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ABSTRAK

Penelitian Deteksi Bakteri Ralstonia solanacearum Penyebab Penyakit Layu
Bakteri Pada Kentang (Solanum tuberosum, L) Dengan Menggunakan Metode PCR
dengan bertujuan uniuk mengetahui keberadaan Ralstonia solanacearum pada
kentang (Solanum tuberosum.L) varietas Atlantik, Granola, Bejo, dan Raja dengan
metode PCR. Pada tahap awal, penelitian ini difokuskan pada isolasi bakteri Ralstonia
solanacearwm umbi kentang varietas atlantik sebagai kontrol positif dan planlet
kentang semua varietas dengan mengambil sampel pada lanaman yang terindikast
untuk diisolasi, kemudian dilanjutkan dengan analisis molekuler melalui ekstraksi dan
purifikasi DNA dengan metode Lie and Boer, setelah ity kemudian diamplifikasi
dengan metode PCR dengan menggunakan primer OLI 1 dan Y2. Selanjutnya
dielektroforesis pada gel agarose dan divisualisasi dengan Ethidium Bromida,
kemudian diamati dan dianalisis pada gel documenter (UVP UPLAND CA UK). Hasil
yang diperoleh membukiikan bahwa kontrol positif tanaman yang bergejala dijumpai
adanya pita spesifik berukuran 287 bp, sedangkan pada planlet tanaman kentang
semua varietas hasilnya negatif.

Kata Kunci : Kentang, Ralstonia solanacearum, PCR.
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ABSTRACT

Research for an early detection of Ralstonia solanacearum the causal agent of
bacterial wilt on potato was conducted by using of PCR (Polymerase Chain Reaction)
method. The aim of this research aim of detect the presence of Ralstonia
solanacearum on planlet of cultivar Atlantic, Granola, Bejo, and Raja. In the first step,
we focused to isolate Ralstonia solanacearum from infected Atlantic potato tuber,
identified the isolate by identified biochemichal characthers. This isolate was used as
positive control in futher step for PCR detection. DNA was isolate from all samples of
cultivars tested and amplified with OLI 1 and Y2 primer. PCR product was separated
through elektrophoresis followed by visualization with Fthidium bromide and detection
under gel documenter (Geldoe UVP-UPLAND CA UK). The result showed that using
of OLI 1 and Y2 primer could detect the presence of Ralstonia solanacearum. In positif
control, indicated by the appearny of specific at the size of 287 bp, whereas from all
planlet sample showed a negative result.

Keyword ; Ralstonia Solanacearum, PCR, and, Potato.
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BAB1

PENDAHULUAN

I.1 Latar Belakang

Kentang (Solanum tuberosum L.) merupakan salah satu tanaman pangan yang
bernilai ekonomi tinggi dan makin popular saat ini. Kentang mempunyai rasa yang
enak, mudah dan tahan disimpan serta dapat diolah menjadi berancka ragam produk
makanan seperti keripik, kentang goreng dan aneka macam makanan ringan.
Tanaman kentang memiliki prospek yang baik seiring dengan permintaan konsumen
akan makanan ringan yang bervariasi (Rukmana, 1997).

Produksi kentang di Indonesia masih rendah. Misalkan saja produktivitas
kentang di Sulawesi Selatan pada tahun 2002, produksi kentang mencapal 9,86 ton
ha. Sedangkan menurut Rukmana (1997) bahwa dengan pemeliharaan yang intensif,
sehenarnya produktivitas kentang dapat mencapai (30 - 35) ton ha’
{Anonim b 2006). Diketahui tanaman kentang masuk ke Indonesia sekitar abad 17.
Tanaman ini sengaja dibawa bangsa Eropa sebagai makanan pokok mereka.
Dibanding jagung dan padi, kentang memproduksi kalori dua kali lebih banyak.
Untuk setiap 100 gram, kentang mengandung kalori 347 kal, protein 0,3 gram, lemak
0,1 gram, karbohidrat 85,6 gram, kalsium (Ca) 20 gram, fosfor (P) 30 mg, besi (Fe)

0,5 mg dan vitamin B 0,04 mg (Anomim , 2007).




Kendala utama produksi kentang di negara-negara tropis termasuk Indonesia
adalah adanya penyakit-penyakit berbahaya yang diketahui berakibat terhadap
penurunan hasil yang nyata dan penpgunaan benih yang turun temurun. Beberapa
hasil penelitian di luar negeri menunjukkan bahwa kehilangan hasil akibat penyakit
layu bakteri yang disebabkan oleh bakteri Ralstonia solanacearum (Smith) (Hooker,
1983 dan Suhardi 1989), penyakit ini dapat menimbulkan kerugian yang besar,
karena dapat mengurangi kualitas dan kuantitas kentang, bahkan mematikan tanaman
(Rukmana, 1997). Bakteri ini tercatat menyerang beralus-ratus spesies tanaman yang
tercakup dalam 44 famili (Hayward, 1991). Rendahnya produktivitas tersebut
dischabkan oleh berbagai hal yaitu penggunaan bibit unggul yang kurang bermutu,
pemeliharaan yang tidak intensif dan serangan herbagai hama dan penyakit (Setiadi
dan Nurulhuda, 2001).

Ralstonia solanacearum merupakan penyebab penyakit layu bakteri yang
sampai saat ini masih merupakan faktor pembatas produksi tanaman utama seperti
pada kacang tanah, tomat, dan kentang. Patogen ini mempunyai inang lebih dari 200
spesies tanaman yang tergolong kedalam 44 famili. Berdasarkan hasil survei di
Indonesia, penyakit ini tersebar luas, berbagai usaha pengendalian telah dilakukan,
namun penyakit layu masih qulit dikendalikan karena keragaman patogennya sangat
luas (Rukmana, 1997). Salah safu cara memperoleh  kentang yang bermutu tinggi

dapat dilakukan dengan perbanyakan tanaman secara in vitro atau kultur jaringan.

(Soelarso, 1997).
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Teknik deteksi patogen pada benih kentang dapat dilakukan dengan metode
konvensional melalui penumbuhan pada media yang dilanjutkan dengan pengamatan
mikroskopis. Metode ini membutuhkan waktu yang lama dan dilakukan pada benih
yang menampakkan gejala. Metode lainnya adalah dengan ELISA yang
memanfaatkan antibodi spesifik dalam proses pengerjaannya (Manzila, 2003).
Teknik baru yang sekarang dikembangkan adalah dengan m:etude PCR (Polimerase
Chain Reaction), Teknik ini terutama cocok digunakan pada patogen yang sifatnya
laten. Dengan teknik ini keberadaan bakteri patogen pada jaringan tanaman walaupun
dalam konsentrasi yang sangat kecil (0,02 pg) masih dapat dideteksi
(Anonim, 2003).

Dengan berkembangnya bioteknologi di bidang fitopatologi yang meliputi
teknik-teknik sederhana, seperti kultur jaringan tanaman sampai pada rekayasa
genélika, maka berkembanglah teknik Polymerase Chain Reaction (PCR ). Teknik
‘ni dimanfaatkan untuk deteksi patogen pada tingkat genom aiau molekuler.
(Muladno, 2002, Firdiah, 2005). Salah satu metode yang digunakan dalam
mengetahui ras dari bakteri Ralstonia solanacearum yaitu dengan menggunakan

metode PCR. Metode ini digunakan karena infeksi Ralstonia solanacearum sifatnya
sistemik vaitu dapat menular melalui benih, dimana pada konsentrasi kecil belum
menimbulkan gejala, dengan deteksi PCR menggunakan primer gpesifik, maka
keberadaan Ralstonia selanacearum pada konsentrasi yang sangat kecil sudah dapat

dideteksi, kemudian dengan menggunakan metode PCR akan menghasilkan bibit




kentang yang bebas patogen. Pengamatan morfologi baik bentuk maupun warna
koloni bakteri tersebut dapat diisolasi dengan baik pada medium yang mengandung 2,
3, 5- trifenil-tetra sodium klorida (Medium TTK) tetapi belum mampu memberikan
hasil yang lebih akurat, dischabkan karena tingginya variasi dalam spesies
(Anonim *, 2006).

Berdasarkan uraian tersebut, maka dilakukan deteksi bakteri Ralstonia
solanacearum pada umbi kentang dengan metode PCR menggunakan primer spesifik
OLI 1 dan Y2.

1.2 Tujuan Penelitian

Mengetahui Keberadaan Ralstonia solanacearum pada umbi batang kentang
varietas Atlantik, Granola, Bejo, dan Raja dengan metode Polimerase Chain Reaction
(PCR).

1.3 Manfaat Penelitian

Sebagai langkah preventif untuk mencegah penycbaran patogen Ralstonia

solanacearum pada umbi kentang dan untuk proses seleksi mendapatkan bibit

kentang yang sehat dan bebas dani kontaminasi patogen.
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BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

11.1 Karakteristik Tanaman Kentang (Solanum tuberosum L)
Kentang merupakan tanaman dikotil, dengan klasifikasi berdasarkan

Gembong Tjitrosoepomo, 2002 vaitu :

Regnum : Plantae
Divisio : Spermatophyta
Subdivisio  : Angiospermae
Classis : Dicotyledoneas

Subclassis : Sympetalae

Ordo : Tubiflorae/Solanales/Personatae
Familia : Solanaceae

Genus : Solanum

Spesies : Solanum tuberosum. L

Kentang termasuk tanaman semusim yang berbentuk semak dan berumur 90 hari ~
180 hari, tergantung varietasnya (Rukmana, 1997).

Tanaman kentang memiliki sistem perakaran tunggang, pertumbuhan akar
dapat mencapai 45 cm kebawah dan menjalar kesamping. Akar tanaman berwama

keputih-putihan, halus dan ukurannya sangat kecil (Samadi, 1997).




Pertumbuhan batang tegak atau menjalar dengan tinggi 0,5 m - 1.2 m,
tergantung varietasnya. Bentuk batang bulat, bersegi berbuku-buku dan berongga.
Warna balang hijau kemerah-merahan atau hijau keungu-unguan (Rukmana, 1997).

Berdaun rimbun dan letak daun tersusun dalam tangkai daun secara berhadap-
hadapan (daun majemuk) yang menyirip ganjil. Wama daun hijau atau hijau keputih-
putihan. Posisi tangkai daun terhadap batang tanaman berbentuk sudut kurang lebih
dari 45°. Pada dasar tangkai daun terdapat tunas ketiak yang berkembang menjadi
cabang sekunder (Rukmana, 1997).

Bunga kentang bersifat hermaprodit (berkelamin dua), berwama putih.
Tersusun dalam satu karang bunga yang tumbuh pada ujung batang dan terdiri dari
daun kelopak, daun mahkota, benang sari dan putik (Soleh, 1992). Bunga kentang
bersifat protogini yaitu putik lebih cepat masak dari pada serbuk sari. Sistem
penyerbukan dapat menyerbuk sendiri ataupun silang (Rukmana, 1997).

Umbi terbentuk dari cabang samping diantara akar-akar. Proses pembentukan
umbi ditandai dengan terhentinya pertumbuhan memanjang dari rizome atau stolon
yang diikuti pembesaran (Samadi, 1997). Bentuknya ada yang bulat, dan bulat
lonjong, lonjong, dan memanjang. Warna kulit umbi kuning, putih dan merah. Warna
daging umbi putih, putih kekuning-kuningan dan kuning, tergantung varietasnya

(Rukmana, 1997).




11.2 Penyakit Layu Bakteri

Penyebab penyakit layu bakteri adalah Ralstonia solanacearum. Gejala khas
pada tanaman terserang adalah daun layu, menguning, dan kering. Rimpang dan
batang busuk dan berbay, Batang semu mudah dilepas dari pangkalnya. Berkas
pembuluh menjadi berwamna coklat tua atau hitam. Bila rimpang atau batang semu
dipotong akan keluar cairan kental berwarma putih susu dari bagian permukaan
potongan. Bila potongan rimpang atau batang semu direndam di dalam air jernih
maka warna air akan berubah menjadi keruh. Bakteri berkembang biak di dalam
pembuluh kayu. Bakteri masuk ke dalam jaringan tanaman melalui luka-luka pada
akar akibat serangan nematoda atau faktor lainnya. R. solanacearum mempunyai
banyak tanaman inang. Penycbaran penyakit terutama melalui bibit (rimpang) yang
sudah mengandung bibit penyakit (dipanen darl tanaman yang sudah sakit). Bakteri
hertahan lama di dalam tanah.Gejala awal adalah tanaman mulai layu. Kemudian
menjalar ke daun bagian bawah. Gejala yang lebih lanjut : seluruh tanaman layu,
daum menguning sampai coklat kehitarn-hitaman, dan akhimya tanaman mati.
Serangan pada umbi menimbulkan gejala dari luar tampak bercak-bercak kehitam-
hitaman, terdapat lelehan putih keruh (massa bakteri) yang keluar dari mata tunas
atau ujung stolon (Rukmana, 1997).

Virulensi merupakan kapasitas relatif patogen untuk merusak tanaman inang.
Virulensi penyakit tanaman berhubungan dengan sifat-sifat bakteri yang menetukan

kecepatan pertumbuhan dan penyebarannya pada inang dan meningkatkan kerusakan




pada jaringan tanaman. Faktor virulensi yang disckresikan dapat berupa toksin
termasuk Ekstraseluler Polisakarida, enzim, dan hormon tumbuh yang menginduksi
seperti jenis gejala seperti menguning, busuk lunak, hiperplasia, nekrosis dan layu
(Habazar dan Rivai, 2000). Pada bakteri Ralstonia solamacearum, ekstraseluler
Polisakarida sangat berperan dalam patogenis, utamanya dalam menghambat
translokasi unsur hara dan air, jupa menjadi pelindung bakteri dari keadaan yang
ekstrim, dapat menetralisir senyawa-senyawa yang dikeluarkan oleh tanaman (Wydra
dan Rudolph, 1993). Beberapa mekanisme kerusakan Ekstraseluler Polisakarida
sebagai penyebab layu antara lain : penyebaran patogen dalam xylem, pembentukan
senyawa ekstraseluler polisakarida hanya pada isolal yang virulen dan pemberian
dengan senyawa metabolit dari patogen pada tanaman. Aspek-aspek penyebab layu
adalah : pengaliran terbatas dan transportasi air ke daun menjadi terhambat, viskositas
cairan dalam jaringan pembuluh meningkal, terjadi penyumbatan terhadap transport
air, bagian yang paling kritis adalah tangkai dan tulang daun, terjadinya kerusakan
pada membran luar dan membran dalam sel dan keluamya elektrolit dari dalam sel
(Habazar dan Rivai, 2000).

Pada gambar 1 akan memperlihatkan gejala-gejala yang akan menyerang

tanaman kentang seperti daun bagian bawah menguning ;
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Gambar 1. Bakteri Ralstonia solanacearum menyerang daun dan umbi pada kentang
a. I:a}r-.m:fa daun pd tanaman kentang, b. Bercak kehitaman pada umbi, ¢. Irisan
bagian dalam umbi yang bergejala (Anonim ® , 2006 )

Adanya daun muda pada pucuk dan daun tua tanaman akan menjadi layu,
daun bagian bawah menguning merupakan ciri khas gejala penyakit layu bakteri.
Meskipun tak sebanyak penyakit akibat jamur yaitu 38 spesies dibandingkan Bakteri
yang hanya 7 spesies menurut Mendoza, 1987., namun secara umum penyakil bakteri
lebih sukar dikendalikan, Cara paling efektif untuk mengendalikan penyakit-penyakit
bakteri yaitu dengan penggunaan kultivar yang resisten atau toleran terhadap penyakit
tersebut, sertifikasi benih dan rotasi tanaman (Anonim , 2007).

Adapun Klasifikasi dari bakteri Ralstonia solanacearum penyakit layu pada

kentang menurut E.F. Smith dalam Buchman dan Gibbions (1974), Yabuuchi, elal

(1995) adalah :




Kingdom : Prokariotik

Divisio : Gracilicutes

Classis : Schizomycetes

Ordo : Eubacteriales

Familia : Pseudomonadaceae
Genus : Ralstonia

Spesies . Ralsionia solanacearum

Ralstonia solanacearum adalah bakteri asrobik, berbentuk batang, berukuran
{5;55 ~1,0%x 1,5 - 2,5) um, gram negatif, bergerak dengan satu flagel yang terletak
divjung sel. Umumnya isolat yang virulen memiliki flagella sedangkan isolat non
virulen flagelnya panjang (Goto, 1992). Bakteri ini diketahui mempunyai banyak ras
yang berbeda virulensinya. Ras 1 menyerang terung-terungan dan tanaman lain,
seperti tomat, tembakau, dan kacang tanah. Ras 2 menyerang pisang dan Heliconia.
Ras 3 khususnya menyerang tanaman kentang (Semangun, 1996). Bakteri in1 mampu
menghidrolisa gelatin dan twin 80, mampu mereduksi nitrat, dapat menghasilkan
asam sukrosa, arginin, dehidrolase negatif, jumlah guanin, dan sitosin dalam DNA
66-69%. Mengandung poly B-hidroksibutirat. Beberapa strain dapat menghasilkan
gas dan nitrat (Hayward 1983).

Bakteri mempunyai generasi waktu yang sangat pendek pada keadaan optimal
< 20 menit. Selama pertumbuhan, hakteri dalam media cair akan membentuk

suspensi yang keruh sedangkan pada media padat akan membentuk koloni yang
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bervariasi bergantung pada jenisnya (Habazar dan Rivai, 2000). Strain virulen dengan
koloni berlendir atau fluidal yang kemudian berubah menjadi tidak virulen dengan
koloni yang berbintik kecil-kecil, perbedaan bentuk koloni dengan derajat
virulensinya dihubungkan dengan produksi cairan yang mengandung polisakarida.
Pembentukan pigmen seringkali dihasilkan dalam media yang mengandung tirosin
(Hutagalung, 1984).

Bakteri ini mempunyai banyak ras dan dapat diisolasi dengan baik pada
medium vang menpgandung 2, 3, 5- trifenil-tetra sodium klorida (Medium TTK).
Infeksi terutama melalui luka pada bagian tanaman. Bakteri terangkut dalam
pembuluh kayu dan pada batang yang lunak, masuk dalam ruang antar sel dalam
kulit dan empulur, menguraikan sel-sel sehingga terjadi rongga-rongga. Suhu yang
relatif tinggi mendukung perkembangan penyakit. Di dataran rendah penyakit timbul
lebih berat karena suhu udara relatif tinggi. Bakteri berkembang baik di tanah alkalis
yang suhunya agak tinggi di saat banyak hujan. Intensitas penyakit sangal
dipengaruhi oleh tanaman terinfeksi pada musim sebelumnya. Penyakit inl banyak
dijumpai  di Jawa, Qumatera dan Sulawesi khususnya di Sulawesi Utara

{Anonim “, 2006).

Kultivar baru yang memiliki resistensi tinggi terhadap serangan penyakit bisa
dipercleh melalui persilangan konvesional dan teknik rekayasa genetika. Sayangnya
teknik persilangan konvensional terbentur pada masalah gen resisten. Umumnya

pemuliaan mengambil gen-gen resisten dari tanaman lain (Anonim , 2007).




11.3 Teknik Deteksi dan Identifikasi Bakteri

Diagnosa penyakit bakteri biasanya dilakukan berdasarkan suatu gejala dan
munculnya eksudat bakteri dari jaringan makanan. Pengamatan lebih lanjut masih
diperlukan untuk mengkonfirmasi hasil diagnosis. Identifikasi ialah proses yang
diterapkan terhadap suatu isolat, sehingga melalui proses tersebut isolal dapat dirgjuk
kepada taksa yang telah diketahui. Sifat-sifat yang telah dikembangkan untuk
identifikasi ke tingkat taksa, diantaranya ciri fenotif, biologi, dan genetik. Ciri fenotip
misalnya pewarnaan gram, morfologi koloni, dan tipe metabolisme secara umum.
Patogenisitas yang berkaitan dengan hubungan antara inang dan patogen merupakan
salah satu ciri biologis, sedangkan ciri genetik berkaitan dengan sifat-sifat materi
genetik sel (asam nukleat). Ada beberapa cara tradisional untuk deteksi dan isolasi
bakteri dari contoh. Perkembangan metode deteksi dan isolasi bakteri dari contoh.
Perkembangan metode deteksi Ralstonia solanacearum diantaranya dengan
menggunakan media selektif untuk menghitung populasi bakteri dari dalam tanah.
Pendekatan untuk mendeteksi layu bakteri telah dilakukan dari berbagai aspek
metodologi, yang pada prinsipnya bertujuan untuk menentukan identitas Ralsfonia
solanacearum diantaranya melalui pendekatan biokimia, profil kromatografi asam
lemak, profil metabolit, dan teknik Immunologi (Seal, 1994). Pendeteksian Ralstonia
solanacearum dapat juga dilakukan dengan metode PCR, dengan melihat ukuran

gennya melalui elekiroforesis Keberadaan Ralstonia solanacearum ditandai dengan

munculnya pita dengan ukuran 287 bp.
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11.4 Metode PCR (Polimerase Chain Reaction)

PCR merupakan singkatan dari Polymerase Chain Reaction atau reaksi rantal
polimerase ditemukan pertama kali oleh Kary B. Mullis tahun 1985, adalah konsep
yang memungkinkan pelipatgandaan segmen DNA dalam tabung dengan bantuan
enzim DNA Polimerase (Cold, 1994). Keunggulan PCR dikatakan tinggi, hal ini
berdasarkan spesifitasnya, efisiensi, dan keakuratannya, spesifitas. PCR terletak pada
kemampuan mengamplifikasi schingga menghasilkan produk melalui sejumlah siklus
(Michael, dik., 1986). Keakuratan yang tinggi karena DNA Polimerase mampu
mengurangi kesalahan pada amplikasi produk. Melalui PCR, identifikasi suatu
mikroorganisme dari suatu sampel dapat dilakukan dengan cepat dan spesifik.
(Blazer, 1998).

Prinsip terjadinya reaksi akibat adanya sifat komplementasi (berpadanan)
rantai DMNA dengan pasangannya dan dimanipulasi melalui tiga tahapan suhu:
denaturasi (pemisahan rantai), annealing (penempelan primer), dan perpanjangan
rantai oleh DNA Polimerase (Hans, 1994). Materi awal untuk PCR adalah suatu
larutan DNA untai ganda yang mengandung urutan nukleotida yang “ditargetkan”
untuk disalin (Campbell, 1999). Primer adalah potongan rantai DNA antara 18 — 24
nukleotida yang didesain berkomplemen dengan rantai DNA templat dan menjadi
titik batas multiplikasi segmen DNA target. DNA target adalah segmen DNA yang
dimultiplikasi dalam reaksi PCR dengan fitik batas primer kiri dan primer kanan.

Secara teoritik, jika efisiensi reaksi pelipatgandaan seratus persen, dalam putaran ke-
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30 siklus reaksi rantai {denammi'pmmmpﬂmpcmanjmgm] PCR akan dihasilkan
sebanyak kurang lebih satu milyar molekul DNA target. Reaksi komplementasi DNA
terjadi sangat spesifik sedemikian rupa sehingga dapat dipakai dalam diagnosis
pendeteksian adanya kontaminasi virus dalam sampel biologis yang diteliti.
(Anonim ", 2006).

PCR merupakan suatu reaksi in vifro untuk menggandakan jumlah molekul
DMNA pada target tertentu dengan cara mensintesis molekul DNA baru yang
berkomplemen dengan molekul DNA target tersebut dengan bantuan enzim dan
oligonukleotida sebagai primer dalam suatu thermocyeler. Panjang target DNA
berkisar antara puluhan sampai ribuan nukleotida yang posisinya diapit oleh sepasang
primer. Primer yang berada sebelum daerah target disebut sehagai primer forward
dan yang berada setelah daerah target disebut primer reserse. Enzim yang digunakan
sebagai pencetak rangkaian molekul DNA baru dikenal sebagai enzim polymerase.
Untuk dapat mencetak ranghkaian tersebut dalam teknik PCR, diperlukan juga dNTPs
yang mencakup dATP (nukleotida berbasa Adenin), dCTP (Cytosine), dGTP
(Guanine) dan dTTP (Thymine) (Muladno, 2002).

Proses PCR hiasanya berlangsung 45.40 siklus. Beberapa komponen penting
yang dibutuhkan dalam reaksi PCR adalah DNA target, primer, enzim Taq DNA
Polymerase, Deoxynukleoside, triphosphat (dNTP), dan larutan penyangga (buffer)

(Muladno, 2002).
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Pada akhimya siklus pertama, satu molekul DNA untai ganda dilipatgandakan
jumlahnya menjadi dua molekul DNA untaj ganda. Dua molekul DNA untai ganda
hasil amplifikasi pada siklus pertama menjadi DNA target dan dilipatgandakan
menjadi  empat molekul DNA, dan selanjutnya empat molekul baru ini
dilipatgandakan lagi jumlahnya menjadi delapan dan seterusnya (Muladno, 2002).

Pada gambar 2 dibawah ini menunjukkan tahapan-tahapan dari proses PCR
(Polymerase Chain Reaction), dimana terdiri atas tiga tahap yaitu tahap denaturasi,

kemudian tahap annealing atau tahap penempelan primer, serta tahap extension atau

pemanjangan primer :

PCR : Polymerase Chain Reaction
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11.4.1 Denaturasi

Di dalam proses PCR, denaturasi awal dilakukan sebelum enzim Tag
Polymerase ditambahkan dalam tabung reaksi. Ini biasanya berlangsung selama 3
menit untuk menyakini bahwa molekul DNA yang ditargetkan ini dilipatgandakan
jumlahnya benar-benar telah terdenaturasi menjadi DNA untai tunggal. Untuk
denaturasi berikutnya, diperlukan hanya 30 detik pada suhu 95°C atau 15 detik pada
suhu 97°C. Adapun waktu denaturasi yang terlalu lama mungkin mengurangi
aktivitas enzim Tag Polymerase. Aktivitas enzim tersebut mempunyai waktu paruh

lebih dari 2 jam, 40 menit, 5 menit masing-masing pada suhu 92,5, 95 dan 97,5°C

(Muladno, 2002).

11.4.2 Penempelan primer (Annealing)

K:'Lteﬁ_a yang umum digunakan untuk merancang primer yang baik adalah
bhahwa primer sebaiknya berukuran 18 — 25 basa, mengandung 50 — 60 % G + C, dan
T, (°C) terhitung untuk kedua primer sebaiknya sama. Selain itu sekuens DNA kedua
primer tidak saling berkomplemen, karena hal ini akan mengakibatkan terbentuknya
struktur sekunder pada primer tersebut dan mengurangi efisiensi PCR. Temperatur
penempelan yang digunakan biasanya 5°C dibawah Tn dimana formula untuk
menghitung Tm™= 4(G+C) + 2{A+T). Semakin panjang ukuran primer, semakin tinggi
temperatur penempelan yang digunakan antara 36°C sampai dengan 72°C, namun

suhu biasanya antara 50-60°C (Muladno, 2002).
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11.4.3 Pemanjangan Primer (Extension)

Selama tahap ini, Tag Polymerase memulai aktivitasnya memperpanjang
DNA primer dari ujung 3'. Kecepatan penyusunan nukleotida per detik, bergantung
pada buffer, pH, konsentrasi garam dan molekul DNA target. Dengan demikian,
untuk produk PCR sepanjang 2000 pasang basa, waktu 1 menit sudah lebih dari
cukup untuk tahap pemanjangan primer ini. Biasanya, diakhir siklus PCR, waktu
yang digunakan pada tahap ini diperpanjang sampai lima menit sehingga seluruh
produk PCR. diharapkan berbentuk DNA untai ganda (Muladno, 2002).
115 Elektroforesis Gel

Elektroforesis gel merupakan salah satu teknik utama dalam biologi
molekular. Prinsip dasar teknik ini adalah bahwa DNA, RNA, atau protein dapat
dipisahkan oleh medan listrik. Dalam hal ini, molekul-molekul tersebut dipisahkan
herdasarkan laju perpindahannya oleh gaya gerak listrik di dalam matriks gel. Laju
perpindahan tersebut bergantung pada ukuran molekul bersangkutan. Elektroforesis
gel biasanya dilakukan untuk tujuan analisis, namun dapat pula digunakan sebagai
teknik preparatif untuk memurnikan molekul sebelum digunakan dalam metode-
metode lain seperti spektrometri massa, PCR, kloning, sekuensing DNA, atau

immuno-blolting  yang merupakan metode-metode  karakterisasi lebih lanjut

(Anonim °, 2006).

Dalam proses elektroforesis, sampel molekul ditempatkan ke dalam "sumur"

(well) pada gel yang ditempatkan di dalam larutan penyangga, dan listrik dialirkan
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kepadanya. Molekul-molekul sampel tersebut akan bergerak di dalam matriks gel ke
arah salah satu kutub listrik sesuai dengan muatannya. Dalam hal asam nukleat, arah
pergerakan adalah menuju elektroda positif, disebabkan oleh muatan negatif alami
pada rangka gula-fosfat yang dimilikinya. Untuk menjaga agar laju perpindahan asam
nukleat benar-benar hanya berdasarkan uluran (yaitu panjangnya), zal seperti natrium
hidroksida atan formamida digunakan untuk menjaga agar asam nukleat berbentuk
jurus. Sementara itu, protein didenaturasi dengan deterjen (misalnya natrium dodesil

sulfat, SDS) untuk membuat protein tersebut berbentuk lurus dan bermuatan negatif.

(Anonim °, 2006).

Setelah proses elektroforesis selesai, dilakukan proses pewarnaan (staining)
apar molekul sampel yang telah terpisah dapat dilihat. Etidium bromida, perak, atau
pewarna "biru Coomassie” (Coomassie biue) dapat digunakan untuk keperluan ini.
Jika molekul sampel berpendar dalam sinar ultraviolet (misalnya setelah "diwarnal”
dengan etidium bromida), gel difoto di bawah sinar ultraviolet. Jika molekul sampel

mengandung atom radioaktif, autoradiogram gel tersebut dibuat. (Anonim °, 2006).
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(Anonim ®, 2006 dan Anonim °, 2006)
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BAR 111

METODE PENELITIAN

111.1 Pengambilan Sampel

Sampel yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah planlet tanaman
kentang varietas Atlantik, Granola, Raja, dan Bejo yang diambil keseluruhannya
sebanyak 20 planlet, lalu dipilih secara acak sebanyak masing-masing 2 planlet
setiap varietas untuk diseleksi keberadaan patogennya. Sebagai kontrol positif
digunakan umbi yang berasal dari pertanaman petani yang memperlihatkan gejala

layu bakteri (Ralstonia solanacearum) varietas Atlantik.

111.2 Tempat dan Waktu
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Pusat
Kegiatan Penelitian (PKFP) Universitas Hasanuddin, Makassar, berlangsung

Desember 2006 sampai Februari 2007

IL3 Alat

11.3.1 Alat — alat untuk ekstraksi dan purifikasi
Alat — alat yang digunakan untuk elstraksi dan purifikasi DNA yaitu :

erlemeyer (pyrex), shaker (Tka Laborteknik KS 501 digital), mikrotip (eppendorf),
vortex (labinco), sentrifugasi tanpa quhu, sendok tanduk, mortar, tabung eppendorf

ukuran besar, rak tabung eppendorf, mikropipet (eppendorf), penangas air, (Dr.
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Lange universal Thermostat
), gelas ukur (pml botol reagen, hot plate magm:tic

labinco), magnetic sti N
( 2 irrer, neraca analitik (Denver instrumen M — 220), lemari

pendingin (sharp), termometer, dan blok heater (stuart scientific), Water bath.

11.3.2 Alat — alat untuk PCR

Alat — alat yang digunakan untuk PCR yaitu frezzer -20°C, laminary air flow
(labeonco), mesin PCR (Robocycler stratagena), tabung eppendorf ukuran sedang,
rak tabung eppendorf, mikropipet (eppendorf), dan mikrotip (eppendorf).

11.3.3 Alat — alat untuk Elektroforesis gel agarosa

Alat — alat yang digunakan untuk elektroforesis gel agarosa yaitu :
elektroforesis vertikal (Biorad), power supplay (power pac 100 biorad), neraca
analitik (Denver Instrumen M-220), gelas ukur (pyrex), erlenmeyer (pyrex),
mikrowave (sharp), mikropipet (eppendorf), mikrotip (eppendorf), botol reagen,
lemari pendingin (sharp), dan perangkat UV light,

11.4 Bahan
1iL.4.1 Bahan untuk ekstraksi dan purifikasi pada Kuoltur

Bahan — bahan yang digunakan untuk ekstraksi dan purifikasi DNA yaitu :
Umbi tanaman kentang bergejala varietas Atlantik sebagai kontrol positif dan

planlet tanaman kentang (Solanum tuberosum L) varietas Atlantik, Granola, Raja,

Bejo, kertas saring whatman 10 mmd no. 14, bides steril, buffer TE (10 mM Tris -

| mM EDTA pH 7,6), proteinase K (promega), CTAB 15 % (dalam 0,7 M NaCl dan

1 x TE buffer), kloroform : :spamilalkohol (24 : 1), NHs asetat 7,5 M (ammonium
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asetat), isopropanol dingi
PIop g, etanol 70 % dingin, kloroform : isoamilalkohol (24 : 1),
aceton dingin_, 14% SDS, ]mpmpann]

111. 4.2 Bahan — bahan untuk PCR

Bahan — bahan yang digunakan untuk PCR vaitu ekstrak DNA (template),
PCR mix, PCR buffer 10x (dengan 1,5 mM MgCly), dNTPs Mix ( dGTP, dCTP,
dATP, dTTP), primer sense

OLI1 = (5§ GGGGGTAAGCTTGCTACGCC 3)

Y2 = (5' CCCACTGGCTGCCTCCCGTAGGAGT 37

, Enzim taq DNA polimerase (finnzyme), mineral oil, Bidest steril PCR Grade.
[i1.4.3 Bahan — bahan untuk elektroforesis gel agarosa dan gel polyacrilamid

Bahan — bahan vyang digunakan untuk elektroforesis gel agarosa yaitu :
agarosa 0,8 % dan 1,5 % buffer TAE 1x (Tris Acetate acid EDTA), loading buffer 6x
(promega), Ladder DNA size standar (marker Finnzymes), Etidum bromida (EtBr)
10 pg/ml, bides steril, loading dye Blue orange.
I11.5 Cara kerja
11L.5.1 Ekstraksi dan Purifikasi DNA

Sampel diambil dari Umbi tanaman kentang yang bergejala dan planlet

kentang, terdiri dari 4 varietas yailu Atlantik, Granola, Raja, dan Bejo, ditimbang
sebanyak 1 gram, Kemudian Digerus dengan mortar, diambil air ekstrak tanaman

sebanyak 1,5 ml dimasukkan kedalam tabung eppendorf, kemudian disentrifugasi

pada 6000 rpm dalam wakiu 3 menit, kemudian supernatan dibuang. Pellet yung




terbentuk dibekuk
an pada suhu -20°C ynpk 1 jam dan disimpan di dalam ruang

emperatur. Kemudian di
pera udian ditambahkan dengan 100 ! aceton dingin (disimpan -20°C)

selama 10 menit. Pellet disuspensi dalam 500 ul buffer TE (10 mM Tris, 1 mM
EDTA ph 7.,6). Kemudian ditambahkan 50 pl 250 mM EDTA pH 8,0, ditambahkan
50 ul 14 % SDS, dan 10 ul 0,1 % Proteinase K dan diinkubasi selama | jam pada
suhu 55°C, Dicukupkan volume 7,5 M Ammonium acetate yang ditambahkan pada
DNA Pellet. Kemudian kembali disentrifugasi pada 15.000 rpm selama 20 menit
pada suhu 4°C. Supernatan dipindahkan ke tabung eppendorf. Ditambahkan sebanyak
0.8 volume Isopropanol (disimpan dalam suhu  —20°C ), dan diinkubasi selama 30
menit pada suhu -20°C. DNA Pellet kembali disentrifugasi 15.000 rpm selama 20
menit pada suhu 4°C dan dibersihkan dengan ethanol 70% sebanyak 2 kali dan buka
eppendorf dalam ruang temperatur. DNA disuspensi kedalam 25 pl Buffer TE pH 7,6
dan diinkubasi semalaman pada suhu 4°C. Kemudian didinginkan dan disimpan pada
suhu -20°C, kemudian dicek DNA totalnya dengan menggunakan 0.8% Agarose pada
elektroforesis.
111.5.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Prosedur ini dikerjakan pada sampel hasil ckstraksi DNA. Sehelumnya dibuat
campuran reaksi PCR (PCR mix) unuk voture 25 ul pads miasing-masing tabung -

Sitambah dengan: 2,5 pl buller PCR 105 0.5 pldXTPs 2 ads | pl tiap primer (10

pmol/y) yang terdiri dari Primet OLL | dhan B Y2, 2l DNA template: dan Uik

11 Tag DNA Polimerusi(Sv/i 17 BB sieeil PUR Grade Awplifikasi dilakukan




sehanyak 35 siklus de
fgan menggunakan mesin PCR thermal cycler. Kondisi
amplifikasi yaita :

Denaturasi  94°C

5 menit 1 Siklus
Denaturasi  94°C 2 menit
Annealing 59°C i
g 2 menit 35 siklus
Extension 72°C 30 detik
Final Extension 72°C 10 menit
Primer

Untuk deteksi Bakteri Ralstonia solanacearum maka digunakan dua primer
spesifik. Berikut dua jenis primer yang digunakan dalam mendeteksi bakieri
Ralstonia solanacearum :

Tabel 1. Urutan Basa Nukleotida pada Primer Spesifik

 Primer spesifik Urutan Basa Nukleotida ]
OLI1 (5 GGGGGTAAGCTTGCTACGCC 3)
Y2 (5CCCACTGGCTGCCTCCCGTAGGAGT 3)

Dimana Keberadaan Bakteri Ralstonia solanacearum ditandai dengan munculnya pita

dengan ukuran £ 287 bp

I11.5.3 Elektroforesis DNA total dan Produk PCR

Elektroforesis Produk PCR yaitu dengan menggunakan 1,7 % Agarose, 90

volt selama 20 menit, sedangkan Elektroforesis DNA total yaitu 0.8 % Aparose, 90
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volt selama 30 menit. Visualisasi profil DNA dilakukan dengan pewarnaan etidium
bromide (1pg/ml) selama 15 menit, dilanjutkan pencucian dengan bides steril selama
5 menit, kemudian dideteksi dengan menggunakan sinar UV pada UV-cabinet.

Dokumentasi gel kemudian dilakukan dengan menggunakan Geldoc (UVP UPLAND
CA UK).




BARB 1V

HASIL DAN PEMBAHASAN

1v.1. Isolasi Bakteri

Penyebab penyakit layu bakteri adalah Ralstonia solanacearum. Gejala khas
pada tanaman terserang adalah daun layu, menguning, dan kering. Rimpang dan
batang busuk dan berbau. Batang semu mudah dilepas dari pangkalnya. Berkas
pembuluh menjadi berwarna coklat tua atau hitam. Infeksi terutama melalui luka pada
bagian tanaman. Bakteri terangkut dalam pembuluh kayu dan pada batang yang
lunak, masuk dalam ruang antar sel dalam kulit dan empulur, menguraikan sel-sel
schingga terjadi rongga-rongga. Untuk melihat morfologi dari Bakteri Ralstonia
solanacearum ini maka dilakukan Isolasi Bakteri.

Tahap pengisolasian bakteri Raistonia solanacearum dari tanaman bergejala
bertujuan  untuk mendapatkan biakan muminya yang nantinya digunakan sebagai
kontrol positif Ralstonia solanacearum mula-mula ditumbuhkan pada Medium TTC
(23,5 -Triphenyl- leira Sodium Clorida), dan diamati ciri-cirinya secara visual.
m yang tumbuh pada medium TTC ditandai dengan

Bakteri Ralstonia solanaceart

koloni yang berwama merah ditengahnya dan tidak berflouroscens, serta disekitamya

herwarma bening (gambar 4). RBakteri Ralstonia solanaceartim adalah Bakteri

aerobik. berbentuk batang, gram negatif (Goto, 1992). Umumnya isolat virulen
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emiliki flagella dan
- bergerak lambat. Strain virylen dengan bentuk koloni berlendir

fluidal, kemud i
atau 'an berubsh menjadi tidak virulen dengan bentuk koloni yang

bintik kecil-keci
berbintik kecil-kecil (Hutagalung, 1984), Dapat dilihat hasil isolasi bakteri Ralstonia

um dari
solanacear ar tanaman kentang varietas Atlantik yang bergejala pada pada
gambar 4 :

Gambar 4. Biakan Ralstonia solanacearum Pada Medium TTE

Hasil pengujian secara Biokimia dapat dilihat pada Tabel dibawah ini :

Tabel 2. Uji Biokimia Bakteri Ralstonia solanacearum

| Hasil
No | Uji Pereaksi Berlendir | Tidak | Gelembung Tidak ﬂﬂ gl;:;ﬂa
1.| UjiKOH < - = - -
2. | Uji dH:0 - v z - 3
T | = - - v

3. | Uj Kovac _.—_-'_-_-i—.;— _ |
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Dari tabel d Ita |;
apat kita lihat bahwa Uji Ralstonia solanacearum dengan KOH

2 Jetidiz
hasilnya berlendir, dimana KoY Merupakan uji terhadap reaksi pram negatif,

kemudian i d2H0  hasilnya bergelembung, kemudian uji Kovac menghasilkan

warma ungu.

1v.2. Deteksi Ralstonia solanacearum

Metode Ekstraksi dan Purifikasi DNA pada planlet Kentang (Solanum
mberosum L)  dilakukan berdasarkan modifikasi dari metode Li dan De Boer
(1995). Dimana pada metode ini sejumlah komponen harus dihilangkan seperti
RNA, protein, dan polisakarida, sehingga akan diperoleh DNA yang murni.

Hasil elektroforesis DNA total planlet Kentang dan kultur dengan

menggunakan gel agarose 0,8% dapat di lihat pada gambar 5 di bawah ini :

1 2 3 4 5 67 B 9100111213 415

B =

e BB ERET s G ER —

o e B o e gy "
DMA

p Marker
- - e ® " 4 > RNA

Gambar 5. Hasil Elektroforesis DNA Total Isolat bakteri Planlet Kentang

i i 5.8: B1-B4 (Varietas
: 4 Al-Ad (Vanetas Atlantik), Slot 1
S gﬁtﬂ; glot 9-12 : GI-G4 (Varietas Granola), Slot 13-14: RI-R2

(Varictas Raja), Slot 13 Marker

DNA total hasil ekstraksi baik pada planlet kentang umumnya

L8 ? —
memperlihatkan hasil DNA yang jelas, pada proses ini memperlihatkan yang
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pervariasi, sedongkan yong itunjuk ke fengan terbentuk it rk |
| nya pita yang lerkumpu
pada bagian bawah gel  wdaluh RMA.

Pada gambar 5 dapal diliha ilanya pita yang tebal ada pula yang tipis, pada

pita yang tebal seperli pada B2 dan B4 (Varietas Bejo) membuktikan bahwa pada
pita tersebut DNAnya banyak, sedangkan pita yang tipis, DNA yang ada hanya
sedikit, namun pada slot | tidak memperlihatkan adanya pita DNA.

Setelah proses amplifikasi dengan mesin PCR, tiap sampel diambil sebanyak
g pl lalu dicampur dengan 4 pl Loading dye dimana loading dye berfungsi sebagai
penanda dan pemberat pada saat dielektroforesis, kemudian dielekiroforesis dengan
menggunakan gel agarose 1,7% pada voltase 90 volt selama 30 menit, hasil

elektroforesis produk PCR dapat dilihat pada gambar 6 :

300 bp
287 bp

El.ck'.mfnresis produk PCR Kultur Bakteri.

{jambar 6.

Ketoranan + Slot 1-5 : (Kultur Bakteri) Slot 6 Marker (DNA Ladder 1009)
angan : -3 =

pada sampel yang berasal dari kultur bakteri

lkan produk sebesar 287 bp dengan
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enggunakan primer OLI | dap
menge L1 Y2. Pada sloy nomor 4 dan 5 yang merupakan kult
ru uitur

teri lain tidak menghas; -
hak ghasilkan pita, Penggunaan primer spesifik  untuk

. 1sme  te ini
mikroorgan rtentu  saat ini telah banyak digunakan. Gusmiaty (2007)

akan primer i
menggunakan p spesifik untuk mengetahui virus pada kentang, virus kentang X

dan virus kentang Y pada planlet dan umbi kentang varietas Atlantik, Raja, bejo,
sedangkan Subandiyah (2007) menggunakan primer spesifik untuk mendetcksi
pathogen CVPD pada jeruk. Metode ini relatif mudah dan cepat dan akurat karena
jumlah sampel yang digunakan untuk satu kali pengujian dapat mencapai 46 sampel.
Penggunaan primer dengan sequens yang homolog untuk patogen terlentu,
menyebabkam tidak terjadinya reaksi silang dengan patogen lainnya, Namun syarat
yang harus dipenuhi adalah kualitas DNA harus mumni dan memerlukan alat dan
bahan yang relatif mahal. Terdapatnya pita pada bagian bawah dengan ukuran kurang
dari 100 bp diduga adalah RNA yang tidak terurai pada proses pemurnian

Hasil dari elektroforesis produk PCR dari tanaman planlet dapat kita lihat pada

gambar 7 :
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Gambar 7. Hasil elektroforesis produk PCR,

Keterangan @ 3lot 1-3 ; Kultur bakteri Planlat Kentang Varietas Bejo, Slot 4 Marker (DNA

Ladder 100 bp),Slot § : Bidest (Kontrol negati -
1 . ; t ] B
Planlet Varictas Atlantik gatif), Slot 6-8 : Kultur bakteri

Hasil Pengujian pada planlet kentang varietas Atlantik, Bejo, menunjukkan
hasil yang negatif. Hal ini ditunjukkan dengan tidak munculnya pita pada kisaran
787 bp. Keberadaan Ralstonia solanacearum pada kultur jaringan sebetulnya dapat
dideteksi dengan munculnya koloni bakteri pada media tanaman. Mamun hal ini
dapat dideteksi jika infeksi berasal dari luar. Pada kasus dimana infeksi berasal dari

indukan yang sakit dan konsentrasi bakteri masih sedikit maka gejala tanaman atau

planlet tidak akan terlibat. Ralstonia solanacearum adalah salah satu jenis patogen

yang sifatnya sistemik.

Penggunaan metode PCR dengan primer spesifik dapat mendeteksi

i R L Hal
keberadaan patogen yang sangat kecil hingga kurang dari 5 pikogram/gr sampe
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ini jauh lebih akurat dengan metode Eligg

| dengan antibody monoclonal yang
membutuhkan jumlah konsentrasi

bakterj : .
yang lebih besar dari penggunaan PCR
ersebut.

Gambar 8 . Hasil Elekiroforesis Produk PCR pada Planlet Kentang

Keterangan :  Slot 14 Kultur bakteri Planlet Kentang varietas Granola Slot 5 :
Marker A, Slot 6-9 ; Kultur bakteri Planlet kentang varietas Raja.

Pada gambar di atas menunjukkan bahwa dengan menggunakan marker ¥y
dimana marker % merupakan marker yang berukuran 100 bp sampai 1500 bp,
Hasil pengujian pada planlet kentang varietas Granola, dan Raja juga menunjukkan
hasil yang negatif. Hal ini ditunjukkan dengan tidak munculnya pita pada kisaran
287.

Berdasarkan hasil ini, membuktikan bahwa planlet kentang varietas Atlantik,

—_ - —_
Raja, Bejo dan Granola, bebas dari kontaminasi patogen dan dapat digunakan scbagai

bibit untuk pertanaman kenlang kentang di lapangan.
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BAB v

KESIMPULAN pan SARAN

v.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil hasi] vang diperoleh pada penelitian ini dapat disimpulkan
hahwa :

- Hasil wt PCR pada seluruh sampel planlet tanaman kentang  varietas

Atlantik, Bejo, Granola, dan Raja adalah negatif, tidak men gzidung
Ralstonia solanacearum

- Penggunaan primer spesifik OLI 1 dan Y2 dapat mendeteksi keberadaan
Ralstonia solanacearum dengan munculnya pita berukuran 287 bp
Berdasarkan identifikasi secara morfologi dan biokimia dilanjutkan dengan
hasil uji PCR. pada sampel umbi kentang yang bergejala terdeteksi terinfeksi
bakteri Ralstonia solanacearum.

V.2 Saran

Sebaiknya perlu dilakukan pengujian lebih lanjut pada umbi kentang Generasi

GO. G1. dan G2, untuk mengidentifikasi adanya infieksi yang berasal dari luar

tanamari .
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