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DAFTAR SINGKATAN DAN LAMBANG

SINGKATAN

DNA = Deoxyribonucleic Acid

CVPD = Citrus Vein Phloem Degeneration
AAS = Atomic Absorbtion Spectrophotometer
MLO = Mycoplasma like-organism

BLO = Bacterium-like-organism

PCR = Polymerase Chain Reaction

uv = Ultraviolet

GO = Greening Organism

DPPH = 2,2-difenil-2-pikrilhidrazil

LU = Lintang Utara

LS = Lintang Selatan

GAEAC = Gallic Acids Equivalent Antioxidant Capacity
LAMBANG

g =gram

mg = milligram

ug = mikrogram

ul = mikroliter

ml = milliliter

| = liter

nm = nanometer

%b/b = persen berat






BAB I
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

eruk (Citrus spp.) merupakan komoditas buah yang paling populer

di dunia setelah anggur. Daerah tumbuhnya membentang dari 40°
LU-4Q° LS, dan total luas areal tanaman jeruk di seluruh dunia tidak
kurang dari 1,5 juta hektar. Jeruk bukan tanaman asli Indonesia,
negeri asal jeruk adalah India, Cina, Australia, dan Kaledonia Baru.
Sejak ratusan tahun yang lalu, jeruk sudah tumbuh di Indonesia
baik secara alami atau dibudidayakan. Tanaman jeruk yang ada di
Indonesia adalah peninggalan orang Belanda yang mendatangkan
jeruk manis dan keprok dari Amerika dan Italia (Kemenristek, 2000).
Di Indonesia budidaya dan penelitian jeruk terus berkembang,
usaha ini sudah dilakukan orang sejak jaman sebelum kemerdekaan.
Dewasa ini usaha perkebunan dan penanaman jeruk tidak hanya
terpusat di Jawa, tetapi juga sudah hampir merata di daerah-daerah
lain termasuk juga di Bali yang kondisi iklim dan tanahnya cocok
untuk ditanami jeruk (Kementan, 2016).

Buah jeruk biasanya diolah menjadi olahan maupun
dikonsumsi secara segar. Sebagai komoditas yang bernilai ekonomi
tinggi, pengembangan jeruk perlu mendapat perhatian, mengingat
kontribusinya yang besar pada perekonomian nasional (Simatupang,
2009). Peningkatan produksi buah jeruk belum mampu untuk
memenuhi kebutuhan pasar dan belum mampu bersaing di
pasar pariwisata karena dalam peningkatan produksi masih ada
hambatannya terutama disebabkan oleh beberapa faktor antara
lain faktor budidaya, adanya serangan hama dan penyakit serta
penanganan panen serta pasca panen (Wirawan et al., 2014).

Tanaman jeruk merupakan salah satu tanaman hortikultura
yang sangat penting dalam perekonomian masyarakat. Tanaman ini
sudah lama dikenal dan dibudidayakan di Indonesia (Wahyuningsih,
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2009). Jeruk hampir selalu tersedia sepanjang tahun walaupun
hanya bisa panen dalam setahun dua kali saja, karena tanaman jeruk
tidak mengenal musim berbunga yang khusus (Zubaidah, 2010).
Sentra produksi buah jeruk pada tahun 2014 adalah Jawa Timur,
Kalimantan Selatan, Kalimantan Barat, Sumatra Utara dan sebagian
kecil dari provinsi lainnya (Kementan, 2016). Hasil perkebunan jeruk
di Indonesia berfluktuasi selama periode 2012 hingga 2016. Tahun
2015 menujutahun 2016 menurut Kementrian Pertanian tahun 2017
produksi buah Jeruk di Bali pada khususnya mengalami penurunan
35% dibandingkan tahun sebelumnya. Hal tersebut disebabkan oleh
beberapa faktor salah satunya adalah penyakit tanaman. Menurut
Wirawan et al. (2014) penyakit jeruk yang mempengaruhi produksi
buah jeruk salah satunya adalah serangan penyakit Citrus Vein
Phloem Degeneration (CVPD). Penyakit CVPD tergolong salah satu
penyakit dan mematikan pada tanaman jeruk. Penyakit CVPD telah
berkembang luas dan menjadi kendala utama usaha pengembangan
dan peningkatan produksi jeruk di Bali (Wijaya, 2007). Penyakit CVPD
dapat menyerang dan mematikan tanaman jeruk dalam waktu 1-2
tahun (da Graca, 1991).

Nama lain dari CVPD vaitu citrus greening, yellow shoot,
leaf mottle (Filipina), likubin atau decline (Taiwan), citrus dieback
(India), blotchy-mottle atau mottling disease (Afrika); dengan nama
internasional huanglongbing (China) (Zubaidah, 2010). Penyakit
CVPD disebabkan oleh Candidatus Liberibacter asiaticus dan
disebarkan oleh serangga vektor yaitu Diaphorina citri (Tirtawijaja,
1981; Sandrine et al., 1996; Wirawan et al., 2004; Secor et al.,
2009). Genom L. asiaticus strain A4 secara keseluruhan diurutkan
oleh Zeng et al. (2014) dan dilaporkan pada tahun 2014, melalui
penelitian genom ini dapat dipelajari beberapa polimorfisme DNA
patogen untuk menemukan strain tertentu di perkebunan jeruk
tempat pengambilan sampel.

Infeksi penyakit CVPD diawali dengan masuknya bakteri
Liberibacter asiaticus ke dalam seltanaman melaluitusukan serangga
vektor Diaphorina citri yang inaktif, akhirnya menyebabkan daun
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tanaman menguning (klorosis) dan buahnya kecil, rasanya masam
sehingga banyak merugikan petani. (Wirawan et al., 2004). Adanya
standarisasi buah jeruk yang meliputi standar panen dan standar
pasca panen (seperti grading (pengelompokan) buah, keseragaman
warna buah, pengemasan, penyimpanan, transportasi, kadar air,
kandungan vitamin C, dan kandungan gizi buah) yang beredar di
pasar menyebabkan buah jeruk terserang CVPD tidak laku di pasaran
(Wirawan et al., 2014).

Semua tanaman jeruk budidaya rentan terhadap serangan
penyakit CVPD (Mahayani, 2013). Jenis tanaman jeruk budidaya yang
rentan terhadap CVPD selanjutnya disebut tanaman jeruk CVPDs.
Di lain pihak dilaporkan beberapa jenis tanaman jeruk, terutama
tanaman jeruk yang tidak dibudidayakan secara ekonomi dan
beberapa tanaman kerabatnya, diketahui tahan terhadap penyakit
CVPD. Jenis tanaman jeruk dan kerabatnya yang tahan CVPD ini
untuk selanjutnya disebut tanaman jeruk CVPD". Tanaman jeruk yang
tahan CVPD (CVPD') diduga mengandung gen yang menghasilkan
suatu sifat yang sanggup mematahkan infeksi patogen CVPD atau
sanggup menolak penularan patogen yang dibawa oleh serangga
vektor (Wirawan et al., 2004).

Perkembangan penelitian bioteknologi berbasis biologi
molekuler, telah banyak memberi percepatan terhadap kemajuan
penelitian penyakit CVPD. Satu gen yang diberi nama fragmen DNA
CVPD" berperan dalam ketahanan tanaman jeruk terhadap penyakit
CVPD. Fragmen DNA CVPD' tersebut ditemukan pada tanaman
jeruk yang tahan atau relatif tahan terhadap penyakit CVPD yaitu
jeruk kinkit (Triphacia trifoliata), dan jeruk nipis tanpa biji (Citrus
aurantifolia var. seedles). Akan tetapi fragmen DNA CVPD" ini juga
ditemukan pada jeruk siam Kintamani, yang merupakan tanaman
jeruk yang rentan terhadap penyakit CVPD, sehingga menjadi
sulit menerangkan mekanisme infeksi penyakit CVPD. Semua gen
tersebut belum diketahui dengan pasti secara molekuler. Ada
kemungkinan bahwa fragmen DNA CVPD" tidak dapat berperan
dengan baik memberi ketahanan terhadap penyakit CVPD, sehingga
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pada tanaman timbul ekspresi penyakit CVPD. Fragmen DNA CVPD'
berfungsi untuk menghilangkan hambatan pengaruh bakteri CVPD
dalam penyerapan unsur hara ke dalam sel tanaman. Fragmen DNA
CVPD' berlokasi pada kromosom tanaman jeruk, tetapi mekanisme
kerja tingkat molekulnya belum diketahui (Wirawan et al., 2004).

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui keberadaan
fragmen DNA CVPD' pada berbagai jenis tanaman jeruk yang
ada di Bali menggunakan analisis Polymerase Chain Reaction
(PCR) dengan primer 011: GCGCGTATGCAATACGAGCGGC
dan 012: GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT untuk mendeteksi
keberadaan patogen bakteri L. asiaticus. Deteksi keberadaan
fragmen DNA CVPD' dilakukan dengan analisis PCR menggunakan
primer WR-F GACTAGGTGGTAATAACTACTTTT dan WR-R
CCTTTTTGGTCTATCTTTACTTAG. Sekuen fragmen DNA CVPD" dari
berbagai jenis tanaman jeruk yang ada di Bali akan dianalisis untuk
melihat polimorfismenya yang mungkin berkait dengan tingkat
infeksi patogen CVPD secara molekuler.

Diantara semua jeruk budidaya seperti jeruk keprok (Citrus
reticulate var keprok), jeruk selayar (Citrus reticulate var selayar),
jeruk siam (Citrus nobilis), jeruk nipis (Citrus aurantifolia), jeruk
limau (Citrus amblycarpa), jeruk nipis tanpa biji (Citrus aurantifolia
var. seedless), jeruk Bali (Citrus grandis), akan dicari keberadaan
fragmen DNA CVPD" menggunakan metode PCR dengan primer dari
fragmen DNA CVPD' (Wirawan et al., 2004).

Penelitian ini menjadi menarik untuk diteliti lebih lanjut
dilihat kenyataan bahwa penyakit CVPD hingga saat ini belum
dapat ditanggulangi dengan rumusan strategi pengendalian yang
belum tertata dengan baik. Hasil penelitian yang sudah banyak
dilakukan belum mampu menjelaskan mekanisme infeksi secara
detail. Penelitian ini mencoba menemukan polimorfisme fragmen
DNA CVPD'" pada beberapa jenis tanaman jeruk yang ada di Bali.
Berdasarkan latar belakang tersebut, maka peneliti tertarik untuk
mengkaji penelitian dengan judul polimorfisme fragmen DNA CVPD'
pada beberapa jenis tanaman jeruk di Bali.
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1.2. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut di atas, maka rumusan
permasalahan adalah sebagai berikut.

1. Apakah fragmen DNA CVPD' ditemukan pada jenis jeruk yang
rentan seperti jeruk keprok, jeruk siam, jeruk selayar, limau,
jeruk nipis, dan jeruk Bali ?

2. Apakah terdapat polimorfisme fragmen DNA CVPD" pada
tanaman jeruk yang tahan atau toleran dan tanaman jeruk yang
peka terhadap penyakit CVPD?

3. Bagaimanakah pohon filogenetik yang dihasilkan dari analisis
polimorfisme fragmen DNA CVPD" ?

4. Konsentrasi unsur hara apakah yang paling rendah pada
tanaman vyang terinfeksi penyakit CVPD dan bagaimana
pengaruhnya terhadap kualitas buah yang dihasilkan?

1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum

Tujuan umum dilakukannya penelitian ini adalah untuk
menemukan apakah semua jeruk mempunyai fragmen DNA CVPD"
yaitu gen yang terindikasi memberi ketahanan terhadap tanaman
jeruk. Adanya fragmen DNA CVPD" tersebut diharapkan dapat
meningkatkan ketahanan tanaman jeruk terhadap penyakit CVPD.

1.3.2. Tujuan Khusus

1. Untuk menganalisis distribusi fragmen DNA CVPD' pada jenis
tanaman jeruk rentan seperti jeruk keprok, jeruk siam, jeruk
selayar, jeruk nipis, dan jeruk Bali yang merupakan jeruk rentan
terhadap penyakit CVPD.

2.  Untuk mengetahui polimorfisme fragmen DNA CVPD" yang
terdapat pada tanaman jeruk yang tahan, toleran dan tanaman
jeruk yang peka terhadap penyakit CVPD.

3. Untuk analisis pohon filogenetik yang dihasilkan dari
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polimorfisme fragmen DNA CVPD".

4. Untuk mengetahui defisiensi unsur hara yang paling rendah
pada tanaman yang terinfeksi penyakit CVPD dan bagaimana
pengaruhnya terhadap kualitas buah yang dihasilkan.

1.4. Manfaat Penelitian

Berdasarkan tujuan penelitian yang hendak dicapai, maka
dengan adanya penelitian ini diharapkan akan dapat memberikan
manfaat baik secara teoriris (keilmuan) maupun secara praktis
(terapan) sebagai berikut:

1.4.1 Manfaat teoretis (manfaat akademik)

Berdasarkan penelitian ini diharapkan mampu mendukung
atau memperkuat teori tentang polimorfisme fragmen DNA CVPD’
pada beberapa jenis tanaman jeruk di Bali.

1.4.2 Manfaat praktis

1. Polimorfisme fragmen DNA CVPD' pada beberapa jenis tanaman
jeruk dapat diketahui.
Dapat menentukan strategi pengendalian penyakit CVPD.
Mampu menjelaskan tanaman jeruk yang tahan atau toleran
dan tanaman jeruk yang peka terhadap penyakit CVPD.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1, Penyakit CVPD

enyakit CVPD pada awalnya diduga disebabkan oleh virus

(Tirtawidjaja et al., 1965; Tirtawidjaja, 1980; Chen and
Mei, 1965), dengan perkembangan penelitian pada penyakit ini
kemudian dikatakan disebabkan oleh mycoplasma-like-organism
(MLO). Akan tetapi organisme yang diduga MLO ini segera diketahui
dibungkus oleh dinding setebal 25 nm yang jauh lebih tebal dari unit
membran yang khas untuk MLO yaitu antara 7 — 10 nm (Sandrine
et al., 1994). Penelitian lebih lanjut menunjukkan bahwa membran
setebal 25 nm itu merupakan membran bakteri yang memberi
indikasi bahwa penyebab penyakit CVPD adalah bakteri dan bukan
mikoplasma. Organisme yang sama seperti ditemukan pada CVPD
ini juga ditemukan pada tanaman selain jeruk pada lebih dari 20
jenis penyakit (Greber and Gownalock, 1979; Holmes et al., 1972;
Nourrisseau et al.,, 1993). Sejauh yang diketahui, organisme ini
selalu berada dalam jaringan floem dan tidak satupun yang dapat
dibiakkan pada media buatan. Mengambil persamaan dengan MLO,
organisme ini kemudian disebut BLO (bacterium-like-organism)
(Sandrine et al., 1994).

Berdasarkan penemuan tersebut maka Sandrine et al.,
pada tahun 1994, dengan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR)
mencoba mengamplifikasi fragmen 16SrDNA dari BLO yang diisolasi
dari tanaman jeruk yang terserang penyakit CVPD menggunakan
universal primer. Selanjutnya Sandrine et al. (1996) melaporkan
bahwa mereka telah berhasil mengembangkan satu primer yang
spesifik dari 16SrDNA tersebut untuk mendeteksi patogen penyebab
penyakit CVPD dan sejak itu disimpulkan bahwa penyebab penyakit
CVPD adalah bakteri yang diberi nama Liberibacter (Sandrine et
al., 1996). Ditemukan dua spesies yaitu L. asiaticus yang tersebar
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di kawasan Asia termasuk Indonesia dan L. africanus yang tersebar
di kawasan Afrika (Jagoueix et al., 1994). Bakteri tersebut dikenal
sebagai greening organisms (GO) dan ditularkan oleh 2 serangga
vektor (kutu loncat) yaitu Diaphorina citri dan Trioza erytreae
(Nakashima et al., 1996).

CVPD adalah salah satu jenis penyakit yang paling merusak
pada tanaman jeruk di banyak negara penghasil jeruk di Asia dan
Afrika (Da Graca, 1991). Penyakit ini menyerang bagian daun
tanaman jeruk, pada serangan lanjut tanaman akan menghasilkan
buah yang kecil dan tidak dapat berkembang lagi sehingga akhirnya
gugur (Yuniti, 2002).

Tanaman jeruk keprok yang sehat dapat mencapai umur
puluhan tahun, tetapi sekarang setelah terserang penyakit CVPD
hanya dapat memberi hasil 2-3 kali panen (Wirawan et al., 2000).
Penyakit CVPD ditemukan hampir pada semua kultivar jeruk,
menyebabkan produksi berkurang atau gagal dan memperpendek
masa hidup tanaman (Su and Hung, 2001).

Hama pucuk Diaphorina citri Kuw (Homoptera: Psyllidae)
merupakan vektor penyakit CVPD di Indonesia, Leaf Mottling di
Filipina, dan Greening di India (Kalshoven, 1981). Selain penyakit,
rendahnya produktivitas jeruk juga dapat disebabkan oleh serangan
hama. Kerusakan yang disebabkan oleh serangan hama dapat terjadi
secara langsung maupun tidak langsung. Secara tidak langsung
karena hama itu menjadi vektor penyakit (Astuti, 1988).

Penyakit CVPD disebabkan oleh Liberibacter yang merupakan
bakteri Gram negatif yang tergolong subdivisi Proteobacteria (Sandrine
et al., 1996). Menurut Dwiastuti (2000), serangan penyakit CVPD di Bali
Utara menyebabkan penurunan produksi jeruk sampai 60%.

Sritamin (2007) menyatakan bahwa berdasarkan pengaruh
suhu, lingkungan ada dua macam spesies bakteri Liberibacter,
dimana masing-masing spesies menginduksi gejala serangan yang
berbeda. Spesies Asia menunjukkan gejala berat pada suhu 27-32°C
atau bentuk yang toleran panas.
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2.2. Gejala Serangan Patogen Penyakit CVPD

Tanaman jeruk pada saat bertunas, tidak ada perbedaan ke-
nampakan pada tunasnya. Tunas tanaman sehat maupun tanaman
bergejala CVPD menunjukkan kenampakan yang sama. Gejala khas
serangan CVPD baru muncul setelah daun membuka penuh (Poer-
wanto and Solichah, 2010). Perbedaan tanaman jeruk terserang CVPD
dan tanaman jeruk yang sehat disajikan dalam Gambar 2.1. Tanaman
jeruk yang terserang CVPD memiliki gejala daun menguning dan tu-
lang daun menebal seperti pada Gambar 2.1A, sedangkan buahnya
menjadi kecil, keras kadar air berkurang, dan warnanya menguning

mulai dari bagian tangkainya (Wirawan, 1998) Gambar 2.1.B.

Gambar 2.1.
A-B :Gejala serangan penyakit CVPD pada daun dan buah jeruk siam Kintamani
C-D : Daun dan buah jeruk siam Payangan yang sehat (koleksi pribadi)
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Gejala penyakit CVPD pada tanaman jeruk sering menyeru-
pai gejala defisiensi unsur hara. Tirtawidjaja (1981) menjelaskan
mekanisme infeksi patogen CVPD diawali dari serangga vektor
penyakit CVPD vaitu D. citri infektif yang membawa bakteri patogen
CVPD L. asiaticus ke tanaman saat menghisap daun tanaman jeruk.
Gejala serangan penyakit adalah daun menguning atau klorosis
(Ohtsu, 1998) dan menyerupai gejala defisiensi unsur hara (Bove,
1995). Biji banyak yang abortus dan rasa buah menjadi masam (Da
Graca, 1991). Yuniti (2002) berpendapat bahwa tanaman jeruk
akan tertular karena L. asiaticus masuk ke dalam sel floem dan
menyebar melalui pembuluh floem bersama translokasi nutrisi atau
fotosintat.

Balai Pengkajian Teknologi Pertanian (BPTP) Sulawesi Selatan
(2011) membagi gejala penyakit CVPD sebagai berikut:

1. Gejala Luar

Gejala yang tampak pada tanaman muda adalah kuncup
berkembang lambat, kuncup tumbuh mencuat ke atas dengan daun-
daun kecil dan belang-belang kuning, klorosis sedang, klorosis keras,
klorosis dengan tulang daun menguning, dan tulang daun mengeras
(Schneider, 1968; Roistacher, 1991; Ohtsu et al., 1998). Di Indonesia,
kultivar jeruk komersial terutama jeruk keprok, jeruk selayar, dan
jeruk siamrentan terhadap penyakit CVPD berdasarkan penampakan
gejala, seperti tunas-tunas menguning, mirip gejala defisiensi Zn,
buah berguguran, buah tidak simetris dan berisi biji yang abortif
(Muharam dan Whittle 1992). Aubert (1992) menyatakan gejala khas
penyakit greening pada tanaman jeruk siam yang terinfeksi berat
di Malaysia adalah mati ranting sektoral, gejala mirip defisiensi Zn,
daun-daun menebal dan keras (Wahyuningsih 2009; Wijaya 2008;
Obet, 2015).

Buah pada cabang-cabang terinfeksi biasanya tidak dapat
berkembang normal dan berukuran kecil, terutama pada bagian yang
tidak terkena cahaya matahari. Pada pangkal buah biasanya muncul
warna orange yang sangat berbeda warnanya dengan dengan buah-

10



Polimorfisme Fragmen DNA CVPD" pada Beberapa Jenis Tanaman Jeruk di Bali

buah sehat. Buah-buah yang terserang rasanya masam dan bijinya
kempes, tidak berkembang dan berwarna hitam (da Graca, 1991;
Aubert et al., 1992; Julyasih, 2003; Yuliani et al., 2012).

2. Gejala dalam

Irisan melintang tulang daun tengah jeruk berturut-turut
dari luar hingga ke tengah daun akan terlihat jaringan-jaringan
epidermis, kolenkim, sklerenkim, floem. Menurut Tirtawidjaja

(1984) dalam Balai Pengkajian Teknologi Pertanian (BPTP) Sulawesi

Selatan (2011) gejala dalam pada tanaman jeruk yang terkena CVPD

adalah sebagai berikut:

a. Floem tulang daun tanaman sakit lebih tebal dari floem tulang
daun tanaman sehat.

b. Floem tulang daun tanaman sakit, selnya berdinding tebal
yang merupakan jalur transport unsure hara mulai dari dekat
sklerenkim sampai dekat xylem. Dinding tebal tersebut adalah
beberapa lapis dinding sel yang berdesak- desakan.

c. Di dalam berbagai jaringan dalam daun terjadi pengumpulan
secara berlebihan butir-butir halus zat pati.

Jeruk keprok, jeruk siam, dan jeruk selayar mempunyai
gejala khas bila terkena penyakit CVPD yaitu daun-daun menguning,
ukurannya kecil, daun tumbuh tegak, mati ranting (die-back), buah
kecil dan bijinya abortif. Gejala khas CVPD pada tanaman jeruk keprok
yang terinfeksi berat yaitu mati ranting sektoral, gejala yang mirip
defisiensi Min dan Fe pada daun, buah tidak simetris, biji abortif, daun
menjadi tebal, kaku dan tulang daun mengeras (Aubert et al., 1992).

Menurut Prasetya (2011) tanaman jeruk yang terserang
penyakit CVPD memiliki gejala antara lain :

1. Gejala khas
Gejala khas tanaman yang terserang penyakit CVPD adalah daun
belang-belang kuning (blotching) tidak merata, mulai berkembang
pada ujung daun, bukan pada daun muda atau tunas. Gejala
belang-belang pada bagian atas sama dengan bagian bawah.

11
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Pada gejala lanjut daun menjadi lebih kaku dan lebih kecil, tulang
daun utama dapat tetap hijau atau menjadi berwarna kuning.

2. Gejala pada tanaman muda
Gejala ini adalah kuncup vyang berkembang Ilambat,
pertumbuhannya mencuat ke atas, daun menjadi lebih kecil dan
ditemukan gejala khas CVPD vyaitu blotching, mottle, belang-
belang kuning berpola tidak teratur pada helai daun yang agak
berbeda dengan gejala defisiensi unsur hara Zn, Mn, Fe atau Mg.

3. Gejala pada tanaman dewasa

Gejala pada tanaman dewasa lebih bervariasi seperti gejala
greening sektoral, diawali dengan munculnya gejala blotching
pada cabang tertentu, diiringi dengan pertumbuhan tunas air
lebih banyak dari tanaman normal di luar musim pertunasan.
Daun pada cabang sakit menjorok ke atas seperti sikat, gejala
berat, daun bisa menguning seluruhnya seperti defisiensi nitrogen
dan terjadi pengerasan tulang daun primer dan sekunder yang
dikenal sebagai Vein crocking, sementara itu secara keseluruhan
daun menjadi lebih kaku dan menebal. Obet (2015) mengatakan
bahwa daun dewasa yang halus berwarna lebih gelap sehingga
kontras dibandingkan dengan daging daun yang berwarna
kuning. Gejala ini merupakan indikator adanya kerusakan lebih
berat pada pembuluh angkut atau floem, pada pohon yang sudah
berproduksi, menyebabkan buah-buah pada cabang-cabang
terinfeksi menjadi lebih kecil, tidak simetris (lop sided). Kadang-
kadang ditemukan buah red nose (warna orange pada pangkal
buah) terutama di tempat-tempat yang terlindung dari sinar.
Buah terserang bijinya abortus dan rasanya asam (Julyasih 2003;
Yuliani et al., 2012).

4. Gejala tidak jelas
Beberapa kasus misalnya temperatur rendah, varietas
berbeda, konsentrasi L. asiaticus rendah (symptomless) defisiensi

12



Polimorfisme Fragmen DNA CVPD" pada Beberapa Jenis Tanaman Jeruk di Bali

hara atau komplek, ada gejala penyakit lain yang menyebabkan
ekspresi gejala CVPD di lapangan tidak jelas, maka diperlukan proses
deteksi yang disebut indeksing untuk memastikan penyebabnya.
Indeksing dapat dilakukan dengan pemeriksaan melalui tanaman
indikator, dengan uji serologi ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), DIBA (Dot Immono Blot Assay) atau dengan uji PCR
(Polymerase Chain Reaction) (Yuliani et al., 2012)

Penularan penyakit CVPD dialam tergantung pada kepadatan
populasi D. citri dan keberadaan sumber inokulum (Wijaya, 2003).
Persentase rata-rata tanaman jeruk yang menunjukkan gejala
penyakit CVPD pada tahun 2004 di Kecamatan Kintamani pada
masing-masing petani sampel berkisar 80% (Adiartayasa, 2006).

2.3. Fragmen DNA CVPD'

Hampir semua tanaman jeruk yang dikultur secara komersial
rentan terhadap penyakit CVPD, namun menurut Wirawan et al.,
(2004) adatanaman jeruk yang tahan atau resisten terhadap penyakit
CVPD vyaitu jeruk nipis tanpa biji (Citrus auratifolia var. seedless) dan
jeruk kinkit (Triphasia trifoliate). Tanaman jeruk yang tahan atau
dianggap toleran terhadap penyakit CVPD kemudian disebut CVPD"
dan menyimpan fragmen DNA CVPD". Fragmen DNA CVPD" ini sudah
dikloning dalam vektor plasmid, yang disebut plasmid pWR27 dan
telah dipatenkan dengan jumlah P00200400346 (ID P 0020148).
Fragmen DNA CVPD" membantu tanaman terserang CVPD untuk
meningkatkan serapan unsur hara ke dalam sel tanaman. Namun,
tanaman jeruk yang rentan terhadap penyakit CVPD ditemukan ada
yang memiliki fragmen DNA CVPD" melalui analisis PCR (Wirawan et
al., 2004; Wirawan dan Julyasih, 2015). Berdasarkan fakta ini, dicoba
mempelajari polimorfisme fragmen DNA CVPD' dan pengaruhnya
terhadap ketahanan tanaman jeruk terhadap penyakit CVPD.

Wirawan et al.,, (2004) menyatakan bahwa berdasarkan
sekuen flanking DNA, dirumuskan tiga sekuen primer yang disebut
dengan primer 1, primer 2 dan primer 3. Menggunakan ketiga
primer tersebut akan dihasilkan tiga produk PCR dengan ukuran
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yang berbeda, yaitu masing-masing 700 bp, 1100 bp, dan 841 bp.

Fragmen DNA CVPD' bukan obat yang diberikan dari luar
sel, tetapi telah berintegrasi tetap di dalam sel-sel tanaman jeruk
(Wirawan, 2004). Fragmen DNA CVPD' telah dapat diklon pada
pUC18 dalam sel E. coli IM109 (pWR27). Bakteri tersebut membawa
plasmid yang menyandi gen tahan terhadap ampicillin. Koloni yang
tumbuh merupakan pUC18 yang dipelihara pada sel E. coli IM109.
pUC18 merupakan vektor kloning membawa paling sedikit satu
gen yang memberikan resistensi terhadap ampicillin pada sel tuan
rumah dan seleksi untuk transformasi dengan menanam sel pada
medium agar yang mengandung ampicillin (Brown, 1991 dalam
Mahayani, 2013).

2.4. Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR adalah suatu metode in vitro yang digunakan untuk
melakukan replikasi atau amplifikasi bagian spesifik dari berjuta
lipatan DNA hanya dalam beberapa jam. Teknik PCR sebenarnya
mengeksploitasi berbagai sifat alami repleksi DNA. Dalam proses
tersebut polymerase DNA menggunakan DNA utas tunggal sebagai
cetakan untuk mensintesis utas baru yang komplementer. Cetakan
utas tunggal dapat diperoleh dengan mudah melalui pemanasan dari
DNA cetakan utas ganda pada suhu mendekati titik didih (Loeffelholz
etal., 2006).

Hadidi et al. (1995) menyatakan bahwa sekuen DNA
diamplifikasi secara cepat dengan kekhususan dan ketelitian yang
sangat tinggi, menggunakan primer oligonukleotida dan enzim Taq
DNA polymerase dalam suatu reaksi sederhana yang otomatis. Teknik
reaksi polymerase berantai atau PCR ditemukan oleh Kary Mullis
pada pertengahan tahun 1980. Penemuan ini telah mengakibatkan
perubahan sangat cepat di bidang genetika molekular dan
kemungkinan beberapa pendekatan baru mempelajari analisis gen
(Watson et al., 1992).

Analisis PCR untuk mendeteksi penyakit CVPD dapat
dilakukan dengan menggunakan primer spesifik dari 16S rDNA
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untuk mendeteksi keberadaan patogen bakteri L. asiaticus pada
tanaman yang menunjukkan gejala penyakit. Isolasi DNA template
dilakukan dari daun tanaman yang menunjukkan gejala penyakit
CVPD. Sekuen primer yang digunakan adalah sekuen primer yang
spesifik untuk patogen CVPD, yaitu O11 dan O12. Menggunakan
primer ini ukuran DNA yang teramplifikasi adalah 1160 pasang basa
(Assad, 2006).

Menurut Assad (2006) bahwa teknik PCR untuk mendeteksi
penyakit CVPD menggunakan sepasang primer spesifik (Nakashima
et al., 1996; Jagoueix et al., 1996; Hung et al., 1999). Teknik ini
diharapkan dapat mempercepat deteksi patogen CVPD di beberapa
sentra produksi jeruk di Indonesia yang diduga terinfeksi CVPD.

Program PCR yang digunakan adalah (Loeffelholz et al.
2006):

1. Pre-treatmen pada suhu 929C selama 30 detik dengan satu
siklus ulangan.
Denaturation pada suhu 922C selama 60 detik.
Annealing pada suhu 602C selama 30 detik.
Elongation pada suhu 722C selama 90 detik. Tahap ini dengan
40 siklus ulangan

5. Extention pada suhu 722C selama 90 detik dengan satu siklus
ulangan.

2.5. Komponen Bahan dalam Buah Jeruk

Pohon jeruk manis yang biasa kita makan banyak tumbuh
di iklim tropis dan subtropics. Jeruk merupakan salah satu sumber
vitamin C yang sangat baik untuk tubuh yaitu dapat meningkatkan
kekebalan tubuh dan mempercepat kesembuhan luka (Deriyanto,
2015).

Selain kandungan vitamin C, jeruk juga mengandung
komponen gula sebesar 4,93-7,57 g, yang terdiri dari glukosa 1,02-
1,24 g; fruktosa 1,49-1,58 g; sukrosa 2,19-4,90 g, asam malat 0,18-
0,21 g dan asam sitrat 0,80-1,22 g per 100 ml sari buah. Senyawa
tersebut sangat menentukan citarasa sari buah jeruk berdasarkan
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nilai imbangan gula-asamnya. Apabila terjadi perubahan imbangan
gula-asam, maka cita rasa saribuah jeruk akan mengalamiperubahan
juga.Selama penyimpanankadar gulasaribuah jeruk akan mengalami
penurunan yang dapat meningkatkan keasamannya, sehingga
menurunkan citarasa sari buah jeruk (Helmiyesi et al., 2008).

Menurut Wijaya (2012) bahwa jeruk sebagaibuahyang paling
populer di dunia dan paling bergizi diantara buah-buahan lainnya,
karena sebuah jeruk mengandung lebih dari 60 senyawa flavonoid
yang berbeda dan juga mengandung lebih dari 170 fitonutrien
yang berbeda pula. Senyawa ini memiliki beragam sifat yang
berhubungan dengan penyembuhan. Buah jeruk bisa dikategorikan
sebagai buah favorit karena rasanya yang mengundang selera. Rasa
buah jeruk sendiri adalah masam segar dan juga ada yang manis.
Rasa masam jeruk ini dikarenakan asam sitrat yang dikandung
oleh jeruk sendiri. Penelitian menunjukkan bahwa mengkonsumsi
buah jeruk merupakan salah satu cara terbaik untuk mendapatkan
manfaat kesehatan dari pada mengkonsumsi suplemen. Buah jeruk
juga diketahui dapat membantu tubuh untuk menyerap nutrisi.
Selain itu, buah jeruk mempunyai serat yang cukup tinggi sehingga
baik untuk kesehatan sistem pencernaan.

Kandungan yang terdapat pada buah jeruk adalah vitamin C,
karbohidrat, potasium, folat, kalsium, vitamin B1, niacin atau vitamin
B3, vitamin B6/pyridoxine, fosfor, magnesium, tembaga, riboflavin/
vitamin B2, asam pantotenat/vitamin B5 dan senyawa fitokimia.
Kandungan vitamin C pada jeruk bermanfaat untuk menurunkan
resiko terkena serangan kanker usus besar. Hal ini dikarenakan jeruk
bisa membantu mengusir radikal bebas yang dapat menyebabkan
kerusakan DNA. Vitamin C juga memiliki fungsi sebagai sistem
kekebalan tubuh, misalnya untuk menangkal flu dan mencegah
infeksi pada telinga (Wijaya, 2012).

2.6. Defisiensi Unsur Hara Tanaman Jeruk
Tanaman juga seperti manusia memerlukan makanan
yang disebut dengan hara. Manusia menggunakan bahan organik,
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tetapi tanaman menggunakan bahan anorganik untuk mendapatkan
energi pertumbuhannya. Proses fotosintesis pada tanaman untuk
mengumpulkan karbon yang ada di atmosfer yang kadarnya sangat
rendah, ditambah air yang diubah menjadi bahan organik oleh
klorofil dengan bantuan sinar matahari. Jadi unsur yang diserap
untuk pertumbuhan dan metabolisme dinamakan hara tanaman,
yang dapat memenuhi siklus hidupnya. Sedangkan mekanisme
perubahan unsur hara menjadi senyawa organik atau energi disebut
dengan metabolisme (Mirza, 2013).

Sudarmi (2013) menyampaikan bahwa fungsi hara tanaman
tidak dapat digantikan oleh unsur lain dan bila tidak terdapat suatu
hara tanaman, maka kegiatan metabolisme akan terganggu atau
berhenti sama sekali. Umumnya tanaman yang kekurangan unsur
hara akan menampakkan gejala pada suatu organ tertentu yang
spesifik biasa disebut dengan gejala kekahatan. Unsur hara yang
diperlukan tanaman adalah karbon (C), hidrogen (H), oksigen (O),
nitrogen (N), fosfor (P), kalium (K), sulfur (S), kalsium (Ca), magnesium
(Mg), seng (Zn), besi (Fe), mangan (Mn), tembaga (Cu), molibden
(Mo), boron (B), klor (Cl), natrium (Na), kobal (Co), dan silikon (Si).

Unsur hara di bagi menjadi dua golongan, yakni unsur hara
makro dan unsur hara mikro, berdasarkan jumlah yang diperlukan.
Unsur hara makro dibutuhkan tanaman dan terdapat dalam jumlah
yang lebih besar, di bandingkan dengan unsur hara mikro. Davidescu
(1988) mengusulkan bahwa batas perbedaan unsur hara makro dan
mikro adalah 0,02% dan bila kurang disebut unsur hara mikro. Ada
juga unsur hara yang tidak mempunyai fungsi pada tanaman, tetapi
kadarnya cukup tinggi dalam tanaman dan tanaman yang hidup
pada suatu tanah tertentu selalu mengandung unsur hara tersebut
misalnya unsur hara aluminium (Al), nikel (Ni) dan besi (Fe).

Tanaman jeruk yang kekurangan atau kelebihan unsur hara
mikro, perkembangannya akan terganggu dan menunjukkan gejala
seperti penyakit CVPD yang kadang-kadang identifikasi gejalanya
mirip dan tumpang tindih dengan gejala yang disebabkan oleh
penyakit. Unsur hara mikro dibutuhkan oleh tanaman dalam jumlah
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yang sedikit, namun apabila berlebihan dapat menjadi racun bagi

tanaman. Sumber-sumber unsur hara mikro biasanya dari pupuk

cair atau pupuk daun (Sudarmi, 2013).

Gejala kekurangan dan kelebihan unsur hara mikro terhadap
tanaman jeruk (Sudarmi, 2013) adalah:

1. Kekurangan seng (Zn), daun mengecil dan menyempit dengan
ujung lancip; daun muda berwarna pucat dan pada daun tua
terlihat tulang-tulang daun berwarna hijau kontras dengan
warna kuning antar tulang daun; pertumbuhan ranting-ranting
terhambat, antar ruas daun memendek dan ranting tumbuh
roset/melingkar; buah menjadi kecil, hasil menurun, kulit buah
tipis, dan berwarna kuning pucat dengan sedikit sari buah.

2. Kekurangan besi(Fe), daun muda menguning kecuali padatulang
daun, daun mengecil dan tipis, sedangkan daun lebih tua tetap
hijau; pada kondisi parah terjadi kematian dahan dan ranting,
ranting tumbuh roset/melingkar; buah lebih kecil dan rasa lebih
masam.

3. Kekurangan mangan (Mn), lamina sepanjang tulang daun
berwarna hijau tua dan diantara tulang daun berwarna hijau
muda dan agak menguning.

Cottenie (1983) dan Harmsen (1977) menyatakan bahwa
tanah merupakan suatu sistem yang kompleks, berperan sebagai
sumber kehidupan tanaman yaitu air, udara dan unsur hara.
Tembaga (Cu), seng (Zn), besi (Fe) dan mangan (Mn) merupakan
beberapa contoh unsur hara mikro yang esensial bagi tanaman
karena walaupun diperlukan dalam jumlah relatif sedikit tetapi
sangat besar peranannya dalam metabolisme di dalam tanaman.

Untuk mengetahui defisiensi unsur hara yang terjadi pada
tanaman secara akurat, dapat dilakukan dengan analisis daun
secara laboratorium, lalu dibandingkan dengan standar (fase)
optimum pada tanaman, yaitu fase tanaman dapat tumbuh secara
optimal. Apabila kandungan unsur mikro melebihi fase optimum,
maka tanaman akan mengalami fase berlebihan yang terbagi
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menjadi fase konsumsi berlebih (Luxurious consumption) dan fase
racun (toxic range) yang merupakan tahap tanaman mengalami
penurunan pertumbuhan seperti yang diperlihatkan dalam Tabel
2.1 (Muhammad dan Idaryanti, 2005).

Tabel 2.1
Kriteria kecukupan unsur hara tanaman jeruk
berdasarkan konsentrasinya dalam daun.

Konsentrasi kritis dalam daun (%)

Unsur hara

Kahat Optimum Berlebih
Zn <16 25-100 >300
Mn <16 25-200 >300
Mg <0,16 0,25-6,0 >1,2
Fe <36 60-120 >200

Sumber: Muhammad & Idaryanti, 2005

Untuk melakukan pengujian unsur hara dilakukan terlebih
dahulu preparasi sampel untuk menentukan keberhasilan dalam
suatu analisis. Preparasi sampel yang dapat dilakukan yaitu dengan
metode pengabuan kering (dry ashing) atau pengabuan basah (wet
digestion). Pemilihan metode pengabuan tersebut tergantung pada
sifat zat organik dalam sampel, sifat zat anorganik dalam bahan,
logam berat yang akan dianalisis serta sensitivitas yang digunakan
(Hawkins, 2010).

Destruksi yang dipakai untuk sampel daun jeruk bergejala
CVPD yaitu dengan metode destruksi basah (wet digestion). Destruksi
basah ini adalah perombakan sampel dengan asam-asam kuat baik
tunggal maupun campuran, lalu dioksidasi dengan menggunakan
zat oksidator. Pelarut yang dapat dipakai sebagai destruksi basah
antara lain asam nitrat, asam sulfat, asam perklorat dan asam
klorida. Untuk destruksi ini yang akan digunakan sebagai pelarut
oksidator yaitu asam nitrat dan asam sulfat. Fungsi destruksi adalah
untuk memutus ikatan antara senyawa organik dengan logam yang
akan dianalisis. Destruksi basah pada prinsipnya adalah penggunaan
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asam nitrat untuk mendestruksi zat organik pada suhu rendah
dengan maksud mengurangi kehilangan mineral akibat penguapan.
Tahap selanjutnya proses seringkali berlangsung sangat cepat akibat
pengaruh asam perklorat atau hidrat peroksida. Digunakan destruksi
basah pada penelitian ini karena umumnya destruksi basah dapat
dipakai menentukan unsur-unsur dengan konsentrasi rendah,
sehingga diharapkan setelah proses selesai yang tertinggal hanya
logam-logam saja dalam bentuk ion (Sumardi, 1981).

2.7.  Atomic Absorbtion Spektrophotometer (AAS)

Menurut Skoog et al. (2008) bahwa spektroskopi serapan
atom (atomic absorption spectroscopy) merupakan prosedur dalam
analisis kimia yang menggunakan prinsip energi yang diserap atom.
Atom yang menyerap radiasi akan menimbulkan keadaan energi
elektronik tereksitasi. Untuk menentukan analisis unsur hara
tertentu padatanaman jeruk dilakukan dengan metode AAS. Metode
spektrometri serapan atom ini mempunyai sensitivitas tinggi,
mudah, murah, sederhana, cepat dan bahan sampel dibutuhkan
sedikit. AAS lebih sensitif, spesifik untuk unsur yang ditentukan serta
dapat digunakan untuk penentuan kadar unsur yang konsentrasinya
sangat kecil tanpa harus dipisahkan terlebih dahulu.

Spektrum diukur pada daerah UV-Vis, sampel yang diukur
harus dalam bentuk larutan jernih. Sebelum dianalisis maka sampel
harus dipreparasi dulu dengan destruksi basah, yaitu metode
destruksi basah, dalam penelitian ini dilakukan dengan menimbang
1 gram sampel serbuk halus dari daun jeruk, kemudian ditambahkan
10 mL HNO, pekat dan 3 mL larutan H,SO, 60%, lalu dipanaskan
diatas hotplate pada suhu 100 — 200°C sampai buih habis dan HNO,
hampir mongering, lalu didinginkan.

Hasil destruksi ditambah 5,0 mL larutan Pb 200 mg/L
(standar adisi) dan lautan HNO, 2%, dan dipindahkan secara
kuantitatif ke dalam labu ukur serta ditambahkan larutan HNO,
2% sampai volumenya menjadi 100,0 mL, dihomogen dan disaring.
Kemudian larutan diukur absorbansinya dengan menggunakan
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instrument Flame-AAS pada panjang gelombang 422,7 nm. Metode
AAS berprinsip pada absorbsi cahaya oleh atom. Atom-atom
menyerap cahaya tersebut pada panjang gelombang tertentu,
tergantung pada sifat unsurnya. Pada atomisasi temperatur
harus benar-benar terkendali dengan sangat hati-hati agar proses
atomisasinya sempurna. Temperatur biasanya akan dinaikkan secara
bertahap untuk menguapkan sekaligus mendisosiasikan senyawa
yang dianalisis. Analisis dengan AAS menganut hukum Lambert
Beer untuk menyatakan hubungan antara absorbansi yang terukur
dengan konsentrasi sampel (Supriyanto et al., 2007).

2.8. Peneliti Terdahulu

Sepanjang penelusuran terhadap penelitian polimorfisme
gen CVPD' pada beberapa tanaman jeruk tidak ada kesamaan
dengan penelitian yang sedang dilakukan saat ini. Diantara peneliti
terdahulu yang diacu dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

Asaad (2006) menyimpulkan hasil penelitiannya bahwa
penyakit CVPD yang disebabkan oleh bakteri L. asiaticus merupakan
penyakit yang paling merusak pada tanaman jeruk di banyak negara.
Fragmen 16S rDNA patogen CVPD pada ukuran yang diharapkan,
yaitu 1160 bp, dideteksi pada setiap tipe gejala yang dikumpulkan
dari semua daerah sentra. Fragmen ini juga dideteksi pada vektor
CVPD (D. citri) yang dikumpulkan dari pohon jeruk yang terinfeksi
CVPD. Analisis enzim restriksi DNA yang teramplifikasi menunjukkan
bahwa patogen CVPD di Malaysia dan Indonesia adalah spesies L.
asiaticus.

Adiartayasa et al. (2012) menyimpulkan penelitiannya
berdasarkan pola pita protein didapat 17 pita, delapan pita yang
mencirikan kelompok Citrus nobilis. Kehadiran dua pita tambahan
mencirikan varietas Chrysocarpa dan ketidakhadiran kedua
pita tersebut mencirikan varietas Microcarpa; tujuh pita yang
membedakan antar varietas Chrysocarpa; enam pita tambahan
yang membedakan antar varietas Microcarpa. Berdasarkan pola pita
protein daun tanaman yang terserang, ditemukan adanya protein
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spesifik dengan besar molekul kurang lebih 16 kDa (pada Jeruk
Tejakula, Batu-55, Cina dan Siam Kintamani), 35 kDa (pada Jeruk
Mulung) dan 66 kDa (pada jeruk Besakih, Tejakula, Selayar, Batu-55,
Cina dan Siam Kintamani). Pada daun sehat tidak ditemukan adanya
protein spesifik tersebut, demikian juga pada buah sehat dan
terserang (baik pada kulit, serat, biji maupun daging). Berdasarkan
profil protein tanaman terserang CVPD ditemukan adanya satu pita
pada jeruk Besakih, Selayar (66 kDa), Mulung (35 kDa); dan ada dua
pita pada jeruk Tejakula, Batu-55, Siam Kintamani, dan Cina (16
dan 66 kDa). Pada daun sehat, protein buah sehat dan terserang
(baik pada kulit, serat, biji maupun daging) tidak ditemukan adanya
protein spesifik tersebut.

Subandiyah et al. (2009) dalam penelitianya memberi
kesimpulan bahwa penggunaan bibit jeruk bebas penyakit sangat
disarankan untuk pencegahan CVPD. Pengendalian dengan pola
tanam menggunakan jambu biji sebagai tanaman sela dan tanaman
kayu putih sebagaitanaman pelindung (wind break) dapat melindungi
tanaman jeruk dari investasi D. citri kedalam kebun.

Wijaya et al. (2010) dalam kesimpulan penelitiannya bahwa
ditemukan dua jenis parasitoid nimfa yang berperan menekan
perkembangan D. citri. Tamarixia radiata merupakan parasitoid
nimfa yang berperan menekan perkembangan populasi D. citri pada
pertanaman jeruk siam dengan tingkat parasitisasinya berkisar
antara 21,05 — 64,79%. Serangga D. citri pada pertanaman jeruk
siam tidak berstatus sebagai hama, tetapi lebih berperan sebagai
vektor penyakit CVPD. Serangga D. citri merupakan satu-satunya
vektor penyakit CVPD diantara serangga-serangga yang ditemukan
berasosiasi dengan tanaman jeruk.

Gianto et al. (2010) menyimpulkan bahwa rata-rata jumlah
tanaman yang menunjukkan gejala CVPD di Sulawesi Tenggara
sebanyak 51,57%, di Kabupaten Kolaka 57,42%, Kabupaten Konawe
sampai dengan 69%. Teknik PCR berhasil mengamplikasi fragment
DNA bakteri L. asiaticus yang berukuran sekitar 1.160 bp, namun
demikian D. citri belum ditemukan di lokasi-lokasi kebun selama
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pengamatan lapangan.

Bioekologi bakteri patogen mempunyai bentuk polymorfik
(beberapa bentuk). Bentuk batang panjang yang sedang tumbuh
berukuran100-250x500-2.500 nmyang berbentuk spiral (membulat)
diameternya 700-800 nm. Bakteri ini tidak dapat dikulturkan. L.
asiaticus hidup di dalam jaringan floem mengakibatkan sel-sel
floem mengalami degenerasi sehingga menghambat tanaman
menyerap nutrisi. Penyebaran ke bagian tanaman lain tergolong
lambat, meskipun bakteri hidup dalam floem. Gejala baru terlihat
4-6 bulan setelah tanaman terinfeksi. Bahkan di lapangan, gejala
terlihat jelas setelah 1-3 tahun. Penyebaran CVPD antar daerah
atau kebun (secara geografis) biasanya melalui mata-tempel atau
bibit terinfeksi, sedangkan penyebaran di dalam kebun antar
tanaman melalui serangga kutu loncat (D. citri) atau mata-tempel
yang terinfeksi. Tipe hubungan patogen dalam tubuh serangga
pembawa (vektor) bersifat persisten, sirkulatif dan non propagatif,
artinya jika vektor CVPD telah mengandung L. asiaticus maka bila
kondisinya ideal selama hidupnya akan terus mengandung bakteri.
Kutu loncat dapat menularkan CVPD pada tanaman sehat 168-
360 jam setelah menghisap bakteri. Penularan melalui alat-alat
pertanian terkontaminasi perlu diwaspadai seperti yang dilaporkan
di Thailand. Sebaran geografis penyakit ini sangat luas terdapat di
hampir semua sentra jeruk di Jawa, Bali, Sumatera, Sulawesi, Nusa
Tenggara Barat dan Kalimantan (Prasetya, 2011).

Dintya et al. (2013) dalam penelitiannya berdasarkan hasil
pengamatan tanaman secara morfologi di Kecamatan Kintamani
dan sekitarnya didapatkan 9 jenis tanaman jeruk, yaitu jeruk siam,
selayar, Besakih, Tejakula, manis, nipis, purut, lemo, dan jeruk Bali,
dengan gejala penyakit CVPD secara visual pada masing-masing
tanaman jeruk memiliki variasi gejala klorosis dari ringan sampai
berat. Persentase tanaman yang menunjukkan gejala serangan
CVPD berkisar antara 45-59%, dengan intensitas serangan ringan
( 7,58-9,44% ). Hasil deteksi penyakit CVPD pada masing-masing

jenis tanaman jeruk yang memiliki variasi gejala klorosis dari ringan
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sampai berat pada elektroforesis 1% gel agarose menghasilkan
pita DNA pada 1160 bp. Oleh karena bakteri Liberobakter asiaticus
memiliki pita DNA pada 1160 bp, maka tanaman jeruk yang dideteksi
dikatakan bereaksi positif terhadap bakteri Liberobakter asiaticus.
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BAB III
KERANGKA BERPIKIR, KONSEP
DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1. Kerangka Berpikir

eruk sebagai salah satu komoditas yang mempunyai nilai tinggi,
]hingga kini kualitas dan kuantitas buah jeruk belum memenubhi
kebutuhan pasar. Hal ini disebabkan oleh faktor agronomi yaitu
dalam pembudidayaannya dan adanya serangan hama dan patogen
penyakit CVPD. Buah jeruk belum sanggup bersaing di pasar
pariwisata terutama disebabkan oleh berbagai infeksi hama dan
patogen serta penanganan panen serta pasca panen yang kurang
baik (Wirawan et al., 2014).

Tanamanjeruksudahlamadikenaldanbanyakdibudidayakan
di Indonesia, tetapi produksi, kualitas dan kuantitas buah jeruk
menurun karena disebabkan oleh beberapa faktor salah satunya
adalah penyakit tanaman. Penyakit jeruk yang mempengaruhi
produksi, kuantitas dan kualitas buah jeruk salah satunya adalah
serangan penyakit CVPD yang disebut juga citrus greening atau
huanglongbin adalah bakteri Liberibacter yang tergolong dalam
subdivisi Protobacteria (Chen, 1998). Bakteri Liberibacter hidup
dalam floem tanaman jeruk dan menimbulkan gejala yang khas,
bakteri tersebut belum bisa dibiakkan pada media buatan (Wirawan,
2002).

Kualitas buah jeruk banyak ditentukan oleh adanya penyakit
utama tanaman jeruk yaitu penyakit CVPD yang banyak merugikan
di tingkat petani dan diduga menyebabkan buah jeruk menjadi
kecil dan tidak seragam baik warna maupun ukuran buah. Penyakit
CVPD yang disebabkan oleh bakteri L. asiaticus menyebabkan
daun tanaman menjadi menguning (klorosis) dan kecil (Wirawan
et al., 2004). Standarisasi buah jeruk yang meliputi standar panen
dan standar pasca panen seperti grading (pengelompokan) buah,
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keseragaman warna buah, pengemasan, penyimpanan, transportasi,
kadar air, dan kandungan vitamin C pada buah jeruk yang beredar di
pasar kurang mampu bersaing mengalahkan buah impor (Wirawan
et al.,, 2014).

Fragmen DNA CVPD' yang terindikasi berperan dalam
ketahanan tanaman jeruk terhadap penyakit CVPD ditemukan pada
tanaman jeruk yang tahan atau relatif tahan terhadap penyakit
CVPD yaitu tanaman jeruk kinkit (T. trifoliata) dan jeruk nipis tanpa
biji (C. aurantifolia var. seedless). Tetapi gen ini juga ditemukan pada
jeruk siam Kintamani, yang merupakan tanaman jeruk yang rentan
terhadap penyakit CVPD (Wirawan et al., 2004). Pada tanaman jeruk
yang dibudidayakan ada tanaman yang tidak menunjukkan gejala
penyakit CVPD, akan tetapi setelah dilakukan analisis PCR ternyata
mengandung bakteri L.asiaticus (Adiartayasa, 2006). Selanjutnya
dilakukan analisis DNA dari jeruk tahan dengan gen tahan dan
jeruk rentan dengan gen tahannya, kemudian dilakukan amplifikasi
dengan PCR, hasil PCR dilanjutkan dengan sekuensing.

Mengingat bahwa potensi buah-buahan tropis (buah jeruk)
di Indonesia sangat besar apabila dimanfaatkan secara optimal,
untuk memastikan buah jeruk yang dihasilkan mempunyai kualitas
dan kuantitas yang baik, perlu dilakukan pengamatan organoleptik
yang didasarkan pada proses penginderaan atau suatu proses fisio-
psikologis, yaitu kesadaran atau pengenalan alat indra terhadap sifat-
sifat benda (Yenrina,2015). Kerangka pemikiran penelitian tentang
polimorfisme fragmen DNA CVPD" pada beberapa tanaman jeruk,
disajikan pada Gambar 3.1.
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Buah jeruk tidak memenuhi
kebutuhan
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Peninakatan buah
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Penyakit CVPD
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Fragmen DNA CVPD' Fragmen DNA CVPD'
tanpa gejala l bergejala
Polimorfisme

l

Gejala ringan
Gejala sedang

Gejala berat
|

v

Kualitas buah

Gambar 3.1
Kerangka BerpikirPolimorfisme fragmen DNA CVPD’
pada beberapa jenis tanaman jeruk di Bali

3.2 Kerangka Konsep
3.2.1 Tanaman jeruk (Citrus spp.)

Jeruk (Citrus spp.) merupakan salah satu genus dari famili
Rutaceae yang mempunyai nilai ekonomi tinggi (Aswidinnoor
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et al., 2002). Jeruk merupakan buah yang digemari masyarakat
baik sebagai buah segar maupun olahan. Sebagai komoditas yang
bernilai ekonomi tinggi maka pengembangan jeruk perlu mendapat
perhatian yang besar mengingat kontribusinya yang besar pada
perekonomian nasional (Simatupang, 2009). Jeruk merupakan
komoditas buah-buahan terpenting di Indonesia setelah pisang dan
mangga (Gianto et al., 2010).

3.2.2 CVPD (Citrus Vein Phloem Degeneration)

Penyakit CVPD yang disebabkan oleh bakteri L. asiaticus
merupakan penyakit yang paling merusak pada tanaman jeruk di
banyak negara penghasil jeruk di Asia dan Afrika (Assad, 2006). CVPD
tergolong salah satu penyakit penting pada tanaman jeruk yang telah
berkembang luas dan menjadi kendala utama usaha pengembangan
dan peningkatan produksi jeruk di Bali (Wijaya, 2007).

3.2.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Deteksi terhadap penyakit CVPD yang bersifat sensitif, cepat
dan akurat adalah dengan teknik PCR (Julyasih, 2004). Teknik PCR
yang sangat sensitif dan dapat diandalkan untuk mendeteksi bakteri
CVPD (Gianto, 2010).

Pengenalan CVPD dengan menggunakan gejala dan uji iodin
memang tidak dapat memberikan hasil yang benar-benar akurat.
Mengingat tingkat akurasi uji iodin adalah 65% maka bila dari 100
pengujian ditemukan 80 hasil positif, setidak-tidaknya 52 pengujian
adalah akurat. Untuk hasil yang benar-benar akurat dapat dilakukan
uji PCR (Mudita dan Natonis, 2011). Kerangka konsep disajikan pada
Gambar 3.2.

3.3. Hipotesis Penelitian
Hipotesis yang diusulkan dalam penelitian ini adalah:
1. Terdapat fragmen DNA CVPD" pada berbagai jenis jeruk yang
rentan, seperti jeruk keprok, jeruk siam, jeruk selayar, limau,
jeruk nipis, dan jeruk Bali.

28



Polimorfisme Fragmen DNA CVPD" pada Beberapa Jenis Tanaman Jeruk di Bali

2. Terdapat polimorfisme fragmen DNA CVPD" pada tanaman
jeruk yang tahan, toleran dan tanaman jeruk yang peka
terhadap penyakit CVPD.

3. Pohon filogenik yang dihasilkan dari analisis polimorfisme
fragmen DNA CVPD" dapat menentukan beberapa tingkat
serangan CVPD.

4. Fragmen DNA CVPD" bukan merupakan gen tunggal yang
bertanggung jawab terhadap kualitas buah yang dihasilkan.

Jenis-jenis Tanaman Jeruk
Jeruk: siam, keprok, kinkit,selayar,nipis

bruk tahan terhadap penyakit CVPD Jeruk rentan terhadap penyakit CVPD
e Jeruk nipis tanpa biji e Jeruk siam
e Jeruk kinkit e Jeruk keprok
e Jeruk Karatachi e Jeruk selayar
v ‘ ( \
Deteksi keberadaan fragmen Pengamatan Pengamatan visual
DNA CVPD' menggunakan terhadap tingkat dan Analisis
metode PCR dengan primer dan serangan
ekspresi fragmen DNA CVPD' I
pada jenis-jenis tanaman jeruk
A 4
1 Tingkat serangan:
= Ringan
Analisis sekuen fragmen DNA = Sedang
CVPD' yang teramplifikasi dari = Berat

beberapa jenis tanaman jeruk dan l
analisis keberadaan protein

CVPD'
1 Pengamatan secara Pengamatan Pengamatan
ici i : visual pada buah secara analisis Unsur Hara :
Analisis pollmorflsmei sekuen jeruk : pada buah jeruk : = Tanpa gejala
fragmen DNA CVPD pgda = Warna = Kandungan = Gejala ringan
beberapa jenis tanaman jeruk = Aroma gizi = Gejala Sedang
= Tekstur = Vitamin C = Gejala Berat
= Ukuran
\ 4

Penentuan filogenetik
polimorfisme fragmen DNA
CVPD' pada beberapa jenis
tanaman jeruk

| :

Polimorfisme dan tingkat serangan, mempengaruhi kualitas, dan kuantitas buah jeruk

Gambar: 3.2
Kerangka Konsep Penelitian
Polimorfisme fragmen DNA CVPD' pada beberapa jenis tanaman jeruk
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BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1. Tempat dan Waktu Penelitian

enelitian tentang polimorfisme fragmen DNA CVPD" pada

beberapa jenis tanaman jeruk di Bali pengambilan sampelnya
dilakukan di 7 kabupaten kota meliputi Kabupaten Tabanan,
Karangasem, Bangli, Gianyar, Badung, Buleleng, dan Kota Denpasar.
Isolasi DNA dan amplifikasi DNA dilaksanakan di Laboratorium Biologi
Molekuler Sumber Daya Genetika Universitas Udayana Denpasar.
Analisis sekuensing DNA dilakukan di Laboratorium PT Genetika
Science Indonesia, Jakarta. Penelitian ini berlangsung mulai bulan
Februari 2016 sampai dengan bulan Januari 2017.

4.2, Metode Pengumpulan Data

Metode pengambilan sampel dalam penelitian ini meng-
gunakanteknik purposive sampling, yaitu teknik pengambilan sampel
yang dilakukan dengan pertimbangan tertentu seperti sifat populasi
ataupun data yang sudah diketahui sebelumnya sehingga data yang
diperoleh lebih representatif (Sugiyono, 2010 dan Notoatmojo,
2010). Pengambilan sampel daun jeruk didasari atas data sentra
penanaman jeruk di Bali, yang diperoleh dari Badan Pusat Statistik
(BPS).

Deteksi penyakit CVPD dengan metode PCR dan analisis
unsur hara, bagian tanaman yang digunakan adalah tulang daun
tanaman jeruk segar yang diambil dari tiap kultivar. Penentuan
kualitas dan kuantitas buah digunakan buah yang sudah matang
dengan beberapa ciri seperti warna kulit buah menguning,
teksturnya agak keras, rasanya manis, dan tercium bau khas jeruk.
Pengujian kandungan kimia buah jeruk meliputi kadar air (%),
kapasitas antioksidan (ppmGAEAC/Galik Acid Equivalent Antioxidant
Capacity), dan vitamin C, mengacu pada analisis bahan pangan dan
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pertanian oleh Sudarmadji et al. (2010).

4.3. Analisis Data
4.3.1. Persentase Serangan dan Intensitas Serangan CVPD

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode
survei, melalui pengamatan persentase serangan dan intensitas
serangan CVPD di lapangan. Untuk persentase serangan dilakukan
pengamatan pertanaman yang menunjukkan gejala penyakit CVPD
dilakukan dengan mengamati 100 pohon tanaman jeruk dalam satu
hamparan di masing-masing lokasi. Pebuah yang diamati adalah
tanaman yang menunjukkan gejala penyakit CVPD dan intensitas
serangan diamati pada tanaman yang sakit dengan skor tingkat
kerusakan. Pengamatan tersebut dilakukan pada areal pertanaman
yang masih produktif. Jenis data yang dikumpulkan dari hasil
penelitian ini, yaitu data primer. Data primer diperoleh secara
langsung di lapangan, yaitu jumlah tanaman yang diamati, jumlah
tanaman jeruk yang menunjukkan gejala penyakit CVPD, serta
intensitas kerusakan tanaman terserang CVPD.

Data tersebut ditabulasi, kemudian dihitung persentase
tanaman jeruk yang terserang penyakit CVPD dan intensitas
kerusakan tanaman akibat CVPD dihitung dengan rumus sebagai
berikut:

Persentase penyakit CVPD (Boggie dan Hans, 1988)

PP =§ x100%

Keterangan:
PP = Persentase penyakit CVPD
X =Jumlah tanaman sakit CVPD
N =Jumlah tanaman yang diamati
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Intensitas penyakit CVPD dapat dihitung dengan formulasi
(Sinaga, 2009)

IP =

Z(nxv)

X 100%

Keterangan:

IP

Intensitas kerusakan tanaman jeruk akibat penyakit
CVPD
Jumlah ranting tanaman dengan gejala penyakit CVPD

n =
v = Nilai skala (harga numeric) dari tiap katagori serangan
Z = Nilai skala dari katagori tertinggi
N = Jumlah tajuk tanaman yang diamati
Tabel 4.1.
Skala numerik intensitas kerusakan tanaman terjangkit penyakit
CVPD
Skor Keterangan
1 Tidak ada serangan 0% tajuk tidak menunjukkan
gejala penyakit CVPD
2 Serangan ringan < 25% tajuk menujukkan gejala
penyakit CVPD
3 Serangan sedang 25-50% tajuk menunjukkan
gejala penyakit CVPD
4 Serangan berat 50% -75% tajuk menunjukkan
gejala penyakit CVPD
5 Sangat berat > 75% tajuk menunjukkan gejala

penyakit CVPD

4.3.2. lIsolasi DNA dan Analisis DNA dengan Metoda PCR

Total DNA dari tanaman jeruk diisolasi menggunakan kit
NucleoSpin® Plant Il dari Marchery-Nagel (www.nn-net.com) dan
sampel diambil dari tulang daun yang dipotong kecil-kecil. Langkah
pertama vyaitu sampel dihomogenasi dengan mengambil 100
mg sampel berat basah atau sampai dengan 20 mg berat kering
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sampel dari tanaman. Setelah itu sampel digerus dengan mortar
menggunakan liquid nitrogen kemudian dipindahkan dalam
ependorf. Kemudian ditambahkan lysis buffer 400 pl PL-1 lalu
divortex. Setelah itu ditambahkan 10 pl RNase A dan kocoklali
diinkubasikan pada suhu 65°C selama 10 menit kemudian dilakukan
filtrasi. Tempatkan NucleonSpin Filter (Violet Ring) pada tube yang
baru (2 ml) dan taruh lytase (sample yang telah hancur). Kemudian
dilakukan centrifuge selama 2 menit pada 11.000 x g. Pekerjaan
selanjutnya yaitu mengambil bagian supernatant atau supernatant
yang melewati kolom kemudian NucleoSpin Filter dibuang. Pekerjaan
tersebut diulangi lagi jika masih belum semua sampel terlewati pada
kolom kemudian ditaping kembali. Setelah itu ditambahkan 450 pl
Buffer PC dicampur dengan baik menggunakan vortex. Nucleon
Spin Plant Il Column (green ring) ditaruh ke dalam tube (2 ml) dan
masukkan supernatant (700 pl), lalu dicentrifuge selama 1 menit
selama 11.000 x g. Cairan yang melewati filter kemudian dibuang.
Setelah itu cuci dengan menambahkan 400 ul Buffer PW1 ke dalam
Nucleon Spin Plant Il yang digunakan, centrifuge selama 1 menit pada
11.000 x g, kemudian dibuang supernatantnya (bagian yang lewat
filter). Selanjutnya tambahkan 700 pl Buffer PW2 pada Nucleon Spin
Plant Il, centrifuge 1 menit pada 11.000 x g dan buang supernatant
(bagian yang lewat filter). Kemudian ditambahkan 200 pl Buffer PW?2
pada Nucleon Spin Plant Il, centrifuge salama 2 menit pada 11.000
x g (dry the silica membrane completely), taruh Nucleon Spin Plant
Il pada Eppendorf Tube dan tambahkan 50 ul Buffer PE (65°C) pada
dinding tube (Nucleon Spin Plant II), inkubasikkan pada suhu 65°C
selama 5 menit, centrifuge selama 1 menit pada 11.000 x g, cairan
yang ada pada Eppendorf tube adalah DNA tanaman, DNA tersebut
disimpan sampai digunakan kembali.

Sampel diambil dari tulang daun dengan pengamatan
terhadap gejala serangan CVPD dan deteksi menggunakan analisis
PCR dengan Forward Primer 011 (5" GCG CGT ATG CAA TAC GAG
CGG C 3’) dan Reverse Primer 012 (5" GCC TCG CGA CTT CGC AAC
CCAT 3’). Reaksi PCR terdiri dari 1 ng DNA sampel, 100 p mol P 011
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dan P 012c, 2ul dNTP, 2ul BUFFER pcr (10X), 0,2 Taq polymerase (5
U/ul). Program PCR yang digunakan yaitu Pre-treatmen pada suhu
929C selama 30 detik dengan satu siklus ulangan, denaturation pada
suhu 922C selama 60 detik, Annealing pada suhu 602C selama 30
detik, Elongation pada suhu 722C selama 90 detik. Tahap ini dengan
40 siklus ulangan.

Extention pada suhu 729C selama 90 detik dengan satu siklus
ulangan.

Deteksi keberadaan fragmen DNA CVPD" dilakukan dengan
analisis PCR menggunakan primer WR-F dan WR-R dan menggunakan
program denaturasi pada suhu 942C selama 60 detik, annealing
pada suhu 602C selama 30 detik, dan elongation pada suhu 72°C
selama 90 detik. Semua tahap ini dilakukan dengan 36 siklus ulangan
(Wirawan et al., 2004)

4.3.3. Elektroforesis Gel Agarose dan Visualisasi Hasil PCR

Gel agarose terdiri dari 1% agarose dilarutkan dalam 100 ml
TAE buffer (terdiridari 40 mM tris asetat pH 7,9; 2 mM Sodium EDTA).
Sampel DNA (8ul DNA + 2ul loading dye) masing-masing diisikan
padasumuran gel. Elektroforesis dilakukan dengan tegangan 100 volt
selama + 20 menit, kemudian direndam dalam larutan EtBr selama +
15 menit. Hasil elektroforesis kemudian divisualisasikan dengan UV
transiluminator untuk melihat posisi pita (band) DNA daritiap sampel
kemudian di dokumentasikan. Metode elektroforesis adalah metode
umum yang dapat diterapkan untuk memperlihatkan polimorfisme
sejumlah besar enzim. Melalui metode ini maka dapat ditemukan
perubahan dalam struktur molekul enzim yang mengakibatkan
perubahan muatan listrik molekul (Jean and Francois , 2010 ).

4.3.4. Ekspresi Fragmen DNA CPVD' dengan Analisa Sekuensing
DNA
Mesin sekuensing DNA automatis modern mampu me-
ngurutkan 384 sampel berlabel fluoresens sekaligus dalam sekali
batch (elektroforesis) yang dapat dilakukan sampai 24 kali sehari. Hal
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tersebut hanya mencakup proses pemisahan dan proses pembacaan
kurva, reaksi sekuensing, pembersihan dan pelarutan ulang dalam
larutan penyangga yang sesuai harus dilakukan secara terpisah.
Untuk memperoleh hasil reaksi berlabel yang dapat dideteksi
dari DNA cetakan, metode “sekuensing daur” (cycle sequencing)
paling lazim dilakukan. Dalam metode ini dilakukan berturut-turut
penempelan primer (primer annealing), ekstensi oleh polimerase
DNA dan denaturasi (peleburan atau melting) untai-untai DNA
cetakan secara berulang-ulang (25-40 putaran). Kelebihan utama
sekuensing daur adalah lebih efisien. Setiap tahap pada sekuensing
daur ditempuh dengan mengubah suhu reaksi menggunakan mesin
pendaur panas (thermal cycler) PCR (Sanger et al., 1977).

Total DNA dari tanaman jeruk diisolasi menggunakan
Mini Kit Plant dari nucleoSpin® Plant Il dari Marchery-Nagel (www.
mn.net.com). Dalam reaksi PCR, menggunakan 1 pg sampel DNA,
primer dari 100 p mol PO11 dan P012c, 2ul dNTP, 2ul PCR Buffer
(10X), 0,2 Taqg polimerase (5 U / ul). Program PCR menggunakan
Pre-treatmen pada suhu 92°C selama 30 detik dengan satu putaran,
denaturasi pada suhu 922C selama 60 detik, Annealing pada suhu
602C selama 30 detik, Elongasi pada suhu 722C selama 90 detik
dengan 40 putaran. Perpanjangan di 722C selama 90 detik dengan
satu putaran (Wirawan et al., 2014). Deteksi keberadaan fragmen
DNA CPVD' dilakukan dengan analisis PCR menggunakan primer
WR-F dan WR-R, menggunakan program denaturasi pada suhu
94°C selama 60 detik, annealing pada suhu 60°C selama 30 detik,
dan elongation pada suhu 72°C selama 90 detik. Semua tahap ini
dilakukan dengan 36 siklus ulangan. DNA hasil amplifikasi dengan
PCR dielektroforesis dalam gel agarose TA 1% (b / v) dan kemudian
disekuensing dengan fragmen DNA CVPD".

4.3.5. Uji Defisiensi Unsur Hara Daun Jeruk yang Bergejala CVPD
Dengan Atomic Absorbtion Spectrophotometer (AAS)
Analisis jaringan tanaman lebih praktis dilakukan untuk

mengetahui status hara pada tanaman daripada cara lain. Status
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hara pada jaringan tanaman juga merupakan gambaran status hara
dalam tanah. Hal ini berdasarkan prisnsip bahwa konsentrasi suatu
unsur hara di dalam tanaman hasil interaksi dari semua faktor yang
mempengaruhi penyerapan unsur tersebut dari dalam tanah (Liferdi
et al.,, 2008). Jaringan tanaman yang digunakan untuk dianalisis
yaitu daun, karena daun merupakan tempat proses fotosintesis
dan metabolisme lainnya yang sangat aktif. Daun juga merupakan
salah satu tempat penyimpanan karbohidrat dan mineral. Hara yang
ada pada daun tidak hanya berperan dalam fotosintesis tetapi juga
menggambarkan status hara tanaman. Dilaporkan oleh Liferdi et al.
(2006) bahwa umur daun penting diperhatikan untuk sampel daun.
Halin terkait dengan perubahan fungsi daun sebagai sink dan source.
Daun-daun muda berfungsi sebagai sink sehingga harus mengimpor
hara-hara mineral dan fotosintat dari organ lain, yang berfungsi
sebagai source adalah daun dewasa yang mengekspor hara mineral
ke organ yang membutuhkan.

Metode AAS berprinsip pada absorpsi cahaya oleh atom.
Atom-atomyang menyerap cahayatersebut padapanjanggelombang
tertentu, tergantung pada sifat unsurnya. Atom-atom ini mampu
menyerap energy cahaya yang panjang gelombang resonansinya
khas untuknya, yang pada umumnya adalah panjang gelombang
radiasi yang akan dipancarkan atom-atom itu bila tereksitasi dari
keadaan dasar. Jika cahaya dengan panjang gelombang resonansi itu
dilewatkan nyala yang mengandung atom-atom yang bersangkutan,
maka sebagian cahaya itu akan diserap, dan jauhnya penyerapan
akan berbanding lurus dengan banyaknya atom keadaan dasar
yang berada dalam keadaan nyala. Pemilihan metode spektrometri
serapan atom karena mempunyai sensitifitas tinggi, mudah, murah,
sederhana, cepat, dan cuplikan yang dibutuhkan sedikit (Supriyanto
et al., 2007). Analisis menggunakan AAS juga lebih sensitif, spesifik
untuk unsur yang ditentukan, dan dapat digunakan untuk penentuan
kadar unsur yang konsentrasinya sangat kecil tanpa harus dipisahkan
terlebih dahulu.

Komponen pada uji AAS yaitu:
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Suplai daya / sumber sinar
Sistem pengatoman
Monokromator

Detektor

Sistem pembacaan

u A N e

Perhitungan konsentrasi hasil AAS sesuai standar SNI dapat
dihitung dengan rumus seperti:

(D-E)xFpxVx100%
W

Konsentrasi logam (%) =

Keterangan:

D = konsentrasi dari hasil pembacaan AAS

E = konsentrasi blanko contoh dari hasil pembacaan AAS
Fp= pengenceran

V = volume akhir larutan contoh yang disiapkan (L)

W = berat contoh (g)

Preparasi sampel yang dapat dilakukan yaitu dengan
metode pengabuan basah. Pemilihan metode pengabuan tersebut
tergantung pada sifat zat organik dalam sampel, sifat zat anorganik
yang ada dalam bahan, logam berat yang akan dianalisa serta
sensitivitas yang digunakan (Andarwulan, 2011).

Padapengabuaninidilakukandekstruksibasahmenggunakan
HNO, dan H,SO, Penambahan HNO3 berfungsi untuk memutus
ikatan senyawa kompleks, dimana logam-logam yang terdapat
dalam cuplikan membentuk senyawa kompleks dengan bahan
organik. Metode destruksi basah dalam penelitian ini dilakukan
dengan menimbang 1 gram sampel serbuk halus dari daun jeruk,
kemudian ditambahkan 10 ml HNO, pekat dan 3 ml larutan H,SO
60%, lalu dipanaskan di atas hotplate pada suhu 100 — 120°C sampai

4

buih habis, berfungsi sebagai agen pengoksidasi yang kuat sehingga
dapat menyempurnakan proses destruksi.
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Selama proses destruksi terdapat gelembung-gelembung
kecil berisi gas berwarna kecoklatan, gas ini adalah NO (hasil
samping proses destruksi menggunakan asam nitrat). Penggzunaan
HNO, sebagai agen pengoksidasi dapat menimbulkan gas berwarna
kecoklatan selama pemanasan berlangsung. Logam CH dan HNO,
hampir mengering, lalu didinginkan. Hasil destruksi ditambah 5,0
mL larutan unsur hara 200 mg/L (standar adisi) dan larutan HNO,
2%, dan dipindahkan secara kuantitatif ke dalam labu ukur serta
ditambahkan larutan HNO, 2% sampai volumenya menjadi 100,0
mL, dikocok homogen dan disaring. Kemudian larutan diukur
absorbansinya dengan menggunakan instrument Flame-AAS pada
panjang gelombang 422,7 nm. Penelitian ini hanya menganalisis
mineral Mg, Zn, Mn, dan Zn karena mineral tersebut adalah
termasuk unsur hara makro yang diperlukan dalam jumlah sedikit,
tetapi unsur hara tersebut harus ada.

4.4, Variabel Penelitian

Variabel yang diamati dalam penelitian ini terdiri dari dua
macam, yaitu variabel sensori dan kimia dari buah jeruk. Varibel
sensori meliputi warna, aroma, tekstur, rasa, dan ukuran menurut
metode Waysima et al. (2010). Variabel kimia meliputi kandungan
air, vitamin C, dan antioksidan. Mineral yang diamati adalah Zn, Fe,
Mg, dan Mn.

Pengukuran terhadap variabel dilakukan secara langsung
terhadap unit-unit percobaan meliputi:

4.4.1. Uji organoleptik

Uji organoleptik terhadap warna, aroma, tekstur dan
ukuran dilakukan dengan uji skoring menggunakan 15 panelis semi
terlatih sebagai ulangan. Panelis pada penelitian ini adalah panelis
semi terlatih yang sudah diberikan penjelasan terlebih dahulu dan
mengenal buah jeruk serta memiliki pengalaman dalam penilaian
organoleptik. Panelis diminta untuk memberikan penilaian ter-
hadap sampel yang disajikan berdasarkan skala numerik dengan
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mengisikan penilaiannya dengan cara memberikan tanda (X) pada
tabel kuesioner yang telah disediakan. Adapun deskripsi pada
masing-masing variabel sebagai berikut:

Tabel 4.2.
Variabel sensori
Parameter Skala numerik Skala verbal
sensori
Warna 1 Hijau kekuningan
2 Kuning kehijauan
3 Kuning
4 Orange kekuningan
5 Orange
Aroma 1 Sangat kurang aroma jeruk
2 Kurang khas aroma jeruk
3 Biasa
4 Khas aroma jeruk
5 Sangat khas aroma jeruk
Tekstur 1 Amat sangat lembek
2 Sangat lembek
3 Lembek
4 Agak keras
5 Keras
Tabel 4.3.
Kriteria jeruk keprok (SNI 01-3165-1992)
Kelas Bobot (g) Diameter (cm)
A >151 >71
B 101-150 61-70
C 51-100 51-60
D <50 40-50

Sumber: Badan Standarisasi Nasional
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4.4.2. Analisa Penentuan Kadar Air dengan cara Pemanasan
Penentuan kadar air dilakukan dengan menggunakan
metode oven (AOAC, 1999). Penentuan kadar air yakni didasarkan
pada perbedaan berat sampel sebelum dan sesudah dikeringkan.
Cawan kosong yang bersih dikeringkan dalam oven selama satu
jam dengan suhu 105°C dan didinginkan dalam desikator, kemudian
ditimbang. Dilakukan sampai berat cawan konstan. Kemudian sampel
buah jeruk dimasukkan ke dalam cawan yang telah ditimbang dan
dikeringkan dalam oven pada suhu 105° C selama 4 jam. Setelah
itu, cawan yang telah berisi sampel buah jeruk tersebut didinginkan
dalam desikator dan ditimbang. Lalu dipanaskan kembali selama
satu jam, kemudian didinginkan kembali dalam eksikator dan
ditimbang. Perlakuan ini diulangi sampai berat konstan. Kadar air
dihitung berdasarkan kehilangan berat, yaitu selisih antara berat
awal dan berat akhir sampel buah jeruk (Sudarmadji et al.,, 2010)
dengan menggunakan rumus:
Wi-W,
Keterangan:
bb = Bobot basah
W

1

W

2

Berat awal sampel buah jeruk (g)

Berat akhir sampel buah jeruk (g)

4.4.3. Analisa Vitamin C dengan Uji lodium

Buah jeruk ditimbang sebanyak 200-300 g dan dihancurkan
dengan blender sampai diperoleh bubur. Bubur ditimbang sebanyak
10-30 g, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 ml dan
selanjutnya ditambahkan aquades sampai tanda batas volume 100
ml. Kemudian filtrat dihomogenkan dan disaring dengan kertas
saring. Filtrat yang diperoleh diambil 25 ml dan dimasukkan ke
dalam erlenmeyer 100 ml kemudian 1 ml amilum 1% ditambahkan
ke dalamnya. Filtrat yang telah ditambahkan dengan amilum dititrasi
dengan larutan iodium standar 0,01 N sampai terjadi perubahan
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warna (Sudarmadji et al., 2010). Kadar vitamin C dihitung dengan

menggunakan rumus:

mliod x 0,01 N x 12%'3:( 88 x 100

; - 0 =
Vitamin C (/U) Berat bahan(mg)

4.4.4. Uji Aktivitas Antioksidan Menggunakan Metode DPPH

Penelitianinimenggunakan metode uji aktivitas antioksidan
radikal 2,2-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) dalam menguji aktivitas
antioksidan pada sari jeruk. Metode DPPH adalah suatu metode
sederhana yang dikembangkan untuk menentukan aktivitas
antioksidan dari suatu bahan pangan menggunakan radikal
DPPH. Uji DPPH adalah suatu metode kolorimetri yang efektif dan
cepat untuk memperkirakan aktivitas antiradikal. Radikal DPPH
adalah suatu senyawa organik yang mengandung nitrogen tidak
stabil dengan absorbansi kuat pada = 517 nm dan berwarna
ungu gelap. Setelah bereaksi dengan senyawa antioksidan, DPPH
tersebut akan tereduksi dan warnanya akan berubah menjadi
kuning. Hal ini menunjukkan bahwa semakin kuat suatu senyawa
antioksidan dalam mendonorkan atom hidrogen maka semakin
tinggi aktivitas antioksidannya (Wulan, 2010).
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BABV
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1.Gejala Penyakit, Persentase Serangan, dan Intensitas Serangan
CVPD

asil penelitian secara umum menunjukkan bahwa gejala
Hpenyakit CVPD adalah daun menguning dan tulang daun
hijau serta adanya penyumbatan jaringan pembuluh floem. Pada
gejala berat, daun menjadi lebih kaku, kecil, menebal, dan dapat
menguning pada keseluruhan kanopi Gambar 5.1.A, letaknya
tersebar dan mengalami mati ranting yang parah. Tanaman jeruk
yang terserang CVPD pangkal buah menguning, buahnya kecil dan

keras, seperti pada Gambar 5.1. B.

Gambar 5.1
Buah dan daun jeruk bergejala CVPD di desa Petang, Badung (koleksi pribadi)
A. Daun jeruk bergejala CVPD: daun menguning dengan tulang daun hijau
B. Buah jeruk terserang CVPD: pangkal buah menguning

Penelitian tentang intensitas tanaman terserang dan
persentase serangan dilakukan di Desa Petang, Kabupaten Badung
yang secara topografi terletak pada ketinggian 800 meter di atas
permukaan laut, lebih kurang 32 km sebelah utara Kota Denpasar.
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Luas desa adalah 115,00 km?, beriklim tropis yang pada umumnya
terdiri dari lima bulan musim hujan dan tujuh bulan musim kemarau.
Kondisi udara cukup segar dan bersih karena faktor pencemaran
relatif masih rendah. Curah hujan rata-rata pertahunnya antara
2000 sampai 2500 mm, suhu udara rata-rata minimum 24°C dan
maksimum 32° C dengan faktor iklim, curah hujan dan suhu udara,
menunjukkan kondisi sedang sehingga kehidupan flora dan fauna
dapat didukung dengan keanekaragaman tanpa memerlukan
kekhasan tersendiri sehingga perlu diamati persentase dan
intensitas tanaman terserang penyakit CVPD yang berkembang di
Desa Petang.

Berdasarkan hasil pengamatan yaitu suatu kegiatan yang
bertujuan untuk mendapatkan data atau keterangan dengan jalan
mengamati, melakukan pengukuran. dan perhitungan terhadap
obyek yang diteliti dalam penelitian ini yaitu pada pertanaman
jeruk dengan berbagai gejala di desa Petang, Kabupaten Badung
yang sudah diidentifikasi, maka mendapatkan hasil persentase dan
intensitas tanaman jeruk terserang CVPD seperti disajikan pada
Tabel 5.1.

Tabel 5.1
Persentase serangan, dan intensitas tanaman jeruk terserang CVPD

Tanaman jeruk terserang CVPD (%)

Jenis jeruk
Persentase serangan Intensitas serangan (%)
(%)
Jeruk siam 61 42,2
Jeruk keprok 70 44,4
Jeruk selayar 87 55,5

Gejala fisik tanaman jeruk pada daun yang terserang
penyakit CVPD di Desa Petang terlihat pada Gambar 5.2.
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Gambar 5.2.
Daun jeruk bergejala CVPD di desa Petang

Gambar 5.2.
Daun jeruk bergejala CVPD di desa Petang

Hasil pengamatan di Desa Petang, Kabupaten Badung
menunjukkan bahwa intensitas serangan CVPD pada jeruk siam
persentasenya terendah 42.2% dan jeruk selayar menempati
persentase tertinggi yaitu 55,5 %. Persentase serangan CVPD juga
berbeda pada masing-masing jeruk, yaitu persentase serangan CVPD
terendah ditemukan pada jeruk siam dan tertinggi ditemukan pada
jeruk selayar 87%. Secara menyeluruh dari hasil pengamatan di
lapang terlihat bahwa jeruk siam menunjukkan intensitas serangan
dan persentase serangan yang paling rendah dibandingkan dengan
jeruk selayar dan jeruk keprok di Desa Petang.

5.2. Deteksi Penyakit CVPD dengan Metode PCR

Kemiripan gejala penyakit CVPD secara fisik dengan
gejala kekurangan unsur hara pada tanaman jeruk menimbulkan
pertanyaan untuk dapat menyelesaikan atau mencari solusi dalam
mengatasi permasalahan tersebut. Dengan demikian dilakukanlah
deteksi penyakit CVPD menggunakan metode PCR untuk memastikan
bahwatanaman jeruk terserang CVPD. Deteksi dilakukan terhadap 27
sampel tanaman jeruk dari lokasi yang berbeda di 7 Kabupaten/kota,
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yaitu Kabupaten Karangasem, Kabupaten Bangli, Kabupaten Gianyar,
Kabupaten Badung, Kabupaten Buleleng, Kabupaten Tabanan, dan
Kota Denpasar, Provinsi Bali dengan jenis tanaman jeruk, yaitu
jeruk kinkit (T. trifoliate), jeruk nipis tanpa biji (C. aurantifolia var.
seedless), jeruk nipis (C. aurantifolia), jeruk Bali (C. grandis), jeruk
selayar (C. reticulate var selayar), jeruk siam (C. nobilis), jeruk keprok
(C. reticulate var keprok), jeruk limo (C. amblycarpa) dan kemuning
(Murraya paniculata L). Hasil isolasi DNA total daun dianalisis
dengan metode PCR menggunakan primer CVPD 011 dan 012 untuk
mengetahui keberadaan bakteri L. asiaticus. Hasil deteksi dengan
PCR tersebut disajikan pada Tabel 5.2.

Hasil analisis PCR menunjukkan bahwa dari 27 sampel
tanaman jeruk yang dideteksi terdapat 25 tanaman jeruk positif
terjangkit penyakit CVPD kecuali tanaman jeruk kinkit (T. trifoliate)
dan jeruk nipis tanpa biji (C. aurantifolia var. seedless) yang
menunjukkan hasil negatif. Hasil analisis dengan PCR ini menunjukkan
hasil yang sama seperti yang ditemukan oleh Wirawan et al., 2004
yang menyatakan bahwa varietas jeruk inimempunyai gen ketahanan
yang berlokasi pada kromosom tanaman jeruk. Hasil elektroforesis
dari DNA yang teramplifikasi dengan PCR divisualisasikan dengan
UV transimulator, ditemukan pita DNA pada ukuran 1160bp. Hasil
amplifikasi ini disajikan pada Gambar 5.3. dan 5.4.
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Tabel 5.2
Hasil visualisasi PCR terhadap penyakit CVPD
No Jenis jeruk Gejala CVPD
1 Citrus nobilis var. Kintamani - +
2 Citrus grandis L. Besakih - +
3 Citrus grandis L. Kintamani - +
4 Citrus grandis L. Bedugul + +
5  Citrus nobilis var. Bedugul + +
6  Citrus reticulate var. selayar Mangguh - +
7  Citrus reticulate var. selayar Kintamani - +
8  Citrus reticulate var. keprok Gianyar + +
9  Citrus reticulate var. keprok Petang + +
10  Citrus nobilis var. Gianyar - +
11  Citrus reticulate var. keprok Karangasem - +
12 Citrus reticulate var. keprok Bangli - +
13 Citrus nobilis var. Mangguh - +
14  Citrus nobilis var. Denpasar - +
15  Citrus reticulate var. keprok Mangguh - +
16  Citrus reticulate var. keprok Besakih - +
17  Citrus nobilis var. Tabanan + +
18  Citrus nobilis var Pecatu + +
19  Citrus nobilis var. Payangan - +
20 Triphasia trifoliate - -
21  Citrus reticulate var . selayar Buleleng + +
22 Citrus amblycarpa - +
23 Citrus aurantifolia var. seedless - -
24 Citrus nobilis var. Buleleng + +
25  Citrus aurantifolia - +
26  Citrus nobilis var Petang + +
27  Murraya paniculata L. + +
Keterangan:
(+) bergejala (+)ada bakteri
(-) tidak bergeja (—)tidak ada bakteri
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Gambar 5.3.

Hasil amplifikasi DNA dengan PCR pada sampel tanaman jeruk: 1. C.grandis

L Kintamani, 2. C. nobilis var Bedugul, 3. C. grandis L Bedugul, 4. C. reticulate

var keprok Petang, 5. C. grandis L Besakih, 6. Citrus aurantifolia var. seedless
(tidak terdeteksi bakteri Liberobacter), 7. C. aurantifolia, 8. C. amblycarpa, 9. C.
reticulate var. keprok Bangli, 10. C. reticulate var. selayar Mangguh, 11. C. nobilis
var. Mangguh, 12. C. reticulate var. keprok Mangguh, 13. C. reticulate var.keprok

Besakih.

Gambar 5.4.

Hasil amplifikasi DNA dengan PCR pada sampel tanaman jeruk: 1. C. nobilis var
Petang, 2. Muraya paniculata L. 3. C. reticulate var. keprok Karangasem, 4. C.
nobilis var. Kintamani, 5. C. nobilis var. Denpasar, 6. C. nobilis var. Buleleng, 7. C.
nobilis var. Gianyar, 8. Triphasia trifoliate. (tidak terdeteksi bakteri Liberobacter
), 9. C. nobilis var. Pecatu, 10. C. reticulate var. selayar Buleleng, 11. C. nobilis var.
Payangan, 12. C. reticulate var. selayar Kintamani, 13. C. nobilis var. Tabanan, 14.
C. reticulate var. keprok Gianyar
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Hasil visualisasi PCR terhadap penyakit CVPD pada Tabel
5.2. bahwa sampel jeruk yang tidak menunjukkan gejala serangan
CVPD vyaitu jeruk siam Kintamani, jeruk Bali Besakih, jeruk Bali
Kintamani, jeruk selayar Mangguh, jeruk selayar Kintamani, jeruk
keprok Karangasem, jeruk keprok Bangli, jeruk siam Mangguh, jeruk
siam Denpasar, jeruk siam Gianyar,jeruk keprok Mangguh, jeruk
keprok Besakih, jeruk siam Payangan, jeruk kinkit, jeruk limau, jeruk
nipis tanpa biji, dan jeruk nipis setelah dilakukan deteksi dengan
menggunakan metode PCR menunjukkan sampel tersebut positif
terserang penyakit CVPD dengan ditemukannya pita DNA pada
ukuran 1160bp, kecuali pada sampel jeruk kinkit dan jeruk nipis
tanpa biji tidak terdeteksi adanya bakteri Liberobacter.

Sampel jeruk Bali Bedugul, jeruk siam Bedugul, jeruk keprok
Gianyar, jeruk keprok Petang, jeruk siam Tabanan, jeruk siam Pecatu,
jeruk selayar Buleleng, jeruk siam Buleleng, jeruk siam Petang, dan
kemuning yang menunjukkan gejala CVPD setelah dilakukan deteksi
dengan metode PCR memang terserang penyakit CVPD. Penelitian
ini menunjukkan bahwa sampel daun jeruk yang secara visual tidak
menunjukkan gejala CVPD, setelah dilakukan deteksi dengan metode
PCR ternyata positif terserang penyakit CVPD. Untuk mendeteksi
keberadaan bakteri Liberobacter pada tanaman jeruk dilakukan
dengan menggunakan metode PCR dengan primer yang spesifik dari
16SrDNA, akan ditemukan pita DNA pada ukuran 1160bp.

5.3. Distribusi Fragmen DNA CVPD' pada Tanaman Jeruk
Polimorfisme fragmen DNA CVPD" pada beberapa tanaman
jeruk yang ada di Bali, termasuk jeruk kinkit (Triphacia trifoliata) dan
jeruk nipis tanpa biji (Citrus aurantifolia var. seedles) yang selama ini
dikenal sebagai tanaman jeruk yang tahan terhadap penyakit CVPD.
Untuk mendapatkan polimorfisme fragmen DNA CVPD" pada
beberapa tanaman jeruk yang ada di Bali dilakukan analisis DNA
dengan PCR, menggunakan primer gen ketahanan untuk mengetahui
keberadaan fragmen DNA CVPD". Hasil deteksi dengan PCR disajikan

49



| Gusti Ayu Diah Yuniti

dalam Tabel 5.3. Hasil fragmen DNA CVPD' teramplikasi dilakukan
sekuensing untuk mendapatkan polimorfisme fragmen DNA CVPD’
dari beberapa tanaman jeruk di Bali disajikan pada Gambar 5.5. dan
5.6.

Analisis PCR terhadap DNA dari 27 tanaman jeruk tahan
maupun rentan menunjukkan bahwa sebanyak 25 sampel
mengandung pita fragmen DNA CVPD', dengan ukuran 841bp. Hasil
penelitian ini sesuai dengan penelitian Wirawan (2004). DNA sampel
tanaman jeruk siam Petang (C. nobilis var Petang) tidak terdeteksi
mengandung fragmen DNA CVPD' pada line 8 (delapan) (Gambar
5.5).

Sementara itu kemuning (Muraya peniculata) pada line 6
(enam) tidak terdeteksi mengandung fragmen DNA CVPD' (Gambar
5.6.). Dari hasil penelitian ini ditemukan adanya fragmen DNA CVPD’
pada semua jenis jeruk baik yang tahan, toleran maupun yang peka,
kecuali pada jeruk siam Petang (C. nobilis var Petang) dan kemuning
(Muraya peniculata).
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Tabel 5.3
Hasil PCR fragmen DNA CVPD’

No Jenis Jeruk CVPD’
1 Citrus nobilis var. Kintamani +
2 Citrus grandis L. Besakih +
3 Citrus grandis L. Kintamani +
4 Citrus grandis L. Bedugul +
5 Citrus nobilis var. Bedugul +
6 Citrus reticulate var. selayar Mangguh +
7 Citrus reticulate var. selayar Kintamani +
8 Citrus reticulate var. keprok Gianyar +
9 Citrus reticulate var. keprok Petang +
10 Citrus nobilis var. Gianyar +
11 Citrus reticulate var. keprok Karangasem +
12 Citrus reticulate var. keprok Bangli +
13 Citrus nobilis var. Mangguh +
14 Citrus nobilis var. Denpasar +
15 Citrus reticulate var. keprok Mangguh +
16 Citrus reticulate var. keprok Besakih +
17 Citrus nobilis var. Tabanan +
18 Citrus nobilis var Pecatu +
19 Citrus nobilis var. Payangan +
20 Triphasia trifoliate +
21 Citrus reticulate var . selayar Buleleng +
22 Citrus amblycarpa +
23 Citrus aurantifolia var. seedless +
24 Citrus nobilis var. Buleleng +
25 Citrus aurantifolia +
26 Citrus nobilis var Petang -
27 Murraya paniculata L. -

Keterangan (+) mengandung fragmen DNA CVPD’
(-) tidak mengandung fragmen DNA CVPD’
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Gambar 5.5.

Hasil amplifikasi DNA dengan PCR pada sampel tanaman jeruk: 1. Triphasia
trifoliate, 2. Citrus aurantifolia var. Seedles, 3. C. reticulate var Keprok
Karangasem, 4. C. nobilis var Kintamani, 5. C. nobilis var Denpasar, 6. C. nobilis var
Buleleng, 7. C. nobilis var Siam Gianyar, 8.C. nobilis var Petang (tidak terdeteksi),
9. C. nobilis var Pecatu, 10. C. reticulate var Slayer Buleleng, 11. C. nobilis var
Payangan, 12. C. reticulate var Slayer Kintamani, 13. C. nobilis var Tabanan, 14. C.
reticulate var Keprok Gianyar.

9 10 1 12 13

Gambar 5.6.

Hasil amplifikasi DNA dengan PCR pada sampel tanaman jeruk: 1. C.grandis L
Kintamani, 2. C. nobilis var Bedugul, 3. C. grandis L Bedugul, 4. C. reticulate var
Keprok Petang, 5. C. grandis L Besakih, 6. Muraya paniculata L. (tidak terdeteksi),
7. C. aurantifolia, 8. C. amblycarpa, 9. C. reticulate var Keprok Bangli, 10. C.
reticulate var Slayer Mangguh, 11. C. nobilis var Mangguh, 12. C. reticulate var
Keprok Mangguh, 13. C. reticulate var Keprok Besakih.

Adapun polimorfisme fragmen DNA CVPD' terlihat pada Gambar 5.7
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Hasil sekuensing pada Gambar 5.7. memperlihatkan
bahwa ada perbedaan pasang basa pada 117 bp, 145 bp, 147 bp,
149 bp, 166 bp, 167 bp, 181, 196 bp. Hasil sekuensing Gambar
5.8. memperlihatkan bahwa ada perbedaan pasang basa 247,
264, 269, 275, 278, 298, 315 bp. Hasil sekuensing Gambar 5.9.
memperlihatkan bahwa ada perbedaan pasang basa pada 336 bp,
344 bp, 347 bp, 352 bp, pada 400 bp sampai dengan 424 bp semua
sampel tidak terdeteksi, kecuali pada sampel jeruk siam Kintamani
terdeteksi. Hasil sekuensing Gambar 5.10. memperlihatkan bahwa
ada perbedaan pasang basa pada 462 bp, 478 bp, 490 bp, 503 bp,
504 bp, 527 bp. Hasil sekuensing Gambar 5.11. memperlihatkan
bahwa ada perbedaan pasang basa pada 538 bp, 575 bp, 580 bp, 585
bp, 591 bp, 597 bp, 631 bp, 633 bp, dan mulai pada 581 b p jeruk
keprok Gianyar tidak terdeteksi sampai di 841 bp. Hasil sekuensing
Gambar 5.12. memperlihatkan bahwa ada perbedaan pasang basa
pada 663 bp, 672 bp, 680 bp, 694 bp, 706 bp, 709 bp, 714 bp, 724
bp, 747 bp. Akan tetapi sampel jeruk selayar Mangguh dari 680 bp
sampai dengan 841 bp terdapat perbedaan basa dengan sampel
jeruk yang lain. Hasil sekuensing Gambar 5.13. memperlihatkan
bahwa ada perbedaan pasang basa pada 783 bp, 801 bp, 825 bp.

Hasil penelitian menunjukkan dari 27 sampel tanaman
jeruk, sebanyak 25 sampel mengandung fragmen DNA CVPD", rentan
terhadap penyakit CVPD, hal ini menunjukkan bahwa fragmen DNA
CVPD' pada spesies atau varietas tanaman jeruk ini tidak bekerja
dengan baik dan dapat disebabkan oleh mutasi atau ketahanan
terhadap penyakit CVPD masih diperlukan gen lain, selanjutnya
untuk mengetahui urutan fragmen DNA CVPD' pada beberapa
tanaman jeruk dilakukan analisa urutan DNA fragmen DNA CVPD’
dengan hasilnya seperti disajikan pada Tabel 5.4.
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Tabel 5.4.
Polimorfisme fragmen DNA CVPD' pada beberapa jenis tanaman
jeruk
No. |Ukuran basa| Basayang menga- Isolat sampel
lami polimorfisme

1 117 bp TCA >TCT CnKin

2 145-147 bp GAG 2TAA Tt, CavarSeed, CnBll, CnPc,
CnvarSlayBll, CnPy, CnTbn,
CrvarKepMang, CrvarKepBs,
CrvarSlayMang, Cauran,
Cambly.

3 149 bp CTT 2>CGT CnKin

4 166-167 bp TGG = CAG CgKin,CgBs

5 181 bp GAA > AAA CgKin,CgBd

6 196 bp CAA = TAA CnKin

7 247 bp GGG 2> AGG CnKin

8 264 bp CAG > CAT CrvarSlayKin,  CrvarKepGr,
CrvarSlayMang, CrvarKepPet

9 269 bp TAT 2 TGT CnKin, CnBd, CgKin, CgBd,
CgBs

10 275 AAT = ACT CnKin, CnBd, CgBs,

11 278 bp GAC > G'C CnKin

12 298 bp AGC = GGC CnBd

13 315 bp TAG = TAT CnBd, CnKin, CgBd, CgBs

14 336 bp AAG =2 AAA CnKin

15 344 bp GCT > GTT CnKin

16 347 bp TCT = TAT CrvarSlayKin, CrvarKep, Cr-
varSlayMang, CrvarKepPet

17 352 bp AAT = CAT CnKin

18 400-424 bp AGACTTTGTAG- Hanya CnKin yang menga-

GCATAAATGCTAT  |lami mutasi
19 462 bp TTIT2>TTG CgBd, CrvarKepBgl
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20 478 bp AAA > CAA CgBs

21 [490 bp CAG > TAG CgKin

22 503-504 bp TTG = AAG CnKin, CnBd, CgKin, CgBd,
CnBll,

23 527 bp GTT> CTT CnBd,

24 538 bp ATT = ATG CnKin, CnBd, CgKin, CgBd,
CnBll

25 575 bp TAA = CAA CnKin

26 580-841 bp NNN->NNN CrvarKepGr

27 585 bp TCT > TTT CnKin, CnGr, CnPc, CnTbn,
CnBd

28 591 bp TGG = TAG CnKin, CnBd, CgBd, CgKin,
CgBs

29 597 bp ACC > ATC CnKin, CnBd, CgBd, CgKin,
CgBs

30 631 bp TIC> TTA CnKin

31 633 bp ATA = AGA CnKin, CrvarSlayKin, CnBd,
CgKin, CgBd, CrvarKepMang,
CrvarKepBs, CgBs, CrvarKep-
Bgl

32 652 bp ATG = ATC CrvarKepBgl, CgBs

33 663 bp AAA > ACA CnKin, CnBd, CgKin, CgBd,
CgBs

34 672 bp TGT > TTT CgBs

35 680 bp AT ATT CrvarSlayMang

680 bp AT > AAT CnBll
680-841 bp terjadi perbedaan |CrvarSlayMang
basa dengan sampel
yang lain

36 694 bp TTG > TTC CnBd, CgKin, CgBd

37 706 bp AA" > AAC CnThbn

38 709 bp GTC > GTT CgBs, CnKin
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39 714 bp TCA> TTA CnKin

40 724 bp ATC - ATA CgKin, CgBd
41 747 bp AGA > ATA CnBd

42 783 bp AGA > ATA CnBd

43 801 bp TA>TIT CnKin
Keterangan:

CnKin= C. nobilis var.Kintamani, Tt=Triphasia trifoliata, CavarSeed=C.
aurantifolia var. Seedles, CnBIlI=C. nobilis var. Buleleng, CnPc=C. nobilis
var. Pecatu, Crvar.SlayBll=C. reticulate var. Slayer Buleleng, CnPay=C.
nobilis var. Payangan, CnTab=C. nobilis var. Tabanan, CrvarKepMang=C.
reticulate var Keprok Mangguh, CrKepBs=C. reticulate var Keprok Besakih,
CrvarSlayMng=C. reticulate var Slayer Mangguh, Cauran=C. aurantifolia,
Cambly=C. amblycarpa, CgKin=C. grandis L. Kintamani, CgBs=C. grandis
L.Besakih, CgBd=C. grandis L.Bedugul, CrvarSlayKin=C. reticulate var. Slayer
Kintamani, CrvarKepGr=C. reticulate var Keprok Gianyar, CrvarKepPet=C.
reticulate var Keprok Petang, CnBd=C. nobilis var. Bedugul, CnGr=C. nobilis
var. Gianyar, CrvarKepKr=C. reticulate var. Keprok Karangasem, CrvarBg|=C.
reticulate var. Keprok Bangli, CnMang=C. nobilis var. Mangguh, CnDps=C.
nobilis var. Denpasar.

Hasil penelitan  menunjukkan terdapat polimorfisme
fragmen DNA CVPD' pada beberapa jenis jeruk yang diteliti (Tabel
5.4). Jeruk kinkit (Triphacia trifoliata) dan jeruk nipis tanpa biji
(Citrus aurantifolia var. seedless) hanya mengalami perubahan basa
pada 145-147 bp dari GAG menjadi TAA. Terjadinya polimorfisme
pada suatu gen ditandai adanya beberapa perbedaan sekuen DNA
pada tanaman jeruk sampel dengan spesies yang berbeda maupun
sama. Perbedaan sekuen DNA tersebut disebabkan oleh adanya
peristiwa delesi, insersi, rekombinasi, perkawinan acak yang rendah
dan seleksi dalam populasi tersebut (Schleif, 1993).

Tabel 5.4. juga menunjukkan bahwa yang terbanyak
mengalami polimorfisme adalah tanaman jeruk siam Kintamani
sebanyak 25, kemudian tanaman jeruk siam Badung sebanyak 15
dan diikuti oleh jeruk Bali Badung dan jeruk Bali Besakih sebanyak
12 polimorfisme (hasil sekuensing terlampir). Jeruk kinkit (Triphacia
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trifoliata) dan jeruk siam (C. nobilis) dari hasil penelitian ini
keduanya mengandung fragmen DNA CVPD', namun ketahanannya
berbeda. Hal ini disebabkan oleh adanya perbedaan polimorfisme
yang menyebabkan terjadinya perbedaan ketahanan pada jeruk
kinkit (Triphacia trifoliata) dan jeruk siam (C. nobilis) yaitu beda
nukleotidanya pada 145 147bp dari GAG menjadi TAA. Berdasarkan
analisis tersebut fragmen DNA CVPD" terindikasi mempunyai
peranan yang penting dalam mekanisme ketahanan tanaman
terhadap penyakit CVPD.

Polimorfisme fragmen DNA CVPD' T trifoliate dan C.
aurantifolia var seedless yang tahan terhadap penyakit CVPD terletak
pada klaster yang sama, sedangkan tanaman jeruk yang sensitif
terhadap penyakit CVPD terletak pada klaster lain. Perbedaan
posisi basa polimorfisme fragmen DNA CVPD" menyebabkan respon
ketahanan tanaman jeruk terhadap penyakit CVPD juga berbeda.

Polimorfisme adalah adanya lebih dari satu alel pada lokus
genetik dengan frekuensi alel jarang lebih dari satu persen pada
populasi. Polimorfisme gen terjadi karena perubahan susunan
nukleotida gen. Perubahan komposisi gen dipengaruhi oleh
beberapa faktor seperti seleksi alami atau buatan, kawin, dan mutasi.
Perubahan ini dapat mempengaruhi perubahan fenotipik suatu
organisme (Frankham et al., 2002). Polimorfisme merupakan varian
dalam sekuens DNA yang dapat menyebabkan perubahan fungsi
protein. Protein apabila terdeteksi maka kita dapat memperkirakan
gen yang dimiliki di dalam individu tersebut, karena satu jenis
protein adalah representasi dari lokus yang dimiliki oleh individu
yang bersangkutan. Akan tetapi tentunya kita tidak mungkin untuk
mempelajari semua (protein) lokus yang dimiliki oleh suatu individu
karena tidak diketahui seberapa banyak protein (lokus) yang dimiliki
oleh individu (Ayala dan Kiger, 1980).

Terdapat polimorfisme fragmen DNA CVPD'pada beberapa
jenis tanaman jeruk. T. trifoliate dan C. aurantifolia var seedless
yang resisten terhadap penyakit CVPD dalam pohon filogenetik
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terdapat dalam kelompok yang sama dengan C. nobilis var Buleleng,
C. reticulate var selayar Buleleng dan C. amblycarpa yang dianggap
relatif toleran terhadap penyakit CVPD. Di sisi lain, tanaman jeruk
yang sensitif terhadap penyakit CVPD terletak pada kelompok yang
berbeda. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa polimorfisme
fragmen DNA CVPD" dan filogenetiknya dapat menentukan tanaman
jeruk menjadi beberapa tingkat serangan CVPD yang dikelompokkan
kedalam kelompok yang tahan/relatif tahan, kelompok yang peka,
dan kelompok yang sangat peka terhadap penyakit CVPD.

Berdasarkan penelitian ini belum dapat dikatakan bahwa
sudah terjadi mutasi, walaupun terjadi perubahan materi genetik
(DNA) pada sampel yang diteliti. Hal ini harus dilakukan penelitian
lebih lanjut apakah memang benar sudah terjadi mutasi, walaupun
dari hasil sekuensing ditemukan banyak sekali urutan nukleotida
yang menyebabkan protein yang dihasilkan tidak dapat berfungsi
baik dalam sel, dan sel tidak mampu mentolerir inaktifnya protein
tersebut, maka akan menyebabkan kematian (lethal mutation).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa polimorfisme DNA

pada fragmen DNA CVPD' terindikasi menyebabkan perbedaan
ketahanan tanaman jeruk terhadap penyakit CVPD. Faktor lain
seperti kurang unsur hara akibat adanya bakteri L.asiaticus pada
jaringan floem yang menghambat transport unsur mineral ke sel
tanaman yang melakukan fotosintesis.
Sejauh ini, melalui telusur kepustakaan belum ditemukan laporan
penelitian mengenai polimorfisme fragmen DNA CVPD" pada
tanaman jeruk di Indonesia. Fragmen DNA CVPD" terdeteksi positif
pada 25 sampel dari 27 sampel yang diteliti yaitu pada pasangan
basa ukuran 841 bp.

Bakteri L. asiaticus masuk ke dalam sel floem tanaman jeruk
kemudian berkembangbiak dengan mengambil sumber karbon dan
nitrogen sebagai makanan dari metabolisme sel-sel floem tanaman
jeruk. Masuknya patogen ke dalam sel floem menyebabkan
terjadinya reaksi tingkat molekul antara patogen dan sel floem.
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Liberobacter menghasilkan molekul protein virulen (toksik) yang
dapat mengganggu metabolisme sel-sel floem. Sementara itu sel-
sel floem menghasilkan protein khusus yaitu protein reseptor yang
berfungsi sebagai reaksi terhadap masuknya patogen dan molekul
virulennya ke dalam sel floem. Protein virulen yang dihasilkan oleh
bakteri L. asiaticus dan protein hasil respon tanaman berikatan
secara kimia pada molekul protein membrane sel saluran yang
berfungsi menyalurkan ion-ion anorganik ke dalam sel floem
tanaman jeruk. Akibatnya protein saluran tidak dapat berfungsi
sehingga penyerapan ion-ion tertentu menjadi terhambat. Jadi
adanya infeksi patogen CVPD mengganggu mekanisme transport
ion-ion Zn, Mn, Fe, dan Mg ke dalam sel-sel tanaman jeruk sehingga
terjadi defisiensi (Wirawan dan Julyasih, 2015).

Hubungan kekerabatan dan hubungan evolusi antar
organisme dapat digambarkan melalui pohon filogenetik. Tujuan
mempelajari pohon filogenetik adalah merekonstruksi silsilah
(genealogical ties) antar organisme dan menentukan waktu evolusi
dari suatu organisme. Pohon filogenetik adalah suatu grafik
yang terdiri dari cabang atau nodus. Dua nodus yang berdekatan
dihubungkan oleh satu cabang. Nodus merepresentasikan unit
taksonomi, sedangkan cabang merepresentasikan hubungan antar
unit taksonomi. Pola percabangan pada pohon filogenetika disebut
topologi. Panjang cabang merepresentasikan kejauhan perbedaan
pada cabang tersebut. Unit taksonomi dapat berupa spesies,
populasi, individu atau gen (Li, 1997).

Kekerabatan dalam sistematik tanaman dapat diartikan
sebagai pola hubungan atau total kesamaan antara kelompok
tanaman berdasarkan sifat atau ciri tertentu dari masing-masing
kelompok tanaman tersebut. Berdasarkan jenis data yang digunakan
untuk menentukan jauh dekatnya kekerabatan antara jenis tanaman,
maka kekerabatan dapat dibedakan atas kekerabatan fenetik dan
kekerabatan filogenetik (filetik).
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Pohon filogenetika adalah pendekatan logis untuk
menunjukkan hubungan evolusi antara organisme. Filogenetika
merupakan model untuk merepresentasikan sekitar hubungan
nenek moyang organisme, sekuen molekul atau keduanya.
Salah satu tujuan dari penyusunan filogenetika adalah untuk
mengkonstruksi dengan tepat hubungan antara organisme dan
memperkirakan perbedaan yang terjadi dari satu nenek moyang
kepada keturunannya. Filogenetika dapat menganalisis perubahan
yang terjadi dalam evolusi organisme yang berbeda. Berdasarkan
analisis, sekuen yang mempunyai kedekatan dapat diidentifikasi
dengan menempati cabang yang bertetangga pada pohon.

Pohon filogenetika dapat direkonstruksi dengan
menggunakan beberapa metode statistik. Salah satunya adalah
metode statistik yang umum digunakan yaitu Bayesian methods.
Bayesian methods adalah suatu metode rekonstruksi pohon
filogenetik yang menggunakan optimality criterian (standar
optimal). Metode tersebut memiliki konsep yang sama dengan
likelihood methods, yaitu menggunakan probability distribution of
tree untuk mencari pohon filogenetik yang paling tepat dari sekuen
data yang digunakan. Posisi setiap sekuen pada aligned sequences
disebut character, sedangakn nukleotida disebut “states” pada
bayesian methods. Posisi seluruh character dianalisis secara mandiri
atau terpisah satu sama lain, sehingga setiap alignment column
diasumsikan sebagai realisasi mandiri pada proses evolusi. Bayesian
methods memungkinkan peneliti untuk menentukan sendiri model
parameter seperti model substitusi, panjang cabang, dan topologi
pohon (Vandamme, 2009).
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Gambar 5.14.
Pohon filogenetik (phylogenetic tree) hasil analisis UPGMA dengan Bootstrap
berbagai jenis tanaman jeruk beberapa daerah di Bali berdasarkan sekuen
nukleotida
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Hasil pohon filogenetika yang disajikan dalam Gambar 5.14.
menunjukkan pola pengelompokkan semua jeruk yang diteliti.
Secara umum dapat dilihat bahwa jeruk tersebut mengelompok,
yaitu kelompok pertama terdiri dari T. trifoliate, C. aurantifolia var
seedless C. aurantifolia, C. nobilis var. Pecatu, C. nobilis var. Payangan,
C. nobilis var. Tabanan, C. nobilis var. Buleleng, C. reticulate var. keprok
Mangguh, C. reticulate var. selayar Buleleng, C. reticulate var. keprok
Besakih dan C. amblycarpa, C. reticulate var keprok Karangasem, C.
nobilis var Denpasar, C. reticulate var keprok Bamgli, C. nobilis var
Gianyar, C. nobilis var Mangguh, C.reticulate var selayar Mangguh,
C. reticulate var keprok Gianyar, C.reticulate var selayar Kintamani,
dan C.reticulate var keprok Petang, kelompok kedua terdiri dari C.
nobilis var Bedugul, C. grandis L Bedugul, C. grandis L Kintamani, C.
grandis L Besakih, dan C. nobilis var Kintamani dan kelompok ketiga
Muraya paniculata L.

Berdasarkan hasil pengelompokkan tersebut maka dapat
disusun tiga kelompok yaitu yang pertama tahan atau relatif tahan,
kedua peka dan ketiga sangat peka. Untuk ketiga kelompok tersebut,
jeruk pertama mengelompok lebih dekat dengan jeruk kedua
dibandingkan dengan kelompok ketiga. Hasil pengelompokkan
tersebut dapat dijadikan dasar untuk menentukan hubungan
kekerabatan fenetik antara setiap jenis jeruk yang diteliti. Dengan
demikian bukti sekuen dapat dijadikan dasar untuk menentukan
hubungan kekerabatan fenetik antara jenis jeruk yang diteliti.

5.4. Karakteristik Unsur Hara pada Tanaman Jeruk

Budidaya tanaman cenderung menyebabkan kemunduran
lahan jika tidak diimbangi dengan pemupukan yang memadai.
Kemunduran lahan tersebut antara lain disebabkan oleh semakin
menurunnya kesuburan, kerusakan sifat fisik dan biologis, serta
menipisnya ketebalan tanah. Faktor yang mempengaruhi pengaturan
keseimbangan kesuburan tanah antara lain oksigen, air, unsur hara
dan unsur toksik (Sudarmi, 2013).
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Tanah merupakan sumber bahan makanan bagi makhluk
hidup termasuk tanaman. Kesuburan tanah sangat ditentukan
oleh keberadaan unsur hara dalam tanah, baik unsur hara makro,
unsur hara sekunder maupun unsur hara mikro. Unsur hara di
dalam tanah harus dalam jumlah cukup dan komposisi seimbang,
sebab bila salah satu unsur berkurang maka dapat mengakibatkan
pertumbuhan tanaman menjadi tidak wajar. Unsur mikro adalah
unsur yang diperlukan dalam jumlah sedikit dan dapat merusak bila
dijumpaidalam jumlah banyak. Secara umum fungsi unsur hara mikro
(Dwiastuti dan Sutopo, 2006) adalah sebagai penyusun jaringan
tanaman, sebagai katalisator, mempengaruhi proses oksidasi dan
reduksi tanaman, membantu mengatur kadar asam, mempengaruhi
nilai osmotik tanaman, mempengaruhi pemasukan unsur hara dan
membantu pertumbuhan tanaman.

Pengujian defisiensi unsur hara pada tanaman jeruk
dianalisis di laboratorium dengan menggunakan metode Atomic
Absorbtion Spectrophotometer (AAS). Hasil analisis laboratorium
terhadap konsentrasi hara makro Fe, Zn, Mn dan Mg dengan metode
AAS disajikan dalam Tabel 5.5.

Tabel 5.5.
Hasil analisis unsur hara
dengan metode Atomic Absorbtion Spectrophotometer (AAS)

) Konsentrasi unsur hara (%)
Sampel daun jeruk
Zn Fe Mg Mn
Tanpa gejala 8,86* 70,49 13,11 11,92%*
Gejala ringan 5.95% 67,11 8,83 4,60*
Gejala sedang ttd 66,92 7,83 ttd
Gejala berat ttd 65,32 5,52 ttd

Keterangan: (*): Kritis unsur hara
ttd: tidak terdeteksi
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Tabel 5.5. memperlihatkan tanaman jeruk tanpa gejala dan
bergejala ringan menunjukkan kekurangan unsur hara Zn, tetapi
dilain pihak jeruk bergejala sedang dan berat tidak terdeteksi
keberadaan unsur Zn tersebut. Kekurangan unsur Zn bagi tanaman
akan menyebabkan timbulnya warna bintik-bintik kuning pada
daun muda dan pertumbuhan akan terhenti dan daun berguguran
sehingga dapat mengakibatkan kematian. Menurut Muhammad
dan Idaryani (2005) apabila kandungan unsur mikro melebihi fase
optimum maka tanaman akan mengalami fase berlebih dan fase
racun. Unsur Zn konsentrasi yang harus ada pada tanaman jeruk
antara 25-100%. Menurut McLaren dan Cameron (2005) kandungan
Mg dalam jaringan tanaman biasanya antara 0,25-6,0%, tetapi
penelitian di Malaysia kandungan Mg lebih tinggi, yaitu berkisar
antara 0,55-0,70%. Kandungan Mg tersebut termasuk dalam
kategori rendah sampai tinggi. Unsur Fe dan Mg untuk semua
sampel menunjukkan ketercukupan unsur hara pada tanaman.
Unsur Fe dibutuhkan tanaman jeruk berkisar antara 25-200%.
Kekurangan unsur Mn pada tanaman jeruk akan menyebabkan
terjadinya pertumbuhan tanaman yang kerdil, karena Mn berperan
dalam pembentukan klorofil, membantu proses fotosintesis
serta merangsang perkecambahan biji dan pemasakan buah.
Gejala yang bisa dilihat pada tanaman jeruk apabila kekurangan
unsur hara adalah gejala kelainan daunnya muncul pada seluruh
tanaman, sedangkan yang terserang penyakit CVPD hanya pada
blok tanaman tertentu saja (Sudarmi, 2013).

Berdasarkan gejala visual keseimbangan hara merupakan
faktor penting dalam menggambarkan gejala defisiensi dan
disebabkan oleh lebih dari satu unsur hara tertentu. Dari hasil PCR
sampel daun jeruk yang menunjukkan gejala CVPD, tidak semuanya
menghasilkan pita DNA bakteri L. asiaticus tetapi dari semua sampel
menunjukkan adanya kekurangan unsur hara dari mineral tertentu,
hasil ini sesuai dengan pendapat Wirawan et al. (2017). Hal
tersebut berarti bahwa kurangnya unsur hara tersedia bagi tanaman
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jeruk akan mengakibatkan kebutuhan unsur hara yang dibutuhkan
tanaman jeruk tidak terpenuhi maka akan terjadi defisiensi unsur
hara atau oleh infeksi organisme lainnya, seperti disajikan pada
Tabel 5.5.

Akibat serangan penyakit CVPD, maka protein transport
ion sel tanaman akan terganggu yang mengakibatkan sel tanaman
kekurangan mineral atau unsur hara tertentu (Sritamin, 2007).
Pada tanaman jeruk yang terserang CVPD, agar proteinnya dapat
berfungsi dengan baik maka protein yang berperan sebagai protein
transport akan mengikat senyawa protein spesifik. Menurut Toha
(2001) suatu senyawa yang akan ditranspot harus berikatan terlebih
dahulu dengan protein transpot spesifik sehingga nantinya senyawa
tersebut akan mampu dibawa melewati membran.

5.5. Pengaruh Serangan Penyakit CVPD terhadap Kualitas dan

Kuantitas Buah Jeruk

Adanya serangan CVPD akan berdampak pada hasil panen
tanaman jeruk. Gejala serangan CVPD pada buah jeruk dapat terlihat
dari ukuran buah dan berat buah yang kecil serta tekstur buah yang
keras. Secara fisik terlihat perbedaan pada tanaman jeruk yang
terserang CVPD ringan, sedang dan berat. Buah jeruk yang sehat
nampak lebih besar dibandingkan dengan buah jeruk yang terserang
penyakit CVPD. Selain itu buah terlihat lebih segar dan isinya lebih
besar. Secara visual hasil buah jeruk yang terserang CVPD disajikan
pada Gambar 5.15. dan 5.16.
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Gambar 5.15.
Visual fisik buah jeruk yang terserang penyakit CVPD
Keterangan : A-B . Buah dari tanaman jeruk sehat,C-D . Buah dari tanaman
jeruk yang terserang penyakit CVPD ringan, E-F. Buah dari tanaman jeruk yang
terserang penyakit CVPD sedang dan G-H-I buah tanaman jeruk yang terserang
penyakit CVPD berat.

Buah jeruk pada Gambar 5.15. memperlihatkan buah hasil
panen kedua dengan umur tanaman 5 tahun. Berdasarkan hasil
Tabel 5.5 dan 5.6. dapat dilihat bahwa akibat serangan penyakit
CVPD, maka protein transport ion sel tanaman akan terganggu yang
mengakibatkan sel tanaman kekurangan mineral atau unsur hara
tertentu sehingga menyebabkan buah jeruk menjadi keras, kecil,
kadar air rendah, rasanya asam, vitamin C dan antioksidannya juga
rendah seperti terlihat pada Gambar 5.16. Jadi kekurangan unsur
hara mikro dan serangan penyakit CVPD sangat mempengaruhi
kualitas buah.
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Gambar 5.16.
Perbedaan buah jeruk yang sehat dan terserang penyakit CVPD
A. Buah jeruk sehat
B. Buah jeruk terserang ringan
C. Buah jeruk terserang sedang
D. Buah jeruk terserang berat

Selain kualitas buahyangterserang CVPD menurun, darihasil
penelitian jumlah kadar air, kandungan vitamin C dan antioksidan
yang terkandung dalam buah jeruk menunjukkan perbedaan antara
buah jeruk yang sakit dan buah jeruk yang sehat, seperti disajikan
pada Tabel 5.6.

Tabel 5.6.
Kadar air, vitamin C dan antioksidan

Vitamin C Antioksidan

No Sampel K:Z\;Jabrba)}ir (mg/100g (mg/L
buah segar) GAEAC)

1 Jeruk siam sakit 75,6117 10,925 113,6
2 Jeruk siam sehat 87,6924 29,265 145,0
3 Jeruk selayar sakit 79,0115 11,862 107,3
4 Jeruk selayar sehat 90,4226 31,618 149,9

Keterangan: GAEAC=Gallic Acids Equivalent Antioxidant Capacity
%b/b  =persen berat
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Tabel 5.6. menunjukkan kandungan kadar air, vitamin C dan
antioksidan berbeda antara jeruk yang sehat dan sakit. Menurut Zekri
dan Obreza (2012) hal ini disebabkan oleh karena terhambatnya
penyerapan unsur hara makro atau mikro yang dibutuhkan oleh
tanaman, kurangnya kemampunan akar dalam menyerap unsur
hara dapat mengakibatkan defisiensi zat Fe, Zn, Mg dan Mn akan
mengakibatkan gejala klorosis pada daun tanaman. Gejala serangan
CVPD juga menyebabkan buah menjadi kecil, keras dan warnanya
hijau menguning.

Kandungan air dalam buah jeruk berkisar antara 85 — 90%,
buah jeruk merupakan salah satu buah yang memiliki kandungan air
cukup tinggi, buah jeruk sangat terkenal akan kandungan vitamin
C nya. Vitamin C adalah antioksidan alami yang kuat. Kandungan
vitamin C pada buah jeruk sangat beragam, tergantung varietasnya,
tetapi berkisar antara 59 — 83 mg per satu buahnya. Makin tua
buah jeruk biasanya makin berkurang kandungan vitamin C nya, rasa
buahnya menjadi semakin manis (Wisnusubrata, 2017).

Gejala serangan CVPD dapat juga dilihat dari ukuran buah
dan berat buah. Pengukuran penelitian ini dilakukan dengan
mengukur lingkaran buah jeruk dan berat buah jeruk yang terserang
penyakit CVPD ringan, sedang dan berat. Sampel buah jeruk pada
Gambar 5.15. diambil masing-masing 5 buah untuk ditimbang berat
dan lingkar buahnya, kemudian diambil rata-rata berat dan lingkar
buahnya, hasilnya seperti terlihat pada Tabel 5.7.

Tabel 5.7
Pengukuran buah jeruk
Sampel Berat buah (gr) Lingkar buah (cm)
A 216,20 25,70
B 172,41 23,05
C 146,84 22,55
D 124,24 21,40
E 105,66 20,05
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F 99,10 19,50

G 60,29 16,40

H 40,37 14,45

| 25,84 12,25
Keterangan:
A-B : Buah dari tanaman jeruk sehat (terlihat dari fisik tanaman),
C-D : Buah dari tanaman jeruk yang terserang penyakit CVPD ringan,
E-F : Buah dari tanaman jeruk yang terserang penyakit CVPD sedang,
G-H-I  : Buah dari tanaman jeruk yang terserang penyakit CVPD berat.

Tanaman jeruk yang sehat menghasilkan buah dengan
berat dan lingkar buah yang lebih besar yaitu seberat 216,20 g
dengan lingkar buah 25,70 cm, sedangkan tanaman jeruk yang sakit
memiliki ukuran buah yang lebih kecil dan memiliki lingkar buah
yang kecil. Jeruk yang sehat mempunyai buah yang segar, ukurannya
besar, lingkar buahnya juga besar serta kandungan air yang tinggi.
Makin berat tingkat serangan CVPD pada tanaman jeruk makin kecil
kuantitas dan kualitas buah yang dihasilkan.

Buah jeruk yang dihasilkan oleh tanaman jeruk sehat hingga
terserang penyakit dilakukan uji organoleptik untuk mengetahui
tingkat kesukaan konsumen pada produk buah jeruk ini. Menurut
Tabriani (2013), pengujian organoleptik adalah pengujian yang
didasarkan pada proses pengindraan. Pengindraan diartikan sebagai
suatu proses fisio-psikologis, yaitu kesadaran atau pengenalan
alat indra akan sifat-sifat benda karena adanya rangsangan yang
diterima alat indra yang berasal dari benda tersebut. Pengindraan
dapat juga berarti reaksi mental (sensation) jika alat indra mendapat
rangsangan (stimulus). Reaksi atau kesan yang ditimbulkan karena
adanya rangsangan dapat berupa sikap untuk mendekati atau
menjauhi, menyukai atau tidak menyukai akan benda penyebab
rangsangan.Kesadaran, kesan, dansikap terhadap rangsanganadalah
reaksi psikologis atau reaksi subyektif. Pengukuran terhadap nilai/
tingkat kesan, kesadaran dan sikap disebut pengukuran subyektif
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atau penilaian subyektif. Disebut penilaian subyektif karena hasil
penilaian atau pengukuran sangat ditentukan oleh pelaku atau yang
melakukan pengukuran.

Selanjutnya Tabriani (2013) mengatakan ada jenis penilaian
atau pengukuran yang lain dengan menggunakan alat ukur dan
disebut penilaian atau pengukuran instrumental atau pengukuran
obyektif. Pengukuran obyektif hasilnya sangat ditentukan oleh kondisi
obyek atau sesuatu yang diukur. Demikian pula karena pengukuran
atau penilaian dilakukan dengan memberikan rangsangan
atau benda rangsang pada alat atau organ tubuh (indra), maka
pengukuran ini disebut juga pengukuran atau penilaian subyektif
atau penilaian organoleptik atau penilaian indrawi. Yang diukur atau
dinilai sebenarnya adalah reaksi psikologis (reaksi mental) berupa
kesadaran seseorang setelah diberi rangsangan, maka disebut juga
penilaian sensorik.

Rangsangan yang dapat diindra dapat bersifat mekanis
(tekanan, tusukan), bersifat fisis (dingin, panas, sinar, warna),
sifat kimia (bau, aroma, rasa). Pada waktu alat indra menerima
rangsangan, sebelum terjadi kesadaran prosesnya adalah fisiologis,
yaitu dimulai di reseptor dan diteruskan pada susunan syaraf sensori
atau syaraf penerimaan (Okatavia, 2015).

Mekanisme pengindraan secara singkat menurut Tabriyani
(2013) adalah:

1. Penerimaan rangsangan (stimulus) oleh sel-sel peka khusus
pada indra

Terjadi reaksi dalam sel-sel peka membentuk energi kimia

Perubahan energi kimia menjadi energi listrik (impulse)

pada sel syaraf

4. Penghantaran energi listrik (impulse) melalui urat syaraf
menuju ke syaraf pusat otak atau sumsum belakang.

Terjadi interpretasi psikologis dalam syaraf pusat

6. Hasilnya berupa kesadaran atau kesan psikologis.
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Bagian organ tubuh yang berperan dalam pengindraan
adalah mata, telinga, indra pencicip, indra pembau dan indra
perabaan atau sentuhan. Kemampuan alat indra memberikan kesan
atau tanggapan dapat dianalisis atau dibedakan berdasarkan jenis
kesan, intensitas kesan, luas daerah kesan, lama kesan dan kesan
hedonik. Jenis kesan adalah kesan spesifik yang dikenali misalnya rasa
manis, asin.. Intensitas kesan adalah kondisi yang menggambarkan
kuat lemahnya suatu rangsangan.

Perbedaanfisik maupunbiologisdarijeruk dapat dipengaruhi
oleh keadaan jeruk sakit maupun sehat. Untuk mengetahui tingkat
kesukaan konsumen dilakukankan uji organoleptik terhadap jeruk
siam yang terserang penyakit CVPD dan jeruk siam yang tidak
terserang penyakit, kemudian hasil organoleptik diolah dengan uji
deskripstif. Uji deskriptif adalah penilaian sensori berdasarkan sifat-
sifat sensori yang lebih komplek, meliputi berbagai jenis sifat sensori
yang menggambarkan keseluruhan sifat komoditi tersebut (Tabriani,
2013). Dalam penelitian ini terdapat 15 panelis dengan 4 perlakuan
dan 6 ulangan. Perlakuan | (S1) adalah jeruk siam sehat I, perlakuan
11 (S2) adalah jeruk siam sehat Il, perlakuan Il (53) adalah jeruk siam
sakit (terserang CVPD) | dan perlakuan IV (S4) adalah jeruk siam sakit
(terserang CVPD) Il. Parameter dalam uji organoleptik ini adalah
warna dari buah jeruk, aroma dari buah jeruk, dan tekstur dari buah
jeruk. Hasil analisis deskriptif dari uji organoleptik ini disajikan pada
Tabel 5.8.

Tabel 5.8.
Parameter sensorik warna

Persentase (%)
Warna Skor

s1 S2

Hijau kekuningan 1 7 60
Kuning kehijauan 2 23,75 39,50
Kuning 3 49,35 0,50

Orange kekuningan 4 19,90 0

Orange 5 0 0
Jumlah 100 100
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Keterangan:

S1: buah jeruk berasal dari tanaman sehat

S2: buah jeruk berasal dari tanaman terserang CVPD

Tabel 5.9.

Parameter sensorik aroma

Aroma Skor Persentase (%)

S1 S2

Sangat kurang aroma jeruk 1 1 0
Kurang khas aroma jeruk 2 3 38,85
Biasa 3 15 43,40

Khas aroma jeruk 4 52 15
Sangat khas aroma jeruk 5 29 2,75
Jumlah 100 100

Keterangan:

S1: buah jeruk berasal dari tanaman sehat

S2: buah jeruk berasal dari tanaman terserang CVPD

Tabel 5.10.
Parameter sensorik tekstur
Persentase (%)
Tekstur Skor
S1 S2
Amat sangat lembek 1 0 0
Sangat lembek 2 0,5
Lembek 3 20 23,90
Agak keras 4 71 42,80
Keras 5 8,5 33,30
Jumlah 100 100
Keterangan:

S1: buah jeruk berasal dari tanaman sehat

S2: buah jeruk berasal dari tanaman terserang CVPD

Data yang terdapat pada Tabel 5.8. kemudian dicocokkan

dengan Lampiran 1 untuk mengetahui perbedaan antar sampel yang

diujikan. Dengan menggunakan Lampiran 1 dapat diperoleh dua

jumlah terbesar yang diperlukan untuk menyatakan kecenderungan
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panelis memilih sampel buah jeruk tersebut. Untuk uji sensorik
warna jeruk sampel S1, jumlah panelis 15 orang adalah 23,75%
memilih warna kuning kehijauan serta 49,35% memilih warna kuning.
Berdasarkan uji yang telah dilakukan dapat ditarik kesimpulan
bahwa panelis cenderung memilih warna jeruk dari kuning kehijauan
sampai dengan kuning, hal ini sesuai dengan kriteria SNI 3165:2009
tentang warna kulit buah jeruk.

Tabel 5.9. dengan menggunakan tabel pada Lampiran 2,
untuk uji sensorik aroma jeruk, maka untuk jumlah 15 orang panelis
29% cenderung mengatakan khas aroma buah jeruk, sedangkan
52% lagi cenderung mengatakan sangat khas aroma buah jeruk.
Berdasarkan uji yang telah dilakukan dapat ditarik kesimpulan
bahwa panelis cenderung mengatakan khas aroma jeruk sampai
dengan sangat khas aroma jeruk, yaitu tercium aroma khas yang
menyegarkan sesuai dengan hasil penelitian Sutopo (2011).

Tekstur buah jeruk dari Tabel 5.10. dengan menggunakan
Lampiran 3, jumlah 15 orang panelis 71% memilih jeruk agak keras.
Berdasarkan uji yang telah dilakukan dapat ditarik kesimpulan bahwa
panelis cenderung memilih tekstur buah jeruk dari lembek sampai
agak keras. Sutopo (2011) mengatakan bahwa buah jeruk yang baik
jika dipijit buahnya tidak terlalu keras, bagian bawah buah jika dipijit
terasa lunak.

Untuk rasa buah jeruk panelis tidak dapat menyatakan
adanya perbedaan yang nyata karena jumlah panelis yang menjawab
rata-rata suka terhadap rasa buah jeruk pada sampel S1 serta netral
pada sampel S2.

5.6. Kebaharuan Penelitian (Novelty)

Berdasarkan hasil penelitian ini, diperoleh temuan baru
sebagai berikut:

1. Fragmen DNA CVPD' ditemukan pada sampel tanaman jeruk
baik yang resisten atau toleran terhadap penyakit CVPD maupun
yang rentan terhadap penyakit CVPD, dan tidak ditemukan pada
tanaman jeruk siam Petang (C. nobilis var Petang) dan tanaman
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Kemuning (Murraya paniculata) yang sangat tidak tahan
terhadap penyakit CVPD.
Analisis sekuen fragmen DNA CVPD" pada semua sampel jeruk
ditemukan adanya polimorfisme pada basa-basa penyusun
fragmen DNA CVPD" baik pada tanaman yang resisten atau
toleran terhadap penyakit CVPD seperti jeruk kinkit (T. trifoliate),
jeruk nipis tanpa biji (C. aurantifolia var seedless) maupun pada
tanaman jeruk yang rentan terhadap penyakit CVPD seperti
jeruk keprok, jeruk siam, jeruk selayar, dan jeruk Bali.
T. trifoliata dan C. aurantifolia var seedless ditemukan berada
dalam satu kluster atau kelompok bersama C. aurantifolia,
C. nobilis var. Pecatu, C. nobilis var. Payangan, C. nobilis var.
Tabanan, C. nobilis var. Buleleng, C. reticulate var. keprok
Mangguh, C. reticulate var. selayar Buleleng, C. reticulate var.
keprok Besakih dan C. amblycarpa yang dipandang relatif toleran
terhadap penyakit CVPD. Di sisi lain, tanaman jeruk yang rentan
terhadap penyakit CVPD terletak pada kluster atau kelompok
yang berbeda.
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BAB VI
SIMPULAN DAN SARAN

6.1. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, maka dapat
disimpulkan hal-hal sebagai berikut:

Fragmen DNA CVPD" ditemukan terdistribusi pada T. trifoliate,
C. amblycarpa dan C. aurantifolia var. seedless (jenis jeruk yang
tahan atau toleran terhadap penyakit CVPD) dan C. nobilis, C.
reticulate var. Slayer, C. reticulate var. keprok, C. grandis pada
25 sampel jenis tanaman jeruk yang rentan terhadap penyakit
CVPD. Sedangkan, fragmen DNA CVPD' tidak ditemukan pada
tanaman C. nobilis var Petang dan tanaman kemuning (Murraya
paniculata) yang sangat tidak tahan terhadap penyakit CVPD.
Terdapat polimorfisme frgamen DNA CVPD' pada tanaman
jeruk yang rentan dan tanaman jeruk yang tahan atau toleran
penyakit CVPD.

Pohon filogenetik yang dihasilkan menunjukkan T. trifoliata dan
C. aurantifolia var. seedless yang resisten terhadap penyakit
CVPD berada pada kluster atau kelompok yang sama dengan
C. nobilis var Buleleng, C. reticulate var. Slayer Buleleng, dan
C. amblycarpa yang relatif toleran terhadap penyakit CVPD. Di
sisi lain, tanaman jeruk yang sensitif terhadap penyakit CVPD
terletak pada kelompok yang berbeda. Fragmen DNA CVPD’
terindikasi mempunyai peranan yang penting dalam mekanisme
ketahanan tanaman jeruk terhadap penyakit CVPD.

Serangan penyakit CVPD pada tanaman jeruk menyebabkan
tanaman mengalami defisiensi unsur hara terutama Zn dan Mn.
Tingginya intensitas tanaman jeruk terserang penyakit CVPD dan
persentase tanaman terserang penyakit CVPD mempengaruhi
kualitas dan kuantitas buah yang dihasilkan.
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Saran
Perbedaan polimorfisme pada fragmen DNA CVPD" me-
mungkinkan dibuat primer spesifik sehingga dapat mengam-
plifikasifragmen DNA CVPD" hanya yang betul-betul memberikan
ketahanan terhadap penyakit CVPD.
Perlu dilakukan penelitian lanjutan kemungkinan adanya gen-
gen lain yang terlibat dalam mekanisme ketahanan tanaman
terhadap penyakit CVPD.
Perlu dilakukan penelitian tentang mekanisme tingkat molekul
penghambatan penyerapan unsur-unsur hara pada tanaman
yang terserang penyakit CVPD.
Perlu dilakukan penelitian melalui kultur in vitro untuk melihat
sebaran bakteri L. asiaticus dalam pembuatan tanaman bebas
penyakit CVPD.
Perlu dilakukan penelitian multilokasi untuk melihat berbagai
variasi genetik tanaman jeruk terutama yang terkait dengan
fragmen DNA CVPD".
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uku ini memberikan
Bgambaran yang jelas

menganai serangan
penyakit CVPD pada
tanaman jeruk yang me-
nyebabkan tanaman
mengalami defisiensi unsur
hara. Tingginya intensitas
tanaman jeruk terserang penyakit
CVPD dan persentase tanaman
terserang penyakit CVPD
mempengaruhi kualitas dan kuantitas
buah yang dihasilkan. Bahkan dari hasil
penelitan ini pohon filogenetik yang
dihasilkan menunjukkan T. trifoliata dan C. aurantifolia var.
seedless yang resisten terhadap penyakit CVPD berada pada
kluster atau kelompok yang sama dengan C. nobilis var
Buleleng, C. reticulate var. Slayer Buleleng, dan C. amblycarpa
yang relatif toleran terhadap penyakit CVPD. Di sisi lain,
tanaman jeruk yang sensitif terhadap penyakit CVPD terletak
pada kelompok yang berbeda. Fragmen DNA CVPD' terindikasi
mempunyai peranan yang penting dalam mekanisme ketahanan
tanaman jeruk terhadap penyakit CVPD.

Buku ini juga dapat dijadikan rujukan bagi peneliti tanaman
jeruk, para penyuluh pertanian, dan pemerintah melalui dinas
terkait untuk mempelajari dan mengantisipasi penyakit jeruk.
Bagiamanapun jeruk dari Bali pernah berjaya dan harus
dikembalikan ke pola penanaman dan pascapanen yang baik
agar menghasilkan jeruk berkualitas dan kembali menguasai
pasaran.

O
J20C
@]

CAKRA MEDIA UTAMA



	Cover Jeruk_dpn.pdf
	Page 1

	Cover Jeruk_blk.pdf
	Page 1


