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Abstract

Arabica coffee (Coffea arabica L.) in Central Aceh is susceptible to coffee fruit rot (CFR) caused
by a complex of fungal pathogens. This study aims to identify the diversity of pathogenic fungi
on the skin of Arabica coffee berries with black rot symptoms from Tawar Miko Village, Central
Aceh, using Oxford Nanopore Technology-based metabarcoding. Rotten coffee fruit samples
were randomly taken, total DNA extraction, Internal Transcribed Spacer (ITS) rDNA marker
gene amplification, and Oxford Nanopore sequencing were performed. Sequence data were
analyzed bioinformatically to determine the taxonomic composition and calculate the diversity
index. The analysis results identified 57 species with a total of 134,371 sequences belonging to
17 genera. Five phyla were detected with a dominance of Ascomycota (94.53%), followed by
Unknown (5.40%), Zoopagomycota (0.04%), Bacillota (0.02%), and Actinomycota (0.01%). Ten
major genera showed varying abundances, namely Kurtzmaniella (48.64%), Penicillium
(45.59%), Unknown (5.40%), Brettanomyces (0.07%), Chlamydocillium (0.07%),
Scolecobasidium (0.06%), Brunneoclavispora (0.02%), Coemansia (0.02%), Pandora (0.02%),
and Other (0.11%). The three dominant species were Kurtzmaniella quercitrusa (48.60%),
Penicillium crustosum (39.75%), and Penicillium coprobium (3.79%). The Shannon index (H')
value of 1.17 indicated a low level of diversity with high dominance (Simpson's D = 0.6). These
findings provide a basic overview of the pathogenic fungal community in Arabica coffee berry
rot and have implications for the development of plant disease control strategies to improve coffee
quality and safety in Central Aceh.

Key Words : coffee fruit rot, pathogenic fungi, sequencing, Oxford Nanopore Technology, ITS
rDNA

Abstrak

Kopi arabika (Coffea arabica L.) di Aceh Tengah rentan terhadap penyakit busuk buah (coffee fruit
rot/ CFR) yang disebabkan oleh kompleks patogen fungi. Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi
keanekaragaman fungi patogen pada kulit buah kopi arabika bergejala busuk hitam dari Desa Tawar
Miko, Aceh Tengah, menggunakan metabarcoding berbasis Oxford Nanopore Technology. Sampel
buah kopi yang busuk diambil secara acak, dilakukam ekstraksi DNA total, amplifikasi gen penanda
Internal Transcribed Spacer (ITS) rDNA, dan sekuensing Oxford Nanopore. Data sekuens
dianalisis secara bioinformatika untuk menentukan komposisi taksonomi dan menghitung indeks
keanekaragaman. Hasil analisis mengidentifikasi 57 spesies dengan total 134.371 sekuens yang
tergolong ke dalam 17 genus. Lima filum terdeteksi dengan dominasi Ascomycota (94,53%),
diikuti oleh Unknown (5,40%), Zoopagomycota (0,04%), Bacillota (0,02%), dan Actinomycota
(0,01%). Sepuluh genus utama menunjukkan kelimpahan yang bervariasi, yaitu Kurtzmaniella
(48,64%), Penicillium (45,59%), Unknown (5,40%), Brettanomyces (0,07%), Chlamydocillium
(0,07%), Scolecobasidium (0,06%), Brunneoclavispora (0,02%), Coemansia (0,02%), Pandora
(0,02%), dan Other (0,11%). Tiga spesies dominan adalah Kurtzmaniella quercitrusa (48,60%),
Penicillium crustosum (39,75%), dan Penicillium coprobium (3,79%). Nilai indeks Shannon (H')
sebesar 1,17 menunjukkan tingkat keanekaragaman yang rendah dengan dominansi tinggi
(Simpson D =0,6). Temuan ini memberikan gambaran dasar komunitas fungi patogen pada busuk
buah kopi arabika dan berimplikasi sebagai dasar pengembangan strategi pengendalian penyakit
tanaman untuk meningkatkan mutu dan keamanan kopi di Aceh Tengah.

Kata kunci : busuk buah kopi,fungi patogen, sekuensing, Oxford Nanopore Technology, ITS
rDNA
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Sekuensing Fungi Patogen Berbasis Oxford Nanophore Technology (ONT)... ;

PENDAHULUAN

Kopi arabika (Coffea arabica L.) merupakan
salah satu komoditas perkebunan bernilai ekonomi
tinggi yang menjadi sumber pendapatan penting bagi

negara-negara berkembang, termasuk Indonesia.
Produksi kopi Indonesia mengalami pertumbuhan
signifikan dengan rata-rata peningkatan 2,53% per
tahun dari 1980 hingga 2019, dengan Amerika
Serikat dan Jepang sebagai pasar ekspor terbesar
mencapai USD 3,42 miliar dan USD 1,75 miliar pada
periode 2000-2018 (Cen and Faisal, 2021). Takengon
di Aceh Tengah yang terletak pada ketinggian 1.700
mdpl dikenal sebagai penghasil biji kopi arabika
berkualitas premium berkat kondisi lingkungan yang
mendukung. Namun, produktivitas kopi arabika di
wilayah ini menghadapi ancaman serius dari penyakit
busuk buah kopi (coffee fruit rot/CFR) yang ditandai
dengan munculnya bercak hitam pada buah,
pembusukan jaringan, dan penurunan drastis kualitas
biji kopi yang berdampak langsung pada cita rasa,
aroma, serta nilai jual produk (Caldwell et al., 2024).

Busuk buah kopi disebabkan oleh kompleks
patogen .~ fungi  yang  beragam,  termasuk
Colletotrichum sp. yang menyebabkan antraknosa
dan Fusarium sp. yang menginduksi pembusukan
jaringan internal serta memproduksi toksin seperti
fusaric acid dan fumonisin (Caldwell et al., 2024;

Munawaroh et al., 2021). Selain patogen primer,
fungi toksigenik seperti Aspergillus dan Penicillium
juga berpotensi menghasilkan mikotoksin yang
mengancam keamanan pangan (Hlebova et al., 2022;
Lu et al., 2022). Perkembangan penyakit ini sangat
dipengaruhi oleh kondisi lingkungan tropis yang
lembap dengan curah hujan tinggi, yang menciptakan
lingkungan ideal bagi perkecambahan spora dan
penetrasi patogen ke dalam jaringan buah (Ranjini et
al.,, 2022; Tenea et al.,, 2025). Pemahaman
komprehensif tentang struktur komunitas fungi pada
kondisi ekologi spesifik sangat penting untuk
mengembangkan strategi pengendalian penyakit yang
efektif dan berkelanjutan.

Pendekatan metabarcoding berbasis sekuensing
DNA metagenomik (Next-Generation Sekuensing/
NGS) menawarkan solusi dengan memungkinkan
analisis langsung materi genetik mikroorganisme
tanpa  proses  kultivasi.  Metode amplicon
metagenomics yang menargetkan gen penanda
Internal Transcribed Spacer (ITS) rDNA mampu
mengidentifikasi keragaman fungi secara
komprehensif, cepat, dan akurat, termasuk patogen
primer, sekunder, saprofit, dan toksigenik yang
berperan dalam proses pembusukan buah kopi (Nam
et al., 2023). Hasil penelitian (Bradshaw et al., 2023)
analisis terhadap materi genetik, dari 2.414 spesies
jamur menunjukkan bahwa sekitar 641 spesies
memiliki lebih dari satu salinan internal transcribed
spacer (ITS), yang mengindikasikan adanya variasi
intragenomik dalam studi berbasis sekuensing. Selain
itu, beberapa penelitian yang menggunakan Oxford
Nanopore Technology (ONT) mampu mendeteksi
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berbagai jenis patogen tanaman seperti bakteri, fungi,
virus, dan fitoplasma pada tanaman yang diinokulasi
secara artifisial melalui pengurutan DNA atau RNA
genomik (Chalupowicz et al., 2019).

Oxford Nanopore Sekuensing, salah satu
teknologi yang dapat digunakan untuk mendapatkan
gambaran struktur komunitas fungi. Penelitian
(Kerkhof, 2021) meninjau kesiapan Oxford Nanopore
MinION dalam menganalisis komunitas mikroba
kompleks dengan fokus pada aplikasi ekologi
mikroba dan analisis gen 16S rRNA, serta
menegaskan bahwa panjang bacaan (long reads) yang
dihasilkan  oleh  teknologi ONT  mampu
meningkatkan resolusi taksonomi hingga tingkat
spesies, dibandingkan metode Illumina yang
umumnya terbatas pada tingkat genus. Sebaliknya,
(Theologidis et al., 2023) mengembangkan
pendekatan metabarcoding berbasis nanopore untuk
identifikasi jamur endofitik dan fitopatogen pada
tanaman zaitun (Olea europaea) dalam konteks
diagnostik penyakit tanaman. Mereka menekankan
bahwa kemampuan ONT untuk melakukan
sekuensing in situ (langsung di lapangan) serta
analisis data secara real-time memberikan
keunggulan dalam penerapan diagnostik cepat
penyakit tumbuhan. Secara konvensional, identifikasi
fungi patogen dilakukan melalui metode kultur pada
media Potato Dextrose Agar (PDA) dan pengamatan
mikroskopis, namun metode ini  memiliki
keterbatasan karena hanya dapat mendeteksi
mikroorganisme yang dapat tumbuh dalam kondisi
laboratorium (culturable microorganisms),
sementara ~ sebagian besar mikroba  bersifat
unculturable atau tumbuh sangat lambat (Lusiana et
al., 2022).

Hingga saat ini, data mengenai fungi patogen
pada buah kopi arabika masih terbatas, untuk itu
dilakukan analisis metabarcoding keanekaragaman
fungi patogen pada buah kopi arabika (Coffea
arabica) di desa Tawar Miko, Aceh Tengah
menggunakan pendekatan metabarcoding. Melalui
analisis ini, diharapkan dapat diperoleh pemahaman
yang lebih mendalam mengenai komunitas fungi
patogen penyebab busuk buah kopi serta data yang
diperoleh dapat menjadi informasi dasar (baseline
data) bagi penelitian lanjutan terkait fungi pada busuk
hitam buah kopi arabika.

MATERI DAN METODE

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli hingga
Agustus 2025. Tahap pertama melakukan observasi
langsung dengan pengambilan data di kawasan kebun
kopi arabika (Coffea arabica) desa Tawar Miko,
Aceh Tengah. Lokasi pengambilan sampel berada
pada koordinat 4°41'12.2" LU dan 96°47'37.6" BT,
dengan kondisi lingkungan berupa suhu 24°C dan
kelembapan relatif 51%. Alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah GPS, botol sampel, sarung
tangan, masker dan box sterofom. Bahan yang
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Gambar 1. Peta lokasi penelitian

digunakan dalam penelitian ini adalah Alkohol 70%,
buah kopi arabika (Coffea arabica) yang terinfeksi
busuk buah.

Pengambilan Sampel Buah Kopi Arabika (Coffea
arabica)

Pengambilan sampel dilakukan di Desa Tawar
Miko, Aceh Tengah, pada buah kopi arabika yang
menunjukkan gejala busuk hitam. Sampel diambil
dari empat pohon kopi yang saling berdampingan
untuk meminimalkan perbedaan kondisi lingkungan.
Sebanyak 50 gram buah kopi busuk dikumpulkan
yang dikumpulkan memiliki kriteria yaitu adanya
bintik-bintik hitam pada kulit buah, tingkat kerusakan
yang relatif seragam, serta kondisi buah yang masih
utuh secara fisik. Sampel kemudian dimasukkan ke
dalam wadah steril, disimpan dalam kondisi dingin,
dan dikirim ke Laboratorium Integrated Genome
Factory (IGF), Universitas Gadjah Mada, untuk
analisis  keanekaragaman  fungi menggunakan
sekuensing Oxford Nanopore. Dari setiap sampel,
bagian bintik-bintik ~ hitam  pada kulit buah
dikumpulkan 100-200 mg yang kemudian dilakukan
proses ekstrasi DNA.

DNA Extraction and Quality Control

Ekstraksi DNA dilakukan menggunakan
ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit dengan beberapa
modifikasi untuk mengoptimalkan hasil dan
kemurnian DNA jamur. Sebanyak 100-200 mg kulit
biji kopi yang telah dihancurkan digunakan sebagai
bahan awal, dengan proses penggerusan dilakukan
dalam nitrogen cair untuk memastikan sel benar-
benar terpecah. Tahap bead beating dilakukan selama
3 menit, dengan inkubasi di atas es selama 30 detik
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setiap 1 menit guna mencegah pemanasan berlebih
dan degradasi DNA. Konsentrasi DNA hasil ekstraksi
diukur menggunakan Qubit Fluorometer dengan
Equalbit 1x dsDNA HS Assay Kit untuk menilai
kualitas dan kuantitas DNA. Sampel dinyatakan lulus
uji kualitas (PASSED) karena memiliki konsentrasi
DNA yang mencukupi untuk proses sekuensing,
dengan nilai konsentrasi 8,68 ng/uL pada sampel
Kopi Busuk.

PCR and Electrophorensis

Proses Polymerase Chain Reaction (PCR)
dilakukan menggunakan KOD One PCR Master Mix
(TOYOBO) dengan setengah dari total volume reaksi
standar, menggunakan Modul Opentrons Flex
Thermocycler GEN2. Target amplifikasi adalah
daerah ITS1-1TS4 dengan panjang bervariasi sekitar
400-800 bp. Proses PCR diulang empat Kkali
menggunakan primer forward 5-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3 dan primer
reverse 3-TCCTCCGCTTATTGATATGC-5.
Campuran akhir terdiri dari 11,5 pL ekstrak DNA,
12,5 pL master mix, 0,5 uL primer forward, dan 0,5
pL primer reverse. Protokol PCR mencakup satu
siklus pra-denaturasi pada suhu 95°C selama 2 menit,
diikuti oleh 35 siklus denaturasi pada suhu 95°C
selama 30 detik, penempelan primer pada suhu 55°C
selama 30 detik, dan ekstensi pada suhu 72°C selama
1 menit, kemudian diakhiri dengan ekstensi akhir
pada suhu 72°C selama 5 menit. Hasil amplifikasi
diverifikasi melalui elektroforesis gel agarosa 1%
(b/v) yang disiapkan dengan buffer TBE 1x dan
Pewarna Gel Asam Nukleat Smobio (0,01% v/v)
yang ditambahkan sebelum pencetakan.
Elektroforesis dijalankan pada tegangan 100 V



selama 30 menit, dan visualisasi pita DNA pada
sampel 104.A (Rotten Coffee) menunjukkan
keberhasilan amplifikasi fragmen ITS target hingga
ukuran yang diharapkan..

Sequencing-ITS

Sekuensing ITS dilakukan menggunakan
metode amplicon sekuensing dengan barcoding pada
sampel buah kopi. Proses sekuensing dilakukan satu
kali menggunakan platform Oxford Nanopore
Technology PromethlON dengan Native Barcoding
Kit SQK-NBD114-24, vyang telah mengalami
beberapa penyesuaian dari protokol ligasi standar.
Proses basecalling dilakukan menggunakan Dorado
basecall server v7.9.8 model
dna_r10.4.1 e8.2_400bps_sup@v5.0.0, dengan nilai
ambang kualitas (Q score) minimum 10, serta
pemangkasan (trimming) adaptor dan barcode.
Penyesuaian  pada tahapan  ligasi  meliputi
penggunaan 190 ng DNA input (setara 200 fmol
untuk 1500 bp) dalam 12,5 pL air bebas nuklease
(NFW), dilanjutkan dengan inkubasi end-prep pada
suhu 20°C selama 30 menit dan 65°C selama 5 menit,
tanpa tahap pemurnian end-prep. Barcode asli dari kit
96-barcode digunakan dengan inkubasi ligasi barcode
pada suhu 37°C selama 20 menit dan pemurnian
menggunakan  etanol  80%. Protokol yang
dioptimalkan ini menghasilkan ligasi barcode yang
efisien dan kualitas pustaka amplicon yang tinggi
untuk analisis sekuensing lanjutan.

Quality Check

Kualitas data hasil sekuensing nanopore
diperiksa menggunakan NanoPlot (De Coster and
Rademakers, 2023). Perangkat lunak ini
menghasilkan berbagai grafik dan metrik statistik
yang digunakan untuk menilai kinerja sekuensing,
seperti distribusi panjang baca, skor kualitas baca,
dan total hasil data. Visualisasi ini membantu
memastikan bahwa data yang dihasilkan berkualitas
tinggi dan sesuai untuk analisis lebih lanjut, termasuk
klasifikasi taksonomi dan analisis keanekaragaman.

Secondary Analysis-Taxonomic Classification and
Diversity

Analisis sekunder untuk klasifikasi taksonomi
dan keanekaragaman dilakukan menggunakan
platform EPI2ME, yang menyediakan berbagai alur
kerja (workflow) terintegrasi untuk analisis data
sekuensing nanopore. Workflow yang digunakan
adalah EPI2ME wf-16S v1.4.0 dengan algoritma
Kraken2 (Wood et al., 2019) serta basis data referensi
nchi_16s_18s 28s ITS. Basis data ini mencakup
sekuens penanda gen 16S, 18S, 28S, dan ITS yang
merepresentasikan bakteri, arkea, dan fungi. Data
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pembacaan (reads) difilter dengan panjang minimum
400 bp dan maksimum 1000 bp untuk memastikan
bahwa hanya amplicon ITS vyang dianalisis.
Workflow ini menghasilkan beberapa keluaran
utama, meliputi ringkasan jumlah pembacaan terfilter
dan terklasifikasi, visualisasi taksonomi dalam
bentuk bar plot, tabel kelimpahan, indeks
keanekaragaman dan, serta informasi mengenai versi
perangkat lunak dan parameter workflow yang
digunakan selama analisis.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Komunitas. Jamur Patogen pada Biji
Arabika

Berdasarkan hasil analisis metabarkoding,
ditemukan lima filum dengan tingkat kelimpahan
yang berbeda, vyaitu Ascomycota (94,530%),

Kopi

Unknown (5,400%), Zoopagomycota (0,04%),
Bacillota (0,02%), dan Actinomycota (0,01%).
Komposisi ini menunjukkan bahwa komunitas

mikroba pada buah kopi yang terinfeksi busuk hitam
didominasi oleh jamur dari filum Ascomycota,
sementara filum lainnya hanya memiliki proporsi
yang sangat kecil. Kategori Unknow kemungkinan
tidak terdeteksi secara spesifik karena beberapa
faktor, seperti ketidaksesuaian primer ITS yang
digunakan, dominasi DNA dari taksa tertentu, serta
terbatasnya data referensi sekuens jamur tropis pada
basis data global. Sementara itu, kategori Other
mencakup genus-genus yang telah teridentifikasi
namun memiliki kelimpahan yang sangat rendah,
sehingga digabungkan ke dalam satu kelompok (Cruz
et al., 2024). Menurut (Cruz et al., 2024) Ascomycota
merupakan filum yang paling dominan untuk
ditemukan pada kopi. Ascomycota juga memiliki
kemampuan adaptasi yang tinggi pada jaringan
tanaman. Hasil serupa juga dikemukakan oleh
(Pefiuela-Martinez et al., 2023), bahwa filum
Ascomycota memiliki sifat yang toleran terhadap
kondisi pH rendah, kaya gula dan cocok dengan
lingkungan mucilage.Filum Zoopagomycota
terdeteksi dalam proporsi yang lebih kecil, dengan

contoh  spesies seperti Pandora blunckii dan
Coemansia ~umbellata. Pandora blunckii dan
Coemansia umbellata merupakan jamur

entomopatogen bukan patogen tanaman pada biji
kopi, jamur ini sering digunakan sebagai biocontrol
hama tanaman (Hajek et al., 2024; L. Neal et al.,
2021). Jamur entomopatogen adalah spesies jamur
yang bersifat patogen terhadap serangga. Patogen
jamur ini berperan penting dalam mengendalikan
populasi serangga (Rajula et al., 2020). Keberadaan
kedua jamur ini menunjukkan adanya interaksi antara
serangga dan jaringan buah kopi yang terinfeksi.
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Gambar 2. Barplot filum

Selain itu, pendekatan metabarcoding berbasis
penanda ITS menggunakan ONT juga melaporkan
bahwa metode ini memungkinkan terdeteksinya
sekuens non-target akibat kompleksitas sampel dan
keterbatasan spesifisitas primer (Bradshaw et al.,
2023). Filum Bacillota adalah kelompok bakteri yang
tahan terhadap kondisi lingkungan yang panas,
radiasi, dan pH yang tidak menguntungkan bagi
bakteri (Bale et al., 2025). Spesies yang ditemukan
pada filum Bacillota yaitu Megasphaera elsdenii
merupakan bakteri Gram-negative yang terdapat pada
saluran pencernaan mamalia. Kelimpahan
Megasphaera elsdenii meningkat pada hewan yang
diberi makanan berbahan dasar biji-bijian karena
kemampuannya memanfaatkan  laktat  (produk
fermentasi gula), terutama pada pH rendah (Cabral
and Weimer, 2024). Kehadiran spesies Megasphaera
elsdenii merupakan proses dari pembusukan biji kopi
dengan lingkungan mucilage yang kaya gula yang
memungkinkan Megasphaera elsdenii berkembang.
Sementara itu, filum Actinomycota juga muncul
dalam jumlah yang sedikit, ditemukan spesies
Bifidobacterium pseudocatenulatum.
Bifidobacterium pseudocatenulatum adalah bakteri
probiotik, Gram-positif, dan non-spora yang terdapat
pada usus manusia (Chen et al., 2021; Chung The et
al., 2021). Spesies Bifidobacterium
pseudocatenulatum yang terdeteksi pada sampel biji
kopi kemungkinan besar terjadinya kontaminasi pada
saat pengambilan sampel.

Distribusi sepuluh genus dominan

Sepuluh genus dominan dengan kelimpahan
yang bervariasi, yaitu Kurtzmaniella (48,640%),
Penicillium  (45,590%),  Unknow  (5,400%),
Brettanomyces (0,07%), Chlamydocillium (0,07%),
Scolecobasidium  (0,06%),  Brunneoclavispora
(0,02%), Coemansia (0,02%), Pandora (0,02%), dan
Other (0,11%). Genus-genus yang muncul ini
memiliki keterkaitan erat dengan kondisi ekologis
buah kopi serta lingkungan tumbuhnya yang lembap
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dan kaya bahan organik. Akan tetapi kemunculan
genus-genus tersebut juga menunjukkan bahwa
sumber kontaminasi fungi pada buah kopi tidak hanya
berasal dari jaringan tanaman, tetapi juga dari udara,
tanah, dan aktivitas biota di sekitar kebun.

Genus Kurtzmaniella merupakan kelompok ragi
yang paling umum ditemukan pada substrat buah,
bunga, dan lingkungan fermentatif alami. Beberapa
spesies seperti Kurtzmaniella quercitrusa memiliki
kemampuan beradaptasi terhadap lingkungan yang
asam dan kaya gula (Liao et al., 2025). Kurtzmaniella
juga mampu tumbuh pada substrat buah yang
mengandung  sukrosa ~ tinggi  serta  bersifat
osmotoleran (Lopes et al., 2019). Selain itu,
Brettanomyces juga terdeteksi dalam jumlah relatif
tinggi. Ragi ini dikenal luas dalam konteks fermentasi
alami karena kemampuannya tumbuh pada kadar gula
tinggi dan oksigen rendah (Lu et al, 2022).
Brettanomyces dapat menghasilkan  senyawa
aromatik seperti etil fenol dan etil guaiakol yang
terbentuk - selama proses fermentasi. Kehadiran
Brettanomyces pada buah kopi menunjukkan adanya
aktivitas - fermentatif mikroba alami, yang
kemungkinan berasal dari interaksi antara buah kopi
matang dan mikroorganisme di udara (Mitina et al.,
2025).

Selain kedua genus tersebut Penicillium bersifat
kosmopolitan dan dapat berperan sebagai pengurai
bahan organik serta menghasilkan berbagai enzim
hidrolitik (Luciano-Rosario et al., 2020). Selain itu,
Penicillium mampu beradaptasi pada kondisi suhu
dan kelembapan tinggi, menjadikannya fungi yang
mudah tersebar di udara dan cepat mengkolonisasi
permukaan buah (Diaz et al., 2020). Oleh karena itu,
kemunculannya pada buah kopi yang busuk diduga
berasal dari kontaminasi udara atau spora yang
terbawa oleh peralatan panen dan media lingkungan
di sekitar perkebunan (Shen et al., 2025). Semetara
itu, genus Chlamydocillium merupakan jamur
hifomiset saproba yang umum dijumpai pada tanah,
serasah daun, serta bahan organik yang mengalami
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Gambar 3. Proporsi genus utama

dekomposisi. Keberadaan Chlamydocillium pada
sampel kopi mengindikasikan adanya kemungkinan
kontaminasi spora yang berasal dari tanah, debu, atau
partikel organik di sekitar area perkebunan (Valentini
et al., 2024). Kontaminan alami yang berasal dari
lingkungan juga berperan dalam keberadaan atau
temuan Chlamydocillium pada buah kopi (Ochoa-
Henriquez et al., 2024).

Tidak hanya itu, genus Scolecobasidium dikenal
sebagai fungi berpigmen gelap (melanized fungi)
yang memiliki daya tahan tinggi terhadap stres
lingkungan (Wang et al., 2018). Spesies dalam genus
ini sering ditemukan pada tanah lembap, dinding
bangunan, dan substrat organik yang membusuk.
menjelaskan Scolecobasidium bersifat kosmopolit
dan dapat tumbuh pada jaringan tanaman mati.
Kemunculannya pada buah kopi arabika dapat
dihubungkan dengan sifat sporanya yang resisten
terhadap radiasi ultraviolet dan fluktuasi suhu,
sehingga mampu bertahan di permukaan buah hingga
kondisi sesuai untuk tumbuh (Crous et al., 2024).
Genus Brunneoclavispora umumnya ditemukan pada
jaringan tumbuhan yang telah mati, terutama bambu
dan kayu tropis.

Brunneoclavispora merupakan spesies yang
bersifat saprofit tersebar luas di lingkungan tropis
dengan vegetasi padat. Keberadaannya pada sampel
kopi arabika kemungkinan berasal dari spora udara
atau dari fragmen jaringan tumbuhan di sekitar lahan
(Yang et al., 2022; Hyde et al., 2020).

Dominasi sepuluh spesies dominan

Sepuluh spesies utama yang paling dominan dan
berkontribusi dalam proses pembusukan buah kopi.
Analisis  komposisi  taksonomi  menggunakan
visualisasi heatmap (Gambar 4) mengungkap bahwa
terdapat 57 spesies dengan total 134.371 sekuens
yang terdiri dari teridentifikasi dalam 17 genus,
komunitas fungi pada buah kopi busuk hitam
memiliki struktur yang tidak seimbang dengan
dominansi yang berbeda-beda dari sepuluh spesies
utama yaitu Kurtzmaniella quercitrusa 48.600%,
Penicillum  crustosum  39.750%,  Penicillum
coprobium 3.790%, Penicillum quercetorum 0.320%,
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Penicillum  menonorum - 0.230%,  Penicillum
osmophilum 0.230%, Penicillum skrjabini 0.160%,
Penicillum antarticum 0.160%, Other 1.370%,

Kurtzmaniella  quercitrusa  mendominasi
aktivitasnya yang tinggi pada fase awal ketika kondisi
lingkungan seperti kelembapan, pH, dan fermentasi
yang disebabkan oleh ketersediaan karbohidrat,
polifenol, protein, dan gula untuk pertumbuhan jamur
(Todhanakasem et al., 2024). Spesies Kurtzmaniella
guercitrusa diketahui memiliki aktivitas antioksidan
tertinggi serta berkontribusi terhadap peningkatan
kompleksitas rasa  dan intensitas  warna.
Kurtzmaniella quercitrusa juga berpotensi digunakan
sebagai alternatif dalam produksi anggur stroberi
berkualitas tinggi dengan aroma bunga yang khas
(Wang et al., 2025).

Spesies Penicillium crustosum berpotensi
menghasilkan mikotoksin yang dapat menurunkan
kualitas biji kopi serta mengancam keamanan produk
kopi pascapanen. Spesies Penicillium  crustosum
berperan sebagai agen sekunder dalam proses
pembusukan buah kopi, dengan mempercepat
degradasi jaringan setelah terjadinya infeksi awal
oleh patogen (Caldwell et al., 2024; Hlebova et al.,
2022). Selain itu, Penicillium coprobium ditemukan
dengan proporsi lebih kecil yang memiliki
kemampuan dalam menghasilkan patulin, salah satu
mikotoksin yang bersifat neurotoksik (Brand et al.,
2019). Beberapa studi juga melaporkan bahwa
Penicillum coprobium dapat memproduksi metabolit
bioaktif pyripyropene A, senyawa yang memiliki
aktivitas insektisida alami (Horikoshi et al., 2022).
Kemunculan Penicillum coprobium pada buah kopi
busuk dapat dikaitkan dengan kondisi jaringan yang
sudah  mengalami  kerusakan  lanjut, yang
memungkinkan kolonisasi oleh fungi oportunistik
toksigenik (Hlebova et al., 2022).

Spesies Penicillium quercetorum, Penicillum
menonorum,  Penicillium  osmophilum,  dan
Penicillum antarcticum, merupakan jamur saprofit
tanah, pengurai bahan organik, dan merupakan
bagian dari proses dekomposisi buah yang telah rusak
atau terjadinya kontaminan lingkungan (Condé et al.,
2025; Park et al., 2020).
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Sementara itu, Penicillum menonorum sebagai
penghasil enzim Xilanase termostabil yang muncul
pada buah rusak dan mampu mengurai hemiselulosa,

serta mempercepat degradasi buah (Luong et al.,
2023). Di sisi lain, Penicillium osmophilum dan
Penicillum antarcticum mampu beradaptasi dengan
kondisi lingkungan ekstrem serta kaya akan metabolit
sekunder yang berperan dalam proses pembusukan
buah kopi (Liang et al., 2024); Borkunov et al., 2025).
Berdasarkan hasil analisis tersebut, komunitas
fungi pada buah kopi busuk hitam di Aceh Tengah
didominasi oleh spesies yang bersifat fermentatif dan
toksigenik, yang bersama-sama mempercepat proses
degradasi jaringan. Temuan ini sejalan dengan pola
yang terlihat pada hasil visualisasi heatmap (Gambar
4), di mana intensitas warna menunjukkan dominansi
tinggi Kurtzmanella quercitrusa dan Penicillum
crustosum dibandingkan spesies lainnya. Dominansi
tersebut memberikan gambaran awal mengenai
struktur komunitas mikroba yang terbentuk pada
buah kopi busuk hitam, sehingga diperlukan analisis
kuantitatif untuk mengetahui tingkat
keanekaragaman dan pemerataan spesies secara lebih
mendalam.

Indeks Keanekaragaman

Analisis lanjutan berupa indeks, dilakukan
perhitungan indeks keanekaragaman menggunakan
beberapa parameter, yaitu indeks Shannon-Wiener
(H’), indeks Simpson (D), dan Inverse Simpson
(1/D). Nilai-nilai ini memberikan informasi mengenai
tingkat keanekaragaman, dominansi spesies, serta
keseimbangan komunitas mikroba dalam sampel
yang dianalisis.

Hasil perhitungan indeks keanekaragaman, nilai
Shannon (H’) sebesar 1,17 menunjukkan bahwa
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komunitas mikroba pada buah kopi busuk hitam
memiliki keanekaragaman yang rendah. Nilai ini
berada di antara 1-3, yang mengindikasikan bahwa
hanya sedikit spesies yang mendominasi, sedangkan
spesies lain  muncul dalam jumlah terbatas.
Selanjutnya, nilai Simpson (D) sebesar 0,6 termasuk
dalam kategori dominansi tinggi, karena nilai D
mendekati 1. Hal ini menegaskan bahwa satu atau
beberapa spesies mikroba memiliki proporsi yang
jauh lebih besar dibandingkan spesies lainnya dalam
komunitas tersebut. Sementara itu, nilai Inverse
Simpson sebesar 1,66 juga menunjukkan tingkat
dominansi yang rendah, karena masih berada pada
rentang 1-2, yang menandakan rendahnya keragaman
dan ketidakseimbangan antarspesies (Yuniari et al.,
2025).

Tabel 1. Nilai Shannon, Simpson, Inverse

Indeks Nilai Interpretasi
Shannon (H”) 1,17 Keanekaragaman
sedang-rendah
Simpson (D) 0,6 Dominansi tinggi
Inverse Simpson 1,66 Dominansi rendah
(1/D)
Berdasarkan indeks keanekaragaman, dapat
disimpulkan bahwa pembusukan buah kopi
dipengaruhi oleh dominasi beberapa mikroba,

sementara mikroba lainnya hanya berperan Kkecil.
Penelitian selanjutnya dapat dilakukan dengan
menggabungkan hasil analisis keanekaragaman
mikroba untuk memahami peran mikroba dalam
proses pembusukan buah kopi. Selain itu, penelitian
lanjutan perlu mengamati perubahan komunitas
mikroba pada berbagai tingkat kematangan dan



tingkat kerusakan buah, serta pengaruh seperti
kelembapan, suhu, dan penanganan pascapanen.

SIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan,
dapat disimpulkan bahwa, pendekatan metabarcoding
berbasis Oxford Nanopore Technology dengan
penanda ITS rDNA terbukti efektif dalam
mengidentifikasi keragaman fungi patogen secara
menyeluruh. Komunitas fungi pada buah kopi arabika
(Coffea arabica) yang terinfeksi busuk hitam di Desa
Tawar Miko, Aceh Tengah menunjukkan struktur
komunitas yang sederhana dan tidak merata, dengan
dominansi kuat oleh sebagian fungi. Kondisi ini
menunjukkan bahwa proses pembusukan buah kopi
dikendalikan oleh mikroba tertentu yang berperan
utama dalam degradasi jaringan, sementara
mikroorganisme lainnya hanya berkontribusi dalam
jumlah terbatas. Nilai indeks keanekaragaman
Shannon yang rendah serta indeks Simpson dan
Inverse Simpson yang menunjukkan dominansi
tinggi menegaskan bahwa hanya sedikit spesies yang
mendominasi komunitas tersebut.
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