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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik dan identitas penyebab 

penyakit busuk lunak pada buah melon serta kisaran inangnya. Penelitian 

dilaksanakan pada April 2022-September 2022 di Laboratorium Bioteknologi dan 

Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas 

Lampung. Isolat bakteri yang digunakan pada penelitian ini sebanyak 4 isolat 

yang diduga sebagai penyebab busuk lunak pada buah melon. Karakterisasi dan 

identifikasi dilakukan berdasarkan hasil uji biokimia dan analisis menggunakan 

primer recA. Uji kisaran inang dilakukan pada beberapa jenis tanaman sayuran. 

Hasil uji biokimia memperlihatkan bahwa isolat bakteri merupakan kelompok soft 

rot positif, Gram negatif, bersifat fermentatif, arginin dihidrolase negatif, tidak 

berpendar pada media King’s B, lechitinase negatif, casein positif, hipersensitif 

positif, mampu tumbuh pada suhu 39 oC dan 40 oC serta mampu menggunakan 

Lactose, Mannitol, Myo-innositol, D-raffinose, dan Glycerol sebagai sumber 

karbonnya. Hasil identifikasi secara molekuler dengan primer recA menunjukkan 

bahwa isolat bakteri uji tergolong dalam dua kelompok yang berbeda yaitu 

Pectobacterium aroidearum dan Pectobacterium carotovorum. Hasil uji kisaran 

inang menunjukkan bahwa isolat bakteri dapat menginfeksi dan menyebabkan 

gejala busuk lunak pada tanaman sayuran gambas, buncis, daun bawang, bawang 

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

panjang, dan okra. 

 

 

Kata kunci:  Busuk lunak, identifikasi molekuler, Pectobacterium, recA, dan uji  

                      biokimia. 
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I.  PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1  Latar Belakang 

 

Melon (Cucumis melo L.) merupakan komoditas hortikultura penting di dunia dan 

di Indonesia. Menurut Rukmana (1994), tanaman melon pertama kali 

dibudidayakan di Asia dan Afrika yaitu Cucumis melo var. reticulatus. Awal mula 

tanaman melon dikembangkan di Indonesia sekitar tahun 1980 di daerah Cisarua 

(Bogor) dan Kalianda (Lampung) oleh PT. Jaka Utama Lampung. Tanaman 

melon cocok dibudidayakan di Indonesia dan sudah menyebar ke beberapa daerah 

di Indonesia seperti Sukabumi, Ngawi, Madiun, Ponorogo, dan daerah-daerah 

lainnya (Ginting dkk., 2017). Melon menjadi salah satu komoditas yang memiliki 

prospek baik untuk dikembangkan karena memiliki nilai ekonomi tinggi, waktu 

produksi relatif singkat, dan harganya stabil (Direktorat Tanaman Buah, 2006). 

 

Buah melon digemari oleh masyarakat Indonesia karena memiliki rasa yang manis 

dan memiliki kandungan vitamin dan mineral yang bermanfaat bagi kesehatan. 

Menurut Christy (2020), buah melon mengandung karbohidrat, serat, vitamin C, 

kalsium, karotenoid, dan zat besi. Kesadaran masyarakat mengenai pola hidup 

sehat menyebabkan meningkatnya kebutuhan buah melon di setiap tahunnya 

(Sukmaningtyas dan Hartoyo, 2013). Menurut Badan Pusat Statistik (2017), 

produksi buah melon pada tahun 2016, 2017, 2018, 2019, dan 2020 berturut-turut 

yaitu 117.344 ton, 92.434 ton, 118.708 ton, 122.105 ton, dan 138.177 ton. 

Produksi tersebut hanya memenuhi kebutuhan nasional sekitar 40%. Menurut 

Lizmah dan Resti (2018), rendahnya angka produksi buah melon di Indonesia 

disebabkan oleh terjadinya penurunan luas panen, perubahan iklim, serta serangan 
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hama dan patogen tanaman. Tanaman melon rentan terserang penyakit karat 

batang, embun tepung, dan busuk buah (Triadiati dkk., 2019). 

 

Penyakit busuk lunak merupakan salah satu penyakit yang ditemukan pada 

tanaman melon. Tanaman melon yang bergejala busuk lunak ditemukan di kebun 

melon di Kota Bandar Lampung. Penyakit busuk lunak dapat menimbulkan gejala 

yaitu daging buah membusuk sehingga tampak basah, berwarna kecoklatan, 

berlendir, dan berbau busuk (Czajkowski et al., 2011). Bakteri busuk lunak yang 

diduga menginfeksi yaitu Erwinia carotovora (EI-Hendawy et al., 1997). Akan 

tetapi, belum ada laporan yang membahas mengenai penyebab busuk lunak pada 

tanaman melon di Indonesia. Oleh karena itu, perlu dilakukan pengujian terkait 

karakteristik, identitas, dan kisaran inang dari patogen busuk lunak buah melon di 

Indonesia agar dapat diketahui cara pengendaliannya. 

 

1.2  Tujuan 

 

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah: 

1. Mengetahui karakteristik penyebab penyakit busuk lunak buah melon yang 

diambil dari kebun melon di Kota Bandar Lampung. 

2. Mengetahui identitas penyebab penyakit busuk lunak buah melon yang diambil 

dari kebun melon di Kota Bandar Lampung. 

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

 

1.3  Kerangka Pemikiran 

 

Melon merupakan buah yang memiliki nilai komersial tinggi dan digemari oleh 

masyarakat Indonesia. Hasil produksi buah melon di Indonesia masih tergolong 

rendah. Salah satu faktor rendahnya produksi buah melon adanya patogen yang 

menyerang tanaman melon (Prasetyo dkk., 2018). Salah satu penyakit yang 

ditemukan pada tanaman melon adalah penyakit busuk lunak. Di Mesir ditemukan 

dua spesies bakteri yang menyebabkan busuk lunak pada tanaman melon yaitu 

Erwinia chrysanthemi dan Erwinia carotovora (EI-Hendawy et al., 1997). 
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Genus Erwinia merupakan patogen penting tanaman yang termasuk dalam Famili 

Enterobacteriaceae. Spesies dari Genus Erwinia yang menyebabkan busuk lunak 

pada tanaman yaitu Erwinia chrysanthemi dan Erwinia carotovora (Mergaert et 

al., 1984). Dua spesies penyebab busuk lunak dari Genus Erwinia dimasukkan ke 

dalam kelompok genus baru yaitu Dickeya spp. (awalnya Erwinia chrysanthemi) 

dan Pectobacterium spp. (awalnya Erwinia carotovora) (Czajkowski et al., 2015). 

Penelitian terkait penyakit busuk lunak menyebutkan bahwa patogen tersebut 

disebabkan oleh kelompok Dickeya atau Pectobacterium (Ma et al., 2007). 

Patogen kelompok Dickeya dan Pectobacterium mempunyai kisaran inang yang 

luas mencakup berbagai jenis tanaman budidaya (Suharjo, 2015). 

 

Gejala busuk lunak ditemukan pada buah melon di kebun melon di Kota Bandar 

Lampung tahun 2021. Busuk lunak tersebut berada di dalam buah melon dan 

hanya terlihat ketika buah dibelah. Penyebab busuk lunak pada tanaman melon ini 

memungkinkan dapat menyerang tanaman selain melon. Hal tersebut dikarenakan 

kelompok bakteri penyebab busuk lunak memiliki kisaran inang yang luas. Oleh 

karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk diketahui karakteristik dan identitas 

serta kisaran inang terkait penyebab penyakit busuk lunak pada buah melon. 

 

1.4  Hipotesis 

 

Hipotesis dalam penelitian ini adalah: 

1. Karakteristik penyebab penyakit busuk lunak buah melon disebabkan oleh 

bakteri yang berasal dari kelompok Dickeya atau Pectobacterium. 

2. Identitas penyebab penyakit busuk lunak buah melon disebabkan oleh bakteri 

yang berasal dari kelompok Dickeya atau Pectobacterium. 

3. Penyebab penyakit busuk lunak pada buah melon dapat menginfeksi tanaman 

selain melon. 
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II.  TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1  Tanaman Melon 

 

Melon (Cucumis melo L.) merupakan salah satu komoditas hortikultura dari famili 

Cucurbitaceae. Melon termasuk dalam divisi Spermatophyta karena termasuk 

tumbuhan berbiji (Lizmah dan Resti, 2018). Buah melon sebagai tanaman 

semusim yang bersifat menjalar atau merambat. Menurut Prajnanta (1998), melon 

berasal dari daerah Mediterania yang merupakan perbatasan antara Asia Barat 

dengan Eropa dan Afrika. Persebaran melon meluas ke penjuru dunia terutama di 

daerah tropis dan subtropis, termasuk Indonesia. 

 

Buah melon memiliki beberapa kelompok kultivar. Kultivar melon yang popular 

di Indonesia yaitu C. melo var. reticulatus, C. melo var. inodorus, dan C. melo 

var. cantalupensis (Suwarno dkk., 2016). Menurut Huda dkk. (2018), melon 

kelompok reticulatus, inodorus, dan cantalupensis memiliki karakteristik yang 

berbeda-beda. Melon kelompok reticulatus memiliki ciri-ciri yaitu kulit buah 

berjala, daging buah berwarna hijau atau oranye, dan beraroma wangi. Kelompok 

inodorus memiliki kulit buah tidak berjala, tekstur daging buah renyah, dan daya 

simpan buah relatif lama. Kelompok cantalupensis memiliki kulit buah sedikit 

berjala, daging buah berwarna oranye, dan tekstur daging buah lembut. 

 

Tanaman melon banyak dibudidayakan di Indonesia karena minat masyarakat 

yang tinggi akan buah ini sehingga memiliki peluang agribisnis yang besar 

(Annisa dan Helfi, 2017). Buah melon banyak diminati masyarakat karena 

mengandung berbagai vitamin dan mineral yang bermanfaat bagi kesehatan tubuh. 

Khasiat buah melon bagi tubuh yaitu dapat mencegah sariawan, penyakit mata, 
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radang saraf, serta menurunkan resiko stroke dan kanker (Khumaero dkk., 2014). 

Namun dalam peningkatan produksinya masih mengalami kendala, terutama 

adanya serangan patogen yang menyebabkan busuk lunak pada buah.  

 

2.1.1  Taksonomi dan morfologi tanaman melon 

 

Menurut Grumet et al. (2008), taksonomi tanaman melon sebagai berikut : 

Kingdom : Plantae 

Division : Spermatophyta  

Class  : Dycotyledoneae 

Sub class : Sympetalae  

Order  : Cucurbitales  

Family  : Cucurbitaceae  

Genus  : Cucumis  

Spesies : Cucumis melo L. 

 

Morfologi tanaman melon memiliki akar tunggang yang terdiri atas akar primer 

dan akar sekunder. Rambut akar menjalar ke permukaan tanah dan sedikit akar 

yang masuk ke dalam tanah. Ujung akar yang menembus ke dalam tanah sedalam 

45-90 cm. Pada batang tanaman melon terdapat trikoma yang tajam dan terdapat 

buku tempat melekatnya tangkai daun. Dari batang utama akan muncul cabang 

primer sebagai tempat munculnya bunga tanaman melon. Daun tanaman melon 

berwarna hijau, menjari bersudut lima, berlekuk, dan permukaan daun berbulu 

kasar (Daryono dan Sigit, 2018). 

 

Tanaman melon memiliki bunga bersimetri radial, berumah satu, berwarna 

kuning, dan memiliki lima bagian bunga. Penyerbukan pada tanaman melon 

dibantu oleh lebah madu. Bentuk buah melon bervariasi antara lain bulat, bulat 

telur, dan lonjong. Kulit buah melon tersusun dari lapisan epidermis yang 

memiliki jaring, lapisan mesodermis dengan ketebalan 1 mm, dan lapisan 

endodermis yang berbatasan langsung dengan daging buah. Warna daging buah 

bervariasi yaitu putih, krem, jingga, dsb. Tekstur daging buah ada yang keras, 
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renyah, kenyal, empur, lembut, berserat atau masir. Biji melon umumnya 

berwarna cokelat muda, panjangnya rata-rata 0,9 mm dan diameter 0,4 mm. 

Dalam satu buah melon biasanya terdapat 500-600 biji (Daryono dan Sigit, 2018). 

 

2.1.2  Syarat tumbuh tanaman melon 

 

Tanaman melon tumbuh baik pada tanah liat berpasir yang mengandung banyak 

bahan organik dengan pH tanah antara 5,8-7,8. Curah hujan optimum untuk 

pertumbuhan tanaman melon antara 1500-2500 mm/tahun. Hujan yang 

berkepanjangan dapat menggugurkan calon buah dan memicu munculnya patogen 

(Iqbal dkk., 2019). Intensitas cahaya matahari sangat diperlukan tanaman melon 

selama pertumbuhannya. Dalam pertumbuhannya, tanaman melon memerlukan 

suhu yang sejuk dan kering. Suhu optimum untuk pertumbuhan tanaman melon 

rata-rata 25-30 oC (Sobir dan Siregar, 2010).  

 

Tanaman melon tumbuh optimal pada ketinggian 200-900 meter di atas 

permukaan laut. Ketinggian tempat ini mempengaruhi tekstur dan rasa manis pada 

buah melon. Pada ketinggian 0-100 meter di atas permukaan laut, tanaman melon 

masih dapat berproduksi dengan baik. Namun pada ketinggian 900 meter di atas 

permukaan laut, tanaman melon tidak dapat berproduksi dengan optimal. 

Kelembapan udara dapat mempengaruhi pertumbuhan tanaman melon. Angin 

yang bertiup kencang dapat merusak tanaman melon seperti dapat mematahkan 

tangkai daun, tangkai buah, dan batang tanaman melon (Daryono dkk., 2015). 

 

2.1.3  Kendala dalam budidaya tanaman melon 

 

Budidaya tanaman melon di Indonesia masih belum maksimal sehingga produksi 

buah melon masih mengalami fluktuasi. Hal tersebut disebabkan adanya faktor 

pembatas seperti iklim yang ekstream, pemberian hara yang kurang terserap oleh 

tanaman, serta adanya serangan hama dan penyakit pada tanaman melon (Christy, 

2020). Menurut Lizmah dan Resti (2018), hama penting yang menyerang tanaman 

melon yaitu lalat buah, ulat daun, thrips, dan ulat grayak. Kegiatan budidaya 
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tanaman melon diperlukan penanganan yang intensif karena tanaman melon 

rentan terserang penyakit. Penyakit tanaman melon diantarnya: karat batang, 

embun tepung, dan busuk buah (Triadiati dkk., 2019). Salah satu penyakit penting 

pada tanaman melon yaitu penyakit busuk lunak yang disebabkan oleh bakteri 

dari genus Dickeya atau Pectobacterium (Ma et al., 2007). 

 

2.2  Penyakit Busuk Lunak Melon 

 

2.2.1  Gejala penyakit 

 

Penyakit busuk lunak disebabkan oleh bakteri patogen yang berasal dari genus 

Pectobacterium atau Dickeya. Bakteri tersebut masuk ke tanaman inang melalui 

lentisel, zona pemanjangan akar, atau melalui luka karena serangga. Setelah 

patogen menginfeksi tanaman maka akan menyebar dengan cepat ke seluruh 

bagian tanaman hingga dapat menyebabkan kematian tanaman yang diserang. 

Bakteri busuk lunak ini dapat merusak pada fase pembibitan hingga 80-100%. 

Bakteri yang berasal dari genus Pectobacterium bersifat anaerob fakultatif dan 

mempunyai aktivitas pektolitik sehingga menyebabkan busuk lunak pada 

tanaman. Gejala busuk lunak pada buah melon hanya terlihat ketika buah dibelah, 

daging buah yang terserang tampak basah, berlendir kecoklatan, dan berbau busuk 

(Joko dkk., 2011). 

 

2.2.2  Penyebab penyakit 

 

Patogen yang menyebabkan busuk lunak pada tanaman melon tergolong ke dalam 

bakteri Erwinia carotovora (EI-Hendawy et al., 1997). Bakteri patogen busuk 

lunak disebabkan oleh bakteri Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium 

carotovorum, dan Dickeya spp. (sebelumnya genus Erwinia). Kedua genus bakteri 

tersebut tergolong dalam famili Enterobacteriaceae yang memiliki karakter yaitu 

pektinolitik, bersifat gram-negatif, anaerob fakulatif, tidak berspora, dan 

berbentuk batang lurus dengan flagella lateral. Bakteri ini dapat menghasilkan 

enzim pengurai dinding sel. Bakteri P. atrosepticum dan P. carotovorum 
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utamanya menginfeksi tanaman di daerah beriklim sedang, sedangkan bakteri 

Dickeya spp. dapat menginfeksi tanaman pada daerah beriklim sedang, subtropis, 

dan tropis (Czajkowski et al., 2011). 

 

2.2.3  Epidemiologi penyakit 

 

Daya tahan hidup bakteri busuk lunak dipengaruhi oleh kondisi lingkungan seperti 

suhu tanah, kelembaban, dan pH. Bakteri busuk lunak menginfeksi bagian buah 

sehingga daging buah tampak membusuk. Penyebaran bakteri dapat ditularkan ke 

tanaman lain melalui udara. Patogen busuk lunak juga dapat berinteraksi dengan 

patogen lain, seperti Ralstonia solanacearum, Fusarium spp., dan Rhizoctonia 

solani. Daya tahan pada tanaman inang yang melemah akan memudahkan 

penularan atau perkembangan patogen lain (Czajkowski et al., 2011). 

 

2.2.4  Kisaran inang 

 

Bakteri penyebab penyakit busuk lunak pada tanaman ditemukan pada kelompok 

Genus Erwinia. Spesies penyebab busuk lunak pada genus Erwinia yaitu 

Pectobacterium spp. dan Dickeya spp. (saat ini berada pada tingkat genus) 

Kisaran inang Dickeya spp. dan Pectobacterium spp. cukup luas pada berbagai 

tanaman budidaya. Berdasarkan informasi yang sudah dilaporkan, Dickeya spp. 

dapat menyerang tanaman pangan (seperti jagung dan padi), tanaman buah-

buahan (seperti pisang dan nanas), tanaman sayur-sayuran (seperti kentang, 

bawang daun, terong), dan tanaman hias (seperti krisan). Pectobacterium spp. 

juga menyerang berbagai jenis tanaman pangan, sayuran, buah dan tanaman hias 

seperti padi, melon, nanas, sawi putih, kentang, brokoli, kubis, dan wortel 

(Suharjo, 2015). 

 

2.2.5  Pengendalian penyakit 

 

Pengendalian penyakit busuk lunak dapat dilakukan dengan cara pendekatan. 

Metode pendekatan pengendalian penyakit yang digunakan yaitu pencegahan 
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kontaminasi dan menggunakan bibit bersertifikat yang resisten terhadap penyakit 

tertentu. Cara pendekatan tersebut sudah dipelajari dan diterapkan namun belum 

sepenuhnya berhasil. Penanganan pada penyimpanan buah telah ditingkatkan 

untuk menghindari terjadinya kebusukan pada buah (Czajkowski et al., 2011). 

Pengendalian juga dapat dilakukan dengan memberikan senyawa elisitor pada 

tanaman karena dapat memicu pertahanan tanaman terhadap bakteri pektinolitik. 

Elisitor alami berasal dari bakteri biokontrol yang menghasilkan berbagai macam 

molekul antimikroba (Essarts et al., 2016). 
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III.  BAHAN DAN METODE 

 

 

 

 

3.1  Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Penelitian dilaksanakan pada April 2022-September 2022. Semua kegiatan 

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 yaitu akuades, agarose, tisu, minyak parafin, umbi 

kentang, kuning telur, alkohol 70%, KOH 3%, 5% NaCl, Bromothymol Blue 

(BTB) 2%, ethidium bromide (EtBr), MyTaq^TM Red Mix, DNA primer (RS1 

dan RS2), marker DNA ladder, loading dye, dan buffer TE. Media yang 

digunakan untuk biakan bakteri yaitu Yeast Peptone Agar (YPA) dan Potato 

Peptone Glucose Agar (PPGA).  Media yang digunakan untuk pengujian adalah 

King’s B, Skim Milk Agar (SMA), Oksidatif/Fermentatif (O/F), dan Yeast Peptone 

(YP).   

 

Alat-alat yang digunakan antara lain tabung reaksi, erlenmeyer, bunsen, gelas 

ukur, gelas objek, cawan petri, jarum ose, jarum preparat, Laminar Air Flow 

(LAF), rotamixer, timbangan elektrik, autoklaf, microwave, shaker, water bath, 

magnetic bar, magnetic stirer, freezer, pinset, mikro pipet, dan tabung eppendorf 

1,5 ml. Alat yang digunakan untuk identifikasi molekuler adalah mesin PCR, alat 

elektroforesis, gel documentation system, microsentrifuge, cetakan gel 20x16x1 

cm3, mikro pipet 0-1000 µL, pipet tip 0-1000 µL, dan tabung eppendorf 100 µL.  
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Alat lain yang digunakan yaitu nampan plastik, plastik tahan panas, spidol, 

penggaris, kertas label, pisau, alumunium foil, plastik wrap, karet gelang, korek 

api, kapas, dan tisu.   

 

3.3  Metode Penelitian 

 

Dalam penelitian ini isolat bakteri yang digunakan sebanyak empat isolat (Tabel 

1). Isolat tersebut merupakan koleksi Laboratorium Bioteknologi Pertanian 

Universitas Lampung. Isolat bakteri tersebut diuji untuk diketahui karakteristik 

dan identitas serta kisaran inang dari bakteri tersebut. Uji yang dilakukan yaitu uji 

patogenesitas, uji biokimia, identifikasi molekuler, dan uji kisaran inang.  

 

Tabel 1. Isolat bakteri yang digunakan dalam penelitian  

No. Kode Isolat Bagian yang Diisolasi Tahun Isolasi 

1. M2   

2. M3 

3. M6 

4. M10 

 

3.3.1  Uji patogenesitas 

 

Uji patogenesitas dilakukan untuk mengkonfirmasi bahwa bakteri uji yang 

digunakan benar merupakan bakteri penyebab busuk lunak buah melon. Uji 

patogenesitas dilakukan menggunakan suspensi bakteri keempat isolat uji yang 

diinokulasikan pada buah melon. Suspensi bakteri diambil dari bakteri berumur 

24 jam sebanyak 2 ose bakteri, lalu dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 

ml yang berisi air steril sebanyak 1 ml. Kemudian suspensi bakteri tersebut 

dihomogenkan menggunakan rotamixer. Pengujian ini dilakukan dengan cara 

menyuntikkan 1 ml suspensi bakteri pada bagian pangkal buah melon dan diamati 

setiap hari selama 7 hari setelah inokulasi.  

 

 

 

Buah 2021 
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3.3.2  Karakterisasi dan identifikasi penyebab penyakit 

 

Karakterisasi dan identifikasi penyebab penyakit busuk lunak dilakukan melalui 

beberapa pengujian yaitu sebagai berikut: 

 

3.3.2.1  Uji biokimia 

 

Uji biokimia dilakukan melalui beberapa pengujian antara lain: 

 

a.  Uji soft rot 

 

Uji soft rot dilakukan untuk mengetahui bakteri penyebab busuk buah pada 

tanaman melon termasuk ke dalam bakteri penyebab busuk lunak atau tidak. Uji 

soft rot dilakukan dengan menyiapkan umbi kentang yang diiris setebal 1 cm, lalu 

irisan kentang dicuci dengan air mengalir selama 30 menit untuk membersihkan 

umbi kentang dari kemungkinan adanya residu bahan kimia. Setelah itu, 

diletakkan tisu yang dilembabkan dengan air steril ke dalam cawan petri 

kemudian irisan umbi kentang diletakkan di atas tisu tersebut. Pengujian 

dilakukan dengan cara mengambil satu ose bakteri berumur 24 jam dan 

digoreskan pada bagian tengah permukaan umbi kentang. Diinkubasi umbi 

kentang selama 24-48 jam. Reaksi positif ditunjukkan dengan terjadinya 

pembusukan dan adanya lendir pada umbi kentang (Lelliot and Stead, 1987). 

 

b.  Uji Gram 

 

Uji Gram bertujuan untuk mengetahui bakteri uji termasuk Gram negatif atau 

positif. Pengujian dilakukan dengan cara mengambil satu ose isolat bakteri 

berumur 24 jam kemudian isolat bakteri diletakkan pada kaca preparat dengan 

ditetesi larutan KOH 3% lalu dicampurkan dengan jarum ose secara merata. 

Setelah itu, jarum ose disentuhkan pada campuran tersebut dan jarum ose diangkat 

perlahan hingga tinggi kurang lebih 1 cm. Apabila suspensi bakteri tersebut 

lengket dan berbentuk lendir seperti benang tidak terputus maka bakteri tersebut 
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termasuk Gram negatif. Namun, apabila suspensi tersebut tidak lengket dan tidak 

terbentuk lendir maka bakteri tersebut termasuk Gram positif (Oviana dkk., 2015).  

 

c.  Uji Oksidatif/Fermentatif (O/F) 

 

Uji Oksidatif/Fermentatif (O/F) bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri 

memetabolisme karbohidrat dalam keadaan aerob (oksidatif) atau anaerob 

(fermentatif). Uji O/F dilakukan menggunakan media O/F (Basal Medium) yang 

dibuat dengan bahan-bahan yaitu bubuk Basal Medium sebanyak 98 g dan 

akuades sebanyak 1000 ml. Media O/F dituangkan sebanyak 5 ml ke dalam 2 

tabung reaksi untuk setiap isolat dan dihomogenkan lalu media disterilisasi. 

Pengujian dilakukan dengan cara mengambil isolat bakteri berumur 24 jam 

menggunakan jarum preparat dan ditusukkan pada setiap media O/F sampai dasar 

tabung. Kemudian pada salah satu tabung pada tiap isolatnya ditutup dengan 

minyak parafin steril sebanyak 1 ml, sedangkan tabung lainnya tanpa ditutup 

minyak parafin. Bakteri diinkubasi pada suhu 28 oC selama 1-7 hari sambil 

diamati perubahan warna yang terjadi. Apabila terjadi perubahan warna pada 

tabung yang diberi minyak parafin maupun tanpa minyak parafin dari warna hijau 

ke kuning maka bakteri tersebut bersifat fermentatif, sedangkan apabila perubahan 

warna hijau menjadi kuning hanya pada tabung yang tidak ditutup minyak parafin 

maka bakteri tersebut bersifat oksidatif (Oviana dkk., 2015).  

 

d.  Uji arginin dihidrolase (media moeller) 

 

Uji arginin dihidrolase dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri untuk 

tumbuh dalam media yang mengandung bahan kimia arginin. Uji ini dilakukan 

menggunakan media moeller yang dibuat dengan bubuk moeller sebanyak 21 g 

dan akuades 1000 ml lalu dihomogenkan. Media moeller dituangkan sebanyak 5 

ml kedalam tabung reaksi lalu media disterilisasi. Pengujian dilakukan dengan 

cara mengambil bakteri berumur 24 jam menggunakan jarum preparat lalu 

ditusukkan pada media moeller sampai dasar tabung kemudian ditutup dengan 

minyak parafin steril. Bakteri diinkubasi pada suhu 28 oC selama 7-14 hari sambil 
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dilakukan pengamatan terhadap perubahan warna. Apabila terjadi perubahan 

warna media dari warna merah kecoklatan menjadi warna ungu maka isolat 

bakteri menunjukkan reaksi positif, sedangkan apabila perubahan warna media 

menjadi warna kuning menunjukkan reaksi negatif (Suharjo, 2013).  

 

e.  Uji fluoresensi pada media King’s B 

 

Uji fluoresensi dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dapat berpendar 

atau tidak. Uji fluoresensi dilakukan menggunakan media King’s B yang dibuat 

dengan bahan-bahan yaitu protease peptone sebanyak 20 g, K2HPO4 sebanyak 1,5 

g, gliserol sebanyak 15 ml, agar sebanyak 15 g, dan akuades sebanyak 1000 ml. 

Pengujian ini dilakukan dengan cara mengambil satu ose bakteri berumur 24 jam 

menggunakan jarum ose dan digoreskan secara zig-zag pada media King’s B. 

Setelah itu, diinkubasi pada suhu 28 oC dan dilakukan pengamatan selama 24-48 

jam. Pengamatan dilakukan pada ruang gelap dengan disinari lampu ultraviolet 

(UV) dengan panjang gelombang 366 nm, apabila dihasilkan warna hijau 

berpendar maka reaksi dinyatakan positif yang berarti bahwa bakteri dapat 

mengkatalisis pigmen flouresen (Herawati, 2016). 

 

f.  Uji lechitinase  

 

Uji lechitinase dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 

menghasilkan enzim lechitinase. Uji ini dilakukan menggunakan media YPA dan 

egg yolk (kuning telur). Bahan yang digunakan untuk membuat media YPA 

adalah pepton 10 g, yeast 5 g, agar batang 20 g, dan akuades 1000 ml. Pengujian 

dilakukan dengan cara memasukkan egg yolk (kuning telur) sebanyak 0,5 ml ke 

dalam cawan petri lalu ditambahkan media YPA sebanyak 10 ml kemudian 

dicampur secara merata. Setelah itu, diambil satu ose bakteri berumur 24 jam 

kemudian digoreskan pada media tersebut. Setelah itu bakteri diinkubasi pada 

suhu 28 oC dan diamati selama 1-7 hari. Reaksi positif ditandai dengan adanya 

zona putih buram pada goresan yang menyebar di sekitar koloni bakteri yang 

berarti bakteri tersebut menghasilkan enzim lechitinase (Handoko dkk., 2020). 
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g.  Uji casein 

 

Uji casein dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dapat menghidrolisis 

protein (proteolitik) dan memproduksi enzim protease. Uji casein dilakukan 

menggunakan media Skim Milk Agar (SMA) yang dibuat dengan bubuk Skim Milk 

Agar sebanyak 10 g dan akuades sebanyak 1000 ml lalu dihomogenkan. 

Pengujian ini dilakukan dengan cara mengambil satu ose bakteri berumur 24 jam 

kemudian digoreskan pada media Skim Milk Agar (SMA) dan diinkubasi pada 

suhu 28 oC diamati selama 24-48 jam. Reaksi positif ditandai dengan adanya zona 

bening di sekitar goresan koloni bakteri (Fardiaz, 1992). 

 

h.  Uji hipersensitif 

 

Uji hipersensitif dilakukan untuk mengetahui potensi patogenesitas dari bakteri. 

Uji hipersensitif diawali dengan membuat suspensi bakteri yaitu dengan 

mengambil satu ose bakteri berumur 24 jam lalu dimasukkan ke dalam tabung 

eppendorf 1,5 ml yang diberi air steril sebanyak 0,5 ml setelah itu dihomogenkan 

menggunakan rotamixer. Pengujian dilakukan dengan cara menusukkan suspensi 

bakteri ke dalam jaringan daun tembakau tepatnya diantara kedua epidermis 

secara perlahan sehingga suspensi masuk menyebar ke dalam jaringan hingga 

batas urat daun. Diinkubasi daun tembakau selama 24-48 jam sambil diamati. 

Reaksi positif ditandai dengan adanya gejala nekrotik pada bagian daun yang 

diinokulasi yang berarti bahwa bakteri bersifat patogenik. Reaksi negatif ditandai 

dengan tidak adanya gejala nekrotik yang menandakan bahwa bakteri tersebut 

tidak bersifat patogenik terhadap tanaman (Herawati, 2016). 

 

i.  Uji kemampuan tumbuh pada beberapa suhu 

 

Uji kemampuan bakteri untuk tumbuh pada beberapa suhu dilakukan untuk 

mengetahui bakteri yang dapat tumbuh pada suhu 39 oC dan 40 oC. Uji ini 

dilakukan pada media Yeast Pepton (YP) yang dibuat dengan bahan-bahan yaitu 

pepton sebanyak 10 g, yeast sebanyak 5 g, dan akuades 1000 ml. Uji kemampuan 
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tumbuh ini diawali dengan membuat suspensi bakteri yaitu dengan mengambil 

satu ose bakteri berumur 24 jam lalu dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 

ml yang diberi air steril sebanyak 0,5 ml setelah itu dihomogenkan menggunakan 

rotamixer. Pengujian dilakukan dengan cara menuangkan media YP sebanyak 5 

ml ke dalam tabung reaksi kemudian diambil satu ose suspensi bakteri dan 

diinokulasi pada media tersebut. Selanjutnya, bakteri tersebut diinkubasikan 

dalam water bath pada suhu 39 oC dan 40 oC dan dilakukan pengamatan selama 7 

hari. Apabila terjadi perubahan warna media dari warna kuning bening menjadi 

kuning keruh maka reaksi positif yang menandakan bahwa bakteri mampu 

tumbuh pada suhu tersebut (Masnilah dkk., 2013). 

 

j.  Uji kemampuan menggunakan beberapa jenis bahan organik 

 

Uji dengan beberapa jenis bahan organik dilakukan untuk mengetahui 

kemampuan tumbuh bakteri pada bahan organik tertentu. Uji ini dilakukan dengan 

menggunakan media Ayer’s. Bahan yang digunakan untuk pembuatan media 

Ayer’s adalah NH4H2PO4 sebanyak 1 g, KCl sebanyak 0,2 g, MgSO47H2O 

sebanyak 0,2 g, Bromthylmol Blue (BTB) 2%, dan akuades sebanyak 1000 ml. 

Bahan organik yang digunakan yaitu Ascorbic Acid, D-raffinose, Glycerol, 

Innulin, Lactose, Mannitol, Myo-innositol, dan 5-ketogluconate. Uji ini diawali 

dengan membuat suspensi bakteri yaitu dengan mengambil satu ose bakteri 

berumur 24 jam lalu dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 ml yang diberi 

air steril sebanyak 0,5 ml setelah itu dihomogenkan menggunakan rotamixer. 

Pengujian dilakukan dengan cara mengambil suspensi bakteri menggunakan 

jarum preparat kemudian diinokulasi pada media Ayer’s dengan ditusukan sampai 

dasar tabung lalu diinkubasi pada suhu 28 oC dan diamati perubahan warna media 

pada hari ke 2, 4, 7, 14 dan 21. Apabila terjadi perubahan warna media dari hijau 

menjadi kuning atau biru menyesuaikan bahan organik yang digunakan maka 

reaksi positif, artinya bakteri mampu menggunakan bahan organik tersebut untuk 

tumbuh (Suharjo, 2013). 
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3.3.2.2  Identifikasi molekuler 

 

Identifikasi secara molekuler dilakukan dengan beberapa tahapan yaitu ekstraksi 

DNA, amplifikasi DNA menggunakan mesin PCR, elektroforesis dan visualisasi 

hasil PCR, serta sekuensing DNA dan analisis hasilnya (Suharjo, 2013). Isolat 

bakteri yang diidentifikasi lebih lanjut secara molekuler berjumlah empat. 

 

a.  Ekstraksi DNA 

 

Ekstraksi bakteri dilakukan dengan cara mengambil satu ose bakteri berumur 24 

jam yang dimasukkan ke tabung eppendorf 1,5 ml, kemudian ditambah 20 µl TE 

menggunakan mikropipet. Setelah itu, ditambah 10 ml SDS 10% + 3µl Proteanase 

K dan dihomogenkan. Tabung ependorf yang berisi isolat bakteri tersebut 

diinkubasi di water bath pada suhu 37 oC selama satu jam. Setelah itu, 

ditambahkan 100 µl NaCl lalu dihomogenkan dan ditambah 80 μl CTAB 2%. 

Tabung ependorf yang berisi isolat bakteri tersebut diinkubasi kembali pada suhu 

65 oC selama 10-15 menit di water bath (dihomogenkan setiap 10 menit). Setelah 

itu, ditambahkan 720 μl Chloroform Isoamyl Alcohol (CI), dihomogenkan dan 

kemudian disentrifuse pada 14.000 rpm selama 5 menit. Hasil sentrifuse diambil 

supernatan dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 ml yang baru, lalu 

ditambah Phenol Chloroform Isoamylalcohol (PCI) dengan volume yang sama 

dengan supernatan, kemudian dihomogenkan dan disentrifuse pada 14.000 rpm 

selama 5 menit.  

 

Supernatan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 ml yang baru, lalu 

ditambahkan isopropanol 60% dengan volume yang sama dengan supernatan, 

dihomogenkan dan diinkubasi di dalam freezer selama 20 menit. Selanjutnya, 

hasil inkubasi disentrifuse pada 14.000 rpm selama 5 menit. Supernatan dalam 

tabung eppendorf dibuang dan ditambahkan alkohol 70% sebanyak 400 µl, lalu 

disentrifuse kembali selama 5 menit pada 14.000 rpm. Kemudian alkohol dibuang 

dan pelet diinkubasi satu hari pada suhu ruang hingga kering. Selanjutnya, tabung 

eppendorf berisi pelet ditambahkan 20 µl TE. Template DNA dapat dilihat 
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keberadaannya dengan dilakukan elektroforesis dan divisualisasikan 

menggunakan digi-doc-imaging system. 

 

b.  Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

Amplifkasi DNA menggunakan mesin PCR dilakukan dengan memasukkan 

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

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 telah dibuat kemudian diamplifikasi menggunakan mesin PCR. PCR 

dilakukan dengan lima tahapan yaitu inisiasi, denaturasi, annealing, ekstensi, dan 

elongasi. Tahap inisiasi dilakukan pada suhu 95 oC selama 5 menit hanya satu kali 

siklus, dilanjutkan dengan tahap denaturasi sebanyak 30 siklus pada suhu 95 oC 

selama 1 menit, kemudian tahap annealing pada suhu 58 oC selama 1 menit, lalu 

tahap ekstensi pada suhu 72 oC selama 1 menit serta tahap terakhir yaitu elongasi 

pada suhu 72 oC selama 5 menit dalam 1 kali siklus (Joshi and Deshpande, 2010). 

 

c.  Elektroforesis dan visualisasi hasil PCR 

 

Elektroforesis diawali dengan pembuatan gel agarose 0,5% ditambah 1 µl 

ethidium bromide (ETBr 10 mg/ml), kemudian dituangkan pada cetakan gel sisir. 

Kemudian gel agarose padat dimasukkan ke dalam alat elektroforesis berisi 

larutan TBE, untuk sumur pertama dalam agarose dimasukkan 3 µl Marker DNA 

ladder. Setelah itu, 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 kebawah berada pada baris 3 dan 4 dari ujung 

lawan. Hasil elektroforesis dilihat dengan digi-doc-imaging system lalu hasilnya 

disimpan dalam komputer. Keberadaan profil DNA antar lokus gen dapat terlihat 

berupa pita terang (Oktaviana, 2018). 

 

 

 



19 

 

d.  Sekuensing dan analisis hasilnya 

 

Hasil PCR yang didapatkan kemudian dikirimkan ke PT Genetika Science Jakarta 

untuk disekuensing. Hasil sekuensing yang diperoleh dianalisis menggunakan 

program MEGA 7 (Kumar et al., 2016). 

 

3.3.3  Uji kisaran inang 

 

Uji kisaran inang dilakukan untuk mengetahui penyebab busuk lunak pada buah 

melon mampu menginfeksi tanaman lain. Uji kisaran inang dilakukan pada 

tanaman yang berasal dari 9 famili dengan 23 spesies. Tanaman yang digunakan 

merupakan tanaman sayuran antara lain bawang bombay, bawang merah, bawang 

putih, brokoli, buncis, cabai, daun bawang, gambas, kacang panjang, kubis, labu 

siam, lidah buaya, lobak, mentimun, okra, pakcoy, paprika, pare, sawi putih, 

seledri, terung, tomat, dan wortel. Tanaman-tanaman inang yang digunakan pada 

uji ini merupakan tanaman yang sudah populer, mudah didapatkan, dan sebagian 

besar sayur-sayuran merupakan inang bakteri genus Pectobacterium dan Dickeya 

(Suharjo, 2015).  

 

Uji kisaran inang diawali dengan membuat suspensi bakteri yaitu dengan 

mengambil satu ose bakteri berumur 24 jam lalu dimasukkan ke dalam tabung 

eppendorf 1,5 ml yang diberi air steril sebanyak 0,5 ml setelah itu dihomogenkan 

menggunakan rotamixer. Pengujian dilakukan dengan cara memasukkan suspensi 

bakteri ke dalam jarum suntik dan diinokulasi ke tanaman sayuran yang akan 

diuji. Apabila tanaman yang diinokulasi dengan isolat bakteri uji menunjukkan 

gejala busuk maka bakteri itu dapat menginfeksi tanaman tersebut. 
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V.  SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1  Simpulan 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa: 

1. Bakteri penyebab penyakit busuk lunak buah melon termasuk dalam kelompok 

Pectobacterium yang memiliki karakterisktik yaitu soft rot positif, Gram 

negatif, bersifat fermentatif, arginin dihidrolase negatif, tidak berpendar pada 

media King’s B, lechitinase negatif, casein positif, hipersensitif positif, mampu 

tumbuh pada suhu 39 oC dan 40 oC serta mampu menggunakan Lactose, 

Mannitol, Myo-innositol, D-raffinose, dan Glycerol sebagai sumber karbonnya. 

2. Penyakit busuk lunak pada buah melon termasuk spesies Pectobacterium 

aroidearum (kode isolat M2, M3, dan M10) dan Pectobacterium carotovorum 

(kode isolat M6). 

3. Bakteri penyebab busuk lunak buah melon mampu menginfeksi dan 

menunjukkan adanya gejala pada tanaman sayuran seperti gambas, buncis, 

daun bawang, bawang merah, bawang putih, bawang bombay, cabai, paprika, 

tomat, terung, kacang panjang, dan okra. Sebaliknya pada tanaman sayuran 

seperti seledri, wortel, lidah buaya, sawi putih, kubis, pakcoy, brokoli, lobak, 

labusiam, timun, dan pare tidak menunjukkan adanya gejala. 

 

5.2  Saran 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah diperoleh, perlu dilakukan pengujian lebih 

lanjut tentang tingkat ketahanan beberapa varietas buah melon terhadap serangan 

bakteri penyebab busuk lunak serta dilakukan uji kisaran inang pada beberapa 

tanaman buah-buahan yang lain. 
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