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RINGKASAN

Pengaruh Kombinasi Bakteriofag dengan Senyawa Penginduksi (Hormon
Auksin dan Kitosan) Terhadap Pengendalian Patogen Layu Bakteri pada
Tanaman Tomat (Solanum lycopersicum L.); Angga Aditya Ramadhan,
131510501247; 2017 : 30 halaman; Program Studi Agroteknologi Fakultas
Pertanian Universitas Jember.

Tanam tomat merupakan salah satu komoditas hortikultura yang bernilai
ekonimi tinggi. Salah satu faktor penghambat dalam budidaya tanaman tomat
yaitu adanya serangan patogen Ralstonia solanacearum penyebab penyakit layu
bakteri. R. solanacearum merupakan patogen penyebab penyakit layu bakteri
pada tanaman tomat yang memiliki kisaran inang cukup luas. Agen pengendali
hayati yang dapat digunakan untuk mengendalikan layu bakteri tersebut salah
satunya dengan memanfaatkan peran bakteriofag yang dapat dikombinasikan
dengan senyawa penginduksi (Hormon Auksin dan Kitosan). Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui tentang pengaruh aplikasi kombinasi bakteriofag
dengan senyawa penginduksi dalam pengendalian patogen layu bakteri pada
tanaman tomat.

Isolat bakteri yang digunakan adalah R. solanaceraum DT3 isolat virulen
yang dibuktikan berdasarkan pada hasil klarifikasi isolat melalui karakter
morfologi pada media CPGA yang mengandung TZC, uji reaksi hipersensitif pada
daun tembakau serta berdasarkan pendekatan molekular dengan metode
Polymerase Chain Reaction (PCR) menggunakan primer PhcA dan primer FIliC.
Agens hayati bakteriofag mampu diisolasi dengan ditunjukkan munculnya plaque
pada pengujian dengan metode plaque assay yang kemudian diberi nama isolate
$A-DT3. Kombinasi bakteriofag dengan senyawa penginduksi hingga 7 hari
setelah inkubasi memunculkan plaque pada uji dengan menggunakan metode spot
assay menunjukan bahwa bakteriofag mampu stabil dalam larutan kombinasi.
Stabilitas kombinasi tersebut diketahui mampu mengendalikan infeksi bakteri R.
solanacearum pada pengujin invivo. Pengamatan senyawa ketahanan peroksidase
hasil invivo pada tanaman dengan aplikasi larutan kombinasi mengalami

penurunan meskipun diinokulasikan dengan R. solanacearum. Lebih lanjut,
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peningkatan aktivitas senyawa peroxidase memiliki hubungan terhadap
peningkatan jumlah total fenol tanaman. Kombinasi bakteriofag dengan senyawa
penginduksi diketahui tidak menginduksi respon ROS pada tomat yang muncul

sebagai respon umum bahwa tanaman terinfeksi patogen.

Kata Kunci : Tanaman Tomat, R. solanacearum, Bakteriofag, Hormon Auksin,
Kitosan.
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SUMMARY

The Effect of Bacteriophage Combination with Inducted Compound (Auxin
Hormones and Chitosan) to Control the Bakterial Wilt Disease on Tomato
Plants (Solanum lycopersicum L.). Angga Aditya Ramadhan, 131510501247,
2017 : 30 Pages; Agrotechnology Department Agriculture Faculty Jember
University.

Tomato plant is one of horticulture commodities with high economies
value. One of the retarder factors in tomatoes cultivation is the attack of bacterial
wilt disease caused by Ralstonia solanacearum pathogens. Ralstonia
solanacearum is phatogens that caused bacterial wilt disease in tomato plants
which one have large host range. Biological control agents that can be used to
control bacterial wilt disease is the harness of bacteriophage role which it can be
combined with inducted compounds (Auxin hormones and Chitosan). This
research conducted to study the effect of bacteriophage combination with inducted
compound to control the bacteria wilt disease on tomato plants.

Bacterial isolate that used in this research is Ralstonia solanacearum strain
DT3 virulent isolate that proven based on result of clarification test through
morphology character in CPGA media that contain TZC, hypersensitive test
reaction in tobacco leaf and based on molecular approach with Polymerase Chain
Reaction (PCR) mode using PhcA and FIliC primary. Biological Agents
bacteriophage capable to isolate and it shown by appearing of plaque on test with
plaque assay methods, then named it ¢A-DT3 isolate. Combination of
bacteriophage and inducted compounds until 7 days after incubation is shown by
plaque on test using spot assay methods and the result shown that the
bacteriophage could be stable in combination compounds. Stabilities of the
combination is known that the combination can control the infection of Ralstonia
solanacearum bacteria in invivo test. Observation of peroxidase compound
resistance of in vivo in plants by application of combined solution run into
reduction although inoculated with Ralstonia solanacearum. Furthermore,
enhancement activity of peroxidase compound has correlation to increase of total
amount fenol in plant. Combination of bacteriophage and inducted compounds
known that it is not inducting ROS response in Tomato plant that appear as a
common response that mean plants was infected by pathogen.

Key words : Tomato plant, Ralstonia solanacearum, Bacteriophage, Auxin
hormones, Chitosan.
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Menurut Kementerian Petanian (2014) produksi tanaman tomat di Indonesia
sejak tahun 1990 — 2013 mengalami fluktuatif produksi namun cenderung
meningkat. Secara umum produksi tomat di dalam negri masih tergolong rendah
yaitu sekitar 6,3 ton/ha jika dibandingkan dengan Negara-negara tetangga seperti
Taiwan 21 ton/ha, Saudi Arabia 13,4 ton/ha dan India 9,5 ton/ha. Kebutuhan pasar
akan buah tomat terus meningkat hal ini tidak lepas dari peranan tomat sebagai
salah satu komoditas hortikultura yang sangat penting utamanya untuk bahan
pangan (Kusuma dan Mimik, 2015). Selama masa pertumbuhannya tanaman
tomat yang termasuk dalam famili Solanaceae ini banyak mendapatkan gangguan
patogen salah satunya adanya serangan patogen Ralstonia solanacearum
penyebab penyakit layu bakteri (Saputra dkk., 2015).

Menurut Ahmed et al. (2013) R. solanacearum merupakan patogen
penyebab penyakit layu bakteri sebelumnya disebut Pseudomonas solanacearum
termasuk dalam patogen tular tanah yang memiliki kisaran inang cukup luas
dimana dapat menyerang lebih dari 450 spesies tanaman dari 54 famili tanaman
(Doolotkeldieva and Saykal, 2016). Berbagai cara dapat dilakukan untuk
mendeteksi dan mengidentifikasi keberadaan patogen R. solanaceraum salah
satunya menggunakan metode pengujian berbasis asam nukleat. Pengujian
berbasis asam nukleat yang dapat digunakan dalam mendeteksi patogen tersebut
dapat menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) mengandalkan
primer spesifik yang ditargetkan pada sequence patogen (Rahmawati, 2016).
Beberapa primer telah dikembangkan untuk mendeteksi strain-strain penyebab
layu bakteri seperti menggunaan primer PhcA dan primer FIiC melalui metode
PCR terhadap patogen R. solanaceraum. Munculnya bakteri resistensi dan
keinginan untuk mengurangi penggunaan produk kimia dalam pengendalian
patogen tanaman dibutuhkan pengembangan agen pengendali hayati salah satunya
menggunakan bakteriofag yang secara umum dapat membunuh bakteri dengan

sifat spesifik target (Frampton et al., 2012).
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Bakteriofag yang termasuk dalam kingdom virus serta memiliki
kemampuan dapat menginfeksi bakteri tertentu secara spesifik diketahui hanya
terdiri atas mantel protein dan asam nukleat yang dapat berupa DNA atau RNA.
Menurut Addy et al. (2016) menunjukan bahwa bakteriofag yang menginfeksi
bakteri R. solanacearum tidak dapat menginfeksi bakteri Xanthomonas
campestris, sehingga kespesifikan bakteriofag tersebut berpotensi sebagai agens
hayati dalam mengendalikan patogen tanaman khusunya bakteri. Pengendalian
biologis memanfatakan agen pengendali hayati yang melibatkan bakteriofag
menawarkan alternatif ramah lingkungan serta dapat di kombinasikan dengan
senyawa penginduksi seperti hormon auksin dan kitosan.

Menurut Kumar et al. (2014) hormon tanaman telah banyak dipelajari
secara ekstensif dimana hormon berperan dalam regulasi berbagai aspek dalam
pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Auksin merupakan salah satu hormon
yang pada dasarnya sudah tersedia secara alami pada tumbuhan, namun
pemberian secara eksogenus pada tanaman dapat meningkatkan kemampuan
berakar, mempercepat proses pertumbuhan akar, meningkatkan jumlah dan
kualitas akar (Patma dkk, 2013). Senyawa kitosan sebagai salah satu senyawa
penginduksi dilaporkan berfungsi untuk merangsang sistem ketahanan tanaman
terhadap infeksi pathogen. Banyak penelitian dilakukan pada sifat antimikroba
dari kitosan dan ditemukan bahwasanya pelapisan kitosan yang dilarutkan dalam
asam asetat memiliki efek penghambatan pada golongan bakteri gram negatif
(Caballero et al., 2005). Kondisi tersebut mendorong dilakukannya penelitian
lanjut terkait kombinasi pemanfaatan bakteriofag dengan senyawa penginduksi
terhadap pengendalian penyakit layu bakteri R. solanacearum pada tanaman

tomat.

1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah isolat bakteri yang digunakan merupakan bakteri patogen R.
solanacearum?

2. Bagaimana hasil isolasi bakteriofag dan stabilitas bakteriofag dalam

kombinasi senyawa penginduksi (hormon auksin dan kitosan)?
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3. Apakah kombinasi bakteriofag dengan senyawa penginduksi (hormon auksin

dan kitosan) mampu mengendalikan bakteri R. solanacearum pada tanaman

tomat?

4. Bagaimana pengaruh kombinasi bakteriofag dengan senyawa penginduksi
(hormon auksin dan kitosan) terhadap respon kimiawi tanaman terhadap
infeksi R. solanacearum DT3?

1.3 Tujuan

1. Untuk mengetahui isolat bakteri yang digunakan merupakan bakteri R.
solanacearum penyebab layu bakteri pada tanama tomat.

2. Untuk mengetahui hasil isolasi bakteriofag dan stabilitas bakteriofag dalam
kombinasi senyawa penginduksi (hormon auksin dan kitosan).

3. Untuk mengetahui kemampuan kombinasi bakteriofag dengan senyawa
penginduksi (hormon auksin dan kitosan) terhadap pengendalian bakteri R.
solanacearum pada tanaman tomat.

4. Untuk mengetahui pengaruh kombinasi bakteriofag dengan senyawa
penginduksi (hormon auksin dan kitosan) terhadap respon kimiawi tanaman
terhadap infeksi R. solanacearum.

1.4 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini yaitu dapat memberikan hasil kombinasi agens

pengendali hayati memanfaatkan peran bakteriofag dengan senyawa penginduksi

(hormon auksin dan kitosan) dalam mengendalikan patogen layu bakteri pada

tanaman tomat.
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BAB 2 TINJAUAN PUSATAKA

2.1 Budidaya Tanaman Tomat

Tanaman tomat termasuk tanaman dari family Solanaceae dari marga
(genus) Lycopersicum yang banyak dibudidayakan oleh petani sebagai tanaman
komersil. Iklim merupakan salah satu faktor lingkungan yang berpengaruh
terhadap budidaya tanaman tomat. Beberapa faktor iklim tersebut diantaranya
cahaya matahari, suhu, maupun curah hujan. Tanaman tomat termasuk kedalam
kelompok tanaman berhari netral yang memerlukan penyinaran matahari minimal
selama delapan jam per hari. Selama pertumbuhannya tanaman tomat
menghendaki suhu udara siang hari 24°C. Kisaran suhu udara yang ideal dan
berpengaruh terhadap perkembangan buah tomat adalah suhu 24°C - 28°C. Selain
itu curah hujan yang ideal selama pertumbuhan tanaman tomat berkisar anatara
750-1.250 mm per tahun (Pitojo, 2005).

Keadaan tanah merupakan salah satu faktor yang dapat mempengaruhi
secara langsung perkembangan tanaman tomat selain kondisi iklim. Tanaman
tomat tumbuh optimal mulai dari dataran rendah hingga dataran tinggi yang
mencapai ketinggian 1250 m dpl dan tumbuh optimal di dataran tinggi >750 mdpl
(Kusuma dan Mimik, 2015). Pada hakekatnya tanaman tomat sesuai dengan
kondisi tanah yang gembur, berdrainase dan beraerasi baik seta mengandung
banyak humus. Kondisi pH tanah optimal bagi tanaman tomat diantara 6,0-7,0.
Budidaya tanaman tomat dalam pot dapat dilakukan dengan menggunkan media

top soil dan kompos dengan perbandingan 2 :1 (Abidin dkk, 2014).

2.2 R. solanacearum sebagai Patogen pada Tanaman Tomat

Ralstonia solanacearum merupakan patogen tular tanah penyabab penyakit
layu bakteri yang bersifat gram-negatif, berbentuk batang dan diketahui mampu
menyerang kurang lebih 200 famili tanaman solanaceae. Ras 1 bakteri R.
solanacearum yang dapat menyerang tanaman tomat maupun tembakau, memiliki
kisaran inang yang sangat luas dan endemik di daerah tropis, subtropik dan hangat

dengan suhu optimum 35°C (Shabhaz et al., 2015). Bakteri R. solanacearum
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biasanya menyerang pada bagian akar tanaman melalui luka yang disebabkan oleh
nematoda atau melalui lubang alami. Bakteri R. solanacearum tersebut kemudian
berkoloni diruang antar sel seperti pada bagian korteks dan pembuluh parenkim
dan akhirnya memasuki jaringan xylem hingga tersebar sampai pada bagian
batang dan daun tanaman (Ahmed et al., 2013). Menurut Addy et al. (2012) R.
solanacearum dapat tumbuh pada media agar CPG (Cassamino Acid Pepton
Glucose) yang mengandung 0,1% cassamino acid, 1% pepton, dan 0,5% glukosa
dan diinkubasi selama 24-48 jam pada 28°C. Sebuah koloni tunggal R.
solanacearum yang virulen menunjukan koloni berwarna merah muda atau merah
berpendar dengan karakteristik bagian tengahnya berwarna merah dengan bagian
samping nya berarna putih pada media 0,005 % TZC (Tetrazolium Chloride)
(Ahmed et al., 2013)

Menurut Suryadi dkk (2008) identifikasi patogen layu bakteri secara
konvensional biasanya meliputi kegiatan isolasi dan pemurnian patogen diikuti uji
reaksi fisiologi dan biokimia serta uji patogenesitas pada tanaman inang. Akhir
akhir ini banyak dikembangkan teknik bersifat biologi molekul untuk mendeteksi
keberadaan agen penyebab layu bakteri seperti R. solanacearum menggunakan
teknik Polymerase Chain Reaction (PCR). Keberhasilan dalam identifikasi
menggunakan metode PCR bergantung pada DNA sampel, enzim Tag polymerase
, kondisi siklus PCR serta primer yang digunakan. Pita DNA dengan ukuran 400
bp pada karakterisasi patogen layu bakteri yang diamplifikasi dengan primer FliC
menunjukan bakteri R. solanaceraum dimana primer tersebut dirancang spesifik
untuk memberikan produk tunggal dengan panjang 400 bp setelah di amplifikasi
dengan metode PCR (Jung et al., 2007)

2.3 Bakteriofag pada Bakteri R. solanacearum

Bakteriofag pada bakteri R. solanacearum saat ini sudah banyak dilaporkan
dan dapat dikelompokan menjadi enam jenis bakteriofag diantaranya ¢RSS
phages, pRSM phages, ¢RSB phages, ¢RSA phages, ¢RSL phages, and ¢RSC
phages yang memiliki karakteristik dan klasifikasi yang berbeda (YYamada, 2012).

Berdasarkan beberapa hasil photomicrographs ukuran rata-rata bakteriofag
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panjangnya + 100 nm dengan lebar 6-9 nm (Murugaiyan et al., 2010). Bakteriofag
termasuk dalam kingdom virus yang dapat menginfeksi bakteri tertentu secara
spesifik. Berdasarkan penelitan Addy et al. (2012) bakteriofag yang menginfeksi

bakteri R. solanacearum tidak dapat menginfeksi bakteri X. campestris.

Gambar 2.1 Bakteriofag ¢ RP15 pada bakteri R. solanacearum
(Mihara et al., 2016).

Pemanfaatan bakteriofag sebagai agens pengendalian hayati dan
perlindungan tanaman saat ini berkembang dengan cepat serta memiliki potensi
besar untuk menggantikan penggunaan bahan kimia dalam mengendalikan
patogen. Bakteriofag oRSM3 yang menginfeksi bakteri R. solanacearum
digunakan sebagai agen pengendali hayati telah diketahi mampu megendalikan
penyakit layu bakteri pada tanaman tomat. Hal tersebut ditunjukkan dengan
aplikasi pRSM3 pada tanaman tomat terinfeksi menunjukan tidak adanya gejala
tanaman menjadi layu. Dosis efektif untuk penjegahan serangan layu bakteri yang
disebabkan oleh R. solanaceraum pada tomat sekitar 10° PFU/ml (Addy et al.,
2012). Bakteriofag dalam menginfeksi inangnya terbagi atas dua siklus hidup
yaitu siklus litik dan siklus lisogenik sebagai usaha dalam memperbanyak diri
(Hanumantappa et al., 2013). Infeksi bakteriofag terhadap bakteri target biasanya
menghasilkan replikasi partikel bakteriofag dimana diikuti oleh lisisnya sel
bakteri sehingga partikel baru dari bateriofag dapat keluar sel dan menginfeksi

bakteri lain secara spesifik (Kalpage and Costa, 2014).

2.4 Induksi Ketahanan Tanaman
Induksi ketahanan tanaman merupakan suatu proses stimulasi resistensi

tanaman inang terhadap serangan patogen tanpa introduksi gen-gen baru. Induksi
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ketahan tanaman menyebabkan kondisi fisiologis yang mengatur sistem ketahanan
menjadi aktif atau menstimulasi mekanisme resistensi alami yang dimiliki oleh
tanaman inang dengan pengaplikasian bahan penginduksi eksternal (Hoerussalam
dkk, 2013). Selanjutnya menurut Gusnawati dkk (2014) ada dua bentuk ketahanan
terinduksi yang umum diantaranya Systemic Acquired Resistence (SAR) yang
dicirikan dengan terjadinya akumulasi senyawa ketahanan tanaman seperti
senyawa fenol, peroksidase, asam salisilat, asam jasmonik dan senyawa lainnya
yang menghasilkan related-protein (PR-protein) dalam tanaman (Mahadiptha dkk,
2017). Sedangkan ketahanan terinduksi berikutnya yaitu Induced Sytemic
Resistence (ISR) sebagai repon pertahanan tanaman melalui mekanisme
perubahan fisiologis seperti modifikasi struktural dinding sel dan reaksi biokimia
pada tanaman inang akibat adanya aplikasi agen biotic non-patogenik seperti
Rizobakteria. Bahan penginduksi yang dimaksud pada penelitian ini yaitu
pengaplikasian formlasi agens hayati bakteriofag dengan senyawa penginduksi
hormon auksin dan kitosan.

Menurut Kumar et al. (2014) hormon tanaman telah banyak dipelajari
secara ekstensif dimana hormon berperan dalam regulasi berbagai aspek dalam
pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Proses pembelahan sel, pemanjangan
sel dan diferensiasi sel diketahui terdapat keterlibatan dari hormon dalam
mengatur proses tersebut. Auksin merupakan kelompok senyawa hormon tanaman
termasuk IBA (Indole Butyric acid) yang berperan dalam beberapa aspek
perkembangan tanaman seperti dominasi apikal, pembentukan akar lateral, dan
perkembangan rambut akar (Denance et al., 2013). Penelitian beberapa ahli
menjelaskan bahwasanya hormon auksin secara langsung maupun tidak langsung
mempunyai peran terhadap respon regulasi resistensi tanaman terhadap serangan
patogen. IBA merupakan golongan hormon auksin yang diaplikasikan pada
tanaman dimana umumnya dengan konsentrasi hormon auksin mencapai 1,01 —
10 mg/l air, namun apabila pengaplikasian hormon auksin diberikan melebihi
kadar optimum yang dibutuhkan oleh tanaman maka dapat menghambat

pertumbuhan tanaman (Munarti dan sunarti, 2014).
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Gambar 2.2 Struktur senyawa 3-Indole butyric acid (Sheikhian and Bina, 2016)

Kitosan merupakan derajat deasetilasi kitin yang mencapai sekitar 50%
dalam larutan asam. Kitosan dengan struktur kimia p-1, 4-glucosamine yang
terdiri dari unit berulang monomer dari gula amino, glukosamin dan N-asetil-D-
glucosamin (Bittelli et al., 2006) berpotensi sebagai senyawa pengendali R.
solanacearum penyebab penyakit layu bakteri pada tanaman tomat (Borines et al.,
2015). Aplikasi kitosan dapat dilakukan dengan memurnikan sampel lalu
dilarutkan dalam asam asetat dan kemudian disharing menggunakan membran
berpori dengan diameter 0,45 mm. Kitosan dilaporkan berfungsi untuk
merangsang sistem ketahanan tanaman terhadap infeksi pathogen (Boonreung and
Suchada, 2013).

Kitin merupakan senyawa polisakarida alami yang keberadaannya banyak
ditemukan kedua setelah selulosa. Kitin berpotensi sebagai senyawa pengendali
patogen dialam namun konsentrasi yang rendah diperlukakannya penambahan
konsentrasi melalui aplikasi kitosan. Kitosan dengan konsentrasi 300 ppm yang
dilarutkan dalam 1% asam asetat menghasilkan zona hambat yang jelas dalam uji
aplikasi in vitro terhadap bakteri R. solanacearum (Borines et al., 2015).

OH OH

! H O H
H
oH H — o OH H
n
H HN\”/CH3 H HN\”/CH3 H NH,
(@] (@]
Chitin Chitosan

Gambar 2.3 Struktur formula dari kitin dan kitosan (Dennis et al., 2016)
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2.5 Reactive Oxygen Species (ROS)

Reaksi oksidatif spesies merupakan kelompok radikal bebas, reaktif molekul
dan ion yang berasal dari O». Diperkirakan sekitar 1% O, yang digunakan oleh
tanaman dapat dialihkan untuk memproduksi ROS yang terjadi pada bagian
subselular. Selama proses metabolisme sel tanaman menghasilkan reaksi oksidatif
spesies baik termasuk radikal superoksida (O2), hydrogen peroksida (H202),
radikal hidroksil (OH) dan oksida nitral (NO). Dalam kondisi cekaman baik
abiotik maupn biotik tanaman mampu menghasilkan reaksi oksidatif spesies yang
tertama terdiri dari H202. Produksi ROS merupakan salah satu peristiwa awal

yang terjadi ketika adanya serangan pathogen (Brien et al., 2012).

Mitokondria
Kloroplas Komplek | : NADH Segmen
PSI : Rantai Transpor Elektron pada Dehidrogenase
gugus 2fe-2s dan 4fe-4s Komplek 11 : Membalikan aliran elketron
PSI1 : Rantai Transport Elektron QA menuju komplek | v
dan QB KorI?plek 111 : Daerah Ubiquinone-
- - sitokrom
Pigmen Klorofil Enzim : Aktonitase, 1-galakton-laktone
dehidrogenase
Peroksidase didnding sel, Membran Plasma
oxidase diamine | Pengangkutan elektron
oksidoreduktase, Oksidase
\ NADPH, Oksidase Quinone
Retikulum endoplasma e
NAD(P)H- TIQEHOIRS el Matriks : Oksidase Xanthine
yang melibatkgeritest Aap_p_ks%algsgksalat Membran : Rantai Transport
dinding sell. Oksidase elektron, Flavoprotein, NADH
amineg ' dan CYTh
Proses Metabolik : Oksidase

asam lemak, Oksidase Flavin,
tindakan disproporsi dari Oz

Gambar 2.4 Tempat produksi ROS pada tanaman (Bastas, 2013)

Tanaman pada umumnya menghasilkan ROS diakibatkan adanya konfirmasi
elektron ke O dari kegiatan transport elektron dari kloroplas, mitokondria
maupun membran plasma atau sebagai produk sampingan dari jalur metabolik
selular tanaman. Cekaman lingkungan seperti cekaman kekeringan, salinitas,
keracunan logam dan radiasi UV-B serta serangan patogen yang berdampak pada
terganggunya metabolik selular tanaman. ROS disinyalir memainkan peran ganda

dimana dapat berlaku sebagai reaksi yang dapat merusak biomolekul sel pada
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konsentrasi tinggi (Sharma et al., 2012) dan dapat berlaku sebagai mediator
beberapa respon tanaman akibat cekaman dalam konsetrasi rendah. ROS
diproduksi di beberapa tempat (Gambar 2.5.1) pada tanaman seperti pada
mitokondria, kloroplas, membrane plasma, peroksisom, retikulum endoplasma
dan dinding sel (Bastas, 2013).

Menurut Torres (2006) berapa enzim telah terlibat dalam produksi ROS
dalam mengenali adanya serangan patogen pada tanaman. ROS aktif sebagai
pertahanan pertama bagi tanaman dalam mencegah infeksi patogen menyebar ke
arah yanga lebih luas. Respon ketahahan tanaman berhubungan dengan
diproduksinya ROS dan dapat membunuh patogen secara langsung dengan
mengaktifkan reaksi hipersensitif (HR) ataupun berkontribusi dalam memperkuat
dinding sel. Oksigen (O2) dapat berubah bentuk menjadi ion superoksida dan
hidrogen peroksida, tahapan selanjutnya akan menjadi gugus fenol (OH).
Avirulen dari patogen berhasil diakui terjadi melalui tindakan resistensi tanaman

yang dibentuk dari sistem kekebalan tubuh tanaman (Bastas, 2013).

2.6 Hipotesis
Aplikasi kombinasi bakteriofag dengan senyawa penginduksi (hormon
auksin dan kitosan) dapat mengendalikan tanaman tomat dari serangan bakteri R.

solanacearum.

10


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April 2017 sampai dengan selesai di
Fakultas Pertanian, Universitas Jember dan Laboratorium Divisi Biologi Molekul
dan Bioteknologi CDAST (Center for Development of Advanced Sciences and

Technology) Universitas Jember.

3.2 Persiapan Penelitian
3.2.1 Pembibitan

Benih tomat yang digunakan pada penelitian yaitu benih dengan varietas
Chung. Persiapan benih dilakukan dengan sterilisasi benih tomat dengan
menggunakan alkohol dan NaClO. Benih dimasukan pada beaker glass kemudian
disemprot alkohol 70 % sebanyak 3 kali kemudian dicuci menggunakan aquadest
sebanyak 3 kali. Proses berikutnya yaitu merendam benih menggunakan NaClO
(5,25%) selama 5 menit lalu dibilas kembali menggunakan aquadest sebanyak 3
kali. Benih tanaman tomat disemaikan pada media tanam tanah dan kompos
dengan komposisi 2:1 (Abidin dkk, 2014).

3.2.2 Penanaman dan Perawatan Tanaman

Penanaman dilakukan saat bibit berumur 14 hari dipindahkan dalam pot
kecil dengan media yang sama yaitu media tanam tanah dan kompos dengan
komposisi 2 : 1. Perawatan dilakukan dengan melakukan penyiraman setiap hari
dan melakukan pemupukan unsur makro pada tanaman tomat terdiri dari pupuk
Urea 15 g/tanaman, pupuk SP-36 27 g/tanaman dan pupuk KCL 25 g/ tanaman
(Cahyono, 2008). Dosis tersebut bergantung pada kesuburan tanah sebagai media

tumbuh tanaman.
3.2.3 Peremajaan dan Perbanyakan Bakteri R. solanacearum

Isolat bakteri R. solanacearum diremajaan dengan mengambil isolat bakteri

koleksi menggunakan jarum ose untuk digoreskan pada media padat CPG
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(Cassamino Acid Pepton Glucose) yang mengandung 0,1% cassamino acid, 1%
pepton, dan 0,5% glukosa dan diingkubasi selama 24-48 jam pada 28°C (Addy et
al.,, 2012). Perbanyakan bakteri dilakukan dengan menumbuhkan R.
solanacearum dalam tabung reaksi yang berisikan media cair CPG dan
diingkubasi selama 24-48 jam hingga mencapai kerapatan optik pada panjang

gelombang 600 nanometer (Optical Density/ODeoo) = 1.

3.2.4 Persiapan Bahan Kombinasi

Kitosan (Sigma-Aldrich) dilarutkan sebanyak 0,015 g dalam 50 ml larutan
asam asetat 1% (300 ppm) dalam beaker glass 100 ml. Larutan asam asetat
dilakukan perlakuan konsentrasi pH di mulai dari perlakuan pH 3 hingga pH 7.
Larutan kitosan di magnetic strirer pada suhu 40°C selama 60 menit (Trisnawati
dkk, 2013). Pengujian kelarutan kitosan dalam pelarut asam asetat 1% dilakukan
dengan menggunakan teknik spot assay. Spot assay dilakukan dengan mengambil
suspensi bakteri R. solanacearum sebanyak 350 pl dengan usia kultur 24 jam,
kemudian ditambahkan pada Top Agar 0,3% yang masih hangat (Sekitar suhu
50°C) lalu dituangkan pada permukaan media CPG dalam cawan Petri (Metode
double layer) dan ditunggu sampai media padat. Sebanyak 5 ul larutan kitosan
dengan perlakuan pH pelarut asam asetat dispotkan pada permukaan media CPG
dan diinkubasikan pada suhu 28°C selama 24-48 jam. Kelarutan kitosan dalam
pelarut asam asetat diamati dengan terbentuknya plaque.

Larutan stock IBA dengan konsentrasi 100 mg/L dibuat dengan cara
menimbang sebanyak 100 mg bubuk murni IBA dan dimasukan dalam tabung
erlemeyer 1000 ml. Bubuk murni IBA dilarutan dengan menggunkan 5 ml KOH 1
N yang diteteskan sedikit demi sedikit dengan pipet tetes secara perlahan hingga
bubuk benar benar larut. IBA yang telah larut ditambahkan dengan 1000 ml
akuadest dan digojok hingga homogen lalu disesuaikan pH hingga mencapai pH
7,5 sampai 7,8 (Gayakvad et al., 2014) . Setelah homogen larutan IBA dapat
dilakukan pengenceran hingga konsentrasi 5 ppm yang akan digunkan pada

pengujian selanjutnya (Cato et al., 2013).
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3.3 Pelaksanaan Riset
3.3.1 Rancangan Percobaan

Pengujian kombinasi bakteriofag dengan senyawa penginduksi secara invivo
pada tanaman tomat dilakukan dengan menggunakan 10 perlakuan dan masing-
masing diulang sebanyak 3 kali, sehingga jumlah keseluruhan percobaan terdiri
dari 30 percobaan. Sebagai ringkasan desain pengujian dengan keterangan TNT
(Tanaman Tomat), BRS (Bakteri R. solanacearum), KITO (Kitosan), IBA
(Hormon Auksin) dan ¢ (Bakteriofag) disajikan sebagai berikut :

TNT + BRS (Kontrol Positif) | 6. TNT + BRS + IBA (H+1)

TNT + Air (Kontrol Negatif) | 7. TNT +BRS + ¢

TNT + BRS + KITO 8. TNT + BRS + ¢ (H+1)

TNT +BRS + KITO (H+1) | 9. TNT+BRS+KITO + IBA + ¢

TNT + BRS + IBA 10. TNT + BRS + KITO + IBA + ¢ (H+1)

o B 0 NS e

3.3.2 Prosedur Penelitian
1. Klarifikasi Bakteri patogen sebagai R. solanacearum dengan Polymerase
Chain Reaction (PCR)

Metode PCR yang digunakan pada penelitian menggunakan koloni tunggal
yang diambil dari media selektif tanpa melakukan ekstraksi DNA. Koloni tunggal
bakteri diambil dengan ujung pipet steril dan ditambahkan langsung ke dalam
campuran PCR sebagai cetakan untuk amplifikasi DNA (Umesha and Chandan,
2012). Volume total yang digunakan dalam satu kali amplifikasi sebanyak 10 pl
yang terdiri dari master mix 5 pl, primer forward 1 pl, primer reverse 1 ul, dan
ddH20 3 pl. Primer PhcA yang digunakan PhcA-F : 5' GCC CGG TAC CTT TGT
TAT GCA CTG AAA CGA AAA C 3' dan PhcA-R : 5" CGC GTC TAG AAC
TCA TCC TCC TTT TCT GCA TC 3, sedangkan primer FIiC yang digunakan
dengan FliC-F : 5 GGC GGC CTT CAG GGA AGG TC 3'dan FIiC-R : 5' GAA
CGC CAA CGG TGC GAA CT 3. Amplifikasi dilakukan pada kondisi 5 menit
Pre-Denaturasi pada suhu 95°C, Denaturasi pada suhu 95°C selama 30 detik,

Anealing pada suhu 56°C selama 30 detik, elongasi pada suhu 72°C selama 40
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detik dan final extension pada suhu 72°C selama 3 menit. Hasil proses PCR
selanjutnya di elektroforesis menggunakan marker Gene-aid pada gel agarose 1 %
dengan TBE buffer selama 30 menit dengan daya 100 volt. Gel agarose yang
selanjutnya direndam pada EtBr 20% dan divisualisasikan dengan gel doc.
Variable pengamatan ditunjukan dengan munculnya pita DNA pada gel agarose

dengan ukuran sesuai dengan target primer yang digunakan.

2. lIsolasi dan Purifikasi Bakteriofag

Bakteriofag didapatkan dari tanah pada lahan tempat isolasi bakteri R.
solanacearum DT3 di daerah Jember. Sebanyak 10 g tanah dan 4 ml kultur bakteri
usia 24 jam ditambahkan pada 100 ml media CPG. Suspensi digojok selama 24-
48 jam, kemudian disentrifuge pada kecepatan 7000 rpm 4°C selama 10 menit dan
difiltrasi dengan membrane filter kerapatan pori 0,2 um (Steradisc, Krabo Co).
Pengamatan hasil isolasi bakteriofag dapat dilakukan menggunakan metode
plague assay yang dilakukan mengikuti Askora et al., (2009) dengan cara
menambahkan 100 pl suspensi bakteriofag hasil filtrasi kedalam 250 ul suspnsi
bakteri R. solanacearum yang telah diperbanyak sebelumnya pada saat usia 24
jam dan dingkubasi selam 2 jam pada pelakuan suhu ruang. Selanjutnya suspensi
tersebut dicampurkan dengan media Top Agar yang masih hangat (suhu sekitar
50°C) lalu dituangkan pada permukaan media agar CPG dalam cawan petri dan
diingkubasi pada suhu ruang selama 24-48 jam. Parameter pengamatan yang
diamati adalah muculnya plaque (Zona Bening).

Bateriofag asal plaque tunggal diperbanyak dan dimurnikan dengan kultur
pada media CPG kemudian digojok selama 24-48 jam. Pemisahan sel bakteri
dengan partikel bakteriofag dilakukan dengan sentrifuge kecepatan 7000 rpm
Selama 10 menit dan supernatant difiltrasi dengan menggunakan membrane filter
kerapatan pori 0,2 um (Steradisc, Krabo Co). Parikel bakteriofag kemudian
disimpan pada suhu 4°C hingga digunakan pada pengujian selanjutnya (Addy et
al., 2012).
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3. Stabilitas Bakteriofag dalam Larutan Kombinasi Senyawa Penginduksi
Pengujian stabilitas bakteriofag dapat dilakukan dengan teknik spot assay.
Pembuatan kombinasi senyawa penginduksi dengan cara mencampurkan
bakteriofag dengan kerapatan 10° CFU/ml dengan larutan kitosan konsentrasi 200
ppm dan hormon auksin dengan konsentrasi 5 ppm. Kombinasi tersebut kemudian
di magnetic strirer hingga homogen dan diukur pH larutan dengan pH 7,0 serta
diingkubasi dengan perbandingan suhu 28°C dan 37°C. Spot assay dilakukan
dengan mengambil suspensi bakteri R. solanacearum sebanyak 350 pl dengan
usia kultur 24 jam, kemudian ditambahkan pada Top Agar 0,3% yang masih
hangat (Sekitar suhu 50°C) lalu dituangkan pada permukaan media CPG dalam
cawan Petri (Metode double layer) dan ditunggu sampai media padat. Sebanyak 7
ul suspensi kombinasi bakteriofag dengan senyawa penginduksi dispotkan pada
permukaan media CPG dan diinkubasikan pada suhu 28°C selama 24-48 jam.

Stabilitas bakteriofag dalam larutan kobinasi diamati dengan terbentuknya plaque.

4. Uji Pengaruh Kombinasi Bakteriofag dan Senyawa Penginduksi terhadap
Penyakit Layu Bakteri secara Invivo

Aplikasi kombinasi bakteriofag dengan senyawa penginduksi dilakukan
pada tanaman tomat umur 1 bulan dalam tabung reaksi. Perlakuan tanaman
dilakukan dengan perlukaan pada bagian akar tanaman sebanyak 3x menggunakan
gunting steril. Aplikasi senyawa kitosan dilakukan dengan mengaplikasikan pada
media cair tanaman tomat sebanyak 200 mg/L (Borines et al., 2015), sedangkan
senyawa hormon Auksin (IBA) diaplikasikan menggunakan konsentrasi 5 mg/L
(Cato et al., 2013). Sedangkan aplikasi bakteriofag untuk pengujian tersebut
menggunkan kerapat bakteriofag 10° PFU/ml (Addy et al., 2012). Parameter
pengamatan ditentukan secara fisiologis yang bersifat kualitatif dengan
membandingkan gejala yang ditimbulkan pada tanaman uji umur 7 hsi. Selain itu
dilakukan pengamatan terhadap senyawa Peroksidase dan fenol total tanaman

sebagai respon umum tanaman terinfeksi patogen.
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3.3.3 Variabel Pengamatan
1. Analisa Aktivitas Hidrogen Peroksidase (H202)

Daun tanaman hasil pengamatan uji invivo diambil sebanyak 0,5 g pada
semua perlakuan untuk dilakukan ekstraksi. Ekstraksi daun tanaman dilakukan
dengan menggerus sampel hingga menjadi bubuk menggunakan nitrogen cair
kemudian menambahkan dengan larutan penyangga fosfat 0,1 M sebanyak 1 ml.
Sentrifuge sampel dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit kemudian
diambil supernatan sebagai sampel pada pengujian berikutnya. Sebanyak 5 ul
hasil ekstraksi daun tanaman pada semua perlakuan dalam pengujian ditambahkan
masing-masing dengan 150 pl pirogalol 0,05 M dan dicampur ke dalam well
microplate reader. Selanjutnya ditambahkan 25 pl H202 1 %. Nilai absorbansinya
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 420 nm setiap 20 detik
sekali 2 menit, dengan menggunakan blanko campuran larutan yang sama tetapi
tanpa ekstrak jaringan tanaman. Sebagai ganti ekstrak jaringan tanaman, ke dalam

larutan blanko ditambahkan larutan penyangga fosfat (Iriyanto, 2017).

2. Analisa Kandungan Fenol Total

Pengujian kandungan fenolik total menggunakan metode Folin-Ciocalteu
yang absorbansinya diukur pada panjang gelombang 755 nm (Samin dkk, 2012).
Langkah pertama yakni sampel daun hasil ekstraksi sebelumnya diambil sebanyak
200 pl, kemudian ditambahkan 100 pl reagent Folin-Ciocalteau 50%. Selanjutnya
ditambahkan 750 pl ddH20 dan diinkubasi 3 menit. Selanjutnya, ditambahkan
dengan 300 pl ml NaCOsz 2% dan divorteks kemudian diinkubasi selama 10
menit pada suhu 28°C serta dipanaskan ke dalam suhu 45°C selama 20 menit.
Absorbansi sampel diukur pada panjang gelombang 755 nm dengan menggunakan

spektrofotometer.
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BAB 5 KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Isolat bakteri yang digunakan merupakan bakteri R. solanacearum penyebab
layu bakteri pada tanaman tomat.

2. Diperoleh bakteriofag pA-DT3 yang mampu menginfeksi R. solanaceraum
serta tetap stabil dalam kombinasi senyawa penginduksi (hormon auksin dan
kitosan) hingga 7 hari pengamatan setelah kombinasi.

3. Keberadaan bakteriofag ¢A-DT3 dalam kombinasi senyawa penginduksi
(hormon auksin dan kitosan) penting dalam keberhasilan larutan kombinasi
untuk mengendalikan tanaman tomat yang diinokulasikan dengan bakteri R.
solanacearum.

4. Kombinasi bakteriofag dengan senyawa penginduksi tidak menginduksi respon
kimiawi pada tanaman tomat yang muncul sebagai respon umum bahwa

tanaman terinfeksi patogen.

5.2 Saran
Penelitian selanjutnya diharapkan dapat melakukan dalam skala lapang
untuk mengetahui kemampuan kombinasi bakteriofag dengan senyawa

penginduksi dalam pengendalian patogen R. solanacearum pada tanaman tomat.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Pengujian Kerapatan Bakteriofag hasil isolasi

Gambar 1. Pengujian Kerapatan Bakteriofag hasil isolasi (A) Pengenceran 103 (B)

Pengenceran 10* (C) Pengenceran 10°

Lampiran 2. Standar Asam Galat
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Gambar 2. Standart asam galat pada pengujian fenol total

Lampiran 3. Hasil Uji Invivo

Tabel 1. Hasil pengujian bakteriofag dalam larutan kombinasi secara invivo

No. Perlakuan Ulangan Hasil

1 ++
1 TNT + BRS (Kontrol Positif)

2 ++
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3
1
2 TNT + Air (Kontrol Negatif) 2 -
3 -
1 +
3 TNT + BRS + KITO 2 +
3 ++
1 +
4 TNT + BRS + KITO (H +1) 2 +
3 +
1 ++
5 TNT + BRS + IBA 2 A2
3 +
1 ++
6 TNT + BRS + IBA (H+1) 2 +
3 +
1 -
7 TNT + BRS + ¢ 2 -
3 -
1 -
8 TNT + BRS + ¢ (H+1) 2 -
3 +
1 -
9 TNT + BRS + KITO + IBA + ¢ 2 -
3 -
1 -
10 TNT + BRS + KITO + IBA + ¢ 5 -
(H+1)
3

Keterangan : (-) Tidak menunjukan gejala layu

(+) Menunjukan gejala layu
(++) Menunjukan gejala mati tanaman
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