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ABSTRAK 

 

KARAKTERISASI DAN IDENTIFIKASI Dickeya sp. PENYEBAB 

PENYAKIT BUSUK BATANG PADA TANAMAN PISANG DI LAMPUNG 

 

Oleh 

 

BELLA FRIANA SADINDA 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakter, identitas dan kisaran inang 

bakteri penyebab penyakit busuk batang pada pisang.  Penelitian dilaksanakan 

pada Oktober 2020 sampai Juli 2021 di Laboratorium Bioteknologi Pertanian dan 

Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas 

Lampung.  Sebanyak 4 isolat bakteri yang diduga sebagai penyebab penyakit 

busuk batang pisang digunakan dalam penelitian ini.  Isolat bakteri yang 

digunakan berasal dari Lampung Tengah.  Uji patogenisitas dilakukan pada bibit 

tanaman pisang varietas Cavendish berumur 3 bulan.  Karakteristik dan 

identifikasi dilakukan berdasarkan uji biokimia dan uji molekuler berdasarkan 

sekuens recA. Uji kisaran inang dilakukan terhadap 21 spesies tanaman yang 

berbeda selain tanaman pisang.  Hasil uji patogenisitas menunjukkan bahwa isolat 

bakteri menimbulkan gejala berupa adanya daerah nekrotik pada bagian yang 

diinokulasi. Hasil uji biokimia memperlihatkan bahwa semua isolat bakteri 

merupakan kelompok Gram negatif, bersifat fermentatif, lechitinase positif, soft 

rot positif, reaksi hipersensitif positif, fluoresensi pada media King’s B negatif, 

arginine dyhidrolase negatif, casein positif, mampu tumbuh pada suhu 39 oC 

tetapi tidak mampu tumbuh pada suhu 40 oC dan mampu menggunakan D-

melibiose, Lactose, Mannitol, S-Ketogluconate, dan D-raffinose sebagai sumber 

karbonnya. Hasil identifikasi molekuler terhadap dua isolat bakteri sebagai 

representasi isolat yang digunakan menunjukkan bahwa kedua isolat tersebut 

berada dalam kelompok Dickeya fangzhongdai DSM101947 (Acc. No. 

CP025003) dan PA1 (Acc. No. CP020872).  Hasil uji kisaran inang menunjukkan 

bahwa isolat bakteri dapat menyebabkan gejala busuk pada tomat, bawang merah, 

kubis, terong, gambas, buncis, kacang panjang, sawi putih, pare, selada, cabai, 

brokoli, bawang bombay dan okra. 

 

Kata kunci : busuk batang, Dickeya fangzhongdai, identifikasi molekuler, recA,   

 tanaman pisang. 
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I. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Pisang (Musa paradisiaca L.) merupakan salah satu tanaman hortikultura penting 

di Indonesia.  Menurut Purwadaria (2006) pisang merupakan komoditas buah 

yang paling banyak dikonsumsi dan diproduksi di Indonesia.  Namun demikian, 

menurut Badan Pusat Statistik (2019) produksi pisang di Indonesia mengalami 

penurunan dari 72,99 ribu ton pada tahun 2015, menjadi sebesar 70,07 ribu ton 

pada tahun 2016.  Penurunan produksi disebabkan oleh beberapa faktor, salah 

satunya berasal dari hama dan penyakit tanaman.  Beberapa jenis penyakit penting 

tanaman pisang yang selama ini dilaporkan antara lain layu panama (Fusarium 

oxysforum f.sp. cubense), layu bakteri (Ralstonia syzygii subsp. celebesensis), 

Bunchy Top Virus (BTV), bercak daun sigatoka kuning (Mycosphaerella 

musicola), dan bercak daun sigatoka hitam (Mycosphaerella fijiensis) (Prasetyo 

dan Sudiono, 2004; Safni et al., 2014; Arsensi dan Rofik, 2015).  

Pada tahun 2019, ditemukan adanya penyakit busuk batang pisang di Lampung 

Tengah.  Bagian tanaman yang bergejala di lapangan diisolasi oleh Tim peneliti 

Laboratorium Bioteknologi Pertanian.  Hasil isolasi memperlihatkan bahwa 

penyakit tersebut disebabkan oleh bakteri yang diduga merupakan anggota 

Dickeya.  Isolat tersebut saat ini disimpan sebagai koleksi Laboratorium 

Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. 

Hingga saat ini, belum diketahui karakteristik dan identitas serta kisaran inang 

bakteri penyebab busuk batang yang ditemukan di Lampung Tengah tersebut. 

Informasi tentang karakter, identitas dan kisaran inang sangat diperlukan sebagai 

dasar untuk menentukan tindakan pengendalian terhadap patogen ini. 
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1.2 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian adalah untuk mengetahui karakter, identitas dan kisaran inang 

bakteri penyebab penyakit busuk batang pada pisang. 

1.3 Kerangka Pemikiran 

Genus Dickeya adalah genus yang sebelumnya dikenal sebagai Erwinia 

chrysanthemi.  Genus Dickeya terdiri dari enam spesies yaitu: D. chrysanthemi, 

D. dieffenbachiae, D. paradisiaca, D. dadantii, D. dianthicola, dan D. zeae 

(Samson et al., 2005).  Pada tahun 2012, D. dadantii dan D. dieffenbachiae 

digabungkan ke dalam satu spesies yang sama D. dadantii dengan subspesies 

yang berbeda yaitu subspesies dadantii dan subspesies dieffenbachiae (Brady et 

al., 2012).  Beberapa spesies Dickeya yang baru dilaporkan keberadaannya antara 

lain D. solani, D. aquatica, dan D. fangzhongdai (Van der Wolf et al., 2014; 

Parkinson et al., 2014; Tian et al., 2016).  

Dickeya spp. bersifat gram negatif, katalase positif, oksidase negatif dan dapat 

menyebabkan busuk pada umbi kentang (Haerani dkk., 2015).  Aeny et al. (2020) 

melaporkan bahwa D. zeae bersifat gram negatif, lechitinase positif, fermentatif 

dan tidak berpendar pada media King’s B.  

Dickeya spp. dilaporkan dapat menyerang berbagai macam tanaman.  Aminah 

(2020) melaporkan bahwa berdasarkan hasil identifikasi molekuler D. zeae 

menjadi penyebab penyakit busuk batang jagung.  D. zeae juga dilaporkan 

menjadi patogen tanaman nanas (Aeny et al., 2020).  Fu and Huang (2011) 

melaporkan bahwa D. dadantii menjadi patogen utama busuk lunak anggrek. 

Hingga saat ini, beberapa spesies Dickeya yang dilaporkan menyerang tanaman 

pisang antara lain D. paradisiaca, D. zeae, dan D. dadantii (Samson et al., 2005; 

Zhang et al., 2014; Liu et al., 2016).   

 



 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Tanaman Pisang 

Tanaman pisang merupakan salah satu komoditas hortikultura penting di 

Indonesia yang kaya akan nutrisi.  Setiap jenis pisang mengandung gizi yang 

berbeda antara jenis satu dengan yang lainnya.  Rata-rata kandungan setiap 100 g 

daging buah pisang terdiri atas energi 90 kkal, karbohidrat 22,84 g, protein 1,09 g, 

lemak 0,33 g, serat 2,6 mg, kalsium 5 mg, fosfor 22 mg, zat besi 0,26 mg, 

tembaga 0,078 mg, potasium 358 mg, magnesium 27 mg, vitamin A 64 mg, 

vitamin B1 0,031 mg, vitamin C 8,7 mg, vitamin E 0,1 mg (Wardhany, 2014). 

Pisang merupakan salah satu tanaman yang memiliki arti ekonomi dan sebagai 

komoditi ekspor yang bernilai penting.  Tanaman pisang memiliki beberapa 

keunggulan antara lain produktivitas, nilai gizi, ragam genetiknya tinggi, adaptif 

pada ekosistem yang luas, dan biaya produksi rendah serta telah diterima secara 

luas (Yanti, 2008).  

Potensi produksi buah pisang di Indonesia daerah sebarannya luas.  Hampir 

seluruh wilayah di Indonesia, merupakan tempat produksi pisang.  Pisang ditanam 

di pekarangan maupun di ladang, dan sebagian telah dibudidayakan menjadi 

sebuah perkebunan.  Jenis pisang yang ditanam oleh masyarakat beranekaragam, 

mulai dari pisang untuk olahan (plantain) cooking fruit sampai jenis pisang 

komersial (banana) dimakan segar (edible fruit) yang bernilai ekonomi tinggi 

(Wardhany, 2014). 

2.1.1 Taksonomi dan Morfologi Tanaman Pisang 

Taksonomi tanaman pisang menurut USDA (2014) sebagai berikut: 

Kingdom              : Plantae 

Subkingdom      : Tracheobionta 

Super divisi      : Spermatophyta
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Divisi                   : Magnoliophyta 

Kelas                    : Liliopsida 

Subkelas      : Zingiberales 

Ordo                     : Zingiberales 

Famili                   : Musaceae 

Genus                   : Musa L. 

Spesies                 : Musa paradisiaca L. 

Suyanti dan Supriyadi (2008) menjelaskan akar, batang, daun, bunga, dan buah 

morfologi tanaman pisang sebagai berikut:  

1. Akar  

Sistem perakaran tanaman pisang umumnya keluar dan tumbuh dari bonggol 

bagian samping dan bagian bawah berupa akar serabut, dan tidak berakar 

tunggang.  Pertumbuhan akar pada umumnya berkelompok menuju arah samping 

di bawah permukaan tanah dan mengarah ke dalam tanah mencapai panjang 4-5 

m.  Walaupun demikian, daya jangkau akar hanya menembus pada kedalaman 

tanah antara 150-200 cm.  

2. Batang 

Batang pisang dibedakan menjadi dua macam yaitu batang asli yang disebut 

bonggol dan batang semu atau batang palsu.  Bonggol berada di pangkal batang 

semu dan berada di bawah permukaan tanah serta memiliki banyak mata tunas 

yang merupakan calon anakan tanaman pisang dan merupakan tempat tumbuhnya 

akar.  Batang semu tersusun atas pelepah daun yang saling menutupi, tumbuh 

tegak dan kokoh, serta berada di atas permukaan tanah.  

3. Daun 

Bentuk daun pisang pada umumnya panjang, lonjong, dengan lebar yang tidak 

sama, bagian ujung daun tumpul, dan tepinya tersusun rata.  Letak daun terpencar 

dan tersusun dalam tangkai yang berukuran relatif panjang dengan helai daun 

yang mudah robek.  

4. Bunga 

Bunga pisang atau yang sering disebut dengan jantung pisang keluar dari ujung 
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batang.  Susunan bunga tersusun atas daun pelindung yang saling menutupi dan 

bunga-bunganya terletak pada tiap ketiak di antara daun pelindung dan 

membentuk sisir.  Bunga pisang termasuk bunga berumah satu, letak bunga betina 

di bagian pangkal, sedangkan letak bunga jantan berada di tengah.  Bunga  

sempurna yang terdiri atas bunga jantan dan bunga betina berada di bagian ujung. 

5. Buah  

Buah pisang tersusun dalam tandan, tiap tandan terdiri atas beberapa sisir dan tiap 

sisir terdapat 6-22 buah pisang tergantung varietasnya.  Buah pisang umumnya 

tidak berbiji dan bersifat triploid, kecuali pada pisang kluthuk yang bersifat 

diploid dan memiliki biji.  Proses pembuahan tanpa adanya biji disebut dengan 

partenokarpi.  Ukuran buah pisang bervariasi tergantung pada varietasnya, 

panjang antara 10-18 cm dengan ukuran diameter sekitar 2,5-4,5 cm.  Daging 

buah tebal dan lunak, kulit buah yang masih muda berwarna hijau dan ketika tua 

berubah menjadi kuning dan strukturnya bisa tebal dan tipis juga tergantung dari  

varietas pisangnya. 

2.1.2 Syarat Tumbuh Pisang 

Tanaman pisang toleran akan ketinggian dan kekeringan.  Tanaman pisang dapat 

tumbuh di dataran rendah sampai pegunungan setinggi 1000 m dpl.  Produktivitas 

pisang yang optimum pada tanah datar dan ketinggian di bawah 500 m dpl 

(Cahyono, 2002).  

Tanaman pisang umumnya tumbuh dan berproduksi secara optimal di daerah yang 

memiliki ketinggian antara 400-600 m dpl.  Di dataran tinggi umur tanaman 

hingga berubah menjadi lama dan kulitnya tebal.  Hal ini dikarenakan secara 

biologis tanaman akan menyesuaikan kondisi lingkungan yang ada.  Semakin 

tinggi suatu tempat, maka suhu dan intensitas cahaya di tempat tersebut juga akan 

semakin berkurang (Goldsworthy dan Fisher, 1992). 

2.2 Penyakit Busuk Batang Pisang 

Penyakit busuk batang pisang disebabkan oleh beberapa spesies Dickeya spp. 

Informasi mengenai gejala penyakit, penyebab penyakit, dan kisaran inang dapat 

digunakan untuk pengendalian secara efektif dan efisien.
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Berikut adalah beberapa gejala penyakit, penyebab penyakit, dan kisaran inang 

dari beberapa spesies Dickeya spp. 

2.2.1 Gejala Penyakit 

Bakteri D. zeae dan D. dadantii dilaporkan sebagai penyebab busuk batang 

pisang.  Liu et al. (2016) melaporkan bahwa gejala busuk batang pisang yang 

disebabkan oleh D. dadantii menunjukkan gejala pada tangkai daun dengan bintik 

coklat yang berkembang menjadi bintik besar sehingga menyebabkan daun 

kering, dan terjadi pembusukan pada pelepah sehingga merusak titik tumbuh yang 

disertai perubahan warna.  Gejala penyakit busuk batang pisang yang disebabkan 

oleh D. zeae menunjukkan gejala busuk dalam 48-78 jam setelah inokulasi dengan 

strain bakteri yang diisolasi dari pisang, daun yang bergejala tampak layu, dan 

pangkal batang pisang mengalami pembusukan sehingga mengeluarkan bau busuk 

(Zhang et al., 2014).    

2.2.2 Penyebab Penyakit 

Beberapa spesies Dickeya yang dilaporkan sebagai penyebab busuk batang pisang 

antara lain D. paradisiaca, D. zeae, dan D. dadantii (Samson et al., 2005; Zhang 

et al., 2014; Liu et al., 2016).  Samson et al. (2005) melaporkan bahwa  

D. paradisiaca memiliki kisaran inang jagung dan pisang,  D. zeae memiliki 

kisaran inang jagung, nanas, pisang, padi, kentang, krisan, dan tembakau,  

D. dadantii memiliki kisaran inang nanas, pisang, jagung, dan ubi jalar, 

sedangkan D. dieffenbachiae memiliki kisaran inang pisang dan tomat.  

2.2.3 Genus Dickeya 

Genus Dickeya adalah genus yang sebelumnya dikenal sebagai Erwinia 

chrysanthemi.  Genus Dickeya terdiri dari enam spesies yaitu: D. chrysanthemi, 

D. dieffenbachiae, D. paradisiaca, D. dadantii, D. dianthicola, dan D. zeae 

(Samson et al., 2005).  Pada tahun 2012, D. dadantii dan D. dieffenbachiae 

digabungkan kedalam satu spesies yang sama D. dadantii dengan subspesies yang 

berbeda yaitu subspesies dadantii dan subspesies dieffenbachiae (Brady et al., 

2012).  Beberapa spesies Dickeya yang baru dilaporkan keberadaannya antara



7 

 

lain: D. solani, D. aquatica, dan D. fangzhongdai (Van der Wolf et al., 2014; 

Parkinson et al., 2014; Tian et al., 2016).  

2.2.4 Kisaran inang Dickeya spp. 

Dickeya spp. dilaporkan dapat menyerang berbagai jenis tanaman.  Dickeya spp. 

dilaporkan dapat menyerang tanaman pangan seperti jagung, ubi jalar dan padi, 

sayur sayuran seperti kentang, wortel dan bawang.  Tanaman hias seperti anggrek 

dan lidah buaya (Dickey, 1979; Kelman et al., 1957; Ma et al., 2007; Tsai et al., 

2019; Fu and Huang, 2011).  

 



 

 

 

 

III. BAHAN DAN METODE 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan mulai Oktober 2020 sampai Juli 2021.  Penelitian ini 

dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian dan Laboratorium Ilmu 

Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.   

3.2 Bahan dan Alat 

Bahan-bahan yang digunakan antara lain isolat bakteri yang berasal dari Lampung 

Tengah, alkohol 70%, akuades, minyak parafin, KOH 3%, ethidium bromide 

(EtBr), Bromthymol blue (BTB) 2%, 5% NaCl,MyTaqTMRed Mix, DNA primer 

(RS1 dan RS2), marker DNA ladder, loading dye, buffer TE, agarose, kuning 

telur dan umbi kentang.  Tanaman yang digunakan untuk pengujian kisaran inang 

yaitu tomat, bawang merah, kubis, terong, gambas, buncis, kacang panjang, sawi 

putih, pare, selada, cabai, brokoli, bawang bombay, okra, bawang putih, genjer, 

bayam, daun katu, kemangi, kangkung dan labusiam.  Bahan yang digunakan 

untuk uji bahan organik yaitu D-arabinose, D-tartrate, D-melibiose, D-raffinose, 

Inulin, Lactose, S-ketogluconate, mannitol, M-tartrate, Starch, L-ascorbic acid, 

Citrate, L-tartrate, Ascorbic acid dan Myo-innositol.    

Alat-alat yang digunakan antara lain autoclave, Laminar Air Flow (LAF), 

magnetic stirer, magnetic bar, microwave, shaker, rotamixer, freezer, water bath, 

tabung reaksi, cawan petri, jarum preparat, jarum ose, pipet mikro, tabung 

eppendorf 1,5 ml, erlenmeyer, bunsen, gelas ukur dan rak tabung reaksi.  Alat 

yang digunakan untuk identifikasi molekuler antara lain alat elektroforesis, mesin 

PCR, cetakan gel 20x16x1cm3, pipet mikro 0-1000 µl, pipet tip 0-1000 µl, tabung 

eppendorf 100 µl, gel documentation system dan microsentrifuge.  
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3.3 Metode Penelitian 

Penelitian ini menggunakan sebanyak 4 isolat bakteri.  Isolat bakteri yang 

digunakan berasal dari Lampung Tengah.  Asal isolat bakteri ditunjukkan dalam 

Tabel 1. 

Tabel 1. Isolat bakteri yang digunakan dalam penelitian 

Isolat Bagian tanaman yang diisolasi Asal Isolat 

A1 (1) P.GGP Batang Lampung Tengah 

A3 (2) P.GGP Batang Lampung Tengah 

Btg Buah 2.1 Tangkai Buah Lampung Tengah 

Tsr 1.3 Tangkai Buah Lampung Tengah 

 

3.3.1 Uji Patogenisitas 

Uji patogenisitas dilakukan untuk memastikan bahwa isolat bakteri yang 

didapatkan benar merupakan patogen tanaman tersebut.  Pengujian ini 

menggunakan tanaman pisang dan suspensi bakteri.  Pembuatan suspensi bakteri 

dilakukan dengan mengambil 2 ose bakteri dari media PPGA yang berumur 24 

jam, kemudian dimasukkan dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang berisi air steril 

1 mL.  Suspensi bakteri dihomogenkan menggunakan rotamixer.  Pengujian 

patogenisitas dilakukan dengan cara menyuntikkan 2 mL suspensi bakteri (2x108 

CFU/mL) pada tanaman yang diuji.  Pengamatan dilakukan setiap hari selama 21 

hari terhadap gejala nekrotik yang muncul pada daerah inokulasi.   

3.3.2 Karakterisasi dan Identifikasi Penyebab Penyakit 

3.3.2.1 Karakterisasi Penyebab Penyakit (Uji Biokimia) 

a. Uji Gram 

Uji Gram dilakukan untuk mengetahui kelompok isolat bakteri yang diuji 

termasuk ke dalam kelompok Gram positif atau Gram negatif.  Prosedur dalam 

membedakan antara Gram positif atau Gram negatif dapat dilakukan melalui 

pewarnaan Gram (Cappuccino and Suherman, 1983) dan Uji Gram menggunakan 

KOH (Ryu, 1938).  Uji Gram menggunakan KOH adalah metode yang sangat
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sederhana dan cepat untuk mengklasifikasikan kelompok Gram bakteri (Halebian 

et al., 1981).  Uji Gram menggunakan KOH dilakukan dengan mengambil satu 

ose bakteri yang berumur 24 jam, kemudian bakteri diletakkan pada kaca preparat 

dan diberi KOH 3% sebanyak 100 µl.  Bakteri kemudian dicampurkan 

menggunakan jarum ose, kemudian jarum ose diangkat hingga setinggi 1 cm. 

Suspensi bakteri yang diangkat menggunakan jarum ose membentuk lendir dan 

tidak putus saat diangkat 1 cm, maka uji Gram bereaksi positif  yang berarti isolat 

bakteri adalah Gram negatif, sebaliknya apabila suspensi bakteri tidak terbentuk 

lendir dan diangkat 1 cm putus, maka uji Gram bereaksi negatif  yang berarti 

isolat bakteri adalah Gram positif.  Bakteri kelompok Gram positif ditandai oleh 

suspensi bakteri yang diangkat tidak terbentuk lendir dan putus jika diangkat, 

sedangkan bakteri kelompok Gram negatif ditandai oleh suspensi bakteri yang 

diangkat terbentuk lendir dan tidak putus jika diangkat (Powers, 1995).  

b. Uji Oksidatif/Fermentatif (O/F) 

Uji oksidatif/fermentatif dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri bersifat 

aerob atau anaerob.  Media yang digunakan dalam pengujian ini yaitu media O/F 

(basal medium) dengan 98 g media O/F dan 1000 mL akuades.  Media O/F yang 

telah steril kemudian dituang sebanyak 4 mL pada dua tabung reaksi bakteri  yang 

berumur 24 jam dan ditusukkan menggunakan jarum preparat sampai dasar 

tabung pada media O/F.  Media O/F yang telah diinokulasi dengan isolat bakteri 

ditutup dengan minyak parafin steril sebanyak 1 mL dan satu tabung reaksi 

satunya tidak ditambah minyak parafin.  

Media O/F yang telah diinokulasi dengan isolat bakteri kemudian diinkubasi 

dalam suhu ruang selama 1-7 hari dan diamati perubahan warna media O/F.  

Apabila pada media O/F terjadi perubahan warna hijau menjadi kuning baik pada 

media yang ditambah maupun yang tidak ditambah minyak parafin, maka bakteri 

tersebut bersifat fermentatif. 
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Apabila perubahan warna hanya terjadi pada media yang tidak ditambah minyak 

parafin, maka bakteri tersebut bersifat oksidatif.  Bakteri bersifat fermentatif 

apabila terjadi perubahan warna hijau menjadi kuning, baik pada media yang 

ditambah maupun tidak ditambah minyak parafin, sedangkan bakteri bersifat 

oksidatif apabila perubahan warna hanya terjadi pada media yang tidak ditambah 

minyak parafin (Tito, 2014). 

c. Uji Soft Rot 

Uji soft rot dilakukan pada umbi kentang untuk mengetahui apakah bakteri yang 

diuji termasuk ke dalam kelompok bakteri penyebab busuk lunak atau tidak.  

Caranya yaitu kentang dipotong setebal 1 cm dan direndam air mengalir selama 

30 menit, kemudian irisan kentang tersebut diletakkan pada cawan petri yang 

telah diberi tisu yang dilembapkan dengan akuades.  Uji soft rot dilakukan dengan 

mengambil satu ose bakteri yang berumur 24 jam kemudian diinokulasi pada 

bagian tengah permukaan umbi kentang.  Kentang yang telah diinokulasi dengan 

isolat bakteri, kemudian diinkubasi selama 24-48 jam.  Apabila terjadi 

pembusukan pada bagian kentang yang telah diinokulasi menunjukkan reaksi 

positif.  Kentang yang menunjukkan reaksi positif ditandai oleh terjadinya 

pembusukan dan adanya lendir pada bagian yang diinokulasi bakteri (Lelliot and 

Stead, 1987). 

d. Uji Kemampuan Tumbuh pada Beberapa Kisaran Suhu 

Uji kemampuan tumbuh pada beberapa kisaran suhu dilakukan dengan cara 

menumbuhkan bakteri uji pada media Yeast Peptone (YP) pada suhu 39 °C dan  

40 °C.  Bahan yang digunakan dalam pembuatan media YP yaitu 10 g pepton, 5 g 

yeast dan 1000 mL akuades.  Uji kemampuan tumbuh pada beberapa kisaran suhu 

dilakukan dengan mengambil satu ose bakteri yang berumur 24 jam dan 

dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang telah berisi air steril 0,5 mL. 

Isolat bakteri dalam tabung eppendorf dihomogenkan menggunakan rotamixer. 

Suspensi bakteri diambil menggunakan jarum ose dan dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi yang berisi media YP.  Bakteri diinkubasi dalam water bath selama 

3-7 hari yang dilakukan secara bergantian pada suhu 39 °C dan 40 °C.  
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Media yang mengalami perubahan warna dari warna kuning menjadi putih keruh 

menandakan reaksi positif, hal tersebut menunjukkan bahwa bakteri dapat tumbuh 

pada suhu tersebut (Oktaviana, 2018). 

e. Uji Fluoresensi pada Media King’s B 

Uji fluoresensi pada media King’s B dilakukan untuk mengetahui kemampuan 

bakteri untuk mengeluarkan fluoresen.  Bahan pembuatan media Kings’B yaitu 20 

g pepton, 1,5 g K2HPO4, 1,5 g MgSO47H2O, 15 mL gliserol, 15 g agar dan 1000 

mL akuades.  Uji fluoresensi dilakukan dengan mengambil satu ose bakteri yang 

berumur 24 jam dan digoreskan pada media biakan King’s B.  Bakteri yang 

digores pada media biakan King’s B diinkubasi dalam suhu ruang selama 24-48 

jam.  Isolat bakteri yang digores pada media biakan King’s B terlihat warna hijau 

berpendar saat disinari lampu ultra violet (UV), menunjukkan bahwa bakteri 

digolongkan sebagai bakteri pendar fluoresen (Schaad et al., 2001).  

f. Uji Arginine Dihydrolase (Moeller Media) 

Uji arginine dihydrolase dilakukan untuk mendeteksi pertumbuhan bakteri pada 

kondisi anaerob dalam media yang mengandung bahan kimia arginin.  Uji 

arginine dihydrolase menggunakan media Moeller 21 g dan aquades 1000 mL.  

Isolat bakteri yang berumur 24 jam ditusukkan menggunakan jarum preparat 

sampai dasar tabung pada media Moeller.  Media Moeller yang telah diinokulasi 

dengan isolat bakteri ditutup dengan minyak parafin steril sebanyak 1 mL.  Media 

Moeller yang telah diinokulasi dengan isolat bakteri kemudian diinkubasi dalam 

suhu ruang selama 1-7 hari dan diamati perubahan warna media Moeller.  Isolat 

bakteri bereaksi positif ditandai oleh perubahan warna media dari merah 

kecoklatan menjadi warna ungu, sedangkan perubahan warna media menjadi 

warna kuning menunjukkan reaksi negatif (Suharjo, 2013).  

g. Uji Casein 

Uji casein dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri dapat menghidrolisis 

protein.  Media yang digunakan yaitu Skim Milk Agar dengan 10 g bubuk Skim 

Milk Agar dan 100 mL akuades.  Uji casein dilakukan dengan mengambil satu ose 

bakteri yang berumur 24 jam dan digoreskan dalam media Skim Milk 
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Agar, kemudian diinkubasi selama 24-48 hari dalam suhu 28 °C.  Reaksi positif 

ditandai oleh adanya zona bening di sekitar koloni bakteri tersebut (Fardiaz, 

1992). 

h. Uji Hipersensitif 

Uji hipersensitif dilakukan untuk mengetahui potensi isolat bakteri sebagai 

patogen menggunakan tanaman tembakau.  Uji hipersensitif dilakukan dengan 

mengambil satu ose bakteri yang berumur 24 jam dan disuspensikan 

menggunakan air steril 0,5 mL dalam tabung eppendorf 1,5 mL.  Suspensi bakteri 

dihomogenkan menggunakan rotamixer, kemudian diinokulasi pada daun 

tembakau menggunakan jarum suntik dan diinkubasi selama 24 jam.  Apabila 

reaksi positif terbentuk gejala nekrotik pada jaringan daun dan apabila reaksi 

negatif jaringan daun tidak mengalami perubahan (Baroroh dkk., 2014). 

i. Uji Lechitinase 

Uji lechitinase dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 

menggunakan lechitin.  Media yang digunakan yaitu YPA dan egg yolk.  Bahan 

yang digunakan untuk pembuatan media YPA yaitu 10 g pepton, 5 g yeast, 20 g 

agar dan 1000 mL akuades.  Pembuatan egg yolk menggunakan satu butir telur 

ayam kampung yang direndam pada alkohol 95% selama 10-15 menit, kemudian 

kuning dan putih telur dipisahkan, kuning telur dipindahkan ke dalam cawan petri.  

Kuning telur pada cawan disiram menggunakan alkohol 95% kemudian diratakan 

hingga terkena permukaan telur.  Egg yolk 0,5 mL dimasukkan ke dalam cawan 

petri kemudian ditambahkan YPA 10 mL dan dicampur secara merata, kemudian 

diambil satu ose bakteri yang berumur 24 jam menggunakan jarum ose dan 

digoreskan pada media lechitinase.  Bakteri diinkubasi dan dilakukan pengamatan 

selama 1-7 hari.  Jika pengujian menghasilkan zona putih buram yang menyebar 

di sekitar koloni bakteri maka isolat tersebut menunjukkan lechitinase positif 

(Desnidasari, 2015).
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j. Uji Kemampuan untuk Menggunakan Beberapa Jenis Bahan  

   Organik 

Uji kemampuan untuk menggunakan beberapa jenis bahan organik dilakukan 

untuk mengetahui kemampuan tumbuh bakteri pada bahan organik tertentu.  

Media yang digunakan adalah media Ayer’s dengan komposisi 1 g NH4H2PO4, 

0,2 g KCL, 0,2 g MgSO4.7H2O, Bromthymol blue (BTB) 2%, dan air akuades 

sebanyak 1000 mL.  Bakteri diuji dengan beberapa bahan organik yang berbeda, 

yaitu D-arabinose, D-tartrate, D-melibiose, D-raffinose, Inulin, Lactose, S-

ketogluconate, mannitol, M-tartrate, Starch, L-ascorbic acid, Citrate, L-tartrate, 

Ascorbic acid dan Myo-innositol.  Uji kemampuan untuk menggunakan beberapa 

jenis bahan organik dilakukan dengan mengambil satu ose bakteri yang berumur 

24 jam dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang berisi air steril 

sebanyak 0,5 mL, kemudian dihomogenkan menggunakan rotamixer.  Bakteri 

diambil menggunakan jarum preparat dan ditusukkan pada media Ayer’s sampai 

dasar tabung, kemudian diinkubasi dan dilakukan pengamatan selama 21 hari. 

Apabila terjadi perubahan warna media dari hijau menjadi kuning atau biru yang 

menyesuaikan dengan bahan organik yang digunakan maka, bakteri tersebut 

mampu dalam menggunakan bahan organik (Suharjo, 2013). 

3.3.2.2 Identifikasi Molekuler Penyebab Penyakit 

Identifikasi secara molekur adalah identifikasi yang dilakukan melalui beberapa 

tahapan yaitu ekstraksi DNA, amplifikasi menggunakan mesin PCR, 

elektroforesis dan visualisasi hasil PCR, sekuensing DNA dan analisis hasilnya. 

Sebanyak dua isolat bakteri digunakan sebagai representasi isolat yang 

diidentifikasi lebih lanjut secara molekuler. 

a. Ekstraksi DNA 

Ekstraksi DNA bakteri dilakukan secara manual.  Bakteri yang berumur 24 jam 

diambil sebanyak satu ose dari media PPGA dan dipindahkan kedalam tube 1,5 

mL, kemudian ditambah 20 µl TE menggunakan pipet mikro, selanjutnya 

ditambah 10 mL SDS 10%  + 3 µl protinase K dan dihomogenkan.  Tube yang 

sudah berisi bakteri diinkubasi di water bath pada suhu 37 °C selama satu jam, 

kemudian diinkubasi dan ditambahi 100 µl NaCl, dihomogenkan secara manual 
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dan ditambah 80 μl CTAB 2%.  Tube yang sudah berisi bakteri diinkubasi 

kembali pada suhu 65 °C selama 10-15 menit di water bath (dihomogenkan setiap 

10 menit), setelah diinkubasi, selanjutnya ditambahkan 720 μl Chloroform 

Isoamyl alcohol (CI; 24:1) pada tube dan dihomogenkan dengan tangan kemudian 

di sentrifuse 14.000 rpm  selama 5 menit.  Supernatan hasil sentrifuse diambil dan 

dimasukkan  ke dalam tube 1.5 mL yang baru kemudian ditambah Phenol 

Chloroform Isoamylalcohol (PCI; 25:24:1) dengan volume yang sama dengan 

supernatan, dihomogenkan dan disentrifuse 14.000 rpm selama 5 menit. 

Supernatan yang telah disentrifuse diambil dan dipindahkan kedalam tube 1,5 mL 

yang baru, ditambahkan isopropanol 60% dengan volume yang sama dengan 

supernatan, dihomogenkan pakai tangan dan diinkubasi di dalam freezer selama 

20 menit.  Hasil inkubasi disentrifuse 14.000 rpm selama 5 menit.  Setelah 

sentrifuse selesai supernatan yang di dalam tube dibuang dan ditambahkan 

alkohol 70% dingin sebanyak 400 µl, lalu disentrifuse kembali selama 5 menit 

dengan kecepatan 14.000 rpm.  Kemudian alkohol dibuang dan pelet diinkubasi 1 

hari pada suhu ruang.  Setelah kering tube berisi pelet ditambahkan 20 µl TE.  

Untuk melihat ada tidaknya template DNA maka dilakukan elektroforesis dan 

divisualisasikan menggunakan Digidoc Imaging System.  

b. Amplifikasi DNA dengan PCR 

Amplifkasi DNA menggunakan mesin PCR, yaitu dengan memasukkan sebanyak 

12,5 µl Master Mix (Red Mix) ke dalam tabung eppendorf 100 µl lalu 

ditambahkan primer recA yaitu RS1 dan RS2 (Suharjo et al., 2014) masing 

masing sebanyak 1 µl, larutan ekstrak DNA bakteri sebanyak 1 µl dan akuades 

steril 9,5 µl.  Larutan yang sudah dibuat kemudian diamplifikasi menggunakan 

mesin PCR.  Dalam menggunakan PCR ada lima tahapan, yaitu inisiasi, 

denaturasi, annealing, ekstensi, dan elongasi. Inisiasi merupakan tahapan pertama 

pada PCR yang dilakukan pada suhu 95 °C selama 5 menit dan hanya dalam 1 

kali siklus.  Denaturasi merupakan tahapan kedua pada PCR yang dilakukan pada 

suhu 95 °C selama 1 menit dan dalam 30 siklus.  Annealing merupakan tahapan 

ketiga pada PCR yang dilakukan pada suhu 56 °C selama 1 menit dalam 30 siklus.  

Ektensi merupakan tahapan keempat pada PCR yang dilakukan pada suhu 72 °C 
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selama 1 menit dalam 30 siklus.  Elongasi merupakan tahapan kelima pada PCR 

yang dilakukan pada suhu 72 °C selama 5 menit dalam 1 kali siklus (Suharjo et 

al., 2014). 

c. Elektroforesis dan Visualisasi Hasil PCR 

Elektroforesis menggunakan gel agarose 0,5% yang sudah ditambah 1 µl ethidium 

bromide (ETBr 10 mg/ml), kemudian dituangkan pada cetakan gel.  Gel agarose 

kemudian dimasukkan ke dalam alat elektroforesis yang berisi larutan TBE. Pada 

alat elektroforesis, sumur pertama dalam agarose dimasukkan 3 µl Marker DNA 

ladder dan pada sumur berikutnya diisi oleh 3 µl hasil PCR. Elektroforesis 

dilakukan selama 60-70 menit dengan tegangan 50 volt.  Hasil elektroforesis 

ditunggu hingga DNA bergerak kebawah hingga ditengah-tengah baris 3 dan 4.  

Hasil elektroforesis dapat dilihat dengan digi doc imaging system berupa pita 

DNA (Oktaviana, 2018).   

d. Sekuensing dan Analisis Hasilnya 

Hasil PCR yang diperoleh dikirim ke PT Genetika Science Jakarta untuk 

dilakukan sekuensing.  Hasil sekuensing yang sudah diperoleh kemudian 

dianalisis menggunakan program MEGA 6 (Kumar et al., 2016). 

3.3.3  Uji Kisaran Inang 

Uji kisaran inang dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri penyebab penyakit 

busuk batang yang diteliti ini dapat menginfeksi dan menyebabkan gejala pada 

tanaman selain pisang.  Pengujian ini dilakukan dengan mengambil 1 ose bakteri 

dari media PPGA yang berumur 24 jam, kemudian dimasukkan dalam tabung 

eppendorf 1,5 mL yang berisi air steril 0,5 mL.  Suspensi bakteri dihomogenkan 

menggunakan rotamixer, selanjutnya bakteri disuntik dengan metode stabbing 

pada tanaman uji yang telah dicuci bersih menggunakan jarum suntik.  Apabila 

bagian tanaman yang disuntik menunjukkan gejala busuk dalam waktu 24 jam 

setelah inokulasi, hal itu menunjukkan bahwa isolat bakteri yang diperoleh dapat 

menginfeksi tanaman tersebut.  Beberapa jenis tanaman yang digunakan untuk uji 

kisaran inang adalah tomat, bawang merah, kubis, terong, gambas, buncis, kacang 



17 

 

 

panjang, sawi putih, pare, selada, cabai, brokoli, bawang bombay, okra, bawang 

putih, genjer, bayam, daun katu, kemangi, kangkung dan labusiam. 

3.3.4 Penyajian Data 

Data hasil pengamatan disajikan dalam bentuk gambar, deskripsi, dan tabel.  Data 

hasil uji identifikasi molekuler disajikan dalam bentuk dendrogram similarity. 

Deskripsi data dikonfirmasikan dengan pustaka hasil penelitian lain untuk 

memperkuat analisa dalam menarik kesimpulan.



 

 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa : 

1. Bakteri penyebab penyakit busuk batang pisang yang ditemukan di 

Lampung Tengah memiliki karakteristik antara lain Gram negatif, bersifat 

fermentatif, penyebab busuk lunak, dapat tumbuh pada suhu 39 ºC, tidak 

berpendar atau fluoresensi pada media King’s B negatif, arginine 

dihydrolase negatif, casein positif, hipersensitif positif, lechitinase positif, 

dan mampu menggunakan bahan organik D-melibiose, Lactose, Mannitol, 

S-Ketogluconate, dan D-raffinose sebagai sumber karbonnya. 

2. Bakteri penyebab penyakit busuk batang pisang yang ditemukan di 

Lampung Tengah disebabkan oleh Dickeya fangzhongdai. 

3. Bakteri D. fangzhongdai yang ditemukan mampu menginfeksi dan 

menimbulkan gejala nekrotik pada tomat, bawang merah, kubis, terong, 

gambas, buncis, kacang panjang, sawi putih, pare, selada, cabai, brokoli, 

bawang bombay dan okra.  

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, disarankan perlu dilakukan 

pengujian lebih lanjut tentang tingkat ketahanan beberapa jenis kultivar pisang 

terhadap D. fangzhongdai.
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