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ABSTRACT
Colletotrichum musae (Berk and Curt.) Arx. is a pathogen that causes anthracnose disease in bananas. Biological control is an alternative because it is friendly to the environment and reduces the negative impact of synthetic pesticides. The objective of this study was to obtain yeast isolates from bananas potentially used as biocontrol agents. The research was conducted at the Laboratory of Faculty of Agriculture Faculty of University of Tanjungpura Pontianak from September 2017 to February 2018. All the obtained yeast isolates were tested as antagonistic potential against C. musae through dual culture method and viability test of conidia C. musae. The hypovirulent test of yeast isolates that have potential as biocontrol agents are carried out on cucumber. The isolation result obtained 9 isolates of yeast. Based on antagonistic test, yeast isolates had inhibition between 53,42-78,67%. Viability test of conidia C. musae on media that has been shed in yeast cells as much as 106 cells/mL one day earlier showed that conidia still germinate 97.5-100%. Calculation of Severity Index of Disease in hypovirulent test for all isolates of yeast showed 0%. 
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ABSTRAK
[bookmark: _Hlk478983197]Colletotrichum musae (Berk. dan Curt.) Arx. merupakan patogen yang menyebabkan penyakit antraknosa pada buah pisang. Pengendalian hayati menjadi alternatif karena ramah lingkungan dan mengurangi dampak negatif pestisida sintetik. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat-isolat khamir dari buah pisang yang berpotensi digunakan sebagai agens biokontrol. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Fakultas Pertanian Universitas Tanjungpura Pontianak dari bulan September 2017-Februari 2018. Isolat-isolat khamir yang diperoleh diuji potensi sebagai antagonis terhadap C. musae melalui metode dual culture dan uji viabilitas konidia C. musae. Uji hipovirulen isolat khamir yang berpotensi sebagai agens biokontrol dilakukan pada mentimun. Hasil isolasi diperoleh 9 isolat khamir. Berdasarkan uji antagonis, isolat khamir memiliki penghambatan antara 53,42-78,67%. Pengujian viabilitas konidia C. musae pada media yang telah diteteskan sel khamir sebanyak 106 sel/mL satu hari sebelumnya menunjukkan masih terjadi perkecambahan 97,5-100%. Penghitungan Indeks Keparahan Penyakit pada uji hipovirulen untuk seluruh isolat khamir menunjukkan nilai 0%. 
Kata kunci: antagonis, Colletotrichum musae, hipovirulen, khamir, spora berkecambah



Pendahuluan 
Colletotrichum musae (Berk. dan Curt.) Arx. merupakan salah satu patogen penyakit pascapanen penyebab antraknosa pada buah pisang. Sebagai akibatnya, kualitas pisang yang dipanen menurun dan tidak memenuhi standar untuk ekspor. 
Pengendalian hayati merupakan alternatif yang diteliti secara intensif dalam menghadapi penyakit pascapanen. Di sisi lain pengendalian hayati tergolong ramah lingkungan dan mengurangi dampak negatif penggunaan pestisida sintetik. Khamir merupakan sumber alami yang ditemukan di dalam daun, bunga dan buah. Kandungan nutrisi yang terdapat pada daun, bunga dan buah diharapkan dapat menstimulasi khamir untuk mencegah infeksi patogen pada tanaman (Hartati, dkk, 2014). 
Khamir mempunyai potensi digunakan sebagai agens biokontrol. Keunggulan sebagai agens biokontrol diperlihatkan oleh beberapa spesies khamir yang diisolasi dari buah avokad yaitu Pichia anomala dan Candida intermedia antagonis terhadap Colletotrichum gleosporioides yang menyerang buah-buah di tempat penyimpanan (Fitriati, dkk, 2013). Penelitian Dharmaputra, dkk (2016) menunjukkan bahwa khamir yang diisolasi dari buah-buahan dan sayuran dapat menekan total serangan antraknosa pada buah cabai merah besar varietas Gada yang disebabkan oleh patogen Colletotrichum capsici. Akan tetapi pengendalian C. musae pada pisang di Indonesia masih terbatas, sehingga keragaman khamir yang berada pada filosfer berpotensi dapat diteliti sebagai agens biokontrol penyakit antraknosa pisang secara in vitro. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat khamir yang efektif sebagai agens biokontrol dalam mengendalikan C. musae penyebab penyakit antraknosa pada pisang.
Metode Penelitian
Penelitian telah dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Fakultas Pertanian Universitas Tanjungpura Pontianak selama 6 bulan, yaitu September 2017- Februari 2018. 
A. Prosedur Penelitian
Pembuatan Media Isolasi 
Media Potato Dextrose Agar (PDA)
Media PDA dibuat dengan merebus 200 g potongan kentang dengan air mendidih ke dalam satu liter akuades. Ekstrak kentang yang diperoleh ditambahkan 20 g dekstrosa, 15 g agar dan akuades hingga mencapai volume satu liter. Kemudian dipanaskan kembali sampai menjadi homogen dan disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 20 menit.
Media Yeast Glucose Chloramphenicol Agar (YGCA)
Komposisi media YGCA adalah 5 g yeast extract, 20 g D(+) glucose, 0,1 g chloramphenicol, 15 g agar dan satu liter akuades. Campuran bahan dipanaskan sambil diaduk agar homogen. Selanjutnya media disterilkan dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 20 menit.
Eksplorasi Khamir 
Eksplorasi mengacu pada metode Fitriati, dkk (2013). Buah pisang yang dipilih tergolong sehat, tidak ada luka, dan masih berada di pohon. Isolasi khamir dilakukan menggunakan metode media yang diperkaya (Enrichment culture) pada media YGC broth. Buah pisang dimasukkan dalam media YGC broth dan dikocok pada kecepatan 160 rpm selama 48 jam menggunakan shaker. Kultur khamir berumur dua hari diencerkan sampai pengenceran 10-4 dan 10-5. Pengenceran tersebut diambil sebanyak 1 mL, ditumbuhkan pada media YGC agar pada cawan petri masing-masing. Inkubasi selama 24-48 jam pada suhu kamar dan mengamati morfologi koloni khamir setiap 24 jam dan 48 jam. Koloni khamir yang memiliki ciri-ciri berbeda dimurnikan pada media YGC agar. Penyimpanan khamir dilakukan pada media agar miring menggunakan media YGC agar. 
Isolasi Colletotrichum musae 
Buah pisang yang terserang antraknosa yaitu terdapat lesi atau luka. Lesi berwarna hitam berubah abu-abu apabila mengering. Pada keadaan lembab, bagian permukaan lesinya menjadi bintik-bintik kemerahan. Buah pisang diinkubasi selama 2-3 hari. Sel jamur C. musae diidentifikasi melalui mikroskop lalu ditanam ke media PDA + 0,1 g Chloramphenicol untuk mendapatkan isolat C. musae. Identifikasi Colletotrichum sp. dilakukan dengan merujuk pada buku identifikasi (Watanabe, 2002). Hasil yang menunjukkan adanya koloni Colletotrichum sp. direisolasi sampai didapatkan biakan murni menggunakan media PDA.
Uji Antagonis 
Untuk mengetahui kemampuan penghambatan oleh khamir terhadap C. musae penyebab antraknosa pada buah pisang secara in vitro, dilakukan pengujian antagonis menggunakan metode dual culture. Metode merujuk pada Nawfetrias, dkk (2016) dengan modifikasi peletakan khamir di tengah petri. Patogen C. musae pada media PDA dipotong ukuran diameter 5 mm dan diletakkan masing-masing sebelah kanan dan kiri petri dengan jarak 2 cm dari tepi petri dan khamir. Pengujian dilakukan terhadap semua isolat yang diperoleh. Pada pengujian masing-masing isolat diulang sebanyak 5 kali. Penghitungan perhitungan jari-jari patogen dilakukan selama 7 hari.
Uji Viabilitas C. musae
Viabilitas konidia mengacu metode Herlinda, dkk (2006) yang dimodifikasi. Suspensi sel-sel khamir dan C. musae yang digunakan dalam pengujian masing-masing mempunyai konsentrasi 106 sel/mL. Penentuan konsentrasi menggunakan hymocetometer. Sebanyak 50 μL suspensi khamir dan C. musae diteteskan pada potongan media PDA 30% ukuran 1cm x 1cm pada object glass. Setelah mengering suspensi ditutup dengan cover glass. Masing-masing pengujian diulang 4 kali. Inkubasi dilakukan 24 jam. Konidia C. musae yang berkecambah dan tidak berkecambah dihitung berdasarkan 1 bidang pandang mikroskop dan diamati 2 bidang pandang.
Uji Hipovirulen 
Isolat-isolat khamir unggulan dilanjutkan ke uji hipovirulen menggunakan mentimun sebagai tanaman indikator. Metode yang digunakan adalah menurut Ichielevich Auster, dkk (1995) dalam Worosuryani, dkk (2006). Benih mentimun didesinfeksi dengan alkohol 70% direndam selama 30 detik. Benih mentimun kembali direndam dalam larutan natrium hypochlorite 3% selama 1 menit kemudian dibilas dengan alkohol 70%. Benih dikering-anginkan sebelum ditanam pada media agar cair 2%. Inkubasi benih mentimun. Isolat yang berumur 3 hari diletakkan di tengah-tengah hipokotil mentimun. Perlakuan diulang 10 kali dan pengamatan dilakukan selama 7 hari setelah tanam untuk menentukan Indeks Keparahan Penyakit (Disease Severity Index/DSI).
Variabel Pengamatan 
Isolat-isolat khamir antagonis 
Pengamatan isolat dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis. Perbedaan morfologi koloni dan bentuk sel dapat terlihat dari bentuk tepi koloni, elevasi koloni, bentuk sel, warna koloni dan permukaan koloni (George dan Poinar, 1984).
Persentase Penghambatan Pertumbuhan 
Pertumbuhan patogen uji antagonis metode dual culture diperoleh dari Royce dan Ries (1978) dengan rumus persentase penghambatan pertumbuhan yaitu:

Keterangan: PP =  Daya hambat (%), R1 =  pertumbuhan jari-jari patogen menjauhi jamur antagonis (cm), R2 = jari-jari patogen mendekati jamur antagonis (cm).
Perkecambahan konidia C. musae
Penghitungan viabilitas konidia dilakukan 24 jam setelah inkubasi. Viabilitas konidia dihitung dengan menggunakan rumus Gabriel & Riyatno (1989) sebagai berikut:

Keterangan: V = perkecambahan konidia (viabilitas), g = jumlah spora berkecambah, u = jumlah spora tidak berkecambah.
Indeks Keparahan Penyakit (Disease Severity Index/DSI) 
Pengamatan uji hipovirulen menggunakan Indeks Keparahan Penyakit (Disease Severity Index/DSI) mengikuti determinasi skor individual dari Cardoso dan Echandi (1987) dalam Worosuryani, dkk (2006). Isolat dikategorikan sebagai hipovirulen jika nilai DSI kurang dari 2 (DSI < 2,0). 
Rumus DSI adalah :

Keterangan : DSI = Indeks Keparahan Penyakit, N =  nilai tingkat keparahan penyakit masing-masing individu, Z =  jumlah individu yang digunakan
Hasil dan Pembahasan
Hasil isolasi khamir dari buah pisang diperoleh 9 (sembilan) isolat khamir. Dari hasil isolasi yang dilakukan diperoleh perbedaan antar isolat berdasarkan warna, bentuk, elevasi, tepi, dan permukaan koloni. Isolat-isolat khamir diberi kode K1, K2, K3, K4, K5, K6, K7, K8, dan K9 (Tabel 1).
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Gambar 1. Bentuk-bentuk koloni tunggal 9 isolat khamir (a) K1; (b) K2; (c) K3; (d) K4; (e) K5; (f) K6; (g) K7; (h) K8; (i) K9 (Doc. Penulis, 2018)


Tabel 1. Morfologi Isolat-isolat Khamir pada Filosfer Buah Pisang
	Isolat
	Warna
	Bentuk Sel
	Elevasi
	Tepian
	Permukaan

	K1
	Putih
	Tidak beraturan
	Cembung menonjol di tengah
	Bergelombang tidak beraturan
	Cincin yang melingkar

	K2
	Putih
	Tidak beraturan
	Cembung menonjol di tengah
	Bergelombang tidak beraturan
	Cincin yang melingkar

	K3
	Putih
	Tidak beraturan
	Cembung menonjol di tengah
	Bergelombang tidak beraturan
	Cincin yang melingkar

	K4
	Putih
	Tidak beraturan
	Cembung menonjol di tengah
	Bergelombang tidak beraturan
	Cincin yang melingkar

	K5
	Putih
	Bulat
	Cembung
	Bulat
	Licin

	K6
	Putih
	Bulat
	Cembung
	Bulat
	Licin

	K7
	Putih
	Tidak beraturan
	Cembung menonjol di tengah
	Bergelombang tidak beraturan
	Cincin yang melingkar

	K8
	Putih
	Tidak beraturan
	Cekung
	Bergelombang tidak beraturan
	Cincin yang melingkar

	K9
	Putih
	Tidak beraturan
	Cembung menonjol di tengah
	Bergelombang tidak beraturan
	Cincin yang melingkar


Sumber : George dan Poinar, 1984

Patogen Colletotrichum musae
Pengamatan secara maskroskopis miselia C. musae berwarna putih keabu-abuan dan menjadi jingga sampai kemerahan pada 7 hari setelah isolasi (Gambar 2a). Ara, dkk (2012) melaporkan karakteristik isolat C. musae yang diinkubasi selama 10-12 hari di media PDA memiliki miselia berwarna putih yang berubah menjadi jingga kemudian agak menggelap. Melalui pengamatan mikroskopis konidia C. musae berbentuk silindris atau oval (Gambar 2b). Menurut Semangun (1991); Lim, dkk (2002); Thangamani, dkk (2011) dan Martoredjo (2013) konidia terbentuk di dalam aservulus yang bulat atau memanjang dan jarang mempunyai seta.
Uji Antagonis Isolat Khamir
Berdasarkan uji antagonis secara in vitro diketahui bahwa sembilan isolat 


khamir mampu menghambat pertumbuhan C. musae pada medium PDA. Persentase daya hambat ditunjukkan pada Tabel 2. Daya hambat tertinggi dan terendah ditunjukkan oleh isolat K3 dan K7 dengan persentase penghambatan masing-masing sebesar 78,67% dan 53,42%. Pengamatan penghambatan terlihat dari koloni khamir pada garis vertikal tidak dapat dilewati oleh isolat C. musae yang terdapat pada masing-masing sisi petridish. Pertumbuhan koloni C. musae memenuhi media PDA yang tidak diinokulasi dengan khamir. Oleh karena itu jarak antara koloni khamir dan dan C. musae yang tidak bersatu terlihat seperti zona hambatan (Gambar 2c). Tongsri dan Sangchote (2009) melaporkan, khamir Candida utilis dan Aureobasidium pullulans yang diisolasi dari buah pisang dapat mengendalikan pertumbuhan miselia C. musae masing-masing sebesar 86% dan 84%. 
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Gambar 2. Konidia C. musae (a) ; Koloni C. musae pada media PDA (b) Uji antagonis dual culture (c) (Doc. Penulis, 2018)

Dalam menekan perkembangan patogen antraknosa, A. pullulans mampu mensekresikan dinding pengurai enzim, β-1,3-glukanase, dan kitinase, sedangkan pada C. utilis hanya mensekresikan β-1,3-glukanase.
Berdasarkan pengamatan yang dilakukan, diketahui bahwa antagonisme yang diperlihatkan oleh isolat-isolat khamir terhadap patogen C. musae tergolong mekanisme antibiosis. Hal ini dikarenakan adanya zona hambatan yang terbentuk antara koloni khamir dan C. musae. Menurut Wilia, dkk (2012) zona hambatan yang dibentuk diduga karena adanya mekanisme enzimatik yang dihasilkan oleh khamir, terjadi kompetisi makanan, tempat hidup antara khamir dengan cendawan patogen. 
Uji Viabilitas
Pengamatan secara mikroskopis pada media slide agar PDA 30%, dengan suspensi sel khamir dan C. musae 106 sel/mL memperlihatkan konidia C. musae yang berkecambah. Penghitungan dilakukan 1 hsi. Persentase perkecambahan konidia dapat dilihat pada Tabel 2. Seluruh isolat khamir yang diujikan tidak dapat menghambat perkecambahan konidia C. musae. Pada saat pengamatan, sel-sel khamir mengalami pertunasan (budding), namun hal tersebut tidak berpengaruh pada konidia C. musae.
Hal yang sama terjadi pada penelitian Chuang dan Yang (1993), melaporkan bahwa semua khamir antagonis yang diuji pada media water agar dengan konsentrasi khamir 106-108 sel/mL tidak mampu menghambat perkecambahan konidia C. musae. Nasreen, dkk (2014) mengungkapkan bahwa protein adalah nutrisi yang esensial untuk pertumbuhan khamir tetapi lemak sangat penting untuk struktur dan fungsi biologis sel dan dapat dimanfaatkan sebagai sumber energi alternatif oleh sel. Media PDA kurang sesuai untuk pertumbuhan biologis khamir karena tidak mengandung protein dan lemak. Sehingga pada saat pengujian khamir tidak mampu berkembang biak. Oleh karena itu khamir memerlukan nutrisi yang tepat agar dapat bertunas dan juga memerlukan waktu untuk menyerap nutrisi tersebut sebelum ditetes dengan suspensi sel C. musae agar dapat menghambat perkecambahan C. musae.
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Gambar 3. Pengamatan uji viabilitas C. musae setelah diberi khamir pada 1 hsi. Perbesaran 400x (a) khamir; (b) konidia C. musae berkecambah; (c) konidia C. musae tidak berkecambah (Doc. Penulis, 2018)
Uji Hipovirulen
Sembilan isolat khamir dilanjutkan pada uji hipovirulen. Bibit mentimun ditanam pada media agar akuades 2% dan dibiarkan tumbuh selama 4 hari hingga muncul sehelai daun.  Masing-masing isolat khamir yang telah dikocok selama 3 hari diinokulasikan ke hipokotil mentimun. 
Hasil Indeks Keparahan Penyakit (Disease

Severity Index / DSI) adalah 0%. Isolat-isolat khamir yang diinokulasikan ke hipokotil mentimun tidak menyebabkan gejala berupa bercak, daun layu, atau bahkan kematian pada tanaman (Gambar 4a dan b). Hasilnya seluruh isolat khamir tidak bersifat patogen terhadap tanaman secara in vitro. 

Tabel 2.  Uji Antagonis, Viabilitas dan Hipovirulen Colletotrichum musae   Beberapa Isolat Khamir
	Isolat Khamir
	Daya Hambat (%) ± SD*
	Perkecambahan Konidia (%) ± SD **

	K1
	68,94 ± 6,379b
	97,62  ± 2,802a

	K2
	68,90 ± 6,163b
	100,00  ± 0b

	K3
	78,67 ± 9,959c
	100,00  ± 0b

	K4
	63,29 ± 6,557b
	100,00  ± 0b

	K5
	65,62 ± 5,256b
	97,50  ± 5,000a

	K6
	65,72 ± 7,822b
	100,00  ± 0b

	K7
	53,42 ± 4,165a
	98,30  ± 3,333a

	K8
	64,68 ± 11,778b
	100,00  ± 0b

	K9
	55,50 ± 5,731a
	100,00  ± 0b


Keterangan	: Angka yang diikuti huruf yang sama berarti berbeda tidak nyata (5%)
*Pengukuran persentase penghambatan dilakukan 7 hsi
	**Penghitungan dilakukan 1 hsi
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Gambar 4. Uji hipovirulen, tidak ada kecambah yang mengalami nekrotik (a) inokulasi khamir hari ke-7 ; (b) kontrol  (Doc. Penulis, 2018)


Hartati, dkk (2014) melaporkan hal yang sama, uji patogenisitas khamir pada buah menunjukkan bahwa semua isolat khamir epifit yang diuji bersifat nonpatogenik. Hal ini ditunjukkan dengan tidak terbentuknya gejala apapun pada buah setelah diberi perlakuan khamir. Selain itu penelitian Wilia, dkk (2012) menyatakan bahwa kemampuan khamir menekan kejadian penyakit pada buah cabai sebesar 87,50% karena khamir mampu menghasilkan enzim yang berpotensi menghambat, menekan, dan merangsang beberapa jenis respon pertahanan inang.

Kesimpulan
1. Isolasi khamir dari buah pisang memperoleh sembilan isolat yang memiliki persentase penghambatan antara 53,42%-78,67%. Persentase penghambatan tertinggi diakibatkan oleh isolat K3. Seluruh isolat khamir yang diperoleh mampu menghambat pertumbuhan miselia C. musae secara in vitro.
2. Sel-sel khamir tidak dapat menekan perkecambahan konidia C. musae. Pada pengujian daya kecambah dilakukan setelah 1 hari diberi khamir. Uji viabilitas perkecambahan C. musae mencapai 97,50%-100,0%. 

3. Sembilan isolat khamir memiliki mekanisme antagonisme berupa antibiosis.
4. Sembilan isolat khamir tidak bersifat patogen terhadap tanaman mentimun.
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