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Kata pengantar
Buku yang sedang anda baca adalah buku panduan yang 

disusun sebagai langkah awal untuk membantu mengenali 
dunia Phytophthora. Buku ini mungkin masih belum lengkap 
dan komprehensif, tetapi buku ini disusun untuk membantu 
pembaca untuk mengenal lebih dalam dasar-dasar identifikasi 
penyakit Phytophthora, memberikan petunjuk dalam persiapan 
media selektif, serta tips tentang isolasi dan pemeliharaan in vitro 
Phytophthora. Buku ini juga memberikan metode dan prosedur 
dasar dalam identifikasi berbagai spesies Phytophthora dengan 
menggunakan serangkaian karakter morfologi secara spesifik. Buku 
panduan ini disusun sebagai manual kerja dan pelatihan pada proyek 
PHT / 1996/193 “Survei keberadaan dan pentingnya Phytophthora 
di Asia Tenggara” yang didanai oleh Pusat Penelitian Pertanian 
Internasional Australia (ACIAR). Oleh sebab itu, buku ini terbatas 
hanya membahas delapan spesies Phytophthora yang paling umum 
ditemukan di Asia Tenggara.

Buku ini dapat dikatakan semacam buku panduan praktis 
untuk kegiatan di laboratorium. Buku ini tidak memberikan 
informasi terkait dengan penemuan  baru atau pengendalian 
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dalam dunia mikologi. Buku ini diharapkan membantu pemahaman 
dasar mahasiswa dan peneliti bidang penyakit tanaman terkait 
pengetahuan spesies Phytophthora. Buku ditulis berdasarkan 
pengalaman kami yang menggeluti spesies Phytophthora dan 
menyadari betapa menariknya dunia Phytophthora ini. Untuk detail 
dan deskripsi lebih dalam mengenai semua spesies Phytophthora 
dan biloginya kami merekomendasikan anda untuk mengacu pada 
buku “Phytophthora diseases worldwide” yang ditulis oleh Donald 
Erwin dan Olaf Ribeiro (1996). Buku tersebut berisi deskripsi semua 
spesies Phytophthora dan sebagian besar informasi mengenai 
penyakit tanaman yang disebabkan oleh Phytophthora.

Buku panduan spesies Phytophthora ini adalah draft pertama 
dan apabila ada kekurangan maka itu adalah tanggung jawab 
dari penulis. Oleh sebab itu, kami sangat mengapresiasi jika ada 
komentar dan masukan untuk pengembangan buku ini ke depan 
dan tips untuk didistribusikan kepada para penggiat Phytophthora. 

André Drenth and Barbara Sendall
Brisbane, June 2001
CRC for Tropical Plant Protection
Indooroopilly Research Centre
Plant Pathology Building
80 Meiers Road
Indooroopilly QLD 4068
Australia
Email:a.drenth@uq.edu.au

♥ 	 Copyright:  No part of this publication may be reproduced, stored in a retrieval 
system, transmitted, in any form or any means, electronic, mechanical, photocopying, 
recording, or otherwise, without the prior written permission of the authors.
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Kata pengantar 
Buku yang anda sedang baca adalah buku hasil terjemahan 

kedalam bahasa Indonesia dari buku aslinya ‘Practical guide for 
detection and identification of Phytophthora’ dikarang oleh André 
Drenth dan Barbara Sendall. 

Saya ingin berterima kasih setinggi-tingginya kepada André 
Drenth atas dukungan penerjemahan buku panduan ini kedalam 
bahasa Indonesia. Saya juga sekaligus ingin memohon maaf atas 
keterlambatan penyelesaian terjemahan buku ini, sebab seharusnya 
buku ini sudah diterbitkan awal tahun 2019 lalu sejak penulis 
mengirimkan draft aslinya ke penerjemah.

Terbilang unik karena awalnya buku terjemahan versi bahasa 
dimaksudkan hanya untuk kalangan terbatas yaitu mahasiswa 
bimbingan penelitian, pengalihbahasaan dari beberapa bagian 
buku saja guna membantu memahami secara cermat prosedur 
kerja fokus penelitian Phytophthora pada tanaman talas. Tetapi, 
keberuntungan berbicara lain.

Secara kebetulan penerjemah dan penulis buku ini bertemu 
di Makassar. Penulis buku ini adalah André Drenth yang terafiliasi 
dengan University of Queensland berkunjung ke Fakultas Pertanian 
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Universitas Hasanuddin tahun 2019 silam dengan maksud 
menelusuri penyakit layu pisang pada beberapa lokasi di Sulawesi 
Selatan. 

Bermula dari komunikasi dengan kompatriot saya di Sydney Uni 
Australia, (kandidat) Doktor Gandja Rai yang sama-sama dibimbing 
oleh Prof. David Guest sedang menekuni Phytophthora capsici 
penyebab penyakit tanaman cabai di Nepal dimana keluarganya 
berada. Penerjemah meminta bantuannya untuk mengirimkan 
literatur Phytophthora. David Guest dan André Drenth adalah 
ilmuwan yang sama sama menggeluti bidang penyakit tanaman 
memiliki hubungan kedekatan.

Pendeknya, saya senang sekali dengan literatur yang dikirim 
(bentuk pdf) dan melihat penulis buku tersebut adalah Prof. André 
Drenth. Saya mencoba mengirimkan Email ke penulis dengan 
maksud menyampaikan jika telah memperoleh buku penuntun 
melalui kolega di Sydney Uni. Yang membuat lebih gembira lagi 
adalah penulis mengirimkan draft aslinya (format word), dengan 
maksud memudahkan dalam penerjemahan, dan mengijinkan 
buku ini diterjemahkan secara keseluruhan. Semoga buku ini dapat 
menambah koleksi Perpustakaan di University of Queensland 
Australia dan di Universitas Hasanuddin, Makassar. 

Salah satu alasan utama menerjemahkan buku ini antara lain 
adalah buku ini sangat dibutuhkan oleh para mahasiswa, praktisi, 
peneliti bidang ilmu penyakit tumbuhan dimana keragaman jenis 
tanaman pertanian dan pohon tinggi, iklim basah dan lembab dan 
lahan pertanian, perkebunan dan kehutanan membentang luas di 
Indonesia adalah ‘surga’ tempat bagi spesies Phytophthora. Laporan 
kehilangan hasil dan kerusakan tanaman pertanian, perkebunan 
dan kehutanan secara signifikan terjadi terus menerus. Seperti yang 
telah dijelaskan oleh penulis dalam buku ini, spesies Phytophthora 
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memiliki kisaran inang yang sangat luas, tidak hanya menyerang 
jenis tanaman-tanaman dalam satu famili tetapi juga menyerang 
jenis tanaman berbeda famili. Karena dilengkapi secara alami 
sistem reproduksi seksual dan aseksual, Phytophthora mampu 
menghasilkan generasi baru yang super cepat dan melimpah 
mempengaruhi secara genetik tingkat kemampuan menimbulkan 
gejala penyakit (virulensi) yang sangat tinggi. Meskipun tanaman 
tahan awalnya, secara terus menerus ditanam secara monokultur, 
ketahanan tanaman runtuh. Patogen dari golongan Phytophthora 
ini memiliki spora aktif (yang tidak banyak dimiliki oleh patogen 
lain) yang dilengkapi dengan sedikitnya sepasan kaki gerak yang 
digunakan untuk mencapai jaringan perakaran tanaman. Sisanya, 
spora yang tidak aktif dipencarkan dengan bantuan angin dan juga 
hewan pembawa lainnya seperti serangga semut dan kumbang 
dan jenis siput. Maka sangat wajar jika infeksi tanaman inang 
menimbulkan kerusakan dan kerugian yang sangat berarti.

Kerugian yang ditimbulkan oleh spesies Phytophthora 
penyebab penyakit pada komoditas kakao di dunia, spesies patogen 
yang dikenal sebagai pantropical patogen tidak dapat diragukan 
lagi. Dari sekian banyak penyebab penyakit kakao seperti spesies 
patogen Ascomycetes dan Basidiomycetes, spesies Phytophthora 
menempati urutan tertinggi dengan tingkat kehilangan hasil 
mencapai 700.000 ton yang dilaporkan tahun 2012 dan akan terus 
berlanjut. Belum termasuk komoditas lainnya seperti komoditas 
kentang yang diinfeksi oleh P. infestans yang memiliki hubungan 
sejarah kelam, penyebab kelaparan di Eropa Abad XIX silam. 

Sejalan dengan tujuan penulisan buku ini, penyebarluasan 
pengetahuan dunia Phytophthora untuk kegiatan penelitian dan 
pengendalian penyakit tanaman menjadi sangat penting. Buku 
dengan versi bahasa ini akan sangat membantu mempercepat 
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pemahaman kepada mahasiswa, peneliti dan praktisi pertanian 
lainnya di Indonesia khususnya.

Penerjemah,
Muhammad Junaid

Program Study Agrotechnologi
Departemen Hama & Penyakit Tanaman,
Fakultas Pertanian, Universitas Hasanuddin
Jl. Perintis Kemerdekaan KM 10 Tamalanrea, 90245. Makassar, 
South Sulawesi Indonesia 
muhammad.junaid@agri.unhas.ac.id
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1 
Pengantar genus Phytophthora

1.1.  Genus Phytophthora
Phytophthora de Bary 1887 termasuk patogen kosmopolitan 

dari genus Oomycetes yang bersifat obligat dan mempunyai sekitar 
60 spesies tanaman inang (Erwin dan Ribeiro 1996).  Spesies 
Phytophthora memiliki kisaran inang yang luas, menginfeksi 
berbagai jenis tanaman, serta tercatat sebagai penyebab penyakit 
tanaman yang paling merusak di dunia, sebagai contoh, P. infestans 
yang telah menyebabkan kegagalan panen kentang berdampak 
pada kelaparan di Eropa abad XIX (Bourke 1964). Penyakit yang 
disebabkan oleh Phytophthora telah dipelajari dengan baik di 
berbagai negara beriklim sedang. Sedangkan pada negara-negara 
beriklim tropis basah, penyakit tanaman yang disebabkan oleh 
Phytophthora menyebabkan kerugian yang sangat signifikan pada 
tanaman buah-buahan seperti busuk akar, busuk pangkal batang, 
kanker batang, hawar daun dan busuk buah. Sebagai contoh bahwa 
satu spesies P. palmivora mampu menyebabkan kerusakan parah 
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pada berbagai jenis tanaman inang, misalnya busuk buah, busuk 
akar dan kanker batang pada tanaman kakao; busuk buah dan 
busuk akar pepaya; busuk akar dan hawar pepaya; busuk kuncup 
kelapa sawit; bercak bergaris hitam tanaman karet; busuk buah dan 
kanker batang tanaman durian. 

1.2. Evolusi kekerabatan 
Phytophthora digolongkan kedalam Ordo Peronosporales, 

Kelas Oomycetes pada Kerajaan Chromista (Hawksworth et al. 1995; 
van de Peer et al. 1996). Lebih detail disajikan pada Tabel 1.1. Kelas 
Oomycetes sendiri mencakup empat ordo; dua diantaranya adalah 
Saprolegniales dan Peronosporales yang dikenal luas berperan 
sebagai patogen penting tanaman. Dua ordo lainnya yang mencakup 
organisme tergolong kedalam kelompok kecil yang umumnya 
menyerupai jamur air. Pada Peronosporales, famili Pythiaceae 
memiliki sejumlah genera yang terkenal antara lain Phytophthora 
dan Pythium. Genus Phytophthora dan Pythium sendiri lebih dari 
120 spesies (van der Plaats-Niterink 1981).

Table 1.1. Klasifikasi Oomycetes menurut  Hawksworth et al. (1995).

Kingdom Kelas Ordo Famili Genus

Straminopila Oomycetes Lagenidiales

(sebelumnya 
Chromista)

Leptomitales

Saprolegniales Saprolegniaceae Achlya

Peronosporales Pythiaceae Pythium

Phytophthora

Peronosporaceae Bremia

Peronospora

Albuginaceae Albugo
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1.3. Biologi
Genus Oomycetes memiliki banyak persamaan ciri ekologi 

dan sejarah kehidupan dengan cendawan sejati. Akan tetapi, genus 
Oomycetes dan kelompok cendawan sejati kemudian dibedakan ke 
dalam genus Basidiomycetes dan Ascomycetes berdasarkan karakter 
genetik dan mekanisme reproduksinya (Erwin dan Ribeiro 1996). 
Sebelumnya genus Oomycetes ditempatkan kedalam kerajaan 
Chromista (Cavalier-Smith 1986) karena didukung oleh sebagian 
besar karakteristiknya, termasuk variasi dalam jalur metabolisme 
(Elliott 1983; Hendrix 1970; Wang dan Bartnicki-Garcia 1973), 
memiliki kandungan dinding sel yang tersusun dari polimer-polimer 
beta-glukan lebih besar daripada kitin (Bartnicki-Garcia dan Wang 
1983), menghasilkan heterokont spora aktif (Desjardins et al. 1969), 
dan sebagian besar siklus hidupnya berada pada tahap diploid 
(Erwin dan Ribeiro 1996).

1.3.1.   Siklus hidup
Satu siklus hidup Phytophthora dapat melibatkan tiga 

spora aseksual dan spora seksual yang terbentuk (Gambar 
1.1). Miselium vegetatif diploid menghasilkan kantung spora 
(sporangia) aseksual yang dapat berkecambah secara langsung, 
atau berdiferensiasi menghasilkan 8-32 spora aktif (zoospora) 
yang masing-masing melewati siklus pemencaran dan pembelahan 
sebelum perkecambahan. Beberapa spesies, seperti P. cinnamomi, 
klamidospora aseksual juga dihasilkan dari miselium. Sementara 
oospora dihasilkan dari reproduksi seksual. Semua tipe spora 
berpotensi infektif, dan klamidospora dan oospora juga berfungsi 
sebagai struktur istirahat dan pertahanan saat musim dingin. 

Seluruh spesies Phytophthora bersifat patogen tular tanah 
yang memiliki fase istirahat seperti pada spesies P. sojae dan P. 
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palmivora. P. sojae berpencar melalui tanah dan melepaskan 
spora aktif (zoospora) dari jaringan tanaman yang diinfeksinya. P. 
palmivora dapat terpencar melalui udara di atmosfer khususnya 
kantung spora yang terpisah dari tangkainya (caducous). 

Gambar 1.1. Siklus hidup Phytophthora infestans. 
Dipublikasi kembali oleh Drenth (1994) 

1.3.2.   Kisaran inang
Tingkat spesifitas inang spesies Phytophthora sangat beragam.  

P. fragariae var. rubi misalnya hanya menginfeksi satu jenis tanaman 
inang (Kennedy dan Duncan 1995), sedangkan P. cinnamomi 
mampu menyerang lebih dari 1000 spesies tanaman inang yang 
berbeda (Erwin dan Ribeiro 1996), dan spesies lainnya menempati 
rangkaian antara keduanya. Kisaran inang yang luas menyebabkan 
spesies Phytophthora cenderung menyerang inangnya dengan 
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menghasilkan enzim yang mempengaruhi mekanisme resistensi 
tanaman inang secara kimiawi dan mekanis yang tidak spesifik 
(Brasier 1983), sedangkan beberapa spesies lainnya diketahui 
memiliki gen-gen virulensi yang berinteraksi secara spesifik dalam 
sistem gene for gene dengan gen resistensi inangnya (Ulasan dalam 
Thompson dan Burdon 1992).

1.3.3.   Sistem reproduksi seksual
Seluruh spesies Phytophthora berpotensi menghasilkan 

reproduksi seksual ganda yaitu struktur organ seksual jantan dan 
betina, atau kantung gamet (gametangia) (Galindo dan Gallegly 
1960). Namun, hanya sekitar setengah dari spesies Phytophthora 
adalah kawin dengan spesies yang sama (homothallic) dan mampu 
menghasilkan oospora (spora seksual) dengan cepat dan melimpah 
pada satu media biakan. Sebagian spesiesnya bisa melakukan kawin 
silang (heterothallic), dan menghasilkan kantung gamet sebagai 
respon terhadap rangsangan kimia dari tipe reproduksi aseksualnya 
(Brasier 1992; Ko 1978).

Sistem perkawinan silang yang melibatkan tipe seksual A1 
dan A2 berlaku secara universal pada seluruh genus Phytophthora. 
Spesies dari tipe reproduksi aseksual dari spesies yang berbeda 
sering mampu merangsang pembentukan kantung gamet secara 
timbal balik (Ko 1978, Yu et al. 1981). Reproduksi seksual spesies 
Phytophthora dapat menentukan kemampuannya untuk melakukan 
persilangan dengan spesies lainnya: kawin sesama spesies 
memungkinkan terjadinya persilangan sesama spesies, sedangkan 
proses perkawinan silang mendorong munculnya persilangan 
berbeda spesies. Tetapi, baik spesies kawin dengan tipe sesama 
maupun beda spesies, keduanya memiliki bermacam-macam cara 
reproduksi. Spesies yang dikenal kawin sejenis baru-baru ini telah 
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mengalami persilangan dengan spesies lain secara in vitro (Whisson 
et al.1994), sedangkan spesies kawin silang telah dihasilkan 
persilangan sesama spesies pada tingkat yang relatif rendah 
(Goodwin 1997, Judelson 1997).

	
1.4. Sistematika Phytophthora 

Genus Phytophthora dikenal memiliki taksonomi yang 
kompleks (Brasier 1983). Salah satu penyebabnya adalah banyak 
karakteristik yang bisa berubah-ubah, beberapa karena dipengaruhi 
oleh lingkungan, adanya tumpang tindih antar spesies, dan dasar 
penyusun genetiknya yang belum diketahui. Meskipun demikian, 
sejak tinjauan utama genus dilakukan oleh Waterhouse (1963), 
karakteristik morfologi tetap menjadi dasar ukuran untuk identifikasi 
spesies dan taksonomi (Newhook 1978; Stamps et al. 1990). 
Klasifikasi spesies oleh Waterhouse terutama didasarkan pada 
tonjolan kantung spora (papillation) (Gambar 1.2) dan beragam 
bentuk (caducity) kantung spora (sporangia), tempelan organ sel 
jantan (Gambar 1.3), dan sistem reproduksi seksual. Berdasarkan 
analisis tersebut, genera Phytophthora dibagi menjadi enam 
kelompok utama (Tabel 1.2). Pengelompokkan ini bertujuan untuk 
identifikasi spesies bukan ditujukan untuk klasifikasi secara alami 
(Waterhouse 1963).

Gambar 1.2 (a) tanpa tonjolan, (b) tonjolan sedikit and (c) tonjolan pada 
kantung spora.  Dokumentasi: Erwin dan Ribeiro 1996.
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Gambar 1.3.  Sel jantan (antheridium) menempel di sisi samping dinding 
kantung sel betina (oogonium) – (a) paragynous, (b) sel jantan menempel di sisi 

bawah sel betina (amphigynous).  Diilustrasikan oleh Erwin dan Ribeiro 1996.
 

Tabel 1.2.  Klasifikasi Phytophthora kedalam 6 grup 
oleh Waterhouse (1963).

Group Kantung spora Tipe penempelan 
sel jantan 

Contoh spesies

1 Ada tonjolan Samping sel betina P. cactorum, P. clandestine

II Ada tonjolan Di bawah sel betina P. capsici, P. palmivora

III Tonjolan sedikit Samping sel betina P. inflata, P. multivesiculata

IV Tonjolan sedikit Di bawah sel betina P. infestans, P. ilicis

V Tidak ada tonjolan Samping sel betina P. megasperma, P. sojae

VI Tidak ada tonjolan Dibawah sel betina P. cinnamomi, P. drechsleri

1.5.  Patogenisitas Phytophthora
Hampir sebagian besar spesies dari genus Phytophthora 

berperan sebagai patogen tanaman. Pertanyaan menarik selanjutnya 
adalah mengapa individu-individu dalam spesies Phytophthora 
tersebut dapat berperan sebagai patogen tanaman yang efektif. 
Faktor-faktor tersebut antara lain: 
a)	 Kemampuannya untuk menghasilkan beragam jenis spora 

seperti kantung spora dan spora aktif untuk kelangsungan hidup 
jangka pendek dan penyebarannya, dan spora istirahat dan 
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spora dihasilkan secara seksual (oospora) untuk kelangsungan 
hidup yang lebih lama lagi. 

b)	 Pembentukan sporanya yang cepat pada jaringan inang yang 
diinfeksinya seperti pada daun biasanya terbentuk spora antara 
3-5 hari setelah infeksi. Hasilnya adalah terjadi peningkatan 
inokulum secara multi siklik yang dapat menyebabkan epidemi 
saat kondisi lingkungan sesuai. 

c)	 Kemampuan spora aktif Phytophthora yang tertarik pada tudung 
akar (eksudat akar) melalui rangsangan kimia (kemotaksis 
positif) ditambah dengan mobilitas spora yang tinggi dengan 
berenang ke tudung akar yang sedang tumbuh aktif, lalu 
membelah dan menginfeksi jaringan akar muda yang rentan. 

d)	 Kemampuannya untuk bertahan hidup di dalam atau di luar 
jaringan inang sebagai spora seksual (oospora) atau spora 
istirahat (klamidiospora) untuk jangka waktu yang lama. Spora 
seksual tersebut juga diketahui mampu bertahan hidup melalui 
sistem pencernaan hewan siput. 

e)	 Produksi kantung sporanya (sporangia), terbawa angin dan 
dapat terbang mengikuti arus angin hingga menginfeksi 
lahan sekitarnya. Kantung spora ini dapat secara langsung 
menginfeksi jaringan inang. Spora terkandung dalam kantung 
spora (sporangiospora) yang sama ini juga memiliki kemampuan 
untuk menghasilkan spora aktif mencapai 32 unit spora pada 
kondisi lembab dan dingin yang menyebabkan banyaknya 
infeksi dari satu sporangium. Namun, spora aktif (zoospora) 
tersebut hanya mampu menyebar dengan jarak dekat karena 
mudah mengalami kekeringan.  

f)	 Spesies Phytophthora memiliki Kerajaan Chromista sehingga 
aliran biokimianya berbeda dengan cendawan. Oleh sebab itu 
aplikasi fungisida tidak efektif mengendalikan Phytophthora· 
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g)	 Spesies Phytophthora mampu tumbuh subur di bawah kondisi 
lembab dan basah, membuatnya sulit dikendalikan dengan 
fungisida saat kondisi tersebut.

 Phytophthora sebagai patogen tanaman mampu menyebabkan 
banyak jenis gejala dan penyakit dengan kisaran inang yang luas. 
Berikut ini, gejala-gejala penyakit yang umum ditemukan antara lain 
adalah;

 
1.5.1.  Gejala busuk akar

Secara umum bibit atau masih ‘seumur jagung’ pada 
banyak jenis tanaman sangat rentan terhadap busuk akar dan 
layu kecambah disebabkan oleh Phytophthora. Permulaan gejala 
tampak seperti layu dan menguning. Gejala umum dari busuk 
akar seperti tanaman tampak seperti gejala cekaman air, klorosis, 
dan sering terhambat dalam pertumbuhannya. Jaringan akar yang 
terserang bersifat lunak, berair dan berubah warna menjadi coklat 
tua yang sebelumnya berwarna agak putih krem ​​pada akar sehat. 
Gejala pembusukan akar menyebabkan kurangnya akar sekunder 
dan tersier yang tumbuh dan kurangnya ujung akar yang sehat.

1.5.2.  Gejala busuk pangkal batang 
Penyakit pangkal batang sering ditemukan pada topsoil. 

Infeksi berpindah ke atas jaringan tanaman antara ujung batang dan 
akar sebelum perubahan warna pada bagian batang bawah muncul. 
Gejala di atas tanah tampak seperti layu, penurunan jumlah serasah 
daun, dan cabang-cabangnya mengalami mati pucuk. Jaringan kulit 
batang dan korteks yang mengalami pembengkakan diikuti dengan 
retakan yang mudah terpisah dari jaringan lainnya.
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1.5.3.  Gejala kanker batang 
Jika menginfeksi batang pohon, spesies Phytophthora 

menyebabkan gejala kanker. Berbagai penamaan penyakit kanker 
tergantung pada inangnya antara lain kanker batang bergaris pada 
pohon kayu manis kanker batok durian atau kanker cabang. Gejala 
awal ditandai munculnya bercak basah pada permukaan kulit ranting 
yang lokasinya tepat di dekat ranting ujung bawah. Perubahan 
warna kulit dan eksudasi coklat kemerahan, memunculkan resin 
yang sering disertai dengan matinya jaringan (nekrosis). Pada kulit 
yang terkelupas, jaringan kortikal dan kayu tampak kusam dan 
berubah warna dari krim menjadi coklat kemerahan. Bercak pada 
jaringan berkayu tidak beraturan tetapi bentuknya mudah dikenali. 
Jika bercak berkembang, aliran air dan nutrisi melalui jaringan 
pembuluh terhambat dan mengakibatkan kelayuan. Awalnya 
bercak muncul pada setiap sisi batang, kemudian meluas dan lama 
kelamaan seluruh jaringan akan mengering. 

1.5.4.  Gejala bercak batang 
Beberapa spesies Phytophthora menyerang daun dan batang 

seperti P. infestans pada kentang dan tomat, P. sojae pada kedelai, 
dan P. nicotianae pada tembakau. Diantara jaringan tanaman, 
batang muda paling rentan dari infeksi. Perkembangan selanjutnya 
adalah bercak menjadi kering, coklat tua atau hitam berkembang 
pada jaringan kortikal pangkal batang yang bersentuhan dengan 
permukaan tanah. Bercak kemudian meluas dari pangkal batang 
ke atas dan menutupi setengah dari batang seperti pada penyakit 
bercak hitam pada batang tembakau. Perkembangan bercak yang 
meluas pada sisi batang menyebabkan kelayuan dan kematian 
cabang dan daun utama.
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1.5.5. Gejala busuk bongkol atau tunas 
Busuk bongkol atau tunas (bud rot) atau disebut juga busuk 

jantung menjadi masalah serius pada banyak jenis tanaman palem-
paleman. Penyakit ini disebabkan oleh P. palmivora. Gejala busuk 
bongkol muncul selama berbulan-bulan yang memungkin- kan 
adanya infeksi baru dan penyebaran Phytophthora. Gejala awaln 
yang muncul tampak seperti pelunturan warna (discoloration) 
pada beberapa daun dan daun muda. Daun yang baru muncul 
dapat terinfeksi sejak masih berbentuk bongkol (daun menyerupai 
tombak). Sejak terinfeksi pada bongkol, daun-daun yang baru 
tumbuh sudah mengalami kerusakan sehingga daun yang masih 
berbentuk tombak mudah terpisah karena bongkolnya membusuk 
yang ditandai dengan adanya miselium putih yang tampak pada 
pangkal daun. Daun menguning dan kemudian coklat, dan akan 
gugur yang akhirnya hanya menyisakan kematian pelepah. Patogen-
patogen sekunder menginfeksi dan masuk kedalam jaringan 
menyebabkan inang mengeluarkan cairan bau busuk. Jaringan 
pada pangkal bongkol kemudian mengalami pelunturan warna dari 
coklat kemerah-merahan menjadi coklat. Mengisolasi Phytophthora 
dari infeksi lanjutan pada tunas relatif sulit karena bongkol telah 
mengalami pelapukan. Inang yang mulai memunculkan tepi tunas 
relatif terbebas dari infeksi patogen-patogen sekunder sehingga 
bisa digunakan.   

1.5.6.  Gejala hawar daun 
Sejumlah spesies Phytophthora menyebabkan gejala hawar 

daun misalnya pada penyakit hawar daun kentang dan tomat               
(P. infestans), penyakit hawar daun durian, kakao, karet dan ma- 
cadamia yang disebabkan oleh P. palmivora, penyakit hawar daun 
talas disebabkan oleh P. colocasiae. Gejala hawar awalnya terlihat 
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bercak kecil-kecil pada daun dan lama lama bercak tersebut 
berkembang dan menutup hampir seluruh permukaan daun 
mulai 3 - 5 hari. Perkembangan gejala hawar daun mulanya hanya 
menunjukkan gejala berair dan kemudian berkembang menjadi 
nekrosis (bercak coklat kehitam-hitaman) beberapa hari kemudian. 
Bercak ini dikelilingi oleh halo seperti hijau terang melingkar. Spora 
yang muncul di tepi bercak tampak seperti putih halus khususnya 
pada sisi bawah daun. Spora berwarna putih halus yang dihasilkan 
juga bisa digunakan sebagai pembeda antara spesies Phytophthora 
penyebab penyakit hawar daun lainnya. Spora terkandung dalam 
kantung spora (sporangiospora) sering dihasilkan dalam jumlah 
banyak antara 1 sampai 4 tabung-tabung atau kantung kantung 
spora yang muncul melalui stomata pada sisi bawah daun. Sejumlah 
kantung kantung spora tersebut kemudian dapat terbawa oleh angin 
meskipun kondisi yang relatif kering atau kantung-kantung spora ini 
juga bisa langsung berkembang menjadi spora aktif (zoospora) yang 
dilengkapi dengan kaki-kaki gerak atau flagela pada kondisi basah 
dan lembab. Zoospora ini mulai berkecambah, menginfeksi dan 
membentuk bercak baru pada daun atau jaringan tanaman lain dan 
kemudian berpencar-pencar ke daun yang berdekatan.

1.5.7. Busuk buah
Gejala busuk buah yang disebabkan oleh Phytophthora 

biasanya diawali dengan kemunculan gejala berair pada jaringan 
yang terinfeksi dengan warna coklat pucat yang muncul 3-5 hari 
setelah infeksi, tergantung pada ketahanan dan kerentanan inang. 
Bercak berkembang secara cepat menutupi seluruh permukaan 
buah. Miselium yang dihasilkan berwarna putih atau abu abu saat 
kondisi kelembaban tinggi di tepi bercak. Seringkali infeksi buah 
tidak gugur sampai buah mengalami mumifikasi pada tangkai atau 
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batang pohon. Selain infeksi permukaan buah, infeksi ke dalam biji 
buah juga dapat terjadi seperti pada buah pepaya menunjukkan 
miselium berkembang pada biji yang masih di dalam buah dan 
dapat dilihat setelah buah dibelah terbuka.

1.5.8. Busuk umbi talas (taro) dan kentang
Salah satu bagian tanaman kentang dan talas yang rentan dari 

infeksi Phytophthora adalah umbi. Pada tanaman kentang, umbinya 
terinfeksi oleh spora aktif (zoospore) P. infestans. Spora aktif ini 
terbawa oleh air hujan dari daun sakit turun ke umbi. Infeksi umbi 
ditandai dengan adanya bercak berwarna coklat berubah menjadi 
ungu tampak pada kulit kentang. Jika umbinya dipotong, tampak 
jelas busuk kering coklat kemerah-merahan tepat di bawah lapisan 
kulitnya. Jika umbi terinfeksi berat, umbi tidak dapat dipanen. Sulit 
dideteksi jika umbi masih terinfeksi ringan. Gejala dapat dideteksi 
pada batang baru muncul akibat infeksi dini pada umbi yang ditanam 
dan hal ini bisa memicu epidemi penyakit pada musim tanam 
berikutnya. Kejadian penyakit ini memungkinkan dilakukan prediksi 
seberapa sering penyakit hawar daun kentang terjadi. Kentang juga 
diinfeksi oleh P. erythroseptica penyebab penyakit busuk merah 
muda. Umbi yang terinfeksi memiliki penampilan coklat kusam dan 
mengeluarkan lendir jika umbi ditekan dan jika umbi dibelah, terjadi 
perubahan warna merah muda pudar setelah terpapar udara. 30 
menit kemudian seluruh permukaan lapisan umbi berubah menjadi 
merah muda cerah. Jika umbi talas terinfeksi, permukaan umbi 
tetap mengeras dan kasar yang merupakan ciri khas dari busuk 
kering Phytophthora. Keseluruhan permukaan umbi membusuk 
selama satu minggu.
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2
Media tumbuh dan 

penambahan antibiotik untuk 
isolasi Phytophthora 

dari jaringan tanaman sakit 
dan tanah 

Berbeda dengan cendawan sejati, isolasi Oomycetes 
memerlukan keterampilan khusus. Sebagian besar spesies 
Phytophthora tumbuh relatif lambat pada media in vitro 
dibandingkan dengan cendawan dan bakteri saprofit lainnya. Selain 
itu, bakteri kontaminan menjadi faktor penghambat pertumbuhan 
Phytophthora melalui mekanisme kompetisi, produksi antibiotik, dan 
parasit secara langsung. Penambahan antibiotik pada media isolasi 
diharapkan dapat menekan pertumbuhan bakteri kontaminan. 
Selain itu, karena adanya kompetisi nutrisi dengan cendawan lain, 
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pemilihan media rendah nutrisi untuk menumbuhkan Phytophthora 
spp. sangat dianjurkan. Langkah ini dapat mengurangi atau menekan 
tingkat pertumbuhan cendawan kontaminan dan memungkinkan 
koloni Phytophthora tumbuh dengan baik. Media agar tepung jagung 
buatan (diproduksi oleh Difco) adalah media dasar yang paling 
sering digunakan untuk kegiatan isolasi Phytophthora dari jaringan 
tanaman yang terinfeksi. Namun, media dasar lain yang dibutuhkan 
meliputi: agar air, atau 2% agar jus atau 4% (v/v) V8. Penggunaan 
antibiotik yang cocok dan efektif untuk menekan pertumbuhan 
bakteri kontaminan antara lain ampisilin, penisilin, rifampisin, dan 
vankomisin yang dapat dikombinasikan secara bersama-sama atau 
digunakan secara tunggal. Antibiotik yang sesuai dengan aktivitas 
antifungi termasuk nistatin dan pimaricin. Nistatin biasanya lebih 
murah dan banyak tersedia di toko-toko farmasi terdekat daripada 
pimaricin.

2.1. Media dasar untuk isolasi dari jaringan tanaman sakit

Media jus V8 
Dua kaleng jus V8 (volume 665 ml per kemasan) dikocok rata 

terlebih dahulu sebelum dituangkan ke dalam tabung reaksi ukuran 2 
liter. Sebanyak 10 g kalsium karbonat ditambahkan ke dalam larutan 
jus dan diaduk selama 20 menit untuk meratakan keasamannya. 
Pengenceran media tersebut akan dijelaskan lebih lanjut pada 
deskripsi di bawah ini. Sisa larutan jus V8 dapat disimpan pada suhu 
-20 °C. Apabila akan digunakan kembali, larutan jus yang membeku 
tersebut harus dicairkan secara sempurna terlebih dahulu.
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Media jus V8 agar untuk pertumbuhan dan pemeliharan biakan 
Phytophthora 

Jus V8 yang telah diencerkan, kemudian diencerkan hingga 
mencapai konsentrasi akhir 20% (v/v): 

100 ml CaCl2 larutan jus V8 
400 ml air suling atau air yang sudah deionisasi
7,5 g tepung agar
Larutan tersebut diautoklaf pada suhu 121 °C selama 20 

menit, kemudian didinginkan hingga mencapai suhu 55-60 °C 
sebelum dituangkan ke dalam cawan petri. Media yang telah dituang 
kemudian dikeringkan di laminar air flow selama 30-40 menit. 
Cawan petri ditutup dan direkatkan dengan plastic wrap sebelum 
disimpan ke dalam kulkas (bukan suhu beku). Hindari terbentuknya 
uap air yang dapat menempel pada tutup cawan petri. 

Media larutan jus V8 agar – Isolasi Phytophthora dari jaringan 
tanaman sakit

Larutan Jus V8 dapat diencerkan menjadi 2% sampai 4% 
(v/v) sebagai larutan stok. Larutan stok tersebut diautoklaf terlebih 
dahulu sebelum ditambahkan antibiotik seperti yang dijelaskan 
pada sub-bab 2.2. 

Media agar tepung jagung atau Cornmeal agar (CMA)
Media CMA sangat cocok untuk mengisolasi Phytophthora 

dari jaringan sakit karena media ini tidak kaya nutrisi. Begitu media 
mencapai suhu 50-55 °C, segera tambahkan antibiotik seperti yang 
telah dijelaskan di sub-bab 2.2.  Media CMA bisa dibuat sendiri (jika 
media CMA instan tidak tersedia) sebagai berikut:
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Metode 1
Tepung jagung (polenta) dicampur dengan air suling atau air 

deionisasi (60 g / liter), lalu diautoklaf pada suhu 121 °C selama 15 
menit dan setelah itu disaring. Larutan ini kemudian ditambahkan 
dengan 15 g agar, diaduk rata, kemudian diautoklaf dengan suhu 
dan waktu seperti sebelumnya.

Metode 2
Sebanyak 200 g jagung direbus didalam 200 ml air suling 

atau deionisasi selama 1 jam sambil diaduk beberapa kali. Larutan 
tersebut disaring menggunakan saringan tipis. Sebanyak 1 liter 
filtrat kemudian ditambahkan 15 g agar dan diautoklaf seperti 
metode sebelumnya.

Media agar air 
Sebanyak 15 g agar dicampur dengan 1 liter air suling atau 

deionisasi.  Larutan tersebut diautoklaf dan ditambahkan dengan 
antibiotik (seperti pada sub-bab 2.2) saat suhu media agar berkisar 
antara 50-55 °C.

2.2.	Media selektif untuk isolasi Phytophthora dari jaringan 
tanaman sakit

Media selektif untuk isolasi Phytophthora adalah berbasis agar 
tepung jagung (cornmeal) yang dijual di pasaran. Media dasar dapat 
berupa larutan jus V8, tepung CMA, dan larutan agar. Campuran 
media dasar tersebut ditambahkan antibiotik sesuai formulasi 
yang ditetapkan sebagai larutan stok. Sebagian besar larutan 
stok antibiotik memerlukan penapis steril (0,22-0,45 mikrometer) 
pada saat ditambahkan ke dalam media steril (media yang telah 
diautoklaf)  pada suhu 50-55 °C. Larutan stok dengan antibiotik 
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disimpan pada suhu 4 °C atau -20 °C (beku). Tabel 2.8 menampilkan 
penggunaan antibiotik secara umum, sifat dan persiapannya, dan 
beberapa alternatif lainnya.

Cawan petriyang digunakan untuk media selektif harus 
dipastikan bahwa tutupnya bebas uap air untuk mencegah 
pertumbuhan dan penyebaran bakteri kontaminan. Oleh sebab itu, 
tutup cawan petri harus dibuka setengah setelah penuangan dan 
disimpan di meja laminar air flow selama 20-30 menit. Setelah media 
selektif memadat dan terbebas dari uap air, cawan petri ditutup 
dan dimasukkan kedalam pembungkus plastik sebelum disimpan di 
dalam kulkas. Cawan petri hendaknya disimpan pada posisi terbalik 
(tutup berada di sisi bawah). Sebagai catatan, Pimaricin dan Nystatin 
peka terhadap cahaya sehingga penyimpanan untuk media selektif 
sebaiknya tidak menggunakan lampu. Media yang mengandung 
antifungi sebaiknya dibungkus dengan kertas timah (aluminium foil) 
atau plastik hitam dan disimpan di kulkas. Idealnya, media selektif 
yang mengandung antibiotik dibuat ketika akan digunakan. Media 
selektif dapat disimpan di kulkas selama 2-4 minggu dan sebaiknya 
diganti jika lebih dari sebulan di penyimpanan. 

Media 3-P (Eckert dan Tsao 1960, 1962)
Sebanyak 17 g agar tepung jagung (Difco) ditambahkan 

ke dalam 1liter air suling atau air deionisasi. Larutan tersebut 
dicampur rata dan dipanaskan ke dalam autoklaf suhu 121 °C 
selama 20 menit sebelum didinginkan ke dalam waterbath hingga 
50-55 °C. Menambahkan antibiotik dengan konsentrasi (μg/ml 
atau μg/l (ppm)): Pimaricin (100), Penicillin (50), dan Polymixin B 
(50). Komposisi larutan stok dan antibiotik yang diperlukan beserta 
jumlah yang harus ditambahkan kedalam media dijelaskan pada 
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Tabel 2.1. Media 3-P yang sudah dituang ke dalam cawan petri 
dibungkus dengan kertas timah atau plastik hitam karena Pimaricin 
peka terhadap cahaya. Untuk selanjutnya media 3-P sebaiknya 
disimpan kedalam kulkas suhu 4 °C.

Tabel 2.1 Media 3-P 
Jenis anti-

biotik
Larutan stok

(mg/ml)

Volume antibiotik 
(ml) per 1 liter 

media

Konsentrasi akhir (μg/ml)

Pimaricin 25 4 100
Penicillin 50 1 50
Polymyx-

in B
50 1 50

Catatan: Media 3-P ini hanya cocok untuk isolasi Phytophthora dari jaringan 
tanaman yang baru terinfeksi, bukan jaringan tua atau jaringan lapuk dan atau tanah 
terinfestasi spora. Hal ini dikarenakan perkecambahan spora di media dapat terhambat 
oleh Pimaricin. Konsentrasi Pimaricin yang lebih cocok untuk isolasi Phytophthora dari 
jaringan tanaman tua atau dari tanah adalah 5-10 ppm (Tabel 2.2).

Tabel 2.2 Media 3-P dengan 10 µg/ml Pimaricin
Jenis antibi-

otik
Larutan Stock

(mg/ml)

Volume antibiotik (ml) 
per 1 liter media

Konsentrasi 
akhir 

(μg/ml)
Pimaricin 25 0.4 10
Penicillin 50 1 50

Polymyxin B 50 1 50

Media P10VP (Tsao dan Ocana 1969)
Sama seperti prosedur sebelumnya, campuran larutan 

agar tepung jagung dipanaskan ke dalam autoklaf dan kemudian 
di-     dinginkan kedalam penampung air dengan suhu terkontrol 
(waterbath) hingga mencapai suhu 50-55 °C. Menambahkan 
antibiotik kedalam media dengan volume (µg/ml): Pimaricin (10), 
Vancomycin (200), dan Pentachloronitrobenzene (PCNB; 100). 
Media P10VP ini sesuai untuk isolasi Phytophthora dari tanah dan 
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jaringan tanaman yang terinfeksi (Tabel 2.3). Hymexazol (lihat 
bawah) juga dapat ditambahkan kedalam konsentrasi akhir 25-50 
µg/ml.

Tabel 2.3 Media P10VP 
Jenis antibi-

otik
Larutan stok

(mg/ml)

Volume antibiotik 
(ml) per liter media

Konsentrasi akhir 
(μg/ml)

Pimaricin 25 0.4 10
Vancomycin 100 2 200

PCNB Tidak larut bubuk 100 mg 100

P10ARP Medium (Kannwischer and Mitchell 1978)
Campuran agar tepung jagung seperti sebelumnya 

diautoklaf, didinginkan hingga mencapai suhu 50-55 °C dan 
kemudian menambahkan antibiotik dengan perbandingan volume 
(µg/ml): Pimaricin (10), Ampicillin (250), Rifampicin (10), dan 
Pentachloronitrobenzene (PCNB; 100) (seperti Tabel 2.4). Hymexazol 
juga dapat ditambahkan ke dalam media dengan konsentrasi akhir 
25-50 µg/ml.

Tabel 2.4 Media P10ARP
Jenis antibiotik Larutan stok

(mg/ml)

Volume antibiotik 
(ml) per 1 liter 

media

Konsentrasi akhir 

(μg/ml)

Pimaricin 25 0.4 10
Ampicillin 100 2.5 250
Rifampicin 10 1 10

PCNB Tidak larut Bubuk 100 mg 100

Media P5ARP (Jeffers and Martin 1986; Papavizas et al. 1981) 
Seperti halnya metode di atas, penggunaan Pimaricin dikurangi 

menjadi 5 µg/ml media (seperti pada Tabel 2.5). Hymexazol (lihat 
di bawah) bisa dicampurkan ke dalam larutan dengan konsentrasi 
akhir 25-50 µg/ml.
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Tabel 2.5 Media P5ARP 
Jenis antibiotik Larutan stok

(mg/ml)

Volume antibi-
otic per 1 liter 

media

Konsentrasi akhir 

(μg/ml)

Pimaricin 25 0.2 5
Ampicillin 100 2.5 250
Rifampicin 10 1 10

PCNB Tidak larut Bubuk 100 mg 100

Catatan: media P10ARP dan P5ARP adalah media tumbuh alternatif untuk isolasi kebanyakan spesies 
Phytophthora

Media Hymexazol yang dimodifikasi (Masago et al. 1977)
Hymexazol (Tachigaren) adalah fungisida yang mampu 

menekan sebagian besar Pythium spp. kecuali pada P. irregulare 
dan P. vexans. Pertumbuhan beberapa spesies Phytophthora yang 
dapat dihambat dengan bahan aktif ini antara lain P. cinnamomi, P. 
citrophthora dan P. palmivora. 

Satu liter media dasar diautoklaf lalu didinginkan hingga 
mencapai suhu 50-55 °C dengan perbandingan konsentrasi (μg/ml) 
sebagai berikut: Benomil (10), Pentakloronitrobenzena (PCNB; 25), 
Nistatin (25), Ampisilin (500), Rifampisin (10) dan Hymexazol (25-
50) (lihat Tabel 2.6 dan 2.7).

Hymexazol juga bisa ditambahkan kedalam media selektif 
lainnya dengan konsentrasi akhir 25-50 μg/ml. Pembuatan 
larutan stok dapat dilakukan seperti langkah-langkah yang telah 
dijelaskan sebelumnya pada Tabel 2.8. Sebanyak 0,5 ml larutan stok 
ditambahkan ke dalam 1 liter media selektif untuk menghasilkan 
konsentrasi larutan akhir 25 μg/ml, atau menambahkan 1,0 ml 
kedalam 1 liter media selektif untuk menghasilkan konsentrasi akhir 
50 μg/ml. 
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Tabel 2.6 Media Hymexazol 
Jenis antibiotik Larutan Stok

(mg/ml)

Volume antibiotik 
(ml) per 1 liter 

media

Konsentrasi akhir 

(μg/ml)

Benomyl Tidak larut Bubuk 10 mg 10
PCNB Tidak larut Bubuk 25 mg 25

Nystatin 100 0.25 25
Ampicillin 100 5 500
Rifampicin 10 1 10
Hymexazol 50 0.5 25

Tabel 2.7 Media Hymexazol 
Jenis antibiotik Larutan stok

(mg/ml)

Volume antibiotik 
(ml) per 1 liter 

media

Konsentrasi akhir

(μg/ml)

Benomyl Tidak larut Bubuk 5 mg 5
PCNB Tidak larut Bubuk 25 mg 25

Nystatin 100 0.25 25
Ampicillin 100 5 500
Rifampicin 10 1 10
Hymexazol 50 1 50
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3
Deteksi dan isolasi 

Phytophthora dari jaringan 
sakit dan dari tanah 

Spesies Phytophthora diperkirakan menyebabkan 90% busuk 
pangkal batang pohon. Akan tetapi, kurangnya pengetahuan tentang 
cara isolasi Phytophthora menyebabkan hasil deteksi negatif, 
sehingga patogen lain seperti Fusarium, Pythium, Rhizoctonia, 
dan nematoda sering dianggap sebagai penyebab busuk akar dan 
pangkal batang (Tsao 1990). Berbeda dengan spesies Pythium dan 
Fusarium yang umumnya berasosiasi dengan tanaman dan tanah, 
spesies Phytophthora berasosiasi dengan jaringan tanaman sakit 
yang tampaknya menjadi agen tunggal penyebab penyakit. Hal 
ini dikarenakan sebagian besar spesies Phytophthora menyerang 
jaringan aktif atau luka baru pada jaringan. Phytophthora adalah 
patogen utama yang aktif menginfeksi inang, tetapi jika inang telah 
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terserang oleh spesies patogen lain Phytophthora tidak menyerang 
lagi jaringan tersebut. Deteksi dan atau isolasi Phytophthora dari 
jaringan tanaman sakit relatif mudah dan berhasil jika jaringan 
tersebut masih segar dan tanda-tanda infeksi masih baru. Isolasi 
Phytophthora dari jaringan mati relatif sulit karena sebagian besar 
spesies Phytophthora kurang mampu sebagai saprofit dan produksi 
miselium menurun begitu jaringan inang mati. Selain itu, produksi 
spora istirahat (klamidospora) dan spora seksual (oospora) lambat 
berkecambah dan muncul dari jaringan yang sudah mengering. 
Isolasi Phytophthora secara langsung dari tanah relatif sulit, tetapi 
penggunaan teknik umpan meningkatkan frekuensi keberhasilan 
mengisolasi Phytophthora dari tanah yang terinfestasi.

3.1. Seleksi sampel untuk isolasi Phytophthora
Apabila Phytophthora tidak ditemukan dari sampel 

yang diambil dari lapangan kemungkinan karena sampel tidak 
mengandung Phytophthora. Kemungkinan lain adalah penanganan 
dan penyimpanan sampel yang kurang tepat. Sebaiknya isolasi 
Phytophthora dilakukan dengan teknik umpan beberapa kali untuk 
memastikan bahwa Phytophthora benar benar tidak ada di tanah. 
Oleh sebab itu, untuk memperoleh hasil maksimal, sampel tanah 
dan tanaman sakit diambil dari lokasi yang benar benar terinfestasi 
dengan penanganan sampel yang tepat. 

3.2. Isolasi Phytophthora dari jaringan tanaman sakit
Spesies Phytophthora menyerang jaringan tanaman sehat 

seperti jaringan akar. Oleh sebab itu, patogen dapat ditemukan 
meskipun belum menunjukkan gejala. Spesies Phytophthora relatif 
sulit diisolasi dari jaringan yang sudah mati karena telah didominasi 
oleh patogen-patogen sekunder. Pendeknya, kegiatan isolasi 
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Phytophthora pada jaringan mati sulit dilakukan. Teknik umpan 
dan isolasi adalah teknik terbaik melalui pengambilan sampel 
yang berada disekitar tanaman atau pengambilan tanah di dekat 
tanaman mati.

Keberhasilan isolasi Phytophthora dari jaringan tanaman 
sakit ditentukan oleh pemilihan secara cermat jaringan yang baru 
terinfeksi sehingga cara terbaik untuk mendapatkan patogen yaitu 
mengambil jaringan tanaman dari pinggir bercak yang masih aktif. 
Jaringan daun dan batang yang dipilih untuk isolasi idealnya sisi 
bagian yang sakit dan bagian yang sehat. Setelah jaringan dilakukan 
sterilisasi permukaan, segera dipindahkan ke media selektif yang 
sesuai, dan diamati secara teratur untuk memastikan kemunculan 
pertumbuhan hifa yang lambat dan tak bersepta.

Spesies Pythium spp. hampir selalu dijumpai pada pada 
akar, tajuk dan pangkal batang tanaman yang sakit dan sehat 
sehingga Pythium juga berperan sebagai kontaminan. Ada tiga cara 
menghindari kontaminasi Pythium pada media isolasi antara lain 
yaitu:
1.	 Karena pertumbuhan Pythium hanya terbatas pada akar atau 

sekitar pangkal batang sakit (membusuk), dianjurkan untuk 
memilih jaringan tanaman lain,

2.	 Karena pertumbuhan Pythium hanya terbatas pada jaringan 
korteks terluar dari akar, sterilisasi permukaan akar biasanya 
mampu untuk membunuh Pythium atau alternatif lainnya adalah 
dengan memilih pusat akar, 

3.	 Penggunaan Hymexazol akan menghambat sebagian besar 
Pythium kecuali untuk P. irregulare dan P. vexans. Tetapi perlu 
diwaspadai bahwa bahan aktif ini mampu menghambat 
perkembangan beberapa jenis Phytophthora spp., seperti 
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P. cinnamomi, P. citrophthora dan P. palmivora. Jika jenis 
Phytophthora diperkirakan ada di dalam sampel jaringan 
tanaman target, maka penggunaan media selektif dengan atau 
tanpa hymexazol dilakukan secara hati-hati.

3.2.1.	 Persiapan dan sterilisasi permukaan jaringan sakit
Phytophthora yang diperkirakan menginfeksi jaringan akar, 

batang, daun dan batang, direndam atau diapungkan dengan air 
bersih atau air baku atau air suling dengan ketinggian air rendah. 
Jaringan tersebut dibiarkan selama 24-48 jam dalam keadaan terang 
pada suhu 18-25ºC. Kemudian jaringan tanaman tersebut diamati 
untuk memastikan terbentuknya kantung spora. Apabila kantung 
spora telah dihasilkan pada jaringan tanaman, jaringan tanaman 
yang terinfeksi tersebut dipotong ukuran kecil lalu dilakukan 
sterilisasi permukaan sebelum dipindahkan dan ditumbuhkan 
kedalam media selektif.

Buah dapat diisolasi secara mudah dengan memisahkan atau 
memotong kecil kecil bagian terluarnya dan potongan tersebut 
dipindahkan ke dalam media selektif. Isolasi jaringan daun cukup 
dengan dibersihkan permukaannya dan dilakukan sterilisasi 
permukaan dan segera disimpan kedalam media selektif. Sterilisasi 
permukaan jaringan daun dan batang dengan cara mencelupkannya 
kedalam etanol 70% selama 30-60 detik dan dikeringkan diatas kertas 
saring steril sebelum dipindahkan kedalam media selektif. Apabila 
jaringan tanaman yang masih basah dipindahkan ke dalam media 
dapat menyebabkan bakteri kontaminan tumbuh dengan cepat dan 
menekan pertumbuhan Phytophthora. Jaringan batang yang tebal 
(lebar 0,5-1 cm) dapat dicelupkan kedalam etanol 70% selama 10-
30 detik, dan jaringan tersebut dikeringkan cepat beberapa detik 
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dengan menggunakan api (etanol/spiritus). Jaringan yang dipotong 
kedua sisinya yang bergejala diambil dan dipindahkan ke dalam 
media selektif. 

Akar yang sakit memerlukan waktu penyiapan lebih lama. 
Tempatkan akar dalam gelas piala dan bilas dengan air mengalir 
beberapa jam. Proses ini menghilangkan bakteri dan dapat 
merangsang pembentukan sporangia. Setelah pembilasan selesai, 
potong akar ukuran kecil kecil terutama akar yang menunjukkan 
bercak, lalu potongan akar tersebut dilakukan sterilisasi sebelum 
dikeringkan di atas kertas saring steril. Pindahkan dan tanam 
potongan akar tersebut ke dalam media selektif. Salah satu metode 
sterilisasi permukaan jaringan akar dapat dipilih dari dua metode di 
bawah ini: 
•	 Celupkan jaringan akar kedalam etanol 70% (v/v) selama satu 

menit, cuci akar tersebut selama 10-20 detik ke dalam air 
suling steril dan keringkan pada kertas saring steril. Potong akar 
menjadi 0,5 cm panjangnya sebelum dipindahkan dan ditanam 
ke dalam media selektif.

•	 Celupkan jaringan akar kedalam larutan clorox yang sudah 
diencerkan dengan perbandingan 1 : 10 (sodium hypochlorite 
0,5% v/v konsentrasi akhir) selama 30 detik. Bilas akar dengan 
air steril dan keringkan pada kertas saring steril. Potong akar 
menjadi 0,5 cm panjangnya sebelum dipindahkan dan ditanam 
kedalam media selektif.

•	 Sterilisasi permukaan dengan etanol relatif lebih efektif 
menghambat pertumbuhan bakteri kontaminan dalam 
media dan membantu pertumbuhan sebagian besar jenis 
Phytophthora. Potongan akar yang dikeringkan dengan kertas 
steril lalu dipindahkan kedalam media dengan menancapkan 
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atau membenamkan sepertiga bagian sisi akar di permukaan 
agar. Jaringan akar yang dibenamkan ke permukaan agar 
bertujuan untuk terjadinya kontak antara bakteri kontaminan 
dan antibiotik. Terhambatnya bakteri akibat antibiotik mem-
bantu memudahkan Phytophthora tumbuh dengan cepat di 
dalam media agar.  Pada bab 2 dari buku ini dijelaskan berbagai 
jenis media dan antibiotik untuk mengisolasi Phytophthora dari 
jaringan tanaman dan tanah.

3.3.2	Isolasi Phytophthora dari tanaman sakit melalui umpan buah 
kakao (metode Chee dan Foong, 1968)
Phytophthora dapat juga diisolasi dari jaringan tanaman sakit 

melalui teknik umpan. Teknik ini bermanfaat karena (i) teknik ini 
bisa dilakukan sebagai langkah awal isolasi dari lapangan dan (ii) 
tidak memerlukan lagi sterilisasi permukaan jaringan umpan: 
1.	 Lubangi buah kakao muda dan sehat dengan diameter 8 mm dan 

ampasnya dibuang. 
2.	 Masukkan irisan jaringan sakit (1 cm lebar x 2 cm panjang) ke 

dalam lubang tersebut dan dorong pelan-pelan sampai sejajar 
dengan permukaan kulit buah. Boleh juga dengan cara buah 
diiris tipis posisi miring lalu potongan jaringan sakit disisipkan 
seukuran dengan hasil irisan pada buah.

3.	 Balut lubang gorokan atau irisan buah dengan plastik elastis dan 
simpan buah tersebut kedalam suhu kamar.  Sebetulnya satu 
buah kakao bisa sampai 6 lubang gorokan atau irisan.

4.	 Setelah 4-5 hari inokulasi, perubahan warna coklat akan muncul 
pada permukaan buah disekitar bekas lubang atau bekas irisan 
yang mengindikasikan keberadaan Phytophthora. Jika ternyata 
bekas luka lubang Gorokan atau irisan mengalami pembusukan 
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lunak menandakan terkontaminasi oleh cendawan saprofit. 
Mengambil sebagian sisi jaringan sehat dan sebagiannya lagi 
jaringan sakit terluar di sekitar bercak kemudian dilakukan 
sterilisasi permukaan. Apabila mengambil jaringan buah bagian 
dalam, maka tidak memerlukan sterilisasi permukaan. 

5.	 Letakkan potongan tersebut kedalam media selektif atau media 
agar ekstrak tanah (lihat sub-bab 4.3 - tambahkan 15 g agar / 
liter ekstrak tanah sebelum diautoklaf).

Metode ini sudah berhasil mengisolasi P. nicotianae dan juga 
bisa disesuaikan untuk mengisolasi Phytophthora dari tanah (lihat 
sub-bab 3.6).

3.3.	 Isolasi Phytophthora dari tanah 
Cara terbaik untuk melakukan pengambilan sampel tanah 

untuk Phytophthora adalah sebagai berikut: jika memungkinkan, 
sampel harus diambil dari tanah yang lembab, dekat dengan akar 
yang sehat setidaknya 5 cm di bawah permukaan tanah. Permukaan 
tanah sering kering dan terkena suhu tinggi dari matahari, 
menjadikannya tempat yang kurang kondusif bagi Phytophthora. 
Sampel tanah seringkali paling baik diambil selama atau segera 
setelah cuaca basah, yang biasanya meningkatkan Phytophthora 
aktivitas. Pengambilan sampel seringkali paling baik di bawah tepi 
kanopi tanaman / pohon karena pertumbuhan akar lebih kuat 
daripada bagian yang berbatasan langsung dengan batang.

Sampel tanah yang diambil harus ditangani dengan hati-
hati sebab dapat menyebabkan kering jika terpapar suhu tinggi 
(45 °C) sehingga kehilangan viabilitasnya. Oleh sebab itu, saat 
pengambilan sampel tanah dianjurkan untuk menggunakan AC 
kendaran atau kotak pendingin dianjurkan. Tempatkan sampel 
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tanah di dalam kantung plastik dan untuk mencegah kekeringan, 
sampel dimasukkan ke dalam kulkas. Hindari penyimpanan tanah 
pada suhu beku karena Phytophthora. atau kontak langsung dengan 
es. Alternatif penyimpanan dapat dilakukan dengan menambahkan 
beberapa balok es yang dibungkus dengan kertas koran lalu 
disimpan ke dalam kulkas. Untuk penyimpanan sementara cukup 
dengan menempatkan sampel pada kisaran suhu pada 10-15 °C 
dan pastikan sampel tanah lembab (jika mulai mengering cukup 
menambahkan air). Hasil maksimal dapat diperoleh jika sampel 
tanah ditangani dengan cepat selama beberapa hari dan dapat 
disimpan kemudian selama beberapa bulan. Sampel tanah yang 
mengering selama penyimpanan, dapat dilembabkan kembali 
selama 1-7 hari sebelum isolasi dilakukan. Hal ini bisa merangsang 
produksi kantung sporanya dan perkecambahan spora istirahatnya 
atau oosporanya.

3.3.1.	Deteksi dan isolasi Phytophthora melalui umpan dari tanah
Beberapa bagian tanaman dapat digunakan sebagai umpan 

selektif pada jenis Phythophthora target seperti buah, biji-bijian, 
polong biji, bibit, kotiledon, daun, daun muda berbentuk cakram/ 
strip daun, dan kelopak. Tiga hal penting pada teknik umpan ini 
antara lain:
1.	 Masukkan tanah terinfestasi atau jaringan tanaman sakit ke 

dalam lubang gorokan yang dibuat pada permukaan kulit buah 
muda apel, kakao, pir, atau semangka. Untuk lebih rinci, isolasi 
Phytophthora dari tanah menggunakan buah kakao muda dapat 
dilihat pada sub-bab 3.6.

2.	 Tanam benih, bibit atau stek (sudah berakar) di lahan lalu 
dilakukan penyiraman dengan volume air yang banyak untuk 
memicu infeksi.
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3.	 Apungkan atau benamkan sebagian sisi umpan (dari berbagai 
jenis umpan) ke dalam air atau tanah lembab. Metode ini 
banyak digunakan untuk mengisolasi Phytophthora spp. Jaringan 
tanaman sakit dapat dibenamkan/dicampurkan tanah untuk 
memaksimalkan keberhasilan deteksi.

Pemilihan jenis umpan tergantung pada jenis Phytophthora 
yang diduga sebagai penyebab penyakit dan tanaman inangnya. 
Berbagai teknik umpan disajikan pada Tabel 3.1. Untuk lebih detail, 
teknik umpan dengan pengapungan taoge atau buah kakao disajikan 
pada sub-bab 3.5 dan 3.6.

Teknik umpan dengan cara pembenaman bagian sisi umpan 
ke tanah atau pengapungan umpan di tanah perlu memperhatikan 
dengan ketinggian air dengan rasio air / tanah (4: 1 atau lebih). 
Jenis air yang baik untuk melarutkan tanah dan mengapungkan 
umpan adalah air suling, air diionisasi atau air baku bebas dari 
ion klorida atau tembaga. Hindari penggunaan air PDAM atau air 
minum kemasan. Pengenceran tanah juga dapat melarutkan zat 
zat penghambat pertumbuhan Phytophthora yang terkandung di 
dalam tanah sehingga dapat meningkatkan pembentukan kantung 
spora dan spora aktif. Isolasi dari jaringan umpan yang terinfeksi 
harus berasal dari jaringan sehat di sekeliling bercak. Pada kasus 
daun muda seperti daun masih berbentuk cakram/strip daun atau 
kelopak daun, seluruh jaringannya dapat ditempatkan ke dalam 
media isolasi. Untuk lebih lengkapnya dapat dilihat sub-bab 3.2.1

3.4. Pemeliharaan biakan 
Sebagian besar spesies Phytophthora memiliki pertumbuhan 

optimal antara 15-25 °C sehingga pemeliharaan biakan 
Phytophthora harus berada dalam kisaran suhu tersebut. Suhu 
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yang sedikit lebih dingin yang cenderung mendukung Phytophthora 
dan memperlambat pertumbuhan bakteri. Biakan harus dipelihara 
dalam ruangan gelap, apabila menggunakan antibiotik yang sensitive 
terhadap cahaya, cawan petri tempat biakan sebaiknya dibungkus 
dengan plastik hitam atau kertas aluminium foil. Simpan biakan 
Phytophthora pada tempat penyimpanan yang terpisah dari biakan 
lainnya sebab rentan terkontaminasi oleh cendawan dan tungau. 
Idealnya, isolasi Phytophthora dari jaringan sakit dan dari tanah 
dilakukan di laboratorium yang bebas dari penyimpanan biakan 
lain. Hal yang perlu dipahami bahwa propagul Phytophthora akan 
mengalami dormansi dan lambat berkecambah jika bersumber dari 
tanah atau dari jaringan tanaman tua yang terinfeksi. Oleh karena 
itu, dibutuhkan 2-20 hari sebelum koloni miselium muncul di dalam 
isolasi biakan.

Tabel 3.1Teknik-teknik umpan untuk isolasi Phytophthora dari tanah

Jenis B a h a n 
umpan

Cara kerja Pustaka

P. cinnamomi Apel atau 
pir 

Melubangi buah, isi dengan tanah 
yang lembab lalu simpan dengan wa-
dah tertutup dengan suhu 15-27 ºC 
selama 5-10 hari. Ambil spesimen dari 
tepi area bercak sekitar lubang goro-
kan. Cara ini baik untuk banyak jenis 
Phytophthora spp.

(Campbell 
1949) 

Irisan-iri-
san apel 

Rendam irisan irisan apel kedalam 
200 ml air suling yang berisi 25 g 
tanah yang ditambahkan. Pelihara an-
tara 4-10 hari.

(Ger-
rettson-Cornell 
1974) 

Buah 
alpukat

Benamkan separuh buah kedalam 
tanah yang tergenang dan lalu simpan 
pada suhu 20-27ºC selama 2-4 hari.

(Zentmyer et al. 
1960) 

Bibit alpu-
kat

Menanam bibit di tanah basah dan 
pelihara pada suhu 21-27ºC selama 
2-3 hari

(Zentmyer 
1980) 

Daun 
alpukat

Apungkan daun diatas permukaan air 
yang sebelumnya ditambahkan tanah 
selama 4 hari

(Pegg 1977) 
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P. citrophthora Apel, jeruk 
lemon 
dan jeruk 
manis

Sisipkan tanah atau jarring jeruk keda-
lam buah seperti metode Campbell 
(1949) untuk isolasi P. cinnamomi. 
Atau buah jeruk lemon atau jeruk 
orange diletakkan diatas permukaan 
tanah selama 4 hari atau lebih

(Klotz and De-
Wolfe 1958) 

Buah jeruk 
lemon

Benamkan separuh sisi buah kedalam 
150 ml air yang telah ditambahkan se-
belumnya tanah 25 cc. Pelihara pada 
suhu 25ºC selama 6 hari

(Tsao 1960) 

Toge yang 
berkecam-
bah

Lihat Dance et al. (1975) untuk isolasi 
P. cryptogea

P. heveae Buah 
apel, buah 
terong, 
buah kakao

Tidak dijelaskan lebih rinci teknik iso-
lasinya tetapi umpan yang disisipkan 
kedalam buah apel seperti metode 
Campbell (1949), atau umpan bisa 
disisipkan separuh sisinya kedalam 
tanah tergenang seperti pada metode 
Zentmyer et al. (1960) untuk isolasi P. 
cinnamomi.

(Lee and Var-
ghese 1974) 

P. nicotianae Buah apel, 
jeruk lem-
on, atau 
buah jeruk 
orange 

lihat metode Klotz and DeWolfe 
(1958) untuk isolasi P. citrophthora

Daun jeruk Apungkan daun ukuran kecil kedalam 
air ketinggian 1-2 cm diatas tanah 100 
cc dan lalu pelihara pada suhu 22-28 
ºC selama 3-4 hari

(Grimm and Al-
exander 1973) 

Buah 
kakao

Sisipkan tanah atau jaringan sakit 
tanaman karet kedalam buah muda 
seperti pada metode apel Campbell 
(1949). Pelihara pada suhu 26-30 ºC 
selama 4-5 hari

(Chee and 
Foong 1968) 

Buah jeruk 
lemon

Lihat metode Tsao (1960) untuk isolasi 
P. citrophthora

Daun tem-
bakau

Rendam ujung tangkai daun kedalam 
air yang sudah ditambahkan tanah se-
belumnya seperti pada metode Tsao 
(1960) untuk isolasi P. citrophthora

(Jenkins 1962) 
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3.5.	 Umpan Phytophthora dari tanah dengan pengapungan toge
Metode umpan Phytophthora merupakan modifikasi dari Pratt 

dan Heather (1972). Sebagai alternatif, biji kedelai dapat dijadikan 
sebagai bahan taoge untuk teknik pengumpanan terapung. 

Alat dan bahan yang diperlukan dengan metode pengapungan 
taoge ini antara lain; 

- Gelas plastik (225-250 ml) dengan tutup untuk setiap sampel
- taoge
- Vermiculite
- Air suling steril dan tidak steril 

1.	Sterilisasi permukaan biji kedalam alkohol 70% selama 2 
menit, bilas dengan air suling steril kemudian biji direndam 
selama 1 jam kedalam air suling steril. Sebanyak 4 sampai 
5 biji dimasukkan ke dalam gelas plastik tergantung daya 
perkecambahan biji tersebut.

2.	Pra perkecambahan taoge dilakukan dalam vermiculite steril 
yang disimpan pada suhu kamar. Air suling steril diberikan 
dengan meneteskan ke permukaan biji. Perkecambahan 
taoge yang baik untuk umpan sepanjang 2-3 cm atau 
pertumbuhan selama 2 - 3 hari.

3.	Penutup gelas plastik dilubangi sebanyak 5 titik dengan 
masing-masing diameter 5 mm.

4.	Saat taoge sudah berkecambah sempurna, gelas plastik 
dimasukkan lapisan tanah setinggi 3 cm dari dasar gelas 
lalu menambahkan air suling hingga mencapai 1 cm dari 
penutup dan gelas plastik ditutup yang sudah dilubangi 
sebelumnya. Pra kecambah taoge diletakkan di atas 
penutup gelas tersebut dengan membenamkan batang toge 
melalui lubang penutup kedalam air (Gambar 3.1). Untuk 
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memperoleh hasil maksimal, volume air suling dalam gelas 
5-10 kali lebih banyak dari volume tanah. 

5.	Pengamatan umpan pengapungan taoge dilakukan setelah 
2 - 7 hari. Bercak coklat yang muncul pada tunas taoge 
dilakukan sterilisasi permukaan dan ditumbuhkan ke dalam 
media selektif. Munculnya busuk lunak pada taoge dapat 
diasosiasikan dengan busuk Phytophthora.

Gambar 3.1. Metode umpan taoge yang diapungkan. 
Phytophthora bisa dipancing keluar dari tanah yang larut 

dalam air suling dengan pengapungan taoge

3.6.	 Umpan Phytophthora dari tanah menggunakan buah 
kakao (Metode Chee dan Foong 1968)
Metode umpan Phytophthora dengan buah kakao khusus 

digunakan untuk mengisolasi jenis P. palmivora dan P. meadii dari 
tanah.
1.	 Buah kakao muda dipotong dengan diameter 2 cm pada 

jaringan buah yang masih berwarna hijau (masih mentah)hingga 
menyisakan lubang pada permukaan buah.
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2.	 Memasukkan tanah yang sudah dilembabkan kedalam lubang 
sisi buah kakao sampai penuh.

3.	 Menutup lubang pada sisi buah dengan kantung plastik dan 
menyimpan buah tersebut pada suhu ruang. Satu buah kakao 
dapat dilubangi sebanyak 6 sisi untuk diisi sampel tanah 

4.	 Setelah 4-5 hari inokulasi sampel tanah kedalam buah, 
buah mengalami perubahan warna coklat disekitar lubang. 
Pembusukan buah secara cepat menandakan adanya infeksi 
Phytophthora, tetapi jika buah membusuk lunak menandakan 
infeksi oleh patogen sekunder atau saprofit. Untuk memastikan 
maka beberapa jaringan sehat di permukaan buah sekitar bercak 
pada lubang inokulasi diambil untuk diperiksa. Jika jaringan 
diambil dari dalam lubang gorokan, sterilisasi permukaan tidak 
diperlukan. 

5.	 Potongan jaringan buah tersebut ditanam kedalam media selektif 
atau agar-agar ekstrak tanah (bagian 4.3) dengan menambahkan 
15 g agar-agar per liter ekstrak tanah sebelum diautoklaf.

3.7. Pemeliharaan dan penyimpanan Phytophthora

3.7.1. Media biakan
Sebagian besar jenis Phytophthora dapat tumbuh baik pada 

berbagai media seperti media jus V8. Pemeliharaan Phytophthora 
sebaiknya berada pada suhu 15-25 °C di dalam inkubator tanpa 
cahaya. Phytophthora dalam media biakan harus diremajakan setiap 
dua hingga empat minggu sekali untuk mempertahankan vigornya. 
Untuk tujuan penyimpanan jangka panjang, penyimpanan kedalam 
air steril disarankan (seperti di bawah).

Patogenisitas biakan Phytophthora akan menurun setelah 
disimpan dalam waktu lama di dalam media pemeliharaan. 
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Tetapi patogenisitas biakan Phytophthora dapat dibangkitkan 
dengan menginfeksikan ke tanaman inang. Alternatif lain adalah 
biakan disimpan kedalam nitrogen cair (seperti di bawah) untuk 
menghindari hilangnya atau berkurangnya patogenisitas dan 
agresivitas biakan Phytophthora.

3.7.2. Pemeliharaan dengan air steril untuk menyimpan lama 
biakan

Strain Phytophthora dipelihara sebagai koleksi biakan dengan 
dua alasan utama yaitu (i) memberikan gambaran informasi 
terkait strain Phytophthora untuk keperluan penelitian meliputi 
patogenisitas, virulensi, sistem reproduksi, dan sebagainya, serta (ii) 
sebagai sumber DNA untuk kajian keragaman genetik dan evolusi. 
Biakan Phytophthora dapat disimpan dengan dua cara yaitu kedalam 
air steril dan nitrogen cair.

Untuk penyimpanan biakan Phytophthora ke dalam media 
air steril, diperlukan langkah langkah antara lain memotong kecil 
kecil persegi 8-10 buah dari biakan yang masih tumbuh aktif, dan 
meletakkannya ke dalam botol gelas yang berisi air suling yang telah 
disterilkan sebelumnya. Penutup botol gelas dikencangkan selama 
penyimpanan dan botol gelas tersebut disimpan pada suhu ruang 
dalam ruang gelap. Sebagian besar dari jenis Phytophthora dapat 
disimpan dengan metode ini tetapi perlu diingat bahwa isolat akan 
kehilangan patogenisitas dan agresivitas selama penyimpanan dan 
tidak dapat digunakan lagi untuk penelitian setelah penyimpanan 
yang lama. Idealnya, biakan harus diremajakan setiap setahun atau 
dua tahun sekali. Beberapa jenis Phytophthora dapat dirangsang 
pembentukan spora jantan dan betinanya dalam satu indukan 
(homothallic species) dengan menambahkan biji kedelai atau 
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jagung terlebih dahulu ke dalam media pemeliharan biakan sebelum 
penambahan air suling steril.

3.7.3.  Pemeliharaan dengan nitrogen cair untuk menyimpan lama 
biakan 

Pemeliharaan biakan pada tabung reaksi steril tahan 
tekanan yang disimpan ke dalam nitrogen cair suhu -196 °C 
adalah cara tepat untuk penyimpanan jangka lama sebagian besar 
Phytophthora. Dengan nitrogen cair, biakan dapat dipertahankan 
kemurnian struktur DNAnya tanpa adanya perubahan patogenisitas 
atau agresivitasnya. Keuntungan lain dari metode ini adalah lebih 
efektif dan efisien karena hanya memerlukan pasokan nitrogen cair 
saja. Pihak laboratorium dapat bekerjasama dengan perusahaan 
pemasok nitrogen cair setiap dua minggu sekali dengan biaya 
murah seperti di lab kami. Kelemahan dengan nitrogen cair adalah 
biaya pemasangan instalasi dan pemeliharaan fasilitas relatif mahal 
dibandingkan dengan penyimpanan dengan air steril. Kemudian, 
penyimpanan dengan nitrogen cair cocok untuk biakan skala besar 
dan laboratorium yang khusus memiliki akses murah pemasok 
nitrogen cair secara berkelanjutan. 

3.7.4. Petunjuk penyimpanan dengan nitrogen cair 
Sebelum disimpan ke dalam nitrogen cair, biakan terlebih 

dahulu disimpan ke dalam tabung reaksi steril tahan tekanan 
nitrogen cair untuk melindungi biakan pada proses pembekuaan. 
Kami biasanya menggunakan campuran larutan 5% DMSO dan 
5% gliserol sebagai pelindung biakan dalam proses penyimpanan 
(cryoprotectant). Salah satu kunci keberhasilan pemeliharaan 
Phytophthora dengan bahan pelindung biakan (cryopreservation) 
adalah perlambatan pembekuan yaitu penurun suhu secara 
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perlahan-lahan 1 °C per menit hingga mencapai suhu -40 °C. Sebab 
jika penyimpanan dengan sistem pembekuan cepat dapat merusak 
membran sel yang berdampak buruk pada pertumbuhan biakan. 
Perlambatan pembekuan dapat dihasilkan dengan menggunakan 
instrumen khusus untuk pendingin terkontrol atau menempatkan 
tabung reaksi atau botol gelas tahan tekanan bersama dengan bahan 
pelindung biakan (cryoprotectant) kedalam kardus styrofoam.  Kardus 
styrofoam disimpan semalam kedalam lemari beku suhu -70 °C. 
Lapisan kedap udara dari kardus styrofoam membantu perlambatan 
pendinginan hingga suhu mencapai -70 °C. Biakan yang disimpan 
didalam lemari beku suhu -70 °C dipindahkan kedalam tabung 
nitrogen cair. Sebaiknya biakan yang disimpan ke dalam nitrogen 
cair adalah biakan yang dipelihara pada media rendah nutrisi untuk 
memacu pembentukan spora. Potongan agar berbentuk cakram 
yang ditumbuhi oleh miselium dan spora dituang kedalam tabung 
reaksi atau botol gelas dan disimpan kedalam nitrogen cair. Jenis P. 
infestans dan P. palmivora mampu memproduksi spora yang cepat 
dan melimpah sehingga memerlukan tambahan wadah botol gelas. 
Kemudian tambahkan larutan pelindung biakan dengan konsentrasi 
rendah sehingga kepadatan spora dapat diencerkan. Kantung spora 
juga dapat dipanen dari jaringan tanaman lalu disimpan secara 
langsung ke dalam nitrogen cair. Tetapi, penting untuk dicatat 
bahwa kantung spora yang ada di dalam botol tersebut harus 
diinfeksikan ulang ke jaringan tanaman setelah disimpan lama  di 
dalam nitrogen cair. Peremajaaan dilakukan karena kemungkinan 
gelas penyimpanan sudah terkontaminasi dengan bakteri. 

Pencairan setelah penyimpanan adalah fase yang kritis 
dan tabung plastik (vial) atau botol gelas tahan tekanan dapat 
dikeluarkan dari silinder nitrogen cair untuk disimpan pada suhu 
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ruang. Biakan dalam botol tersebut didiamkan selama 10-20 menit 
dahulu sebelum mengambil satu potongan agar biakan untuk 
dipindahkan ke dalam cawan petri yang berisi media biakan baru. 
Kemudian dorong potongan agar tersebut untuk mengencerkan 
bahan pelindung penyimpanan (cryoprotectant). Atau, potongan 
agar tersebut bisa dikeringkan terlebih dahulu diatas kertas saring 
steril untuk menghilangkan kandungan bahan pelindungnya. Kertas 
saring akan meresapkan bahan tersebut keluar atau memisahkan 
dari biakan. Teknik ini akan memulihkan biakan yang relatif cepat 
tetapi kantung-kantung spora pada media agar sebagian juga 
akan hilang. Satu cawan petri berisi media bisa memuat sampai 3 
potongan agar per tabung reaksi. Setelah tabung reaksi dipindahkan 
potongan agarnya kedalam cawan petri baru, tabung tersebut 
dibuang sehingga sangat penting untuk menggandakan biakan di 
penyimpanan untuk menghindari hal yang tidak diinginkan.

Beberapa teknik penyimpanan jenis Phytophthora lebih 
baik daripada dengan nitrogen cair. Metode cryoprotectants 
dan pembekuan baik digunakan sebagai penyimpanan untuk 
menghasilkan spora yang melimpah khususnya jenis P. infestans 
dan P. palmivora. Penyimpanan biakan dengan nitrogen cair kurang 
bagus untuk jenis P. cinnamomi karena selain pembentukan spora 
yang rendah, tingkat pemulihan dan perlambatan pemulihan biakan 
yang sangat rendah pula.
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4
Identifikasi spesies 

Phytophthora

Banyak spesies Phytophthora dapat diidentifikasi dengan 
mudah. Akan tetapi, karena perbedaan morfologi diantara beberapa 
spesies sedikit dan beragam, klasifikasi pada tingkat spesies relative 
sulit dilakukansecara akurat. Identifikasi Phytophthora berdasarkan 
kunci taksonomi yang dikembangkan oleh Waterhouse (1963) dan 
Stamps et al. (1990) adalah pedoman utama untuk identifikasi jenis 
Phytophthora, meliputi: karakteristik morfologi kantung spora; 
morfologi struktur seksual jantan (antheridia) dan betina (oogonia) 
dan oospora-nya; ada tidaknya pembentukan spora istirahat 
(klamidiospora); dan morfologi hifa. Pada sub-bab 4.7. dijelaskan 
mengenai istilah-istilah yang digunakan untuk menggambarkan 
morfologi Phytophthora . Pada bagian ini, dijelaskan metodologi 
singkat identifikasi beberapa jenis Phytophthora yang umum 
ditemukan di daerah-daerah tropis dan metode ini menjadi rujukan 
utama untuk identifikasi awal jenis Phytophthora.
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Banyak percobaan percobaan menunjukkan bahwa jenis 
Phytophthora yang diisolasi dari jaringan sakit atau tanah yang 
terinfestasi dapat dirinci lebih jauh berdasarkan inang, tempat 
dimana Phytophthora diisolasi. Tabel 4.1 memberikan informasi 
jenis Phytophthora yang ditemukan di Asia Tenggara beserta 
inangnya.

Tabel 4.1. Jenis Phytophthora umumnya ditemukan di Asia Tenggara

Jenis Phytoph-
thora

Inang Gejala penyakit yang ditimbulkan

P. capsici Luas meliputi jenis 
cabai (Capsicum), lada 
hitam (Piper nigrum), 
kakao-Theobroma cacao, 
kacang Macadamia, karet 
(Hevea), papaya-Carica 
papaya 

Hawar daun dan busuk akar dan tunas 
cabai Capsicum

Busuk buah dan akar cucurbits (melon, 
timun, labu) 

Hawar daun, Bunga dan polong kacang 
macadamia 

Busuk pangkal akar lada hitam

P. cinnamomi Sangat luas (> 1000 
species) meliputi alpukat 
(Persea), nanas dan 
kacang macadamia

Busuk akar nanas 

Hawar daun dan kanker tangkai/
cabang macadamia

Busuk akar alpukat

P. citrophthora Beberapa pohon 
buah-buahan, pohon 
karet, alpukat dan kakao 

Busuk tunas,batang berlendir (gummo-
sis), busuk akar disertai dengan keluar 
lendir dan busuk coklat pohon jeruk 

Layu kecamba bibit jeruk 

P. colocasiae Umumnya talas, um-
bi-umbian, gabi (Colo-
casia esculenta) juga 
ditemukan pada tanaman 
talas yam (Alocasia spp.), 
dan tanaman sirih-betel 
(Piper betle)

Hawar daun talas

Hawar daun, busuk umbi dan kanker 
batang banyak jenis keladi
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P. heveae Karet. Alpukat, mangga, 
kakao dan kelapa (Cocos 
nucifera)

Busuk buah dan bercak bergaris pohon 
karet

Busuk tunas dan gugur buah kelapa 

Kanker tangkai alpukat 

Busuk buah kakao 

P.  infestans Inang utamanya adalah 
jenis Solanum 

Hawar daun dan batang pada kentang 
dan tomat 

P. nicotianae Luas meliputi alpukat, 
lada hitam, tanaman 
sirih, kelapa, jeruk, mac-
adamia, papaya, nenas, 
karet, talas dan tembakau 

Pembuluh batang hitam pada tem-
bakau (Black shank) 

Busuk coklat, busuk pangkal batang, 
batang berlendir dan busuk akar po-
hon jeruk

Busuk bongkol nenas 

Busuk pangkal batang dan hawar ka-
cang macadamia

P. palmivora Luas meliputi alpukat, 
lada hitam, tanaman 
sirih, kakao, jeruk, 
kelapa, macadamia, jenis 
palem-paleman, pepaya, 
nanas, karet, talas, dan 
tembakau 

Buah hitam, kanker batang dan layu 
pucuk kakao 

Busuk akar dan buah pepaya

Busuk bongkol dan gugur prematur 
buah kelapa dan palem-paleman

Kanker batok kulit durian 

Bercak hitam bergaris, kanker batok, 
busuk buah muda, gugur daun abnor-
mal dan hawar pucuk pohon karet 

Busuk pangkal akar lada hitam 

4.1. Biakan
Biakan yang digunakan untuk identifikasi jenis Phytophthora 

sebaiknya berasal dari ujung hifanya, atau perkecambahan tunggal 
pada spora aktifnya, kantung sporanya atau spora seksualnya 
(oospora). Penting untuk dicatat bahwa sebagian besar jenis 
Phytophthora tidak menghasilkan spora dan membentuk propagul 
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dalam media selektif untuk tujuan identifikasi. Oleh sebab itu, pada 
jenis Phytophthora yang diamati, biakan harus dipelihara pada suhu 
optimum pada media alami seperti media jus V8 (lihat bagian 2.1), 
media agar wortel atau agar kacang Lima (lihat bagian 4.8.3). Untuk 
mengidentifikasi isolat Phytophthora ke tingkat spesiesnya, produksi 
struktur aseksual dan seksual sangat membantu dalam identifikasi 
tingkat spesies. Selain itu, karakteristik miselium, terbentuknya 
spora istirahat pada media biakan juga dapat membantu proses 
identifikasi. Teknik untuk menghasilkan struktur aseksual dan 
seksual disajikan pada bagian 4.3 - 4.5.

4.2. Karakter morfologi 
Ada beberapa sejumlah karakter morfologi yang menjadi dasar 

identifikasi jenis Phytophthora antara lain yaitu bentuk kantung 
spora, tonjolan, dan macam-macam pemisahan kantung spora 
dengan tangkainya (caducity); morfologi tangkai kantung spora; 
pembentukan spora istirahat (klamidiospora) dan pembengkakan 
hifa; sisipan spora jantan, dan pembentukan reproduksi seksual 
yang seragam atau beragam.

4.3. Kantung spora 
Proses pembentukan spora pada media tumbuh untuk 

Phytophthora menjadi salah satu penanda identifikasi spesiesnya. 
Beberapa karakter penting yang perlu diamati antara lain adalah;
w	 Morfologi kantung spora (bentuk, ukuran, rasio panjang: lebar) 

(Gambar 4.1)
w	Tonjolan (Papillation) pada kantung spora (Gambar 4.2)
w	 Caducity (retakan kantung spora saat matang)
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w	Panjang tangkai pada kantung spora
w	Perbanyakan kantung spora (produksi kantung spora baru di 

dalam kantung spora yang telah berkecambah secara langsung)
w	Percabangan tangkai tangkai kantung spora dimana kantung 

spora terbentuk (Gambar 4.3)
		

Gambar 4.1 Bentuk-bentuk kantung spora

Gambar 4.2. Jenis-jenis tonjolan di ujung kantung spora
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Gambar 4.3. Morfologi tangkai kantung spora (sporangiofor). 
Kantung spora dengan tangkai pendek menempel tersusun 

selang seling keatas dalam satu cabang utama 
(simple Sympodium)  (kiri). Kantung spora tersusun 

selang seling keatas dengan tangkai panjang  menempel 
pada cabang utama (Compound sympodia) (tengah). 

Tangkai kantung spora panjang menempel secara 
berkelompok pada cabang utama  
(Umbellate sympodium) (kanan).

Tidak semua spesies Phytophthora dapat menghasilkan 
kantung kantung spora yang siap ditanam di permukaan media padat 
(agar). Ada beberapa jenis Phytophthora ditumbuhkan terlebih 
dahulu ke dalam air, larutan garam mineral, atau air ekstrak tanah 
untuk menghasilkan kantung-kantung spora. Selama pemeliharaan 
Phytophthora, penggunaan lampu sangat penting menentukan 
keberhasilan produksi kantung-kantung spora (Schmitthenner dan 
Bhat 1994). Tabel 4.2 Panduan secara umum jenis Phytophthora 
yang dapat menghasilkan kantung pada media padat (agar).

Tabel 4.2. Produksi kantung spora pada media padat dan cair 
Kantung spora yang dihasilkan pada 

media agar (padat)
Kantung spora yang dihasilkan pada 

media cair 
P. capsici P. cambivora
P. heveae P. cinnamomi
P. megakarya P. citricola
P. nicotianae P. cryptogea
P. palmivora P. drechsleri
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4.3.1.	Induksi kantung spora kedalam media cair 

Air suling 
Memotong 0,5 cm2 agar dari tepi koloni miselium yang 

sebelumnya telah ditumbuhkan dengan media agar jus V8 atau 
media agar wortel. Koloni miselium yang baik yaitu berusia 2-4 hari. 
Koloni tersebut dipelihara kedalam air suling yang dangkal (atau air 
kolam atau air larutan garam atau air ekstrak Tanah) yang disimpan 
di cawan petri suhu antara 22-24 °C. Selama pemeliharaan koloni 
miselium, penggunaan lampu jenis fluorescent siang dan malam 
sangat dianjurkan. Beberapa spesies Phytophthora menghasilkan 
kantung-kantung spora minimal 12 jam setelah pemeliharaan dan 
umumnya 1-2 hari.

Air kolam
Beberapa spesies Phytophthora menghasilkan kantung-

kantung spora saat potongan agar persegi dengan koloni miselium 
dipindahkan dari media agar kacang lima kedalam air kolam atau 
air mengalir. Pemeliharaan koloni miselium mengikuti metode air 
suling.

Perendaman dan pembilasan dengan air garam 
Metode pembilasan dengan air garam bermanfaat untuk 

biakan P. cinnamomi.
1.	 Tumbuhkan koloni biakan pada agar kacang Lima (1,5%), dan 

pindahkan potongan agar biakan 0,5 cm persegi dari tepi koloni 
kedalam 25 ml media kaldu kacang Lima. Pemisahan koloni dari 
agar sangat dianjurkan sebelum koloni dipindahkan kedalam 
media cair baru tersebut. 
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2.	 Setelah 40-48 jam, media biakan cair dibuang dan digantikan 
dengan 25 ml media larutan Garam Chen-Zentmyer (lihat bagian 
4.8).

3.	 Satu jam kemudian, biakan dipindahkan lagi kedalam media 
larutan garam baru

4.	  Ulangi sebanyak tiga kali.
5.	 Simpan pada ruangan terang setelah pembilasan akhir dengan 

larutan garam. Kantung spora akan berkembang setelah 5-10 
jam.

 
Ekstrak Tanah
1.	 Campurkan 10 g tanah kedalam 1 liter air suling.
2.	 Saring menggunakan kertas saring.
3.	 Ekstrak tanah diautoklaf. Penggunaan autoklaf tidak dianjurkan 

apabila patogennya adalah P. cinnamomi.
4.	 Simpan potongan agar biakan seperti metode air suling.

4.4.	Spora istirahat dan pembengkakan hifa
Klamidospora adalah spora berdinding tebal yang berfungsi 

sebagai spora istirahat. Spora istirahat ini dapat terbentuk 
dari pengapitan hifa (intercalary) atau hanya di ujung hifa saja 
(terminal). Terdapat perbedaan karakteristik pembengkakan hifa 
yang berdinding tebal dan dibatasi oleh sekat (septa). Tidak ada 
perbedaan morfologi antara keduanya, sehingga tidak dapat 
dijadikan sebagai pedoman identifikasi. Tetapi, secara khusus 
pembengkakan hifa dapat dijumpai pada P. palmivora, tetapi 
tidak pada P. heveae sehingga karakteristik hifa ini bisa membantu 
membedakan spesies antara keduanya. Spora istirahat umumnya 
diproduksi dengan mudah pada biakan agar dan biakan cair. 
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4.5.Struktur seksual 

Produksi spora seksual, organ seksual jantan dan betina dan uji 
reproduksi pada perkawinan silang 

Sekitar setengah dari spesies Phytophthora adalah kawin 
dalam satu spesies. Oogonia, spora jantan dan betina dihasilkan 
dalam biakan tunggal. Selebihnya adalah kawin silang, dengan 
dua tipe kawin, A1 dan A2. Phytophthora dengan tipe kawin silang 
menghasilkan gamet betina dan gamet jantan jika hanya ada isolat 
berbeda tipe kawin yang berada dalam satu biakan sama. Untuk 
identifikasi di tingkat spesies, menentukan biakan yang berisi jenis 
Phytophthora yang tipe kawin spesies yang sama atau spesies yang 
berbeda (kawin silang), dan posisi jantan yang menempel di sisi 
bagian bawah tangkai oogonianya (amphigynous) atau disamping 
tangkai sebelah tangkai oogonianya (paragynous) (lihat Gambar 
4.4). tipe kawin isolate yang diuji diperoleh dari biakan yang baik. 
Silakan menghubungi kami untuk informasi lebih lanjut tentang 
isolat uji dari spesies Phytophthora yang berbeda bisa diperoleh.

Sejumlah media biakan cocok untuk menguji tipe kawin jenis 
Phytophthora seperti media agar tepung jagung, agar wortel dan agar 
kacang Lima. Sebagian besar spesies Phytophthora menghasilkan 
spora seksual (oospora) dalam biakan tetapi beberapa diantaranya 
memerlukan media khusus yang mengandung zat aditif seperti 
sterol untuk merangsang pembentukan oospora. Secara umum 
yang terbaik adalah mulai dengan agar wortel yang bisa dihasilkan 
oospora pada sebagian besar spesies Phytophthora. Tempatkan 0,5 
cm2 potongan agar dengan isolat yang belum diketahui pada salah 
satu sisi cawan petri. Selanjutnya tempatkan juga potongan agar 
dari isolat uji A1 atau A2 yang diketahui berlawanan arah dengan 
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isolat sebelumnya. Simpan cawan petri di dalam ruang gelap pada 
suhu optimal. Setelah 7 sampai 14 hari, oospora terbentuk diantara 
dua koloni uji jika kedua isolat memiliki tipe kawin yang berbeda.

				  

Gambar 4.4 Tempelan organ sel jantan pada sel betina

4.6. Perbedaan antara Pythium dan Phytophthora
Phytophthora dan Pythium termasuk kedalam Famili 

Pythiaceae sehingga kedua genus tersebut memiliki hubungan 
dekat. Perbedaan antara keduanya berdasarkan produksi spora 
aktif (zoospora), kantung spora dan organ seksual jantan.
1.	 Spora aktif. Spesies Phytophthora menghasilkan spora aktif di 

dalam kantung spora (sporangium) sedangkan spesies Pythium, 
spora aktif berkembang di dalam rongga (vesicle) yang terdapat 
pada kantung spora (Gambar 4.5). Hal yang paling mendasar 
membedakan antara Pythium dan Phytophthora. Oleh sebab itu, 
pada poin 2 dan 3 di bawah hanya sebagai informasi tambahan. 

2.	 Kantung spora. Kantung spora pada Phytophthora selalu di 
ujung hifa dan biasanya berbentuk bulat telur (ovoid) atau bulat 
balon (obpyriform) sedangkan kantung spora yang dihasilkan 
oleh Pythium bentuknya bulat sempurna (globulosa), bentuk 
bersusun tiga (lobate), atau berbentuk serabut dan berselang 
seling.

Bentuk spora seksual (oospora) 
muda dengan tempelan sel jantan 

dari sisi samping

Bentuk spora seksual dewasa 
dengan dengan tempelan 

sel jantan dari bawah
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3.	 Organ seksual jantan. Sel jantan (antheridia) pada Pythium adalah 
paragynous yang bisa menempel pada sisi samping mana saja 
dari sel betina (oogonium) sedangkan pada Phytophthora, sel 
jantan hanya menempel pada sisi bagian bawah dari sel betina. 
Selain itu, pada beberapa spesies Pythium, banyak sel jantan bisa 
menempel pada satu sel betina.

Gambar 4.5. Pembentukan rongga pada Pythium. 
Sebuah rongga (vesicle: ˈvesək(ə)l) terbentuk dari kantung satu spora 

(sporangium) dan spora aktifnya (zoospora) dihasilkan di dalam rongga 
tersebut (vesicle). Spesies Phytophthora tidak memiliki rongga 

pada kantung sporanya. 

4.7. Daftar istilah-istilah

Istilah 
(penyebutan)

arti

Amphigynous 
(amfigines)

:
Organ seksual betina tumbuh melalui organ seksual jantan sehing-
ga organ seksual jantan dikelilingi oleh tangkai organ seksual betina 

anteridium : Organ seksual jantan atau gametangium (ˌɡaməˈtanjēəm)

caducous 
(kəˈd(y)
o ͞okəs)

: kantung spora yang terpisah dari tangkainya

klamidiospora :

Spora istirahat yang dipisahkan dari miselium oleh satu sekat, bisa 
juga dipisahkan dari ujung hifa (terminal) atau diantara hifa (inter-
calary) dengan dinding tebal. Spora istirahat bertahan waktu lama 
dalam tanah 
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heterothallic 
(heterothalik)  

:
tipe reproduksi seksual melibatkan perkawinan silang dari jenis lain 
yang berbeda tipe perkawinan seksual A1 dan A2

homothallic 
(homothalik)

:
tipe reproduksi seksual dengan perkawinan sendiri (hanya memer-
lukan satu sel jantan dan betina)

Oogonium
:

organ seksual betina (gametangium) dimana oospore terbentuk 
setelah kawin dengan organ seksual jantan (antheridium)

oospora 
:

spora yang berdinding tebal atau zigot (ˈzīˌɡōt) yang terbentuk 
dalam kantung spora atau oogonium (ˌōəˈɡōnēəm) sebagai hasil 
perkawinan antara organ jantan dan betina.

papila 
: Tonjolan pada pinggir atas kantung spora

paragynous 
(parajinēs)

:
Organ seksual jantan tersisip pada sisi organ seksual betina yang 
dikarakteristikan kedalam groups I, III dan V

pedisel 
:

tangkai menghubungkan kantung spora dengan tangkai kantong 
spora lain

sporangiofor :
tangkai pada kantung spora dihasilkan yang bisa tunggal atau per-
cabangan

Sporangio-
spora 

:
Spora aktif yang dilengkapi dengan sepasang kaki gerak (ˌfləˈjeləm) 
terbentuk setelah perkecambahan kantung spora yang juga disebut 
sebagai zoospora 

sporangium : Kantung spora dimana spora aktif dihasilkan
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4.8. Media biakan 
4.8.1. Agar wortel 

1.	 Bilas 200 g wortel dan iris tipis 
2.	 Didihkan wortel kedalam 500 ml air suling atau air diionisasi,
3.	 Blender wortel panas tersebut dengan putaran maksimum 

selama 40 detik,
4.	 Remas, aduk dan tapis dengan 4 kali penyaringan tipis, 
5.	 Buatkan suspensi 1 liter dengan air suling, 
6.	 Tambahkan 15 g agar dan didihkan kembali 
7.	 Tuang kedalam cawan petri 40-50 buah dengan lapisan 

agar yang tipis untuk memudahkan pengamatan di bawah 
mikroskop. 

4.8.2.  Agar kaldu kacang Lima 
1.	 Tuang 50 g kacang lima yang sebelumnya dibekukan di 

dalam 1 liter air suling atau air diionisasi selama 15 menit 
2.	 Kaldu kacang lima disaring dan ditambah hingga menjadi 1 

liter larutan stok. Tambahkan 15 g agar dan didihkan. 
3.	 Untuk kaldu kacang lima, jangan menambahkan agar 

sebelum dipanaskan. Simpan di dalam ruangan tertutup 
tanpa cahaya 

4.8.3.  Agar ekstrak kacang 
1.	 Tuang kacang 285 g kacang lima yang sebelumnya dibekukan 

kedalam 1 liter air suling dan air diionisasi selama 15 menit. 
2.	 Air kaldunya disaring dan cukupkan menjadi 1 liter larutan 

stok. Tambahkan 15 g agar dan didihkan. 
3.	 Kaldu dibuat dengan tidak menambahkan agar sebelum 

dididihkan. Simpan dalam ruangan gelap
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4.	 Media biakan ini cocok untuk merangsang pembentukan 
kantung spora P. capsici, P. erythroseptica, P. heveae dan P. 
infestans.

4.8.4.  Larutan garam Chen dan Zentmyer (1970)
Encerkan bahan bahan berikut kedalam 1 liter air suling 
Calcium carbonate Ca(NO3)2:		  1,64 g
Potassium nitrate KNO3:		  0,05 g
Magnesium sulphate MgSO4		  0,48 g

Tambahkan 1 ml bubuk besi seperti bahan dibawah ini, dan 
ukur sampai pH 7.0.

Chelated iron dibuat dari pengenceran bahan bahan dibawah 
ini kedalam air suling dan buat 1 liter larutan:

Ethylenediaminetetra-acetic acid (EDTA)	 13,05 g
Potassium hydroxide	 (KOH)			   7,5 g
Ferrous sulphate	 (FeSO4)		 24,9 g
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5
Uji inokulasi Phytophthora 

ke jaringan tanaman 

Setelah Phytophthora diisolasi dari jaringan sakit, ditumbuhkan 
kedalam biakan murni lalu diidentifikasi pada tingkat spesies karena 
penelitian lebih lanjut tentang gejala penyakit sering melibatkan 
inokulasi tanaman inang. Beberapa alasan untuk menginokulasi 
tanaman inang antara lain sebagai berikut: 
w	 Menentukan patogenisitas atau kemampuan menyebabkan 

penyakit dari Phytophthora tertentu pada inang. Hal terpenting 
adalah Phytophthora belum pernah berasosiasi dengan inang 
sebelumnya. Sehingga dengan postulat Koch sangat penting 
untuk membuktikan bahwa strain Phytophthora tersebut yang 
menyebabkan gejala penyakit sehingga keberadaannya dapat 
diisolasi dari inangnya lagi.

w	Menentukan agresivitas isolat Phytophthora. Uji inokulasi 
Phytophthora ke jaringan tanaman inang bertujuan untuk 
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menentukan apakah isolat berbeda dari spesies yang sama atau 
isolat berbeda spesies menyebabkan tingkat penyakit yang sama 
pada inang lain.

w	 Menentukan virulensi isolat Phytophthora. Uji virulensi ini 
bertujuan untuk membedakan strain-strain Phytophthora 
dari spesies yang sama yang mampu meruntuhkan gen-gen 
ketahanan tanaman inang. Uji ini biasanya dilakukan pada inang-
inang spesifik dari Phytophthora seperti P. sojae, P. infestans, P. 
vignae dll.

w	 Skrining plasma nutfah untuk ketahanan inang terhadap penyakit 
menggunakan strain atau spesies Phytophthora tertentu.

Banyak cara uji inokulasi Phytophthora ke jaringan tanaman 
tergantung pada jenis Phytophthora, jenis tanaman inang yang 
terlibat dan tingkat pertumbuhan dan perkembangan tanaman 
inang. Berikut ini secara umum teknik yang sering digunakan:

1.	 Inokulasi kantung spora kedalam jaringan daun atau buah.
2.	Sisipkan miselium ke dalam batang bibit muda.
3.	Sisipkan potongan agar dengan biakan (miselium) kedalam 

lubang pada batang pohon 
4.	 Inokulasi tanah dan penanaman tanaman muda ke dalam 

tanah yang terinfestasi. 
Metode inokulasi Phytophthora kedalam jaringan inang yang 

disebutkan dibawah sebagai langkah awal. Pada setiap kombinasi 
antara inang dan Phytophthora tertentu, Disarankan menggunakan 
referensi protokol dan prosedur yang lebih rinci dan spesifik.



63
Buku Terjemahan     

Panduan Praktis Deteksi dan Identifikasi Jenis  Phytophthora

5.1.  Inokulasi kantung spora ke jaringan daun atau buah 
Uji inokulasi kantung spora bertujuan untuk melihat ketahan-

an inang terhadap perbedaan-perbedaan strain dari satu spesies 
Phytophthora. Uji ini secara umum dilakukan pada strain penyebab 
penyakit daun, seperti P. infestans pada kentang dan tomat; P. 
colocasiae pada talas dan P. palmivora pada daun durian. Spora 
Phytophthora bisa diperoleh dari bercak dari jaringan inang yang 
diinokulasi, atau dari media biakan dengan membilas air suling 
dan memanen spora beberapa jam setelah pembilasan. Sebagai 
panduan umum, 10-50 µL air suling yang mengandung 104 kantung 
spora/mL diteteskan di atas permukaan daun secara terpisah. Untuk 
memperoleh hasil maksimal, sebaiknya daun yang digunakan adalah 
daun muda, kemudian disimpan di dalam talang yang lembab untuk 
membantu perkembangan penyakit. Hindari kondisi talang terlalu 
basah sebab memicu busuk lain. 

Daun tersebut ditempatkan di atas permukaan media agar atau 
dimasukkan ke dalam busa agar tidak mengering. Cara lain adalah 
menempatkan daun di atas kain kasa terlebih dahulu dan kemudian 
di bawahnya kertas saring basah. Talang tempat daun tersebut 
ditutup. Dengan kondisi lembab dan tidak ada persentuhan antara 
daun dan kertas saring basah dapat memperoleh hasil maksimal. 
Setelah 24 jam, kertas saring basah dikeluarkan dan air yang masih 
tersisa di permukaan daun dihilangkan dengan membuka tutup 
talang untuk mencegah pembusukan. Untuk menghindari daun 
mengalami penuan dini selagi gejala berkembang, penggunaan 
hormon tumbuh sitokinin seperti benzimidazole membantu 
mempertahankan daun hijau. Konsentrasi hormon tumbuh 
diinokulasikan ke daun sampai 20 ppm, tetapi sebaiknya perlu 
diuji lebih terlebih dahulu untuk mendapatkan konsentrasi terbaik 
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sebelum diinokulasikan ke daun. Daun kemudian harus disimpan 
pada kisaran suhu 20-25oC dengan penerangan 16 jam selama 
5-7 hari untuk merangsang perkembangan gejala. Bercak akan 
berkembang dan pembentukan spora dapat diamati bergantung 
pada inang dan jenis Phytophthora yang digunakan. Perkembangan 
bercak menunjukkan kerentanan inang. Pada jenis Phytophthora 
lainnya, tingkat perkembangan bercak dapat diukur dan digunakan 
sebagai indikator ketahanan. 

5.2. Penyisipan miselium ke dalam batang bibit
 Teknik ini digunakan untuk menskrining ketahanan 

Phytophthora pada tanaman dan menentukan virulensi strain-strain 
Phytophthora misalnya P. solae pada kedelai (Ryley et al. 1991), P. 
vignae pada kacang tunggak dan kacang lainnya. Tanam 10 biji ke 
dalam pot dan pada saat fase pembentukan bakal daun (kotiledon), 
batangnya dilubangi kecil kecil dengan pisau bedah dan lalu media 
miselium dimasukkan ke dalam pot tersebut. Setelah semua bibit 
diinokulasi, tanah tempat tumbuh kotiledon disemprot dengan air 
suling untuk menjaga kelembaban. Pot dilepas 24-48 jam setelah 
inokulasi. Gejala dapat dilihat 4-6 hari setelah inokulasi. Bibit 
rentan biasanya menunjukkan perkembangan bercak pada batang 
lebih cepat sehingga menyebabkan kelayuan dan disusul dengan 
kematian bibit. Oleh sebab itu, respons bibit pada Phytophthora 
dinilai rentan. Bibit tahan hanya menunjukkan bercak tetapi tetap 
tumbuh dan berkembang.

5.3.  Inokulasi kedalam pohon dewasa 
Isolat Phytophthora yang ditumbuhkan kedalam agar bisa 

diinokulasi langsung ke batang pohon. Dengan menggunakan 
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pelubang tembaga ukuran 10-mm (cork borer) untuk melubangi 
kulit pohon dan jaringan batang 1-1.5 m dari atas tanah. Kemudian 
memasukkan lingkaran miselium ukuran 10 mm kedalam lubang 
batang dan menutup dan melilitkan dengan plastik perekat elastis 
mencegah media dan miselium kering. Panjang bercak yang 
diamati sama seperti pelunturan warna gelap pada jaringan floem 
sekunder mulai diukur 6-8 minggu setelah inokulasi. Gejala panjang 
pelunturan warna pada floem tergantung pada jenis Phytophthora 
dan kerentanan inang.  

5.4.  Inokulasi ke tanah 					   
Teknik inokulasi Phytophthora ke tanah umumnya digunakan 

untuk sebagian besar Phytophthora. Secara garis besar teknik 
inokulasi disajikan sebagai berikut. Inokulasi agar yang berisi 
miselium, kantung spora, atau miselium yang tumbuh pada substrat 
gandum yang sudah diautoklaf. Untuk P. cinnamomi yang belum 
menghasilkan spora, inokulasi dengan substrat alami memberikan 
hasil maksimal. Campuran substrat alami antara lain 40 ml gandum 
(atau biji-bijian lain seperti gandum, gandum hitam atau millet) 
dilarutkan ke dalam 40 ml air suling atau air deionisasi, didiamkan 
semalam lalu dibilas sampai bersih, dimasukkan ke dalam botol 
gelas lain yang tahan tekanan sebelum di autoklaf pada suhu 121oC 
selama 30 menit, dilakukan selama dua hari berturut-turut. 

Selanjutnya masukkan ke dalam botol labu 5 - 10 potongan agar 
yang sebelumnya telah ditumbuhi oleh miselium, botol disimpan 
pada suhu kamar dan menghindari penggunaan lampu atau cahaya 
langsung. Setiap hari botol diaduk supaya miselium Phytophthora 
dapat tumbuh rata di seluruh botol labu. Biji gandum yang dipenuhi 
oleh miselium setelah 2-3 minggu di penyimpanan, dibuat tepung 
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dengan cara ditumbuk atau digiling dengan penggilingan atau 
dengan blender. Mengambil 1 gram tepung gandum tersebut 
dicampur ke dalam 1 liter pasir steril dan dimasukkan ke dalam pot. 
Selanjutnya menanam benih ke dalam pot tersebut dan benih lain 
bisa bisa ditanam ke dalam pot yang berisi tanah terinfestasi. Untuk 
memperoleh hasil infeksi Phytophthora yang terbaik, disarankan 
untuk membasahi dan mengeringkan bibit dalam pot tersebut 
secara rutin. Kemudian menempatkan cawan petri di bagian bawah 
setiap pot dan tuangkan air selama 3 hari di samping melakukan 
penyiraman. Selama 4 hari berikutnya cawan petri dibalik dan 
tanaman disiram air secukupnya. Dengan penggenangan selama 3 
hari dan pengeringan selama 4 hari mendukung produksi kantung 
spora dan spora aktif dan juga memberikan lingkungan yang baik 
untuk infeksi Phytophthora. Mengairi secara terus menerus akan 
menyebabkan busuk akar dan akar jenuh air tidak hanya pada 
perlakuan juga pada pot tanpa inokulasi. Tingkat infeksi akar dapat 
diketahui dengan menghitung jumlah akar sehat.
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