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ABSTRAK

Bakteri pembuluh kayu cengkeh merupakan salah satu penyakit penting di
Indonesia. Penyakit ini disebabkan oleh Ralstonia syzygii subsp. syzygii yang
termasuk strain kompleks R. solanacearum yang disebarkan melalui vektor
Hindola spp. dan inang hutan yang belum diketahui. Penelitian ini bertujuan
untuk deteksi cepat R. syzygii pada cengkeh dan tanaman lain yang berpotensi
sebagai inang alternatif dengan pendekatan molekuler serta uji patogenisitas
R. syzygii pada tanaman lain sebagai upaya deteksi cepat R. syzygii pada cengkeh
dan tanaman lainnya serta berkontribusi pada upaya karantina tanaman. Analisis
dilakukan dengan nested PCR menggunakan sepasang primer F/R 16S rRNA dan
sepasang primer spesifik UGMRss-F/R dengan membandingkan ada tidaknya pita
DNA vyang terbentuk pada gel agarose yang divisualisasi dengan gel
documentation band pattern pada amplicon 200 bp-400 bp dari sampel DNA
cengkeh dan tanaman lain (cabai, tomat, pisang, Heliconia, Menthacanadensis,
Verbesina alternifolia) yang berpotensi sebagai inang alternatif. Hasil uji
patogenesitas pada tanaman lain tidak menunjukkan adanya gejala bakteri
R. syzygii tetapi hasil analisis molekuler DNA cengkeh sakit dan DNA tanaman
lain hasil uji patogenesis terdeteksi R.syzygii yang berhasil diamplifikasi dengan
terbentuknya pita DNA pada gel agarose divisualisasikan dengan gel
documentation berada pada amplicon 200 bp yang mengindikasikan tanaman lain
yang memiliki kekerabatan dekat dengan cengkeh dalam strain kompleks
R. solanacearum berpotensi sebagai inang alternatif dalam penyebaran R. syzygii
penyebab penyakit pembuluh kayu cengkeh.

Kata kunci: R. syzygii subsp. syzygii, Spesies komples R. solanacearum, Inang
alternatif, Polymerase chain reaction (PCR), nested PCR
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ABSTRACT

Xylem bacterial disease of clovesis one of the important diseases in
Indonesia. This disease is caused by Ralstonia syzygii subsp. syzygii which
belongs to a complex strain of R. solanacearum which is spread through
Hindola spp. vector and unknown hosts. This research aims to detect the rapid
detection of R. syzygii in cloves and other plants that have the potential as
alternative hosts with molecular approaches and the pathogenicity test of R. syzygi
in other plants as an effort to detect R. syzygii in cloves and other plants and
contribute to plant quarantine efforts. Analysis was performed by nested PCR
using a pair primer of F/R 16S rRNA and a specific primer pair of UGMRss-F/R
by comparing the presence or absence of DNA bands formed in agarose gel
visualized with gel documentation band pattern on amplicon 200 bp-400 bp from
DNA samples cloves and other plants (Chili, Tomatoes, Bananas, Heliconia,
Menthacanadensis, Verbesina alternifolia) that have the potential as alternative
hosts. The results of the pathogenicity test in other plants do not show symptoms
of R. syzygii bacteria but the results of molecular analysis of the clove DNA of
iliness and other plant DNA from the results of the pathogenesis were detected by
R. sygii which was successfully amplified by the formation of DNA bands in
agarose gel visualized with gel documentation located at amplicon 200 bp which
indicates other plants that have a close kinship with clove in R. solanacearum
complex strain has the potential as an alternative host in the spread of R. syzygi
due to xylem bacterial disease of cloves.

Keywords: R. syzygii subsp. syzygii, R. solanacearum complex species,
Alternative hosts, Polymerase chain reaction (PCR), nested PCR.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Cengkeh sebagai salah satu tanaman rempah asli Indonesia, penghasil minyak
atsiri  yang memiliki aroma khas digunakan sebagai bahan campuran
penting dalam bidang industri pembuatan rokok, industri farmasi maupun
industri makanan (Nurdjannah, 2016; Sharif, et al., 2018). Indonesia merupakan
salah satu penghasil cengkeh terbesar di dunia (Alighiri, et al., 2017;
Sulistyoningrum, et al., 2017) yang dibudidayakan hampir diseluruh Indonesia
(Moningka et al., 2012; Ratnawati, 2016).

Sulawesi tengah termasuk salah salah satu sentra pertanaman cengkeh
khususnya daerah Kabupaten Toli-toli yang merupakan daerah penghasil cengkeh
terluas di Sulawesi tengah sebesar 37.718 ha dengan produksi 10.276 ton yang
memberikan kontribusi terhadap perekonomian Indonesia (BPS Sulteng, 2017;
Lisnawati et al.,2017; Nurmala et al., 2015). Menurut BPS Sulteng (2017)
perkembangan produktivitas cengkeh mengalami fluktuasi setiap tahunnya.
Secara nasional produksi cengkeh mengalami pasang surut sebagai dampak
fluktuasi harga dan produktivitas cengkeh yang berpengaruh pada minat petani
untuk melakukan budidaya tanaman cengkeh. Menurut Hananto, et al, (2014),
Oku, et al., 2017 dan Pratama & Darwanto (2019), fluktuasi yang terjadi pada
produktivitas cengkeh dapat disebabkan cengkeh termasuk jenis tanaman berkayu
yang mudah terserang penyakit terutama gangguan oleh penyakit pembuluh kayu

yang disebabkan oleh Ralstonia syzygii subsp. syzygii.



R. syzygii dilaporkan telah menyerang perkebunan cengkeh pertama kali di
Indonesia, yakni di Provinsi Sumatera Barat, Sumatera Utara, Bengkulu, dan
Lampung pada tahun 1975 (Danaatmadja, et al., 2009; Trianom, et al., 2018).
Oleh karenanya, penyakit ini dikenal dengan nama umum sebagai penyakit
Sumatera. Penyakit ini juga dikenal sebagai penyakit pembuluh kayu cengkeh
karena patogennya hidup di dalam jaringan xilem (Danaatmadja et al., 2009;
Sarni, 2018; Yastini & Kamarani, 2018). Penyakit Sumatera termasuk penyakit
yang paling merusak karena dapat menyebabkan kehilangan hasil hingga
mencapai 39,01% pertahun (Hariyadi, 2017).

Perkembangan penelitian tentang identitas R. syzygii telah banyak dilaporkan
dengan tiga subspesiesnya, R. syzygii subsp.  syzygii, R. syzygii subsp.
celebesensis, dan R. syzygii subsp. indonesiensis yang merupakan anggota
kompleks spesies R. solanacearum beragam secara fenotipik, genotipik dan
patogenik (Ailloud, 2015; Obrador, et al., 2017; Prior et al., 2016;
Safni, et al., 2018; Shamsinah & Suhaimi, 2017) dan telah dikonfirmasi lebih
lanjut  berdasarkan karakterisasi proteomik dan genom untuk membuktikan
bahwa R. syzygii strain kompleks R. solanacearum (Prior, et al., 2016).

Penyebaran penyakit yang disebabkan R. syzygii sulit dideteksi
karena gejalanya mirip dengan kekurangan air atau karena terserang
penyakit lain, sehingga gejala baru diketahui pada saat musim penghujan
(Dwimartina, et al., 2017). Penyakit ini menyerang secara sistemik dan hidup
berkoloni di dalam xilem yang ditularkan oleh serangga Hindola fulva pemakan

getah xilem sebagai vektor alami di Sumatera (Asman, 1991; Safni et al., 2018).



Penyakit cengkeh Sumatera disebabkan oleh beberapa faktor antara lain
transfer penyakit dari inang hutan yang tidak diketahui, adanya distribusi awal
penyakit yang terlokalisasi dan distribusi spesies vektor lokal yang sesuai
sehingga memungkinkan adanya kisaran inang R. syzygii subsp syzigii yang lebih
luas (Safni et al., 2018). Adanya kisaran inang R. syzygii yang belum diketahui
terhadap tanaman lain sehingga perlu dilakukan deteksi dan identifikasi bakteri
patogen menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) melalui
amplifikasi gen spesifik dengan nested PCR (Edy et al., 2011; Ismiyatuningsih
et al., 2016; Prasetya et al., 2017; Trianom et al., 2018; Windari et al., 2015).

Teknik PCR mampu mendeteksi patogen secara cepat dan akurat melalui
penggandaan DNA dengan bantuan enzim dan sepasang primer yang bersifat
spesifik terhadap DNA target yang akan digandakan sehingga dapat dianalisis
dengan lebih jelas dibandingkan dengan metode konvensional yang sensitivitas
dan spesifitasnya masih kurang dan memerlukan waktu yang cukup lama untuk
deteksi patogen (Joko et al., 2011; Trianom et al., 2018; Triyani et al., 2016).

Teknik PCR dinilai memiliki cukup banyak keunggulan dalam mendiagnosis
penyakit dengan waktu yang relati singkat, pengembangan metode PCR untuk
deteksi R. syzygii telah mulai dilakukan, sehingga dengan meningkatkan
sensitivitas dan spesifitas untuk mengenali sekuen DNA spesifik pada produk
PCR dan untuk meminimalkan kesalahan amplifikasi gen dapat dilakukan dengan
nested PCR yang dalam prosesnya dilakukan 2 kali reaksi PCR dengan

menggunakan 2 pasang primer (Idar, et al., 2018; Prasetyo, et al., 2017).


https://id.wikipedia.org/wiki/Gen

Sampai saat ini belum pernah dilaporkan data tentang deteksi
cepat menggunakan teknik Polymerase Chain reaction (PCR) dengan
nested PCR melalui amplifikasi DNA R. syzygii subsp syzygii terhadap tanaman
lain yang berpotensi sebagai inang alternatif. Oleh karena itu,
penelitian ini penting dilakukan untuk mengetahui karakteristik dan kisaran inang

Ralstonia syzygii subsp syzygii.
1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian di atas, maka yang dapat dirumuskan sebagai berikut:

1. Apakah cengkeh bergejala penyakit pembuluh kayu dapat diidentifikasi
patogennya dengan pendekatan molekuler menggunakan teknik PCR?

2. Apakah tanaman lain disekitar pertanaman cengkeh berpotensi sebagai inang
alternatif?

3. Apakah bakteri penyebab patogen pembuluh kayu cengkeh jika menginfeksi

tanaman lain dapat menimbulkan gejala dan patogennya dapat dideteksi?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi patogen penyebab penyakit
pembuluh kayu cengkeh dengan teknik PCR, menentukan kisaran inang pada
tanaman lain yang berpotensi sebagai inang alternatif, menentukan apakah bakteri
penyebab patogen pembuluh kayu jika menginfeksi tanaman lain dapat

menimbulkan gejala dan patogennya dapat dideteksi.



1.4 Kegunaan Penelitian

Kegunaan penelitian ini untuk memberikan informasi tentang kemampuan
deteksi cepat patogen R. syzygii pada cengkeh dan tanaman lain yang berpotensi
sebagai inang alternatif dengan pendekatan molekuler. Secara lebih luas hasil

penelitian ini berkontribusi pada upaya karantina tanaman.



BAB 2

KAJIAN PUSTAKA, KERANGKA PEMIKIRAN DAN HIPOTESIS

2.1 Penelitian Terdahulu

Penelitian deteksi cepat Ralstonia syzygii subsp. syzigii penyebab penyakit
pembuluh kayu pada cengkeh dan inang lainnya dengan Polymerase Chain
Reaction (PCR) masih sedikit dilakukan, sehingga beberapa penelitian terdahulu
diperlukan untuk menunjang proses penelitian ini. Berikut tabel penelitian
terdahulu dan penelitian yang akan dilakukan:

Tabel 1. Perbandingan antara penelitian terdahulu dan penelitian yang akan

dilakukan

Perbedaan

No | Nama Peneliti Judul Hasil Penelitian dengan
Penelitian Penelitian Ini
1. | Irda Safni, Siti | Ekologi, Ralstonia Pada penelitian
Subandiyah and | Epidemiolog, | solanacearum spesies | ini peneliti
Mark  Fegan | dan Penyakit | kompleks phylotype | pertujuan untuk

(2018) Manajemen | IV strain, yang telah mengetahui
Ralstonia diisolasi dari | . :
syzygii  di | Indonesia, Australia, | ' o9 alternat_lf
Indonesia Jepang, Korea, dan dari  Ralstonia
Malaysia, telah | Syzygii  subsp

mengalami syzygii

perubahan taksonomi
dan  nomenclatural
baru-baru ini untuk
ditempatkan pada
spesies Ralstonia

syzyqii.
Ralstonia syzygii
subsp syzygii,

penyebab  penyakit
sumatra pada pohon
cengkeh di Indonesia,
Ralstonia syzygii
subsp. indonesiensis,




patogen penyebab
penyakit layu bakteri
pada berbagai
tanaman inang.
Bambang Perancangan | Penggunaan data | Penelitian ini
Trianom, Primer sekuens gen | peneliti
Trlw_ldodo _ Spe5|f|k_ end_oglukanase (eqgl) bertujuan untuk
Arwiyanto, Tri | Subspesies dari Gen Bank dapat mendeteksi
Joko (2018) Berbasis Gen | dirancang sepasang
Endoglukana | primer spesifik dan keberada}z_;m
se untuk | sensitif untuk deteksi R. | R- syzygii subsp.
Deteksi syzygii subsp. syzygii | Syzygii pada
Ralstonia pada areal pertanaman | tanaman lainnya
syzygii subsp. | yang sudah terserang | disekitar
syzygii maupun penyebarannya perkebunan
melalui peredaran bibit
. .| cengkeh dengan
dari areal yang endemis
penyakit ke daerah non- PCR
endemis
Nur Edy, Siti | Karakterisasi | Deteksi cepat BDB | Pada penelitian
Subandiyah, dan Deteksi | strain indonesia dengan | jni bertujuan
Christanti Cepat Bakteri | Polymerase Chain | | ntuk
Sumardiyono, Penyebab Reaction menggunakan
Jaka Widada | Penyakit primer spesifik mampu melakl_Jkan
(2011) Darah pada | mengenali BDB pada deteksi cepat
Pisang total genom DNA-nya | dengan  PCR
yang ditandai | menggunakan
terbentuknya  fragmen | primer spesifik
DNA dengan hasil yang | yntuk ~ melihat
p03|t|f melalui keberadaan R.
amplifikasi DNA dan ..
tidak mengamplifikasi syzyg!! subsp.
fragnen DNA  R. | SYZyall pada
solanacearum isolat | tanaman lain
tembakau dengan hasil | disekitar
negatif yang menjadi | perkebunan
indikator penciri khusus | cengkeh
sebagai faktor identitas ditandai dengan
utama dan karakter
pembeda dengan terbentuknya

bakteri yang lain

fragmen DNA




2.2  Kajian Pustaka

2.2.1 Arti penting cengkeh

Cengkeh (Syzygium aromaticum) sebagai salah satu tanaman rempah yang
menjadi penyumbang pendapatan petani di Indonesia baik sebagai sarana untuk
pemerataan wilayah pembangunan maupun pelestarian sumber daya alam dan
lingkungan (Nurdjannah, 2016). Hal ini disebabkan tanaman cengkeh memiliki
kandungan minyak atsiri dengan jumlah yang cukup besar, baik dalam bunga,
tangkai maupun daun (16-20%) (Hadi, 2012)

Minyak atsiri daun cengkeh memiliki kandungan eugenol, asam oleanolat,
asam galotanat, fenilin, karyofilin, resin dan gom yang memiliki banyak manfaat
dalam berbagai industri, seperti industri farmasi, kosmetika, makanan, minuman,
rokok, pestisida nabati, perikanan, pertambangan, kemasan aktif dan industri
kimia lainnya (Sgorbini, et al., 2015). Senyawa eugenol yang terkandung dalam
minyak cengkeh berkisar 70-96%, sehingga memenuhi persyaratan mutu minyak
daun cengkeh SNI 06-2387-2006 dengan kandungan minimal senyawa eugenol
adalah 78% (Khotimah, 2014; Towaha, 2012). Pengolahan isolasi senyawa
eugenol dari minyak cengkeh di Indonesia masih sangat terbatas, oleh karena itu
Indonesia sebagai negara penghasil utama minyak cengkeh di dunia diharapkan
dapat meningkatkan diversifikasi industri hilirnya yang berdampak positif bagi

pertumbuhan ekonomi Indonesia (Sgorbini et al., 2015; Towaha, 2012).



2.2.2 Penyakit sumatera pada cengkeh

R. syzygii dikenal sebagai penyakit Sumatera karena pada awalnya dapat
menyebabkan penyakit cengkeh di Sumatera, mulai muncul pada tahun 1931 di
daerah Sumatera Barat (Arwiyanto, 2018; Prior et al., 2016; Safni et al., 2018).
Tahun 1960-an epidemi terjadi di daerah tersebut yang menyebabkan “mati
massal” (massdecline) pada cengkeh, sehingga antara tahun 1970 dan 1980,
patogen ini telah merusak lebih dari 9 ribu ha cengkeh di wilayah tersebut
(Arwiyanto, 2018). Selanjutnya menyebabkan kematian cengkeh yang meluas di
Sumatera dan Jawa Barat (Safni et al., 2018). Penyakit ini menyerang jaringan
pembuluh kayu pada xilem cengkeh atau dikenal sebagai “penyakit bakteri
pembuluh kayu cengkeh” atau BPKC (Danaatmadja, et al., 2009; Hariyadi, 2017,
Sarni, 2018; Setiawan, Rosman, R., 2016). Serangga Hindola diketahui sebagai
vektor penyakit ini yang secara aktif dan spesifik mentransmisikan R. syzygii ke
cengkeh yang sehat (Remenant, et al., 2011).

Serangan R. syzygii subps syzygii awalnya menunjukkan gejala eksternal
yang ditandai gejala daun layu, menguning berlangsung dalam kurun waktu (3-6)
tahun dari gejala awal dan diikuti dengan gugurnya daun secara mendadak dari
ujung tanaman atau dari cabang lateral yang tinggi di mahkota pohon dan
akhirnya menyebabkan kematian pohon (Safni et al., 2018; Trianom et al., 2019).
2.2.3 Spesies kompleks Ralstonia

Ralstonia  solanacearum  merupakan  spesies kompleks yang
sangat heterogen karena memiliki kisaran inang yang luas (Da et al., 2019;

Morel et al., 2018). Istilah spesies kompleks merujuk pada sekelompok erat
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bakteri yang anggota individunya dapat mewakili lebih dari satu spesies
(Genin & Denny 2012). Dalam proses patogenesitas, bakteri ini menyerang
tanaman cengkeh, pisang, tomat dan berbagai tanaman inang solanaceae lainnya
(Arwiyanto, 2018). Berdasarkan filotipe, spesies ini terdiri dari empat garis
keturunan utama yang berbeda secara filogenetik (Safni et al., 2014). Keempat
filotipe merupakan spesies kompleks yang mencakup tiga spesies berbeda dan
dapat mewakili lebih dari satu spesies. Setiap filotipe mengandung galur, yang
terutama diisolasi dari wilayah geografis tertentu: galur filotipe | berasal dari
Asia; filotipe Il berasal dari Amerika; filotipe Il berasal dari Afrika; dan filotipe
IV berasal dari Indonesia, Jepang, Australia, dan Filipina (Safni, et al., 2014).
Ralstonia syzyqii masuk ke dalam strain filotipe IV yang
merupakan spesies kompleks Ralstonia solanacearum dari Indonesia
(Arwiyanto, 2018; Danaatmadja et al., 2009). Spesies ini terdiri dari tiga
subspesies (Schandry, et al., 2016, Bilt, et al., 2018; Garcia, et al., 2019),
yaitu Ralstonia syzygii subsp. syzygii, patogen penyebab penyakit Sumatera
pada cengkeh yang ditransmisikan secara aktif dan spesifik oleh serangga vektor
Hindola spittlebugs (Denny, 2007; Remenant et al., 2011; Sridhar, 2015),
Ralstonia syzygii subsp. celebensis, patogen penyebab penyakit darah
pada Musa spp yang ditularkan oleh serangga penyerbuk, dan Ralstonia syzygii
subsp. indonesiensis, patogen penyebab penyakit layu bakteri pada
berbagai tanaman inang solanaceous yang menginfeksi akar tanaman
(Prior, et al., 2016; Safni, et al., 2018; Suhaimi et al., 2017; Zhang,

Leeuwenhoek, et al., 2016). Di Indonesia, ketiga subspesies ini secara internal
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menyerang pembuluh xilem dan telah menghancurkan penanaman tanaman
inang rentan yang memiliki nilai ekonomi tinggi (Shamsinah & Suhaimi, 2017;
Subedi, 2015).
2.2.4 Biologi R. syzigii

R. syzygii merupakan bakteri gram negatif, koloni bakteri berbentuk bulat,
berwarna jernih, berukuran sekitar 1 mm mampu memanfaatkan sukrosa dan
glukosa, mampu menghidrolisis pati, tumbuh baik pada suhu 27 °C, bersifat aerob
dan mampu mengkatalisis dan melepaskan air dan oksigen dari hydrogen peroxide
(H20,) (Sridhar, 2015; Trianom et al., 2019). Bakteri tidak mampu tumbuh pada
suhu 40 °C, tidak dapat mereduksi nitrat, tidak membentuk gelembung pada
medium yang mengandung sukrosa 5%, tidak mampu memanfaatkan gliserol dan
maltosa (Danaatmadja, et al., 2009).

R. syzygii secara internal masuk kedalam akar inang tanaman melalui luka
atau lubang alami dan menyerang pembuluh xilem (Ferreira et al., 2017
Sridhar, 2015). Kayu yang baru terbentuk yang berdekatan dengan kambium
berubah warna menjadi abu-abu pucat (Kressin, 2018). Ketika memotong cabang
cengkeh sering menghasilkan bakteri putih susu hingga coklat pucat dari
permukaan potongan dengan perubahan warna xilem yang dapat ditelusuri
ke dalam batang menjadi satu atau lebih akar utama (Safni et al., 2018;
Sing’ombe et al., 2018).

Gejala serangan penyakit cengkeh di Sumatera diawali dengan
menguningnya daun yang tidak sesuai musim, gugurnya daun dari ujung cabang

tinggi di mahkota (Sarni, 2018). Daun juga bisa layu tiba-tiba dan berubah warna
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menjadi cokelat, tetapi tetap menempel di dahan. Ranting-ranting yang
terpengaruh berubah warna menjadi coklat kemerahan dan semakin mati kembali.
Gejala biasanya berkembang ke cabang yang lebih rendah sampai
seluruh mahkota terpengaruh, dan pohon itu mati dalam 6-18 bulan
(Trianom, et al., 2018).

Penyakit Sumatera juga dapat menyerang pada umur semai 3 bulan
ditandai dengan menguningnya daun yang lama kelamaan akan mengering pada
28 hari dan menunjukkan gejala kematian setelah menjadi bibit pada umur 56 hari
(Danaatmadija, et al., 2009; Safni, et al., 2018).

2.2.5 Patogenisitas dan virulensi R. syzigii

Faktor virulensi dari bakteri patogen diantaranya produksi berbagai
enzim ekstraselular seperti B-1,4-endoglukanase, poligalakturonase, pektin metil
esterase, pektat liase, dan beberapa enzim lainnya (Joko, et al.,, 2018;
Liu, et al., 2005). Enzim ini memainkan peran penting dalam patogenitas patogen
dengan peningkatan penetrasi jaringan inang melalui degradasi komponen
dinding sel tanaman (Trianom et al., 2018). Gen yang menyandi
enzim B-1,4 endoglukanase (egl) telah digunakan untuk mengklasifikasikan
Ralstonia solanacearum species complex (RSCC) menjadi empat kelompok
filotipe (Fegan and Prior, 2006; Trianom et al.,2018.). Endoglukanase dilaporkan
menjadi faktor penting dalam virulensi R. solanacearum (Lin et al.,2014;

Meng, 2013a; Meng, 2013b; Trianom, et al., 2018).
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2.2.6 Deteksi molekuler R. syzigii dengan Nested PCR

Deteksi dan identifikasi bakteri patogen dapat dilakukan dengan teknik
Polymerase Chain Reaction (PCR) melalui amplifikasi gen spesifik untuk
memperoleh informasi yang lebih akurat dari identitas suatu strain dan
menduga berbagai ciri-cirinya secara lengkap (Ismiyatuningsih et al., 2016;
Windari et al.,, 2015). Salah satu keuntungan dari analisis ini adalah
efisiensi waktu dalam mengidentifikasi strain secara presumptive (biasanya
kurang lebih 2 hari) hingga dapat digunakan sebagai alat dalam mempelajari
diagnosis dan epidemiologi (Huggett, et al., 2015; Suryadi & Machmud, 2002;
Trianom, et al., 2018).

Pengembangan teknik PCR yang sangat spesifik dalam melakukan
amplifikasi dapat dilakukan dengan metode nested PCR dengan mengamplifikasi
segmen internal (Prasetya et al., 2017). Teknik perbanyakan (replikasi) dengan
nested PCR menggunakan 2 pasang primer dan dilakukan 2 kali reaksi PCR
sedangkan pada PCR biasa hanya menggunakan 1 pasang primer (Englund et al.,
1999; Haff, 1994), sehingga nested PCR memiliki sensitivitas dan spesivitas yang
lebih spesifik untuk mengenali DNA target dalam melakukan amplifikasi
(Sang et al., 2018). Proses ini memerlukan waktu yang lebih lama daripada PCR
biasa, dimana pada reaksi pertama, DNA mengalami denaturasi lalu memasuki
fase penempelan (Sadeghi, et al., 2019; Stoeckle, et al., 2018.). Fase Penempelan,
sepasang primer pertama melekat di kedua utas tunggal DNA dan
mengamplifikasi DNA di antara kedua primer tersebut dan terbentuklah produk

PCR pertama (Jackson, et al., 2017; Sang et al., 2018). Fase pemanjangan, produk
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PCR pada reaksi pertama tersebut dijalankan pada proses PCR kedua di mana
pasangan primer kedua (nested primer) akan mengenali sekuen DNA spesifik
yang berada di dalam fragmen produk PCR pertama dan memulai amplifikasi
bagian di antara kedua primer tersebut. Hasilnya adalah sekuens DNA yang lebih
pendek daripada sekuens DNA hasil PCR pertama (Feronato, et al., 2018;
Peniche et al., 2017). Adanya perbedaan target DNA yang ingin diteliti serta
pola fragmen yang berbeda menjadikan nested PCR ini banyak digunakan
(Jackson, et al., 2017). Dengan adanya perbedaan seperti itu maka teknik nested
PCR dikembangkan sesuai tujuan dan kegunaannya (Sobirin, et al., 2017). Nested
PCR juga dapat meminimalkan kesalahan amplifikasi, jika ada fragmen yang
salah diamplifikasi maka kemungkinan bagian tersebut diamplifikasi untuk kedua
kalinya oleh primer yang kedua (Notopuro, et al., 2008).

Salah satu gen universal yang umum digunakan pada deteksi molekuler
untuk identifikasi bakteri adalah gen 16S rRNA (Fukuda, et al.,, 2016).
Penggunaan untai gen ribosomal RNA untuk klasifikasi mikroorganisme saat ini
merupakan salah satu analisis yang cukup akurat untuk menentukan kekerabatan
di antara mikroorganisme (McDonald, et al., 2016; Smith, et al., 2017). Situs
DNA di antara molekul 16S, 23S gen rRNA dan gen endoglucanase parsial
(gen egl) dikenal mempunyai informasi genetik yang cukup lengkap untuk
melihat kekerabatan bakteri khususnya untuk spesies kompleks R. solanacearum

(RSCC) menjadi empat kelompok filotipe (Safni, et al., 2014; Safni, et al., 2018).
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Deteksi cepat dengan PCR telah dilakukan untuk mengamplifikasi genom
bakteri penyebab penyakit darah pada pisang di Indonesia menggunakan primer
spesifik 121 F/R (Edy, et al., 2011). Deteksi molekuler yang dilakukan
Trianom, et al (2019) dapat membedakan kelompok bakteri di bawah tingkat
spesies (subspesies) khususnya untuk deteksi dan identifikasi R. syzygii subsp.
syzygii dengan merancang primer spesifik berbasis sekuens gen egl (UGMRss-
F/R) pada amplikon sebesar ~378-bp. Gen egl diketahui memiliki homologi yang
cukup variatif untuk mendeteksi RSCC sebab enzim endoglukanase dilaporkan
menjadi faktor penting dalam virulensi R. solanacearum yang dapat mendegradasi
komponen dinding sel tanaman sehingga penggunaan gen egl sebagai marka
molekuler sangat menjanjikan, di antaranya untuk merancang primer spesifik

(Arwiyanto, 2018; Trianom, et al., 2018).

2.3 Kerangka Pikir

Cengkeh sebagai salah satu komoditi perkebunan yang bernilai komersial
tinggi terutama sebagai bahan campuran dalam bidang industri rokok, makanan,
minuman, maupun kesehatan. Budidaya cengkeh saat ini berada hampir diseluruh
wilayah Indonesia. Manfaat cengkeh yang begitu besar membutuhkan perawatan
yang cukup intensif khususnya dalam pengendalian hama dan penyakit cengkeh.

Ralstonia syzygii subsp. syzygii dikenal sebagai salah satu penyebab penyakit
yang menyerang pembuluh xilem dan dapat menurunkan produktivitas
pertumbuhan cengkeh dan penurunan hasil. Beberapa penelitian mengemukakan
bahwa penyebaran penyakit ini diawali dari transfer penyakit dari inang hutan

yang tidak diketahui dan adanya vektor lokal yang sesuai (Hindola vulva)
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sehingga memungkinkan terjadinya kisaran inang R. syzygii yang lebih luas. Oleh
karenanya, dibutuhkan pengetahuan tentang inang alternatif yang menjadi sumber
penyebaran penyakit yang disebabkan R. syzygii yang nantinya dapat dijadikan
sebagai bahan informasi dan kontribusi pada upaya karantina tanaman, yaitu
dengan melakukan penelitian “Deteksi Cepat Ralstonia syzygii subsp. syzygii
Penyebab Penyakit Pembuluh Kayu Pada Cengkeh dan Tanaman Inang Lainnya

dengan Polymerase Chain Reaction”.

Cengkeh sebagai komoditi
unggulan

v

Penurunan hasil akibat serangan
penyakit pembuluh kayu cengkeh

Vv Kendala
[ Inang yang tidak diketahui ]
v

Dibutuhkan teknologi cepat untuk
deteksi dan karakterisasi pada:

[
v v

[ Cengkeh ] [ Inang alternatif ]
I [

Deteksi dan karakterisasi
dengan metode molekuler

\

Tanaman lain yang berpotensi sebagai inang alternatif bakteri
R. syzygii subsp. syzygii penyebab penyakit pembuluh kayu
pada cengkeh

Gambar 1. Diagram Alir Kerangka Pikir Penelitian
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2.4 Hipotesis

Teknik Polymerase chain reaction dengan primer spesifik mampu
mengidentifikasi penyebab penyakit pembuluh kayu cengkeh, terdapat
kemampuan bakteri penyebab penyakit pembuluh kayu cengkeh hidup pada inang
alternatif dan terdapat kemampuan hidup bakteri penyebab penyakit pembuluh

kayu cengkeh walaupun tidak menimbulkan gejala (Asymptomatic Host).



BAB 3

METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium IImu Penyakit Tumbuhan,
Fakultas Pertanian Universitas Tadulako, Palu Sulawesi Tengah. Sampel
inokulum berasal dari Kabupaten Toli-Toli Kecamatan Galang. Penelitian ini

berlangsung pada bulan Februari - April, 2020.

3.2 Alat dan bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu timbangan analitik, mortar,
tabung 2 ml dengan tutup ulir, tabung 1,5 ml, autoclave (Tomy SX-500, Tokyo,
Jepang), ultra low temperature freezer (Binder,Tuttlingen, Jerman), thermo-
Shaker (Biosan TS-100, Latvia), vortex (Biosan V-1 Plus, Latvia),
microsentrifuge (Kitman T-24, Tokyo, Jepang), microcentrifuge tube, mikro pipet
(1000 ul, 200 ul, 100 ul, 20 ul, 10 ul) (Hirschmann Laborgerate , Eberstadt,
Jerman) , tips mikro pipet (1000 ul, 200 ul, 100 ul, 20 ul, 10 ul), PCR Hood
(GLE-UVSC Scie Plas, Cambridge, Inggris), Mesin PCR (Labsyclar 011-103
Sensquest, Gottingen, Jerman), gel doc (Uvitec, Cambridge, Inggris).

Bahan yang akan digunakan yaitu, sampel tanaman
cengkeh  yang bergejala penyakit Sumatra, tanaman lain yakni cabali,
tomat, pisang, Heliconia, Menthacanadensis, Verbesina alternifolia, disposable
free powder gloves, ethanol absolute, kit ekstraksi DNA (Qiagen,Hilden, Jerman),

DNA Marker Hyperladder 100 bp (Bioline), Sybrgreen (Lonza, Rockland, USA),

18



19

Loading dye (Qiagen, Hilden, Jerman), (Rnase A (Qiagen, Hilden,
Jerman), Proteinase K (Qiagen, Hilden, Jerman), double destilated
water (Orsuka, Lawang, Indonesia), agarose (Lonza, Rockland, ME USA),
TBE 1x (Lonza, Rockland, ME USA), PCR mix Top Taq,
Primer F 16S (5-TGGTAGTCCACGCCCTAAAC-3’), Primer R 16S
(5’-CTGGAAAGTTCCGTGGATGT-3), primer spesifik untuk
amplifikasi  genom R.  syzygii  terdiri  atas  sepasang  primer
UGMRss-F  (5’-GCTCACCATCGCCAAGGACAGCG-3’) dan UGMRss-R

(5’>-TTCGATCGAACGCCTGGTTGAGC-3").
3.3 Pelaksanaan Penelitian

3.3.1 Koleksi bahan sumber inokulum patogen dari perkebunan cengkeh
Pengambilan sumber inokulum patogen cengkeh dilakukan di Kabupaten
Toli-toli. Sampel yang diambil vyaitu akar, batang, ranting, daun yang
menunjukkan gejala terinfeksi penyakit Sumatera dengan melihat pohon cengkeh
ditandai dengan gejala ranting-ranting pada pucuk tanaman mati kemudian diikuti
dengan daun yang gugur. Pengambilan akar cengkeh menggunakan soil corer
dengan panjang 20 cm. Sampel di foto kemudian dimasukkan kedalam kantong
plastik.
3.3.2 Koleksi bahan tanaman lain disekitar perkebunan cengkeh
Untuk melihat kisaran inang R. syzigii pada tanaman lain disekitar pohon
cengkeh sebagai penyebab tanaman sakit pada cengkeh, maka diambil beberapa
tanaman lain yang termasuk dalam strain kompleks R. solanacearum (cabali,

pisang, tomat, Heliconia, Menthacanadensis, Verbesina alternifolia) pada lokasi
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yang sama disekitar perkebunan cengkeh yang terinfeksi penyakit Sumatera
(R. syzygii).
3.3.3 Karakteristik bakteri R. syzygii dari cengkeh bergejala

Sampel Cengkeh yang menunjukkan gejala terinfeksi penyakit Sumatera
(R. syzygii) diisolasi dari bagian akar, batang, ranting dan daun cengkeh sakit
menggunakan metode gores (Danaatmadja et al., 2009). Semua organ dicuci
dengan air mengalir dan dikeringanginkan kemudian sampel disterilkan
menggunakan alkohol 70% selama 30 detik dan dibilas kembali dengan aquades,
setelah itu memotong sampel menjadi bagian kecil berukuran 5 cm sebanyak
10 gr, masing-masing organ cengkeh dimasukkan kedalam tabung reaksi yang
berisi 9 ml aquadest steril dibiarkan selama 1x24 jam. Kemudian diisolasi pada
media CPG dengan pH 7, diinkubasi selama 3x24 jam dan melakukan
pengamatan secara makroskopik terhadap bentuk koloni R. syzygii berwarna
bening, berbentuk bulat, berukuran £1 mm, tumbuh 4 hari setelah isolasi dan
bersifat gram negatif (Danaatmadja et al., 2009). Bakteri R. syzygii, selanjutnya
disubkultur kembali ke media padat CPG yang baru untuk mendapatkan biakan
murni yang akan digunakan pada uji reaksi hipersensitive, uji patogenisistas dan
deteksi PCR R. syzygii.
3.3.4 Perbanyakan bakteri R. syzygii pada Media CPG

Perbanyakan bakteri R. syzygii pada Media CPG dilakukan untuk
keperluan pengujian rekasi hipersensitive (HR) dan uji patogenisistas. Satu koloni
tunggal bakteri R. syzygii diiinokulasi ke dalam 250 ml media cair CPG dan

diinkubasi selama 5-7 hari pada suhu ruang (+ 27°C), dengan melihat keruhnya
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medium sebagai tanda bakteri telah tumbuh dan dapat disentrifuge dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 2 menit. Pelet bakteri yang terbentuk diukur
konsentrasi bakteri untuk selanjutnya digunakan pada pengujian selanjutnya
(Trianom, et al., 2018).

3.3.5 Uji reaksi hipersensitive (HR)

Pengujian hipersensitif pada daun tomat dan daun cengkeh bertujuan untuk
mengetahui sifat patogenik dari bakteri. Pengujian dilakukan dengan cara
sebanyak 100 ml suspensi bakteri dari media CPG cair dengan kerapatan koloni
(10° CFU/mI™) disuntikkan secara perlahan ke dalam jaringan epidermis daun
hingga membasahi jaringan batas urat-urat daun kemudian mengamati gejala yang
ditimbulkan. Reaksi dinyatakan positif jika terbentuk gejala nekrotik pada
jaringan daun, sedangkan jika jaringan daun tidak mengalami perubahan
dinyatakan negatif (Trianom et al., 2019).

3.3.6 Uji patogenisistas R. syzygii

Untuk mengetahui pengaruh gejala infeksi yang ditimbulkan bakteri
R.syzygii pada cengkeh dan tanaman lain terhadap potensinya menjadi inang
alternatif maka dilakukan uji patogenisitas terhadap tanaman yang selalu ada
disekitar sentra pertanaman cengkeh (Menthacanadensis, V. alternifolia) dan
memiliki kekerabatan dengan cengkeh yang berpotensi sebagai inang dari spesies
kompleks R. solanacearum (Tomat, Cabai famili Solanacearum) dan (Pisang,

Heliconia famili Musaceae).
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Cengkeh dan tanaman non inang (Cabai, Tomat, Pisang, Heliconia,
Menthacanadensis, V. alternifolia) yang berumur £ 4 bulan diuji patogenisitasnya
dengan metode infectivity titration, yaitu dengan membuat lubang luka ke bagian
batang tanaman kemudian dimasukkan tip yang berisi 10— 20 pl suspensi bakteri
(1,5 x 10° CFU/mI) panjang gelombang 600 (OD,g= 0,1) ke bagian lubang
tersebut (Danaatmadja et al., 2009). Perubahan fisiologi tanaman diamati selama
48 hari setelah inkubasi dengan melihat gejala daun yang menguning, kering lalu
berguguran yang merupakan ciri dari gejala bakteri penyebab penyakit Sumatera
(R. syzyqii).

3.3.7 Ekstraksi DNA R. syzygii subsp. syzygii dari akar, batang, daun,
ranting dari tanaman lain

Sampel bagian tanaman (akar, batang, ranting, daun) tanaman lain dicuci
dengan air mengalir dan dikeringanginkan, kemudian memotong sampel menjadi
bagian kecil (5 mm). Semua organ cengkeh yang telah disteril, digerus hingga
halus menggunakan mortar kemudian dilakukan ekstraksi DNAnya menggunakan
Dneasy plant mini kit (Qiagen, Hilden, Jerman). Pemanasan heating block pada
waterbath 65 °C kemudian sebanyak 20 mg sampel bagian tanaman yang telah
dihaluskan ditambahkan (400ul AP1+4ul Rnase A stock solution 100mg/mi+25
pl proteinase K). Vortex lalu spindown sebentar kemudian inkubasi campuran
tersebut dalam heating block 65°C selama 10 min. Selanjutnya menambahkan
130ul Buffer P3, mix dan inkubasi selama 5 min dalam es. Setelah itu disentrifuge
5 min selama 20.000 xg (14.000 rpm) dan pindahkan lysate ke dalam
QIlAshredder (lilac), sentrifuge 2 min selama 20.000xg (14.000 rpm). Kemudian

memindahkan lysate yang tertampung di collection tube tanpa mengenai pelletnya
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ke dalam tube 1.5 ml yang baru, tambahkan 1.5 vol buffer AW1 ke dalam
campuran sebelumnya (Misalnya: didapatkan 450ul dari no 7, maka ditambahkan
675ul buffer AWL1). Vortex atau pipeting agar menghasilkan larutan yang
homogen. Selanjutnya pipet larutan yang telah homogen dan memasukkannya ke
dalam Dneasy Mini Column yang ditempatkan dalam 2 ml collection tube.
Centrifugasi pada 6000 x g (8000 rpm) selama 1 min kemudian menambahkan
500 pl Buffer AW2, centrifugasi selama 1 min pada 6.000xg (=8.000 rpm),
kemudian tambahkan lagi 500 pl Buffer AW2, centrifugasi selama 2 min pada
20,000 x g (14,000 rpm) untuk mengeringkan column membrane dari ethanol dan
buang collection tubenya. Tempatkan Dneasy Mini Column ke dalam 2 ml
collection tube yang baru, tanpa penambahan apapun lalu centrifugasi selama 1
min pada 20,000 x g (14,000 rpm) untuk mengeringkan membran dan membantu
evaporasi ethanol yang ada. Tempatkan Dneasy Mini Column ke dalam tabung
1.5 ml atau 2 ml, pipet 100 pl Buffer AE dan masukkan ke dalam Dneasy Mini
Column membrane. Inkubasi pada suhu ruang selama 7 min, sentrifugasi selama 1
min pada 6000 x g (8000 rpm) untuk proses elusi. DNA hasil elusi dapat langsung
digunakan untuk proses PCR atau simpan pada suhu -20 °C atau -80°C untuk
penyimpanan lama.
3.3.8 Amplifikasi DNA dengan PCR untuk deteksi cepat R. syzigii
Amplifikasi DNA R.  syzygii  subsp.  syzygii  dilakukan
dengan metode nested-PCR (Ngaliyatun, et al., 2013.; Pulogu, et al., 2017).
Selanjutnya isolat bakteri R.syzygii dari cengkeh dan DNA tanaman lain hasil

ekstraksi diamplifikasi menggunakan pasangan primer universal bakteri yaitu F
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16S rRNA (5’-TGGTAGTCCACGCCCTAAAC-3’), primer R 16S rRNA (5’-
CTGGAAAGTTCCGTGGATGT-3"). Produk PCR pertama diamplifikasi
menggunakan pasangan primer spesifik untuk amplifikasi genom R. syzygii terdiri
atas UGMRss-F (5’-GCTCACCATCGCCAAGGACAGCG-3’ dan UGMRss-R
(5’-TTCGATCGAACGCCTGGTTGAGC-3’) (Trianom, et al., 2018). Reaksi
PCR menggunakan Master Mix Top Taq dengan komposisi 12,5 pl master mix, 2
ul primer forward, 2 pl primer reverse, 2 pl DNA dan 6,5 pl Nuclease Free Water
(NFW). Amplifikasi DNA dilakukan sebanyak 2 kali proses PCR dengan mesin
PCR (Labsyclar 011-103 Sensquest, Gottingen, Jerman) pada suhu 96 °C selama 5
menit untuk denaturasi awal. Amplifikasi dilakukan sebanyak 30 siklus dengan
tahapan sebagai berikut: proses denaturasi pada suhu 94 °C selama 15 detik,
proses penempelan (annealing) pada suhu 59 °C selama 30 detik, dan proses
pemanjangan pada suhu 72 °C selama 30 detik. Kemudian dilanjutkan dengan
pemanjangan akhir pada suhu 72 °C selama 10 menit. Akhir siklus dipertahankan
pada suhu 4 °C (Trianom, et al., 2018).
3.3.9 Visualisasi DNA dengan gel electrophoresis

Hasil amplifikasi dianalisis untuk melihat fragmen DNA melalui
elektroforesis (Scientific Company, Del mar, California). Elektroforesis
digunakan untuk memisahkan molekul-molekul protein atau DNA diatas medan
listrik. Elektroforesis menggunakan gel agarose (Lonza, Rockland, USA) 1%
dalam buffer TBE (Tris-HCL, boric acid, EDTA) 1 x (Lonza, Rockland, USA)
pada tegangan 120 Volt DC dengan beberapa tahapan waktu (15 menit, 10 menit,

5 menit, 5 menit) . Pengukuran fragmen DNA menggunakan penanda marker
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100 bp DNA ladder (Bioline) sebanyak 3 pl. Sampel disiapkan dengan
mencampurkan 10 pl DNA, 1 ul loading dye (Qiagen, Jerman), 1 pl ybrgreen
(Lonza, Rockland, USA) kemudian diisi kedalam sumuran gel sebanyak 7 pl dan
diletakkan di kutub negatif, apabila dialiri arus listrik dengan menggunakan
larutan buffer yang sesuai maka DNA akan bergerak ke kutub positif. Laju
migrasi DNA dalam medan listrik berbanding terbalik dengan massa DNA (Yusuf
et al.,, 2014). Hasil elektroforesis divisualisasikan dengan gel doc (Uvitec

Cambrige, Inggris).
3.4  Variabel Pengamatan

3.4.1 Karakteristik bakteri R. syzygii dari Cengkeh bergejala

Bakteri R. syzygii diamati secara makroskopik berdasarkan ciri
morfologi (warna, bentuk koloni dan tepi koloni) (Danaatmadja, et al., 2009),
gejala nekrotik yang ditimbulkan pada reaksi hipersensitive dan uji patogenisitas
(Trianom, et al., 2019).
3.4.2 Hasil analisis DNA pada Cengkeh terinfeksi R. syzigii

Deteksi molekuler R. syzygii diamati dengan melihat ada tidaknya pita
DNA amplikon R. syzigii hasil PCR berdasarkan ukuran fragmen DNA yang sama
dengan DNA target antara 200 sampai 400 pasang basa dari sampel DNA cengkeh
(Trianom, et al., 2018).
3.4.3 Patogenisitias R. syzygii pada beberapa tanaman inang alternatif

Uji patogenisitas R. syzygii diamati selama 48 hari setelah inokulasi (hsi)
dengan melihat perubahan fisiologi tanaman ditandai dengan keadaan layu dan

daun menguning yang lama kelamaan akan mengering lalu berguguran hingga
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keseluruhan daun tidak ada lagi pada tanaman. Hal ini menunjukkan isolat bakteri
tersebut merupakan ciri dari gejala bakteri penyebab penyakit Sumatera
(R. syzygii) (Danaatmadja, et al., 2009).
3.4.4 Hasil analisis DNA R. syzygii pada tanaman lain

Deteksi R. syzygii pada tanamana lain hasil elektroforesis yang
divisualisasikan pada gel doc, diamati dengan melihat ukuran fragmen DNA dan
jumlah primer yang berhasil menempel ataupun jumlah cetakan yang berhasil
ditempeli oleh primer ditandai berdasarkan ketebalan dan kejelasan pita DNA

pada amplikon hasil visualisasi (Trianom, et al., 2018).
3.5  Analisis Data

Hasil elektroforesis PCR yang divisualisasi dengan DNA gel
documentation band pattern (Uvitec Cambrige, Inggris) dianalisis dengan
membandingkan ada tidaknya pita DNA yang terbentuk pada gel agarose dengan
ukuran fragmen DNA antara 200 sampai 400 pasang basa dari sampel DNA
cengkeh dan tanaman uji lainnya (Trianom, et al., 2018.)

Hasil uji patogenisitas R. syzigii dianalisis dengan membandingkan
patogenisitas R. syzigii pada cengkeh dan tanaman inang alternatif lainnya

(Danaatmadja, et al., 2009).



BAB 4

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Karakteristik Bakteri R. syzygii dari Cengkeh Bergejala

4.1.1 Ciri morfologi R.sizygii pada medium Casamino Pepton Acid Glucose
(CPG)

Karakteristik R. syzygii pada media CPG dari hasil pengamatan bakteri
membutuhkan waktu tumbuh 3 hari setelah inkubasi dengan ciri koloni
(Gambar 2) berbentuk bulat cembung, berwarna putih jernih dengan tepian rata
dan memiliki ukuran sekitar 1 mm (Tabel 2).

Tabel 2. Karakterisasi bakteri R. syzygii dari cengkeh bergejala

Tanaman Isolat Ciri morfoloai Uji Uji Kerapatan Sel
inang g HR  Patogenisitas Cfu/ml

Bulat cembung,
Cengkeh Bakteri  berwarna putih 4 1 x 10° cfu/ml

R. syzygii  jernih dengan
tepian rata

Ket: + : Terinfeksi Patogen
— : Tidak terinfeksi Patogen

Gambar 2. Morfologi koloni bakteri R. syzygii pada media CPG

27
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Bakteri R. syzygii memiliki sifat gram negatif, mampu memanfaatkan
0,85% sukrosa dan glukosa, menghidrolisis pati, asam suksinat, Lasparagine,
asam L-aspartat, asam L-glutamat, L-prolin dan tumbuh baik pada suhu 27 °C
(Danaatmadja, et al., 2009; Safni, et al., 2014).

4.1.2 Hasil uji reaksi hipersensitif (HR)

Berdasarkan hasil pengujian reaksi hipersensitive pada daun tomat dan daun
cengkeh (Gambar 3), terdapat bercak kuning hingga kecoklatan disekitar daun
yang diinfeksi bakteri pada 4 hari setelah infeksi (hsi) sebagai reaksi tanggapan
awal pertahanan tanaman terhadap serangan patogen. Perubahan warna
disebabkan adanya kematian sel yang cepat dan terlokalisasi pada tanaman dalam

bentuk nekrosis untuk membatasi pergerakan patogen (Danaatmadja, et al., 2009).

. \ e e "
Gambar 3. Uji reaksi hipersensitif (HR) 4 Hsi menunjukkan gejala nekrosis pada
daun tomat (A) dan daun cengkeh (B)

Gejala nekrotik yang muncul dapat dinyatakan tanaman berekasi positif (+)
(Tabel 2) terhadap keberadaan patogen sebagai tanda bakteri yang diinfeksi

adalah patogen sehingga dapat digunakan untuk pengujian selanjutnya pada uji
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patogenisitas cengkeh untuk melihat keberadaan R.syzygii. Reaksi ini muncul
pada tanaman yang terinfeksi saat pengenalan patogen yang merupakan usaha
untuk menghambat pertumbuhan patogen (Arimbawa, et al., 2019).

Respons hipersensitif (Hypersensitive Response) terjadi pada tanaman
sebagai reaksi kompleks pertahanan awal tanaman (Fanani, et al., 2016) atas
infeksi patogen dengan terbentuknya daerah yang mati pada daun (nekrosis) yang
menunjukkan gejala nekrosis yang beragam mulai dari kuning, coklat hingga
hitam (Yatni, et al., 2018). Patogen melepaskan elisitor berupa enzim untuk
melepaskan komponen dinding sel tanaman (Setyorini & Yusnawan, 2018).
Dalam hal ini terjadi pengenalan molekul elisitor oleh reseptor tumbuhan yang
menghasilkan respon pertahanan pada jaringan tanaman yang terinfeksi maupun
respon pada keseluruhan tanaman (Djaenuddin, 2016).

Sel tanaman mengirim sinyal transduksi yang mengaktifkan enzim-enzim
untuk membentuk gen ekspresif yang merupakan awal mula pertahanan dengan
meningkatkan kadar senyawa fenolik berupa fitoaleksin untuk mencegah
perkembangan patogen, infeksi juga mengaktifkan gen yang menghasilkan
patogenesis related protein yang berperan sebagai anti mikroba untuk memberi
sinyal ke sel-sel tetangga akan adanya infeksi melalui plasmodesmata sehingga
merangsang pembentukan polisakarida untuk membentengi dinding sel
(Campbell, et al., 2003). Peningkatan produksi fitoaleksin dan protein PR serta
penutupan yang membatasi infeksi patogen untuk mengambil nutrisi memberikan
respon tanaman mati yang terlokalisir sebagai respon reaksi hipersensitive

(Campbell, et al, 2003; Setyorini & Yusnawan, 2018). Respon pertahanan ini
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memproduksi suatu sinyal kimia akan pertanda adanya bahaya sehingga sel yang
terinfeksi membebaskan suatu sinyal pertahanan berupa hormon asam salisilat
yang akan menyebar kesemua tanaman sebagai ketahanan umum tanaman yang
dikenal dengan SAR (Systemic Aquare Resistance) (Campbell, et al., 2003.;
Riedlmeier, et al., 2017)
4.1.3 Uji patogenisitas R. syzygii

Hasil pengujian patogenisitas isolat bakteri pada cengkeh menunjukkan
bahwa bakteri mampu menginfeksi cengkeh (Tabel 2) sesuai dengan gejala yang
ditimbulkan daun menguning yang lama-kelamaan mulai mengering pada 28 hari

setelah infeksi (hsi) (Gambar 4).

Gambar 4. Cengkeh yang terinfeksi R. syzygii setelah 28 hari diinokulasi dengan
suspensi R. syzygii 10° CFU ml™suspensi

Uji patogenisitas dilakukan untuk mengkonfirmasi apakah bakteri patogen
yang berhasil diisolasi dari cengkeh sakit bergejala penyakit Sumatera mampu
menginfeksi kembali cengkeh sehat dengan gejala yang sama. Menurut

Danaatmadija, et al., (2009) dan Trianom, et al. ( 2019) penyakit pembuluh kayu
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cengkeh atau dikenal dengan penyakit Sumatera yang disebabkan oleh bakteri
R. syzygii menyerang cengkeh secara bertahap dengan gejala awal daun
menguning lalu gugur bagian demi bagian dan berkembangnya daun muda serta

kuncup bunga, akan tetapi jumlahnya sangat sedikit.

4.2 Karakterisasi bakteri yang diisolasi pada medium CPG dengan PCR

Hasil amplifikasi DNA dengan teknik PCR menunjukkan penggunaan
metode nested PCR menggunakan 2 pasang primer yaitu sepasang primer
universal untuk amplifikasi genom bakteri (F 16S rRNA dan R 16S rRNA) dan
sepasang primer spesifik untuk amplifikasi R. syzygii subsp. syzygii (UGMRss-F
dan UGMRss-R) (1: DNA bakteri hasil amplifikasi menggunakan primer F/R
16S) (Gambar 5) sangat memungkinkan untuk deteksi R. syzygii pada penelitian
ini tanpa harus melakukan adanya pengenceran. Terlihat bahwa hasil pengenceran
DNA bakteri dari hasil amplifikasi menggunakan primer F/R 16S (2: Bakteri hasil
pengenceran 10x hasil amplifikasi  menggunakan primer F/R 16S) dan
penggunaan bakteri menggunakan primer spesifik (3: Bakteri menggunakan
Primer Spesifik UGMRss-F/R; 4. Bakteri hasil pengenceran 10x menggunakan
Primer Spesifik (UGMRss-F/R)) (Gambar 5) tidak terdeteksi adanya bakteri pada
hasil amplifikasi DNA R. syzygii sesuai dengan kontrol (5. Air) (Gambar 5) yang

dinyatakan negatif (-).
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Gambar 5. Visualisasi hasil amplifikasi DNA isolat R. syzygii menggunakan
teknik PCR dengan primer spesifik UGMRss-F/UGMRss-R) pada
amplicon berukuran 200 bp pasang basa (M: marker 100-bp; 1: DNA
bakteri hasil amplifikasi menggunakan primer 16S F/R; 2: Bakteri
hasil pengenceran 10x hasil amplifikasi menggunakan primer 16S
F/R ; 3: Bakteri menggunakan Primer Spesifik UGMRss-F/R ; 4.
Bakteri hasil pengenceran 10x menggunakan Primer Spesifik
(UGMRss-F/R); 5. Air (kontrol negatif).

Penggunaan metode nested PCR menggunakan sepasang primer universal
untuk amplifikasi genom bakteri (F 16S rRNA dan R 16S rRNA) dan sepasang
primer spesifik untuk amplifikasi R. syzygii subsp. syzygii (UGMRss-F dan
UGMRss-R) berada pada amplikon berukuran 200-bp (Gambar 5)
dengan ketebalan yang memperlihatkan jumlah primer yang berhasil
menempel dan kejelasan pita DNA hasil visualisasi berada pada intensitas
yang cukup baik. Menurut Trianom, et al. (2018) sepasang primer spesifik dan
sensitif yang dirancang untuk deteksi R. syzygii subsp. syzygii yaitu:
UGMRss-F (5’-GCT CACCATCGCCAAGGACAGCG-3’) dan UGMRss-R

(5’-TTCGATCGAACGCCTGGTTGAGC-3’) menggunakan data sekuens
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gen endoglukanase (egl) dari GenBank berada pada amplikon
sebesar ~378-bp.

Perbedaan ukuran pada amplikon hasil visualisasi dan tidak terdeteksinya
R. syzygii pada penggunaan primer sepesifik secara langsung dapat disebabkan
adanya optimasi kondisi yang berkaitan erat dengan beberapa faktor seperti jenis
sampel, jenis polimerase DNA; suhu; konsentrasi, dalam hal ini berkaitan dengan
dNTPs, MgCI2 dan DNA polimerase; buffer PCR dan waktu (Handoyo, et al.,
2000.; Yusuf, et al., 2014). Faktor-faktor tersebut juga menjadi indikator
penggunaan nested PCR dalam penelitian ini, untuk mempermudah memisahkan
DNA genom bakteri (F 16S rRNA dan R 16S rRNA) dari sampel tanaman untuk
selanjutnya diamplifikasi menggunakan primer spesifik untuk amplifikasi R.
syzygii subsp. syzygii (UGMRss-F dan UGMRss-R).

Penggunaan nested PCR dengan bantuan enzim DNA polymerase yang
menggunakan dua pasang primer sangat spesifik dalam melakukan amplifikasi
dimana proses ini dilakukan dengan dua kali proses PCR dan pasangan primer
kedua akan mengenali sekuen DNA spesifik di dalam fragmen produk
PCR pertama dan memulai amplifikasi bagian dari kedua primer tersebut
(Budiarto, 2015; Kandou, 2019). Proses ini mempermudah untuk mendapatkan
DNA target yang diinginkan dan meminimalkan jika terjadi kesalahan amplifikasi

DNA (Prasetya, et al., 2018).
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Meskipun terdapat perbedaan ukuran pada amplikon, hasil visualisasi DNA
primer spesifik teramplifikasi dengan baik menggunakan (primer UGMRss-F dan
UGMRss-R) dengan nested PCR dan pada kolom (2, 3 & 4) sesuai dengan kontrol
negatif pada kolom (5) tidak dijumpai adanya pita DNA. Hasil ini
mengindikasikan bahwa selama proses persiapan ekstraksi DNA dan PCR tidak
terjadi kontaminasi. Produk PCR dari masing-masing kolom menunjukkan bahwa
pita fragmen DNA primer spesifik telah berhasil diamplifikasi memberikan
tampilan yang jelas. Hasil ini diduga karena adanya beberapa faktor, diantaranya
kuantitas dan kualitas DNA yang baik, proses ekstraksi DNA, proses amplifikasi,
jumlah konsentrasi DNA sampel dan desain primer yang sesuai dengan DNA
target (Dewi, et al., 2015) sehingga visualisasi hasil amplikasi DNA dari sampel
cengkeh yang terinfeksi penyakit pembuluh kayu cengkeh mengindikasikan
sepasang primer spesifik untuk amplifikasi R. syzygii subsp. syzygii (UGMRss-F

dan UGMRss-R) mampu mendeteksi pita DNA R.syzygii.
4.3 Uji patogenisitias R. syzygii pada beberapa tanaman inang alternatif

Hasil pengujian  patogenisitas pada beberapa tanaman inang
alternatif (Cabai, Tomat, Pisang Kepok, Heliconia, Menthacanadensis dan
Verbesina alternifolia) selama 48 hari setelah infeksi bakteri R. syzygii, setiap
tanaman tumbuh dan berkembang dengan baik (Gambar 6-11) dinyatakan
negatif (-) (Tabel 3) tanpa menunjukkan adanya gejala eksternal yang ditandai
daun menguning, kering lalu berguguran yang merupakan ciri dari gejala bakteri
penyebab penyakit Sumatera (R. syzygii subsp. syzygii) (Danaatmadja et al.,

2009.; Safni et al., 2014) seperti yang terlihat pada uji patogenisitas cengkeh
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(Gambar 4) yang dinyatakan positif (Tabel 2) terinfeksi R. syzygii pada hasil
amplifikasi DNA dengan PCR (Gambar 5).

Tabel 3. Uji patogenisitas R. syzygii pada berbagai tanaman uji

Kerapatan Sel  Patogenisitas

No. Asal Isolat Inang yang di uji
Jyang . (Cfu/ml) (+/-)

Pisang (Musa) -

Cabai (Capsicum annuum L.) -

1.  Sigi, Sidera ) 8
Tomat (Solanum Lycopersicum)  1,5x10° cfu/ml -
Heliconia -
Toli-toli, Menthacanadensis -
& Galang Verbesina alternifolia -

Keterangan: + = Menunjukkan gejala daun menguning
_ Tidak menunjukkan gejala daun menguning dan layu hingga
48 (hsi)

Perkembangan penyakit dan inang pada tahap pradisposisi, inokulasi, dan
keberhasilan infeksi sangat dipengaruhi oleh lingkungan baik biotik maupun
abiotik (suhu, kelembaban, cahaya, dan nutrisi) (Sudir, 2018; Sutarman, 2017).
kelembapan yang tinggi dengan suhu yang rendah menyebabkan patogen lebih
mudah menginfeksi tanaman (Taufik, 2011). Tidak adanya gejala eksternal yang
ditimbulkan pada tanaman lain (Gambar 6-11) setelah infeksi bakteri dapat
dipengaruhi oleh faktor lingkungan (cuaca, suhu, kelembaban) yang kurang
mendukung perkembangan bakteri, sifat tanaman yang tahan terhadap penyakit,

kemampuan patogen untuk menginfeksi tanaman dan ketersediaan nutrisi bagi

patogen.
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Gambar 6. Cabai sebelum infeksi bakteri R. syzygii (a), Cabai tidak menimbulkan
gejala setelah infeksi bakteri R. syzygii pada 48 Hsi (b).
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Gambar 7. Tomat sebelum infeksi bakteri R. syzygii (a), Tomat tidak
menimbulkan gejala setelah infeksi bakteri R. syzygii pada
48 Hsi (b)



37

= b

Gambar 8. Pisang kepok sebelu infeksi bakteri R. syzygii (a), Pisang kepok tidak
menimbulkan gejala setelah infeksi bakteri R. syzygii pada 48 Hsi (b).

Gambar 9. Heliconia sebelum infeksi bakteri R. syzygii (a), Heliconia tidak
menimbulkan setelah infeksi bakteri R. syzygii pada 48 Hsi (b).
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Gambar 10. Menthacanadensis sebelum infeksi bakteri R. syzygii (a),

Menthacanadensis tidak menimbulkan setelah infeksi bakteri
R. syzygii pada 48 Hsi (b).

Gambar 11. Verbesina alternifolia sebelum infeksi bakteri R. syzygii (a),
V. alternifolia tidak menimbulkan gejala setelah infeksi bakteri
R. syzygii pada 48 Hsi (b).
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Menurut Apriyadi, et al. (2019) patogen dapat memanfaatkan nutrisi dari
tanaman jika dapat menembus sistem pertahanan inang dengan melewati sistem
pertahanan penghalang fisik (kutikula, dinding sel) sebagai pemberi respon
tanaman terhadap aktivitas patogen (Yanti, et al., 2019) untuk kemudian
membentuk sistem pertahanan baik berupa sistem pertahanan struktural maupun
pertahanan kimiawi yang menghasilkan zat beracun bagi patogen atau
menciptakan kondisi yang menghambat pertumbuhan patogen.

Tidak adanya gejala pada tanaman uji setelah infeksi bakteri patogen
(Gambar 6-11 & Lampiran 5-10), juga menunjukkan bahwa mekanisme
pertahanan kimia (preexisting chemical) dari tanaman lebih bertanggung jawab
untuk resistensi tanaman terhadap infeksi yang ditunjukkan oleh tanaman
ternadap patogen (Rusae, et al., 2018). Senyawa kimia yang dapat menjadi
inhibitor terhadap infeksi patogen diantaranya senyawa protein fenolik, asam
salisilat, kitinase, fitoaleksin, serta aldehid pada tanaman. (Taufik, 2011;
Pandawani, et al., 2016).

Secara taksonomik berdasarkan pendekatan molekuler melalui hibridisasi
DNA Kkarasteristik filotipe [V strain indonesia termasuk dalam kelompok
yang paling beragam (Hemelda, et al., 2019; Prior, et al., 2016b) meskipun
memiliki perbedaan fenotipik dan genotipik tetapi saling berkaitan dengan
sub kelompok spesies kompleks R. solanacearum berdasarkan kisaran inang
dan kemampuan patogenisitasnya, (Safni, et al., 2014) yang dibagi kedalam
tiga kelompok subspesies terdiri dari R. syzygii subsp. indonesiensis penyebab

layu bakteri pada tanaman solanaceae (Horita, et al., 2014), R. syzygii subsp.
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celebesensis patogen penyebab penyakit darah pada pisang dan dua kerabatnya
Heliconia sp. dan Sterlitzia reginae (Teng, et al., 2016) dan R. syzygii subsp.
syzygii dikenal sebagai patogen penyebab penyakit pembuluh kayu cengkeh

(Safni, et al., 2014).

4.4  Deteksi R. syzygii pada tanaman lain menggunakan Polymerase Chain
Reaction

Visualisasi hasil amplifikasi DNA R. syzygii subsp. syzygii dengan
PCR (nested PCR) menggunakan sepasang primer universal untuk
amplifikasi genom bakteri (F 16S rRNA dan R 16S rRNA) dan sepasang
primer spesifik untuk amplifikasi R. syzygii subsp. syzygii (UGMRss-F dan
UGMRss-R) mampu mendeteksi keberadaan R. syzygii penyebab penyakit
pembuluh kayu cengkeh pada beberapa tanaman lain (1: Cabai, 2: Tomat,
3. Pisang, 4: Menthacanadensis, 5: Verbesina alternifolia) (Gambar 12)
dinyatakan positif R. syzygii dengan terbentuknya fragmen DNA yang sesuali
dengan kontrol positif (7: DNA R. syzygii) dengan amplicon 200 bp. Hal ini dapat
menjadi penciri khusus sebagai faktor identitas keberadaan R. syzygii sesuali
dengan primer spesifik yang digunakan, meskipun fragmen DNA R. syzygii tidak
sesuai dengan pernyataan Trianom, et al. (2018) bahwa DNA R. syzygii berada
pada amplicon ~378 bp akan tetapi hasil uji pada beberapa DNA
tanaman lain  menunjukkan  hasil  positif  diperkuat dengan satu
tanaman uji (6: Heliconia) yang dinyatakan negatif (Tabel 4) dengan tidak
terbentuknya fragmen DNA R. syzygii yang sesuai dengan kontrol negatif

(8: H.0) (Gambar 6).
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Tabel 4. Deteksi R. syzygii dengan PCR pada berbagai tanaman uji

Sumber Sampel Tanaman Sampel Hasil deteksi PCR
Cabai (C. Annum L.) +
Sigi, Sidera Tomat (S. lycopersicum) +
Pisang (Musa sp.) +
Menthacanadensis +

Toli-Toli, Galang . o
Verbesina alternifolia +

Sigi, Sidera Heliconia -
Toli-Toli, Galang  Cengkeh (S. aromaticum) +

(Kontrol positif)
Air steril (Kontrol negatif) -

Ket: + = Terbentuknya fragmen DNA R. syzygii pada amplicon 200 bp.
- = Tidak terbentuk fragmen DNA R. syzygii pada amplicon 200 bp.

Salah satu tanaman uji (6: Heliconia) (Gambar 12) hasil amplifikasi DNA
R. syzygii memiliki sistem pertahanan antara inang dan patogen yang mana
keberadaan R. syzygii tidak terdeteksi dan dinyatakan negatif (Tabel 4) dengan
tidak terbentuknya fragmen DNA R. syzygii. Mekanisme pertahanan kimiawi
yang terjadi antara inang dan patogen juga disebabkan permukaan sel tanaman
tidak mempunyai faktor pengenal-spesifik (specific recognition factor) yang dapat
dikenali oleh patogen sebagai inangnya sehingga patogen tidak menghasilkan zat

untuk menginfeksi (Gaswanto, et al., 2016).
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Gambar 12. Visualisasi hasil amplifikasi DNA R. syzygii penyebab penyakit
pembuluh kayu cengkeh dengan PCR menggunakan primer
(UGMRss-F dan UGMRss-R) dengan amplicon 200 bp pada
beberapa inang alternatif (M: 100 bp, 1: Cabai, 2: Tomat, 3: Pisang,
4: Menthacanadensis, 5: Verbesina alternifolia, 6: Heliconia, 7:
DNA R. syzygii subsp. syzygii (+), H20 (-).

Meskipun tanaman uji tidak menimbulkan gejala pada hasil pengujian
patogenisitas seperti yang dicirikan pada cengkeh yang terserang R. syzygii
(Gambar 6-11 & Lampiran 5-10), tetapi keberadaan DNA R. syzygii penyebab
penyakit pembuluh kayu cengkeh terdeteksi pada hasil amplifikasi DNA R.
syzygii pada beberapa tanaman uji (1: Cabai, 2: Tomat, 3: Pisang, 4:
Menthacanadensis, 5: Verbesina alternifolia) (Gambar 12). Berdasarkan sekuen
gen endoglukanase (egl), R. syzygii subsp. syzygii memiliki tingkat yang paling

beragaman tetapi kurang aktif secara metabolik (Prior, et al., 2016; Safni, et al.,

2018) sehingga memungkinkan R. syzygii untuk berada pada tanaman uiji.
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Ketidakmampuan patogen menginfeksi tanaman uji menyebabkan patogen
avirulen (Nugrahaeni, 2014). Bakteri bersifat avirulen ketika bakteri tidak mampu
mengeluarkan toksin atau senyawa berupa enzim yang mendukung virulensinya
dan memainkan beberapa peran dalam proses patogenik diantaranya kemampuan
bakteri patogen untuk memperoleh nutrisi dengan menembus jaringan tanaman
(Oviana, et al., 2015; Utami, et al., 2011).

Perbedaan ras juga menentukan perbedaan phylotipe strain bakteri dalam
menyerang inang. Menurut (Safni, et al., 2018) R. syzygii yang menyerang
cengkeh termasuk dalam spesies kompleks R. solanacearum filotipe IV strain
indonesia. Spesies kompleks R. solanacearum secara fenotipik dan genotipik
dikelompokkan menurut ras berdasarkan kisaran inang dan sistem
klasifikasi filotipe berdasarkan sebaran geografisnya (Prior, et al., 2016) dimana
filotipe | dan Il1l spesies R. pseudosolanacearum strain Asia dan Afrika
menyebabkan layu bakteri pada solanaceae, jahe dan mulberry, filotipe Il spesies
R. solanacearum strain dari Amerika menyebabkan layu bakteri pada solanaceae
dan geranium, busuk coklat kentang, penyakit moko pada pisang, filotipe 1V
R. syzygii strain dari Indonesia juga menyerang dibeberapa negara Asia dapat
menyebabkan penyakit darah pada pisang dan penyakit Sumatera pada cengkeh
juga menyerang filotipe II, | dan Il (Horita, et al., 2014; Safni, et al., 2014.;
Suga, et al., 2013).

Ada tidaknya gejala tanaman yang disebabkan oleh patogen pada inang
alternatif  bergantung pada kondisi lingkungan antara inang dan patogen,

ketahanan tanaman inang alternatif baik struktural maupun pertahanan kimiawi
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(Pandawani, et al., 2016) dan adanya perbedaan ras tanaman yang membedakan
kemampuan patogen untuk menginfeksi (virulensi) (Safni, et al., 2018),
kemampuan patogen menyerang tanaman (agresivitas) (Prasetya, et al., 2017),
kemampuan adaptasi patogen, penyebaran ketahanan hidup dan kemampuan
patogen untuk berkembang biak (Salamiah, et al., 2008).

Terdeteksinya patogen secara molekuler dengan PCR pada beberapa
tanaman uji (Gambar 5) meskipun tidak menunjukkan adanya gejala pada
tanaman (Gambar 6-11 & Lampiran 5-10), akan tetapi keberadaan R. syzygii pada
tanaman lain juga dapat dikatakan sebagai inang tanpa gejala (asymptomatic host)
yang dapat berpotensi sebagai inang alternatif dalam penyebaran R. syzygii pada
cengkeh sebagai penyebab penyakit Sumatera. R. syzygii dapat hidup pada
tanaman lain (inang alternatif) selain tanaman utama yang juga bisa
menjadi inang dan memiliki kekerabatan yang masih dekat dengan inang utama
dan termasuk dalam kisaran inang strain kompleks R. solanacearum. Menurut
(Kolander et al., 2012) spesies tanaman dianggap inang tanpa gejala
(asymptomatic host) jika, tingkat keparahan penyakit <2, tidak ada pengurangan
yang signifikan dalam biomassa tanaman, patogen terdeteksi pada tanaman yang
diinokulasi dengan isolasi atau PCR dan jumlah DNA patogen terdeteksi berada
dalam kisaran jumlah terdeteksi pada bagian tanaman yang diinokulasi.

Malcolm, et al. (2013) mengemukakan semua mikroorganisme potensial
baik patogen maupun endofit mampu menjadi patogen dalam kondisi tertentu dan
gejala penyakit bergantung pada genotipe tanaman, genotipe patogen, kombinasi

lingkungan maupun spektrum dari endofit menjadi patogen. Spesies kompleks
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R. solanacearum mampu bertahan dalam kisaran inang yang sangat luas bersama
dengan inang gulma asimptomatik dan dapat bertahan di dalam tanah untuk
jangka waktu yang lama kompleksitas yang disebabkan terhadap strain patogen,
inang dan interaksi lingkungan membuat perkembangbiakan yang resisten
(Setiawan, 2019).

Penggunaan teknik PCR sangat membantu proses deteksi secara cepat untuk
mengidentifikasi mikroorganisme tertentu secara spesifik dan sensitif dengan
efisiensi waktu dan akurasi yang tepat (Dewi, et al., 2020.). Teknik ini mampu
memperbanyak salinan utas DNA menjadi ribuan hingga jutaan salinan fragmen
DNA (Nugroho & Rahayu, 2018), terjadi secara enzimatis menggunakan
sepasang primer oligonukleotida pendek yang komplementer dengan urutan
nukleotida DNA tamplate untuk mengawali sintesis rantai DNA (Perera, et al.,
2018). Keberadaan enzim dan primer spesifik akan mengenali daerah gen target
dan mengamplifikasi gen selama proses PCR berlangsung (Nugroho & Rahayu,
2018; Wardani, et al.,, 2017). Teknik molekuler ini sangat efektif untuk
kepentingan diagnosis (Puspitaningrum & Adhiyanto, 2018; Setiawan, 2016)
mikroba pengganggu di dalam tanaman baik melalui pengkulturan pada medium
buatan maupun langsung melalui bagian tanaman yang terinfeksi patogen

(Prasetya, 2018).



BAB 5

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Primer spesifik UGMRss-F dan UGMRss-R mampu mendeteksi R. syzygii,
penyebab penyakit pembuluh kayu cengkeh dengan pita DNA berukuran
200 bp.

2. Primer spesifik UGMRss-F dan UGMRss-R dapat mendeteksi keberadaan
R. syzygii pada tanaman lain yang diuji.

3. R.syzygii tidak menimbulkan gejala layu setelah 48 HST pada tanaman lain
yang diuji dan patogennya terdeteksi pada hasil PCR dengan amplicon

200 bp.

5.2 Saran

Perlu adanya kajian lebih lanjut tentang sebaran spesies kompleks
R. solanacearum khususnya R. syzygii sebagai awal pencegahan dari penyebaran
patogen dan optimasi penggunaan PCR secara spesifik terhadap setiap strain R.
syzygii untuk menghindari kemungkinan adanya error tamplate (dimer, hairpin,
mispriming), penentuan konsentrasi DNA yang sesuai, penyimpanan primer dan

pengukuran konsentrasi Mg2+.
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LAMPIRAN

S 2A

Lampiran 1. Pucuk cengkeh yang menunjukkan gejala penyakit pembuluh kayu
cengkeh yang disebabkan R.syzygii subsp. syzygii

Lampiran 2. Sampel akar, batang, ranting, daun cengkeh sakit persiapan isolasi
bakteri.
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Lampiran 3. Bakteri Ralstonia syzygii pada media kultur cair CPG (A), Bakteri
R. syzygii setelah sentrifuge (B)

Lampiran 4. Proses Infeksi R. syzygii pada beberapa tanaman uji (Cabai, Tomat,
Pisang, Menthacanadensis, Verbesina alternifolia, Heliconia.



Lampiran 5. Cabai sebelum infeksi R. syzygii (A), Cabai pada 48 hari setelah
infeksi (hsi) R. syzyqgii



Lampiran 6. Tomat sebelum infeksi R. syzygii (A), Tomat pada 48 hari
setelah infeksi (hsi) R. syzygii
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Lampiran 7. Pisang sebelum infeksi R. syzygii (A), Pisang pada 48 hari
setelah infeksi (hsi) R. syzygii



Lampiran 8. Heliconia sebelum infeksi R. syzygii (A), Heliconia pada 48 hari
setelah infeksi (hsi) R. syzygii
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Lampiran 9. Menthacanadensis (Min canada) sebelum infeksi R. syzygii (A),
Menthacanadensis (Min canada ) pada 48 hari setelah
infeksi (hsi) R. syzyqgii



Lampiran 10. Verbesina alternifolia (mahkota kuning) sebelum infeksi
R. syzygii (A), Verbesina alternifolia (mahkota kuning)pada
48 hari setelah infeksi (hsi) R. syzygii



3 (4 3
Lampiran 11. Persiapan ekstraksi DNA R. syzygii pada sampel tanaman uji hasil
infeksi R. syzyqii.

Lampiran 12. Pemanasan sampel tanaman uji pada heating block 65 °C (A),
ekstraksi DNA jaringan tanaman uji hasil infeksi R. syzygii

Lampiran 13. Pembuatan komponen PCR (A), Proses PCR (B)



Lampiran 14. DNA murni (1. Cabai, 2. Tomat, 3. Pisang, 4. Menthacanadensis, 5.
V. Alternifolia, 6. Heliconia, 7. Cengkeh (Kontrol positif), 8. H,O

(Kontrol negatif)) hasil PCR  menggunakan Primer Spesifik
R. syzygii

Lampiran 15. Proses visualisasi DNA menggunakan gel elektroforesis
(Agarose 1%)

Lampiran 16. Proses visualisasi DNA pada gel dokumentasi
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