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RINGKASAN 

Pemanfaatan Logam Ni dan Zn Untuk Menurunkan Sifat Virulensi Ralstonia 

solanacearum Melalui Mekanisme Quorum Quenching. Muhammad 

Sholehuddin, 131510501022. Program Studi Agroteknologi; Fakultas Pertanian; 

Universitas Jember. 

 

Penyakit layu yang disebabkan oleh Ralstonia solanacearum merupakan 

salah satu penyakit utama yang sulit dikendalikan. R. solanacearum yang 

digunakan dalam penelitian ini diisolasi dari tanaman terong dan termasuk dalam 

ras 1 biovar 3. R. solanacearum mampu memproduksi ekstrapolisakarida dan enzim 

pendegradasi dinding sel seperti endoglukanase ketika populasi bakteri telah 

mencapai quorum sensing. Mekanisme quorum sensing mampu dihambat dengan 

sebuah mekanisme yang disebut quorum quenching. Di samping itu, terdapat 

beberapa penelitian yang menunjukkan bahwa ion Ni dan Zn mampu menghambat 

quorum sensing pada beberapa bakteri. Oleh karena itu diduga bahwa Ni dan Zn 

mampu menghambat quorum sensing pada bakteri R. solanacearum.  

Uji produksi EPS dilakukan dengan pendekatan sentrifugasi. Hasil uji 

menunjukkan bahwa ion Ni dan Zn mampu mengurangi jumlah produksi EPS 

sebanyak 40% dibandingkan dengan kontrol. Uji aktifitas enzim endoglukanase 

dilakukan dengan pendekatan spot assay pada media padat yang mengandung 

selulosa. Hasil uji menunjukkan bahwa ion Ni dan Zn mampu menghambat aktifitas 

enzim endoglukanase. Aktifitas dari enzim endoglukanase diindikasikan dengan 

munculnya plaque transparan pada media yang ditetesi bakteri. Semakin tinggi 

konsentrasi logam yang diaplikasikan menunjukkan semakin rendah aktifitas 

enzim, sedangkan aktifitas enzim pada perlakuan kontrol tetap terjadi. 

Aktifitas flagella diamati dengan cara mengamati diameter darri 

pertumbuhan bakteri pada media padat CPGA, lalu protein flagela diisolasi dan 

diamati menggunakan elektroforesis SDS page. Kemampuan gerak R. 

solanacearum  berkurang secara signifikan ketika bakteri telah memasuki kerapatan 

quorum sensing. Perlakuan Ni dan Zn mampu mempertahankan kemampuan gerak 
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bakteri yang ditunjukkan dengan diameter koloni bakteri yang tumbuh dan 

munculnya protein flagela (31 kDa) pada elektroforesis SDS page. 

Bisa disimpulkan bahwa ion Ni dan Zn bisa menurunkan sifat virulensi 

bakteri dengan cara memperpanjang fase planktonik tanpa mempengaruhi 

pertumbuhan bakteri. Hal ini menunjukkan bahwa Ni dan Zn bisa menjadi agen 

quorum quenching yang bisa menghambat mekanisme quorum sensing bakteri R. 

solanacearum. 
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SUMMARY 

Utilization of Ni and Zn Metals to Reduce the Virulence of Ralstonia 

solanacearum by Quorum Quenching Mechanism. Muhammad Sholehuddin, 

131510501022. Agrotechnology Studies program; Faculty of Agriculture; 

University of Jember. 

 

Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum is one of important disease 

which is difficult to control. R. solanacearum isolated from eggplant belong to race 

1 biovar 3 was used in this experiment. R. solanacearum is able to produce 

extrapollysaccharides (EPS) and cell wall degrading enzyme while the population 

of the bacteria reach the quorum sensing. The quorum sensing mechanism can be 

inhibited by another mechanism named quorum quenching. On the other hand, there 

was some research showed that metal ions such as Ni and Zn is able to inhibit 

quorum sensing in some bacteria. Therefore, it was hypothesized that the use of Ni 

and Zn ions can inhibit quorum sensing in R. solanacearum. 

EPS production test conducted by centrifugation principle. The result of the 

test shows that Ni and Zn ions was able to reduce the amount of EPS production by 

40% compared by control. The endoglucanase activity test conducted by spot assay 

method on the solid medium containing cellulose. The result showed that Ni and 

Zn also able to inhibit the activity of endoglucanase enzyme which is indicated by 

the transparent plaque on the spotted solid medium. The higher concentration of the 

ions showed a lower activity of the enzyme while the activity of the endoglucanase 

on the control medium still presence.  

The flegella motility was observed by the diameter of the bacterial growth 

on CPGA solid medium then the flagella isolated and observed by SDS page 

electrophoresis. The flagella motility stalled while the R. solanacearum population 

reach the quorum sensing. The use of Ni and Zn ions maintain the flagella motility. 

It is showed by the growth appearance difference on the solid medium and by the 

appearance of the protein flagella (31 kDa) on the SDS page.  

It was concluded that Ni and Zn ions were able to decrease the virulence 

factor by extend the planktonic phase without any effect to the bacterial growth. It 
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means that Ni and Zn is can be the quorum quenching agent which can interrupt the 

quorum sensing mechanism of R. solanacearum. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

2.1. Latar Belakang 

Ralstonia solanacearum merupakan bakteri penyebab penyakit layu yang 

banyak menyerang berbagai tanaman (Suryadi dan Machmud, 2002). Bakteri R. 

solanacearum mampu menginfeksi akar melalui luka yang terjadi secara tidak 

langsung ataupun luka karena tusukan nematoda akar. (Ratmawati, 2013). Bakteri 

R. solanacearum memiliki kisaran inang yang cukup luas, yaitu lebih dari 200 

spesies dari 53 famili yang berbeda di dunia mampu terserang oleh patogen ini 

(Setyari et al., 2013).  

Tanaman penting yang menjadi inang bakteri R. solanacearum yaitu tomat, 

tembakau, pisang, kentang, kacang tanah, dan sebagainya (Poussier et al., 2003). 

Patogen ini dapat menurunkan produksi, serta menimbulkan kematian cukup besar 

pada tanaman sehingga kerugian hasil mencapai 60 – 80% (Nasrun et al., 2007). 

Penggunaan pestisida yang berlebih menimbulkan dampak negatif bagi  

lingkungan,  kesehatan,  sosial  dan  ekonomi.  Salah  satu  dampak  penggunaan  

pestisida  yang  berlebih  ialah  timbulnya  resistensi  OPT (BPTS, 2013).  

R. solanacearum memiliki dua sifat yang berbeda yang ditentukan oleh 

tingkat kerapatan bakteri. Ketika bakteri berada pada kerapatan dibawah 1 × 107 

CFU/ml, bakteri bersifat planktonik, sedangkan ketika bakteri mencapai kerapatan 

1 × 107 CFU/ml, bakteri akan berubah sifat menjadi patogenik yang berbahaya bagi 

tanaman (Mori, 2015). Ekspresi dari faktor virulensi R. solanacearum dikendalikan 

berdasarkan kondisi lingkungan, keberadaan sel inang, dan kerapatan populasi 

bakteri melalui mekanisme quorum sensing (Schell, 2000).  

Quorum sensing merupakan mekanisme komunikasi antar sel yang terjadi 

antar bakteri. Quorum sensing memicu bakteri melakukan respon ataupun 

perubahan aktifitas fisiologis berdasarkan tingkat kerapatan populasi bakteri 

(Umesha dan Shivakumar, 2013).  Menurut (Tinaz, 2013) banyak penelitian yang 

menemukan bahwa banyak dari bakteri patogenik menggunakan mekanisme 

quorum sensing sebagai pemicu dalam memproduksi faktor-faktor patogenesitas 
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dan virulensi dari bakteri. Sistem ini berpotensi untuk dikembangkan dan menjadi 

pengganti antibiotik untuk mengendalikan patogen.  

Ekspresi gen penyebab virulensi pada bakteri R. solanacearum dikendalikan 

oleh quorum sensing melalui jaringan pengatur yang sangat kompleks, dimana 

jaringan tersebut diatur oleh aktifitas protein aktifator PhcA (Clough et al., 1997). 

Gen phcA secara langsung maupun tidak langsung menyandi beberapa faktor 

virulensi seperti EPS, enzim pendegradasi dinding sel, dan pergerakan bakteri. 

Aktifitas gen phcA diatur oleh mekanisme quorum sensing sebagai respon dari 

kerapatan bakteri yang melibatkan molekul autoinducer spesifik 3-OH-PAME 

(Genin et al., 2005).  

Beberapa penelitian telah membuktikan bahwa beberapa bentuk logam 

termasuk besi dan zinc (Zn) mampu mengendalikan aktifitas metabolisme bakteri 

dan produksi biofilm dengan cara menghambat mekanisme quorum sensing. 

Penghambatan mekanisme quorum sensing ini disebut quorum quenching (Jin, 

2014). Beberapa penelitian juga telah membuktikan bahwa nickel (Ni) mampu 

menghambat quorum sensing tanpa mempengaruhi perkembang-biakan bakteri 

dengan cara menghambat sintesis acyl-homoserine lactone (AHL). AHL 

merupakan molekul yang berperan sebagai autoinducer universal sebagai senyawa 

komunikasi antar bakteri dalam mekanisme quorum sensing (Leticia, 2014). 

Berdasarkan latar belakang tersebut, perlu dilakukan penelitian mengenai 

molekul logam yang dapat menghambat mekanisme quorum sensing dari R. 

solanacearum, sehingga molekul tersebut bisa digunakan untuk mempengaruhi 

perubahan sifat R. solanacearum dari planktonik menjadi patogenik. Beberapa 

literatur menyebutkan bahwa molekul logam zinc (Zn) dan nickel (Ni) dapat 

mempengaruhi mekanisme quorum sensing tanpa menghambat pertumbuhan 

bakteri. Oleh karena itu perlu diteliti mengenai kemampuan logam Ni dan Zn dalam 

mempertahankan sifat planktonik dan menunda perubahan sifat R. solanacearum 

menjadi patogenik. 
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2.2. Rumusan Masalah 

Bakteri R. solanacearum merupakan bakteri penyebab layu pada banyak 

tanaman di dunia. Perubahan sifat dari planktonik menjadi patogenik pada  

R. solanacearum dikendalikan oleh keberadaan gen phcA melalui mekanisme 

quorum sensing. Aktifitas gen phcA dapat diatur dengan memotong komunikasi 

antar bakteri melalui quorum quenching menggunakan molekul logam. Untuk itu 

dapat dirumuskan masalah dari penelitian ini adalah bagaimana kemampuan logam 

Ni dan Zn dalam mempertahankan sifat planktonik R. solanacearum? 

 

2.3. Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kemampuan logam Ni dan 

Zn dalam mempertahankan sifat planktonik R. solanacearum. 

 

2.4. Manfaat 

Manfaat dari penelitian ini adalah memperoleh pembuktian mengenai 

kemampuan logam Ni dan Zn dalam mempertahankan sifat planktonik R. 

solanacearum, sehingga logam Ni dan Zn ini nantinya bisa menjadi bahan alternatif 

untuk mengendalikan patogen. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Ralstonia solanacearum 

2.1.1. Karakteristik Ralstonia solanacearum 

R. solanacearum merupakan bakteri yang bersifat gram negatif. Bakteri ini 

berbentuk batang dengan ukuran 0,5 μm × 1,5 μm, dapat bergerak dengan satu atau 

beberapa flagela, aerobik, dapat mereduksi nitrat dan memproduksi amonia. R. 

solanacearum diklasifikasikan menjadi Ras berdasarkan perbedaan kisaran inang 

dan Biovar berdasarkan sifat biokimia (penggunaan sumber karbon) (Aini, 2007). 

Secara umum, koloni virulen dan non virulen bakteri R. solanacearum berbeda. 

Pada media TZC, bakteri yang virulen menunjukkan bentuk koloni tidak beraturan, 

berlendir warna merah muda dibagian tengah, dan dikelilingi oleh lendir berwarna 

putih susu kotor dengan elevasi dari permukaan koloni sedikit konveks. Koloni 

yang non virulen berwarna merah, tidak berlendir, bulat, dan elevasi agak menonjol 

(Gunawan, 2006). 

Ada beberapa cara untuk mendeteksi dan mengidentifikasi keberadaan 

patogen R. solanacearum. Cara tersebut diantaranya pengujian secara tradisional, 

melalui uji serologi, dan pengujian berbasis asam nukleat (Denny, 2007). Pengujian 

secara tradisional bisa dilakukan dengan memotong batang tanaman yang terserang 

penyakit kemudian dicelupkan pada air. Permukaan batang yang telah dipotong 

khususnya pada jaringan pembuluh akan mengeluarkan lendir yang berwarna putih 

susu (Suryadi et al., 2009). Pengujian berbasis asam nukleat digunakan untuk 

mendeteksi R. solanacearum dengan mengandalkan primer PCR yang ditargetkan 

ke sequence nukleotida patogen. PCR dapat mendeteksi baik sel-sel yang hidup 

ataupun mati, karena DNA dapat tetap utuh untuk waktu yang lama setelah 

kematian sel. (Denny, 2007). 

R. solanacearum masuk dan menginfeksi melalui luka-luka di bagian akar, 

termasuk luka yang disebabkan nematoda atau organisme lain. Selanjutnya bakteri 

masuk ke jaringan tanaman bersama unsur hara dan air secara difusi dan menetap 

di pembuluh xilem dalam ruang antar sel (Nawangsih, 2006). Bakteri 

memperbanyak diri di dalam pembuluh xilem (Agrios, 2005), dan merusak sel-sel 
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tanaman yang ditempatinya tersebut sehingga pengangkutan air dan zat-zat 

makanan terganggu oleh massa bakteri dan sel-sel pembuluh xilem yang hancur 

(Nawangsih,2006). Hancurnya sel-sel tanaman tersebut karena bakteri 

mengeluarkan enzim penghancur dinding sel tanaman yang mengandung selulosa 

dan pektin yang dikenal dengan nama enzim selulase dan pektinase. Akibat dari 

serangan ini, proses translokasi air dan nutrisi menjadi terganggu, sehingga 

tanaman menjadi layu dan mati (Agrios, 2005). 

 

2.1.2. Quorum Sensing pada Ralstonia solanacearum 

Sudah diketahui secara luas bahwa bakteri dalam berkomunikasi dengan 

bakteri lainnya menggunakan molekul autoinducer sebagai sinyal. Molekul ini 

diproduksi dan dilepaskan ke lingkungan oleh bakteri itu sendiri. Molekul ini 

kemudian diidentifikasi oleh bakteri sebagai indikasi tingkat kerapatan populasi 

bakteri. Melalui sistem ini bakteri melakukan beberapa aktifitas sebagai respon dari 

tingkat kerapatan bakteri itu sendiri (Eberhard et al., 1981). Beberapa spesies 

bakteri menggunakan mekanisme quorum sensing untuk meregulasi beberapa 

aktifitas biologis bakteri seperti produksi antibiotik, produksi faktor-faktor 

virulensi, produksi biofilm, dan beberapa metabolit sekunder lainnya (Kievit and 

Iglewski, 2000).  

Banyak spesies bakteri memproduksi molekul autoinducer  universal yang 

dapat diidentifikasi oleh banyak spesies bakteri. Molekul autoinducer universal 

tersebut adalah N-acyl-homoserine lactones (AHL). Pada kerapatan populasi 

rendah, AHL yang terproduksi akan larut dan terbawa aliran air dalam tanah. 

Bersamaan dengan peningkatan kerapatan populasi bakteri, molekul AHL akan 

terakumulasi hingga konsentrasi tertentu sehingga konsentrasi AHL tersebut akan 

diidentifikasi oleh reseptor bakteri untuk memicu beberapa aktifitas biologis bakteri 

(Minogue et al., 2002). 

Pada R. solanacearum, autoinducer 3-OH PAME digunakan sebagai sinyal 

untuk berkomunikasi antar sesama R. solanacearum. Pada konsentrasi 3-OH 

PAME yang rendah, gen phcA dalam bakteri tidak terekspresi sehingga membuat 

bakteri bersifat planktonik dengan ciri memiliki flagella dan memproduksi 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


6 

 

6 

 

poligalakturonase. Pada konsentrasi tinggi, gen phcA akan terekspresi dan memicu 

bakteri untuk berubah sifat menjadi patogenik yang dicirikan dengan 

terproduksinya ekstrapolisakarida (EPS), enzim pendegradasi dinding sel (enzim 

selulase dan enzim pektin metilesterase), dan faktor virulensi lainnya (Genin et al., 

2005).  

 

2.1.3. Struktur dan Fungsi Gen phcA 

Tingkat virulensi bakteri R. solanacearum ditentukan oleh beberapa factor 

virulensi. Faktor tersebut antara lain ekstrapolisakarida (EPS), flagel, enzim 

pendegradasi dinding sel tanaman (CWDEs), faktor virulensi lainnya, dan 

autoinducer dari faktor virulensi (Denny, 2007). Produksi dari faktor virulensi 

dipicu oleh mekanisme quorum sensing. Ketika telah mencapai quorum sensing, 

molekul autoinducer 3-OH PAME akan terikat dengan protein sensor (PhcS) 

sehingga terjadi proses defosforilasi terhadap protein regulator (PhcR). Terjadinya 

proses defosforilasi terhadap PhcR akan mengakibatkan PhcA (protein aktifator) 

aktif sehingga memicu terproduksinya faktor-faktor virulensi bakteri seperti EPS 

dan enzim endoglukanase. Aktifitas PhcA akan menginduksi terjadinya transkripsi 

gen XpsR yang akan bekerjasama dengan VsrA/D untuk mensintesis EPS (Gillings 

and Holmes, 2004).   

 

Gambar 1. Jaringan pengatur faktor virulensi pada bakteri R. solanacearum (Genin 

et al., 2005) 
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2.1.4. Quorum Quenching 

Quorum quenching merupakan mekanisme penghambatan sistem quorum 

sensing dari bakteri. Quorum quenching memiliki potensi besar sebagai pengganti 

antibiotik untuk mengendalikan penyakit yang disebabkan oleh bakteri (Chen, 

2013). Quorum quenching mengendalikan penyakit tidak dengan cara membunuh 

patogen, melainkan menghambat bakteri untuk berubah sifat menjadi patogenik dan 

mencega bakteri untuk memproduksi faktor-faktor virulensi dari bakteri. Oleh 

karena itu, quorum quenching bisa menjadi alternatif pengendalian patogen yang 

tidak menimbulkan resistensi bakteri terhadap antibiotik, pencemaran lingkungan, 

dan ketidakseimbangan ekosistem akibat antibiotik (Rasmussen dan Givskov, 

2006). 

Jin, (2014) memaparkan bahwa beberapa bentuk logam termasuk besi dan 

zinc (Zn) mampu mengendalikan aktifitas metabolisme bakteri dan produksi 

biofilm melalui sistem penghambatan quorum sensing yang disebut quorum 

quenching. Beberapa penelitian juga telah membuktikan bahwa nickel (Ni) mampu 

menghambat quorum sensing tanpa mempengaruhi perkembang-biakan bakteri 

dengan cara menghambat sintesis acyl-homoserine lactone (AHL). 

 

2.2. Potensi Logam Zinc (Zn) dan Nickel (Ni) Sebagai Agen Quorum 

Quenching 

Tabel 1. Ambang batas cemaran logam dalam air irigasi, tanah, dan jaringan 

tanaman (WHO, 1993). 

Unsur 
Ambang Batas Kontaminan  

Dalam Air Irigasi (ppm) Dalam Tanah (ppm) Dalam Tanaman (ppm) 

As 0.10 20 - 

Cd 0.01 3 0.1 

Co 0.05 50 50.0 

Cr 0.55 100 - 

Cu 0.017 100 73.0 

Fe 0.50 50000 425.0 

Mn 0.20 2000 500.0 

Ni 1.40 50 67.0 

Pb 0.065 100 0.3 

Se 0.02 10 - 

Zn 0.20 300 100 
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2.2.1. Zinc 

Zinc (Zn) merupakan salah satu unsur essensial yang dibutuhkan tanaman 

yang fungsinya tidak bisa digantikan oleh unsur lainnya. Fungsi Zn dalam tanaman 

adalah terlibat dalam beberapa fungsi enzim untuk meningkatan reaksi-reaksi 

metabolik, sintesis senyawa-senyawa pertumbuhan tanaman, memproduksi klorofil 

dan karbohidrat. Tanaman menyerap Zn sebagian besar dalam bentuk kation 

divalen (Zn2+), tetapi pada pH tinggi mungkin diserap sebagai kation monovalen 

(ZnOH+). Zn juga terikat oleh asam organik selama pengangkutan didalam xilem 

atau dapat berpindah bebas seperti kation divalen (Havlin et al., 2005) 

Gejala keracunan Zn pada tumbuhan secara umum berupa klorosis pada 

daun muda, nekrosis pada daun yang akhirnya menyebabkan kematian daun. Pada 

akar, keracunan Zn akan mengurangi pertumbuhan akar utama maupun lateral 

(Harmens, 1993). Keracunan Zn akan menyebakan perubahan pada tingkatan 

biokimia sel kemudian diikuti perubahan fisiologi pada tingkat individu hingga 

tingkat komunitas tanaman yang akan mengakibatkan terganggunya proses 

fotosintesis sehingga pembentukan klorofil menjadi terhambat (Fontes, 1995). 

Menurut Vijayarengan dan Mahalakshmi (2013), pupuk Zn dibutuhkan oleh 

tanaman tomat untuk meningkatkan produksi tanaman tomat. Namun kadar Zn 

yang berlebihan dapat mengurangi produksi tomat. Tomat yang diberikan Zn 

dengan konsentrasi 150 ppm menunjukkan produksi yang lebih rendah 

dibandingkan dengan kontrol. Tomat dengan aplikasi Zn 50 ppm dan Zn 100 ppm 

menunjukkan hasil produksi yang lebih tinggi dari kontrol. WHO (1993) 

memberikan ambang batas kandungan Zn yang diperbolehkan dalam tanah 

pertanian sebesar 300 ppm. Sedangkan kandungan Zn dalam tanaman yang 

diperbolehkan tidak lebih dari 100 ppm. 

Jin et al. (2014) menyebutkan bahwa Zn2+ dan ZnO mampu mengurangi 

produksi faktor virulensi dan pembentukan biofilm pada bakteri Pseudomonas 

aeruginosa tanpa mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangbiakan sel. Zn 

mempengaruhi aktifitas bakteri tersebut pada skala genetik yaitu mempengaruhi 

aktifitas regulator gen resistensi terhadap cobalt-zinc-cadmium czcR. 
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2.2.2. Nickel (Ni) 

Pada tanaman tingkat tinggi, Nickel (Ni) adalah unsur yang dibutuhkan oleh 

tanaman. Ni dibutuhkan dalam proses metabolisme nitrogen. Kekurangan unsur Ni 

mengakibatkan rendahnya aktifitas enzim pengurai urea dan enzim pengurai nitrat 

lainnya. Hasilnya adalah terhambatnya sintesis protein dan penurunan kadar 

nitrogen dalam tanaman (Nadia et al., 2007). Hasil penelitian Karagiannidis et al., 

(2002) menunjukkan peningkatan produksi biomasa tomat sebesar 160%, 

peningkatan jumlah buah sebesar 169%, peningkatan berat buah sebesar 150%, dan 

peningkatan produksi buah sebesar 250% dibandingkan dengan kontrol. Tripathi 

dan Sadhna-Tripathi (2000) dalam penelitiannya menunjukkan bahwa Ni 

memberikan dampak positif pada pertumbuhan akar dan batang, luas penampang 

daun dan biomasa, klorofil, protein, karbohidrat dan gula dalam daun. 

Penelitian Nadia et al., (2007) menunjukkan bahwa aplikasi pupuk Ni 

hingga konsentrasi 45 ppm mampu meningkatkan produksi biomasa tomat maupun 

kualitas buah tomat. Namun terjadi penurunan produksi dan kualitas buah tomat 

pada konsentrasi pupuk sebesar 60 ppm. WHO (1993) memberikan ambang batas 

kandungan Zn yang diperbolehkan dalam tanah pertanian sebesar 50 ppm. 

Ni mampu mempengaruhi pembentukan biofilm pada bakteri Burkholderia 

multivorans dengan cara mempengaruhi sistem quorum sensing. Ni mempengaruhi 

quorum sensing dengan cara mempengaruhi produksi N-octanoyl-L-homoserine 

lactone (C8-HSL) yang merupakan salah satu senyawa autoinducer (Leticia et al, 

2014). 

 

2.3. Hipotesis 

Logam Ni dan Zn mampu mempengaruhi perubahan sifat dari planktonik 

menjadi patogenik pada bakteri  R. solanacearum 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1. Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April 2017 sampai November 2017 

di Laboratorium Divisi Biologi Molekul dan Bioteknologi Center for Development 

of Advanced Sciences and Technology (CDAST) Universitas Jember. 

3.2. Persiapan Penelitian 

3.2.1. Pembuatan Larutan Logam Ni dan Zn 

Larutan Stok 500 mM ZnSO4 (Mr: 161) didapatkan dengan cara melarutkan 

padatan ZnSO4 (Riedel de Haen, Hanover, Jerman) sebanyak 8,05 gr kedalam 100 

ml air murni (H2O) dengan rumus M = n/v. Kemudian dari larutan stok dibuat 

larutan uji dengan konsentrasi ZnSO4 10.000 ppm m/v dengan prinsip pengenceran 

(1ppm = 1mg/l, 500mM ZnSO4 = 80.500 ppm),  

Larutan Stok 500 mM NiCl2 (Mr: 129)  didapatkan dengan cara melarutkan 

padatan NiCl2 (Merck, Darmstadt,  Jerman) sebanyak 6,45 gr kedalam 100 ml air 

murni (H2O) dengan rumus M = n/v. Kemudian dari larutan stok dibuat larutan uji 

dengan konsentrasi NiCl2 10.000 ppm m/v dengan prinsip pengenceran (1ppm = 

1mg/l, 500mM NiCl2 = 64.500 ppm). 

3.2.2. Peremajaan Ralstonia solanacearum 

Bakteri yang digunakan pada penelitian berasal dari stok koleksi Dr. 

Hardian Susilo Addy, SP., MP. yaitu R. solanacearum isolat DT3 yang diisolasi 

dari tanaman terong yang diketahui merupakan R. solanacearum dari Ras 1 Biovar 

3. Bakteri kemudian diremajakan dengan cara menumbuhkan sebanyak 40µl isolat

DT3 dalam media CPG (Cassamino Pepton Glucose) sebanyak 4 ml. Bakteri yang 

telah ditumbuhkan pada media CPG digojok dengan shaker selama 24 jam dengan 

kecepatan 150 rpm pada suhu 28° C. 

Untuk melihat indikasi virulensi bakteri, bakteri R. solanacearum 

ditumbuhkan dengan metode streak plate di atas media padat dengan cara 

mengambil kultur bakteri yang ditumbuhkan pada media cair CPG selama 24 jam 
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diatas shaker dengan kecepatan 150 rpm. Kemudian kultur diambil dengan jarum 

ose lalu digoreskan pada media (CPGA + TZC 0,005%). Virulensi bakteri dilihat 

dari morfologi koloni yang terbentuk. 

 

3.3. Pelaksanaan Riset 

3.3.1. Prosedur Penelitian 

3.3.1.1.Pengujian Pengaruh Ni dan Zn Terhadap Pertumbuhan Bakteri 

Pengujian pengaruh Ni dilakukan dengan menumbuhkan bakteri pada 

media cair CPG murni, CPG + NiCl2 10 ppm, CPG + NiCl2 20 ppm, CPG + NiCl2 

30 ppm, CPG + NiCl2 40 ppm dan CPG + NiCl2 50 ppm. Sedangkan pengujian 

pengaruh Zn dilakukan dengan menumbuhkan bakteri pada media cair CPG murni, 

CPG + ZnSO4 50 ppm, CPG + ZnSO4 75 ppm, CPG + ZnSO4 100 ppm, CPG + 

ZnSO4 125 ppm, dan CPG + ZnSO4 150 ppm 

Pengamatan pertumbuhan bakteri diamati menggunakan spektrofotometer 

pada panjang gelombang 600 nm. Pengamatan dilakukan setiap 6 jam sekali selama 

48 jam. Sebelum dilakukan penghitungan nilai absorbansi menggunakan 

spektrofotometer, kultur bakteri dipisahkan dengan pelarut dan seluruh metabolit 

terlarut untuk menghilangkan metabolit terlarut yang bisa mempengaruhi 

pembacaan nilai absorbansi. Pemisahan dilakukan dengan cara mensentrifugasi 

kultur cair pada kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C. Kemudian 

pelet diambil dan disuspesikan dengan 1 ml akuades. 

 

3.3.2. Variabel Pengamatan 

3.3.2.1.Pengamatan Produksi Ekstrapolisakarida (EPS) 

Pengamatan produksi EPS secara morfologis dilakukan dengan cara 

menumbuhkan 2 µL kultur R. solanacearum diatas media CPGA murni, CPGA + 

NiCl2 50 ppm, dan CPGA + ZnSO4 125 ppm. Kemudian diinkubasi selama 48 jam. 

Setelah 48 jam, penampakan morfologis koloni diamati dari segi warna putih 

(lendir putih merupakan senyawa ekstrapolisakarida) yang terbentuk . 

Produksi ekstrapolisakarida kemudian diamati secara kuantitatif. Isolasi  

ekstrapolisakarida (EPS) dilakukan menggunakan metode yang digunakan oleh 
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Ahmad et al. (2017). Sampel kultur berusia 4 hari diukur nilai absorbansinya 

menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm kemudian 

disetarakan nilai absorbansinya menggunakan pelarut CPG. Setelah sample 

divortex selama 1 menit, kemudian sampel disentrifugasi pada kecepatan 4.000 rpm 

pada suhu 4°C selama 20 menit. Supernatan kemudian diambil lalu disaring 

menggunakan membran filter dengan ukuran 0,22µm (kurabo). Kemudian 

supernatan yang telah disaring dicampurkan kedalam aceton 4°C dengan volume 

4x volume supernatan. Inkubasi selama 12 jam pada suhu 4°C agar terjadi proses 

presipitasi. Kemudian dilakukan sentrifugasi untuk memisahkan EPS (hasil 

presipitasi) dengan pelarutnya. Biomassa (pelet) yang dihasilkan kemudian 

dikeringkan menggunakan dry block pada suhu 55°C selama 2 jam. Berat tabung 

eppendorf berisi biomassa kemudian ditimbang dan dikurangi dengan berat tabung 

kosong untuk mendapatkan jumlah EPS dalam mili gram pada setiap satuan volume 

sampel. 

 

3.3.2.2.Pengamatan Produksi Enzim Pendegradasi Dinding Sel (enzim 

endoglukanase) 

Metode pengamatan mengadopsi metode yang digunakan oleh Guererro et 

al. (2015). Pengamatan aktifitas enzim endoglukanase yang mampu mendegradasi 

selulase dilakukan diatas media padat CMC (Carboxymethylcellulose) yang 

mengandung selulosa sebanyak 0,2%. Kemudian kultur bakteri ditumbuhkan diatas 

media dengan cara meneteskan kultur berusia 24 jam sebanyak 2πl keatas media. 

Kemudian inkubasi pada suhu 28°C selama 4 hari. Untuk mengetahui aktifitas 

enzim endoglukanase media diberi pewarna Congo red (0.1%) setelah koloni 

bakteri dibersihkan sambil digojok diatas shaker dengan kecepatan 40 rpm selama 

15 menit. Menurut Burianova et al, (1991) untuk memperjelas zona bening yang 

terbentuk, keatas media bisa ditambahkan asam asetat 5% sebanyak 5ml selama 3 

menit. 
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3.3.2.3.Pengamatan pengaruh Ni dan Zn terhadap pertumbuhan R. solanacearum 

pada media agar 

Pengamatan penampakan pertumbuhan koloni R. solanacearum pada media 

agar dilakukan pada media CPGA dengan konsentrasi glukosa diturunkan sebanyak 

50% dan kosentrasi agar sebanyak 0.8%. Kultur berusia 24 jam kemudian 

diteteskan sebanyak 2 µl pada media agar dengan berbagai konsentrasi logam. 

Selanjutnya diinkubasi pada suhu 28°C selama 24 jam. Pengamatan dilakukan 

untuk melihat aktifitas dari flagella bakteri yang ditunjukkan dengan lebar diameter 

dari koloni. Untuk mengkonfirmasi perbedaan aktifitas flagella, dilakukan uji 

dengan pendekatan SDS page terhadap produksi flagella pada masing-masing 

perlakuan. 

Pengamatan perbedaan produksi flagella dengan pendekatan SDS page 

dilakukan menggunakan metode dari Malandrin dan Samson (1999). Kultur bakteri 

yang digunakan adalah kultur bakteri dengan kerapatan sekitar 108 (nilai absorbansi 

OD600= 1.0  ) yaitu kultur yang telah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 28°C 

diatas shaker dengan kecepatan 150 rpm pada media CPG dengan berbagai 

konsentrasi logam. 10 ml kultur kemudian diambil dan disentrifugasi dengan 

kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4°C selama 10 menit. Supernatan dibuang dan 

pelet kemudian diambil dan disuspensikan ke dalam 5 ml buffer fosfat dengan 

konsentrasi 40 mM dengan pH 6,9. Suspensi kemudian divortex dengan kecepatan 

penuh selama 15 menit. Kemudian suspensi disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 

rpm pada suhu 4°C selama 15 menit. Supernatan kemudian diambil dan disaring 

menggunakan membrane filter (Kurabo) dengan ukuran 0,45 µl. Filtrat kemudian 

diultracentrifuge dengan kecepatan 35.000 rpm selama 2 jam dengan suhu 4°C. 

Supernatan dibuang lalu pelet diresuspensikan dengan 200mM Tris-HCl dengan pH 

8,8 sebanyak 100 µl, disimpan di suhu -20°C hingga siap proses elektroforesis. 

Elektroforesis protein flagella dilakukan menggunakan metode SDS-Page. 

Pertama menyiapkan lower gel dan upper gel elektroforesis, kemudian sample 

protein flagella dicampur dengan loading dye dengan perbandingan 2:1 (40 µl 

sample dengan 20 µl loading dye). Campuran sample dan loading dye kemudian 
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dimasukkan kedalam gel elektroforesis bersama marker protein (Bio-Rad). Lalu 

jalankan mesin elektroforesis. Ukuran flagella bakteri R. solanacearum adalah 31 

kDa (Malandrin, 1999).  
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1. KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa NiCl2 pada 

konsentrasi minimal 30 ppm serta ZnSO4 pada konsentrasi minimal 75 ppm mampu 

menurunkan produksi faktor-faktor virulensi dari bakteri R. solanacearum secara 

in vitro yaitu ekstrapolisakarida dan enzim endoglukanase. Selain itu juga mampu 

memperlama periode sifat planktonik R. solanacearum tanpa mempengaruhi 

pertumbuhan bakteri secara signifikan.  

 

5.2. SARAN 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai bagaimana dampak 

penggunaan logam Ni dan Zn terhadap jaringan tanaman dan dampak terhadap 

lingkungan karena pada penelitian ini hanya dalam skala laboratorium.  
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LAMPIRAN 

1. Pembuatan Larutan Logam Ni dan Zn 

 
Larutan NiCl2 10.000 ppm (A) dan ZnSO4 10.000 ppm (B) 

 

2. Uji Toksisitas Ni dan Zn  terhadap Bakteri  

 

Penampakan Morfologis R. solanacearum pada media agar dengan perlakuan 

inkubasi pada air steril mengandung logam 
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3. Pengamatan produksi EPS pada media padat 

 
Penampakan Morfologis R. solanacearum pada media agar yang 

menunjukkan indikasi perbedaan produksi EPS 
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