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ABSTRAK

Andisa Shabrina. Aktivitas Biokontrol Khamir Asal Daun Bintaro
(Cerbera manghas L.) Terhadap Kapang Perusak Pada Buah Apel Malang
(Malus sylvestris Mill.) Pascapanen. Program Studi Biologi, Fakultas
Matematika dan llImu Pengetahuan Alam, Universitas Negeri Jakarta.

Buah apel seringkali mengalami kerusakan pascapanen akibat
diserang oleh kapang. Kapang perusak yang menginfeksi buah apel saat
pascapanen diantaranya adalah Aspergillus sp., Penicilium expansum,
Botrytis cinerea, dan Venturia sp. Pengendalian kapang patogen
menggunakan fungisida menyebabkan terjadinya resistensi kapang perusak
buah apel. Alternatif pengganti fungisida salah satunya dengan penggunaan
khamir sebagai agen hayati. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
potensi isolat khamir dari daun bintaro dalam menghambat pertumbuhan
kapang perusak pada buah apel serta melakukan identifikasi kapang
perusak dan khamir potensial berdasarkan daerah sekuensing ITS rDNA.
Sampel buah apel berasal dari Pasar Perumnas, Klender, Jakarta Timur.
Isolasi dilakukan dengan teknik tanam langsung. Sebanyak 18 isolat kapang
berhasil diisolasi dari buah apel bergejala busuk. Uji patogenitas dilakukan
dengan menginfeksikan kembali kapang hasil isolasi yang bersporulasi ke
buah apel segar. Kapang A. brasiliensis sensu lato strain Al (nilai KP 100%;
KeP 50%) dan A. flavus sensu lato strain A17 (nilai KP 100%; KeP 31,25%)
merupakan kapang paling perusak. Khamir Rhodotorula mucilaginosa strain
Tl dan dua isolat baru yang masih berhubungan dekat dengan
Aureobasidium pullulans (strain T3 dan T4) positif antagonisme dengan
metode dual culture. Hasil uji biokontrol menunjukkan bahwa ketiga isolat
khamir tersebut mampu mereduksi pertumbuhan A. brasiliensis dan khamir
strain T1, T3 mereduksi pertumbuhan A. flavus.

Kata kunci: apel, Aureobasidium pullulans, biokontrol, fungi, Rhodotorula
mucilaginosa



ABSTRACT

Andisa Shabrina. Biocontrol Activity of Yeast Isolated from Bintaro Leaf
(Cerbera manghas L.) Against Fungal Postharvest Diseases on Malang
Apple (Malus sylvestris Mill.). Departmen of Biology, Faculty of Mathematics
and Natural Sciences, Universitas Negeri Jakarta.

Mold is one of causal agents of postharvest diseases in apples. These
include Aspergillus sp., Penicilium expansum, Botrytis cinerea, and Venturia
sp. Fungicide application in controlling postharvest diseases causing several
problems such as fungal resistance, environmental pollution and health.
Therefore, it is important to seek alternative solution which is safe to human
and environment, such as biocontrol. The aims of this study were to examine
biocontrol activity of yeast isolated from bintaro leaves in inhibiting the
growth of fungal postharvest diseases in apples and to determine the identity
of these yeasts by using molecular phylogenetic analysis of nucleotide
sequencing from the ITS rDNA region. Samples of apples were collected
from Perumnas Traditional Market, Klender, East Jakarta. Isolation was
done by using direct isolation techniques. A total of 18 fungal isolates have
been isolated from symptomatic apples. Pathogenicity assay showed that A.
brasiliensis sensu lato strain A1 (KP value 100%; KeP 50%) and A. flavus
sensu lato strain A17 (KP value 100%; KeP 31.25%) exhibit highest activity
in deleterious apple fruits. Rhodotorula mucilaginosa strain T1 and two
isolates of Aureobasidium c.f. pullulans (strain T3 and T4) showed highest
antagonism activity against the fungal pathogens. Biocontrol assay showed
that yeast isolates were capable to reduce the growth of A. brasiliensis and
isolates T1 and T3 were capable to reduce the growth of A. flavus.

Keywords: apple, Aureobasidium pullulans, biocontrol, fungi, Rhodotorula
mucilaginosa
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Apel merupakan salah satu jenis buah yang banyak diminati
masyarakat Indonesia. Apel memiliki kandungan yang bermanfaat bagi
tubuh manusia, seperti vitamin A, B, dan C, serta mineral (kalsium, fosfor,
zat besi, klor, magnesium, natrium, potassium) (Wulandari, 2012). Menurut
data dari Departemen Pertanian Nasional, produksi apel di Indonesia pada
tahun 2012 sebesar 247,38 ton, pada tahun 2013 sebesar 255,33 ton dan
mengalami penurunan pada tahun 2014 yaitu menjadi sebesar 242,91 ton.

Penurunan produksi buah apel pascapanen terjadi karena adanya
kerusakan yang disebabkan oleh faktor fisik, kimiawi, dan biologis. Faktor
fisik dapat berupa tekanan, suhu yang terlalu rendah (chilling injury-freezing
injury) dan suhu yang terlalu tinggi. Faktor kimiawi berupa polusi udara
(ozon dan sulfur dioksida) serta pestisida berlebihan. Faktor biologis
disebabkan oleh mikroorganisme penyebab kerusakan pada buah (Utama &
Rina, 2009). Salah satu mikroorganisme perusak buah apel adalah kapang
(Semangun, 2007).

Kapang perusak yang menginfeksi buah apel saat pascapanen yaitu
Aspergillus sp., Penicilium expansum, Botrytis cinerea, Colletotrichum
acutatum, Monilia fructigena, Fusarium avenaceum, Mucor sp., Rhizopus
stolonifer (Maxin et al, 2014). Kapang menyebabkan timbulnya penyakit
pada buah apel pascapanen. Kapang B. cinerea, menyebabkan busuk

kapang kelabu (gray mold rot) pada buah apel pascapanen (Santoso, 2008).



Kapang P. expansum, menyebabkan busuk kapang biru (blue mold rot)
pada buah apel pascapanen dan juga menghasilkan mikotoksin patulin
(Winarti et al, 2009).

Kapang perusak pada buah apel dapat menghasilkan senyawa
mikotoksin. Patulin merupakan salah satu mikotoksin yang diproduksi oleh
genus kapang, antara lain: Penicillium, Aspergillus, dan Byssochlamys
(Drusch & Ragab, 2003). Winarti et al., (2009) melaporkan Fusarium sp.,
Penicillium sp., dan Aspergillus merupakan kapang penghasil patulin yang
diisolasi dari buah apel varitas manalagi dan fuji. Hasil analisis kadar patulin
pada buah apel var manalagi lebih rendah dibanding dengan apel Fuji.
Kadar patulin pada apel Fuji melebihi batas maksimum yang ditetapkan
WHO, yaitu 50 pgl/l.

Umumnya fungisida digunakan untuk mengatasi serangan kapang
perusak pada buah apel. Beberapa jenis fungisida yang umumnya
digunakan, antara lain: benzimidazole, captan, diphenylalamin, dithane dan
dicarboximide (Santoso, 2008). Namun, penggunaan fungisida menimbulkan
terjadinya resistensi pada kapang perusak (Donowarti & Winahyu, 2008).
Residu fungisida dapat menyebabkan penyakit pada manusia, antara lain:
iritasi kulit, iritasi mata, gangguan saluran pernapasan, dan merangsang
pertumbuhan sel kanker (Soemirat, 2003; Mahyuni, 2015).

Pencarian alternatif pengganti fungisida, mulai dikembangkan, salah
satunya adalah penggunaan khamir sebagai agen hayati. Khamir memiliki
kemampuan antagonisme yang berperan dalam menghambat pertumbuhan
mikroorganisme lain. Agen antagonis kemudian dapat dikembangkan

menjadi agen biokontrol. Kemampuan antagonisme khamir epifit ditunjukkan



melalui  kemampuan khamir dalam menghambat pertumbuhan
mikroorganisme lain di sekitarnya (Golubev, 2006).

Beberapa khamir epifit telah dilaporkan dapat menghambat
pertumbuhan kapang perusak pada buah. Spadaro (2003) melaporkan
Metschnikowia pulcherrima Pitt & M.W. Miller BIO126 dan M. pulcherrima
GS37 vyang diisolasi dari permukan buah apel dapat menghambat
pertumbuhan kapang patogen pada buah apel yaitu Alternaria sp. Widyastuti
(2008) melaporkan Rhodotorula glutinis dapat menghambat pertumbuhan
kapang patogen pada buah apel pascapanen P. expansum dengan
melakukan pengujian secara in vivo dan in vitro. Li et al., (2011) melaporkan
R. mucilaginosa dapat menghambat pertumbuhan kapang P. expansum dan
B. cinerea pada buah apel pascapanen. Hasil interaksi ditunjukkan melalui
reduksi germinasi spora B. cinerea dan reduksi koloni yang lebih besar
dibandingkan dengan kontrol.

Tanaman merupakan substrat yang dapat ditumbuhi oleh khamir
(Deak, 2008). Jenis tanaman yang dapat ditumbuhi oleh khamir adalah
tanaman bintaro (Cerbera manghas L.). Tanaman bintaro memiliki banyak
manfaat, salah satunya adalah berkhasiat sebagai obat. Kandungan kimia
daun, bunga dan buah pada tanaman bintaro diantaranya saponin, polifenol,
tannin, steroid, dan flavonoid (Utami, 2010).

Identifikasi kapang dan khamir dapat dilakukan dengan teknik
molekular. Metode identifikasi secara molekular dapat mengatasi kelemahan
metode identifikasi secara konvensional (Ciardo et al., 2006). Identitas
kapang dan khamir dapat diketahui berdasarkan data sekuen daerah

Internal Transcribed Spacer (ITS) dari ribosomal DNA (rDNA). Data sekuen



daerah ITS memiliki variabilitas yang tinggi antarspesies sehingga dapat
digunakan untuk identifikasi khamir pada tingkat spesies (Hall, 2004).
Sekuen daerah ITS untuk semua spesies khamir yang diketahui tersedia

pada database DNA internasional pada situs http://www.ncbi.nim.nih.gov/.

Data sekuen daerah ITS yang diperoleh dapat dikirim melalui program
pencarian homologi Basic Local Alignment Searvh Tools (BLAST) sehingga
dapat diketahui identitas isolat berdasarkan tingkat homologinya terhadap
spesies khamir terdekat yang ada di database DNA. Penelitian bertujuan
untuk mengetahui potensi isolat khamir dari daun bintaro dalam
menghambat pertumbuhan kapang perusak pada buah apel dan melakukan
identifikasi kapang perusak dan khamir potensial berdasarkan sekuen

daerah ITS rDNA.

B. Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang, adapun perumusan masalah sebagai

berikut:

1. Apakah terdapat kapang perusak pada buah apel pascapanen?

2. Apakah khamir hasil isolasi dari daun bintaro memiliki kemampuan
antagonisme terhadap kapang perusak pada buah apel pascapanen?

3. Apakah khamir hasil isolasi dari daun bintaro memiliki potensi sebagai
agen biokontrol?

4. Apa sajakah jenis khamir asal daun bintaro yang berpotensi sebagai
agen biokontrol dan jenis kapang perusak pada buah apel pascapanen

berdasarkan identifikasi molekuler pada daerah sekuensing ITS rDNA?


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

. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

. Mendapatkan isolat kapang perusak pada buah apel pascapanen.

. Mendapatkan isolat khamir asal daun bintaro yang memiliki sifat
antagonisme terhadap kapang perusak pada buah apel pascapanen.

. Mendapatkan isolat khamir asal daun bintaro yang berpotensi sebagai
agen biokontrol terhadap kapang perusak pada buah apel pascapanen.

. Mengetahui jenis khamir asal daun bintaro yang berpotensi sebagai agen

biokontrol dan jenis kapang perusak pada buah apel pascapanen.

. Manfaat Penelitian

. Menghasilkan dan memberikan informasi mengenai isolat kapang
perusak asal buah apel pascapanen.

. Menghasilkan dan memberikan informasi mengenai isolat khamir asal
daun bintaro yang berpotensi sebagai agen biokotrol, yang selanjutnya
bisa dikembangkan menjadi produk biokontrol terhadap kapang perusak

buah apel.



BAB I
KAJIAN PUSTAKA, KERANGKA BERPIKIR, DAN
PERUMUSAN HIPOTESIS

A. KAJIAN PUSTAKA
1. Khamir dan Potensinya Sebagai Agen Antagonis

Khamir merupakan fungi uniseluler yang memiliki ukuran sel
panjang sekitar 2-3 pum hingga 20-50 um dan lebar 1-10 um, tidak
berflagel, bereproduksi secara aseksual dengan budding, atau
memproduksi beberapa jenis konidia yang disebut stalked conidia,
blastoconidia, atau anthroconidia (Kavanagh, 2005). Khamir termasuk
filum Ascomycota dan Basidiomycota (Webster & Weber, 2007). Khamir
dapat melakukan reproduksi seksual menggunakan askospora pada
khamir filum Ascomycota dan basidiospora pada filum Basidiomycota
(Gandjar et al., 2006).

Khamir adalah kelompok mikroorganisme uniseluler yang memiliki
kelebihan yaitu bioekologinya lebih adaptif pada permukaan tanaman
yang kering, tahan terhadap terpaan sinar matahari yang kuat, fluktuasi
cuaca yang tajam dan miskin nutrisi (El-Tarabily & Sivasithamparam,
2006).

Khamir epifit adalah khamir yang tumbuh secara alami di
permukaan bagian tumbuhan seperti batang, daun, bunga, dan buah
(Fonseca & Inacio, 2006). Khamir pada permukaan tumbuhan dapat
melakukan interaksi dengan mikroorganisme lain, salah satunya adalah

interaksi antagonis (Janisiewicz & Korsten, 2002). Menurut



Batzing (2002), interaksi antagonis adalah interaksi yang menimbulkan
efek merugikan pada pertumbuhan salah satu mikroorganisme,
sedangkan mikroorganisme lain diuntungkan. Interaksi antagonisme
dapat terjadi antar sesama fungi, antar sesama bakteri atau antar fungi
dan bakteri (Ray, 2008). Kemampuan mikroorganisme dalam
menghambat atau membunuh mikroorganisme lain disebut sebagai
kemampuan antagonistik. Mikroorganisme yang memiliki kemampuan
antagonistik disebut sebagai mikroorganisme antagonis (Handarini,
2009). Khamir epifit merupakan salah mikroorganisme antagonis
(Batzing, 2002).

Khamir epifit yang bersifat antagonis dapat dimanfaatkan dalam
menghambat pertumbuhan fungi seperti kapang patogen (Handarini,
2009). Khamir antagonis melakukan interaksi antagonisme dengan
kapang melalui mekanisme yang berbeda-beda (Deak, 2008).
Mekanisme antagonis yang dilakukan oleh khamir, antara lain: kompetisi
ruang dan nutrisi, antibiosis, parasitisme dan predasi (Haggag &
Mohamed, 2007).

Mekanisme kompetisi ruang dan nutrisi terjadi saat khamir
ditumbuhkan bersama mikroorganisme lain dalam kondisi ruang dan
nutrisi yang terbatas (Janisiewicz & Korsten, 2002). Khamir Candida
saitoana pada buah apel dapat melindungi buah dari kapang perusak
melalui deposisi papilla sepanjang dinding sel inang (Janisiewicz &
Korsten, 2002). Druvefors (2004) melaporkan khamir yang memiliki
kemampuan antagonis, yaitu Pichia anomala, P. guilliermondii, dan

Debaromyces hansenii mampu menghambat pertumbuhan kapang



pengkotaminan dari genus Penicillium melalui mekanisme kompetisi
nutrisi dan antibiosis.

Mekanisme antibiosis melibatkan penggunaan senyawa metabolit
sekunder seperti enzim litik, senyawa volatile, siderophores atau
senyawa toksik lainnya (Hagagg & Mohamed, 2007). Terbentuknya
senyawa metabolit sekunder tersebut dapat menyebabkan fungistatik,
lisis dinding sel, atau nekrotik, sehingga pertumbuhan kapang menjadi
terhambat. Khamir R. glutinis telah dilaporkan memiliki kemampuan
antagonisme terhadap kapang patogen B. cinerea melalui mekanisme
antibiosis. Kedua khamir tersebut melekat pada hifa kapang kemudian
mensekresikan enzim pendegradasi dinding sel, yaitu kitinase dan -1,3
glukanase. Aktivitas enzim kitinase dan -1,3 glukanase mengakibatkan
dinding sel pada hifa kapang terdegradasi. Kerusakan tersebut
menyebabkan germinasi spora dan pertumbuhan hifa menjadi terhambat
(Ge et al., 2010).

Mekanisme parasitisme terjadi melalui kontak langsung antara sel
khamir dengan kapang. Sel khamir memanfaatkan kapang sebagai inang
yang merupakan habitat dan sumber nutrisi untuk melakukan
pertumbuhan (Sharma et al., 2009). Droby et al., (2001) melaporkan
khamir C. oleophila dapat menghambat pertumbuhan P. digitatum
melalui mekanisme parasitisme. Sel khamir menempel pada hifa kapang,
kemudian mengeluarkan enzim p-glukanase dan kitinase untuk
menguraikan komponen dinding hifa kapang. Hasil interaksi

memperlihatkan hifa kapang berlubang dan reduksi lebar hifa kapang.



Mekanisme predasi terjadi melalui kontak langsung atau melalui
struktur khusus dari khamir, misalnya appresoria, yang mampu
menembus dinding sel hifa atau spora sehingga menggangu viabilitas

kapang (Morrica & Ragazzi, 2008).

. Tanaman Bintaro

Bintaro merupakan bagian dari ekosistem hutan mangrove yang
termasuk dalam familia Apocynaceae dan tumbuh secara luas di daerah
pesisir selatan Asia Timur dan amudera Hindia (Utami, 2010). Tanaman
Bintaro tersebar luas di kawasan tropis Indo pasifik termasuk Indonesia.
Bintaro memiliki nama latin Cerbera manghas dan memiliki nama lain
seperti pong-pong tree, Indian suicide tree, othalanga, odollam tree, pink-
eyed cerbera, sea mango dan dog bane (Rohimatun, 2011). Klasifikasi

tanaman bintaro sebagai berikut:

Divisi . Spermatophyta

Sub Divisi  : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Sub Kelas : Sympetalae

Bangsa : Contortae / Apocynales

Suku : Apocynacea

Marga : Cerbera

Jenis : Cerbera manghas L. (Tjitrosoepomo, 2007)

Bintaro (C. manghas) merupakan tanaman berupa pohon. Secara
morfologis, tanaman bintaro memiliki batang berkayu dan bercabang
rendah. Daun tunggal dengan duduk daun tersebar, bangun daun bulat
telur terbalik sampai lanset, tepi rata, apex daun meruncing, basal daun
runcing, warna hijau mengkilat, permukaan licin, pertulangan daun

menyirip (Kebler & Sidiyasa, 2005).


http://alamendah.wordpress.com/category/indonesia/
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Gambar 1. Penampang daun bintaro
(Sumber: http://www.ntbg.org/plants/plant details.php?plantid=2601)

Seluruh bagian tanaman bintaro beracun karena mengandung
senyawa golongan alkaloid yang bersifat toksik, repellent dan aktivitas
penghambat makan pada serangga (anti feedant) (Rohimatun, 2011).
Buah Bintaro mengandung racun cerberrin yang bersifat mematikan.
Cerberrin dapat menyebabkan denyut jantung berhenti, jika tertelan.
Cerberrin merupakan golongan alkaloid atau glikosida yang diduga
berperan terhadap mortalitas serangga (Yuda, 2013).

Bintaro dikenal sebagai salah satu tanaman tahunan yang banyak
digunakan untuk penghijauan, penghias kota, bahan baku kerajinan
bunga kering, pestisida nabati, serta tanaman obat (Utami, 2010).
Kandungan senyawa dalam tanaman bintaro berpotensi sebagai
antifungi, insektisida, antioksidatif, dan antitumor (Yan et al., 2011).
Daun, buah dan kulit batang bintaro mengandung saponin, kulit
batangnya mengandung tanin, di samping itu daun dan buahnya juga
mengandung polifenol (Tarmadi et al., 2007). Akar bintaro mengandung

saponin, tanin, steroid, flavonoid, dan gums (Rahman et al., 2011).


http://www.ntbg.org/plants/plant_details.php?plantid=2601
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Ekstrak metanol biji bintaro mengandung alkaloid, tanin, dan saponin
(Ahmed et al., 2008).

Penelitian Rahman et al., (2011) menunjukkan bahwa ekstrak akar
bintaro memiliki daya hambat terhadap beberapa bakteri Gram positif
dan Gram negatif. Ekstrak metanol akar bintaro memiliki daya hambat
16,34 mm terhadap bakteri Shigella sonnei. Ahmed et al., (2008)
melaporkan bahwa biji bintaro memiliki aktivitas antibakteri terhadap
beberapa bakteri seperti Salmonella typhi, Streptococcus saprophyticus,
dan S. pyogenes dengan daya hambat masing-masing 15 mm, 11 mm,
dan 16 mm. Tarmadi et al., (2007) melaporkan bahwa Cerbera odollam
dapat memberi efek signifikan terhadap mortalitas rayap tanah
(Coptotermes sp.) dengan konsentrasi ekstrak sebesar 10%. Utami
(2010) melaporkan ekstrak dari Cerbera odollam memberikan pengaruh
yang signifikan terhadap mortalitas dan penghambatan perkembangan
serangga hama Eurema spp. dengan pemberian konsentrasi sebesar
1%. Penelitian Sa’'diyah (2013) menunjukan ekstrak daun bintaro yang
ditambahkan pada pakan (daun cabe rawit) dapat menghambat
pertumbuhan dan perkembangan ulat grayak (Spodoptera litura) dengan

pemberian konsentrasi 2%.

. Kerusakan Apel Pascapanen

Apel merupakan salah satu buah yang banyak diminati oleh
masyarakat di Indonesia karena memiliki rasa yang enak dan
mengandung banyak vitamin. Jenis apel lokal yang dibudidayakan di

Indonesia salah satunya adalah apel malang, yang menjadi ciri khas
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Daerah Malang khususnya Kota Batu. Apel dapat tumbuh dengan baik di
dataran tinggi dengan ketinggian 700 - 1200 meter di atas permukaan

laut (Yulianti et al., 2006). Klasifikasi buah apel sebagai berikut:

Divisi : Spermatophyta

Sub Divisi  : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Sub Kelas : Sympetalae

Bangsa : Rosale

Suku : Rosaceae

Marga : Malus

Jenis : Malus sylvestris (L.) Mill. (Tjitrosoepomo, 2007)

Gambar 2. Apel malang manalagi
(Sumber :http://supplier-sayuranbuah.blogspot.com/p/home.html)

Buah apel berbentuk bulat dengan ujung dan pangkal berlekuk
dangkal, dengan diameter 4-7 cm dan berat 75-160 gram/ buah. Buah
apel berwarna hijau muda kekuningan dengan aroma yang harum segar.
Daging buahnya berwarna putih, sedikit air dan teksturnya agak liat.
Bentuk bijinya bulat pendek dan berwarna cokelat tua (Jannata et al.,
2014).

Apel merupakan salah satu komoditas holtikultura yang memiliki
nilai gizi yang diperlukan untuk kesehatan. Menurut Ashari (2005) setiap

100 g buah apel mengandung kira-kira 85 g air, karbohidrat (terutama


http://supplier-sayuranbuah.blogspot.com/p/home.html
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fruktosa) 10-13.5 g, kalsium 10 mg, fosfor 10 mg, besi 0.2 mg, kalium
150 mg serta vitamin A, B1, B2, B6, dan vitamin C 10 mg. Protein dan
lemak sangat rendah, sedangkan kalorinya 165-235 kJ/ 100 g. Serat
pada buah apel mampu menurunkan kadar kolesterol darah dan resiko
penyakit jantung koroner. Kulit buah apel mengandung flavonoid yang
disebut quercitin. Quercitin ini mempunyai aktivitas antioksidan yang
berfungsi mencegah serangan radikal bebas sehingga dapat melindungi
tubuh dari kemungkinan serangan kanker (Morikawa, et al., 2003).

Buah apel segar mengalami penurunan mutu sangat cepat.
Berbeda dengan bagian tanaman yang masih melekat pada tanaman
induknya yang mendapat suplai air dan nutrisi atau makanan secara
berlanjut, bagian tanaman yang telah dipanen atau dilepas dari tanaman
induknya tidak lagi mendapatkan suplai air dan makanan (Utama, 2010).

Penanganan pascapanen buah yang tidak memadai mengakibatkan
kerusakan fisik, misalnya memar akibat benturan atau jatuh dalam
transportasi. Buah memar atau yang mengalami kerusakan fisik lainnya
akan mudah terinfeksi kapang (Miskiyah et al., 2010).

. Kapang Perusak pada Buah Apel

Buah apel dapat menjadi substrat bagi pertumbuhan
mikroorganisme, berupa kapang. Keberadaan zat yang terkandung
dalam buah apel, lamanya waktu penyimpanan buah apel, kondisi
lingkungan dengan suhu dan kadar air yang tinggi serta aktifitas
serangga merupakan faktor utama yang mempengaruhi kontaminasi

kapang pada buah apel (Winarti et al., 2009).
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Kapang perusak buah apel dapat menyebabkan penyakit busuk
buah, antara lain: busuk buah Alternaria (Alternaria rot) oleh A. alternata,
busuk buah Coprinus (Coprinus rot) oleh Coprinus psychromorbidus,
busuk buah Mucor (Mucor rot) oleh M. piriformis (Semangun, 2007),
penyakit kudis apel (apple scab) oleh Venturia sp., busuk buah (apple
rot) oleh Colletotrichum sp., dan busuk pabhit (bitter rot) oleh Monilia sp.
(Pradana et al., 2013).

Beberapa spesies kapang dari Penicillum yaitu P. expansum,
P. solitum dan P. komune menyebabkan penyakit busuk kapang biru.
Gejala awal terlihat pada permukaan buah apel yang lembek, berair, dan
berwarna cokelat muda. Kemudian timbul miselium jamur berwarna putih
yang akhirnya membentuk spora berwarna biru kehijauan (Semangun,
2007).

Kapang B. cinerea menyebabkan penyakit busuk kapang kelabu.
Busuk kapang kelabu terjadi akibat adanya luka seperti tusukan dan
memar yang timbul pada saat panen dan selama proses penanganan
pascapanen. Gejala awal terlihat pada daerah pembusukan yang
berwarna cokelat muda hingga cokelat tua. Kemudian timbul miselium
jamur berwarna putih keabu-abuan yang akhirnya membentuk spora
berwarna cokelat (Semangun, 2010).

Kapang Venturia inaequalis menyebabkan penyakit kudis pada buah
apel pascapanen. Gejala awal timbulnya bintik-bintik tidak teratur
berwarna hitam kecokelatan dan pecah-pecah (Agrios, 2005). Kapang
Gleosporium perennans, Clasdosporium herbarum, C. gloeosporides

menyebabkan busuk antraknose. Serangan pada buah apel ditandai
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dengan bercak cokelat atau hitam. Awalnya bercak berukuran kecil dan
dapat bersatu dengan bercak lainya sehingga dapat berukuran lebih
besar (Nugraheni et al., 2014).

Kapang perusak pada buah apel menghasilkan senyawa mikotoksin
yang dapat merusak kesehatan. Aminah dan Supraptini, (2003)
melaporkan kapang perusak pada buah apel di pasar tradisional dan
swalayan diantaranya ialah Fusarium sp., Aspergillus sp., Colletotrichum,
Penicillium sp., Rhizopus sp., B. cinerea, dan Mucor sp..

. Identifikasi Kapang dan Khamir secara Molekular

Identifikasi adalah proses membandingkan organisme yang belum
diketahui identitasnya dengan organisme yang telah diketahui
identitasnya (Barnett et al., 2000). Teknik molekular dapat digunakan
untuk mengidentifikasi suatu spesies kapang maupun khamir. ldentifikasi
kapang dan khamir secara molekular dilakukan dengan menggunakan
metode PCR dan analisis sekuen DNA (Kurtzman & Fell, 2006). Metode
identifikasi molekular menggunakan analisis sekuen DNA terbukti akurat,
relatif mudah untuk dilakukan sekuensing dan lebih cepat dibandingkan
metode konvensional (Ciardo, et al., 2006).

Kelompok gen yang umumnya digunakan untuk mengidentifikasi
khamir dengan cepat dan akurat adalah gen-gen yang terdapat pada
ribosomal DNA (rDNA) (Kurtzman et al., 2003). Gen penyandi rDNA
dimiliki oleh semua organisme dan terdapat multiple copy (100-200 kopi
dalam genom) (Kurtzman & Fell, 2006). Keuntungan penggunaan gen
pengkode rDNA antara lain adalah terdapat pada semua makhluk hidup,

berasal dari nenek moyang yang sama dan mudah disekuen karena
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menggunakan primer yang bersifat universal (dapat digunakan pada
semua makhluk hidup) (Kurtzman & Fell, 2006).

Gen pengkode rDNA terdiri atas daerah coding dan non-coding.
Daerah coding rDNA terdiri atas small sub-unit (SSU rDNA 18S), gen
5.8S, gen 5S dan large sub-unit (LSU rDNA 28S). Daerah non-coding
terdiri atas internal transcribed spacer (ITS1 dan ITS2) dan intergenic
spacer (IGS) (James & Stratford, 2003). Daerah ITS rDNA yang
merupakan daerah non-coding memiliki laju mutasi yang lebih tinggi
dibandingkan dengan daerah coding (SSU, 5.8S dan LSU) (James &
Stratford, 2003), sehingga memiliki variasi urutan nukleotida yang tinggi
antarspesies (Ciardo et al., 2006).

Menurut James dan Stratford (2003), daerah ITS rDNA dapat
digunakan untuk identifikasi spesies khamir yang berkerabat sangat
dekat (closely related species). Tavanti et al., (2005) melaporkan dua
spesies baru yaitu Candida orthopsilosis dan C. metapsilosis yang
dibedakan dari C. parapsilosis berdasarkan analisis sekuen daerah ITS.

Analisis sekuen daerah ITS terdiri atas beberapa tahapan. Tahapan-
tahapan tersebut adalah isolasi DNA genom, polymerase chain reaction
(PCR), elektroforesis, purifikasi produk PCR, cycle sequencing, purifikasi
produk sekuensing dan sekuensing (Sjamsuridzal, 2008). Menurut Starr
dan Taggart (2004), sekuensing merupakan pembacaan urutan basa
nukleotida DNA dengan menggunakan metode Sanger dideoxy-chain
termination (Sambrook & Russel, 2001). DNA cetakan diamplifikasi
menggunakan DNA oligonukleotida (sebagai primer), DNA polymerase,

deoksinukleotida (dNTP) dan dideoksinukleotida (ddNTP). Setiap
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dideoksinukleotida diberi pewarna berfluoresensi yang bertindak sebagai
label. Setiap fragmen DNA yang disintesis melekat pada ujung 3’ dan
hanya mengandung satu dideoksinukleotida. Fragmen-fragmen tersebut
kemudian dipisahkan berdasarkan ukurannya melalui kapiler dan
detector laser akan membaca label yang berfluoresen dari setiap
fragmen (Moat et al., 2002).

Data sekuen yang diperoleh dapat berupa elektroferogram (grafik
yang menunjukkan basa-basa pada hasil sekuensing) dan text file
(urutan basa-basa hasil sekuensing) (Oliphant, 2006). Urutan basa DNA
pada hasil sekuensing dapat dilakukan editing secara manual dengan
program ChromasPro.

Data sekuen berupa text file dapat digunakan untuk mencari
identitas suatu isolat dengan cara mencari homologi sekuen spesies
terdekatnya pada data sekuen dalam database (Hall, 2004). Selain itu,
data sekuen juga dapat digunakan untuk melihat hubungan kekerabatan
berdasarkan rekonstruksi pohon filogeni (Li & Graur, 1991). Salah satu
program yang dapat digunakan untuk membuat pohon filogeni yaitu
program Mega5. Data sekuen untuk proses pencarian homologi sekuen
melalui database terlebih dahulu diubah ke dalam format FASTA, yaitu
format text file yang dapat dikenali oleh program BLAST (Hall, 2004).
Salah satu situs database sekuen DNA yang dapat diakses untuk
pencarian homologi sekuen dengan program BLAST adalah

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (Hall, 2004).
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B. Kerangka Berpikir

Apel merupakan salah satu buah yang banyak diminati masyarakat
Indonesia karena rasanya yang manis dan banyak mengandung vitamin A,
B, dan C, mineral serta serat. Apel memiliki nilai ekonomis yang tinggi di
Indonesia. Namun pada proses pascapanen sampai dengan pasar (market),
terdapat beberapa kendala yaitu menurunnya kualitas buah akibat serangan
kapang perusak buah. Kapang perusak buah apel, antara lain: Fusarium,
Aspergillus, Penicillium, Colletotrichum, Gloeosporium perennans, dan
Cladosporium herbarum.

Upaya untuk mengurangi pertumbuhan kapang perusak pada buah
apel umumnya dilakukan dengan cara penggunaan fungisida. Namun
pemakaian fungisida yang berlebihan dapat menyebabkan adanya residu
fungisida pada buah apel yang telah dipanen. Residu dapat membahayakan
bagi kesehatan manusia yang mengkonsumsinya. Penggunaan fungisida
juga berdampak terjadinya resistensi pada kapang perusak.

Permasalahan dalam mengendalikan kapang-kapang perusak dalam
buah apel merupakan permasalahan yang membutuhkan penanggulangan
yang serius karena nilai ekonomi yang tinggi dan berhubungan erat dengan
keselamatan/ kesehatan konsumen/ masyarakat. Alternatif untuk
mengurangi penggunaan fungisida dapat dilakukan dengan menggunakan
khamir sebagai agen hayati. Khamir dapat dijadikan salah satu alternatif
karena memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan mikroorganisme
lain. Khamir yang dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme lain
disebut khamir antagonis. Penelitian penggunaan khamir asal daun bintaro

sebagai agen antagonis kapang perusak pada buah apel belum pernah
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dilakukan. Uji antagonisme khamir pada kapang perusak buah apel

merupakan upaya alternatif dalam mengurangi penggunaan fungisida.

C. Hipotesis Penelitian
Berdasarkan tinjauan pustaka dan kerangka berpikir, maka dapat
dirumuskan hipotesis penelitian sebagai berikut:
1. Terdapat lebih dari satu jenis kapang perusak pada buah apel.
2. Khamir-khamir asal daun bintaro memiliki kemampuan antagonisme

terhadap kapang perusak dari buah apel.



BAB Il

METODOLOGI PENELITIAN

A. Tujuan Operasional

Tujuan operasional penelitian ini adalah:

1.

Melakukan isolasi kapang perusak pada buah apel dengan teknik tanam

langsung.

. Melakukan pengujian patogenitas kapang perusak pada buah apel

melalui metode Postulat Koch.

Melakukan pengujian antagonisme khamir potensial terhadap kapang
perusak pada buah apel pascapanen melalui metode dual culture
Melakukan pengujian biokontrol dengan metode pelukaan.
Mengidentifikasi kapang perusak dan khamir potensial antagonis
terhadap kapang perusak pada buah apel pascapanen secara molekular
berdasarkan analisis sekuen daerah ITS rDNA.

Mengkarakterisasi kapang perusak pada buah apel pascapanen dan
khamir potensial antagonis terhadap kapang perusak buah apel
pascapanen melalui pengamatan morfologi koloni secara makroskopik

dan mikroskopik.

B. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Oktober 2015 - Oktober 2016. Isolasi,

uji antagonis dan uji patogenitas dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi,

Jurusan Biologi, Universitas Negeri Jakarta (UNJ), Jakarta Timur. Identifikasi

molekuler kapang perusak buah apel dan khamir antagonis dilakukan di

20
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Laboratorium Molekuler, Bidang Mikrobiologi, Puslit Biologi, LIPI, Cibinong,

Jawa Barat

C. Metode Penelitian

Metode yang digunakan adalah eksperimen. Rancangan penelitian
yang digunakan adalah RAL (Rancangan Acak Lengkap). Isolat khamir yang
digunakan adalah isolat khamir yang telah diisolasi dari daun bintaro,
sebanyak 19 isolat yang merupakan koleksi Laboratorium Mikrobiologi, UNJ.
Kapang yang digunakan adalah kapang hasil isolasi pada buah apel

pascapanen yang mengalami gejala penyakit akibat kapang.

D. Desain Penelitian

Percobaan yang dilakukan meliputi: (1) Isolasi kapang perusak buah
apel pascapanen; (2) Uji patogenitas kapang perusak buah apel (Postulat
Koch); (3) Uji antagonisme khamir asal daun bintaro terhadap kapang
perusak buah apel dengan metode dual culture; (4) Pembuatan kurva
pertumbuhan khamir; (5) Uji biokontrol khamir asal daun bintaro terhadap
kapang perusak buah apel dengan metode pelukaan; (6) Identifikasi khamir
potensial dan kapang perusak secara molekuler serta pengamatan morfologi

koloni secara makroskopik dan mikroskopik (Gambar 3).
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Buah apel
(Malus sylvestris Mill.) 1. Isolasi kapang @ Output:
begejala Isolat kapang

2. Uji patogenitas kapang perusak buah apel

Isolat kha_mir asal Isolat kapang perusak buah
daun bintaro apel

3. Uji antagonisme khamir asal daun bintaro Output:
terhadap kapang perusak buah apel dengan Isolat khamir potensial
metode dual culture antagonis terhadap kapang
perusak
. Output:
4. Pembuatan kurva pertumbuhan sel khamir —) Kurva pertumbuhan sel
khamir
5. Uji bikontrol khamir asal daun bintaro terhadap Output:
kapang perusak buah apel dengan metode Isolat khamir potensial
pelukaan biokontrol
6. Identifikasi khamir potensial dan kapang perusak Output:
secara molekuler serta pengamatan morfologi mmmp |dentitas khamir potensial
koloni secara makroskopik dan mikroskopik dan kapang perusak

Gambar 3. Alur Penelitian

E. Prosedur Penelitian
1. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian terdiri dari autoklaf, Thermo
Scientific™ Arktik™ Thermal Cycler, Mupid®-exU, Gel Doc™ XR system
(Bio-Rad), Hemocytometer Neubauer, inkubator, laminar air flow, kompor
gas, cawan petri, gelas ukur, tabung reaksi, labu erlenmeyer, gelas beaker,
pengaduk kaca, kaca objek, kaca penutup, timbangan digital, rak tabung
reaksi, jarum tanam bulat (ose), jarum dental (yang dimodifikasi pada bagian
gagang), pinset, jarum tanam tajam, pembakar spiritus, magnetic stirer,
centrifuge, dan lemari pendingin.

Bahan yang digunakan dalam penelitian meliputi sampel buah apel
malang, medium PDA (Potato Dextrose Agar), MEA (Malt Extract Agar),

NYDA (Nutrient Yeast Dextrose Agar), NYDB, minyak imersi, akuades steril,
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alkohol 70%, plastik tahan panas, kertas yellow pages, karet gelang,
alumunium foil, plastik warp, kertas label, spidol marker, tisu, dan tali kasur.
2. CaraKerja

A. Isolasi Kapang Perusak Buah Apel Pascapanen

Sampel buah apel diperoleh dari Pasar Perumnas, Klender, Jakarta
Timur. Pengambilan sampel dilakukan secara acak dengan metode
purposive sampling berdasarkan Sugiyono (2010). Buah apel yang diambil
sebagai sampel adalah buah yang mengalami gejala busuk akibat kapang.
Gejala ditandai dengan permukaan buah yang lembek, berair, adanya bintik-
bintik kering berwarna cokelat hingga bercak cokelat yang berlekuk dan
adanya miselium kapang (Semangun, 2007). Masing-masing sampel
dimasukkan ke dalam map cokelat dan diberi label nama.

Isolasi kapang perusak pada buah apel dilakukan berdasarkan
modifikasi metode Bajpai et al., (2010) dengan teknik tanam langsung yang
sebelumnya dilakukan proses sterilisasi permukaan. Sampel buah apel
dicuci menggunakan akuades steril, kemudian direndam dalam larutan
sodium hipoklorit 0,5% (NaOCI) selama satu menit, selanjutnya, direndam
dalam alkohol 70% selama 1 menit dan dibilas menggunakan akuades steril
dengan tiga kali pembilasan. Buah dipotong setengah bagian yang rusak
dan setengah bagian yang sehat dengan ukuran + 1 cm. Potongan buah
diletakkan pada cawan petri yang telah dilapisi kertas saring steril.
Kemudian potongan buah ditumbuhkan pada media PDA ditambah
chloramphenicol. Setiap cawan petri ditumbuhi 2 potongan buah dan

diinkubasi selama 72 jam pada suhu 27-28° C.
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Pemurnian isolat kapang dilakukan dengan metode hyphal tips
berdasarkan Tuite (1969). Pengulangan pemurnian dilakukan dua sampai

tiga kali hingga diperoleh koloni tunggal yang terbebas dari kontaminasi.

B. Uji Patogenitas Kapang Perusak Buah Apel (Postulat Koch)
Uji patogenitas (Pustulate Koch) dilakukan menggunakan metode

pelukaan berdasarkan Kwon et al., (2011) dengan modifikasi. Kapang hasil
isolasi dari buah apel busuk selanjutnya diujikan kembali pada buah apel
sehat untuk mengetahui apakah isolat perusak yang didapat menyebabkan
busuk pada buah apel (Michael, 2008; Masudi et al., 2012).

Buah apel yang akan digunakan dalam pengujian, terlebih dahulu
dilakukan sterilisasi permukaan. Buah apel dicuci menggunakan akuades
steril, kemudian direndam dalam larutan sodium hipoklorit 0.5% (NaOCI)
selama satu menit, selanjutnya direndam dalam alkohol 70% selama satu
menit dan dibilas dengan akuades steril.

Buah apel dibuat tiga luka seragam dengan diameter 5 mm dan
kedalaman 3 mm pada sisi permukaan buah (Fan & Tian, 2001; Spadaro et
al., 2011; Fard et al., 2012). Kemudian pada bagian luka tersebut
diinokulasikan suspensi kapang perusak. Buah apel yang telah dilukai
diletakkan pada bak plastik dan ditutup rapat. Jumlah sampel buah apel
yang digunakan pada pengujian ini sebanyak 68 buah (4 buah per bak
plastic). Keempat sudut bak diletakkan kapas basah untuk menjaga

kelembaban. selanjutnya diinkubasi selama 7 hari pada suhu 27-28° C.
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Pengamatan dilakukan setiap hari hingga hari ke- 7 inkubasi setelah
inokulasi, dengan menentukan skoring pada skala 0, 2, 4, 6, dan 8 (Wan et
al., 2008), dengan kriteria:

0 = tidak ada kerusakan

2 = < 1/4 dari bagian buah yang rusak

4 = 1/4 - 1/2 dari bagian buah yang rusak
6 = 1/2 - 3/4 dari bagian buah yang rusak
8 = seluruh bagian buah rusak

Identifikasi ketahanan tanaman dilakukan dengan menghitung
persentase Keterjadian Penyakit (Disease Incidence) dan Keparahan
penyakit (Disease Severity) berdasarkan Agrios (2005) dengan rumus:

Keterjadian Penyakit (Disease Incidence)

n
KP =— x100%

N
Keterangan:
KP  : keterjadian penyakit
n : jJumlah tanaman atau bagian tanaman yang sakit
N : jumlah tanaman atau bagian tanaman yang sehat

Keparahan Penyakit (Disease Severity)

KeP = = x 100%
T AN

Keterangan:
KeP : Keparahan Penyakit
n : jJumlah jaringan terserang pada setiap kategori (skor)
\% - kategori (skor) serangan
Z - nilai kategori serangan tertinggi
N - jJumlah seluruh tanaman atau bagian tanaman yang diamati
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C. Pengujian Antagonisme Khamir Asal Daun Bintaro terhadap Kapang
Perusak Buah Apel Pascapanen

Metode pengujian antagonisme yang digunakan adalah metode dua
biakan (dual culture) berdasarkan Sibounnavong (2009) dengan modifikasi.
Isolat khamir antagonis ditumbuhkan bersama dengan isolat kapang
perusak dalam cawan petri berisi media MEA. Isolat kapang perusak pada
buah apel diinokulasikan ke dalam medium MEA lempeng dan diinkubasi
selama 5 hari pada suhu 27-28° C. Biakan khamir diinokulasikan sebanyak
15 goresan ke dalam medium MEA miring, lalu diinkubasi selama 48 jam
pada suhu 27-28° C.

Isolat khamir antagonis dan kapang perusak ditumbuhkan dengan jarak
3 cm dari masing-masing tepi cawan petri. Isolat khamir antagonis
ditumbuhkan pada garis lurus sepanjang 6 cm dan diberi jarak 2,5 cm

sejajar dari garis lurus untuk menumbuhkan isolat kapang perusak.

Keterangan: Oisolat kapang
I isolat khamir (dengan panjang 6 cm)

Gambar 4. Uji antagonisme khamir dan kapang dengan metode dual
culture.
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Biakan khamir antagonis dikerik dengan jarum ose bulat dan dibuat
suspensi dalam 5 ml akuades steril, kemudian dihomogenkan menggunakan
vorteks. Sebanyak 20 pl suspensi sel khamir, masing-masing diteteskan di
sepanjang garis menggunakan mikropipet. Biakan kapang diambil dengan
menggunakan jarum dental (yang dimodifikasi pada bagian gagang),
kemudian ditumbuhkan sejajar dengan khamir, dengan jarak 2,5 cm pada
medium MEA. Medium diinkubasi pada suhu 27-28° C selama 6 hari.

Kontrol yang digunakan dalam uji ini adalah medium MEA yang
diinokulasi hifa/spora kapang tanpa diinokulasi suspensi khamir dan medium
MEA yang diinokulasi suspensi sel khamir tanpa inokulasi hifa/spora
kapang. Pengujian dilakukan dengan 3 kali pengulangan baik pada
perlakuan maupun kontrol. Pengamatan dilakukan pada hari ke- 6 dengan
mengukur lebar zona hambat antara khamir dengan kapang perusak

menggunakan jangka sorong digital.

D. Pembuatan Kurva Pertumbuhan Sel Khamir

Pembuatan kurva pertumbuhan sel khamir berdasarkan Tang & Le
(2013) dengan modifikasi. Hasil pengukuran jumlah dan lamanya fase log
khamir sebagai acuan usia khamir yang akan digunakan untuk uji biokontrol.

Isolat khamir antagonis ditumbuhkan pada medium NYDA slant
dengan metode streak sebanyak 15 gores, diinkubasi selama 48 jam pada
suhu 27-28° C. Sebanyak satu ose kultur diinokulasikan ke dalam 5 ml
medium NYDB, diinkubasi pada suhu 27-28° C selama 48 jam. Kultur
khamir tersebut kemudian dihitung kepadatannya setiap 3 jam sekali selama

48 jam dengan menggunakan haemocytometer. Sel khamir yang terdapat
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pada lima kotak besar (pojok kanan atas, pojok kiri atas, pojok kanan
bawah, pojok kiri bawah dan tengah) setiap kotak besar mengandung 16
kotak kecil dihitung satu per satu. Jumlah sel dihitung berdasarkan rumus

Hansen (2000) sebagai berikut:

Jumlah sel/ mL= jumlah sel pada lima kotak x 5 x 10.000

Keterangan:
Konstanta 5 dan 10.000 merupakan pengali, 10.000 merupakan pengali
untuk mengkonversi sel/mm? ke sel/mL dalam suspense

E. Pengujian Biokontrol Khamir Asal Daun Bintaro terhadap Kapang
Perusak Buah Apel Pascapanen

Varietas buah yang digunakan untuk pengujian biokontrol adalah apel
malang. Sampel buah apel dipilih dengan tingkat kematangan yang sama
berdasarkan tekstur, warna dan kisaran bobot per buah. Tekstur buah tidak
mengerut dan tidak busuk. Buah apel berwarna hijau muda, hijau
kekuningan hingga hijau dan kisaran bobot perbuah yaitu 110-130 gr.

Metode pengujian yang digunakan berdasarkan Zhang et al (2015)
dengan modifikasi. Pengujian ini dilakukan dengan menggunakan metode
pelukaan. lIsolat kapang perusak dan khamir dibuat suspensi. Setiap
pengujian dilakukan dengan 7 perlakuan, yaitu: 1) buah apel segar tanpa
dicuci maupun sterilisasi permukaan; 2) buah apel dicuci dengan air kran; 3)
buah apel dilakukan sterilisasi permukaan; 4) buah apel direndam dengan
suspensi khamir; 5) buah apel diinokulasi kapang; 6) buah apel direndam
dengan suspensi khamir kemudian diinokulasi kapang; 7) buah apel

direndam dengan dithane M-45 0,3% kemudian diinokulasi kapang.
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Buah apel direndam dengan suspensi khamir dan dithane M-45 0,3%
selanjutnya diinkubasi selama 24 jam. Bagian luka diinokulasi kapang
perusak. Buah apel yang telah diberi perlakuan diletakkan pada bak plastik
dan ditutup rapat. Jumlah sampel buah apel yang digunakan untuk
penguijian ini sebanyak 88 buah (4 buah per bak plastic). Keempat sudut bak
diletakkan kapas basah untuk menjaga kelembaban, selanjutnya diinkubasi
selama 7 hari pada suhu 27-28° C.

Pengamatan dilakukan setiap hari hingga hari ke- 7 inkubasi.
Pengamatan pada buah apel dilakukan dengan menentukan skoring pada
skala 0, 2, 4, 6, dan 8 (Wan et al., 2008). Identifikasi ketahanan tanaman
dilakukan dengan menghitung persentase Keterjadian Penyakit (Disease
Incidence) dan Keparahan penyakit (Disease Severity) berdasarkan Agrios

(2005).

F. ldentifikasi khamir potensial dan kapang perusak secara molekuler
serta pengamatan morfologi koloni secara makroskopik dan
mikroskopik

a. ldentifikasi khamir dan kapang secara molekular

Identifikasi molekular dilakukan pada kapang penyebab kebusukan
pada buah apel dan pada khamir potensial antagonis terhadap kapang
perusak buah apel pascapanen. Khamir ditumbuhkan pada medium PDA
selama 48 jam pada suhu 27-28° C. Kapang ditumbuhkan pada medium

PDB selama 3-5 hari pada suhu 27-28° C. Identifikasi dilakukan dengan

cara sebagai berikut:
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1. Ekstraksi DNA kapang
Isolasi DNA genom kapang mengikuti metode yang digunakan oleh

Sukmawati et al., (2015). Miselium yang tumbuh pada permukaan

miselium diambil untuk ekstraksi DNA menggunakan tusuk sate steril

kemudian dimasukkan ke dalam microtube 1,5 ml yang telah berisi 500

pl akuabides. Microtube berisi miselium kapang disentrifugasi dengan

kecepatan 14.500 rpm menggunakan centrifuge selama 10 menit.

Supernatan dibuang menggunakan mikropipet, kemudian pelet berisi

miselium digerus menggunakan pestle. Ekstraksi DNA kapang

menggunakan tiga reagen yang berbeda dari Phytopure Kit, langkah-
langkah yang dilakukan sebagai berikit:

1. Reagen 1 (Pytopure, 300 pl) ditambahkan pada miselium kapang,
kemudian ditambahkan RNAase (3 ul) yang telah diaktivasi dengan
pemanasan pada suhu 37° C di dalam waterbath selama 10 - 30
menit.

2. Reagen 2 (Phytopure, 200 pl) ditambahkan, kemudian kloroform dan
fenol (masing-masing 250 pl), dan isopropanol (dengan volume
setengah dari volume larutan DNA total).

3. Koloid miselium ditambahkan reagen 1 kemudian dihomogenisasi
menggunakan tip dengan ujung yang telah dipotong.

4. RNAase (3 pl) ditambahkan dan diinkubasi pada suhu 37° C selama
30 menit di waterbath shaker.

5. Suspensi DNA ditambahkan reagen 3 (Sodium Dodecyl Sulphate,
SDS, 200 ul), kemudian dihomogenisasi selama 10 menit.

6. Koloid DNA disimpan dalam es selama 20 menit.
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7. Koloid DNA ditambahkan kloroform dan fenol (masing-masing 250
pl), dan dihomogenisasi selama 3 menit.

8. Koloid DNA disentrifugasi pada 10.000 rpm selama 10 menit hingga
terbentuk tiga lapisan. Lapisan yang terbentuk paling atas diambil
secara hati-hati kemudian dipindahkan ke tabung microtube.

9. DNA ekstrak ditambahkan isopropanol sebanyak setengah dari
volume DNA ekstrak, kemudian disentrifugasi pada 10.000 rpm
selama 10 menit.

10.Supernatan dibuang, kemudian pelet ditambahkan etanol 99%
(100 pl) dan disentrifugasi kembali pada 10.000 rpm selama 10 menit.

11.Supernatan dibuang dan pelet pada microtube dikeringanginkan di
atas kertas tisu selama 30 menit.

12.Pelet ditambahkan nuclease free water (50 pl). DNA ekstrak (berupa
pelet) disimpan dalam freezer sebelum digunakan untuk tahap

selanjutnya.

Tabel 1. Komposisi Mix PCR untuk kapang dan khamir

Bahan Kapang Khamir
Nuclease Free Water 7,5 pL 7,5 pL
Go TagGreen Mastermix 12,5 pL -
MgCl, - 15 pL
dNTP - 0,5 pL
Buffer 3G - 12,5 pL
DMSO 0,5 pL 0,5 pL
Primer F (ITS 5) 0,5 puL 0,5 pL
Primer R (ITS 4) 0,5 uL 0,5 uL
Taq polymerase - 0,5 pL
TemplateDNA 1,0 pyL 1,0 pL

Total 25 L 25 L
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Tabel 2. Protokol PCR untuk ampifikasi DNA kapang dan khamir

1temp 3 temp, 33 siklus 2 temp, 1 siklus
Temperatur 95° C 95° C 55°C 72° C 72° C 4°C
Waktu 3 30” 30” 1 10’ o0

2. Amplifikasi daerah ITS rDNA dengan metode PCR
Khamir tidak dilakukan ekstraksi DNA genom, tetapi langsung

dilakukan amplifikasi fragmen DNA dengan PCR menggunakan mastermix
KAPA 3G. Amplifikasi daerah ITS rDNA menggunakan primer forward ITS5
(5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') dan primer reverse ITS4
(5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al.,, 1990). Komposisi mix
PCR yang digunakan dijelaskan pada tabel 1 dan protokol PCR dijelaskan
pada tabel 2.
3. Visualisasi produk PCR

Visualisasi produk PCR khamir dan kapang menggunakan
elektroforesis dengan gel agarosa 2% dan buffer TAE 1x (Tris Acetate
EDTA) berdasarkan Sambrook dan Russell (2001). Produk PCR dan DNA
marker 100 bp yang digunakan masing-masing sebanyak 3 pl dan
ditambahkan loading dye (1 pl). Alat elektroforesis (Optima®: Mupid®-2
plus) digunakan pada tegangan 100 volt selama 25 menit. Perendaman gel
agarosa dalam etidium bromide 1% selama 30 menit. Visualisasi fragmen
DNA menggunakan sinar ultraviolet dengan Gel Doc™ XR system (BioRad).
Daerah ITS rDNA khamir ataupun kapang positif terbaca pada 500bp.
4. Produk PCR

Produk amplifikasi dari hasil PCR khamir dan kapang digunakan untuk

proses sekuensing. Produk PCR, siklus sekuensing dan sekuensing dikirim
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ke jasa pelayanan servis sekuensing (1 st BASE, Malaysia) melalui PT.
Genetika Science, Indonesia.
5. Analisis data sekuen

Data hasil sekuensing diedit secara manual dengan menggunakan
program ChromasPro versi 2.6.2. Selain itu, dilakukan pencarian homologi
spesies terdekat dengan program BLAST pada situs

http://www.mcbi.nim.nih.gov/. Data sekuen dibuat pohon filogeni dengan

menggunakan program Mega5 (Tamura et al.,, 2011). Konstruksi pohon
filogenetik berdasarkan jarak kekerabatan genetik dengan metode Neighbor
Joining (NJ). Konstruksi jarak evolusi dalam derajat kepercayaan

menggunakan bootstrapping (Sukmawati et al., 2015).

b. Pengamatan morfologi koloni secara makroskopik dan mikroskopik

Pengamatan morfologi kapang dilakukan berdsarkan Gandjar et al.,
(2006). Isolat kapang ditumbuhkan pada medium PDA dan diinkubasi
selama 5 hari pada suhu 27-28° C. Pengamatan karakter morfologi secara
makroskopis maupun secara mikroskopis. Pengamatan morfologi koloni
kapang secara makroskopis dilakukan dengan mengamati permukaan koloni
(granular, seperti tepung, menggunung, licin), zonasi, daerah tumbuh, garis-
garis radial dan konsentris, warna balik koloni (reverse color), dan tetes
eksudat (exudate drops). Pengamatan secara mikroskopis menggunakan
metode henric’s slide culture berdasarkan Benson (2001). Pengamatan
secara mikroskopis meliputi ada tidaknya spora seksual dan spora aseksual,

struktur penghasil spora seksual dan spora aseksual, bentuk dan jenis
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spora, jenis hifa, ukuran hifa, septa pada hifa, ada tidaknya metula dan
vesikel (Gandjar et al., 2006).

Pengamatan morfologi khamir dilakukan berdasarkan Barnett et al
(2000). Isolat khamir ditumbuhkan pada medium PDA dan diinkubaasi
selama 48 jam pada suhu 27-28° C. Pengamatan morfologi koloni khamir
secara makroskopis dilakukan dengan mengamati warna koloni, permukaan
koloni, tekstur koloni, profil koloni, dan tepi koloni. Pengamatan secara
mikroskopis meliputi bentuk sel, ukuran sel, ada atau tidak pertunasan
(budding), tipe pertunasan, ukuran sel, ada atau tidak ada hifa yang

dihasilkan.

F. Teknik Analisis Data

Data pengukuran zona hambat hasil uji antagonisme dianalisis
menggunakan uji F melalui ANAVA dua arah. Jika menunjukan hasil yang
signifikan dilanjutkan dengan uji DUNCAN 5% untuk mengetahui adanya

perbedaan pertumbuhan miselium kapang oleh isolat khamir.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Isolasi kapang perusak dari buah apel

Sampel buah apel yang diisolasi berasal dari Pasar Perumnas,
Klender, Jakarta Timur. Kapang perusak diisolasi dari buah apel yang
memperlihatkan gejala busuk dengan ciri tekstur buah lunak, kulit buah
berkerut atau terdapat spora maupun miselium pada buah (Gambar 5).
Menurut Santoso (2008), ciri-ciri buah apel yang mengalami kebusukan
yaitu kulit buah berkerut dan lunak, kulit buah berwarna kuning kecokelatan
dan ditumbuhi miselium maupun spora pada permukaan buah. Isolat kapang
yang berhasil diisolasi dari 10 sampel buah apel sebanyak 18 isolat

(Tabel 3 dan Gambar 6).

Gambar 5. Sampel buah apel bergejala kebusukan

Isolat kapang hasil isolasi dipilih dengan kriteria kapang yang
bersporulasi dan tumbuh cepat di medium. Pemilihan kapang tersebut
digunakan untuk mendapatkan isolat kapang perusak pada buah apel.
Kapang yang bersporulasi diduga lebih dapat merusak buah pascapanen

dibandingkan dengan kapang yang bermiselium. Hal ini disebabkan karena
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spora kapang dapat terbawa oleh angin kemudian menempel di permukaan

buah dan menyebar.

Tabel 3. Isolat kapang hasil isolasi buah apel pascapanen

No. Ciri isolat J.umlah Kode isolat
isolat
1. Sporulasi hijau granul 3 Al6, Al7, A18
2. Sporulasi hitam granul 13 Al, A2, A3, A5, A6, A8, A9, AlQ,
All, A12, A13, Al14, A15
3. Sporulasi abu-abu 1 A7
4, Miselium abu-abu 1 A4

Menurut Nurhayati (2011), kapang patogen yang mampu
menghasilkan inokulum dalam jumlah banyak lebih berpeluang untuk
menimbulkan kerusakan buah, demikian juga patogen yang mempunyai
virulensi yang tinggi akan mampu menginfeksi buah dengan cepat. Kapang
patogen yang mempunyai virulensi yang tinggi juga mempunyai kemampuan
sporulasi yang tinggi. Penyebaran kapang patogen dapat melalui angin,

serangga, air dan manusia. Spora dapat diterbangkan oleh angun dan dapat

mencapai jarak yang jauh.
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Gambar 6. Isolat murni kapang perusak buah apel pada medium PDA
berumur 5 hari, suhu 27-28° C; A. Koloni bersporulasi hijau
granul; B. Koloni bersporulasi koloni hitam granul; C. Koloni
bersporulasi abu-abu; dan D. Koloni bermiselium abu-abu.
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B. Uji patogenitas kapang perusak buah apel (Postulat Koch)

Pengujian patogenitas dilakukan berdasarkan metode Postulat Koch
dengan inokulasi kapang menggunakan metode pelukaan. Isolat kapang
yang digunakan pada pengujian patogenitas adalah kapang terpilih hasil
isolasi yaitu sebanyak 17 isolat (A1, A2, A3, A5, A6, A7, A8, A9, A10, Al1,

Al12, A13, Al14, A15, Al16, Al17, A18).

Gambar 7. Kondisi buah apel setelah dil-akukaﬁ pengujian patogenitas;
A. Buah apel ditumbuhi kapang Al; B. Buah apel ditumbuhi
kapang A17; C. Kontrol buah apel inkubasi 7 hari pada suhu 27-
28° C.

Hasil pengujian ini menunjukkan kerusakan buah tertinggi terjadi
pada buah yang diinokulasi dengan isolat kapang Al (sporulasi hitam
granul) dan Al7 (sporulasi hijau granul) (Gambar 7). Ciri-ciri terjadinya
kerusakan tertinggi pada buah apel ditunjukkan dengan tingginya nilai
persentase Keterjadian Penyakit (KP) dan Keparahan Penyakit (KeP)
dengan masa inkubasi 7 hari (Gambar 9 dan Gambar 10). Persentase nilai
KP (100%) dan KeP (50%) isolat kapang Al lebih unggul dibandingkan
dengan isolat kapang lain yang sama-sama memiliki sporulasi berwarna

hitam. Gejala kerusakan buah apel akibat kapang sporulasi hitam adalah

munculnya spora berwarna hitam yang menyebar di sekitar bekas luka dan
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terdapat lingkaran coklat kekuningan disekitar spora. Permukaan buah

sedikit berkerut, tekstur kulit lunak dan berbau.
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Gambar 8. Nilai persentase Keterjadian Penyakit (KP) buah apel

Persentase nilai KP (100%) dan KeP (31,25%) isolat kapang Al7

lebih tinggi dibandingkan isolat kapang dengan sporulasi hijau lainnya.

Gejala kerusakan yang terjadi pada buah apel akibat kapang sporulasi hijau

adalah munculnya spora berwarna hijau yang tumbuh di sekitar bekas luka

yang dikelilingi lingkaran coklat muda. Permukaan buah sedikit berkerut dan

berbau.
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Gambar 9. Nilai persentase Keparahan Penyakit (KeP) buah apel
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Kapang bersporulasi hitam menyebabkan kerusakan buah apel lebih
tinggi dibandingkan dengan kapang bersporulasi hijau. Hal ini diduga
disebabkan karena efektivitas germ tube dan apresorium masing-masing
kapang yang menembus dinding sel, menginfeksi dan merusak buah apel.

Beberapa peneliti telah melakukan pengujian patogenitas kapang
yang diisolasi dari buah busuk. Rumahlewang et al., (2012) melaporkan
kapang Colletotrichum musae dari buah pisang pascapanen dapat
menyebabkan gejala patogenitas. Intensitas kerusakan sebesar 32,53%
dengan rata-rata masa inkubasi 3,5 hari. Hafsah & Zuyasna (2013)
melaporkan isolat kapang dari buah kakao dapat menyebabkan gejala
patogenitas dengan rata-rata masa inkubasi 2,11 sampai 3,06 hari dan
diameter gejala pada 3 hari setelah inokulasi 2,39 sampai 3,64 cm.
Persentase kemunculan gejala tergolong tinggi dengan kisaran 75 sampai

99%.

BET e

Gambar 10. Kriteria skoring pengamatan uji patogenitas; A. skoring O; B-.
skoring 2; C. skoring 4; inkubasi 7 hari pada suhu 27-28° C.

Penguijian patogenitas membuktikan bahwa kedua isolat kapang (A1,

Al7) asal buah apel busuk merupakan kapang penyebab kebusukan pada

buah dengan patogenitas tinggi dan memenuhi kriteria sesuai Postulat

Koch. Menurut Kavanagh (2005), Postulat Koch dapat digunakan sebagai
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kriteria patogenitas suatu isolat kapang. Berdasarkan prinsip tersebut, suatu
isolat dapat menyebabkan penyakit apabila memenuhi syarat yaitu, 1) Isolat
dapat diisolasi dari inang yang sakit; 2) Isolat tersebut dapat dibiakkan di
laboratorium; 3) Isolat hasil isolasi akan menimbulkan gejala yang sama
pada saat diinokulasi ulang ke inang yang sehat; 4) Isolat tersebut dapat
diisolasi kembali dari inang yang sehat dengan ciri morfologi yang sama.
Berdasarkan nilai KP dan KeP pada pengujian ini, isolat kapang Al dan
Al17 merupakan potensial sebagai kapang perusak. Maka untuk pengujian
antagonisme khamir terhadap kapang digunakan kedua isolat kapang

tersebut.

C. Uji antagonisme khamir asal daun bintaro terhadap kapang perusak
buah apel dengan metode dual culture

Pengujian antagonisme dengan menggunakan metode dual culture
berdasarkan Sibounnavong (2009) dengan modifikasi. Pengujian dilakukan
pada 19 isolat khamir asal daun bintaro (Lampiran 4) terhadap dua kapang
perusak buah apel (Al dan Al7). Hasil pengujian antagonisme
menunjukkan isolat-isolat khamir asal daun bintaro pada medium MEA
dapat menghambat pertumbuhan kapang perusak buah apel. Hal ini
ditunjukkan dengan adanya zona bening antara koloni kapang dengan
khamir. Zona bening tersebut merupakan zona hambat pertumbuhan
miselium koloni kapang.

Hasil pengujian antagonisme menunjukkan tiga isolat khamir (T1, T3,
T4) positif antagonis terhadap dua kapang perusak (Gambar 11), sedangkan

isolat lainnya tidak memiliki zona hambat. Isolat khamir T1 memiliki zona



41

hambat terhadap isolat kapang Al (1,06 mm) dan Al7 (0,67 cm). Isolat
khamir T3 memiliki zona hambat terhadap isolat kapang Al (1,16 mm) dan
Al7 (1,52 mm). Isolat khamir T4 memiliki zona hambat terhadap isolat

kapang Al (1,00 mm) dan A17 (0,70 mm).

Keterangan:

A. Kontrol kapang A17 F. Khamir T1 terhadap kapang Al
B. Khamir T1 terhadap kapang A17 G. Khamir T3 terhadap kaapng Al
C. Khamir T3 terhadap kapang A17 H. Khamir T4 terhadap kapang Al
D. Khamir T4 terhadap kapang A17 I.  Kontrol negatif

E. Kontrol kapang Al J. Kontrol negatif

Gambar 11. Hasil uji antagonisme membentuk zona hambat di medium
MEA, inkubasi 6 hari pada suhu 27-28° C.

Hasil analisis anava dua arah (Lampiran 2) menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan pengaruh pemberian isolat khamir terhadap lebar zona
hambat kapang uji yaitu nilai Sig. 0,00 < a (0,05%). Berdasarkan uji Duncan
pada level 5% dapat diketahui bahwa isolat khamir T1 dan T4 memiliki

perbedaan yang nyata dengan isolat khamir T3. Isolat khamir T3 merupakan
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khamir paling potensial dalam menghambat pertumbuhan isolat kapang Al

dan Al7. Lebar zona hambat oleh isolat khamir T3 yaitu sebesar 1,33 mm

(Tabel 4).

Tabel 4. Lebar zona hambat yang terbentuk pada uji antagonis khamir asal
daun bintaro terhadap dua kapang perusak buah apel pada

medium PDA, inkubasi 6 hari dengan suhu 27-28° C
Lebar zona hambat (mm)

Khamir (Mean® + SE)
Kapang
T1 0,872+ 0,20
T3 1,33*+0,18
T4 0,86% + 0,13

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada a= 0,05
uji Duncan. Hasil yang memiliki nilai zona hambat 0 (negatif) tidak
ditampilkan

Semakin besar nilai zona hambat yang terbentuk, maka dapat
diasumsikan semakin besar pula kemampuan khamir dalam menghambat
pertumbuhan kapang. Penghambatan pertumbuhan miselium pada koloni
kapang diduga karena adanya kompetisi untuk mendapatkan nutrisi dan
ruang.

Kompetisi antara khamir dengan kapang dapat diperlihatkan melalui
peningkatan pertumbuhan khamir dalam medium. Pertumbuhan khamir lebih
mendominasi dan melebar. Hal tersebut disebabkan sel khamir memiliki
kemampuan menyerap nutrien pada medium lebih banyak dibandingkan sel
kapang. Kapang akan kekurangan nutrien untuk melakukan pertumbuhan
saat ditumbuhkan bersama sel khamir di medium yang sama, sehingga
miselium yang terbentuk menjadi lebih sedikit atau mengalami reduksi pada
pertumbuhan kapang. Janisiewicz & Korsen (2002) menyatakan bahwa

mekanisme kompetisi ruang dan nutrien terjadi apabila khamir berusaha
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memperoleh ruang dan nutrien yang terbatas ketika ditumbuhkan bersama
patogen. Aktivitas pertumbuhan koloni kapang terganggu karena
kekurangan nutrisi dan ruang untuk tumbuh (Sharma et al., 2009).

Beberapa peneliti telah melakukan pengujian antagonis khamir
terhadap kapang perusak buah apel. Gholamnejad et al., (2009) melakukan
pengujian antagonisme Penicillium expansum penyebab penyakit kapang
biru (blue mold) pada buah apel terhadap Pichia guilliermomdii dan R.
mucilaginosa dengan menggunakan metode dual culture. Rata-rata
persentase zona hambat yang dibentuk oleh P. guilliermomdii sebesar
57.62% dan R. mucilaginosa sebesar 34.51%. Chan dan Tian (2005)
melakukan pengujian antagonisme antara khamir P. membranifaciens dan
kapang Moniliela fructicola. Mekanisme antagonisme yang terjadi antara
khamir dan kapang tersebut karena kompetisi ruang dan nutrisi. Hal ini
diperlihatkan dengan peningkatan jumlah sel khamir dan penempelan sel
khamir pada kapang. Hasil interaksi berupa penipisan dinding hifa kapang
dan reduksi lebar hifa kapang M. fructicola.

Hasil penelitian menunjukkan isolat khamir T1, T3, dan T4
merupakan khamir potensial dalam menghambat pertumbuhan kapang
perusak buah apel Al dan Al7. Isolat khamir potensial yang diperoleh

kemudian digunakan untuk uji biokontrol pada buah apel pascapanen.

D. Pembuatan kurva pertumbuhan khamir
Perhitungan sel khamir dilakukan dengan menggunakan
haemocytometer. Perhitungan dilakukan setiap 3 jam selama 48 jam, media

yang digunakan untuk menumbuhkan sel khamir adalah media NYDB. Hasil
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pengamatan dihitung menggunakan rumus Hansen (2000). Kurva
pertumbuhan dibuat untuk mengetahui fase eksponensial akhir dan jumlah
sel dari isolat khamir untuk digunakan pada pengujian biokontrol.

Hasil pembuatan kurva menunjukkan bahwa ketiga isolat khamir (T1,
T3, T4) memiliki empat fase pertumbuhan, yaitu yaitu fase lag, fase
eksponensial, fase stasioner, dan fase kematian. Fase eksponensial ketiga
isolat khamir terjadi pada jam ke- 33 (Gambar 12).

Berdasarkan kurva pertumbuhan tersebut diketahui bahwa pola
pertumbuhan isolat khamir T1, T3, dan T4 berbeda yaitu pada jam ke- O
sampai jam ke- 15. Isolat khamir T1 mengalami fase lag (1 x 108 sel/ml)
pada jam tersebut. Isolat khamir T3 mengalami fase lag hanya sampai jam
ke- 9 (7,5 x 10 sel/ml) dan isolat khamir T4 mengalami fase lag hanya

sampai jam ke -12 (2 x 10° sel/ml).

Kurva Pertumbuhan Khamir Potensial
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Gambar 12. Kurva pertumbuhan isolat khamir T1, T3, dan T4 pada medium
NYDB dengan interval waktu 3 jam selama 48 jam pada suhu
27-28° C.
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Fase lag merupakan fase penyesuaian sel-sel dengan lingkungan
(Gandjar et al., 2006). Faktor yang mempengaruhi waktu fase lag adalah
jenis dan umur sel, ukuran inokulum dan kondisi lingkungan media tumbubh.
Apabila sel tumbuh di dalam medium yang kekurangan nutrien, maka waktu
fase lag lebih lama. Karena sel harus menghasilkan enzim yang sesuai
dengan jenis nutrien yang ada (Mahreni & Suhenry, 2011).

Fase eksponensial pada isolat khamir T1 terjadi pada jam ke- 15
hingga jam ke- 33. Fase eksponensial pada isolat khamir T3 terjadi pada
jam ke- 9 hingga jam ke- 33. Sedangkan pada isolat khamir T4, fase
eksponensial terjadi pada jam ke- 12 hingga jam ke- 33. Menurut
Asaduzzaman (2007), Fase eksponensial merupakan fase dimana sel-sel
tumbuh paling cepat. Waktu peningkatan jumlah sel pada fase ini disebut
waktu generasi. Fase eksponensial akhir pada sel khamir terjadi lebih dari
jam ke- 24 dan kurang dari jam ke- 48. Faktor yang mempengaruhi fase
eksponensial adalah organisme itu sendiri, media pertumbuhan, dan suhu
untuk menentukan waktu generasi. Fase eksponensial akhir pada ketiga
isolat khamir terjadi pada jam ke- 33, dengan jumlah sel 9 x 108 sel/ml (isolat
T1), 5,5 x 10° sel/ml (isolat T3), dan 2,5 x 10° sel/ml (isolat T4). Fase
eksponensial akhir ini digunakan sebagai lamanya waktu inkubasi khamir
pada uji biokontrol. Menurut Collins & Lyne (2004), jumlah inokulum
mempengaruhi efektivitas antifungi dalam menghambat mikroorganisme uiji
saat dilakukan pengujian kemampuan antifungi.

Fase stasioner isolat khamir T1 dan T4 terjadi pada jam ke- 33
sampai jam ke- 42, sedangkan isolat khamir T3 terjadi pada jam ke- 33

sampai jam ke- 45. Jumlah populasi sel pada fase ini tidak terjadi
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perbanyakan sel atau stabil. Hal ini dapat terlihat dari jumlah sel yang stabil
dalam jangka waktu tersebut. Menurut Asaduzzaman (2007), fase stasioner
merupakan fase pertumbuhan yang konstan karena nutrien semakin
berkurang dan populasi semakin padat.

Fase kematian isolat khamir T1 dan T4 terjadi pada jam ke- 48
dengan nilai log 6,19 (1,55 x 10° sel/ml) dan 5,7 (5 x10° sel/ml). Isolat T3
mengalami fase kematian pada jam ke- 42 dengan nilai log 5,7 (5 x10°

sel/ml).

E. Uji biokontrol khamir asal daun bintaro terhadap kapang perusak
buah apel dengan metode pelukaan

Isolat khamir T1, T3 dan T4 memiliki potensi sebagai agen biokontrol
isolat kapang Al dan Al7. Isolat khamir tersebut menunjukkan kemampuan
yang berbeda antara satu dengan yang lainnya. Pengujian biokontrol khamir
antagonis terhadap kapang perusak buah apel memperlihatkan hasil
persentase buah apel busuk yang bervariasi dengan inkubasi 6 hari. Isolat
khamir T4 (KP 50%; KeP 25%) memiliki kemampuan sebagai agen
biokontrol yang lebih unggul terhadap pertumbuhan isolat kapang Al
dibandingkan dengan isolat khamir T1 (KP 67%; KeP 25%) dan T3 (KP
100%; KeP 25%). Kemampuan isolat khamir T1, T3, dan T4 dalam
mereduksi pertumbuhan isolat kapang Al lebih baik dibandingkan dengan
fungisida sintetik Dithane M-45 0,3% (KP 100%; KeP 44%) (Gambar 13 dan
Gambar 14).

Isolat khamir T1, T3, dan T4 dapat mereduksi pertumbuhan isolat

kapang Al17 sehingga mengurangi kebusukan buah apel. Isolat khamir T1
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dan T3 (KP 25%; KeP 6,25%) memiliki kemampuan sebagai agen biokontrol
yang lebih unggul terhadap pertumbuhan isolat kapang A17 dibandingkan
dengan isolat khamir T4 (KP 50%; KeP 12,5%). Kemampuan T1 dan khamir
T3 dalam mereduksi pertumbuhan A17 dalam mengurangi kebusukan buah
apel lebih baik dibandingkan dengan fungisida sintetik Dithane M-45 0,3%

(KP 100%; KeP 25%) (Gambar 13 dan Gambar 14).
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KeP(%) 44 | 25 | 25 | 25 | 44 | 25 |6.25|6.25|12.5| 25
Jenis perlakuan
Keterangan:
A. Buabh disterilisasi permukaan H. Khamir T4 + Al
B. Khamir T1 (kontrol) I. Dithane M-45 0,3% + Al
C. Khamir T3 (kontrol) J. Kapang Al7 (kontrol)
D. Khamir T4 (kontrol) K. Khamir T1 + A17
E. Kapang Al (kontrol) L. Khamir T3 + Al7
F. Khamir T1 + Al M. Khamir T4 + A17
G. Khamir T3 + Al N. Dithane M-45 0,3% + Al7

Gambar 13. Persentase KP dan KeP buah apel pada pengujian biokontrol
khamir antagonis T1, T3, dan T4 terhadap kapang Aldan Al7

inkubasi 7 hari pada suhu 27-28° C
Beberapa penelitian telah dilaporkan mengenai kemampuan khamir

sebagai agen biokontrol kapang buah pascapanen. Khamir Pichia anomala,

P. guilliermondii, Lipomyces tetrasporus, dan Metschnikowia lunata memiliki
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kemampuan sebagai agen biokontrol kapang pada buah jambu (Hasham &
Alamri, 2009). Gholamnejad et al., (2009) melaporkan bahwa khamir
C. membranifaciens dan R. mucilaginosa dapat mencegah pertumbuhan
miselium kapang patogen P. expansum pada buah apel pascapanen
sebesar 185,07-1738,037 mm? dengan inkubasi 15 hari pada suhu 20° C.
khamir P. anomala dalam menghambat pertumbuhan Colletotrichum
gloeosporioides penyebab antraknose pada buah alpukat sebesar 34%

(Fitriati, et al., 2013).

Keterangan:

A. Kontrol buah sterilisasi permukaan I.  Buah direndam dithane M-45 0,3% +
B. Buah direndam khamir T1 Al

C. Buah direndam khamir T3 J. Kontrol buah diinokulasi kapang A17
D. Buah direndam khamir T4 K. Buah direndam khamir T1 + A17

E. Kontrol buah diinokulasi kapang Al L. Buah direndam khamir T3 + A17

F. Buah direndam khamir T1 + Al M. Buah direndam khamir T4 + A17

G. Buah direndam khamir T3 + Al N. Buah direndam dithane M-45 0,3% +
H. Buah direndam khamir T4 + A1 Al7

Gambar 14. Uji biokontrol khamir asal daun bintaro terhadap kapang
perusak buah apel dengan inkubasi 7 hari pada suhu
27-28° C.
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Perendaman suspensi khamir (T1, T3, dan T4) pada buah apel
diketahui mampu menghambat pertumbuhan kapang perusak (Al dan Al17).
Hal ini diketahui dengan tidak adanya gejala kerusakan pada buah dengan
perlakuan tersebut (Gambar 14). Suspensi khamir yang diaplikasikan pada
buah mengkolonisasi pada permukaan buah, menempati ruang dan
mengambil nutrisi yang tersedia. Sehingga, pertumbuhan kapang menjadi
terhambat. Penggunaan khamir pada permukaan buah telah banyak dipilih
untuk mengendalikan penyakit pascapanen. Khamir digunakan sebagai
agen biokontrol pada penyakit pascapanen karena cepat mengkolonisasi
dan bertahan pada permukaan buah dalam waktu yang cukup lama pada
berbagai kondisi, mampu berkompetisi dalam penggunaan nutrisi dengan
patogen, kebutuhan nutrisi khamir sederhana, dapat tumbuh cepat dengan
menghasilkan sel dalam jumlah besar, tidak menghasilkan spora alergik
atau mikotoksin, serta menghasilkan vitamin dan mineral (Hashem & Alamri

2009).

F. Percobaan 6. ldentifikasi khamir potensial dan kapang perusak
secara molekuler serta pengamatan morfologi koloni secara
makroskopik dan mikroskopik

a. Khamir
Identitas isolat khamir antagonis asal daun bintaro diperoleh

berdasarkan nilai homologi sekuen pada daerah ITS dengan spesies
terdekatnya menggunakan metode BLAST dari NCBI. Data hasil
identifikasi isolat-isolat khamir antagonis disajikan pada Tabel 5.

Hasil pencarian homologi sekuen daerah ITS rDNA menggunakan

program BLAST menunjukkan isolat khamir T1 teridentifikasi sebagai R.
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mucilaginosa dengan homologi sekuen daerah ITS sebesar 94% dengan
spesies terdekatnya yaitu R. mucilaginosa CBS 316. Isolat khamir T3
dan T4 kemungkinan merupakan spesies baru. Hal ini dilihat dari data
hasil BLAST di NCBI dan analisis filogenetik berdasarkan data sekuen

dari daerah ITS rDNA (Gambar 15).

Tabel 5. Hasil identifikasi isolat khamir antagonis berdasarkan analisis
sekuen daerah ITS rDNA

Takson . o
ilég?aet terdekat hasil s'\ggrxe Q(I(J’/i)ry vaﬁue AC(;::: ) SIT‘;}SHW Gaps
BLAST di NCBI
T1  Rhodotorula 876 99 0.0 NR 94 6/637
mucilaginosa 07329 (0,94%)
CBS 316 6.1
Aureobasidium 894 97 0.0 FJ150 98 1/637
pullulans strain 902.1 (0,15%)
CBS 146.30
T3  Kabatiella lini 821 91 0.0 FJ150 98 21637
dan strain CBS 897.1 (0,31%)
T4 125.21
Auroebasidium 828 90 0.0 AJ244 99 1/637
namibiae CBS 231.1 (0,15%)
147.97

Perbandingan sekuen dapat diketahui dengan melakukan
penjajaran seluruh sekuen yang dianalis terlebih dahulu. Penjajaran
dilakukan dengan tujuan untuk menentukan tingkat homologi dari urutan
basa DNA isolat yang dianalisis dengan spesies pembanding (Dewi,
2012). Hasil sekuen isolat khamir T1, T3 dan T4 dijajarkan dengan
berbagai sekuen A. namibiae, A. thailandense, A. subglaciale,
K. bupleuri, R. glutinis, R. graminis, R. araucariae, dan R. kratochvilovae
yang diunduh dari database DNA GenBank NCBI. Penjajaran dilakukan

menggunakan program ClustalW dengan software MEGA 5.
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Penjajaran sekuen isolat khamir T3 dan T4 menunjukkan adanya
perbedaan basa nukleotida dibandingkan dengan ketiga sekuen, yaitu
A. pullulans (0,15%), K. lini (0,31%) dan A. namibiae (0,15%). Sekuen
isolat khamir T1 terdapat perbedaan vyaitu 0,94% dengan sekuen

R. mucilaginosa yang diunduh dari NCBI.

g FJ150902 1 Aureobasidium pullulans strain CBS 146.30
69 | FJ150897 1 Kabatielia lini strain CBS 125. 21
AJ244231 1 Aureobasidium namibiae CBS 14797

Dothideomycetes

JX462674.1 Aureobasidium thailandense isolate NRRL 58539
NR 121524.1 Kabatiella bupleuri CBS 131304
FJ150895.1 Aurecbasidium subglaciale strain EXF-2481
gg— 11 Rhodotorula mucilaginosa
’—mR 073296.1 Rhodotorula mucilaginosa CBS 316
NR 073294 1 Rhodotorula glutinis CBS 20
NR 073273.1 Rhodotorula graminis CBS 2826

55| - NRO73277.1 Rhodotorula araucariae CBS 6031
93'NR 0732821 Rhodotorula kratochvilovae CBS 7436

10012

Microbotrymycetes

AM262324.1 Cryptococcus rajasthanensis

A
0.1

Gambar 15. Konstruksi pohon filogenetik isolat khamir antagonis asal daun
bintaro berdasarkan analisis sekuen daerah ITS rDNA dengan
metode Neighbor Joining 1000x bootstrap, MEGAS.
Cryptococcus rajasthanensis sebagai outgroup.

Pohon filogenetik dibuat menggunakan software MEGA 5 dengan
metoda Neighbour Joining (NJ). Pohon filogenetik digunakan untuk
mengetahui hubungan kekerabatan antar spesies sampel dengan
berbagai spesies lainnya. Filogenetik molekuler mengombinasikan teknik

biologi molekuler dengan statistik untuk merekonstruksi hubungan

filogenetika (Hidayat & Pancoro, 2008).
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Isolat khamir T1 teridentifikasi sebagai R. mucilaginosa karena
berada dalam satu klade monofiletik bersama dengan R. mucilaginosa
CBS 316 dengan nilai bootstrap 99%. Isolat khamir T3 dan T4
kemungkinann merupakan spesies baru, hal ini disebabkan karena
sekuen T3 dan T4 membentuk klade sendiri dari sekuen-sekuen
terdekatnya yaitu A. pullulans, K. lini dan A. namibiae dengan nilai
bootstrap 56%. Hal ini menunjukkan bahwa isolat T3 dan T4 memiliki
tingkat homologi yang dekat dengan ketiga sekuen tersebut.

Pengamatan morfologi koloni isolat khamir secara makroskopik
pada medium PDA dengan umur 48 jam (Lampiran 4 dan Gambar 16).
Hasil pengamatan secara makroskopik pada koloni tunggal isolat khamir
T1 sebagai berikut: koloni berwarna oranye, tesktur koloni mucoid
(berlendir), memiliki permukaan koloni yang licin. Tepian koloni
berbentuk rata dan profil koloni terlihat menggunung. Hasil pengamatan
karakter morfologi secara mikroskopik sebagai berikut; sel berbentuk
oval, tipe pertunasan (budding) adalah monopolar dan tidak terdapat hifa
maupun pseudohifa

Hasil pengamatan secara makroskopik pada koloni tunggal isolat
khamir T3 sebagai berikut: koloni berwarna putih, tesktur koloni mucoid
(berlendir), memiliki permukaan koloni yang licin. Tepi koloni berfilamen
dan profil koloni terlihat menggunung. Hasil pengamatan karakter
morfologi secara mikroskopik sebagai berikut; sel berbentuk oval, tipe
pertunasan (budding) adalah bipolar dan tidak terdapat hifa maupun

pseudohifa.
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Keterangan: a. Bentuk sel oval
A. Morfologi makroskopik  b. Tipe pertunasan monopolar
B. Morfologi mikroskopik c. Tipe pertunasan bipolar

Gambar 16. Morfologi koloni secara makroskopik dan mikroskopik isolat
khamir kode T1, T3, T4 (atas ke bawah) asal daun bintaro

pada medium PDA berumur 48 jam pada suhu 27-28° C.
Hasil pengamatan secara makroskopik pada koloni tunggal isolat
khamir T4 sebagai berikut: koloni berwarna putih, tesktur koloni butyrous
(seperti mentega), memiliki permukaan koloni yang kusam. Tepi koloni
berfilamen dan profil koloni terlihat menggunung. Hasil pengamatan
karakter morfologi secara mikroskopik sebagai berikut; sel berbentuk

oval, tipe pertunasan (budding) adalah monopolar dan tidak terdapat hifa

maupun pseudohifa.
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Berdasarkan hasil identifikasi molekular bahwa isolat khamir T1
merupakan khamir R. mucilaginosa. Hasil tersebut diperkuat oleh hasil
pengamatan makroskopik dan mikroskopik isolat khamir T1 yang
menunjukkan kemiripan dengan R. mucilaginosa. Menurut Barnet (1983),
morfologi R. mucilaginosa yaitu koloni berwarna cream, oranye, merah
muda sampai merah, tekstur koloni mucoid, reproduksi vegetatif dengan
tunas dan memiliki atau tidak memiliki pseudohifa.

Hasil identifikasi molekular khamir T3 dan T4 belum dapat
ditentukan dengan pasti, namun jika diamati berdasarkan morfologi
makroskopik dan mikroskopik, khamir tersebut memiliki ciri-ciri yang
sama dengan A. pullulans. Zalar et al.,, (2008) menumbuhkan A.
pullulans pada medium PDA dengan suhu 25° C. Hasil pengamatan
setelah 7 hari inkubasi, memiliki ciri makroskopik yaitu berwarna putih
dengan tepi berfilamen. Ciri mikroskopik vyaitu tipe pertunasan
monopolar.

Beberapa penelitian melaporkan bahwa R. mucilaginosa dan
A. pullulans dapat digunakan sebagai agen biokontrol terhadap kapang
perusak buah pascapanen. Robiglio et al., (2011) melaporkan
R. mucilaginosa dapat menekan infeksi P. expansum pada buah pir dan
mengurangi insidensi penyakit hingga 33%. Mari et al., (2012)
melaporkan bahwa A. pullulans dapat menghambat pertumbuhan
kapang C. acutatum (bitter rot) dan Botrytis cinerea (grey mold) pada
buah apel pascapanen. Francesco et al., (2015) melaporkan A. pullulans
dapat digunakan sebagai agen biokontrol kapang Monilinia laxa pada

buah peach.
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b. Kapang

Identitas isolat kapang perusak buah apel pascapanen diperoleh
berdasarkan nilai homologi sekuen pada daerah ITS dengan spesies
terdekatnya menggunakan metode BLAST dari NCBI. Data hasil
identifikasi isolat-isolat khamir antagonis disajikan pada Tabel 6.

Hasil pencarian homologi sekuen daerah ITS rDNA menggunakan
program BLAST menunjukkan isolat kapang Al teridentifikasi sebagai A.
brasiliensis sensu lato dengan homologi sekuen daerah ITS sebesar
98% dengan spesies terdekatnya yaitu A. brasiliensis ATCC MYA-4553.
Isolat kapang Al7 teridentifikasi sebagai A. flavus sensu lato dengan
homologi sekuen daerah ITS sebesar 99%. Spesies terdekatnya yaitu A.

flavus ATCC 16883.

Tabel 6. Hasil identifikasi isolat kapang perusak buah apel pascapanen
berdasarkan analisis sekuen daerah ITS rDNA
Kode Takson Max  Query E- Accesion  Similarity  Gaps
isolat terdekat score (%) value (%)
hasil BLAST
di NCBI
Al  Aspergillus 924 97 0.0 NR 98 1/534
brasiliensis 1114141 (0,18%)
ATCC MYA-
4553
Al17 Aspergillus 1000 99 0.0 NR 99 1/534
flavus 111041.1 (0,18%)
ATCC
16883

Hasil sekuen isolat kapang Al dan Al7 kemudian dijajarkan
dengan berbagai sekuen-sekuen dari spesies Aspergillus yang ada pada
database DNA GenBank NCBI. Berdasarkan pohon filogenetik (Gambar

17), isolat kapang Al dan A17 berada dalam klade yang berbeda. Isolat
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kapang Al juga berada dalam klade monofiletik dalam section nigri
bersama A. heteromorphus CBS 117.55 dan A. brasiliensis ATCC MYA-
4553 dengan nilai bootstrap 88%. Isolat kapang A17 berada dalam klade
monofiletik dalam section flavi bersama A. flavus ATCC 16883, A.

lanosus NRRL 3648 dan A. oryzae NRRL 447 dengan nilai bootstrap

90%.
NR 121481.1 Aspergillus fumigatus ATCC 1022
NR 111041.1 Aspergilius flavus ATCC 16883
op|. A7 Aspergillus fiavus sensu lato
NR 135394.1 Aspergillus lanosus NRRL 3648 S
87 NR 135395.1 Aspergillus oryzae NRRL 447 t_LE
NR 1212191 Aspergillus parasiticus NRRL 502 c
a5 NR 131261.1 Aspergillus bombycis NRRL 26010 8
NR 1312931 Aspergillus tubingensis NRRL 4875 8
NR 135329.1 Aspergillus pseudotamarii NRRL 25517 ((//))
65 7 'NR 103605.1 Aspergillus ellipticus CBS 707.79
o —== NR 135325.1 Aspergilius tamarni NRRL 20818
o — NR 135326.1 Aspergillus caelatus NRRL 25528
————————=— NR 111545.1 Asperygillus sojae CBS 100928
NR 121331.1 Aspergillus aliaceus NRRL 315
NR 135418.1 Aspergilius sclerotiicarbonarius CBS 121057
79 NR 121218.1 Aspergillus nomius NRRL 13137 —
65 —I:--— NR 111348.1 Aspergillus niger ATCC 16888 ED
" ag| NR 077191.1 Aspergilius piperis CBS 112811 z
NR 0771431 Aspergillus awamori g
Lo NR 111094.1 Aspergillus carbonarius CBS 111.26 §
NR 103606.1 Aspergiilus heteromorphus CBS 117.55 n
NR 111414.1 Aspergillus brasiliensis ATCC MYA-4553 wn
A1 Aspergilius brasiliensis sensu lato
—

0.01

Gambar 17. Konstruksi pohon filogenetik isolat kapang perusak buah apel
pascapanen berdasarkan analisis sekuen daerah ITS rDNA
dengan metode Neighbor Joining 1000x bootstrap, MEGADS.
Aspergillus fumigatus ATCC 1022 sebagai outgroup.

Nilai bootstrap memperlihatkan cukup tingginya tingkat
kepercayaan klade yang terbentuk. Semakin besar nilai bootstrap yang

muncul maka semakin tinggi tingkat kepercayaan pohon hasil

rekontruksi. Menurut Simpson (2006), nilai bootstrap diantara 70-100
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menunjukkan bahwa percabangan dan pohon filogenetik tidak akan

berubah.

eterangan:

K

A. Koloni kapang a. Konidiofor

B. Mikroskopik kapang b. Vesikel
perbesaran 1000x c. Metula

C. Kepala konidia d. Fialid

D. Konidia e. Kepala konidia

Gambar 18. Morfologi makroskopik dan mikroskopik isolat kapang
perusak buah apel pascapanen (kode isolat Al) pada

medium MEA berumur 7 hari pada suhu 27-28° C.
Pengamatan morfologi secara makroskopik isolat kapang perusak
buah apel pada medium MEA yang berumur 7 hari dan diinkubasi pada
27-28° C (Lampiran 4, Gambar 18, Gambar 19). Hasil pengamatan
makroskopik koloni tunggal isolat kapang A1 menunjukkan koloni kapang

berwarna soft black dengan tepi putih, tekstur granula, memiliki growing

zone, zonasi dan radial furrow. Isolat kapang Al tidak memiliki exudate



58

drops. Pengamatan secara mikroskopik isolat kapang Al terdapat

konidiofor, vesikel, metula, fialid, dan konidia.

Keterangan:

A. Koloni kapang a. Konidiofor

B. Mikroskopik kapang b. Vesikel
perbesaran 1000x c. Fialid

C. Kepala konidia d. Kepala konidia

D. Konidia

Gambar 19. Morfologi makroskopik dan mikroskopik isolat kapang perusak
buah apel pascapanen (kode Al17) pada medium MEA
berumur 7 hari pada suhu 27-28° C.

Hasil pengamatan secara makroskopik koloni tunggal isolat
kapang A17 menunjukkan koloni kapang berwarna moss green dengan
tepi putih, tekstur granula pada bagian tengah tekstur koloni floccose,
memiliki growing zone dan zonasi. Tidak memiliki exudate drops dan

radial furrow. Morfologi koloni A. flavus sensu lato sesuai dengan Klich

(1988), yaitu konidia berwarna olive-dark green, miselium berwarna
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putih, tidak ada exudate drops, koloni bagian bawah tidak berwarna-
kuning kusam, tekstur koloni floccose pada bagian tengah.

Pengamatan morfologi koloni secara mikroskopik menunjukkan
kepala konidia berbentuk columnar, konidiofor dan pada ujung konidiofor
terdapat vesikel tipe uniseriate, vesikel hanya terlihat fialid dan konidia.
Morfologi mikroskopik ini sesuai dengan Klich (1988), A. flavus memiliki
tipe biseriate pada medium CYA dan pada medium MEA sering
ditemukan tipe uniseriate. Kepala konidia radiate sampai columnar,
panjang konidiofor 250-25000 pm umumnya tidak berwarna sampai
coklat kusam, vesikel globose dengan diameter 12-85 um, metula

menutupi tiga perempat permukaan vesikel.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN
Berdasarkan data hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa:

1. Sebanyak 18 isolat kapang berhasil diisolasi dari buah apel pascapanen,
dengan kode isolat Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10, All, Al12,
Al3, Al4, Al15, Al6, Al7, Al8.

2. Tiga isolat khamir (T1, T3, T4) memiliki kemampuan antagonisme
terhadap kapang perusak (A1, A17) buah apel pascapanen.

3. Tiga isolat khamir (T1, T3, T4) mampu mengontrol kapang Al dan dua
isolat khamir (T3 dan T4) mampu mengontrol kapang Al7 yang
menyebabkan kebusukan pada buah apel pascapanen.

4. Isolat kapang Al diidentifikasi sebagai Aspergillus brasiliensis dan isolat
kapang Al7 diidentifikasi sebagai Aspergillus flavus. Isolat khamir T1
diidentifikasi sebagai Rhodotorula mucilaginosa serta isolat khamir T3
dan T4 merupakan isolat baru yang masih berhubungan dekat dengan

Aureobasidium pullulans.

B. Implikasi
Hasil penelitian ini dapat memberikan informasi tentang khamir asal
daun bintaro yang memiliki kemampuan sebagai agen biokontrol dalam

menghambat pertumbuhan kapang perusak buah apel pascapanen.

60
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Penelitian ini diharapkan mampu menjadi dasar penelitian lanjutan untuk
diaplikasikan dan dijadikan produk biokontrol kapang perusak buah apel

pascapanen.

C. SARAN

Saran untuk penelitian selanjutnya adalah perlu dilakukan analisis
multilokus untuk mengidentifikasi nama spesies dari isolat T3 dan T4.
Sehingga dapat dilakukan pengujian selanjutnya untuk mengaplikasikan
khamir-khamir potensial tersebut menjadi produk biokontrol kapang perusak

buah apel.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Pembuatan Medium
1. Potato Dextrose Agar (PDA)
Medium PDA dibuat dengan melarutkan PDA sebanyak 39 g dengan
1000 ml akuades berdasarkan cara yang tertera pada kemasan [oxoid].
Medium dididihkan di atas kompor dengan dialaskan kasa dan aduk agar
hingga agar larut sempurna. Medium PDA disterilkan dalam autoklaf selama
15 menit pada suhu 121° C dan tekanan 2 atm. Medium yang telah
disterilkan ditunggu hingga mencapai suhu sekitar kurang lebih 40° C.
Medium dituang ke dalam cawan petri sebanyak £ 20 ml secara aseptis.
Medium PDA pada tabung reaksi, setelah medium di didihkan, tuang
medium ke dalam tabung reaksi dengan menggunakan pipet sebanyak + 5
ml. Medium disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121° C
dan pada tekanan 2 atm. Tabung reaksi berisi medium yang telah steril
diletakkan pada papan yang dimiringkan hingga agar mengeras.
2. Malt Extract Agar (MEA)

Medium MEA dibuat dengan melarutkan MEA sebanyak 50 g dengan
1000 ml akuades berdasarkan cara yang tertera pada kemasan [oxoid].
Medium dididihkan di atas kompor dengan dialaskan kasa dan aduk agar
hingga agar larut sempurna. Medium MEA disterilkan dalam autoklaf selama
15 menit pada suhu 121° C dan tekanan 2 atm. Medium yang telah

disterilkan ditunggu hingga mencapai suhu sekitar kurang lebih
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40°C. Medium dituang ke dalam cawan petri sebanyak = 20 ml secara
aseptis.

Medium MEA pada tabung reaksi, setelah medium di didihkan, tuang
medium ke dalam tabung reaksi dengan menggunakan pipet sebanyak + 5
ml. Medium disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°
C dan pada tekanan 2 atm. Tabung reaksi berisi medium yang telah steril
diletakkan pada papan yang dimiringkan hingga agar mengeras.

3. Nutrient Yeast Dextrose Agar (NYDA)

Medium NYDA dibuat dengan melarutkan 8 g Nutrient Broth (NB), 5 g
yeast extract, 10 g dextrose, dan 15 g agar (untuk medium NYDB tanpa
agar) dalam 1000 ml akuades (Atlas, 2010). Medium dididihkan di atas
kompor dengan dialaskan kasa hingga agar larut sempurna. Medium NYDA
pada tabung reaksi, setelah medium di didihkan, tuang medium ke dalam
tabung reaksi dengan menggunakan pipet sebanyak + 5 ml. Medium
disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121° C dan pada
tekanan 2 atm. Tabung reaksi berisi medium yang telah steril diletakkan
pada papan yang dimiringkan hingga agar mengeras.

Medium NYDB pada tabung reaksi, setelah medium didihkan, tuang
tuang medium ke dalam tabung reaksi dengan menggunakan pipet
sebanyak + 5 ml. Medium disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit

dengan suhu 121° C dan pada tekanan 2 atm.
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Lampiran 2. Sterilisasi Peralatan dan Medium

Cawan petri dimasukkan ke dalam plastik tahan panas. Labu
erlenmeyer berisi medium diberi label dan ditutup dengan sumbat kapas
yang dibalut kertas yellow pages. Tabung reaksi berisi medium diberi
sumbat kapas, dan dimasukkan ke dalam gelas beaker yang kemudian
ditutup dengan kertas yellow pages. Seluruh peralatan dan medium
disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 2 atm selama 15

menit.
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Lampiran 3. Isolat khamir asal daun bintaro (Cerbera manghas) koleksi
Laboratorium Mikrobiologi UNJ

Tabel 7. Kode isolat khamir asal daun bintaro (Cerbera manghas)

No Kode isolat asli Kode Isolat Asal Isolat/Tahun

1. T.1.21 T1 Daun Cerbera manghas/2011
2. T.1.1.2.R T2 Daun Cerbera manghas/2011
3. T.1.3.2 T3 Daun Cerbera manghas/2011
4. T.1.3.3 T4 Daun Cerbera manghas/2011
5. T.1.3.4 T5 Daun Cerbera manghas/2011
6. T.1.3.5 T6 Daun Cerbera manghas/2011
7. T.2.2.1 T7 Daun Cerbera manghas/2011
8. T.2.2.2 T8 Daun Cerbera manghas/2011
9. T.2.2.3 T9 Daun Cerbera manghas/2011
10 T.2.2.1.R T10 Daun Cerbera manghas/2011
11. T.2.3.1 T11 Daun Cerbera manghas/2011
12. T.25.1 T12 Daun Cerbera manghas/2011
13. T.3.1.1 T13 Daun Cerbera manghas/2011
14. T.3.1.2 T14 Daun Cerbera manghas/2011
15. T.3.1.3 T15 Daun Cerbera manghas/2011
16. T.3.1.4 T16 Daun Cerbera manghas/2011
17. T.4.2.2 T17 Daun Cerbera manghas/2011
18. T.45.1.R T18 Daun Cerbera manghas/2011
19. T.453.R 19 Daun Cerbera manghas/2011
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Lampiran 4. Zona hambat pertumbuhan kapang dan khamir

Tabel 8. Rata-rata zona hambat pertumbuhan kapang dan khamir

Isolat Isolat Zona hambat ulangan Rata-rata zona
Khamir  Kapang 1 (mm) 2 (mm) 3 (mm) hambat (mm)
T Al 0,70 1,56 0,95 1,07
Al7 1,34 0,18 0,50 0,67
T3 Al 1,33 1,12 1,01 1,15
Al7 1,26 1,29 2,01 1,52
T4 Al 1,18 0,68 1,14 1,00
Al7 0,52 1,07 0,61 0,73

Keterangan: Isolat khamir T2, T5, T6, T7, T8, T9, T10, T11, T12, T13, T14, T15, T16, T17,
T18, T19 tidak menghasilkan zona hambat
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Lampiran 5. Perhitungan Statistik

Tabel 9. Uji anava dua arah pengaruh pemberian isolat khamir terhadap
penghambatan pertumbuhan kapang

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:zona_hambat

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 17.152# 37 .464 19.502 .000
Intercept 2.938 1 2.938 123.585 .000
Kapang .009 1 .009 .369 .545
Khamir 16.590 18 .922 38.774 .000]
kapang * khamir .554 18 .031 1.294 .216)
Error 1.807 76 .024
Total 21.896 114
Corrected Total 18.959 113

a. R Squared = .905 (Adjusted R Squared = .858)
Keterangan a = 0.05

Kriteria pengujian:
Terima Ho jika a < Sig
Tolak Ho jika a > Sig

Kesimpulan :

a > Sig = 0.05 > 0.00, maka tolak HO yang artinya terdapat pengaruh
pemberian isolat khamir terhadap penghambatan pertumbuhan kapang.
Tidak terdapat pengaruh permberian isolat kapang terhadap penghambatan
pertumbuhan kapang. Tidak terdapat interaksi antara isolat khamir dengan

isolat kapang terhadap penghambatan pertumbuhan kapang



Tabel 10. Uji Duncan zona hambat pertumbuhan kapang dan khamir

zona_hambat

Duncan

isolat_k Subset for alpha = 0.05
hamir N 1 2 3
T2 2 .0000

T5 2 .0000

T6 2 .0000

T7 2 .0000

T8 2 .0000

T9 2 .0000

T10 2 .0000

Ti1 2 .0000

T12 2 .0000

T13 2 .0000

T14 2 .0000

T15 2 .0000

T16 2 .0000

T17 2 .0000

T18 2 .0000

T19 2 .0000

T4 2 .8650

T1 2 .8700

T3 2 1.3350
Sig. 1.000 .960 1.000




Lampiran 6. Hasil pengamatan kurva pertumbuhan sel khamir
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Tabel 11. Jumlah sel khamir pada media NYDB inkubasi selama 48 jam

pada suhu 27-28°C.

Isolat T1 Isolat T3 Isolat T4
V(\j/:rI;t)u Jumlah  Jumlah sel Jumlah  Jumlah sel Jumlah Jusr‘r;IIah

sel/ml (log) sel/ml (log) sel/ml (log)

0 500000 5.70 40000 4.60 150000 5.18
3 550000 5.74 50000 4.70 200000 5.30
6 650000 5.81 60000 4.78 150000 5.18
9 800000 5.90 75000 4.88 200000 5.30
12 900000 5.95 150000 5.18 200000 5.30
15 1000000 6.00 150000 5.18 400000 5.60
18 2500000 6.40 120000 5.08 350000 5.54
21 3500000 6.54 150000 5.18 400000 5.60
24 4000000 6.60 140000 5.15 500000 5.70
27 4500000 6.65 150000 5.18 850000 5.93
30 6500000 6.81 200000 5.30 1300000 6.11
33 9000000 6.95 550000 5.74 2500000 6.40
36 9000000 6.95 500000 5.70 2000000 6.30
39 9000000 6.95 500000 5.70 2000000 6.30
42 8900000 6.95 500000 5.70 2000000 6.30
45 8900000 6.95 500000 5.70 2000000 6.30
48 1550000 6.19 500000 5.70 500000 5.70




Lampiran 7. Chromatogram Hasil Sekuensing Isolat Khamir dan Kapang

File: 1st_BASE_2263487_T1_TS_1.ab1  Run Ended: May4, 2016, 15:34:08  C1294 T:1455 A:2174 G1390
Sequence: 2263487_T1_ITS_1 Lane: 51 Base spacing 14.70 593 bases in 7202 scans
Page 1 of 1
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Gambar 20. Chromatogram hasil sekuensing isolat khamir T1
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File: 1st_BASE_2283486_T3_ITS_1.ab1 Run Ended: Wayd4, 2016, 15:34:08  G:1497 A:1569 T:1715 C:1594
Sequence: 2263486_T3_ITS_1 Lane: 53 Base spacing 14.48 558 bases in 6696 scans
Page 1 of 1
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Gambar 21. Chromatogram hasil sekuensing isolat khamir T3
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File: 1st_BASE_2263481_T4_ITS_1.ab1  Run Ended: May 5, 2016, 15:52:01  G:1579 A1285 T:1521 C1543
Sequence: 2263481_T4_1TS_1 Lane: 41 Basespacing 14.41 557 bases in 6899 scans
Page 1 of 1
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Gambar 22. Chromatogram hasil sekuensing isolat khamir T4



File: 1st_BASE_2263478_A1_ITS_1.301 RunEnded May 4, 2016, 15:34:08

Sequence: 2263478_A1_ITS_1 Lane: 63 Base spacing 14.59
Page 1 of 1

G:1292 A8B8 T:1117 C1297
574 basesin 7084 scans
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Gambar 23. Chromatogram hasil sekuensing isolat kapang Al
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File: 1st_BASE_2263485_A20 ITS_1.ab1 RunEnded: May 4, 2016, 15:34:08  G:531 A:537 T:422 C:493
Sequence: 2263485_A20_|TS_1 Lane: 55 Base spacing 14.41 579 bases in 7015 scans
Page 1 of 1
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Gambar 24. Chromatogram hasil sekuensing isolat kapang A17



Lampiran 8. Pengamatan Makroskopik Khamir dan Kapang
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Tabel 12. Hasil pengamatan makroskopik khamir asal daun bintaro pada
medium PDA berumur 48 jam, 27-28° C

Kode

Warna

Permukaan

Tekstur

Isolat Koloni Koloni Koloni Profil Koloni Tepi Koloni
T.1 Oranye Licin Mucoid Menggunung Rata
T.15 Krem Licin Mucoid Rata Rata
T.18 Oranye Kusam Butyrous  Menggunung Rata
T.13 Krem Kusam Butyrous Rata Rata
T.16 Putih Kusam Butyrous Rata Rata
T.14 Pink Kusam Mucoid Rata Rata
T.17 Putih Kusam Butyrous  Menggunung Gerigi
T.5 Oranye Licin Mucoid Menggunung Rata
T.4 Putih Kusam Butyrous  Menggunung Filamentous
T.12 Putih Kusam Butyrous Rata Rata
T.7 Putih Kusam Butyrous  Menggunung Filamentous
T.8 Putih Kusam Butyrous Rata Filamentous
T.9 Krem Licin Mucoid Menggunung Filamentous
T.11 Putih Kusam Butyrous  Menggunung Filamentous
T.6 Oranye Kusam Mucoid Menggunung Rata
T.2 Putih Kusam Butyrous  Menggunung Filamentous
T.19 Putih Kusam Butyrous  Menggunung Bergerigi
T.10 Putih Kusam Butyrous Rata Rata
T.3 Putih Licin Mucoid Menggunung Filamentous




Tabel 13. Hasil pengamatan makroskopik kapang asal buah apel busuk pada medium MEA berumur 7 hari, 27-28° C

No. Kode Warna koloni Tekstur koloni Zonasi Growing zone  Exudate drops  Radial furrow
1. Isgllat soft black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada

2. A2 black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada

3. A3 black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada

4, A4 warm grey V Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada
5. A5 black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada

6. A6 black dengan tepi putih Granulaa Ada Ada Tidak ada Ada

7. A7 black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada

8. A8 black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada

9. A9 soft black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada
10. A10 soft black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada
11. All soft black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada
12. Al12 soft black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada
13. A13 black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada
14. Al4 black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada
15. Al5 black dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Ada
16. Al6 moss green dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Tidak ada
17. Al7 moss green dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Tidak ada
18. Al8 moss green dengan tepi putih Granula Ada Ada Tidak ada Tidak ada
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