tersebut dilakukan agar kondisi tetap steril. Buah yang telah kering dilukai
menggunakan jarum steril pada bagian pangkal, tengah dan ujung buah masing-
masing sebanyak 10 tusukan. Buah kemudian disemprot dengan suspensi ekstrak
dan dikeringanginkan selama 3 menit. Buah disemprot kembali menggunakan

suspensi C. gloeosporioides.

Gambar 4. Buah pepaya untuk pengujian in vivo
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3.5 Pengamatan Uji In Vitro
Terdapat tiga hal yang akan diamati yaitu daya hambat, kerapatan konidia, dan

perkecambahan konidia.

3.5.1 Daya Hambat

Pengamatan dengan mengukur diameter koloni setiap perlakuan pada cawan petri
bertujuan untuk mengetahui daya hambat ekstrak terhadap patogen. Pengamatan
dilakukan 2 hari setelah inkubasi sampai salah satu cawan terpenuhi koloni jamur.
Pengamatan dilakukan dengan mengukur diameter koloni dari empat arah yang
berbeda dan diambil rata-ratanya. Data tersebut selanjutnya digunakan untuk
menghitung persentase penghambatan ekstrak. Daya hambat diukur

menggunakan rumus sebagai berikut (Oktarinaet al., 2017):

a
DH =

x 100%
a

Keterangan: DH= Daya Hambat (%)
a = Diameter C. gloeosporioides pada kontrol (cm)
b = Diameter C. gloeosporioides pada setiap perlakuan (cm)

3.5.2 Kerapatan Konidia

Kerapatan konidia dihitung untuk mengetahui pertumbuhandan perkembangan
generatif jamur C.gloeosporioidespada setiap perlakuan. Kerapatan konidia
dilakukan dengan metode hitung langsung menggunakan haemocytometer. Jamur
umur 10 hari dipanen dengan melubangi media beserta jamurnya menggunakan
bor gabus di 5 titik, lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml

aquadest steril sebagai suspensi awal. Suspensi dihomogenkan dengan
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menggunakan rotamixer lalu diencerkansecara bertingkat dengan menambahkan
akuades steril pada tabung reaksi sampai pengamatan dapat dilakukan dengan
baik. Suspensi konidia diambil dengan mikropipet lalu diteteskan ke
haemocytometerdan diamati di mikroskop. Kerapatan konidiadapat dihitung

menggunakan rumus:

C = ‘ 106
" nx0,25 x
Keterangan:
C = Kerapatan konidia per ml larutan
T = Jumlah total konidia dalam kotak sampel yang diamati
n = Jumlah kotak sampel (5 kotak besar x 16 kotak kecil)

0,25 = Faktor koreksi penggunaan haemocytometer skala kecil

3.5.3 Perkecambahan Konidia

Perkecambahan konidiabertujuan untuk mengetahuibanyaknya konidia jamur

C. gloeosporioidesyang dapat berkecambah pada setiap perlakuan.Pengamatan
tersebut dilakukan dengan menyiapkan kaca preparat steril, kemudian diberi
media PSA tipis di tengah preparat tersebut. Setelah itu, diletakkan 0,05 ml
suspensi di atas media PSAmenggunakan mikropipet dan ditutup dengan kaca
penutup. Setelah itu, jumlah konidia diamati terlebih dahulu di bawah mikroskop
majemuk. Inkubasi selama = 24 jam, kemudian diamati konidia yang
berkecambah menggunakan mikroskop majemuk. Rumus untuk menghitung
perkecambahan konidia tersebut adalah sebagai berikut (Gabriel dan Riyanto,

1989dalam Nuraida dan Lubis, 2016).



g

V= x 100%
u
Keterangan:
\Y = Perkecambahan konidia (%)
g = Jumlah konidia yang berkecambah
u = Jumlah konidia yang tidak berkecambah

3.6 Pengamatan Secara In Vivo

Variabel pengamatan yang dilakukan secara in vivo yaitu masa inkubasi,
keterjadian penyakit dan keparahan penyakit. Masa inkubasi merupakan waktu
yang diperlukan patogen untuk melakukan infeksi dan menimbulkan gejala
antraknosa. Gejala awal muncul jika diameter bercak mencapai > 4mm.
Pengamatan dilakukan sejak hari ke-2 setelah inokulasi sampai semua buah
pepaya menimbulkan gejala atau hingga terdapat salah satu buah pepaya yang
membusuk. Pengamatan tersebut dilakukan denganmencatat hari dimana untuk
pertama kalinya buah pepaya pada setiap satuan percobaan menimbulkan gejala

antraknosa.

Keterjadian penyakit merupakan salah satu variabel pengamatan yang dilakukan
untuk mengetahui seberapa besar presentase buah yang bergejala. Pengamatan
dilakukan saat gejala telah memenuhi seluruh permukaan buah dengan
menghitung berapa buah pepaya yang bergejala antraknosa dari seluruh buah
pepaya yang diamati. Rumus untuk menghitung persentase keterjadian penyakit

(TP) tersebut adalah sebagai berikut (Oktarina et al., 2017):

23
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n

Keterangan:

TP = Keterjadian Penyakit

n = Jumlah buah yang bergejala bercak antraknosa,
N = Total buah yang diamati.

Pengamatan pada keparahan penyakit bertujuan untuk mengetahui persentase luas
gejala yang mampu ditimbulkan pada permukaan buah sehat.Pengamatan
keparahan penyakit dilakukan sejak salah satu buah pepaya mengalami gejala
penyakit antraknosa hingga terdapat buah pepaya yang seluruh permukaannya

dipenuhi gejala antraknosa atau membusuk.

Pengamatan tersebut dilakukan dengan membungkus buah yang terdapat gejala
antaknosa menggunakan plastik transparan. Gejala yang ada digambar pada
permukaan plastik tersebut dan dihitung luas seluruh gejala pada kertas milimeter
blok.Rumus untuk menghitung persentase keparahan penyakit (KP) tersebut

adalah sebagai berikut (Efri, 2010).

Y(nxv)
KP =—x 1009
NXxV %

Keterangan :

KP = keparahan serangan (%)

n = banyaknya buah dalam setiap kategori serangan
N = jumlah buah yang diamati

v = nilai numerik untuk tiap kategori serangan

V = nilai skor tertinggi

Skor berdasarkan interval serangan penyakit antraknosa
pada buah pepaya adalah :
Skor 0 = tanpa gejala

Skor 1 = gejala terjadi > 0-20% buah
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Skor 2 = gejala terjadi >20-40% buah
Skor 3 = gejala terjadi >40-60% buah
Skor 4 = gejala terjadi > 60-80% buah

Skor 5 = gejala terjadi >80-100% buah

Pengamatan menggunakan metode AUDPC (Area Under the Disease Progress
Curve) merupakan parameter yang berguna untuk mengukur perkembangan
penyakit terhadap waktu. Perkembangan penyakit dari waktu ke waktu dihitung

menggunakan rumus berikut (Apriyadi et al., 2013).

n-1
_ Yi+ Vi

AUDPC = (T) (tivr — ti)

i=1

Keterangan:

AUDPC = Luas daerah bawah kurva

n = Jumlah pengamatan

Y = Keparahan penyakit pada waktu ke-(i)
t = Waktu pengamatan ke-(i)

[

= Jumlah hari pengamatan (1, 2, 3, ... dst.)



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, diperoleh kesimpulan sebagai
berikut:
1. Ekstrak tunggal daun sirih lebih baik dalam menghambat pertumbuhan
C. gloeosporioides secara in vitro, daripada ekstrak tunggal daun mengkudu.
2. Ekstrak tunggal daun sirih lebih baik dalam menghambat intensitas serangan
penyakit antraknosa secara in vivo, daripada ekstrak tunggal daun mengkudu.
3. Perbandingan ekstrak daun sirih dan daun mengkudu (3:1) merupakan
perbandingan ekstrak yang terbaik dalam menghambat pertumbuhan C.

gloeosporioides (in vitro) dan persentase keparahan penyakit (in vivo).

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian perlu dilakukan pengujian ekstrak tunggal daun sirih
dan ekstrak gabungan dari daun sirih dan daun mengkudu (3:1) untuk

menghambat penyakit antraknosa pada tanaman lain.
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