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ABSTRAK

Porang merupakan salah satu komoditas ekspor yang pada saat ini sedang digencarkan produksinya oleh
Pemerintah Indonesia. Penyakit busuk lunak menjadi salah satu kendala dalam budi daya dan pascapanen yang
mengakibatkan penurunan produktivitas serta kualitas porang. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri
patogen yang menginfeksi umbi porang serta menentukan karakter morfologi dan molekulernya. Sebanyak 43 isolat
bakteri berhasil diisolasi dari umbi porang yang bergejala busuk lunak asal Kabupaten Malang. Sepuluh isolat di
antaranya menunjukkan reaksi positif pada uji hipersensitif. Aktivitas amilolitik, pektinolitik, mannanase, dan
proteolitik ditunjukkan oleh tiga isolat bakteri, di antaranya B4, B7, dan BLUB15 dengan membentuk zona bening di
sekitar titik inokulasi. Hasil uji pembusukan menunjukkan bahwa isolat B4 menghasilkan gejala pembusukan paling
parah hingga 97,88% pada umbi kentang dan 37,12% pada katak porang. Sepasang primer PCR ExpccR/ExpccF yang
digunakan berhasil mendeteksi isolat B4 sebagai Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) pada pita
550 bp. Di luar dugaan, hasil identifikasi dua isolat lainnya tidak menunjukkan kemiripan dengan bakteri penyebab
busuk lunak yang telah dikenal sebelumnya. Dua isolat tersebut menunjukkan kemiripan dengan Empedobacter sp.
B7 (98,7%) dan Pseudomonas sp. BLUB15 (97,6%) hasil analisis gen 16S rRNA. Sejauh ini, berdasarkan literatur yang
ada, hasil ini merupakan laporan pertama yang menemukan bakteri fitopatogen penyebab busuk lunak pada umbi
porang, di luar genus Pectobacterium dan Dickeya.

Kata kunci: glukomannan, enzim mannanase, Pectobacterium, pembusukan

ABSTRACT

Porang is one of the export commodities whose production is currently intensive by the Indonesian Government.
Soft rot disease is one of the obstacles in cultivation and post-harvest of porang, which results in a decrease in
productivity and quality of porang. This study aims to isolate pathogenic bacteria that infect porang tubers and
determine their morphological and molecular characters. A total of 43 bacteria were isolated from porang tubers with
soft rot symptoms from Malang Regency. Ten isolates of them showed positive reactions in the hypersensitivity test.
Amylolytic, pectinolytic, mannanase, and proteolytic activities were shown by three bacterial isolates, including B4,
B7, and BLUB15, by forming a clear zone around the inoculation point. The results of the decay test showed that B4
isolate had the most severe signs of decay, up to 97.88% in potato tubers and 37.12% in the porang frog. A pair of
ExpccR/ExpccF PCR primers successfully detected B4 isolate as Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
(Pcc) in the 550 bp band. Unexpectedly, identifying the other two isolates did not show any similarity to the bacteria
that cause soft rot, which was previously known. The two isolates showed similarities to Empedobacter sp. B7 (98.7%)
and Pseudomonas sp. BLUB15 (97.6%) as aresult of 16S rRNA gene analysis. So far, based on the existing literature,
this is the first report of phytopathogenic bacteria causing soft rot outside the genus Pectobacterium and Dickeya.

Keywords: decay, glucomannan, mannanase enzyme, Pectobacterium

potensi untuk dikembangkan dalam industri pangan
hingga manfaatnya di bidang medis. Umbi porang
memiliki kandungan glukomanan yang cukup tinggi
berkisar antara 50-70% (Wigoeno et al. 2013).
Glukomanan sendiri merupakan karbohidrat yang sulit
dicerna (low digester) yang banyak digunakan sebagai

PENDAHULUAN

Porang  (Amorphophallus  muelleri  Blume)
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pengemulsi, makanan, dan minuman rendah Kkalori
(Zhang et al. 2005). Tepung murni yang diekstraksi dari
umbi, umumnya dikenal sebagai konjac glukomanan
(KGM), dapat dimanfaatkan sebagai obat anti-
obesitas, anti-hiperglikemik, dan anti-hiperkolesterol
(Chua et al. 2010). Selain itu, olahan tepung porang


http://journal.ipb.ac.id/index.php/JIPI

464

dapat dijadikan sebagai salah satu sumber pangan
alternatif pengganti karbohidrat.

Dalam proses budi daya porang, petani
menghadapi beberapa masalah, salah satunya adalah
penyakit busuk lunak umbi yang disebabkan oleh
infeksi bakteri patogen. Patogen ini menyerang bagian
umbi, baik pada masa tanam maupun pada saat
pascapanen. Penyakit busuk lunak yang menyerang
pada masa penyimpanan dapat menurunkan kualitas
chip porang yang dijadikan sebagai produk ekspor ke
beberapa negara, seperti Cina, Taiwan, dan Jepang.
Busuk lunak merupakan salah satu penyakit perusak
tanaman yang disebabkan oleh mikroorganisme
patogen, salah satunya adalah infeksi bakteri (Lee et
al. 2021). Mikroorganisme patogen yang umum
menyerang umbi adalah Erwinia carotovora dan P.
carotovora pada A. konjac (Wu et al. 2011), Dickeya
dadantii pada A. rivier (Czajkowski et al. 2011), dan P.
stutzeri pada A. muelleri (Aini et al. 2020). Bakteri-
bakteri inilah yang berpotensi menyebabkan busuk
lunak pada umbi porang.

Informasi terkait bakteri patogen penyebab busuk
lunak pada umbi porang masih terbatas, terutama di
Indonesia. Deteksi dan karakterisasi patogen
penyebab busuk lunak masih perlu dikembangkan
karena informasi tersebut akan dijadikan sebagai
dasar dalam menentukan pengendalian yang tepat dan
meningkatkan kualitas umbi. Tujuan penelitian ini
adalah mengisolasi bakteri patogen penyebab penyakit
busuk Ilunak pada umbi porang, mengevaluasi
kemampuannya dalam menyebabkan pembusukan
pada umbi kentang dan katak porang secara in vitro,
dan mengidentifikasi secara molekuler isolat bakteri
patogen potensial.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari—
November 2021. Metode penelitian yang dilakukan
adalah eksperimen yang dilakukan di Laboratorium
Biokimia, Balai Besar Penelitian dan Pengembangan
Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian (BB
Biogen).

Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Patogen

Isolasi bakteri patogen dilakukan dengan mengacu
pada metode Arfani et al. (2018). Sampel umbi
diperoleh dari 3 lokasi berbeda, yakni Kebun
Percobaan Leuwikopo IPB, Jawa Barat (6°33'46.6"S
106°43'35.7"E), Desa  Rejosari (8°16'32.5"S
112°36'04.2"E) dan Desa Tawang Argo (7°49'29.6"S
112°34'43.3"E) Kabupaten Malang. Umbi yang
bergejala busuk lunak dicuci dengan air mengalir dan
dipotong dengan ukuran 1x0,5x0,2 cm?®. Sterilisasi
permukaan dilakukan dengan merendam umbi pada
larutan NaOCI 1% (2 menit) dan aquades steril 2 kali
(masing-masing 1 menit). Potongan umbi yang telah
steril dikering-anginkan dengan tisu steril dan
ditimbang hingga 25 g. Sampel digerus hingga lembut
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dengan menambahkan aquades steril ke dalam
mortar. Sebanyak 1 mL ekstrak yang telah halus
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah diisi
dengan aquades steril sebanyak 9 mL untuk dilakukan
pengenceran bertingkat. Sebanyak 100 pL suspensi
bakteri ditumbuhkan pada media nutrient agar (NA)
dengan pengenceran 105, 10, 107. Isolat diinkubasi
selama 48 jam pada suhu ruang dan diamati
perkembangan koloninya.

Uji Hipersensitif

Uji hipersensitif pada daun tembakau dilakukan
mengikuti prosedur yang dilakukan oleh Klement dan
Goodman  (1967) dengan modifikasi media
perbanyakan bakteri menggunakan aquades steril.
Isolat bakteri patogen berumur 24 jam disuspensikan
pada aquades steril. Sebanyak 1 mL (108 cfu/mL)
suspensi bakteri yang ditumbuhkan pada aquades
steril diinfiltrasikan pada permukaan daun bagian
bawah menggunakan jarum suntik steril. Infiltrasi
aquades steril pada bagian daun yang lain digunakan
sebagai perlakuan kontrol pembanding. Pengamatan
gejala dilakukan selama 7 hari. Adanya nekrosis di
wilayah sekitar inokulasi menunjukkan reaksi positif
pada uji hipersensitif dan isolat tersebut akan
digunakan untuk pengujian selanjutnya.

Uji Pembusukan

Uji pembusukan dilakukan mengikuti prosedur
Azizah (2015) untuk membedakan isolat bakteri yang
diisolasi mampu menyebabkan gejala busuk lunak
pada umbi kentang dan katak porang. Umbi dan katak
dicuci dengan air mengalir dan dilakukan strerilisasi
permukaan dengan cara direndam dengan larutan
Nystatin 2% untuk menghindari pertumbuhan
cendawan pada permukaan umbi/katak. Umbi/katak
dibelah menjadi dua bagian dan ditusuk sedalam 5 mm
pada 6 titik menggunakan jarum steril. Koloni bakteri
diperbanyak dalam media luria bertani (LB) broth dan
digoyang selama 48 jam. Sebanyak 100 pL (108 cfu/ml)
isolat bakteri patogen diinokulasikan ke permukaan
umbi dan katak sehat dengan cara dilukai dengan
sengaja menggunakan jarum suntik. Sebagai
perlakuan kontrol, umbi/katak dilukai dan disuntik
dengan aquades steril. Pengamatan dilakukan selama
14 hari di dalam cawan steril dan diinkubasi pada suhu
ruang. Reaksi positif ditunjukkan oleh kehadiran gejala
busuk pada bagian umbi/katak. Keparahan penyakit
akibat infeksi patogen pada umbi/katak dapat dilihat
dengan menghitung luas serangan (LS) yang dihitung
menggunakan persamaan (Firgiyanto et al. 2016):

LS = mr?
Keterangan:
LS = Luas serangan umbi/katak yang bergejala
busuk lunak
Mn =3,14
r2 = Jari-jari serangan pada umbi/katak

Persentase luas serangan bakteri patogen dihitung
dengan rumus:
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Persentase LS (%) = (luas serangan/luas umbi) x
100%.

Uji Patogenesis

Isolat patogen yang memiliki gejala pembusukan
paling parah kemudian diuji patogenesitasnya dengan
planlet porang. Planlet diperoleh dari Laboratorium
Biak Sel dan Jaringan BB BIOGEN yang merupakan
hasil sub-kultur berumur 4 minggu. Variasi perlakuan
uji patogenesis adalah inokulasi isolat bakteri secara
tunggal (B4, B7, dan BLUB15), kombinasi dua isolat
(B4+B7, B4+BLUB15, dan B7+BLUB15), dan kontrol
dengan aquades steril. Inokulasi bakteri dilakukan
dengan metode siram yang mengacu pada Delfiani
(2003). Isolat bakteri patogen berumur 24 jam
dilarutkan dalam aquades steril dengan kerapatan 108
cfu/mL. Sebanyak 100 pL inokulum disiramkan di atas
permukaan media pada botol kultur dan diratakan ke
seluruh permukaan media dengan cara digoyang
secara perlahan. Perlakuan kontrol menggunakan
aquades steril. Inkubasi dilakukan pada suhu 25-27°C
selama 4 minggu. Pengamatan dilakukan berdasarkan
muncul tidaknya gejala pada planlet porang dimulai
pada 1 hari setelah inokulasi bakteri patogen. Gejala
yang timbul dengan metode siram adalah adanya layu
pada daun paling bawah dan warna menjadi
menguning. Insidensi penyakit (IP) dihitung pada hari
ke-28 menggunakan rumus Towsend & Heuberger
(1943):

n
IP = N* 100%

Keterangan:

IP = Insidensi penyakit

n =Jumlah planlet yang bergejala
N = Jumlah planlet yang diamati

Tingkat ketahanan planlet yang diujikan dapat
diketahui dengan nilai persentase insidensi penyakit
(IP) yang dikonversikan ke derajat ketahanan menurut
Maharijaya et al. (2008); rentan (IP > 75%), agak
rentan (50% < IP < 75%), tahan (IP < 25%), agak tahan
(25% < IP < 50%).

Karakterisasi Bakteri

Morfologi. Koloni  bakteri yang  memiliki
karakteristik morfologi yang berbeda akan dilakukan
pemurnian pada media baru untuk mendapatkan koloni
tunggal dan dilakukan identifikasi secara morfologi.
Karakter morfologi yang diamati meliputi bentuk sel
(coccus, bacili), tepi koloni (entire, undulate), elevasi
koloni (flat, convex, raised), bentuk koloni (circular,
irregular, punctiform), dan warna koloni yang mengacu
pada Cappuccino dan Welsh (2018).

Uji amilase. Aktivitas amilolitik pada bakteri diukur
dengan mengacu pada prosedur yang dilakukan oleh
Silitonga et al. (2019). Isolat bakteri patogen berumur
24 jam dibiakkan pada media NA yang diperkaya
dengan amilum yang berasal dari tepung tapioka.
Komposisi media yang digunakan adalah nutrient broth
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0.65, agar 2 g, tapioka 0,5 g, dan 50 mL aquades.
Pengamatan dilakukan selama 3—4 hari. Isolat bakteri
patogen yang menunjukkan aktivitas amilolitik pada
media dibuktikan dengan pembentukan zona bening di
sekitar isolat bakteri. Visualisasi zona bening pada uji
enzim amilase dilakukan dengan meneteskan larutan
lugol 10 % (dengan komposisi yodium murni (12) 5%,
kalium iodida (KI) 10 %, dan H20 85 %) sebanyak 1-2
tetes di atas media perbanyakan.

Uji Pektinase. Aktivitas pektinolitik diuji dengan
metode yang dilaporkan sebelumnya oleh Widowati et
al. (2014). Isolat bakteri patogen yang berumur 24 jam
diinkubasi pada media NA yang diperkaya dengan
pektin (nutrient broth 0,65 g, agar 1 g, ekstrak pektin
0.5 g, dan 50 mL aquades). Inkubasi pada suhu ruang
dilakukan selama 48 jam. Zona bening akan terbentuk
di sekitar koloni bakteri yang mampu memproduksi
enzim pektinase.

Uji Mannanase. Aktivitas mannanase diuji dengan
menumbuhkan isolat bakteri patogen yang berumur 24
jam pada media NA yang diperkaya dengan locust
bean gum (LBG). Komposisi media yang digunakan
adalah sebagai berikut: nutrient broth 0,15 g, agar 1 g,
yeast 0,175 g, trypton 0,175 g, MgS0O4 0,175 g, KH2PO4
0,1225 g, (NH4)2S04 0,0875 g, NaCl 0,1 g, LBG 0,325
g, dan 50 mL aquades pada pH 7,0 (Sumardi 2005).
Visualisasi zona bening pada uji enzim mannanase
dilakukan dengan meneteskan larutan congo red 0,1%
hingga merata ke seluruh permukaan cawan dan
didiamkan sekitar 15 menit, kemudian dibilas dengan
larutan NaCl 2% (Meryandini et al. 2008).

Uji Protease. Aktivitas proteolitik diuji dengan
menumbuhkan isolat bakteri endofit yang berumur 24
jam pada media NA yang diperkaya dengan susu skim.
Komposisi media yang digunakan adalah nutrient broth
2,4 g, agar 2 ¢, 2% susu skim, dan 100 mL akuades.
Inkubasi pada suhu ruang dilakukan selama 24—48 jam.
Zona bening akan terbentuk di sekitar koloni bakteri
yang mampu memproduksi enzim protease (Baehaki &
Budiman 2011).

Identifikasi molekuler. DNA bakteri diekstraksi
mengikuti protokol Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit
(Geneaid Biotech Ltd.). DNA 16S rRNA diamplifikasi
menggunakan mesin PCR (Bio-Rad T100 PCR
Thermal Cycler) dengan primer universal 63f (5’-CAG
GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’) dan 1387r (5'-GGG
CGG WGT GTA CAA GGC-3’). Amplifikasi 16S rRNA
dilakukan pada kondisi sebagaimana dipublikasikan
oleh Marchesi et al. (1998), yakni pre-denaturasi 95°C
selama 4 menit, denaturasi 95°C selama 1 menit,
annealing 55°C selama 1 menit, elongasi 72°C selama
1 menit, post-elongasi 72°C selama 10 menit, 30 siklus.
Komposisi total reaksi 25 pL mengikuti protokol
GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA) yang
terdiri atas 1 pL primer forward dan 1 uL primer
reverse, 1 uL DNA (100 ng), 9,5 pL ddH20, dan 12,5
ML dengan target 1300 pasang basa (1300 bp).
Identifikasi juga dilakukan dengan primer spesifik
kelompok bakteri soft rot di antaranya Dickeya (Dsp)
(Laurila et al. 2010), P. atrosepticum (Pba) (Frechon et
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al. 1998), P. carotovorum subsp. carotovorum (Pcc)
(Kang et al. 2003), P. carotovorum subsp. brasiliense
(Pcb) (Ashmawy et al. 2015) dengan kondisi PCR pada
Tabel 1. Amplikon dikirim ke PT. Genetika Science
Indonesia untuk proses sekuensing. Sekuens DNA
yang diperoleh dianalisis kesejajarannya
menggunakan Bioedit dan dibandingkan dengan basis
data sekuens DNA 16S rRNA yang terdapat pada
GeneBank menggunakan program basic local
alignment search tool-nucleotides (BLAST-N) pada
situs National Centre for Biotechnology Information
(NCBI). Pohon filogenetik dikonstruksi menggunakan
neighbor-joining method dengan aplikasi Mega X.

Analisis Data

Rancangan percobaan yang digunakan adalah
rancangan acak lengkap (RAL) dengan 3 kali ulangan.
Data yang diperoleh dianalisis dengan analisis ragam
(ANOVA) menggunakan perangkat lunak yang
digunakan Microsoft Excel 2010 dan R Studio 4.1.1.
Apabila terdapat perbedaan yang nyata pada ANOVA,
maka dilanjutkan dengan menggunakan uji Tukey
pada tingkat kepercayaan 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Seleksi Bakteri Penyebab Busuk Lunak
pada Umbi Porang

Sebanyak 43 bakteri diisolasi dari umbi porang
dengan gejala busuk lunak dari 3 lokasi yang berbeda.
Masing-masing isolat diuji reaksi hipersensitif untuk
mengetahui sifat patogeniknya yang diujikan pada
daun tembakau. Berdasarkan uji hipersensitif, sepuluh
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isolat menunjukkan reaksi positif dengan pembetukan
bercak nekrosis berwarna kuning pada titik sekitar
inokulasi bakteri. Pembentukan bercak nekrotik pada
daun merupakan bentuk pertahanan tanaman
terhadap serangan mikroorganisme yang bersifat
patogenik. Kematian sel jaringan tanaman merupakan
respons lanjutan jaringan daun agar kolonisasi bakteri
tidak menyebar. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Amrulloh et al. (2021) bahwa reaksi hipersensitif
mengakibatkan kejadian nekrosis pada daun
tembakau. Hal ini merupakan bentuk pertahanan
tanaman terhadap serangan mikroorganisme yang
bersifat patogen. Isolat bakteri patogen yang bereaksi
positif pada uji hipersensitif, diamati karakter
morfologinya meliputi bentuk sel dan koloni, warna,
tepian, dan elevasi. Hasil pengamatan menunjukkan
sepuluhisolat tersebut memiliki bentuk sel dan karakter
morfologi yang beragam (Tabel 2).

Uji Pembusukan Isolat Bakteri Terseleksi

Sepuluh isolat yang bersifat patogenik pada uji
hipersensitif, diujikan pada umbi kentang dan katak
porang untuk melihat kemampuannya dalam
menyebabkan gejala busuk lunak. Umbi kentang
digunakan dalam percobaan ini sebagai perlakuan
pembanding dikarenakan umbi kentang memiliki
jaringan yang lebih lunak dan sangat rentan terhadap
penyakit tanaman kelompok soft rot. Sementara itu,
katak porang digunakan dalam pengujian dikarenakan
memiliki tekstur yang sama dengan umbi porang serta
lebih mudah diperoleh. Hasil pengujian menunjukkan
tiga isolat mampu menyebabkan gejala busuk lunak
pada umbi kentang dan katak porang, yakni B4, B7,
dan BLUB15. Persentase luas serangan ketiga isolat

Tabel 1 Kondisi reaksi PCR kelompok bakteri soft rot dengan primer spesifik

Jenis primer dan durasinya

Tahapan reaksi Expccf/EXpccR Df/Dr Y45/Y46 BR1f/L1r

(Pcc) (Dsp) (Pba) (Pcb)
Pre-denaturasi 94°C, 4 menit 94°C, 5 menit 94°C, 5 menit 94°C, 2 menit
Denaturasi 94°C, 1 menit 94°C, 1 menit 94°C, 30 detik 94°C, 1 menit
Annealing 60°C, 1 menit 62°C, 1 menit 65°C, 45 detik 62°C, 45 detik
Elongasi 72°C, 2 menit 72°C, 2 menit 72°C, 45 detik 72°C, 90 detik
Post-elongasi 72°C, 7 menit 72°C, 2 menit 72°C, 5 menit 72°C, 10 menit
Siklus 30x 35x 40x 25x
Target 550 bp 130 bp 420 bp 332 bp
Keterangan: Dickeya sp. (Dsp); Pectobacterium atrosepticum (Pba); Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

(Pcc); Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense (Pcb); pasang basa (bp).

Tabel 2 Karakter morfologi isolat bakteri patogen penyebab busuk lunak umbi porang

Kode isolat Bentuk Sel Warna Bentuk Koloni Tepian Elevasi
B3 coccus merah filamentous filiform raised
B4 bacili putih bening irregular undulate raised
B7 bacili kuning pucat circular entire umbonate
B8 basil putih irregular undulate raised
Lwo2 basil putih irregular undulate umbonate
Lwo4 basil putih keruh irregular lobate raised
LWO06 basil putih irregular undulate raised
BLUB12 basil kuning circular entire raised
BLUB13 basil putih bening irregular undulate raised
BLUB15 coccus kuning pucat irregular undulate umbonate
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bakteri patogen dalam menyebabkan pembusukan
disajikan pada Tabel 3. Hasil analisis sidik ragam
menunjukkan bahwa gejala busuk lunak teramati pada
hari ke-14 setelah inokulasi bakteri patogen, dan isolat
B4 menunjukkan pengaruh yang nyata pada perlakuan
kontrol, baik pada perlakuan umbi kentang (97,8%) dan
pada katak porang (37,1%).

Gejala pada umbi kentang diawali dengan
perubahan warna menjadi kecokelatan dan kemudian
menghitam, tekstur umbi menjadi lunak dan berlendir
disertai bau tidak sedap ketika dipotong. Berbeda dari
perlakuan kontrol dengan aquades steril, umbi kentang
tidak mengalami perubahan, baik dari segi tekstur dan
warna (Gambar 1). Hal ini sesuai dengan pernyataan
Javandira (2012), yakni pada bagian umbi yang
terinfeksi patogen akan berwarna kecokelatan disertai
pelunakan pada jaringan dan terdapat lendir berwarna
krem. Sementara itu, gejala pada katak porang yang
terinfeksi oleh bakteri patogen di antaranya katak
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mengalami perubahan warna pada hari ke-2 dari
kuning menjadi kecokelatan. Tekstur katak mengalami
pelunakan serta mengeluarkan bau busuk pada akhir
pengamatan. Warna umbi berubah menjadi cokelat
kehitaman, kulit umbi yang terserang patogen mudah
mengelupas (Gambar 2). Umbi atau katak porang yang
bergejala busuk lunak berwarna cokelat kehitaman,
bertekstur lunak, disertai bau yang tidak sedap (Azizah
2015).

Uji Patogenesis pada Planlet Porang

Uji patogenesis pada planlet dilakukan dengan
menginokulasikan suspensi bakteri secara tunggal dan
kombinasi dua isolat patogen yang bertujuan untuk
mengetahui respons planlet porang terhadap variasi
inokulasi bakteri. Isolat yang digunakan merupakan
isolat B4, B7, dan BLUB15 yang mampu menyebabkan
gejala penyakit pada uji pembusukan. Hasil analisis

Tabel 3 Luas serangan penyakit busuk lunak pada umbi kentang dan katak porang pada hari ke-14 setelah inokulasi

LS kentang (%)

LS porang (%)

Perlakuan

7 HSI 14 HSI 7 HSI 14 HSI
B4 46,22+ 2,42 97,82+2,12 19,42+5,01 37,12+ 7,34
B7 9,690+ 1,91 20,9°+4,51 0,660+ 0,47 4,79% + 1,67
BLUB15 20,7b+5,70 32,6 +5,29 0,69° + 0,50 1,21+ 0,41
Kontrol 0,00 ¢+ 0,00 0,00 ¢+ 0,00 0,000 + 0,00 0,00°+ 0,00

Keterangan: HSI = Hari setelah inokulasi dan LS = Luas serangan.

BLUB15

Gambar 1 Uji pembusukan isolat bakteri patogen pada umbi kentang pada hari ke-14 setelah inokulasi. Isolat B4
menunjukkan perubahan tekstur umbi menjadi lunak dan mudah hancur, disertai bau yang tidak sedap
dibandingkan dengan perlakuan kontrol aquades tidak mengalami perubahan baik tekstur maupun bau sejak

hari pertama inokulasi bakteri patogen.

BLUB15

Gambar 2 Uji pembusukan isolat bakteri patogen pada katak porang pada hari ke-14 setelah inokulasi. Perlakuan B4
menunjukkan luas serangan paling tinggi dibandingkan perlakuan B7 dan BLUB15. Katak porang mengalami
pelunakan pada bagian permukaan disertai bau tidak sedap.
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sidik ragam keparahan penyakit perlakuan
planlet+B4 menunjukkan perbedaan yang nyata pada
perlakuan kontrol (Tabel 4). Kenampakan planlet yang
tidak diberi perlakuan bakteri menunjukkan daun dan
batang yang sehat serta warna media tampak bersih.
Hal ini sebagai indikasi tidak adanya mikroorganisme
yang tumbuh di media perbanyakan. Pada perlakuan
planlet+B4 menunjukkan gejala pada planlet yang
diawali dengan adanya perubahan pigmentasi pada
daun. Daun planlet yang awalnya hijau tua semakin
lama akan berkurang pigmentasi warnanya. Gejala
yang terjadi pada batang adalah terjadi perubahan
warna menjadi kecokelatan pada 14 HSI. Propagul
yang pada awalnya berwarna putih menjadi
kecokelatan kemudian menghitam. Gejala akhir pada
bagian daun dan batang planlet porang mengalami
kelayuan serta berwarna pucat secara keseluruhan
(Gambar 3). Hal ini sesuai dengan pernyataan
Maharijaya et al. (2008) bahwa gejala penyakit dalam
pengujian in vitro antara lain terdapat perubahan warna
pada planlet menjadi pucat atau pudar dan berikutnya
tanaman menjadi lemah.

Uji Kualitatif Aktivitas Enzim Isolat Bakteri Patogen

Tiga isolat patogen yang mampu menyebabkan
gejala busuk lunak pada umbi kentang dan katak
porang dilakukan uji aktivitas enzimatik di antaranya
enzim amilase, pektinase, mannanse, dan protease
(Tabel 5). Zona bening yang terbentuk pada uji
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amilolitik di sekitar titik inokulasi menunjukkan bahwa
bakteri tersebut memproduksi enzim amilase yang
berhasil menghidrolisis pati menjadi senyawa yang
lebih sederhana (Silitonga et al. 2019). Pada uji
pektinolitik, pektinase dimanfaatkan bakteri patogen
sebagai sumber karbon dan energi (Hadiwiyono et al.
2013). Ketiga isolat bakteri patogen menunjukkan

aktivitas mannanase yang ditandai dengan
pembentukan zona tidak ungu di sekitar koloni bakteri.
Mannan merupakan polisakarida yang dapat

ditemukan pada umbi Amorphophallus sp. (Sasongko
et al. 2015). Bakteri mannanolitik merupakan bakteri
yang mampu mendegradasi enzim mannanase
dengan cara menguraikan manan dan galaktomanan
menjadi manosa dan galaktosa (Johnson 1990).
Aktivitas proteolitik juga ditunjukkan oleh ketiga isolat
patogen yang ditunjukkan dengan pembentukan zona
bening. Enzim protease yang dieksresikan oleh genus
Empedobacter B7 dan Pseudomonas BLUB15 bersifat
saling melemahkan kemampuan virulensi patogen
pada saat diinokulasikan secara bersamaan. Hal ini
dibuktikan dengan hasil uji patogenesis pada planlet
porang, di mana pelakuan kombinasi antara dua isolat
patogen B7+BLUB15 tidak menyebabkan gejala
penyakit pada planlet berumur 28 HSI.

Karakterisasi Molekuler
Berdasarkan analisis sekuens gen 16S rRNA, isolat
B4 memiliki kekerabatan dengan Pectobacterium

Tabel 4 Pengaruh perlakuan bakteri patogen pada insidensi penyakit yang diinokulasikan secara tunggal pada planlet
porang pada hari ke-28 setelah inokulasi
Perlakuan Insidensi penyakit (%) Tingkat Ketahanan

(Maharijaya et al. 2008)

Planlet+Aquades 00.00 b +00.00 Tahan
Planlet+B4 88.892+11.11 Rentan
Planlet+B7 77.782+11.11 Rentan
Planlet+BLUB15 77.77 2+ 22.22 Rentan
Planlet+B4+B7 77.782+11.11 Rentan
Planlet+B4+BLUB15 66.67 2+ 00.00 Agak rentan

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom dan baris yang sama tidak memperlihatkan perbedaan nyata

pada uji Tukey taraf 5%.

Gambar 3 Uji patogenesis isolat bakteri patogen terhadap planlet porang (28 HSI)

Tabel 5 Uji kualitatif aktivitas enzimatik isolat bakteri patogen penyebab busuk lunak umbi porang

Kode isolat Amilase Pektinase Mannanase Protease
B4 + + + +
B7 + + + +
BLUB15 + + + +

Keterangan: + = bereaksi positif.
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carotovorum subsp. carotovorum 95,7% lIsolat B4 yang
menunjukkan gejala pembusukan paling parah
dianalisis dengan 4 jenis primer spesifik kelompok soft
rot antara lain untuk mendeteksi Dickeya (Dsp), P.
atrosepticum  (Pba), P. carotovorum  subsp.
carotovorum (Pcc), P. carotovorum subsp. brasiliense
(Pcb). Hasil analisis dengan primer spesifik kelompok
soft rot menunjukkan bahwa isolat B4 memiliki
kedekatan dengan Pcc dengan hasil produk 550 bp
(Gambar 4). Patogen dari genus Pectobacterium sp.
yang merupakan agens penyebab utama bakteri busuk
lunak adalah P. carotovorum subsp. carotovorum (Wu
et al. 2011). Spesies Pectobacterium merupakan
bakteri patogen Gram-negatif yang termasuk dalam
famili Pectobacteriaceae yang sebelumnya
diklasifikasikan dalam genus Erwinia (Rosenzweig et
al. 2016). Pectobacterium sp. telah lama dikenal
sebagai patogen penyebab penyakit seperti blackleg,
busuk batang, dan busuk lunak yang menyerang
seledri, wortel, tomat, dan komoditas lainnya, baik di
lapangan maupun pada saat penyimpanan
(Perombelon dan Kelman 1980). Enzim-enzim
ekstraseluler protease dan pengurai dinding sel
tumbuhan seperti pektat liase, poligalakturonase, dan
selulase, merupakan faktor-faktor virulensi fitopatogen
yang menyebabkan maserasi jaringan, pembusukan,
dan kematian tumbuhan (Barras et al. 1994; Bell et al.
2004).

Dua isolat patogen lainnya teridentifikasi sebagai
Empedobacter falsenii B7 (98,8%) dan Pseudomonas
sp. BLUB15 (97,3%). Konstruksi pohon filogenetik
bakteri-bakteri penyebab busuk lunak umbi porang
disajikan pada Gambar 5. E. falsenii yang sebelumnya
dikenal sebagai Wautersiella falsenii adalah satu-
satunya spesies dari genus tersebut dan dilaporkan
sebagai bakteri patogen pada manusia (Zaman et al.
2017). Selama ini kedua bakteri tersebut tidak dikenal
sebagai bakteri soft rot, namun mengingat
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kemampuannya dalam mengekskresikan enzim-enzim
pe ndegradasi komponen dinding sel tumbuhan
(pektinase), amilase, mannanase, dan protease
menjadikannya perlu diwaspadai potensinya sebagai
kandidat new emerging disease pada porang. Anggota
genus Pseudomonas yang telah dipublikasin sebagai
penyebab penyakit busuk lunak yaitu P. allii. Di
Jepang, strain Pseudomonas tersebut menyebabkan
soft rot pada bawang merah dengan gejala umum
terbentuknya bercak pada helaian daun dan/atau
gejala busuk pada pelepah daun dan umbi (Sawada et
al. 2021).

KESIMPULAN

Tiga isolat bakteri patogen yang diisolasi dari umbi
porang memiliki potensi dalam menyebabkan penyakit
busuk lunak. Berdasarkan uji pembusukan, isolat B4
yang menunjukkan gejala paling parah diketahui
sebagai P. carotovorum subsp. carotovorum (Pcc)
setelah dianalisis dengan primer 16S rRNA dan
dikonfirmasi dengan primer spesifik ExpccR/ExpccF
pada 550 bp. Pcc B4 memiliki aktivitas enzim di
antaranya amilolitik, proteolitik, pektinolitik, dan
mannanolitik yang merupakan faktor-faktor penting
bakteri fitopatogen dalam mekanisme pelunakan
jaringan tanaman.
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Gambar 5 Pohon filogenetik bakteri penyebab busuk lunak umbi porang (B4,B7, BLUB15) dengan beberapa strain lain di

GenBank menggunakan metode Neighbour Joining.
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