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ABSTRACT
Colletotrichum is one of phytopathogenic fungi causing large economic losses in more than 3000 plant species in the
world. Colletotrichum causes anthracnose disease with sunken and concentric ring-shaped of necrosis symptoms
on leaves and fruits. Chilli production has reported to have yield losses 10%-80% and production of Acacia spp.
experiencing losses at the nursery stage due to anthracnose. Mycovirus is a biological control agent that has potential
to develop through its hypovirulence effect generated on host pathogenic fungi. Mycovirus infect host fungi and
replicate rapidly in host cells also can be transmitted through horizontal and vertical transmission. This research was
purposed to detect the existence of mycoviruses in hypovirulent Colletotrichum. Stages of this research comprised
Colletotrichum isolation, colony morphological observation, virulence assay on apples fruit, and RNA analysis
included RNA extraction based on PrestoTM Mini RNA Yeast Kit protocol and RNA visualization on agarose gel
using UV transilluminator. The results of RNA visualization showed the existence of specific RNA bands outside
rRNA and tRNA bands in D3 and D9 isolates which were considered as RNA bands of mycovirus. The specific RNA
bands in D3 isolate sized around 2 kbp and 3 kbp while D9 isolate showed specific RNA bands sized around 0.6 kbp
and 3 kbp.
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PENDAHULUAN mencapai 65% (Salim 2012). Antraknosa menyebabkan

Colletotrichum merupakan salah satu kelompok
patogen tanaman penting yang menyebabkan kerugian
ekonomi yang besar di daerah tropis dan subtropis
(Sakinah et al. 2014). Colletotrichum menyebabkan
penyakit antraknosa pada lebih dari 3200 spesies
monokotil dan dikotil. Infeksi jamur patogen ini juga
menyebabkan kerugian pasca panen hingga 100%
(Campo et al. 2016). Colletotrichum merupakan patogen
tular biji yang dapat bertahan di tanah (Sahitya et al.
2014). Penyebaran Colletotrichum didukung oleh kondisi
basah, hangat, percikan hujan, dan angin yang lembab
(Sharma dan Kulshrestha 2015).

Penelitian Saxena et al. (2016) melaporkan bahwa
penurunan produksi cabai terbesar disebabkan oleh
penyakit antraknosa atau busuk buah. Cabai yang
terinfeksi Colletotrichum mengalami kerugian hasil
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kerusakan pada buah yang matang berupa busuk buah
berbentuk jaringan nekrosis cekung dengan cincin
konsentris, baik di lapang maupun di dalam
penyimpanan dengan kondisi yang baik (Saxena et al.
2016). Gejala lain yang muncul pada tanaman tahunan
seperti Acacia spp. berupa nekrosis pada ujung daun
dan bercak daun (Thu et al. 2010). Kerugian yang besar
terjadi akibat serangan ketika pembibitan bahkan
mengakibatkan kematian pada bibit.

Pengendalian patogen Colletotrichum spp. perlu
dilakukan untuk mengurangi kerugian hasil tanaman.
Pengendalian hayati merupakan salah satu teknik
pengendalian yang berpotensi untuk dikembangkan
dengan memanfaatkan agens hayati. Oo dan Oh (2016),
menjelaskan bahwa teknik pengendalian hayati
merupakan solusi untuk mengatasi efek negatif dari
pengendalian secara kimia. Pengendalian hayati lebih
dipilih karena ramah lingkungan dan tidak menimbulkan
residu berbahaya (Soesanto 2013).

Pemanfaatan mikovirus merupakan salah satu

alternatif pengendalian hayati yang potensial. Mikovirus
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dapat menginfeksi jamur fitopatogen dan melemahkan
virulensinya. Mikovirus dapat bereplikasi dengan cepat
di dalam sel jamur fitopatogen (Kumar dan Chandel
2016). Hipovirulensi akibat infeksi mikovirus dapat
ditularkan ke jamur lain yang kompatibel melalui
transmisi mikovirus secara vertikal dengan sporulasi dan
horizontal dengan anastomosis hifa dan pembelahan sel
(Wang et al. 2017).

Cryphonectria hipovirus 1 (CHV1) merupakan contoh
virus jamur terkait hipovirulensi yang berhasil digunakan
untuk mengendalikan penyakit hawar kastanye di Eropa
(Ghabrial et al. 2015). Rosellinia necatrix megabirnavirus
1 dari jamur busuk akar putih Rosellinia necatrix juga
menunjukkan potensi signifikan sebagai kontrol biologis
(Yu et al. 2013). CcFV-1 (Colletotrichum camelliae
filamentous virus 1) merupakan mikovirus yang
ditemukan pada Colletotrichum camelliae yang dapat
merusak homeostasis seluler inang, menyebabkan
hipovirulensi, dan mempengaruhi morfologi inang seperti
produksi dan distribusi pigmen, laju pertumbuhan, dan
pembentukan cincin hifa (Jia et al. 2017).

Eksplorasi mikovirus di Indonesia telah mulai dirintis
namun belum banyak dilakukan (Supyani 2017).
Penelitian ini  bertujuan mendeteksi keberadaan
mikovirus pada Colletotrichum hipovirulen. Sebanyak 14
isolat hipovirulen dari total 36 isolat Colletotrichum
dilakukan deteksi RNA untuk mendeteksi keberadaan
RNA mikovirus. Upaya tersebut dilakukan sebagai
tahapan awal dalam pengembangan mikovirus sebagai
kandidat agens pengendalian hayati Colletotrichum
virulen.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan pada Februari sampai
September 2018 di Laboratorium Pathology dan Ruang
PCR, Plant Protection Department, R&D PT. Arara
Abadi, Sinarmas Forestry, Riau. Tahapan dalam
penelitian ini terdiri dari isolasi Colletotrichum,
pengamatan morfologi koloni, uji virulensi, dan analisis
RNA. Colletotrichum diisolasi dari buah cabai asal
Bukittinggi dan daun Acacia mangium asal Palembang
yang bergejala antraknosa.

Isolasi Colletotrichum dilakukan dengan memotong
buah dan daun sebesar 5 x 5 mm pada sebagian
jaringan bergejala antraknosa dan sebagian jaringan
yang sehat. Bagian yang telah dipotong disterilisasi
dengan direndam clorox selama 2 menit kemudian
dibilas dengan air steril sebanyak dua kali (Photita et al.
2005). Potongan buah dan daun selanjutnya dikeringkan
di atas tisu steril. Potongan yang sudah kering
dikulturkan pada PSA sebanyak dua ulangan dan
diinkubasi dalam inkubator dengan suhu +26°C selama
7 hari. lIsolat yang tumbuh diseleksi berdasarkan
karakter Colletotrichum untuk disubkultur menjadi isolat
murni.

Pengamatan morfologi koloni dilaksanakan dengan
mengkulturkan miselia Colletotrichum pada PSA dengan
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satu titik tepat di tengah cawan petri berdiameter 9 cm.
Setiap kode isolat dikultur sebanyak tiga ulangan
selanjutnya diinkubasi dalam inkubator dengan suhu
+26°C. Pengamatan diameter koloni dan karakter
morfologi koloni dilakukan setelah 7 hari inkubasi
(Sakinah et al. 2014). Pengamatan karakter morfologi
meliputi pigmentasi, bentuk, tepian, tekstur, elevasi, dan
opasitas.

Uji virulensi dilakukan pada buah apel hijau (Granny
Smith) yang dicuci dengan air dan sabun untuk
menghilangkan lapisan lilin kemudian disemprot alkohol
70% dan diusap. Buah apel dilubangi menggunakan
cork borer sedalam 5 mm sebanyak empat titik lubang
inokulasi dengan posisi menyebar seimbang. Tiga
lubang diinokulasi isolat Colletotrichum dengan kode
yang berbeda secara acak dan satu lubang tidak
diinokulasi (kontrol). Setiap kode isolat memiliki tiga
ulangan yang terletak pada tiga buah apel yang berbeda.
Posisi inokulum dihadapkan pada jaringan dan ditekan
dengan jarum ose sampai terjadi kontak dengan jaringan
buah apel. Lubang ditutup dengan lakban bening. Buah
apel diinkubasi di dalam inkubator dengan suhu +26°C.
Diameter lesio diamati pada hari ke 14 setelah inokulasi.

Analisis RNA meliputi ekstraksi dan visualisasi RNA.
Miselia Colletotrichum diekstraksi berdasarkan protokol
Presto™ Mini RNA Yeast Kit. Sampel RNA yang telah
diekstraksi dan loading dye dicampur dengan
perbandingan 12:3 pL kemudian dipindah ke dalam
sumuran gel agarose 1% yang direndam TAE DEPC 1x.
Marker 100 bp DNA ladder ditambahkan pada salah satu
sumuran sebanyak 3 pL. RNA dielektroforesis selama 25

menit dengan tegangan 100 volt. RNA hasil
elektroforesis divisualisasi menggunakan uv
Transilluminator. Peubah yang diamati adalah

keberadaan RNA mikovirus ketika visualisasi RNA total.
Pita RNA yang muncul selain rRNA dan tRNA
merupakan RNA asing yang dapat diduga sebagai
genom mikovirus.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolat Colletotrichum yang digunakan pada penelitian
ini memiliki karakter koloni yang beragam. Hasil
pengamatan morfologi koloni 36 isolat Colletotrichum
menunjukkan pengelompokan isolat menjadi tiga grup
berdasarkan warna koloninya (Gambar 1).
Pengelompokan tersebut terdiri dari 13 isolat berwarna
abu-abu kehijauan, 13 isolat berwarna jingga, dan 10
isolat berwarna putih.
Isolat dengan warna koloni abu-abu kehijauan adalah
isolat yang berasal dari daun A. mangium. Kebanyakan
isolat yang diisolasi dari buah cabai asal Bukittinggi
memiliki warna koloni jingga sedangkan isolat yang
diisolasi dari buah cabai asal Boyolali dan Karanganyar
kebanyakan memiliki warna koloni putih. Morfologi koloni
Colletotrichum bervariasi di dalam maupun diantara
kelompoknya berdasarkan media kulturnya, substrat dan
suhu, dan faktor-faktor lain (Contreras 2006, Martinez et
al. 2009).
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Gambar 1. Koloni Colletotrichum yang ditumbuhkan
pada PSA selama 7 hari: grup A berwarna jingga, grup
B berwarna abu-abu kehijauan, grup C berwarna putih,
(a) tampilan atas koloni pada PSA, (b) tampilan bawah
koloni pada PSA, dan (c) hasil pengamatan mikroskopis
konidia Colletotrichum spp.

Grup A secara umum memiliki koloni berwarna jingga
dengan tekstur halus, tepian siliat, elevasi timbul, dan
opasitas buram. Konidia dari grup A memiliki kemiripan
seperti C. gloeosporioides yaitu uniseluler, hialin, lurus,
berbentuk silindris dan bulat di ujung atau sedikit sempit
di salah satu ujung (Kim et al. 2009) serta koloninya
berwarna jingga pucat hingga pink-jingga (Weir et al.
2012). Grup A meliputi isolat dengan kode C2-C13,
179C, dan B1.16.

Grup B cenderung memiliki koloni berwarna abu-abu
kehijauan dengan bentuk koloni konsentris, tepian siliat,
tekstur kasar, elevasi seperti tombol, dan opasitas
buram. Grup B memiliki kemiripan sifat dengan C.
capsici yang memiliki bentuk konidia memanjang
dengan ujung meruncing berbentuk sabit (falcate) serta
warna koloni putih hingga abu-abu dengan hijau gelap di
bagian tengahnya (Than et al. 2008). Grup B meliputi
isolat dengan kode 178C, 183C, C1, dan D1-D10.

Grup C secara umum memiliki warna koloni putih
dengan bentuk koloni bundar, tepian siliat, tekstur kasar,
elevasi timbul, dan opasitas buram. Karakteristik grup C
cenderung mirip pada C. acutatum dengan konidia
bersifat uniseluler, hialin, lurus, berbentuk fusiform dan
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meruncing di setiap ujungnya (Kim et al. 2009) serta
warna koloni krem hingga putih (Abera et al. 2016). Grup
C meliputi B1.4, B1.11, B1.14, B1.17, K1.2, K1.3, K1.5,
K1.6, dan K1.7. Ciri-ciri umum jamur dari genus
Colletotrichum yaitu memiliki hifa bersekat dan
bercabang serta menghasilkan konidia yang transparan
dan memanjang dengan ujung meruncing (Dickman
1993).

Perbedaan warna koloni isolat Colletotrichum
memiliki hubungan dengan virulensinya. Berdasarkan uji
virulensi pada buah apel, isolat dengan koloni berwarna
jingga dan putih cenderung memiliki virulensi sedang
hingga tinggi. Koloni isolat dengan warna abu-abu
kehijauan cenderung memiliki virulensi rendah atau
hipovirulen (Gambar 2).

Karakter morfologi juga diamati berdasarkan
pertumbuhan diameter koloninya. Data pertumbuhan
koloni 36 isolat Colletotrichum ditunjukkan oleh diameter
koloni yang ditumbuhkan pada PSA selama 7 hari. Hasil
analisis korelasi antara rata-rata diameter koloni in vitro
dan rata-rata diameter lesio pada apel memiliki nilai R
sebesar 0.41 (Gambar 3). Hal tersebut menunjukkan
korelasi yang rendah antara kecepatan tumbuh dan
virulensi Colletotrichum. Isolat dengan virulensi tinggi
belum tentu memiliki pertumbuhan koloni yang cepat
dan isolat yang hipovirulen belum tentu pertumbuhan
koloninya lambat. C. acutatum dilaporkan memiliki
pertumbuhan koloni paling lambat tetapi menghasilkan
diameter lesio yang besar sedangkan C. gloeosporioides
memiliki pertumbuhan koloni cepat namun diameter
lesio yang dihasilkan lebih kecil bahkan ada yang tidak
menimbulkan gejala pada buah cabai (Than et al. 2008).
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Gambar 2. Pola antara warna koloni Colletotrichum in vitro dan diameter lesio pada apel: (A) hipovirulen, (B) virulensi

sedang, dan (C) virulensi tinggi
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Virulensi Colletotrichum pada buah apel bervariasi
yang diukur berdasarkan ukuran diameter lesio yang
dihasilkan tiap isolatnya. Lesio berupa jaringan nekrosis
dengan munculnya acervuli berwarna hitam atau jingga
pada beberapa isolat. Menurut Montri et al. (2009), skala
virulensi untuk mengukur reaksi inang terhadap
kerusakan yang disebabkan oleh patogen ditunjukkan
oleh ukuran lesio serta eksistensi acervuli dan jaringan
nekrosis.

Colletotrichum yang diinokulasikan pada apel
memiliki tingkat virulensi beragam yang meliputi rendah,
sedang, dan tinggi. Isolat dengan virulensi rendah
memiliki diameter lesio antara 0.8-1.8 cm. Isolat dengan
virulensi sedang memiliki kisaran diameter lesio antara
1.9-3.0 cm, sedangkan diameter lesio >3 cm
menunjukkan isolat dengan virulensi tinggi. Sebanyak 14
isolat yang dikategorikan  bervirulensi  rendah
(hipovirulen) dijadikan sebagai kandidat untuk analisis
RNA Total dan dua isolat dengan virulensi paling tinggi
digunakan sebagai kontrol (Gambar 4).

Pemilihan kandidat didasarkan pada hipovirulensi
isolat  karena  isolat  hipovirulen  berpeluang
mengindikasikan adanya infeksi mikovirus yang dapat
dimanfaatkan sebagai agens pengendalian hayati.
Infeksi mikovirus pada jamur dapat menyebabkan efek
fenotip seperti hipovirulensi atau fenomena mematikan
inangnya (Sande et al. 2010). Penelitian-penelitian
sebelumnya melaporkan mikovirus telah diisolasi dari
strain hipovirulen. Elemen dsRNA mikovirus telah
diekstraksi dari Sclerotinia sclerotiorum strain 91 yang
hipovirulen (Boland 1992). Virus dsRNA bipartit baru
(BpRV1) telah diisolasi dari Botrytis porri strain

hipovirulen (GarlicBc-72) (Wu et al. 2012). Hubungan
antara mikovirus dan hipovirulensi telah dikonfirmasi
sepenuhnya dari CHV1 (Cryphonectria hypovirus 1)

yang

merupakan penyebab hipovirulensi pada

Gambar 4. Karakter koloni dan virulensi Colletotrichum:
B1.16 dan C13 adalah dua isolat dengan virulensi paling
tinggi; D1-D10, C1, K1.3, K1.6, 183C adalah isolat
hipovirulen; (A) karakter koloni yang ditumbuhkan pada
PSA selama 7 hari; (B) lesio pada apel hijau 14 hari
setelah inokulasi
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Analisis RNA total meliputi ekstraksi dan visualisasi
RNA dari miselia Colletotrichum hipovirulen yang
bertujuan untuk mendeteksi keberadaan RNA mikovirus.
Pita RNA yang nampak dalam visualisasi yaitu pita
ribosomal RNA (rRNA) dengan ukuran 0.9-1.5 kbp.
rRNA memiliki proporsi 80-90% dari total RNA seluler
sehingga muncul dan terlihat lebih jelas daripada tRNA
dan mRNA ketika visualisasi (Eun 1996). mRNA tidak
terlihat pada hasil visualisasi disebabkan mRNA lebih
sensitif untuk terdegradasi daripada rRNA (Enke 2016),
proporsi mMRNA sangat rendah serta mRNA memiliki
ukuran yang heterogen. Pita lain berupa pita transfer
RNA (tRNA) berukuran 0.2-0.3 kbp yang berada di
bagian bawah kolom pita namun tidak selalu muncul
serta pita selain rRNA dan tRNA yang diduga merupakan
pita RNA mikovirus.

Hasil analisis RNA total menunjukkan dari 14 isolat
Colletotrichum  hipovirulen terdeteksi dua isolat
hipovirulen yang menunjukkan pola pita RNA spesifik.
Isolat D3 menunjukkan adanya pola pita RNA spesifik
dengan ukuran sekitar 3 kbp dan 2 kbp sedangkan pita
RNA spesifik isolat D9 berukuran sekitar 3 kbp dan 0.6
kbp (Gambar 5). Pola pita RNA spesifik selain rRNA dan
tRNA juga telah ditemukan pada Fusarium strain C15
dengan ukuran sekitar 1 kbp dan 0.8 kbp yang
mengindikasikan keberadaan mikovirus (Supyani dan
Widadi  2015). Genom  mikovirus pada C.
gloeosporioides dilaporkan memiliki ukuran pita dsRNA
2.63-3.397 kbp (Zhong et al. 2016) dan 0.99-2.444 kbp
dsRNA pada C. camelliae (Jia et al. 2017).

Kualitas hasil visualisasi yang baik ditunjukkan
dengan kenampakan pita rRNA yang tajam dan
seragam. Pita D6 memiliki rRNA dengan konsentrasi
rendah sehingga terlihat samar walaupun telah
diekstraksi dan divisualisasi berulang kali dengan variasi
jumlah dan sumber miselia. Hasil pita RNA dengan
ketebalan yang bervariasi dapat disebabkan oleh
perbedaan sel atau RNA yang hilang selama isolasi
(Farnsworth et al. 2004).

Gambar pola pita hasil visualisasi RNA memiliki
kualitas kurang baik yang ditunjukkan oleh smear pada
seluruh  isolat. Smear pada jalur sumuran
mengindikasikan degradasi RNA oleh RNase walaupun
ada upaya untuk mengurangi kontaminasi RNase
(Farnsworth et al. 2004). Smear juga dapat disebabkan
oleh kontaminasi genom DNA yang muncul sebagai pita
dengan berat molekul tinggi atau berada di bagian atas
kolom pita yang mendekati sumuran (Enke 2016).

Isolat-isolat lain yang tidak menunjukkan adanya pita
spesifik RNA mikovirus kemungkinan hipovirulensinya
disebabkan oleh faktor genetik. Isolat yang hipovirulen
memiliki dua kemungkinan yaitu disebabkan oleh infeksi
mikovirus atau hipovirulen secara genetik (Ogoshi 1987,
Ghabrial 2001). Hasil ekstraksi dan visualisasi RNA ini
masih perlu dikonfirmasi melalui ekstraksi dan
visualisasi dsRNA untuk memastikan keberadaan
mikovirus RNA. Figueiredo et al. 2012 menjelaskan
bahwa kehadiran dsRNA dalam jamur dapat ditunjukkan
oleh beberapa proses setelah ekstraksi dan pemurnian
asam nukleat total seperti kromatografi kolom selulosa
serta pemberian DNAse | dan Nuclease Sl.
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Infeksi mikovirus pada jamur patogen tanaman dapat
menimbulkan efek fenotip seperti menurunnya laju
pertumbuhan koloni (Buck 1986, Kumar dan Chandel
2016). Pertumbuhan koloni isolat D3 dan D9 tergolong
cepat yaitu masing-masing memiliki diameter koloni 7 cm
dan 6.9 cm pada hari ke-7 setelah kultur. Hal ini
menandakan infeksi  kriptik mikovirus terhadap
pertumbuhan koloni isolat D3 dan D9. Kebanyakan
dsRNA dilaporkan tidak mempengaruhi perubahan
pigmentasi atau morfologi koloni pada PDA (lkeda et al.
2004). Efek fenotip dari beberapa mikovirus pada
inangnya tidak diketahui atau tidak mudah terlihat yang
secara umum dianggap sebagai infeksi laten atau
disebut infeksi kriptik (van Diepeningen et al. 2008).

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Ditemukan pola pita RNA spesifik pada isolat
Colletotrichum  hipovirulen D3 dan D9 yang
mengindikasikan pita RNA mikovirus. Pola pita RNA
spesifik pada isolat D3 memiliki ukuran sekitar 2 kbp dan
3 kbp sedangkan pada isolat D9 berukuran 0.6 kbp dan
3 kbp.

Saran

Penelitian lanjut untuk mengkaji transmisi serta
mengkarakterisasi RNA mikovirus yang telah ditemukan
perlu dilakukan sebagai rangkaian upaya
pengembangan agens pengendalian hayati isolat virulen
menggunakan mikovirus. Penelitian ekstraksi dan
visualisasi DNA pada isolat Colletotrichum perlu
dilakukan untuk mendeteksi keberadaan mikovirus
dengan genom DNA.
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