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RINGKASAN

MARLINA PUSPITA SARI. Cendawan Endofit Daun asal Zingiberaceae Potensial
untuk Menekan Proxipyricularia zingiberis Penyebab Penyakit Bercak Daun pada
Tanaman Jahe. Dibimbing oleh SURYO WIYONO, GIYANTO, AWANG
MAHARIJAYA, DONO WAHYUNO

Penyakit bercak daun yang disebabkan oleh Proxipyricularia zingiberis
merupakan salah satu kendala pada budidaya jahe karena dapat menurunkan
produktivitas tanaman sebesar 13%—66%. Penelitian ini mengeksplorasi cendawan
endofit daun asal Zingiberaceae, mengkaji potensinya sebagai agen pengendali
hayati penyakit bercak daun pada jahe, serta pengaruh kolonisasi cendawan endofit
terhadap perubahan metabolit tanaman. Penelitian disusun dalam tiga studi utama
yang mencakup aspek ekologi komunitas cendawan endofit, potensi biokontrol, dan
fespons metabolom tanaman.

Studi pertama berfokus pada eksplorasi dan karakterisasi komunitas
cendawan endofit daun dari sembilan spesies Zingiberaceae. Analisis dilakukan
untuk mengevaluasi tingkat kolonisasi, struktur komunitas, dan pola
keanekaragaman cendawan endofit pada berbagai inang. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa tingkat kolonisasi dipengaruhi oleh kekerabatan taksonomi
tanaman inang, namun pola keanekaragaman spesies cendawan endofit tidak
sepenuhnya mencerminkan kekerabatan taksonomi tanaman inang. Komunitas
cendawan endofit didominasi oleh genus Colletotrichum, diikuti oleh Phyllosticta
dan Diaporthe. Hasil ini menunjukkan bahwa Zingiberaceae merupakan sumber
keanekaragaman cendawan endofit yang berpotensi dimanfaatkan dalam
pengendalian hayati.

Studi kedua mengevaluasi kemampuan cendawan endofit daun dalam
menekan pertumbuhan P. zingiberis. Sebanyak 27 isolat menunjukkan kategori
aman hayati berdasarkan uji hemolisis dan fitopatogenisitas. Pada pengujian in vitro,
i1solat terpilih mampu menghambat pertumbuhan patogen melalui mekanisme
kompetisi dan antibiosis. Beberapa isolat juga terdeteksi menghasilkan IAA dan
enzim hidrolitik pada medium buatan yang mengindikasikan potensi tambahan
dalam memacu pertumbuhan tanaman dan mendegradasi dinding sel patogen.
Pengujian in planta menunjukkan bahwa aplikasi cendawan endofit terpilih secara
signifikan menurunkan keparahan penyakit bercak daun. Isolat Colletotrichum
gigasporum (E2) merupakan isolat yang paling efektif dalam menekan penyakit
bercak daun serta menghasilkan bobot basah rimpang tertinggi.

Studi ketiga mengkaji pengaruh kolonisasi cendawan endofit dan inokulasi P.
zingiberis terhadap perubahan profil metabolit daun jahe. Delapan isolat cendawan
endofit berhasil mengkolonisasi daun jahe pada 5 hari setelah inokulasi (HSI).
Analisis metabolomik dilakukan menggunakan pendekatan untargeted berbasis
LC-MS/HRMS pada dua titik waktu pengambilan sampel, yaitu 5 HSI setelah
aplikasi endofit dan 5 HSI setelah inokulasi patogen. Sebanyak 41 senyawa berhasil
dianotasi secara putatif. Analisis multivariat dengan Principal Component Analysis
{PCA) dan Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) menunjukkan
bahwa inokulasi cendawan endofit maupun infeksi patogen P. zingiberis
memengaruhi profil metabolit daun dengan pola respons yang spesifik pada
masing-masing isolat. Perubahan metabolik tersebut ditandai oleh akumulasi



beberapa metabolit yang diduga terkait dengan respons pertahanan tanaman,
terutama asam pipekolat dan asam jasmonat. Kedua senyawa tersebut menunjukkan
korelasi negatif yang kuat dengan nilai AUDPC serta korelasi positif dengan bobot
rimpang, mengindikasikan bahwa peningkatan metabolit pertahanan pada tanaman
yang diinokulasi endofit mungkin berkaitan dengan penurunan keparahan penyakit
sekaligus perbaikan kondisi fisiologis tanaman yang mendukung pertumbuhan
rimpang. Meskipun demikian, hubungan ini bersifat korelatif, sehingga konfirmasi
melalui pendekatan fargeted metabolomics dan analisis fungsional masih
diperlukan untuk memastikan hubungan kausal antara perubahan metabolit dan
penekanan penyakit bercak daun. Terlepas dari keterbatasan tersebut, penelitian ini
secara keseluruhan menunjukkan bahwa cendawan endofit daun asal Zingiberaceae
memiliki potensi sebagai agens pengendali hayati yang efektif terhadap penyakit
bercak daun pada jahe.

Kata kunci: AUDPC, bobot rimpang, pengendalian hayati, produktivitas jahe, profil
metabolit



SUMMARY

MARLINA PUSPITA SARI. Leaf Endophytic Fungi from Zingiberaceae as
Potential Agents for Suppressing Proxipyricularia zingiberis, the Causal Agent of
Leaf Spot Disease in Ginger. Supervised by SURYO WIYONO, GIYANTO,
AWANG MAHARIJAYA, DONO WAHYUNO.

Leaf spot disease caused by Proxipyricularia zingiberis is one of the major
constraints in ginger cultivation, reducing crop productivity by 13%—66%. This
study explored foliar endophytic fungi associated with Zingiberaceae, evaluated
their potential as biological control agents against ginger leaf spot disease, and
investigated the effects of endophytic fungal colonization on changes in plant
metabolite profiles. The research comprised three major studies addressing the
ecology of endophytic fungal communities, their biocontrol potential, and the
metabolomic responses of ginger plants.

The first study focused on the exploration and characterization of foliar
endophytic fungal communities from nine Zingiberaceae species. Analyses were
conducted to evaluate colonization rates, community structure, and diversity
patterns of endophytic fungi across different host plants. The results showed that
colonization rates were influenced by the taxonomic relatedness of the host plants,
whereas the diversity patterns of endophytic fungal species did not fully reflect host
taxonomic relationships. The endophytic fungal community was dominated by the
genus Colletotrichum, followed by Phyllosticta and Diaporthe. These findings
demonstrate that Zingiberaceae represent a valuable reservoir of endophytic fungal
diversity with considerable potential for biological control applications.

The second study evaluated the ability of foliar endophytic fungi to suppress
the growth of P. zingiberis. Twenty-seven isolates were classified as biologically
safe based on hemolysis and phytopathogenicity assays. Under in vitro conditions,
selected isolates inhibited pathogen growth through competition and antibiosis.
Several isolates also produced indole-3-acetic acid (IAA) and hydrolytic enzymes
in artificial medium, indicating additional potential to promote plant growth and
degrade pathogen cell walls. In planta experiments demonstrated that application
of selected endophytic fungi significantly reduced the severity of leaf spot disease.
Colletotrichum gigasporum (E2) was the most effective isolate, providing the
greatest suppression of leaf spot disease while producing the highest fresh rhizome
weight.

The third study investigated the effects of endophytic fungal colonization and
P. zingiberis inoculation on changes in the metabolite profiles of ginger leaves.
Eight endophytic fungal isolates successfully colonized ginger leaves within 5 days
after inoculation (DAI). Untargeted metabolomic analysis was performed using
LC-MS/HRMS at two sampling points: 5 DAI following endophyte application and
5 DAI following pathogen inoculation. A total of 41 compounds were putatively
annotated. Multivariate analyses using Principal Component Analysis (PCA) and
Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) revealed that both
endophytic fungal inoculation and P. zingiberis infection altered leaf metabolite
profiles, with isolate-specific response patterns. These metabolic changes were
characterized by the accumulation of several metabolites associated with plant
defense responses, particularly pipecolic acid and jasmonic acid. Both compounds



showed strong negative correlations with the area under the disease progress curve
(AUDPC) and positive correlations with rhizome weight, suggesting that enhanced
accumulation of defense-related metabolites in endophyte-inoculated plants may be
associated with reduced disease severity and improved physiological conditions
that support rhizome development. However, these relationships remain correlative,
and confirmation through targeted metabolomics and functional analyses is still
required to establish causal links between metabolite changes and suppression of
leaf spot disease. Despite these limitations, the findings of this study collectively
demonstrate that foliar endophytic fungi associated with Zingiberaceae possess
considerable potential as effective biological control agents against leaf spot disease
in ginger.

Keywords: AUDPC, biological control, ginger productivity, metabolite profile
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I PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Jahe (Zingiber officinale Rosc.) merupakan komoditas penting dengan nilai
ekonomi tinggi, baik sebagai bahan obat tradisional maupun fitofarmaka, serta
memiliki prospek luas di pasar domestik dan internasional (Heidari et al. 2026;
Mulyani et al. 2026). Indonesia sebagai salah satu produsen utama jahe dunia
memiliki potensi besar dalam pengembangan komoditas ini (FAO 2026). Namun
demikian, produksi dan produktivitas jahe di Indonesia masih cenderung
berfluktuasi, yang dipengaruhi oleh faktor biotik maupun abiotik, termasuk infeksi
penyakit tanaman (BPS-Kementerian Pertanian 2025). Selain faktor lingkungan
dan budidaya, sistem penanaman berulang (continuous cropping) pada jahe juga
dilaporkan meningkatkan akumulasi berbagai organisme patogen, seperti cendawan,
nematoda, dan bakteri, yang berdampak terhadap penurunan kesehatan dan
produktivitas tanaman (Ruchi dan Dohroo 2005; Wahyuno ef al. 2020, 2023; Zhang
et al. 2020; Wang et al. 2021; Liang et al. 2022).

Penyakit bercak daun banyak ditemukan pada berbagai varietas jahe,
khususnya jahe merah dan jahe putih besar. Penyakit ini tidak secara langsung
menyebabkan kematian tanaman, tetapi dapat menurunkan luas daun sehat dan
kapasitas fotosintesis sehingga berdampak pada penurunan produktivitas serta
ketahanan tanaman terhadap cekaman lingkungan. Kehilangan hasil akibat penyakit
bercak daun dilaporkan berkisar antara 13-66%, tergantung tingkat keparahan
penyakit, yang meningkat pada kondisi kelembapan dan suhu tinggi (Merga 2021).
Tanaman berumur muda (<5 bulan) diketahui lebih rentan terhadap infeksi penyakit
bercak daun (Siswanto et al. 2008). Berbagai cendawan telah dilaporkan sebagai
penyebab penyakit bercak daun pada jahe di Indonesia, antara lain Phakopsora
elettariae, Phyllosticta sp., Proxipyricularia zingiberis, dan Phoma spp.
(Kobayashi 1993; Rachmat 1993; Wahyuno et al. 2020, 2023). Di antara patogen
tersebut, Proxipyricularia zingiberis (sinonim: Pyricularia zingiberi) merupakan
salah satu penyebab utama yang menimbulkan gejala khas berupa bercak berbentuk
belah ketupat sehingga mudah dikenali di lapangan. Penyakit ini tidak hanya
ditemukan di Indonesia, tetapi juga telah dilaporkan di beberapa negara lain seperti
Jepang (Kotani dan Kurata 1992), Malaysia (Abed-Ashtiani et al. 2016), dan
Vietnam (Nguyen et al. 2022). Hingga saat ini, belum tersedia varietas jahe yang
sepenuhnya tahan terhadap penyakit bercak daun, meskipun beberapa varietas
dilaporkan memiliki tingkat ketahanan moderat (Bermawie dan Purwiyanti 2011).

Selain penting dari sisi kerugian ekonomi, P. zingiberis juga menarik dikaji
dari perspektif fitopatologi karena berkerabat dekat dengan kompleks
Pyricularia/Magnaporthe. Kelompok cendawan ini dikenal memiliki mekanisme
infeksi yang sangat efisien melalui pembentukan apresorium sebagai struktur
penetrasi khusus (Wilson dan Talbot 2009; Dean et al. 2012). Selain itu, kelompok
ini memproduksi berbagai molekul efektor yang berperan penting dalam kolonisasi
jaringan dan supresi sistem pertahanan tanaman (Valent dan Khang 2010; Yan dan
Talbot 2016). Perubahan faktor virulensi, adaptasi genetik, dan spesialisasi inang
dilaporkan berkontribusi pada kemampuan patogen bertahan di berbagai kondisi
lingkungan serta membentuk /ineage yang berbeda (Gladieux et al. 2018).
Meskipun informasi mengenai dinamika evolusi dan spesialisasi inang pada P.
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zingiberis masih terbatas, pemahaman terhadap karakteristik patogen ini menjadi
penting sebagai dasar pengembangan strategi pengendalian yang efektif.

Pengendalian penyakit bercak daun pada jahe hingga saat ini masih banyak
mengandalkan fungisida kimia. Meskipun efektif dalam menekan perkembangan
penyakit, penggunaan fungisida secara berulang berpotensi mendorong
berkembangnya resistensi patogen serta menimbulkan dampak negatif terhadap
fingkungan dan keseimbangan agroekosistem (Wang et al. 2025a). Di sisi lain,
efektivitas pengendalian di tingkat petani sering kali belum optimal akibat
Keterbatasan akses terhadap sarana produksi, biaya pengendalian, maupun
Ketepatan aplikasi. Kondisi tersebut menunjukkan perlunya strategi pengendalian
alternatif yang efektif, ramah lingkungan, dan dapat diterapkan secara luas pada
berbagai sistem budidaya jahe. Oleh karena itu, pengembangan pendekatan
pengendalian hayati berbasis mikroorganisme, seperti cendawan endofit, menjadi
sangat relevan.

Cendawan endofit merupakan kelompok mikroorganisme yang hidup dan
mengkolonisasi jaringan tanaman tanpa menyebabkan gejala penyakit (Arnold
2007). Keberadaan cendawan endofit diketahui berperan dalam meningkatkan
ketahanan tanaman terhadap cekaman biotik maupun abiotik melalui berbagai
mekanisme, termasuk produksi metabolit bioaktif, kompetisi ruang dan nutrisi,
serta induksi ketahanan sistemik pada tanaman (Rodriguez et al. 2009; Mousa dan
Raizada 2013; Adeleke ef al. 2022). Berbagai mekanisme tersebut menunjukkan
bahwa cendawan endofit berpotensi besar untuk dikembangkan sebagai agens
pengendali hayati yang ramah lingkungan.

Pemanfaatan cendawan endofit sebagai strategi pengendalian penyakit bercak
daun pada jahe masih belum banyak dilaporkan. Penelitian yang ada umumnya
menggunakan isolat endofit dari berbagai sumber tanaman tanpa
mempertimbangkan kesesuaian ekologis dengan tanaman target, sehingga potensi
penggunaan endofit yang bersumber dari famili yang sama dengan tanaman inang,
seperti Zingiberaceae, belum banyak dikaji secara sistematis. Hingga saat ini,
belum ada penelitian yang secara terintegrasi mengkaji potensi biokontrol
cendawan endofit daun asal Zingiberaceae sekaligus perannya dalam modulasi
profil metabolit daun jahe sebagai respons terhadap kolonisasi endofit dan infeksi
P. zingiberis. Kesenjangan pengetahuan ini menjadi dasar bagi penelitian yang
dilakukan dalam disertasi ini.

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh (1) informasi mengenai
keragaman, komposisi, dan karakteristik komunitas cendawan endofit daun pada
berbagai spesies dalam famili Zingiberaceae, (2) isolat cendawan endofit yang
berpotensi sebagai agens biokontrol terhadap P. zingiberis berdasarkan pengujian
in vitro dan in planta, serta (3) informasi mengenai perubahan profil metabolit daun
jahe yang berkaitan dengan respons terhadap kolonisasi cendawan endofit dan
infeksi P. zingiberis.

1.2 Rumusan Masalah

Pengendalian penyakit bercak daun pada jahe saat ini masih banyak
mengandalkan fungisida kimia yang berpotensi memicu resistensi patogen dan
berdampak negatif terhadap lingkungan, sementara efektivitasnya di tingkat petani
sering tidak optimal akibat keterbatasan akses terhadap sarana pengendalian.
iKondisi tersebut menunjukkan perlunya pengembangan strategi pengendalian



alternatif yang efektif, ramah lingkungan, dan dapat diterapkan pada berbagai skala
budidaya.

Cendawan endofit berpotensi sebagai agens pengendali hayati, namun
pemanfaatannya secara spesifik untuk mengendalikan penyakit bercak daun pada
jahe belum pernah dilaporkan. Selain itu, pendekatan berbasis kesesuaian ekologis,
seperti penggunaan cendawan endofit yang berasal dari tanaman dalam famili
Zingiberaceae, serta keterkaitannya dengan respons tanaman berupa perubahan
profil metabolit, belum banyak dikaji secara komprehensif.

Berdasarkan hal tersebut, permasalahan penelitian ini dirumuskan dalam

pertanyaan sebagai berikut:

1. Bagaimana keanekaragaman cendawan endofit daun asal tanaman
Zingiberaceae?

2. Cendawan endofit manakah yang berpotensi menekan penyakit bercak daun jahe
dan bagaimana mekanismenya?

3. Bagaimana pengaruh kolonisasi cendawan endofit pada tanaman jahe terhadap
profil metabolit daun jahe?

1.3 Tujuan

Secara umum, penelitian ini bertujuan untuk menghasilkan dasar ilmiah bagi
pengembangan cendawan endofit daun asal Zingiberaceae sebagai agens
pengendali hayati penyakit bercak daun jahe yang disebabkan oleh P. zingiberis.
Secara khusus, penelitian ini bertujuan untuk memperoleh (1) informasi mengenai
keragaman, komposisi, dan karakteristik komunitas cendawan endofit daun pada
berbagai spesies dalam famili Zingiberaceae, (2) isolat cendawan endofit yang
berpotensi sebagai agens biokontrol terhadap P. zingiberis berdasarkan pengujian
in vitro dan in planta, serta (3) informasi mengenai perubahan profil metabolit daun
jahe yang berkaitan dengan respons terhadap kolonisasi cendawan endofit dan
infeksi P. zingiberis.

1.4 Manfaat

Hasil penelitian ini bisa menjadi komponen dalam strategi pengendalian
bercak daun pada jahe serta menambah informasi spesifik mengenai mekanisme
cendawan endofit dalam meningkatkan ketahanan tanaman serta pengaruhnya pada
profil metabolit tanaman.

1.5 Ruang Lingkup

Ruang lingkup penelitian ini mencakup eksplorasi, isolasi, dan identifikasi
molekuler cendawan endofit daun dari berbagai spesies Zingiberaceae untuk
menganalisis keanekaragaman dan komposisinya. Selanjutnya dilakukan pengujian
kemampuan antagonistik isolat terhadap P. zingiberis secara in vitro. Evaluasi
efektivitas secara in planta dilakukan pada isolat terpilih berdasarkan hasil skrining
in vitro. Analisis metabolit berbasis LC-MS/HRMS dilakukan secara untargeted
pada lima perlakuan terpilih yang mewakili perbedaan respons ketahanan dan
keragaman genus cendawan endofit, pada dua titik waktu pengambilan sampel yaitu
setelah inokulasi cendawan endofit dan setelah inokulasi patogen, untuk mengkaji
perubahan profil metabolit daun jahe yang berkaitan dengan respons ketahanan
tanaman. Penelitian ini dilakukan dalam kondisi terkontrol di rumah kaca.
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Gambar 1.1 Kerangka penelitian “Cendawan Endofit Daun asal Zingiberaceae
Potensial untuk Menekan Proxipyricularia zingiberis Penyebab
Penyakit Bercak Daun pada Tanaman Jahe

1.6 Kebaruan (novelty)

Penelitian ini memberikan kontribusi baru berupa (1) diperolehnya koleksi
1solat dan basis data mengenai keanekaragaman cendawan endofit daun pada
berbagai spesies famili Zingiberaceae, termasuk pola distribusinya yang berkaitan
dengan kekerabatan tanaman inang; (2) beberapa spesies cendawan endofit yang
berhasil diisolasi merupakan laporan pertama keberadaannya sebagai endofit pada
tanaman famili Zingiberaceae; (3) diperolehnya bukti molekuler yang mendukung
penggunaan nama Proxipyricularia zingiberis sebagai nomenklatur terkini bagi
patogen penyebab bercak daun jahe yang sebelumnya dilaporkan sebagai
Pyricularia zingiberi di Indonesia; (4) diperoleh isolat cendawan endofit potensial
yang mampu menekan penyakit bercak daun pada jahe yang disebabkan oleh P.
zingiberis, sehingga kehilangan hasil akibat penyakit dapat dikurangi; (5)
diketahuinya proses dan kemampuan kolonisasi cendawan endofit pada tanaman
jahe (Zingiber officinale) secara lebih mendetail melalui integrasi teknik pewarnaan
jaringan dan reisolasi; (6) penelitian ini merupakan kajian pertama yang



mengintegrasikan respons fenotipik dan metabolomik tanaman jahe terhadap
inokulasi cendawan endofit dan patogen untuk mengungkap mekanisme biokimia
yang berasosiasi dengan induksi ketahanan tanaman.

1.7 Hipotesis

Hipotesis penelitian ini adalah: 1) cendawan endofit daun yang diisolasi dari
tanaman famili Zingiberaceae memiliki keanekaragaman spesies dan pola
kolonisasi yang dipengaruhi oleh kekerabatan taksonomi tanaman inang, 2)
terdapat cendawan endofit yang berpotensi meningkatkan ketahanan tanaman jahe
terhadap penyakit bercak daun P. zingiberis, 3) cendawan endofit menekan
perkembangan penyakit bercak daun yang disebabkan oleh P. zingiberis melalui
lebih dari satu mekanisme; dan 4) kolonisasi cendawan endofit pada tanaman jahe
berkaitan dengan perubahan profil metabolit daun yang mencerminkan aktivasi
respons pertahanan tanaman.



II TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Syarat Hidup dan Budidaya Tanaman Jahe

Jahe (Zingiber officinale Rosc.) merupakan tanaman herba perenial dari
famili Zingiberaceae yang banyak dibudidayakan di wilayah tropis karena nilai
ekonominya yang tinggi, terutama dari kandungan minyak atsiri dan oleoresin pada
rfimpangnya (Dauda dan Abiodun 2017). Di Indonesia, jahe termasuk komoditas
penting dengan tiga tipe utama yang umum dibudidayakan, yaitu jahe putih besar,
1ahe putih kecil, dan jahe merah, yang memiliki perbedaan karakter morfologi dan
kandungan senyawa aktif (Bermawie dan Purwiyanti 2011).

Produktivitas dan kualitas jahe sangat dipengaruhi oleh interaksi antara faktor
genotip, sistem budidaya, dan kondisi lingkungan. Tanaman ini umumnya
dibudidayakan pada ketinggian 300900 mdpl dengan curah hujan 2.500—4.000
mm per tahun, suhu optimal 25-30°C, serta intensitas cahaya sedang hingga tinggi
(Azizah et al. 2019; Soni et al. 2022; Shende et al. 2025). Selain itu, jahe tumbuh
optimal pada tanah yang gembur, kaya bahan organik, memiliki drainase baik, serta
pH mendekati netral hingga sedikit basa (6,8—7,4) (Olunuga ef al. 2022).

Kondisi lingkungan tersebut tidak hanya memengaruhi pertumbuhan tanaman,
tetapi juga berperan penting dalam perkembangan penyakit. Kelembapan tinggi dan
suhu hangat, yang umum dijumpai pada sistem budidaya jahe di daerah tropis,
merupakan kondisi yang mendukung perkembangan patogen penyebab penyakit
bercak daun. Oleh karena itu, interaksi antara faktor lingkungan, tanaman inang,
dan mikroorganisme, termasuk cendawan endofit, menjadi aspek penting yang
perlu dipahami dalam sistem budidaya jahe.

2.2 Penyakit Bercak Daun Jahe

Penyakit bercak daun merupakan salah satu penyakit penting pada tanaman
jahe yang dapat menyebabkan penurunan fotosintesis, kualitas, dan hasil rimpang.
Perkembangan penyakit dipengaruhi oleh faktor lingkungan seperti suhu,
kelembapan, dan curah hujan, serta umur tanaman dan kerentanan varietas atau
jenis jahe yang dibudidayakan. Selain itu, spesies cendawan patogen yang dominan
dapat berbeda antar wilayah dan kondisi agroekologi (Sasikumar dan Nagewar
2002; Yu et al. 2023). Tanaman jahe berumur kurang dari lima bulan dilaporkan
lebih rentan terhadap penyakit bercak daun dibandingkan tanaman yang lebih tua
(Siswanto et al. 2008). Di Indonesia beberapa cendawan dilaporkan sebagai
penyebab penyakit bercak daun, di antaranya Phakopsora elettariae (Rachmat
1993), Phyllosticta zingiberi (Hartati et al. 2011), Pyricularia zingiberi (current
name: Proxipyricularia zingiberis) (Wahyuno et al. 2020), dan Phoma spp.
(Epicoccum) (Wahyuno et al. 2023). Di negara lain, keragaman patogen penyebab
bercak daun jahe juga terus dilaporkan, termasuk Epicoccum sorghinum sebagai
penyebab bercak daun jahe di China (Yu et al. 2023). Perkembangan pendekatan
identifikasi berbasis morfologi dan molekuler menunjukkan bahwa kompleks
penyakit bercak daun pada jahe memiliki keanekaragaman patogen yang tinggi dan
dinamika taksonomi yang terus berkembang.

Proxipyricularia zingiberis merupakan salah satu cendawan patogen yang
dominan menginfeksi tanaman jahe di lapangan. Patogen ini pertama kali
dilaporkan menyerang tanaman jahe dan myoga (Zingiber myoga) di Jepang pada



tahun 1988 (Kotani dan Kurata 1992). Gejala awal penyakit muncul berupa bercak
kecil berwarna cokelat muda pada nodus rimpang yang berada dekat permukaan
tanah. Bercak tersebut memiliki struktur menyerupai sklerotium kecil dengan
diameter sekitar 10-20 mm dan pada kondisi lanjut dapat saling menyatu
membentuk lesi yang lebih besar (Gambar 2.1). Kejadian penyakit ini pada
pertanaman jahe dilaporkan berkisar antara 10-30%. Selain menyerang rimpang,
patogen ini juga menyebabkan gejala bercak pada daun. Hasil uji patogenisitas
menunjukkan bahwa isolat P. zingiberis mampu menginfeksi baik daun maupun
rimpang jahe (Kotani dan Kurata 1992). Setelah laporan awal di Jepang, patogen
ini juga dilaporkan menyerang tanaman jahe di India (Ruchi Sood dan Dohroo
2005), Malaysia (Abed-Ashtiani et al. 2016) , dan Vietnam (Nguyen ef al. 2022),
menunjukkan bahwa penyakit ini memiliki distribusi geografis yang cukup luas
pada daerah sentra budidaya jahe.

Gambar 2.1 Gejala bercak Proxipyricularia zingiberis pada nodus rimpang (Kotani
dan Kurata 1992)

Di Indonesia, gejala bercak berbentuk belah ketupat telah banyak ditemukan
pada pertanaman jahe sejak tahun 2007. Survei di Bengkulu, Jawa Tengah, dan
Jawa Timur menunjukkan bahwa gejala bercak daun berbentuk belah ketupat yang
diduga disebabkan oleh Pyricularia sp. banyak ditemukan di lapangan dengan
kejadian penyakit berkisar antara 1,2% hingga 92% (Siswanto et al. 2008). Patogen
penyebab penyakit tersebut kemudian diidentifikasi sebagai Pyricularia zingiberis
(Wahyuno et al. 2020), yang dalam penelitian ini diperbaharui nomenklaturnya
menjadi Proxipyricularia zingiberis. Gejala berupa bercak nekrosis berbentuk
belah ketupat umumnya muncul pada daun bagian bawah yang telah membuka
sempurna pada fase produktif tanaman. Penyakit ini ditularkan melalui udara
dengan penyebaran konidia dan inokulum dapat bertahan pada sisa-sisa tanaman
terinfeksi ketika tanaman inang tidak tersedia. Perkembangan penyakit sangat
dipengaruhi oleh kelembapan relatif tinggi dan suhu yang mendukung
perkecambahan serta penyebaran patogen.
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Gambar 2.2 Gejala penyakit bercak daun Proxipyricularia zingiberis pada jahe
a)gejala banyak muncul pada daun yang sudah membuka sempurna
b)gejala khas berbentuk berlian dikelilingi halo berwarna kuning
(dokumentasi pribadi)

P. zingiberis menghasilkan konidia hialin berbentuk seperti lemon dengan
dua sekat (2-septa). Konidia berukuran panjang 17,5-21,3 pm dan lebar 5,0-8,8
um, dengan sel apikal berukuran 5,0-8,6 um dan sel basal 5,0-7,5 um. Pada bagian
ujung basal terdapat hilum yang tampak menebal sebagai ciri khas konidia. Konidia
umumnya mampu berkecambah dalam waktu kurang dari 24 jam. Selain itu,
pembentukan kecambah dan apresorium dilaporkan berlangsung optimal pada suhu
28-31 °C, menunjukkan bahwa suhu berperan penting dalam proses infeksi dan
perkembangan penyakit (Wahyuno et al. 2020). Karakter morfologi yang serupa
juga dilaporkan pada isolat asal Malaysia, yang menunjukkan konidia piriform
hingga obklavat, hialin, dan bersepta dua dengan kemampuan membentuk
apresorium pada kondisi lembap (Abed-Ashtiani et al. 2016). Kesamaan karakter
antar isolat dari berbagai negara menunjukkan bahwa P. zingiberis memiliki
karakter morfologi yang relatif mirip meskipun berasal dari lingkungan geografis
yang berbeda.

2.3 Pengendalian Penyakit Bercak Daun Jahe

Di Jepang, P. zingiberis bertahan selama musim dingin dengan membentuk
struktur menyerupai sklerotium pada sisa-sisa tanaman jahe dan myoga yang
terinfeksi. Struktur dorman tersebut dikendalikan melalui fumigasi tanah
menggunakan metil bromida yang umum diaplikasikan sebelum musim tanam jahe
(Kotani 1994). Namun, penggunaan metil bromida saat ini telah dilarang di
berbagai negara karena berdampak negatif terhadap lingkungan dan kesehatan
manusia. Di Indonesia, beberapa teknologi pengendalian penyakit bercak daun jahe
telah dilaporkan, meskipun efektivitasnya di lapangan masih perlu diuji lebih lanjut.
Sari et al. (2022a) melaporkan bahwa minyak cengkeh mampu menghambat
pertumbuhan P. zingiberis secara in vitro, namun efektivitasnya relatif rendah
ketika diaplikasikan secara in planta dalam kombinasi dengan pemupukan silika.

Pemanfaatan agens pengendali hayati sebagai alternatif pengendalian
penyakit tanaman yang lebih ramah lingkungan mulai banyak dikembangkan,
termasuk melalui eksplorasi cendawan endofit. Berbagai studi menunjukkan bahwa
cendawan endofit mampu menekan perkembangan patogen melalui mekanisme
Kompetisi ruang dan nutrisi, antibiosis, produksi metabolit antimikroba, maupun



induksi ketahanan tanaman inang. Pada kelompok Zingiberaceae, beberapa
cendawan endofit dilaporkan memiliki aktivitas antagonistik terhadap patogen
penyebab bercak daun. Cendawan endofit Aspergillus terreus yang diisolasi dari
jahe diketahui mampu menekan perkembangan penyakit bercak daun jahe yang
disebabkan oleh Colletotrichum gloeosporioides (Gupta et al. 2022). Kajian
mengenai pemanfaatan cendawan endofit daun sebagai agens pengendali hayati
penyakit bercak daun P. zingiberis belum pernah dilaporkan.

2.4 Karakteristik Cendawan Endofit

Cendawan endofit merupakan kelompok mikroorganisme yang hidup dan
berkolonisasi di dalam jaringan tanaman tanpa menimbulkan gejala penyakit yang
nyata pada inangnya (White et al. 2019). Mikroorganisme ini ditemukan hampir
pada seluruh kelompok tumbuhan dan diketahui membentuk hubungan simbiotik
yang kompleks dengan tanaman inang. Dalam beberapa dekade terakhir, cendawan
endofit mendapat perhatian besar karena perannya dalam meningkatkan
pertumbuhan tanaman, penyerapan hara, toleransi terhadap cekaman abiotik, serta
ketahanan terhadap serangan patogen dan herbivora (Card ef al. 2016; Khare et al.
2018). Kemampuan cendawan endofit untuk masuk, beradaptasi, dan bertahan di
dalam jaringan tanaman menunjukkan bahwa mikroorganisme ini merupakan
komponen penting dalam sistem mikrobioma tanaman yang berkontribusi terhadap
kesehatan dan stabilitas fisiologis tanaman inang.

Interaksi antara cendawan endofit dan tanaman inang bersifat dinamis serta
dipengaruhi oleh keseimbangan antara sistem pertahanan tanaman dan kemampuan
adaptasi mikroorganisme. Tanaman mengenali keberadaan mikroba melalui
persepsi molekul terkait mikroba atau patogen (microbe/pathogen-associated
molecular patterns; MAMPs/PAMPs) oleh reseptor pengenalan pola (pattern
recognition receptors; PRRs), yang kemudian memicu respons imun bawaan
sebagai mekanisme pertahanan awal (Plett dan Martin 2018). Namun demikian,
cendawan endofit tertentu mampu memodulasi respons imun tanaman melalui
sekresi efektor, enzim, maupun metabolit tertentu sehingga kolonisasi dapat
berlangsung tanpa memicu gejala penyakit (Yan ef al. 2015). Hubungan tersebut
dapat berubah bergantung pada kondisi lingkungan, status fisiologis tanaman, serta
perubahan keseimbangan interaksi antara inang dan mikroorganisme. Dalam
kondisi tertentu, beberapa cendawan endofit bahkan dapat beralih menjadi patogen
oportunistik ketika tanaman mengalami stres atau ketidakseimbangan fisiologis.

Selain berperan dalam interaksi ekologis dengan tanaman inang, cendawan
endofit juga diketahui menghasilkan berbagai metabolit sekunder bioaktif, seperti
alkaloid, terpenoid, flavonoid, peptida, dan senyawa fenolik yang berpotensi
sebagai antimikroba, antioksidan, maupun penginduksi ketahanan tanaman (Kusari
et al. 2012). Produksi metabolit sekunder tersebut menunjukkan bahwa cendawan
endofit memiliki potensi besar sebagai sumber senyawa bioaktif dan agens
pengendali hayati berkelanjutan. Perkembangan pendekatan multi-omics, seperti
metabolomik, transkriptomik, dan genomik, menunjukkan bahwa interaksi antara
tanaman, endofit, dan patogen melibatkan regulasi molekuler yang kompleks,
termasuk perubahan metabolik tanaman inang selama proses kolonisasi dan infeksi
(Chen et al. 2022; Zhao et al. 2024). Namun demikian, mekanisme molekuler yang
mendasari produksi metabolit sekunder dan peran spesifiknya dalam interaksi tiga
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arah antara tanaman inang, cendawan endofit, dan patogen masih belum
sepenuhnya dipahami.

2.5 Mekanisme Cendawan Endofit sebagai Agens Pengendali Hayati

Cendawan endofit merupakan kelompok mikroorganisme yang mampu
mengkolonisasi jaringan tanaman tanpa menimbulkan gejala penyakit serta
membentuk hubungan yang bersifat netral hingga menguntungkan bagi tanaman
inang. Kemampuan cendawan endofit untuk bertahan dan berkembang di dalam
jaringan tanaman memungkinkan mikroorganisme ini berperan penting dalam
meningkatkan pertumbuhan tanaman, toleransi terhadap cekaman abiotik, dan
ketahanan terhadap berbagai patogen (Rodriguez et al. 2009; Card et al. 2016;
Akram et al. 2023). Sebagai agens pengendali hayati, cendawan endofit dapat
menekan perkembangan patogen melalui mekanisme langsung (direct mechanisms)
maupun mekanisme tidak langsung (indirect mechanisms).

Menyediakan nutrisi dan faktor
pertumbuhan untuk tanaman

.
Enzlm litik
. * .
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Gambar 2.3 Mekanisme cendawan endofit dalam meningkatkan ketahanan tanaman
terhadap cendawan patogen (Akram et al. 2023)

2.5.1 Mekanisme Langsung (Direct Mechanism)

Mekanisme langsung terjadi ketika cendawan endofit berinteraksi secara
langsung dengan patogen sehingga menghambat pertumbuhan, perkembangan, atau
kemampuan infeksinya. Salah satu mekanisme yang paling umum adalah kompetisi
ruang dan nutrisi. Karena telah lebih dahulu mengkolonisasi jaringan tanaman,
cendawan endofit dapat menempati niche ekologis yang sama dengan patogen
sehingga mengurangi ruang kolonisasi dan ketersediaan sumber daya yang
diperlukan untuk pertumbuhan patogen. Kompetisi ini terutama terjadi terhadap
sumber karbon, nitrogen, dan unsur mikro penting seperti besi yang diperlukan
selama proses infeksi (Rodriguez et al. 2009; Card et al. 2016).

Selain kompetisi, banyak cendawan endofit menghasilkan berbagai metabolit
antimikroba yang mampu menghambat pertumbuhan patogen. Senyawa tersebut
dapat berupa metabolit primer maupun sekunder, termasuk alkaloid, terpenoid,
poliketida, peptida antimikroba, serta berbagai senyawa bioaktif lainnya. Produksi
metabolit antimikroba ini merupakan salah satu mekanisme utama yang mendasari
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aktivitas antagonistik cendawan endofit terhadap berbagai patogen tanaman
(Mousa dan Raizada 2013; Adeleke et al. 2022).

Mekanisme langsung lainnya adalah mikoparasitisme, yaitu kemampuan

cendawan endofit untuk menyerang cendawan patogen secara langsung. Dalam
proses ini, hifa endofit dapat melakukan kontak dengan hifa patogen, membelit
(coiling), menembus dinding sel, dan selanjutnya memanfaatkan isi sel patogen
sebagai sumber nutrisi. Aktivitas tersebut umumnya didukung oleh produksi enzim
hidrolitik seperti kitinase, B-1,3-glukanase, protease, dan selulase yang mampu
mendegradasi komponen dinding sel pathogen (Akram et al. 2023).
Selain itu, beberapa cendawan endofit juga menghasilkan volatile organic
compounds (VOCs) yang dapat menghambat pertumbuhan dan sporulasi patogen
tanpa memerlukan kontak langsung. Senyawa volatil tersebut dapat berdifusi
melalui ruang antar jaringan maupun atmosfer di sekitar tanaman sehingga
memperluas efek penghambatan terhadap patogen (Mousa dan Raizada 2013).

2.5.2 Mekanisme Tidak Langsung (Indirect Mechanisms)

Selain berinteraksi langsung dengan patogen, cendawan endofit juga
mampu meningkatkan ketahanan tanaman melalui mekanisme tidak langsung
dengan memodulasi sistem imun tanaman. Mekanisme ini umumnya melibatkan
aktivasi induced systemic resistance (ISR), yaitu suatu kondisi ketika tanaman
menunjukkan peningkatan kapasitas pertahanan setelah berasosiasi dengan
mikroorganisme menguntungkan (Pieterse ef al. 2014).

Aktivasi ISR diawali oleh pengenalan molekul yang berasal dari
cendawan endofit oleh sistem persepsi tanaman. Interaksi tersebut mengaktitkan
berbagai jalur sinyal pertahanan, terutama yang dimediasi oleh asam jasmonat
(JA) dan etilen (ET), sehingga tanaman menjadi lebih siap dalam menghadapi
infeksi patogen berikutnya. Berbeda dengan respons pertahanan yang diaktifkan
secara penuh setelah infeksi, ISR umumnya meningkatkan kesiagaan sistem
imun tanaman tanpa menimbulkan biaya fisiologis yang tinggi (Pieterse et al.
2014; Mauch-Mani et al. 2017).

Salah satu konsep penting yang berkaitan dengan ISR adalah defense
priming. Defense priming merupakan kondisi ketika tanaman berada pada status
kesiagaan fisiologis sehingga mampu memberikan respons yang lebih cepat dan
lebih kuat setelah terpapar patogen. Tanaman yang telah mengalami priming
umumnya tidak menunjukkan aktivasi penuh gen pertahanan sebelum infeksi
terjadi, namun memiliki kapasitas untuk mengaktifkan respons imun secara lebih
efisien ketika patogen menyerang (Conrath 2011; Mauch-Mani et al. 2017).
Oleh karena itu, tanaman yang telah dikolonisasi oleh cendawan endofit sering
kali menunjukkan tingkat keparahan penyakit yang lebih rendah dibandingkan
tanaman yang tidak mengalami kolonisasi.

Aktivasi ISR dan defense priming juga dapat memicu reprogramming
metabolik pada tanaman. Proses ini ditandai dengan perubahan jalur
metabolisme primer maupun sekunder yang berhubungan dengan pertahanan
tanaman. Berbagai penelitian menunjukkan bahwa kolonisasi mikroorganisme
menguntungkan dapat meningkatkan akumulasi metabolit yang berperan dalam
respons imun tanaman, termasuk senyawa fenolik, flavonoid, asam amino
tertentu, serta molekul sinyal pertahanan seperti JA dan asam pipekolat (Pip)
(Balmer et al. 2015).
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Pip saat ini diketahui sebagai salah satu regulator utama systemic
acquired resistance (SAR) dan defense priming pada tanaman. Molekul ini
berperan dalam memperkuat serta memperluas sinyal pertahanan dari lokasi
infeksi menuju jaringan lain sehingga meningkatkan kapasitas tanaman dalam
merespons serangan patogen berikutnya (Navarova et al. 2013). Sementara itu,
JA merupakan hormon pertahanan yang berperan penting dalam respons
terhadap patogen nekrotrof dan hemibiotrof serta terlibat dalam regulasi
berbagai gen yang berkaitan dengan ketahanan tanaman (Glazebrook 2005;
Wasternack dan Song 2017).

Kemampuan cendawan endofit dalam mengombinasikan mekanisme
langsung dan tidak langsung menjadikannya sebagai agens pengendali hayati
yang sangat potensial. Selain menghambat patogen secara langsung melalui
kompetisi, antibiosis, mikoparasitisme, dan produksi senyawa volatil, cendawan
endofit juga mampu meningkatkan kapasitas pertahanan tanaman melalui ISR,
defense priming, dan perubahan profil metabolit. Oleh karena itu, pemahaman
terhadap respons metabolik tanaman setelah kolonisasi endofit menjadi penting
untuk menjelaskan mekanisme biologis yang mendasari peningkatan ketahanan
tanaman terhadap penyakit.

2.6 Sistem Ketahanan pada Tanaman

Tanaman memiliki sistem imun yang kompleks untuk mengenali dan
merespons keberadaan mikroorganisme patogen. Sistem ini terdiri atas beberapa
lapisan pertahanan yang bekerja secara berurutan, mulai dari pengenalan molekul
konservatif patogen hingga aktivasi respons pertahanan lokal maupun sistemik.
Secara umum, sistem imun tanaman dibedakan menjadi (PAMP)-triggered
immunity (PTI), effector-triggered immunity (ET1), SAR, dan ISR (Jones dan Dangl
2006; Boller dan Felix 2009).

2.6.1 (PAMP)-triggered immunity (PT]) dan effector-triggered immunity (ETI)

Pertahanan pertama tanaman diawali oleh pengenalan PAMPs, yaitu
molekul konservatif yang dimiliki oleh kelompok mikroorganisme tertentu.
PAMP pada cendawan yang umum dikenali oleh tanaman antara lain kitin, j3-
glukan, dan berbagai komponen dinding sel lainnya. Molekul-molekul tersebut
dikenali oleh pattern recognition receptors (PRRs) yang terdapat pada
permukaan sel tanaman sehingga mengaktifkan respons pertahanan yang dikenal
sebagai PTI (Roussin-Léveillée et al. 2024; Couto dan Zipfel 2016).

Aktivasi PTI memicu berbagai respons pertahanan, seperti produksi
reactive oxygen species (ROS), deposisi kalosa, aktivasi mitogen-activated
protein kinase (MAPK), serta ekspresi berbagai gen pertahanan yang berfungsi
membatasi perkembangan patogen. Namun demikian, banyak patogen mampu
menghasilkan protein efektor yang berfungsi menekan PTI sehingga kolonisasi
dan infeksi dapat berlangsung lebih efektif (Jones dan Dangl 2006).

Sebagai respons terhadap strategi tersebut, tanaman mengembangkan
lapisan pertahanan kedua berupa ETI. ETI terjadi ketika efektor patogen dikenali
oleh protein ketahanan intraseluler tanaman yang dikenal sebagai nucleotide-
binding leucine-rich repeat proteins (NLRs). Aktivasi ETI menghasilkan
respons pertahanan yang umumnya lebih cepat dan lebih kuat dibandingkan PTI,
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sehingga mampu membatasi perkembangan patogen secara lebih efektif (Jones
dan Dangl 2006; Kourelis 2018).

Tanaman memiliki dua jalur utama dalam merespons serangan patogen,
yaitu SAR dan ISR. SAR umumnya diinduksi oleh infeksi patogen dan ditandai
dengan peningkatan kadar asam salisilat (SA) serta aktivasi gen terkait
patogenesis (PR), seperti PR1, PR2, dan PRS5. Respons ini bersifat sistemik dan
melibatkan transmisi sinyal ke jaringan tanaman yang tidak terinfeksi (Fu dan
Dong 2013).

Sebaliknya, ISR diinduksi oleh mikroorganisme menguntungkan,
termasuk cendawan endofit, dan umumnya dimediasi melalui jalur sinyal yang
bergantung pada JA dan ET (Manners et al. 1998). Berbeda dengan SAR, ISR
tidak selalu disertai dengan akumulasi protein PR, melainkan meningkatkan
kesiapan sistem pertahanan tanaman melalui mekanisme priming, sehingga
tanaman mampu merespons infeksi patogen secara lebih cepat dan efektif
(Pieterse et al. 1996; Yu et al. 2022). Meskipun demikian, beberapa studi
menunjukkan adanya interaksi antara jalur SA dan JA/ET dalam respons ISR
(De Meyer et al. 1999).

Baik SAR maupun ISR berkontribusi terhadap peningkatan ketahanan
tanaman melalui aktivasi gen pertahanan, akumulasi ROS, dan deposisi kalosa.
Dalam konteks interaksi dengan cendawan endofit, ISR menjadi mekanisme
utama yang memungkinkan tanaman meningkatkan ketahanan tanpa
menimbulkan tekanan fisiologis yang berlebihan. Pemahaman mengenai jalur
ketahanan ini penting untuk mengungkap peran cendawan endofit dalam
memodulasi respons pertahanan tanaman, termasuk keterkaitannya dengan
perubahan profil metabolit sebagai bagian dari mekanisme ketahanan terhadap
patogen.

2.6.2 Peran Reseptor Leucine-Rich Repeat (LRR) dan Nucleotide-Binding
Leucine-Rich Repeat Protein (NLR) dalam Sistem Ketahanan Tanaman

Pengenalan mikroorganisme oleh tanaman sangat bergantung pada
keberadaan protein reseptor yang mampu mendeteksi molekul asing. Salah satu
kelompok reseptor yang berperan penting adalah protein yang mengandung
domain LRR. Protein ini banyak ditemukan pada reseptor permukaan sel dan
berfungsi dalam pengenalan PAMP sehingga menginisiasi aktivasi PTI (Jones
dan Dangl 2006).

Selain reseptor permukaan, tanaman juga memiliki protein ketahanan
intraseluler yang termasuk dalam kelompok NLRs. Protein NLR berfungsi
sebagai sensor terhadap efektor patogen yang telah memasuki sel tanaman.
Aktivasi NLR akan memicu ETI yang ditandai dengan peningkatan ekspresi gen
pertahanan, akumulasi metabolit antimikroba, dan penguatan respons imun baik
pada tingkat lokal maupun sistemik (Kourelis dan van der Hoorn 2018).

Keberadaan gen yang mengkode protein LRR dan NLR telah dilaporkan
pada berbagai spesies tanaman, termasuk tanaman jahe. Kehadiran kelompok
gen tersebut menunjukkan bahwa tanaman jahe memiliki perangkat molekuler
yang memungkinkan terjadinya pengenalan patogen dan aktivasi respons
pertahanan yang kompleks terhadap serangan mikroorganisme patogen.
Meskipun penelitian ini tidak mengkaji ekspresi gen LRR dan NLR secara
langsung, keberadaan perangkat molekuler tersebut pada jahe memberikan
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konteks penting untuk memahami kapasitas tanaman dalam merespons
kolonisasi endofit dan infeksi patogen.

2.7 Metabolit Tanaman dan Pendekatan Metabolomik dalam Studi Interaksi
Tanaman—Mikroba

Metabolit merupakan produk akhir dari berbagai proses fisiologis dan
biokimia yang berlangsung di dalam sel. Berbeda dengan transkrip dan protein yang
mencerminkan  potensi respons biologis suatu  organisme, metabolit
menggambarkan kondisi fisiologis aktual yang terjadi pada saat tertentu sehingga
sering dianggap sebagai representasi fenotipe akhir dari ekspresi gen dan aktivitas
protein. Oleh karena itu, perubahan profil metabolit dapat digunakan untuk
mengevaluasi respons tanaman terhadap berbagai faktor lingkungan, termasuk
interaksi dengan mikroorganisme (Fiehn 2002; Obata dan Fernie 2012)

Dalam sistem pertahanan tanaman, aktivasi jalur ketahanan seperti PTI, ETIL,
SAR, maupun ISR umumnya disertai oleh perubahan metabolisme yang kompleks.
Aktivasi sistem imun menyebabkan terjadinya metabolic reprogramming, yaitu
penyesuaian berbagai jalur metabolisme primer dan sekunder yang bertujuan
mendukung kebutuhan energi, sintesis molekul sinyal, serta produksi senyawa
pertahanan yang diperlukan untuk membatasi perkembangan patogen (Pieterse et
al. 2014; Balmer et al. 2015).

Perubahan metabolik tersebut dapat melibatkan akumulasi berbagai senyawa
yang berfungsi dalam pertahanan tanaman, termasuk fenilpropanoid, flavonoid,
terpenoid, alkaloid, asam amino, asam organik, serta berbagai molekul sinyal
pertahanan. Beberapa metabolit diketahui berperan langsung sebagai senyawa
antimikroba, sedangkan metabolit lainnya berfungsi sebagai regulator jalur sinyal
pertahanan atau sebagai prekursor biosintesis senyawa pertahanan lainnya (Wink
2010).

Dalam interaksi tanaman—mikroba, termasuk dengan cendawan endofit,
perubahan profil metabolit sering kali menjadi salah satu indikator utama terjadinya
modulasi sistem imun tanaman. Kolonisasi oleh mikroorganisme menguntungkan
dapat menginduksi kondisi defense priming yang mempersiapkan tanaman untuk
merespons serangan patogen secara lebih cepat dan lebih efektif. Kondisi tersebut
umumnya diikuti oleh perubahan kadar berbagai metabolit yang terlibat dalam
regulasi ketahanan tanaman, termasuk JA, SA, Pip, fenolik, flavonoid, dan berbagai
senyawa pertahanan lainnya (Conrath 2011; Mauch-Mani ef al. 2017).

Pendekatan metabolomik digunakan untuk mengkaji perubahan tersebut
secara komprehensif melalui analisis profil metabolit dalam suatu sistem biologis.
Metabolomik didefinisikan sebagai analisis menyeluruh terhadap metabolit
bermassa molekul rendah yang terdapat dalam suatu organisme atau sistem biologis
tertentu (Fiehn 2002). Pendekatan ini dapat dilakukan secara targeted maupun
untargeted. Metabolomik targeted difokuskan pada kelompok metabolit tertentu
yang telah diketahui sebelumnya, sedangkan metabolomik untargeted bertujuan
memperoleh gambaran global perubahan metabolit tanpa asumsi awal mengenai
senyawa yang terlibat (Wishart 2008).

Perkembangan teknologi analitik, terutama kombinasi kromatografi cair dan
spektrometri massa (liquid chromatography—mass spectrometry; LC-MS), telah
meningkatkan kemampuan deteksi metabolit dengan sensitivitas dan cakupan
seflyawa yang tinggi. Teknologi ini memungkinkan identifikasi berbagai kelompok
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metabolit secara simultan, termasuk senyawa yang terdapat dalam konsentrasi
rendah dan berperan penting dalam respons pertahanan tanaman (Dettmer et al.
2007; Allwood et al. 2008).

Dalam bidang fitopatologi dan interaksi tanaman—mikroba, metabolomik
telah banyak digunakan untuk mengungkap mekanisme ketahanan tanaman
terhadap patogen maupun respons tanaman terhadap mikroorganisme
menguntungkan. Pendekatan ini memungkinkan identifikasi metabolit yang
berkaitan dengan aktivasi jalur pertahanan tertentu, penemuan biomarker ketahanan,
serta pemahaman yang lebih mendalam mengenai mekanisme biologis yang
mendasari hubungan antara tanaman dan mikroorganisme (Jansen et al. 2009;
Balmer et al. 2015).

Meskipun demikian, sebagian besar penelitian mengenai cendawan endofit
masih berfokus pada aspek isolasi, identifikasi, dan pengujian antagonisme
terhadap patogen, sedangkan kajian mengenai perubahan metabolit tanaman yang
terjadi sebagai respons terhadap kolonisasi endofit masih relatif terbatas. Integrasi
antara studi keanekaragaman cendawan endofit, pengujian ketahanan tanaman, dan
analisis metabolomik berpotensi memberikan pemahaman yang lebih komprehensif
mengenai mekanisme biologis yang mendasari peningkatan ketahanan tanaman
terhadap penyakit.

Dengan demikian, pendekatan metabolomik menjadi sangat penting untuk
mengungkap hubungan antara kolonisasi cendawan endofit, aktivasi sistem
ketahanan tanaman, dan perubahan profil metabolit yang berasosiasi dengan
penekanan perkembangan patogen. Informasi tersebut tidak hanya memperluas
pemahaman mengenai mekanisme ketahanan tanaman yang dimediasi oleh
cendawan endofit, tetapi juga dapat digunakan untuk mengidentifikasi metabolit
kunci yang berpotensi menjadi biomarker ketahanan terhadap penyakit.



I KEANEKARAGAMAN CENDAWAN ENDOFIT DAUN
DARI BERBAGAI TANAMAN FAMILI
ZINGIBERACEAE

3.1 Abstrak

Daun merupakan organ tanaman yang terpapar langsung terhadap lingkungan
dan menjadi habitat bagi komunitas cendawan endofit yang berperan penting dalam
Ketahanan dan adaptasi tanaman, namun masih kurang terdokumentasi pada famili
Zingiberaceae. Penelitian ini mengkaji pola kolonisasi dan keanekaragaman
cendawan endofit daun yang dapat dikultur pada sembilan spesies inang yang
imewakili empat genus Zingiberaceae. Cendawan endofit diisolasi menggunakan
metode sterilisasi permukaan terstandar. Tingkat kolonisasi, frekuensi isolasi, dan
indeks keanekaragaman cendawan endofit dihitung. Identifikasi molekuler
dilakukan melalui sekuensing Sanger pada wilayah internal transcribed spacer
(ITS). Kekerabatan taksonomi inang direpresentasikan dalam bentuk matriks jarak
taksonomi kategorikal berdasarkan hierarki klasifikasi nomenklatur dan digunakan
untuk mengevaluasi hubungannya dengan pola kolonisasi serta komunitas
cendawan menggunakan uji Mantel. Tingkat kolonisasi berbeda nyata antarspesies
inang dan berkorelasi positif dengan jarak taksonomi inang. Temuan ini
menunjukkan bahwa inang yang berkerabat dekat cenderung memiliki tingkat
kolonisasi endofit yang serupa. Sebaliknya, indeks keanekaragaman cendawan dan
pola distribusi pada tingkat spesies tidak menunjukkan hubungan yang signifikan
dengan taksonomi inang. Komunitas endofit secara konsisten didominasi oleh
Colletotrichum, diikuti oleh Phyllosticta dan Diaporthe. Namun, pada tingkat
spesies tidak ditemukan pola pengelompokan yang jelas berdasarkan inang. Hasil
ini menunjukkan bahwa kekerabatan taksonomi inang memengaruhi tingkat
kolonisasi, tetapi tidak menentukan pola distribusi cendawan endofit daun pada
tingkat spesies dalam famili Zingiberaceae. Penelitian ini memberikan wawasan
baru mengenai asosiasi inang—endofit pada endofit yang dapat dikultur dan menjadi
dasar bagi studi ekologi dan fungsional selanjutnya pada sistem tanaman tropis.

Kata kunci: kultur, indeks keanekaragaman, frekuensi isolasi, ITS

3.2 Pendahuluan

Famili Zingiberaceae, yang merupakan famili terbesar dalam ordo
Zingiberales, mencakup lebih dari 53 genus dan lebih dari 1.300 spesies (Wable et
al. 2025). Zingiberaceae dikenal memiliki signifikansi ekologis dan
keanekaragaman yang tinggi serta banyak ditemukan di hutan tropis, khususnya di
Asia Tenggara. Genus seperti Zingiber, Curcuma, dan Alpinia dimanfaatkan
sebagai bahan pangan, obat tradisional, serta bahan baku kosmetik dan farmasi
(Saensouk dan Saensouk 2021), sehingga memiliki nilai ekonomi dan etnobotani
yang tinggi. Tanaman ini dapat tumbuh mulai dari dataran rendah hingga ketinggian
iehih dari 2.000 meter, terutama di wilayah dengan curah hujan tinggi. Indonesia,
sebagai negara dengan keanekaragaman hayati yang tinggi, memiliki beragam
spesies Zingiberaceae yang ditemukan baik di lahan budidaya maupun habitat alami
{Saensouk et al. 2022).
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Daun merupakan organ tanaman yang paling terpapar, karena secara terus-
menerus berinteraksi dengan faktor lingkungan seperti fluktuasi suhu, kelembapan,
curah hujan, partikel udara, serta berbagai patogen. Paparan yang tinggi ini
menjadikan daun sangat rentan terhadap cekaman abiotik dan biotik, sehingga
menekankan pentingnya sistem pertahanan daun serta hubungan simbiotik dengan
mikroorganisme. Cendawan endofit daun adalah mikroorganisme yang hidup di
dalam jaringan daun tanpa menyebabkan gejala penyakit, dan semakin diakui
berperan penting dalam meningkatkan ketahanan serta respons adaptif tanaman
(Gonzélez-Teuber et al. 2020; Suryanarayanan et al. 2022). Cendawan ini dapat
membantu tanaman bertahan terhadap kondisi lingkungan yang tidak
menguntungkan melalui peningkatan metabolisme, ketahanan terhadap penyakit,
serta mendukung pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Wen et al. 2022).
Selain itu, cendawan endofit daun juga merupakan sumber senyawa bioaktif yang
bernilai tinggi, seperti regulator pertumbuhan, antibiotik, dan senyawa antikanker
(Tripathi et al. 2022), serta memiliki potensi sebagai agens pengendali hayati
terhadap penyakit dan hama tanaman (Manganyi dan Ateba 2020).

Penelitian sebelumnya telah melaporkan keanekaragaman yang tinggi serta
potensi bioteknologi dari cendawan endofit pada Zingiberaceae. Sebagai contoh,
hingga 30 spesies cendawan endofit telah diisolasi dari berbagai organ Zingiber
officinale var. amarum, dengan beberapa isolat menunjukkan aktivitas antagonis
terhadap Fusarium oxysporum (Ginting et al. 2013). Demikian pula, endofit seperti
Trichoderma atroviride dan Curvularia lunata telah diidentifikasi pada rimpang
Elettaria spp. (Munir et al. 2019). Mikroorganisme ini mendukung tanaman inang
melalui produksi fitohormon, peningkatan penyerapan nutrisi, serta peningkatan
toleransi terhadap cekaman (Rosli et al. 2024), sehingga berpotensi besar dalam
pengembangan pertanian berkelanjutan dan peningkatan produktivitas tanaman.

Meskipun demikian, sebagian besar penelitian masih berfokus pada endofit
akar dan rimpang pada spesies Zingiberaceae yang telah banyak dikenal, sementara
keanekaragaman dan peran ekologis cendawan endofit daun masih belum banyak
dikaji—terutama di wilayah dengan keanekaragaman hayati tinggi seperti
Indonesia. Kajian yang secara khusus menargetkan cendawan endofit daun yang
dapat dikultur dari Zingiberaceae di Indonesia sangat penting untuk meningkatkan
pemahaman mengenai komunitas mikroba ini, signifikansi ekologisnya, serta
potensi aplikasinya.

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pola kolonisasi dan
keanekaragaman cendawan endofit daun yang dapat dikultur dari beberapa spesies
Zingiberaceae di Indonesia melalui identifikasi molekuler menggunakan wilayah
internal transcribed spacer (ITS). Hasil penelitian ini dapat memberikan wawasan
baru mengenai peran ekologis serta pola asosiasi cendawan endofit pada tanaman
Zingiberaceae.

3.3 Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli-Desember 2024. Pengujian
laboratorium dilakukan di Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN). Lokasi
pengambilan sampel daun dilakukan di Kota Bogor, Jawa Barat.
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3.4 Bahan dan Metode Penelitian

3.4.1 Pengambilan sampel daun

Sampel daun diambil pada bulan Juli 2024 dari dua kecamatan di Bogor,
Jawa Barat, Indonesia, yaitu Kecamatan Bogor Barat dan Tanah Sareal. Lokasi
penelitian berada pada ketinggian 200-250 m di atas permukaan laut, dengan
suhu rata-rata harian berkisar antara 21-30 °C dan curah hujan bulanan sekitar
100-150 mm selama periode pengambilan sampel, yang merepresentasikan
kondisi dataran rendah tropis yang sesuai untuk Zingiberaceae. Untuk verifikasi
identitas tanaman, satu individu tanaman utuh dari setiap populasi (meliputi
daun, batang, akar, rimpang, dan bunga) dikoleksi, dibersihkan, dan dibawa ke
laboratorium untuk dikeringkan serta dipreparasi sebagai spesimen herbarium.
Identifikasi awal spesies tanaman dilakukan berdasarkan karakter morfologi
(Poulsen 2006; Lamb et al. 2013). Untuk memastikan identitas spesies, spesimen
tanaman representatif diserahkan ke Herbarium Bogoriense, Badan Riset dan
Inovasi Nasional (BRIN), Indonesia, untuk verifikasi tingkat spesies melalui
perbandingan morfologi dengan koleksi herbarium yang tersedia.

Daun sehat, khususnya daun ke-3 hingga ke-5 dari pucuk, dikoleksi dari
tanaman dengan pertumbuhan paling vigor pada setiap populasi. Untuk setiap
spesies inang, tiga individu tanaman diambil sebagai ulangan biologis,
mencakup total sembilan spesies. Sampel daun dimasukkan ke dalam kantong
plastik steril, dibawa menggunakan kotak pendingin, dan disimpan pada suhu 10
°C hingga diproses. Isolasi cendawan dilakukan dalam waktu maksimal 24 jam
setelah pengambilan sampel untuk menjaga viabilitas dan meminimalkan
kontaminasi.

3.4.2 Isolasi Cendawan Endofit

Cendawan endofit kemudian diisolasi dari daun berbagai spesies
Zingiberaceae yang tidak menunjukkan gejala penyakit. Untuk setiap spesies
inang, tiga individu tanaman sehat digunakan sebagai sampel. Dari setiap
individu, sebanyak 70 fragmen daun (+ 5 x 5 mm) diambil, sehingga total
diperoleh 210 fragmen daun per spesies inang.

Isolasi cendawan endofit dilakukan mengikuti metode Yeh dan Kirschner
(2019), dengan modifikasi pada konsentrasi sodium hipoklorit (NaOCl) dan
durasi perendaman (Sari et al. 2025). Sampel daun terlebih dahulu dicuci dengan
air mengalir untuk menghilangkan kotoran permukaan. Sterilisasi permukaan
dilakukan secara bertahap dengan merendam segmen daun dalam etanol 70%
selama 1 menit, NaOCIl 5% selama 1 menit, dan kembali dalam etanol 70%
selama 30 detik. Selanjutnya, sampel dibilas sebanyak tiga kali menggunakan
air suling steril untuk menghilangkan sisa bahan sterilisasi. Daun yang telah
disterilisasi kemudian dipotong menjadi segmen berukuran 5 x 5 mm dan
dikeringkan di atas kertas saring steril dalam kondisi aseptik. Untuk memastikan
efektivitas sterilisasi permukaan, air bilasan terakhir serta permukaan daun yang
telah disterilisasi diinokulasikan pada medium potato dextrose agar (PDA) 20%
guna mendeteksi kemungkinan adanya kontaminasi mikroba (Szucs et al. 2018).

Segmen daun kemudian ditanam pada medium PDA 20% yang
ditambahkan kloramfenikol 0,25% untuk menghambat pertumbuhan bakteri.
Cawan petri diinkubasi pada suhu ruang (25 £ 1 °C) selama 14 hari. Koloni
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cendawan yang tumbuh selanjutnya dimurnikan pada medium PDA untuk
karakterisasi morfologi, identifikasi, dan pengujian lanjutan. Seluruh isolat
cendawan yang diperoleh dari masing-masing spesies tanaman dikelompokkan
ke dalam morfotipe berdasarkan karakter makroskopis, dan satu isolat
representatif dari setiap morfotipe dipilih untuk identifikasi molekuler.

3.4.3 Identifikasi Molekuler Cendawan Endofit
3.4.3.1 Isolasi DNA Cendawan Endofit

DNA dari isolat cendawan endofit diekstraksi dari kultur berumur 7 hari
yang ditumbuhkan pada medium PDA menggunakan metode CTAB (Doyle
1991). Pelet DNA dicuci menggunakan etanol 70%, dikeringanginkan,
kemudian disuspensikan kembali dalam air bebas nuklease dan disimpan pada
suhu —20 °C hingga digunakan lebih lanjut.

3.4.3.2 Amplifikasi DNA dengan Teknik PCR

Primer ITS4 dan ITS5 yang menargetkan sekuens ITS1-5.8S-ITS2
digunakan untuk amplifikasi produk PCR. Campuran reaksi PCR (20 pl) terdiri
atas 10 ul 2x MyTaq HS Red Mix (Bioline), masing-masing primer forward dan
reverse pada konsentrasi akhir 0,4 uM, 1 pul DNA template, dan air bebas
nuklease hingga volume akhir 20 pl. Sebagai kontrol negatif, DNA template
diganti dengan air bebas nuklease.

Amplifikasi PCR dilakukan menggunakan mesin PCR (Labcycler,
SensQuest) dengan tahapan sebagai berikut: denaturasi awal pada 94 °C selama
4 menit; 30 siklus yang terdiri atas denaturasi pada 94 °C selama 30 detik,
annealing pada 55 °C selama 30 detik, dan ekstensi pada 72 °C selama 1 menit;
serta ekstensi akhir pada 72 °C selama 4 menit (McBreen ef al. 2003).

Produk PCR dianalisis menggunakan gel agarosa 1,5% yang diwarnai
dengan RedSafe™ nucleic acid stain (Intron Biotechnology), kemudian
dielektroforesis pada tegangan 100 volt selama 30 menit. Visualisasi dan
dokumentasi dilakukan menggunakan Geldoc Fire Reader V4 (Uvitec
Cambridge).

3.4.3.3 Sekuensing dan Analisis Hasil Sekuensing

Konfirmasi produk PCR dilakukan melalui sekuensing di laboratorium
komersial, First BASE Laboratories Sdn. Bhd. (Malaysia). Hasil sekuens
kemudian didaftarkan ke GenBank. Analisis awal hasil sekuensing dilakukan
menggunakan program BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Identifikasi isolat dilakukan hingga tingkat spesies, genus, atau takson
yang lebih tinggi, bergantung pada tingkat kemiripan sekuens barcode yang
digunakan serta verifikasi berdasarkan karakter morfologi. Nama ilmiah yang
diperoleh dari GenBank selanjutnya diperbarui mengacu pada Index Fungorum
(http://www.indexfungorum.org). Untuk mendukung identifikasi, pohon
filogenetik metode neighbour-joining dibangun menggunakan perangkat lunak
MEGA XII dengan 1.000 ulangan bootstrap dan nilai ambang (cut-off) bootstrap
sebesar 70%.
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3.4.4 Analisis Data

Tingkat kolonisasi (CR) dihitung sebagai persentase segmen daun yang
terkolonisasi oleh cendawan menggunakan rumus CR = (N¢ / Nt) x 100, di mana
Nc adalah jumlah segmen daun yang berhasil diisolasi cendawan dan Nt adalah
jumlah total segmen daun yang digunakan (Sun et al. 2012). Frekuensi isolasi
(isolation frequency, IF) untuk setiap takson cendawan dihitung dengan rumus
IF = (Ni/ Nt) x 100, di mana Ni adalah jumlah segmen yang terkolonisasi oleh
takson tertentu dan Nt adalah jumlah total segmen daun yang diamati.

Untuk mengevaluasi keanekaragaman cendawan endofit pada sembilan
spesies inang Zingiberaceae, digunakan empat indeks ekologi, yaitu indeks
keanekaragaman Shannon—Wiener (H'), indeks Simpson (D), kemerataan Pielou
(E), dan indeks kekayaan Margalef (d) (Baczkowski et al. 1997). Uji asumsi
normalitas (Shapiro—Wilk) dan homogenitas varians (Levene) dilakukan
sebelum analisis ANOVA satu arah terhadap tingkat kolonisasi dan indeks
keanekaragaman. Jika diperlukan, data ditransformasi menggunakan logaritma
atau akar kuadrat untuk memenuhi asumsi ANOVA. Apabila terdapat perbedaan
yang signifikan (P < 0,05), uji lanjut Tukey HSD digunakan untuk perbandingan
antar perlakuan.

Frekuensi isolasi dihitung untuk setiap tanaman inang pada tingkat genus
dan spesies, kemudian divisualisasikan dalam bentuk heatmap menggunakan
paket pheatmap pada perangkat lunak Rstudio. Analisis klaster hirarkis
dilakukan untuk mengeksplorasi kesamaan komposisi komunitas cendawan
menggunakan jarak Euclidean.

Untuk mengevaluasi hubungan antara kekerabatan taksonomi inang dan
berbagai aspek komunitas cendawan endofit, dilakukan uji Mantel
menggunakan korelasi peringkat Spearman. Kekerabatan taksonomi inang
direpresentasikan dalam bentuk matriks jarak taksonomi kategorikal
berdasarkan tingkat hierarki taksonomi antar tanaman inang (Warwick dan
Clarke 1995). Jarak taksonomi ditentukan menggunakan skala ordinal, yaitu
varietas yang sama diberi nilai 0, varietas berbeda dalam satu spesies = 1, spesies
berbeda dalam satu genus = 2, dan genus berbeda = 3. Matriks ini digunakan
sebagai proksi kesamaan inang karena tidak tersedia data filogenetik molekuler.

Uji Mantel dilakukan secara terpisah menggunakan paket vegan pada R
untuk menguji hubungan antara matriks jarak taksonomi inang dengan matriks
jarak yang diperoleh dari: (i) tingkat kolonisasi, (i1) indeks keanekaragaman
(Shannon, Simpson, kemerataan Pielou, dan kekayaan Margalef), (ii1) frekuensi
isolasi tingkat genus, dan (iv) frekuensi isolasi tingkat spesies. Matriks jarak
untuk tingkat kolonisasi, indeks keanekaragaman, dan frekuensi isolasi dihitung
menggunakan dissimilaritas Bray—Curtis. Signifikansi statistik ditentukan
berdasarkan 999 permutasi.

3.5 Hasil dan Pembahasan

3.5.1 Identifikasi Inang dan Kerangka Taksonomi

Tanaman inang diidentifikasi berdasarkan karakter morfologi dengan
verifikasi ahli taksonomi di Badan Riset dan Inovasi Nasional (Nomor
identifikasi: B-2529/11.6.2/IR.01.02/6/2025). Nomenklatur botani mengikuti
konsensus taksonomi terkini dan sitasi penulis lengkap untuk seluruh spesies



21

inang (Tabel 3.1). Dokumentasi spesimen herbarium yang telah terverifikasi
disajikan pada Gambar 3.1.

Sebanyak sembilan spesies tanaman yang digunakan dalam penelitian ini
tergolong ke dalam empat genus, yaitu Alpinia, Curcuma, Etlingera, dan
Zingiber. Klasifikasi taksonomi tersebut digunakan sebagai dasar dalam
penyusunan matriks jarak taksonomi yang diturunkan dari hierarki klasifikasi
tanaman inang (Warwick dan Clarke 1995). Matriks ini selanjutnya digunakan
untuk menganalisis tingkat kekerabatan antar tanaman inang (Tabel 3.2).

Gambar 3.1 Performa tanaman inang Zingiberaceae yang digunakan dalam
penelitian ini. (A) Alpinia malaccensis: (1) habitus tanaman, (2)
buah, (3) daun;(B) 4. galanga: (1) habitus tanaman, (2) daun; (C)
Etlingera elatior: (1) habitus tanaman, (2) daun, (3) bunga dan
tunas; (D) Zingiber zerumbet; (E) Z. officinale var. officinale; (F)
Z. officinale var. amarum; (G) Z. officinale var. rubrum; (H)
Curcuma longa; (1) C. xanthorrhiza.

Tabel 3.1 Tanaman yang digunakan dalam penelitian ini

No Spesies Kode Nama Lokal
1 Alpinia galanga (L.) Willd. Ag Lengkuas
2 Alpinia malaccensis (Burm.f.) Roscoe Am Lengkuas malaka
3 Curcuma longa L. Cl Kunyit
4 Curcuma xanthorrhiza Roxb. Cx Temulawak
5 Etlingera elatior (Jack) R.M.Sm. Ee Kecombrang
6 Zingiber officinale Roscoe var. rubrum Zr Jahe merah
7 Zingiber officinale Roscoe var. officinale Zo Jahe putih besar
8 Zingiber officinale Roscoe var. amarum Za Jahe putih kecil
9 Zingiber zerumbet (L.) Roscoe ex Sm. 7z Lempuyang
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Tabel 3.2 Matriks jarak taksonomi antar tanaman inang famili Zingiberaceae
berdasarkan klasifikasi taksonomi

Kode Ag Am Cl Cx Ee Zr Zo Za 17z
Ag 0 2 3 3 3 3 3 3 3
Am 2 0 3 3 3 3 3 3 3

Cl 3 3 0 2 3 3 3 3 3
Cx 3 3 2 0 3 3 3 3 3
Ee 3 3 3 3 0 3 3 3 3
Zr 3 3 3 3 3 0 3 3 3
Zo 3 3 3 3 3 1 0 1 2
Za 3 3 3 3 3 1 1 0 2
7z 3 3 3 3 3 2 2 2 0

3.5.2 Tingkat Kolonisasi dan Keanekaragaman Cendawan Endofit

Tingkat kolonisasi berbeda nyata antar spesies inang (ANOVA satu arah,
P < 0,001; Gambar 3.2). Nilai rata-rata tingkat kolonisasi tertinggi ditemukan
pada Zingiber officinale var. officinale (>50%), sedangkan Etlingera elatior
menunjukkan nilai rata-rata terendah (<10%). Rata-rata tingkat kolonisasi pada
seluruh spesies Zingiberaceae adalah sebesar 31,96%. Spesies dalam genus yang
sama cenderung menunjukkan tingkat kolonisasi yang relatif serupa, sedangkan
variasi yang lebih besar terlihat antar genus yang berbeda, seperti antara Zingiber
dan Etlingera.

Kode tanaman inang

Ag= Alpinia galangal

Am= 4. malaccensis

0 ab Cl= Curcuma longa

ab ab Cx= C. xanthorhizza

Ee= Etlingera elatior

40 abe be % Za= Zingiber officinale var. amarum

L]

60 #

Zo=Z. officinale var. officinale
Zr=Z. officinale var. rubrum

_
i]
¢ Zz= 7. zerumbet
be

Tingkat Kolonisasi (%)

e

Ag Am Cl Cx Ee Za Zo Zr Zz

Tanaman Inang

Gambar 3.2 Tingkat kolonisasi cendawan endofit pada berbagai spesies tanaman
inang. Titik berwarna menunjukkan ulangan individu, sedangkan
titik hitam menunjukkan nilai rata-rata =+ standar deviasi. Huruf yang
berbeda menunjukkan perbedaan nyata antar inang berdasarkan uji
ANOVA satu arah yang dilanjutkan dengan uji Tukey HSD (P <
0,001).
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Indeks keanekaragaman cendawan endofit pada Zingiberaceae
ditampilkan dalam Tabel 3.3. Indeks Shannon dan Evenness menunjukkan
variasi sedang di antara spesies inang, namun tidak berbeda signifikan (ANOVA
satu arah, P > 0,05). Demikian pula, indeks Simpson mengindikasikan tidak
adanya genus yang mendominasi komunitas cendawan pada seluruh inang.
Sebaliknya, kekayaan spesies yang diestimasi dengan indeks Margalef berbeda
signifikan antar inang (P < 0,05), dengan nilai tertinggi pada A. malaccensis
(2,42), sedangkan E. elatior (0,94) dan C. xanthorrhiza (0,89) menunjukkan nilai
lebih rendah.

Untuk mengevaluasi hubungan antara variasi kolonisasi dan kedekatan
taksonomi inang, uji Mantel dilakukan menggunakan matriks jarak taksonomi
dan matriks jarak tingkat kolonisasi. Hasilnya menunjukkan korelasi positif yang
kuat dan signifikan (Mantel Spearman’s p = 0,62, P = 0,001), yang
mengindikasikan bahwa semakin jauh kekerabatan inang, semakin besar
perbedaan tingkat kolonisasi. Sebaliknya, tidak ditemukan korelasi signifikan
antara jarak taksonomi inang dan seluruh indeks keanekaragaman (Shannon,
Simpson, Evenness, dan Margalef), yang menunjukkan bahwa struktur
keanekaragaman cendawan tidak mengikuti pola kekerabatan inang.

Tabel 3.3 Indeks keanekaragaman cendawan endofit pada berbagai tanaman
dalam famili Zingiberaceae

No Tanaman Inang Shannon Simpson Evenness Margalef
1 Alpinia galanga 0,77 0,63 0,47 1,222

2 Alpinia malaccensis 1,11 0,83 0,55 2,422

3 Curcuma longa 1,01 0,76 0,61 1,532

4 Curcuma xanthorrhiza 0,57 0,49 0,39 0,90°

5 Etlingera elatior 0,22 0,55 0,16 0,95°

6 f;’;’f;i;’ officinale var. 0,49 0,46 0,29 1,27°

Zingiber officinale var. 0.76 0.73 0,49 1,042

officinale

3 Zingiber officinale var. 0.95 0.67 0.63 1,03
rubrum

9 Zingiber zerumbet 0,64 0,67 0,40 1,11%

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan tidak
berbeda nyata berdasarkan uji Tukey HSD pada taraf a=5 %.

Dalam penelitian ini, kekerabatan inang didefinisikan berdasarkan jarak
taksonomi menggunakan nomenklatur hierarkis, bukan pohon filogenetik,
sehingga interpretasi hubungan evolusioner masih terbatas. Meskipun demikian,
hasil ini sejalan dengan laporan sebelumnya bahwa identitas inang dapat
memengaruhi komunitas endofit pada tingkat tertentu, sementara komposisi
tingkat spesies lebih dipengaruhi oleh faktor ekologi lokal (Arnold et al. 2000;
Rodriguez ef al. 2009).

Seluruh sampel dikumpulkan dari lingkungan yang relatif seragam
sehingga variasi lingkungan minimal, dan pola yang diamati lebih
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mencerminkan pengaruh faktor inang. Meskipun sifat daun tidak diukur secara
langsung, studi sebelumnya menunjukkan bahwa karakteristik seperti struktur
daun, kandungan nutrisi, umur jaringan, dan metabolit sekunder berperan
penting dalam membentuk komunitas cendawan endofit (Saunders dan Kohn
2009; Gonzalez-Teuber et al. 2020; Liao et al. 2025).

Pada 4. malaccensis, tingkat kolonisasi cendawan endofit sedang tetapi
kekayaan spesies tinggi, menandakan bahwa banyak spesies hadir tanpa
dominasi yang kuat. Sebaliknya, pada Z. officinale var. officinale menunjukkan
tingkat kolonisasi tinggi tetapi keanekaragaman lebih rendah, yang
mengindikasikan dominasi oleh beberapa taksa. Secara keseluruhan, hasil ini
menegaskan bahwa tingkat kolonisasi tidak selalu linear dengan tingkat
keanekaragaman, dan komunitas cendawan endofit daun dibentuk oleh interaksi
kompleks antara karakteristik inang dan kondisi mikroklimat sekitar tanaman.

3.5.3 Komposisi Cendawan Endofit pada Tingkat Genus

Komposisi cendawan endofit pada Zingiberaceae menunjukkan variasi
baik pada tingkat genus (Gambar 3.3) maupun spesies. Colletotrichum
merupakan genus yang paling dominan dan ditemukan pada hampir seluruh
inang, terutama pada genus Zingiber. Analisis heatmap menunjukkan
pengelompokan yang jelas pada inang, didominasi oleh Colletotrichum dengan
frekuensi isolasinya yang tinggi. Phyllosticta juga umum ditemukan, meskipun
dengan frekuensi lebih rendah, sedangkan Diaporthe terdeteksi pada beberapa
inang namun dalam jumlah terbatas. Genus lain seperti Fusarium, Pestalotiopsis,
Hypoxylon, Pleurostoma, Penicillium, Curvularia, Cladosporium, Aspergillus,
dan Muyocopron muncul dengan frekuensi rendah dan terbatas pada sedikit
inang, mengindikasikan distribusi yang lebih spesifik atau lokal.

|
‘\ —— !—‘ﬁ ‘ .

35,71 34,76 36,6’.'_ 3,81 5,24 9,52 0,00 333 Colletotrichun H

0,00 1,43 0,95 1,43 23,33 4,76 0,95 0,00 0,00 Diaporthe
0,00 11,90 0,48 1,43 8,57 2,86 5,71 2.86 7,14 Phyllosticta

M 7,14 2,38 0,00 0,00 0,00 8,10 0,00 0,00 0,00 Fusarium
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,24 0,00 0.00 0,00 Pestalotiopsis
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 333 0,00 0,00 0.00 Hypoxylon
0,00 0,00 0,95 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Pleurostoma
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0.00 0,48 0,00 Penicillium
0.00 0,00 0.00 0,00 0.00 0,48 0.00 0,00 0,00 Curvilaria
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48 0,00 0,00 0,00 Cladosporium
0,00 0,00 1,43 0,00 0,00 0,00 1,43 1.43 3,81 Aspergillus
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 333 Muyocopron
Zo Zr Za 7z Ag Am Cl Ee Cx

Kode Tanaman Inang

Kode Tanaman Inang
Ag= Alpinia galangal
Am= 4. malaccensis
Cl= Curcuma longa

Cx= C. xanthorhizza Zo= Z. officinale var. officinale
Ee= Etlingera elatior Zr= 7. officinale var. rubrum
Za= Zingiber officinale var. amarum  Zz= Z. zerumbet

Gambar 3.3 Heatmap korelasi antara genus cendawan endofit dengan tanaman
inangnya. Intensitas warna mewakili frekuensi isolasi (%) dari
setiap genus endofit. Pengelompokan baris dan kolom (jarak

Euclidean) berdasarkan kemiripan dalam kelimpahan di seluruh
inang.
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Uji mantel menunjukkan korelasi positif yang kuat antara jarak taksonomi
inang dan komposisi cendawan pada tingkat genus (p = 0,79; P = 0,002), yang
mengindikasikan bahwa inang berkerabat dekat cenderung memiliki komunitas
yang lebih mirip. Namun, hubungan ini tidak signifikan pada tingkat spesies (p
= 0,156; P = 0,2495), menunjukkan bahwa distribusi spesies cendawan tidak
terstruktur oleh kekerabatan taksonomi inang.

3.5.4 Keanekaragaman dan Distribusi Colletotrichum Endofit

Identifikasi spesies cendawan pada bagian penelitian ini masih bersifat
sementara karena hanya didasarkan pada penanda molekuler ITS. Oleh karena
itu, hasil identifikasi pada tahap ini digunakan terutama untuk menggambarkan
pola komunitas dan keanekaragaman cendawan endofit pada berbagai spesies
dalam famili Zingiberaceae, bukan untuk penetapan identitas spesies secara
definitif. Untuk spesies-spesies tertentu yang memerlukan resolusi taksonomi
lebih tinggi, diperlukan analisis multilokus menggunakan penanda gen
tambahan agar identifikasi dapat dilakukan dengan tingkat kepercayaan yang
lebih tinggi.

Sebanyak 20 isolat endofit Colletotrichum diperoleh dari berbagai spesies
Zingiberaceae, dengan variasi makromorfologi yang jelas, terutama pada warna
dan tekstur koloni (Gambar 3.4). Analisis sekuens ITS menunjukkan bahwa
isolat-isolat tersebut memiliki kemiripan tertinggi dengan anggota kompleks
spesies yang mencakup C. plurivorum, C. brevisporum, C. gigasporum, C.
aenigma, C. siamense, C. cliviigenum, dan C. boninense. Analisis filogenetik
berdasarkan ITS (Gambar 3.5) mengelompokkan isolat ke dalam enam klad
utama yang konsisten dengan pengelompokan spesies-spesies tersebut, dengan
nilai bootstrap sedang hingga kuat (70-94%). Enam isolat berada dalam
kelompok C. cliviigenum—C. boninense (bootstrap 74-90%), namun tidak dapat
dipisahkan secara jelas berdasarkan marker ITS.

Gambar 3.4 Variasi morfologi koloni isolat Colletotrichum endofit asal
Zingiberaceae pada umur 7 hari di medium PDA 20%

Colletotrichum terdeteksi pada 8 dari 9 spesies inang, kecuali E. elatior.
Analisis heatmap (Gambar 3.6) menunjukkan bahwa isolat yang mirip dengan
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C. plurivorum paling dominan ditemukan dengan frekuensi isolasi rata-rata
7,84% dan distribusi luas antar inang. Namun pola distribusi spesies
Colletotrichum tidak menunjukkan keterkaitan dengan hubungan taksonomi
inang, sejalan dengan hasil uji Mantel yang tidak signifikan pada tingkat spesies.
Hal ini menunjukkan bahwa identitas inang berperan dalam menentukan
keberadaan genus, namun keberhasilan kolonisasi pada tingkat spesies lebih
dipengaruhi oleh faktor lain ataupun bersifat acak.

— PV662922 Colletotrichunt sp. TM3 @ T
= OP897222.1 Colletotrichum cliviigenum CaOH2841
= MH930407.1 Colletotrichum boninense TW5

|- JX258728.1 Colletotrichum boninense M2P3F6 L
EU822801.1 Colletotrichum boninense COL15 Grup C. cliviigenum
PV662920 Colletotrichum sp. LS6 @ dan C. boninense
PV662909 Colietotrichum sp. JPBS @
PV662913 Colletotrichum sp. KY2 @
PV662912 Colletotrichum sp. KP4 [ ]
PV662908 Colletotrichum sp. JPB4 @

PV 662923 Colletotrichum sp.TM4 @
NR165949.1 Colletotrichum boninense ®

NR173448.1 Colletotrichum cliviigenum ®

OP412470 Colletotrichum aenigma PapF

MW774945 Colletotrichum aenigma QSY1005-19.2
MW774944.1 Colletotrichum aenigma TMLY 1002-1.1
NR120140.1 Colletotrichum aenigma ICMP18608 ®
PV662904 Colletotrichum sp. JM2 @

PV662917 Colletotrichum sp. LP4 @

— JX010163.1 Colletotrichum siamense ICMP18118 :

— 0Q244425.1 Colletotrichum siamense Col-377 Grup C. siamense
*— PQ607784.1 Colletotrichum siamense Col-420

_E NR144784.1 Colletotrichum siamense MFLU090230®
w0 — MK330038.1 Colletotrichum siamense EIPP83 =

— NR111637.1 Colletotrichum brevisporum BCC38876@
- OP412464.1 Colletotrichum brevisporum M3A4R

s - KY651183.1 Colletotrichum brevisporum CDATI12 Grup C. brevisporum
- ORO064064.1 Colletotrichum brevisporum NFUCB-11
#| - MZ331685.1 Colletotrichum brevisporum PPY002

L KU319458.1 Colletotrichum brevisporum YYGXZ07
L— PV662910 Colletotrichum sp. JPK2 @

— PV662906 Coliletotrichum sp. JPB1 @

- PV662914 Colietotrichum sp. KY4 @

©| - PV662907 Colletotrichum sp. JPB2 @

- PV662905 Colletotrichum sp. JMS @

I PV662918 Colletotrichum sp. LS2 @ Grup C. plurivorum
I PV662916 Colletotrichum sp. LP3 @

|- PV662919 Colletotrichum sp. LS3 @

I PV662921 Colletotrichum sp. TM2 @

I OR452197.1 Colletotrichum plurivorum 21-Coll002
-MZ314523.1 Colletotrichum plurivorum strain GY 19
I-NR160828.1 Colletotrichum plurivorum CBS125474 ®
L MK 142673.1 Colletotrichum plurivorum LFN0016 =
PV662911 Colletotrichum sp. JPK3 @

PV662915 Colletotrichum Sp. KYo . Grup C. gjgaspof'”n[
1.C488842.1 Colletotrichum gigasporum HCM351

OW985672.1 Colletotrichum gigasporum
KP902637.1 Colletotrichum gigasporum 243
MHS863698.1 Colletotrichum gigasporun CBS1254760 =
NR144914.1 Phyllosticta capitalensis CPC18848®

Grup C. aenigma
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@ Isolat yang digunakan dalam penelitian ini
® Isolat Ex-tupe

Gambar 3.5 Pohon filogenetik dari isolat Colletotrichum berdasarkan sekuens
ITS dengan metode neighbour-joining (1.000 ulangan bootstrap).
Phyllosticta capitalensis sebagai outgroup. Nilai bootstrap >70%
ditampilkan pada cabang pohon.

Dominansi Colletotrichum sebagai genus utama juga tercermin dari
frekuensi isolasi yang tinggi pada beberapa inang, seperti Z. officinale var.
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rubrum dan C. longa, menunjukkan bahwa genus ini merupakan komponen inti
(core taxa) dari komunitas cendawan endofit daun pada Zingiberaceae. Secara
ekologis, pola ini kemungkinan mencerminkan strategi hidup oportunistik
Colletotrichum, yang mampu bertransisi antara fase endofitik, epifitik, dan
patogen tergantung kondisi lingkungan (Jayawardena et al. 2021). Temuan ini
konsisten dengan laporan sebelumnya yang menunjukkan bahwa Colletotrichum
merupakan endofit umum pada tanaman tropis (Mejia et al. 2014; Pillai 2015;
Newfeld et al. 2025).

. 00 | 00 00 |00 |00 | 00|00 |00 | Colletotrichum brevisporum l3O
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Gambar 3.6 Heatmap spesies Colletotrichum pada berbagai inang Zingiberaceae.
Intensitas warna menunjukkan frekuensi isolasi cendawan endofit;
baris dan kolom dikelompokkan berdasarkan jarak Euclidean.

3.5.5 Keanekaragaman dan Distribusi Endofit Phyllosticta

Sebanyak delapan isolat Phyllosticta berhasil diperoleh dari beberapa
tanaman dalam famili Zingiberaceae. Secara makromorfologi, seluruh isolat
menunjukkan karakter koloni yang relatif seragam, yaitu miselium berwarna
hitam pekat dengan tekstur padat, tepi koloni tidak beraturan, dan laju
pertumbuhan yang lambat (Gambar 3.7). Analisis sekuens ITS menggunakan
BLAST menunjukkan bahwa enam isolat, yaitu JM1, KY1, KP1, JPKS, LP2,
dan TM1, memiliki kemiripan tinggi (98,92-100%) dengan Phyllosticta
capitalensis strain CBS 128856 (OL957169.1). Sementara itu, isolat KC1 yang
berasal dari Etlingera elatior menunjukkan kemiripan tertinggi (99,83%) dengan
P. paracapitalensis strain CBS 141353 (NR153303.1). Pohon filogenetik
berdasarkan ITS (Gambar 3.8), menempatkan KCI1 dalam sub-klad P.
paracapitalensis, sedangkan isolat lainnya tergabung dalam klad P. capitalensis.
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Phyllosticta ditemukan tersebar pada delapan dari sembilan spesies inang,
kecuali Z. officinale var. officinale. Analisis heatmap (Gambar 3.9)
menunjukkan bahwa E. elatior memiliki komposisi Phyllosticta yang berbeda
dibandingkan inang lain, terutama karena keberadaan P. paracapitalensis.
Meskipun terdeteksi pada beberapa inang, Phyllosticta umumnya memiliki
frekuensi isolasi rendah, yang menunjukkan kemampuannya untuk berkolonisasi
pada berbagai inang tanpa menjadi dominan. P. capitalensis dikenal sebagai
spesies kosmopolitan yang umum ditemukan sebagai endofit pada berbagai
tanaman (Wikee ef al. 2013a). Kisaran inang yang luas ini kemungkinan
didukung oleh sifat fisiologis seperti produksi melanin, yang meningkatkan
ketahanan dan persistensi dalam jaringan tanaman (Suryanarayanan ef al. 2004).
Dalam konteks ini, keberhasilan kolonisasi pada berbagai inang Zingiberaceae
lebih mencerminkan fleksibilitas ekologis dibandingkan adaptasi spesifik
terhadap lingkungan eksternal.

Gambar 3.7 Variasi morfologi koloni isolat Phyllosticta endofit asal
Zingiberaceae pada umur 7 hari di medium PDA 20%

Isolat asal E. elatior memiliki kemiripan dengan P. paracapitalensis.
Penempatan filogenetik berbasis ITS mengonfirmasi kedekatannya dengan P.
capitalensis, sejalan dengan studi sebelumnya (Guarnaccia et al. 2017).
Walaupun karakterisasi morfologi rinci tidak dilakukan pada penelitian ini,
spesies ini telah dibedakan dari P. capitalensis berdasarkan karakter
mikroskopisnya, meliputi panjang leher askomata dan ukuran askospora (Wikee
et al. 2013b). Seperti Colletotrichum, distribusi spesies Phyllosticta juga bersifat
acak, tidak mengikuti pola kekerabatan taksonomi inang.
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NR153303.1 Phyllosticta paracapitalensis CBS141353 @
p ( KY885622.1 Phyllosticta paracapitalensis strain CPC26517
ﬂ PV662976 Phyliosticta sp. KC1 °
FI1538324.1 Phvilosticta capitalensis strain CBS115049®

- FI538336.1 Phyllosticta capitalensis strain CBS22677

- PV 662980 Phyllosticta sp. TM1 ® Grup Phyilosticta
capitalensis dan Phyllosticta
—— L.C542592.1 Phyllosticta capitalensis strain MUCC2935 paracapitalensis
b PV662973 Phyllosticta sp. KY1 ®
——— PV 662980 Phyliosticta sp. M1 @
———KJ883595.1 Phvllosticta capitalensis MST3-16
%\ |__ PV662977 Phyllosticta sp. KP1®

- JIN791605.1 Phvilosticta capitalensis CGMCC3.14345

—— PV662975 Phyllosticta sp. JPK8 @

———— PV662979 Phyllosticta sp. LP2 @ -

NR160225.1 Neofusicoccun mediterraneum CBS121718 @

NR111151.1 Diplodia seriata CBS112555 @

® Isolat yang digunakan dalam penelitian in1
@ Isolat Ex-npe

Gambar 3.8 Pohon filogenetik dari isolat Phyllosticta berdasarkan sekuens ITS
dengan metode neighbour-joining (1.000 ulangan bootstrap).
Neofusicoccum mediterraneum dan Diplodia seriata sebagai
outgroup. Nilai bootstrap >70% ditampilkan pada cabang pohon.

Isolat asal E. elatior memiliki kemiripan dengan P. paracapitalensis.
Penempatan filogenetik berbasis ITS mengonfirmasi kedekatannya dengan P.
capitalensis, sejalan dengan studi sebelumnya (Guarnaccia et al. 2017).
Walaupun karakterisasi morfologi rinci tidak dilakukan pada penelitian ini,
spesies ini telah dibedakan dari P. capitalensis berdasarkan karakter
mikroskopisnya, meliputi panjang leher askomata dan ukuran askospora (Wikee
et al.2013b). Seperti Colletotrichum, distribusi spesies Phyllosticta juga bersifat
acak, tidak mengikuti pola kekerabatan taksonomi inang.
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Gambar 3.9 Heatmap spesies Phyllosticta pada berbagai inang Zingiberaceae.
Intensitas warna menunjukkan frekuensi isolasi cendawan endofit;
baris dan kolom dikelompokkan berdasarkan jarak Euclidean.

3.5.6 Keanekaragaman dan Distribusi Endofit Diaporthe

Genus Diaporthe menunjukkan keanekaragaman taksonomi yang tinggi.
Secara makromorfologi, isolat-isolatnya memiliki karakter koloni yang relatif
serupa, yaitu berwarna putih, tipis, dan tumbuh cepat pada medium PDA, dengan
beberapa koloni menunjukkan pola menyerupai bunga (Gambar 3.10).

Tujuh isolat yang diperoleh terbagi dalam tiga spesies berbeda berdasarkan
analisis BLAST berbasis sekuens ITS, dengan query cover 98-100% dan
kemiripan sekuens 95,48—100%, yaitu D. ueckeri, D. tulliensis, dan D. arecae.
Pohon filogenetik mengelompokkan isolat-isolat ini ke dalam tiga klad utama
(Gambar 3.11). Klad D. wueckeri mencakup sebagian besar isolat, dengan
beberapa isolat berkelompok dekat dengan strain referensi termasuk ex-tipe
BRIP 54736 (bootstrap 78-93%). Isolat lainnya membentuk kelompok D.
arecae (bootstrap 70-85%) dan D. tulliensis (bootstrap 96%), yang konsisten
dengan hasil BLAST.

Endofit Diaporthe berhasil diisolasi dari enam spesies inang
Zingiberaceae (Gambar 3.12). D. ueckeri merupakan spesies yang paling
dominan, sedangkan D. tulliensis dan D. arecae memiliki kelimpahan rendah.
Secara umum, Diaporthe terdeteksi pada berbagai inang tetapi dengan frekuensi
isolasi yang relatif rendah, menunjukkan strategi hidup yang tersebar luas namun
tidak dominan. Sejalan dengan genus lain, distribusi spesies Diaporthe tidak
menunjukkan keterkaitan dengan kekerabatan taksonomi inang.
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Gambar 3.10 Variasi morfologi koloni isolat Diaporthe endofit asal
Zingiberaceae pada 7 HSI di medium PDA 20%

— OP596151.1 Diaporthe ueckeri CN145C6
| L_KJ197283.1 Diaporthe ueckeri BRIP55662¢
I—NR147535.1 Diaporthe ueckeri BRIP54736] @
PV662987 Diaporthe sp. KP§ @
| _PV662987 Diaporthe sp. LS7T ® Grup D. ueckeri
—0Q123528.1 Diaporthe ueckeri MBEFCNC65.2
| — PV426105.1 Diaporthe ueckeri KUNCC24-18770
PV 662985 Diaporthe sp. M6 ®
;[ NR147595.1 Diaporthe ueckeri CBS141329 @
—— OM918692 Diaporthe tulliensis BRIP64096a
—— NR147574.1 Diaporthe tulliensis BRIP62248a
* {PV662989 Diaporthe sp. LP6 Grup D. rulliensis
7

- PV662991 Diaporthe sp. LS10
PV426122.1 Diaporthe tulliensis KUNCC24-18803

——— NR168241.1 Diaporthe arecac BRIP66528 @

——— PP594958.1 Diaporthe arecae MLSU-LPMB-SU14 Grup D. arecae
e—— PV 662986 Diaporthe sp. JPK5 ®

PV662988 Diaporthe sp. KY7 @
QI_E JIX862532.1 Diaporthe arecae
"L NR137107.1 Diaporthe arecac BRIP54847 @
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Gambar 3.11 Pohon filogenetik neighbour-joining dari isolat Diaporthe
berdasarkan sekuens ITS (1.000 ulangan bootstrap), dengan
Neofusicoccum mediterraneum sebagai outgroup; nilai
bootstrap >70% ditampilkan
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Gambar 3.12 Heatmap spesies Diaporthe pada berbagai inang Zingiberaceae.
Intensitas warna menunjukkan frekuensi isolasi cendawan. Baris
dan kolom dikelompokkan berdasarkan jarak Euclidean

Ketiga spesies yang teridentifikasi telah dilaporkan sebelumnya pada
berbagai tanaman. D. ueckeri diketahui sebagai endofit pada Anacardium
occidentale dan Brosimum gaudichaudii (Ferro et al. 2024), namun belum
dilaporkan pada Zingiberaceae. Sementara itu, laporan D. tulliensis dan D.
arecae sebagai endofit daun pada Zingiberaceae masih terbatas. Meskipun genus
ini sering dikenal sebagai patogen tanaman (Shabong dan Kayang 2023; Serrato-
Diaz et al. 2023; da Silva et al. 2024; Iriarte ef al. 2025), isolasi berulang dari
jaringan tanpa gejala dalam penelitian ini menunjukkan bahwa spesies
Diaporthe memiliki plastisitas ekologi dan dapat berperan sebagai endofit pada
kondisi tertentu.

Beberapa kelompok cendawan, sepertt Fusarium, Pestalotiopsis,
Hypoxylon, Pleurostoma, Penicillium, Curvularia, Cladosporium, Muyocopron,
dan Aspergillus, terdeteksi dengan frekuensi isolasi yang sangat rendah dan
hanya ditemukan pada satu atau beberapa spesies inang saja (Lampiran 1). Pola
ini kemungkinan mencerminkan kemampuan kolonisasi yang terbatas atau
kolonisasi sporadis yang tidak spesifik terhadap inang.

3.6 Simpulan

Daun Zingiberaceae merupakan habitat bagi berbagai spesies cendawan
endofit. Tingkat kolonisasi dan keanekaragaman cendawan endofit pada tanaman
Zingiberaceae berbeda antar spesies inang. Tingkat kolonisasi yang tinggi tidak
selalu diikuti oleh keanekaragaman yang tinggi, menunjukkan bahwa keduanya
dipengaruhi oleh faktor yang berbeda. Meskipun kekerabatan taksonomi inang
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Colletotrichum, Phyllosticta, dan Diaporthe merupakan genus dominan

dengan pola distribusi yang berbeda pada jaringan daun Zingiberaceae.
Colletotrichum menunjukkan kisaran inang yang luas, sedangkan Phyllosticta dan

keanekaragaman cendawan endofit maupun pola distribusinya pada tingkat spesies.
Diaporthe memiliki distribusi yang lebih terbatas.

berkorelasi signifikan dengan tingkat kolonisasi, faktor tersebut tidak memengaruhi
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10Y CENDAWAN ENDOFIT POTENSIAL ASAL
ZINGIBERACEAE UNTUK PENGENDALIAN BERCAK
DAUN Proxipyricularia zingiberis PADA JAHE

4,1 Abstrak

Penyakit bercak daun yang disebabkan oleh Proxipyricularia zingiberis dapat
menurunkan produktivitas tanaman jahe. Penelitian ini bertujuan untuk menyeleksi
cendawan endofit asal Zingiberaceae yang berpotensi sebagai agens pengendali
Hayati melalui pengujian in vitro dan in planta. Tahapan penelitian meliputi uji
keamanan hayati, uji antagonisme, deteksi enzim hidrolitik, serta produksi IAA.
Seleksi isolat potensial dilakukan menggunakan metode Analytical Hierarchy
Process (AHP), dilanjutkan dengan identifikasi morfologi dan molekuler
multilokus. Hasil penelitian menunjukkan bahwa sebagian besar isolat tergolong
aman dan nonpatogenik. Isolat terpilih mampu menghambat pertumbuhan patogen
dengan variasi mekanisme, terutama melalui kompetisi dan antibiosis. Delapan
1solat terpilih yang diidentifikasi sebagai Colletotrichum, Phyllosticta, Fusarium,
dan Diaporthe diuji lebih lanjut secara in planta. Aplikasi cendawan endofit secara
signifikan menurunkan keparahan penyakit bercak daun jahe (nilai AUDPC).
Selain itu, beberapa isolat juga meningkatkan bobot rimpang, meskipun tidak
berpengaruh nyata terhadap pertumbuhan vegetatif. Isolat C. gigasporum (E2)
memberikan efek terbaik pada tanaman. Secara keseluruhan, hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa cendawan endofit asal Zingiberaceae memiliki potensi
sebagai agens pengendali hayati yang efektif dan berkelanjutan dalam pengendalian
penyakit bercak daun pada jahe.

Kata kunci: AHP, AUDPC, bobot rimpang, pengendali hayati

4.2 Pendahuluan

Hasil penelitian pada Bab III menunjukkan bahwa tanaman anggota famili
Zingiberaceae merupakan sumber cendawan endofit yang beranekaragam. Isolasi
dari berbagai spesies inang menghasilkan sejumlah cendawan endofit dengan
tingkat kolonisasi, komposisi komunitas, dan tingkat keanekaragaman yang
berbeda. Isolat yang diperoleh didominasi oleh genus Colletotrichum, Phyllosticta,
dan Diaporthe, yang diketahui memiliki berbagai peran ekologis dalam
interaksinya dengan tanaman. Keragaman cendawan endofit tersebut menunjukkan
potensi Zingiberaceae sebagai sumber kandidat agens pengendali hayati yang dapat
dimanfaatkan untuk mendukung kesehatan dan produktivitas tanaman.

Salah satu kendala utama dalam budidaya jahe adalah penyakit bercak daun
yang disebabkan oleh Proxipyricularia zingiberis. Penyakit ini banyak ditemukan
pada sentra produksi jahe di Indonesia dan dapat berkembang secara intensif pada
kondisi lingkungan yang lembap serta bersuhu tinggi (Wahyuno et al. 2020).
Infeksi patogen menyebabkan terbentuknya bercak nekrosis pada daun yang
mengurangi luas area fotosintesis dan berpotensi menurunkan pertumbuhan serta
hiasil tanaman. Hingga saat ini, pengendalian penyakit masih didominasi oleh
pénggunaan fungisida kimia, terutama pada sistem budidaya intensif. Beberapa
alfernatif pengendalian, seperti aplikasi minyak cengkeh dan silika, telah dilaporkan
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mampu menekan perkembangan penyakit, tetapi efektivitasnya di lapangan belum
menunjukkan hasil yang konsisten (Sari et al. 2022a). Selain itu, kemampuan
patogen untuk menyebar melalui angin dan bertahan pada sisa-sisa tanaman
terinfeksi menyebabkan pengendalian secara tunggal sering kali kurang efektif
(Kotani dan Kurata 1992). Kondisi tersebut menunjukkan perlunya strategi
pengendalian yang efektif, berkelanjutan, dan dapat diintegrasikan dengan metode
pengendalian lainnya.

Cendawan endofit merupakan salah satu kelompok mikroorganisme yang
berpotensi dikembangkan sebagai agens pengendali hayati. Kemampuan cendawan
endofit dalam menekan perkembangan patogen telah dilaporkan melalui berbagai
mekanisme, antara lain kompetisi ruang dan nutrisi, produksi metabolit
antagonistik, mikoparasitisme, serta induksi ketahanan tanaman (Hardoim et al.
2015; Akram et al. 2023). Selain itu, cendawan endofit yang berasal dari tanaman
berkerabat diduga memiliki kemampuan adaptasi dan kolonisasi yang lebih baik
karena telah berasosiasi dengan lingkungan serta jaringan tanaman yang serupa.
Oleh karena itu, cendawan endofit yang diperoleh dari berbagai spesies
Zingiberaceae berpotensi dimanfaatkan sebagai kandidat agens pengendali hayati
untuk penyakit bercak daun pada jahe.

Meskipun potensi cendawan endofit sebagai agens pengendali hayati telah
banyak dilaporkan pada berbagai sistem tanaman, informasi mengenai pemanfaatan
cendawan endofit asal Zingiberaceae untuk mengendalikan P. zingiberis masih
sangat terbatas. Berdasarkan hasil eksplorasi dan karakterisasi cendawan endofit
pada Bab III, isolat-isolat terpilih perlu dievaluasi lebih lanjut untuk mengetahui
kemampuannya dalam menekan perkembangan penyakit bercak daun jahe.
Penelitian ini bertujuan melakukan skrining cendawan endofit asal Zingiberaceae
sebagai kandidat agens pengendali hayati terhadap P. zingiberis melalui pengujian
secara in vitro dan in planta.

4.3 Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni 2024-Desember 2025. Pengujian
laboratorium dilakukan di Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN) sedangkan
pengujian secara in planta dilakukan di rumah kaca Departemen Proteksi Tanaman,
Fakultas Pertanian, IPB.

4.4 Bahan dan Metode Penelitian

4.4.1 Uji Hemolisis pada Medium Agar Darah

Pengujian hemolisis dilakukan untuk menentukan potensi cendawan sebagai
patogen pada manusia atau hewan (Amaria et al. 2024). Cendawan endofit yang
diperoleh, ditumbuhkan pada medium agar darah yang mengandung 5% (v/v) darah
kambing/domba segar dan diinkubasi selama 48-72 jam pada suhu ruangan. Zona
bening atau perubahan warna di sekitar koloni cendawan menunjukkan positif
hemolisis. Zona berwarna gelap atau kehijauan di sekitar koloni cendawan
menunjukkan lisis parsial (reaksi hemolisis a), sedangkan zona bening
menunjukkan lisis sempurna (reaksi hemolisis ). Jika tidak ada perubahan warna
di sekitar koloni cendawan berarti hemolisis negatif atau reaksi hemolisis vy. Isolat
yang tidak mengakibatkan reaksi hemolisis digunakan untuk uji selanjutnya.
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4.4.2 Uji Fitopatogenisitas Cendawan Endofit

Uji fitopatogenisitas cendawan endofit dilakukan dengan tujuan untuk
melihat sifat patogenisitas cendawan endofit pada tanaman. Benih yang
digunakan adalah benih sawi putih (Chinese Cabbage) yang dikenal dan dapat
digunakan sebagai tanaman model untuk wuji fitopatogenisitas karena
kepekaannya dan respons cepat terhadap pengenalan mikroba (Harsonowati et
al. 2020). Isolat cendawan ditumbuhkan pada medium corn meal agar (CMA)
yang diperkaya dengan nutrisi anorganik (1 g MgS0O4.7H,0, 1.5 g KH2PO4, 1 g
NaNQOs, 18 g agar, dan 1,000 mL air distilasi) pada cawan petri dan diinkubasi
selama 5 hari pada suhu 23°C. Benih sawi putih disterilisasi permukaan dengan
70% ethanol selama 1 menit dan 1% NaOCI selama 5 menit. Benih dibilas tiga
kali dengan air steril lalu dikeringanginkan dan dilanjutkan dengan menanamkan
benih pada medium yang telah diinokulasikan endofit. Benih yang ditanam pada
medium yang tidak diinokulasi endofit dijadikan sebagai kontrol. Parameter
pengamatan meliputi persentase pertumbuhan dan gejala nekrosis pada
kecambabh.

Uji fitopatogenisitas juga dilakukan pada daun jahe dengan metode
Detached Leaf Assay menurut Macan et al. (2022). Daun muda yang sudah
sepenuhnya berkembang dari tanaman jahe berumur 10 minggu dikumpulkan
untuk uji patogenisitas. Bagian permukaan epidermis abaksial daun dilukai
sedikit dengan jarum preparat steril. Isolat endofit yang sudah diinkubasi selama
10 hari pada medium PDA digunakan sebagai sumber inokulum. Metode
inokulasi dilakukan dengan menempelkan potongan agar dan miselium dengan
diameter 5 mm pada bagian permukaan daun yang sudah dilukai. Perlakuan
kontrol disiapkan, terdiri dari daun yang hanya diinokulasi dengan air steril.
Daun-daun tersebut ditempatkan di atas kisi-kisi dalam kotak plastik dengan
kapas yang lembab. Inkubasikan dilakukan pada suhu 25°C. Pengamatan gejala
nekrosis pada daun dilakukan pada hari ke-3 setelah inokulasi. Isolat cendawan
endofit yang tidak menimbulkan gejala nekrosis, baik pada pengujian
menggunakan benih sawi putih maupun daun jahe akan digunakan pada
pengujian selanjutnya.

4.4.3 Uji Dual Culture Cendawan Endofit dengan P. zingiberis

Uji dual culture dilakukan dalam cawan petri berisi medium PDA untuk
melihat kemampuan antibiosis maupun kompetisi cendawan endofit terhadap P.
zingiberis (Li et al. 2007). Inokulum cendawan endofit dan P, zingiberis ditanam
berdampingan pada medium dalam cawan petri, masing-masing petri berisi 1
isolat endofit dan 1 isolat P. zingiberis. Dilakukan penanaman isolat patogen
pada cawan petri terpisah sebagai kontrol. Biakan selanjutnya diinkubasi selama
1 minggu dalam suhu ruangan. Pengamatan dilakukan 7 hari setelah inkubasi
dengan mengukur pertumbuhan koloni dan mengamati kemunculan zona bening
yang menunjukkan aktivitas antibiosis.

Interaksi antara cendawan endofit dan P. zingiberis diamati berdasarkan
metode Wheeler dan Hocking (1993), yang mengelompokkan interaksi menjadi
enam tipe. Tipe A ditandai dengan pertumbuhan koloni yang saling bercampur
tanpa adanya indikasi interaksi. Tipe B menunjukkan adanya penghambatan
ketika kedua koloni bersentuhan atau memiliki jarak sangat dekat (<2 mm). Tipe
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C terjadi ketika penghambatan muncul setelah kontak, ditandai dengan
penurunan laju pertumbuhan yang signifikan pada salah satu cendawan,
sementara cendawan penghambat dapat mengalami penurunan laju pertumbuhan
atau tetap tidak berubah. Tipe D ditunjukkan oleh adanya penghambatan pada
jarak lebih dari 2 mm tanpa kontak langsung. Tipe E terjadi ketika cendawan
penghambat tetap tumbuh menembus koloni cendawan yang dihambat setelah
kontak, namun dengan laju pertumbuhan yang lebih lambat. Sementara itu, tipe
F merupakan bentuk penghambatan di mana cendawan penghambat mampu
tumbuh melalui atau di atas koloni cendawan lain, baik dengan atau tanpa kontak
awal, tanpa mengalami penurunan laju pertumbuhan.

Mekanisme antibiosis terhadap P. zingiberis diidentifikasi berdasarkan
terbentuknya zona bening di antara miselium cendawan endofit dan patogen.
Sebaliknya, apabila cendawan endofit menunjukkan pertumbuhan yang lebih
dominan pada medium PDA tanpa pembentukan zona bening, maka mekanisme
penghambatan dikategorikan sebagai kompetisi.

4.4.4 Uji Senyawa Volatil

Uji senyawa volatil dilakukan dengan menggunakan cawan petri bersekat
satu (Maknunah dan Sinaga 2018). Isolat cendawan endofit dikulturkan pada
medium PDA pada satu sisi, kemudian disisi lainnya dikulturkan isolat
cendawan P. zingiberis. Cawan petri diinkubasi selama 7 hari pada suhu 25+2°C.
Persentase penghambatan dihitung menggunakan rumus:

(R1—-R2)
Pl (%) = T X 100%

dengan, PI = Persentase penghambatan (%), R1 = diameter P. zingiberi pada
perlakuan kontrol, R2 = diameter P. zingiberis pada perlakuan cendawan endofit.

4.4.5 Deteksi Aktivitas Enzim Hidrolitik

Enzim kitinase dan glukanase yang dihasilkan oleh isolat cendawan
endofit dideteksi menggunakan medium padat. Keberadaan enzim kitinase pada
isolat cendawan ditentukan dalam medium kitin. Untuk membuat medium agar
kitin sebanyak 1000 mL diperlukan campuran dari 15 mL kitin koloid, 1 g
K>HPOs; 0,1 g MgS04-7H20; 1 g NaCl; 7 g (NH4)2SOs4; 2 g ekstrak ragi; 1 g
triptona; dan 20 g agar. Keberadaan enzim glukanase pada isolat cendawan
diidentifikasi dalam medium glukan (1000 mL), yang terdiri dari 10 mL B-
glukan; 1,5 g KH2POs; 0,65 g NaxHPOs; 2,5 g NaCl; 0,5 g (NH4)2SO4; 0,12 g
MgS04-7H20; 0,05 g CaCly; 1,25 pepton; 0,5 g ekstrak ragi; dan 20 g agar
(Amaria et al. 2024).

Pengujian aktivitas enzim hidrolitik dilakukan dengan menanam isolat
cendawan endofit berumur 3-5 hari pada medium agar koloidal kitin maupun
medium glukan. Masing-masing isolat diulang sebanyak 3 kali, inkubasi
dilakukan pada suhu ruang dan dilakukan pengamatan setiap hari. Cendawan
endofit memiliki aktivitas hidrolitik apabila menghasilkan zona bening pada tepi
koloni. Indeks kitinolitik dihitung dengan rumus sebagai berikut:
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AY = y2
yl
dimana:
AY = indeks kitinolitik/glukanolitik
y2 = lebar zona bening dan koloni

y1 = lebar koloni

4.4.6 Uji Kemampuan Menghasilkan TAA

Produksi indole-3-acetic acid (IAA) oleh isolat cendawan endofit
dianalisis mengacu pada Parlindo et al. (2023a) dengan modifikasi pada lama
waktu inkubasi. Isolat dikulturkan dalam 5 mL potato dextrose broth (PDB) yang
diperkaya L-triptofan (2 mg/mL), kemudian diinkubasi pada shaker 150 rpm
selama 5 hari. Kultur disaring menggunakan kasa steril dan disentrifugasi pada
10.000 rpm selama 5 menit.

Sebanyak 1 mL supernatan dicampur dengan 1 mL reagen Salkowski
(FeCls 0,5 M dalam HC1O4 35%) dan diinkubasi selama 30 menit dalam kondisi
gelap pada suhu ruang. Perubahan warna menjadi merah muda menunjukkan
produksi IAA. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 530 nm, dan
konsentrasi IAA ditentukan berdasarkan kurva standar.

4.4.7 Pemilihan Kandidat Cendawan Endofit Potensial dengan Metode AHP

Metode AHP dilakukan untuk memilih isolat cendawan yang paling
potensial untuk mengendalikan P. zingiberis. Metode AHP merupakan
pengambilan keputusan yang dapat memberikan urutan peringkat terbaik.
Kriteria dan subkriteria disusun berdasarkan bobot tertinggi yang digunakan
sebagai pertimbangan dalam pengambilan keputusan (Saaty 2008). Dalam
penelitian ini, penentuan kandidat isolat cendawan yang potensial berdasarkan
kemampuan antibiosis, sintesis senyawa volatile, aktivitas enzim hidrolitik, dan
produksi IAA. Delapan isolat peringkat teratas diuji lebih lanjut secara in planta.

4.4.8 Identifikasi molekuler cendawan endofit terpilih

DNA cendawan endofit diekstraksi menggunakan metode CTAB
mengikuti Doyle (1991). Wilayah ITS (ITS1-5.8S-ITS2) diamplifikasi
menggunakan primer ITS4 dan ITSS (Fujita et al. 2001). Untuk meningkatkan
resolusi taksonomi pada tingkat genus, lokus tambahan turut diamplifikasi, yaitu
tef1-o. (Carbone dan Kohn 1999) untuk Fusarium, Phyllosticta, dan Diaporthe,
serta B-tubulin (Glass dan Donaldson 1995) untuk Colletotrichum.

Setiap reaksi PCR dilakukan dalam volume total 20 uL yang terdiri atas
10 uL 2x MyTaq HS Red Mix (Bioline), 0,4 uM masing-masing primer, dan 1
uL DNA genom sebagai templat. Kondisi amplifikasi mengikuti protokol yang
telah dipublikasikan untuk masing-masing lokus. Produk PCR dipisahkan pada
gel agarosa 1,5% yang diwarnai dengan RedSafe™ (Intron Biotechnology),
kemudian dielektroforesis pada tegangan 100 V selama 30 menit, dan
divisualisasi menggunakan GelDoc Fire Reader V4 (Uvitec). Produk amplifikasi
selanjutnya dimurnikan dan disekuensing secara komersial (First Base).

Kemiripan sekuens dianalisis menggunakan BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Penetapan taksonomi dilakukan berdasarkan
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identitas sekuens, karakter morfologi, serta nomenklatur terkini yang mengacu
pada Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org). Hubungan filogenetik
dianalisis menggunakan MEGAI1l berdasarkan data multilokus yang
dikonsatenasi.

449 Uji Kemampuan Cendawan Endofit dalam Menekan Perkembangan
Penyakit Bercak Daun Jahe secara In Planta

4.4.9.1 Persiapan Patogen dan Uji Patogenisitas

Isolat P. zingiberis (Pyr-J2) yang telah dikarakterisasi sebelumnya
(Wahyuno et al. 2020) digunakan sebagai patogen. Isolat tersebut dikulturkan
pada medium PDA yang diperkaya dengan potongan daun jahe steril dan
diinkubasi pada kondisi fotoperiode 12 jam pada suhu 25 °C selama 14 hari
untuk menginduksi sporulasi. Konidia dipanen menggunakan akuades steril dan
disaring melalui kain kasa steril. Konsentrasi konidia disesuaikan menjadi 1 x
10° konidia mL™" menggunakan hemositometer, dan viabilitasnya dikonfirmasi
melalui uji perkecambahan pada medium agar air. Perkecambahan konidia
diamati setelah 24 jam inkubasi dalam kondisi gelap.

Uji patogenisitas dilakukan melalui inokulasi buatan pada tanaman dan
metode detached leaf. Untuk inokulasi pada tanaman, tanaman jahe berumur dua
bulan disemprot dengan suspensi konidia yang ditambahkan 0,01% Tween 20
sebagai agen perata. Tanaman yang telah diinokulasi kemudian diinkubasi dalam
kondisi gelap pada suhu sekitar 25 + 2 °C dengan kelembapan udara 75-80%
selama 72 jam. Sementara itu, uji detached leaf dilakukan dengan meneteskan
suspensi konidia pada permukaan bawah daun jahe, kemudian diinkubasi dalam
kotak lembap yang dilengkapi kapas basah. Munculnya gejala diamati setiap hari,
kemudian dilakukan reisolasi dari daun yang bergejala bercak. Konfirmasi
molekuler dilakukan dengan teknik PCR menggunakan wilayah ITS (Fujita et
al. 2001) dan gen tefi- a (Carbone dan Kohn 1999).

4.4.9.2 Bahan Tanaman dan Persiapan Inokulum

Uji in planta dilakukan di rumah kaca. Bahan tanaman yang digunakan
dalam penelitian ini berupa rimpang jahe putih besar (Z. officinale Roscoe var.
officinale). Rimpang diberi perlakuan air panas pada suhu 52 °C selama 20 menit
(Parlindo et al. 2023b) untuk mengurangi keberadaan mikroorganisme potensial,
baik patogenik maupun nonpatogenik. Rimpang yang telah diperlakukan
kemudian dikecambahkan pada medium cocopeat steril selama empat minggu.
Tunas yang muncul dipindahkan ke medium tumbubh steril yang terdiri atas tanah,
kompos, dan arang sekam padi (1:1:1, v/v/v). Tanaman berusia 1 bulan yang
menunjukkan pertumbuhan sehat dan mencapai tinggi lebih dari 20 cm dipilih
untuk percobaan selanjutnya.

Isolat cendawan endofit dan P. zingiberis dikulturkan pada medium PDA
20% dan diinkubasi di bawah pencahayaan (+400 lux) selama 10 hari untuk
menginduksi pembentukan konidia. Endofit yang termasuk dalam genus
Diaporthe dan Phyllosticta memerlukan waktu inkubasi lebih lama, yaitu
berkisar antara 14 hari hingga satu bulan, untuk menghasilkan konidia.
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4.4.9.3 Aplikasi Cendawan Endofit Pada Bibit Jahe

Percobaan disusun menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap
(RAKL) dengan 10 perlakuan dan 3 blok (ulangan). Setiap perlakuan terdiri atas
5 tanaman pada setiap blok. Perlakuan meliputi kontrol tanpa inokulasi patogen
(K-), kontrol dengan inokulasi patogen (K+), serta delapan perlakuan di mana
tanaman diinokulasi terlebih dahulu dengan masing-masing isolat endofit (E1—
E8) dan kemudian diinokulasi dengan patogen P. zingiberis.

Cendawan endofit diaplikasikan sebagai semprotan daun dengan
konsentrasi 1 x 10* konidia mL ™" pada empat minggu setelah pindah tanam (Tran
et al. 2019) Setelah 30 hari, tanaman diinokulasi dengan P. zingiberis pada
konsentrasi 1 x 10° konidia mL™" (Wahyuno et al. 2020). Tanaman dipelihara di
bawah kondisi rumah kaca terkontrol pada suhu 25-28 °C dan kelembapan
relatif 75-85% selama percobaan berlangsung.

4.4.9.4 Pengamatan

Keparahan penyakit diamati setiap dua minggu selama periode 14 minggu
menggunakan skala berdasarkan persentase luas daun yang mengalami nekrosis
(Sari et al. 2022b). Indeks keparahan penyakit (Disease Severity Index/DSI)
dihitung menggunakan rumus McKinney (Mckinney 1923) :

. X Vs
DSI (%) =2(;‘—XVU‘)><100

Keterangan:

ni adalah jumlah daun pada setiap kelas keparahan,
vi adalah skor keparahan yang bersesuaian,

N adalah jumlah total daun yang diamati, dan

V adalah skor keparahan maksimum.

Akumulasi keparahan penyakit seiring waktu dihitung sebagai luas di
bawah kurva perkembangan penyakit (drea Under the Disease Progress
Curve/ AUDPC) mengikuti metode Campbell dan Madden (Campbell dan
Madden 1990):

n—-1
AUDPC = E (%) (ties — £1)

i=1

Keterangan:
yi adalah keparahan penyakit pada pengamatan ke-i,
ti adalah waktu pada pengamatan ke-i, dan
n adalah jumlah total pengamatan.
Pada saat panen, bobot segar dan bobot kering rimpang per tanaman diukur
sebagai indikator produktivitas tanaman.

4.4.10 Analisis data

Data pengamatan dalam uji in planta dianalisis menggunakan ANOVA
satu arah, dilanjutkan dengan uji Tukey HSD pada taraf signifikansi p < 0,05.
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4.5 Hasil dan Pembahasan

4.5.1 Keamanan Hayati Cendawan Endofit asal Zingiberaceae

Berdasarkan uji hemolisis dan fitopatogenisitas, isolat cendawan endofit
didominasi oleh kategori aman hayati sebesar 48%, diikuti isolat fitopatogenik
sebesar 45%, sedangkan reaksi hemolisis positif hanya ditemukan sebesar 7%
(Gambar 4.1A). Distribusi isolat pada masing-masing tanaman inang
menunjukkan variasi antarspesies, di mana isolat aman hayati ditemukan pada
seluruh tanaman dengan jumlah tertinggi pada lengkuas malaka, kunyit, dan jahe
merah (masing-masing 4 isolat). Isolat fitopatogenik juga terdistribusi pada
semua inang dan paling banyak ditemukan pada lengkuas malaka (8 isolat),
diikuti lempuyang (4 isolat), serta temulawak dan kunyit (masing-masing 3
isolat)(Gambar 4.1B). Sementara itu, isolat dengan reaksi hemolisis positif
hanya ditemukan dalam jumlah terbatas pada beberapa inang, yaitu jahe putih
besar, jahe putih kecil, jahe merah, dan lempuyang (masing-masing 1 isolat),
serta tidak terdeteksi pada tanaman lainnya (Gambar 4.2).

A = Aman hayati
= Fitopatogenik
= Reaksi hemolisis
positif
B Zingiber officinale var. officinale
Z. officinale var. amarum
Z. officinale var. rubrum
Etlingera elatior
Curcuma longa
Z. zerumbet
Alpinia galangal
A. malaccensis
C. xanthorhizza
0 5 10 15

m Reaksi Hemolisis Positif = Fitopatogenik ™ Aman hayati

Gambar 4.1 Distribusi isolat cendawan endofit berdasarkan uji hemolisis dan
fitopatogenisitas: (A) persentase; (B) distribusi per tanaman inang.
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Gambar 4.2 Hasil uji aktivitas hemolisis dan fitopatogenisitas isolat cendawan
endofit. (A) Reaksi hemolisis pada medium agar darah yang
ditunjukkan oleh zona bening di sekitar koloni (anak panah); (B)
uji fitopatogenisitas pada kecambah dengan respons negatif (—) dan
positif (+); (C) gejala pada daun akibat inokulasi isolat cendawan
endofit yang menunjukkan respons negatif (—) dan positif (+).

Dominasi isolat aman hayati dalam penelitian ini menunjukkan bahwa
sebagian besar cendawan endofit yang berasosiasi dengan tanaman
Zingiberaceae memiliki sifat non-patogenik dan berpotensi untuk dimanfaatkan
lebih lanjut. Temuan ini sejalan dengan laporan bahwa cendawan endofit
umumnya hidup secara laten di dalam jaringan tanaman tanpa menimbulkan
gejala penyakit, serta dapat memberikan manfaat bagi inang melalui produksi
metabolit sekunder atau peningkatan ketahanan terhadap stres (Rodriguez et al.
2009; Liao et al. 2025).

Namun demikian, tingginya proporsi isolat fitopatogenik menunjukkan
bahwa sebagian cendawan endofit memiliki potensi sebagai patogen laten. Hal
ini konsisten dengan berbagai studi yang melaporkan bahwa cendawan endofit,
khususnya dari genus Colletotrichum, Phyllosticta, dan Diaporthe, dapat
berperan sebagai endofit sekaligus patogen oportunistik tergantung pada kondisi
lingkungan dan fisiologi inang (Photita ef al. 2004; Udayanga et al. 2011; Wikee
et al. 2013a). Keberadaan isolat dengan dua potensi ini menegaskan bahwa
interaksi cendawan endofit—tanaman bersifat dinamis dan tidak selalu bersifat
mutualistik. Namun demikian, isolat yang digunakan untuk uji lanjut telah
melalui dua tahap skrining fitopatogenisitas, termasuk pengujian pada tanaman
jahe. Oleh karena itu, isolat-isolat tersebut memiliki risiko fitopatogenisitas yang
rendah berdasarkan kondisi pengujian yang dilakukan. Pengujian pada kisaran
inang yang lebih luas masih diperlukan sebelum aplikasi pada skala yang lebih
luas.

Rendahnya persentase isolat dengan aktivitas hemolisis mengindikasikan
bahwa hanya sebagian kecil cendawan endofit yang memiliki potensi toksigenik
terhadap sel mamalia. Hasil ini mendukung temuan sebelumnya yang
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menunjukkan bahwa sebagian besar cendawan endofit relatif aman dan hanya
sedikit yang menghasilkan senyawa toksik yang berbahaya bagi organisme non-
target (Aktas dan Yigit 2015).

4.5.2 Tipe Interaksi, Kemampuan Antibiosis, dan Kompetisi Cendawan Endofit
asal Zingiberaceae

Hasil uji interaksi antara cendawan endofit dan patogen menunjukkan
adanya beberapa tipe interaksi, yaitu tipe B, C, D, dan F (Gambar 4.3).
Berdasarkan distribusinya, tipe interaksi C merupakan yang paling dominan
dengan persentase sebesar 81%, diikuti oleh tipe D sebesar 11%, serta tipe B dan
F masing-masing sebesar 4%. Dominasi tipe C menunjukkan bahwa sebagian
besar isolat cendawan endofit memiliki kemampuan kompetisi ruang dan nutrisi
yang tinggi terhadap patogen, yang ditandai dengan pertumbuhan koloni yang
saling mendekat tanpa adanya zona bening yang jelas. Sebaliknya, tipe D yang
ditandai dengan terbentuknya zona bening di antara kedua koloni menunjukkan
adanya aktivitas antibiosis melalui produksi senyawa penghambat.

Kontrol

Tipe B ®mTipeC mTipeD ®mTipeF

Gambar 4.3 Tipe interaksi antara cendawan endofit dan patogen pada uji kultur
ganda dan persentase distribusi masing-masing tipe interaksi

—
(=3
(=]

Persentase Penghambatan (%)

Kode Isolat dan Tipe Interaksi

Gambar 4.4 Persentase penghambatan pertumbuhan koloni Proxipyricularia
zingiberis oleh cendawan endofit pada berbagai tipe interaksi



44

Hasil uji antagonisme menunjukkan bahwa seluruh isolat cendawan
endofit memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan patogen dengan
tingkat penghambatan yang bervariasi (Gambar 4.4). Persentase penghambatan
tertinggi ditunjukkan oleh isolat IM6 (£85%) yang termasuk dalam tipe interaksi
D, diikuti oleh isolat LS4 (£70%) pada tipe C. Sebagian besar isolat lainnya,
khususnya yang tergolong dalam tipe C, menunjukkan tingkat penghambatan
sedang, berkisar antara 30-60%.

4.5.3 Kemampuan Cendawan Endofit Menghasilkan Senyawa Organik Volatil

Hasil uji produksi senyawa volatil menunjukkan bahwa seluruh isolat
cendawan endofit memiliki kemampuan penghambatan terhadap pertumbuhan
koloni P zingiberis yang relatif rendah (Gambar 4.5A). Persentase
penghambatan yang dihasilkan umumnya berada pada kisaran rendah hingga
sedang (<40%), dengan sebagian besar isolat menunjukkan nilai di bawah 30%.
Tidak terdapat isolat yang menunjukkan penghambatan tinggi atau berbeda
nyata dibandingkan kontrol.

Visualisasi hasil uji juga menunjukkan bahwa pertumbuhan koloni
patogen pada perlakuan isolat endofit tidak berbeda signifikan dibandingkan
kontrol (Gambar 4.5B), yang mengindikasikan tidak adanya efek penghambatan
yang kuat melalui senyawa volatil. Hal ini menunjukkan bahwa interaksi tidak
melibatkan produksi senyawa volatil yang efektif dalam menghambat
pertumbuhan patogen.

100
90
80
70
60
50
40

30
20
10 i_i
0
wn

Persentase Penghambatan (%)

Gambar 4.5 Kemampuan cendawan endofit asal Zingiberaceae dalam
menghasilkan senyawa volatil. (A) Persentase penghambatan
pertumbuhan koloni Proxipyricularia zingiberis; (B) visualisasi
hasil uji senyawa volatil pada beberapa isolat cendawan endofit
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4.5.4 Aktivitas Enzim Hidrolitik yang Dihasilkan oleh Cendawan Endofit asal
Zingiberaceae

Aktivitas enzim hidrolitik yang dihasilkan oleh cendawan endofit asal
Zingiberaceae menunjukkan variasi yang cukup jelas antar isolat, baik untuk
enzim kitinase maupun glukanase (Gambar 4.6A). Secara umum, hanya
sebagian isolat yang mampu menghasilkan kedua enzim tersebut dengan indeks
aktivitas yang terukur. Aktivitas kitinase terdeteksi pada beberapa isolat seperti
LP2, M1, dan LS4, dengan nilai indeks tertinggi ditunjukkan oleh isolat IM1
(£1,5), diikuti oleh LP2 dan LS4 (+1,1-1,2). Sementara itu, sebagian besar isolat
lainnya tidak menunjukkan aktivitas kitinase yang signifikan.

A 3.00

2.50 = Kitinolitik
2.00 ® Glukanolitik
1.50
1.00
0.50
0.00

% 5 2

_ Z H

Indek Kitinolitik/Glukanolitik

8 aed ey S8R RE_R R IASERETELE T
SC T AEEEZERZE OGOy AR AEEESTTY
Kode Isolat
B
C

JPK3 JM1 LS4 LP2 JPK6

Gambar 4.6 Kemampuan cendawan endofit asal Zingiberaceae dalam
menghasilkan enzim kitinase dan glukanase. (A) Indeks aktivitas
kitinolitik dan glukanolitik pada seluruh isolat yang diuji; (B)
visualisasi aktivitas kitinase yang ditunjukkan oleh pembentukan
zona bening di sekitar koloni pada medium uji; (C) visualisasi
aktivitas glukanase yang ditunjukkan oleh pembentukan zona
bening pada medium spesifik.

Berbeda dengan kitinase, aktivitas glukanase lebih umum ditemukan pada
isolat yang diuji. Isolat LS4 menunjukkan aktivitas glukanase tertinggi (+2,1—
2,3), diikuti oleh isolat KP1 (+1,2) serta beberapa isolat lain seperti KC1, LP2,
dan JM1 dengan nilai berkisar +1,0—1,1. Isolat-isolat lainnya menunjukkan
aktivitas yang rendah atau tidak terdeteksi.
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Visualisasi pada medium menunjukkan adanya zona bening di sekitar
koloni cendawan, yang mengindikasikan degradasi substrat spesifik oleh enzim
yang dihasilkan (Gambar 4.6B dan 4.6C). Variasi diameter zona bening ini
selaras dengan nilai indeks enzimatik yang diperoleh secara kuantitatif.

4.5.5 Kemampuan Cendawan Endofit dalam Menghasilkan IAA

Produksi IAA oleh cendawan endofit asal Zingiberaceae menunjukkan
variasi yang sangat terbatas antar isolat (Gambar 4.7A). Dari seluruh isolat yang
diuji, hanya dua isolat, yaitu LP2 dan LS4, yang terdeteksi mampu menghasilkan
IAA dengan konsentrasi sekitar £14—15 ppm. Sementara itu, isolat lainnya tidak
menunjukkan produksi IAA yang terdeteksi atau berada di bawah ambang
pengukuran.

Pengamatan visual menunjukkan adanya perubahan warna eksudat setelah
penambahan reagen, yang menjadi indikator kualitatif produksi IAA (Gambar
4.7B dan 4.7C). Isolat yang menghasilkan IAA menunjukkan perubahan warna
menjadi merah hingga merah tua, sedangkan isolat non-produktif tetap berwarna
kuning hingga cokelat muda. Hasil ini konsisten dengan data kuantitatif yang
diperoleh.
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Gambar 4.7 Produksi asam indol-3-asetat (IAA) oleh cendawan endofit. (A)
Konsentrasi IAA pada berbagai isolat; (B) larutan standar [AA;
(C) perubahan warna eksudat cendawan setelah penambahan
reagen sebagai indikator sintesis [AA.

4.5.6 Seleksi Isolat Potensial dengan Metode AHP

Delapan isolat cendawan endofit nonpatogenik terbaik berdasarkan uji in
vitro disajikan pada Tabel 4.1. Untuk memudahkan pengujian selanjutnya, kode
isolat disederhanakan dan diubah menjadi E1-E8. Pengujian in vitro
menunjukkan adanya variasi potensi biokontrol antar isolat (Tabel 4.1). Isolat
E3, E4, dan E7 menunjukkan potensi antibiosis yang ditandai dengan
terbentuknya zona bening pada uji kultur ganda. Isolat E6 menunjukkan
kemampuan tertinggi dalam memproduksi IAA pada medium sintetis. Isolat ES
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memiliki kemampuan kompetitif paling kuat terhadap P zingiberis, yang
ditunjukkan oleh tingkat penghambatan koloni tertinggi pada uji dual culture.
Isolat E1, E2, dan E5 juga menunjukkan kemampuan tinggi dalam menekan
pertumbuhan koloni P. zingiberis, dengan tingkat penghambatan berkisar antara
52% hingga 59%. Seluruh isolat yang diuji menunjukkan kemampuan yang
rendah dalam menekan P. zingiberis melalui produksi senyawa volatil.

Tabel 4.1 Kandidat isolat cendawan endofit sebagai agens biokontrol terbaik
berdasarkan hasil uji in vitro

Dual Senyawa
Kode Isolat Culture Antibiosis Volatil A4~ Indeks = Indeks
(%) (%) (ppm) Kitinolitik Glukanolitik
El (Ky4) 55,15¢ - 0,944 - - -
E2 (Jpk3) 56,94be — 14,15% - - 1,05
E3 (Lp2) 55,15¢ 4,60 15,80 14,00 1,29 1,11
E4 (Jm1) 55,15¢ 3,10 15,80t - 1,51 1,11
ES5 (JpbS) 52,46 ¢ 1,97 29,012 - - -
E6 (Ls4) 69,50° - 7,544 13,67 1,17 2,17
E7 (Kcl) 54,25¢ 3,50 0,944 - - 1,11
E8 (Jmo6) 85,652 — 20,752 — — —

Keterangan : Angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan tidak
berbeda nyata berdasarkan uji Tukey HSD pada taraf a=5 %.

Beberapa mekanisme biokontrol yang terdeteksi melalui pengujian in vitro
dalam penelitian ini meliputi antibiosis, kompetisi, produksi enzim hidrolitik,
dan produksi TAA, yang sejalan dengan temuan sebelumnya pada cendawan
endofit (Sharma et al. 2023; Azeez et al. 2026). Namun demikian, hasil
penelitian ini menegaskan bahwa mekanisme biokontrol bersifat spesifik isolat,
dengan setiap isolat menunjukkan strategi dominan yang berbeda dalam
menekan patogen.

Kemampuan antibiosis yang kuat ditunjukkan oleh isolat E3, E4, dan E7
mengindikasikan adanya produksi metabolit sekunder anti cendawan yang
berperan dalam menghambat pertumbuhan P zingiberis. Mekanisme ini
umumnya berkaitan dengan sekresi senyawa bioaktif, seperti fenol, terpenoid,
atau senyawa volatil, yang dapat mengganggu integritas sel patogen (Sowmiya
et al. 2025).

Di sisi lain, isolat E§ menunjukkan keunggulan dalam kompetisi ruang
dan nutrisi, yang ditunjukkan oleh laju pertumbuhan koloninya yang lebih cepat
dibandingkan dengan patogen. Mekanisme ini memungkinkan isolat tersebut
mendominasi substrat lebih awal sehingga membatasi akses patogen terhadap
nutrisi dan ruang. Kompetisi merupakan salah satu strategi penting dalam
interaksi mikroba, terutama pada lingkungan terbatas seperti medium kultur atau
jaringan tanaman (Sowmiya et al. 2025).

Sementara itu, E6 mampu memproduksi IAA pada medium buatan, yang
mengindikasikan adanya potensi peran tidak langsung dalam biokontrol melalui
peningkatan pertumbuhan tanaman atau induksi ketahanan sistemik. Produksi



48

[AA oleh cendawan endofit diketahui dapat memodulasi fisiologi tanaman
inang, sehingga meningkatkan toleransi terhadap stres biotik, seperti serangan
patogen, maupun stres abiotik, seperti kekeringan dan salinitas (Hu ef al. 2026;
Wahid et al. 2026).

4.5.7 Identitas Cendawan Endofit berdasarkan Karakter Morfologi dan
Molekuler

Delapan isolat cendawan endofit menunjukkan keanekaragaman
morfologi dan laju pertumbuhan koloni. Isolat E1, E2, dan E5 menunjukkan
pertumbuhan koloni yang cepat (Gambar 4.8A, C, E) serta menghasilkan konidia
berbentuk oval hingga melengkung yang khas genus Colletotrichum (Gambar
4.8B, D, F). Sebaliknya, isolat E3, E4, dan E7 membentuk koloni yang lebih
gelap dan bertekstur kasar dengan laju pertumbuhan lebih lambat (Gambar 4.8I,
K, M), serta menghasilkan konidia hialin, aseptat, berbentuk elipsoid dengan
satu apendiks apikal (Gambar 4.8J, L, N), yang merupakan ciri khas Phyllosticta.
Isolat E6 menunjukkan pertumbuhan sedang dengan miselium putih tipis
(Gambar 4.8G) serta menghasilkan makrokonidia dengan tiga sekat (Gambar
4.8H), yang sesuai dengan karakter Fusarium. Isolat dengan pertumbuhan
tercepat, yaitu E8, awalnya menghasilkan miselium putih tipis yang kemudian
mengalami pigmentasi (Gambar 4.80) dan membentuk konidia a berbentuk oval
(Gambar 4.8P), yang merupakan ciri khas Diaporthe.

Identifikasi morfologi tersebut selanjutnya dikonfirmasi melalui
identifikasi molekuler multilokus (Tabel 4.2), yang menunjukkan tingkat
kemiripan sekuen yang tinggi (98-100%) dengan taksa referensi dalam
GenBank. Analisis filogenetik berdasarkan gabungan beberapa lokus
mengonfirmasi posisi taksonomi isolat, yaitu E1, E2, dan E5 masing-masing
dengan Colletotrichum plurivorum, C. gigasporum, dan C. karsti (Gambar 4.9),
serta E3 dan E4 berkelompok dengan Phyllosticta capitalensis, E7 dengan P,
paracapitalensis (Gambar 4.10), Isolat lainnya teridentifkasi sebagai Fusarium
keratoplasticum (E6) (Gambar 4.11) dan Diaporthe ueckeri (E8) (Gambar 4.12).

Identifikasi hingga tingkat spesies dengan mengintegrasikan karakter
morfologi dan analisis DNA multilokus menghasilkan resolusi taksonomi yang
kuat, khususnya pada genus seperti Colletotrichum dan Phyllosticta yang
diketahui memiliki kompleks spesies (Cannon et al. 2012; Silva et al. 2022).
Beberapa spesies Colletotrichum yang teridentifikasi, seperti C. karsti, C.
gigasporum, dan C. plurivorum, sebelumnya telah dilaporkan sebagai endofit
pada berbagai tanaman inang (Rakotoniriana ef a/. 2013; Liu ef a/. 2023). Namun
demikian, keberadaannya sebagai endofit daun serta potensi peran
fungsionalnya pada tanaman jahe belum pernah dilaporkan.

Meskipun Colletotrichum umumnya dikenal sebagai genus patogen
tanaman yang penting, keberadaannya sebagai endofit pada jaringan tanaman
sehat semakin banyak dilaporkan. Fenomena ini mencerminkan kompleksitas
ekologi genus tersebut, di mana beberapa spesies dapat berperan sebagai patogen
yang merugikan, sementara yang lain membentuk hubungan yang
menguntungkan dengan inangnya. Plastisitas ekologi ini memungkinkan spesies
Colletotrichum tertentu berfungsi sebagai mutualis maupun patogen, tergantung
pada genotipe inang dan kondisi lingkungan (Silva et al. 2022). Spesies
Colletotrichum endofit yang bersifat hemibiotrofik berpotensi meningkatkan
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pertumbuhan tanaman, toleransi terhadap kekeringan, serta ketahanan terhadap
cekaman biotik dan abiotik dalam kondisi tertentu (Arnold et al. 2003; Jiang et
al. 2025; Perumal et al. 2025).

Gambar 4.8 Morfologi koloni dan karakteristik konidia cendawan endofit
terpilih. (A, C, E, G, I, K, M, dan O) morfologi koloni masing-
masing isolate pada umur 7 hari di medium PDA ; (B, D, F, H, J,
L, N, dan P) konidia yang dihasilkan oleh isolat yang bersesuaian
(ditampilkan di sebelah kiri). Skala =10 um.

Berbeda dengan Colletotrichum, P. capitalensis dan P. paracapitalensis
telah dilaporkan memiliki potensi sebagai agens pengendali hayati (Thambugala
et al. 2022; Myovela et al. 2026). Aktivitas antagonistik secara in vitro dari
spesies endofit Diaporthe terhadap berbagai patogen tanaman juga telah banyak
dilaporkan (Dhakshinamoorthy et al. 2021; Hilario dan Gongalves 2022; Gupta
dan Saxena 2025). Genus Diaporthe diketahui sebagai penghasil enzim dan
metabolit sekunder baru yang bersifat antikarsinogenik, fungisidal, dan
antibiotik (Sessa et al. 2018), sehingga mendukung perannya yang multifungsi
sebagai agens biokontrol.
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: Colletotrichum siamense JZBQ544-3
w | Colletotrichum siamense JZBO984-1
Colletotrichum siamense JZBQ544-2
2 ' Colletotrichum siamense JZBQS544-1
Colletotrichum gloeosporioides JZBQI373-1
2 7 |_1 Colletotrichum gloeosporioides ICMP 17821
2! Colletotrichum gloeosporioides CBS 112999 _
Colletotrichum karsti CBS 129824 ES
E5e C. karsti
& Colletotrichum karsti CBS 128552
- Colletotrichum karsti CBS 113087
Colletotrichum karsti CBS 128551®

Colletotrichum gigasporum CBS101881 7 E2
w|| E2@ C. gigasporum
ssl Colletotrichum gigasporum CBS 133266 @
© Colletotrichum gigasporum CBS 124947 d

ss | Colletotrichum musicola CBS 132885
Colletotrichum musicola CBS 127557
w | Colletotrichum orchidearum CBS 135131
Colletotrichum orchidearum (RS 136877
El® E1l
| | Colletotrichum plurivorum CBS 125474 ® C. plurivorum
%' Colletotrichum plurivorum ZHKUCC 21-0102
Monilochaetes infuscans CBS 869.96 ®

P @ Isolat yang digunakan dalam penelitian ini
002 ® Isolat Ex-type

100

Gambar 4.9 Pohon filogenetik Colletotrichum berbasis dua lokus. Pohon
dikonstruksi dengan metode neighbour-joining menggunakan
1.000 ulangan bootstrap. Nilai bootstrap ditampilkan pada simpul
dendrogram, sedangkan nilai <70% tidak ditampilkan.
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Gambar 4.10 Pohon filogenetik Phyllosticta berbasis dua lokus. Pohon
dikonstruksi dengan metode neighbour-joining menggunakan
1.000 ulangan bootstrap. Nilai bootstrap ditampilkan pada
simpul dendrogram, sedangkan nilai <70% tidak ditampilkan.
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oa | Fusarium keratoplasticum NRRL43373 ™ E6
'E6 ® E keratoplasticum
Fusarium keratoplasticum NRRIL43649
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Fusarium keratoplasticum NRRIL.43433
+ Fusarium keratoplasticum NRRL32862
Fusarium keratoplasticum FRCS2369
- Fusarium keratoplasticum NRRL31165 =
- Fusarium solani NRRL46703
" Fusarium solani NRRL22163
sg| [~ Fusarium solani NRRL20438
9L Fusarium solani NRRL22354
— Fusarium solani NRRL28030
IF Fusarium solani NRRL22579

Fusarium solani NRRL22178
—— Fusarium solani NRRL22153

Fusarium solani NRRL22570

Beauveria bassiana ARSEF1564

7

N

—

® Isolat yang digunakan dalam penelitian ini
® Isolat Ex-fype

Gambar 4.11 Pohon filogenetik Fusarium berbasis dua lokus. Pohon
dikonstruksi dengan metode neighbour-joining menggunakan
1.000 ulangan bootstrap. Nilai bootstrap ditampilkan pada
simpul dendrogram, sedangkan nilai <70% tidak ditampilkan.
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Gambar 4.12 Pohon filogenetik Diaporthe berbasis dua lokus. Pohon
dikonstruksi dengan metode neighbour-joining menggunakan
1.000 ulangan bootstrap. Nilai bootstrap ditampilkan pada
simpul dendrogram, sedangkan nilai <70% tidak ditampilkan.
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4.5.8 Proxipyricularia zingiberis Penyebab Bercak Daun Berlian pada Jahe

Isolat koleksi Pyr-J2 diremajakan pada medium PDA dan menghasilkan
koloni berwarna hitam keabu-abuan (Gambar 4.13A). Pertumbuhan koloni
tergolong sedang, dengan diameter mencapai 10 cm pada 7 HSI. Untuk
menginduksi sporulasi, cendawan ini memerlukan penambahan potongan jahe
steril pada medium PDA serta penyinaran selama 12 jam. Konidia mulai
terbentuk setelah inkubasi di bawah cahaya selama +14 HSI.

Konidia yang dihasilkan berbentuk limoniform (seperti lemon), bersekat,
dengan ukuran 13-20 x 5—7 um (Gambar 4.13B). Konidia mampu berkecambah
pada medium agar air setelah 24 jam inkubasi dan membentuk apresorium
(Gambar 4.13C). Gejala nekrosis pada potongan daun mulai terlihat pada 3 HSI,
sedangkan gejala khas berupa bercak berbentuk belah ketupat pada tanaman utuh
muncul lebih lambat, yaitu pada 14 HSI (Gambar 4.13D).

Pyr-J2
P, zingiberis

" Pyr-Ji
‘ w Pyr-J3
A Pyr-J2 ®
 — Proxipyricularia zingiberis CBS30339
Proxypyricularia zingiberis CBS133594®
| Proxipyricularia zingiberis CBS132196
Proxpyricularia zingiberis CBS132355

Pyricularia oryzae CBS 25538 ®
Pyricularia zingibericola RN0001

89
7| [ Pyricularia grisea CR0024
! Pyricularia grisea DC88420
Barretomyces calatheae CBS 129274 ®

~——— @ Isolat yang digunakan dalam penelitian ini
005 @ Isolat Ex-type

Gambar 4.13 Konfirmasi Proxipyricularia zingiberis sebagai penyebab bercak
daun (A) Morfologi koloni P. zingiberis Pyr-J2 pada medium
PDA setelah 7 hari inkubasi; (B) konidia; (C) perkecambahan
konidia (Cd) dan pembentukan apresorium (Ap); (D) gejala
penyakit; serta (E) pohon filogenetik isolat yang digunakan dalam
penelitian ini berdasarkan kombinasi sekuens gen ITS dan ACT.
Pohon filogenetik dikonstruksi menggunakan metode neighbour-
Jjoining dengan 1.000 ulangan bootstrap. Skala batang = 10 pm.

Berdasarkan analisis molekuler menggunakan dua lokus, yaitu ITS dan
ACT, isolat ini terkonfirmasi sebagai P. zingiberis. Analisis filogenetik juga
mendukung hasil tersebut, di mana isolat Pyr-J2 asal Indonesia mengelompok
dalam satu klad dengan isolat ex-tipe (ex-type culture) CBS133594 (Gambar
4.10E). Hasil analisis ini memperbarui nomenklatur identifikasi sebelumnya,
yaitu dari Pyricularia zingiberi menjadi Proxipyricularia zingiberis. Penamaan
ini juga telah dikonfirmasi melalui database /ndex Fungorum.

4.5.9 Pengaruh Aplikasi Cendawan Endofit pada Pertumbuhan, Kesehatan, dan
Produktivitas Tanaman Jahe

Aplikasi cendawan endofit memberikan pengaruh signifikan terhadap
tingkat keparahan penyakit dan produktivitas tanaman, yang ditunjukkan oleh
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perubahan nilai AUDPC dan hasil rimpang, tetapi tidak berpengaruh signifikan
pada parameter pertumbuhan vegetatif (Tabel 4.3). Performa tanaman dan
rimpang disajikan pada Gambar 4.14. Perlakuan inokulasi patogen menunjukkan
bahwa seluruh tanaman yang diberi perlakuan cendawan endofit memiliki
periode inkubasi penyakit dan nilai AUDPC yang secara signifikan lebih rendah
dibandingkan dengan kontrol positif. Isolat C. gigasporum (E2), P. capitalensis
(E3), dan F. keratoplasticum (E6) menunjukkan tingkat penekanan penyakit
tertinggi (Gambar 4.15A-B). Aplikasi cendawan endofit terpilih juga
berpengaruh signifikan terhadap bobot rimpang dibandingkan perlakuan kontrol,
dengan isolat C. gigasporum (E2) dan C. karsti (E5) menghasilkan biomassa
tertinggi (Gambar 4.16). Menariknya, kedua isolat tersebut diisolasi dari jahe
putih kecil dan jahe putih besar (Tabel 4.2). Namun, pola yang sama tidak
dijumpai pada D. ueckeri (E8) yang berasal dari jahe merah, sehingga hubungan
antara spesies inang asal dan efektivitas isolat belum menunjukkan pola yang
konsisten. Temuan ini mengindikasikan bahwa peningkatan hasil tanaman
kemungkinan lebih dipengaruhi oleh karakteristik biologis masing-masing
cendawan dibandingkan oleh spesies tanaman asalnya.

Tabel 4.3 Pengaruh aplikasi cendawan endofit terpilih terhadap pertumbuhan

tanaman
Tinggl  jumlah  Jumlah
No Perlakuan tanaman
daun anakan
(cm)
1  Kontrol positif (K+) 86,73 10,80 2,87
2 Kontrol negatif (K-) 90,60 11,33 3,13
3 Colletotrichum plurivorum (E1) 100,80 14,33 3,73
4  Colletotrichum gigasporum (E2) 107,73 15,07 4,27
5 Phyllosticta capitalensis (E3) 103,53 15,53 4,27
6  Phyllosticta capitalensis (E4) 97,30 11,47 3,93
7 Colletotrichum karsti (ES) 102,73 14,33 3,93
8  Fusarium keratoplasticum (E6) 100,23 13,13 3,67
9  Phyllosticta paracapitalensis (E7) 105,07 15,13 3,73
10  Diaporthe ueckeri (ES) 100,13 12,67 3,53

Penelitian ini menunjukkan bahwa seluruh perlakuan cendawan endofit
daun secara signifikan menurunkan tingkat keparahan penyakit bercak daun,
yang ditunjukkan oleh nilai AUDPC yang lebih rendah dibandingkan dengan
kontrol yang diinokulasi patogen (K+). Hasil ini mengindikasikan bahwa
cendawan endofit daun memiliki kemampuan umum dalam menekan penyakit
bercak daun pada jahe, sejalan dengan laporan sebelumnya pada sistem tanaman
lain (Grabka et al. 2022; Majhi et al. 2025).

Meskipun seluruh perlakuan endofit menunjukkan efek penekanan
penyakit, isolat C. gigasporum (E2) dan C. karsti (ES) secara signifikan
meningkatkan bobot segar rimpang dibandingkan perlakuan lainnya. Potensi
peningkatan pertumbuhan oleh beberapa spesies Colletotrichum endofit telah
dilaporkan sebelumnya, yang menegaskan fleksibilitas fungsional genus ini
tidak hanya sebagai patogen, tetapi juga sebagai agens yang menguntungkan
(Dutta dan Banerjee 2024). Tingkat penekanan penyakit tidak selalu berkorelasi
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secara linier dengan peningkatan hasil, yang mengindikasikan bahwa
mekanisme yang mendasari induksi ketahanan dan peningkatan pertumbuhan
kemungkinan berbeda atau bersifat spesifik isolat.

Gambar 4.14 Performa pertumbuhan tanaman jahe dan rimpang pada berbagai
perlakuan endofit.

Temuan ini menunjukkan adanya perbedaan fungsi yang jelas di antara
cendawan endofit daun. Beberapa isolat terutama berperan dalam menekan
penyakit, sementara isolat lainnya memberikan manfaat ganda berupa
penekanan penyakit sekaligus peningkatan produktivitas (Rodriguez dan
Redman 2008; Fadiji dan Babalola 2020). Perbedaan ini penting dalam aplikasi
di lahan, karena endofit dengan fungsi ganda lebih berpotensi untuk
diintegrasikan dalam strategi pengelolaan penyakit jahe yang berkelanjutan.
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ambar 4.15 Pengaruh aplikasi cendawan endofit terhadap (A) periode inkubasi,
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Bobot rimpang (gram/tanaman)

<

(B) AUDPC. Batang yang diikuti oleh huruf yang sama tidak
berbeda nyata berdasarkan uji Tukey HSD (p < 0,05). K+ =
kontrol yang diinokulasi patogen (P. zingiberis), K— = kontrol
tanpa inokulasi; E1 = Colletotrichum plurivorum, E2 = C.
gigasporum, E3 = Phyllosticta capitalensis, E4 = P. capitalensis,
E5 = C. karsti, E6 = Fusarium keratoplasticum, E7 = P.
paracapitalensis, dan E8 = Diaporthe ueckeri.

K+ K- El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8

= Bobot basah = Bobot simplisia kering

ambar 4.16 Pengaruh aplikasi cendawan endofit terhadap produksi rimpang.

Nilai yang disajikan merupakan rataan dari tiga ulangan, dan
batang galat menunjukkan simpangan baku (SD). Batang yang
diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata berdasarkan uji
Tukey HSD (p < 0,05). K+ = kontrol yang diinokulasi patogen
(P. zingiberis), K— = kontrol tanpa inokulasi; El =
Colletotrichum  plurivorum, E2 = C. gigasporum, E3 =
Phyllosticta capitalensis, E4 = P. capitalensis, ES = C. karsti, E6
= Fusarium keratoplasticum, E7 = P. paracapitalensis, dan E§ =
Diaporthe ueckeri.
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4.6 Simpulan

Terdapat cendawan endofit nonpatogenik yang berasal dari Zingiberaceae
yang berpotensi dikembangkan sebagai agens pengendali hayati penyakit bercak
daun pada jahe. Secara in vitro, beberapa mekanisme yang teridentifikasi meliputi
antibiosis, kompetisi, produksi enzim hidrolitik seperti kitinase dan glukanase, serta
sebagian kecil isolat mampu menghasilkan IAA. Aplikasi cendawan endofit terpilih
pada tanaman secara signifikan menurunkan nilai AUDPC serta meningkatkan
bobot rimpang jahe dengan Colletotrichum gigasporum (E2) menunjukkan
performa terbaik. Namun demikian, mekanisme yang lebih mendalam terkait
interaksi antara cendawan endofit dan respons tanaman belum sepenuhnya
terjelaskan, akan dibahas lebih lanjut pada bab berikutnya.



V DETEKSI KOLONISASI CENDAWAN ENDOFIT DAN
PROFIL METABOLIT DAUN JAHE

5.1 Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi kolonisasi cendawan endofit pada
daun jahe serta mengevaluasi pengaruhnya terhadap perubahan profil metabolit
tanaman. Delapan isolat cendawan endofit asal Zingiberaceae diinokulasikan pada
tanaman jahe, dan kolonisasi diamati pada 2, 5, dan 10 HSI menggunakan metode
reisolasi. Analisis metabolomik dilakukan menggunakan pendekatan LC-
MS/HRMS tidak bertarget. Hasil penelitian menunjukkan bahwa seluruh isolat
berhasil mengkolonisasi jaringan daun sejak 5 HSI, dengan tingkat kolonisasi yang
berbeda antar isolat. Analisis metabolomik mengungkap bahwa kolonisasi endofit
menyebabkan perubahan nyata pada profil metabolit daun, dengan pemisahan yang
jelas antarperlakuan berdasarkan analisis PCA dan PLS-DA. Metabolit ini dianotasi
secara putatif. Respons metabolit yang dihasilkan bersifat spesifik pada masing-
masing isolat. Metabolit seperti asam jasmonat (JA), asam pipekolat (Pip), dan
kolin berperan sebagai pembeda utama sebelum inokulasi patogen, sedangkan
setelah inokulasi patogen terjadi perubahan komposisi metabolit yang melibatkan
dethiobiotin, Pip, dan DL-fenilalanin. Analisis korelasi menunjukkan bahwa Pip
berkorelasi negatif yang kuat dengan tingkat keparahan penyakit (AUDPC) serta
korelasi positif dengan hasil rimpang. Isolat Colletotrichum gigasporum (E2)
berasosiasi dengan peningkatan kadar JA sebelum dan sesudah inokulasi patogen,
sedangkan isolat Phyllosticta capitalensis (E3) berasosiasi dengan peningkatan Pip
yang paling tinggi. Isolat Fusarium keratoplasticum (E6) dan Diaporthe ueckeri
(E8) dikaitkan dengan akumulasi metabolit alternatif seperti pheoforbid a dan asam
linolenelaidat. Secara keseluruhan, cendawan endofit asal Zingiberaceae,
khususnya C. gigasporum (E2), terbukti berpotensi sebagai agens pengendali hayati
yang efektif terhadap penyakit bercak daun jahe sekaligus meningkatkan
produktivitas tanaman. Temuan ini memberikan dasar ilmiah mengenai hubungan
antara kolonisasi cendawan endofit, modulasi metabolit pertahanan, dan performa
tanaman jahe.

Kata kunci: asam jasmonat, asam pipekolat, PCA, PLS-DA, metabolomik

5.2 Pendahuluan

Cendawan endofit asal Zingiberaceae telah menunjukkan potensi sebagai
agens pengendali hayati penyakit bercak daun jahe yang disebabkan oleh P.
zingiberis. Hasil seleksi menghasilkan delapan isolat yang memenuhi kriteria
sebagai kandidat agens pengendali hayati, dan pengujian lebih lanjut pada tanaman
jahe menunjukkan bahwa seluruh isolat mampu menekan perkembangan penyakit
yang ditunjukkan oleh penurunan nilai AUDPC. Selain itu, beberapa isolat juga
mampu meningkatkan bobot rimpang tanaman. Variasi respons tersebut
mengindikasikan bahwa interaksi antara cendawan endofit dan tanaman jahe tidak
hanya berkaitan dengan penekanan patogen, tetapi juga berpotensi memengaruhi
proses fisiologis yang berhubungan dengan pertumbuhan dan produktivitas
tanaman. Namun demikian, kemampuan kolonisasi masing-masing isolat pada
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jaringan tanaman serta mekanisme biologis yang mendasari perbedaan respons
tersebut masih belum diketahui.

Keberhasilan cendawan endofit dalam memengaruhi kesehatan tanaman
sangat bergantung pada kemampuannya mengkolonisasi jaringan inang secara
stabil. Kolonisasi yang berhasil memungkinkan terjadinya interaksi berkelanjutan
antara cendawan dan tanaman, yang dapat memicu berbagai perubahan fisiologis,
biokimia, dan molekuler pada tanaman inang (Hardoim et al. 2015). Interaksi
tersebut berperan dalam mengatur berbagai proses penting, termasuk pertumbuhan
tanaman, penyerapan hara, toleransi terhadap stres lingkungan, dan ketahanan
terhadap patogen (White et al. 2019; Akram et al. 2023). Oleh karena itu, evaluasi
kolonisasi cendawan endofit menjadi langkah penting untuk memahami efektivitas
interaksi yang terjadi pada tanaman jahe.

Salah satu konsekuensi utama dari kolonisasi cendawan endofit adalah
terjadinya perubahan metabolisme tanaman atau metabolic reprogramming. Proses
ini mengacu pada perubahan pola metabolisme tanaman sebagai respons terhadap
keberadaan mikroorganisme endofit, yang dapat menyebabkan peningkatan,
penurunan, maupun pembentukan metabolit tertentu (Hardoim et al. 2015).
Perubahan tersebut dapat melibatkan metabolisme primer maupun sekunder yang
berperan dalam mempertahankan homeostasis tanaman serta meningkatkan
kapasitas adaptasi terhadap berbagai tekanan biotik dan abiotik (Castro-Moretti et
al. 2020; Pott et al. 2019). Berbagai penelitian menunjukkan bahwa kolonisasi
cendawan endofit mampu meningkatkan akumulasi metabolit yang berkaitan
dengan mekanisme pertahanan tanaman, seperti senyawa fenolik, flavonoid,
alkaloid, terpenoid, dan berbagai senyawa bioaktif lainnya (Dupont ef al. 2015; Yu
et al. 2022).

Metabolit merupakan produk akhir dari berbagai proses biokimia yang
mencerminkan kondisi fisiologis aktual tanaman. Oleh karena itu, analisis metabolit
dapat memberikan gambaran yang lebih dekat dengan fenotip tanaman
dibandingkan pendekatan genomik atau transkriptomik. Kajian metabolomik tidak
bertarget (untargeted metabolomics) menggunakan LC-MS/HRMS memungkinkan
deteksi berbagai metabolit secara simultan dengan sensitivitas dan resolusi tinggi
sehingga mampu menggambarkan perubahan metabolisme tanaman secara
komprehensif (Adeniji ef al. 2020; Mishra ef al. 2022). Pendekatan ini telah banyak
digunakan untuk mengungkap mekanisme interaksi antara tanaman dan
mikroorganisme menguntungkan, termasuk identifikasi metabolit yang berasosiasi
dengan peningkatan ketahanan tanaman terhadap penyakit.

Meskipun pengaruh cendawan endofit terhadap metabolisme tanaman telah
banyak dilaporkan pada berbagai sistem tanaman, informasi mengenai perubahan
profil metabolit pada tanaman jahe setelah kolonisasi cendawan endofit asal
Zingiberaceae masih sangat terbatas. Selain itu, hubungan antara keberhasilan
kolonisasi, perubahan profil metabolit, tingkat penekanan penyakit, dan
peningkatan hasil tanaman belum banyak dievaluasi secara terpadu. Pemahaman
mengenai hubungan tersebut penting untuk menjelaskan mekanisme yang
mendasari efektivitas cendawan endofit sebagai agens pengendali hayati sekaligus
sebagai pemacu pertumbuhan tanaman.

Penelitian ini bertujuan mengonfirmasi kolonisasi cendawan endofit pada
jaringan tanaman jahe serta menganalisis perubahan profil metabolit yang terjadi
menggunakan pendekatan LC-MS/HRMS tidak bertarget. Profil metabolit yang
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diperoleh selanjutnya diintegrasikan dengan parameter perkembangan penyakit
berdasarkan nilai AUDPC dan hasil panen berupa bobot rimpang untuk
memperoleh pemahaman yang lebih komprehensif mengenai hubungan antara
kolonisasi cendawan endofit, perubahan metabolisme tanaman, ketahanan terhadap
penyakit, dan performa agronomis tanaman jahe.

5.3 Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April 2025-Februari 2026. Pengujian
secara in planta dilakukan di rumah kaca IPB, preparasi sampel dan pengujian
taboratorium dilakukan di Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN).

5.4 Bahan dan Metode Penelitian

Tanaman yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari uji in planta
cendawan endofit untuk pengendalian penyakit bercak daun jahe yang telah
dijelaskan pada Subbab 4.4.9. Percobaan terdiri atas delapan perlakuan cendawan
endofit (E1-E8), kontrol positif (K+), dan kontrol negatif (K—). Seluruh perlakuan
digunakan untuk pengamatan kolonisasi cendawan endofit pada jaringan tanaman
guna mengevaluasi keberhasilan kolonisasi masing-masing isolat.

Analisis metabolomik tidak bertarget menggunakan LC-MS/HRMS
dilakukan pada empat isolat cendawan endofit terpilih, yaitu Colletotrichum
gigasporum (E2), Phyllosticta capitalensis (E3), Fusarium keratoplasticum (E6),
dan Diaporthe ueckeri (ES8), serta kontrol positif (K+) dan kontrol negatif (K—).
Keempat isolat tersebut dipilih karena mewakili genus yang berbeda dan
menunjukkan variasi respons biologis pada pengujian sebelumnya, terutama dalam
menekan perkembangan penyakit berdasarkan nilai AUDPC dan meningkatkan
bobot rimpang tanaman. Pemilihan isolat tersebut diharapkan dapat memberikan
gambaran yang lebih representatif mengenai hubungan antara kolonisasi cendawan
endofit, perubahan profil metabolit, penekanan penyakit, dan performa agronomis
tanaman jahe.

5.4.1 Deteksi Kolonisasi Cendawan Endofit

Kolonisasi cendawan endofit diamati pada 2, 5, dan 10 HSI menggunakan
metode reisolasi. Sampel daun dikoleksi, kemudian disterilisasi permukaannya
melalui perendaman bertahap dalam etanol 70% selama 30 detik dan NaOCl 5%
selama 1 menit, lalu dibilas sebanyak tiga kali menggunakan akuades steril (Sari
et al. 2025).

Potongan daun yang telah disterilisasi kemudian ditanam pada medium
PDA 20% yang ditambahkan 0,25% kloramfenikol, dan diinkubasi pada suhu
25 °C selama 7-21 hari. Tingkat kolonisasi dihitung sebagai persentase
potongan daun yang menunjukkan pertumbuhan kembali cendawan endofit yang
diinokulasikan.

Proses penetrasi dan kolonisasi cendawan endofit pada jaringan daun
diamati menggunakan metode pewarnaan dengan 7rypan Blue. Untuk
pewarnaan Trypan Blue, potongan sampel daun direndam dalam larutan 7rypan
Blue selama %1 jam, kemudian dibilas dan direndam dalam etanol 90% selama
12 jam untuk proses dekolorisasi (Fernandez-Bautista et al. 2016). Selanjutnya,
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sampel diamati di bawah mikroskop untuk mengamati struktur kolonisasi
cendawan pada jaringan daun.

5.4.2 Profil Metabolit
5.4.2.1 Pengambilan Sampel dan Ekstraksi

Daun ketiga yang telah berkembang penuh (dihitung dari pucuk) dikoleksi
pada dua waktu pengamatan, yaitu lima hari setelah inokulasi cendawan endofit
dan lima hari setelah inokulasi patogen. Untuk setiap perlakuan, daun dari lima
tanaman dalam satu blok digabungkan menjadi satu sampel komposit (n = 3
ulangan biologis). Sampel segera dibekukan menggunakan nitrogen -cair,
kemudian dikeringbekukan (freeze dried), dan disimpan pada suhu —80 °C
hingga analisis.

Sebanyak +5-10 mg jaringan kering hasil freeze dried diekstraksi
menggunakan 1 mL pelarut metanol-asetonitril—air (2:2:1, v/v/v; grade LC-MYS).
Campuran kemudian disonikasi selama 30 menit dan disentrifugasi pada 12.000
x G selama 10 menit pada suhu 4 °C. Supernatan disaring menggunakan
membran PTFE berpori 0,22 pm sebelum dianalisis.

5.4.2.2 Analisis UHPLC—-Q-Orbitrap HRMS

Profil metabolit dianalisis menggunakan sistem ultra-high-performance
liquid chromatography (UHPLC) yang dipasangkan dengan spektrometer massa
resolusi tinggi Q-Orbitrap (Thermo Scientific, Jerman). Pemisahan kromatografi
dilakukan menggunakan kolom Accucore™ Phenyl-Hexyl. Fase gerak terdiri
atas 0,1% asam format dalam air (A) dan asetonitril (B), dengan gradien linier
dari 5% hingga 90% B selama 16 menit. Spektrum massa diperoleh dalam mode
ionisasi elektrospray positif (ESI+) pada rentang m/z 66,7-1000 dengan resolusi
70.000 (FWHM pada m/z 200). Akuisisi data MS/MS dilakukan secara data-
dependent untuk keperluan anotasi metabolit.

Data mentah diolah menggunakan perangkat lunak Compound Discoverer
3.2 (Thermo Scientific, Jerman) untuk deteksi puncak, penyelarasan, dan
pengurangan noise. Seleksi fitur dibatasi pada metabolit dengan spektrum
MS/MS berkualitas tinggi dan akurasi massa prekursor dalam rentang +5 ppm.
Anotasi putatif metabolit dilakukan dengan mencocokkan spektrum MS?
eksperimental terhadap pustaka referensi mzCloud. Tingkat kepercayaan
identifikasi mengacu pada Level 2 menurut Metabolomics Standards Initiative
(MSI).

5.4.3 Analisis Data

Data tingkat kolonisasi cendawan endofit dianalisis menggunakan
ANOVA satu arah, dilanjutkan dengan uji Tukey HSD pada taraf signifikansi p
<0,05. Data metabolomik dinormalisasi (sum normalization) dan Pareto scaling,
kemudian dianalisis menggunakan Principal Component Analysis (PCA) dan
Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) melalui MetaboAnalyst
6.0. Kinerja model dievaluasi berdasarkan nilai R dan Q? (validasi silang 5-fold),
sedangkan ketahanannya diuji menggunakan permutation test (n = 1.000).

Metabolit dengan nilai Variable Importance in Projection (VIP) > 1,5
dianggap sebagai metabolit diskriminatif. Nilai log2 fold change (10g2FC) untuk
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setiap metabolit dihitung untuk menilai besar dan arah perubahan metabolik
antara perlakuan dan kontrol. Fold change (FC) ditentukan sebagai rasio
kelimpahan metabolit pada setiap perlakuan relatif terhadap kontrol, kemudian
ditransformasi ke dalam bentuk log2 untuk meningkatkan kemudahan
interpretasi. Nilai log2FC positif menunjukkan peningkatan (upregulation),
sedangkan nilai negatif menunjukkan penurunan (downregulation). Metabolit
yang tidak terdeteksi pada kelompok kontrol maupun perlakuan diberi anotasi
sebagai not detected (ND). Analisis korelasi Pearson antara kelimpahan
metabolit terpilih (VIP > 1,5; [log2FC| > 1), nilai AUDPC, dan hasil rimpang
dilakukan menggunakan RStudio.

5.5 Hasil dan Pembahasan

5.5.1 Kolonisasi Endofit pada Daun Jahe

Seluruh isolat cendawan endofit yang diaplikasikan berhasil melakukan
kolonisasi daun jahe pada 5 hari setelah inokulasi (HSI), dengan tingkat
kolonisasi yang terus meningkat hingga 10 HSI (Gambar 5.1). Tingkat
kolonisasi tertinggi diamati pada Diaporthe ueckeri (E8). Sebaliknya, isolat dari
genus Phyllosticta, yaitu P. capitalensis (E3, E4) dan P. paracapitalensis (E7),
menunjukkan tingkat kolonisasi yang lebih rendah dibandingkan isolat lainnya.
Pola tersebut sejalan dengan laju pertumbuhan dan perkecambahan yang relatif
lebih lambat pada medium buatan. Pengamatan mikroskopis menunjukkan
bahwa konidia cendawan endofit mulai berkecambah pada permukaan daun
pada 2 HSI, dan sebagian di antaranya telah membentuk apresorium sebagai
struktur yang berperan dalam proses penetrasi jaringan inang (Gambar 5.2).
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Gambar 5.1 Tingkat kolonisasi cendawan endofit pada 2, 5, dan 10 HSI. Huruf yang
sama pada setiap kolom menunjukkan tidak berbeda nyata pada
tingkat kepercayaan 95% berdasarkan uji Tukey’s HSD. Data
ditransformasi menggunakan transformasi arcsine square root untuk
memenuhi asumsi kenormalan.
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Gambar 5.2 Perkecambahan komdla (c) dan pembetukan apresorium(a)
cendawan endofit yang diaplikasikan ke permukaan daun (2HSI).
Skala batang = 50um. a= apresorium, c= konidia.

Tingkat kolonisasi berbeda nyata antar isolat. D. weckeri (E)
menunjukkan tingkat kolonisasi tertinggi, sejalan dengan pertumbuhan miselium
yang cepat di medium buatan, yang diduga memberikan keunggulan kompetitif
pada tahap awal kolonisasi dalam jaringan inang (Santos et al. 2016). Sebaliknya,
isolat Phyllosticta (P. capitalensis dan P. paracapitalensis) menunjukkan
tingkat kolonisasi yang relatif rendah, sesuai dengan laporan sebelumnya yang
menggambarkan spesies ini sebagai cendawan endofit yang tumbuh lambat
dengan strategi kolonisasi yang lebih lambat dan terbatas (Wikee et al. 2013a;
Tran et al. 2019).

Tingkat kolonisasi yang tinggi tidak selalu berkorelasi dengan kemampuan
penekanan penyakit yang lebih kuat atau peningkatan hasil rimpang (data
penelitian 2), yang menunjukkan bahwa efektivitas cendawan endofit tidak
semata-mata ditentukan oleh kelimpahan mikroba di dalam jaringan inang. Pola
yang tidak selalu sejalan antara kemampuan kolonisasi dan kinerja fungsional
serupa juga telah dilaporkan pada sistem tanaman—endofit lainnya (Rodriguez et
al. 2009; Sahu et al. 2023). Selain itu, kolonisasi dalam penelitian ini diamati
dalam rentang waktu yang relatif singkat dan terutama mencerminkan tahap
awal kolonisasi, bukan persistensi jangka panjang atau distribusi spasial di
dalam jaringan daun. Oleh karena itu, generalisasi hasil penelitian ini terhadap
interaksi jangka panjang atau kondisi lapangan perlu dilakukan dengan kehati-
hatian.

5.5.2 Profil Metabolit dan Analisis Diskriminan

Untuk mengevaluasi lebih lanjut respons biokimia tanaman terhadap
kolonisasi cendawan endofit, dilakukan analisis metabolomik pada lima
perlakuan representatif, yaitu kontrol, serta tanaman yang diinokulasi dengan
Colletotrichum gigasporum (E2), Phyllosticta capitalensis (E3), Fusarium
keratoplasticum (E6), dan Diaporthe ueckeri (E8). Keempat isolat tersebut
dipilih karena mewakili genus yang berbeda serta menunjukkan variasi dalam
kemampuan menekan perkembangan penyakit dan meningkatkan hasil rimpang.
Kromatogram Base Peak Intensity (BP1) menunjukkan bahwa aplikasi cendawan
endofit memengaruhi profil metabolit tanaman. Perbedaan pola puncak,
intensitas sinyal, dan distribusi waktu retensi teramati antarperlakuan, yang
mengindikasikan adanya perubahan komposisi dan kelimpahan metabolit pada
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tanaman yang diinokulasi cendawan endofit dibandingkan dengan kontrol
(Gambar 5.3).Beberapa puncak mengalami peningkatan intensitas pada
perlakuan tertentu, sedangkan beberapa puncak lain muncul secara spesifik
hanya pada tanaman yang mendapat aplikasi endofit. Hal ini mengindikasikan
bahwa kolonisasi cendawan endofit memengaruhi metabolisme tanaman inang.

Setelah dilakukan proses filtering dan seleksi data untuk menghilangkan
noise serta fitur dengan kualitas rendah, sebanyak 41 senyawa metabolit
dianotasi secara putatif. Anotasi dilakukan berdasarkan nilai m/z, waktu retensi,

dan kecocokan dengan basis data metabolit secara online (mscloud) (Lampiran
2).
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Gambar 5.3 Overlay kromatogram Base Peak Intensity (BPI) dari profil
metabolit tanaman berdasarkan analisis LC-MS/HRMS pada
berbagai isolat cendawan endofit. Variasi pola dan intensitas
puncak mengindikasikan adanya perubahan komposisi dan
kelimpahan relatif metabolit antar perlakuan.
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Heatmap profil metabolit menunjukkan adanya perbedaan pola akumulasi
metabolit antar tanaman yang diinokulasi dengan berbagai cendawan endofit,
baik sebelum maupun setelah inokulasi P. zingiberis (Gambar 5.4). Secara
umum, tanaman yang diinokulasi cendawan endofit memperlihatkan profil
metabolit yang berbeda dibandingkan kontrol, yang ditunjukkan oleh variasi
intensitas warna pada berbagai kelompok senyawa. Beberapa metabolit yang
berperan dalam pertahanan tanaman, seperti asam jasmonat, asam pipekolat, dan
asam 12-okso-fitodienoat (OPDA), menunjukkan akumulasi yang lebih tinggi
pada tanaman yang diinokulasi cendawan endofit setelah tantangan patogen.
Selain itu, profil metabolit daun jahe setelah inokulasi P. zingiberis umumnya
lebih kompleks dibandingkan sebelum inokulasi patogen, yang mengindikasikan
adanya respons metabolik tanaman terhadap interaksi antara cendawan endofit
dan patogen. Pola pengelompokan pada heatmap juga menunjukkan bahwa
masing-masing spesies cendawan endofit menginduksi respons metabolik yang
berbeda pada tanaman jahe.

Untuk mengevaluasi perbedaan profil metabolit secara menyeluruh,
dilakukan analisis Principal Component Analysis (PCA) dan Partial Least
Squares Discriminant Analysis (PLS-DA). Analisis PCA menunjukkan adanya
pemisahan profil metabolit antara tanaman yang diinokulasi dengan spesies
cendawan endofit yang berbeda dan tanaman kontrol, baik sebelum maupun
setelah inokulasi patogen (Gambar 5.5A-B). Pengelompokan sampel menjadi
semakin jelas setelah inokulasi P. zingiberis, terutama sepanjang sumbu PCI.
Hasil tersebut mengindikasikan bahwa perubahan metabolisme yang diinduksi
oleh cendawan endofit semakin nyata selama interaksi antara tanaman dan
patogen. Analisis PERMANOVA mengonfirmasi bahwa spesies cendawan
endofit yang diaplikasikan berpengaruh signifikan terhadap komposisi metabolit
tanaman, baik sebelum inokulasi patogen (F = 10,754; R = 0,811; p = 0,001)
maupun setelah inokulasi patogen (F = 166,82; R = 0,985; p = 0,001). Untuk
mengevaluasi lebih lanjut pemisahan antarperlakuan, dilakukan analisis PLS-
DA (Gambar 5.5C-D). Sejalan dengan hasil PCA, analisis PLS-DA
menunjukkan pemisahan yang jelas antarperlakuan, yang mengindikasikan
adanya karakteristik metabolik spesifik isolat yang diinduksi oleh masing-
masing cendawan endofit daun. Pemisahan tersebut terutama terlihat setelah
inokulasi patogen, yang menunjukkan adanya perbedaan aktivasi jalur metabolik
terkait respons pertahanan pada setiap perlakuan.

Model PLS-DA menunjukkan tingkat kecocokan dan kemampuan prediksi
yang baik. Sebelum inokulasi patogen, model menghasilkan nilai R? sebesar 0,88
dan Q? sebesar 0,71. Setelah inokulasi patogen, nilai R* dan Q* yang diperoleh
masing-masing sebesar 0,82 dan 0,70. Ketahanan model selanjutnya diuji
menggunakan uji permutasi (n = 1.000). Hasil pengujian menunjukkan bahwa
model asli secara signifikan lebih baik dibandingkan model hasil permutasi (p
empiris = 0,01), sehingga mendukung validitas statistik model PLS-DA yang
digunakan (Gambar 5.5C-D).
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ambar 5.4 Heatmap profil metabolit daun jahe pada berbagai perlakuan

cendawan endofit sebelum dan setelah (+) inokulasi P. zingiberis.
Intensitas warna menunjukkan tingkat kelimpahan relatif metabolit,
dengan warna merah menunjukkan akumulasi lebih tinggi dan
warna biru menunjukkan akumulasi lebih rendah.
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Gambar 5.5 PCA dan PLS-DA profil metabolit pada daun jahe yang diberi
perlakuan cendawan endofit daun sebelum dan setelah inokulasi
patogen. (A—B) Plot skor PCA yang menunjukkan pengelompokan
perlakuan secara tidak terawasi (unsupervised) sebelum dan
setelah inokulasi P. zingiberis. (C-D) Plot skor PLS-DA yang
menunjukkan pemisahan perlakuan secara terawasi (supervised).

Analisis VIP (VIP > 1,5) mengidentifikasi metabolit yang berperan dalam
membedakan perlakuan sebelum inokulasi patogen (Gambar 5.6.A). Kolin, L-o-
palmitin, dan asam jasmonat (JA) merupakan metabolit pembeda antar
perlakuan. Setelah inokulasi patogen, metabolit yang berperan dalam pemisahan
perlakuan mengalami perubahan (Gambar 5.6.B). Detiobiotin, JA, kolin, asam
pipekolat (Pip), dan DL-fenilalanin menunjukkan nilai VIP tertinggi, dan
merupakan metabolit pembeda antar perlakuan.

Perubahan kelimpahan metabolit selanjutnya dianalisis menggunakan nilai
log2FC. Beberapa senyawa menunjukkan peningkatan akumulasi yang tinggi
pada tanaman yang diinokulasi cendawan endofit dibandingkan kontrol,
ditunjukkan oleh nilai [log2FC| >1 (Tabel 5.1). Peningkatan tersebut
mengindikasikan adanya aktivasi jalur metabolisme tertentu setelah aplikasi
endofit. Sebaliknya, beberapa metabolit mengalami penurunan kelimpahan,
yang menunjukkan bahwa cendawan endofit juga dapat memengaruhi regulasi
metabolisme tanaman secara kompleks.
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Secara umum, sebagian besar tanaman yang diinokulasi cendawan endofit
menunjukkan peningkatan kadar Pip, baik sebelum maupun setelah inokulasi
patogen. Pengecualian ditemukan pada tanaman yang diinokulasi C. gigasporum,
di mana akumulasi Pip hanya terdeteksi setelah inokulasi patogen. Menariknya,
masing-masing spesies cendawan endofit menginduksi respons metabolik yang
berbeda. Tanaman yang diinokulasi C. gigasporum dicirikan oleh akumulasi JA
yang tinggi secara konsisten, baik sebelum maupun setelah inokulasi patogen,
suatu pola yang tidak diamati pada perlakuan lainnya. Sebaliknya, P.
capitalensis menunjukkan peningkatan kadar Pip tertinggi dibandingkan spesies
cendawan endofit lainnya. Sementara itu, tanaman yang diinokulasi F.
keratoplasticum dan D. ueckeri dicirikan oleh akumulasi feoforbid A dan asam
linolenelaidat, selain Pip, baik sebelum maupun setelah inokulasi patogen.

| Sebelum Inokulasi Patogen ‘

A

. E2E3EGES K Tinggi
kolin o MERCIE
L « palmitin o [ [ [ ]| l
asam jasmonat o [ [emes] [oe]
2,3-DHPS . [ [ [ ] |
DHM-PrDHC . —
navenon Al e [ [ [ (]|
13(S)-HpOTtE| [ [ -]
santena| o [ J o | | [ | .
feoforbid a| [ [ [ |||
okanin| (=T [ [ Rendah
OPDA| [~ [ (]|
AMD-AdaOH| -« [ (][]
detiobiotin| * Cmmme e
DI-fenilalanin| ® EOO e = Colletotrichum gigasporum
palmitamida | * I . E3= Phyllosticta capitalensis
E6= Fusarium keratoplasticum
e . ?‘U a0 E8= Diaporthe ueckeri
Nilai VIP K = Kontrol
Setelah Inokulasi Patogen
B
C g . E2 E3E6E8 K
detiobiotin o ENENEN 10
asam jasmonat o O
kolin . O
asam pipekolat ° ] J -]
DL-fenilalanin . [ [ ]
santena| © [ [ | | |
kurkumena| ] | [ |-
okanin| e .
L-(+)-leusin| e [ [em] =] w-]
PABA| » o] (i) |
DMAA-OH| « [ | o |
etil sinamat| » [ e ] [
limonenal e [ o |
sitosin| e 1
adenin|® . )

T
2

T
3

Nilai VIP

Gambar 5.6 Plot skor VIP yang diturunkan dari model PLS-DA (A) sebelum
inokulasi patogen (B) setelah inokulasi patogen. Metabolit dengan
nilai VIP > 1,5 dianggap berkontribusi signifikan terhadap
pemisahan kelompok. 2,3 DHPS = 2,3-dihidroksipropil stearat;
DHM-PrDHC = 2’,6’°-dihidroksi-4’-metoksi-3’; AMD-AdaOH =
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Tabel 5. 1 Metabolit penting yang terkait dengan pertahanan tanaman dan
produktivitas pada daun jahe sebelum dan setelah inokulasi patogen
(VIP > 1,5 dan |log2FC| > 1)

N Senyawa
o  Terprediksi

Fungsi

Sebelum Inokulasi Patogen Setelah Inokulasi Patogen . .
Biologis

E2 E3 E6 ES8 E2 E3 E6 ES8

1 Asam 1,16* -0,49 -0,62 -0,56 2,40* 0,20 -0,34 0,32 Sinyal
jasmonat utama

pertahanan
tanaman dan
ISR (Yang
etal. 2019;
Macioszek
etal. 2023;
Danso et al.
2025).

2 12-okso -2,08*  -0,39 -0,82 -0,47 ND 1,51*  2,07* ND Prekursor
fitodienoat jasmonat
(OPDA) dan sinyal

respons
stres (Li et
al 2022,
Macioszek
et al. 2023).

3 L-o- -1,36*  -0,48 -0,92 -0,69 -0,18 0,22 -0,41 -0,05  Stabilitas
palmitin membran
dan
metabolism
e lipid
(Carta et al.
2017).

4 Asam ND  1,79% 231* 2,11* ND ND  234* 1,12* Jalur
linolenelaid biosintesis
at jasmonat

dan
pertahanan
(He & Ding
2020).

5  Feoforbid A ND ND 3,88* 3,67* ND ND 4,14%* 2,97*  Respons
stres dan
degradasi
klorofil
(Aubry et
al. 2020).

6 Asam ND 3,66¥  323*%  335% 341%* 3,75  2,48*%  3,05% Molekul
pipekolat penting
dalam SAR
(Kumari et
al. 2025;
Chen et al.
2025).

7 DL- 0,26 -0,17 -0,30 -0,39 1,06* 0,42 -0,04 0,22 Prekursor
fenilalanin fenilpropan
oid dan
senyawa
fenolik
(Kumari et
al. 2023).

8 Kolin 0,61 0,61 0,29 0,26 0,35 0,48 -0,25 0,09 Stabilitas
membran
dan
toleransi
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Fungsi
Biologis

N Senyawa

o  Terprediksi Sebelum Inokulasi Patogen Setelah Inokulasi Patogen

stres (Zhang
etal. 2010;
Singh
2025).

9 Detiobiotin 1,71*  -1,17* 0,95 3,64%* -3,65% -2,65% 0,16 -0,39  Mendukung
metabolism
e dan
aktivitas
enzim
(Cobessi et
al. 2012).

Catatan: E2, E3, E6, dan E8 menunjukkan perlakuan cendawan endofit. Nilai positif (warna pink)
menunjukkan peningkatan, sedangkan nilai negatif (warna biru) menunjukkan penurunan. Nilai log2 fold
c¢hange (log2FC) dihitung berdasarkan rerata peak area dari tiga ulangan biologis. Tanda bintang (*)
menunjukkan metabolit yang berbeda nyata dibandingkan kontrol berdasarkan p-value (p < 0.05). ND=tidak
terdeteksi.

Untuk mengeksplorasi lebih lanjut hubungan antara akumulasi metabolit,
penekanan penyakit, dan kinerja tanaman, dilakukan analisis korelasi Pearson
(Gambar 5.7). Di antara metabolit yang dianalisis, asam pipekolat (Pip)
menunjukkan korelasi negatif terkuat dengan AUDPC (r = -0,90), diikuti oleh
asam jasmonat (r = -0,61), yang mengindikasikan bahwa peningkatan kadar
kedua metabolit tersebut berkorelasi dengan penurunan perkembangan penyakit.
Sebaliknya, L-a-palmitin menunjukkan korelasi positif dengan tingkat
keparahan penyakit (r = 0,44), yang mengindikasikan kemungkinan keterkaitan
dengan progresi penyakit atau respons stres inang.
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Gambar 5.7 Heatmap korelasi Pearson yang menunjukkan hubungan antara
metabolit terpilih (VIP > 1,5; |log2FC| > 1), AUDPC, dan hasil
rimpang. Warna pada setiap sel merepresentasikan koefisien
korelasi Pearson, sedangkan nilai numerik hanya ditampilkan
untuk korelasi yang signifikan secara statistik (p < 0,05).
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Profil metabolomik menunjukkan bahwa perlakuan cendawan endofit
daun menyebabkan perubahan yang nyata pada metabolit daun jahe. Pemisahan
yang jelas antarperlakuan pada PCA dan plot skor PLS-DA, baik sebelum
maupun setelah inokulasi patogen, menunjukkan bahwa kolonisasi cendawan
endofit memengaruhi kondisi metabolik tanaman inang. Perbedaan ini tetap
terlihat, bahkan setelah inokulasi patogen (Dupont et al. 2015; Gore et al. 2025).

Sebelum inokulasi patogen, kolin, L-a-palmitin, dan JA muncul sebagai
metabolit pembeda utama, yang menunjukkan bahwa cendawan endofit
memodulasi metabolisme terkait lipid serta jalur pensinyalan pertahanan bahkan
pada kondisi tanpa stres (Seth et al. 2024). Setelah inokulasi patogen, profil
metabolit pembeda mengalami perubahan yang nyata, dengan dethiobiotin, Pip,
dan DL-fenilalanin memberikan kontribusi kuat terhadap pemisahan antar
perlakuan. Perubahan ini mencerminkan respons metabolik yang lebih kompleks,
melibatkan metabolisme primer, senyawa turunan asam amino, serta jalur yang
terkait dengan stres, sejalan dengan adanya rekonfigurasi metabolik di bawah
kondisi stres biotik (Pellissier et al. 2023; Mufioz-Hoyos dan Stam 2023). Pola
ini mendukung konsep bahwa endofit dapat melakukan priming terhadap
metabolisme inang, sehingga memungkinkan respons metabolik yang berbeda
ketika terjadi infeksi patogen (Gore ef al. 2025).

Setiap perlakuan cendawan endofit menunjukkan ciri metabolik yang
berbeda sesuai dengan pengaruhnya pada fenotipik tanaman. Namun demikian,
seluruh perlakuan cendawan endofit berasosiasi dengan peningkatan Pip, baik
sebelum maupun setelah inokulasi patogen. Pip menunjukkan korelasi negatif
yang paling kuat dengan AUDPC serta korelasi positif dengan hasil rimpang,
yang mengindikasikan bahwa peningkatan kadar Pip berkaitan dengan
penurunan keparahan penyakit. Pip merupakan asam amino heterosiklik non-
proteinogenik yang berasal dari lisin dan berperan sebagai regulator utama
systemic acquired resistance (SAR) (Pazarlar et al. 2021; Kumari et al. 2025).
Berbagai penelitian melaporkan peran Pip dalam menginduksi pertahanan
tanaman, umumnya terkait dengan serangan patogen. Kedelai yang diinokulasi
secara buatan dengan Fusarium virguliforme menunjukkan akumilasi Pip pada
getah xilem dan daun (Abeysekara et al. 2016). Aplikasi eksogen Pip pada buah
persik juga dilaporkan menurunkan insidensi penyakit yang disebabkan oleh
Monilinia fructicola, dengan gen-gen yang terekspresi terutama terkait dengan
pensinyalan hormon, metabolisme dinding sel, dan jalur ketahanan penyakit
(Chen et al. 2025). Selain itu, peningkatan Pip juga dilaporkan pada interaksi
tanaman—mikroba menguntungkan, seperti inokulasi Kosakonia oryziphila pada
bibit padi yang meningkatkan ketahanan terhadap penyakit blas melalui
peningkatan ekspresi gen OsALDI yang terkait dengan akumulasi Pip
(Thanwisai et al. 2026).

Berbeda dengan perlakuan lainnya, tanaman yang diberi perlakuan C.
gigasporum menunjukkan akumulasi JA baik sebelum maupun setelah inokulasi
patogen, sebagaimana didukung oleh hasil analisis VIP, nilai log2 fold change
(1og2FC), dan p-value < 0.001. Analisis korelasi juga menunjukkan hubungan
negatif antara akumulasi JA dan AUDPC, serta hubungan positif dengan hasil
rimpang. JA merupakan regulator utama induced systemic resistance (ISR),
terutama terhadap patogen nekrotrof, dan akumulasinya sering dikaitkan dengan
peningkatan ketahanan penyakit pada tanaman yang dikolonisasi endofit (Yu et
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al. 2022). Meskipun hubungan kausal tidak dapat disimpulkan secara langsung
dari data metabolomik, konsistensi pola antara perubahan metabolit, penekanan
penyakit, dan peningkatan hasil rimpang menunjukkan adanya keterkaitan
fungsional. Namun, validasi lebih lanjut menggunakan analisis LC-MS/HRMS
bertarget dengan larutan standar maupun uji fungsional lainnya masih
diperlukan untuk mengonfirmasi hubungan kausal antara metabolit-metabolit
tersebut dengan penurunan nilai AUDPC dan peningkatan produksi rimpang.

Asam lemak tak jenuh ganda (poly-unsaturated fatty acids, PUFA), yang
secara putatif dianotasi sebagai asam linolenelaidat, meningkat signifikan pada
perlakuan Fusarium keratoplasticum dan Diaporthe ueckeri. Senyawa ini
merupakan isomer yang berhubungan dengan turunan asam linoleat/linolenat
dan diketahui berperan dalam jalur pensinyalan stres serta pertahanan tanaman
(He dan Ding 2020). Feoforbid a juga meningkat pada kedua perlakuan tersebut
dan menunjukkan korelasi negatif sedang dengan AUDPC. Senyawa ini
merupakan intermediat degradasi klorofil yang sering dikaitkan dengan respons
tanaman terhadap stres dan mekanisme pertahanan (Zribi et al. 2024; Karami et
al. 2025). Namun, kedua metabolit tersebut tidak menunjukkan korelasi yang
signifikan dengan AUDPC maupun hasil rimpang, sehingga akumulasinya
kemungkinan lebih mencerminkan respons metabolik spesifik yang dipicu oleh
kolonisasi F. keratoplasticum dan D. ueckeri dibandingkan sebagai penanda
langsung penekanan penyakit atau peningkatan produktivitas tanaman.

Temuan penelitian ini menunjukkan bahwa penekanan penyakit bercak
daun pada jahe tidak ditentukan oleh satu pola metabolit tertentu yang bersifat
umum pada semua perlakuan. Sebaliknya, setiap isolat cendawan endofit daun
mampu memicu perubahan profil metabolit tanaman yang berbeda-beda.
Perubahan tersebut kemudian membentuk respons pertahanan yang spesifik,
sehingga memengaruhi kemampuan tanaman dalam menekan penyakit maupun
mempertahankan produktivitasnya melalui mekanisme yang beragam.

Penelitian ini dilakukan pada kondisi lingkungan terkontrol di rumah kaca
dan difokuskan pada tahap awal kolonisasi serta gambaran profil metabolom
pada satu titik waktu tertentu. Oleh karena itu, aspek seperti persistensi endofit
dalam jangka panjang, efektivitasnya di lapangan, serta hubungan kausal
langsung antara perubahan metabolit dan ketahanan tanaman masih perlu dikaji
lebih lanjut. Penelitian yang mengintegrasikan kuantifikasi metabolit secara
tertarget menggunakan LC-MS/HRMS, aplikasi metabolit secara eksogen,
pendekatan berbasis inhibitor, maupun analisis ekspresi gen terkait pertahanan
tanaman diharapkan dapat memberikan pemahaman yang lebih mendalam
mengenai mekanisme ketahanan yang dimediasi cendawan endofit, khususnya
yang berkaitan dengan jalur JA/Pip, pada penelitian selanjutnya.

5.6 Simpulan

Cendawan endofit asal Zingiberaceae mampu kolonisasi pada jaringan
daun jahe sejak 5 hari setelah inokulasi dan memengaruhi profil metabolit daun.
Respons metabolik yang diinduksi bersifat spesifik terhadap spesies cendawan
endofit. Phyllosticta capitalensis (E3) dikaitkan dengan peningkatan asam
pipekolat (Pip). Colletotrichum gigasporum (E2) berkaitan dengan peningkatan
asam jasmonat (JA) baik sebelum maupun setelah inokulasi patogen. Pip dan JA
memiliki korelasi negatif kuat dengan AUDPC dan positif dengan bobot basah
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masing-masing perlakuan, sehingga mengindikasikan adanya hubungan antara
kolonisasi cendawan endofit, modulasi metabolisme tanaman, dan performa

penekanan penyakit bercak daun dan produksi rimpang yang diamati pada
tanaman jahe.

rimpang. Perbedaan respons metabolik tersebut sejalan dengan variasi tingkat
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VI PEMBAHASAN UMUM

Proxipyricularia zingiberis memulai infeksi melalui penyebaran konidia,
pada permukaan daun basah konidia mampu berkecambah dan membentuk
apresorium setelah 48 jam. Meskipun dalam penelitian ini tidak diamati secara
detail proses infeksi cendawan ini, namun berdasarkan karakter gejala yang muncul
P. zingiberis diduga memiliki strategi infeksi hemibiotrof. Patogen hemibiotrof
menerapkan dua strategi berbeda saat menginvasi tanaman. Pada fase penetrasi
awal yang bersifat biotrof, patogen tumbuh dan menyerap nutrisi dari sel-sel hidup.
Setelah kolonisasi jaringan berhasil secara masif, patogen beralih ke fase nekrotrof
dengan cara mematikan jaringan tanaman dan memanfaatkan sel mati tersebut
sebagai sumber nutrisi (Hyde et al. 2016).

Cendawan endofit daun merupakan komponen mikrobioma tanaman yang
membentuk hubungan jangka panjang dengan inangnya melalui proses kolonisasi
jaringan tanpa menimbulkan gejala penyakit. Berbeda dengan patogen, cendawan
endofit memasuki jaringan tanaman, kemudian berkembang secara interseluler
maupun intraseluler dengan tetap menjaga keseimbangan interaksi bersama inang.
Kemampuan ini dimungkinkan oleh mekanisme modulasi sistem imun tanaman
yang mencegah aktivasi respons pertahanan penuh, sehingga kolonisasi dapat
berlangsung secara laten (Bhattacharya et al. 2020; Magday et al. 2023, 2024).
Penelitian ini menunjukkan bahwa daun Zingiberaceae merupakan habitat bagi
berbagai cendawan endofit dengan karakteristik biologis dan fungsi yang beragam.
Dominasi genus seperti Colletotrichum, Phyllosticta, dan Diaporthe menunjukkan
bahwa kelompok cendawan tersebut memiliki kemampuan adaptasi yang baik
terhadap lingkungan internal tanaman inang.

Sebagian genus yang ditemukan pada penelitian ini diketahui memiliki
anggota yang bersifat patogen maupun endofit, terutama Colletotrichum dan
Fusarium. Namun, hasil uji keamanan hayati menunjukkan bahwa sebagian besar
1solat yang diperoleh bersifat nonpatogenik terhadap tanaman jahe. Hal tersebut
menunjukkan bahwa status ekologis cendawan sangat dipengaruhi oleh konteks
interaksi dengan inang dan lingkungan. Cendawan yang secara taksonomi dekat
dengan patogen dapat berkembang sebagai simbion mutualistik yang hidup tanpa
menyebabkan kerusakan jaringan pada kondisi tertentu (Photita et al. 2004;
Chambard et al. 2026; Zhang et al. 2026).

Tahapan seleksi isolat menggunakan pendekatan bertingkat melalui uji
keamanan hayati, antagonisme in vitro, produksi enzim hidrolitik, produksi TAA,
serta metode AHP memungkinkan diperolehnya isolat potensial secara lebih
komprehensif. Pendekatan ini menunjukkan bahwa efektivitas agens pengendali
hayati tidak ditentukan hanya oleh satu karakter tunggal, tetapi merupakan
kombinasi dari berbagai sifat biologis. Kemampuan menghambat P. zingiberis
secara in vitro menunjukkan bahwa cendawan endofit memiliki potensi
antagonistik melalui berbagai mekanisme, terutama kompetisi ruang dan nutrisi
serta antibiosis (Zhou et al. 2026; Mapuranga dan Yang 2026). Produksi enzim
hidrolitik seperti kitinase dan glukanase juga mengindikasikan adanya kemampuan
degradasi struktur dinding sel patogen yang dapat mendukung aktivitas antagonistik
(Wang et al. 2025b; Zhou et al. 2026).
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Meskipun demikian, hasil penelitian menunjukkan bahwa kemampuan
antagonisme in vitro tidak selalu secara langsung mencerminkan efektivitas
pengendalian penyakit pada tanaman. Pengujian in planta memperlihatkan bahwa
beberapa isolat yang memiliki daya hambat tinggi secara in vitro tidak selalu
memberikan penekanan penyakit tertinggi pada tanaman. Hal ini menunjukkan
bahwa keberhasilan pengendalian hayati pada kondisi tanaman dipengaruhi oleh
faktor yang lebih kompleks, termasuk kemampuan kolonisasi jaringan tanaman,
adaptasi terhadap lingkungan internal inang, serta kapasitas memodulasi respons
fisiologis tanaman. Dengan demikian, interaksi antara cendawan endofit, tanaman,
dan patogen merupakan sistem biologis yang dinamis dan tidak dapat sepenuhnya
dijelaskan hanya melalui pengujian antagonisme laboratorium.

Cendawan endofit terbukti sebagai strategi pengendalian yang efektif,
menurunkan AUDPC sekaligus meningkatkan produksi rimpang. Cendawan
endofit diduga mempersiapkan sistem pertahanan tanaman melalui mekanisme
priming. Cendawan endofit mampu kolonisasi dan hidup di dalam jaringan daun
jauh sebelum konidia P. zingiberis berkecambah. Cendawan endofit tidak
menunggu tanaman sakit (fase nekrotrof), melainkan bekerja secara preventif di
dalam jaringan. Target utamanya adalah mencegah pembentukan atau
perkembangan fase biotrof patogen. Jika fase biotrof ini berhasil dihambat secara
total, patogen P. zingiberis tidak akan bisa mengkolonisasi jaringan ataupun beralih
ke fase nekrotrof yang mematikan sel tanaman.

Model mekanisme yang mungkin terjadi dalam penelitian ini digambarkan
dalam Gambar 6.1. Tanaman jahe akan mengenali Microbes associated molecular
patterns (MAMps) dari cendawan endofit yang berupa kitin. Proses ini kemudian
menginduksi terjadinya PAMPs triggered immunity (PTI) pada tanaman, sehingga
tanaman berada dalam kondisi siaga. Ketika P. zingiberis dinokulasi tanaman akan
merespon dengan lebih cepat dalam menghadapi infeksi patogen, suatu kondisi
yang dikenal sebagai defense priming. Defense priming yang diinduksi oleh
cendawan endofit meningkatkan kesiagaan sistem imun tanaman tanpa
menimbulkan biaya fisiologis yang tinggi, sehingga tanaman dapat mengalokasikan
sumber daya secara lebih efisien untuk pertumbuhan dan produktivitas (Conrath
2011; Mauch-Mani et al. 2017).

Pada lima hari setelah inokulasi cendawan endofit, beberapa senyawa terkait
ketahanan meningkat, terutama Asam pipekolat (Pip) dan Asam Jasmonat (JA).
Meskipun status identifikasinya masih bersifat dugaan (putative), kedua metabolit
ini merupakan indikator metabolik yang kuat dari kondisi defense priming. Pip
adalah asam amino non-protein hasil katabolisme lisin yang bertindak sebagai
regulator kunci dan sinyal seluler untuk memicu status siaga (defense priming).
Senyawa ini sangat krusial dalam induksi Systemic Acquired Resistance (SAR)
(Kumari et al. 2025). Dalam jalur SAR, Pip terakumulasi secara sistemik untuk
menginduksi status siaga melalui konversi menjadi N-hydroxy-pipecolic acid
(NHP) yang mengaktivasi ekspresi gen pertahanan. Berbeda dengan asam salisilat
(SA) yang telah lama dikenal sebagai penginduksi SAR, peran Pip baru dilaporkan
secara intensif dalam satu dekade terakhir. Bahkan, literatur menyebutkan bahwa
Pip memiliki peran yang lebih unggul dibandingkan SA dalam aktivasi SAR, serta
mampu bekerja melalui jalur yang bergantung (dependent) maupun tidak
bergantung (independent) terhadap SA (Pazarlar et al. 2021).
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Aplikasi cendawan endofit
Colletotrichum gigasporum (E2)

MAMPs Cendawan endofit (kitin/glukan)

_____ - ———— Membran plasma
- Tanaman S
o PRR S s
2 Y
'
Aktivasi PTI
(priming)

_________________________________________________________________

1 Asam pipekolat T Asam jasmonat
(Lisin — ALD1 — Pip — FMO1) (LOX — AOS — OPDA — JA)
5 hsi
Cendawan endofit

[P —
-
—
T —

Tanaman menjadi "siaga"

Inokulasi
Proxipyricularia zingiberis

Respon ketahanan lebih cepat dan lebih kuat

l

AUDPC
Produksi rimpang

MAMPs = Microbes associated molecular pattern SAR = Systemic Acquired Resistance
PRR= Pattern recognition recepltors ISR = Induced Systemic Resistance
PTI= Pattern-triggered immunity

Gambar 6.1 Prediksi mekanisme peningkatan ketahanan tanaman jahe terhadap
penyakit bercak daun oleh cendawan endofit

Sementara itu, asam jasmonat (JA) merupakan fitohormon golongan oksilipin
yang bertindak sebagai regulator utama dalam jalur pertahanan Induced Systemic
Resistance (ISR) (Danso et al. 2025). Peningkatan akumulasi JA pada 5 HSI
mengindikasikan terjadinya aktivasi sinyal downstream melalui faktor transkripsi
seperti MYC2. Proses ini memicu ekspresi gen pertahanan untuk menyintesis
fitoaleksin dan protein terkait patogenesis (protein PR) yang siap menghambat
serangan patogen. Secara umum, jalur JA sangat efektif untuk menahan serangan
patogen bertipe nekrotrof yang merusak jaringan.

Menariknya, akumulasi simultan antara Pip (jalur SAR) dan JA (jalur ISR)
mengindikasikan adanya fenomena cross-talk atau sinergi pertahanan berlapis.
Sinergi antara modulasi SAR oleh Pip dan ISR oleh JA menciptakan efek
perlindungan ganda. Ketika konidia P. zingiberis menginfeksi tanaman, sistem
imun inang sudah berada dalam status siaga penuh (fully primed state) untuk
membendung perkembangan fase biotrof awal patogen (melalui penguatan berbasis
Pip) sekaligus memotong kemampuan patogen saat akan beralih ke fase nekrotrof
yang destruktif (melalui kesiapan pertahanan berbasis JA).

Temuan metabolomik dalam penelitian ini memberikan dimensi baru dalam
memahami mekanisme interaksi antara cendawan endofit, tanaman jahe, dan P.
zingiberis. Meskipun demikian, penelitian ini masih memiliki beberapa
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keterbatasan. Pertama, identifikasi metabolit dilakukan pada tingkat kepercayaan
MSI Level 2, sehingga seluruh anotasi masih bersifat putatif dan memerlukan
konfirmasi menggunakan standar autentik melalui pendekatan metabolomik
bertarget. Kedua, hubungan antara perubahan metabolit, penekanan penyakit, dan
peningkatan produktivitas yang ditemukan dalam penelitian ini bersifat korelatif
dan belum dapat diklaim sebagai hubungan kausal. Ketiga, seluruh pengujian
dilakukan dalam kondisi terkontrol di rumah kaca sehingga generalisasi terhadap
kondisi lapangan perlu dilakukan dengan kehati-hatian, mengingat efektivitas agens
hayati di lapangan dipengaruhi oleh berbagai faktor abiotik dan biotik yang lebih
kompleks. Keempat, pengamatan kolonisasi cendawan endofit difokuskan pada
tahap awal dan belum mencakup persistensi jangka panjang maupun distribusi
spasial endofit dalam jaringan daun. Kelima, pengujian keamanan hayati yang
dilakukan masih terbatas pada kisaran inang tertentu, sehingga potensi
patogenisitas laten pada inang lain belum dapat sepenuhnya dikesampingkan.

Terlepas dari batasan tersebut, penelitian ini memberikan kontribusi ilmiah
yang signifikan pada beberapa aspek. Dari perspektif ilmu pengetahuan, penelitian
ini merupakan kajian pertama yang secara terintegrasi mengkaji potensi biokontrol
cendawan endofit daun asal Zingiberaceae terhadap P. zingiberis sekaligus
mengkarakterisasi respons metabolomik tanaman jahe terhadap kolonisasi endofit
dan infeksi patogen. Pendekatan integrasi ini membuka dimensi baru dalam
pemahaman mekanisme interaksi tripartit antara tanaman, endofit, dan patogen
yang selama ini masih belum banyak dieksplorasi khususnya pada tanaman obat.
Dari perspektif aplikasi, identifikasi C. gigasporum sebagai isolat dengan performa
terbaik, yang menggabungkan kemampuan antagonisme, kolonisasi, penekanan
penyakit, peningkatan produktivitas, dan asosiasi dengan defense priming melalui
jalur JA, membuka peluang pengembangan bioformulasi yang ramah lingkungan
untuk sistem budidaya jahe. Dalam konteks yang lebih luas, pengendalian penyakit
bercak daun yang efektif tanpa residu fungisida memiliki relevansi tinggi bagi
industri jamu dan fitofarmaka yang semakin menuntut bahan baku jahe yang
berkualitas tinggi dan minim residu kimia.

Beberapa arah penelitian lanjutan perlu diprioritaskan untuk mengisi
kesenjangan yang masih ada. Validasi metabolit JA dan Pip menggunakan
pendekatan targeted LC-MS/HRMS dengan standar autentik merupakan langkah
pertama yang paling utama untuk mengonfirmasi identitas dan kuantifikasi
senyawa-senyawa kunci tersebut. Analisis ekspresi gen yang terkait dengan jalur
biosintesis JA dan Pip, seperti gen AOS (Allene Oxide Synthase), OPR3 (12-
Oxophytodienoate Reductase 3), dan ALD1 (AGD2-Like Defense Response Protein
1), akan memberikan bukti molekuler yang memperkuat interpretasi defense
priming yang ditemukan dalam penelitian ini. Selain itu, aplikasi eksogen JA dan
Pip pada tanaman jahe yang diinokulasi P. zingiberis dapat digunakan untuk
menguji secara langsung apakah kedua metabolit tersebut memang berperan kausal
dalam penekanan penyakit.



VII SIMPULAN DAN SARAN UMUM

7.1 Simpulan Umum

LS

2.

3.

Daun tanaman Zingiberaceae merupakan habitat bagi berbagai cendawan
endofit dengan keanekaragaman dan potensi biologis yang tinggi.

Terdapat isolat cendawan endofit yang potensial untuk menekan penyakit
bercak daun

Delapan isolat cendawan endofit terpilih yang diaplikasi ke tanaman jahe
mampu mengkolonisasi jaringan daun jahe dan memengaruhi profil metabolit
daun secara spesifik isolat

Isolat Colletotrichum gigasporum (E2) menunjukkan performa terbaik karena
mampu menekan keparahan penyakit bercak daun dan meningkatkan bobot
rimpang jahe.

7.2 Saran Umum

1.

Hasil penelitian ini masih bersifat korelatif dan identifikasi senyawa metabolit
masih bersifat putatif. Oleh karena itu, untuk memastikan hubungan kausal
antara penekanan AUDPC maupun peningkatan produksi rimpang dengan
peningkatan JA dan Pip, masih diperlukan validasi lebih lanjut, antara lain
melalui pendekatan metabolomik bertarget, analisis ekspresi gen terkait,
maupun aplikasi eksogen JA atau Pip pada tanaman jahe.

Penelitian lanjutan perlu dilakukan untuk mengevaluasi kisaran inang
cendawan endofit sebagai bagian dari kajian keamanan hayati. Hal ini penting
mengingat beberapa spesies cendawan endofit diketahui dapat bersifat
oportunistik atau berkembang sebagai patogen laten pada inang dan kondisi
lingkungan tertentu. Selain itu, kemampuan kolonisasi jangka panjang serta
efektivitasnya pada kondisi lapangan juga perlu dikaji lebih lanjut sebelum
aplikasi yang lebih luas.
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