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RINGKASAN 

Determinasi Molekular Bakteri Ralstonia solanacearum dan Karakterisasi 

Bakteriofag DT3A; Moh. Miftah Farid.MS; 162520101004; 38 halaman; 

Program Studi Magister Bioteknologi Pascasarjana Universitas Jember. 

Bakteri patogen Ralstonia solanacearum adalah penyebab penyakit layu 

bakteri, penyakit dikategorikan sebagai penyakit bakteri paling merusak 

dikarenakan kisaran inang yang sangat luas dan menyebabkan kehilangan 

produksi yang besar. Deteksi dan identifikasi yang cepat dan akurat menjadi 

penentu didalam upaya pencegahan dan pengendalian penyakit ini. Salah satu 

metode yang dapat dimanfaatkan untuk hal itu adalah penggunaan metode PCR 

(Polymerase Chain Reaction). Upaya-upaya pengendalian penyakit ini seperti 

penggunaan varietas tahan dan penggunaan pestisida kimia belum memberikan 

hasil yang optimal. Disisi lain pengendalian penyakit berbasis biologi dengan 

keunggulannya seperti ramah lingkungan dan kefektifannya yang berkelanjutan 

telah banyak diteliti seperti salah satunya adalah pemanfaatan bakteriophage 

(phage therapy) yaitu virus yang mempunyai kespesifikan didalam menginfeksi 

bakteri inang. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi dan mendeterminasi 

isolat bakteri R. solanacearum yang diisolasi dari 4 tanaman Solanaceae seperti 

tomat, cabai, terong dan tembakau. Tanaman- tersebut berasal dari 4 Kabupaten di 

Jawa Timur yaitu Jember, Bondowoso, Situbondo dan Banyuwangi yang 

selanjutnya dilakukan pengujian kisaran inang menggunakan bakteriofag DT3A. 

Sebanyak 24 isolat yang berhasil diisolasi dilakukan identifikasi 

menggunakan metode PCR dengan primer fliC, yaitu primer spesifik mengkode 

flagellar dari subunit protein flagellin dengan panjang target 400 bp, hal ini 

menunjukkan bahwa ke 24 isolat merupakan bakteri R. solanacearum.  

Selanjutnya determinasi dilanjutkan menggunakan primer primer phyllo 1F dan 

sekuen target teramplifikasi sepanjang 144 bp hal ini menunjukkan bahwa ke 24 

isolat merupakan bakteri R. solanacearum phyllotipe I yang berasal dan tersebar 

di kawasan benua Asia. Metode multiplex PCR menggunakan 2 primer yaitu 

primer RsSC panjang target 296 bp dan Primer RsSA dengan panjang target 132 

bp, sebanyak 24 isolat menujukkan teramplifikasinya pita DNA pada ukuran 296 
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bp hal ini menunjukkan bahwa ke 24 isolat merupakan R. solanacearum spesies 

complex (RsSC) sedangkan untuk target primer sepanjang 132 bp tidak muncul 

mengindikasikan ke 24 isolat bukan merupakan R. solanacearum Ras 3 Biovar 2 

(select agent) hal ini dikuatkan dengan hasil pengujian hipersensitif respon yang 

menunjukkan ke 24 isolat tersebut menyebabkan gejala nekrotik coklat kehitaman 

disertai halo pada 36 jam setelah infiltrasi yang merupakan ciri dari Ras 1. 

Analisa genom bakteriofag DT3A menggunakan 5 enzim restriksi yaitu 

DNAse I, RNAse A, Exonuclease I, S1 nuclease dan XhoI  memberikan informasi 

bahwa jenis asam nukleat DT3A merupakan DNA untai ganda (double stranded 

DNA). Pengujian kisaran inang yang menggunakan metode pendekatan spot test 

menunjukkan bahwa bakteriofag DT3A mampu menyebabkan lisis yang ditandai 

dengan muculnya plaque 18 dari 24 isolat dengan keterangan plaque bening 

berjumlah 10, 8 isolat menunjukkan plaque keruh dan 6 isolat sisanya tidak 

menunjukkan adanya plaque. 

 

Kata kunci : Ralstonia solanacearum, multiplex PCR, bakteriophage DT3A, 

analisis genom.  
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SUMMARY 

Molecular Determination of Ralstonia solanacearum and Characterization of 

Bacteriophage DT3A; Moh. Miftah Farid. MS; 162520101004; 2018: 38 pages; 

Study Program of Biotechnology, Post Graduate Program, University of Jember. 

 

Pathogenic bacteria Ralstonia solanacearum is the causative agent of 

bacterial wilt disease, categorized as the most destructive bacterial disease due to 

a very wide range of hosts and causes a large production loss. Rapid and accurate 

detection and identification becomes determinant in prevention and control of this 

disease. One method that can be utilized for that use of PCR (Polymerase Chain 

Reaction). Efforts to control the disease such as the use of resistant varieties and 

the use of chemical pesticides has not given optimal results. On the other hand 

biological-based disease control with its advantages such as environmentally 

friendly and its sustainable effectiveness has been widely studied such as one of 

them is the utilization of bacteriophage (phage therapy) that is virus that has 

spesificity in infecting host bacterium. This study aims to identify and to 

determine isolates of  bacteria R. solanacearum isolated from 4 Solanaceae plants 

such as tomatoes, chili, eggplant and tobacco. in East Java, namely Jember, 

Bondowoso, Situbondo and Banyuwangi, which then tested host ranges using 

bacteriophage DT3A. 

A total of 24 isolated isolates were identified using PCR method with 

primer fliC, which is the flagellar-specific primer of the flagellin protein subunit 

with a target length of 400 bp, indicated that the 24 isolates were R. solanacearum 

bacteria then determination was continued using the primer phyllo 1F and 

amplified target sequence with a target length of 144 bp indicates that 24 isolates 

are R. solanacearum phyllotipe I bacteria origin and scattered in Asian geographic 

PCR mutltiplex method using 2 primers of RsSC primer and RsSA primer with 

target length of 296 bp and 132 bp, 24 isolates showed the amplification of DNA 

bands of 296 bp. This shows that the 24 isolates were R. solanacearum species 

complex (RsSC) , while a target length of 132 bp did not appear This indicated 

that 24 isolates were not R. solanacearum Race 3 Biovar 2 (R. solanacearum 

select agent) (RsSA) or this was confirmed by the result of hypersensitive test 
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response that showed to 24 isolates causing blackish brown necrotic symptoms 

with halo at 36 h after infiltration which is characteristic of Race 1. 

 Bacteriophage genome analysis of DT3A use 5 restriction enzymes, 

DNAse I, RNAse A, Exonuclease I, S1 nuclease and XhoI, provided that DT3A 

nucleic acid is double stranded DNA. Testing of host range using spot test method 

showed that DT3A bacteriophage was able to cause lysis characterized by a 

plaque 18 of 24 isolates with clear plaque description of 10, 8 isolates showed a 

cloudy plaque and the remaining 6 isolates showed no plaque.  

 

Keywords: Ralstonia solanacearum, multiplex PCR, bacteriophage DT3A, 

genome analysis   
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 latar belakang 

Ralstonia solanacearum adalah penyebab penyakit layu bakteri (Fegan dan  

Prior, 2005) dengan kisaran inang yang luas termasuk tanaman-tanaman yang 

bernilai ekonomi tinggi seperti tembakau (Nicotiana tabacum), pisang (Musa 

paradisiaca), tomat (Lycopersicum esculentum), kacang tanah (Arachis 

hypogaea), terong ( Solanum melongena), kentang (Solanum tuberosum), dan jahe 

(Zingiber officinale)( IPDN, 2014). Bakteri ini berbentuk batang, bersifat aerobik, 

digolongkan dalam Gram negatif, oksidase dan katalase positif, mampu 

mereduksi nitrat dan digolongkan patogen tular tanah yang umumnya menyerang 

tanaman yang banyak mengandung air atau herbaceous (Kresten et al .,2001;, 

Wahyuni, 2010). 

 Patogen penyebab penyakit layu bakteri menyebabkan kerugian yang 

sangat besar pada wilayah dengan iklim tropis dan subtropis (Denny, 2006). 

Bahkan Meng, (2013) mengkategorikan penyakit ini sebagai penyakit bakterial 

tunggal yang paling merusak karena sifat agresivitas yang tinggi, distribusi 

geografis penyebaran yang luas dan tanaman inang yang sangat bervariasi, 

keagresivitasan penyakit ini ditunjukkan dengan mampu menyebabkan kelayuan 

sempurna pada tanaman tomat dalam jangka waktu beberapa jam saja (Goto, 

1992) dan berpotensi mengurangi produksi panen mencapai 45-100 % 

(Suhartiningsih, 2015; Balamurugan et al., 2017). 

The International Plant Diagnostic Network (IPDN) tahun 2014 melaporkan 

bahwa 3 juta petani dengan luas area 1,5 juta hektar di 50 negara mengalami 

kerugian 950 juta dolar Amerika karena penyakit layu bakteri. Oleh karena itu 

dibutuhkan suatu metode deteksi dan identifikasi yang cepat dan akurat guna 

mencegah penyebaran serta mengendalikan patogen penyakit layu bakteri 

misalnya dengan teknik multipleks Polymerase Chain Reaction (PCR) (Stulberg 

et al., 2015). Identifikasi secara akurat, cepat dan stabil dapat berguna dalam 

pengambilan keputusan pengendalian bagi petani selain menjadi dasar acuan 
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petugas karantina suatu negara dalam kaitannya mendapatkan informasi 

epidemiologi, patogenisitas, kisaran inang dan asal geografis bakteri, proses 

taksonomi dan nomenklatur kelompok bakteri yang berguna dalam hal patologi 

tanaman (Fegan and Prior, 2005). 

Upaya strategi pengendalian penyakit layu bakteri misalnya menggunakan 

varietas tahan mempunyai tingkat stabilitas yang kurang, hal ini dikarenakan di 

setiap wilayah memiliki tingkat kepadatan populasi bakteri patogen, strain dan 

struktur keadaan tanah yang bervariasi (Ahmed et al., 2013) sedangkan 

pengendalian menggunakan bakterisida kimiawi didalam pengendalian bakteri 

patogen dianggap kurang berhasil (Wahyuni, 2010), sisi lain pemanfaatan agens 

biokontrol yang efektif menjadi salah satu pilihan alternatif pengendalian bakteri 

misalnya dengan  pemanfaatan bakteriofag (Jones et al., 2012). 

 

1.2 Rumusan masalah 

1. Bagaimana karakteristik dan pengelompokkan bakteri R. solanacearum asal 

Jember, Banyuwangi, Bondowoso dan Situbondo secara molekuler? 

2. Bagaimana karakteristik dan virulensi bakteriofag terhadap beberapa isolat R. 

solanacearum? 

 

1.3.Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengidentifikasi dan mengelompokkan bakteri R. solanacearum asal 

Jember, Banyuwangi, Bondowoso dan Situbondo melalui pendekatan 

molekuler 

2.  Untuk mengkarakterisasi partikel bakteriofag dan mengetahui kisaran inang 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Bakteri Ralstonia solanacearum dan Penyakit layu bakteri 

Bakteri R. solanacearum memiliki morfologi berbentuk batang pendek 

ujung membulat dengan ukuran sel tunggal  0,5-0,7×1,5–2,0 μm, dapat bergerak 

dengan menggunakan bulu getar (flagela polar multitrik) (Gambar 2.1 A), 

polisakarida ekstraseluler diproduksi oleh sel yang virulen dan sebaliknya 

(Arwiyanto,2013; Champoiseau et al., 2009). Bakteri yang virulen akan 

membentuk koloni bulat tidak teratur, kebasah-basahan, berwarna putih dengan 

pusat koloni berwarna merah muda pada media Triphenyl Tetrazolium Chlorida 

(TZC) (Gambar 2.1 B) dan optimum tumbuh pada suhu 37° C (Hayward, 1964; 

Sagar et al ., 2014). 

 

 Gambar 2.1. Morfologi bakteri R. solanacearum (A) dan Koloni R. solanacearum  

pada media TZC (Sumber : Kresten et al ., 2001; Champoiseau et 

al., 2009) 

 

Bakteri R. solanacearum sebagai penyebab penyakit layu bakteri 

menginfeksi melalui luka pada akar tanaman, luka yang disebabkan proses alami 

akibat pertumbuhan akar, luka mekanis dari alat-alat pertanian maupun serangan 

nematoda (Hartati dan Karyani, 2014; Borkar, 2017). Patogen yang berhasil 
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menginfeksi tanaman akan memanfaatkan nutrisi tanaman untuk memperbanyak 

diri di dalam pembuluh vaskuler sehingga pembuluh vaskuler sebagai jalan 

transportasi air tersumbat oleh massa bakteri, selain itu rusaknya jaringan 

pengangkut akibat enzim-enzim yang disekresikan oleh bakteri yang mampu 

mendegradasi dinding jaringan pengangkutan tanaman (Addy, 2015), hal ini yang 

menyebabkan gejala layu muncul pada saat tengah hari atau saat penyinaran 

matahari penuh dengan suhu lebih dari 30° C (Borkar, 2017). 

Penyebaran penyakit layu bakteri didukung oleh faktor biotik dan abiotik 

diantaranya faktor biotik yaitu kemampuan bakteri dalam bertahan hidup pada 

sisa sisa tanaman yang telah terinfeksi serta kemampuan bertahan didalam tanah 

dengan jangka waktu yang lama hingga mendapatkan tanaman inang yang sesuai 

bahkan bakteri ini juga mampu hidup pada inang sementara berupa gulma tanpa 

menunjukkan gejala (Borkar, 2017; Goto, 1992). Komoditas seperti kentang, jahe 

dan kunyit yang umbinya berada dalam tanah mempunyai potensi penyebaran 

lebih tinggi melalui bibit umbi yang telah terinfeksi (Borkar, 2017). Faktor abiotik 

(lingkungan) juga berpengaruh positif didalam perkembangan dan penyebaran 

penyakit ini seperti iklim yang lembab (hangat), pH tinggi serta curah hujan tinggi 

(Denny, 2006; Borkar, 2017) serta alat-alat pertanian dan irigrasi yang telah 

terkontaminasi bakteri juga mendukung dalam penyebaran penyakit ini (Wahyuni, 

2010). 

Tanaman yang terserang patogen layu bakteri menunjukkan gejala khas di 

setiap tanaman seperti pada tanaman tomat akan menunjukkan gejala layu pada 

daun muda terlebih dahulu disusul dengan daun yang lebih tua hingga tanaman 

akan layu sempurna (mati) dalam 2-3 hari hingga tanaman mati (Gambar 2.2 A), 

namun apabila kondisi tidak mendukung maka penyakit perkembangan akan juga 

melambat dengan gejala epinasti pada daun dan munculnya akar adventif pada 

batang. Batang tomat yang telah mengalami layu bakteri akan mengalami 

kerusakan pada bagian jaringan vaskularnya (berwarna coklat gelap) nampak 

apabila dibelah secara vertikal (Borkar, 2017).  
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Gejala layu pada tomat juga dapat terjadi tanpa diawali dengan 

menguningnya daun sehingga dapat dengan waktu yang relatif singkat dapat 

menyebabkan gejala layu sempurna (Balamurugan et al., 2017; NCSU, 2011). 

 

 

Gambar 2.2. Gejala Penyakit layu bakteri pada tanaman tomat (A), tanaman cabai  

(B), tanaman terong (C) dan tanaman tembakau (D) (Sumber : 

Champoiseau et al., 2009; Cattlin, 2017; Reddy, 2014; Clemson 

Universty- USDA, 2018) 

 

Berbeda dengan dengan gejala pada tanaman tomat, gejala pada tanaman 

cabai dan terong yang terserang patogen layu bakteri ialah daun paling tua (bagian 

bawah) akan layu terlebih dahulu. Pelayuan berlangsung secara bertahap ataupun 

juga dapat secara cepat, pelayuan juga dapat terjadi di seluruh ranting daun atau  
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juga di sebagian ranting saja dan gejala ini disertai gugurnya daun yang telah 

menguning (Gambar 2.2 B dan Gambar 2.2 C), gejala layu pada tanaman 

umumnya muncul pada kondisi terik matahari dan tanaman akan kembali normal 

(tegak) kembali pada malam hari (Borkar, 2017; Revathi et al., 2017; Momol et 

al., 2001). 

Gejala layu bakteri pada tanaman tembakau dapat terjadi layu pada sebagian 

sisi tanaman saja. Apabila kondisi mendukung maka akan terjadi layu sempurna 

diseluruh daun hingga tanaman akan mati, sedangkan bila kondisi kurang 

mendukung maka pertumbuhan tembakau akan terhambat (kerdil) disertai tangkai 

daun yang menghitam khususnya pada tangkai daun yang dekat dengan 

permukaan tanah (Borkar, 2017). 

Secara fenotipe bakeri R. solanacearum terbagi 5 Ras berdasarkan kisaran 

inang dan berdasarkan kemampuan bakteri dalam memanfaatkan 3 gula alkohol 

(mannitol, sorbitol, dulcitol) dan 3 disakarida (maltose, laktos, cellobiose) terbagi 

6 biovar (EPPO,2004). Keanekaragaman genetik yang tinggi dimilki setiap strain 

R. solanacearum memicu proses identifikasi dan determinasi molekuler terus 

dilakukan guna mendapatkan jawaban akan variasi fenotipe dan genotipe dalam 

spesies, hal tersebut yang menjadi para peneliti termasuk bagi Fegan dan Prior, 

(2005) yang mengklasifikasikan R. solanacearum menjadi R. solanacearum 

spesies complex, hal itu didukung dari banyaknya studi tentang homologi DNA 

dari strain R. solanacearum yang mengungkapkan bahwa keterkaitan antar isolat 

spesies R. solanacearum seringkali kurang dari 70% dari ambang batas yang 

umumnya diharapkan dalam suatu spesies 

Penelitian-penelitian yang dilakukan guna mendeterminasi R. solanacearum 

seperti yang dilakukan Cook et al. (1989) yang menggunakan metode random 

Fragment Length Polymorphism (RFLP) yang melaporkan R. solanacearum  

terbagi menjadi 2 divisi yaitu divisi terdiri dari  strain biovar 3, 4 dan 5 yang 

diisolasi dari kawasan Asia dan divisi 2 terdiri dari strain biovar 1, 2 dan N2 yang 

diisolasi dari kawasan Amerika.  

Identifikasi lanjutan menggunakan metode analisis 16S rDNA-23S rDNA 

pada daerah ITS (Intergenic Spacer Region) dengan fokus pada gen 
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polygalacturonase dan gen endoglucanase, hasilnya adalah R. solanacearum 

terbagi menjadi 4 tipe berdasarkan filotipenya yang berkolerasi dengan 

penyebarannya yaitu filotipe I yang berasal dan tersebar di kawasan benua Asia, 

filotipe II yang berasal dan tersebar di benua Amerika, filotipe III yang berasal 

dan tersebar di benua Afrika serta filotipe IV yang berasal dan tersebar di 

Indonesia (Fegan dan Prior, 2005). Laporan yang dikemukakan oleh Safni., et al 

(2014) menyebutkan bahwa R. solanacearum spesies complex terbagi menjadi 

tiga genospesies yaitu R. solanacearum (Phylotipe II), R. pseudosolanacearum ( 

Phylotipe I dan III) dan R. syzigii (Phylotipe IV), hal tersebut didasari pada 

analisa filogenetik 16S-23S Rrna ITS gene sequences, 16S–23S rRNA Intergenic 

Spacer region Sequences(ITS) dan hibridisasi DNA. 

Identifikasi dan determinasi bakteri patogen yang cepat dan efektif sangat 

diperlukan guna mendukung keamanan pangan suatu negara dalam kaitanya 

menjaga hama penyakit tumbuhan khususnya bakteri patogen yang belum ada / 

non endemik di negara tersebut untuk tidak masuk dan berpotensi menyebabkan 

kerugian besar pada budidaya tanamannya, hal tersebut sesuai dengan yang 

dikemukakan oleh Stulberg et al. (2015) yang menjelaskan pengujian untuk 

mendeteksi dan mendeterminasi patogen R. solanacearum menggunakan 

multiplex PCR, dengan metode ini informasi yang didapatkan dari 1 isolat akan 

lebih luas dan lengkap, misalnya penggunaan primer RsSC (R. solanacearum 

spesies complex) dan primer RsSA (R. solanacearum select agent) dalam 

multiplex PCR yang memberikan informasi isolat terkait penggolongan sebagai 

spesies compleks dan apakah isolat tersebut termasuk select agents (SA) ras 3 

biovar 2 yang menjadi daftar bakteri patogen yang dilarang masuk oleh 

pemerintah Amerika Serikat.  

 

2.2 Bakteriofag  

Bakteriofag merupakan virus yang memiliki kespesifikan dalam menginfeksi 

bakteri (Campbell, 2003; Salmond et al., 2015). Seperti virus pada umumnya 

bakteriofag memiliki paling tidak dua komponen yaitu asam nukleat dan protein 

(Campbell, 2003), asam nukleat tersebut dapat terdiri dari satu molekul atau lebih 
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yang berupa DNA (Deoxyribon Nucleic Acid) atau RNA (Ribonucleic Acid) dan 

terlindungi oleh lapisan pelindung yang disebut kapsid, namun terdapat juga 

bakteriofag yang memiliki lapisan pelindung tambahan yang sangat kompleks 

dengan komponen penyusunannya seperti karbohidrat, lipid dan pelindung paling 

luar yang berupa protein tambahan yang disebut envelope, meskipun ada juga 

beberapa bakteriofag yang tidak memiliki envelop (Orlova, 2012). 

Bakteriofag sangat mudah ditemukan diberbagai kondisi lingkungan seperti 

tanah, air tawar maupun laut serta pada tanaman dan hewan yang telah mati 

maupun masih hidup, dengan kondisi lingkungan yang mendukung pertumbuhan 

bakteri sebagai inangnya (Elbreki et al., 2014; Campbell, 2003; Salmond et al., 

2015). Menurut Budzik (2000) terdapat dua jenis siklus bakteriofag didalam 

menginfeksi inang bakteri untuk mereplikasi diri (Gambar 2.3) yaitu siklus 

lisogenik dan siklus litik 

 

Gambar 2.3. Siklus hidup dan replikasi bakteriophage (Sumber : Elbreki et al., 

2015) 

 

Proses awal bakteriofag menginfeksi sel inang ialah dimulai dari proses 

menempelnya bakteriofag pada tubuh inang dan terjadi pengenalan antara phage 

dengan reseptor sel inang, apabila sel inang berhasil dikenali oleh ekor phage 

maka phage akan menyuntikan genomnya pada tubuh sel inang, proses 

selanjutnya bergantung pada virulen atau tidaknya bakteriofag. Apabila 
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bakteriofag yang bersifat virulen maka proses litik akan terjadi yaitu 

bergabungnya ujung-ujung DNA phage dan ujung-ujung DNA bakteri inang 

membentuk lingkaran linear, kemudian DNA akan mengalami Transkipsi dan 

Translasi untuk membentuk partikel-partikel phage baru untuk keluar dari sel 

inangnya sedangkan apabila phage bersifat temperate (avirulen) maka proses 

lisogenik akan terjadi dimana penggabungan DNA virus dan sel inang bersifat 

stabil yang berarti replikasi yang dilakukan oleh bakteri turut membawa materi 

genetik phage. Dan fase lisogenik akan berubah menjadi fase lisis (pecah) dipicu 

karena faktor cekaman/ stress di lingkungan bakteri yang telah tersisipi DNA 

phage tersebut (Salmond et al., 2015; Campbell, 2003; Orlova, 2012). 

Menurut Elbreki et al. (2014) taksonomi bakteriofag dilakukan berdasarkan 

karakteristik morfologi, jenis asam nukleat dan ada tidaknya envelope atau lipid. 

Ackermann (2011) menambahkan objek- objek yang dijadikan dasar taksonomi di 

antaranya apakah bakteriofag mempunyai untai ganda (double –stranded) atau 

untai tunggal (single –stranded) pada DNA atau RNA nya, apakah bakteriofag 

mempunyai ekor (tailed) atau tidak (polyhedral), dan apakah bakteriofag dalam 

bentuk filementous atau bukan (pleomorphic).  

Proses taksonomi bakteriofag dengan objek asam nukleat dapat dilakukan 

dengan pendekatan analisis genom memanfaatkan beberapa enzim restriksi, enzim 

restriksi itu sendiri terbagi menjadi 2 berdasarkan lokasi pemotongan pada asam 

nukleat yaitu endonuclease yang memotong ikatan nukleuotida dalam suatu asam 

nukleat dan exonuclease yang memotong nukleotida pada ujung 3’ atau 5’ suatu 

asam nukleat (Kirtikal et al., 1976; Koval dan Matthews, 1998).   

Enzim restriksi yang mampu mendegradasi asam nukleat sesuai dari jenis 

asam nukleatnya seperti DNAse (Deoxyribonuclease) adalah enzim restrksi yang 

mampu memotong/digest DNA dengan memecah susunan fosfodiesternya melalui 

proses hidrolisis, termasuk didalam nya enzim DNAseI yang mampu memotong 

single maupun double stranded DNA menjadi nucleotide ukuran kecil 

(trinucleotide) dan umumnya digunakan untuk membersihkan sisa/debris pada 

proses ekstraksi yang berupa DNA pada suatu pengujian RNA misalnya Revers 

Transkip PCR (RT-PCR) (Ramirez et al., 2017; Nadugala dan Rakshit, 2007). 
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RNAse A (Ribonuclease) adalah suatu enzim restriksi endonuclease yang 

dikenal dengan bovine pancreatic ribonuclease A yang terdiri dari 124 asam 

amino, RNAse A ini dapat memotong asam nukleat single stranded maupun 

double stranded RNA, RNAse A secara khusus dapat memotong pada ujung 3’ 

fosfat pirimidin (urasil atau sitosin) dan umumnya didalam proses membersihkan 

debris berupa RNA pada suatu pengujian DNA Misalnya PCR ataupun qPCR 

(Schein, 1997; Norton dan Roth, 1967; Raines, 1998). 

Exconuclease adalah enzim yang menghidrolisis ikatan fosfodiester DNA 

pada ujung 3’ maupun 5’, Exconuclease I (ExoI) umumnya digunakan khusus 

untuk memotong DNA untai tunggal atau single stranded DNA (ssDNA), juga 

dapat dimanfaatkan pada proses perbaikan DNA, rekombinasi genetik dan 

menghindari mutasi genetik (Lovett, 2011). SI nuclease adalah enzim 

endonuclease yang digunakan untuk khusus memotong asam nukleat RNA untai 

tungga atau single stranded RNA (ssRNA), enzim ini diisolasi dari Aspergillus 

oryzae (Koval et al., 2016; Wiegand et al, 1975). XhoI adalah salah satu dari 

enzim restriksi endonuclease, yang diisolasi dari Xhanthomonas camphetris 

dengan bagian pengenalan asam basa C/TCGAG, enzim khusus memotong DNA 

untai ganda sesuai kode pengenalan yang dimilikinya dan XhoI menjadi salah satu 

enzim restriksi DNA yang digunakan untuk melakukan pemetaan genom 

bakteriofag T4 (O’farrell et al., 1980). 

Hasil taksonomi terbaru mendapati penggolongan bakteriofag menjadi 13 

family, tiga diantaranya adalah 1). Myoviridae, famili bakteriofag ini memiliki 

ekor panjang yang dapat berkontrasi, tidak mempunyai envelope dan memiliki 

jenis asam nukleat DNA untai ganda ( double stranded) 2). Siphoviridae, famili 

bakteriofag ini memiliki ekor yang panjang namun tidak dapat berkontraksi, tidak 

mempunyai envelope dan memiliki jenis asam nukleat DNA untai ganda ( double 

stranded) 3.) Podoviridae, famili bakteriofag ini memiliki ekor yang pendek 

namun tidak dapat berkontraksi, tidak mempunyai envelope dan memiliki jenis 

asam nukleat DNA untai ganda ( double stranded), ketiga famili diatas memiliki 

persamaan yaitu memiliki ekor sehingga digolongkan pada ordo yang sama yaitu 

ordo Caudovirales (Gambar 2.3) (Elbreki et al., 2015; Novik et al., 2017). 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


11 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3. Bakteriofag dari ordo Caudovirales yang terdiri dari 3 Family yaitu 

Myoviridae, Podoviridae dan Siphoviridae (Sumber : Elbreki  et al., 

2014) 
 

Salmond et al. (2015) menyebutkan bahwa 4 pemanfaatan bakteriofag yaitu 

1). Phage enzyme yaitu kemampuan bakteriofag untuk menyandikan suatu enzim 

yang bersifat spesifik dan mampu menyebabkan lisis pada bakteri patogen, 2). 

Biofilm dispersal yaitu bakteriofag yang dapat dimanfaatkan untuk merusak 

biofilm bakteri dengan enzim spesifik, 3). Drug sensitization yaitu bakteriofag 

yang dapat digunakan untuk merusak sifat resistensi suatu bakteri terhadap 

antibiotik kemudian mengenalkan dengan gen yang bersifat sensitif pada 

antibiotik, 4). Phage therapy yaitu bakteriofag dengan sifat spesifikannya mampu 

menyebabkan lisis terhadap bakteri patogen (Gambar 2.4). 

Phage therapy telah banyak diketahui dan dimanfaatakan untuk 

menanggulangi beberapa bakteri patogen penyakit misalnya pemanfaatan 

bakteriofag untuk menekan penyakit Pneumonia (pernafasan) yang disebabkan 

bakteri Streptococcus pneumoniae (Loeffler et al., 2001), pemanfaatan 

bakteriofag untuk menekan penyakit radang usus pada unggas yang disebabkan 

bakteri Campylobacter jejuni (Connerton et al., 2004), pemanfaatan bakteriofag 
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untuk mengendalikan bakteri Pseudomonas syringae pv. glycinea pada tanaman 

kedelai yang menyebabkan penyakit hawar daun bakteri (Susianto et al., 2014 ) 

serta pemanfaatan bakteriofag untuk mengendalikan bakteri Bacillus cereus pada 

makanan terfermentasi yang menyebabkan keracunan pada manusia (Oh et al ., 

2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.4 Skema Terapi Bakteriofag (Sumber : Salmond et al., 2015). 

 

Eksplorasi bakteriofag yang menginfeksi bakteri R. solanacearum telah banyak 

diteliti dan berkembang pesat (Yamada, 2012). Fujiwawara et al. (2011) dan 

Addy et al. (2012; 2016) melaporkan tentang bakteriofag yang spesifik 

menyerang bakteri R. solanacearum dan potensinya didalam menjadi agen 

biokontrol. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian dilakukan di CDAST (Center for Development Advanced Science 

and Technology) Divisi Biomolekular dan Bioteknologi, Universitas Jember. 

Penelitian dilaksanakan pada bulan April 2017 sampai Juni 2018. 

3.2 Bahan dan Alat 

Bahan yang digunakan dalam penelitian sampel tanaman tomat, cabai, terong 

dan tembakau yang diduga terserang bakteri R. solanacearum atau penyakit layu 

bakteri , media CPG (Casaminoacid peptone glucose) + Triphenyl Tetrazolium 

Chlorida (TZC), media nutrient agar (NA), top agar, SM- buffer, double destiled 

water (ddH2O), etanol, Polymerase Chain Reaction (PCR) master mix. Peralatan 

yang digunakan yaitu kamera digital, spektrofotometer, pipet, jarum ose, 

sentrifuge, tabung reaksi, mikro pipet, cawan petri, tabung eppendrof, vortex, 

autoklaf, laminair, mesin termocycler, gel documentation. 

 

3.3 Metode 

3.3.1 Pengambilan sampel tanaman inang R. solanacearum 

 Sampel berupa tanaman bergejala diambil dari wilayah pertanian di 

Kabupaten Jember, Kabupaten Banyuwangi, Kabupaten Bondowoso dan 

Kabupaten Situbondo, adapun tanaman yang menjadi obyek pengambilan sampel 

adalah tanaman tomat, cabai, terong dan tembakau, gejala pada obyek yang 

dijadikan sampel adalah tanaman yang menunjukkan penyakit layu bakteri seperti 

tanaman layu, daun menguning, kerdil, batang menghitam dan mengeluarkan 

lendir. Selanjutnya tanaman tersebut dicabut untuk digunakan menjadi objek 

isolasi bakteri, kemudian diberikan nomor identitas serta lokasi pengambilan. 

Sampel dimasukkan dalam kantong plastik dan dibawa ke laboratorium untuk 

proses isolasi patogen. Pengambilan sampel juga disertai dengan pengambilan 

data dari petani/pemilik lahan tentang riwayat budidaya, jumlah tanaman yang 

terdampak, kondisi cuaca serta pengendalian yang telah dilakukan.  
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3.3.2 Isolasi dan Purifikasi Isolat Patogen Layu Bakteri 

 Tanaman yang diduga terinfeksi patogen layu bakteri selanjutnya 

dibersihkan dari sisa tanah dan kotoran lainnya kemudian memotong bagian akar 

dan batang yang menjadi dimensi ± 1×1 cm dibersihkan dengan air mengalir, 

selanjutnya dicuci dengan alkohol 70% kemudian di bilas dengan air steril 

sebanyak 3 kali selanjutnya dikering anginkan, potongan sampel (1 cm×1cm)  

tersebut selanjutnya ditanam pada media CPG + TZC dan diinkubasikan selama 

24-48 jam, bakteri yang tumbuh disekitar sampel kemudian di gores kembali pada 

media CPG + TZC baru untuk mendapatkan isolat murni, morfologi isolat murni 

dengan ciri-ciri bentuk koloni berwarna putih susu dengan bintik merah muda 

dibagian tengah, bulat tak beraturan serta nampak kebasah-basahan diambil 

dengan jarum ose steril untuk diperbanyak pada media CPG cair (inkubasi 24-48 

jam) untuk dipreservasi pada suhu -60° C dalam gliserol 80% (Arwiyanto et al., 

2007; Setyari et al., 2013) 

  

3.4 Karakterisasi dan Identifikasi Isolat Patogen Layu Bakteri 

3.4.1 Pengujian Hipersensitif Respon dan Pengujian Gram 

Pengujian respon hipersensitif (HR) dilakukan dengan menginfiltrasikan 

suspensi isolat bakteri (kerapatan 5×106 sampai 1×109 cfu/ml ) ke dalam jaringan 

daun tanaman tembakau melalui permukaan daun menggunakan jarum suntik 

steril, dan respon hipersensitif diamati setelah rentang waktu 12 jam sampai 48 

jam (Wahyuni, 2010; Lozano dan Sequeira 1969). Pengujian Gram dilakukan 

dengan pendekatan kelarutan pada KOH dengan cara menambahkan 3 % KOH 

pada suspensi bakteri yang diletakkan pada objek glass, apabila suspensi bakteri 

menjadi kental dan berlendir maka bakteri tersebut bersifat Gram negatif (Addy 

,2015; Gregersen, 1978). 

 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


15 
 

3.4.2 Karakterisasi Molekuler 

 Koloni tunggal yang murni selanjutnya diambil dengan jarum ose steril 

yang di campur dengan ddH2O steril dalam ependorf dan digunakan sebagai 

cetakan DNA atau disebut dengan direct PCR (Mirhendi et al., 2007; Kimberly et 

al., 2001). Selanjutnya proses PCR dilakukan dengan mencampurkan standart 

reaksi sesuai panduan PCR master mix yaitu PCR master mix sebanyak 5 µl, 

cetakan DNA sebanyak 1 µl, primer Forward dan Reverse masing-masing 

sebanyak 1 µl  dan ddH2O sebanyak 2 µl. 

 

Tabel 3.1 Daftar primer yang digunakan 

 
No Nama 

Primer 

Urutan Sekuens Target 

(Bp) 

1 fliC F (5’ GAACGCCAACGGTGCGAACT 3’) 400 

  R (5’GGCGGCCTTCAGGGAGGTC 3’)  

2 RsSC F (5’ CCGAGCGCATATCGTTCACAC 3’) 296 

  R(5’ TTTGGCGTTCCGGTCGGAG 3’)  

3 RsSA F (5’ CAACGATGCCTGGAAACTGACC 3’) 132 

  R (5’TGGTCCGGGTTCAGGTAAATGTCAC 3’  

4 Phyllo 1F F (5’CGTTGATGAGGCGCGCAATTT 3’) 144 

  R (5’TCGCTTGACCCTATAACGAGTA 3’)  

 

Amplifikasi DNA menggunakan primer fliC dilakukan pada kondisi 

berikut : predenaturasi pada suhu 95°C selama 1 menit, denaturasi pada suhu 95 

°C selama 30 detik ,annealing pada suhu 56°C  selama 30 detik, elongasi  72°C 

selama 40 detik, final ektension pada suhu 72°C selama 3 menit dengan jumlah 30 

siklus (Addy et al., 2016). 

Proses amplifikasi DNA menggunakan primer RsSC dan primer RsSA 

dilakukan pada kondisi berikut : predenaturasi pada suhu 94ºC selama 4 menit, 

denaturasi pada suhu 94ºC selama 1 menit ,annealing pada suhu 62ºC selama 1 

menit, elongasi pada suhu 72ºC selama 1 menit , final ektension pada suhu 72ºC 

selama 10 menit dengan jumlah 35 siklus (Stulberg et al., 2015). 

Proses amplifikasi DNA menggunakan primer phyllo 1F dilakukan pada 

kondisi berikut : predenaturasi pada suhu 96°C selama 5 menit, denaturasi pada 

suhu 94°C selama 15 detik ,annealing pada suhu 50°C selama 30 detik, elongasi  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


16 
 

72°C selama 30 detik, final ektension pada suhu 72°C selama 10 menit dengan 

jumlah 35 siklus (She et al., 2017; Siri et al., 2011). 

Hasil PCR selanjutnya dielektroforesis pada gel agaros kosentrasi 1% - 

2% dilarutkan pada buffer 1×TAE yang ditambahkan dengan zat pewarna  

(etidium bromide) kemudian dengan arus listrik daya 100 volt selama 30- 45 

menit, hasil elektroforesis divisualisasi dengan alat UV gel documentation. 

 

3.4.3 Perbanyakan Partikel Bakteriofag dan Karakterisasi partikel  

Perbanyakan partikel bakteriofag murni dilakukan dengan mengacu pada 

Susianto et al. (2013) yaitu dengan pendekatan metode plaque assay dengan 

mencampurkan 100 µl filtrat partikel bakteriofag kedalam 250 µl suspensi bakteri 

kemudian diinkubasi selama 2 jam pada suhu ruang, selanjutnya suspensi tersebut 

dicampurkan dengan media top agar (0,45 % media NA) yang masih hangat 

kemudian dituangkan pada cawan petri yang sebelumnya telah ada media NA 

yang steril dan diinkubasi pada suhu ruang selama 24-48 jam. Pengamatan 

morfologi partikel bakteriofag serta karakteristik genom dilakukan di USDA-ARS 

(United States Department of Agriculture - Agriculture Research Service), 

Washington, Amerika Serikat. 

Secara singkat, partikel bakteriofag dimurnikan dengan menambahkan 1:1 

volume chloroform dalam suspensi partikel bakteriofag (500 µl) dan di vortek 

sebelum disentrifugasi pada 10.000 rpm, suhu 4 °C, selama 5 menit. Sebanyak 

400µl supernatant dipindahkan ke ependorf baru untuk kemudian diamati dengan 

menggunakan mikroskop electron Hitachi 7700. Untuk karakteristik Genom 

bakteriofag, sebanyak masing-masing 100 ng genom bakteriofag (diekstraksi 

menggunakan KIT Phage DNA Isolation kit (Norgen Biotek Corp, Canada)) 

diperlakukan beberapa enzim restriksi yaitu DNase I, RNase A, S1 nuclease, 

Exonuclease I (ThermoFisher, USA) dan XhoI (BioLabs, USA). Campuran 

tersebut dilakukan mengikuti protocol dari perusahaan dan divisualisasikan pada 

gel agarose 1%. 
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3.4.4 Pengujian kisaran inang 

 Pengujian kisaran inang mengacu pada Addy et al. (2016) dan Narulita et 

al. (2016) dengan pendekatan metode spot test yaitu yaitu dengan mencampurkan  

250 µl suspensi bakteri pada media top agar (0,45 % media NA) yang masih 

hangat kemudian dituangkan pada cawan petri yang sebelumnya telah ada media 

NA steril, setelah top agar memadat, suspensi bakteriofag diteteskan pada 

permukaan top agar sebanyak 5µl per titik tetes selanjutnya diinkubasi pada suhu 

ruang selama 24-48 jam untuk semua isolat yang didapat. 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Kesimpulan  

Sebanyak 24 isolat yang diduga bakteri penyebab layu bakteri yang 

diisolasi dari tanaman tomat, cabai, terong dan tembakau asal Jember, 

Banyuwangi, Bondowoso dan Situbondo menunjukkan hasil identifikasi dan 

determinasi molekuler sebagai berikut : 

1. Diperoleh 24 isolat merupakan bakteri R. solanacearum ditunjukkan dengan 

teramplifikasinya primer spesifik fliC pada ukuran 400 bp dan digolongkan 

sebagai R. solanacearum spesies complex yang ditunjukkan dengan 

teramplifikasinya primer RsSC pada ukuran 296 bp.  

2. Sebanyak 24 isolat digolongkan menjadi R. solanacearum philotype 1 (R. 

pseuodosolanacearum) yang berasal dari benua Asia yang ditunjukkan dengan 

teramplifikasinya primer phyllo 1F pada ukuran 144 bp.  

3. Pengujian HR menunjukkan bahwa 24 isolat mengakibatkan gejala nekrotik 

coklat kehitaman disertai halo pada 36 jam setelah infiltrasi dan hal itu menjadi 

ciri khas dari R. solanacearum Ras 1. 

4. Bakteriofag DT3A digolongkan masuk pada Family Podoviridae dengan jenis 

asam nukleat dsDNA dan bakteriofag DT3A mampu menyebabkan lisis 18 

isolat dari total 24 isolat bakteri yang telah diisolasi dengan presentasi paling 

besar pada isolat asal tanaman tomat dan yang berasal dari Kabupaten Jember 

dan Kabupaten Banyuwangi. 

 

5.2 SARAN 

  Penelitian selanjutnya diharapkan mampu mengeksplorasi bakteri R. 

solanacearum pada skala yang lebih luas baik dalam pengambilan sampel (daerah 

pengambilan sampel, topografi daerah serta jenis tanaman), sehingga dapat 

menjadi koleksi isolat yang lengkap serta eksplorasi formula pemanfaatan 

bakteriofag DT3A sebagai agen hayati/ phage therapy patogen layu bakteri yang 

mampu diamplikasikan di dunia pertanian modern. 
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