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ABSTRAK

KARAKTERISASI, IDENTIFIKASI, DAN UJI KISARAN INANG
KELOMPOK BAKTERI BUSUK LUNAK YANG MENYERANG
TANAMAN PEPAYA (Carica papaya L.) DI LAMPUNG TIMUR

Oleh

HEVIRA INTAN SARI

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik, identitas, dan inang
alternatif penyebab penyakit busuk lunak tanaman pepaya. Penelitian ini
dilaksanakan pada Agustus 2022 sampai Juni 2023 di Laboratorium Bioteknologi
dan Laboratorium llmu Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas
Lampung. Sebanyak tujuh isolat bakteri yang diduga menjadi penyebab busuk
lunak tanaman pepaya yang digunakan dalam penelitian ini. Karakterisasi dan
identifikasi dilakukan berdasarkan hasil uji biokimia dan analisa sekuens
16SrDNA. Uji kisaran inang dilakukan pada berbagai macam spesies tanaman.
Hasil uji biokimia memperlihatkan bahwa isolat bakteri merupakan Gram negatif,
bersifat fermentatif, lechitinase negatif, hipersensitif lima isolat positif dan dua
isolat negatif, soft rot positif, tidak berpendar pada media King’s B negatif,
arginine dihydrolase positif, casein positif, mampu tumbuh pada suhu 39 °C dan
40 °C, serta mampu menggunakan Citic acid monohydrate, Tri sodium citrate
dehydrate, Cisaconitic acid, D-raffinose, D-arabinose, D-melibiose, Myo-
innositol, Mannitol, Strach, Glycerol, dan Lactose sebagai sumber karbonnya.
Hasil identifikasi molekuler menggunakan sekuens 16SrDNA menunjukkan
bahwa isolat yang diuji termasuk dalam kelompok Pectobacterium aroidearum.
Hasil uji kisaran inang menunjukkan bahwa isolat bakteri mampu menginfeksi
pada seledri, wortel, lidah buaya, sawi putih, kubis, lobak, labusiam, timun,
gambas, pare, buncis, daun bawang, bawang merah, bawang putih, bawang
bombay, cabai, paprika, tomat, terung, kacang panjang, dan okra.

Kata kunci : Busuk lunak, Carica papaya L., identifikasi molekuler, kisaran
inang, dan uji biokimia.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pepaya (Carica papaya L.) merupakan salah satu tanaman buah yang sudah
populer bagi masyarakat di Indonesia dan banyak memiliki manfaat. Tanaman
pepaya mudah dibudidayakan dan dapat tumbuh pada dataran rendah sampai
dengan ketinggian sekitar 1000 m dpl. Tanaman pepaya memiliki banyak manfaat
yang dapat digunakan dalam bahan makanan, minuman, obat tradisional, pakan
ternak, dan kosmetik (Sianipar, 2019). Selain itu, getah pepaya mengandung
enzim papain yang bersifat proteolitik untuk melunakkan daging (Juwita dkk.,
2022). Buah pepaya mengandung air, gula, protein, vitamin A, vitamin B1,
vitamin B2, dan vitamin C. Zat gizi yang terkandung dalam buah pepaya dapat
memenuhi kebutuhan gizi bagi kesehatan manusia sehingga banyak dikonsumsi
masyarakat (Imanda dan Suketi, 2018).

Berdasarkan kandungan zat gizi dan manfaatnya, pepaya berpotensi untuk
dikembangkan. Menurut Food and Agriculture Organization (2022), Indonesia
mendapatkan peringkat kelima sebagai penghasil pepaya terbesar di dunia setelah
negara India, Brazil, Nigeria, dan Mexico. Akan tetapi, produksi buah pepaya di
Indonesia mengalami penurunan pada tahun 2017 dengan menghasilkan 875.106
ton pepaya (Kementerian Pertanian Republik Indonesia, 2022). Penurunan
produksi buah pepaya juga terjadi di Provinsi Lampung mulai tahun 2020
menghasilkan 92.459 ton dan semakin menurun pada tahun 2021 menjadi 87.378
ton (Badan Pusat Statistik, 2022). Salah satu penyebab penurunan produksi buah

pepaya adalah adanya patogen tanaman.



Pepaya yang terserang patogen dapat dilihat melalui gejala dan tanda yang
bermanfaat dalam proses identifikasi bagian tanaman terinfeksi (Yudiarti, 2007).
Berbagai patogen tanaman pepaya apabila tidak diidentifikasi dan dicegah
penyebarannya akan menimbulkan kerugian dalam produksi tanaman pepaya.
Penyakit mati pucuk sebagai salah satu penyakit penting tanaman pepaya karena
dapat mengakibatkan kerugian hingga 100%. Penyakit tersebut diduga berasal
dari bakteri antara lain Erwinia papayae dan Erwinia mallotivora (Suharjo et al.,
2021). Selain itu, penyakit busuk lunak juga ditemukan pada tanaman pepaya
yang disebabkan oleh kelompok bakteri Pectobacterium (Fitria, 2022). Informasi
mengenai penyakit tanaman pepaya disebabkan patogen terutama bakteri di
Indonesia masih tergolong sedikit. Isolat bakteri dari Lampung Timur berbeda
dengan bakteri mati pucuk yang dilaporkan oleh Suharjo et al. (2021) yang
mengidentifikasi bakteri tersebut berbeda spesies. Oleh karena itu, perlu dilakukan
penelitian untuk mendapatkan informasi mengenai karakteristik, identitas, dan
inang alternatif dari bakteri yang menyerang tanaman pepaya agar tidak

merugikan produksi pepaya di Indonesia.

1.2 Tujuan

Tujuan dilakukan penelitian ini sebagai berikut :

1. Mengetahui karakteristik kelompok bakteri busuk lunak tanaman pepaya yang
berasal dari Lampung Timur.

2. Mengetahui identitas kelompok bakteri busuk lunak tanaman pepaya yang
berasal dari Lampung Timur.

3. Mengetahui kisaran inang kelompok bakteri busuk lunak selain pada tanaman

pepaya.

1.3 Kerangka Pemikiran

Produksi dan kualitas pepaya dapat semakin menurun dengan semakin
menyebarnya patogen tanaman pepaya, sehingga adanya patogen pada tanaman
pepaya dapat menimbulkan kerugian bagi petani (Pratama, 2016). Salah satu

patogen tanaman pepaya berasal dari kelompok bakteri. Penyakit tanaman pepaya



yang disebabkan oleh bakteri salah satunya adalah penyakit mati pucuk. Penyakit
ini telah ditemukan pada tanaman pepaya di Indonesia termasuk di Lampung.
Penyakit mati pucuk sudah sekitar 10 tahun menjadi masalah bagi petani pepaya
(Pratama, 2016). Penyakit mati pucuk pepaya di Indonesia pertama kali diketahui
di Pulau Jawa disebabkan oleh Erwinia papayae. Berdasarkan hasil penelitian
Oktaviana (2018), penyakit mati pucuk tanaman pepaya di Lampung Tengah

disebabkan oleh Erwinia mallotivora.

Erwinia papayae dan Erwinia mallotivora merupakan patogen satu genus
berkerabat dekat. Patogen ini dapat menular dari satu tanaman ke tanaman lain
yang sama. Penularan Erwinia papayae dan Erwinia mallotivora dapat melalui
serangga, burung, manusia, dan percikan air hujan. Erwinia mallotivora sebagai
penyebab penyakit mati pucuk pepaya di Indonesia yang paling banyak ditemukan
pada pepaya jenis Calina (Suharjo et al., 2021). Bakteri penyebab penyakit mati
pucuk pepaya diidentifikasi sebagai Erwinia papayae, sedangkan bakteri Erwinia
mallotivora menyebabkan kehancuran tanaman bagian petiole tanpa bukti gejala
kanker (Amin et al., 2011). Selain penyakit mati pucuk pepaya, tanaman pepaya
terutama buah pepaya juga dapat diserang bakteri penyebab penyakit busuk basah
yang disebabkan bakteri (Solichah, 2011). Bakteri yang dapat menginfeksi pepaya
dengan gejala busuk lunak disebabkan oleh kelompok bakteri Pectobacterium
(Fitria, 2022).

Berdasarkan manfaat, penurunan produksi dan kualitas pepaya, serta kerugian
besar yang dapat ditimbulkan oleh patogen tanaman pepaya, maka penelitian ini
perlu dilakukan. Selain itu, belum banyak informasi mengenai bakteri Erwinia
papayae dan Erwinia mallotivora maupun kelompok bakteri lain sebagai
penyebab penyakit busuk lunak tanaman pepaya di Indonesia terutama di
Lampung Timur juga menjadi dasar pemikiran bahwa perlu dilakukan pengujian
lebih lanjut dengan menerapkan beberapa metode. Pengujian dilakukan melalui
uji patogenesitas, uji biokimia, identifikasi molekuler, dan uji kisaran inang.
Pengujian tersebut dilakukan untuk mengetahui karakteristik, identitas, dan inang

alternatif bagi bakteri tanaman pepaya yang berasal dari Lampung Timur.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Pepaya (Carica papaya L..)

Pepaya (Carica papaya L.) adalah salah satu tanaman yang berasal dari Amerika
tropis. Penyebaran tanaman pepaya pusatnya berada di sekitar daerah Meksiko
bagian Selatan dan Nikaragua bersama para pelayar bangsa Portugis di abad ke 16
(Solichah, 2011). Tanaman pepaya juga menyebar ke berbagai benua dan negara,
diantaranya ke benua Afrika, Asia, dan India (Pratama, 2016). Penyebaran
tanaman pepaya yang telah berkembang di seluruh kepulauan Indonesia
menimbulkan beberapa nama daerah lokal, seperti kates (Jawa Tengah, Jawa
Timur, Madura), betik (Palembang), pente (Aceh), panancane (Minangkabau), tela
(Batak), gedang (Jawa Barat, Bali), punti kayu (Lampung), asewa (Irian Jaya),

dan tapaya (Ternate). Namun, nama umumnya adalah pepaya (Cahyono, 2017).

Pepaya merupakan komoditi buah yang memiliki nilai gizi cukup tinggi.
Kandungan dalam buah pepaya adalah provitamin, mineral, kalsium, serat, dan
beberapa enzim yang sangat bermanfaat bagi kesehatan tubuh. Buah pepaya per
100 g mengandung 0,5-1,90 g protein, 0,45 g vitamin A, 0,03-0,08 mg vitamin
B1, 0,07-0,15 mg vitamin B2, 78-85 mg vitamin C, 7-13% karbohidrat, 85-90%
air, 11-51 mg kalsium, 39-337 mg kalium, dan 7-33 mg fosfor (Suketi dkk.,
2010). Kelebihan dari buah pepaya yang banyak digemari masyarakat adalah
mudah didapatkan dan memiliki harga terjangkau. Selain itu, tanaman pepaya
termasuk golongan buah yang musim panennya sepanjang tahun, sehingga

buahnya tersedia setiap saat (Purwanto dkk., 2021).



2.1.1 Taksonomi dan morfologi tanaman pepaya

Taksonomi tanaman pepaya diklasifikasikan oleh Warisno (2003), sebagai
berikut.

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Caricales

Famili : Caricaceae
Genus : Carica

Spesies : Carica papaya L.

Menurut Cahyono (2017), akar tanaman pepaya merupakan akar tunggang.
Pepaya berkembang dengan akar tunggang yang cukup kuat setelah tanam.
Dalam kondisi yang baik, akar dapat menembus tanah hingga kedalaman 2 m.
Sebagian besar dari akar yang berfungsi untuk penyerapan nutrisi terdapat dalam

lapisan sekitar 500 mm di atas tanah.

Batang tanaman pepaya berbentuk bulat lurus dan beruas-ruas. Batang tanaman
pepaya tidak berkayu, banyak mengandung air dan getah, serta memiliki
pertumbuhan yang cepat hingga mencapai ketinggian lebih dari 10 m. Selain itu,
batang tanaman pepaya biasanya tidak bercabang. Batang tanaman berfungsi
sebagai tempat jalannya pengangkutan air dan zat-zat hara menuju daun
(Cahyono, 2017).

Daun pepaya merupakan daun tunggal yang berukuran besar dan bergerigi. Selain
itu, daun pepaya mempunyai bagian-bagian tangkai daun dan helaian daun
(lamina). Bagian ujung daun pepaya lancip dengan tangkai daun (petiole) panjang
dan berongga. Permukaan daun licin sedikit mengkilat. Apabila dilihat dari
susunan tulang daunnya, maka daun pepaya termasuk dalam golongan daun yang

bertulang menjari (Tyas, 2008).

Buah pepaya tergolong buah sejati tunggal. Buah sejati tunggal yaitu buah yang

terdiri dari bunga dengan satu bakal buah saja. Buah pepaya memiliki getah dan



akan menghilang apabila mendekati kematangan buah saat siap dipanen. Buah
pepaya termasuk buah yang berdinding tebal dan bentuknya bulat sampai lonjong
(Putri, 2016). Di Indonesia terdapat banyak jenis pepaya, baik berdaging buah
kuning, merah, dan jingga (Solichah, 2011).

Biji pepaya memiliki ukuran yang kecil, bentuknya bulat telur, berwarna hitam,
bersifat keras, dan permukaan biji berkeriput. Biji buah pepaya dilapisi kulit
berlendir dengan warna putih transparan (bening) dan lunak seperti agar- agar.
Pada umumnya, dalam satu buah pepaya mengandung biji yang berjumlah
banyak. Biji pepaya mengandung minyak yang di dalamnya terdapat 71,60%
asam oleat, 15,13%, asam palmitat, 3,60%, dan asam-asam lemak lain dalam
jumlah sedikit (Cahyono, 2017).

2.1.2 Syarat tumbuh tanaman pepaya

Tanaman pepaya tumbuh subur pada daerah yang memilki curah hujan
1.000-2.000 mm/tahun. Suhu udara optimum 22-26°C dengan

kelembaban udara 40%. Tanah yang subur, gembur, dan banyak mengandung
humus sangat baik untuk pertumbuhan tanaman pepaya. Derajat keasaman tanah
(pH) antara 6-7. Tanaman pepaya di Indonesia dapat tumbuh pada daerah dataran
rendah hingga pegunungan dengan ketinggian 1000 m di atas permukaan laut.
Luas daerah pertanaman pepaya dengan orientasi bisnis umumnya mencapai
52.250 ha, dengan produksi 402.346 ton per tahun. Buah pepaya belum menjadi
komoditi ekspor yang dapat diandalkan karena masih terbatas untuk memenubhi

kebutuhan dalam negeri (Warisno, 2003).

2.2 Patogen Tanaman Pepaya

Penyakit yang sering merugikan tanaman pepaya adalah penyakit yang
disebabkan cendawan, virus mosaik, bakteri, dan nematoda (Sunarjono, 2005).
Penyakit tanaman pepaya yang biasanya disebabkan bakteri adalah penyakit mati
pucuk dan busuk basah yang disebabkan bakteri Erwinia papayae (Solichah,
2011). Selain itu, dapat juga disebabkan oleh bakteri Erwinia mallotivora (Noriha
et al., 2011). Penyakit yang disebabkan bakteri seringkali mengakibatkan

kegagalan panen secara total karena serangan yang cepat meluas dan



menghabiskan tanaman dalam waktu singkat. Penyakit ini dapat ditemui pada
hampir semua tanaman, baik tanaman pangan, hortikultura, tanaman perkebunan

maupun tanaman hias (Pratama, 2016).

Penyakit yang disebabkan oleh bakteri E. papayae maupun E. mallotivora jika
tidak segera dilakukan penanganan dapat menyebar sangat cepat. Dalam waktu
beberapa hari, penyakit tersebut dapat menghabiskan puluhan hektar tanaman
pepaya (Pratama, 2016). Tanah yang lembab, suhu rendah, dan curah hujan yang
tinggi adalah kondisi yang paling baik bagi perkembangbiakan dan penyebaran
bakteri (Solichah, 2011). E. papayae termasuk dalam ordo Enterobacteriales dan
famili Enterobacteriaceae. Bakteri ini berbentuk basil (batang), panjang 1,0-1,5
um, berantai, tidak berspora, gram negatif, dan aerob (Pratama, 2016). Selain
penyakit mati pucuk, pada buah pepaya juga ditemukan penyakit busuk lunak
yang disebabkan oleh bakteri. Menurut Fitria (2022), penyakit busuk lunak pada
buah pepaya disebabkan oleh Pectobacterium aroidearum dan Pectobacterium

odoriferum.

2.2.1 Gejala penyakit

Gejala yang ditimbulkan oleh bakteri E. papayae dan E. mallotivora umumnya
berupa luka basah dan bercak pada daun, serta luka daun dan petiolenya. Luka ini
dapat menyebabkan infeksi sekunder, kemudian menyebabkan kematian tanaman
pepaya. E. mallotivora menunjukkan gejala yang parah dan menyebabkan
kematian pucuk yang terinfeksi, menyebabkan kehancuran tanaman tanpa bukti
gejala kanker (Amin et al., 2011). Penyakit tanaman pepaya yang dapat
disebabkan bakteri E. papayae dan E. mallotivora awalnya dikenali oleh luka
yang direndam air pada bagian petiole atau tangkai daun, kemudian gejalanya
juga dapat terbentuk di permukaan daun. Penyakit mati pucuk ditemukan di
daerah produksi pepaya di Lampung menyebabkan kerusakan hingga kehilangan

hasil 100%, salah satunya berada di Tanggamus (Suharjo et al., 2021).



2.2.2 Penyebab penyakit

Penyakit mati pucuk pada tanaman pepaya dapat disebabkan oleh bakteri E.
papayae dan E. mallotivora. Penularan bakteri ini dapat terjadi melalui serangga,
burung, manusia, dan percikan air hujan. Metode penyebaran utama E. papayae
adalah melalui percikan air hujan. Bakteri E. papayae dan E. mallotivora dapat
menyerang tanaman sehat melalui lubang alami atau luka pada tanaman. E.
papayae tidak dapat bertahan lama pada akar tanaman sakit yang membusuk
dalam tanah. Akan tetapi, apabila terdapat inang alternatif seperti kacang, belewah

dan tomat, bakteri ini dapat hidup lebih lama pada inang tersebut (Pratama, 2016).

2.2.3 Pengendalian penyakit

Pengendalian penyakit tanaman pepaya dapat dilakukan secara manual.
Pengendalian secara manual dapat dilakukan dengan memilih bibit dan benih
yang bebas dari bakteri. Selain itu, juga dapat dilakukan dengan cara membongkar
dan membakar tanaman yang terinfeksi bakteri E. papayae maupun E. mallotivora
untuk menghilangkan sumber inokulum penyakit sebelum memasuki musim
hujan. Setelah pembongkaran tanaman terinfeksi, jangan menyentuh tanaman lain
yang masih sehat ketika sudah melakukan kontak langsung dengan tanaman yang
terinfeksi. Pengendalian secara kimiawi dapat dilakukan dengan penggunaan
bakterisida dengan bahan aktif tembaga hidroksida yang biasa digunakan untuk
mengendalikan penyakit tersebut di Philipina. Aplikasinya dilakukan dengan
penyemprotan ke seluruh bagian tanaman. Pencegahan dapat dilakukan secara
kultur teknis dengan menggunakan benih yang bebas E. papayae dan E.
mallotivora, serta penggunaan varietas pepaya yang tahan akan serangan bakteri
(Pratama, 2016).

2.2.4 Kisaran inang

Bakteri E. papayae dan E. mallotivora selain menyerang buah dan petiole (pucuk
pepaya) juga dapat menyerang tanaman lain yang menjadi inangnya. Bakteri E.
papayae dan E. mallotivora dapat menyerang tanaman sehat melalui luka pada
tanaman. Bakteri E. papayae memiliki inang alternatif yaitu belewah dan kacang

tunggak. Adanya kedua inang alternatif tersebut dapat menyebabkan bakteri E.



papayae bertahan lebih lama pada akar tanaman yang membusuk dalam tanah
(Indriyani, 2008). Berbeda dengan E. papaya, inang alternatif E. mallotivora
hingga saat ini baru ditemukan pada tanaman terung. Selain menginfeksi tanaman
pepaya, bakteri E. mallotivora dapat menginfeksi dan menimbulkan gejala pada
buah terung (Oktaviana, 2018).



111. BAHAN DAN METODE

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan mulai Agustus 2022 hingga Juni 2023. Penelitian ini
dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian dan Laboratorium limu

Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah autoklaf, Laminar Air Flow
(LAF), water bath, rotamixer, shaker, magnetic bar, microwave, magnetic stirer,
freezer, jarum ose, jarum ent, pinset, mikro pipet, tabung reaksi, tabung eppendorf
1,5 mL, erlenmeyer, bunsen, gelas ukur, gelas objek, dan cawan petri. Alat yang
digunakan untuk identifikasi molekuler adalah mesin PCR, alat elektroforesis,
microsentrifuge, gel documentation system, cetakan gel 20x16x1 cm?® mikro pipet
0-1000 pL, pipet tip 0-1000 pL, dan tabung eppendorf 100 uL. Alat lain yang
digunakan dalam penelitian ini yaitu pisau, nampan plastik, alumunium foil,
plastic wrap, plastik tahan panas, spidol, kertas label, penggaris, kapas, tisu, karet
gelang, dan korek api.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain akuades, air steril, umbi
kentang, kuning telur, minyak parafin, KOH 3%, alkohol 70%, ethidium bromide
(EtBr), Bromthymol blue (BTB) 2%, 5% NaCl, marker DNA ledder, loading dye,
buffer TE, MyTag™Red Mix, dan DNA primer (fD1 dan rP2), agarose, bibit dan
buah pepaya, serta tembakau. Bahan organik yang digunakan adalah Citic acid
monohydrate, Tri sodium citrate dehydrate, Cisaconitic acid, D-raffinose, D-

arabinose, D-melibiose, Myo-innositol, Mannitol, Strach, Glycerol, Lactose,
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Sortic acid, D-tartrate, M-tartrate, 5-ketogluconate, dan Inulin. Media biakan
yang digunakan yaitu Yeast Peptone Agar (YPA) dan Potato Peptone Glucose
Agar (PPGA). Media yang digunakan untuk penelitian ini adalah Yeast Peptone
(YP), Oksidatif/Fermentatif (O/F), dan King’s B.

3.3 Metode Penelitian

Isolat bakteri yang digunakan dalam penelitian ini sebanyak 7 jenis dan diambil
dari bagian batang pepaya yang berasal dari Lampung Timur. Isolat tersebut
merupakan koleksi dari Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian,
Universitas Lampung. Keterangan isolat secara detail dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Isolat bakteri yang digunakan dalam penelitian ini.

No. Kode Isolat Inang Tahun Isolasi
BP3.1

BP3.2

BP4.1

BP4.2 Batang 2022
BP7.1

BP7.2

E12

No ook owhE

3.3.1 Uji patogenesitas

Uji patogenesitas dilakukan untuk mengetahui bakteri yang didapatkan benar
sebagai bakteri yang menyebabkan gejala pada petiole (tangkai daun) dan buah
pepaya. Uji patogenesitas dilakukan dengan menyiapkan suspensi bakteri dan
bibit tanaman pepaya. Uji patogenesitas dilakukan pada 8 buah pepaya serta 8
bibit pepaya berumur 60 hari dengan 1 tanaman pepaya sebagai kontrol dan 7
tanaman pepaya dilakukan penyuntikkan suspensi 7 jenis isolat bakteri uji
(Gambar 1).

Persiapan suspensi bakteri dilakukan dengan mengambil 2 ose bakteri yang
berumur 24 jam dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang telah
diisi air steril sebanyak 1 mL. Selanjutnya suspensi bakteri tersebut
dihomogenkan menggunakan rotamixer. Uji patogenesitas dilakukan dengan cara
mengambil isolat bakteri uji, lalu disuntikkan pada bagian pangkal buah dan
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tangkai sebanyak 1 mL. Setelah itu, dilakukan pengamatan selama 7 hari setelah

inokulasi.

-

Gambar 1. Contoh bibit pepaya yﬁg digunakan untuk uji patogenesitas.

3.3.2 Karakterisasi dan identifikasi patogen pepaya

Karakterisasi dan identifikasi patogen tanaman pepaya dalam penelitian ini dapat

dilakukan dengan dua pengujian yaitu uji biokimia dan uji molekuler.

3.3.2.1 Uji biokimia

Pengujian yang dilakukan menggunakan uji biokimia sebagai berikut :

a. Uji Gram

Uji Gram bertujuan untuk mengetahui isolat bakteri termasuk Gram positif atau
Gram negatif. Pengujian dilakukan dengan mengambil satu ose isolat bakteri
berumur 24 jam yang sudah diremajakan. Satu ose bakteri diletakkan pada kaca
preparat, kemudian diteteskan KOH 3% dan diratakan pada kaca tersebut
menggunakan jarum ose. Setelah itu, jarum ose diangkat secara perlahan hingga
tinggi kurang lebih 1 cm. Apabila terbentuk lendir dan mengental ketika diangkat,
maka hasil uji menunjukkan reaksi positif, sehingga dapat dikatakan isolat bakteri
tersebut adalah Gram negatif. Apabila saat diangkat tidak membentuk lendir dan
mengental, maka hasil uji menunjukkan reaksi negatif. Artinya bakteri tersebut
adalah Gram positif (Powers, 1995).
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b. Uji oksidatif/fermentatif (O/F)

Uji oksidatif/fermentatif bertujuan untuk mengetahui sifat isolat bakteri termasuk
aerob atau anaerob. Pengujian bakteri akan dilakukan menggunakan media O/F
(Basal medium). Media tersebut dibuat menggunakan bahan yaitu 98 g bubuk
media O/F dan 1000 mL akuades. Media dituang sebanyak 4 mL ke dalam tabung
reaksi dan disterilisasi. Lalu isolat bakteri yang berumur 24 jam diambil
menggunakan jarum ent dan ditusukkan sampai dasar tabung media O/F. Dua
tabung dengan isolat bakteri yang sama salah satunya diberi minyak parafin steril
dan salah satunya lagi tidak diberi minyak parafin. Kemudian bakteri diinkubasi
pada suhu 28°C selama 1-7 hari dan diamati perubahan warna yang terjadi pada
media O/F. Menurut Tito (2014), apabila warna hijau berubah menjadi warna
kuning pada media O/F yang diberi minyak parafin maupun tidak, maka reaksi itu
menunjukkan bakteri bersifat fermentatif. Apabila warna hijau berubah menjadi
warna kuning pada media yang tidak diberi minyak parafin, maka reaksi ini
menunjukkan bahwa bakteri tersebut bersifat oksidatif.

c. Uji lechitinase

Uji lechitinase dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri dalam
menggunakan lechitin. Media yang digunakan berbahan dasar YPA dan egg yolk.
Bahan yang digunakan untuk membuat media YPA yaitu 10 g pepton, 5 g yeast,
20 g agar, dan 1000 mL akuades. Pengujian dilakukan dengan memasukkan

0,5 mL egg yolk ke dalam cawan petri, kemudian ditambahkan 10 mL media YPA
dan dihomogenkan sampai merata. Isolat bakteri yang sudah 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. Apabila pada area
goresan terdapat zona putih buram yang menyebar di sekitar koloni bakteri, maka
isolat tersebut menunjukkan lechitinase positif. Apabila tidak menunjukkan zona
buram pada area goresan, maka dikatakan sebagai lechitinase negatif
(Desnidasari, 2015).
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d. Uji fluoresensi pada media King’s B

Uji fluoresensi dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri menghasilkan
fluoresen. Bahan media yang digunakan yaitu 20 g pepton, 1,5 g KaHPO4, 15 mL
gliserol, 15 g agar dan 1000 mL akuades. Pengujian dilakukan pada cawan petri
yang berisi media King’s B. Satu ose bakteri berumur 24 jam diambil dan
digoreskan pada media King’s B, lalu diinkubasi pada suhu ruang selama 24-48
jam. Apabila bakteri memproduksi pigmen fluoresen, maka reaksi ini dapat dilihat
ketika biakan bakteri disinari lampu ultra violet (UV) akan menghasilkan warna
hijau berpendar, sehingga tergolong sebagai bakteri fluoresen (Schaad et al.,
2001).

e. Uji arginine dihydrolase (Moeller media)

Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan pertumbuhan bakteri pada
kondisi anaerob dalam media yang mengandung bahan kimia arginin. Pengujian
dilakukan menggunakan media moeller 21 g dan 1000 mL akuades yang
dihomogenkan. Media dipanaskan menggunakan microwave dan dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, kemudian disterilisasi dengan autoklaf. Pengujian ini
dilakukan dengan mengambil bakteri berumur 24 jam menggunakan jarum
preparat untuk ditusukkan pada media moeller sampai dasar tabung dan
ditambahkan minyak parafin steril. Bakteri diinkubasi pada suhu 28°C dan
dilakukan pengamatan selama 7-14 hari. Setelah itu, dilakukan pengamatan untuk
melihat perubahan warna yang terjadi. Reaksi positif terjadi apabila terdapat
perubahan warna pada media dari merah kecoklatan menjadi warna ungu,
sedangkan reaksi negatif menunjukkan adanya perubahan warna media menjadi

warna kuning (Suharjo, 2013).

f. Uji casein

Uji casein bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam menghidrolisis
protein. Pengujian ini menggunakan media Skim Milk Agar. Bahan yang
digunakan yaitu 10 g Skim Milk Agar dan 1000 mL akuades. Pengujian dilakukan
dengan cara mengambil satu ose bakteri berumur 24 jam dan digoreskan pada

cawan petri yang sudah berisi media Skim Milk Agar, lalu diinkubasi selama
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24-48 jam pada suhu 28°C. Reaksi positif ditunjukkan oleh adanya zona bening di
sekitar goresan bakteri, sedangkan reaksi negatif tidak menunjukkan adanya zona
bening (Fardiaz, 1992).

g. Uji hipersensitif

Uji hipersensitif dilakukan untuk mengetahui respon daun tanaman tembakau
terhadap isolat bakteri yang telah diinokulasi pada daun tersebut. Pengujian
dilakukan dengan cara mengambil satu ose bakteri berumur 24 jam, disuspensikan
menggunakan 0,5 mL air steril, dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf

1,5 mL. Kemudian suspensi dihomogenkan menggunakan rotamixer. Suspensi
bakteri sebanyak 0,5 mL diambil dan disuntikkan pada daun tembakau melalui
tulang daun sekunder atau tepatnya diantara kedua epidermis daun tembakau
menggunakan jarum suntik. Area bagian tersuntik diberikan label dan diinkubasi
selama 24-48 jam. Apabila setelah diinkubasi terbentuk gejala nekrotik pada area
inokulasi, maka reaksi ini menunjukkan reaksi positif, sedangkan tidak adanya
gejala nekrotik, maka reaksi ini menunjukkan reaksi negatif (Baroroh et al.,
2014).

h. Uji soft rot

Uji soft rot dilakukan untuk mengetahui isolat bakteri yang menyebabkan busuk
lunak pada tanaman pepaya termasuk dalam bakteri penyebab busuk lunak atau
tidak. Pengujian dilakukan dengan mengiris umbi kentang setebal 1 cm, irisan
umbi tersebut diletakkan dalam gelas beaker dan direndam dengan air mengalir
selama 30 menit. Setelah itu, umbi kentang ditiriskan dan masing-masing irisan
kentang diletakkan pada cawan petri yang diberi tisu dan sudah dilembabkan
dengan aquades. Satu ose isolat bakteri yang berumur 24 jam diambil dan
digoreskan pada bagian tengah permukaan kentang. Kemudian umbi kentang
diinkubasi selama 24-48 jam dan dilakukan pengamatan. Reaksi positif pengujian
ini ditunjukkan oleh adanya pembusukan dan lendir pada umbi kentang (Lelliot
and Stead, 1987).
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i. Uji kemampuan tumbuh pada beberapa suhu

Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri apakah dapat
tumbuh dalam suhu 39°C dan 40°C. Uji ini dilakukan menggunakan media Yeast
Pepton (YP) dengan bahannya 10 g pepton, 5 g yeast dan 1000 mL akuades. Satu
ose bakteri yang sudah berumur 24 jam diambil dan disuspensikan ke dalam
tabung eppendorf 1,5 mL yang telah berisi 0,5 mL air steril. Suspensi tersebut
dihomogenkan menggunakan rotamixer. Kemudian, suspensi diambil
menggunakan jarum ose dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi media YP.
Setelah itu, bakteri diinkubasi dalam waterbath selama 3-7 hari yang dilakukan
secara bergantian pada suhu 39°C dan 40°C. Reaksi positif uji ini yaitu setelah
dilakukan inkubasi akan terjadi perubahan warna media dari warna kuning
menjadi putih keruh (Oktaviana, 2018).

j. Uji kemampuan untuk menggunakan beberapa jenis bahan organik

Uji ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan tumbuh bakteri pada bahan
organik tertentu. Media yang digunakan adalah media Ayer’s dengan komposisi
NH4H2PO4 1 g, KCI 0,2 g, MGS0O4.7H20 0,2 g, Bromthymol Blue (BTB) 2%
sebanyak 1,8 g, dan air akuades sebanyak 1000 mL. Bakteri diuji dengan beberapa
bahan organik, yaitu Citic acid monohydrate, Tri sodium citrate dehydrate,
Cisaconitic acid, D-raffinose, D-arabinose, D-melibiose, Myo-innositol,
Mannitol, Strach, Glycerol, Lactose, Sortic acid, D-tartrate, M-tartrate, 5-
ketogluconate, dan Inulin. Pengujian dilakukan dengan mengambil satu ose
bakteri berumur 24 jam, masukkan dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang berisi
0,5 mL air steril, dan homogenkan dengan rotamixer. Setelah itu, bakteri diambil
menggunakan jarum preparat dan ditusukkan pada media Ayer’s sampai dasar
tabung, lalu diinkubasi pada suhu 28°C selama 21 hari untuk dilakukan
pengamatan. Reaksi positif terjadi ketika adanya perubahan warna media dari
hijau menjadi kuning atau biru dengan menyesuaikan bahan organik yang
digunakan. Reaksi tersebut menunjukkan bahwa bakteri mampu menggunakan
bahan organik tersebut (Suharjo, 2013).
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3.3.2.2 ldentifikasi molekuler

Identifikasi molekur adalah identifikasi yang dilakukan melalui beberapa tahapan
yaitu ekstraksi DNA, amplifikasi menggunakan mesin PCR, elektroforesis dan
visualisasi hasil PCR, serta sekuensing DNA dan analisis hasilnya. Sebanyak
tujuh isolat bakteri digunakan sebagai representasi isolat yang diidentifikasi lebih

lanjut secara molekuler.

a. Ekstraksi DNA

Ekstraksi bakteri dilakukan secara manual dengan mengambil satu ose bakteri
berumur 24 jam dari media PPGA dan dipindahkan ke dalam tube 1,5 mL.
Selanjutnya, 20 pL TE ditambahkan menggunakan mikropipet dan ditambahkan
30 mL SDS 10% + 3 uL protinase K, lalu dihomogenkan. Tube yang sudah berisi
bakteri diinkubasi di waterbath dengan suhu 37°C selama 1 jam, selanjutnya
ditambahkan 100 pL NaCl dan dihomogenkan secara perlahan. CTAB 2%
ditambahkan sebanyak 80 uL dan diinkubasi kembali pada suhu 65°C selama 10
menit di waterbath. Setelah itu, tube ditambahkan 720 pL Chloroform Isoamyl
Alcohol (CI) (24:1) dan dihomogenkan secara kuat menggunakan tangan,

kemudian disentrifuse 14.000 rpm selama 5 menit.

Hasil sentrifuse diambil supernatan, diletakkan ke dalam tube 1,5 mL dan
ditambahkan Phenol Chloroform Isoamylalcohol (PCI) (25:24:1) dengan volume
sama seperti supernatan. Supernatan yang telah ditambahkan tersebut
dihomogenkan dan disentrifuse 14.000 rpm selama 5 menit, lalu supernatan
diambil dan dipindahkan dalam tube 1,5 mL yang baru. Setelah itu, supernatan
ditambahkan isopropanol 60% dengan volume sama dengan supernatan, kemudian
dihomogenkan kembali secara perlahan dan diinkubasi dalam freezer selama 10
menit. Hasil inkubasi selanjutnya disentrifuse 14.000 rpm selama 5 menit. Setelah
itu, supernatan dalam tube dibuang dan ditambahkan alkohol 70% dingin
sebanyak 400 pL, kemudian disentrifuse kembali selama 5 menit dengan
kecepatan 14.000 rpm. Selanjutnya alkohol dibuang dan pelet diinkubasi selama 1
hari pada suhu ruang. Setelah kering, tube berisi pelet ditambahkan 20 pL TE.
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Melihat ada tidaknya DNA yang didapat dilakukan dengan elektroforesis dan
divisualisasikan menggunakan Digidoc Imaging System.

b. Amplifikasi DNA dengan PCR

Amplifkasi DNA menggunakan mesin PCR dilakukan dengan memasukkan
Master Mix (Red Mix) sebanyak 12,5 pL ke dalam tabung eppendorf 100 pL,
kemudian primer 16SrDNA vyaitu fD1 dan rP2 ditambahkan masing-masing
sebanyak 1 pL, larutan ekstrak DNA bakteri sebanyak 1 pL dan akuades steril
9,5 pL. Setelah larutan sudah dibuat, dilakukan amplifikasi menggunakan mesin
PCR. Penggunaan PCR ada lima tahapan, yaitu inisiasi, denaturasi, annealing,
ekstensi, dan elongasi. Tahapan inisiasi adalah tahapan yang dilakukan pada suhu
95°C selama 5 menit dan hanya dalam 1 kali siklus, dilanjutkan dengan 30 siklus
tahap denaturasi pada suhu 95°C selama 1 menit. Tahapan selanjutnya yaitu
annealing pada suhu 58°C selama 1 menit dan ektensi 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 visualisasi hasil PCR

Elektroforesis dilakukan dengan pembuatan gel agarose 0,5% yang sudah
ditambah 1 pL ethidium bromide (ETBr 10 mg/mL), kemudian dituangkan pada
cetakan gel 20x16x1 cm? dengan sisir. Gel agarose dimasukkan dalam alat
elektroforesis yang berisi larutan TBE. Pada sumur pertama dalam agarose
dimasukkan 3 pL Marker DNA ladder. Pada sumur berikutnya diisi oleh 3 pL
hasil DNA dan dilakukan elektroforesis selama 60-70 menit dengan tegangan 50
volt. Hasil PCR ditunggu hingga DNA bergerak ke bawah sampai di tengah-
tengah baris 3 dan 4 dari ujung lawan. Hasil elektroforesis dapat dilihat dengan
Digidoc Imaging System, kemudian 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 diperoleh dikirim ke PT Genetika Science Jakarta untuk
dilakukan sekuensing. Hasil sekuensing yang sudah diperoleh akan dianalisis

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

3.3.3 Uji kisaran inang

Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui inang alternatif isolat bakteri patogen
selain pada tanaman pepaya. Pengujian dilakukan dengan mengambil satu ose
isolat bakteri berumur 24 jam dan dimasukkan dalam tabung eppendorf 1,5 mL
berisi air steril 0,5 mL. Kemudian suspensi bakteri dihomogenkan dengan
rotamixer dan bakteri disuntikkan pada tanaman uji yang sudah dibasahi
menggunakan tisu yang diberi akuades. Apabila bagian tanaman yang telah
disuntik dengan isolat bakteri menunjukkan gejala busuk sebelum atau saat
inkubasi hari ke-7, maka reaksi tersebut menunjukkan isolat bakteri dapat
menyebabkan busuk lunak pada beberapa tanaman yang digunakan.

Pengujian kisaran inang dipilih sebanyak 22 jenis tanaman yang sering terinfeksi
patogen baik pada bagian batang, daun, buah, maupun umbi. Pengujian infeksi
patogen bagian batang diinokulasikan pada tanaman pakcoy, kubis, daun bawang,
dan sawi putih. Pengujian infeksi patogen bagian daun diinokulasikan pada
tanaman lidah buaya. Pengujian infeksi patogen bagian buah diinokulasikan pada
jenis tanaman antara lain timun, terung, paprika, cabai, tomat, seledri, kacang
panjang, buncis, labusiam, okra, gambas, dan pare. Pengujian infeksi patogen
pada bagian umbi, isolat diinokulasikan pada jenis tanaman wortel, lobak, bawang

bombay, bawang merah, dan bawang putih.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :

1.

Bakteri penyebab busuk lunak tanaman pepaya memiliki karakteristik antara
lain Gram negatif, bersifat fermentatif, lechitinase negatif, hipersensitif lima
isolat positif dan dua isolat negatif, soft rot positif, tidak berpendar pada media
King’s B negatif, arginine dihydrolase positif, casein positif, mampu tumbuh
pada suhu 39°C dan 40°C, serta mampu menggunakan Citic acid monohydrate,
Tri sodium citrate dehydrate, Cisaconitic acid, D-raffinose, D-arabinose, D-
melibiose, Myo-innositol, Mannitol, Strach, Glycerol, dan Lactose sebagai
sumber karbonnya.

Penyakit busuk lunak dari kelompok isolat bakteri BP3.1, BP4.1, dan BP7.2
pada tanaman pepaya yang ditemukan di Lampung Timur disebabkan oleh
bakteri spesies Pectobacterium aroidearum.

Bakteri penyebab busuk lunak pada tanaman pepaya mampu menginfeksi
beberapa jenis tanaman sayuran yaitu seledri, wortel, lidah buaya, sawi putih,
kubis, lobak, labusiam, timun, gambas, pare, buncis, daun bawang, bawang
merah, bawang putih, bawang bombay, cabai, paprika, tomat, terung, kacang

panjang, dan okra.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang didapatkan, perlu dilakukan pengujian lebih

lanjut tentang kisaran inang pada beberapa tanaman buah-buahan dan tanaman

hias terhadap bakteri busuk lunak yang menyerang tanaman pepaya.
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