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ABSTRAK. Infeksi laten adalah hubungan parasitik patogen yang bersifat dorman dalam tanaman inang, yang dapat berubah
menjadi patogen yang aktif. Patogen infeksi laten pada buah jeruk impor berpotensi tinggi sebagai sumber inokulum yang dapat
menyebabkan epidemik penyakit tumbuhan di Indonesia. Tujuan penelitian ini adalah menetapkan metode yang akurat, cepat, dan
dapat diaplikasikan untuk mendeteksi keberadaan cendawan penyebab infeksi laten pada buah jeruk impor. Penelitian dilaksanakan
berdasarkan studi kasus buah jeruk impor asal Argentina melalui pintu pemasukan Pelabuhan Tanjung Perak, Surabaya. Perlakuan
deteksi cendawan telah dilakukan pada bagian kalik, kulit, biji, dan karpel dari buah jeruk menggunakan metode konvensional dan
molekuler. Deteksi secara konvensional terdiri atas direct agar plating technique (DAPT), kombinasi senescence stimulating technique
(SST) dan DAPT, serta overnight freezing incubation technique (ONFIT). Deteksi secara molekuler menggunakan pasangan primer
universal ITS1F dan ITS4. Tiap perlakuan menggunakan tiga ulangan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa cendawan penyebab
infeksi laten pada buah jeruk berhasil dideteksi menggunakan metode konvensional dan molekuler. Metode DAPT berhasil mendeteksi
Alternaria citri, Colletotrichum gloeosporioides, dan Fusarium incarnatum pada hari ketiga setelah inkubasi. Cendawan yang sama
juga ditemukan melalui metode kombinasi SST dan DAPT pada hari kedua setelah inkubasi. Menggunakan metode ONFIT berhasil
menemukan A. citri, C. gloeosporioides, F. incarnatum, C. boninense, dan Guignardia mangiferae pada hari ketiga setelah inkubasi.
Temuan kelima spesies cendawan tersebut adalah hasil identifikasi secara konvensional melalui karakter morfologi yang diperkuat
oleh teknik identifikasi secara molekuler. Keberadaan DNA cendawan penyebab infeksi laten pada buah jeruk juga berhasil dideteksi
secara langsung melalui metode molekuler. Hasil sikuen mengidentifikasi cendawan tersebut adalah Alternaria sp. dan Fusarium
sp. ONFIT adalah metode yang relatif cepat, akurat, dan dapat diaplikasikan untuk mendeteksi organisme pengganggu tumbuhan
karantina (OPTK) pada buah jeruk impor sehingga direkomendasikan sebagai metode alternatif dalam tindakan pemeriksaan karantina
pada buah jeruk di tiap-tiap pintu pemasukan.
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ABSTRACT. Latent infection is a quiescent or dormant parasitic relationship of pathogens on their host, which can change into an
active one. The latent infection pathogens on imported citrus fruits have high potential as the source of inoculum for plant disease
epidemic in Indonesia. The objectives of this study are to provide some methods that accurate, fast and applicable to detect the latent
pathogens on imported citrus fruits. Detections of the fungal latent infection have been done to the case study of imported citrus fruits
from Argentina through entry point of Tanjung Perak Sea Port, Surabaya. Detection treatments of fungi were done on calyx, peel,
seed, and carpel of citrus fruits using conventional and molecular methods. Conventional detections have been performed through
direct agar plating technique (DAPT), senescence stimulating technique, and overnight freezing incubation technique (ONFIT). A
pair of universal primer ITSIF and ITS4 has been used in molecular detection. The treatments used three replications. The result
of the study showed that fungal latent infection on imported citrus fruits were successfully detected by conventional and molecular
methods. Through DAPT methods, have been detected Alternaria citri, Colletotrichum gloeosporioides and Fusarium incarnatum
at the third days after incubation. The same species were obtained by combination methods of SST and DAPT at the second days
after incubation. Moreover, through the ONFIT methods have been found A. citri, C. gloeosporioides, F. incarnatum, C. boninense,
and Guignardia mangiferae at the third days after incubation. The five species of the fungal latent infection were conventionally
identified by morphological characters and confirmed by molecular identification techniques. The universal primers were able to
amplify the fungal DNA on fresh citrus fruits. Sequencing of DNA showed that the fungi were Alternaria sp. and Fusarium sp.
ONFIT was a fast, accurate and applicable method to detect quarantine pest on imported citrus, so that could be recommended as
alternative method in action of quarantine checking on imported citrus in each entry point.
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Kebutuhan buah-buahan Indonesia pada tahun ini juga terjadi pada buah jeruk (Lesmana 2009).
2013 adalah sebesar 15,49 juta ton, sementara Peraturan Menteri Pertanian Republik Indonesia No.
produksi dalam negeri hanya mencapai 13,85 juta ton 03 tahun 2012 tentang rekomendasi impor produk
(Badan Pusat Statistik 2013). Hal ini berarti terjadi hortikultura dalam pertimbangannya menyebutkan
kekurangan produksi buah-buahan sebesar 1,64 juta bahwa dalam rangka mencukupi kebutuhan produk
ton. Kecenderungan kekurangan produksi buah-buahan hortikultura di dalam negeri, dilakukan impor produk
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hortikultura, dengan memperhatikan keseimbangan
antara kebutuhan dan pasokan produk hortikultura
yang belum tercukupi dari pasokan di dalam negeri.

Ketentuan kuota sebagaimana diatur dalam
Permentan No. 03 tahun 2012 tersebut tidak
sesuai dengan Persetujuan Umum mengenai Tarif
dan Perdagangan (GATT) (Republik Indonesia
1994). GATT melarang pengaturan kuota di dalam
perdagangan bebas, namun sanitary and phytosanitary
(SPS) agreement menyebutkan untuk menjamin
kualitas produk pertanian yang dilalulintaskan dan
melindungi tumbuh-tumbuhan atau pertanian di
negaranya, setiap negara anggota berhak mengambil
tindakan yang berkaitan dengan fitosanitari, tetapi
harus tetap didasarkan pada prinsip atau kaidah dan
bukti ilmiah yang cukup (Roberts 2005). Pemahaman
kualitas dalam produk pertanian yang diimpor ke
dalam suatu negara adalah produk tersebut harus
zero tolerance (bebas) dari organisme pengganggu
tumbuhan karantina (OPTK) (Sikdar et al. 2014). Oleh
karena itu, untuk memastikan produk pertanian yang
diimpor tersebut berkualitas bebas dari OPTK harus
dilakukan deteksi dini yang cepat, akurat, dan dapat
dipertanggungjawabkan secara ilmiah di setiap pintu
pemasukan (Faisal et al. 2011).

Perdagangan bebas menyebabkan semakin derasnya
mobilitas manusia dan produk pertanian masuk
atau keluar dari suatu negara. Dari sudut pandang
perkarantinaan dan perlindungan tanaman, hal ini
harus diwaspadai karena keduanya berpeluang sebagai
media pembawa OPTK (Kementerian Pertanian 2011).
Cendawan merupakan salah satu patogen yang banyak
dilaporkan menyebabkan kerusakan pada buah-buahan
terutama pascapanen dan juga dapat bersifat laten yang
tidak menunjukkan gejala penyakit (Johnston et al.
2005). Schaad et al. (2003) mengungkapkan deteksi
cendawan pada buah yang diimpor sulit dilakukan
bila cendawan tersebut menginfeksi secara laten.
Kesulitan pendeteksian ini terjadi karena infeksi laten
tidak menyebabkan timbulnya gejala penyakit pada
buah-buahan sehingga cendawan laten ini sulit untuk
diisolasi dari bagian gejala (Sinclair 1991). Pada
perdagangan internasional, buah-buahan biasanya
dipanen sebelum matang dan disimpan pada suhu
rendah selama transportasi dan pemasaran (Chauhan
et al. 2012). Keadaan belum matang inilah yang
menyebabkan patogen berada pada kondisi laten
dalam jaringan inang dan ketika buah menjadi matang,
patogen kembali aktif sehingga dapat menimbulkan
kerusakan pada buah (Bukar et al. 2009). Hal ini yang
menjadi dasar kekhawatiran ketika buah dimasukkan
ke Indonesia patogen masih berada pada posisi laten,
namun pada saat di tempat penyimpanan patogen
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mampu berkembang dan menjadi sumber inokulum
sehingga dapat memberikan ancaman terhadap
pertanian di Indonesia. Oleh karena itu, sudah sangat
diperlukan metode yang dapat mendeteksi cendawan
penyebab infeksi laten pada buah-buahan impor.

Michailides ef al. (2010) melaporkan bahwa
metode direct agar plating technique (DAPT) mampu
mendeteksi pertumbuhan cendawan Monilinia spp.
dalam waktu inkubasi 4 sampai 7 hari pada suhu
25°C. Luo & Michailides (2001) mampu mendeteksi
Monilinia fructicola yang terinfeksi laten pada
stadia pembungaan tanaman dalam 5 sampai 7 hari
setelah inkubasi (HSI). Selain itu, M. fructicola, M.
laxa, (penyebab busuk cokelat pada buah-buahan),
Botrytis cinerea (penyebab busuk pada buah anggur)
dan Alternaria (penyebab penyakit hawar pada
kacang-kacangan) dapat terdeteksi dalam 5 sampai
7 hari menggunakan metode overnight freezing
incubation technique (ONFIT) (Michailides et al.
2010). Penggunaan metode deteksi secara molekuler
dilaporkan mampu mendeteksi cendawan penyebab
infeksi laten relatif lebih cepat dibandingkan metode
konvensional. Sikdar et al. (2014) melaporkan
Phacidiopycnis washingtonensis dan Sphaeropsis
pyriputrescens dalam buah apel dapat terdeteksi dalam
waktu 6 jam menggunakan metode real time PCR.

Tujuan penelitian ini adalah menetapkan metode
yang akurat, cepat, dan dapat diaplikasikan untuk
mendeteksi keberadaan cendawan penyebab infeksi
laten pada buah jeruk impor. Hipotesis penelitian
ini adalah tersedianya metode yang cepat dan akurat
serta dapat diaplikasikan untuk mendeteksi cendawan
penyebab infeksi laten pada buah jeruk impor.

BAHAN DAN METODE

Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan sejak bulan Juli sampai
dengan Desember 2014 di Laboratorium Mikologi,
Departemen Proteksi Tanaman, Institut Pertanian
Bogor dan Laboratorium Uji Karantina Tumbuhan
Balai Besar Karantina Pertanian (BBKP) Surabaya.

Pada penelitian ini diuji dua tipe metode untuk
mendeteksi infeksi laten, yaitu metode konvensional
dan metode molekuler. Metode konvensional terdiri
atas DAPT, kombinasi senescence stimulating
technique (SST) dan DAPT, ONFIT. Metode molekuler
menggunakan pasangan primer universal ITSIF dan
ITS4. Metode deteksi dilakukan berdasarkan studi
kasus impor jeruk dari Argentina. Tiap perlakuan
diulang sebanyak tiga kali ulangan dan tiap ulangan
terdiri atas lima buah jeruk. Sampel pengujian



diperoleh dari buah jeruk yang dimasukkan melalui
Pelabuhan Tanjung Perak, Surabaya dengan nomor
registrasi pemasukan: 2014.2.04.01.501.1.020852.

Kontainer bermuatan 1.600 kotak buah jeruk maka
berdasarkan prosedur International Standard for
Phytosanitary Measures (ISPM) No. 31, sampel buah
jeruk yang diambil sebanyak 29 kotak secara acak dari
dalam kontainer. Kotak tersebut kemudian dicampur
dan diambil buah jeruk secara acak sesuai kebutuhan
perlakuan.

Deteksi Konvensional

Direct agar plating technique (DAPT)

Media acidified potato dextrose agar (APDA)
dibuat dengan menambahkan 25% asam laktat
sebanyak 0,625 ml ke PDA. Buah jeruk dicuci
menggunakan air mengalir, kemudian permukaan buah
disterilisasi menggunakan larutan sodium hypochlorite
(NaOCl) 5% selama dua menit. Selanjutnya buah
dibilas dua kali dengan akuades steril. Buah jeruk
dipotong-potong dengan ukuran 3mm x 3mm x 3mm
kubik secara aseptik untuk mendapatkan bagian kalik,
kulit, karpel, dan biji buah. Potongan bagian buah
dikeringanginkan di atas kertas bloter steril, kemudian
ditempatkan pada media APDA dan diinkubasi pada
25°C selama 5 sampai 7 hari.

Overnight freezing incubation technique (ONFIT)

Peralatan yang akan digunakan seperti rak
plastik, plastik berlubang, dan plastik wadah
didesinfeksi terlebih dahulu dengan NaOCl 5%
selama 5 menit. Jeruk dimasukkan ke dalam plastik
berlubang dan diikat pada bagian atasnya, kemudian
direndam dalam etanol 70% selama 10 detik,
selanjutnya direndam dalam larutan NaOCl 5%
yang mengandung tween 20 selama 4 menit. Sampel
yang telah dikeringanginkan disusun di atas rak
dalam wadah plastik dan ditutup rapat. Kelembaban
di dalam wadah dijaga dengan menambahkan air
(kelembaban di atas 70%). Buah dibekukan di dalam
freezer —20°C selama 15 jam, selanjutnya wadah
ditempatkan pada suhu ruang.

Kombinasi senescence stimulating technique (SST)
dan DAPT

Permukaan buah dicuci dengan air bersih mengalir,
selanjutnya disterilisasi permukaan menggunakan
NaOCl 5% selama 2 menit. Buah dibilas dua kali
dengan akuades steril, lalu dikeringanginkan pada
kertas bloter steril. Selanjutnya buah direndam dalam
larutan etrel (2-chloroethyl phosphonic acid) 1.500
ppm selama 5 menit, lalu dikeringanginkan selama 30
menit agar etrel diserap oleh buah. Selanjutnya, buah
dipotong-potong untuk mendapatkan bagian kalik,
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kulit, karpel, dan biji buah, kemudian potongan buah
ditempatkan pada media APDA.

Identifikasi Konvensional

Identifikasi dilakukan melalui karakter morfologi
dengan mengamati bentuk, ukuran, dan warna
konidia serta mengamati tipe miselia, selanjutnya
disesuaikan dengan kunci identifikasi cendawan untuk
mengidentifikasi sampai ke level spesies.

Kuantifikasi Cendawan Temuan

Koloni cendawan yang tumbuh pada masing-
masing bagian buah jeruk dilakukan perhitungan
jumlah koloni berdasarkan perbedaan morfotipe. Hal
ini untuk mengetahui jumlah keberadaan cendawan
laten pada masing-masing bagian buah jeruk yang
diuji. Dari perhitungan koloni tersebut kemudian
dihitung persentase kejadian masing-masing morfotipe
dengan rumus (Kaiser et al. 2005):

satu jenis morfotipe
. satu] P X 100%

Persentase kejadian (%)= — -
) Y., seluruh jenis morfotipe

Deteksi Molekuler

Ekstraksi DNA total buah jeruk

DNA total diekstrak dari buah jeruk yang tidak
bergejala penyakit dengan mengambil sebanyak 0,1 g
bagian kulit (sampel 1), biji (sampel 2), kalik (sampel 3),
dan karpel (sampel 4). Sebelum ekstraksi, permukaan
buah jeruk disterilisasi permukaan menggunakan
NaOCl 5% selama 2 menit lalu dibilas dua kali dengan
akuades steril, kemudian dikeringanginkan selama 10
menit. Ekstraksi DNA total dilakukan berdasarkan
Thermo Scientific “GeneJET Plant Genomic DNA
Purification” mini kit #K0791, #K0792 dengan
tahapan ekstraksi sesuai dengan arahan protokol. DNA
hasil ekstraksi disimpan pada suhu -20°C sebelum
digunakan.

Amplifikasi rDNA cendawan

Amplifikasi rDNAarealTS cendawan dilakukan dengan
Thermalcycler menggunakan pasangan primer universal
ITS1F (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) (Gardes &
Bruns 1993) dan ITS4 (CCTCCGCTTATTGATATGC)
(White et al. 1990) dengan ukuran produk amplifikasi
sekitar 600 pb. Amplifikasi DNA target cendawan
dilakukan dalam volume 50 pl yang mengandung 20 pl
PCR master mix, 2 ul primer ITS1F, 2 pul primer ITS4, 4 pl
DNA hasil ekstraksi, dan 22 pl ddH20. Amplifikasi DNA
dilaksanakan melalui tahap denaturasiutas ganda DNA pada
94°C selama 35 detik, tahap penempelan primer ke DNA
target pada 51°C selama 1 menit, tahap pemanjangan DNA
pada 72°C selama 2 menit selama 35 siklus. Visualisasi
hasil amplifikasi DNA dilakukan pada gel agarosa 1,2%.
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Identifikasi Molekuler

Hasil positif amplifikasi DNA cendawan dari buah
jeruk

Identifikasi spesies terhadap hasil positif amplifikasi
DNA cendawan dari buah jeruk dilakukan melalui
teknik perunutan basa nukleotida. DNA target cendawan
yang berhasil diamplifikasi, selanjutnya dikirim
ke First Base, Malaysia untuk dirunut sikuennya.
Sikuen area ITS 1 dan ITS4 DNA masing-masing
cendawan temuan dibandingkan dengan sikuen DNA
cendawan yang sama asal negara lain yang tersimpan
dalam GenBank menggunakan program Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). Homologi area ITS1
dan ITS4 DNA cendawan dilakukan menggunakan
program BioEdit menggunakan formulasi Clustal W
dengan pilihan sequence identity matrix.

Isolat biakan setiap cendawan temuan

Ekstraksi, amplifikasi, dan perunutan basa
nukleotida DNA cendawan dilakukan dari isolat
biakan murni masing-masing cendawan temuan. Isolat
diidentifikasi secara molekuler menggunakan DNeasy
Plant Kit Qiagen sesuai dengan protokol. Teknik
ekstraksi, amplifikasi dan perunutan basa nukleotida
DNA sama seperti pada langkah identifikasi pada hasil
positif amplifikasi DNA cendawan dari buah jeruk.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Deteksi Konvensional

Dari deteksi cendawan penyebab infeksi laten pada
buah jeruk impor asal Argentina diperoleh beberapa
koloni cendawan pada setiap metode uji. Berdasarkan
morfologi warna koloni dan tipe miselium, dari metode
deteksi DAPT diperoleh tiga morfotipe yang berbeda,
yaitu koloni cendawan berwarna hijau, cokelat, dan
merah muda dengan persentase kejadian berturut-
turut sebesar 37,5%, 32,5% dan 30%. Persentase
kejadian merupakan jumlah kemunculan patogen yang

dinyatakan dalam satuan persen (Kaiser et al. 2005).
Ketiga morfotipe tersebut memiliki tipe miselium
aerial (Tabel 1). Cendawan mulai terdeteksi pada hari
ketiga setelah inkubasi (Gambar 1).

Hasil deteksi cendawan laten
menggunakan metode direct agar
plating technique (DAPT). (A) 1 hari
setelah inkubasi (HSI), (B) 2 HSI,
(C) 3 HSI, dan (D) 4 HSI. (Detection
results of latent fungi by using direct
agar plating technique (DAPT). (A) 1
days after incubation (DAI), (B) 2 DAI,
(C) 3 DAL, and (D) 4 DAI)

Berdasarkan morfologi warna koloni dan tipe
miselium, dari metode kombinasi SST dan DAPT
diperoleh tiga morfotipe yang berbeda, yaitu koloni
cendawan berwarna cokelat, merah muda, dan hijau
dengan persentase kejadian berturut-turut sebesar
51,28%, 25,64%, dan 23,08%. Ketiga morfotipe
tersebut memiliki tipe miselium aerial (Tabel 2).
Cendawan mulai terdeteksi pada hari kedua setelah
inkubasi (Gambar 2).

Buah jeruk sehat dibekukan dalam freezer
semalaman melalui metode ONFIT. Melalui metode

Tabel 1. Morfotipe isolat cendawan temuan hasil deteksi dengan metode direct agar plating technique
(DAPT) (Isolates morphotype of detected fungi by using direct agar plating technique (DAPT)

Jumlah isolat pada bagian**(Number of isolates in section**)

Morfotipe Karpel Jumlah Frekuensi
(Morphotype)*  Kalik (Calyx) Kulit (Peel) Biji (Seed) (Carpel) (Amount) (Frequency), %
KHU 11 (73,33) 4 (26,67) 15 37,5
KMM 1 (6,67) 9 (60) 2(22,22) 12 30
KCT 3 (20) 2 (13,33) 7(71,78) 1 (100) 13 32,5

Total 15 15 9 1 40 100

*Isolat cendawan temuan dibedakan atas tiga morfotipe: KHU, koloni hijau; KMM, koloni merah muda, KCT, koloni cokelat. **Angka
dalam kurung menunjukkan persentase jumlah isolat. (*Isolates of detected fungi were divided into three morphotype: KHU, green colony,
KMM, pink colony, KCT, brown colony. ** Digits in parenthesis showed the percentage of isolates)
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Gambar 2. Hasil deteksi cendawan laten
menggunakan metode kombinasi
senescence stimulating technique
(SST) dan DAPT. (A) 1 hari setelah
inkubasi (HSI), (B) 2 HSI, (C) 3 HSI.
dan (D) 4 HSI. [Detection results of
latent fungi by using combination
of senescence stimulating technique
(SST) and DAPT. (A) 1 day after
incubation (DAI), (B) 2 DAI, (C) 3
DAI, and (D) 4 DAI|

ini diperoleh lima morfotipe miselia cendawan berbeda
yang tumbuh pada permukaan buah jeruk, yaitu
koloni berwarna hijau, merah muda, cokelat, putih,
dan hitam dengan persentase kejadian berturut-turut
adalah 17,86%; 25%; 19,64%; 17,86% dan 19,64%.
Persentase kejadian tertinggi terdapat pada morfotipe
KMM (Tabel 3). Cendawan mulai terdeteksi pada hari
ketiga setelah inkubasi (Gambar 3).

Deteksi Molekuler

Deteksi molekuler pada buah jeruk menunjukkan
bahwa cendawan terdeteksi pada bagian kalik, kulit,
dan biji menggunakan primer universal ITS1F dan
ITS4 yang ditandai dengan terbentuknya pita DNA
pada gel agarosa 1,2%. Cendawan dalam buah jeruk
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terdeteksi dalam waktu 6 jam menggunakan primer ini
sesuai dengan ukuran target sekitar 600 pb. Pada bagian
karpel tidak terdeteksi cendawan (Gambar 4). Area ITS
rDNA telah banyak dilaporkan dapat mengidentifikasi
cendawan patogen tanaman (Lacomi et al. 2002, Zhang
et al. 2004, Zhao et al. 2007).

Hasil sikuen dari ekstraksi DNA buah jeruk
secara langsung menunjukkan bahwa pada bagian
kalik teridentifikasi Alternaria sp., pada bagian kulit
dan biji ditemukan Fusarium sp. Penentuan spesies
Fusarium sp. merupakan hasil BLAST berdasarkan
nomor aksesi GenBank HQ630965.1 dengan homologi
85% dan spesies Alternaria sp. didasarkan pada nomor
aksesi GenBank GU584948.1 dengan homologi
90%. Menurut Sikdar et al. (2014) tangkai dan kalik
merupakan bagian buah apel yang banyak terinfeksi
laten oleh Phacidiopycnis washingtonensis dan
Sphaeropsis pyriputrescens. Metode molekuler
lebih sedikit mendeteksi cendawan terinfeksi laten
dibandingkan dengan metode konvensional (Tabel
5). Hal ini terjadi karena konsentrasi DNA cendawan
dalam buah jumlahnya sedikit sehingga tidak mampu
teramplifikasi oleh primer. Sikdar et al. (2014)
menjelaskan bahwa DNA cendawan pada buah yang
menunjukan gejala penyakit dapat dideteksi pada
konsentrasi minimal 5 ng. Hal ini yang menyebabkan
PCR tidak dapat mendeteksi keberadaan cendawan
dalam buah yang tidak bergejala. Sebaiknya digunakan
real time PCR karena mampu mendeteksi DNA
dibawah konsentrasi kurang dari 5 ng.

Hasil Identifikasi Cendawan Temuan

Sebanyak lima morfotipe cendawan berbeda
berhasil dideteksi menggunakan berbagai metode
uji baik konvensional maupun molekuler (Tabel
4). Kelima morfotipe cendawan tersebut juga
berhasil diidentifikasi secara teknik konvensional dan
molekuler (Tabel 5). Identifikasi secara konvensional
dilakukan dengan mengamati karakter morfologi
dari masing-masing cendawan, seperti pengukuran

Tabel 2. Morfotipe isolat cendawan temuan hasil deteksi dengan metode kombinasi senescence stimulating
technique (SST) dan DAPT [Isolates morphotype of detected fungi by using combination of senescence

stimulating technique (SST) and DAPT]

M . Jumlah isolat pada bagian (Number of isolates in section)** Frekuensi
orfotipe Jumlah Frrm)
(Morphotype)* Kalik (Calyx) Kulit (Peel) Biji (Seed)  Karpel (Carpel) (Amount) (%)
KHU 6 (40) 1(10) 2 (100) 9 23,08
KMM 2 (13,33) 8 (66,67) 10 25,64
KCT 7 (46,67) 4 (33,33) 9 (90) 20 51,28
Total 15 12 10 2 39 100

*Isolat cendawan temuan dibedakan atas tiga morfotipe: KHU= koloni hijau, KMM= koloni merah muda, KCT= koloni cokelat. **Angka
dalam kurung menunjukkan persentase jumlah isolat. (*Isolates of detected fungi were divided into three morphotype, KHU= green colony,
KMM= pink colony, KCT= brown colony. ** digits in parenthesis showed the percentage of isolates)
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konidia, panjang konidiofor, bentuk konidia, dan
tipe miselia yang tumbuh pada media. Selanjutnya
diidentifikasi menggunakan berbagai literatur kunci
identifikasi cendawan. Hasil identifikasi konvensional
menunjukkan bahwa kelima morfotipe cendawan
temuan tersebut adalah lima spesies yang berbeda

Gambar 3. Hasil deteksi cendawan laten
menggunakan metode overnight
freezing incubation technique
(ONFIT), kontainer kiri adalah
perlakuan, kontainer kanan adalah
kontrol. (A) 1 hari setelah inkubasi
(HSI), (B) 2 HSI, (C) 3 HSI, (D)
4 HSI, (E) 5 HSI, dan (F) 6 HSI
[Detection results of latent fungi by
using overnight freezing incubation
technique (ONFIT), left container is
treatment, right container is control.
(A) 1 Day After Incubation (DAI), (B) 2
DAI (C) 3DAIL, (D) 4 DAL, (E) 5 DAL,
and (F) 6 DAI|

berdasarkan perbedaan karakter morfologi. Identifikasi
secara molekuler dilakukan dengan mengamplifikasi
DNA kelima morfotipe cendawan menggunakan
primer universal, selanjutnya dilakukan perunutan
basa nukleotida DNA. Hasil identifikasi molekuler
juga menunjukkan bahwa kelima morfotipe cendawan
temuan tersebut adalah lima spesies yang berbeda
sesuai dengan hasil identifikasi secara konvensional.

Hasil identifikasi tiga morfotipe cendawan
menggunakan metode DAPT berturut-turut (KHU,
KCT, dan KMM) adalah A. citri, C. gloeosporioides,
dan F. incarnatum. Cendawan tersebut menempati
lokasi yang berbeda-beda pada bagian buah jeruk.
Cendawan yang paling dominan ditemukan pada
bagian kalik, kulit, biji, dan karpel masing-masing
adalah A. citri, F. incarnatum, C. gloeosporioides, dan
C. gloeosporioides (Tabel 1). Michailides et al. (2010)
juga menyebutkan bahwa metode DAPT ini dapat
mengisolasi patogen yang menginfeksi laten pada
bagian kalik dan kulit berbagai jenis buah. Menurut
Brown (1986), perbedaan lokasi cendawan pada bagian
buah disebabkan oleh ketersediaan nutrisi dan virulensi
patogen di dalam buah.

Temuan ketiga spesies cendawan penyebab infeksi
laten sangat berpotensi menimbulkan kerusakan buah
di tempat penyimpanan. Menurut Michailides &
Elmer (2000) patogen sudah memulai infeksi pada
tahap pembungaan tanaman atau pada saat buah masih
muda di lapangan. Di California, petani buah kiwi
telah menggunakan metode DAPT untuk menentukan
pemakaian fungisida pada buah-buahan di lapangan
sebelum masa panen. Selain itu, metode DAPT ini
dapat dimanfaatkan oleh bagian pengepakan dan
pengapalan untuk menyortir buah yang terinfeksi
laten. Informasi keberadaan patogen laten dalam
buah-buahan dapat mengurangi penyebaran penyakit
di tempat penyimpanan sekaligus dapat merencanakan
waktu pemasaran (Michailides et al. 2010).

Hasil identifikasi tiga morfotipe cendawan
(KCT, KMM, dan KHU) menggunakan metode
kombinasi SST dan DAPT berturut-turut adalah
C. gloeosporioides, F. incarnatum, dan A. citri.

Tabel 3. Morfotipe isolat cendawan temuan hasil deteksi dengan metode overnight freezing incubation
technique (ONFIT) [Isolates morphotype of detected fungi by using overnight freezing incubation

technique (ONFIT)]
Morfotipe (Morphotype) Jumlah isolate (Number of isolates) Frekuensi (Frequency), %
Koloni berwarna hijau (Green colony) (KHU) 10 17,86
Koloni berwarna merah muda (Pink colony) (KMM) 14 25
Koloni berwarna coklat (Brown colony) (KCT) 11 19,64
Koloni berwarna putih (White colony) (KPH) 10 17,86
Koloni berwarna hitam (Black colony) (KHM) 11 19,64
Total 56 100
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Cendawan tersebut menempati lokasi yang berbeda-
beda pada bagian buah jeruk. Cendawan yang paling
dominan ditemukan pada bagian kalik, kulit, biji, dan
karpel masing-masing adalah C. gloeosporioides, F.
incarnatum, C. gloeosporioides, dan A. citri (Tabel
2). Cendawan C. gloeosporioides paling banyak
terdeteksi melalui metode ini. Menurut Brown (1986),
C. gloeosporioides dan A. citri sering ditemukan
bersifat laten pada buah jeruk. El-Kazzaz et al. (1983)
melaporkan C. gloeosporioides mulai mengoloni
buah ketika buah sudah mengalami fase senescence
(pengusangan). Penyebab pengusangan buah adalah
karena pengaruh etilen. Etilen dapat mempercepat
masa pengusangan buah sehingga menyebabkan
penurunan ketegaran jaringan dalam buah. Kondisi
ini mempermudah cendawan mengolonisasi lebih
lanjut (Govrin & Levine 2000, Cohn et al. 2001).
Cristescu et al. (2008) melaporkan aplikasi etilen
mampu mempercepat masa pengusangan schingga
dapat mengaktifkan perkecambahan konidia B.
cinerea, Penicillium expansum, Rhyzopus stolonifer,
Gloeosporium perennans, Diplodia natalonis, dan P,
citri.

Hasil identifikasi lima morfotipe cendawan (KHU,
KMM, KCT, KPH, dan KHM) menggunakan metode
ONFIT berturut-turut adalah A. citri, F. incarnatum,
C. gloeosporioides, C. boninense, dan G. mangiferae.
Metode ONFIT dapat mendeteksi cendawan lebih
banyak dibandingkan dengan metode lainnya (Tabel
5). Menurut Michailides et a/. (2010) hal ini dapat
terjadi karena metode ONFIT bekerja langsung
merusak jaringan buah sehingga memudahkan
patogen penyebab infeksi laten untuk mendapatkan
nutrisi dari buah tersebut. Sebelumnya, Cerkauskas &

700 bp
600 bp

target sekitar 600 pb
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Sinclair (1980) melaporkan bahwa jaringan tanaman
dapat dirusak menggunakan herbisida berbahan aktif
paraquat sehingga dapat mengaktifkan patogen laten
pada tanaman kedelai. Herbisida tersebut bersifat toksik
sehingga perlu dicari alternatif lain yang lebih aman.
ONFIT merupakan metode yang aman karena tidak
menggunakan pestisida berbahaya. Luo & Michailides
(2003) menjelaskan penggunaan metode ONFIT
pada tahap awal pembentukan buah dapat digunakan
untuk menentukan tingkat keparahan penyakit busuk
cokelat Monilinia sp. pada buah plum di lapangan
pada saat panen. Jumlah inokulum cendawan yang
tinggi di lapangan adalah faktor yang mempercepat
pertumbuhan cendawan pada metode ONFIT.

Metode konvensional yang paling akurat dan cepat
dalam mendeteksi cendawan terinfeksi laten pada buah
jeruk impor asal Argentina adalah metode ONFIT
(Tabel 5). Melalui metode ini berhasil diperoleh lima
spesies cendawan penyebab infeksi laten yang tumbuh
pada permukaan buah jeruk mulai hari ketiga setelah
inkubasi. Metode ONFIT yang dilakukan sebelumnya
dapat memunculkan cendawan M. fructicola pada
buah plum mulai dari hari kelima setelah inkubasi
pada suhu pembekuan -16°C (Michailides et al. 2010).
Setelah dilakukan pengembangan metode ONFIT
pada buah jeruk dengan melakukan pembekuan pada
suhu -20°C terbukti mampu mendeteksi kemunculan
cendawan mulai hari ketiga setelah inkubasi. Hasil
pengembangan metode ini, tekstur buah jeruk masih
terlihat utuh sehingga masih memudahkan dalam hal
pengamatan cendawan. Luo & Michailides (2003)
menyebutkan semakin rendah suhu pembekuan dapat
menyebabkan buah mudah rusak sehingga menyulitkan
proses identifikasi cendawan. Kecepatan deteksi

Gambar 4. Hasil amplifikasi DNA cendawan pada buah jeruk impor dengan primer universal ITS1F dan
ITS4. Marker 1 kb (M), sampel pada kulit (1), sampel pada biji (2), sampel pada kalik (3),
sampel pada karpel (4), dan kontrol negatif (5) [Amplification result of fungal DNA from citrus
by using universal primer ITS1F and ITS4. Marker 1 kb (M), sample from peel (1), sample from
seed (2), sample from calyx (3), sample from carpel (4), and negative control (5)]
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Tabel 4. Identifikasi isolat cendawan temuan secara konvensional dan molekuler (Isolate identification of
detected fungi by using conventional and molecular method)

Identifikasi isolat (Isolate identification)

Konvensional (Conventional) Molekuler (Molecular)
Isolat . 3
. Homologi No. aksesi genbank
(Isolate) . . Referensi . . Asal .
Spesies (Species) ) Spesies (Species) (Homology) (Origin) (Genbank accession
(%) 8 number)
KHU Alternaria citri Ellies 1971  Alternaria citri 100 Jepang AB267479.1
KCT Colletotrichum Weir et al. Colletotrichum 100 USA JX010153.1
gloeosporioides 2012 gloeosporioides
KMM Fusarium incarnatum Seta et al. Fusarium 99 Italia KJ562367.1
2004 incarnatum
KPH Colletotrichum Damm et al.  Colletotrichum 100 Brazil JX258784.1
boninense 2012 boninense
KHM Guignardia EPPO 2009  Guignardia 98 Jepang AB731125.1
mangiferae mangiferae

Tabel 5. Spesies cendawan temuan hasil deteksi dengan metode konvensional dan molekuler (Fungal
species of detected fungi by using conventional and molecular method)

Spesies cendawan temuan Jumlah Waktu deteksi
No. Metode (Method) . . (Detection
(Detected fungi species) (Amount) time)*
1. Direct agar plating techique Alternaria citri, Fusarium incarnatum, 3 3 HSI
(DAPT) Colletotrichum gloeosporioides
2. Overnight freezing incubation Alternara citri, Fusarium incarnatum, 5 3 HSI
technique (ONFIT) Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum boninense, Guignardia
mangiferae
3. Kombinasi senescence Alternaria citri, Fusarium incarnatum, 3 2 HSI
stimulating technique (SST) &  Colletotrichum gloeosporioides
DAPT
4.  Molekuler Alternaria sp. dan Fusarium sp.*** 2 6 jam**

*HSI: Hari setelah inkubasi, **deteksi dengan primer ITS1F dan ITS4, ***setelah disikuen. (*HSI/DAI= Day after incubation, **detection
by ITSIF and ITS4 primer, ***after sequencing)

1000 bp = -

900 bp - 10040 [:'E

5]

Gambar 5. Visualisasi hasil amplifikasi DNA target dengan primer spesifik A. citri pada gel agarosa 1,2%,
Amplifikasi DNA A. citri dengan primer PG20 dan Pro2 (A), marker 1 kb (M), kontrol negatif
(1), A. citri (2), dan A. alternata (3). Amplifikasi DNA A. citri dengan primer UCREAF1 dan
UCREARS3 (B), marker 1 kb (M), kontrol negatif (1), A. citri (2), dan A. alternata (3) [Visualization
of amplification results of target DNA by using specific primer of A. citri in 1,2% gel agaros.
Amplification of A. citri DNA with PG20 and Pro2 primer (A). Marker 1 kb (M), negative control

(1), A. citri (2), and A. alternata (3). Amplification of A. citri DNA with UCREAF1 and UCREAR3
primer (B), marker 1 kb (M), negative control (1), A. citri (2), and A. alternata (3)]
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kemunculan cendawan sangat diperlukan dalam
melakukan tindakan pemeriksaan media pembawa
oleh Badan Karantina pertanian, agar cepat dilakukan
pengambilan keputusan terhadap pemasukan buah
jeruk, sehingga buah jeruk tidak tertahan lama di
pelabuhan.

Spesies A. citri diidentifikasi lebih lanjut
menggunakan primer spesifik untuk membuktikan
kebenarannya mengingat spesies tersebut dalam
Permentan 93 tahun 2011 tergolong dalam kategori
Al (belum terdapat di Indonesia). Pasangan primer
spesifik yang digunakan adalah PG20 dan Pro2
dengan ukuran target 813 pb (Isshiki ez al. 2003) dan
UCREAF1 dan UCREAR3 dengan ukuran target
1395 pb (Katoh ef al. 2007). Primer yang digunakan
mengidentifikasi pertama kali adalah primer universal
dengan ukuran target sekitar 600 pb.

Hasil elektroforesis DNA menunjukkan bahwa
kedua primer yang digunakan mampu mengamplifikasi
DNA target 4. citri. Hal ini dibuktikan dengan
munculnya pita DNA pada gel agarosa 1,2% sesuai
dengan ukuran target 813 pb pada primer PG20
dan Pro2 dan 1395 pb pada primer UCREAF1 dan
UCREAR3, namun pada primer PG20 dan Pro2
terdapat 2 pita DNA (Gambar 5A). Hal ini diduga
primer tersebut masih kurang spesifik, sementara itu,
pada sampel A. alternata (pembanding) tidak terlihat
pita DNA. Identifikasi A. citri menggunakan primer
spesifik UCREAF1 dan UCREAR3 menunjukkan
bahwa primer dapat mengamplifikasi DNA target
pada sampel 4. citri dengan visualisasi 1 pita DNA
sehingga dapat dibuktikan bahwa sampel tersebut
adalah positif 4. citri (Gambar 5B). Primer spesifik
UCREAF1 dan UCREAR3 lebih baik dalam
mendeteksi spesies A. citri dibandingkan primer
PG20 dan Pro2. Smith ef al. (1996) dan Sharma et
al. (2013) menyebutkan PCR merupakan pengujian
deteksi organisme yang spesifik, sensitif dan cepat
sampai ke level spesies.

KESIMPULAN DAN SARAN

Metode ONFIT yang diikuti dengan teknik
identifikasi secara konvensional melalui karakter
morfologi dan teknik molekuler melalui perunutan basa
nukleotida DNA akurat dan relatif cepat serta dapat
diaplikasikan untuk mendeteksi cendawan penyebab
infeksi laten pada buah jeruk impor. Lima cendawan
penyebab infeksi laten pada buah jeruk impor yang
berhasil dideteksi dan diidentifikasi adalah A4. citri,
F incarnatum, C. boninense, C. gloeosporioides, dan
G. mangiferae. Tiga spesies pertama belum terdapat
di Indonesia.

Nurholis, et al.: Metode Deteksi Cendawan Penyebab
Infeksi Laten pada Buah Jeruk Impor ...
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