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ABSTRAK

Penyakit bercak daun cercospora yang disebabkan oleh Cercospora coffeicola merupakan salah satu
penyakit utama pada tanaman kopi. Di antara metode alternatif untuk mengendalikan penyakit tanaman
ialah dengan memanfaatkan senyawa volatil anticendawan yang dihasilkan oleh agens antagonis. Khamir
merupakan salah satu agens yang berperan dan berpotensi menghasilkan senyawa volatil anticendawan.
Penelitian ini bertujuan menentukan karakter morfologi khamir dan kemampuannya menghasilkan
senyawa volatil yang bersifat anticendawan terhadap C. coffeicola. Isolasi khamir dilakukan dari tanaman
kopi di beberapa lokasi di Kecamatan Cilengkrang, Kabupaten Bandung dan Kecamatan Jatinangor,
Kabupaten Sumedang. Tahapan penelitian yang dilakukan terdiri atas isolasi khamir dari daun dan
buah kopi, karakterisasi koloni dan sel khamir secara morfologi, dan uji kemampuan anticendawan
senyawa volatil khamir secara in vitro dengan metode double dish system. Hasil penelitian didapatkan
sebanyak 52 isolat khamir. Karakteristik koloni isolat khamir yang didapatkan didominasi oleh warna
putih, krem, dan oranye, memiliki tepian yang rata, bergerigi hingga berfilamen serta memiliki bentuk
koloni bulat hingga tidak beraturan. Karakteristik mikroskopis dari isolat khamir yang didapatkan
menunjukkan bentuk yang bervariasi, yaitu bulat, bundar telur, jorong, bulat telur, serta memanjang
dengan ukuran berkisar 2.59-18.13 x 1.23-7.77 um. Seluruh isolat khamir yang didapatkan mampu
menghambat pertumbuhan C. coffeicola melalui aktivitas senyawa volatil anticendawan dengan tingkat
penghambatan berkisar antara 11.85% dan 79.26%.

Kata kunci: agens antagonis, anticendawan, bentuk koloni, double dish system, warna koloni
ABSTRACT

Cercospora leaf spot caused by Cercospora coffeicola is a major disease on coffee plants. Antifungal
volatiles produced by some antagonistic agents can be useful in biological control approach of this
pathogen. Some yeasts have been reported to produce antifungal volatiles and may have the potency as
antagonistic agents against fungal pathogens. This research was aimed to determine the morphological
characteristics of the yeast isolates and their ability to suppress C. coffeicola by producing antifungal
volatiles. The yeasts were isolated from coffee leaves and berries grown in several location at Kecamatan
Cilengkrang, Kabupaten Bandung and Kecamatan Jatinangor, Kabupaten Sumedang. The research was
started by isolation of yeasts and followed by morphological characterization of yeasts’ colony. The
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potency of the volatiles produced by the antagonistic isolates were tested in vitro using double dish
system. As many as 52 yeast isolates were obtained. The dominant colors of the yeasts colonies on PDA
were white, cream, and orange, with smooth, serrated, and filamentous edges. The colony shapes were
round to irregular. The microscopic observation showed that the cells were round, ovate, and elongated,
with the size ranged around 2.59-18.13 x 1.23-7.77 um. Those yeasts isolates were able to suppress
the growth of C. coffeicola by the activity of antifungal volatile compound, with the inhibition level of
11.85% to 79.26%. The results showed that all the isolates were capable to inhibit the in vitro growth of

C. coffeicola.

Keywords: antagonistic agents, antifungal, colony color, colony shape, double dish system

PENDAHULUAN

Penyakit bercak daun (brown eye spot)
merupakan salah satu penyakit penting pada
tanaman kopi, bahkan keberadaan penyakit ini
terdapat di seluruh perkebunan kopi di dunia
(Vasco et al. 2015; Laborde et al. 2019; Junior
et al. 2022; Resende et al. 2022). Penyakit
bercak daun pada tanaman kopi dapat
menyebabkan kehilangan hasil hingga 30%
(Souza et al. 2019). Penyakit ini disebabkan
oleh cendawan Cercospora coffeicola dengan
gejala berupa bercak-bercak bulat, cokelat
kemerahan hingga cokelat tua, berbatas jelas,
dan konsentris (Harni ef al. 2015). Cendawan
C. coffeicola dapat menyerang tanaman kopi
pada bagian daun dan buah, nama umum
penyakit pada daun disebut bercak daun
cercospora dan pada buah disebut cercospora
berry blotch. Kerusakan parah pada daun akan
menyebabkan terjadinya kerontokan daun,
sedangkan pada buah akan menyebabkan busuk
sampai ke biji kopi sehingga menurunkan
kualitas dan mutu kopi (Vasco et al. 2015; de
Paula et al. 2019; Andrade et al. 2021; Alamsyah
et al. 2022; Moreira-Morrillo et al. 2023).

Kultivar tanaman kopi yang resisten
terhadap patogen C. coffeicola sejauh ini
belum ditemukan sehingga pengendalian
penyakit yang disebabkan oleh patogen ini
pada umumnya dilakukan dengan kultur teknis
dan penyemprotan fungisida sintetik (Harni
et al. 2015; Vasco et al. 2015; Tembo 2020).
Pengendalian dengan menggunakan bahan
kimia sintetik secara intensif akan menimbul-
kan dampak negatif seperti patogen menjadi
resisten, kerusakan organisme nontarget, dan
kerusakan terhadap lingkungan. Salah satu
alternatif pengendalian untuk mengurangi
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dampak negatif fungisida sintetik ialah dengan
agens biokontrol (Rani et al. 2021; Ayilara et
al.2023). Khamir dilaporkan berperan sebagai
agens biokontrol (Ferraz et al. 2019; Freimoser
et al. 2019; Ferraz et al. 2021; Gil-Rodriguez
dan Garcia-Gutierrez 2021; Bhandari et
al. 2022; Boekhout et al. 2022). Salah satu
mekanisme pengendalian penyakit tanaman
oleh khamir ialah antibiosis dengan mem-
produksi dan melepaskan senyawa volatil
anticendawan (Farbo et al. 2018; Contarino
et al. 2019; Kohl et al. 2019; Alkuwari et al.
2022). Beberapa senyawa volatil anticendawan
yang dihasilkan oleh khamir telah dilaporkan
dapat mengendalikan penyakit baik prapanen
maupun pascapanen (Di Francesco et al.
2015; Liu et al. 2018; Contarino et al. 2019;
Hernandez-Fernandez et al. 2021; Hernandez-
Montiel et al. 2021; Millan ef al. 2022; Kuchen
et al. 2023).

Khamir dapat tumbuh dalam kisaran
lingkungan yang luas. Kelompok cendawan ini
dapat ditemukan pada bagian tanaman seperti
daun, buah, bunga, dan jaringan tanaman
lainnya serta rizosfer (Kamel et al. 2016; Gross
et al. 2018; Freimoser ef al. 2019). Sumber
daya genetik dan keanekaragaman hayati pada
lahan pertanian merupakan salah satu sumber
didapatkannya agens antagonis, termasuk
khamir. Keberadaan khamir pada daun, bunga,
dan buah merupakan sumber alami yang
tepat untuk mendapatkan agens biokontrol.
Isolasi khamir antagonis diperlukan untuk
mendapatkan sebanyak-banyaknya kandidat
agens antagonis. Penelitian ini bertujuan
menentukan karakter morfologi dan
kemampuan anticendawan dari senyawa
volatil yang dihasilkan oleh khamir terhadap
C. coffeicola.
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BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan dengan metode
eksplorasi dari beberapa lokasi perkebunan
kopi di Kecamatan Cilengkrang, Kabupaten
Bandung dan Kecamatan Jatinangor, Kabupaten
Sumedang. Pengambilan sampel daun dan buah
kopi untuk isolasi khamir dilakukan dengan
memilih tanaman kopi yang sehat, sedangkan
untuk isolasi cendawan C. coffeicola dipilih
tanaman kopi yang menunjukkan gejala
penyakit bercak daun cercospora.

Isolasi dan Uji Patogenisitas Cendawan
Patogen Cercospora coffeicola

Isolasi cendawan C. coffeicola dilakukan
dari tanaman kopi yang menunjukkan gejala
penyakit bercak daun cercospora. Isolasi di-
lakukan dari bagian daun dan buah kopi pada
medium agar-agar dekstrosa kentang (ADK)
selama 7 hari pada suhu ruang. Miselium
yang tumbuh dipindahkan ke medium ADK
baru dan diinkubasi selama 7 hari. Cendawan
diidentifikasi secara morfologi dari karakteristik
makroskopis dan mikroskopis untuk men-
dapatkan C. coffeicola. Hasil pengamatan
dicocokkan dengan buku identifikasi cendawan
“lllustrated Genera of Imperfect Fungi”
(Barnett dan Hunter 1987).

Uji patogenisitas C. coffeicola dilakukan
pada daun bibit kopi. Daun kopi terlebih
dahulu didesinfeksi dengan NaOCl 1% setelah
itu dibilas dengan akuades steril, selanjutnya
daun kopi dikeringanginkan. Daun dilukai
menggunakan jarum steril sebanyak tiga titik
luka. Biakan cendawan C. coffeicola berusia
7 hari dipotong dengan diameter 5 mm di-
letakkan dan direkatkan dengan selotip pada
daun yang telah dilukai. Daun yang telah
diinokulasi patogen ditutup menggunakan
plastik. Bibit kopi yang telah diinokulasi
C. coffeicola ditempatkan pada wadah tertutup
dan disungkup plastik, setelah itu diamati
gejala yang muncul.

Isolasi Khamir

Pengambilan sampel daun dan buah kopi
dilakukan dengan cara memilih tanaman kopi
yang daun dan buahnya sehat. Isolasi khamir
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dilakukan pada medium agar-agar ekstrak
malt khamir (AMK) (3 g ekstrak malt, 3 g
ekstrak khamir, 5 g pepton, 10 g glukosa, 1 L
akuades) dan diinkubasi selama 3-5 hari pada
suhu 23-30 °C (Assis et al. 1999). Pemurnian
koloni khamir menggunakan medium AMK
(Diana dan Lasmini 2016). Isolasi khamir juga
menggunakan medium kloramfenikol glukosa
khamir (KGK) (0.1 g kloramfenikol, 20 g
glukosa, 5 g ekstrak khamir, 1 L akuades) dan
pemurniannya pada medium AMK (Diana dan
Lasmini 2016).

Karakterisasi Morfologi Khamir
Morfologi khamir diamati secara
makroskopis maupun mikroskopis dengan
mengacu pada buku The Yeast: a Taxonomic
Study (Kurtzman et al. 2011). Pengamatan
makroskopis dilakukan terhadap morfologi
koloni, sedangkan pengamatan mikroskopis
dilakukan terhadap morfologi sel khamir.
Pengamatan karakteristik morfologi koloni
meliputi bentuk, warna, tepian, dan elevasi
koloni khamir, sedangkan karakteristik
morfologi sel khamir meliputi bentuk dan ukuran
sel. Pengamatan dilakukan menggunakan
mikroskop cahaya perbesaran 400 kali.

Uji Patogenisitas Khamir

Uji patogenisitas khamir dilakukan untuk
menentukan apakah koloni khamir yang
diperoleh bersifat patogenik atau tidak. Uji
patogenisitas dilakukan pada daun kopi. Daun
kopi terlebih dahulu didesinfeksi dengan
NaOCl 1% setelah itu dibilas dengan akuades
steril, selanjutnya dikeringanginkan. Daun
kopi sehat dilukai menggunakan jarum steril
sebanyak tiga titik luka. Sebanyak 5 pL
suspensi khamir (koloni khamir umur 5 hari
dalam 10 mL akuades steril) dengan kerapatan
10* sel mL"' diteteskan pada ketiga titik
luka pada daun kopi. Pengamatan dilakukan
terhadap gejala yang muncul.

Uji Aktivitas Anticendawan Senyawa
Volatil Khamir
Uji aktivitas anticendawan senyawa

volatil yang dihasilkan oleh khamir dilakukan
secara in vitro dengan metode double dish
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system (Ruiz-Moyano et al. 2020). Pengujian
dilakukan terhadap isolat khamir yang tidak
bersifat patogenik pada tanaman. Pengujian
tersebut dilakukan dengan menangkupkan
cawan petri berisi koloni C. coffeicola di atas
cawan petri yang berisi koloni khamir uji
(Gambar 1). Cendawan C. coffeicola berumur
7 hari dengan diameter 0.5 cm ditumbuhkan
pada medium ADK, sedangkan 1 lup koloni
khamir berumur 5 hari digoreskan pada
permukaan medium ADK yang lain. Sebagai
kontrol ialah C. coffeicola tanpa diberi
perlakuan volatil khamir. Uji ini diulang
sebanyak 3 kali.

Pengamatan terhadap kemampuan khamir
dalam menekan pertumbuhan C. coffeicola
secara in vitro pada uji ini dilakukan dengan
mengukur diameter koloni C. coffeicola pada

Cercospora coffeicola

Khamir (Yeast)

Gambar 1 Skema uji aktivitas senyawa volatil
khamir terhadap Cercospora coffeicola dengan
double dish system.

(Figure 1 Scheme of yeast volatile compound
activity assay against Cercospora coffeicola
using a double dish system.)

b
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perlakuan khamir maupun perlakuan kontrol.
Persentase tingkat hambatan relatif oleh
aktivitas anticendawan senyawa volatil yang
dihasilkan oleh khamir terhadap pertumbuhan
koloni C. coffeicola dihitung berdasarkan
rumus sebagai be%lliut:D
—Up
THR = 5 dengan

THR, tingkat hambatan relatif (%); Dk,
diameter koloni C. coffeicola pada perlakuan
kontrol (mm); dan Dp, diameter koloni
C. coffeicola pada perlakuan khamir (mm).
Pengamatan pengaruh senyawa volatil terhadap
morfologi hifa C. coffeicola dilakukan pada
akhir pengamatan uji double dish system
menggunakan mikroskop cahaya.

HASIL

Isolasi dan Uji Patogenisitas Cendawan
Cercospora coffeicola

Gejala bercak daun cercospora dari
lapangan (Gambar 2a) yang diisolasi pada
medium ADK memiliki karakteristik koloni
berwarna hijau kehitaman pada bagian tengah
dan berwarna cokelat muda pada bagian
tepi (Gambar 2b). Hasil pengamatan secara
mikroskopis dari bagian daun bergejala yang
diambil dari lapangan menunjukkan bahwa
cendawan C. coffeicola memiliki hifa ber-
sekat dan memiliki konidiofor serta konidium.
Konidiofor dan konidium C. coffeicola

Gambar 2 Karakteristik gejala bercak daun kopi dari lapangan dan penyebabnya. a, Gejala
bercak cercospora; b, Koloni Cercospora coffeicola dari daun kopi pada medium agar-agar
dekstrosa kentang; dan c, Struktur konidiofor dan konidium C. coffeicola secara mikroskopi
pada perbesaran 400x.

(Figure 2 Characteristics of coffee leaf spot symptoms from the field and the causal agent.
a, Symptoms of cercospora spot;, b, Cercospora coffeicola colonies from coffee leaves on
potato dextrose agar medium, and c, Microscopic structure of C. coffeicola conidiophores and
conidium at magnification x400.)
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berwarna keemasan, konidiofor bercabang,
dinding konidiofor agak kasar, tidak memiliki
fialid dan metula, tipe pertumbuhan konidium-
nya bergerombol, dan konidium mempunyai
3-5 sekat (Gambar 2c).

Hasil uji patogenisitas C. coffeicola pada
daun kopi menunjukkan bahwa cendawan
yang diperoleh bersifat patogenik. Hal tersebut
ditunjukkan dengan terbentuknya bercak
berwarna cokelat keabuan dengan tepian ber-
warna kuning pada bagian daun kopi yang
diinokulasi C. coffeicola (Gambar 3a). Akan
tetapi, pada daun bergejala tersebut tidak
ditemukan konidium C. coffeicola. Daun tanpa
inokulasi C. coffeicola (kontrol) tidak me-
nunjukkan gejala bercak (Gambar 3b).

Khamir dari Daun dan Buah Kopi

Khamir yang berhasil diisolasi dari daun
dan buah kopi sehat ialah sebanyak 52 isolat.
Sebanyak 37 isolat khamir yang diperoleh
dari sampel daun, 27 merupakan khamir epifit
daun dan 10 khamir endofit daun. Sebanyak
15 isolat khamir yang diperoleh dari sampel
buah merupakan 9 khamir epifit buah dan
6 khamir endofit buah.

Karakteristik koloni khamir yang didapatkan
bermacam-macam dengan tepian yang ber-
gerigi, filamen, dan rata, sedangkan permukaan
koloni ada yang halus dan meruncing (Tabel 1).
Karakteristik koloni khamir yang diperoleh
dari daun dan buah kopi memiliki warna
bervariasi mulai dari putih pucat, krem, krem
kekuningan, merah muda, dan ada yang
oranye kemerahan (Gambar 4). Pengamatan
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secara mikroskopis menunjukkan bahwa
sel-sel khamir memiliki bentuk bulat hingga
memanjang dengan ukuran sel yang bervariasi
(Gambar 5). Berdasarkan bagian tanaman yang
diisolasi, khamir tidak memiliki karakterististik
yang khas antara yang didapatkan dari daun
dan buah, demikian juga antara yang epifit
dan endofit. Akan tetapi, pada umumnya sel
khamir epifit baik yang diisolasi dari daun
maupun dari buah memiliki ukuran sel yang
lebih besar dibandingkan dengan sel khamir
endofit (Tabel 1).

Berdasarkan uji patogenisitas seluruh
khamir pada daun kopi tidak bersifat patogenik
terhadap tanaman kopi. Dalam pengamatan,
gejala nekrosis atau bercak tidak muncul pada
bagian daun kopi yang diinokulasi khamir
(Gambar 6).

Gambar 3 Uji patogenisitas Cercospora
coffeicola pada daun kopi. a, Gejala bercak
cercospora pada umur 28 hari setelah inokulasi
dan b, Kontrol.

(Figure 3 Cercospora coffeicola pathogenicity
assay on coffee leaves. a, Symptoms of
cercospora spot at 28 days after inoculation
and b, Control.)

Gambar 4 Warna koloni khamir dari daun dan buah kopi pada medium agar-agar dekstrosa
kentang. a, Putih; b, Oranye pucat; ¢, Oranye kemerahan; d, Kuning pucat; e, Krem; dan f, Putih

kekuningan.

(Figure 4 Color of yeast colonies from coffee leaves and berries on potato dextrose agar
medium. a, White; b, Pale orange, c, Reddish orange; d, Pale yellow, e, Cream, and f, Yellowish

White.)



Jurnal Fitopatologi Indonesia

Tabel 1 Karakteristik sel dan koloni khamir dari daun dan buah kopi
(Table 1 Characteristics of yeast cells and colonies from coffee leaves and berries)

Hartati et al.

Galur khamir (g:lll) (gg[lg’?}l})
Eff:i;[s) Bentuk [2;1;:)n Bentuk Warna Tepi Elevasi
(Shape) (um) (Shape) (Color) (Edge) (Elevation)
Epifit daun
(Leaf epiphytes)
EpDC1 Elip) 2:59-1.77 > 1.23-5.18 Rownd) (Wit Enire) Comes
goca MmN umsaman B Qmews G Gohe
EpDC3 Elipe) 2:59-5.18  1.94-3.89 (Rownd) hite (Enire Comes
EppC4 PO 250777 x 250518 oy Wiy et T e
s el oo S o e Cmbn
Gocs U agsiosmom S nb e Cobe
gocs M gomamsn S b o G
goct WS agmapanmss S nB Ge o Combeg
Ep DC 9 ngavto%“ 3.89-1036 x 2.59-5.18 ( E)‘ﬁ% (];I};:l.ithe) e H‘(‘I‘g;;;zta
EpDCI0  PGLEN 259518x259518 Rownd) (Wit Enire) Comes
mocu PN suimmap B Omslmm G G
BDCI2 i 2:59-1.77 % 2.59-5.18 (Rownd) White (Eilamonious)  Comvens
goci  MemBE  msmenmam B Omslmem b Cong
Gocis Ve sgapansn S p e Cobn
Gocis  fme awmsiomss S Smewe e Cobe
o B oo S p e Cobes
ok B amawessn S nB e e
EpDK 3 (15;122;) 2:59-3.89>1.23-3.89 (15)12220 (IF/)I;;:tiit};) Entre) ((:g:zble
Gocs BN mcgamaw B Gmwwe e
T R N N e
EpDKo DU 250.648 x 250518 oy Wiy Entrer (s
Goc SN msonmaw B M b ey
EpDK 8 Elipe 259777 1.23-2.59 (Rownd) (White) Eniire) ?(ﬁbvg%
oo VS sapaas S Owmclmwebm G Cobng
Gocio UES  iwnganas S Ko e ek
R A A
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...... lanjutan (continued)

Tabel 1 Karakteristik sel dan koloni khamir dari daun dan buah kopi
(Table 1 Characteristics of yeast cells and colonies from coffee leaves and berries)

Hartati et al.

Galur khamir (g:llb (gg}g’[’l}l’ )
gff;i,ts) Bentuk lég;;r;)n Bentuk Warna Tepi Elevasi
(Shape) (um) (Shape) (Color) (Edge) (Elevation)
earpphyes
BpDK Iz N SIS1036x1229 gl (Cream) (Filamenious)  (Comens
qu(il(}izletn(ifi;r;lytes)
mpci N sgngecsaw B M e ol
mocs N eweassw B b G e
mpcs NSNS sggisozas B e b
mDCe S swwsenzas B R e b
EnDK 1 PSRN 2509772123250 (Rownd) (II/)Vl;ttiit};) (Enire ?gol;zbvl:zrg
mok: W psmazan S M Tekeln o coens
ks S asgmioseasy P Sigipowm  Teken o Combug
White)
EnDK 4 (E;;I;i) 2.59-6.48 > 2.59-3.89 (1?0‘232) (II/)Vl;ttiit};) (FilFail:IeIll;f)lus) ?gor;zbvl:;?
moks WS ogsmozan B i e G
EnDK 6 Elipe) 3:89-9.07x1.23-2.59 (Rownd) (Phite) Enire) fé?ﬁliﬂ?
ggri”gt‘ttbe;z})lhytes)
LI i YT ST E T A N A i
oz NSNS sgguzman B T conons
oy MRS siisseosar B b e Gt
Baca MRS sgsionmasy B b e Gt
pacs MM sipszss B b Hee | conons
EpBC6 Elip) 2:59-7.77 % 2.39-3.89 Rownd) (Wit Enire) Comes
Tidak . .
BECT S 2anmasm e G Bergelombang - Hanpr it
Eppcs PG 2506485250389 (Roune) e (Entre) Comes
BPBKL e SSTTLBSIS gl Wie (Flamonow) (Come
leri(;?z:;s]})lhytes)
BaBKI o 2SN gl ovhite oo et
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lanjutan (continued)
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Tabel 1 Karakteristik sel dan koloni khamir dari daun dan buah kopi
(Table 1 Characteristics of yeast cells and colonies from coffee leaves and berries)

Sel Koloni
Galur khamir (Cell) (Colony)
Yeast
§train s) Bentuk [gﬁggn Bentuk Warna Tepi Elevasi
(Shape) (um) (Shape) (Color) (Edge) (Elevation)
Endofit buah
(Fruit endophytes)
Memanjang Bulat Putih Terkerkah Datar
EnBK 2 (Elongate) 2.59-6.48 > 2.59-3.89 (Round) (White) (Erose) (Flat)
Memanjang Bulat Putih Filamen Cembung
EnBK 3 (Elongate) 3.89-7.77 > 2.59-5.18 (Round) (White) (Filamentous) (Convex)
Jorong Bulat Putih Filamen Cembung
EnBC1 (Ellipse) 2.59-7.77 > 1.23-2.59 (Round) (White) (Filamentous) (Convex)
Jorong Bulat Putih Rata Cembung
EnBC2 (Ellipse) 2:39-1.77 > 1.23-2.59 (Round) (White) (Entire) (Convex)
Jorong Bulat Putih Terkerkah Cembung
EnBC3 (Ellipse) 2:39-7.77 > 1.23-2.59 (Round) (White) (Erose) (Convex)

Gambar 5 Bentuk sel khamir dari daun dan buah kopi pada medium agar-agar dekstrosa
kentang. a, Jorong; b, Memanjang; ¢, Bundar telur; d, Bulat telur; dan e, Bulat.

(Figure 5 Shape of yeast cells from coffee leaves and berries on potato dextrose agar medium.
a, Ellipse; b, Elongate; ¢, Oval; d, Ovoid; and e, Round.)

Uji Aktivitas Anticendawan Senyawa Volatil
Khamir terhadap Cercospora coffeicola
secara in Vitro

Seluruh khamir menghasilkan senyawa
volatil yang bersifat anticendawan dan
mampu menghambat pertumbuhan koloni
C. coffeicola. Uji ini membuktikan diameter
koloni C. coffeicola yang diberi perlakuan
senyawa volatil khamir memiliki ukuran lebih
kecil dibandingkan dengan diameter koloni
C. coffeicola pada kontrol (Gambar 7).

Pengaruh senyawa volatil terhadap per-
tumbuhan C. coffeicola menunjukkan bahwa
khamir yang diuji memiliki kemampuan
menghambat yang berbeda-beda (Tabel 2).
Koloni khamir tersebut mampu menghambat
pertumbuhan C. coffeicola berkisar antara
11.85% dan 79.26%. Berdasarkan pengamatan
diketahui bahwa sebanyak 15 galur khamir me-
miliki kemampuan menghambat pertumbuhan
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Gambar 6 Uji patogenisitas sel khamir pada
daun kopi tidak menunjukkan gejala. a, 7 hari
setelah inokulasi; dan b, Kontrol.

(Figure 6  Pathogenicity assay of yeast
cells on coffee leaves shows no symptoms.
a, 7 days after inoculation; and b, Control.)

C. coffeicola lebih dari 50% dengan kisaran
nilai penghambatan sebesar 51.11%—79.26%.
Apabila dibandingkan dengan kemampuan
menghambat antara galur khamir epifit dan
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Gambar 7 Uji antagonisme khamir asal daun dan buah kopi terhadap Cercospora coffeicola
dengan double dish system pada 12 hari setelah perlakuan pada medium agar-agar dekstrosa
kentang. EP D, Epifit daun; EN D, Endofit daun; EP B, Epifit buah; C, Cilengkrang; dan K,
Kiara payung Jatinangor.

(Figure 7 Antagonism assay of yeast from coffee leaves and berries against Cercospora
coffeicola using a double dish system at 12 days after treatment on potato dextrose agar
medium. EP D, Leaf epiphyte; EN D, Leaf endophyte; EP B, Fruit epiphyte; C, Cilengkrang;
and K, Kiara Umbrella Jatinangor.)

Tabel 2 Diameter koloni Cercospora coffeicola dan tingkat hambatan relatif oleh galur khamir asal daun
dan buah kopi pada uji double dish system pada 12 hari setelah perlakuan

(Table 2 Diameter of Cercospora coffeicola colonies and relative inhibition level by yeast strains from
coffee leaves and berries in double dish system assay at 12 days after treatment)

Galur khamir Diameter koloni + SD Tingkat hambatan relatif £ SD
(Yeast strains) (Colony diameter £ SD) (Relative inhibition level £ SD)
(mm) (%)

Kontrol

(Control) 90.00 £ 00.00 0.00 = 00.00

Epifit daun

(Leaf epiphytes)
EpDC1 36.00 =4.00 60.00 + 4.44
Ep DC2 54.33 +£20.53 39.63 +22.81
EpDC3 48.33 £10.41 46.30 £ 11.56
Ep DC 4 45.67 £ 12.66 49.26 £ 14.07
EpDC5 42.33 +£15.50 52.96 £17.23
EpDC 6 36.00 = 7.81 60.00 + 8.67
Ep DC 7 53.33+31.13 40.74 £28.28
Ep DC 8 55.67 £30.09 38.15+33.43
EpDC9 44.00 = 4.36 51.11 +4.84
Ep DC 10 42.00 = 6.00 53.33 £6.67
Ep DC 11 52.33 £15.69 41.85+17.44
Ep DC 12 47.00 +4.36 47.78 £4.84
Ep DC 13 62.67 +17.62 30.37 £19.57
Ep DC 14 47.67+4.16 47.03 £4.63
Ep DC 15 64.67 £12.58 28.15+13.98
Ep DK 1 62.00 +10.39 31.11 £ 11.55
Ep DK 2 69.33 £6.11 22.96 +£6.79
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...... lanjutan (continued)

Tabel 2 Diameter koloni Cercospora coffeicola dan tingkat hambatan relatif oleh galur khamir asal daun
dan buah kopi pada uji double dish system pada 12 hari setelah perlakuan (lanjutan)

Table 2 Diameter of Cercospora coffeicola colonies and relative inhibition level by yeast strains from
coffee leaves and berries in double dish system assay at 12 days after treatment

Galur khamir Diameter koloni + SD Tingkat hambatan relatif + SD
(Yeast strains) (Colony diameter = SD) (Relative inhibition level = SD)
(mm) (%)

Epifit daun

(Leaf epiphytes)
Ep DK 3 74.00 £ 7.81 17.78 = 8.69
Ep DK 4 79.33 £8.08 11.85+8.98
Ep DK 5 52.00 +10.44 42.22 + 11.64
Ep DK 6 57.00 +1.73 36.67+1.93
Ep DK 7 59.00 £ 6.08 3444 +£6.76
Ep DK 8 4733 +5.51 4741 +6.12
Ep DK 9 62.67 £3.51 30.37 +£3.89
Ep DK 10 70.67 £ 9.29 21.48+£10.32
Ep DK 11 52.33 £5.03 41.85+5.59
Ep DK 12 52.67 £12.01 41.48 +£13.35

Endofit daun

(Leaf endophytes)
EnDC 1 36.67+15.01 59.26 + 16.68
En DC 2 18.67 +1.53 79.26 +1.69
En DC 3 27.00 £+ 3.61 70.00 +3.92
En DC 4 34.00 £5.29 62.22 +£5.87
EnBC 3 49.67 + 10.07 4481 +11.19
En DK 1 58.67 £ 12.86 34.81+14.29
En DK 2 65.33 £13.05 27.41 £ 14.50
En DK 3 42.67+10.97 52.59+£12.19
En DK 4 54.00 + 14.53 40.00 £ 16.14
En DK 5 35.00 + 6.00 61.11 £6.67
En DK 6 74.00 £ 11.53 17.78 £ 12.81

Epifit Buah

(Fruit epiphytes)
Ep BK 1 60.00 + 12.49 33.33£13.87

Endofit Buah

(Fruit endophytes)
EnBK 1 64.00 + 14.42 28.89 +16.02
En BK 2 66.00 + 16.82 26.67 £ 18.69
En BK 3 64.67 = 8.62 28.15+9.58

Keterangan (Note): SD = standar deviasi (standard deviation).

endofit yang diisolasi dari daun dan buah, Nilai penghambatan tersebut diikuti oleh galur
galur khamir endofit dari daun memiliki khamir epifit buah dan epifit daun.

kemampuan menghambat tertinggi terhadap Selain menghambat pertumbuhan koloni,
koloni C. coffeicola, yaitu sebesar 79.26%. senyawa volatil yang dihasilkan oleh khamir
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berpengaruh terhadap hifa C. coffeicola. Hifa
C. coffeicola tampak saling membelit (Gambar
8a) dan juga membengkak (Gambar 8b).

PEMBAHASAN

Cendawan C. coffeicola yang diperoleh
dari daun kopi yang bergejala bercak daun
diketahui bersifat patogenik. Sifat patogenik
cendawan ini ditunjukkan oleh adanya gejala
bercak daun cercospora pada daun kopi
yang diinokulasi C. coffeicola. Kemampuan
C. coffeicola dalam menginfeksi jaringan
tanaman kopi diduga karena kerja enzim
pendegradasi dinding sel tanaman yang
dihasilkan seperti kitinase, pektinase, dan
poligalakturonase. Hifa cendawan akan tumbuh
di dalam jaringan sel epidermis tanaman dan
merusak bagian tanaman yang diserang (Quoc
dan Bao Chau 2016; Aron et al. 2021).

Karakteristik khamir yang diisolasi dari
tanaman dapat dipengaruhi oleh kondisi
lingkungan tempat tanaman tumbuh. Hal ini
merupakan salah satu faktor yang menentukan
ditemukannya berbagai ragam khamir yang
berbeda-beda dalam penelitian ini. Bagian
tanaman seperti daun dan buah mampu me-
nyediakan nutrisi yang cukup bagi berbagai
jenis khamir sehingga menentukan keaneka-
ragamannya (Kamel et al. 2016). Khamir
yang diperoleh dalam penelitian ini memiliki
karakteristik makroskopis dan mikroskopis
yang mirip dengan beberapa genus khamir,
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seperti Cryptococcus sp., Candida sp.,
Hansenulla sp., Metschnikowia sp., Pichia sp.
Saccharomyces sp., dan Zygosaccharomyces sp.
(Kurtzman et al. 2011), tetapi khamir tidak
dapat diidentifikasi hanya dengan melihat
karakteristik morfologi koloni dan selnya
saja. Identifikasi khamir harus melibatkan
pengamatan terhadap karakteristik fisiologi dan
biokimia, atau secara molekuler (Ting et al.
2018; Montoya et al. 2021; Terryana et al. 2022).

Agens antagonis memiliki peluang yang
besar untuk didapatkan dari tanaman. Peran
khamir sebagai agens antagonis ditentukan
oleh kemampuannya dalam mengendalikan
patogen. Khamir antagonis memiliki beberapa
mekanisme dalam mengendalikan patogen
seperti antibiosis, kompetisi ruang dan nutrisi,
hiperparasitisme, dan induksi resistensi
(Kowalska et al. 2022). Khamir yang berperan
sebagai agens antagonis juga harus memiliki
sifat nonpatogen pada tanaman. Oleh karena itu,
uji patogenisitas suatu khamir sebagai agens
antagonis pada tanaman penting dilakukan.
Sebanyak 52 galur khamir yang ditemukan
dalam penelitian ini tidak bersifat patogenik
pada tanaman kopi sehingga memiliki peluang
untuk dikembangkan sebagai agens antagonis.

Peran khamir sebagai agens antagonis
didukung oleh kemampuannya untuk tumbuh
dan beradaptasi dengan baik pada lingkungan
tanaman tanpa menyebabkan kerusakan pada
tanaman (Choinska et al. 2020). Kemampuan
ini sangat penting dimiliki oleh khamir yang

Gambar 8 Pengaruh senyawa volatil khamir terhadap hifa Cercospora coffeicola pada 12 hari
setelah perlakuan. a, Hifa saling membelit; b, Hifa membengkak; dan c, Hifa sehat pada kontrol
(perbesaran 400x).

(Figure 8 Effect of yeast volatile compounds on Cercospora coffeicola hyphae 12 days after
treatment. a, Hyphae entangled with each other; b, Hyphae swell; and c, Healthy hyphae
(magnification x400).)
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berperan sebagai agens antagonis. Hal ini
mengingat agens antagonis memiliki peran
untuk mengendalikan patogen yang meng-
infeksi tanaman sehingga diperlukan khamir
yang mampu bertahan hidup serta memiliki
kemampuan beradaptasi dengan baik pada
tanaman tersebut. Selain itu, khamir memiliki
kemampuan untuk menguraikan senyawa
organik dan menghasilkan energi dari proses
fermentasi (Kurtzman et al. 2011). Khamir
pada umumnya juga tidak merusak tanaman
(Kurtzman et al. 2011). Beberapa khamir
dilaporkan mampu berperan sebagai agens
antagonis karena dapat menghasilkan enzim
pendegradasi kitin (Zajc et al. 2019) dan hormon
pertumbuhan seperti auksin dan giberelin (Al-
Shaheen and Farhan 2018; Streletskii et al.
2019).

Hasil pengujian antagonisme dengan
double dish system dalam penelitian ini mem-
buktikan kemampuan khamir yang diperoleh
dalam menghasilkan senyawa volatil dan
mampu menekan pertumbuhan C. coffeicola.
Choinska et al. (2020) dan Into et al. (2020)
menjelaskan bahwa khamir yang berasal dari
daun dan buah memiliki kemampuan untuk
menghasilkan senyawa volatil yang dapat
menghambat pertumbuhan beberapa cendawan
penyebab penyakit pada tanaman. Pichia
kudriavzevii, P. occidentalis, dan Meyerozyma
quilliermondii yang berasal dari buah
anggur menghasilkan senyawa volatil yang
dapat mengendalikan patogen Penicillium
chrysogenum, P. exspansum, Botrytis cinerea,
dan Aspergillus fumigatus (Choinska et al.
2020). Selain itu, khamir yang berasal dari daun
padi juga dilaporkan mampu menghambat
pertumbuhan patogen Pyricularia oryzae,
Rhizoctonia solani, dan Helmintosporium
solani melalui mekanisme produksi senyawa
volatil (Into et al. 2020).

Bagian buah dari suatu tanaman pada
umumnya mengandung nutrisi yang lebih
banyak dibandingkan dengan daun. Tingginya
nilai penghambatan oleh khamir yang berasal
dari daun kopi pada uji double dish system dalam
penelitian ini diduga karena khamir tersebut
diperoleh dari habitat yang mengandung
sedikit nutrisi sehingga memiliki kemampuan
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antagonisme yang lebih baik. Hal ini di-
tunjukkan dengan kemampuan khamir dalam
menghasilkan senyawa volatil anticendawan.

Senyawa volatil merupakan produk
samping dari proses metabolisme primer dan
sekunder suatu mikrob, termasuk khamir
(Oufensou et al. 2023). Senyawa volatil mudah
terdifusi ke dalam jaringan karena memiliki
ukuran dan bobot molekul yang kecil.
Senyawa volatil yang dihasilkan oleh khamir
seperti alkohol, thioalkohol, thioester, fenol,
terpena, hidrokarbon, senyawa heterosiklik,
aldehida, dan keton memiliki peran penting
dalam mengendalikan patogen (Oufensou et
al. 2023). Mekanisme senyawa volatil khamir
dalam mengendalikan patogen tersebut di
antaranya dilaporkan dari kelompok alkohol
yang menyebabkan terjadinya denaturasi
protein serta memengaruhi kestabilan lapisan
lipid pada membran plasma (Dalilla et al.
2015; Botelho et al. 2019; Intana et al. 2021;
Andrade et al. 2022). Akibat dari mekanisme
senyawa volatil tersebut menyebabkan ber-
bagai kerusakan dan keabnormalan hifa
cendawan patogen seperti yang terlihat dalam
penelitian ini.

Terjadinya hifa yang abnormal akibat
senyawa volatil telah dilaporkan dalam
beberapa penelitian. Senyawa volatil feniletil
alkohol diketahui dihasilkan oleh cendawan
Trichoderma asperellum yang menyebabkan
terjadinya keabnormalan pada hifa cendawan
Fusarium incarnatum penyebab busuk buah
pada melon (Intana et al. 2021). Khamir
Hanseniaspora uvarum dan H. opuntiae
diketahui dapat menghasilkan asam oktanoat,
2-feniletil asetat, dan fulfuril asetat yang dapat
menghambat perkecambahan spora 4. flavus
dan A. niger (Galvan et al. 2022).

Beberapa khamir dalam penelitian ini
memiliki potensi sebagai agens antagonis
untuk mengendalikan C. coffeicola melalui
aktivitas anticendawan senyawa volatil.
Oleh karena itu, khamir yang diperoleh ini
dapat dikembangkan sebagai agens antagonis
C. coffeicola pada tanaman kopi. Penelitian
lanjut mengenai mekanisme pengendalian yang
lain dan vji in vivo di lapangan, serta identifikasi
khamir secara molekuler perlu dilakukan.
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