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ABSTRAK

IDENTIFIKASI DAN PENGARUH KONDISI LINGKUNGAN
TERHADAP PERTUMBUHAN JAMUR PENYEBAB PENYAKIT
ANTRAKNOSA PADA BUAH PEPAYA CALINA (Carica papaya L.) DI
BANDAR LAMPUNG

Oleh

ELLISA

Penelitian bertujuan untuk mengetahui identitas dan pengaruh kondisi lingkungan
terhadap pertumbuhan jamur penyebab penyakit antraknosa pada pepaya Calina.
Penelitian dilaksanakan dari Februari sampai November 2021 di Laboratorium IImu
Penyakit Tumbuhan dan Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian,
Universitas Lampung. Sebanyak empat isolat jamur yang diisolasi dari buah pepaya
bergejala antraknosa digunakan dalam penelitian ini. Isolat jamur berasal dari
pertanaman pepaya Calina di Bandar Lampung. Uji patogenisitas dilakukan pada
buah pepaya sehat. Identifikasi dilakukan secara morfologi dengan mengamati
koloni, hifa, dan konidia. Identifikasi secara molekuler menggunakan primer ITS1
dan ITS4. Uji pengaruh cahaya dilakukan dengan menginkubasi jamur pada kondisi
intensitas cahaya tinggi dan rendah. Pengujian pH dilakukan dengan menginkubasi
jamur pada media PSA dengan pH 4, 5, 6, 7, dan 8. Pengujian suhu dilakukan
dengan menginkubasi jamur pada suhu 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, dan 35 °C. Hasil
uji patogenisitas menunjukkan bahwa jamur bersifat patogenik. Hasil identifikasi
secara morfologi menunjukkan bahwa penyebab penyakit antraknosa pepaya di
Bandar Lampung adalah Colletotrichum gloeosporioides. Identifikasi secara
molekuler terhadap satu isolat (isolat PE) didapat bahwa jamur merupakan
Colletotrichum liaoningense. Hasil penelitian pengaruh kondisi lingkungan
didapatkan bahwa 3 isolat tumbuh baik pada kondisi intensitas cahaya rendah
dengan suhu ruang (29-30 °C ) dan satu isolat tumbuh baik pada kondisi intensitas
cahaya tinggi. Sebagian isolat jamur tumbuh baik pada pH 4 dan sebagian tumbuh
baik pada pH 6. Suhu optimum untuk pertumbuhan seluruh isolat yaitu 25-30 °C.

Kata kunci: antraknosa, C. gloeosporioides, C. liaoningense, dan identifikasi.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pepaya (Carica papaya) merupakan tanaman buah asal Amerika Selatan yang
telah menyebar ke seluruh dunia, salah satunya Indonesia. Tanaman pepaya dapat
berbuah sepanjang tahun sehingga ketersediaannya di pasar tidak pernah putus
(Kaleka, 2020). Budidaya pepaya menjadi prospek besar dan potensial. Selain
karena dikenal dengan buah sehat dan mudah ditemukan, kelebihan lainnya yaitu
rasa dan tekstur yang umum digemari masyarakat (Gunawan, 2018).

Salah satu jenis tanaman pepaya di Indonesia yaitu kultivar pepaya IPB 9 atau
pepaya Calina, yang populer dengan sebutan pepaya California. Pepaya Calina
atau California Indonesia merupakan pepaya lokal hasil inovasi pemuliaan oleh
Pusat Kajian Buah-buahan Tropika IPB. Produktivitas pepaya Calina termasuk
tinggi yaitu 70 kg/pohon (Kaleka, 2020). Bandar Lampung menjadi salah satu
sentra produksi pepaya di Provinsi Lampung. Pada tahun 2015, luas lahan
pertanaman pepaya yaitu 4,74 ha yang tersebar di berbagai kecamatan diantaranya
Teluk Betung, Tanjung Karang, dan Kemiling (BPS, 2017).

Serangan penyebab penyakit tanaman menjadi salah satu faktor utama penurunan
hasil dan kualitas pepaya. Salah satu penyakit utama pada tanaman pepaya yaitu
antraknosa yang disebabkan oleh patogen Colletotrichum (Santoso, 2017).
Rangkuti dkk. (2017) melaporkan bahwa patogen antraknosa menyerang hampir
seluruh bagian tanaman pepaya, yaitu batang, tangkai, dan buah papaya. Buah
pepaya hijau juga dapat terserang, terutama kultivar pepaya dengan tipe ukuran
medium (1-2 kg). Di Indonesia, penyakit antraknosa merupakan penyebab utama
kehilangan hasil pascapanen pada buah pepaya California. Keterjadian penyakit

ini dapat mencapai 70% (Hamdayanty dkk., 2012). Di Meksiko, kerugian akibat



antraknosa mencapai lebih dari 50% (Torres-Calzada et al., 2012). Di Brazil,
negara yang menduduki peringkat kedua produsen pepaya pada tahun 2017,
kehilangan hasil akibat antraknosa dapat mencapai sekitar 90% (Vieria et al.,
2020). Menurut Ademe et al. (2013), secara umum kerugian pascapanen akibat

antraknosa di negara berkembang berkisar 40-100% pada pepaya.

Penyakit antraknosa pada pepaya disebabkan oleh jamur Colletotrichum
gloeosporioides (Penz) Sacc atau Glomerella cingulata pada stadium
sempurnanya (Hafsah dkk., 2007). Namun, penelitian yang dilakukan Rangkuti
dkk. (2017) menjadi laporan pertama di Indonesia bahwa ditemukannya spesies

Colletotrichum truncatum yang hanya terdapat pada buah pepaya di lapangan.

Pengetahuan dasar mengenai identifikasi spesies Colletotrichum penyebab
antraknosa akan berguna dalam penyusunan strategi pengendalian penyakit pada
pepaya (Rangkuti dkk., 2017). Penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi
spesies Colletotrichum yang menyebabkan penyakit antraknosa pada buah pepaya

di Lampung.

1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengetahui identitas isolat-isolat jamur penyebab penyakit antraknosa pada
buah pepaya Calina;
2. Mengetahui pengaruh kondisi lingkungan terhadap pertumbuhan isolat-isolat

jamur penyebab penyakit antraknosa pada buah pepaya Calina.

1.3 Kerangka Pemikiran

Penyakit antraknosa merupakan salah satu penyakit penting pada tanaman pepaya,
baik saat di lapangan maupun pada saat penyimpanan. Menurut Alberida dkk.
(2014), infeksi jamur Colletotrichum bersifat laten yang berarti jamur menginfeksi

buah pada saat masih di pertanaman tetapi tidak langsung berkembang pada saat



itu, namun berkembang pada waktu buah menjelang masak dalam penyimpanan
dan pengangkutan. Sampai sebelum tahun 2017 hanya C. gloeosporioides yang
dilaporkan sebagai penyebab antraknosa pada pepaya di Indonesia (Rangkuti
dkk., 2017).

Pada 2017 Rangkuti dkk. untuk pertama kalinya melaporkan bahwa penyebab
antraknosa pada buah pepaya di Indonesia, tepatnya di daerah Bogor yaitu C.
gloeosporioides dan C. truncatum. Selain di Indonesia, terdapat beberapa negara
yang melaporkan bahwa terdapat spesies Colletotrichum lain yang menyerang
buah pepaya. Torres-Calzada et al. (2012) mengonfirmasi bahwa C.
gloeosporioides dan C. capsici (sin. C. truncatum) merupakan patogen penyebab
antraknosa pada buah pepaya di Meksiko. Maharaj and Rampersad (2011) juga
menyebutkan bahwa C. gloeosporioides dan C. truncatum adalah penyebab
penyakit antraknosa pada buah pepaya di Meksiko, Florida, Jepang, dan Thailand.

Di Lampung, jamur C. gloeosporioides masih disebut sebagai penyebab
antraknosa pada buah pepaya (Awaludin dkk., 2020). Menurut Freeman et al.
(1998), identifikasi merupakan poin penting untuk memahami epidemi penyakit
dalam rangka mengembangkan strategi pengendalian yang efektif. Selain
identifikasi, karakterisasi terhadap patogen yang tepat juga penting dilakukan
untuk mengetahui karakternya terhadap respon dari pengaruh suhu, pH, dan
cahaya.

1.4 Hipotesis

Berdasarkan rumusan masalah tersebut, hipotesis yang diajukan yaitu :

1. Terdapat lebih dari satu spesies jamur penyebab penyakit antraknosa pada
buah pepaya calina.

2. Kondisi lingkungan mempengaruhi pertumbuhan isolat-isolat jamur penyebab

penyakit antraknosa pada buah pepaya calina.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Pepaya Calina

Pepaya (Carica papaya L.) merupakan tanaman asli Amerika tropis yang berasal
dari persilangan alami Carica peltata Hook. & Arn. Tanaman ini tersebar di
seluruh wilayah tropis dan subtropis. Di Indonesia tanaman ini dapat ditemui
hampir di seluruh daerah baik dataran rendah maupun dataran tinggi (Febjislami
dkk., 2018).

Klasifikasi tanaman pepaya menurut Malo (2017) yaitu :

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Classis : Magnoliopsida (Berkeping dua/dikotil)
Ordo : Brassicales

Family : Caricaceae

Genus : Carica

Spesies : Carica papaya L.

Pepaya tergolong dalam famili Caracecae dan termasuk dalam tanaman buah
berupa herba. Pepaya california merupakan salah satu varietas buah pepaya hasil
pemuliaan yang dilakukan oleh Pusat Kajian Buah Tropika (PKBT)-IPB yang
disebut dengan IPB 9 (Usmayani et al., 2015). Pepaya ini memiliki nilai ekonomis
yang tinggi dan kaya akan gizi. Pepaya Calina merupakan pepaya dengan varietas
unggul, benih yang bermutu, dan varietas pepaya yang bisa meningkatkatkan hasil

produksi (Rahmawati, 2015). Perawakan tanaman rendah, serta daya simpan buah



lama, mencapai lebih dari seminggu (Santoso, 2017). Ciri khas dari pepaya ini
yaitu terdapat kuncir yang menjulang pendek di atas daun pada sebagian ujung
daunnya. Pepaya ini juga merupakan tanaman yang bersari bebas, beradaptasi
secara luas di dataran rendah dan tinggi, dan dapat dipanen pada umur 7-8 bulan
setelah tanam (Kaleka, 2020).

Bentuk penampang batang tanaman pepaya yaitu bulat dengan diameter 9-10 cm
dan berwarna coklat keabuan. Bentuk daun menjari dengan panjang 48-52 cm dan
lebar 55-57 cm serta berwarna hijau. Buahnya berbentuk silindris berwarna hijau
lumut dan daging buah berwarna jingga. Buah pepaya California ini memiliki
panjang 23-24 cm dengan diameter 9,2-9,5 cm dan bobot perbuah yaitu 1,2-1,3 kg
(Malo, 2017).

2.1.1 Akar tanaman pepaya

Akar pada tanaman pepaya merupakan akar dengan sistem akar tunggang, yang
menjadi ciri khas tanaman pepaya ini yaitu akar lembaga terus tumbuh bercabang-
cabang menjadi akar-akar yang lebih kecil. Akar pepaya berbentuk bulat berwarna
putih kekuningan (Santoso, 2017). Akar tunggang dapat menembus tanah hingga
kedalaman 2 m pada tanah yang subur dan gembur sehingga mampu menopang
pertumbuhan. Sebagian besar akar bertanggung jawab dalam penyerapan unsur
hara dalam tanah hingga permukaan tanah pada lapisan 500 mm dengan

konsentrasi terbesar pada lapisan di atas 250 mm (Kaleka, 2020).

2.1.2 Batang tanaman pepaya

Batang pada tanaman pepaya mempunyai rongga dan berbentuk silinder dengan
diameter 30-40 cm, semi berkayu, bergabus dan kulit berwarna abu-abu. Pada
permukaan batang terdapat bekas-bekas tangkai daun. Batang tumbuh tegak lurus
keatas dan umumnya tidak bercabang. Cabang biasanya muncul saat redapat luka
pada batang. Batang pepaya mengandung getah putih di seluruh permukaan

batangnya, getah akan keluar atau menetes saat batang dilukai (Kaleka, 2020).



2.1.3 Daun tanaman pepaya

Daun pepaya merupakan daun tunggal, ukurannya besar dan bercangap, serta
mempunyai bagian-bagian daun lengkap. Daun pepaya mempunyai bangun bulat,
ujung meruncing, tangkai daun panjang dan berongga. Susunan tulang daun
menjari, daun muda terbentuk di bagian tengah tanaman. daun pepaya berkumpul
di pucuk batang. Getah pada daun pepaya berwarna putih dan mengandung enzim
papain yaitu enzim pemecah protein. Enzim papain dapat digunakan dalam bidang

pangan, kesehatan, kosmetik, tekstil, dan penyamak (Kaleka, 2020).

2.1.4 Buah pepaya

Buah pepaya tergolong sebagai buah sejati tunggal yang berarti buah terdiri dari
bunga dengan satu bakal buah saja. Warna buah muda yaitu hijau gelap dan
menjadi merah saat masak. Buah pepaya berdaging, berbentuk bulat telur hingga
lonjong dengan bagian bawah yang meruncing, dan kulit buah tipis dan halus.
Ketebalan daging buah berkisar 1,5-4 cm dengan rongga tengah memiliki lima
siku (Kaleka, 2020). Buah pepaya termasuk dalam buah buni (bacca), yaitu buah
yang memiliki daging dengan dua lapisan. Lapisan luar merupakan bagian yang
tipis agak kaku seperti kulit dan lapisan dalam yang tebal, lunak dan berair.

Bagian dalam ini adalah bagian yang dapat dimakan (Santoso, 2017).

2.1.5 Bunga pepaya

Bunga pada tanaman pepaya muncul pada bagian pangkal daun atau ketiak daun.
Tepi bunga bertaju lima, bersimetri banyak, dan warna bunga putih kekuningan.

Pepaya termasuk golongan tumbuhan poligam karena terdapat 3 tipe bunga pada
satu tumbuhan (Santoso, 2017). Tipe pembungaan tergantung pada jenis kelamin
pohon pepaya. Tiga jenis kelamin bunga yaitu bunga jantan (staminate), bunga

betina (fistilate), dan bunga sempurna (hermaprodit) (Kaleka, 2020).

Bunga jantan dihasilkan oleh pepaya jantan dan hanya memiliki benang sari

(uniseksual). Rangkaian malai bunga-bunga jantan memiliki panjang 25-100 cm.



Kelopaknya seperti cawan, berukuran kecil dan bergerigi lima. Mahkota
berbentuk terompet dengan panjang 2,5 cm dengan lima cuping melebar dan
berwarna kuning muda. Bunga memiliki 10 benang sari yang terdapat pada dua
seri atau lingkaran yang terhubung dengan cuping mahkota. Bunga jantan
umumnya tidak mengahsilkan buah, namun terkadang menghasilkan buah dengan

ukuran kecil dan menggantung (Kaleka, 2020).

Bunga betina dihasilkan oleh pohon pepaya betina. Mempunyai putik namum
tidak mempunyai benang sari. Umumnya muncil sendiri atau beberapa kuntum
berada pada satu payung menggarpu. Panjang bunga betina sekitar 3,5 —5 cm.
Kelopak berbentuk cawan, berwarna hijau muda dengan panjang 3 — 4 mm dan
memiliki lima gigi yang sempit. Tersusun dari lima daun mahkota yang hampir
lepas, daun mahkota berbentuk lanset, melilit, berdaging dan berwarna kuning.
Bakal buah berbentuk bulat atau bulat telur dengan tepi yang rata. Memiliki
panjang 2-3 cm, memiliki rongga pusat dan banyak bakal biji. Kepala putik
sebanyak lima dan berbentuk kipas. Bunga akan menjadi buah bila diserbuki

bunga jantan tanaman pepaya lainnya (Kaleka, 2020).

Bunga sempurna dihasilkan oleh pohon pepaya hermaprodit. Bunga terdiri dari 4
bagian yaitu kelopak, mahkota, benang sari, dan putik. Benang sari terdiri dari
tangkai dan benang sari. Pada ujung tangkai sari, di dalamnya terdapat serbuk sari
yang merupakan sel kelamin jantan untuk penyerbukan. Benang sari berjumlah 10
yang memiliki kepala sari berisi serbuk sari. Putik mengandung sel telur, tersusun
dari daun buah atau karpelum. Putik terdiri dari tiga bagian yaitu bakal buah,
tangkai kepala putik, dan kepala putik. Bakal buah umumnya besar dan berada
pada dasar bunga (Kaleka, 2020).

2.1.6 Biji pepaya

Biji di dalam buah pepaya berbentuk bulat dengan diameter 5 mm. Pada buah
muda, biji berwarna putih dan berubah menjadi warna hitam atau kelabu saat
sudah masak dengan jumlah yang banyak. Pada buah yang matang, biji dilapisi
sarkotesta (selaput lendir yang membungkus biji yang masih segar) dan
bergelatin. Biji dari buah matang tersebut merupakan biji fertil yang digunakan



untuk perkembangbiakan tanaman. Terdapat pula biji yang bersifat abortus yang
tidak akan tumbuh saat ditanam karena tidak memiliki embrio dan mati sejak buah

masih muda. Biji abortus berwarna putih saat buah sudah masak (Kaleka, 2020).

2.2 Penyakit Antraknosa

Antraknosa merupakan penyakit penting di seluruh dunia. Selain pepaya, patogen
ini mampu menginfeksi pisang, mangga, alpukat, dan bermacam buah-buah tropis
lainnya. Patogen antraknosa dapat menyerang beberapa bagian tanaman pepaya,
namun serangan pada buah dapat terjadi sangat parah (Maeda and Nelson, 2014).
Antraknosa merupakan penyakit tanaman yang ditandai adanya luka cekungan
dengan spora berwarna hitam dan disebabkan oleh jamur Colletotrichum sp.
(Andreas, 2017). Gejala biasanya terlihat sebagai lesi cekung melingkar yang
berbeda pada buah muda hingga matang. Namun, jamur juga dapat menyebabkan
lesi pada batang, bercak daun, defoliasi, dan peredaman bibit (Rampersad, 2011).
Penyakit antraknosa sedikit ditemui pada musim kemarau, di lahan dengan
drainasi yang baik dan gulma terkendali dengan baik. Namun, jamur
Colletotrichum sp. mampu bertahan pada sisa-sisa tanaman yang terinfeksi dan

konidiumnya akan tersebar melalui angin (Semangun, 2007).

2.2.1 Gejala antraknosa

Gejala awal berupa jaringan mati yang terlihat sebagai bercak kebasahan,
kemudian jaringan yang mati tersebut melekuk dan selanjutnya meluas menjadi
bercak konsentrik berwarna abu-abu atau kehitaman dengan titik-titik berwarna
orange pada permukaan buah. Pada satu buah pepaya bisa terjadi beberapa bercak

yang dapat menyatu (Susetyo, 2010).

Pada batang, bagian yang banyak terserang adalah bagian dekat pucuk. Gejala
awal mirip dengan gejala yang terjadi pada buah, yaitu kematian jaringan yang
cekung yang awalnya berupa kebasahan, kemudian berkembang menjadi

berwarna abu-abu atau kehitaman dengan bintik-bintik berwarna oranye pada



permukaan. Serangan patogen antraknosa yang berat dapat menimbulkan gejala
mati pucuk (die back) (Susetyo, 2010).

Gejala pada daun berupa bercak kecoklatan, terdapat titik-titik oranye pada daun
yang terserang sehingga mengakibatkan daun pepaya menjadi gugur. Serangan
patogen antraknosa pada daun pepaya tidak terlalu signifikan berperan besar
dalam kehilangan hasil tetapi lebih berperan dalam penyebaran patogen. Pada
pembibitan tanaman pepaya, apabila cuaca di pertanaman pepaya mendukung
perkembangan penyakit rebah kecambah (damping — off), pada umumnya
menimbulkan gejala laten (tanaman tidak sakit) (Susetyo, 2010).

C.capcisi merupakan salah satu penyebab busuk matang atau ripe root. Adanya
variasi gejala yang tampak ditimbulkan yaitu ada yang busuk hanya sebagian
buah, baik dipangkal buah, tengah buah maupun ujung buah bahkan ada yang
keseluruhan buahnya menjadi busuk sehingga kelihatan kering (Semangun 2007).
Gejala yang ditimbulkan oleh C. capsici sangat bervariasi. Mulai dari gejala yang
kecil kemudian membesar. Pada batang dan tangkai daun yang terserang akan
mengalami nekrosis sehingga menyebabkan layu dan mati (Centre for
Agricultural Bioscience International, 2007). Pada serangan jamur C. capsisi
mula-mula membentuk bercak coklat kehitaman lalu meluas menjadi busuk lunak.
Pada bagian tengah bercak terdapat kumpulan titik-titik hitam yang terdiri dari
kelompok seta dan konidia jamur, serangan lanjut mengakibatkan buah
mengkerut, kering, dan busuk (Pratiwi dkk., 2016).

2.3 Penyebab Penyakit Antraknosa

2.3.1 Morfologi dan klasifikasi genus Colletotrichum

Jamur Colletotrichum spp. merupakan jamur parasit fakultatif dari Ordo
Melanconiales dengan ciri-ciri konidia (spora) tersusun dalam aservulus (struktur
aseksual pada jamur parasit). Ciri-ciri umum jamur dari Genus Colletotrichum
yaitu memiliki hifa bersekat dan bercabang serta menghasilkan konidia yang
transparan dan memanjang dengan ujung membulat atau meruncing panjangnya

antara 10-16 um dan lebarnya 5-7 pm dengan massa konidia berwarna hitam.
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Jamur dari Genus Colletotrichum termasuk dalam kelas Deuteromycetes yang
merupakan fase anamorfik (bentuk aseksual), dan pada saat jamur tersebut dalam
fase telemorfik (bentuk seksual) masuk dalam kelas Ascomycetes yang dikenal
dengan jamur dalam Genus Glomerella (Sudirga, 2016).

Klasifikasi ilmiah jamur Colletotrichum sp. menurut Ferdiansyah (2019) yaitu :

Kindom : Fungi

Divisi : Ascomycota
Kelas : Ascomycetes
Ordo : Melanconiales
Famili : Melanconiaceae
Genus : Colletotrichum
Spesies : Colletotrichum sp.

Jamur Colletotrichum memiliki apresorium yang berbentuk lonjong, yang
berfungsi untuk membantu proses penetrasi hifa menuju ke dalam jaringan
tumbuhan terinfeksi. Kemudian jamur memproduksi beberapa enzim yaitu
Protease, Selulase dan Pektinase. Enzim tersebut dapat menyebabkan kerusakan
pada struktur dinding sel tumbuhan (Utami, 2018). Genus Colletotrichum
menyebabkan beberapa jenis penyakit seperti layu daun, antraknosa, busuk merah
tebuh, dan penyakit busuk pada buah stroberi, pisang, kopi serta bercak coklat
kacang tunggak (Ferdiansyah, 2019).

Jamur Colletotrichum sp. dapat menginfeksi tanaman pepaya pada tahap awal
konidia yang terdapat dipermukaan tanaman. Kemudian menghasilkan tabung
kecambah dan terjadi penetrasi pada lapisan epidermis kulit buah yang kemudian
akan membentuk jaringan hifa. Hifa intra dan hifa interselluler tersebut masuk dan
menyebar keseluruh jaringan tanaman, penyebaran spora jamur Colletotrichum sp.
dapat melalui banyak faktor, salah satunya faktor abiotik seperti air hujan,
sehingga ketika spora tersebut berada pada inang yang cocok maka spora tersebut

akan berkembang dengan baik (Ferdiansyah, 2019).
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2.3.2 Morfologi dan Klasifikasi Colletotrichum gloeosporioides

Patogen antraknosa yang umum dijumpai menyerang tanaman pepaya di
Indonesia adalah jamur Colletotrichum gloeosporioides. Jamur Colletotrichum
gloeosporioides mempunyai bentuk spora silindris, ujung spora tumpul, ukuran
spora 16,1 x 5,6 pm dengan kecepatan tumbuh 12,5 mm per hari. C.

gloeosporioides dan warna koloni abu-abu (Sudirga, 2016).

Klasifikasi jamur Colletotrichum gloeosporioides menurut Prasetiyo dkk. (2018)

yaitu :

Kingdom : Fungi

Divisio : Mycota

Sub Divisio : Deuteromycota

Kelas . Deuteromycetes

Ordo : Melanconiales

Famili : Melanconiaceae

Genus : Colletotrichum

Spesies : Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc.

Jamur Colletotrichum gloeosporioides memiliki miselium dengan jumlah agak
banyak, hifa bersepta tipis, mula berwarna bening, putih dan kemudian menjadi
warna gelap. Jamur ini mempunyai konidiofor yang pendek, tidak bercabang, dan
tidak bersepta dengan ukuran 7-8 x 3-4 um. Umumnya memiliki konidia hialin
bersel satu dengan ukuran 9-25 x 3-6 um, tidak bersekat, jorong memanjang, dan
terbentuk pada ujung konidiofor yang sederhana (Prasetiyo dkk., 2018).

Sekat terbentuk pada saat konidium berkecambah dan pembuluh kecambah
membentuk apresorium sebelum menginfeksi tanaman. Diantara konidiofor akan
terdapat rambut-rambut (seta) yang kaku berwarna coklat gelap. Konidia memiliki
berat yang ringan, mudah tersebar, terbawa serangga dan terbawa angin hingga
ratusan kilometer sehingga penyebarannya dapat terjadi dalam waktu singkat
(Prasetiyo dkk., 2018).
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Selain Colletotrichum gloeosporioides, dilaporkan terdapat beberapa spesies
Colletotrichum menyerang buah pepaya Calina di berbagai negara yaitu C. capsici
(Torres-Calzada et al., 2012) dan C. truncatum (Maharaj and Rampersad, 2011).
Menurut Pratiwi dkk. (2016), C. capsici memiliki konidioma acervuli bulat atau
memanjang berdiameter £ 350 um. Aservulus tersebar banyak di bawah kutikula
atau permukaan, memiliki garis tengah hingga 10 pm berwarna hitam dengan
banyak seta. Seta berwarna coklat gelap, dasar yang lebar dan bersekat kaku
meruncing dengan panjang + 250 um dan lebar £6 um. Konidia hialin, berbentuk
sabit, bersekat, dan uninukleat terbentuk dari hialin uniselular berwarna coklat
gelap. Dalam jaringan tanaman terserang atau dalam medium biakan, jamur ini

akan banyak membentuk sklerotium.

Pada PDA, koloni C. capsici awalnya berwarna putih kemudian berubah abu-abu.
Areal miselium yang terang menjadi keabu-abuan gelap pada seluruh permukaan
koloni. Terkadang akan membentuk zonasi diurnal padat dengan konidioma yang
terang dan membentuk seta berwarna gelap pada areal tipis. Koloni C. capsici

memiliki reverse berwarna gelap (Pratiwi dkk., 2016).

2.3.3 Pengaruh suhu terhadap pertumbuhan patogen antraknosa

Suhu merupakan salah satu faktor eksternal yang sangat berpengaruh terhadap
perkembangan patogen antraknosa. Suhu berperan sangat penting dalam
pertumbuhan jamur karena suhu mempengaruhi hampir keseluruhan dari fungsi
jamur. Suhu yang tepat mampu mendukung pertumbuhan dan sporulasi jamur
(Kumara and Rawal, 2008).

Sajili et al. (2017), mengatakan bahwa jamur mengalami pertumbuhan yang
sangat baik yaitu pada suhu 20-29 °C. Jamur C. gloeosporioides menunjukkan
pertumbuhan radial yang sangat baik pada suhu 25 °C. namun, jamur C.
gloeosporioides mampu tumbuh pada kisaran suhu 20-30 °C. Secara in vitro
pertumbuhan jamur secara maksimal terjadi pada suhu optimalnya yaitu kisaran
25-35 °C. Kumara and Rawal (2008) mengatakan bahwa pada media cair,

pertumbuhan jamur terjadi secara maksimal pada suhu 28 °C. Sedangkan pada
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suhu 15 °C pertumbuhan miselium jamur sangat sedikit dan tidak ada spora yang
diproduksi jamur. Perpanjangan sporulasi yang tinggi terjadi pada suhu 28 °C.

2.3.4 Pengaruh pH terhadap pertumbuhan patogen antraknosa

Konsentrasi ion hidrogen merupakan salah satu faktor penting yang
mempengaruhi pertumbuhan jamur. Laju dan jumlah pertumbuhan dipengaruhi
oleh pH media tumbuh. Selain itu, pH juga mempengaruhi proses kehidupan lain
dari jamur. Kebanyakan jamur lebih mampu bertahan pada kondisi asam daripada
basa. Jamur C. gloeosporioides tumbuh baik pada media pH 5-7. Pertumbuhan
pada pH 4 dan pH 8 akan mengalami penurunan. Proses sporulasi terbaik terjadi
pada pH 6 dan pH 7 (Kumara and Rawal, 2008). Sajili et al. (2017) mengatakan
bahwa, media dengan pH spesifik yang mendukung pertumbuhan belum tentu
mendukung proses sporulasi. Media yang mendukung sporulasi pada kebanyakan
jamur yaitu media dengan kisaran pH 5-6. Jamur C. gloeosporioides tumbuh
lebih baik pada kisaran pH 6-7. Jamur C. gloeosporioides juga lebih mentolerir

asam daripada alkali, karena sarana pertumbuhan radial jamur pada pH 4.

2.3.5 Pengaruh cahaya terhadap pertumbuhan patogen antraknosa

Pertumbuhan jamur juga dipengaruhi oleh intensitas cahaya sebagai faktor
eksternal. Pada kondisi lapang, intensitas cahaya mempengaruhi lesi pada pepaya
yang terserang patogen antraknosa. Lesi akan menjadi lebih besar saat berada
pada intensitas cahaya yang rendah dibandingkan saat berada pada intensitas
cahaya yang tinggi (Schall et al., 1980). Menurut Yu et al. (2013), cahaya
digunakan sebagai sumber energi dasar bagi seluruh mahluk hidup di bumi. Pada
kingdom jamur cahaya mempengaruhi banyak metabolit dan fisiologi beberapa
jamur. Cahaya digunakan untuk regulasi pertumbuhan, arah pertumbuhan
(fototropisme), reproduksi, dan produksi pigmen. Yu et al. (2013), melaporkan
bahwa cahaya merupakan pengatur penting melanin yang erat kaitannya dengan
patogenisistas jamur, sehingga cahaya pun berpengaruh signifikan terhadap

tingkat keparahan penyakit. Selain itu, cahaya juga secara umum berpengaruh
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terhadap sporulasi dan pigmentasi yang mampu melindungi jamur dari gelombang
cahaya yang berbahaya seperti sinar ultraviolet. Yu et al. (2013) menunjukkan
bahwa, panjang gelombang cahaya menyebabkan pigmentasi berbeda terhadap C.
acutatum. Pigmentasi yang lebih tinggi berada pada pengamatan dibawah cahaya
putih dan biru, sedangkan pigmentasi paling sedikit diamati pada miselia yang
diinkubasi dalam keadaan gelap.

Menurut Hayati dkk. (2014) di lapangan, penyakit antraknosa berkembang pada
daerah dengan intensitas naungan 75%. Pemicu berkembangnya penyakit
antraknosa yaitu suhu udara yang tinggi dan kelembaban udara yang rendah
mendekati kelembaban jenuh. Penyebab suhu permukaan tanah diluar naungan
lebih tinggi daripada suhu didalam naungan karena intensitas radiasi matahari
pada siang hari relatif lebih besar mengenai tanaman secara langsung, sehingga
kandungan air berkurang sebagai akibat evaporasi menyebabkan uap semakin

kecil sehingga kelembapan udara semakin kecil.

Namun, perlakuan tanpa naungan juga dapat merangsang perkembangan penyakit
antraknosa. Penyakit antraknosa dapat meningkat apabila tanaman tidak memiliki
naungan yang baik. Pada kondisi tanpa naungan, daur hidup penyakit semakin
pendek sehingga perkembangan penyakit juga akan semakin baik. Sehingga,
untuk mencegah perkembangan penyakit antraknosa maka harus memastikan
segala faktor seperti pH, suhu dan kelembaban (Hayati dkk., 2014).

Persebaran patogen penyebab antraknosa sangat bergantung pada kelembaban
yang akibat curah hujan. Dengan demikian penyakit antraknosa mencapai tingkat
keterjadian dan keparahan tertinggi di daerah dengan kelembaban relatif, curah
hujan tinggi dan suhu udara hangat yang kondusif untuk perkembangan jamur.
Persebaran spora yang dihasilkan aservuli tersebar melalui percikan air, tetesan

hujan, dan angin yang bertiup (Maeda and Nelson, 2014).

2.4 ldentifikasi Jamur

Identifikasi merupakan tindakan membandingkan isolat yang belum diketahui

jenis dan spesiesnya dengan taksa yang sudah ada untuk menetapkan identitasnya.
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Identifikasi jamur patogen penyebab penyakit antraknosa dapat dilakukan secara
morfologi dan molekuler. Identifikasi secara morfologi merupakan identifikasi
konvensional yang dapat dilakukan dengan mengamati berdasarkan karakter
morfologi, fisiologi, dan biokimia. Setelah itu dibandingkan dengan kunci
identifikasi pada monograf (Rukmana, 2015). Sedangkan identifikasi secara
molekular merupakan cara identifikasi yang lebih modern, dimana identifikasi
tersebut menggunakan DNA dari spesies yang akan di identifikasi. Identifikasi
molekuler dikembangkan untuk mengatasi kelemahan identifikasi konvensional
(Fell et al., 2000).

2.4.1 Identifikasi morfologi

Menurut Rukmana (2015), secara morfologi, karakter mikroskopis jamur yang
penting adalah ada tidaknya spora seksual dan spora aseksual, ukuran dari spora,
tipe conidiogenous cell, dan septa pada hifa. Tipe pertunasan dan keberadaan
miselium palsu atau sejati. Karakter makroskopis yang koloni jamur meliputi
warna koloni, tekstur koloni, keberadaan zonasi, radial furrow, dan growing zone.
Selain itu penampakan makroskopis yang umumnya diamati adalah profil serta
tepi koloni pada medium padat dan keberadaan endapan, pelikel, cincin, dan

pulau-pulau pada medium cair.

Selain morfologi, identifikasi jamur secara konvensional juga dapat dilakuakan
dengan melakukan uji fisiologi dan biokimia. Uji fisiologi dan biokimia bertujuan
untuk mengetahui kemampuan jamur dalam memfermentasi berbagai jenis gula,
kemampuan mengasimilasi berbagai jenis karbon dan nitrogen, kebutuhan akan
vitamin, pertumbuhan pada suhu tertentu, ketahanan terhadap antibiotik

sikloheksimida, uji urease, dan uji diazonium blue B (Ciardo et al., 2006).
2.4.2 ldentifikasi molekuler
Karakter molekular yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi suatu

organisme yaitu genom nuklear. Bagian dari genom nuklear yang sering

digunakan untuk menyimpulkan suatu filogenetik adalah DNA ribosomal
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(rDNA). rDNA merupakan daerah genom inti pengkode RNA ribosomal.
Ribosomal DNA mengkode ribosom yang selanjutnya ribosom berperan dalam
sintesis protein. Urutan nukleotida rDNA berisi dua daerah non-coding (ITS) dan
gen rDNA (Rukmana, 2015). Daerah Internal Transcribe Spacers (ITS)
merupakan daerah sekuen DNA yang tidak menyandikan protein fungsional dan
berada di daerah rRNA. Daerah ini digunakan sebagai penanda genetika karena
memiliki variasi sekuens yang cukup tinggi bahkan dalam spesies yang sama.
Berdasarkan hal tersebut, ITS banyak digunakan untuk analisis filogenetik, proses

evolusi, dan penentuan identitas taksonomi (Purnamasari dkk., 2012).

Salah satu teknik yang digunakan pada identifikasi molekuler yaitu PCR
(Polymerase Chain Reaction). PCR merupakan suatu teknik sintesis dan
amplifikasi DNA secara in vitro. Teknik PCR dapat digunakan untuk
mengamplifikasi segmen DNA dalam jumlah jutaan kali hanya dalam beberapa
jam. PCR adalah suatu teknik yang melibatkan beberapa tahap yang berulang
(siklus) dan pada setiap siklus terjadi duplikasi jumlah target DNA untai ganda.
Proses PCR melibatkan beberapa tahap yaitu pra-denaturasi DNA templat,
denaturasi DNA templat, penempelan primer pada templat (annealing),
pemanjangan primer (extension) dan pemantapan (postextension). Tahap
denaturasi sampai pemanjangan primer merupakan tahapan berulang (siklus), di

mana pada setiap siklus terjadi duplikasi DNA (Handoyo dan Rudiretna, 2001).

Identifikasi konvensional memiliki kelemahan baik identifikasi secara morfologi,
fisiologi, maupun biokimia. Pengerjaan identifikasi konvensional membutuhkan
waktu lama dan dapat menimbulkan kesalahan identifikasi terutama pada spesies
yang berkerabat sangat dekat (Geiser, 2004). Sehingga dikembangkanlah
identifikasi molekuler untuk menutupi kelemahan tersebut. Identifikasi molekuler
memiliki kelebihan yaitu mudah dilakukan, cepat, dan akurat (Fell et al., 2000).
Dengan tujuan mempersingkat waktu pengerjaan dan biaya yang diperlukan untuk
identifikasi gen pada suatu organisme, selalu dilakukan perbaikan dan
pengembangan yang cepat terhadap metode, teknologi dan alat yang digunakan
dalam analisa biologi. Hal itu berdampak pada hasil analisa penelitian biologi
molekuler di tingkat laboratorium yang lebih efektif dan efisien, kemajuan dan

peningkan jumlah data yang telah diidentifikasi peneliti juga meningkat.



I11. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium IImu Penyakit Tumbuhan dan di
Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, universitas Lampung.

Penelitian berlangsung pada bulan Februari 2021- November 2021.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, autoklaf,
mikroskop, laminar air flow, erlenmeyer, bunsen, jarum ose, pinset, bor gabus,
kertas label, alat tulis, microwave, plastik wrapping, rotary mixer, mikropipet 0-
1000 pl, tip 0-1000 pl, pcr tube 100 i, tabung eppendorf 1,5 ml, mesin PCR, alat
elektroforesis, UV transilluminator, aluminium foil, water bath, oven, inkubator,
lemari pendingin, alat pengukur suhu, plastik tahan panas, gelas ukur, timbangan
elektrik, dan alat dokumentasi.

Bahan yang digunakan yaitu buah pepaya Calina (Carica papaya L.) bergejala
antraknosa, media PSA, akuades, alkohol 70%, tisu, buffer, ekstraksi DNA,
NaOH, Tris HCL, isopropanol, chloroform, isoamylalcohol, phenol, loading dye,
marker DNA, buffer TE, EDTA, akuades steril.
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3.3 Pelaksanaan Penelitian

3.3.1 Pembuatan media Potato Succrose Agar (PSA)

Media PSA terdiri dari kentang, agar, gula pasir, dan akuades. Kentang dikupas
dan ditimbang sebanyak 100 g lalu dipotong dadu ukuran 1x1 cm. Selanjutnya
kentang dicuci dan dimasukkan ke dalam gelas beker lalu direbus dalam 500 mL
akuades sampai mendidih. Ekstrak kentang dituang ke erlenmeyer yang sudah
ditambahkan 10 g agar dan 10 g gula pasir, kemudian ditambahkan akuades
hingga volume menjadi 500 ml. Selanjutnya erlenmeyer ditutup menggunakan
aluminium foil dan dimasukkan ke plastik tahan panas. Setelah itu, media
disterilkan menggunakan autoklaf dengan tekanan 1 atm dan suhu 121 °C selama
15 menit. Media yang telah diautoklaf tersebut ditambahkan asam laktat 0,7 mL
saat masih hangat, kemudian media dituang ke cawan petri secara steril dalam
LAF.

3.3.2 Isolasi dan peremajaan patogen antraknosa

Patogen antraknosa diisolasi dari buah pepaya sakit. Isolasi jamur dilakukan
dengan cara memotong bagian buah bergejala, kemudian direndam dalam larutan
akuades 1 menit, kemudian NaOCI 2% selama 2 menit dan dibilas dengan
akuades lagi selama 1 menit. Setelah itu dikeringkan di atas tisu kering.
Selanjutnya potongan-potongan buah tersebut diletakkan di atas media PSA
dalam cawan petri, kemudian diinkubasi pada suhu kamar. Jamur yang tumbuh

dimurnikan dan diidentifikasi secara morfologi dan molekuler (Putro dkk., 2014).

Peremajaan dilakukan dengan memindahkan kultur jamur koleksi rekan penelitian
dan koleksi dosen pembimbing pada media baru. Masing-masing isolat dipotong
dengan bor gabus, kemudian diletakkan pada cawan petri yang telah berisi media
PSA. Setelah itu diinkubasi pada suhu ruang (28 °C) selama 7 hari. Hasil

peremajaan selanjutnya diidentifikasi dan digunakan dalam pengujian.
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3.3.3 Uji patogenisitas

Jamur yang telah diisolasi kemudian diuji patogenisitasnya untuk memastikan
bahwa jamur yang telah didapatkan merupakan jamur penyebab penyakit
antraknosa pepaya. Uji patogenisitas dilakukan pada buah pepaya sehat. Buah
dilukai dengan jarum steril, kemudian isolat jamur yang telah dipotong dengan
bor gabus ditempelkan diatas luka tersebut. Hasil inokulasi harus menunjukkan

gejala yang sama dengan buah pepaya bergejala antraknosa yang telah diisolasi.

3.3.4 Pengaruh suhu terhadap pertumbuhan jamur

Koloni jamur dipotong dengan bor gabus ukuran 0,5 cm pada bagian tepi kultur
jamur berusia 7 hari yang aktif tumbuh. Koloni jamur tersebut diletakkan pada
pusat cawan petri berisi media PSA dan diinkubasi pada suhu yang berbeda yaitu
15°C, 20 °C, 25 °C, 30 °C dan 35 °C masing-masing 3 ulangan.

3.3.5 Pengaruh pH terhadap pertumbuhan jamur

Media PSA yang digunakan, ditambahkan larutan HCI dan NaOH. Penggunaan
larutan HCI dan NaOH disesuaikan dengan kebutuhan hingga terbentuk media
dengan pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, dan pH 8. Kemudian media disterilkan
menggunakan autoklaf dan dituang dalam cawan petri. Koloni jamur ukuran 0,5
cm yang diambil dari tepi kultur berumur 7 hari dipindahkan ke cawan dan
diletakkan pada tengah cawan. Kemudian isolat jamur diinkubasi pada suhu ruang

(28°C) dengan 3 ulangan untuk masing-masing pH.
3.3.6 Pengaruh cahaya terhadap pertumbuhan jamur
Koloni jamur berukuran 0,5 cm dari kultur berusia 7 hari dipindahkan dalam

cawan petri dan diinkubasi pada ruangan dengan intensitas cahaya rendah (gelap)
dan ruangan dengan intensitas cahaya tinggi (terang). Masing-masing perlakuan
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cahaya diulang sebanyak 3 kali untuk mengetahui pertumbuhan yang baik terjadi
pada ruang dengan intensitas cahaya tinggi atau intensitas cahaya rendah.

Respon petumbuhan jamur terhadap pengaruh suhu, pH, dan cahaya diamati
setiap hari selama satu minggu. Pengukuran diameter koloni dilakukan setiap hari
dalam sentimeter menggunakan penggaris. Pengaruh suhu terhadap pertumbuhan
jamur dilakukan dengan 5 perlakuan dan 3 ulangan, pengaruh pH terhadap
pertumbuhan jamur dilakukan dengan 5 perlakuan dan 3 ulangan, dan untuk
pengaruh cahaya terhadap pertumbuhan jamur dilakukan dengan 2 perlakuan dan
3 ulangan. Masing-masing perlakuan tersebut disusun menggunakan Rancangan

Acak Lengkap (RAL) dan analisis data dilakukan secara deskriptif.
3.3.7 Diameter koloni jamur

Data yang telah diperoleh pada pengukuran diameter jamur, kemudian dihitung
diameter rata-rata nya dan dibandingkan. Perhitungan diameter koloni jamur

dilakukan dengan menggunakan rumus :

_ DI+D2+D3+D4
B 4

Keterangan : D = Diameter koloni isolat Colletotrichum sp. (cm)
D1, D2, D3, dan D4 = diameter koloni yang diukur dari 4 arah berbeda.

3.3.8 ldentifikasi morfologi

Identifikasi morfologi jamur patogen dilakukan secara makroskopis dan
mikroskopis. Pengamatan secara makroskopis meliputi bentuk, warna permukaan
dan warna bawah koloni jamur yang sudah dibiakkan di cawan berisi media PSA.
Selain itu, dilakukan juga pengamatan terhadap kecepatan tumbuh dan pengaruh
suhu, pH, dan cahaya terhadap pertumbuhan jamur. Pengamatan secara
mikroskopis dilakukan dengan mengamati hifa, pembentukan seta, dan bentuk
konidium. Hasil pengamatan dicocokan dengan pustaka acuan Rangkuti dkk.
(2017), Diao et al. (2017), Torres-Calzada et al. (2012), Molina-Chaves et al.
(2017), Li et al. (2019) dan Weir et al. (2012).
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3.3.9 Identifikasi molekuler

Tahap awal PCR yaitu ekstraksi DNA. Jamur umur 2-3 minggu dipanen dengan
menambahkan 10 mL air steril pada cawan biakan, kemudian suspensi konidia
dimasukkan ke tabung sentrifuse lalu disentrifuse kecepatan 14.000 rpm selama
10 menit. Kemudian ditambahkan 500 pL alkohol 70%. Pelet yang didapat
disentrifuse dengan kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit, setelah itu supernatan
dibuang dan pelet ditambahkan 1000 uL buffer ekstraksi DNA, lalu
dihomogenkan dengan rotamixer kemudian dimasukkan dalam mortar yang
sebelumnya telah didinginkan. Setelah itu pelet diinkubasi dalam kulkas selama 1-
2 hari.

Pelet dalam mortar ditumbuk selama 15 menit. Setelah itu, dimasukkan dalam
tube 1,5 mL sebanyak 0,5 mL, ditambahkan 400 pL CTAB 2% dan di waterbath
pada suhu 65 °C selama 1 jam. 500 pL phenol, chloroform, isoamyl alcohol (PCI)
ditambahkan, kemudian di sentrifuse kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit.
Setelah itu, larutan atas diambil 600 pL lalu dipindahkan ke dalam tabung
mikrosentrifuse yang baru lalu ditambahkan 600 pL chloroform, isoamyl alcohol
(CI), disentrifuse dengan kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit. Diambil larutan
atas sebanyak 400 pL dan dipindahkan ke tabung mikrosentrifuse baru,
ditambahkan isopropanol dingin dengan volume yang sama, dikocok agar
tercampur. Larutan tersebut diinkubasi pada suhu -20 °C selama 20 menit,
disentrifuse dengan kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit untuk mendapatkan
pelet dan supernatan dibuang. Pelet ditambahkan 500 pL alkohol 70%,
disentrifuse dengan kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit. Kemudian supernatan
dibuang dan pelet yang didapat dikering anginkan selama 1-2 hari.

Pelet ditambahkan 20 pL larutan buffer TE. DNA genom dijalankan dengan
elektroforesis gel agarose untuk mengecek ada tidaknya genom, agarose yang
digunakan sebesar 0,5% yang sudah ditambah 1 pL ethidium bromide (ETBr 10
mg/mL). Elektroforesis dilakukan pada 55 V selama 60 menit. Marker DNA yang
digunakan adalah marker 1 kb Ladder sebanyak 3 pL, DNA setiap sumur
diberikan sebanyak 3 pL dicampur loading dye sebanyak 1 pL sebagai pemberat.
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Kemudian divisualisasikan hasilnya dengan UV-transiluminator (DigiBox,
Kanada).

Proses amplifikasi DNA dilakukan menggunakan primer universal yaitu forward
primer ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) dan reverse primer ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Rangkuti dkk., 2017). Reaksi amplifikasi
DNA dengan volume total 25 uL terdiri atas 12,5 uL. Master Mix MyTaq™ Red
Mix, primer forward dan reverse masing-masing 1 pL, DNA template 1 uL dan
aquades steril 9,5 uL. Tahap pertama amplifikasi DNA yaitu pradenaturasi suhu
94 °C selama 1 menit, diikuti 30 siklus amplifikasi yang masing-masing siklus
terdiri atas pemisahan utas DNA pada suhu 94 °C selama 1 menit, penempelan
primer pada suhu 48 °C selama 1 menit, sintesis DNA pada suhu 72 °C selama 1
menit dan penyambungan DNA pada suhu 72 °C selama 7 menit. Produk hasil
amplifikasi dianalisis kembali menggunakan gel agarosa 0,5%, lalu elektroforesis
dilakukan pada 55V selama 60 menit, kemudian hasilnya divisualisasi dengan
sinar UV.

Hasil amplifikasi dikirim ke PT. Genetika Science Indonesia untuk perunutan
nukleotida. Hasil perunutan dialignment dengan perangkat lunak Bioedit sequence
alignment editor versi 7.1.3. Runutan nukleotida yang diperoleh dianalisis
menggunakan program basic local alignment search tool (BLAST) dengan
program optimasi untuk memperoleh urutan basa DNA yang memiliki homologi
dengan sikuen DNA yang terdapat dalam situs national center for biotechnology
information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Hubungan kekerabatan
isolat dikonstruksi menggunakan perangkat lunak molecular evolutionery genetic

analysis versi 6.06 (MEGA®) dengan bootstrap 1000 kali ulangan.

3.4.0 Penyajian data

Data hasil pengamatan disajikan dalam bentuk gambar, deskripsi, dan grafik. Data
hasil uji identifikasi molekuler disajikan dalam bentuk dendogram similarity.
Deskripsi data dicocokkan dengan pustaka acuan hasil penelitian lain untuk

memperkuat analisa dalam menentukan kesimpulan.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa:

1. Penyebab penyakit antraknosa pada buah pepaya calina di Bandar Lampung
secara morfologi yaitu Colletotrichum gloeosporioides, namun secara
molekuler isolat PE yaitu Colletotrichum liaoningense.

2. lIsolat PE dan IK tumbuh lebih baik pada kondisi gelap, media dengan pH 4,
dan suhu 30 °C. Isolat WK tumbuh baik pada cahaya terang, media pH 6, dan
suhu 30 °C. Isolat WG tumbuh baik pada kondisi gelap, media pH 6, dan
suhu 25°C.

5.2 Saran

Perlu dilakukan identifikasi molekuler untuk jamur Colletotrichum menggunakan
primer lain atau menggabungkan berbagai macam primer dan melakukan uji lebih
lanjut terhadap penemuan C. liaoningense yang menyerang buah pepaya calina di
Bandar Lampung. Besar kemungkinan bahwa 3 isolat dalam penelitian ini yaitu
IK, WK, dan WG secara molekuler bukan Colletotrichum gloeosporioides.

Pengamatan pertumbuhan terhadap perlakuan cahaya, pH dan suhu sebaiknya
dilakukan pada hari terakhir inkubasi, untuk menghindari kesalahan yang dapat

mempengaruhi pertumbuhan jamur patogen.
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