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HANI ANGGRAINY OKTAVIANA 

 

 

 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui identitas dan kisaran inang bakteri 

penyebab penyakit mati pucuk pada tanaman pepaya. Penelitian dilakukan pada 

Januari sampai dengan Juni 2018 di Laboratorium Bioteknologi Fakultas 

Pertanian, Universitas Lampung. Sebanyak empat isolat bakteri berhasil diisolasi 

dari bagian tanaman yang bergejala dengan ciri-ciri berupa koloni berwarna putih 

keabu-abuan, berbentuk bulat, permukaan mengkilap dengan tepian halus dan 

cembung. Identifikasi dilakukan berdasarkan hasil uji biokimia dan analisis 

sekuen daerah 16SrDNA. Uji kisaran inang dilakukan terhadap 17 jenis tanaman 

uji. Hasil uji patogenisitas menunjukkan bahwa isolat bakteri yang diperoleh 

dapat menyebabkan gejala mati pucuk, seperti gejala yang ditemukan di lapangan. 

Hasil uji biokimia memperlihatkan bahwa keempat isolat bakteri merupakan 

kelompok gram negatif, fermentatif, lechitinase negatif, soft rot negatif, 

hipersensitif positif, tidak berpendar pada media King’s B, mampu tumbuh dan 
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menghasilkan pigmen abu-abu pada media YDC, tidak memproduksi H2S, tidak 

mampu tumbuh di 5% NaCl, ADH moeller positif, dan mampu tumbuh pada suhu 

36
o
C hingga 40

o
C. Keempat isolat juga mampu menggunakan myo-innositol, l-

tartrate, glycerol, cis-aconitic acid, dan citrate, tetapi tidak mampu menggunakan 

12 jenis bahan organik yang lain. Hasil analisis 16SrDNA menunjukkan bahwa 

isolat yang diuji berada dalam satu kelompok dengan type strain dari Erwinia 

mallotivora (DSM 4565, Acc. No. AJ233414). Hasil uji kisaran inang 

menunjukkan bahwa semua isolat yang diuji hanya mampu menginfeksi dan 

menimbulkan gejala pada tanaman pepaya dan buah terong, tetapi tidak pada 15 

jenis tanaman uji yang lain. 

 

Kata kunci : uji biokimia, identifikasi molekuler, mati pucuk pepaya, 16SrDNA 

Hani Anggrainy Oktaviana 
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“Sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan. Maka apabila kamu telah 

selesai (dari sesuatu urusan), kerjakanlah dengan sungguh-sungguh (urusan yang 

lain), dan hanya kepada Tuhanmulah hendaknya kamu berharap”. 

(Q.S Al-Insyirah: 6-8) 

 

“Barang siapa yang menapaki suatu jalan dalam rangka menuntut ilmu, maka 

Allah akan memudahkan baginya jalan menuju surga”. 

(HR. Ibnu Majah dan Abu Dawud) 

 

 

 

 

Allah mengangkat orang-orang beriman diantara kamu dan juga orang-orang 

yang dikaruniai ilmu pengetahuan hingga beberapa derajat. 

(Q.S Al-Mujadilah : 11) 

 

 

Ilmu yang sejati, seperti barang berharga lainnya, tidak bisa diperoleh dengan 

mudah. Ia harus diusahakan dipelajari, dipikirkan dan lebih dari itu, harus selalu 

disertai doa. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Tanaman pepaya (Carica papaya L.) merupakan tanaman buah tropis yang 

berasal dari Meksiko Selatan. Tanaman pepaya dapat tumbuh baik di daerah 

basah, kering, dataran rendah, maupun pegunungan hingga ketinggian 1000 meter 

di atas permukaan laut dan banyak dibudidayakan di daerah tropis, karena banyak 

digemari masyarakat dan mempunyai nilai ekonomis tinggi (Sujiprihati dan 

Suketi, 2009). Di Indonesia, tanaman pepaya merupakan tanaman yang mudah 

ditanam hampir di setiap pekarangan rumah dan banyak diusahakan sebagai 

tanaman perkebunan baik perkebunan rakyat maupun perkebunan swasta. 

 

Selain dikonsumsi secara langsung, buah pepaya banyak pula dimanfaatkan 

sebagai bahan baku produk makanan olahan atau cemilan, penghasil papain, 

pembuatan sari buah pepaya, bahan penstabil pada pembuatan saos tomat dan 

banyak manfaat lainnya yang dapat dihasilkan dari buah pepaya. Selain buahnya, 

daun tanaman pepaya juga dapat dimanfaatkan sebagai obat (Suryanti et al., 

2012). Buah pepaya mempunyai kandungan protein sebesar 1-1,5% yang 

merupakan sumber karotin sebagai prekusor dari vitamin A. Selain itu, buah 

pepaya juga kaya akan sumber vitamin C ( 69-71 mg/100 g), Kalium (39-337 mg/ 

100 g), dan Kalsium (11-31 mg/ 100g) (Indriyani et al., 2008). 
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Saat ini permintaan pasar terhadap pepaya meningkat, baik pasar dalam negeri 

maupun luar negeri. Berdasarkan data ekspor impor BPS yang diolah Direktorat 

Jenderal Hortikultura (2013), buah pepaya mengalami kenaikan nilai ekspor 

dengan rata-rata pertumbuhan sebesar 5,58% dari tahun 2007 hingga tahun 2011. 

Sehingga komoditas buah pepaya ini mempunyai prospek untuk dikembangkan di 

Indonesia. Beberapa varietas yang banyak dibudidayakan atara lain yaitu varietas 

lokal, dan varietas hasil introduksi seperti pepaya Eksotika, Sunrise Solo, 

Bangkok, Red King, dan Calina (Indriyani et al., 2008). 

 

Namun begitu, usaha peningkatan produksi pepaya menjadi kurang optimal 

karena adanya permasalahan hama dan penyakit tanaman. Menurut Semangun 

(2007), beberapa penyakit yang ditemukan pada tanaman pepaya yaitu penyakit 

busuk akar dan pangkal batang, bercak daun Corynespora, papaya ringspot virus 

(PRSV), mosaik pepaya, busuk buah antraknosa, busuk buah Rhizopus dan 

penyakit mati pucuk yang disebabkan oleh Erwinia papayae. 

 

Pada pertengahan tahun 2017, dilaporkan adanya penyakit mati pucuk pada 

tanaman pepaya di PT Great Giant Food (GGF) (Wardana, Komunikasi Pribadi). 

Pada tanaman pepaya yang terinfeksi ditemukan gejala kebasahan seperti tersiram 

air panas pada tangkai daun tanaman pepaya, dan gejala hawar yang berkembang 

dengan cepat terlihat pada helai daun tanaman pepaya. Gejala tersebut semakin 

lama menyebar dan meluas ke bagian pucuk tanaman dan menyebabkan mati 

pucuk pada tanaman pepaya. Dari gejala yang muncul diduga kuat penyakit ini 

disebabkan oleh bakteri. Menurut Chai et al. (2017), penyakit ini menimbulkan 
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kerugian yang cukup besar bahkan dapat mencapai 100%. Hingga saat ini, 

identitas penyebab penyakit dan kisaran inangnya belum diketahui secara pasti. 

 

Identifikasi penyebab penyakit tanaman diperlukan untuk mendapatkan informasi 

tentang identitas dan karakter dari penyebab penyakit yang dihadapi sehingga 

metode pengendalian yang memadai dapat direkomendasikan. Selain mengetahui 

identitas dan karakter dari bakteri patogen, uji kisaran inang juga diperlukan untuk 

mengetahui kemampuan bakteri dalam menginfeksi dan menyebabkan gejala pada 

tanaman inang lain. 

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dilaksanakannya penelitian ini adalah untuk mengetahui identitas dan 

kisaran inang penyebab penyakit mati pucuk pada tanaman pepaya. 

 

1.3 Kerangka Pemikiran 

 

Di Indonesia, penyakit mati pucuk yang disebabkan oleh Erwinia papayae 

pertama kali diketahui terdapat di Jawa Timur. Selain Jawa Timur serangan E. 

papayae juga terdapat di daerah lain pulau Jawa, seperti Sulawesi dan Maluku. 

Patogen ini dapat menimbulkan kerugian yang cukup besar pada musim hujan 

(Semangun, 2007). 

 

Bakteri E. papayae pertama kali dilaporkan oleh Gardan et al. (2004) sebagai 

organisme penyebab kanker pepaya di wilayah Karibia. Pada tahun 2008, Maktar 

et al. Melaporkan bakteri E. papayae sebagai penyebab penyakit mati pucuk 

pepaya di Malaysia, dan tidak memiliki gejala kanker seperti yang dilaporkan oleh 
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Gardan et al. (2004). Namun, Maktar et al. (2008) belum melakukan tes biokimia 

yang lebih spesifik untuk membedakan E. papayae dan E. mallotivora. 

Berdasarkan hasil penelitian Amin et al. (2011), diketahui bahwa penyakit mati 

pucuk pada tanaman pepaya yang ada di Malaysia selain disebabkan oleh E. 

papayae juga disebabkan oleh E. mallotivora. 

 

Gejala yang muncul akibat serangan E. mallotivora ditandai dengan adanya gejala 

kebasahan seperti tersiram air panas pada tangkai daun tanaman pepaya, dan 

gejala hawar yang berkembang dengan cepat terlihat pada helai daun tanaman 

pepaya. Gejala tersebut semakin lama menyebar dan meluas ke bagian pucuk 

tanaman, setelah beberapa lama bagian tanaman sebelah atas mati diikuti oleh 

matinya seluruh tanaman (Gardan et al., 2004; Semangun, 2007; Maktar et al., 

2008, dan Amin et al., 2011). 

 

Penyakit mati pucuk tanaman pepaya yang ditemukan di PT Great Giant Food 

(GGF) menunjukkan gejala yang sama seperti yang dilaporkan oleh Gardan et al. 

(2004), Semangun (2007), Maktar et al. (2008), dan Amin et al. (2011). 

Berdasarkan hal tersebut, maka penyakit mati pucuk pada tanaman pepaya yang 

ditemukan di PT GGF Lampung diduga disebabkan oleh bakteri E. mallotivora. 

Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan apakah dugaan ini benar. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1 Tanaman Pepaya 

 

Tanaman pepaya yang dipelihara dengan baik umumnya dapat menghasilkan 

lebih dari 50 buah/ pohon/ tahun dan dapat berlangsung sampai dengan lebih dari 

3 tahun. Varietas pepaya unggul mempunyai sifat yaitu produktivitasnya tinggi, 

produksinya tidak dipengaruhi oleh perubahan iklim, buah bulat panjang atau 

panjang, rongga buah kecil, daging merah dan rasa manis, kulit buah kuat, tidak 

terlalu lembek supaya tahan pada pengangkutan, serta resisten terhadap penyakit 

akar yang berbahaya. Varietas pepaya yang banyak ditanam di Indonesia di 

antaranya adalah pepaya semangka, pepaya jinggo, pepaya cibinong, dan pepaya 

Bangkok (Nuswamarhaeni, 1999). 

 

Tanaman pepaya banyak dimanfaatkan buahnya karena memiliki rasa yang manis 

dan menyegarkan ketika dikonsumsi, dan memiliki daya jual cukup tinggi. Selain 

dikonsumsi secara langsung, buah pepaya banyak dimanfaatkan sebagai bahan 

baku produk makanan olahan. Buah pepaya mempunyai kandungan protein 

sebesar 1-1,5% yang merupakan sumber karotin sebagai prekusor dari vitamin A. 

selain itu, buah pepaya juga kaya akan sumber vitamin C ( 69-71 mg/100 g), 

Kalium (39-337 mg/ 100 g), dan Kalsium (11-31 mg/ 100g) (Indriyani et al., 

2008). 
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Selain bisa dikonsumsi sebagai buah segar, beberapa bagian pohon pepaya juga 

dimanfaatkan sebagai obat tradisional untuk menyembuhkan berbagai penyakit. 

Hampir semua bagian dari pohon pepaya bisa digunakan sebagai obat seperti 

daun, bunga, biji, akar, getah, dan kulit pepaya. Beberapa senyawa yang diketahui 

terdapat dalam daun pepaya antara lain enzim papain, alkaloid karpaina, pseudo-

karpaina, glikosid, karposid, sakarosa, dan dekstrosa. Sementara buahnya 

mengandung ß-karotene, pectin, d-galaktosa, 1-arabinosa, papain, papayotimin 

papain, fitokinase, vitamin A dan vitamin C (Bakar dan Ratnawati, 2017). 

 

 

2.1.1 Taksonomi dan Morfologi Tanaman Pepaya 

 

Berdasarkan taksonominya, tanaman pepaya dapat diklasifikasikan sebagai 

berikut (Integrated Taxonomic Information System, 2018) : 

Kingdom  : Plantae 

Division : Tracheophyta  

Class  : Magnoliopsida  

Order  : Caricales 

Family  : Caricaceae 

Genus  : Carica 

Spesies  : Carica papaya L.  

 

Tanaman pepaya mempunyai buah dengan daging buah yang tebal dan memiliki 

rongga buah di bagian tengahnya yang berisi cairan dan berbiji banyak. 

Batangnya berbentuk silinder dengan diameter 10-30 cm dan berongga. Daun-

daunnya tersusun spiral berkelompok dekat ujung batang, bertulang dan menjari, 

ujung runcing dan pangkal berbentuk jantung, tangkai daun panjang dan 

berongga, serta tajuk berlekuk menyirip tidak beraturan (Indiryani et al., 2008). 

Tanaman pepaya mempunyai dua jenis bunga yaitu bunga jantan dan bunga betina 

yang terpisah. Hampir semua bunga pepaya berkelamin satu dan berumah dua. 
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Bunga jantan tersusun pada tandan dengan tangkai yang panjang, kelopak sangat 

kecil, mahkota bunga berbentuk terompet, berwarna putih kekuningan, dengan 

tepi bertaju 5 dan tabung yang panjang, langsing, taju terputar dalam kuncup, 

kepala sari bertangkai pendek. Bunga betina kebanyakan berdiri sendiri, daun 

mahkota hampir lepas, berwarna putih kekuningan, bakal buah beruang satu, 

kepala putik berjumlah 5. Pepaya termasuk tanaman yang menyerbuk silang. 

Penyerbukan sebagian besar dibantu oleh angin dan serangga (Indriyani et al., 

2008).  

 

 

2.1.2 Syarat Tumbuh Tanaman Pepaya 

 

Di Indonesia, umumnya tanaman pepaya tumbuh menyebar dari dataran rendah 

sampai dataran tinggi. Iklim yang sesuai untuk tanaman pepaya yaitu tipe A, B 

dan C (basah sampai sedang) berdasarkan klasifikasi Schmidt-Ferguson, dengan 

curah hujan merata sepanjang tahun sekitar 1000-2000 mm, dan temperatur 15
o
C-

35
 o
C, kelembaban udara 40%, serta ketinggian dari dataran rendah 500-1000 

meter di atas permukaan laut. Tanah yang baik untuk ditanamani tanaman pepaya 

adalah tanah yang mempunyai kandungan bahan organik yang tinggi, subur dan 

banyak mengandung humus. Selain itu tanaman pepaya baik ditanam pada tanah 

yang tidak terlalu banyak mengandung air, dan mempunyai kelembaban sedang 

dengan pH yang sesuai antara 6,5 -7,0 (Bakar dan Ratnawati, 2017). 

 

2.1.3  Kendala dalam Budidaya Tanaman Pepaya 
 

Saat ini kebutuhuan pepaya di dalam dan di luar negeri semakin meningkat. 

Berdasarkan data ekspor impor BPS, buah pepaya mengalami kenaikan nilai 
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ekspor dengan rata-rata pertumbuhan sebesar 5.583% dari tahun 2007 hingga 

tahun 2011 (Direktorat Jenderal Hortikultura, 2013). Buah pepaya (Carica papaya 

L.) merupakan buah yang dapat dibudidayakan di daerah tropis, mempunyai  nilai 

ekonomis tinggi, dan banyak digemari masyarakat baik dalam maupun luar 

Indonesia (Sujiprihati dan Suketi, 2009). 

 

Semakin meningkat permintaan pasar dan semakin luas areal pertanaman pepaya 

akan semakin memicu banyaknya masalah hama dan penyakit yang muncul, 

sehingga dapat menurunkan produktivitas tanaman pepaya. Penyakit tanaman 

adalah masalah yang berperan paling banyak dalam menurunkan produktivitas 

tanaman pepaya. Penyakit tumbuhan merupakan suatu kondisi terganggunya 

fungsi sel dan jaringan tumbuhan akibat iritasi yang terus menerus oleh suatu agen 

primer atau faktor lingkungan yang menimbulkan gejala. Penyakit terjadi dan 

berkembang karena fungsi sel dan jaringan terganggu sehingga proses-proses 

fisiologis menyimpang dari yang normal. Penyimpangan proses fisiologis tersebut 

terjadi sebagai akibat gangguan yang terus menerus oleh patogen primer (Ginting, 

2013).  

 

Pada tanaman pepaya terdapat beberapa jenis penyakit yang disebabkan oleh 

bakteri, jamur, dan virus. Beberapa penyakit pada tanaman pepaya antara lain 

penyakit busuk akar dan pangkal batang, bercak daun Corynespora, bercak daun 

Cercospora, embun tepung, papaya ringspot virus (PRSV), penyakit nematoda 

puru akar, mosaik pepaya, busuk buah antraknosa, busuk buah Rhizopus atau 

busuk hitam dan penyakit mati pucuk yang disebabkan oleh bakteri Erwinia 

papayae (Semangun, 2007). 
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2.2 Penyakit Mati Pucuk Tanaman Pepaya 

 

 

2.2.1 Gejala Penyakit 

 

Gejala penyakit mati pucuk tanaman pepaya yang disebabkan oleh bakteri E. 

mallotivora dan E. papayae pada umumnya ditunjukkan dengan adanya gejala 

kebasahan seperti tersiram air panas pada tangkai daun tanaman pepaya, dan 

gejala hawar yang berkembang dengan cepat terlihat pada helai daun tanaman 

pepaya. Gejala tersebut semakin lama menyebar dan meluas ke bagian pucuk 

tanaman, setelah beberapa lama bagian tanaman sebelah atas mati diikuti oleh 

matinya seluruh tanaman (Gardan et al., 2004; Semangun, 2007; Maktar et al., 

2008, dan Amin et al., 2011). 

 

 

2.2.2 Patogen Penyebab Penyakit 

Patogen penyebab penyakit mati pucuk pada tanaman pepaya berasal dari genus 

Erwinia. Bakteri Erwinia mempunyai bentuk batang lurus, berukuran 0,5 – 1,0 

kali 1,0 – 3,0 μm. Bakteri Erwinia adalah bakteri patogenik tumbuhan yang 

bersifat anaerob fakultatif. Beberapa bakteri Erwinia tidak menghasilkan enzim 

pektik dan menyebabkan penyakit nekrosia atau layu (kelompok amylovora), 

sedangkan bakteri Erwinia yang lain mempunyai aktivitas pektolitik yang kuat 

dan menyebabkan busuk lunak pada tumbuhan (kelompok carotovora) (Agrios, 

1996). 

 

Bakteri E. papayae pertama kali dilaporkan oleh Gardan et al. (2004) sebagai 

organisme penyebab kanker pepaya di wilayah Karibia. Maktar et al. (2008) 

melaporkan bakteri E. papayae sebagai penyebab penyakit mati pucuk pepaya di 
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Malaysia, dan tidak memiliki gejala kanker seperti yang dilaporkan oleh Gardan 

et al. (2004). Namun, Maktar et al. (2008) belum melakukan tes biokimia yang 

signifikan untuk membedakan E. papayae dan E. mallotivora. 

 

Hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Amin et al.(2011), menunjukkan 

bahwa penyakit mati pucuk pada tanaman pepaya disebabkan oleh bakteri E. 

mallotivora. Bakteri gram-negatif dan berbentuk batang, koloni berwarna putih 

keabu-abuan pada media King's B. Analisis biokimia mengungkapkan bahwa 

strain adalah katalase positif dan oksidatif negatif dengan kemampuan 

membentuk senyawa pereduksi dari sukrosa. Selain itu, strain menghasilkan asam 

dari D-mannitol, D-laktat dan L-laktat. 

 

 

2.2.3 Persebaran Penyakit 

 

Di Indonesia, penyakit mati pucuk yang disebabkan oleh E. papayae pertama kali 

diketahui terdapat di Jawa Timur. Selain Jawa Timur serangan penyakit mati 

pucuk juga terdapat di daerah lain pulau Jawa, seperti Sulawesi dan Maluku 

(Semangun, 2007). Selain di Indonesia penyakit mati pucuk telah menyebar ke 

wilayah negara lain seperti Karibia, dan Malaysia. 

 

2.2.4 Perkembangan Penyakit 

  

Bakteri penyebab penyakit mati pucuk dapat ditularkan melalui percikan air 

hujan, aktivitas manusia, burung dan serangga lain yang membawa patogen. 

Bakteri penyebab penyakit mati pucuk dapat menyerang tanaman sehat melalui 

lubang alami atau luka pada tanaman. Bakteri ini tidak dapat bertahan lama pada 

akar tanaman sakit yang membusuk dalam tanah, namun apabila terdapat inang 
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alternatif seperti kacang tunggak, dan belewah bakteri ini dapat hidup lebih lama 

(Indriyani et al., 2008). 

 

2.2.5 Pengendalian Penyakit 

Pengendalian penyakit mati pucuk pepaya dapat dilakukan melalui beberapa 

metode yaitu pembongkaran tanaman yang terinfeksi, pengendalian secara 

kimiawi, dan pengendalian dengan kultur teknis (Bakar dan Ratnawati, 2017). 

Pembongkaran tanaman yang terinfeksi dilakukan dengan cara dibongkar dan 

dibakar untuk menghilangkan sumber inokulum penyakit sebelum memasuki 

musim hujan. Pengendalian secara kimiawi dilakukan dengan menggunakan 

bakterisida dengan bahan aktif tembaga hidroksida. Pengendalian dengan kultur 

teknis dilakukan dengan menggunakan benih yang bebas bakteri dan penggunaan 

varietas pepaya yang tahan terhadap serangan bakteri ini serta menerapkan 

peraturan karantina antar area/negara yang ketat untuk tidak memasukkan benih 

tanaman tidak tersertifikasi (Indriyani et al., 2008). 
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III. BAHAN DAN METODE 

 

 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Pertanian, 

Universitas Lampung. Penelitian dilaksanakan mulai Januari sampai Juni 2018. 

Sampel tanaman yang menunjukkan gejala diperoleh dari PT Great Giant Food 

(PT GGF) yang berlokasi di Kecamatan Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung 

Tengah. 

 

 

3.2 Bahan dan Alat  

Bahan-bahan yang digunakan antara lain adalah sampel tanaman pepaya sakit, 

akuades, air steril, umbi kentang, tanaman pepaya, lidah buaya, seledri, bawang 

daun, tomat, caisim, sawi putih, kubis, buncis, terong, labu siam, bawang bombay, 

wortel, cabai, mentimun, selada dan pakcoy. Media biakan yang digunakan 

Nutrient Agar (NA), dan Potato Peptone Glucose Agar (PPGA). Media yang 

digunakan untuk pengujian adalah media King’s B, Oksidatif/Fermentatif (O/F), 

Yeast Extract Dextrose Agar (YDC), Yeast Peptone Agar (YPA), dan Yeast 

Peptone (YP). Bahan lain yang diperlukan adalah minyak parafin, kuning telur, 

senyawa H2S, HCl pekat, asam sulfat, 5% NaCl, KOH 3%, alkohol 70%, ethidium 

bromide (EtBr), MyTaq
TM 

Red Mix, DNA primer (fD1 dan rP2), marker DNA 

leader, loading dye, buffer TE, Bromthymol Blue (BTB) 2 % dan agarose. Selain 
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itu, beberapa bahan organik yang digunakan yaitu Myo-Innositol, M-Tartrate, D-

Raffinose, D-Arabinose, D-Melibiose, Inulin, L-Tartrate, D-Tartrate, Mannitol, 

Glycerol, Starch, S-Ketogluconate, Lactose, Cis-Aconitic Acid, L-Ascorbic Acid, 

ascorbic Acid, dan Citrate. 

 

Alat-alat yang digunakan antara lain adalah pisau, penggaris, spidol, kertas label, 

alumuniumm foil, karet gelang, korek api, kapas, plastic wrap, tisu dan alat tulis. 

Alat yang terbuat dari kaca yang digunakan yaitu tabung reaksi, erlenmeyer, 

bunsen, gelas objek, gelas ukur, dan cawan petri. Alat lain yang digunakan untuk 

bekerja secara aseptik yaitu  Laminar Air Flow Hood (LAF), rotamixer, 

microwave, shaker, timbangan elektrik, jarum ose, jarum ent, water bath, tabung 

eppendorf 1,5 ml, autoklaf, magnetic bar, magnetic strirer, pinset, nampan 

plastik, dan plastik tahan panas. Selain itu, alat yang digunakan untuk identifikasi 

molekuler yaitu cetakan gel 20x16x1 cm
3
, freezer, pipet mikro 0 – 1000 μl, pipet 

tip 0 – 1000 μl, tabung eppendorf 100 μl, microcentrifuge, mesin PCR, alat 

elektroforesis, dan gel documentation system.  

 

3.3 Metode Penelitian 

 

Pelaksanaan penelitian terdiri dari dua tahap. Tahap pertama yaitu isolasi bakteri 

penyebab mati pucuk, dan tahap kedua yaitu pengujian untuk identifikasi bakteri 

penyebab mati pucuk. Pengujian bakteri yang dilakukan terdiri atas uji 

patogenisitas pada tanaman pepaya, identifikasi penyebab penyakit, identifikasi 

molekuler dan uji kisaran inang. 
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3.3.1 Isolasi Bakteri Penyebab Penyakit Mati Pucuk Pepaya 

 

Sampel tanaman pepaya yang menunjukkan gejala mati pucuk didapatkan dari PT 

GGF, Kecamatan Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah. Tangkai daun 

yang terinfeksi dari PT GGF menunjukkan gejala kebasahan seperti tersiram air 

panas pada tangkai daun tanaman pepaya (Gambar 1). 

 
 

Gambar 1. Sampel tangkai daun tanaman pepaya dari PT GGF yang menunjukkan 

gejala. 

 

Bagian tangkai daun dan daun tanaman pepaya yang diambil untuk keperluan 

isolasi dipotong kecil dengan ukuran 0,5 x 0,5 cm dengan perbatasan ¼ sakit dan 

¾ sehat pada 3 titik yang berbeda. Potongan jaringan tangkai dan daun yang 

diambil disuspensikan dengan air steril sebanyak 0,5 ml di dalam tabung 

eppendorf 1,5 ml, kemudian dihancurkan menggunakan pinset steril dan 

didiamkan selama 5 menit. Hasil suspensi tersebut selanjutnya digoreskan pada 

media Nutrient Agar (NA) menggunakan jarum ose kemudian diinkubasikan pada 

suhu ruang selama 24-48 jam. Beberapa koloni yang tumbuh diisolasi kembali 

dengan metode gores kuadran menggunakan media Yeast Peptone Agar (YPA) 
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hingga diperoleh koloni tunggal. Setelah diperoleh koloni tunggal bakteri, isolat 

tersebut diisolasi ke dalam media Potato Peptone Glucose Agar (PPGA). 

 

 

3.3.2 Uji Patogenisitas pada Tanaman Pepaya 

Pengujian patogenisitas pada tanaman pepaya dilakukan dengan tujuan untuk 

memastikan bahwa bakteri yang berhasil diisolasi benar merupakan bakteri 

penyebab penyakit pada tanaman pepaya di PT GGF. Pengujian dilakukan dengan 

cara menginokulasikan isolat murni bakteri tersebut pada tanaman inang yang 

sehat. Sebanyak 1 ose biakan bakteri berumur 24 jam diambil dari media PPGA. 

Isolat bakteri tersebut kemudian disuspensikan dengan 1 ml air steril di dalam 

tabung eppendorf 1,5 ml. Inokulasi dilakukan dengan cara menusukkan (stabbing) 

suspensi bakteri pada bagian tangkai dan daun tanaman pepaya yang sehat. 

Tanaman pepaya yang digunakan yaitu tanaman pepaya Calina berumur 3 bulan, 

dengan tinggi 1 m. Pengamatan dilakukan selama 21 hari, yang dilakukan dengan 

cara mengamati gejala yang muncul. Hasil uji patogenisitas dinyatakan positif 

apabila disekitar area bekas tusukan pada tangkai dan daun tanaman pepaya, 

ditemukan gejala yang sama seperti yang ditemukan pada sampel tanaman pepaya 

yang terinfeksi.  
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3.3.3 Identifikasi Penyebab Penyakit 

Identifikasi penyebab penyakit dilakukan melalui beberapa pengujian yaitu 

sebagai berikut : 

 

3.3.3.1 Uji Gram 

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui kelompok gram isolat bakteri yang 

diuji, apakah termasuk gram positif atau gram negatif. Uji gram dilakukan dengan 

mengambil 1 ose biakan bakteri berumur 24 jam dari media PPGA. Isolat bakteri 

diletakkan pada kaca preparat, yang telah ditetesi larutan KOH 3% lalu dicampur 

secara merata menggunakan jarum ose. Setelah itu, jarum ose disentuhkan pada 

suspensi bakteri dan diangkat perlahan hingga setinggi kurang lebih 1 cm. Apabila 

suspensi terlihat membentuk lendir dan terasa lengket serta membentuk benang 

ketika jarum ose diangkat maka bakteri tersebut merupakan bakteri gram negatif, 

dan sebaliknya jika koloni tidak lengket dan tidak terbentuk benang maka bakteri 

tersebut merupakan bakteri gram positif (Abegaz, 2007). 

 

 

3.3.3.2 Uji Oksidatif/ fermentatif (O/F) 

Pengujian O/F bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri termasuk dalam 

kelompok bakteri yang bersifat oksidatif atau fermentatif. Pengujian dilakukan 

dengan menumbuhkan bakteri uji pada media O/F (pH 7) pada 2 tabung reaksi. 

Bakteri uji berumur 24 jam pada media PPGA diambil menggunakan jarum 

preparat, dan diinokulasikan pada media O/F dengan cara ditusukkan sampai 

dasar tabung. Kemudian salah satu tabung yang berisi isolat bakteri ditutup 

dengan minyak parafin steril, sedangkan tabung yang lainnya tanpa ditutup 

dengan minyak parafin. Bakteri diinkubasikan pada suhu 28
o
C. Pengamatan uji 
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O/F dilakukan selama 7-14 hari. Apabila terjadi perubahan warna dari hijau 

menjadi kuning hanya pada media uji tanpa minyak parafin berarti bakteri 

tersebut bersifat oksidatif, sedangkan apabila terjadi perubahan warna hijau 

menjadi kuning pada media yang ditutup dengan minyak parafin maupun yang 

tanpa minyak parafin berarti bakteri tersebut bersifat fermentatif (Lelliot and 

Stead, 1987 dalam Masnilah et al., 2013). 

 

 

3.3.3.3 Uji Lechitinase 

Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 

menggunakan lechitin. Uji lechitinase dilakukan dengan menuangkan 0,5 ml egg 

yolk dalam cawan petri dan menambahkan 10 ml media YPA (suhu 45
o
C), 

kemudian dicampur secara merata. Setelah itu, 1 ose bakteri dari media PPGA 

digoreskan pada media lechitinase. Bakteri diinkubasikan pada suhu 28
o
C. 

Pengamatan uji lecithinase dilakukan selama 1-7 hari. Jika pengujian 

menunjukkan reaksi positif akan terlihat zona putih buram yang menyebar di luar 

tepi koloni bakteri (Desnidasari, 2015). 

 

 

3.3.3.4 Uji Soft Rot 

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui bakteri yang menyebabkan penyakit 

mati pucuk termasuk dalam bakteri penyebab busuk lunak atau tidak. Umbi 

kentang yang akan digunakan dalam pengujian ini dikupas dan diiris setebal 1 cm. 

Irisan kentang dicuci dengan air mengalir selama 30 menit untuk menghilangkan 

kemungkinan adanya residu bahan kimia pada kentang. Setelah itu, irisan kentang 

diletakkan di dalam cawan petri yang telah dialasi dengan tisu yang dilembabkan. 
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Selanjutnya, mengambil 1 ose biakan bakteri berumur 24 jam dalam media PPGA 

dan digoreskan pada bagian tengah permukaan umbi kentang. Reaksi positif akan 

ditunjukkan dengan adanya pembusukan pada kentang dan terdapat lendir setelah 

diinkubasi selama 24-48 jam (Lelliot and Stead, 1987 dalam Ferfinia, 2010). 

 

 

3.3.3.5 Uji Hipersensitif 

Uji hipersensitif pada daun tembakau bertujuan untuk mengetahui sifat patogenik 

dari bakteri. Pengujian dilakukan dengan cara mengambil sebanyak 1 ose isolat 

bakteri dari media PPGA dan disuspensikan dengan air steril 0,5 ml dalam tabung 

eppendorf 1,5 ml. Suspensi bakteri dihomogenkan menggunakan rotamixer. 

Kemudian sebanyak 0,5 ml disuntikkan ke dalam jaringan tepatnya diantara kedua 

epidermis daun tembakau menggunakan jarum suntik. Setelah disutikkan secara 

perlahan terlihat suspensi menyebar di dalam jaringan batas urat-urat daun. 

Selanjutnya daun tembakau diberi label dan diinkubasi selama 24-48 jam, untuk 

kemudian diamati. Reaksi dinyatakan positif jika terbentuk gejala nekrotik pada 

jaringan daun, sedangkan jika jaringan daun tidak mengalami perubahan berarti 

negatif (Schaad et al., 2001). 

 

 

3.3.3.6 Uji Fluoresensi pada Media King’s B 

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri untuk 

mengeluarkan fluoresen. Pengujian fluoresensi dilakukan dengan cara mengambil 

biakan bakteri sebanyak 1 ose dari media PPGA dan digoreskan secara zig-zag 

pada media King’B, kemudian diinkubasi pada suhu 28
o
C. Pengamatan dilakukan 

24-72 jam setelah inokulasi. Bakteri diamati pada ruang gelap menggunakan 
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lampu UV dengan panjang gelombang 366 nm. Reaksi dinyakatan positif apabila 

terjadi fluoresensi pada biakan bakteri (Schaad et al., 2001). 

 

3.3.3.7 Uji Pertumbuhan pada Media YDC Agar 

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan tumbuh bakteri pada 

media yang mengandung CaCO3 (basa) dan mengetahui warna koloni bakteri 

dalam media YDC. Pengujian dilakukan dengan cara mengambil 1 ose biakan 

bakteri dari media PPGA dan kemudian digoreskan pada media YDC. Bakteri 

dalam media YDC diinkubasi pada suhu 28
o
C, dan dilakukan pengamatan selama 

1-7 hari. Reaksi positif ditunjukkan dengan pertumbuhan bakteri pada media yang 

ditandai dengan munculnya warna abu-abu pada dasar media YDC (Suharjo, 

2013). 

 

 

3.3.3.8 Uji H2S 

Pengujian H2S bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 

memproduksi gas hidrogen sulfida. Pengujian dilakukan dengan menumbuhkan 

bakteri uji dalam media H2S pada tabung reaksi yang ujung tabungnya telah diberi 

kertas indikator. Kertas indikator dibuat dengan memotong kertas saring 

berukuran 1 x 2 cm. Potongan kertas saring direndam dalam larutan HCl pekat 10 

ml yang ditambah dengan air steril 30 ml (pH 7). Kertas saring disusun dalam 

cawan petri dan di autoklaf selama 10 menit dengan tekanan 1 atm. Media yang 

digunakaan terdiri atas beef extract 5 g, peptone 10 g, dan akuades 1000 ml. 

Media dipanaskan kemudian sebanyak 5 ml dituang dalam tabung reaksi, dan 

diautoklaf selama 10 menit dengan tekanan 1 atm. Pengujian dilakukan dengan 
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cara mengambil sebanyak 1 ose isolat bakteri dari media PPGA dan disuspensikan 

dengan air steril 0,5 ml dalam tabung eppendorf 1,5 ml. Suspensi bakteri 

dihomogenkan menggunakan rotamixer. Kemudian diambil menggunakan jarum 

ose dan diinokulasikan pada media H2S. Setelah itu, kertas indikator diletakkan 

pada ujung tabung dan ditutup menggunakan kapas dan plastik wrap. Pengamatan 

dilakukan selama 21 hari, pada hari ke 1,2,4,7,14, dan 21. Apabila reaksinya 

positif, maka akan ditunjukkan dengan adanya warna hitam atau coklat pada 

ujung kertas indikator (Apriani, 2015). 

 

 

3.3.3.9 Uji Pertumbuhan pada 5% NaCl 

Uji pertumbuhan pada 5% NaCl untuk melihat kemampuan tumbuh bakteri dalam 

kondisi kosentrasi garam tertentu. Pengujian menggunakan media yang berisi 

peptone 10 g, 5% NaCl dalam volume, dilarutkan dengan akuades 1000 ml. 

Media diautoklaf dengan suhu 121
o
C selama 10 menit dengan tekanan 1 atm. 

Pengujian dilakukan dengan cara mengambil sebanyak 1 ose isolat bakteri dari 

media PPGA dan disuspensikan dengan air steril 0,5 ml dalam tabung eppendorf 

1,5 ml. Suspensi bakteri dihomogenkan menggunakan rotamixer. Setelah itu, 

suspensi bakteri diambil menggunakan jarum ose dan diinokulasikan pada media 

5% NaCl. Pengamatan dilakukan selama 21 hari, pada hari ke 1,2,4,7,14, dan 21. 

Apabila reaksi positif bakteri uji akan tumbuh pada media, yang dapat diketahui 

dari adanya perubahan media menjadi keruh (Suharjo, 2013). 
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3.3.3.10 Uji Arginin dihydrolase (Moeller Media) 

Uji arginin dihydrolase merupakan suatu cara untuk dapat mendeteksi 

pertumbuhan bakteri pada kondisi anaerob dalam medium yang mengandung 

bahan kimia arginin. Media yang digunakan yaitu media Moeller 21 g (pH 6,8), 

yang dilarutkan dengan akuades 1000 ml. Media dipanaskan, kemudian sebanyak 

5 ml dituangkan ke dalam tabung reaksi, dan diautoklaf selama 10 menit dengan 

tekanan 1 atm. Pengujian dilakukan dengan mengambil bakteri menggunakan 

jarum preparat, dan diinokulasikan pada media moeller dengan cara ditusukkan 

pada media sampai dasar tabung, kemudian ditutup dengan minyak parafin steril. 

Bakteri diinkubasikan pada suhu 28
o
C selama 7-14 hari. Apabila reaksi positif 

akan ditandai dengan perubahan warna pada media menjadi warna ungu, dan jika 

reaksi negatif media akan berubah warna menjadi kuning (Suharjo, 2013). 

 

3.3.3.11 Uji Kemampuan Tumbuh pada Beberapa Suhu 

Pengujian dilakukan dengan cara menumbuhkan bakteri uji pada media YP pada 

beberapa suhu yaitu 36
o
C, 37

o
C, 39

o
C, dan 40

o
C. Isolat bakteri diambil sebanyak 

1 ose dari media PPGA dan disuspensikan dengan air steril 0,5 ml dalam tabung 

eppendorf 1,5 ml. Suspensi bakteri kemudian dihomogenkan menggunakan 

rotamixer. Setelah itu, suspensi bakteri diambil menggunakan jarum ose dan 

diinokulasikan pada media YP. Bakteri dalam media YP diinkubasikan pada 

water bath pada beberapa suhu yaitu 36
o
C, 37

o
C, 39

o
C, dan 40

o
C, yang dilakukan 

secara bergantian. Pengamatan dilakukan selama 7 hari. Apabila reaksi positif 

bakteri akan tumbuh, yang ditandai dengan adanya perubahan warna pada media 

uji menjadi warna putih keruh. 



22 
 

3.3.3.12 Uji Kemampuan untuk Menggunakan Beberapa Jenis Bahan 

Organik 

 

Uji pertumbuhan pada beberapa jenis bahan organik bertujuan untuk mengetahui 

kemampuan tumbuh bakteri pada bahan organik tertentu. Media yang digunakan 

yaitu media Ayer’s dengan komposisi NH4H2PO4 1 g, KCl 0.2  g, MgSO4.7H2O 

0.2 g, Bromthymol Blue (BTB) 2 %, dan air akuades sebanyak 1000 ml. Bakteri 

diuji dengan beberapa jenis bahan organik yang berbeda, seperti Myo-innositol, 

M-tartrate, D-raffinose,D-arabinose, D-melibiose, inulin, L-tartrate, D-tartrate, 

mannitol, glycerol, starch, S-ketogluconate, lactose, Cis-aconitic acid, L-ascorbic 

acid, ascorbic acid, dan citrate. Pengujian dilakukan dengan mengambil sebanyak 

1 ose isolat bakteri dalam media miring PPGA dan disuspensikan dengan 0,5 ml 

air steril dalam tabung eppendorf 1,5 ml. Suspensi bakteri dihomogenkan 

menggunakan rotamixer. Isolat bakteri diambil menggunakan jarum preparat, dan 

diinokulasikan pada media Ayer’s dengan cara ditusukkan pada media sampai 

dasar tabung. Bakteri pada media Ayer’s diinkubasikan pada suhu 28
o
C selama 21 

hari dan diamati dengan melihat perubahan warna media. Apabila terjadi 

perubahan warna media dari hijau menjadi kuning atau biru menyesuaikan bahan 

organik yang digunakan, artinya bakteri mampu menggunakan bahan organik 

tersebut (Suharjo, 2013). 

 

 

3.3.4 Identifikasi Molekuler 

Identifikasi secara molekuler dilakukan melalui beberapa tahapan yaitu ekstraksi 

DNA, amplifikasi DNA dengan PCR, elektroforesis dan visualisasi hasil PCR, 

serta sekuensing DNA dan analisis hasilnya (Suharjo, 2013). 
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3.3.4.1 Ekstraksi DNA 

Ekstraksi bakteri dilakukan dengan cara mengambil satu ose bakteri berumur 24 

jam dari media PPGA. Isolat bakteri disuspensikan dengan 20  μl DNA zole 

dalam tabung eppendorf berukuran 100 μl. Suspensi diinkubasikan pada suhu 

ruang selama 20-30 menit dan siap untuk digunakan. 

 

 

3.3.4.2 Amplifikasi DNA dengan PCR 

Sebanyak 12,5 μl Master Mix (Red Mix) (bioline) dimasukkan ke dalam tabung 

eppendorf 100 μl lalu ditambahkan primer fD1 (5’ CCGAATTCGTCGACAACA 

GAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) dan rP2 (5’ CCCGGGATCCAAGCTTACG 

GCTACCTTGTTACGACTT 3’), masing-masing sebanyak 1 μl, larutan ekstrak 

DNA bakteri sebanyak 1 μl dan akuades steril sebanyak 9,5 μl (Weisburg et al., 

1991). Larutan yang sudah dibuat kemudian diampifikasi menggunakan mesin 

PCR sensquest labcycler. PCR dilakukan dengan lima tahapan, yaitu inisiasi, 

denaturasi, annealing, ekstensi, dan elongasi. Tahap inisiasi dilakukan pada suhu 

95
o
C selama 5 menit (1 kali siklus), dilanjutkan dengan 30 siklus tahap denaturasi 

pada suhu 95
 o
C selama 1 menit, annealing pada suhu 58

 o
C selama 1 menit dan 

ekstensi pada suhu 72
 o
C selama 1 menit. Terakhir tahap elongasi pada suhu 72

 o
C 

selama 5 menit (1 kali siklus) (Joshi and Deshande, 2010). 

 

 

3.3.4.3 Elektroforesis dan Visualisasi Hasil PCR  

 

Gel agarose 0,5% yang sudah ditambah 1 μl ethidium bromide (ETBr 10 mg/ml) 

dibuat, lalu dituangkan pada cetakan dengan sisir. Gel agarose padat dimasukkan 

ke dalam alat elektroforesis berisi larutan TBE, pada sumur pertama agar 
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dimasukkan 3 μl Marker DNA ladder. Selanjutnya setiap sumur diisi 3 μl hasil 

PCR, lalu dilakukan elektroforesis dengan tegangan 50 volt selama 60-70 menit. 

Hasil PCR yang dielektroforesis ditunggu hingga DNA bergerak sampai ditengah-

tengah baris 3 dan 4 dari ujung lawan. Hasil elektroforesis divisualisasi dengan 

digi-doc-imaging-system, yang hasilnya disimpan dalam komputer. Keberadaan 

profil DNA antar lokus gen akan terlihat berupa pita terang. 

 

3.3.4.4 Sekuensing dan Analisis Hasilnya 

 

Hasil PCR kemudian dikirim ke PT Genetika Science Jakarta untuk disekuensing. 

Program MEGA 6 digunakan untuk menganalisis hasil sekuensing. 

 

3.3.5 Uji Kisaran Inang 

  

Uji kisaran inang dilakukan untuk mengetahui apakah isolat bakteri penyebab 

mati pucuk pada tanaman pepaya dapat menyebabkan infeksi pada tanaman 

lainnya. Pengujian dilakukan dengan cara mengambil 1 ose isolat bakteri dari 

media PPGA dan disuspensikan dengan air steril 0,5 ml dalam tabung eppendorf 

1,5 ml. Suspensi bakteri dihomogenkan menggunakan rotamixer, kemudian 

ditusukkan ke dalam jaringan tanaman yang akan diuji dengan menggunakan 

jarum suntik. Apabila bagian tanaman yang diinokulasi menunjukkan gejala 

busuk basah seperti pada tanaman pepaya berarti isolat bakteri yang diperoleh 

dapat menginfeksi tanaman tersebut. Tanaman yang digunakan untuk uji kisaran 

inang adalah dari beberapa jenis tanaman sayuran diantaranya lidah buaya, 

seledri, tanaman pepaya, bawang daun, tomat, caisim, sawi putih, kubis, buncis, 

terong, labu siam, bawang bombay, wortel, cabai, mentimun, selada dan pakcoy. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Simpulan  

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa : 

1. Bakteri penyebab penyakit mati pucuk pada tanaman pepaya di PT GGF 

memiliki ciri-ciri morfologi berupa koloni berwarna putih keabu-abuan, 

berbentuk bulat, dengan tepian halus, permukaan mengkilap dan cembung. 

 

2. Bakteri penyebab mati pucuk pepaya merupakan bakteri kelompok gram 

negatif, fermentatif, lechitinase negatif, soft rot negatif, hipersensitif positif, 

tidak berpendar pada media King’s B, mampu tumbuh dan menghasilkan 

pigmen abu-abu pada media YDC, tidak memproduksi H2S, tidak mampu 

tumbuh di 5% NaCl, arginin dihydrolase positif, dan mampu tumbuh pada 

suhu 36
o
C hingga 40

o
C serta mampu menggunakan Myo-innositol, L-

Tartrate, Glycerol, Cis-Aconitic Acid, dan Citrate sebagai sumber karbonnya. 

 

3. Identifikasi molekuler menunjukkan bahwa bakteri penyebab penyakit mati 

pucuk pada tanaman pepaya di PT GGF adalah Erwinia mallotivora. 

 

4. Selain tanaman pepaya, E. mallotivora juga dapat menginfeksi dan 

menimbulkan gejala pada buah terong. 
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5.2 Saran 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, disarankan untuk melakukan 

uji lanjutan terhadap beberapa varietas tanaman pepaya untuk mengetahui varietas 

tanaman pepaya yang tahan dan rentan terhadap bakteri penyebab penyakit mati 

pucuk pepaya. Uji kisaran inang pada tanaman lain selain dari golongan sayuran 

dan buah juga diperlukan untuk mengetahui kisaran inang bakteri yang lebih luas. 
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