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ABSTRAK
Antraknosa merupakan penyakit utama penyebab rendahnya produksi cabai. Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi Colletotrichum penyebab penyakit antraknosa pada tanaman cabai di Ciapus, Bogor, Jawa Barat. Identifikasi morfologi dilakukan dengan mengamati pertumbuhan, warna, dan bentuk koloni miselium. Karakter mikromorfologi dievaluasi dengan mengamati bentuk, panjang dan lebar konidia. Identifikasi secara molekuler dengan mengamplifikasi DNA cendawan menggunakan primer ITS5F dan ITS4R, sekuensing, analisis BLAST, dan analisis filogeni. Uji patogenititas dilakukan dengan menginokulasi buah cabai menggunakan 20 l suspensi inokulum (105 konidia/ml), dilanjutkan dengan mengamati luas gejala hingga 6 hari setelah inokulasi (hsi). Semua isolat menunjukkan koloni berbentuk bulat, berwarna putih dan keabuan. Terdapat dua isolat yang membentuk bercak-bercak hitam yang menyebar disekitar koloni. Kecepatan tumbuh koloni berbeda-beda yaitu berkisar antara 2.0 – 6.4 mm/hari. Bentuk konidia silidris berujung tumpul dengan panjang dan lebar rata-rata masing-masing berkisar antara 13.4 -17.5 m dan 4.1 – 5.5 m. Hasil analisis molekuler menjunjukkan bahwa isolat CSColl-2, CSColl-3, dan CSColl-4 teridentifikasi sebagai Colletotrichum gloeosporioides, sedangkan CSColl-7 sebagai C. brevisporum. Semua isolat patogenik terhadap buah cabai yang diuji dengan menghasilkan luas gejala berkisar antara 3.6 – 10.0 mm2. Informasi tentang spesies dan patogenisitas Colletotrichum spp. dari penelitian ini menjadi informasi awal dalam menentukan tindakan pengendalian yang tepat serta prapemuliaan perakitan tanaman cabai tahan penyakit antraknosa.
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ABSTRACT
Anthracnose is the main disease that causes low chili production. The aim of the study was to identify Colletotrichum causing anthracnose disease in chili plants in Ciapus, Bogor, West Java. Morphological identification was carried out by observing the growth, color, and shape of the mycelium colony. Micromorphological characters were evaluated by observing the shape, length and width of the conidia. Molecular identification by amplifying fungal DNA using ITS5F and ITS4R primers, sequencing, BLAST analysis, and phylogeny analysis. Pathogenicity test was carried out by inoculating chili fruit with 20 l of inoculum suspension (105 conidia/ml), followed by observing the extent of symptoms up to 6 days after inoculation. All isolates showed round, white and gray colonies.  Two of all  isolates produced black spots which spread around the colony. The speed of colony growth varied between 2.0 – 6.4 mm/day. All isolates showed blunt-tipped cylindrical conidia with mean length and width ranging from 13.4 -17.5 m and 4.1 – 5.5 m, respectively. The molecular analysis showed that the isolates CSColl-2, CSColl-3, and CSColl-4 were identified as Colletotrichum gloeosporioides,  while CSColl-7 as C. brevisporum. All isolates were pathogenic to the chili fruits tested by producing symptoms ranging from 3.6 – 10.0 mm2. Information about kinds of the species and pathogenicity of Colletotrichum spp. from this study is the initial information in determining appropriate control measures and pre-breeding assembly of anthracnose-resistant chili plants.
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PENDAHULUAN
Cabai (Capsicum annuum) merupakan salah satu komoditas hortikultur yang mempunyai nilai manfaat yang cukup tinggi. Selain rasa pedas, cabai mengandung vitamin C dan provitamin A (carotene) yang baik untuk kesehatan (Sharma & Shenoy 2013). Komoditas sayuran ini banyak ditanam oleh sebagian besar petani di Indonesia, karena memiliki nilai ekonomi yang cukup tinggi terutama ketika permintaan pasar lebih tinggi dibanding ketersediaannya. 
Dalam budidaya cabai kendala yang sering dihadapi salah satunya adalah serangan penyakit antraknosa yang disebabkan oleh Colletotrichum spp. Penyakit antraknosa menjadi masalah di berbagai negara produsen cabai, khususnya di negara-negara  beriklim tropis dan subtropik (Nayaka et al. 2009; Silva et al., 2017). Penyakit ini berkembang cepat terutama pada musim penghujan. Penyakit antraknosa menyerang buah pra dan pasca panen dengan kehilangan hasil hingga 50% (Bosland et al., 2003; Pakdeevaraporn et al., 2005; Silva et al., 2019). Pada kondisi lingkungan yang mendukung, penyakit ini dapat menyebabkan kehilangan hasil hingga 80% (Poonpolgul et al., 2007). Penyakit antraknosa pada buah cabai ditandai dengan gejala berupa lesio berbentuk melingkar atau bersudut dengan menghasilkan konidia yang tersebar dalam cincin konsentris (Ivey et al., 2004).. 
Menurut Mongkolporn & Taylor (2018), terdapat 24 spesies Colletotrichum yang menyebabkan penyakit antraknosa pada cabai.  Tiga diantaranya paling sering dijumpai pada pertanaman cabai diberbagai belahan dunia, yaitu C. acutatum, C. gloeosporioides, dan C. capsici (Mongkolporn et al., 2010). Ketiga spesies tersebut juga banyak ditemukan pada pertanaman cabai di Indonesia (Widodo & Srihendrastuti, 2018). Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi Colletotrichum spp. penyebab penyakit antraknosa pada pertanaman cabai di Ciapus, Bogor, Jawa Barat.

MATERIAL DAN METODE
Sampel buah cabai bergejala penyakit antraknosa diambil dari tanaman cabai merah besar Desa Cisasah, Ciapus, Bogor. Isolasi dilakukan secara langsung dengan mengambil konidia dari bagian buah yang bergejala antraknosa dengan mengikuti metode Choi et al. (1999) dengan modifikasi. Konidia dari lesio buah bergejala penyakit ditumbukan pada media corn meal agar (CMA), selanjutnya hifa yang  tumbuh dimurnikan pada media yang sama. 

Identifikasi morfologi
Karakter morfologi ditentukan dengan menumbuhkan potongan biakan cendawan sebesar 0.5 cm2  ditengah media potato dextrose agar (PDA) dalam cawan petri 9 cm2. Pengamatan morfologi berupa kecepatan tumbuh, bentuk, dan warna koloni dilakukan pada 6 hari setelah inkubasi (hsi). Karakter konidia diamati dari biakan berumur 15 hsi dengan mengamati panjang, lebar, dan bentuk konidia di bawah mikroskop cahaya (Olympus BX51). 

Identifikasi Molekuler
Isolat cendawan ditumbuhkan pada media potato dextrose broth (PDB) selama 7 hari. Miselium cendawan diekstraksi DNA-nya dengan menggunakan quick-DNA fungal miniprep kit mengikuti metode yang disarankan pabrik (Zymo Research, USA). Kuantitas dan kulitas DNA masing-masing ditentukan dengan Nanodrop2000 Spektrofotometer (Thermo Scientific™, USA) dan elektroporesis dalam gel agarose 1%.  Reaksi PCR dilakukan dengan menggunakan primer ITS (ITS5F: GGAAGTAAAA GTCGTAACAAGG / ITS4R:TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al., 1990). Setiap sampel diamplifikasi pada total reaksi 40 µL yang terdiri dari : 1 μL (10 ng/μL) DNA template, 0.5 μM primer Forward dan Reverse masing-masing sebanyak 2 μL, 20 μL MyTaq HS Red Mix (Bioline, UK), dan ddH2O steril hingga volume 40 µL. Proses amplifikasi dilakukan dengan profil sebagai berikut: denaturasi awal pada suhu 94 °C selama 2 menit; diikuti 34 siklus denaturasi pada suhu 94 °C selama 30 detik, annealing pada suhu 55 °C selama 30 detik dan ekstensi pada suhu 72 °C selama 30 detik. Reaksi PCR diakhiri dengan tahap ekstensi akhir pada suhu 72 °C selama 5 menit. Hasil amplifikasi dielektroforesis pada gel agarosa 1% dan diwarnai menggunakan etidium bromida. Gel selanjutnya divisualisasi menggunakan UV Transilluminator (Biorad, UK). Selanjutnya, produk PCR dikirim ke First Base, Malaysia  untuk disekuensing. Analisis homologi dilakukan dengan membandingkan sekuens isolat koleksi dengan database GenBank menggunakan program BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool for Nucleotide) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) dan analisis filogeni berdasarkan metode maximum likelihood dengan bootstrap 1000x menggunakan program MEGA 6 (Tamura et al., 2013).

Patogenisitas Isolat
Semua isolat diuji patogenisitasnya dengan metode detached fruit assay. Buah cabai rawit varietas Rama yang sudah matang disterilisasi permukaan dengan alkohol 70% selama 1 menit dan dibilas dalam air steril. Buah disusun dalam cawan petri bertutup dengan alas kertas saring steril dan dibasahi air steril untuk menjaga kelembaban. Buah dilukai dengan menusukkan jarum steril diarea yang akan inokulasi dengan satu tusukan per buah. Persipan inokulum dan inokulasi dilakukan dengan mengikuti metode Gupta et al. (2018) dengan sedikit modifikasi.  Sebanyak 20 l suspensi tiap isolat Colletotrichum (105 konidia/ml) ditotolkan pada bagian tengah buah yang telah dilukai dengan tusukan jarum. Inkubasi dilakukan pada suhu ruang dan diamati mulai 2 hsi dengan mengukur luas gejala yang muncul pada buah.  Tiap isolat diulang empat kali dengan empat buah per ulangan. 

Analisis Data 
Data dianalisis menggunkana Uji Analysis of Variance (ANOVA) pada taraf signifikansi 5% dan dilakukan uji lanjut dengan uji Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). Analisis data dilakukan dengan menggunakan Program SAS 9.1.

HASIL
Antraknosa merupakan penyakit yang menjadi kendala utama pada budidaya cabai. Penyakit ini dapat terjadi baik pada buah muda maupun tua. Pada saat pengambilan sampel diperkirakan >70% tanaman terserang oleh penyakit antraknosa dengan intensitas penyakit berkisar antara 30 – 70%. Gejala penyakit antraknosa pada buah terlihat jelas ditandai dengan adanya lekukan yang dipenuhi oleh masa miselium yang berwarna coklat kehitaman (Gambar 1).  
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Gambar 1. Gejala antraknosa pada buah cabai yang sudah matang dan masih hijau



Identifikasi Morfologi
Berdasarkan hasil isolasi diperoleh empat isolat yag secara morflogi menunjukkan ciri sebagai Colletotrichum. Selanjutnya isolat-isolat tersebut diberi kode CSColl-2, CSColl-3, CSColl-4, dan CSColl-7. Seluruh isolat tumbuh dengan baik pada media PDA dengan bentuk koloni yang beragam, miselium aerial berwarna putih sampai dengan keabuan. Pada isolat CSColl-2 dan CSColl-7 acervuli terlihat berupa bintik-bintik kehitaman menyebar di sekitar miselium, sedangkan pada isolat CSColl-3 dan CSColl-4 acervuli tidak terlihat karena tertutup oleh pertumbuhan miselia yang berwarna putih (Gambar 2). Bentuk koloni yang berbeda menunjukkan bahwa Colletotrichum yang diperoleh dari penelitian ini memiliki karakter morfologi yang berbeda. Namun demikian, perbedaan morfologi ini tidak selalu mengindikasikan perbedaan spesies. Hal ini disebabkan karena bentuk koloni yang berbeda terkadang dijumpai pada satu spesies Colletotrichum yang sama, seperti halnya pada Colletotrichum alienum, Colletotrichum aotearoa, dan Colletotrichum asianum (Weir et al., 2012).
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Gambar 2. Koloni miselium: A) isolat CSColl-2, B) isolat CSColl-3, C) isolat CSColl-4, dan D) isolat CSColl-7

Media merupakan sumber nutrisi untuk pertumbuhan dan proses hidup Colletotrichum. Beberapa media dilaporkan dapat digunakan untuk pertumbuhan patogen diantaranya Potato Dextrose Agar (PDA), Czapek’s Dox Agar (CDA), Sabouraud’s Agar Medium (SBA), Mango Leaf Extract Agar (MLE), Asthana and Hawcker’s Medium (AHM), V8 juice dan Malt Extract Agar (MEA). Dari semua media tersebut PDA merupakan media terbaik untuk pertumbuhan Colletotrichum (Lokare & Fatima, 2021). Berdasarkan hasil uji daya tumbuh, empat isolat Colletotrichum menunjukan pertumbuhan yang berbeda pada media PDA. Isolat CSColl-4 pertumbuhannya lebih cepat yaitu 6.4 mm/hari diikuti CSColl-2, CSColl-3, dan CSColl-7 (Tabel 1). Kecepatan tumbuh yang  rendah pada isolat CSColl-7 kemungkinan karena media PDA kurang baik untuk pertumbuhannya.      

Tabel 1. Pertumbuhan koloni isolat Colletotrichum spp. pada media PDA
	Isolat
	Diameter koloni 
(mm2)
	Kecepatan tumbuh (mm/hari)
x+Stderr

	
	5 hari 
(x+Stderr)
	
	9 hari 
(x+Stderr)
	

	CSColl-2
	53.0+0.4
	
	73.0+0.4
	5.3+0.4 b

	CSColl-3
	52.0+0.4
	
	68.0+0.4
	4.0+0.2 c

	CSColl-4
	60.3+0.5
	
	85.8+0.5
	6.4+0.2 a

	CSColl-7
	43.5+0.6
	
	51.5+0.6
	2.0+0.3 d


Angka-angka dalam satu kolom yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata berdasarkan DMRT 5%

Hasil pengamatan mikromorfologi menunjukkan bahwa konidia keempat isolat koleksi berbentuk silindris dengan warna hyaline yang menyerap warna biru ketika diberi pewarna lactofenol blue (Gambar 3). Bentuk konidia silindris tidak hanya dimiliki oleh satu spesies Colletotrichum tapi juga ditunjukkan oleh spesies lain. Bentuk silindris umumnya diproduksi oleh gloeosporioides kompleks dan acutatum kompleks. Oleh karena itu, penentuan spesies hanya berdasarkan bentuk konidia sulit dilakukan. Penelitian yang dilakukan oleh Silva et al. (2019) juga menghadapi kesulitan dalam menentukan spesies berdasarkan morfologi konidia. 
[image: ]















Gambar 3.	Konidia Colletotrichum: A)  isolat CSColl-2, B) isolat CSColl-3, C) isolat CSColl-4, dan D) isolat CSColl-7


Panjang dan lebar konidia tiap koleksi isolat Colletrotrichum terlihat pada Tabel 2. Isolat CSColl-7 memproduksi konidia terbesar dengan panjang x lebar rata-rata  17.5 + 0.4 m x 5.5 + 0.3 m. Isolat CSColl-2 menghasilkan konidia dengan  panjang x lebar rata-rata 13.4 + 0.3 m x 5.5 + 0.2 m. Sedangkan panjang x lebar rata-rata konidia isolat CSColl-3 dan CSColl-4 masing-masing 13.9 + 0.2 m x 4.1 + 0.1 m dan 15.8 + 0.3 m x 4.5 + 0.2  m.

Tabel 2. Dimensi konidia Colletotrichum isolat Cisasah, Ciapus

	Isolat
	Panjang (m)
(x+Stderr)
	Lebar (m)
(x+Stderr)

	CSColl-2
	13.4 + 0.3*
(11.815.1)**
	5.5 + 0.2 
(4.46.8)

	CSColl-3
	13.9 + 0.2 
(12.915.1)
	4.1 + 0.1 
(3.05.0)

	CSColl-4
	15.8 + 0.3 
(14.217.8)
	4.5 + 0.2 
(3.86.4)

	CSColl-7
	17.5 + 0.4 
(15.619.8)
	5.5 + 0.3 
(4.57.5)


*rataan + stderr; ** minimum – maksimum 


Identifikasi Molekuler
Hasil amplikasi DNA menggunakan ITS4/ITS5 menghasilkan produk PCR sebesar 600 bp (Gambar 4). Pita dengan ukuran tersebut muncul pada keempat isolat yang akan diidentifikasi. Hasil analisis BLASTn terhadap sekuens dari daerah ITS-rDNA menunjukkan bahwa isolat CSColl-2, CSColl-3, dan CSColl-4 memiliki kemiripan genetik dengan C. gloeosporioides dengan nilai query cover mencapai 100%, E-value 0.0, dan nilai identity masing-masing 100.00, 99.83, dan 100.00%. Sementara CSColl-7 memiliki kemiripan genetik dengan C. brevisporum dengan nilai query cover mencapai 100%, E-value 0.0, dan nilai identity 100.00% (Tabel 3). Nilai query yang tinggi mendekati 100%, E-value yang rendah mendekati 0.0, dan nilai identity mendekati 100% menunjukkan bahwa urutan DNA query memiliki tingkat kemiripan atau homologi yang tinggi dengan urutan DNA pada basis data (Claverie & Notredame, 2003).
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Gambar 4.	Hasil amplifikasi DNA menggunakan primer ITS5/ITS4
	1 kb = marker 1kb, 1 = CSColl-2, 2 = CSColl-2, 3 = CSColl-4, dan 4 = CSColl-7

Tabel 3.  Homologi  isolat koleksi dengan  pustaka genbank
	No
	Kode isolat
	Spesies
GenBank
	Nomor
aksesi

	Query
Cover
(%)
	E-value
	Ident
(%)

	ITS
	
	
	
	
	
	

	1
	CSColl-2
	Colletotrichum gloeosporioides
	KX197390.1
	100
	0.0
	100.00

	2
	CSColl-3
	Colletotrichum gloeosporioides
	KU593526.1
	100
	0.0
	99.83

	4
	CSColl-4
	Colletotrichum gloeosporioides
	MN565959.1
	100
	0.0
	100.00

	3
	CSColl-7
	Colletotrichum brevisporum
	KU319458.1
	100
	0.0
	100.00



  
Kemiripan genetik isolat koleksi dengan pustaka genbank juga tergambarkan dari hasil analisis filogeni (Gambar 5). Isolat CSColl-2, CSColl-3, dan CSColl-4 berada satu monofiletik dengan C. gloeosporioides, sedangkan isolat CSColl-7 satu monofiletik dengan C. brevisporum. 
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Gambar 5. Pohon filogeni sekuens ITS-rDNA dengan metode maximum likelihood menggunakan model Kimura 2 (Kimura, 1980) dengan bootstrap 1000x


Patogenisitas
Hasil pengamatan pada 6 hsi menunjukkan bahwa semua isolat Colletotrichum  yang diuji menyebabkan gejala antraknosa pada buah cabai. Buah yang diinokulasi Colletotrichum menunjukkan gejala kebasahan dengan membentuk kubah melengkung ke bagian dalam buah (Gambar 6), ciri-ciri gejala tersebut sesuai dengan yang dilaporkan oleh Ro et al. (2021).  Keempat isolat Colletotrichum menghasilkan gejala dengan luas yang berbeda secara nyata (Gambar 7). Luas gejala tertinggi terjadi pada buah yang diinokulasi isolat CSColl-2, diikuti berturut-turut oleh isolat CSColl-7, CSColl-4, dan CSColl-3. 
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Gambar 6. Patogenisitas Colletotrichum : A) isolat CSColl-2, B) Kontrol

















Gambar 7. Perbedaan luas gejala antraknosa oleh empat isolat Collettrichum spp.

Meskipun pada pengujian sebelumnya laju pertumbuhan di media PDA lebih rendah dari CSColl-3 dan CSColl-4, namun ternyata isolat CSColl-7 dapat menyebabkan gejala antraknosa yang lebih besar dibandingkan kedua isolat tersebut. Sementara pada isolat CSColl-2 dan CSColl-4 kemampuan tumbuh yang cepat pada media PDA diikuti dengan kemampuannya menimbulkan gejala antraknosa yang relatif luas.  Hal ini menunjukkan bahwa kecepatan tumbuh pada media biakan tidak selalu berhubungan dengan tingkat patogenisitas atau virulensi Colletotrichum. Perbedaan tingkat virulensi Colletotrichum salah satunya ditentukan oleh luas gejala yang muncul pada jaringan tanaman yang diinokulasi (Montri et al., 2009). Perbedaan luas gejala atraknosa oleh isolat asal Ciapus, Bogor ini dapat menjadi indikasi adanya keragaman virulensi Colletotrichum di lokasi tersebut.


PEMBAHASAHAN
Antraknosa merupakan penyakit yang umum terjadi di berbagai wilayah di dunia dimana cabai ditanam. Pada tanaman cabai, Colletotrichum yang sering menyebabkan penyakit antraknosa adalah C. acutatum (konidia lurus dengan ujung lancip), C. gloeosporioides (konidia lurus dengan ujung tumpul), dan C. capsici (konidia seperti bulan sabit) (Mongkolporn et al. 2010). Menurut Cannon et al. (2000), penyakit antraknosa pada suatu inang dapat disebabkan oleh lebih dari satu spesies Colletotrichum.
Berdasarkan hasil pengamatan secara morfologi diketahui bahwa keempat isolat yang diisolasi dari pertanaman cabai Ciapus, Bogor terindentifikasi sebagai Colletotrichum spp. Pada media PDA, pertumbuhan keempat isolat menghasilkan koloni miselia yang berbeda, yaitu ada yang berwarna putih dan juga keabuan dengan miselium berkapas. Konidia yang diproduksi oleh keempat isolat tersebut berbentuk lurus, berujung tumpul, dengan panjang dan lebar yang bervariasi. Dari isolat-isolat Colletotrichum tersebut, CSColl-7 memproduksi konidia dengan ukuran lebih besar dibandingkan dengan isolat CSColl-2, CSColl-3, dan CSColl-4.  Menurut Mongkolporn et al. (2010) konidia bentuk silindris dan berujung tumpul diproduksi oleh beberapa spesies Colletotrichum. Oleh karena itu, bentuk konidia dan koloni miselium tidak cukup untuk membedakan spesies Colletotrichum. Namun, hasil PCR dengan primer ITS5/ITS4 diikuti perunutan sekuens DNA hasil amplifikasi dapat mengidentifikasi keempat isolat penyebab penyakit antraknosa pada cabai di Ciapus, Bogor adalah C. gloeosporioides dan C. brevisprum. Hasil analisis BLASTn dan filogeni terhadap sekuens rDNA-ITS terkonfirmasi bahwa CSColl-7 yang ukuran konidianya besar teridentifikasi sebagai C. brevisporum. Sementara  ketiga isolat yang ukuran konidianya lebih kecil teridentifikasi sebagai C. gloeosporioides. Spesies ini merupakan spesies yang umum ditemukan dan menjadi penyebab antraknosa pada tanaman cabai di banyak negara. Sementara C. brevisporum adalah spesies Colletotrichum yang belum pernah dilaporkan menyerang  pertanaman cabai di Bogor. 

SIMPULAN DAN SARAN
Cendawan patogen yang menyebabkan penyakit antraknosa pada buah cabai di pertanaman cabai Ciapus, Bogor adalah C. gloeosporioides dan C.brevisporum. Temuan spesies C. brevisporum yang menyerang tanaman cabai dari penelitian ini perlu ditindak lanjuti untuk mengetahui sebaran dan potensi kerusakan yang ditimbulkannya.
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