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RINGKASAN DAN SUMMARY

Keberhasilan pengendalian dan penanganan penyakit anthraknosa pada petanaman cabai sangat ditentukan oleh kemampaun identifikasi dini keberadaan pathogen penyebabnya. Oleh karena itu ketersediaan sistem diagnosa yang akurat dan cepat merupakan suatu prasyarat penting keberhasilan penanganan pengendalian serangan anthraknosa pada pertanaman cabai. Dua prasyarat penting yang harus tersedia untuk keperluan tersebut adalah adanya primer spesifik dan metode preparasi DNA yang cepat dan akurat. Oleh karena itu dalam penelitian ini akan didesign primer spesifik penciri C. capsici dan C. gleosporides, serta metode amplifikasi DNA pathogen yang praktis dan mampu secara cepat mencirikan kehadiran pathogen penyebab anthraknosa meskipun populasinya masih sangat sedikit.

Secara khusus penelitian ini ditujukan untuk menghasilkan suatu sistem teknologi diagnosis kehadiran penyakit anthraknosa pada pertanaman cabai yang dapat dilakukan pada fase sedini mungkin (stadia benih ataupun kecambah).  Sistem diagnosis yang akan dikembangkan dalam penelitian ini diharapkan mampu memiliki karakteristik-karakteristik unggul seperti: tingkat akurasi yang tinggi (> 90%), cepat hanya membutuhkan waktu sekitar 3-4 jam, praktis dengan prosedur yang sederhana serta ekonomis dengan input biaya yang rendah.  
Dari kegiatan fingerprinting pada tahun I penelitian ini berhasil diperoleh 4 primer yang memperlihatkan adanya fragmen spesifik pada spesies C. gleosporides, 3 primer pada spesies C. capsici dan 1 primer merupakan fragmen umum yang hadir pada kedua spesies tersebut.  Selanjutnya pada tahun II ini dilakukan tahapan kloning yang meliputi kegiatan ligasi fragmen-fragmen RAPD kedalam vektor pGEM –T Easy dan dilanjutkan dengan  transformasi genetik ke dalam inang E. coli DH5α. Material yang digunakan adalah produk primer RAPD OPN-15 pada spesies C. gleosporides dan primer RAPD OPW-14 pada spesies C. capsici.
Hasil kloning fragmen-fragmen RAPD kedua primer di atas, berhasil memberikan efisiensi transformasi sekitar 46,3% dimana efisiensi pada C.  gleosporides sebesar 47% sedangkan pada C. capsici adalah sebesar 45%. Dengan tingkat efisiensi tersebut, jumlah koloni berisi plasmid dan insert diperkirakan rata-rata adalah sebanyak 463 koloni. Jumlah tersebut dianggap sudah sangat mencukupi untuk memberikan peluang keberhasilan dalam mendapatkan fragmen RAPD untuk kebutuhan sekuensing.

Analisis menggunakan teknik PCR dengan pasangan primer T7SP6 berhasil membuktikan, bahwa fragmen-fragmen RAPD yang diselipkan telah terligasi ke dalam struktur plasmid vektor pGEM T-Easy. Hal ini dibuktikan dengan penambahan ukuran fragmen T7SP6 dari 160 bp menjadi 396 sampai 1100 bp. Purifikasi fragmen T7SP6 juga terbukti berhasil meningkatkan kwalitas spesifitas produk PCR yang diperoleh, sehingga kegiatan sekuensing sudah dapat dilakukan setelah tahap tersebut.

Beberapa kesimpulan yang dapat ditarik dari hasil penelitian tahun 2008 ini adalah: i) Efisiensi yang diperoleh dalam pengklonan fragmen RAPD rata-rata dari kedua kelompok spesies spesifik adalah 46,3%, yang terdiri dari 47,6% pada kelompok spesifik C. gleosporides dan 45% pada kelompok C. capsici. ii) Amplifikasi DNA plasmid dengan menggunakan primer T7SP6 berhasil membuktikan, bahwa fragmen RAPD telah berhasil diselipkan kedalam plasmid pGEM-T yang diprediksi dari adanya peningkatan ukuran fragmen T7SP6 semula. Iii) Amplifikasi DNA plasmid langsung terbukti juga masih mengandung resiko adanya fragmen ikutan yang dapat menjadi kontaminan pada tahap sekuensing. Oleh karena itu, purifikasi untuk menghasilkan fragmen T7SP sangat membantu pemurnian produk PCR yang akan dihasilkan. iv) Purifikasi kembali fragmen T7SP6 berhasil meningatkan kwalitas spesifitas fragmen tersebut yang ditandai dengan absennya fragmen pendamping selain fragmen utama yang jelas nyata terlihat. Dengan demikian produk amplifikasi tersebut sudah siap untuk disekuens.
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