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ABSTRAK

Penyakit hawar daun yang disebabkan oleh cendawan patogen Phytophthora infestans merupakan
penyakit yang paling penting pada tanaman kentang di Indonesia. Pengendalian yang ramah lingkungan
terhadap penyakit dengan memanfaatkan cendawan antagonis 7richoderma spp. perlu dicobakan. Tujuan
penelitian ialah mendapatkan isolat 7richoderma yang efektif mengendalikan pertumbuhan P. infestans
secara in vitro. Cendawan antagonis diisolasi dari rhizosfer tanaman kentang di daerah Lembang,
Bandung, Propinsi Jawa Barat, dengan metode pengenceran berseri, sedangkan cendawan patogen
diisolasi langsung dari daun kentang yang terinfeksi P. infestans. Daya hambat pertumbuhan P, infestans
oleh Trichoderma spp. diuji dengan metode biakan ganda dalam medium agar-agar V-8 pada suhu 18 °C
selama 8 hari. Hasil isolasi cendawan antagonis diperolah 7. viride (2 isolat), T. harzianum (1 isolat),
T. aureoviride (5 isolat) dan T. atroviride (1 isolat). Semua isolat Trichoderma mampu menghambat
pertumbuhan P. infestans secara in vitro dengan tingkat penghambatan yang bervariasi. Daya hambat
tertinggi adalah oleh cendawan T viride isolat Ti 9, yaitu sebesar 68.6% pada 8 hari setelah inkubasi.

Kata kunci: cendawan antagonis, metode biakan ganda, penyakit hawar daun,
rhizosfer tanaman kentang,

ABSTRACT

Late blight disease on potato caused by a plant pathogenic fungus (Phytophthora infestans) is
the most important disease in Indonesia. The use of antagonist fungi Trichoderma is an environmentally
friendly technology to control the potato disease. The purpose of this study was to determine the ability of
Trichoderma spp. to control P. infestans in vitro. Trichoderma spp. have been isolated from suppressive
soil at central potato areas in district of Lembang, Bandung, West Java Province. To determine the
inhibition ability of Trichoderma spp against P. infestans, a dual culture method was performed. Variable
observed was inhibition zone of Trichoderma spp. against P. infestans. The results showed that 9 isolates
of Trichoderma were successfuly isolated from suppressive soil, i.e. 7. viride (2 isolates), T. atroviride
(1 isolate), T. harzianum (1 isolate) and 7. aureoviride (5 isolates). All the Trichoderma isolates revealed
growth inhibition ability against P. infestans. The highest growth inhibition (68.6%) was observed by T.
viride isolate ( Ti 9).
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PENDAHULUAN

Penyakit hawar daun disebabkan oleh
cendawan Phytophthora infestans merupakan
penyakit utama tanaman kentang di Indonesia.
Kehilangan hasil akibat penyakit tersebut
dapat mencapai 100% pada jenis tanaman yang
rentan dan juga pada keadaan lingkungan yang
mendukung pertumbuhan cendawan patogen
tersebut (Ambarwati et al. 2012). Pengendalian
secara hayati menjadi perhatian saat ini karena
bersifat ramah lingkungan. Pengendalian
penyakit hawar daun menggunakan cendawan
antagonis Trichoderma spp. sangat berpotensi
dilakukan karena Trichoderma spp. terbukti
dapat mengendalikan pertumbuhan cendawan
patogen pada banyak jenis tanaman budi
daya. T. viride efektif untuk mengendalikan
cendawan patogen busuk batang tanaman
vanili (Rachmawati et al. 1995). Trichoderma
harzianum menghasilkan antibiotik volatil
yang mampu mengendalikan pertumbuhan
cendawan Rhizoctonia solani (Lo et al. 1997).

Genus Trichoderma paling banyak diteliti
sebagai agens hayati untuk mengendalikan
berbagai penyakit tanaman. 7. harzianum
dan T viride telah  dikomersialkan
untuk mengendalikan cendawan Fusarium,
Rhizoctonia, dan Pythium penyebab penyakit
busuk akar dan rebah kecambah (Alabouvette
et al. 2006). Trichoderma mudah ditemukan
pada ekosistem tanah dan rhizosfer perakaran
tanaman yang mengandung banyak senyawa
organik. Cendawan tersebut bersifat avirulen
terhadap tanaman inang serta bersifat
mikoparasit pada cendawan patogen (Harman
et al. 2004). Cendawan antagonis Trichoderma
mudah diperoleh dari rhizosfer tanaman
kentang sehat (Purwantisari dan Hastuti 2009).

Mekanisme Trichoderma spp. dalam
mengendalikan cendawan patogen ialah
kompetisi, antibiosis, bersifat mikoparasit,
dan memproduksi beberapa jenis metabolit
sekunder yang berfungsi memacu pertahanan
tanaman dengan mekanisme ketahanan
terimbas (Harman 2006). Selain itu
Trichoderma spp. memiliki kelebihan mudah
diisolasi, mempunyai daya adaptasi yang
luas, dan dapat tumbuh dengan cepat pada
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berbagai substrat (Widyastuti 2007). Tujuan
penelitian ialah memperoleh cendawan
antagonis Trichoderma spp. dari rhizosfer
tanaman kentang yang efektif mengendalikan
pertumbuhan P, infestans secara in vitro.

BAHAN DAN METODE

Isolasi P. infestans

P infestans diisolasi dari daun kentang
yang menunjukkan gejala penyakit hawar
daun di kebun percobaan Balai Penelitian
Tanaman Sayuran (BALITSA) di Desa
Cikole, Kecamatan Lembang, Kota Bandung,
Provinsi Jawa Barat. Gejala penyakit hawar
daun dicirikan berupa bercak nekrosis pada
tepi daun yang terdapat di bagian bawah
tanaman. Isolasi P. infestans dilakukan dengan
memotong bagian daun yang berbatasan antara
jaringan sakit dan yang sehat. Potongan daun
dicuci dengan alkohol 70% selama 1 menit dan
dibilas dengan akuades steril 2 kali masing-
masing 1 menit, kemudian dikeringkan di atas
tisu steril. Potongan daun yang sudah kering
ditanam pada medium agar-agar V-8 dan
diinkubasikan pada suhu 18 °C selama 8 hari.
Koloni cendawan yang tumbuh diidentifikasi
berdasarkan karakter morfologinya yang
disesuaikan dengan deskripsi Alexopolous et
al. (1996) dan Barnett dan Hunter (2006).

Isolasi dan Identifikasi Trichoderma.

Sampel tanah diambil dari lahan endemik
penyakit hawar daun kentang di Balai Benih
Kentang di Desa Kledung, Kecamatan
Kledung, Kabupaten Temanggung, Provinsi
Jawa Tengah dan di BALITSA di Desa Cikole,
Lembang. Sampel tanah berasal dari daerah
perakaran tanaman kentang yang sehat pada
kedalaman 10 cm. Dari setiap lokasi diambil
3 sampel masing-masing sebanyak 10 g tanah
dan diulang 3 kali dengan metode acak terpilih.
Sampel tanah diambil menggunakan bor tanah
dengan jarak 5 cm dari pangkal batang dengan
kedalaman 10-15 cm. Pada setiap sampel
tanaman diambil 3 titik sampel tanah dengan
bobot masing-masing = 20 g. Sampel tanah
dari kedua lahan digabungkan sebagai contoh
komposit.
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Cendawan diisolasi dari tanah rhizosfer
tanaman kentang dengan metode pengenceran
berseri. Sebanyak 1 mL suspensi pada
pengenceran 107, 10, dan 10° dituangkan
pada medium agar-agar dekstrosa kentang
(ADK) dan malt ekstrak agar (MEA) yang
telah ditambahkan antibiotik kloramfenikol
(100 mg L") dan diinkubasi selama 48 jam.
Koloni yang tumbuh dengan ciri cendawan
berbeda, dipindah ke dalam medium ADK/
MEA baru sehingga didapatkan biakan
murni. Biakan murni isolat cendawan endofit
diidentifikasi secara morfologi menggunakan
buku identifikasi Gams dan Bissett (1998),
Ganjar et al. (1999), Watanabe (2002), dan
Barnett dan Hunter (2006).

Uji Antagonis

Uji antagonis dilakukan secara in vitro
dengan metode biakan ganda pada medium
agar-agar V-8. Isolat Trichoderma dan P
infestans dibiakkan dalam satu cawan petri.
Uji antagonis menggunakan metode biakan
ganda dengan perbandingan 1:1 dalam
1 cawan petri atau modifikasi co-culture
method dan masing-masing perlakuan diulang
3 kali. Koloni P infestans diinokulasikan
dalam medium agar-agar V-8 terlebih dahulu,
3 hari sebelum inokulasi koloni Trichoderma
spp. Isolat Trichoderma spp. ditumbuhkan
pada cawan petri pada sisi yang berlawanan
dengan jarak 4 cm dari koloni patogen dan
diinkubasi selama 8 hari dalam inkubator
dengan suhu 18 °C. Sebagai kontrol ialah
medium agar-agar V-8 yang hanya diinokulasi
dengan P. infestans. Peubah yang diamati ialah
jari-jari/ diameter koloni dari kedua isolat
cendawan diukur setiap 24 jam sampai 8 hari
setelah inokulasi (HSI). Persentase hambatan
pertumbuhan cendawan Trichoderma spp
dihitung berdasarkan rumus:

P= %X 100%, dengan

P, persentase penghambatan pertumbuhan
(%); rl, jari-jari koloni cendawan patogen
P. infestans yang menjauhi koloni cendawan
antagonis Trichoderma; 12, jari-jari koloni
cendawan patogen P. infestans yang mendekati
koloni cendawan antagonis Trichoderma.
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HASIL

Isolat P. infestans

Koloni P infestans yang diperoleh
dari hasil isolasi terlihat seperti kelopak
bunga, berwarna putih menyerupai kapas,
pertumbuhan koloni melingkar konsentris,
miselium lembut yang bagian ujungnya lebih
tebal, bagian tepi koloni bergerigi, warna
dasar koloni putih dan memenuhi cawan
petri. Hifa P infestans tidak bersekat dan
tidak beraturan, sporangiofor tidak berwarna
dan tidak bersekat. Sporangium berdinding
tipis, tidak berwarna, berbentuk oval,
berpapila, pada ujungnya seperti buah lemon
pada ujung sporangiofornya dan berukuran
21-38 x 12-23 pum. Sporangiofor membesar
di beberapa titik (lebar 5 pm) dan bercabang
simpodial. Ciri-ciri tersebut di atas merupakan
ciri khas dari P infestans. Di dalam
sporangium kadang terdapat zoospora yang
siap dikeluarkan.

Keanekaragaman jenis Trichoderma

Hasil isolasi dari rhizosfer tanaman kentang
sehat, didapatkan 14 isolat. Sebanyak 9 isolat
yang didapatkan diidentifikasi sebagai genus
Trichoderma spp. (Tabel 1). Berdasarkan ciri
morfologi yang ada, 9 isolat Trichoderma
tersebut terdiri atas 4 spesies, yaitu T
aureoviride (5 isolat), T. viride (2 isolat),
T atroviride (1 isolat) dan T harzianum
(1 isolat). Warna koloni 9 isolat Trichoderma
hampir sama. Pada awal perkembangan,
koloni berwarna putih , kemudian berangsur-
angsur menjadi hijau muda dan berwarna hijau
tua pada akhir pengamatan (8 HSI), terutama
pada bagian yang banyak konidianya. Semua
jenis cendawan Trichoderma hasil isolasi
mempunyai karakteristik mikroskopis sebagai
berikut konidiofor dengan percabangan yang
membentuk piramida, bagian bawah cabang
lateral berulang-ulang, yang semakin ke ujung
percabangannya semakin pendek (Tabel 2).
Kemampuan antagonis cendawan
antagonis Trichoderma spp.

Persentase hambatan oleh Trichoderma
spp. terhadap pertumbuhan P. infestans dari
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Tabel 1 Keanekaragaman cendawan Trichoderma dalam rhizosfer tanaman kentang sehat

Kode Isolat Jenis cendawan Lokasi Mekanisme penghambatan
Til Trichoderma aureoviride ~ Cikole Lembang Kompetisi ruang dan nutrisi
Ti2 Trichoderma aureoviride ~ Cikole Lembang Kompetisi ruang dan nutrisi
Ti3 Trichoderma harzianum Kedu Temanggung Kombinasi kompetisi ruang,
nutrisi dan antibiosis
Ti 4 Trichoderma atroviride Kedu Temanggung Kombinasi kompetisi ruang,
Ti5 Trichoderma aureoviride ~ Cikole Lembang nutrisi dan antibiosis
Ti6 Trichoderma aureoviride ~ Cikole Lembang Kompetisi ruang dan nutrisi
Ti7 Trichoderma aureoviride ~ Cikole Lembang Kompetisi ruang dan nutrisi
Ti 8 Trichoderma viride Kedu Temanggung  Kompetisi ruang dan nutrisi
Kombinasi kompetisi ruang,
Ti9 Trichoderma viride Kedu Temanggung nutrisi dan antibiosis

Kombinasi kompetisi ruang,
nutrisi dan antibiosis

Tabel 2 Deskripsi spesies cendawan Trichoderma dari rhizosfer tanaman kentang sehat

Cendawan Deskripsi morfologi cendawan Gambar
endofit
Trichoderma  Koloni  pada media MEA berwarna hijau tua,

aureoviride permukaannya lembut dan berbentuk bulat yang
membentuk zona lingkaran seperti cincin yang terlihat
dalam cahaya. Konidiofor bercabang, fialid pendek,
tebal dan vertikal sedangkan konidia berada pada setiap
fialid, berwarna hijau dan berbentuk oval.

Trichoderma  Pertumbuhan koloni mula-mula berwarna putih dan

atroviride menjadi hijau setelah 5 hari, permukaan granulary,
reverse of colony putih, koloni yang bulat membentuk
zona lingkaran seperti cincin yang terlihat dalam
cahaya. Konidia berwarna putih dan menjadi hijau pucat
(dull green) dengan bertambahnya hari. Konidiofor
bercabang, fialid bentuk labu menggembung di
ujungnya, dan konidia sub globose.

Trichoderma  Koloni berwarna putih dan hijau tua (PDA) dan

viride berwarna kuning dalam medium MEA (reverse colony).
Bentuk koloni bulat yang membentuk zona lingkaran
seperti cincin yang terlihat dalam cahaya. Konidiofor
bercabang—cabang, verticillate, tegak, fialid bentuk
labu/botol dan konidia bergerombol membentuk bola,
bentuk bulat dan berwarna hijau cerah.

Trichoderma  Koloni tumbuh dengan cepat dan lebat, berwarna putih

harzianum dengan spora hijau muda seperti beludru yang lama-
kelamaan berwarna hijau tua, reverse of colony berwarna
putih — kekuningan. Koloni bulat yang membentuk zona
lingkaran seperti cincin yang terlihat dalam cahaya.
Konidiofor tegak, bercabang tersusun piramid, fialid
bentuk labu dan konidia berbentuk oval.
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3-8 HSI menunjukkan kecenderungan yang
semakin tinggi/ meningkat seiring lamanya
waktu pengamatan, tetapi terlihat adanya
daya antagonis yang beragam diantara
isolat Trichoderma tersebut. Daya hambat
Trichoderma spp. berkisar antara 28.1-
68.6% 8 HSI. Sebanyak 3 isolat cendawan
Trichoderma, yaitu isolat T. viride (Ti 9), T.
harzianum (Ti 3) dan T atroviride (Ti 4)
mempunyai daya hambat lebih dari 50%
berturut-turut 68.6%, 68.2% dan 53.5%.
Cendawan T. viride (Ti 9) mampu menekan
pertumbuhan cendawan patogen P. infestans
paling tinggi diantara kesembilan isolat
Trichoderma yang lain dengan kemampuan
daya hambat sebesar 68.6 % (Gambar 1).
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Mekanisme penghambatan pertumbuhan
P infestans oleh keempat jenis cendawan
antagonis  Trichoderma  diduga adalah
kompetisi ruang dan nutrisi, antibiosis serta
kombinasi antara kompetisi ruang dan nutrisi
serta antibiosis. Kemampuan penghambatan
cendawan 7. harzianum dan T viride
ditunjukkan dengan adanya zona bening antara
koloni cendawan patogen P infestans dan
koloni cendawan Trichoderma (Gambar 2).
Pada pengamatan lebih lanjut koloni 7 viride
terlihat mampu terus tumbuh menutupi koloni
P infestans. Sembilan isolat Trichoderma
yang diuji mempunyai kemampuan tumbuh
lebih cepat dibandingkan dengan P. infestans.

Hari setelah inokulasi

Gambar 1 Perkembangan daya hambat 9 isolat Trichoderma spp. terhadap perkembangan
Phytophthora infestans. ==, Ti 1; —m=, Ti 2; =s—, Ti 3; ==, Ti1 4; ==, Ti; —a—,Ti 6; ——, Ti

7, e, T18;

§F .
\

T. viridae

, T1 9. Kode isolat dilihat pada Tabel 1.

T harzianum,

b

Gambar 2 Uji antagonis Trichoderma spp. terhadap perkembangan Phytophthora infestans
dalam medium agar-agar V-8 pada 7 HSI. a, Trichoderma viridae; b, Trichoderma harzianum;

P, P. infestans.
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Pertumbuhan koloni cendawan patogen
P infestans baru terlihat pada 3 HSI,
namun pertumbuhan cendawan antagonis
Trichoderma  hanya membutuhkan waktu
5 hari untuk menutupi seluruh permukaan
cawan petri. Pada hari ketiga, diameter
koloni cendawan antagonis 7. viride (Ti 9)
lebih besar dibandingkan dengan diameter
cendawan patogen P. infestans. Perbedaan
diameter koloni kedua cendawan tersebut
terus meningkat, dimulai dari 3 sampai 8 HSI.

PEMBAHASAN

Cendawan Trichoderma adalah jenis
cendawan saprofit yang secara alami hidup
di tanah, dan mudah diisolasi dari perakaran
tanaman. Pada rhizosfer tanaman tomat
ditemukan Trichoderma diantara genus
cendawan yang lain (Menzies 1993). Indrayoga
et al. (2013) melaporkan Trichoderma spp.
juga ditemukan pada rhizosfer tanah supresif
pertanaman kubis di Pacung, Baturiti Kaja dan
Pekarangan.

Keanekaragaman cendawan tanah dapat
menekan dominasi cendawan patogen dan
menurunkan  insidensi  penyakit, serta
mem-berikan pengaruh kesuburan pada
tanaman inang (Muhibuddin et al. 2011).
Trichoderma merupakan cendawan antagonis
spesifik lokasi yang mampu mengendalikan
pertumbuhan cendawan patogen P. infestans
sampai 58% dalam uji antagonis secara in
vitro (Purwantisari et al. 2004). Matroudi et al.
(2009) melaporkan bahwa T atroviride mampu
menghambat pertumbuhan cendawan patogen
Sclerotinia scleotiorum hingga 93% pada uji
in vitro. Desfina (2008) juga mendapatkan T
viride menekan pertumbuhan cendawan P
palmivora secara in vitro. Antibiotik yang
bersifat volatil yang dikeluarkan oleh T
viride menghambat secara nyata pertumbuhan
cendawan akar putih Rigidoporus lignosus
(Widyastuti 2007; Bailey et al. 2008).

Trichoderma spp. menghasilkan enzim
dan senyawa antibiotik seperti gliotoksin,
glioviridin dan trichodermin yang mampu
menghambat pertumbuhan cendawan patogen
dengan senyawa volatili dan nonvolatil
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antibiotik yang diproduksinya (Arya dan
Parello 2010). Pada penelitian uji antagonis
ini, mekanisme penghambatan Trichoderma
spp. terhadap P. infestans berupa kompetisi
ruang, nutrisi, dan antibiosis atau kombinasi
ketiganya. = Senyawa antibiotik  volatil
dan nonvolatii mampu memengaruhi dan
menghambat banyak sistem fungsional sel
patogen sehingga membuat patogen rentan.
(Vey et al. 2001).

Zona bening yang terbentuk antara dua
koloni cendawan disebabkan adanya senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan koloni
cendawan antagonis sehingga cendawan
patogen tidak dapat tumbuh mendekati
cendawan antagonis. Metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh 7. hamatum WS01 berupa enzim
selulase yang dapat menghambat pembentukan
spora F. oxysporum f. sp. cucumeris dan
F oxysporum f. sp. licopersicy dengan
mekanisme antibiosis (Srinon et al. 2006).

Jenis Trichoderma yang telah diketahui
efektif sebagai agens hayati ialah T.
harzianum, T. viride, dan T. koningii (Yuniati
2005). T. viride mempunyai kemampuan yang
tinggi dalam memproduksi antibiotik (Harman
2006). Trichoderma spp. memproduksi
senyawa anticendawan seperti harzianic acid,
alamethicins, tricholin, peptaibols, 6-pentyl-
a-pyrone, dan massoilactone (Vey et al. 2001).
T viride mengeluarkan substansi aktif yang
berperan dalam mekanisme antibiosis yang
disebut trikolin yang menyebabkan hilangnya
formasi organ liposom yang terdapat di dalam
sel cendawan patogen (Suwahyono 2010 ).

Mekanisme penghambatan pertumbuhan
P. infestans oleh T. viride lainnya ialah lisis,
karena cendawan ini juga menghasilkan
berbagai jenis enzim seperti eksoglukanase,
endoglukanase, selobiose dan kitinase yang
dapat menghancurkan dinding sel cendawan
patogen secara langsung (Harman 2006).
Trichoderma juga merupakan cendawan
yang memiliki aktivitas selulotik yang cukup
tinggi karena menghasilkan komponen enzim
selulase secara lengkap, yaitu eksoglukanase
(B-1.4  glikanhidrolase), dan cellubiase
(B-glukosidase) yang mampu merusak dinding
sel cendawan patogen, seperti P. infestans.
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Selulosa  merupakan komponen utama
penyusun dinding sel cendawan patogen P.
infestans (Papavizas 1985; Sitepu et al. 2011).

Daya  hambat semua cendawan
antagonis Trichoderma hasil isolasi terhadap
pertumbuhan cendawan patogen P. infestans
menunjukkan peningkatan seiring dengan

bertambahnya masa inkubasi. Hal ini
menunjukkan bahwa  Trichoderma  spp.
bersifat antagonis terhadap P infestans,

terutama 2 isolat cendawan Trichoderma yaitu
T viride dan T. harzianum. Kemampuan 7.
viride menghambat pertumbuhan P. infestans
secara in vitro dapat digunakan sebagai dasar
penelitian selanjutnya dalam mengendalikan
penyakit hawar daun tanaman kentang di
lapangan.
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