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Citrus Vein Phloem Degeneration (CVPD) merupakan penyakit yang sering menyerang
tanaman jeruk. Penyebab penyakit CVPD yang disebut juga citrus greening atau huang
longbing adalah bakteri Liberobacter yang termasuk dalam subdivisi Protobacteria.
Bakteri Liberobacter hidup pada floem tanaman jeruk dan menimbulkan gejala yang
khas, namun bakteri tersebut tidak dapat dibiakkan pada media buatan. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi gejala secara morfologi terhadap
tanaman jeruk yang menunjukkan gejala terserang penyakit CVPD dan tanaman jeruk
yang tidak menunjukkan gejala. Peneltian ini tergolong ke dalam penelitian
eksperimental laboratorium. Subjek penelitian adalah tanaman jeruk siam yang
menunjukkan gejala serangan CVPD dan yang tidak menunjukkan gejala serangan
yang diambil di dua lokasi yang berbeda. Metode pengumpulan data yang digunakan
dalam penelitian ini adalah pengambilan sampel daun jeruk dari dua lokasi berbeda,
yaitu dari tanaman jeruk yang nampak sehat dan yang menunjukkan gejala penyakit
CVPD. Instrumen yang digunakan meliputi berbagai alat laboratorium seperti mesin
PCR, alat elektroforesis, centrifuge, UV transilluminator, dan lainnya yang digunakan
untuk analisis DNA. Setelah data dikumpulkan kemudian dianalisis dengan teknik
isolasi DNA dan amplifikasi DNA menggunakan teknik PCR. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa, deteksi menggunakan PCR menunjukkan keberadaan bakteri
Liberobacter asiaticum pada daun jeruk Siam bergejala dan tidak bergejala CVPD,
dengan pita DNA teramplifikasi pada 1160 bp. Sehingga, dapat disimpulkan bahwa,
daun jeruk Siam yang bergejala dan tidak bergejala CVPD sama-sama mengandung
bakteri Liberobacter asiaticum, yang terdeteksi melalui PCR dengan pita DNA pada
1160 bp. Maka dari itu, memungkinkan tindakan pencegahan lebih awal dalam

pengelolaan penyakit jeruk.

ABSTRACT

Citrus Vein Phloem Degeneration (CVPD) is a disease that often affects citrus plants. The cause of CVPD, also known as
citrus greening or huanglongbing, is Liberobacter bacteria belonging to the Proteobacteria subdivision. Liberobacter
bacteria live in the phloem of citrus plants and cause characteristic symptoms, but these bacteria cannot be cultured on
artificial media. This study aimed to identify the morphological symptoms of citrus plants that show symptoms of CVPD
disease and those that do not. This research is classified into laboratory experimental research. The research subjects were
Siamese citrus plants that showed symptoms of CVPD attack and those that did not show symptoms of attack taken in two
different locations. The data collection method used in this study is sampling citrus leaves from two other places: citrus
plants that appear healthy and those that show symptoms of CVPD disease. The instruments used include various
laboratory equipment such as PCR machines, electrophoresis equipment, centrifuge, UV transilluminators, and others used
for DNA analysis. After the data was collected, it was analyzed using DNA isolation techniques and DNA amplification using
PCR techniques. The results showed that PCR detection showed the presence of Liberobacter asiaticum bacteria in
symptomatic and non-symptomatic CVPD Siamese citrus leaves, with a DNA band amplified at 1160 bp. Thus, it can be
concluded that both symptomatic and non-symptomatic CVPD Siamese citrus leaves contain Liberobacter asiaticum
bacteria, detected through PCR with a DNA band at 1160 bp. Therefore, it allows for early preventive measures in managing
citrus diseases.

1. PENDAHULUAN

Jeruk Siam adalah salah satu komoditas buah yang penting di Indonesia. Jeruk banyak dikonsumsi
oleh masyarakat luas, karena memiliki harga yang terjangkau dan mengandung vitamin C yang baik untuk
kesehatan, permintaannya cukup besar dari tahun ke tahun dan paling menguntungkan untuk diusahakan
(Abadi, 2016; Riyanto & Iswarini, 2023). Salah satu provinsi di Indonesia yang memiliki potensi untuk
budidaya jeruk adalah provinsi Bali. Perkebunan jeruk di provinsi Bali adalah jenis perkebunan buah lokal
yang hasilnya dimanfaatkan langsung oleh penduduk Bali. Hasil panen buah jeruk selain dikonsumsi oleh
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wisatawan, banyak dimanfaatkan sebagai sarana dan prasarana dalam pelaksanaan upacara keagamaan
yang mewajibkan penggunaan buah lokal dalam setiap upacara keagamaan (I Ketut Suda Armawan et
al,, 2023; Rini et al,, 2023). Sesungguhnya potensi permintaan terhadap buah-buahan di Provinsi Bali relatif
besar, karena Bali merupakan destinasi wisata nusantara dan mancanegara terkemuka yang membutuhkan
produk pertanian termasuk buah-buahan lokal Bali (Nurul Asiah et al., 2022; Tamba, 2024)

Wilayah dengan potensi produktivitas jeruk yang sangat baik di Bali adalah Kecamatan Kintamani
yang merupakan salah satu kecamatan yang terletak di Kabupaten Bangli. Buah jeruk Siam Kintamani
terkenal secara luas memiliki ciri- ciri berkulit tipis dengan rasa yang khas yakni manis dengan sedikit
asam. Namun hasil produksi buah jeruk Siam belum memenuhi harapan. Produksi jeruk di Provinsi Bali
cenderung mengarah pada penurunan selama beberapa tahun terakhir. Pada tahun 2020 produksi buah
jeruk mencapai 490 393 ton, lalu menurun menjadi 241. 617 ton pada tahun 2021 dan 135. 071 ton pada
tahun 2022 (BPS, 2022). Beberapa faktor yang mengakibatkan menurunnya hasil produksi buah jeruk
adalah faktor iklim, cara pengolahan tanaman yang meliputi pemupukan dan pengairan, pengendalian
hama dan penyakit (Ayu & Yuniti, 2018; Elake et al., 2022).

Serangan penyakit CVPD terjadi pertama kali pada tahun 1932-1946 di Vietnam, khususnya di
Delta Mekong, 70-79% tanaman telah terinfeksi, dan di Thailand kerusakan tanaman jeruk lebih dari 95%.
Sedangkan di Indonesia sekitar tiga juta tanaman rusak antara tahun 1960-1970. Pada tahun 1984 di Afrika
Selatan diketahui bahwa penyebab penyakit CVPD adalah bakteri dan berusaha diisolasi dengan berbagai
macam medium. Bakteri penyebab CVPD adalah Liberobacter asiaticus yang masuk ke dalam sel tanaman
melalui tusukan serangga vektor Diaphorina citri kuw. Daun tanaman yang terinfeksi penyakit CVPD
berwarna kuning pada seluruh permukaan daun, tulang daun warnanya hijau tua atau lebih tua, dan
daunnya menjadi lebih kaku juga lebih tebal. Selain itu, ukuran buah menjadi kecil, memiliki rasa
masam, mengalami gagal panen, dan memperpendek masa hidup tanaman (Melani et al,, 2018). Meskipun
deteksi secara visual merupakan cara yang mudah dilakukan, tetapi pengamatan secara visual tidak
memberikan hasil yang akurat karena gejala penyakit CVPD mirip dengan gejala seperti tanaman
kekurangan unsur Zn dan Mn (Patandjengi et al., 2023; Triwiratno et al.,, 2003; Wirawan & Julyasih, 2015).

Polymerase Chain Reaction (PCR) mampu mengamplifikasi DNA secara in-vitro yang melibatkan
beberapa tahap secara berulang. Teknik PCR menggunakan sepasang primer spesifik dari sekuen DNA
bakteri CVPD. Primer tersebut sangat baik digunakan untuk mendeteksi serangan penyakit CVPD pada
jeruk, dengan menggunakan primer tersebut maka hanya sekuen 16S rDNA dari bakteri CVPD, yaitu
Liberobacter asiaticus yang teramplifikasi. Hasil deteksi penyakit CVPD menggunakan PCR pada masing-
masing sampel tulang daun tanaman jeruk yang memiliki variasi gejala klorosis dari ringan sampai berat
pada elektroforesis 1% gel agarose hingga menghasilkan pita DNA pada 1160 bp. Terdeteksinya bakteri
Liberobacter asiaticus pada sampel yang menunjukkan bahwa, pola gejala klorosis pada daun tanaman
jeruk Siam yang terserang penyakit CVPD dengan jenis yang berbeda-beda (Alydrus etal., 2024; Nurhayati
& Bagus, 2016; Susilo et al.,, 2024).

Hasil observasi dan wawancara yang sudah dilakukan dengan beberapa petani jeruk di Desa
Belantih, Kecamatan Kintamani menunjukkan bahwa, penyakit CVPD pernah menyebabkan gagal panen
besar buah jeruk siam pada tahun 1980-1990 di Kintamani. Tanaman jeruk yang terserang penyakit CVPD
memperlihatkan gejala daun menguning atau klorosis, warna tulang daun tetap hijau, buahnya kerdil
dan berasa masam, ukuran daun menjadi kecil, serta daun yang menjadi kaku. Sementara untuk saat ini
penanganan penyakit CVPD yang bisa dilakukan oleh petani adalah hanya dengan menebang, membakar,
melakukan peremajaan tanaman jeruk, dan pergiliran tanaman jeruk dengan tanaman lain. Dari hasil survei
awal di lapangan, hingga saat ini masih ditemukan tanaman jeruk siam di Kintamani yang dicurigai
bergejala penyakit CVPD. Maka dari itu penelitian ini hadir dengan kebaruan untuk melakukan
pendekteksian lebih akurat mengenai keberadaan bakteri Liberobacter asiaticus yang menjadi penyebab
penyakit CVPD, hal ini dikarenakan patogen yang tidak dapat dikulturkan secara in-vitro, sehingga perlu
dilakukan analisis secara molekuler dengan menggunakan teknik PCR. Deteksi dilakukan pada tanaman
jeruk Siam yang bergejala serangan penyakit CVPD dan yang belum menunjukkan gejala (daun sehat)
pada areal pertanaman jeruk di desa Belantih, dan Desa Daup, Kintamani, Bangli. Deteksi dilakukan agar
penanganan terhadap penyakit CVPD bisa cepat dilakukan dan tidak menginfeksi lebih banyak tanaman
jeruk di Kintamani. Berdasarkan uraian di atas, penelitian ini bertujuan untuk melakukan identifikasi
gejala secara morfologi terhadap tanaman jeruk yang menunjukkan gejala terserang penyakit CVPD
dan tanaman jeruk yang tidak menunjukkan gejala, serta melakukan analisis secara molekuler bakteri
penyebab penyakit CVPD dengan menggunakan teknik PCR,

2. METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium. Lokasi penelitian ini yaitu areal
pertanaman jeruk milik petani pada dua lokasi, yaitu pengambilan sampel di areal pertanaman jeruk yang
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tidak menunjukkan gejala (nampak sehat) secara visual yang terletak di desa Daup, Kecamatan Kintamani,
Kabupaten Bangli. Pengambilan sampel daun jeruk yang menunjukkan gejala penyakit CVPD diambil dari
lokasi pertanaman jeruk yang ada di desa Belantih, Kecamatan Kintamani, Kabupaten Bangli. Analisis lebih
lanjut isolasi DNA dilakukan di laboratorium Sumberdaya Genetika Universitas Udayana. Bahan yang
digunakan dalam penelitian ini adalah daun jeruk siam yang diambil dari tanaman jeruk yang menunjukkan
gejala serangan CVPD secara visual dan yang tidak menunjukkan gejala (nampak sehat). Alat yang
digunakan adalah mesin PCR, seperangkat alat elektroforesis (BioRad), centrifuge (Biofuge 13),
termometer UV transilluminator, tabung Eppendorf, shaker, microwave, alat vorteks, waterbath dan
Erlenmeyer. Adapun penjabaran singkat mengenai prosedur penelitian akan dijelaskan sebagai berikut.

Prosedur penelitian ini dimulai dari melakukan Isolasi DNA Total Tanaman Jeruk Bergejala dan
Tidak bergejala (sehat). Sampel daun jeruk dihancurkan hingga halus dalam 280 pl Buffer PL Mix dan 20 pl
proteinase Kkit. Suspensi tersebut dimasukkan ke dalam tabung mikro (1,5 ml) dan diinkubasi pada suhu
65°C selama 1 jam. Selanjutnya, suspensi disentrifugasi pada 12.000 rpm selama 5 menit, dan supernatan
yang dihasilkan dipindahkan ke tabung mikro baru. Kemudian, supernatan dicampurkan dengan 600 pl
Buffer PB Mix dan diinkubasi pada suhu 65°C selama 10 menit. Supernatan ditambahkan 200 ul etanol 95%.
Sebanyak 900 pl supernatan tersebut dipindahkan ke dalam kolom dan disentrifugasi pada 12.000 rpm
selama 1 menit. Selanjutnya, ditambahkan 750 pl wash buffer pada kolom dan disentrifugasi pada 12.000
rpm selama 1 menit. Kemudian, disuspensi kembali dalam 50 pl elution buffer untuk mendapatkan pelet
DNA.

Hasil isolasi DNA diamplifikasikan dengan reaksi PCR menggunakan: 2 ul DNA sampel, 1 ul PCR
primer OI1, 1 pl reverse primer Ol2c, 10 pl PCR master mix solution, dan 6 pl buffer TE. Menggunakan
primer OI1 dan OI2c, ukuran DNA yang teramplifikasi adalah 1160 bp. Amplifikasi DNA menggunakan
program: pre-treatment pada suhu 92°C selama 30 detik dengan 1 siklus ulangan. Bagian kedua
menggunakan 40 siklus ulangan: denaturasi pada suhu 92°C selama 60 detik, annealing pada suhu 60°C
selama 30 detik, elongasi pada suhu 72°C selama 90 detik, dan ekstensi pada suhu 72°C selama 90 detik
dengan 1 siklus ulangan. Terakhir, Elektroforesis Gel Agarose dan Visualisasi Hasil PCR. Gel agarose terdiri
dari 1% agarose yang dilarutkan dalam 100 ml TAE buffer (terdiri atas 40 mM tris asetat pH 7,9; 2 mM
Sodium EDTA). Sampel DNA (8 ul DNA + 2 pl loading dye) masing-masing diisikan pada sumuran gel.
Elektroforesis dilakukan dengan tegangan 100 volt selama *20 menit. Gel kemudian direndam dalam
larutan EtBr (Etidium Bromida) selama #15 menit. Kemudian, hasil elektroforesis divisualisasikan dengan
UV transiluminator untuk melihat posisi pita (band) DNA dari tiap sampel dan didokumentasikan (Astari
etal, 2021; Rustiani et al,, 2015).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil
Gejala Penyakit CVPD (Citrus Vein Phloem Degeneration)

Pengamatan morfologi gejala serangan penyakit CVPD (Citrus Vein Phloem Degeneratioan)
dilakukan secara visual. Hasil pengamatan secara visual terhadap gejala serangan pada daun tanaman jeruk
secara umum, gejala khasnya adalah klorosis pada daun seperti gejala kekurangan unsur Zn dan Mn
disajikan pada Gambar 1. Berdasarkan hasil pengamatan secara visual, gejala serangan penyakit CVPD pada
daun jeruk siam di masing-masing lokasi tampak gejala klorosis yang bervariasi. Tanaman jeruk yang
terserang CVPD memperlihatkan gejala daun menguning atau klorosis, warna tulang daun tetap hijau,
ukuran daun menjadi kecil dan daun menjadi kaku.

Gambar 1. Gejala Serangan CVPD (Citrus Vein Phloem Degeneration) pada Daun Tanaman Jeruk
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Pengambilan sampel pada daun tanaman jeruk yang tidak menunjukkan gejala serangan dilakukan
dengan mengambil daun jeruk yang tidak menunjukkan gejala (nampak sehat) pada suatu lokasi
pertanaman jeruk. Pengamatan secara visual terhadap tanaman yang tidak menunjukkan gejala serangan
penyakit CVPD (Citrus Vein Phloem Degeneratioan), daun nampak berwarna hijau segar secara keseluruhan,
tidak terlihat klorosis pada daun disajikan pada Gambar 2.

L -

Gambar 2. Daun Tanaman Jeruk Siam Sehat (Tidak Menunjukkan Gejala Serangan Penyakit CVPD

Deteksi Penyakit CVPD Pada Tanaman Jeruk dengan PCR (Polymerase Chain Reaction)

Hasil amplifikasi PCR terhadap DNA yang diisolasi dari sampel daun tanaman jeruk yang bergejala
penyakit CVPD dan tidak menunjukkan gejala (sehat) dari lokasi pengambilan sampel di lokasi kebun jeruk
di Desa Belantih, Kintamani disajikan pada Gambar 3.

3000 bp
1500 bp

1000 b
500 bp
100 bp

Gambar 3. Deteksi Patogen Bakteri Liberobacter Asiaticum Penyebab Penyakit CVPD
pada Daun Tanaman Jeruk Siam Bergejala dan tidak Bergejala (Sehat)

Keterangan:
M : Marker; B : Daun Jeruk Bergejala; S: Daun Jeruk tidak Bergejala
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Hasil analisis DNA menunjukkan bahwa keberadaan bakteri Liberobacter, seperti pada Gambar 3,
ditandai dengan adanya pita DNA yang terdeteksi pada 1160 bp pada sampel daun. Hal ini menunjukkan
gejala serangan pada daun yang tidak menunjukkan gejala (daun sehat), meskipun pada daun sehat terlihat
pita DNA yang tipis. Analisis PCR terhadap jeruk siam yang terserang CVPD menggunakan primer spesifik
untuk CVPD menunjukkan bahwa tanaman yang terserang CVPD pada hasil elektroforesis gel agarosa 1%
memiliki pita DNA pada 1160 bp. Hal ini menunjukkan bahwa tanaman yang terserang CVPD mengandung
bakteri Liberobacter asiaticum, karena keberadaan bakteri ini terdeteksi dengan primer 16S rDNA yang
merupakan sekuen konservatif. Pada daun yang tidak menunjukkan gejala serangan penyakit CVPD secara
visual, hasil gel elektroforesis menunjukkan pita/band DNA pada 1160 bp. Ini berarti, meskipun belum
menunjukkan gejala serangan secara visual (daun tampak sehat), tidak menutup kemungkinan bahwa daun
tersebut sudah terinfeksi bakteri Liberobacter asiaticum. Deteksi yang sensitif, cepat, dan akurat saat ini
adalah dengan teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) menggunakan sepasang primer spesifik, forward
primer 011 dan reverse primer O12c, untuk mengamplifikasi 16S rDNA Liberobacter asiaticum yang
berukuran sekitar 1160 bp. Berdasarkan hasil amplifikasi PCR tersebut, sampel yang positif mengandung
bakteri L. asiaticum ditemukan pada sampel daun jeruk siam di lokasi kebun jeruk. Sampel daun jeruk siam
yang bergejala CVPD akan menunjukkan pita DNA dengan ukuran 1160 bp pada hasil PCR, yang berarti
sampel tersebut positif mengandung bakteri Liberobacter patogen penyebab penyakit CVPD, yang berhasil
diamplifikasi pada 1160 bp.

Pembahasan

Gejala Penyakit CVPD (Citrus Vein Phloem Degeneration) adalah Kklorosis pada daun yang
menyerupai gejala defisiensi mineral, dan deteksi terhadap penyakit CVPD tergolong sulit sehingga
memerlukan cara deteksi khusus. Deteksi secara konvensional kurang memuaskan karena konsentrasi
bakteri dalam tanaman rendah, distribusi tidak merata, masa inkubasi panjang dan banyak tanaman jeruk
terinfeksi secara laten (Lamdo et al., 2023; Nurhadi, 2015). Kondisi seperti suhu rendah, varietas tanaman
yang berbeda, defisiensi hara, atau kompleksitas dengan penyakit lain menyebabkan gejala tidak jelas yang
menyulitkan pengamatan secara visual. Tanaman jeruk yang terserang CVPD memperlihatkan gejala daun
menguning atau klorosis, dengan warna tulang daun tetap hijau. Ukuran daun menjadi kecil dan kaku.
Klorosis terjadi karena pembentukan klorofil pada daun berkurang. Selanjutnya, peneliti lain menyebutkan
bahwa gejala klorosis disebabkan oleh infeksi Liberobacter asiaticus yang menunjukkan adanya gangguan
fisiologi pada tanaman. Gangguan fisiologi terjadi karena massa bakteri menyebabkan penghambatan
transportasi nutrisi dari dan ke jaringan floem. Hal ini sejalan dengan pendapat peneliti lain yang
menyebutkan bahwa pada tanaman dewasa, gejala yang sering tampak adalah cabang dengan daun-daun
yang kuning, kontras dengan cabang lain yang daun-daunnya masih sehat. Gejala ini dikenal dengan sebutan
greening sektoral. Daun pada cabang-cabang yang terinfeksi menjorok ke atas seperti sikat. Gejala lain
adalah daun berukuran lebih sempit, lancip, dengan warna kuning di antara tulang daun. (Meitayani et al.,
2014; Ratu et al.,, 2020; Rustiani et al., 2015; Taufik, 2010).

Berdasarkan pengamatan visual, sampel daun jeruk yang menunjukkan gejala penyakit CVPD
memiliki ciri-ciri berwarna kuning (klorosis) dengan tulang daun berwarna hijau, daun menjadi kaku dan
lebih tebal, serta ukurannya lebih kecil. Daun yang menunjukkan gejala klorosis berat memiliki seluruh
permukaan daun yang berwarna kuning, urat daun berwarna hijau tua atau lebih gelap, dan daun menjadi
lebih kaku dan tebal. Daun yang mengalami gejala klorosis sedang menunjukkan klorosis pada beberapa
bagian permukaan daun, daun menjadi lebih tebal, dan urat daun tampak lebih tua. Daun dengan gejala
klorosis ringan masih terlihat hijau, urat daun sudah tua, dan daun menjadi kaku. Tanaman yang
menunjukkan gejala penyakit dengan tingkat serangan ringan mengalami klorosis secara parsial pada daun
jeruk. Lamina daun nampak berwarna kuning, sedangkan tulang daun masih berwarna hijau. Gejala
penyakit CVPD meliputi klorosis atau daun yang menguning, warna tulang daun menjadi hijau tua, daun
lebih tebal, kaku, dan ukurannya menjadi lebih kecil. Klorosis ringan ditandai dengan lamina daun yang
masih hijau dan tulang daun hijau, klorosis sedang ditandai dengan lamina daun sebagian menguning dan
tulang daun tetap hijau, sedangkan pada klorosis berat, lamina daun berwarna kuning secara keseluruhan
(Inoue et al,, n.d.; Lestari et al,, 2019; Pandey & Shrestha, 2023; Ratu et al., 2020).

Pada daun yang tidak menunjukkan gejala serangan penyakit CVPD secara visual, hasil gel
elektroforesis menunjukkan pita DNA pada 1160 bp. Hal ini berarti, walaupun belum menunjukkan gejala
serangan secara visual (daun nampak sehat), tidak menutup kemungkinan bahwa daun tersebut sudah
terinfeksi bakteri Liberobacter asiaticum. Deteksi yang sensitif, cepat, dan akurat saat ini adalah dengan
teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) menggunakan sepasang primer spesifik, yaitu forward primer 011
dan reverse primer 012c, untuk mengamplifikasi 16S rDNA Liberobacter asiaticum yang berukuran sekitar
1160 bp. Berdasarkan hasil amplifikasi PCR tersebut, sampel yang positif mengandung bakteri L. asiaticum
ditemukan pada sampel daun jeruk Siam di lokasi kebun jeruk. Sampel daun jeruk Siam yang bergejala
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CVPD akan menunjukkan pita DNA dengan ukuran 1160 bp pada hasil PCR, yang berarti sampel tersebut
positif mengandung bakteri Liberobacter, patogen penyebab penyakit CVPD, yang berhasil diamplifikasi
pada 1160 bp. Sesuai dengan pendapat peneliti lain, teknik yang tepat untuk mendeteksi DNA Liberobacter
adalah menggunakan Polymerase Chain Reaction dengan primer yang spesifik untuk CVPD.(Asiah
Salatalohy & Baguna, 2022; Pandey & Shrestha, 2023).

Deteksi keberadaan bakteri pada sampel daun jeruk yang bergejala dalam penelitian ini dilakukan
dengan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk mengamplifikasi 16S rDNA Candidatus L. asiaticus.
PCR merupakan teknik deteksi yang sensitif, cepat, dan akurat, menggunakan pasangan primer spesifik
forward 011 dan reverse primer 012c untuk memperkuat rDNA 16S Candidatus L. asiaticus dengan panjang
sekitar 1160 bp. Hasil deteksi PCR menunjukkan fragmen DNA sampel daun jeruk sepanjang 1160-bp,
menandakan bahwa sampel tersebut positif terinfeksi Candidatus L. asiaticus. Elektroforesis adalah teknik
pemisahan molekul berdasarkan perbedaan tingkat migrasi dalam medan listrik, dimana molekul
berukuran lebih besar akan bergerak lebih lambat. PCR merupakan teknologi yang mampu menggandakan
fragmen DNA dari berbagai jenis organisme termasuk hewan, tumbuhan, bakteri, jamur, dan virus (Artati
& Lubis, 2017; Jamaluddin et al., 2024). Deteksi menggunakan metode PCR dengan primer target gen 16S
rDNA telah digunakan untuk mengidentifikasi Liberobacter asiaticus yang tersebar di kawasan Asia,
termasuk Indonesia (Marlina et al., 2022; Tuwo et al., 2024).

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan. Salah satunya adalah biaya yang tinggi serta
kebutuhan akan peralatan laboratorium yang canggih dan tenaga ahli terlatih untuk menjalankan teknik
PCR atau Real-Time PCR. Hal ini bisa menjadi hambatan bagi penerapan luas metode ini, terutama di
kalangan petani kecil atau di daerah dengan sumber daya terbatas. Selain itu, sampel dari tanaman mungkin
memerlukan penanganan khusus untuk mencegah kontaminasi, yang bisa mempengaruhi akurasi hasil
deteksi. Sensitivitas metode ini juga dapat dipengaruhi oleh variasi genetik bakteri, yang mungkin
menyebabkan false negatives jika bakteri yang ada memiliki mutasi pada gen target yang digunakan untuk
deteksi. Sebagai solusi, diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengembangkan teknik deteksi yang lebih
terjangkau dan mudah digunakan di lapangan, seperti metode isothermal amplification yang tidak
memerlukan peralatan PCR yang mahal. Pelatihan dan penyuluhan bagi petani tentang cara pengambilan
dan penanganan sampel yang benar juga sangat penting untuk meningkatkan keakuratan diagnosis. Selain
itu, pengembangan kit diagnostik komersial yang dapat digunakan langsung di lapangan tanpa memerlukan
keahlian khusus bisa membantu mengatasi keterbatasan metode molekuler ini. Kolaborasi antara peneliti,
pemerintah, dan sektor swasta sangat diperlukan untuk menyediakan dukungan finansial dan teknis dalam
mengimplementasikan teknologi deteksi ini secara luas.

Implikasi dari penelitian ini sangat penting dalam konteks perlindungan tanaman jeruk dari
serangan Candidatus Liberobacter asiaticus. Dengan memperbaiki dan memvalidasi metode deteksi yang
lebih efektif, petani dan peneliti dapat dengan cepat mengidentifikasi keberadaan bakteri ini, yang
merupakan penyebab penyakit HLB (Huanglongbing), sebelum menyebabkan kerusakan besar pada
tanaman jeruk. Hal ini dapat mengarah pada upaya pengendalian yang lebih efektif dan tepat waktu, seperti
pengaturan karantina, pengawasan intensif, dan penerapan strategi manajemen penyakit yang lebih efisien.
Secara keseluruhan, penelitian ini berpotensi memberikan kontribusi signifikan terhadap keberlanjutan
industri perkebunan jeruk di Indonesia dan wilayah Asia lainnya, serta memberikan landasan bagi
pengembangan teknologi deteksi dan pengendalian penyakit tanaman yang lebih maju di masa depan.

4. SIMPULAN

Hasil penelitian yang sudah dilaksanakan menunjukkan bahwa daun tanaman jeruk Siam yang
bergejala CVPD secara visual menunjukkan hasil positif keberadaan bakteri Liberobacter asiaticus,
penyebab penyakit CVPD (Citrus Vein Phloem Degeneration), yang teramplifikasi pada 1160 bp dengan
menggunakan teknik PCR (Polymerase Chain Reaction). Begitu pula dengan daun tanaman jeruk Siam yang
tidak menunjukkan gejala CVPD (nampak sehat), hasilnya juga positif untuk keberadaan bakteri
Liberobacter yang teramplifikasi pada 1160 bp. Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa daun jeruk
Siam, baik yang bergejala maupun tidak, mengandung bakteri Liberobacter asiaticus yang terdeteksi
melalui PCR dengan pita DNA sepanjang 1160 bp. Temuan ini menyoroti pentingnya deteksi dini dalam
pengelolaan penyakit jeruk, memungkinkan untuk dilakukannya tindakan pencegahan lebih awal dalam
upaya mengendalikan penyebaran penyakit ini di kebun jeruk.
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