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ABSTRAK 

 

IDENTIFIKASI DAN UJI KARAKTERISTIK BAKTERI YANG 

BERASOSIASI DENGAN LALAT BUAH YANG BERPOTENSI SEBAGAI 

ANTAGONIS PATOGEN BUSUK BUAH JAMBU KRISTAL 

 

Oleh 

 

HAFIZH MUTIARA RIZKY 

 

Sebanyak 32 isolat bakteri yang diduga berasosiasi dengan lalat buah pada 

perkebunan jambu kristal di daerah Tanggamus dan Lampung Tengah diuji 

kemampuannya sebagai antagonis Stenotrophomonas maltophilia, penyebab 

penyakit busuk buah pada jambu kristal.  Hasil uji antagonis menunjukkan bahwa 

terdapat 6 isolat bakteri (B1(2), 31(1), 11(2)(1), 31(2)(2), C1(1)(2), dan 42(1)) 

yang memiliki kemampuan antagonis terhadap S. matophilia tetapi tidak untuk 26 

isolat yang lain. Enam isolat tersebut kemudian dilakukan pengujian lebih lanjut.  

Hasil uji biokimia menunjukkan bahwa satu isolat B1(2) bersifat gram negatif 

namun kelima isolat lainnya termasuk kedalam bakteri gram positif.  Satu isolat 

B1(2) berpendar pada media king’s B.  Keenam isolat bersifat negatif pada uji 

hipersensitif, hipovirulen, soft rot, dan uji lechitinase, namun keenam isolat ini 

menunjukkan hasil positif pada uji casein serta uji arginine dehydrolase moeller. 

Lima isolat bersifat fermentatif sedangkan satu isolat 31(2)(2) bersifat oksidatif. 

Isolat B1(2) dan 31(1) mampu untuk melarutkan fosfat tapi tidak keempat isolat 

yang lain. Keenam isolat mampu tumbuh pada suhu 39 ℃. Empat isolat B1(2), 

31(1), 31(2)(2) dan C1(1)(2) mampu tumbuh pada suhu 40 ℃. Keenam isolat 

mampu menggunakan L-glutamat dan Tri sodium citrate dihydrate. Isolat 

C1(1)(2), 31(1), 1.1(2)(1), B1(2) dan 42(1) mampu mengggunakan Lactose dan 

D-arabinose. Isolat C1(1)(2), 31(1), 1.1(2)(1), B1(2) mampu menggunakan 

Gylcerol. Isolat C1(1)(2), 31(1) dan 1 B1(2) mampu menggunakan Citric acid 

monohydrate. Dua isolat (C1(1)(2) dan 31(1)) mampu menggunakan Myo-

innositol dan M-tartrate. Isolat C1(1)(2), 31(1), 1.1(2)(1) dan 42(1) mampu 

menggunakan Starch. Isolat C1(1)(2), 31(1) dan 1.1(2)(1) mampu menggunakan 

5-ketogluconate. Isolat C1(1)(2), B1(2) dan 31(2)(2) mampu menggunakan 

Mannitol. Isolat C1(1)(2), 1.1(2)(1) dan 42(1) mampu menggunakan Inulin. Isolat 

31(1), B1(2) dan 1.1(2)(1) mampu menggunakan D-melibiose dan isolat B1(2) 

mampu menggunakan Sorbic acid. Isolat B1(2) merupakan isolat yang memiliki 

kemampuan antagonis tertinggi. Hasil analisis sekuen 16SrDNA menunjukkan 

bahwa isolat tersebut berada satu kelompok dengan Pseudomonas aeruginosa. 

Kata kunci : antagonis, identifikasi, P. aeruginosa, S. maltophilia 
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I. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang  

Jambu kristal (Psidium guajava L.) merupakan varietas baru dari jambu biji yang 

telah dibudidayakan sejak 1998 di Indonesia.  Jambu kristal banyak 

dibudidayakan karena rasanya yang enak dan dapat dikonsumsi langsung tanpa 

melalui proses pengolahan (Mahendra dkk., 2017).  Potensi peluang bisnis jambu 

kristal masih sangat besar, hal ini di karenakan permintaannya yang tinggi 

sedangkan pasokannya masih rendah.  Kekurangan pasokan dibandingkan 

permintaan supermarket yang ada di Bogor dan Jakarta terhadap jambu Kristal 

grade A di Agribussiness Development Center Institut Pertanian Bogor - 

International Cooperative Development Fund (ADC IPB-ICDF) yang signifikan, 

yaitu dalam jangka waktu 12 bulan perusahaan ini tidak dapat memenuhi 

permintaan jambu Kristal grade A dari supermarket sebesar 14.794,5 kg.  Dalam 

hal ini, perusahaan telah kehilangan kesempatan untuk meningkatkan 

penjualannya sebesar Rp295.890.000 (Paratidina dkk., 2015). 

Kurangnya pasokan ini terkait dengan produksi jambu kristal yang masih rendah, 

hal ini terjadi salah satunya karena adanya serangan hama dan patogen tanaman.  

Salah satu patogen yang menyerang jambu kristal adalah patogen busuk buah.  

Selama ini pestisida sintetik menjadi pilihan utama dalam pengendalian hama dan 

patogen tanaman.  Namun begitu, aplikasi pestisida sintetik dalam jangka waktu 

yang lama akan menimbulkan berbagai dampak negatif bagi lingkungan.  Untuk 

mengurangi dampak negatif penggunaan pestisida, maka perlu dicari alternatif 

pengendalian yang aman dan ramah lingkungan, salah satunya adalah penggunaan 

bakteri antagonis. 
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Berbagai jenis bakteri antagonis telah dilaporkan mampu untuk menekan 

perkembangan patogen tumbuhan, beberapa bakteri antagonis juga dilaporkan 

dapat berasosiasi dengan serangga-serangga tertentu (Saraswati, 2021).   

Lalat buah merupakan serangga hama yang banyak ditemukan pada lahan 

pertanian, terutama lahan buah-buahan, termasuk jambu kristal.  Selain memiliki 

peranan sebagai hama, lalat buah juga berpotensi sebagai pembawa bakteri 

antagonis patogen tanaman.  

1.2 Tujuan Penelitian 

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah : 

1. Mengetahui potensi bakteri yang berasosiasi dengan lalat buah yang menyerang 

jambu kristal sebagai antagonis patogen busuk buah jambu kristal,; 

2. Mengetahui karakteristik bakteri antagonis yang ditemukan,; 

3. Mengetahui identitas bakteri antagonis terpilih yang ditemukan.; 

1.3 Kerangka Pemikiran 

Busuk buah pada jambu kristal dapat disebabkan oleh beberapa patogen, seperti 

jamur dan bakteri.  Jamur yang mengakibatkan penyakit busuk buah pada jambu 

kristal adalah Colletotrichum gloeosporioides.  Jamur ini mampu menghasilkan 

enzim selulase yang dapat menghidrolisis selulosa kulit buah sehingga kulit buah 

terdisintegrasi dan lunak.  Selanjutnya akan berubah warna menjadi coklat yang 

dapat meluas dan akhirnya membusuk.  Proses pembusukan semakin cepat ketika 

buah mencapai kematangan puncak (Ippolito and Nigro, 2000).   

Selain jamur, busuk buah jambu kristal juga dapat disebabkan oleh bakteri.  

Bakteri patogen tanaman ini dapat berasal dari berbagai habitat, seperti tanaman, 

tanah, dan juga berasal dari serangga.  Berdasarkan laporan dari Farahdiba (2023) 

bakteri penyebab busuk buah pada jambu kristal dapat berasal dari serangga lalat 

buah, hal ini dikarenakan pada fase larva lalat buah ditemukan bakteri simbion 

Stenotrophomonas maltophilia yang dilaporkan sebagai bakteri patogen tanaman. 



3 

 

Pengendalian terhadap patogen penyebab busuk buah pada jambu kristal dapat 

dilakukan dengan beberapa cara seperti penggunaan pestisida sintetik dan 

pestisida nabati (Ramadhani, 2022), namun penggunaan pestisida ini tentunya 

masih belum cukup efektif guna mengendalikan patogen busuk buah jambu kristal 

tersebut.  Sehingga diperlukan alternatif yang efektif dalam pengendalian patogen 

busuk buah jambu kristal tersebut. 

Lalat zaitun (Bactrocera oleae; Dacinae) dewasa dan larva menjadi inang bakteri 

(Candidatus Erwinia dacicola: Enterobacteriaceae), yang dianggap sebagai 

simbion obligat (Capuzzo et al., 2005).  Dalam penelitian yang dilakukan oleh 

Evans and Armstrong, (2006) ditemukan bakteri antagonis yang ada pada larva 

lebah madu, bakteri ini mampu menekan patogen utama pada larva lebah madu 

yaitu Paenibacillus larvae. Penelitian terbaru yang dilakukan Skowronek et al., 

(2020) melaporkan bahwa bakteri Pseudomonas chlororaphis yang berasosiasi 

dengan kumbang Melolontha melolontha L. dapat menghambat pertumbuhan dari 

bakteri genus Xenorhabdus dan Photorhabdus. 

1.4 Hipotesis 

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah 

1. Bakteri yang berasosiasi dengan lalat buah pada pertanaman jambu kristal ada 

yang berperan sebagai antagonis busuk buah jambu kristal,. 

2. Bakteri yang berasosiasi dengan lalat buah pada pertanaman jambu kristal 

memiliki karakter yang berbeda-beda. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tanaman jambu kristal 

Tanaman jambu biji termasuk tanaman daerah tropis namun dapat tumbuh pula di 

daerah sub-tropis sehingga tanaman ini banyak dibudidayakan negara lain seperti 

Jepang dan Brazil.  Morton (1987) menyebutkan bahwa tanaman jambu biji 

termasuk tanaman yang toleran terhadap cekaman lingkungan seperti kekeringan, 

lahan berbatu, pH rendah, tetapi tidak tahan terhadap beku.  Di daerah tropis, 

tanaman jambu biji dapat tumbuh pada suhu 15-45 ℃, namun untuk memperoleh 

hasil terbaik yaitu pada suhu antara 23-28 ℃ (Soetopo, 1992 dalam Ramadhani, 

2022).  Indonesia termasuk dalam 10 negara penghasil utama buah jambu biji di 

dunia (Asia Farming, 2018).  Menurut Badan Pusat Statistik (BPS) (2023), 

produksi buah jambu biji di Indonesia mencapai 472.686 ton pada tahun 2022. 

2.1.1 Taksonomi dan Morfologi Tanaman Jambu Kristal 

Jambu kristal termasuk ke dalam tanaman berbiji (Spermatophyte) dengan biji 

tertutup (Angiospermae) serta berkeping dua (Dicotyledoneae).  Tanaman jambu 

kristal dalam taksonomi tumbuhan dapat diklasifikasikan sebagai berikut 

(Damayanti, 2016) : 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Subdivisi : Angiospermae 

Kelas  : Dicotyledonae 

Ordo   : Myrtales 

Famili  : Myrtaceae 
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Genus  : Psidium 

Spesies  : Psidium guajava L. 

Tanaman jambu biji memiliki habitus berupa semak atau perdu, dengan tinggi 

pohon dapat mencapai 9 m (Nakasone and Paull, 1999 dalam Ramadhani, 2022).  

Tanaman jambu biji memiliki jenis akar tunggang dengan batang muda berbentuk 

segiempat, sedangkan batang tua berkayu keras berbentuk gilig dengan warna 

coklat.  Permukaan batang licin dengan lapisan kulit yang tipis dan mudah 

terkelupas.  Apabila kulit pohon dikelupas maka akan terlihat bagian dalam 

batang berwarna hijau.  Arah tumbuh batang tegak lurus dengan percabangan 

sympodial.  Daun pada tanaman jambu biji memiliki struktur daun tunggal dan 

mengeluarkan aroma yang khas.  Terdapat beberapa bentuk daun pada tanaman 

jambu biji, yaitu bentuk daun lonjong, jorong, dan bundar telur terbalik. Bentuk 

daun yang paling dominan adalah bentuk daun lonjong. Bunga jambu biji 

memiliki tipe benang sari polyandrous yang artinya benang sari saling bebas tidak 

berlekatan. Benang sari berwarna putih dengan kepala sari yang berwarna krem. 

Putik berwarna putih kehijauan dengan bentuk kepala putik yang bercuping 

(lobed). Benang sari memiliki panjang antara 0,5 sampai 1,2 cm, sedangkan 

jumlah benang sari antara 180 sampai 600.  Buah jambu biji memiliki tipe buah 

tunggal dan termasuk buah berry (buni), yaitu buah yang daging buahnya dapat 

dimakan.  Buah jambu biji memiliki kulit buah yang tipis dan permukaannya 

halus sampai kasar.  Bentuk buah pada varietas sukun merah, kristal, dan 

Australia adalah bulat (Fadhilah dkk., 2018). 

2.1.2 Budidaya Tanaman Jambu Kristal 

Jambu biji dapat beradaptasi pada jenis tanah apapun, namun akan tumbuh subur 

pada tanah dangkal. Pada tanah yang berbatu, tanaman ini dapat tumbuh namun 

buahnya hanya sedikit. Jika pada tanah dengan pH kurang dari 5 dan lebih dari 7 

tanaman ini akan kekurangan Zn dan Fe.  Waktu yang ideal untuk berbunga 

adalah pada akhir musim kemarau dan berbuah pada musim hujan, namun 

tanaman jambu kristal dapat berbuah sepanjang tahun dengan bantuan irigasi di 

musim kemarau. Syarat tumbuh jambu kristal yaitu ditanam pada ketinggian 

kurang dari 1000 mdpl, curah hujan yang optimum berkisar 1000-2000 mm/tahun, 
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pH tanah berkisar 5,5- 6,5, sinar matahari dan pengairan yang cukup, drainase 

yang baik serta tanah kaya akan bahan organik. Jarak lubang tanam antara satu 

lubang dengan lubang yang lain yaitu 4 m x 3 m, sedangkan panjang dan lebar 

lubang tanam yaitu 40 cm x 40 cm dengan kedalaman lubang sepanjang 80 cm 

(Nakasone and Paull, 1999 dalam Ramadhani, 2022). 

2.1.3 Kendala Budidaya Tanaman Jambu Kristal 

Resiko tertinggi penurunan produksi buah jambu biji antara lain berkaitan dengan 

kondisi cuaca yang tidak menentu, serangan hama dan patogen tanaman, 

kurangnya sistem keamanan, kurangnya sarana pascapanen, kurangnya sarana 

pengairan, kesalahan dalam proses pembungkusan, kesalahan proses penjarangan, 

dan belum adanya SOP yang terdokumentasi.  Fluktuasi produksi jambu biji 

tersebut dapat disebabkan oleh beberapa faktor, salah satunya adalah serangan 

hama dan patogen penyakit.  Hama dan patogen penyakit merupakan salah satu 

masalah potensial dalam budi daya jambu kristal yang dapat menyebabkan 

kerugian secara ekonomi, menurunkan kualitas buah maupun menurunkan 

kuantitas hasil dalam usahatani jambu kristal secara komersial (Pratiwi, 2016 

dalam Ramadhani, 2022).   

Hama yang sering ditemukan di pertanaman jambu kristal antara lain ulat Attacus 

atlas (Lepidoptera: Saturniidae), kutu putih Paracoccus marginatus (Hemiptera: 

Pseudococcidae), kutu daun Aphis gossypii (Hemiptera: Aphididae), kutu perisai 

Aspidiotus destructor (Hemiptera: Diaspididae), belalang Valanga nigricornis 

(Orthoptera: Acrididae), lalat buah Bactrocera carambolae (Diptera: Tephritidae), 

dan kumbang penggerek Carpophilus sp. (Coleoptera: Nitidulidae) (Eriza, 2015).  

Jenis penyakit yang sering ditemukan pada tanaman jambu kristal yaitu karat 

merah (red rust), embun jelaga (sooty dew), antraknosa (anthracnose) dan kanker 

buah (fruit cancer) (Ramadhani, 2022). Selain penyakit yang disebabkan jamur 

terdapat pula penyakit tanaman jambu kristal yang disebabkan oleh bakteri, 

seperti busuk buah jambu kristal akibat bakteri patogen tumbuhan (Kardinan, 

2005 dalam Syahfari dan Mujiyanto, 2013). 
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2.2  Busuk Buah Jambu Kristal 

2.2.1  Gejala Penyakit 

Penyakit busuk buah yang disebabkan oleh bakteri memiliki karakter yang 

berbeda dengan busuk buah yang disebabkan oleh jamur.  Pada buah stroberi 

ditemukan busuk buah akibat bakteri dengan ciri-ciri bagian buah yang busuk 

terlihat basah, berwarna sedikit kecoklatan, berlendir, dan mengeluarkan bau 

busuk (Yuliasari dkk., 2015).  Busuk buah pada jambu kristal juga memiliki ciri 

yang sama yaitu bagian buah yang busuk akan basah terlihat sedikit berlendir dan 

berubah warna, serta mengeluarkan aroma yang tidak sedap (Gambar 1). 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Gejala busuk buah jambu kristal (Sumber : Farahdiba, 2023) 

2.2.2  Penyebab Penyakit 

Salah satu patogen penyebab penyakit busuk buah tanaman jambu kristal adalah 

bakteri.  Menurut Kardinan (2005) didalam syahfari dan mujiyanto (2013) bakteri 

penyebab busuk buah jambu kristal yaitu berasal dari larva lalat buah karena larva 

yang baru keluar dari telur segera dapat makanan yang melimpah.  Larva 

menggunakan alat mulutnya yang berupa sepasang kait (hook), serta 

mengeluarkan enzim perusak dan pencerna. Enzim ini dapat mempercepat 

pembusukan dan selanjutnya mengeluarkan aroma kuat yang diduga berasal dari 

senyawa alkohol sehingga dapat menarik perhatian serangga lain bersamaaan 

dengan membusuknya daging buah, bakteri pembusuk juga mempertinggi 

aktivitasnya sehingga buah menjadi rusak. 
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2.2.3 Pengendalian 

Pengendalian penyakit busuk buah jambu kristal dapat dilakukan dengan berbagai 

cara, seperti penggunaan pestisida sintetik, pestisida nabati serta penanaman 

tanaman sehat (Ramadhani, 2022).  Pengendalian menggunakan teknik 

pembungkusan buah juga dapat mengurangi resiko serangan patogen serta hama 

yang dapat menyebabkan busuk buah jambu kristal (Saputra dkk., 2022). 

2.3  Bakteri Antagonis 

Bakteri antagonis merupakan bakteri yang mempunyai sifat mampu 

mengendalikan patogen dan meningkatkan pertumbuhan tanaman yang juga 

disebut sebagai PGPR (plant growth promoting rhizobacteria).  Salah satu bakteri 

yang secara luas telah dilaporkan sebagai antagonis adalah Bacillus subtilis., 

Bakteri ini mampu berperan sebagai antagonis melalui mekanisme antibiosis dan 

kompestisi baik ruang maupun nutrisi (Beneduzi et al., 2012). 

2.3.1 Bakteri Antagonis yang Berasosiasi dengan Serangga 

Beberapa laporan yang ada menyatakan bahwa terdapat bakteri antagonis yang 

berasosiasi dengan serangga.  Aktinomisetes Micrococcus luteus yang berasosiasi 

dengan kumbang Dendroctonus rufipennis memiliki kemampuan untuk 

menghambat pertumbuhan jamur Aspergillus nomius, A. fumigatus, Trichoderma 

harzianum, serta Leptographium abietinum.  Pseudomonas chlororaphis yang 

berasosiasi dengan larva kumbang Melolontha melolontha L. dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri dari kelompok genus Xenorhabdus dan Photorhabdus 

(Skowronek et al., 2020). 

Lalat zaitun (Bactrocera oleae; Dacinae) dewasa dan larva menjadi inang bakteri 

(Candidatus Erwinia dacicola: Enterobacteriaceae), yang dianggap sebagai 

simbion obligat (Capuzzo et al., 2005).  Dalam penelitian yang dilakukan oleh 

Evans and Armstrong (2006) ditemukan bakteri antagonis yang ada pada larva 

lebah madu, bakteri ini mampu menekan patogen utama pada larva lebah madu 

yaitu Paenibacillus larvae. 
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III. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan September 2022 hingga April 2023, di 

Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan, Jurusan Proteksi Tanaman dan 

Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. 

3.2 Bahan dan Alat 

Bahan yang digunakan yaitu alkohol 70%, minyak parafin, HCl, KOH 3%, asam 

sulfat, 5% NaCl, sodium hypochlorite 2%, KOH 3%, ethidium bromide (EtBr), 

MyTaqTM Red Mix, DNA primer (fD1 dan rP2), marker DNA ladder,loading 

dye, buffer TE, Bromothymol Blue (BTB) 2 %, agarose, air steril, PBS (Phosphate 

Buffered Saline), akuades, benih mentimun, dan tembakau. Bahan organik yang 

digunakan yaitu Myo-inositol, D-raffinose, Innulin, Mannitol, Glycerol, 5-

ketogluconate, dan Lactose, dan Ascorbic acid. Media yang digunakan untuk 

pengujian yaitu Yeast Peptone Agar (YPA), Water Agar (WA), Potato Peptone 

Glucose Agar (PPGA), Oksidatif/Fermentatif (O/F), media Skim Milk, media 

Ayer’s, media King’s B, media Yeast Peptone (YP), dan media pikovskaya. 

Alat yang digunakan yaitu tabung reaksi, erlenmeyer, bunsen, gelas ukur, cawan 

petri, jarum ose, jarum ent, Laminar Air Flow (LAF), rotamixer, timbangan 

elektrik, autoklaf, mikropipet, kertas merang, water bath, pinset, tabung 

eppendorf 1,5 mL, dan plastik tahan panas. Alat yang digunakan untuk 

identifikasi molekuler yaitu cetakan gel 20 x 16 x 1 cm3, freezer, mikropipet 0 - 

1000 µL, pipet tip 0 - 1000 µL, tabung Eppendorf 100 µL, microcentrifuge, mesin 

PCR, alat elektroforesis, dan gel documentation system. Alat lainnya yang 
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digunakan yaitu nampan, spidol, penggaris, plasticwrapping, tisu, alumunium foil, 

karet gelang, korek api, kapas, dan alat tulis. 

3.3 Pelaksanaan Penelitian 

3.3.1 Penggoresan Kembali Bakteri Simbion Lalat Buah Koleksi 

Laboratorium Bioteknologi FP Unila 

Bakteri simbion lalat buah koleksi Laboratorium Bioteknologi Pertanian FP Unila 

diisolasi kembali untuk digoreskan kedalam media Yeast Peptone Agar (YPA). 

3.3.2 Pemurnian dan Peremajaan 

Pemurnian dilakukan dengan mengambil setiap koloni dengan bentuk dan warna 

yang berbeda untuk kemudian digoreskan kedalam tabung reaksi berisi media 

Potato Peptone Glucose Agar (PPGA).  Isolat tersebut diremajakan pada media 

yang sama. Sebelum dilakukan pengujian, isolat harus berusia 24 jam pada media 

PPGA. 

3.3.3 Karakterisasi Bakteri 

3.3.3.1  Uji Antagonis Bakteri Simbion 

Pengujian ini dilakukan menggunakan ± 20 mL media PPGA dengan suhu  40 oC 

yang telah ditambahkan 100 µL suspensi bakteri Stenotrophomonas maltophilia 

kerapatan ±107 CFU/mL yang kemudian dituangkan ke dalam cawan petri 

(Gambar 2). Setelah media padat, bakteri antagonis digoreskan pada cawan petri. 

Pengamatan terhadap pertumbuhan zona bening dilakukan setiap hari selama 7 

hari dengan menggambar zona bening yang terbentuk di sekitar koloni bakteri 

menggunakan plastik transparan dan spidol kemudian luas zona bening dihitung 

menggunakan kertas milimeterblock. Uji antagonis dikelompokkan berdasarkan 

besarnya nilai penghambatan. 
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Gambar 2.  Skema uji kemempuan antagonisme bakteri. Luas koloni (lk), luas 

zona bening (lzb). 

 

3.3.3.2 Uji Gram 

Uji gram dilakukan untuk mengetahui apakah isolat bakteri termasuk dalam gram 

positif atau gram negatif.  Isolat yang digunakan dalam uji berumur 24 jam. Satu 

ose bakteri isolat diambil, diletakkan di atas kaca preparat, dan ditetesi KOH 3% 

sebanyak 1 tetes. Campuran itu dihomogenkan menggunakan jarum ose yang 

disentuhkan pada suspensi bakteri dan diangkat perlahan sampai kurang lebih 

setinggi 1 cm. Jika terlihat lendir yang berbentuk seperti benang tidak terputus 

maka bakteri tersebut termasuk kelompok gram negatif, jika sebaliknya maka 

bakteri tersebut termasuk kelompok gram positif (Powers, 1995). 

 

3.3.3.3  Uji Hipersensitif 

Uji dilakukan dengan memasukkan 1 mL air steril ke dalam tabung eppendorf 1,5 

mL. Satu ose isolat bakteri diambil lalu dihomogenkan menggunakan rotamixer. 

Suspensi tersebut diambil sebanyak 300 µL dan diinokulasikan (disuntikkan) di 

antara kedua epidermis daun tembakau menggunakan jarum suntik. Pengamatan 

dilakukan pada 24-48 jam setelah inokulasi. Apabila setelah diinkubasi muncul 

gejala nekrotik pada area inokulasi maka reaksi tersebut menunjukkan reaksi 

positif.  Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui apakah bakteri yang ditemukan 

berpotensi menjadi patogen tanaman atau tidak (Saraswati, 2021). 

 
 
 
 
 

lzb 

lk 
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3.3.3.4 Uji Soft rot 

Pengujian soft rot dilakukan menggunakan umbi kentang. Pada uji ini, umbi 

kentang dipotong setebal kurang lebih 1 cm kemudian dicuci dengan air mengalir 

selama 30 menit. Setelah itu, irisan umbi diletakkan di atas tisu lembap di dalam 

cawan. Kemudian, 1 ose bakteri yang berumur 24 jam diambil dari media PPGA 

kemudian digoreskan pada bagian tengah permukaan umbi. 

 

3.3.3.5 Uji Hipovirulen 

Pada uji ini menggunakan mentimun sebagai tanaman indikator.  Benih mentimun 

direndam di dalam air hangat (± 45 oC) selama 30 menit, setelah itu direndam 

dalam alkohol selama 10 detik, direndam dalam air klorok 0,3% selama 10 detik, 

dan dicuci 3 kali menggunakan akuades. Benih dikecambahkan di atas kertas 

merang lembap dalam nampan. Nampan ditutup menggunakan wrap selama 2 

hari. Setelah 2 hari, empat benih dipindahkan ke dalam cawan petri berisi media 

water agar untuk diinkubasi dalam suhu kamar selama 1 hari. Cara membuat 

media water agar adalah dengan cara memasukkan 2 g agar dan 500 mL air steril 

ke dalam erlenmeyer lalu disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit 

pada suhu 121 oC dan tekanan 1 atm.  

Dalam pengujian ini, isolat bakteri yang diuji berumur 24 jam. Suspensi dibuat 

dengan memasukkan 1 mL air steril ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL, lalu 

sebanyak 1 ose isolat bakteri diambil dan dihomogenkan menggunakan rotamixer. 

Suspensi tersebut diambil sebanyak 300 µL, diteteskan di tengah-tengah hipokotil 

bibit mentimun berumur 3 hari. Setiap isolat diulang sebanyak 3 kali. Pengamatan 

dilakukan setiap hari selama 14 hari terhadap gejala nekrotik yang muncul. 

Pengamatan gejala bertujuan untuk menentukan Indeks Keparahan Penyakit 

(Disease Severity Indexs/DSI). Isolat dikatakan hipovirulen jika nilai DSI < 2. 

Rumus Disease Severity Indexs (DSI) yang digunakan adalah: 
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DSI =  

Keterangan : 

DSI = Indeks Keparahan Penyakit, 

N     = Skor keparahan penyakit pada masing-masing sampel (Tabel 1),; 

Z     = jumlah sampel yang digunakan. 

 

Tabel 1.  Skor Keparahan Penyakit 

Skor Gejala 

0 sehat, tidak ada infeksi pada hipokotil 

1 satu atau dua bercak coklat muda < 0,25 cm 

2 bercak coklat muda <0,5 cm dan area kebasahan <10% pada 

hipokotil 

3 bercak coklat muda sampai tua >1 cm yang kemudian bergabung 

dengan bercak lainnya. Daerah kebasahan 10%<x<100% pada 

hipokotil (daun belum layu dan hipokotil masih putih) 

4 hipokotil kolap, daun layu, dan bibit mati. 

Sumber : Supriyanto (2009). 

 

3.3.3.6 Uji Oksidatif/Fermentatif (O/F) 

Pengujian dilakukan menggunakan media O/F yang dibuat dengan cara 

memasukkan 0,938 g O/F Basal Medium, 1 g Glukosa, dan 100 mL akuades ke 

dalam erlenmeyer. Campuran dipanaskan menggunakan microwave. Media 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi steril sebanyak 4 mL kemudian disterilisasi 

menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121 oC dan tekanan 1 atm. 

Isolat bakteri pada media PPGA berumur 24 jam diambil menggunakan jarum 

preparat kemudian dimasukkan ke dalam media O/F sampai dasar tabung, diulang 

2 kali. Salah satu tabung ditutup dengan minyak parafin steril sebanyak 1 mL. 

Pengamatan dilakukan selama 7 - 14 hari. Pengamatan dilakukan terhadap 

perubahan warna media O. Apabila warna hijau berubah menjadi kuning terjadi 
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pada media yang ditambah dan tidak ditambah minyak parafin berarti bakteri 

tersebut bersifat fermentatif. Sebaliknya, apabila terjadi perubahan warna hanya 

pada media yang tidak ditambah minyak parafin berarti bakteri tersebut bersifat 

oksidatif (Tito, 2014). 

 

3.3.3.7 Uji Kemampuan Bakteri sebagai Pelarut Fosfat 

Pengujian ini menggunakan media pikovskaya. Cara membuat media pikovskaya 

adalah dengan mencampurkan 31,3 g pikovskaya bubuk, 2 g agar batang, dan 

1000 mL akuades di dalam erlenmeyer. Mulut erlenmeyer ditutup menggunakan 

alumunium foil dan dimasukkan ke dalam plastik tahan panas. Sterilisasi media 

menggunakan autoklaf dengan suhu 121 oC, tekanan 1 atm selama 15 menit. 

Media dituang ke dalam cawan petri. Setelah media siap, bakteri diinokulasikan 

dengan cara menggoreskan 1 ose bakteri pada cawan yang telah berisi media. 

Pengamatan dilakukan selama 7 hari dengan menghitung rerata luas zona bening 

(Gambar 3). Luasan zona bening dihitung dengan cara menggambar zona bening 

tersebut pada plastik transparan, kemudian dihitung luasannya menggunakan 

milimeter blok. Kemampuan bakteri dalam melarutkan fosfat dapat diketahui 

dengan menghitung nilai indeks pelarut fosfat. Nilai indeks pelarut fosfat dihitung 

dengan rumus : (Karpagam and Nagalakshmi, 2014): 

Indeks Pelarut Fosfat = lk + lzb 

                                                                              lk 

Keterangan : 

lk   = Luas koloni bakteri, 

lzb = Luas zona bening. 

Nilai indeks pelarut fosfat menurut Matos et al., (2017): >3 = Tinggi; >2-3 = 

Sedang; >1-2 = Rendah;  >0-1 = Sangat Rendah. 
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Gambar 3.  Skema uji pelarut fosfat isolat bakteri. Luas koloni (lk), luas zona   

bening (lzb). 

 

3.3.3.8  Uji Casein 

Uji casein dilakukan menggunakan media Skim Milk Agar (SMA). Cara 

membuatnya adalah dengan mencampur 10 g bubuk Skim Milk dengan 100 mL 

akuades.  Isolat bakteri yang berumur 24 jam diambil sebanyak 1 ose, lalu isolat 

bakteri digoreskan pada media Skim Milk Agar (SM Agar), diinkubasi pada suhu 

28 °C selama 24-48 jam. Reaksi positif ditandai dengan adanya zona bening di 

sekeliling koloni (Saraswati, 2021). 

 

3.3.3.9  Uji Fluoresensi pada Media King’s B 

Pengujian dilakukan dengan menggunakan media King’s B. Cara membuat media  

adalah dengan mencampurkan 20 g protease peptone, 1,5 g K2HPO4, 1,5 g 

MgSO47H2O, 15 mL glycerol, 15 g agar, dan 1000 mL akuades. Kemudian 

disterilkan menggunakan autoklaf selama 15 menit dalam suhu 121 oC dan 

tekanan 1 atm. Setelah media King’s B disiapkan lalu isolat bakteri pada media 

PPGA yang berumur 24 jam diambil sebanyak 1 ose menggunakan jarum ose lalu 

digoreskan secara zig-zag pada media King’s B dan inkubasi selama 24-48 jam 

pada suhu 28 °C. Pengamatan dilakukan di bawah Sinar Ultraviolet (UV). Bakteri 

dinyatakan positif apabila bakteri berpendar (Saraswati, 2021). 

 

3.3.3.10  Uji Kemampuan Menggunakan Beberapa Jenis Bahan Organik 

Media yang digunakan pada uji ini adalah media Ayer’s. Cara membuat media 

Ayer’s adalah dengan mencampurkan 1 g NH4H2PO4, 0,2 g KCI, 0,2 g 

lk 

lzb 
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MgSO47H2O, 2% Bromothymol Blue (BTB) dan 1000 mL akuades. Bahan 

organik Myo-inositol, M-tartrate, D-raffinose, D-arabinose, D-melibiose, inulin, 

L-tartrate, D-tartrate, mannitol, glycerol, starch, S-ketogluconate, lactose, L-

ascorbic acid, ascorbic acid, dan citrate dimasukkan ke dalam botol kaca 

(volume 100 mL) berisi media Ayer’s. Media disterilkan menggunakan autoklaf 

pada suhu 121 oC dan tekanan 1 atm selama 15 menit. Satu ose isolat bakteri 

diambil dari media miring PPGA, disuspensi dengan 0,5 mL air steril dalam 

tabung eppendorf 1,5 mL dan dihomogenkan menggunakan rotamixer. Jarum 

preparat dimasukkan ke dalam suspensi bakteri, diinokulasi pada media Ayer’s 

dengan cara jarum preparat ditusukkan sampai dasar tabung, diinkubasi pada suhu 

28 °C selama 21 hari. Pengamatan dilakukan pada 2, 4, 7, 14 dan 21 hari terhadap 

perubahan warna media. Jika terjadi perubahan warna media dari warna asal, 

artinya bakteri mampu menggunakan bahan organik tersebut (Suharjo, 2013). 

 

3.3.3.11  Uji Lechitinase 

Pengujian ini dilakukan dengan menggunakan media berbahan dasar YPA dan 

egg yolk.  Bahan yang digunakan untuk membuat media YPA antara lain yaitu 10 

g pepton, 5 g yeast, 20 g agar, dan 1000 mL, akuades. Pengujian ini dilakukan 

dengan memasukkan 0,5 mL egg yolk ke dalam cawan petri setelah itu 

ditambahkan 10 mL media YPA kemudian dihomogenkan sampai merata dan 

ditunggu sampai media menjadi dingin. Setelah itu diambil sebanyak satu ose 

isolat bakteri yang sudah berumur 24 jam, lalu digoreskan pada media lechitinase. 

Kemudian bakteri diinkubasi pada suhu 28 ºC dan diamati selama 1 - 7 hari. Jika 

pada area goresan terdapat zona putih buram yang menyebar maka isolat tersebut 

menunjukkan lechitinase positif.  Uji lechitinase bertujuan untuk mengetahui 

kemampuan isolat bakteri dalam menggunakan lechitin (Desnidasari, 2015). 

 

3.3.3.12  Uji Arginine Dihydrolase (Moeller media) 

Pengujian dilakukan menggunakan media moeller 21 g dan 1000 mL akuades, 

kemudian dihomogenkan. Setelah itu media dipanaskan menggunakan microwave 

dan dimasukkan kedalam tanbung reaksi, lalu disterilkan menggunakan autoklaf. 

Pengujian dilakukan dengan mengambil bakteri yang berumur 24 jam 
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menggunakan jarum ent kemudian ditusukkan pada media moeller hingga ke 

dasar tabung kemudian ditambahkan minyak parafin steril. Setelah itu media 

moeller diinkubasi pada suhu 28 ⁰C dan dilakukan pengamatan selama 7-14 hari. 

Apabila terjadi perubahan warna pada media dari merah kecoklatan menjadi 

warna ungu maka rekasi tersebut menunjukkan reaksi positif.  Uji arginine 

dihydrolase dilakukan untuk mengetahui kemampuan pertumbuhan bakteri pada 

kondisi anaerob dalam media yang mengandung bahan kimia arginin (Suharjo, 

2013). 

 

3.3.4.13 Uji Kemampuan Tumbuh pada Beberapa Suhu 

Pengujian ini dilakukan dengan menggunakan media YP (Yeast Pepton) dengan 

bahan 10 g pepton, 5 g yeast, dan 1000 mL akuades. Selanjutnya diambil satu ose 

bakteri yang berumur 24 jam kemudian disuspensikan ke dalam tabung eppendorf 

1,5 ml yang telah berisi air steril. Setelah itu suspensi diambil menggunakan 

jarum ose dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang sudah berisi media YP. 

Lalu bakteri diinkubasi didalam waterbath selama 3-7 hari yang dilakukan secara 

bergantian pada suhu 39 ºC dan suhu 40 ºC. Apabila terjadi perubahan warna 

media dari warna kuning menjadi putih keruh maka reaksi tersebut menandakan 

reaksi positif.  Uji ini dilakukan untuk mengetahu kemampuan isolat bakteri dapat 

tumbuh pada suhu 39 ºC dan suhu 40 ºC (Oktaviana, 2018). 

 

3.3.3.14  Identifikasi Molekuler 

Isolat bakteri terpilih diidentifikasi secara molekuler. Identifikasi molekuler 

dilakukan melalui beberapa tahapan yaitu ekstraksi DNA, amplifikasi DNA, 

elektroforesis, visualisasi hasil PCR, sekuensing DNA, dan analisis hasil (Suharjo, 

2013). 

 

3.3.3.14.1  Ekstraksi DNA 

Ekstraksi bakteri dilakukan dengan memisahkan biakan bakteri dengan media 

broth culture bacteria ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL, ditambah 567 µL TE 

dan dihomogenkan. Sebanyak 30 mL SDS 10% + 3 µL proteinase K dimasukkan 

ke dalam tabung dan dihomogenkan. Suspensi kemudian diinkubasi di dry 

incubator pada suhu 37 °C selama 1 jam. Sebanyak 100 µL NaCl dimasukkan ke 
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dalam suspensi kemudian dihomogenkan secara manual, ditambahkan 80 μL 

CTAB 2%. Suspensi diinkubasi kembali di dalam water bath pada suhu 65 °C 

selama 10 menit. Sebanyak 720 μL CI (Chloroform Isoamyl alcohol; 24:25) 

ditambahkan dan dihomogenkan. Suspensi disentrifugasi pada kecepatan 14.000 

rpm selama 5 menit. Supernatan diambil lalu dimasukkan ke dalam tabung 

eppendorf 1,5 mL yang baru. PCI (Phenol Chloroform Isoamyl Alcohol; 24: 25: 1) 

dengan volume yang sama dengan supernatan dimasukkan ke dalam tabung 

eppendorf baru tersebut kemudian dihomogenkan, setelah itu disentrifugasi pada 

kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit. Setelah selesai, supernatan dipindahkan ke 

dalam tabung eppendorf 1,5 mL baru dan ditambahkan isopropanol 60% dari 

volume supernatan dan dihomogenkan. Kemudian diinkubasi di dalam freezer 

(suhu -40 oC) selama 20 menit. Setelah itu disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 

rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang dan ditambahkan alkohol 70% dingin 

sebanyak 400 µL dan disentrifus selama 5 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. 

Alkohol dibuang dan pelet yang didapatkan diinkubasi selama 1 hari pada suhu 

ruang. Setelah pelet kering, tube berisi pelet ditambahkan 20 µL TE. Untuk 

memastikan dapat atau tidaknya DNA maka dilakukan elektroforesis lalu 

divisualisasikan menggunakan Digi-Doc-Imaging System. 

 

3.3.3.14.2  Amplifikasi DNA dengan PCR 

Amplifikasi DNA dilakukan menggunakan mesin PCR dengan cara memasukkan 

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

ditambahkan primer 16S rDNA sebanyak 1 µL, larutan ekstrak DNA bakteri 

sebanyak 1 µL dan akuades steril 9,5 µL. larutan yang sudah dibuat selanjutnya 

diamplifikasi menggunakan mesin PCR, yaitu inisiasi, denaturasi, annealing, 

ekstensi, dan elongasi. Tahapan inisiasi merupakan tahapan yang dilakukan pada 

suhu 95 ºC selama 5 menit dalam 1 kali siklus, dilanjutkan dengan 30 siklus tahap 

denaturasi pada suhu 95 ºC selama 1 menit, selanjutnya yaitu annealing pada suhu 

58 ºC selama 1 menit, dan ekstensi pada suhu 72 ºC selama 1 menit serta tahap 

terakhir yaitu elongasi pada suhu 72 ºC selama 5 menit dalam 1 siklus. 
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3.3.3.14.3  Elektroforesis dan visualisasi hasil PCR 

 

Gel elektroforesis disiapkan dengan membuat gel agarose 0,5 % yang sudah 

ditambah 1 μL ethidium bromide (ETBr 10 mg/mL), dituang pada cetakan dengan 

sisir. Setelah padat dimasukkan ke dalam alat elektroforesis berisi larutan TBE, 

pada sumur pertama dimasukkan 3 μL Marker DNA ladder. Setiap sumur diisi 3 

μL hasil PCR. Dielektroforesis dengan tegangan 50 volt selama 50-60 menit. 

Hasil PCR dielektroforesis sampai DNA bergerak sampai di tengah-tengah baris 3 

dan 4 dari ujung lawan. Hasil elektroforesis divisualisasi menggunakan digi-doc-

imaging-system. Keberadaan profil DNA terlihat seperti pita terang (Oktaviana, 

2018). 

 

3.3.3.14.4  Sekuensing dan analisis hasilnya 

Hasil PCR yang diperoleh dikirim ke PT Genetika Science Jakarta untuk 

dilakukan sekuensing. Hasil sekuensing yang diperoleh selanjutnya dianalisis 

menggunakan program MEGA 11. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh kesimpulan sebagai berikut: 

1. Diperoleh enam isolat bakteri simbion lalat buah yang memiliki kemampuan 

antagonis terhadap patogen busuk buah jambu kristal (1.1(2)(1), 3.1(1), 

3.1(2)(2), 4.2(1), B.1(2), C.1(1)(2)),. 

2. Sebagian besar bakteri antagonis yang ditemukan bersifat gram positif, 

hipersensitif negatif, soft rot negatif, hipovirulen, fermentatif, pelarut fosfat, 

casein positif, lechitinase negatif, pendar flouresens, arginine positif, mampu 

menggunakan beberapa bahan organik, dan mampu tumbuh pada suhu 39 ºC 

dan 40 ºC,. 

3. Identifikasi molekuler menunjukkan bahwa identitas bakteri simbion lalat buah 

yang bersifat antagonis terhadap patogen busuk buah jambu kristal adalah 

Pseudomonas aeruginosa (isolat B.1(2)).  

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan disarankan untuk melakukan 

penelitian lebih lanjut terhadap kemampuan isolat terpilih dalam menekan 

pertumbuhan patogen secara in planta. 
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