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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakterisasi dan identitas penyebab 

penyakit busuk lunak buah pepaya serta kisaran inangnya. Penelitian dilaksanakan 

pada September 2021 sampai Juli 2022 di Laboratorium Bioteknologi Pertanian 

dan Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas 

Lampung.  Isolat uji yang digunakan dalam penelitian ini berjumlah 3 isolat yang 

diambil dari Tanggamus dan diduga penyebab busuk lunak buah pepaya. 

Identifikasi dilakukan berdasarkan hasil uji biokimia dan analisis sekuens 

menggunakan recA. Uji kisaran inang dilakukan terhadap 23 spesies tanaman.  

Hasil uji biokimia memperlihatkan bahwa isolat bakteri merupakan kelompok 

Gram negatif, bersifat oksidatif/fermentatif, lechitinase positif, tidak berpedar 

pada media King’s B, arginin dyhidrolase positif, casein positif, hipersensitif 

negatif, soft rot positif, dan mampu tumbuh pada suhu 39 oC serta mampu 

menggunakan bahan organik antara lain Inulin, Lactose, D-raffinose, 5-

ketogluconate, Mannitol, Ascorbic acid, dan Glyserol sebagai sumber karbonnya. 

Hasil identifikasi molekuler menggunakan sekuens recA terhadap 3 isolat bakteri 

yang digunakan menunjukkan bahwa isolat yang diuji termasuk ke dalam 

kelompok Pectobacterium aroidearum dan Pectobacterium odoriferum. Hasil uji 

kisaran inang menunjukkan bahwa isolat bakteri mampu menyebabkan gejala 

busuk pada seledri, lidah buaya, sawi putih, terung, gambas, pare, buncis, bawang 

merah, bawang putih, cabai merah, tomat, kacang panjang, okra, kubis, dan 

paprika. 

 

Kata kunci : Identifikasi molekuler, Pectobacterium aroidearum, Pectobacterium 

odoriferum da uji biokimia.
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I.  PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1  Latar Belakang 

 

Pepaya (Carica papaya L.) merupakan tanaman yang berasal dari Amerika 

Tropis yang pusat penyebarannya diduga berada di daerah sekitar Meksiko bagian 

Selatan dan Nikaragua pada abad ke 16, lalu menyebar ke berbagai benua dan 

negara salah satunya adalah India, kemudian menyebar ke berbagai negara tropis 

lainnya. Di Indonesia tanaman pepaya mulai masuk pada abad ke 17 (Kalie, 

1996). Pepaya merupakan tanaman penting di Indonesia salah satunya di Provinsi 

Lampung.  Produksi pepaya di Provinsi Lampung dalam rentang waktu 2017-

2021 mengalami fluktuasi.  Pada tahun 2017 mengalami penurunan dengan total 

produksi 80.364 ton, tahun 2018 mengalami penurunan dengan total produksi 

64.813 ton, dan pada tahun 2019 mengalami kenaikan dengan total produksi 

105.598 ton.  Pada tahun 2020 produksi pepaya mencapai 92,459 ton, pada tahun 

2021 mengalami penurunan dengan produksi pepaya mencapai 87, 378 ton (BPS, 

2022).  Fluktuasi produksi pepaya ini terjadi karena oleh faktor iklim, 

permasalahan hama, dan penyakit. 

 

Salah satu permasalahan penyakit pada buah pepaya adalah meluasnya patogen 

busuk lunak buah pepaya.  Gejala yang ditimbulkan berada di dalam buah pepaya, 

sehingga tidak akan terlihat dari luar namun akan nampak ketika dibelah.  Busuk 

lunak buah pepaya dapat diketahui dengan menekan bekas inokulasi yang 

disuntikkan ke pangkal buah pepaya yang masih mengkel, bila ditekan menjadi 

lembek.  Isolat yang digunakan dalam penelitian ini disimpan sebagai koleksi 

Laboratorium Bioteknologi Pertanian dan Laboratorium Ilmu Penyakit 

Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.  
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Hingga saat ini, informasi tentang penyebab penyakit busuk lunak buah pepaya 

masih sangat sedikit dan belum diketahui karakter, identitas, dan kemampuan 

untuk menginfeksi tanaman lain selain buah pepaya.  Oleh karena itu perlu 

dilakukan penelitian untuk mengetahui jenis isolat bakteri tersebut. 

 

1.2  Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dilakukannya penelitian ini antara lain: 

1. Mengetahui karakter penyebab penyakit busuk lunak buah pepaya yang 

diambil dari Tanggamus. 

2. Mengetahui identitas penyebab penyakit busuk lunak buah pepaya. 

3. Mengetahui kisaran inang penyebab penyakit busuk lunak buah pepaya.  

 

1.3  Kerangka Pemikiran 

 

Busuk lunak merupakan gejala yang khas ditimbulkan oleh patogen tanaman yang 

berasal dari bakteri famili Pectobacteriaceae.  Penyakit tersebut menunjukkan 

gejala busuk lunak dan pada bagian yang busuk mengeluarkan bau tidak sedap.  

Infeksi pada buah menyebabkan daging buah menjadi lunak dan mengeluarkan 

banyak cairan yang disertai dengan gelembung udara (Oviana dkk., 2015).  

Terdapat 2 genus bakteri patogen tanaman yang berada dalam kelompok bakteri 

famili Pectobacteriaceae, yaitu Dickeya dan Pectobacterium. 

 

Dickeya spp. dan Pectobacterium spp. merupakan patogen tanaman yang 

memiliki kisaran inang luas, mulai dari sayuran, tanaman hias, tanaman pangan, 

dan tanaman keras, beberapa tanaman buah, seperti pepaya, mangga, pir, buah 

naga, dan nanas dilaporkan menjadi inang Dickeya spp. (Suharjo et al., 2014).  

Ciri umum serangan penyebab busuk lunak pada buah pepaya yaitu adanya gejala 

awal yang dikenali dengan tekstur buah yang diinokulasi bakteri menjadi lunak 

dan berair, mudah sobek, dan tercium bau yang tidak sedap.  Selanjutnya 

dijelaskan oleh Octaviani (2012) bahwa bakteri Pectobacterium sp. mampu 

menginfeksi dan menimbulkan gejala busuk lunak pada buah naga dengan gejala 

yang ditimbulkan antara lain: busuk lunak, berair, dan bau yang tidak sedap 
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Hingga saat ini, belum pernah ada laporan tentang penyakit busuk lunak pada 

buah pepaya di Indonesia.  Apabila dilihat dari gejala yang ditimbulkan busuk 

lunak, kemungkinan penyebabnya adalah bakteri patogen tanaman yang berasal 

dari kelompok Dickeya spp. atau Pectobacterium spp. 

 

1.4  Hipotesis 

 

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah: 

1. Penyebab penyakit busuk lunak buah pepaya mempunyai beberapa 

karakteristik berdasarkan uji biokimia. 

2. Identitas penyebab penyakit busuk lunak buah pepaya tergolong dalam genus 

Pectobacterium atau Dickeya. 

3. Penyebab penyakit busuk lunak buah pepaya dapat menginfeksi tanaman lain 

selain buah pepaya. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.  TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Tanaman Pepaya 

 

Tanaman pepaya merupakan tanaman dioceous, namun juga ada gynodioecious, 

terdapat tiga jenis tanaman berdasarkan tipe pembungaan yaitu tanaman dengan 

bunga jantan, tanaman dengan bunga betina dan tanaman dengan bunga sempurna 

(hermaprodit).  Tanaman pepaya mempunyai sifat pembungaan yang berbeda 

dengan tipe pembungaan tanaman buah lainnya.  Pepaya tipe dioecious 

mempunyai ekspresi seks bunga betina (pistillate) pada pohon betina dan bunga 

jantan (staminate) pada pohon jantan.  Pepaya tipe gynodioecious mempunyai 

ekspresi seks bunga betina dan bunga hermafrodit pada pohon hermafrodit dan 

bunga jantan pada pohon jantan (Nakasone, 1986). 

 

2.2  Taksonomi dan Morfologi Tanaman Pepaya 

 

Taksonomi tanaman pepaya menurut Suketi dkk. (2010) yaitu sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Class  : Dicotyledoneae 

Ordo  : Caricales 

Familia : Caricaceae 

Genus  : Carica 

Spesies : Carica papaya L. 

 

Tanaman pepaya merupakan tanaman polygamous dengan tiga tipe ekspresi 

kelamin, yaitu betina atau pistillate, jantan atau staminate, dan hermaprodit.  

Bunga betina menghasilkan buah yang berbentuk seperti belimbing dan/atau 

membulat dan berdaging tipis, bunga jantan tidak menghasilkan buah, sedangkan  
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bunga hermaprodit (sempurna) menghasilkan buah yang lonjong atau memanjang. 

Buah dari bunga hermaprodit pada umumnya diharapkan oleh petani karena 

merupakan preferensi dari konsumen.  Kelamin tanaman pepaya baru terlihat  

4-6 bulan setelah tanaman berbunga dan untuk mengetahui kelamin tanaman 

pepaya sejak dini sangat sulit dilakukan oleh petani (Aryal and Ming 2014). 

 

2.3  Syarat Tumbuh Tanaman Pepaya 

 

Tanaman pepaya merupakan tanaman buah-buahan tropika beriklim basah yang 

dapat tumbuh dengan baik di dataran rendah sampai dataran tinggi sekitar 700 m 

di atas permukaan laut. Pepaya tumbuh subur pada daerah yang memiliki curah 

hujan 1000-2000 mm/tahun, suhu udara optimum 22-30 oC, kelembapan udara 

sekitar 40%, dan angin tidak terlalu kencang agar penyerbukan bunga berlangsung 

optimal.  Tanah yang baik untuk tanaman pepaya adalah tanah yang subur, 

gembur, banyak mengandung humus dan memiliki daya menahan air yang tinggi.  

Derajat keasaman tanah (pH tanah) yang ideal adalah netral dengan pH 6,5-7  

(pH Netral).  Kandungan air dalam tanah merupakan syarat penting dalam 

kehidupan tanaman ini.  Air menggenang dapat mengundang penyakit jamur 

perusak akar hingga tanaman layu (mati).  Apabila kekeringan air, maka tamanan 

akan kurus, daun, bunga dan buah menjadi rontok (Faisal, 2015). 

 

Pertumbuhan tanaman pepaya tergolong cepat antara 10-12 bulan sudah dapat 

dipanen.  Pemanenan buah pada saat warna kuning pada kulit buah mencapai  

25-49% merupakan awal waktu pemanenan yang sudah tepat untuk buah pepaya.  

Perilaku tumbuh dan morfologi tanaman menunjukkan sifat pertumbuhan yang 

cepat sesuai dengan iklim tropis basah, sehingga tanaman pepaya tergolong sangat 

peka terhadap suhu dan kelembaban (Suketi dkk., 2010). 

 

2.4  Busuk Lunak pada Buah Pepaya 

 

Busuk lunak pada buah pepaya merupakan patogen tanaman yang berasal dari 

bakteri famili Pectobacteriaceae.  Penyakit ini memiliki ciri khas berupa buah 

yang mengalami busuk lunak dan pada bagian busuk pada buah tersebut 

mengeluarkan bau tidak sedap.  Daging buah yang terinfeksi menjadi lunak dan 

mengeluarkan cukup banyak cairan.  Menurut Aeny dkk. (2020),  penilaian 



6 

 

 

 

kisaran inang menunjukkan gejala busuk lunak pada tanaman yang diinokulasi 

ialah seledri, selada, kubis cina, buah naga, jagung, bawang daun, tomat, kaktus, 

kacang hijau, kacang panjang, lidah buaya, terong, pak choy, bunga seruni 

(Chrysanthemum), dan anggrek larat (Dendrobium). 

 

2.5  Penyebab Penyakit Busuk Lunak 

 

Nama Erwinia diambil dari nama seorang ahli penyakit tumbuhan yang berasal 

dari Amerika Serikat yang bernama Erwin F. Smith.  Dengan berjalannya waktu, 

banyak peneliti yang kemudian membagi genus Erwinia. Genus Erwinia pertama 

kali diperkenalkan oleh Winslow et al. (1917) untuk mengelompokkan bakteri 

yang berflagela peritrik dan bersifat gram negatif.  Genus Erwinia dibagi menjadi 

2 yaitu “soft rot erwinia” yang menyebabkan busuk lunak dan “true erwinia” 

yang menyebabkan busuk kering dan layu. 

 

Pada taksonomi kelompok “soft rot erwinia” mengalami perkembangan.  Saat ini, 

Erwinia carotovora digolongkan ke dalam genus Pectobacterium, sedangkan 

Erwinia chrysanthemi digolongkan ke dalam genus Dickeya.  Genus 

Pectobacterium terdiri dari 6 spesies dan 3 sub spesies, yaitu Pectobacterium 

carotovorum ssp. carotovorum, Pectobacterium carotovorum ssp. odoriferum, 

Pectobacterium carotovorum ssp. brassiliensis, Pectobacterium atrosepticum, 

Pectobacterium betavasculorum, Pectobacterium wasabiae, Pectobacterium 

cacticidium, dan Pectobacterium aroidearum sedangkan genus Dickeya terdiri 

dari 6 spesies antara lain Dickeya dadantii, Dickeya dianthicola, Dickeya 

paradisiaca, dan Dickeya solani, Dickeya chrysanthemi, dan Dickeya zeae 

(Suharjo, 2015). 

 

2.6  Kisaran Inang 

 

Pectobacterium spp. dan Dickeya spp. memiliki kisaran inang yang cukup luas 

mencakup berbagai jenis tanaman budidaya seperti tanaman hias, tanaman 

pangan, sayuran, dan tanaman keras (Ma et al., 2007). Pada tanaman pangan 

Dickeya spp. dapat menyerang tanaman jagung, padi, ubi jalar; sedangkan pada 

tanaman hortikultura menyerang pisang, nanas, stroberi, mangga; jenis sayur-

sayuran seperti kentang, bawang daun, terong, wortel; dan tanaman hias seperti 
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krisan dan anggrek vanda serta phalaenopsis (Miyahira et al., 2008).  Menurut 

Suharjo (2013),  Pectobacterium spp. dapat menyerang berbagai jenis tanaman 

seperti padi, melon, nanas, mulberi dan tsukena, sawi putih, kentang, bawang 

daun, brokoli, wortel, seledri, dan kubis. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.  BAHAN DAN METODE 

 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian dan 

Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas 

Lampung. Penelitian ini dilaksanakan mulai September 2021 hingga Juli 2022.  

 

3.2 Bahan dan Alat 

 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain akuades, air steril, umbi 

kentang, minyak parafin, kuning telur, KOH 3%, alkohol 70%, ethidium bromide 

(EtBr), 5% NaCl, MyTaqTM Red Mix, DNA primer (RS1 dan RS2), marker DNA 

ledder, loading dye, buffer TE, Bromthymol blue (BTB) 2%, agarose, buah 

pepaya. Bahan organik yang digunakan adalah D-arabinose, D-tartrate, Inulin, 

Lactose, Cis- aconitic acid, D-melibiose, D-raffinose, 5-ketogluconate, mannitol, 

M-tartrate,dan Myo-innositol.  Media biakan yang digunakan yaitu Yeast Peptone 

Agar (YPA) dan Potato Peptone Glucose Agar  (PPGA).  Media yang digunakan 

untuk pengujian adalah King’s B, Oksidatif/Fermentatif (O/F), dan Yeast Peptone 

(YP). 

 

Alat yang digunakan pada penelitian ini Laminar Air Flow (LAF), autoklaf, 

rotamixer, microwave, shaker, waterbath, magnetic bar, magnetic stirer, freezer, 

jarum ent, jarum ose, pinset, mikro pipet, tabung eppendorf 1,5 ml, tabung reaksi, 

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

untuk identifikasi molekuler adalah mesin PCR, alat elektroforesis, gel 

documentation system, microsentrifuge, cetakan gel 20x16x1 , mikro pipet 0-1000 

µl, pipet tip 0-1000 µl, dan tabung eppendorf 100 µl.
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3.3 Metodologi Penelitian 

 

Pada penelitian ini bakteri yang digunakan sebanyak 3 isolat yang merupakan 

koleksi Laboratrium Bioteknologi Pertanian dan Laboratrium Ilmu Penyakit 

Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Univeristas Lampung (Tabel 1). 

 

Tabel 1. Isolat bakteri yang digunakan 

No. Kode Isolat Tahun Dilakukan Isolasi Inang 

1. 17 PY   

2. BHT 2.1 2021 Pepaya 

3. BH 2.1   

 

3.3.1  Karakterisasi dan identifikasi penyebab penyakit 

 

Karakterisasi dan identifikasi penyebab busuk lunak buah pepaya dilakukan 

melalui beberapa pengujian yaitu : 

 

3.3.1.1  Uji biokimia  

 

Uji biokimia dilakukan melalui beberapa pengujian antara lain : 

 

(a) Uji Gram 

 

Uji Gram bertujuan untuk mengetahui isolat bakteri termasuk Gram positif dan 

Gram negatif.  Pengujian ini lakukan dengan mengambil satu ose koloni bakteri 

yang berumur 24 jam dan diletakkan di kaca preparat kemudian ditetesi KOH 3%. 

Suspensi diaduk terus menerus selama satu menit dan kemudian ditarik ke atas 

dengan lembut sepanjang 1 cm.  Parameter pengamatan berdasarkan kategori 

bakteri Gram negatif diperoleh apabila menghasilkan lendir (reaksi positif) dan 

kategori bakteri Gram positif apabila tidak menghasilkan lendir (reaksi negatif) 

(Jaya and Subha, 2011). 

 

(b) Uji oksidatif/ fermentatif (O/F) 

 

Uji OF (oksidatif/fermentatif) adalah uji untuk mengetahui sifat bakteri termasuk 

oksidatif atau fermentatif.  Pengujian bakteri dilakukan menggunakan media O/F 

(basal medium). Bahan media ini yaitu 98 g bubuk media O/F dan 1000 ml 

akuades selanjutnya media dituangkan sebanyak 4 ml pada tabung reaksi dan 
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disterilisasikan.  Kemudian isolat bakteri yang berumur 24 jam diambil dengan 

menggunakan jarum preparat dan ditusukkan ke dasar tabung, lalu diinkubasi 

selama 1-7 hari pada suhu 28 oC.  Bakteri dikatakan fermentatif, jika medium 

yang ditutup parafin cair steril berubah warna dari hijau menjadi kuning, 

sedangkan bakteri dikatakan oksidatif, jika medium yang tidak ditutup parafin cair 

steril berubah dari hijau tua menjadi kuning (Arwin et al., 2016). 

 

(c) Uji lechitinase 

 

Uji lechitinase bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri memproduksi 

enzim lechitinase.  Media yang digunakan yaitu YPA dan kuning telur.  Pengujian 

dilakukan dengan memasukkan kuning telur sebanyak 0,5 ml ke dalam cawan 

petri lalu ditambahkan YPA 10 ml dan dicampur secara merata kemudian diambil 

bakteri yang berumur 24 jam dengan jarum ose dan digoreskan pada media 

lechitinase.  Selanjutnya bakteri diinkubasi pada suhu 28 ºC dan dilakukan 

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

menyebar di sekitar atau di tepi koloni bakteri maka bakteri tersebut positif 

memproduksi enzim lechitinase (Handoko dkk., 2020). 

 

(d) Uji fluoresensi pada media King’s B 

 

Uji fluoresensi bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri mengeluarkan 

fluoresensi.  Pengujian ini dilakukan dengan mengambil satu ose bakteri yang 

berumur 24 jam lalu digoreskan pada media King’s B.  Bahan yang digunakan 

yaitu 20 g pepton, 1,5 g K2HPO4MgSO47H2O, 15 ml gliserol, 15 g agar, dan 1000 

ml aquades, lalu diinkubasi dalam suhu ruang selam 24-48 jam.  Apabila bakteri 

memproduksi pigmen fluoresensi maka bakteri yang disinari lampu ultra violet 

(UV) dengan gelombang panjang (365 nm) akan menghasilkan warna hijau 

berpendar sehingga digolongkan sebagai bakteri fluoresensi (Sands, 1990). 

 

(e) Uji arginin dihydrolase (Moeller Media) 

 

Uji arginin dihydrolase bertujuan untuk mendeteksi pertumbuhan bakteri pada 

kondisi anaerob dalam media yang mengandung bahan kimia arginine.  Pengujian 

dilakukan dengan menggunakan media moeller sebanyak 21 g yang dilarutkan 
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dengan akuades 1000 ml.  Kemudian dipanaskan lalu dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi sebanyak 5 ml, selanjutnya disterilisasi di autoklaf pada suhu 121 ºC 

selama 15 menit.  Biakan murni bakteri yang berumur 24 jam diambil dengan 

menggunakan jarum ent ditusukkan pada medium yang ditutup dengan minyak 

parafin steril.  Kemudian diinkubasikan pada suhu 28 ºC dan dilakukan 

pengamatan selama 7-14 hari. Apabila terdapat perubahan warna pada media dari 

merah kecoklatan  menjadi ungu maka reaksi positif, sedangkan jika terjadi 

perubahan warna menjadi warna kuning maka reaksi negatif (Suharjo, 2013). 

 

(f) Uji casein 

 

Uji casein untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam menghidrolisis protein. 

Pengujian ini dilakukan dengan menggunakan media Skim Milk Agar. Bahan yang 

digunakan pada uji ini yaitu 10 g bubuk Skim Milk Agar dan 1000 ml akuades 

kemudian dihomogenkan. Bakteri selanjutnya dimasukkan satu ose bakteri yang 

berumur 24 jam dan digoreskan ke cawan petri, lalu dinkubasi selama 24-48 jam 

pada suhu 28 oC.  Jika pada di sekitar goresan bakteri terdapat zona bening maka 

bakteri menunjukkan reaksi positif, begitupun juga sebaliknya (Fardiaz, 1992). 

 

(e) Uji hipersensitif 

 

Reaksi hipersensitif merupakan mekanisme pertahanan tanaman terhadap invasi 

patogen.  Reaksi yang terjadi diantaranya adalah meningkatnya permeabilitas 

membran sel, meningkatnya respirasi, akumulasi dan oksidasi senyawa fenol, dan 

pembentukan fitoaleksin (Agrios, 1988).  Setelah itu terjadi pengeringan dan 

kematian sel inang di sekitar tempat invasi, selanjutnya patogen akan terisolasi 

dari jaringan yang hidup dengan adanya pembatas berupa sel yang telah mati pada 

daerah tersebut akan terpisah dari jaringan hidup. Pengujian ini dilakukan dengan 

mengambil satu ose isolat bakteri yang berumur 24 jam kemudian disuspensikan 

menggunakan air steril dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf  kemudian 

dihomogenkan dengan rotamixer. Selanjutnya isolat bakteri disuntikkan ke daun 

tembakau dan diinkubasi selama 24-48 jam (Fahy and Lloyd, 1983).  
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(h) Uji soft rot 

 

Uji soft rot bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri penyebab penyakit 

busuk lunak buah pepaya untuk menginfeksi umbi kentang atau mengetahui umbi 

kentang yang busuk disebabkan oleh bakteri penyebab busuk lunak pada pepaya.  

Metode uji ini dilakukan dengan cara memotong umbi kentang setebal 1 cm dan 

dicuci dengan air mengalir, setelah itu satu gores ose bakteri biakan yang berumur 

24 jam diletakkan pada tengah permukaan umbi kentang.  Kelembapan dalam 

cawan petri selalu dijaga, umbi yang sudah ditetesi suspensi, diinkubasi pada suhu 

kamar dan diamati setiap hari sampai muncul gejala busuk.  Reaksi positif 

menunjukkan terjadinya pembusukan pada bagian umbi kentang yang telah 

diinokulasi bakteri (Asrul, 2005). 

 

(i) Uji kemampuan tumbuh pada beberapa suhu 

 

Uji ini dilakukan dengan cara menginokulasi bakteri uji pada tabung reaksi yang 

berisi 5 ml media Yeast Peptone (YP) dan diinkubasi pada suhu 39 ºC dan 40 ºC.  

Bakteri yang berumur 24 jam kemudian diambil dan disuspensikan ke dalam 

tabung eppendorf 1,5 ml yang telah berisi air steril 0,5 ml. Selanjutnya isolat 

bakteri yang telah disusun seri kemudian dihubungkan menggunakan rotamixer. 

Setelah tahap tersebut terselesaikan bakteri diinkubasi dalam waterbath selama  

3-7 hari yang dilakukan secara bergantian pada suhu 39 ºC dan 40 ºC. Apabila 

reaksi tersebut positif hal itu menunjukkam bakteri dapat tumbuh pada suhu 

tersebut dengan ditandainya perubahan warna media dari warna kuning menjadi 

putih keruh (Oktaviana, 2018). 

 

(j) Uji kemampuan untuk menggunakan beberapa jenis bahan organik 

 

Tujuan dilakukannya uji ini untuk mengetahui kemampuan tumbuh bakteri pada 

bahan organik tertentu.  Media yang digunakan adalah media Ayer's dengan 

komposisi NH4H2PO4 1 g, KCl 0,2 g, MgSO4 0,2 g, Bromthylmol Blue (BTB) 

2%, dan air aquades sebanyak 1000 ml. Bakteri diuji dengan beberapa bahan 

organik yang berbeda, yaitu D-arabinose, D-tartrate, Inulin, Lactose, Cisacontic 

acid, D-melibiose, D-raffinose, 5-ketogluconate, manitol, M-tartrate, dan Myo-

innositol.   
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Pengujian dilakukan dengan cara mengambil satu ose bakteri 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 dengan 

jarum ent dan ditusukkan pada media sampai dasar tabung dan diinkubasi pada 

suhu 28 ºC, lalu diamati pada hari 2, 4, 7, 14, dan 21 hari.  Reaksi positif ditandai 

dengan adanya perubahan warna media dari hijau menjadi kuning atau biru 

menyesuaikan bahan organik yang digunakan perubahan warna menunjukkan 

bahwa bakteri tersebut mampu menggunakan bahan organik tersebut untuk 

tumbuh (Suharjo, 2013). 

 

3.3.1.2 Identifikasi molekuler 

 

Identifikasi molekuler dilakukan melalui beberapa tahapan yaitu ekstraksi DNA, 

amplifikasi menggunakan mesin PCR, elektroforesis dan visualisasi hasil PCR, 

serta sekuensing DNA dan analisis hasilnya. 

 

(a) Ekstraksi DNA 

 

Ekstraksi DNA dilakukan secara manual dengan cara mengambil satu ose bakteri 

berumur 24 jam dari media PPGA dan dimasukkan ke dalam tube 1,5 ml. 

Selanjutnya ditambahkan 20 μl TE menggunakan mikropipet dan dihomogenkan 

atau divortex lalu ditambah 10 ml SDS 10% + 3 ml prokinase K dan 

dihomogenkan. Kemudian tube yang sudah berisi bakteri diinkubasi di waterbath 

pada suhu 37% salama satu jam. Setelah diinkubasi kemudian ditambahkan 100 μl 

NaCl dan dihomogenkan secara manual. Kemudian ditambah 80 μl CTAB 2% 

dan diinkubasi kembali pada suhu 65 oC selama 10 - 15 menit di waterbath. 

Setelah diinkubasi, selanjutnya ditambahkan 720 μl Cl (Chloroform Isoomyl) dan 

dihomogenkan dengan cara dikocok.  Kemudian disentrifuse 14.000 rpm selama 5 

menit.  

 

Setelah mendapatkan hasil sentrifuse supernatan diambil dan dipindahkan ke 

dalam tube 1,5 ml yang baru yang sudah disterilkan, kemudian ditambahkan 

isopropanol 60% dengan volume yang sama dengan supernatan (1,5 ml), dan 

dihomogenkan dengan cara dikocok lalu diinkubasi di dalam freezer selama 20 
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menit. Setelah sentrifuse selesai supernatan yang di dalam tube dibuang dan 

ditambahkan alkohol 70% dingin sebanyak 400 ml, lalu disentrifuse kembali 

selama 5 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. Kemudian alkohol dibuang dan 

pelet diinkubasi selama 1 hari pada suhu ruang. Setelah kering tube berisi pelet 

ditambahkan 20 μl TE. Untuk melihat ada tidaknya DNA maka dilakukan 

elektroforesis dan divisualisasikan menggunakan Digidoc Imaging System. 

 

(b) Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

Amplifkasi DNA menggunakan mesin PCR dengan memasukkan 12,5 µl Master 

Mix (Red Mix) ke dalam tabung eppendorf 100 µl kemudian ditambahkan primer 

recA yaitu RS1 dan RS2 masing-masing sebanyak 1 µl, larutan ekstrak DNA 

bakteri sebanyak 1 µl dan akuades steril sebanyak 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.  

Tahapan inisiasi merupakan tahapan yang dilakukan pada suhu 95 °C selama 5 

menit, dilanjutkan dengan 30 siklus tahap denaturasi pada suhu 95 °C selama 1 

menit, lalu tahap selanjutnya yaitu annealing pada suhu 56 °C selama 1 menit, dan 

tahap ektensi pada suhu 72 °C selama 1 menit serta tahap terakhir yaitu elongasi 

pada suhu 72 °C selama 5 menit (Suharjo et al., 2014). 

 

(c) Elektroforesis dan visualisasi hasil PCR 

 

Elektroforesis dilakukan dengan pembuatan gel agarose 0,5% yang sudah 

ditambah 1 µl ethidium bromide (ETBr 10 mg/ml), kemudian dituangkan pada 

cetakan gel 20x16x1cm3 dengan sisir.  Gel agarose dimasukkan ke dalam alat 

elektroforesis yang berisi larutan TBE.  Pada sumur pertama dalam agarose 

dimasukkan 3 µl Marker DNA ladder.  Pada sumur berikutnya diisi oleh 3 µl hasil 

PCR, kemudian dilakukan elektroforesis selama 60-70 menit dengan tegangan  

50 volt.  Hasil PCR ditunggu hingga DNA bergerak ke bawah hingga ditengah-

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

digi doc imaging system yang hasilnya disimpan dalam komputer dan keberadaan 

profil DNA antar lokus gen dapat terlihat berupa pita terang (Oktaviana, 2018). 
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(d) Sekuensing dan analisis hasilnya 

 

Hasil PCR yang didapat dikirim ke PT Genetika Science Jakarta untuk hasil 

pembuatan dendrogram dilakukan menggunakan program MEGA 7 (Kumar et al., 

2016). 

 

3.3.2 Uji kisaran inang 

 

Tujuan dilakukan uji kisaran inang untuk mengetahui penyebab atau penyebaran 

bakteri penyebab busuk lunak pada buah pepaya dapat menginfeksi pada tanaman 

lain.  Pengujian ini dilakukan dengan cara mengambil satu ose bakteri berumur 24 

jam dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 ml yang berisi air steril 0,5 

ml dihomogenkan menggunakan rotamixer.  Selanjutnya bakteri diinokulasikan 

pada tanaman yang dijadikan sebagai uji kisaran inang diantaranya: wortel, tomat, 

sawi putih, terung, cabai, buncis, seledri, daun bawang, labu siam, paprika, okra, 

lobak, brokoli, bawang merah, bawang putih, pak coy, kubis, gambas, pare, timun, 

kacang panjang, lidah buaya, dan bombay.  Pemilihan jenis-jenis inang tersebut 

karena kebanyakan dari sayuran-sayuran yang dipilih mudah atau rentan terserang 

penyakit busuk lunak dari genus Pectobacterium. Jika bagian tanaman inang yang 

diinokulasi isolat bakteri uji menunjukkan gejala maka tanaman tersebut terinfeksi 

oleh isolat bakteri tersebut (Oktaviana, 2018). 



 

 

 

V.  SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Simpulan  

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa: 

1. Bakteri penyebab busuk lunak tanaman buah pepaya memiliki beberapa 

karakterisktik diantaranya: Gram negatif, bersifat fermentatif, lechitinase 

positif, tidak berpendar pada media King’s B negatif, arginin dyhidrolase 

positif, casein positif, soft rot positif, hipersensitif negatif, mampu tumbuh 

hanya pada suhu 39 oC dan mampu menggunakan bahan organik Inulin,  

D-raffinose, 5-ketogluconate, Mannitol, Myo-innositol, serta Glyserol sebagai 

sumber karbonnya. 

2. Bakteri penyebab busuk lunak buah pepaya tergolong dalam Pectobacterium 

aroidearum dan Pectobacterium odoriferum. 

3.  Bakteri penyebab busuk lunak buah pepaya mampu menginfeksi beberapa 

jenis sayuran: seledri, lidah buaya, sawi putih, kubis, gambas, pare, buncis, 

bawang putih, bawang merah, cabai merah, paprika, tomat, terung, kacang 

panjang, dan okra. 

 

5.2 Saran 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang didapatkan, disarankan perlu dilakukan 

pengujian lebih lanjut tentang tingkat ketahanan beberapa varietas pepaya 

terhadap serangan bakteri penyebab busuk lunak. 
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