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MOTTO 

“Fa inna ma’al ‘usri yusra. Inna ma’al ‘usri yusra” yang artinya   

Karena sesungguhnya setelah kesulitan ada kemudahan.  

Sesungguhnya setelah kesulitan ada kemudahan. 

(QS. Al-Insyrah 5-6) 

 

 

"Many of life's failures are people who did not realize how close they were to 

succes when they gave up." 

(Thomas Alfa Edison) 
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RINGKASAN 

Potensi Flagela Bakteri Ralstonia solanacearum sebagai Pemicu Ketahanan 

Tembakau (Nicotiana tabacum) Terinduksi,  Diqita Naviri Fauzya, 

121510501066 halaman 46; Program Studi Agroteknologi, Fakultas Pertanian 

Universitas Jember. 

 

Penyakit layu bakteri yang disebabkan oleh Ralstonia solanacearum 

merupakan salah satu penyakit yang menyerang tanaman yang tersebar luas di 

daerah tropika dan sub tropika. R. solanacearum memiliki flagella, yang 

monotrik. Flagella berfungsi sebagai (1)alat gerak, (2) alat indra, (3) alat bantu 

menangkap makanan. Oleh karena itu tujuan penelitian untuk mengetahui 

efektifitas suspensi flagella R. solanacearum dalam menginduksi ketahanan 

tembakau terhadap penyakit layu bakteri. Identifikasi patogen dengan teknik PCR 

pada tanaman terong asal Kabupaten Jember menunjukkan bahwa, isolate 

memiliki fragmen phcA dengan ukuran 1228 bp dan memiliki fragmen fliC 

dengan ukuran 400 bp. R. solanacearum bergerak menggunakan flagella hal ini 

ditunjukkan dengan semakin besar diameter koloni pada media konsentarsi agar 

0,4% dibandingkan dengan konsentrasi agar 2%. Deteksi protein flagella R. 

solanacearum menjukkan pita protein berukuran 30 kDa. Sel bakteri R. 

solanacearum pada pengenceran 10
9
 sampai 10

7
 cfu/ml yang diinokulasikan pada 

daun tembakau mampu bereaksi hipersensitif pada 24 jam setelah inokulasi 

dengan mengalami nekrosis. Pada inokulasi kombinasi flagella konsentarsi 0,02 

µg/µl dan 0,1 µg/µl dengan konsentrasi bakteri 10
9
 cfu/ml dan 10

7
 cfu/ml, flagella 

dapat menekan tersebarnya bakteri pada konsentrasi 10
8
 cfu/ml dan 10

7
 cfu/ml. 

Tembakau yang diinokulasi dengan flagella dan kombinasi flagella dengan bakteri 

aktivitas peroksidase lebih tinggi sedangkan kandungan total fenol rendah 

dibandingkan dengan tembakau  yang diinokulasi dengan bakteri. Hasil ini 

menunjukkan bahwa penekanan kejadian penyakit R. solanacearum oleh flagella 

R. solanacearum terjadi melalui mekanisme pengimbasan ketahanan tanaman. 
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SUMMARY 

Potential Flagela Bakteri Ralstonia solanacearum as Trigger Tobacco 

Security (Nicotiana tabacum) Induced,  Diqita Naviri Fauzya, 121510501066 

halaman 46; Program Studi Agroteknologi, Fakultas Pertanian Universitas 

Jember. 

 

 Bacterial-wilt-disease caused by Ralstonia solanacearum is one of the 

diseases that attack plants which are widespread in tropical and subtropical 

regions. R. solanacearum has flagella, which is monotric. Flagella have some 

functions such as (1) motion device, (2) sensory device, and (3) food catching 

device. Therefore, the purpose of the study was to investigate the effectiveness of 

R. solanacearum flagella suspension in inducing tobacco resistance against 

bacterial-wilt-disease. Pathogen identification by PCR technique in an eggplant 

from Jember District showed that isolate had a phcA fragment with size 1228 bp 

and had a fliC fragment with size 400 bp. R. solanacearum moves using flagella is 

indicated by the larger diameter of the colony on the concentration medium for 

0.4% compared to the 2% agar concentration. Detection of the R. solanacearum 

flagella protein showed a protein band of 30 kDa. R. solanacearum bacterial cell 

at dilution 10
9
 to 10

7
 CFU / ml inoculated on tobacco leaf was able to react 

hypersensitivity at 24 h after inoculation with necrosis. In the inoculation of 0.02 

μg / μl and 0.1 μg / μl concentration of 0.028 μg / μl and 0.05 μg / μl 

concentration of bacteria with 10
9
 CFU / ml and 10

7
 CFU / ml, the flagella was 

able to suppress the spread of bacteria at concentrations of 10
8
 CFU / ml and 10

7
 

CFU / ml. Inoculated tobacco with flagella and flagella combination with 

bacteria have peroxidase activity which is higher, while the total phenol content 

was low, compared with inoculated tobacco with bacteria. These results indicated 

that the suppression of R. solanacearum disease by R. solanacearum flagella 

occured through the mechanism of plant crop resilience. 
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BAB 1.PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Salah satu kendala dalam budidaya tanaman tembakau yaitu serangan dari 

penyakit, penyakit yang biasanya menyerang pada pertanaman tembakau ini 

adalah layu bakteri. Penyakit ini biasanya disebabkan oleh Pseudomonas 

solanacearum saat ini penyakit ini biasa disebut Ralstonia solanacearum. 

Penyakit layu bakteri yang disebabkan oleh Ralstonia solanacearum merupakan 

salah satu penyakit yang menyerang tanaman paling berbahaya yang tersebar luas 

di daerah tropika dan sub tropika.  

R. solanacearum adalah patogen yang memiliki kisaran inang yang cukup 

luas, yaitu lebih dari 200 spesies dari 53 famili (Setyari et al., 2013). Penyakit 

tersebut masih menjadi kendala pada tanaman pertanian di Indonesia, terutama 

pada tanaman tembakau, tomat, kentang, cabai, kacang tanah, jahe serta pisang 

(Machmud, 1986). Bakteri R. solanacearum memiliki flagella, dimana tipe 

flagella bakteri R. solanacearum adalah monotrik. Hal ini disebab bakteri R. 

solanacearum memiliki satu bagian flagella. Flagella bakteri R. solanacearum 

disusun oleh tiga bagian: filamen, hook (sudut), dan basal body (bagian dasar). 

Bagian dasar menancap pada membran plasma, disusun oleh suatu tangkai serta 

satu atau  dua rangkaian cincin yang mengelilinginya dan berhubungan dengan 

membran plasma, peptidoglikan, dan pada bakteri Gram-negatif berhubungan 

dengan membran luar pembungkus sel. Didalam flagella terdapat flagellin dimana 

flagellin adalah protein dari flagella. Flagellin dapat digunakan sebagai 

penginduksian respon pertahanan. Akan tetapi, belum ada data mengenai 

kemampuan flagella dalam menginduksi pertahanan tanaman tembakau. 

Pada saat ini pengendalian penyakit tanaman lebih ditekankan dengan 

varietas tahan. Tidak hanya menggunakan varietas tahan, pengendalian penyakit 

tanaman juga dapat dilakukan dengan penginduksian ketahanan tanaman. Induksi 

respon pertahanan ini termasuk dalam mekanisme pengendalian patogen dengan 

memanfaatkan material biologi (kontrol biologi).   Mekanisme induksi ketahanan 

ini umumnya dapat dicirikan dengan meningkatkan pembentukan senyawa 
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penginduksi seperti asam salisilat, siderofor dan lipopolisakarida oleh tanaman 

(Bakker et al., 2007). 

Baru-baru ini pengendalian menggunakan agensi hayati sedang 

dikembangkan. Tidak hanya menggunakan agensi hayati saja, saat ini 

pengendalian juga dapat dilakukakn dengan menginduksi ketahanan tanaman. 

Mekanisme induksi ketahanan umumnya dapat dicirikan dengan meningkatkan 

pembentukan senyawa penginduksi seperti asam salisilat, siderofor dan 

lipopolisakarida oleh tanaman (Bakker et al., 2007). Induksi ketahanan ada dua 

macam yaitu Sytemic Acquired Resistance (SAR) dan Induced Systemic 

Resistance (ISR). Ketahanan tanaman terinduksi dapat dipicu dengan melakukan 

penambahan bahan kimia tertentu, mikroorganisme non pathogen, dan pathogen 

avirulen (Nasahi, 2010). Flagellin dapat digunakan dalam melakukan 

penginduksian respon pertahanan  (Zipfel 2009). Sebab didalam flagella terdapat 

flagellin yang dapat menimbulkan respon pertahanan pada tanaman (Bakker et al., 

2007). Flagella bakteri Psedomonas fluorescent spp sebelumnya telah digunakan 

dalam menginduksi ketahanan ISR (Peter el al, 2007).  

 

1.2 Rumusan Masalah 

 Apakah suspensi flagella Ralstonia solanacearum dapat menginduksi 

ketahanan tembakau terhadap penyakit layu bakteri? 

 

1.3 Tujuan 

 Untuk mengetahui efektifitas suspensi flagella Ralstonia solanacearum 

dalam menginduksi ketahanan tembakau terhadap penyakit layu bakteri. 

 

1.4 Manfaat 

Penelitian ini yaitu dapat memberikan informasi tentang manfaat flagella 

Ralstonia solanacearum sebagai salah satu penginduksi katahanan tanaman 

terhadap Ralstonia solanacearum.  
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Ralstonia Solanacearum Penyebab Penyakit Layu Bakteri 

R. solanacearum merupakan penyebab penyakit layu bakteri yang dapat 

membuat kerugian yang sangat besar bagi para petani. R. solanacearum 

merupakan bakteri dengan gram negative yang semula dikenal sebagai 

Pseudomonas solanacearum. R.solanacearum ini termasuk dalam kelompok beta 

Proteobacteria. R. solanacearum merupakan patogen penting pada beberapa 

tanaman. Bakteri ini menyerang pada akar tanaman melalui luka yang dibebabkan 

oleh nematode ataupun munculnya akar lateral. Tanaman penting yang menjadi 

inang R. solanacearum adalah tomat, tembakau, pisang, kentang, kacang tanah, 

dan sebagainya (Poussier et al., 2003). 

R. solanacearum ini dikenal dengan bakteri yang memiliki banyak ras dan 

memiliki virulensi yang berbeda-beda. R. solanacearum dibagi menjadi 5 ras 

berdasarkan kisaran inang : ras 1 menyerang tanaman tembakau, tomat, dan 

Solanaceae lainnya; ras 2 menyerang tanaman pisang (tripoloid) dan Heloconia; 

ras 3 menyerang tanaman kentang; ras 4 menyerang tanaamn jahe, dan ras 5 

menyerang tanaman murbei (Nasrun et al, 2007). Bakteri layu yang disebabkan 

oleh  R. solanacearum ini juga dapat dikelompokkan ke dalam biovar, dimana 

pengelompokan secara biovar ini berdasarkan kemampuan bakteri dalam 

mengoksidasi 6 jenis karbohidrat (disakarida, laktosa, maltosa, alkohol, manitol, 

dan sorbitol (Gunawan, 2006) 

Gejala awal yang dapat dilihat apabila tanaman terserang layu bakteri 

akibat R. solanacearum yaitu daun-daun muda mengalami kelayuan, daun-daun 

yang tua menguning dan batang tanaman yang sakit cenderung lebih banyak 

membentuk akar adventif sampai setinggi bunga (Semangun 2007). Akan tetapi 

gejala secara umum yang terlihat akibat serangan R. solanacearum yaitu tanaman 

seperti kekurangan air, daun muda yang berada di pucuk menjadi layu serta 

bagian bawah pada daun yang tua menguning. Gejala ini disebabkan karena R. 

solanacearum menyerang pembuluh xylem ( Setyari et al., 2013). 
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2.2 Deskripsi dan Klasifikasi Bakteri Ralstonia solanacearum 

R. solanacearum merupakan bakteri aerobic, memiliki bentuk batang yang 

berukuran 1,5×0,5 µm, merupakan bakteri gram negative, tidak memiliki spora 

dan tidak berkapsul. Bakteri ini bergerak mengunakan satu bulu getar (Flagella). 

Sel tunggal R. solanacearum memiliki ukuran yang bervariasi, ukuran ini 

dipengaruhi oleh kondisi pertumbuhan (Suryadi dan Sri, 2009). R. solanacearum 

yang virulen menunjukkan bentuk koloni tidak beraturan, berlendir warna merah 

muda pada bagian tengahnya, dan dikelilingi oleh lender berwarna putih susu 

kotor dengan elevasi dari permukaan koloni sedikit konveks. Sedangkan koloni 

yang nonvirulen memiliki warna merah tidak berlendir, bulat, dan elevasi agak 

menonjol (Gunawan, 2006; Aini, 2007).  

  

2.3 Induksi Ketahanan 

 Induksi ketahanan tanaman merupakan salah satu pengendalian penyakit 

tanaman yang sedang dikembangkan saat ini. Induksi ketahanan tanaman 

didefinisikan sebagai proses ketahanan aktif yang tergantung pada penghalang 

fisik atau kimia tanaman inang. Peningkatan ketahanan tanaman secara terinduksi 

dapat  melalui proses SAR (Systemic  Aqcuired  Resistance) atau ISR (Induced 

Systemic  Resistance) yang melibatkan berbagai jenis gen, enzim dan  protein.  

Baik SAR maupun ISR sama-sama penting peranannya untuk meningkatkan 

ketahanan tanaman. Ketahanan tanaman terinduksi dapat dipicu dengan 

melakukan penambahan bahan-bahan kimia tertentu, mikroorganisme non 

patogen, dan patogen avirulen. 

 

2.3.1 Induksi ketahanan SAR 

 Mekanisme ketahanan tanaman SAR terjadi setelah adanya infeksi 

patogen secara local pada tanaman, kemudian tanaman terinfeksi dan tanaman 

mengaktifkan gen-gen yang berperan dalam ketahanan (Pathogenesis-related 

genes;PR) dimana gen tersebut memproduksi senyawa-senyawa kimia untuk 

pertahanan tanaman, seperti asam salisilat(SA).  
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2.3.2 Induksi Ketahanan ISR 

 Mekanisme ketahanan tanaman ISR terjadi bukan karena infeksi patogen, 

tetapi infeksi mikroba non patogen pada perakaran (Pieterse, 2002; Supriadi dan 

Rosita, 2012). Respon dari pada tanaman terhadap infeksi dari mikroba non-

patogen, maka tanaman akan memproduksi senyawa-senyawa pertahanan 

tanaman seperti jasmonat (JA) dan senyawa etilen (ET).  Beberapa penelitian 

telah menjelaskan bahwa faktor yang dapat memicu ISR seperti senyawa kimia 

(siderofor, antibuitik dan ion Fe) yang dihasilkan oleh rizobakteria dan komponen 

sel bakteri seperti dinding sel mikroba, flagella, filli, membran lipopolisakarida 

(LPS) yang dapat berperan sebagai elicitor dalam menginduksi ketahanan secara 

sistemik. Flagella merupakan salah satu komponen yang dapat memicu ketahanan 

induksi dari suatu tanaman. Sebab didalam flagella terdapat flagellin yang dapat 

menimbulkan respon pertahanan pada tanaman (Bakker et al., 2007). Mekanisme 

dari induksi ketahanan ini bersifat sistemik, berspektrum luas dan tahan lama 

(Supriadi dan Rosita, 2012). Akan tetapi tergantung dari pada senyawa yang 

digunakan dalam induksi ketahanan, kondisi dari tanaman itu serta lingkungan 

tumbuh tanaman tersebut (Walters  et al. 2005). Keberhasilan dari induksi 

ketahanan bervariasi dari 20% hingga 85% (Walters  et al. 2005). 

 

2.4 Flagella Bakteri Ralstonia solanacearum 

Flagella merupakan bulu-bulu cambuk yang dimiliki oleh beberapa jenis 

bakteri, letak flagella berbeda-beda tergantung kepada spesiesnya. R. 

solanacearum memiliki flagella. Flagella berfungsi sebagai alat gerak, selain 

sebagai alat gerak flagela juga dapat digunakan untuk mengetahui keadaan 

lingkungan atau dapat juga digunakan sebagai alat indra dan alat bantu untuk 

menangkap makanan. 

Flagella tersusun atas 3 bagian yaitu pangkal yang merupakan bagian yang 

berhubungan dengan membrane plasma, hook, serta filament yang memiliki 

bentuk seperti benang-benang yang panjangnya sampai beberapa kali lebih 

panjang dari tubuh bakteri. Gelendong spiral ini tersusun atas protein yang disebut 

dengan flagellin. Flagellin bakteri merupakan komponen protein utama flagella, 
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sehingga flagella dapat menimbulkan respon pertahanan pada tanaman (Peter el 

al, 2007). Flagella bakteri sebelumnya telah digunakan dalam penelitian induksi 

ketahanan ISR dengan menggunakan Pseudomonas fluorescens (PF) (Peter el al, 

2007). 

Dalam mengamati gerak bakteri ada dua hal yang harus diperhatikan yaitu 

motalitas bakteri dan gerak brown. Bakteri yang memiliki sifat motil akan nampak 

jelas bergerak dan pergerakannya melaju kearah tertentu, sedangkan untuk sel 

bakteri yang tampak seperti gerak brown adalah gerakan yang bukan berasal dari 

bakteri itu sendiri melainkan dikarenakan adanya pertikel-partikel air yang ada 

disekeliling sel atau adanya energy kinetik (Volk, 1988). 
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BAB 3. BAHAN DAN METODE  

 

3.1 Waktu dan Tempat 

 Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Divisi Biomolekuler dan 

Bioteknologi Center for Development of Advanced Sciences and Tecnology 

(CDAST) Universitas Jember. Penelitian dimulai pada bulan Juli 2016-September 

2017. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: kamera digital, 

gelas ukur, pisau steril, pinset, petridish, tabung reaksi, mikropipet, tip, tabung 

appendorf, autoklaf, laminar air flow, jarum ose, cutter, alumunium foil, kapas, 

tissue, vortex, lemari pendingin, inkubator, rak tabung reaksi, rak appendorf, filter 

membran 0,25 µm, erlenmeyer, gelas ukur, timbangan, pH meter, alat PCR, gel 

doc, elektroforesis, centrifuge, ultracentrifuge, spektrofotometer, syring, 

mikroplatereader, falkon, dan alat lain yang mendukung penelitian. 

 

3.2.2 Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini melipiti: sample 

tanaman yang bergejala layu bakteri, media Cassaminozcid Pepton Glucose 

(CPG), glukosa, aquadest, alkohol, gliserol, bahan deteksi phcA dan fliC dengan 

PCR, master mix solution (merk kappa), tanaman tembakau, sdan bahan lain yang 

mendukung penelitian. 

 

3.3 Persiapan Penelitian 

Menyiapkan media Cassaminoacid Pepton Glucose (CPG) dengan ditambah 

Tryphenil Tetrazolium Chloride (TZC) sebagai media tumbuh R. solanacearum. 

Mencari sampel tanaman sakit dari Antirogo,Kabupaten Jember pada tanaman 

terong. Apabila persiapan penelitian sudah dilaksanakan, maka penelitian siap 

dilakukan sesuai dengan prosedur 
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3.4 Pelaksanaan Riset 

3.4.1 Isolasi R. Solanacearum 

Isolat bakteri R. solanacearum yang akan digunakan dalam penelitian ini 

adalah DT3 yang diperoleh dari tanaman terong berasal dari Antirogo, Jember. 

Akar tanaman terong di desinfeksi permukaannya dengan 70% alkohol dan dibilas 

2 kali dengan air steril dan ditumbuhkan pada media YPGA (Yeast Peptone 

Glucose Agar) dan diinkubasi selama 48 jam. Setelah diinkubasi mengamati 

koloni, koloni yang tumbuh digoreskan pada media CPG (Cassaminoacid Peptone 

Glucose) dan diinkubasi selama 48 jam. Isolat ini kemudian diperbaharui dengan 

cara menumbuhkan isolat  R. solanacearum pada media cair CPG dan digojok 

selama satu malam. Sebanyak 700 µl suspensi bakteri diambil dengan micropipet 

kemudian dituangkan pada eppendorf dengan ukuran 1500 µl dan ditambahkan 

gliserol sebanyak 300 µl kemudian divortek. Stok bakteri ini dapat digunakan dan 

disimpan pada suhu -80°C. Cara memperbanyak isolat R. solanacearum dilakukan 

dengan CPG cair dan streak plate pada media CPG padat . 

  

3.4.2 Ekstraksi DNA Bakteri 

Kultur bakteri yang ditumbuhkan pada media cair yang berumur 24 jam 

diambil sebanyak 1500 µl dan disentrifuge selama 20 menit pada 4°C dengan 

kecepatan 12.000 rpm. Supernatan dibuang, pelet ditambah dengan Phenol : 

Chloform : Isoamyl – 25 : 24 : 1 (PCI) dan TE buffer dengan perbandingan 1:1, 

kemudian dihomogenkan dengan vortek dan diinkubasi pada -20°C selama 60 

menit, setelah diinkubasi disentrifuge selama 15 menit kecepatan 12.000 rpm pada 

suhu 4°C. Supernatan diambil dan ditambah 10% 3M sodium asetat serta etanol 

dingin 97% sebanyak 2,5 x volume sampel, vortek hingga homogen dan 

diinkubasi pada suhu -20°C selama 60 menit hingga DNA terpresipitasi. Setelah 

itu disentrifuge selama 10 menit dengan kecepatan 12.000 rpm pada suhu 4°C. 

Supernatan dibuang, pelet dicuci dengan 500 µl 70% etanol kemudian 

dihomogenkan dan disentrifuge pada kecepatan 12.000 rpm dengan suhu 4°C 

selama 5 menit. setelah itu pelet dikering anginkan dan disesuspensi dengan 50 µl 
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TE buffer dan divortex hingga homogen dan disimpan pada suhu 4°C. Pelet ini 

adalah DNA yang akan digunakan pada PCR. 

 

3.4.3 Deteksi gene fliC dan phcA pada isolat R. Solanacearum 

Untuk mengetahui isolate bakteri yang diperoleh adalah R. Solanacearum, 

maka dilakukan identifikasi dengan menggunakan teknik PCR dengan primer fliC 

dan phcA. Campuran yang digunakan dalam proses PCR (20µl) dengan 

menggunakan primer fliC dengan ukuran sekitar 400 bp menggunakan pasangan 

primer fliC R: 5’GGCGGCCTTCAGGGAGGTC 3’ dan primer fliC F : 

5’GAACGCCAACGGTGCGAACT 3’ terdiri atas 7µl ddH2O, 1 µl Primer R, 1 µl 

primer F, 1 µl sample DNA, 10 µl 2×PCR mix (kappa). Untuk primer phcA 

dengan ukurang sekitar 1228 bp menggunakan pasangan primer phcA R: 5’ GCC 

CGG TAC CTT TGT TAT GCA CTG AAA CGA AAA 3’ dan phcA F: 5’ CGC 

GTC TAG AAC TCA TCC TCC TTT TCT GCA TC  3’  terdiri atas 7µl ddH2O, 

1 µl Primer R, 1 µl Primer F, 1 µl sample DNA, 10 µl 2×PCR mix (Kappa). 

Amplikasi DNA dilakukan pada kondisi berikut: Pre-denaturasi suhu 95ºC selama 

5 menit, Denaturasi pada suhu 95
º
C selama 30 detik, Anneling pada suhu 55

º
C 

selama 30 detik, Elongasi pada suhu 72
º
C selama 40 detik, Final extension pada 

suhu 72ºC selama 3 menit dengan 30 siklus. 

 

3.4.4 Elektroforesis Hasil PCR 

Hasil PCR dielektroforesis pada gel agarose 1% dengan bufer 1×TBE. 

Setelah itu dimasukkan 2µl marker (Gene-Aid) dan 5 µl sample DNA ke dalam 

lubang sumur sample. Arus listrik dialirkan 100 volt selama 30 menit. Gel 

kemudian direndam dalam bufer TBE yang mengandung Etidium Bromide selama 

10-15 menit dan divisualisasi sinr ultraviolet dengan menggunakan alat UV Gel 

Documentation System Major Science. Visualisasi hasil elektroforesis DNA 

bakteri dilakukan dengan proses perendaman gel agarose pada Etidium Bromide 

(EtBr). 
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3.4.5 Deteksi Aktivitas Pergerakan R. solanacearum dengan Flagella 

Bakteri yang telah diremajakan kemudian di deteksi aktifitas pergerakan 

flagella, dengan melihat pergerakan bakteri pada media CPG agar dengan 

konsentrasi 2% dan 0,4% agar per 100 ml CPG, pada suhu 28ºC selama 24 jam. 

Tujuan deteksi aktivitas pergerakan flagela adalah untuk melihat adanya 

pergerakan yang dilakukan oleh bakteri. 

 

3.4.6 Isolasi Flagella R. solanacearum 

3.4.6.1 Kultur R. solanacearum 

Kultur R.solanacearum yang telah dideteksi pergerakan flagella kemudian 

dikulturkan pada media CPG cair. Kultur R.solanacearum diambil 2000 µl 

kemudian ditumbuhkan pada media CPG cair 400 ml dan inkubasi pada dengan 

suhu 28°C selama 12-20 jam. 

 

3.4.6.2 Ekstraksi flagella dan Analisis Kandungan Protein Terlarut 

Kultur yang telah diinkubasi selama 12-20 jam pada suhu 28°C kemudian 

dicentrifuge pada 10.000 rpm 4
o
C selama 10 menit. Supernatan dibuang, pelet 

ditambah buffer fosfat dicentrifuge pada 10.000 rpm 4
o
C selama 10 menit, 

supernatan dibuang pelet ditambah dengan bufer fosfat 0,01 M dan dicukur 

dengan tekanan jarum berukuran 22-gauge kemudian dicentrifuge pada 12.000 

rpm 4
o
C selama 10 menit. Supernatan diambil kemudian dicentrifuge pada 40.000 

rpm 4
o
C selama 2 jam. Supernatan dibuang dan pelet yang berisi flagella 

ditambah dengan bufer fosfat. Pelet yang diperoleh mengandung protein terlarut. 

Analisis kandungan protein terlarut menggunakan metode Bradford (1976). 

Sebanyak 5 µl suspensi flagella ditambah dengan 995 µl reagen Bradford 

diinkubasi 15 menit. Warna yang terbentuk diukur absorbansinya dengan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 595 nm. 

 

3.4.7 Profil Protein Flagellin R.solanacearum pada SDS-PAGE 

Sampel flagella ditambah buffer loading dengan perbandingan 2 : 1, 

kemudian didenaturasi pada air mendidih selama 5 menit. Sampel yang sudah 
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didenaturasi dimasukkan ke dalam sumur gel sebanyak 10-20 µl dan 

dielektroforesis pada 70 volt selama 2,5 - 3 jam. Langkah-langkah yang dilakukan 

yaitu pembuatan separating gel dan stacking gel. Separating gel dibuat dengan 

konsentrasi akrilamida 12.5% dengan stok akrilamida 30% 3125 µl, 2750 µl Tris-

HCl pH 8.8, 75 µl SDS 10 %, 75 µl ammonium persulfat (APS) dan 625 µl N, N, 

N', N'-tetramethylethylenediamine (TEMED), ddH2O 1505 µl dan stacking gel 

dibuat dengan stok akrilamida 30% 450 µl, 380 µl 1 M Tris-HCl pH 6.8, 30 µl 

SDS 10 %, 30 µl APS, 5 µl (TEMED) dan ddH2O 2110 µl. Hasil pemisahan 

protein selanjutnya di cat dengan Commasie Briliant Blue (CBB) 1% (Fatchiyah 

et al, 2011). 

 

3.4.8 Pengaruh Infiltrasi Flagella Terhadap Reaksi Hipersensitif 

Pengujian reaksi hipersensitif pada tanaman tembakau umur 6 minggu, pada 

posisi daun nomor 2,3 dan 4 dari daun paling bawah, dengan menyuntikan 

suspense flagella pada konsentrasi 0,1 µg/µl dan 0,02  µg/µl dan diinkubasi 

selama 24 jam. Setelah 24 jam diinokulasi kembali dengan bakteri pada kerapatan 

10
9 

cfu/ml, 10
8
 cfu/ml, 10

7 
cfu/ml, 10

6
 cfu/ml dan 10

5
 cfu/ml (pada perlakuan 

kombinasi). Pada perlakuan lain dilakukan inokulasi suspense flagella saja pada 

konsentrasi 0,1 µg/µl dan 0,02  µg/µl dan bakteri pada kerapatan 10
9 

cfu/ml, 10
8
 

cfu/ml, 10
7 

cfu/ml, 10
6
 cfu/ml dan 10

5
 cfu/ml, kemudian diinkubasi 24 jam. 
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Gambar 3.1 Cara inokulasi, air steril (a), flagella (b), bakteri (c) dan inokulasi 

flagella serta inokulasi kedua dengan bakteri dilakukan setelah 24 

jam inokulasi flagella (d) 

 

Gambar 3.2 Posisi daun tembakau yang diinokulasi (a) pada 0 jam inokulasi lalu 

diamati peroksidase dan total fenol, (b) pada 12 jam setelah inokulasi 

lalu diamati peroksidase dan total fenol, dan (c) pada 24 jam setelah 

inokulasi lalu diamati peroksidase dan total fenol 
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3.4.9 Analisis Senyawa Ketahanan pada Daun Tembakau 

3.4.9.1 Analisis Peroksidase dan Analisis Kandungan Protein Terlarut 

Analisis peroksidase dilakukan dengan mengambil sample daun tembakau 

dari hasil uji HR selama 0 jam,12 jam dan 24 jam setelah inokulasi bakteri 

tanaman sehat, Flagella 0,1 µg/µl, RS 1 bakteri kerapatan 0,01 CFU/ml, RS 2 

bakteri kerapatan 0,0001 CFU/ml, flagella+RS 1  (kombinasi flagella 0,1 µg/µl 

dengan konsentrasi bakteri 0,01 CFU/ml),dan flagella+RS2 (kombinasi flagella 

0,1 µg/µl dengan konsentrasi bakteri 0,0001 CFU/ml). Sebanyak 1 gram daun 

dipotong kecil dan dihaluskan dengan mortal, kemudian ditambah dengan pasir 

laut (seasand) secukupnya dan bufer fosfat 0,1 M (pH 6,5) (sampel dan bufer 

fosfat = 1:2). Hasil ektraksi dimasukkan kedalam appendof dan dicentrifuge 

selama 10 menit dengan kecepatan 12.000 rpm pada suhu 4
o
C, supernatan 

dipindah ke appendof baru. Supernatant yang didapat mengandung protein 

terlarut, sedangkan pelet mengandung protein tidak terlarut 

Penentuan aktivitas peroksidase dengan mengambil hasil gerusan sampel 

sebanyak 5 µl supernatan diambil ditambah dengan 150 µl pirogalol 0,05 M; dan 

25 µl H2O2 1%. Kemudian kandungan peroksidase (unit/mg protein) diukur pada 

mikroplate reader dengan panjang gelombang λ 420 nm selama 20 detik dengan 

interval waktu pengukuran 3 menit. 

 

3.4.9.2 Analisis total fenol 

Penentuan kandungan total fenol ekstrak ditentukan melalui uji Folin 

Ciocalteu (Conde, et al., 1997) dengan sedikit modifikasi. Analisis ini 

menggunakan sample yang sama untuk analisis peroksidase diambil sebanyak 200 

µl, ditambah dengan 100 µl reagen Folinciocalteus 50%, 750 µl ddH2O dan 

diinkubasi 3 menit. Setelah diinkubasi ditambah dengan 300 µl Na2CO3 2% dan 

divortek kemudian diinkubasi kembali selama 10 menit pada suhu 28°C. 

Selanjutnya dipanaskan dalam suhu 45°C selama 20 menit, dan kandungan total 

fenol (mg/g) diukur pada panjang gelombang λ 755 nm.  
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1  Kesimpulan 

1. Isolat layu bakteri yang diambil dari tanaman terong asal Kabupaten Jember

secara visual dan karakteristik adalah R. solanacearum, dan diperkuat dengan

hasil identifikasi menggunakan PCR dengan primer phcA menunjukkan target

teramplifikasi fragmen DNA 1228 bp dan fliC menunjukkan target

teramplifikasi fragmen DNA 400 bp.

2. Pita protein flagellin pada SDS-PAGE R. solanacearum ditunjukkan pada  30

kDa.

3. Inokulasi flagella R. solanacearum pada tembakau dapat menekan penyebaran

R. solanacearum pada kerapatan bakteri 10
8
 cfu/ml hingga 10

7
 cfu/ml dengan

konsentrasi flagella terbaik 0,1 µg/µl.

4. Analisis aktivitas peroksidase dan kandungan total fenol menunjukkan bahwa

penekanan kejadian penyakit R. solanacearum oleh flagella R. solanacearum

terjadi melalui mekanisme pengimbasan ketahanan tanaman.

5.2  Saran 

Perlunya dilakukan penelitian lanjutan untuk mendapatkan konsentrasi 

flagella yang lebih tinggi sehingga nantinya didapatkan konsentrasi yang optimum 

untuk menghambat R. solanacearum.  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Uji patogenisis R. solanacearum pada daun tembakau 
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Lampiran 2. Diameter Diameter koloni pada media CPG padat dengan  konsentrasi 2% agar dan 0,2% 
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Lampiran 3. Gambar pergerakan bakteri pada media CPG 0,4% dan 2% agar 

setelah 24 jam 

 

 

Lampiran 4. Gambar pergerakan bakteri pada media CPG 2% dan 0,2% agar 

setelah 4 jam 
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Lampiran 5. Hasil Perhitungan Aktivitas Peroksidase Daun Tanaman Tembakau 

Waktu Pengambilan 

sample 

Unit/mg protein 

Air Steril Tanaman sehat Flagella RS 1 RS 2 Flagella+RS1 Flagella+RS2 

0  jam 0.71 0.40 2.40 0.33 0.55 0.84 1.02 

12 jam 0.74 0.43 3.04 0.51 0.65 0.73 0.90 

24 jam 0.53 0.32 1.10 0.43 0.34 0.69 1.13 

 

Lampiran 6. Hasil Perhitungan Total Fenol Daun Tanaman Tembakau 

Waktu Pengambilan 

sample 

mg/g 

Air seteril Tanaman sehat Flagella RS 1 RS 2 Flagella+RS1 Flagella+RS2 

0 jam 29.36 17.12 19.01 20.05 15.76 14.54 14.73 

12 jam 36.16 19.71 18.62 26.81 17.04 21.78 13.65 

24 jam 21.70 27.60 14.68 22.69 10.17 16.99 20.20 
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Lampiran 7. Grafik standard Fenol Total yang digunakan 

 

 

 

Lampiran 8. Grafik standard Bradford yang digunakan 
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