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Summary Ringkasan 

Pod rot is one of the most important diseases 
in cacao. Thir disease could be tnctred by 
Phytophthota palmivora, P. megakarya P. capsici 
or P, citrophthora The causal agenf of pod rot 
diseuse in cacao in Indonesia is larown to be 
P .  palmivora The success of pod rot disease 
mamgcment partly d~pends on [he success of 
eflvrts in reduclng ;he quantify and quoliiy of the 
disrtur inorrrlum ubove a d  helaw soil surface. 
Provrsrun v l  molecular-hased de&cction system 
would improiue rhe accuracy of delerminafion 01 
these two purornefers. The objective of this 
experimcnr was to develop a pnir of primers Ikat 
could be rrsed to sper~$cally umplrJL rDNA 
fragments of P. palmivora assocrated with pod rot 
distrase in cacao. Design of these primers w a  
mude based on the DNA sequencu of rDKA 
jiagment ampIijLed using a pair of vnivrrsaI 
primers JTS4/ITS5. Regions showing hrgh degree 
of dirsimilarity among species of Phytophhura 
clnd high degree of simi/ari& within [he same 
species of P .  palmivora were determined rhough 
DNA alignment. Specific forward primer (D TF) 
5'-CTT AGT TGG GGG TCT C7T TC-3 ' and 
reverse primer (Ilyasl R) 5 'GIT CAC C,4A TCA 
TAC CAC C-3' were obtained. Thrs pair of 
prlmers had been proven fo spec.i>caIly ampllfi 
only &Nd j-ugment, approxtmately 650 hp, of 
P. palmivora asocrated wrth pod rot disease and 
stem cankrr rn cacao 

[Keywordr : Phytophthoro. cacao, hioinfomatics, 
molecular detection]. 

Penyakit busuk buah merupakan salah satu 
pcnyakit terpenting pada tanaman kakao. Penyakit 
ini dapat disebabkan oleh Phytophlhora 
palmrvoru. P. rnegakarya, P. capsici atau 
P. citrophihwru. DI [ndoncsia busuk buah disebab- 
kan oleh P, palmivora. Keberl~asilm pengendalian 
penyakit busuk buah salah satunya tergantung 
kepada keberhasilan penekman kuantitas dan 
kualitas inokulum baik y w g  herada di atas 
maupun di bawah prrmukaan tanah. Tersedianya 
pcrangkat deteksi molckulcr akan sangat mem- 
bmtu dalarn upaya penetapan kedua parameter 
terscbut. I'enelitian ini bertujuan untuk rnengcm- 
bangkan satu pasang primer yang secara spesifik 
rnampu mengampiifikasi hanya fragmen rDNA 
P. palmivora yang berkaitan dengan husuk buah 
kakau. Desain primer dilakukan dengan mengacu 
kcpada sekuen rDNA yang diarnplifikasi dengm 
pasangan primer universal ITS4flTS5. Daerah 
yang rncnunjukkan urutan basa dengan tingkat 
keragman yang tinggi an tar spesies Pbtoplr- 
rhord dan yang menunjukkan tingkat kesarnaan 
tinggi dalam satu spesics P palrnivora yang sarna 
ditclusuri melalui penjajaran DNA. Has11 dcsain 
primer diperoleh primer forwwd (DTF) 5'-CTT 
ACT TGG GGG TCT CTT TC-3' dan reverse 
(IlyaslR) 5'-GTT CAC CAA TCA TAC CAC C- 
3'. Pasangan primer DTF dan IlyaslR ini hanya 
marnpu rnengamplifikasi fragmen rDNA ber- 
ukuran 650 bp dari P pnlmiuoru pcnycbab 
penyakit buah dan knnker batmg kakw.  

Darmono et a1 

Pendahuluan 

Kakao rnetupakan salah satu tanarnan 
perkebunan dan merupakan komoditas ekspor 
penting di Indonesia, namun pengembangan- 
nya secara luas masih menghadapi hambatan 
antara lain oleh adanya serangan hama dan 
penyakit. Beberapa jenis penyakit dapat 
menyerang tanaman kakao, akan tetapi yang 
sangat penting dan penyebarannya sangat 
luas adalah penyakit busuk buah atau black 
pod rot yang disebabkan oleh Phytophthora. 
Sekurang-kurangnya terdapat tujuh spesies 
Phytophthoru yang teridentifikasi di lapang, 
akan tetapi ahli mikologi sekarang ini 
mengkarakterisasi ernpat spesies utama yang 
menginfeksi kakao yaitu P. palmtvoru, 
P. mrgdrrtya. P. cupxici dan P. ciirophthora 
(Evan &: Priori. 1987). 

Seluruh bagian tanarnan kakao dapat 
terinfeksi oleh patogen tersebut mulai dari 
akar, batang, bunga, buah dan daun. Narnun 
kemgian yang sangat tinggi disebabkan oleh 
serangw pada buah. Survei yang dilakukan di 
Jawa rnenunjukkan bahwa serangan penyakit 
busuk buah dapat menurunkan hasil sekitar 
26 - 56% (Pawirosoemardjo & Puwantara 
1992). Sekali patogen berhasil menginfeksi 
buah, maka tidak ada perlakuan apapun yang 
mampu mencegah perkembangan penyakit di 
dalam buah. Buah yang menjadi busuk akan 
menjadi sumber penularan penyakit yang 
sangat potensial. Oleh karena itu, upaya yang 
b e w u a n  untuk memperkecil peluang terjadi- 
nya infeksi merupakan tindakan utarna yang 
harm dilakukan. Peluang terjndinya infeksi 
dapat diperkecil dengan menekan serendah 
mungkin kuant itas dan ha l i t a s  sumber 
infeksi atau inokulurn penyakit. Berkaiian 
dengan itu perlu dikrmhangkan perangkat 
deteksi yang spesifik dan scnsitif yang dapat 
digunakan untuk menetaphn atau mengukur 
kuantitas dan kualitas sumber infeksi. 
Sumber inokulum tidak hanya berasal dari 
buah, kulit, dan bantalan bunga yang 
terserang, tetapi juga berasal dar~ tanah. 
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Penyakit busuk buah merupakan salah satu 
pcnyakii terptnting pada tanaman kakao. Penyakit 
ini dapat disebabkan oleh PhyiupMhora 
paimivora, P, rncgakarya, P, capsici atau 
P, c&ophthora. Di Indonesia busuk buah disebab- 
kan oleh P. palmivora. Keberhasilan pengendalian 
penyakit busuk buah salah salunya tergantung 
kepada keberhwilan penckanan kuantitas dan 
kualitas inokulum baik yang berado di atas 
maupun di bawah perrr.ukaan tanah. Trrsedianya 
pcrangkat deteksi molekuler akan sangat mcm- 
bantu dalam upaya penetapan kcdua parameter 
tersebut. Penelitian ini bertujuan untuk mengem- 
bangkan satu pasang primer yang secara spesitik 
marnpu mengamplifikasi hanya fragmcn [DNA 
P. polmivora yang berkaitiin deng& busuk buah 
kakao. Desain primer di lakukan dengan mengacu 
kepada sekuen rDNA yang diamptifikasi dengan 
pasangan primer universal ITS41 1TS5. Daerah 
yang menunjukkan urutan basa dengan tingkat 
keragaman yang tinggi antar spesies Phytoph- 
ihara dan yang menunjukkan tingkat kesamaan 
linggi dalarn satu spesies P, palntivora yang sama 
ditelusuri melalui penjajam DNA.  Hmil desaih 
primer diperolch primer forward @'IF) 5'-CTT t 

AGT TGG GGG TCT C'IT TC-3' dan reverse 

(IlyaslR) 5'-GlT CAC CAA TCA TAC CAC C- 
3'. Pasangan primer DTF dan I lyaslR ini hanya 
marnpu rnengarnplifikasi f r a p e n  rDNA bet- 
ukuran 650 bp dwi P. pafmivora penyebab 
penyakit buah dan kanker batang kakao. 

Pendahuluan 

Kakao merupakan salah satu tanaman 
perkcbunan dan menspakan kornoditas ekspor 
penting di Indonesia, namun pengembangan- 
nya secara luas masih rnenghadapi hambatan 
antara lain oleh adanya serangan hama dan 
penyakit. Beberapa jenis penyakit dapat 
menyerang tanaman kakao, akan tetapi yang 
sangat penting dan penyebarannya sangat 
luas adalah penyakit busuk buah atau black 
pod ror yang disebabkan oleh Phyfophthora. 
Sekurang-kurangnya terdapat tujuh spesies 
Phyfophthora yang teridentifikasi di lapang, 
&an tetapi ahli rnikologi sekarang ini 
mengkarakterisasi ernpat spesies utama yang 
menginfeksi kakao yaitu P. palmivora, 
P. rnegukaqlu, P. caps ici dan P. cilrophthora 
(Evan & Priori, 1987). 

Seluruh bagim tanaman kakao dapat 
terinfeksi oleh patogen tersebut rnulai dari 
akar, batang, bunga, buah dan daun. Namun 
kerugian yang sangat tinggi disebabkan oleh 
serangm pada buah. Survei yang tlilakukan di 
Jawa menunjukkan bahwa serangan ptnyakit 
busuk buah dapat men~vunkan hasil sekitar 
26 - 56% (Pawirosoemardjo & Punvantara 
1992). Sekali patogen berhasil menginfeksi 
buah, maka ridak ada perlakuan apapun yang 
marnpu mencegah perkembangan penyakit di 
dslarn buah. Buah yang menjadi busuk akan 
menjadi sumber penularan penyakit yang 
sangat potensial. Oleh kartna itu, upaya yang 
bertujuan untuk memperkecil pcluang terj adi- 
nya infeksi merupakan tindakan ularna yang 
harus dilakukan. Peluang terjadinya infeksi 
&pat diperkecil dengan menekan sercndah 
mungkin kuanlitas dan kualitas sumber 
infeksi atau inokulurn penyakit. Berkaitan 
dengan itu pwlu dikzmbangkan perangkat 
deteksi yang spesifik dan sensitif yang dapat 
digunakan untuk menetapkan atau mengukur 
h-uantitas dan kualitas sunher infeksi. 
Sumber inokulum tidak hanya berasal dari 
buah, kulit, dan bantalan bunga yang 
terserang, tetapi juga herasal dari tanah. 

Phytophlhora spp. yang menyerang tanaman 
kakao dapat benahan beberapa tahun di 
dalam tanah pada sisa-sisa kulit buah dan 
bahan organik Iainnya. 

Cara pendeteksian penyakit yang di- 
lakukan selama ini mash bertumpu kepada 
karakter rnorfologis dan fisiologis patogen 
yang berhasil diisolasi. Tsolasi dan penetapan 
karakter morfologis dan fisiologis sulit di- 
lakukan karena memerlukan keahlian khusus, 
dan hanya searang taksonomis yang mampu 
(Ristaino rl a/., 1998). Karakter fenotipik 
taksonomi bisa saling tumpang tindih di 
antara spesies dm pembahan-peruhahan yang 
nyata dapat terjadi antara isolat dari spesies 
yang sama {Erwin & Ribeiro 1996; Ristaino 
et ai., 1998). Ptrkmbangan teknik molekuler 
yang sedemikian pesat pada tiga dasawarsa 
terakhir memberikan peluang yang besar bagi 
dikernbangkannya perangkat deteksi yang 
sensitif dan spesifik dan dapat dilakukan 
dalam w& yang relatif singkat. Pendekatan 
rn olekuler pada berbagai bidang penelitian 
semakin dipenmudah dengan ditemukmnya 
metode PCR untuk mengampIifikasi DNA 
secara in vitro. Perbedaan profil fragrnen 
DNA hasil amplifikasi dengan PCR dapat 
digunakan sebagai alat untuk membedakan 
nlikroba pada tingkat genus, spesies bahkan 
genotipr spesifik dari patogen (Edel, 1998). 

Penggabungan metode PCR dan pe- 
rancangan primer untuk mengamplifikasi 
berbagai daerah yang terdapat pad3 DNA 
ribosom (rDNA) sangat mendukung upaya 
pengembangan perangkat deteks cendawan 
patogcn mnaman. Pada DNA cendawan ter- 
dapat daerah konservatif yaitu gen penyandi 
rRNA 18S, 5.8S, 2 8 s  yang di antaranya 
terapit daerah inrernal ironscribe spacer 
(ITS). Daerah ITS biasanya mengalami 
perubahan atau mutasi sehingga &pat 
berbeda atau bervariasi di antara spesies. 
Beberapa peneliti telah melakukm kajian 
intensif secara rnoltkuler terhadap spcsies 
Pl~tophthora dengan teknik PCR pada 
daerah rDNA yang d i i h t i  dengan analisis 
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res fricrion fiagmen~ lengrh polymorphism 
(RFLP) dan atau arnplrfied fragment length 
polymorphism (AFLP) untuk rnembedakan 
spesies serta menyusun filogenetiknya 
(Appiah er al., 2004; Chowdappa et al., 2003; 
Cooke et a!., 2000; Farster et a/., 2000; 
Ristaino et al., 1998). Dengan menganalisis 
pola fiagmen restriksi hasil arnplifikasi 
rDNA, Ristaino et al. (1998) berhasil menge- 
lompokkan berbagai isolat sarnpel ke dalam 
enam group morfologi Phytophthora. Primer 
spesifik untuk mendeteksi P. capsici pada 
tanaman lada berhasil diciptakan. Appiah 
el al. (2004) telah mampu rnembedakan spe- 
sies Pb~tophrhora utarna penyebab penyakit 
busuk buah kakao dengan mengarnpliftkasi 
rDNA kemudian dilanjutkan dengan analisis 
restriksi. Penanda molekuler untuk deteksi 
P. polmivora pada tanaman kakao di 
Indonesia dengan akurasi yang tinggi dan 
lebih sederhana perlu dlkembangkan. 

Perkembangan bioinfonnatika sebagai 
ilmu baru telah memberikan kemudahan 
dalarn menganalisis berbagai data hasil pene- 
litian di b i h g  biologi moleLuler. Program 
serta data-data yang berhubungan dengan 
biologi molekuler dengan mudah dapat 
diaksts dari internet, antara lain untuk men- 
dapatkan sekuen nukleotida yang tersimpan 
dalarn GenSank, menganalisis tingkat simila- 
ritas dengan rnulriple Sequence alignment 
menggunakan Clustal-W, membandingkan 
suatu sekuen dengan sekuen yang tersirnpan 
dalarn Genbonk menggunakan p r o g m  Basic 
Local Alignment Search Tool (BLAST), 
untuk mendesain primer, dan mengetahui 
situs enzim restriksi &lam utas DNA. Hal 
tersebut menjadi sangat berrnan faat dalam 
merancang primer untuk mendeteksi cen- 
dawan P. palmivora pada kakao. Penelitian 
ini bertujuan untuk merancang primer pada 
daerah ITS rDNA clan menguji primer 
tersebut dengan PCR untuk mendeteksi 
P. palmivora pada kakao. 

Bahan dan Metode 

Penelitian ini dilaksanakan di Balai 
Penelitian Biokknologi Perkebunan Indo- 
nesia (BPBPI), Bogor. Isolat P. paImivora 
yang digunakan adalah P, RAP, RCP dari 
busuk buah kakao; BAC, BCC, BDC1, BDC2 
dari kanker batang kakao dari BPBPI. Selain 
itu digunakan pula isolat cendawan dari 
genus lain yang berasal dari BPBPI yaim 
Trichoderma harzianum DT038, 
T pseudokoningii DT039 dm Ganoderma 
lucidum. Sedangkan isolat P. cupsici dan 
P. capsici E.90 I yang diisolasi dari tanarnan 
lada diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman 
Rempah dm Obat, Bogor. Perancangan 
primer dilakukan dengan mengacu kepada 
sekuen rDNA yang diarnplifikasi dengan 
pasangan primer universa1 ITS4ATSS. 
Daerah yang menunjukkan unrtan basa 
dcngan tingkat perbedaan yang tinggi antar 
spesies Phytophthora dan yang rnenunjukkan 
tingkat kesamaan tinggi dalarn satu spesies 
P. palmivora yang sama ditelusuri melalui 
penjajaran DNA dari data bare. 

Perpiapan kultur cenduwan 

Cendawan P. palmivora, P. capsici dan 
P. capsici E.901 ditanam pada medium 
potato dextrose agar (PDA) (ekstrak dari 
200 g kentang, 20 g gula pasir, dan 15 g 
agar), sedangkan i7 harzionrrm DT038 dan 
T pseudokoni~~gii DT039 pada medium maIt 
extract agar JMEA) (15  g malt extract, 5 g 
bacto pepton dan 20 g agar) d m  G. lucidum 
pada medium MEA selcktif (MEA ditambah 
gdic acid 0,5%, benomyl 10 ppm, pherryl 
phenol I5 ppm), yang masing-masing 
disiapkan dalam volume satu liter disterilisasi 
dalarn autoklaf pada suhu 121°C tekanan 
1 atm selama 15 menit, kecuali galic acid 
yang disterilisasi dengan filaasi 0,45 pm. 
Kultur diinkubasi pada suhu 27'C. Setelah 

koloni cendawan mmbuh. umur Iirna hari, 
misel~llm dipindahkan ke medium PDB 
(sama dengan medium FDA tetapi mpa 
aear) dan diinkubasi di atas shaker dengan 
kerrpatan 150 rpm selama 5 - 7 hari. 
Uiseliurn disaring kemudian dihilas dengan 
phosphare huff& saline (PBS) yang terdiri 
atas R,OO g NaCI; 0,20 g KCI; 1,44 g 
Na2HP04. 12H10; 0,24 g KH?P04, dengan pH 
7,4. Selanjutnya miselium tersebut disimpan 
dalarn freezer dengan suhu -20°C atau 
langsung digunakan untuk ekstraksi DNA. 
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Ekslraksi DIVA g+enomik dun PCR Hasil di 

Ekstraksi DNA genomik dari cendawan 
dilakukan dengan rnetode Orosco-Castillo 
et ul. (1994) yang dimodifikasi dengan 
penariibahan PVP dm P-merkap-toetanol 
(Tornan-Mathius el ol., 1997). Arnplifrkasi 
potongan daerah ITS rDNA terhadap isolat 
satnpel dilakukan dengan mesin PCR meng- 
gunakan pasang primer urnum ITS4/ITS5 d m  
DTF:Ilyas 1 R. 

Sebmyak 1 pL DNA sampel konsen- 
trasi 25-50 ng/pL dirnasukkan dalarn tabung 
PCR yang berki 17,6 pL ddHzO; 1,25 JLL 
MgCtl 25 mM (Promega); 0,5 pL dNfP  
10 mhl (Promega); 0,1 S pL enzim Taq DNA 
polirnerase rekornbinan 5UIpL (Invilrogen); 
7,5 pL bufer 10X Taq polimerase (Promega); 
masing-masing ! pL primer fornard dan 
reverse dengan konsentrasi 50 nglpL. 
Volume campuran rcaksi 25 pL, selanjutnya 
dimasukkan dalam mesin PCR tipe Tpersonal 
(Bio-metra) dengan proganl : pemanasan 
awal pada suhu 94°C selama lima menit, 
denaturasi pada suhu 94°C selama satu menit, 
penempelan prilner pada suhu 55°C selan~a 
satu menit, ekstensi DNA pada suhu 72'C 
selama 1,5 menit. Setelah 35 siklus PCR 
dibiarkan pada suhu 72°C selama tujuh menit 
kemudian suhu diturunkan sampat J°C. 
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Bahan dan Metode 

Penelitian ini dilaksanakan di Balai 
Penelitian Bioteknologi Perkebunm Indo- 
nesia (BPBPI), Bogor. Isolat P. palmivora 
yang digunakan adalah P, RAP, RCP dari 
busuk buah kakao; BAC, BCC, BDC 1, BDC2 
dari kanker batang kakao dari BPBPI. Selain 
itu digunakan pula isolat cendawan dari 
genus lain yang berasal dari BPBPl yaitu 
Trichoderma hurzianum DT03 8, 
T ,  pseudokoningii DT039 dan Ganoderma 
lucidum. Sedangkan isolat P. capsici dm 
P. capsici E.90 1 yang diisoIasi dari tanaman 
lada diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman 
Rempah dan Obat, Bogor. Perancangan 
primer dilakukan dengan rnengacu kepada 
sekuen rDNA yang diamplifikasi dengan 
pasangan primer universal ITS4flTS5. 
Daerah yang menunjukkan unrtan basa 
dengan tingkat perbedaan y m g  t inggi antar 
spesies Phytophthora dan yang menunjukkan 
tingkat kesamaan tinggi dalam satu spesi es 
P, palmivora yang sarna ditelusuri melalui 
penjajaran DNA dari data base. 

Penyiapan kultur cendawan 

Cendawan P. palmivora, P. capsici dan 
P. capsici E.901 ditanam pada medium 
potato dextrose agar (PDA) (ekstrak dari 
200 g kentang, 20 g guIa pasir, dan 15 g 
agar), sedangkan T. harzianum DT038 dan 
T. pseudukoningii DT039 pada medium malt 
extract agar (MEA) (15 g mob &act, 5 g 
bacto peptotr dan 20 g agar) dm G, lucidum 
pada medium MEA selektif (MEA ditambah 
galic acid 0,S%, benomyl 10 ppm, phenyl 
phenol 15 ppm), y ang masing-masing 
disiapkan dalam volume satu liter disterilisasi 
dalam autoklaf pada suhu 121°C tekanan 
1 atm selarna 15 rnenit, kecuali gulic acid 
yang disterilisasi dengan filtrasi 0,45 pm. 
Kultur diinkubasi pa& suhu 27OC. Seteiah 

koloni cendawan tumhuh, umur lima hari, 
rniselium dip~ndahkan ke medium PDB 
(sarna dengan medium PDA tempi tanpa 
agar) dan diinkuhasi di atas shukrr dengan 
kecepatan 150 rpm selama 5 - 7 hari. 
Miselium disaring kemudian dibilas dengan 
phosphale bufler saline (PBS) yang terdiri 
atas 8,00 g NaCl; 0,20 g KCl; 1,44 g 
NalHP04.  1 7H20; 0,24 g KH2PO4, dengan pH 
7 - 4 .  Selanjumya misel ium tersebut disimpan 
dalam frcezer dengan suhu -20°C atau 
langsung digunakan untuk ekstraksi DNA. 

Ptoduk PCR selanjutnya dielektro- 
foresis dalam gel agarosa 0,9% dalam larutan 
bufer T B E  0,5X. Sebanyak 10 pL DNA hasil 
PCR dicampur dengan 2 pL loading &e 
kemudian dimasukkan dalam sumur yang 
terdapat pada gel. Elektroforesis dijalankan 
pada tegangan 100 volt selarna 30 menit. 
Selanjutnya gel hasil eIehoforesis diletak- 
kan di atas UV transluminator clan difoto 
untuk dokumentasi. 

Ehrrahi  DM4 genomik dan PCR Hasil dan Pembahasan 

Ekstraksi DNA genomik dari cendawan 
dilakukan dengan metode Orosco-Castillo 
et 01. ( I  994) yang dimodifikasi dengan 
penambahan PVP dan P-rnerkap-toztanol 
(Toruan-Mathius et al., 1997). Arnplifkasi 
potongan daerah ITS rDNA terhadap isolat 
sampel dilakukan denean mcsin PCR meng- 
gunakan pasang primer umum ITS411TS5 dan 
DTF/Ilyas 1 R. 

Sebanyak 1 pL DNA sampel konsen- 
trasi 25-50 ng/pL dimasukkan dalam iabung 
PCR yang berisi L7,6 pL ddH20; 1,25 pL 
MgCll 25 m M  (Promega); 0,s pL dNTP 
10 m M  (Promega); 0,15 pL enzim Tug DNA 
pcllimerase rrkombinan 5UIpL (Invi trogen); 
2,5  pL bufer 1 OX Tuq polimerase (Promega); 
masing-maing 1 pL primer forward dan 
revt7,-se dengan konsentrasi 50 ng/pL. 
Voll~me campuran reaksi 25 pL, selanjutnya 
dimasukkan dalam mesin PCR tipe Tpersonal 
(Bio-rnetra) dengan program : pcmanasan 
awal pada suhu 94°C selama lima rnenit, 
denaturasi pada suhu 94'C selama satu menit, 
penempeIan primer pada suhu 55°C sclama 
satu menit, ekstensi DNA pada suhu 72°C 
selama 1,5 menit. Setelah 35 siklus PCR 
dibiarkan pada suhu 72°C selama t4u h menit 
kemudian suhu diturunkan sampai 4°C. 

Selama h i  pendekatan molekuler untuk 
rnendeteksi P. palmivoru dengan PCR di 
Indonesia berturnpu pada penggunakan 
pasangan primer ITSWITSS padahal primer 
ini bersifat universal yang dapat meng- 
amplifikasi rDNA berbagai cendawan. 
Dengan demikian, apabila hanya berdasar 
kepada ukuran fi-agmen produk PCR hasil 
amplifikasi menggunakan primer ITS4lITS5 
dikhawatirkan terjadi kesalahan positif di 
nlana fragrnen beruhuran sarna bukan berasal 
dari f. pahivara tztapi dari cendawan 
lainnpa. Oleh karma itu dalarn kegiatan 
penelillan ini didesain primer spesitik pada 
daemh ITS rDNA untuk mendeteksi 
P. palmivora pada kakao. Pada penelitian 
sebelumnya, hasil amplifikasi rDNA apitan 
ITSdIITSS dari enarn isolat F ,  paimivora 
telah berhasil disekuen. Dari data sekuen 
yang ada keenam isolat tersebut memiliki 
tingkat kesamaan yang sangat tinggi. Sekuen 
yang ada selanjutnya digunakan untuk 
pembuatan desain primer baik fonvard 
maupun reverse. 

Perancangun primer 

Analisis primer forward rnenggunakan 
sekuen herah ITS rDNA f. palmivora 














