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ABSTRAK

POTENSI LALAT BUAH YANG MENYERANG JAMBU KRISTAL
SEBAGAI PEMBAWA BAKTERI PATOGEN TANAMAN

OLEH

HAURA RANA FARAHDIBA

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui identitas lalat buah yang ditemukan di
Kebun Jambu Taman Ria, Tanggamus dan PT Great Giant Food, Lampung
Tengah, mengetahui kemungkinan adanya bakteri patogen pada larva dan imago
lalat buah yang menyerang jambu kristal, mengetahui karakteristik dan identitas,
serta kisaran inang bakteri patogen tersebut. Penelitian ini dilaksanakan pada
Januari sampai Mei 2023 di Laboratorium Bioteknologi Pertanian dan
Laboratorium llmu Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas
Lampung. Spesies lalat buah yang ditemukan vyaitu Bactrocera papayae.
Digunakan 66 isolat bakteri hasil isolasi pada fase larva dan imago lalat buah.
Hasil uji patogenisitas menunjukkan bahwa empat isolat bakteri (3.2 (2), 1.2 (3),
1.1 (3), dan D.2 (2)) mampu menyebabkan busuk lunak pada buah jambu kristal.
Empat isolat tersebut diuji lanjut untuk mengetahui karakteristik dan identitasnya.
Hasil uji biokimia menunjukkan isolat bakteri bersifat gram negatif dan gram
positif, negatif hipersensitif, negatif soft rot, bersifat oksidatif/fermentatif, positif
arginin dihidrolase dan negatif arginin dihidrolase, lechitinase negatif, casein
negatif dan casein positif, tidak berpendar pada media King’s B, terdapat bakteri
yang mampu tumbuh maupun tidak dapat tumbuh pada suhu 39 °C, tidak dapat
tumbuh pada suhu 40 °C, mampu menggunakan beberapa bahan organik sebagai
sumber karbonnya seperti L-glutamate monohydrate, D-melibiose, D-rafrinose,
Citric acid monohydrate, Mannitol, Glycerol, Tri sodium citrate, dan Ascorbic
acid. Hasil uji kisaran inang terhadap delapan spesies buah, terdapat isolat yang
mampu menginfeksi seluruh buah dan beberapa buah yang dijadikan kisaran
inang. Hasil analisis sekuen 16SrDNA menunjukkan bahwa isolat tersebut
menunjukkan kekerabatan paling dekat dengan Stenotrophomonas maltophilia.

Kata kunci : Bactrocera papayae, jambu kristal, Stenotrophomonas maltophilia
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Jambu kristal merupakan salah satu varietas dari jambu biji yang dikembangkan
di Taiwan pada tahun 1991 kemudian dikembangkan di Indonesia pada tahun
2009 hingga saat ini (Herdiat dkk., 2019). Jambu kristal merupakan salah satu
komoditas hortikultura yang mempunyai potensi untuk dikembangkan
dikarenakan memiliki beberapa keunggulan yang terletak pada ukuran, rasa, dan
warnanya. Jambu kristal memiliki ukuran yang sedang, daging buah berwarna
putih tebal dan memiliki sedikit biji, rasanya sangat manis dengan sedikit
kandungan air, sehingga teksturnya agak lembut dan jika dikunyah renyah seperti
buah pir (Setiawan dkk., 2021).

Berbagai kendala dihadapi dalam usaha meningkatkan produksi jambu kristal.
Salah satunya berasal dari lalat buah. Lalat buah merupakan hama penting dan
utama di beberapa komoditas buah-buahan, termasuk jambu kristal. Lalat buah
menyebabkan kerusakan pada buah jambu kristal yang hampir masak akibat
aktivitas larva yang memakan daging buah. Jambu kristal yang terserang lalat
buah akan menunjukan gejala berupa lubang kecil pada permukaan kulit buah.
Kerugian yang ditimbulkan oleh lalat buah mencapai 30-60% dan dapat
meningkat hingga 80% jika tidak dilakukan pengendalian (Adnyana dkk., 2019).

Penyebab keparahan busuk buah jambu kristal biasanya disebabkan oleh aktivitas
makan larva lalat buah di dalam buah jambu kristal dan masuknya patogen akibat
lubang yang ditimbulkan setelah lalat buah meletakkan telur di permukaan buah

jambu kristal. Tetapi apakah hanya kedua hal tersebut saja menyebabkan busuk



pada jambu kristal atau kah ada hal lain yang dapat menyebabkan keparahan
busuk buah jambu kristal, seperti terbawanya bakteri patogen yang terbawa oleh
larva lalat buah. Spesies bakteri patogen yang paling penting dapat menyebabkan
busuk lunak yaitu Pectobacterium spp. (Erwinia carotovora) dan Dickeya spp.

(Erwinia chrysanthemi) dengan kisaran inang yang luas (Ma et al., 2007).

Lloyd et al. (1986) menyebutkan bahwa lalat buah dapat berperan sebagai
pembawa bakteri patogen tanaman. Hingga saat ini belum ada informasi tentang
kemampuan lalat buah yang menyerang jambu kristal di Indonesia untuk
menyebarkan patogen tanaman, serta identitas patogen tanaman yang dibawa oleh

lalat buah tersebut.

1.2 Tujuan

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Mengetahui identitas lalat buah yang ditemukan,

2. Mengetahui kemungkinan adanya bakteri patogen buah jambu kristal pada
larva dan imago lalat buah yang menyerang jambu kristal,

3. Mengetahui karakteristik bakteri patogen yang ditemukan,

4. Mengetahui identitas bakteri patogen yang ditemukan,

5. Mengetahui kisaran inang bakteri yang ditemukan.

1.3 Kerangka Pemikiran

Lloyd et al. (1986) menyebutkan bahwa lalat buah mampu membawa bakteri
patogen tanaman yaitu D. tryoni (Froggatt) dan D. neohumeralis Hardy yang
diambil dari tanaman jambu biji (Psidium guajava L.), Murbei (Morus nigra L.)
dan persik (Prunus persica (L.) Batsch), D. cacuminatus (Hering) dari tembakau
liar (Solanum mauritianum Scop.), dan D. musae (Tryon) dari pisang (Musa
paradisiaca L.). Bakteri yang dibawa oleh lalat buah ini berasal dari famili

Enterobacteriaceae.



Enterobacteriaceae merupakan keluarga besar dari bakteri, termasuk banyak
bakteri patogen yang telah dikenal luas seperti Salmonella, Shigella, dan
Escherichia coli. Sebagian besar anggota dari famili bakteri dapat ditemukan di
usus manusia dan hewan lain, sedangkan yang lainnya dapat ditemukan di air,
tanah, parasit pada hewan dan tanaman. Bakteri ini memiliki banyak genus. Genus
yang dapat menyerang tanaman sebagai penyebab busuk yaitu Dickeya, Erwinia,
dan Pectobacterium (Louisiana Office of Public Health, 2018).

Ditemukannya lalat buah yang mampu membawa bakteri patogen tanaman yang
berasal dari famili Enterobacteriaceae menjadikan dasar pemikiran bahwa
walaupun hingga saat ini belum ada laporan tentang kemampuan lalat buah yang
menyerang jambu kristal mampu membawa patogen, namun begitu berdasarkan
laporan yang ada, lalat buah yang menyerang jambu kristal juga mempunyai
potensi yang besar untuk membawa patogen tanaman. Oleh karena itu, perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai hal tersebut menggunakan beberapa
metode yang telah diterapkan oleh para peneliti diantaranya uji biokimia,
identifikasi molekuler, dan mengetahui kisaran inang yang memiliki potensi

dalam menyebabkan gejala busuk pada buah tanaman lainnya.

1.4 Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Lalat buah yang menyerang jambu kristal tergolong dalam genus Bactrocera,

2. Lalat buah yang menyerang jambu kristal mampu membawa bakteri patogen
tanaman,

3. Bakteri patogen yang terbawa oleh lalat buah memiliki beberapa karakteristik
berdasarkan uji biokimia,

4. Identitas bakteri penyebab busuk buah jambu kristal tergolong dalam genus
Pectobacterium dan Dickeya,

5. Bakteri patogen penyebab busuk buah jambu kristal dapat menginfeksi tanaman

lain selain buah jambu kristal.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi Jambu Kristal
Klasifikasi buah jambu kristal menurut (USDA, 2023) adalah sebagai berikut.

Kingdom : Plantae
Sub kingdom : Tracheobionta

Super divisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliopsida
Sub Kelas : Rosidae

Ordo : Myrtales

Famili : Mirtaceae

Genus - Psidium

Spesies : Psidium guajava L.

Buah jambu kristal merupakan hasil mutasi dari jambu Bangkok yang masuk ke
Indonesia melalui teknis misi Taiwan (Taiwan Technical Mission in Indonesia)
pada tahun 1998. Misi tersebut merupakan misi teknis pertanian yang bertujuan
untuk kerjasama diplomasi Indonesia dan Taiwan yang dikirim pemerintah
Taiwan dibawah program Internasional Coorperation and Development Fund
(Redaksi Trubus, 2014).

2.2 Morfologi Jambu Kristal

Jambu biji (Psidium guajava L.) merupakan salah satu produk hortikultura yang
memiliki banyak manfaat. Bagian tanaman jambu biji ini hampir semua dapat

dimanfaatkan. Jambu biji memiliki ciri morfologi berbentuk bulat dan bertekstur



keras. Jambu biji memiliki beberapa kultivar, yaitu Wijaya merah, Mega merah,
Deli, Mutiara dan Kristal. Salah satu kultivar dari jambu ini yang terkenal di
Indonesia yaitu jambu biji kultivar kristal. Jambu kristal merupakan hasil mutasi
dari jambu Muangthai Pak yang diperkenalkan di Indonesia oleh Misi Teknik
Taiwan (Rustani dan Susanto, 2019). Jambu biji ini disebut kristal dikarenakan
memiliki daging buah berwarna putih agak bening dan bentuk jambu ini tidak
bulat sempurna sedikit berlekuk-lekuk menyerupai bentuk kristal (Adnyana dkk.,
2019).

Jambu kristal memiliki struktur daun tunggal dan jika diremas mengeluarkan
aroma. Kedudukan daun bersilangan dengan letak daun berhadapan dan
pertulangan daun menyirip. Bunga jambu kristal memiliki tipe benang sari
polyandrous atau saling bebas tidak berlekatan. Benang sari berwarna putih dan
kepala sari berwarna krem. Putiknya berwarna putih kehijauan dengan bentuk
kepala putik yang bercuping (lobed). Batang jambu kristal memiliki bentuk
seperti kerucut atau limas, sedangkan pada batang tua pada jambu kristal berkayu
keras seperti gili (Wahyuni dkk., 2022).

2.3 Klasifikasi Lalat Buah

Sistem Klasifikasi lalat buah menurut Drew and Hancock (1994) adalah sebagai
berikut.

Kingdom : Animalia
Phylum : Arthopoda
Classis - Insecta
Ordo : Diptera

Sub Ordo : Cycloorhapha
Familia : Tephritidae

Famili Tephritidae dapat dikenali dengan mudah dilihat dari imagonya yang
memiliki pola indah yang beragam. Famili Tephritidae ditemukan di Asia

sebanyak 160 genus, dan yang termasuk Tribe Dacini diperkirakan berjumlah 180



dari spesies Bactrocera dan 30 dari spesies Dacus. Sub famili lalat buah yang
banyak menyerang tanaman yaitu berasal Tribe Dacini. Tribe Dacini dibagi ke
dalam tiga genus secara morfologis, yaitu Bactrocera, Dacus, dan
Monacrostichus. Genus Bactrocera merupakan spesies asli yang berasal dari
daerah tropika. Genus ini merupakan jenis lalat buah penting yang berasosiasi
dengan berbagai buah-buahan tropika, yang menyebabkan kerugian ekonomi,
kecuali pada subgenus Bactrocera (Zeugodacus) inangnya merupakan tanaman
hias dan tanaman pada Famili Cucurbitaceae. Genus Dacus sebelumnya juga
dinyatakan sebagai spesies dari daerah tropika, kemudian diketahui ternyata genus
ini merupakan spesies asli dari Afrika yang dapat berasosiasi dengan bunga, buah

dari famili Cucurbitaceae dan famili Leguminosae (Siwi dkk., 2006).

2.4 Morfologi Lalat Buah

Morfologi lalat buah dewasa (imago) memiliki kepala berbentuk bulat agak
lonjong, antenanya terdiri dari tiga ruas, terdapat bercak atau noda (facial spot)
pada muka. Bagian dorsum toraks terdiri dari dua bagian penting yaitu skutum
atau mesonotum (dorsum toraks atas) dan skutelum (dorsum toraks bawah).
Abdomen memiliki ciri terdiri dari ruas-ruas (tergites). Dilihat dari sisi dorsum,
pada abdomen akan terlihat batas antarruas (tergit). Pada genus Bactrocera, ruas-
ruas abdomen terpisah, sedangkan pada genus Dacus, ruas-ruas abdomen
menyatu, sehingga bentuknya menyerupai tawon (Gambar 1). Ciri-ciri dari sayap
lalat buah ini yaitu terdapat pola pembuluh sayap, yaitu costa (pembuluh sayap
sisi anterior), anal (pembuluh sayap sisi posterior), cubitus (pembuluh sayap
utama), median (pembuluh sayap tengah), radius (pembuluh sayap radius), r-m =
pembuluh sayap melintang, dm-cu = pembuluh sayap melintang (Gambar 2) (Siwi
dkk., 2006).
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Gambar 1. Ciri morfologi imago lalat buah (Sumber : Plant Health Australia,
2018).
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Gambar 2. Susunan sayap lalat buah (Sumber : Plant Health Australia, 2018).

Larva lalat buah memiliki banyak variasi dalam bentuk dan ukurannya tergantung
dari spesies dan makanan sebagai tempat untuk bertahan hidup. Bentuk ramping
(slendir) terdiri atas 8 ruas abdomen dan meruncing pada bagian ujung belakang.
Larva memiliki panjang tidak lebih dari 1 cm dan memiliki kemampuan bisa
meloncat yang merupakan ciri khusus dari larva ordo Diptera. Larva ini hidup
pada buah-buahan yang lunak biasanya hidup pada bagian daging buah yang



sudah masak atau setengah masak. Terdapat 3 instar larva pada lalat buah yaitu,
instar pertama ukurannya sangat kecil, berwarna jernih dan bening dengan
permukaan seperti bentuk pahatan. Instar 2 dan 3 berwarna putih krem, bentuknya
sama, hanya berbeda pada ukurannya saja instar 3 lebih besar. Beberapa
terminologi untuk dapat mengetahui larva dari berbagai spesies lalat buah
(Gambar 3) (Siwi dkk., 2006).
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1 = spirakel bagian anterior, 2 = kait mulut, 3 = mandible, 4 = alat perayap, 5 =
lubang anal, 6 = spirakel bagian posterior.

Gambar 3. Bagian-bagian larva lalat buah (Sumber : White et al., 1992 dalam
Siwi dkk., 2006)

2.5 Biologi Lalat Buah

Lalat buah merupakan serangga yang bermetamorfosis sempurna atau
Holometabola. Imago lalat buah dapat hidup selama 1 bulan. Imago lalat buah
betina akan menusukkan telur ke dalam kulit buah saat telur berumur 2-3 hari.
Larva lalat buah akan hidup dan berkembang di dalam daging buah dengan
memakan daging buah dan menyebabkan buah menjadi busuk. Larva lalat buah
memiliki 3 masa instar. Proses tersebut memerlukan waktu selama 7-10 hari. Jika
masa instar selesai, larva akan menjatuhkan diri ke tanah dan menjadi pupa. Fase
ini berlangsung selama 5-25 hari menyesuaikan keadaan lingkungannya. Setelah
itu, pupa keluar menjadi lalat muda dan sudah dapat terbang (Kardinan, 2003).

2.6 Mekanisme Serangan Lalat Buah

Mekanisme serangan lalat buah yaitu imago lalat buah menyerang pada jaringan
sehat pada buah dengan cara menusukan ovipositor dari imago betina sedalam 2-4

mm untuk meletakkan telurnya pada buah yang sehat. Betina lalat buah dalam



meletakkan telurnya memilih inangnya terlebih dahulu yang sesuai untuk
keturunanya dapat bertahan hidup. Melihat kesesuaian inang tersebut berdasarkan
komponen senyawa kimia buah dan fisik buah. Tanaman dapat mengeluarkan
senyawa yang membuat serangga tertarik untuk datang. Setelah inang terpilih oleh
imago betina, kemudia imago betina akan mengeluarkan suatu senyawa sebagai
penanda pada tanaman buah berupa host marking pheromone untuk mencegah
terjadinya kompetisi inang dengan lalat buah lainnya. Faktor lain yang
mempengaruhi pemilihan buah adalah faktor fisik. Faktor fisik yang
mempengaruhi yaitu bentuk buah termasuk ukuran dan warna buah (Yudistira
dkk., 2020).

Lalat buah menyerang pada tanaman mulai terbentuknya buah, kemudian tingkat
kerusakan meningkat ketika buah menjadi masak. Saat imago betina lalat buah
selesai meletakkan telurnya pada daging buah, selanjutnya telur menetas menjadi
larva dan mulai menggerogoti isi dalam buah, maka saat itulah terjadi kerusakan
pada buah. Aktivasi makan larva dari lalat buah menyebabkan terjadinya busuk
pada buah dan buah jatuh ke tanah sebelum tiba waktunya buah masak. Serangan
dari lalat buah menyebabkan kehilangan hasil mencapai 30-60% (Paijal dkk.,
2021).

2.7 Tanaman Inang Lalat Buah

Beberapa jenis lalat buah yang telah diindetifikasi menyerang tanaman jambu biji,
yaitu lalat buah spesies Bactrocera umbrosus, B. carambolae, B. papayae dan B.
albistrigata. Lalat buah yang paling banyak menyerang tanaman jambu Kristal
yaitu B. carambolae dan B. papayae. Tanaman inang utama dari B. papayae
adalah papaya dan tanaman inang utama dari B. carambolae adalah belimbing
(Adnyana dkk., 2019). Menurut Desmawati (2005) dalam Sulfiani (2018),
B.papayae dapat menyerang 200 spesies tanaman dari 50 famili, contohnya pada
buah mangga, jambu mente, serikaya, sirsak, rambutan, manggis dan mentimun.
Menurut Siwi dkk. (2006) dalam Indriyanti dkk. (2013), B. carambolae juga dapat
menyerang buah cabai, tomat, mangga, jambu bol, nangka, jambu biji, jambu air

dan kluwih.
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2.8 Kemampuan Lalat Buah untuk Membawa Patogen Tanaman

Terdapat laporan yang menyebutkan lalat buah dapat membawa patogen tanaman
yang berasal dari famili Enterobacteriaceae. Spesies lalat buahnya yaitu D. tryoni
(Froggatt) dan D. neohumeralis Hardy dari tanaman jambu biji (Psidium guajava
L.), Murbei (Morus nigra L.) dan persik (Prunus persica (L.) Batsch), D.
cacuminatus (Héring) dari tembakau liar (Solanum mauritianum Scop.), dan D.

musae (Tryon) dari pisang (Musa paradisiaca L.) (Lloyd et al., 1986).



I11. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Januari — Mei 2023 di Laboratorium
Bioteknologi Pertanian dan Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan, Jurusan

Proteksi Tanaman, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain Laminar Air Flow (LAF),
autoclave, microwave, water bath, rotamixer, showcase, freezer, Digi-doc
imaging system, mesin PCR, alat Elektroforesis, microsentrifuge, gel
documentation, cetakan gel 20x16x1cm3, timbangan elektrik, tabung eppendrof
1,5 mL, tabung reaksi, bunsen, erlenmeyer, gelas ukur, gelas beaker, cawan petri,
jarum ent, jarum ose, kaca preparat, pinset, mikro pipet, tip, scalpel, nampan dan

pisau.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain akuades, agar batangan,
umbi kentang, kuning telur, minyak paraffin, buah jambu kristal yang terserang
lalat buah, jambu kristal, jambu air, belimbing, mangga, nangka, papaya, pisang,
cabai, dan rambutan, tanaman tembakau, plastik wrap, plastik tahan panas,
aluminium foil, plastik, kertas label, spidol, karet gelang, tisu, kapas, korek api,
alkohol 70%, KOH 3%, Klorok 2%, ethidium bromide (EtBr), NaCl 5%,
MyTagq™ Red Mix, DNA primer, marker DNA, ledder, loading dye, buffer
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TE, Bromthymol blue (BTB) 2%, agarose. Media biakan yang digunakan yaitu
Yest Peptone Agar (YPA) dan Potato Peptone Glucose Agar (PPGA). Media yang
digunakan untuk uji antara lain King’s B, Oksidatif/Fermentatif (O/F), Yest
Pepton (YP), casein, dan lechitinase. Bahan organik yang digunakan dalam uji
antara lain Lactose, Ascorbic Acid, Myo-inositol, Mannitol, Inulin, 5-
Ketogluconate, D-raffinose, Glycerol, D-arabinose, D-tartrate, D-melibiose,
Citric acid monohydrate, M-tartrate, Strach, Tri sodium citrate dihydrate, dan L-

glutamate monohydrate.

3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam beberapa tahap. Tahap pertama yaitu isolasi bakteri
yang terbawa oleh lalat buah pada buah jambu kristal. Isolasi bakteri dari lalat
buah dilakukan pada fase larva dan imago. Tahap kedua yaitu pengujian untuk
mengetahui identitas, karakter, dan kisaran inang dari isolat bakteri yang
digunakan. Pengujian tersebut terdiri dari uji patogenisitas, uji biokimia, uji

molekular, dan uji kisaran inang.

3.3.1 Sampel Jambu Kristal yang Terserang Lalat Buah

Sampel jambu kristal yang menunjukkan gejala terserang oleh lalat buah diambil
dari Kebun Jambu Taman Ria, Tanggamus dengan titik koordinat 5°20°58.6”S
104°42°43.3”E, dan PT Great Giant Food (GGF), Lampung Tengah.

3.3.2 Pengambilan Lalat Buah Pada Fase Larva dan Imago

Pengambilan lalat buah pada fase larva dan imago adalah sebagai berikut.

3.3.2.1 Pengambilan Lalat Buah Fase Larva

Pengambilan lalat buah pada fase larva dilakukan dengan cara membelah buah

jambu kristal yang menunjukkan gejala terserang lalat buah, kemudian larva di
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dalam buah jambu kristal diambil menggunakan pinset dan dimasukkan ke dalam
botol untuk keperluan isolasi bakteri.

3.3.2.2 Pengambilan Lalat Buah Fase Imago

Pengambilan lalat buah fase imago dengan cara meletakkan tanah ke dalam toples
kemudian diletakkan buah jambu kristal yang terserang lalat buah di atas tanah
tersebut dan toples ditutup menggunakan kain. Setelah itu, ditunggu kurang lebih
10 hari hingga larva di dalam buah jambu kristal menjadi imago. Imago lalat buah
tersebut kemudian dimasukkan ke dalam botol untuk keperluan isolasi bakteri.

3.3.3 Identifikasi Lalat Buah

Identifikasi spesies lalat buah dilakukan untuk mengetahui spesies lalat buah yang
menyerang tanaman jambu kristal. Identifikasi dilakukan menggunakan
mikroskop stereo dan kunci determinasi yang berada di dalam jurnal Larasati dkk.

(2016) dengan melihat ciri morfologinya.

3.3.4 Isolasi Bakteri

Isolasi bakteri dilakukan pada lalat buah fase larva dan imago.

3.3.4.1 Isolasi dari Larva

Isolasi bakteri dari larva lalat buah dilakukan dengan dua perlakuan yaitu isolasi
dari permukaan dan isolasi dari dalam tubuh lalat buah. Isolasi permukaan larva
lalat buah dilakukan dengan cara memasukkan larva lalat buah ke dalam tabung
eppendorf 1,5 mL berisikan air steril 0,5 mL, kemudian dikocok selama 30 detik.
Isolasi dalam tubuh larva dilakukan dengan cara memasukan larva ke dalam
tabung eppendorf 1,5 mL berisikan air steril 0,5 mL, kemudian larva ditumbuk
menggunakan pinset dan ditunggu hingga 5 menit. Hasil suspensi tersebut
digoreskan ke media Yeast Peptone Agar (YPA) dengan metode gores kuadran
hingga diperoleh koloni tunggal. Setelah diperoleh koloni tunggal bakteri tersebut
diisolasikan ke dalam media Potato Pepton Glucose Agar (PPGA).
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3.3.4.2 Isolasi dari Imago

Isolasi imago lalat buah akan dilakukan dengan dua perlakuan yaitu isolasi dari
permukaan dan dalam tubuh lalat buah. Isolasi permukaan imago lalat buah
dilakukan dengan cara memasukkan imago lalat buah ke dalam tabung eppendorf
1,5 mL berisikan air steril 0,5 mL, kemudian dikocok selama 30 detik. Isolasi
dalam tubuh imago lalat buah dilakukan dengan cara merendan imago lalat buah
terlebih dahulu menggunakan klorok 2% untuk memastikan bahwa bakteri
tersebut berasal dari dalam tubuh imago lalat buah tersebut. Selanjutnya imago
lalat buah dibagi menjadi tiga bagian yaitu kepala, thorax, dan abdomen. Setelah
itu ketiga bagian tersebut dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang
berisikan air steril 0,5 mL. Kemudian ketiga bagian tersebut ditumbuk
menggunakan pinset dan tunggu selama 5 menit. Hasil suspensi tersebut
digoreskan ke media Yeast Peptone Agar (YPA) dengan metode gores kuadran
hingga diperoleh koloni tunggal. Setelah diperoleh koloni tunggal bakteri tersebut
diisolasikan ke dalam media Potato Pepton Glucose Agar (PPGA).

3.3.5 Uji Kemampuan Bakteri Hasil Isolasi sebagai Patogen Tanaman

Uji ini bertujuan untuk memastikan bakteri yang digunakan merupakan bakteri
patogen yang benar sebagai penyebab busuk buah jambu kristal. Pengujian ini
dilakukan dengan cara menyiapkan suspensi bakteri dan buah jambu kristal.
Suspensi bakteri didapatkan dengan cara mengambil 2 ose bakteri yang berumur
24 jam, kemudian dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang sudah
diisi dengan air steril sebanyak 1 mL dan dihomogenkan menggunakan rotamixer.
Pengujian ini dilakukan dengan cara menyuntikan 1 mL suspensi bakteri pada

buah jambu kristal. Pengamatan dilakukan selama 7 hari setelah inokulasi.

3.3.6 Karakterisasi Bakteri Patogen Tanaman Hasil Isolasi
Karakterisasi bekteri patogen terbawa lalat buah dilakukan dengan uji biokimia.
3.3.6.1 Uji biokimia

Uji biokimia dilakukan dengan berbagai macam pengujian antara lain.
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(a) Uji gram

Uji gram bertujuan untuk mengetahui isolat bakteri yang digunakan termasuk
Gram positif atau Gram negatif. Pengujian ini dilakukan dengan cara mengambil
satu ose bakteri yang beumur 24 jam. Bakteri tersebut kemudian diletakkan di atas
kaca preparat dan ditetesi KOH 3%, setelah itu diaduk rata menggunakan jarum
ose selama kurang lebih satu menit dan diangkat secara perlahan dengan tinggi
sekitar 1 cm. Jika terbentuk lendir maka bakteri tersebut digolongkan ke dalam
Gram negatif, tetapi jika tidak terbentuk lendir maka bakteri tersebut digolongkan
ke dalam Gram positif (Kurnia, 2016).

(b) Uji hipersensitif

Uji hipersensitif bertujuan untuk membuktikan apakah benar isolat bakteri adalah
spesifik bakteri patogen pada tanaman. Pengujian ini dilakukan dengan
mengambil satu ose bakteri yang sudah berumur 24 jam kemudian disuspensikan
menggunakan 0,5 mL air steril yang kemudian dimasukkan ke dalam tabung
eppendorf 1,5 mL. Suspensi bakteri tersebut kemudian dihomogenkan
menggunakan rotamixer. Setelah itu diambil 0,5 mL suspensi bakteri dan
disuntikkan pada daun tembakau diantara kedua epidermis daun tembakau
menggunakan jarum suntik 1cc. Bagian tanaman yang telah disuntikan suspensi
bakteri kemudian diberikan label dan diinkubasi selama 24-48 jam. Gejala positif
hipersensitif ditunjukkan dengan adanya gejala nekrosis atau mengeringnya
bagian daun tembakau yang disuntikkan suspensi bakteri. Uji hipersensitif
menggunakan tanaman tembakau dikarenakan tanaman tembakau dapat
mengalokasikan serangan bakteri patogen sebagai respon ketahanan tanaman
tembakau terhadap penyakit (Schaad et al., 2001 dalam Prastio dkk., 2022).

(c) uji soft rot

Uji soft rot bertujuan untuk mengetahui isolat bakteri yang menyebabkan busuk
buah jambu kristal termasuk ke dalam bakteri penyebab busuk lunak. Umbi
kentang diiris setebal 1 cm dan dicuci dengan air mengalir selama 30 menit.
Kemudian masing-masing irisan kentang tersebut diletakkan pada cawan petri
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yang telah diberi tisu yang dilembabkan menggunakan akuades. Pengujian ini
dilakukan dengan menggoreskan satu ose isolat bakteri yang berumur 24 jam pada
bagian tengah umbi kentang. Setelah itu diinkubasi selama 24-48 jam. Reaksi
positif ditunjukkan dengan terjadinya pembusukan pada bagian tengah umbi
kentang (Andayani et al., 2019).

(d) Uji Oksidatif/fermentative (O/F)

Uji oksidatif fermentatif (O/F) bertujuan untuk mengetahui sifat dari isolat bakteri
termasuk oksidatif atau fermentatif. Pengujian ini dilakukan menggunakan media
O/F (basal medium). Bahan untuk membuat media O/F yaitu 9,8 g bubuk media
O/F dan 1000 mL akuades. Setelah itu media tersebut dituang ke dalam tabung
reaksi sebanyak 4 mL dan disterilisasi. Isolat bakteri yang berumur 24 jam di
ambil menggunakan jarum ent, kemudian ditusukkan ke dalam tabung yang berisi
media O/F hingga dasar tabung dan diangkat secara perlahan. Salah satu tabung
diberi minyak parafin streril dan satunya lagi tidak diberi minyak parafin.
Perubahan warna diamati selama 1-7 hari. Jika terjadi perubahan warna dari hijau
ke kuning pada kedua tabung, maka bakteri tersebut bersifat fermentatif, dan jika
perubahan warna hanya terjadi pada tabung reaksi yang tidak diberi minyak

parafin saja, maka bakteri tersebut bersifat oksidatif (Andayani dkk., 2019).

(e) Uji arginin dihydrolase (Moeller Media)

Uji arginin bertujuan untuk mengetahui kemampuan pertumbuhan isolat bakteri
pada kondisi anaerob dalam media yang mengandung bahan kimia arginine.
Pengujian dilakukan menggunakan moeller media 21 g dan 1000 mL akuades,
kemudian media tersebut dipanaskan menggunakan microwave dan dimasukkan
ke dalam tabung reaksi. Setelah itu media disterilisasi menggunakan . Pengujian
dilakukan dengan mengambil isolat bakteri yang sudah berumur 24 jam
menggunakan jarum preparat dan ditusukkan pada moeller media sampai dasar
tabung dan ditambahkan minyak parafin steril. Kemudian diinkubasi pada suhu 28
°C dan dilakukan pengamatan selama 7-14 hari. Reaksi positif ditunjukkan

dengan adanya perubahan warna media dari merah kecoklatan menjadi warna
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ungu, sedangkan reaksi negatif ditunjukkan dengan adanya perubahan warna
media menjadi kuning (Suharjo, 2013).

(f) Uji lechitinase

Uji lechitinase bertujuan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri dalam
menggunakan lechitin. Pengujian ini dilakukan menggunakan media YPA dan
dicampurkan dengan egg yolk. Bahan yang digunakan untuk membuat media
YPA vyaitu 10 g pepton, 5 g yeast, 20 g agar dan 1000 mL akuades. Pembuatan
media lechitinase dilakukan dengan cara memasukkan 0,5 mL egg yolk ke dalam
cawan petri dan ditambahkan 10 mL media YPA, setelah itu dihomogenkan
hingga merata. Isolat bakteri yang berumur 24 jam diambil sebanyak satu ose dan
digoreskan pada media lechitinase. Setelah itu bakteri diinkubasi pada suhu 28 °C
dan diamati selama 1-7 hari. Uji positif lechitinase menghasilkan zona buram
yang menyebar di tepi koloni saat bakteri diinokulasikan ke dalam media uji
(Handoko dkk., 2020).

(9) Uji casein

Uji casein bertujuan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri dalam
menghidrolisis protein. Pengujian ini dilakukan menggunakan media. Bahan yang
digunakan untuk membuat media ini yaitu 10 g bubuk Skim Milk Agar dan 1000
mL akuades. Pengujian dilakukan dengan mengambil satu ose bakteri yang
berumur 24 jam, lalu digoreskan pada cawan petri yang sudah berisi media Skim
Milk Agar. Setelah itu bakteri diinkubasi selama 24-48 jam hari dalam keadaan
suhu 28 °C. Reaksi positif dari uji ini yaitu ditunjukkan dengan adanyanya zona
bening, sedangkan reaksi negatif tidak menunjukkan zona bening (Fardiaz, 1992
dalam Prasojo, 2021).

(h) Uji fluoresensi pada media King’s B

Uji fluoresensi bertujuan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri dalam
menghasilkan fluoresen. Pengujian dilakukan menggunakan media King’s B.

Bahan yang digunakan untuk membuat media ini yaitu 20 g pepton, 1,5 ¢
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K2HPOg4, 15 mL gliserol, 15 g agar dan 1000 mL akuades. Pengujian dilakukan
menggunakan satu ose bakteri yang berumur 24 jam, kemudian digoreskan pada
cawan petri yang sudah berisikan media King’s B. Setelah itu diinkubasi dalam
suhu ruang selama 24-48 jam. Jika isolat bakteri yang digunakan menghasilkan
pigmen fluoresen, maka akan menunjukkan hasil ketika isolat bakteri disinari
ultra violet (UV) akan berwarna hijau berpendar (Schaad et al., 2001).

(1) Uji kemampuan tumbuh pada beberapa suhu

Uji kemampuan tumbuh pada beberapa suhu bertujuan untuk mengetahui
kemampuan isolat bakteri dapat tumbuh pada suhu 39 °C dan 40 °C. Pengujian
dilakukan menggunakan media Yeast Pepton (YP). Bahan yang digunakan untuk
membuat media ini adalah 10 g pepton, 5 g yeast dan 1000 mL akuades.
Pengujian dilakukan dengan menggunakan satu ose bakteri yang sudah berumur
24 jam dan disuspensikan ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang sudah
diberikan 0,5 mL air steril, kemudian dihomogenkan menggunakan rotamixer.
Setelah itu, suspensi tersebut diambil menggunakan jarum ose dan dimasukkan ke
dalam tabung reaksi yang sudah berisi media YP dan diinkubasi menggunakan
waterbath selama 3-7 hari. Pengujian tersebut dilakukan secara pada suhu 39 °C
dan 40 °C. Reaksi positif ditunjukkan dengan tumbuhnya bakteri di dalam media
ditandai dengan media yang berubah warna dari kuning menjadi putih keruh
setelah dilakukan inkubasi (Oktaviana, 2018).

(J) Uji kemampuan untuk menggunakan beberapa jenis bahan organik

Uji ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri dapat tumbuh pada
bahan organik tertentu. Pengujian ini menggunakan media Ayer’s yang dibuat
menggunakan bahan-bahan antara lain NHsH2PO4 1 g, KCL 0,2 g,
MGS04.7H20 0,2 g, Bromthymol Blue (BTB) 2%, dan 1000 mL akuades. Bahan
organik yang digunakan dalam pengujian yaitu Lactose, Ascorbic Acid, Myo-
inositol, Mannitol, Inulin, 5-Ketogluconate, D-raffinose, Glycerol, D-arabinose,
D-tartrate, D-melibiose, Citric acid monohydrate, M-tartrate, Strach, Tri sodium

citrate dihydrate, dan L-glutamate monohydrate. Pengujian dilakukan dengan
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mengambil satu ose bakteri berumur 24 jam dan dimasukkan ke dalam tabung
eppendorf 1,5 mL yang berisi 0,5 mL air steril dan dihomogenkan menggunakan
rotamixer. Setelah itu bakteri diambil menggunakan jarum ent dan ditusukkan
pada media Ayer’s sampai dasar tabung dan diinkubasi pada suhu 28 °C.
Pengamatan dilakukan pada hari ke 2, 4, 7, 14, dan 21 hari. Bakteri mampu
menggunakan bahan organik tersebut ditunjukkan adanya perubahan warna media
dari hijau menjadi kuning atau biru dengan menyesuaikan bahan organik yang
digunakan (Suharjo, 2013).

3.3.7 Uji kisaran Inang

Uji kisaran inang bertujuan untuk mengetahui bakteri yang terbawa oleh lalat
buah pada tanaman jambu kristal dapat menyebabkan busuk buah pada buah-
buahan yang lainnya. Pengujian dilakukan dengan mengambil satu ose bakteri
yang berumur 24 jam dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang
sudah diberi air steril 0,5 mL dan dihomogenkan menggunakan rotamixer. Setelah
itu suspensi bakteri tersebut diinokulasikan pada buah menggunakan suntikan
berukuran 1 cc. Pengamatan dilakukan selama 7 hari setelah inokulasi. Buah yang
digunakan untuk uji kisaran ini yang meliputi buah jambu air, belimbing, mangga,
papaya, pisang, cabai, manggis, dan rambutan. Pemilihan inang tersebut
didapatkan dari lalat buah yang sering menyerang pada tanaman jambu Kristal,
kemudian spesies lalat buah yang didapatkan dicari tanaman inangnya apa saja,
sehingga didapatkan tanaman inang seperti di atas. Reaksi positif ditunjukkan

dengan busuknya bagian yang diinokulasi isolat bakteri setelah 7 hari inokulasi.

3.3.8 Identifikasi Bakteri Patogen Tanaman Hasil Isolasi

Identifikasi bakteri patogen tanaman hasil isolasi dilakukan dengan cara
identifikasi molekuler. Identifikasi molukuler dilakukan dengan beberapa tahapan

sebagai berikut.
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(a) Ekstraksi DNA

Ekstraksi bakteri dilakukan dengan cara mengambil bakteri yang berumur 24 jam
sebanyak satu ose dari media PPGA dan dipindahkan ke dalam tube 1,5 mL, dan
ditambahkan 20 pL TE menggunakan mikropipet, kemudian ditambah 10 mL
SDS 10% + 3 L protinase K dan dihomogenkan. Tube tersebut diinkubasi
menggunakan water bath dengan suhu 37 °C selama 1 jam, kemudian diinkubasi
dan ditambahkan 100 puL NaCl, selanjutnya dihomogenkan secara perlahan dan
ditambah 80 uLL CTAB 2%. Setelah itu, dilakukan kembali inkubasi pada suhu 65
°C selama 10-15 menit menggunakan water bath (dihomogenkan setiap 10
menit), setelah diinkubasi, selanjutnya ditambahkan 720 uLL Chloroform Isoamyl
Alcohol (CI) (24:1) dan dihomogenkan secara perlahan, kemudian disentrifuse

14.000 rpm selama 5 menit.

Hasil sentrifuse supernatant diambil sebanyak 600 uL dan diletakkan ke dalam
tube 1,5 mL yang baru, kemudian ditambahkan Phenol Chloroform
Isoamylalcohol (PCI) (25:24:1) dengan volume yang sama dengan supernatan,
lalu dihomogenkan dan disentrifuse 14.000 rpm selama 5 menit, setelah
disentrifuse supernatan diambil dan dipindahkan ke dalam tube 1,5 mL yang baru,
ditambahkan isopropanol 60% dengan volume yang sama dengan supernatan,
dihomogenkan secara perlahan dan diinkubasi di dalam refrigerator selama 10
menit. Hasil inkubasi disentrifuse 14.000 rpm selama 15 menit. Setelah sentrifuse
selesai supernatan yang di dalam tube dibuang dan ditambahkan ethanol 70%
dingin sebanyak 400 uL, lalu disentrifuse kembali selama 5 menit dengan
kecepatan 14.000 rpm. Setelah itu ethanol dibuang dan pelet diinkubasi 1 hari
pada suhu ruang. Setelah kering tube berisi pelet ditambahkan 20 pL TE. Cara
mengetahui bahwa ada atau tidaknya DNA yang didapat, dilakukan elektroforesis

dan divisualisasikan menggunakan Digidoc Imaging System.

(b) Amplifikasi DNA dengan PCR

Amplifkasi DNA menggunakan mesin PCR, yaitu dengan memasukkan sebanyak
12,5 pL Master Mix (Red Mix) ke dalam tabung eppendorf 100 uL lalu



21

ditambahkan primer 16S rDNA masing masing sebanyak 1 pL, larutan ekstrak
DNA bakteri sebanyak 1 pL dan akuades steril 9,5 pL. Larutan yang sudah dibuat
kemudian diamplifikasi menggunakan mesin PCR. Terdapat lima tahapan dalam
menggunakan mesin PCR, yaitu inisiasi, denaturasi, annealing, ekstensi, dan
elongasi. Tahapan inisiasi merupakan tahapan yang dilakukan pada suhu 95 °C
selama 5 menit dan hanya dalam 1 Kkali siklus, dilanjutkan dengan 30 siklus tahap
denaturasi pada suhu 95 °C selama 1 menit, kemudian tahap selanjutnya yaitu
annealing pada suhu 58 °C selama 1 menit dan ekstensi pada suhu 72 °C selama 1
menit serta tahap terakhir yaitu elongasi pada suhu 72 °C selama 5 menit dalam 1
kali siklus (Suharjo et al., 2014).

(c) Elektroforesis dan Visualiasasi hasil PCR

Elektroforesis dilakukan dengan cara membuat 0,5% gel agarose yang sudah
ditambah 1 pL ethidium bromide (ETBr 10 mg/mL), kemudian dituangkan pada
cetakan gel berukuran 20x16x1 cm? dengan sisir. Selanjutnya dimasukkan gel
agarose padat ke dalam alat elektroforesis yang sudah berisi larutan TBE. Pada
sumur pertama dalam agarose dimasukkan 3 uLL Marker DNA ladder. Pada sumur
selanjutnya diisi dengan 3 pL hasil PCR, dan dielektroforesis menggunakan
tegangan 50 volt selama 60-70 menit. Hasil PCR yang sedang dielektroforesis
ditunggu hingga DNA bergerak hingga ditengah-tengah baris 3 dan 4 dari ujung
lawan. Hasil elektroforesis dapat dilihat menggunakan digi doc imaging system,
yang hasilnya dapat disimpan dikomputer. Jika terdapat profil DNA antar lokus
gen akan terlihat seperti pita terang (Oktaviana, 2018).

(d) Sekuensing dan analisis hasilnya

Hasil PCR selanjutnya dikirim ke PT Genetika Science Jakarta untuk
disekuensing. Program BioEdit digunakan untuk menganalisis hasil sekuensing.
Data sekuen yang dihasilkan dibandingkan dengan sekuen yang ada pada Gen
Bank menggunakan metode BLAST pada situs NCBI. Analisis selanjutnya

menggunakan program MEGA 11 untuk mendapatkan konstruksi pohon filogeni



dan penentuan kekerabatan dari isolat yang diperoleh (Sepriana dan Sumiati,
2020).
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V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan didapatkan kesimpulan sebagai
berikut.

1. Lalat buah yang ditemukan termasuk ke dalam spesies Bactrocera papayae,
2. Terdapat bakteri patogen buah jambu kristal pada larva lalat buah,

3. Bakteri penyebab busuk lunak buah jambu kristal mempunyai beberapa
karakteristik antar lain bersifat gram negatif dan gram positif, negatif
hipersensitif, negatif soft rot, bersifat oksidatif/fermentatif, positif arginin
dihidrolase dan negatif arginin dihidrolase, lechitinase negatif, casein negatif
dan casein positif, tidak berpendar pada media King’s B, terdapat bakteri yang
mampu tumbuh maupun tidak dapat tumbuh pada suhu 39 °C, tidak dapat
tumbuh pada suhu 40 °C, mampu menggunakan beberapa bahan organik
sebagai sumber karbonnya seperti L-glutamate monohydrate, D-melibiose, D-
rafrinose, Citric acid monohydrate, Mannitol, Glycerol, Tri sodium citrate,

Glycerol dan Ascorbic acid,

4. Bakteri penyebab busuk buah lunak jambu kristal termasuk ke dalam spesies

Stenotrophomonas maltophilia (kode isolat 3.2 (2) dan 1.2 (3)),

5. Isolat bakteri 3.2 (2) mampu menyebabkan gejala busuk lunak pada semua
inang yaitu jambu air, nangka, belimbing, papaya, mangga, cabai, pisang, dan
rambutan. Isolat bakteri 1.2 (3) hanya mampu menyebabkan gejala pada jambu

air, nangka, papaya, mangga, pisang, dan rambutan. Isolat bakteri 1.1 (3) dan
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D.2 (2) hanya mampu menyebabkan gejala pada jambu air, papaya, mangga,
dan pisang.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan disarankan untuk melakukan
penelitian lebih lanjut mengenai kemampuan bakteri penyebab busuk lunak pada
buah jambu kristal di komoditas buah lainnya.
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