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Pendahuluan

I. Tujuan:
Adapun tujuan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui perbedaan ketahanan tembakau varietas Dark 302, dan Dark 314 terhadap
oomycetes Phytophthora nicotianae bila diamati dari profil ekspresi gennya.

2. Mengetahui apakah terdapat perbedaan tingkat ekspresi gen pada tembakau varietas
Beinhart-1000, Hick Broadleaf, Dark 302, dan Dark 314 dalam merespon infeksi
oomycetes Phytophthora nicotianae.

3. Mengetahui pengaruh lama waktu infeksi oomycetes Phytophthora nicotianae pada
ekspresi gen tembakau varietas Beinhart-1000, Hick Broadleaf, Dark 302, dan Dark 314.

4. Mengetahui profil ekspresi mMRNA gen ketahanan terhadap Ralstonia solanacearum
(ERF15, WRKY11, dan CYP450) pada varietas tembakau uji.

5. Mengetahui ketahanan varietas tembakau uji (Dark-314 dan Dark-302) terhadap Ralstonia

solanacearum.

Il. Latar belakang

Penyakit lanas atau black shank disebabkan oleh oomycetes Phytophthora nicotianae Breda
de Haan, merupakan salah satu penyakit utama tembakau seluruh dunia. Penyakit ini sangat
merugikan petani sebab dapat menyerang tanaman tembakau di semua usia, baik saat usia bibit,
muda, maupun dewasa, terutama di organ akar, batang, dan daun (Gallup et al., 2006). Gejala
infeksi yang timbul adalah tanaman layu, pangkal batang busuk dan tampak berwarna kecokelatan,
serta nampak sekat-sekat di empulur bila dibelah (Steede et al., 2017). Kerugian petani akibat
serangan penyakit lanas di Indonesia dapat bervariasi, berkisar antara 10-90% (Hidayah dan
Djajadi, 2009), sebab tanaman yang layu akibat serangan penyakit lanas perlu dicabut, dan
dibuang. Tingginya persentase kerugian tersebut disebabkan oleh penyebaran P. nicotianae yang
cepat saat kondisi lingkungan mendukung, salah satunya dari segi tanah yang kondusif, yaitu pH
tanah umumnya asam, rendah konsentrasi fosfat dan bahan organik, serta tekstur lempung berpasir
(Hidayah dan Djajadi, 2009). Faktor pendukung lain adalah kemampuan P. nicotianae untuk
menghasilkan spora yang persisten di tanah, sehingga dapat menjadi sumber inokulum awal di



suatu lahan.

Upaya penanganan penyakit lanas telah dilakukan dengan mengombinasikan beberapa
metode, seperti pemberian fungisida yang dicampurkan dengan air irigasi, maupun langsung pada
tanah. Beberapa contoh fungisida yang baik untuk menangani penyakit lanas adalah Orondis Gold
2000, dan Ridomil Gold SL (Pfeufer, 2020). Penanaman tembakau dapat dilakukan hanya setiap
tiga hingga empat tahun sekali untuk mengurangi pertumbuhan P. nicotianae; petani dapat
menggantikan tembakau dengan berbagai tanaman yang berkerabat jauh dengan tembakau,
misalnya jagung, kacang. Kelemahan yang ditemukan dalam aplikasi metode rotasi tanam ini
adalah bahwa tembakau tidak dapat ditanam setiap tahun, sehingga berpotensi tidak mampu
memenuhi permintaan pasar tembakau yang tinggi, sedangkan penggunaan fungisida dikenal tidak
ramah lingkungan.

Ralstonia solanacearum (Rs) merupakan patogen tular tanah utama pada tanaman keluarga
solanaceae, salah satunya tembakau (Nicotiana tabacum), yang menyebabkan penyakit layu
bakteri yang sangat merusak. Bakteri ini memiliki beragam subspesies yang kompleks dan
memiliki kisaran inang yang luas hingga >450 spesies. R. solanacearum dapat menyebabkan
penurunan yield dan kualitas daun tembakau yang berarti (Gao et al., 2019). Gejala awal yang
ditimbulkan setelah proses pindah tanam berupa pertumbuhan daun yang asimetris atau layu di
satu sisi (Yulianti et al., 2012). Tindakan yang dinilai efektif untuk mengendalikan penyakit layu
bakteri adalah penanaman varietas tahan. Maka, pemilihan metode seleksi varietas yang tepat
menjadi penentu kesuksesan upaya pengendalian penyakit. Metode konvensional yang kini masih
diterapkan oleh beberapa produsen membawa sejumlah kerugian terhadap produktivitas dan efi-
siensi industri. Salah satu faktornya adalah, secara praktis, seleksi fenotipik cenderung bergantung
pada kondisi lingkungan sehingga membawa ketidakpastian hasil. Maka pemanfaatan seleksi
berbasis penanda molekuler (MAS) mulai populer. Metode ini didasarkan sepenuhnya pada sifat
genetik tanaman tanpa faktor lingkungan. Ini memungkinkan proses pemuliaan yang lebih tepat,
cepat, dan hemat biaya, tenaga, serta waktu.

Seiring perkembangan zaman dan teknologi, pembuatan dan pengintroduksian tembakau
galur resisten terhadap oomycetes Phytophthora nicotianae dan Ralstonia solanacearum banyak
ditempuh sebab mampu meningkatkan produktivitas tembakau secara berkelanjutan, mengurangi
biaya perawatan tembakau (cost-effective), dan tidak berefek buruk pada lingkungan. Terdapat

empat varietas tanaman tembakau yang akan dipelajari dalam penelitian ini, yakni Beinhart-1000,



Hick Broadleaf, Dark 302, dan Dark 314. Tembakau varietas Beinhart-1000 merupakan salah satu
varietas tembakau yang memiliki ketahanan parsial tinggi (high partial resistance) terhadap
infeksi oomycetes P. nicotianae, sementara Hick Broadleaf adalah contoh varietas yang rentan
(van Jaarsveld et al., 2002).

Tembakau varietas Dark 302 dan Dark 314 merupakan dua contoh tembakau lokal Indonesia
yang banyak tumbuh di area Jember, merupakan hasil adaptasi pada kondisi wilayah masing-
masing, seleksi alam, dan persilangan dalam waktu lama. Tembakau lokal memiliki karakteristik
spesfik dan khas daerah asal penanaman, termasuk dalam hal resistensi terhadap penyakit.
Ketahanan tembakau varietas Dark 302 dan Dark 314 secara spesifik terhadap P. nicotianae
hingga saat ini belum diteliti. Sejauh ini yang banyak dilakukan oleh pembudidaya tembakau di
lapangan adalah pengamatan ketahanan melalui perhitungan tingkat kematian atau sakitnya
tanaman akibat serangan patogen. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui
profil resistensi tembakau varietas lokal pada penyakit lanas secara molekuler guna mempercepat
screening varietas tembakau.

Analisis transkriptomik telah banyak digunakan untuk mempelajari respon pertahanan
tanaman terhadap patogen, dan mengidentifikasi gen yang terkait. Di penelitian ini, akan
dilakukan seleksi varietas tembakau resisten P. nicotianae berbasis molekuler, yakni melalui
deteksi profil level ekspresi gen pada tanaman tembakau masing-masing varietas dalam merespon
infeksi oomycetes. Gen terkait ketahanan tanaman tembakau yang dipilih yakni Pathogenesis
related 1 (PR1), Pathogenesis related 4 PR4 (Bao et al., 2019), sedangkan gen terkait kerentanan
yaitu Patatin like protein 2 (PLP2), dan Plant U-box 24 (PUB24) (Meng et al., 2021). Penelitian
mengenai level ekspresi gen terkait ketahanan maupun kerentanan tembakau varietas lokal seperti
Dark 302, dan Dark 314 terhadap P. nicotianae belum pernah dilakukan. Kelebihan dilakukannya
analisis transkriptomik adalah bahwa ketahanan tembakau terhadap oomycetes P. nicotianae dapat
diketahui dengan lebih cepat dibandingkan uji penanaman di lahan yang umumnya memakan
waktu beberapa bulan sejak penyemaian benih, sedangkan kekurangannya adalah diperlukan alat,
bahan, dan tenaga kerja yang dapat melakukan analisis molekuler, juga laboratorium untuk
mendukung sterilitas proses analisis. Diperolehnya informasi mengenai ketahanan tembakau
terhadap P. nicotianae dengan lebih cepat akan meningkatkan efisiensi tindakan yang terkait
dengan perencanaan lokasi dan teknik budidaya varietas tembakau tersebut.

Penelitian transkriptomik terdahulu mengungkapkan gen-gen penting yang berperan



mengatur keta-hanan tembakau terhadap Rs yaitu ERF15, WRKY11, dan CYP450 (Li et al.,
2021). Li et al. mengungkapkan bahwa ERF15 menjadi faktor transkripsi yang meregulasi
ketahanan tembakau terhadap Rs secara positif. WRKY11 adalah faktor transkripsi lain yang
memiliki peran utama dalam regulasi positif pada induced systemic resistance (ISR) yang dipicu
oleh Rs. Sementara CYP450 ditemukan berperan signifikan terutama dalam jalur fenilpropana
untuk meningkatkan akumulasi turunan fenilpropana sebagai upaya resistensi. Berlan-daskan dari
referensi terkait, juga basis data yang mema-dai, maka pe-nelitian terkini hendak melakukan studi
dasar berupa analisis ekspresi gen-gen tersebut, pada tingkat mMRNA, menggunakan teknik PCR.
Varietas unggul tembakau yang menjadi objek penelitian disediakan oleh PT. Sadhana yaitu Dark
302 dan Dark 314, tergolong tembakau Burley. Penelitian ini diharapkan menyediakan cukup
informasi sebagai dasar untuk pengembangan penanda molekuler terpaut gen ketahanan terhadap

Rs pada varietas terkait di masa mendatang.



Tinjauan Pustaka

Tembakau

Tembakau (Nicotiana tabacum) merupakan tanaman yang berasal dari Amerika Utara dan
Amerika Selatan. Tembakau adalah salah satu jenis tanaman perkebunan yang paling banyak
dikenal oleh masyarakat Indonesia. Bagian dari tanaman tembakau berguna sebagai bahan baku
dalam industri pembuatan rokok. Tanaman tembakau ditampilkan pada Gambar 1. Berikut ini

taksonomi dari tanaman tembakau:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Solanales

Famili : Solanaceae

Genus : Nicotiana

Spesies  : Nicotiana tabacum L.

(Tjitrosoepomo, 2007)

ST ¥ e A ,\J/ ‘

Gambar 1. Tanaman Tembakau (Nicotiana tabacum L.)

Phytophthora nicotianae Breda de Haan

Phytophthora nicotianae merupakan salah satu jenis Phytophthora yang menarik perhatian
sebab telah menyebabkan kerugian besar di bidang pertanian, terutama sebab memiliki rentang
tanaman inang (host) yang luas (Panabieres et al., 2016), cocok berkembang di daerah beriklim



hangat dengan suhu tanah, sekitar 20-30°C. Phytophthora nicotianae juga dikenal dengan nama
Phytophthora parasitica Dastur (Meng et al., 2014). Phytophthora nicotianae merupakan patogen
tipe hemibiotropik, yaitu akan mampu hidup berdampingan, dan mengambil nutrisi dari makhluk
hidup (biotropik) pada masa awal infeksi, namun kemudian menginduksi kematian sel host dan
hidup dalam jaringan mati (nekrotropik).

Selain memiliki banyak jenis tanaman host, Phytophthora nicotianae yang merupakan
fitopatogen mirip jamur ini juga dapat menyerang di berbagai usia pertumbuhan, bertahan dengan
baik di luar tubuh host. Tembakau merupakan host utama dari Phytophthora nicotianae, namun
oomycetes ini juga dapat menyerang tanaman kentang, herba, dan berkayu lain; menyebabkan foot
rot, brown rot, jJuga gummosis dan root rot pada tanaman spesies citrus (Erwin dan Ribeird, 1996).
Sporangia P. nicotianae dihasilkan oleh sporangiophores, dan pada kondisi sesuai serta
ketersediaan air, mampu memproduksi zoospora yang mampu berenang bebas. Zoospora
merupakan agen penginfeksi utama dalam menginisiasi terjadinya penyakit. Zoospora
berkarakteristik tidak mempunyai dinding sel, memiliki inti sel tunggal, serta dua flagella untuk
mendukung pergerakannya menuju sel host melalui mekanisme chemotaxis dan elektrotaxis
(Walker dan van West, 2007). Zoospora kemudian melakukan penetrasi, memproduksi dinding
sel dan Kista, juga germ tube untuk kemudian menginfeksi jaringan tanaman (Ludowici et al.,

2013), seperti akar. Klamidospora oomycetes dapat bertahan di tanah bertahun-tahun.

Gambar 2. Kultur P. nicotianae; Penampakan kultur P. nicotianae yang ditumbuhkan di media
Corn Meal Agar (CMA) selama 7 hari (Shilpa et al., 2017) (A); sporangium P. nicotianae
(Santos et al., 2005) (B)

Teori disease triangle menyatakan bahwa suatu infeksi penyakit pada tanaman dapat terjadi
jika terdapat interaksi antara 3 komponen penting yakni tanaman host rentan, fitopatogen virulen,
dan lingkungan yang mendukung perkembangan penyakit tersebut (Agrios, 2005). Tembakau



telah diketahui secara luas sebagai jenis tanaman yang dapat diserang oleh P. nicotianae, namun
variasi genetik pada P. nicotianae dapat menyebabkan beberapa varietas tembakau lebih rentan
terhadapnya. Tembakau varietas NC 1071, dan Ky 14 x L8 diketahui dapat terserang oleh P.
nicotianae ras 1, namun tidak oleh ras 0. Varietas Hicks dan K326 juga dapat terserang oleh P.
nicotianae ras 1 (Sullivan et al., 2005).

Hujan deras sering kali memberikan kesempatan bagi oomycetes seperti Phytophthora untuk
menyebabkan penyakit pada tanaman (Bostock et al., 2014), sebab tanah lahan menjadi lebih
basah dan optimal untuk pergerakan zoospora ke akar tanaman (Gallup et al., 2006). Penelitian
yang dilakukan oleh Hidayah et al. (2021) memperlihatkan bahwa insiden penyakit lanas yang
tertinggi di Temanggung, yakni sebesar 44%, ditemukan di lahan lembab seperti sawah; berlokasi
di Desa Campursari. Penelitian yang dilakukan oleh Vanegas-Villa et al. (2020) menunjukkan
bahwa suhu lingkungan (22-26)°C dan kelembaban relatif (65-70)% telah berhasil menyebabkan
infeksi P. nicotianae pada tembakau. Derajat keasaman (pH) tanah juga mempengaruhi terjadinya
infeksi penyakit lanas, yaitu terjadi optimal di pH > 6,2 (Hidayah et al., 2021).

Pendapat serupa disampaikan oleh Shilpa et al. (2017), penyakit akibat P. nicotianae kerap
muncul akibat adanya kondisi lembab dan hangat (25-30)°C, dan pada waktu yang cukup lama.
Dengan demikian, waktu dimana kondisi lingkungan optimal untuk perkembangan patogen dapat
dipertahankan cukup lama menjadi faktor keempat penyebab terjadinya infeksi tanaman. Selain
suhu, tanaman host, fitopatogen, dan waktu, faktor kelima adalah manusia. Dalam hal infeksi
buatan, manusia berperan sebagai faktor penyebab penyakit yaitu pembawa inokulum.

P. nicotianae yang tampak memiliki tipikal pertumbuhan berfilamen seperti fungi ini
diketahui tidak termasuk dalam Kingdom Fungi, melainkan Kingdom Straminipilia sebab
memiliki hubungan kekerabatan yang lebih dekat dengan diatom dan alga coklat (Baldauf et al.,
2000). Salah satu faktor pembeda oomycetes ‘fungi’ dari true fungi adalah bahwa oomycetes
merupakan organisme diploid, dan tidak memiliki tahap kehidupan sebagai haploid bebas.
Oomycetes seperti P. nicotianae memiliki ukuran genom 50-250 Mb sedangkan true fungi berkisar
10-40 Mb. Keduanya memiliki bahan penyusun dinding sel yang berbeda, yakni didominasi
selulosa pada oomycetes, serta Kitin dan kitosan pada true fungi. Hifa dan spora dari oomycetes P.
nicotianae tidak memiliki pigmen warna, sedangkan pigmentasi pada true fungi merupakan hal
yang sering ditemui. Spora aseksual motil (zoospora) yang dihasilkan oleh oomycetes umumnya

memiliki dua flagela (biflagellated) sedangkan fungi menghasilkan zoospora dengan satu flagela



(monoflagellated) (Judelson dan Blanco, 2005).

Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum (Rs) merupakan patogen yang terkenal menyerang tanaman
Solanaceae seperti tomat, lada, terong, tembakau, dan lain-lain di seluruh dunia. Penyakit yang
disebabkan oleh patogen ini dikenal sebagai layu bakteri dengan gejala layu daun atau batang,
pencoklatan berkas pembuluh, atau bahkan kematian (Grimault, Anais and Prior, 1994) seperti
yang terlihat pada Gambar 2.1. Layu bakteri tembakau (TBW), yang disebabkan oleh R.
solanacearum, adalah penyakit tular tanah yang paling serius pada tanaman tembakau. Sebagian
besar negara penghasil tembakau dengan iklim tropis lembab memiliki beban penyakit ini lebih
besar sebagaimana kelembapan tinggi dan suhu hangat mendukung kemunculan penyakit pada

interaksi kompatibel antara Rs dan inang tembakau (Denny, 2006).

Gambar 3. Tembakau yang mengalami layu bakteri. a) tembakau mock-inoculated; b)
tembakau terinokulasi Rs; ¢) bagian vaskular batang tembakau mock-inoculated; dan d)
bagian vaskular batang tembakau terinokulasi Rs.

(Lietal., 2021)

Bakteri Rs dibagi menjadi 5 ras berdasarkan kisaran inang: ras 1 menyerang tembakau, tomat,



dan Solanaceae lainnya; ras 2 menyerang pisang (triploid) dan pisang ornamental dari genus
Heloconia; ras 3 menyerang kentang; ras 4 menyerang jahe, dan ras 5 menyerang murbei.
Sementara berdasarkan perbedaan sifat biokimia yaitu kemampuan oksidasi disakarida dan
alkohol heksosa, bakteri ini lebih lanjut dibagi ke dalam 5 strain varian juga disebut biovar (Schaad
etal., 2001).

Penyakit Black Shank

Penyakit lanas atau black shank merupakan salah satu penyakit tular tanah tembakau
polisiklik yang paling destruktif, dan tersebar secara luas di perkebunan tembakau dunia. Penyakit
lanas mampu menyerang tembakau di semua usia pertumbuhannya, mulai usia bibit, hingga
dewasa. Gejala penyakit yang muncul adalah tanaman layu, klorosis, nekrosis pada akar dan
pangkal batang (Gallup et al., 2018), tanaman kerdil, pangkal batang busuk dan tampak berwarna
kecokelatan, serta bila dibelah, akan nampak sekat-sekat di empulur (Steede et al., 2017), hingga
kematian tanaman (Vontimitta dan Lewis, 2012). Serangan penyakit lanas pada tanaman tembakau
usia dewasa yang rentan dapat mengakibatkan gejala layu daun secara mendadak, pembusukan
pangkal batang hingga tampak bewarna cokelat kehitaman dan berlekuk. Sel host (tembakau)
dapat mengenali cellulose-binding elicitin lectin (CBEL) dari P. nicotianae sebagai PAMP
(Gaullin et al., 2006). Daun tembakau umumnya masuk dalam proses pemeraman untuk
mematangkan daun, namun daun yang terserang penyakit berwarna cokelat, dan kering sebelum
waktunya sehingga tidak laku dijual.

Waktu inokulasi yang tepat dan jumlah inokulum yang sesuai merupakan dua faktor yang
menentukan keberhasilan inokulasi buatan dalam pengujian menentukan ketahanan suatu varietas
terhadap patogen. Hasil penelitian yang dilakukan oleh Hidayah dan Yulianti (2010) menunjukkan
bahwa kejadian penyakit lanas benar dipengaruhi umur bibit saat inokulasi. Presentase terbesar
terjadinya penyakit lanas adalah saat zoospora P. nicotianae konsentrasi 1.350-2400
zoospora/bibit diinokulasikan pada tanaman tembakau varietas H382 usia 5 minggu setelah sebar
(mss), yakni sebesar 56,9%. Penelitian lain yang mengevaluasi ketahanan tembakau lokal terhadap
penyakit lanas dilakukan oleh Suhara dan Hidayah (2010). Pada penelitian ini, diinokulasikan
zoospora P. nicotianae dengan kepadatan 10° zoospora/mL pada 10 galur tembakau usia 2 minggu

setelah tanam (mst), dan gejala penyakit diamati selama 1-6 minggu pasca inokulasi.



Gambar 4. Gejala penyakit lanas; Daun klorosis, layu, kekerdilan pada tembakau terserang
peyakit lanas (A); Sekat di empulur pada batang tanaman A yang dibelah membujur, juga
miselium oomycetes (B); adanya sekat di empulur batang tembakau sebagai gejala spesifik

penyakit lanas/ black shank (Hidayah et al., 2021) (C)

Inokulasi Penyakit Tanaman secara Buatan

Inokulasi buatan guna menyebabkan infeksi penyakit pada tanaman dapat dilakukan untuk
mempelajari ekspresi gen tanaman merespon kondisi stres biotik, yaitu fitopatogen. Inokulasi
umumnya dilakukan dengan jaringan tanaman yang sakit, potongan agar yang telah ditumbubhi
koloni fitopatogen, maupun suspensi miselium. Beberapa metode inokulasi buatan untuk
Phytopthtora spp. telah dikembangkan selaras dengan meningkatnya minat penelitian mengenai
spesies anggota Kelas Oomycetes ini.

Pengaplikasian metode inokulasi buatan dengan larutan agar-water Phytophthora palmivora
yang dikembangkan oleh Delgadillo-Duran et al. (2020) telah berhasil menginfeksi seluruh bibit
kakao uji. Persiapan inokulum diawali dengan menumbuhkan P. palmivora di media Carrot Agar
(CA) selama 15-17 hari pada suhu ruang (25°C). Setelah 17 hari, ditambahkan 15 mL akuades
steril dingin ke dalam masing-masing cawan Petri, dan dihomogenkan menggunakan sikat steril.
Cawan Petri kemudian diinkubasi di suhu 4°C selama 30 menit, dan suhu ruang dalam durasi
waktu yang sama. Zoospora yang berhasil dilepaskan dikuantifikasi dengan Neubauer chamber.
Sebanyak 7 mL larutan media agar-water konsentrasi 0,4% b/v kemudian ditambahkan ke

masing-masing cawan Petri berisi zoospora, swab steril dimanfaatkan untuk menghomogenkan
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suspensi. Campuran media dan cairan zoospora yang telah membentuk struktur seperti gel
kemudian diinokulasikan ke bagian abaksial daun tanaman kakao menggunakan swab steril.

Metode lain dikembangkan oleh McCorkle et al. (2018), diaplikasikan untuk menginfeksikan
P. nicotianae pada tembakau. Persiapan inokulum diawali dengan menumbuhkan P. nicotianae
hingga ujung hifanya sampai ke tepi Petri, kemudian oat grains steril ditempatkan secara merata
di permukaannya, dan diinkubasi kondisi gelap, suhu ruang, selama 15 hari. Tembakau diinokulasi
dengan cara memasukkan beberapa oat grains yang telah ditumbuhi miselium P. nicotianae ke
dalam tanah pot dengan kedalaman 1,5 cm.

Sementara itu, untuk mempelajari interaksi patogen dengan inangnya, maka perlu dilakukan
induksi penyakit buatan (in vivo) pada inang yang diuji. Li et al. (2021) mempraktikkan metode
inokulasi suspensi Rs (108 CFU/mL, ODgoo = 0.1) menuju akar tembakau (yang memiliki 5-6 helai
daun) yang sebelumnya telah dilukai. Dengan cara ini, insiden penyakit dapat mencapai 96,36%
pada tembakau rentan di 25 hsi. Yulianti et al. (2012) melakukan metode yang sama, hanya saja
bibit tembakau diinokulasikan 24 jam sebelum transplanting menuju polybag. Tingkat keparahan
penyakit dari tembakau rentan yang dilaporkan mencapai 56,7% pada 7 minggu setelah inokulasi.
Gao et al. (2019) juga serupa, namun bibit berumur 30 hari setelah sebar direndam di dalam
suspensi bakteri selama 3 jam, kemudian dibilas dan dikeringkan untuk koleksi sampel secara
langsung. Pada studi lain oleh Li et al. (2017), bibit tembakau berumur 70 hari setelah semai
direndam dalam suspensi bakteri selama 30 menit, lalu dipindah menuju tanah dan dirawat di
dalam artificial climate chamber (30,55 °C dan kelembapan relatif >81,42%). Dari teknik ini,
diperoleh insiden sebesar 91.13%. Metode lain yang dinilai akurat untuk studi molekuler adalah
infiltrasi daun (inokulum 108 CFU/mL) pada bagian abaksial menggunakan syringe tanpa jarum
(Moslemkhani et al., 2016). Metode ini mampu menyebabkan penyakit walau peneliti tidak

menunjukkan data jumlah insiden penyakit.

Analisis Ekspresi Gen

Pengukuran ekspresi gen secara kuantitatif merupakan metode yang penting untuk dilakukan
guna mempelajari mekanisme seluler dasar dan efek dari berbagai perlakuan terhadap ekspresi
gen sel. Pengukuran ini dilakukan dengan mengombinasikan metode reverse transcription (RT)
dan polymerase chain reaction (PCR). Menurut Breljak et al. (2005), setidaknya terdapat dua

masalah utama dalam mempelajari ekspresi gen menggunakan metode RT-PCR. Masalah pertama
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adalah mengenai adanya fase plateu pada siklus PCR, yaitu saat laju produksi produk PCR rendah,
serta terjadi dalam tingkat yang tidak diketahui sebab reagen PCR yang diperlukan untuk
amplifikasi gen target telah habis digunakan. Dalam tahap ini, sampel tinggi konsentrasi gen target
awal dapat menghasilkan produk amplikon yang sebanding dengan sampel konsentrasi rendah
(Jalali et al., 2011), sehingga memberikan hasil pengukuran yang tidak akurat. Masalah yang
kedua adalah kesulitan untuk memastikan jumlah RNA telah sama dalam setiap sampel, sehingga
perlu dilakukan amplifikasi dan analisis ekspresi housekeeping gene untuk setiap sampel dalam
studi ekspresi ini.

Pengembangan metode real-time PCR telah memungkinkan dilakukannya kuantifikasi
ekspresi gen secara akurat, konsisten, juga cepat (Letchumanan et al., 2014), namun metode semi-
quantitative PCR yaitu metode amplifikasi gen target dengan PCR yang dilanjutkan visualisasi
amplikon dengan elektroforesis masih banyak digunakan dalam studi ekspresi gen tanaman. Hal |
ni dikarenakan metode semi-quantitative PCR dapat dilakukan menggunakan PCR tradisional, dan
relatif lebih murah dibanding real-time PCR (Tang et al., 2007). Metode semi-quantitative PCR
juga telah digunakan oleh Martiansyah et al. (2018) dalam mempelajari ekspresi gen HbPI11-4 dari
pohon Kkaret (Hevea brasiliensis Muell. Arg) klon PB 206 dalam merespon stress biotik dan
abiotik.

Hasil dari penggunaan metode semi-quantitative PCR juga dapat memberikan hasil sebanding
dengan hasil penggunaan metode real-time PCR. Penelitian sebelumnya yang membandingkan
hasil kuantifikasi gen antara metode real-time PCR dan semi-quantitative PCR dilakukan oleh
Breljak et al. (2005). Dari hasil penelitiannya, disimpulkan bahwa kedua metode tersebut dapat
memberikan hasil yang sebanding, yaitu mRNA APN dalam sel HL-60 yang terstimulasi oleh
IFN-y konsentrasi 6 ng/mL meningkat sebesar 200% dibanding kontrol. Sehingga meskipun
membutuhkan lebih banyak dana dan tenaga, metode semi-quantitative PCR merupakan teknik
analisis molekuler yang penting dan berguna dalam analisis sampel, terutama dalam jumlah tidak
banyak.

Pengetahuan mengenai resistensi tanaman tembakau lokal terhadap P. nicotianae hingga saat
ini masih terbatas. Tembakau Beinhart-1000 merupakan salah satu varietas tembakau yang
memiliki level ketahanan parsial kuantitatif tertinggi terhadap berbagai ras oomycetes P.
nicotianae. Ketahanan ini diatur oleh banyak gen (multigen), secara parsial (tidak lengkap), dan

penurunan gennya diduga kompleks di alam (Vontimitta dan Lewis, 2012). Penentuan dan deteksi
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gen terkait resistensi maupun kerentanan terhadap P. nicotianae akan mempercepat proses
budidaya varietas baru tembakau, yaitu diharapkan resisten.

Penelitian analisis transkriptomik tanaman tembakau terhadap P. nicotianae telah diteliti
sebagai uji konfirmasi hasil sekuensing RNA. Tembakau burley varietas TKF 2002 diketahui
merupakan salah satu contoh jenis tembakau yang resisten terhadap penyakit lanas, sedangkan
TKF 4321 rentan. Inokulasi buatan pada tanaman tembakau TKF 2002 dan TKF 4321 usia 6
minggu dengan cara mencelupkan tanaman ke dalam suspensi kultur murni P. nicotianae, dan
didapati gejala penyakit mulai muncul pada 3 hari setelah inokulasi. Dari hasil analisis metode
RT-PCR, diketahui bahwa pada tembakau TKF 2002, gen Pathogenesis Related (PR)1 dan PR4
terekspresi tinggi di awal, yakni di 6-72 jam setelah inokulasi (jsi), sedangkan hal sebaliknya
terjadi pada tembakau rentan, TKF 4321, gen PR1 dan gen PR4 terekspresi sedikit di awal waktu
inokulasi, namun banyak terekspresi di waktu akhir, yaitu pada 96-120 jsi (Bao et al., 2019).
Ekspresi gen PR1 dan gen PR4 berhubungan dengan respon tembakau terhadap hifa biotropik dari
P. nicotianae, sehingga ekspresi tinggi mulai jam ke-96 pasca inokulasi tidak mampu
menyelamatkan tembakau TKF 4321, hal ini diduga sebab P. nicotianae telah berubah menjadi
nekrotropik saat itu.

Selama interaksi tanaman-patogen, ekspresi gen berubah dan mekanisme pertahanan
diaktifkan atau sebaliknya ditekan. Ketika tanaman terkena serangan patogen, interaksi yang
kompatibel terjadi melalui kolonisasi tanaman rentan oleh patogen. Sementara yang tidak
kompatibel menimbulkan mekanisme pertahanan yang mencegah masuknya patogen, serta
pembentukan dan pertumbuhannya dalam tanaman (Moslemkhani et al., 2016). Mekanisme
pertahanan inang terhadap Rs umumnya terkait dengan penghambatan pertumbuhan dan mobilitas
Rs pada sistem vaskular (Xue et al., 2020). Melalui studi jaringan, Nakaho et al. (2000)
menemukan adanya penguatan dinding sel parenkim dan membrane pit pada jaringan xilem serta
terjadinya lokalisasi Rs pada xilem primer dari batang kultivar tomat yang resisten Rs. Keterlibatan
penting protein dinding sel sebagai pertahanan terhadap Rs sudah dipelajari dalam beberapa
penelitian (Dahal et al., 2010; Schacht et al., 2011)
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Pelaksanaan Kegiatan

l. Waktu dan Tempat Kegiatan

Penelitian ini dilakukan mulai Agustus 2021 hingga Mei 2022 di Laboratorium
Bioteknologi Mikroorganisme dan Laboratorium Bioteknologi Purifikasi dan Biologi
Molekuler Fakultas Teknobiologi Universitas Surabaya (Surabaya, Jawa Timur).
Eksperimen lapangan juga dilakukan di PT. Sadhana (Pasuruan, Jawa Timur) pada
September 2021.

1. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: Beaker glass 50 mL-1000 mL, tabung
reaksi, pipet tetes, pipet volume, spektrofotometer UV-Vis, instrumen High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), kolom C18, set alat ektraksi soxhlet, corong pisah, rotary
evaporator, labu takar 5 mL, oven, waterbath, cawan porselen, evaporator, timbangan
analitik, pH meter, spektrofotometer UV-Vis, milipore, kuvet, ayakan mesh, labu takar 5-10
mL, kertas saring, evaporator, mikropipet 1-10 pL, mikropipet 10-100 uL, plat Kromatografi
Lapis Tipis (KLT) F254, chamber, dan TLC Scanner.

Bahan tanaman tembakau yang digunakan dalam penelitian ini dipersiapkan oleh PT
Sadhana, terdiri atas varietas Beinhart-1000, Hick Broadleaf, Dark 302, dan Dark 314. Kultur
Ralstonia solanacearum dan oomycetes Phytophthora nicotianae didapatkan dari Balai
Penelitian Tanaman Pemanis dan Serat (Balittas) Malang. Sampel tanah dan isolat patogen
diambil dari tanaman terinfeksi penyakit lanas di lahan PT Sadhana yang terletak di Pasuruan,
Jawa Timur (-7.765, 112.739). Bahan habis pakai yang digunakan yaitu, nitrogen cair yang
dibeli dari PT. Aneka Gas Industri, aluminium foil, rolled oat whole grains (Bob’s Red Mill),
surgical blade (GEA medical), cawan Petri 90x15mm (NESTscientific. USA),
microsentrifuge tubes (Biologix 1,5 mL), PCR tubes (Genfollower 0,2 mL), 1 mL pipet tips
(Biologix), 100 pL pipet tips (Biologix), 10 uL pipet tips (Biologix), media Corn Meal Agar
(CMA) (Himedia), media Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck), kit ekstraksi RNA
(Favorgen, FavorPrepTM Plant Total RNA Mini Kit), pB-Mercaptoethanol, Reverse
Transcription Kit (SMOBIO RP1400), Master Mix (SMOBIO ExcelTaqgTM 5x PCR Master
Dye Mix dan ABclonal PowerPol 2x PCR Mix RK20719), sterile water for irrigation (WIDA
WITM Unicap), etanol teknis 96%, etanol p.a, buffer Tris Borate EDTA (TBE) 0,5x,

ethidium bromide (EtBr), agarosa bubuk (molecular biology grade, GeneDireX), primer PCR
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PR1a, PR4, PUB24, PLP2, dan L25 (Macrogen), DNA ladder (SMOBIO ExcelBandTM 50
bp DM1100 dan SMOBIO ExcelBandTM 100 bp DM2100).

I1l.  Metodologi Penelitian

Variabel dan parameter penelitian

Variabel bebas yang diteliti dalam penelitian ini adalah varietas tanaman tembakau, yaitu
Beinhart 1000, Hick Broadleaf, Dark 302, dan Dark 314. Variabel terikat yang diamati adalah
ekspresi relatif PR1, PR4, PLP2, dan PUB24 pada tembakau uji; dengan gen L25 sebagai
housekeeping gene. Variabel kontrol di penelitian ini adalah jumlah tanah inokulan yang
diberikan sebagai agen infeksi (Ralstonia solanacearum dan oomycetes Phytophthora
nicotianae), umur tembakau tiap varietas, titik waktu sampling, serta kondisi pertumbuhan
tembakau yang terdiri atas volume air dalam penyiraman, jumlah dan jenis pupuk, serta

lingkungan tumbuh yaitu di greenhouse Laboratorium Tanaman UBAYA.

Persiapan Tembakau

Tanaman tembakau yang diteliti dalam penelitian ini didapatkan dari PT Sadhana,
terdiri atas varietas Beinhart-1000, Hick Broadleaf, Dark 302, dan Dark 314. Pembibitan
tembakau dilakukan dengan menaburkan 0,07 gram benih tembakau secara merata ke atas
permukaan tanah basah. Benih yang akan disebar sebelumnya telah dicampur dengan pasir
halus sebagai pemisah antar benih, dan penanda sebab warnanya abu-abu sedangkan benih
tembakau berwarna cokelat tua hingga hitam. Takaran benih tembakau dengan pasir adalah
0,07 gram benih dicampurkan dengan 3 gram pasir atau 2,33% b/b.

Setelah berusia 14 hari setelah semai (hss), bibit tembakau akan memiliki 3-4 lembar
daun, dan siap untuk dipindahkan ke tray pembibitan menggunakan pinset. Tray penampung
bibit sebelumnya telah diisi dengan tanah basah. Untuk membasahi tanah, setiap 0,05 liter
tanah (1 lubang tray) dibasahi dengan 50 mL air. Seusai penanaman bibit ke tray, tanah tray
perlu dibasahi kembali dengan cara direndamkan dalam wadah berisi air selama 5 menit
untuk merekatkan tanah.

Pada usia 60 hss, bibit tembakau dipindahkan ke polybag berisi 10 liter media tanam.
Media tanam yang digunakan terdiri atas campuran pupuk kompos dan media mix dengan
perbandingan 5:1. Media mix berisi tanah sungai, cocopeat, dan arang sekam dengan
perbandingan 4:3:2. Satu hari sebelum dicabut untuk dipindahkan, 3-4 daun bibit tembakau

yang lokasinya di batang bagian atas, juga berukuran besar atau lebar digunting (clipping)
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sebanyak 50-75% bagiannya. Pemupukan tembakau dilakukan dengan memberikan 25 mL
larutan pupuk KNO3z konsentrasi 1,5 gram/L ke tanah masing-masing polybag. Bibit
tembakau yang telah ditanam di polybag tersebut dipelihara hingga berusia 144 hss sebelum
akhirnya dilakukan perlakuan selanjutnya. Pada penelitian ini digunakan 48 tanaman
tembakau, 24 tanaman termasuk dalam kelompok perlakuan, sedangkan sisanya adalah

kontrol.

Persiapan Inokulum Phytophthora nicotianae

Kultur oomycetes Phytophthora nicotianae yang diperoleh dari Balittas segera
diremajakan di media CMA baru, dilakukan dengan cara menanam 5 agar plugs miselium
dalam posisi terbalik sehingga miselium berkontak langsung dengan media. Kultur P.
nicotianae dalam media baru kemudian diinkubasi gelap pada suhu ruang (£25°C) selama 5
hari. Persiapan inokulum yang dilakukan dibagi menjadi dua jenis berdasarkan targetnya.
Jenis pertama adalah persiapan dengan tujuan memproduksi zoospora, sedangkan yang kedua
adalah tidak hanya terbatas pada zoospora, namun suspensi inokulum secara keseluruhan.

Produksi suspensi zoospora P. nicotianae dilakukan dengan memodifikasi metode
yang dilakukan oleh Kusvianti et al. (2014) dalam menginduksi zoospora P. capsici. Induksi
diawali dengan mensubkultur P. nicotianae di media CMA, kemudian menginkubasi dalam
kondisi disinari lampu terus menerus, dan suhu ruang selama 4 hari. Agar berisi biakan yang
tumbuh dibagi menjadi 4 bagian. Masing-masing bagiannya dipindahkan ke cawan Petri
steril baru, dipotong menjadi blok kecil seukuran +1 cm?, kemudian ditambahkan 20 mL
akuades steril yang mampu menggenangi blok potongan agar. Kondisi tergenang ini
didiamkan dalam suhu ruang selama 1 jam. Setelah 1 jam, akuades sebelumnya dibuang, dan
diganti dengan 20 mL akuades steril baru. Dalam tujuan menghasilkan sporangium, cawan
Petri diinkubasi selama 24 jam dalam kondisi terang, dan suhu ruang. Setelah 24 jam, cawan
Petri dimasukkan dalam kulkas bersuhu 4°C selama 2 jam untuk memberikan cold shock.
Tindakan pengejut yang bertujuan untuk menginduksi pelepasan zoospora ini dilanjutkan
dengan memindahkan cawan Petri ke inkubator bersuhu 28°C selama 1 jam. Cairan suspensi
hasil induksi zoospora dituang ke falcon, kemudian ke cawan Petri, dan diamati di bawah
mikroskop untuk mendeteksi keberadaan zoospora. Bila zoospora berhasil dilepaskan dalam
suspensi, maka konsentrasinya akan dihitung menggunakan haemocytometer.

Persiapan suspensi P. nicotianae dilakukan dengan memodifikasi metode yang
dilakukan oleh Hidayah dan Yulianti (2010) dan Bao et al. (2019). Kultur P. nicotianae

diinkubasi selama 2 minggu dalam media CMA hingga miselium memenuhi seluruh
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permukaan agar. Kemudian media agar dimasukkan dalam blender, ditambahkan 70 mL
akuades steril, kemudian diblender selama 20 detik. Suspensi P. nicotianae diamati di bawah
mikroskop, kemudian diletakkan dalam ice bath sampai akan digunakan. Dalam uji
pendahuluan, cairan suspensi P. nicotianae dan cairan hasil induksi zoospora diinokulasikan
ke tembakau varietas Dark 302 usia 72 hss dengan cara menuangkannya ke dalam tanah yang
telah dilubangi sedalam 5 cm. Kedua cairan tersebut tidak diinokulasikan ke tanaman
tembakau uji sebab melalui uji pendahuluan, diketahui tidak mampu menyebabkan penyakit
lanas, yaitu tembakau varietas rentan teramati sehat pada pengamatan di waktu 3 minggu
setelah infeksi. Kenampakan tembakau pasca inokulasi cairan hasil induksi zoospora dapat
diamati pada Lampiran 1. Kondisi tembakau pasca inokulasi teramati sehat, tidak
menunjukkan gejala terinfeksi penyakit lanas, memiliki daun yang lebar dan berwarna hijau,
batang tegak, juga berwarna hijau.

Isolasi Kultur Kandidat Phytophthora nicotianae dari Tembakau Sakit

Kultur kandidat Phytophthora nicotianae diisolasi dari batang tanaman tembakau yang
mengalami gejala penyakit lanas di lahan PT Sadhana. Metode isolasi kultur merujuk pada
metode yang dilakukan oleh Henuk et al. (2017) pada penelitiannya yang telah berhasil
mengisolasi Phytophthora citrophthora dari batang tanaman jeruk. Batang tembakau yang
akan diambil dicuci terlebih dahulu dengan air mengalir. Batang tembakau kemudian dibelah,
dan disterilisasi permukaannya dengan cara direndam dalam larutan sodium hipoklorit 0,5%
selama 30 detik, lalu dibilas menggunakan akuades steril. Bagian dalam batang yang telah
dikeringkan kemudian ditempatkan dalam media CMA secara aseptis untuk diinkubasi
selama 1-2 hari pada suhu ruang (£25°C). Satu agar plugs miselium berukuran 5 mm x 5 mm
yang berhasil tumbuh dari potongan batang kemudian disubkultur dengan cara dipotong pada
bagian ujung miselium yang aktif tumbuh, kemudian ditanamkan secara terbalik di media
CMA segar sehingga miselium isolat dapat menempel di permukaan media. Tindakan
subkultur ini bertujuan untuk memurnikan kultur kandidat P. nicotianae dari mikroorganisme
kontaminan yang masih tumbuh. Subkultur dilakukan sebanyak 3 kali hingga kultur tampak
tumbuh seragam secara penampakan makroskopis dan mikroskopis.

Kultur kandidat P. nicotianae diperbanyak dalam media CMA untuk memenuhi
kebutuhan sekuensing dan inokulasi buatan pada tanaman tembakau uji. Identifikasi spesies
isolat secara molekuler dilakukan oleh Macrogen melalui program Internal Transcribed
Spacer (ITS) Region Sequencing. Area ITS dari ribosomal DNA (rDNA) diamplifikasi
menggunakan sepasang primer umum yaitu 1TS4 dan ITS5 (White et al., 1990). Sekuens
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primer yang digunakan adalah ITS5 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3') dan ITS4 (5'-
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3). Sekuens ITS1-5.8S-ITS2 yang didapatkan
kemudian dianalisis menggunakan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) di National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (Zhang et al., 2000). Strain jamur yang
memiliki kemiripan sekuens tertinggi dipilih sebagai strain referensi (Geng et al., 2020), yaitu
sebesar lebih dari 90%, dan e-value 0.0 (Henuk et al., 2017).

Persiapan kultur untuk diinokulasikan secara buatan pada tembakau dilakukan dengan
memodifikasi metode yang dilakukan oleh French-Monar et al. (2006). Pada mulanya, kultur
ditanam di media CMA, lalu diinkubasi gelap selama 5 hari pada suhu ruang. Rolled oat
grains yang dibutuhkan untuk menumbuhkan kultur disterilisasi dengan cara diautoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit, kemudian didinginkan hingga suhunya mencapai suhu ruang.
Setelah itu, 5 agar plugs kultur dimasukkan secara aseptis ke dalam toples kecil berisi 25
gram oat grains, lalu 10 mL akuades steril ditambahkan untuk meningkatkan kelembaban.
Lima toples kultur kecil oat grains diinkubasi gelap selama 5 hari pada suhu ruang. Setelah
5 hari, dilakukan peningkatan volume atau skala kultur oat grains agar mampu memenuhi
kebutuhan inokulasi buatan. Keseluruhan isi dari 5 buah toples kecil kultur oat grains yang
telah dibuat sebelumnya dipindahkan secara aseptis ke toples berukuran lebih besar dimana
di dalamnya telah berisi 250 gram oat grains beserta 100 mL akuades steril. Inkubasi kultur

besar dilakukan selama 20 hari pada suhu ruang, dan kondisi gelap.

Isolasi Ralstonia solanacearum

Bacterial streaming terlebih dahulu dilakukan terhadap sampel batang segar dari
tembakau yang layu. Proses tersebut merupakan peristiwa keluarnya populasi bakteri dari
jaringan tanaman setelah jaringan direndam di dalam air. Bagian batang yang dekat dengan
akar tanaman dipisahkan dengan potongan melintang dan dibelah secara membujur. Bagian
tersebut diletakkan menghadap bagian dalam erlenmeyer berisi air dengan ujungnya yang
masuk permukaan air. Batang dibiarkan berada pada posisi terendam selama 10 menit, bila
tanaman terinfeksi maka akan keluar untai berwarna putih susu yang jelas dari ujung batang
(xilem) yang terpotong.

Air yang mengandung bakteri selanjutnya dihomogenkan dan diambil sebanyak 100 pL.
untuk disebar pada agar casein-peptone lecithin polysorbate (CPLP) broth termodifikasi
dengan TTC. Inkubasi dilakukan selama 48 jam pada 28 °C. Koloni dengan inti merah muda
dan tepi yang kasar berwarna krem adalah tipikal R. solanacearum yang virulen. Sementara

koloni dengan tepi yang halus dan tidak berwarna krim adalah non-virulen, yang mana tidak
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baik sebagai inokulum. Metode streak selanjutnya dilakukan secara berulang hingga

didapatkan koloni tunggal.

Inokulasi Buatan kultur Phytophthora nicotianae dan Pengambilan Sampel Tembakau

Inokulasi buatan dalam penelitian ini diawali dengan mencampurkan secara merata 375
gram kultur oat grains dengan 1.926 gram tanah yang diambil dari lahan PT Sadhana,
membentuk konsentrasi inokulum sebesar 16,3% b/b. Pembuatan inokulum dengan metode
ini mereferensi penelitian yang dilakukan oleh French-Monar et al. (2006), namun dengan
modifikasi pada bagian persentase tanah banding inokulum, yaitu pada penelitiannya
digunakan inokulum 20 gram biji gandum red winter yang telah ditumbuhi P. capsici selama
21 hari dalam setiap 1 kg tanah pasir; membentuk konsentrasi inokulum sebesar 2% b/b.
Tanah yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari sekitar area tumbuh tembakau yang
sebelumnya terinfeksi penyakit lanas. Campuran tanah dan kultur oat grains kemudian dibagi
menjadi 24 bagian, sesuai dengan jumlah tanaman tembakau kelompok kontrol yang akan
diinokulasi, yaitu 6 tanaman dari masing-masing varietas. Masing-masing bagian memiliki
massa 95 gram.

Inokulasi penyakit dilakukan dengan cara menaburkan, juga mencampurkan tanah
media tanam tembakau yang berada di bagian permukaan dengan campuran inokulum. Hanya
tembakau perlakuan yang diinokulasi, sedangkan kelompok kontrol tidak. Inokulasi buatan
dilakukan pada sore hari di musim hujan dimana kelembaban udara tinggi 75%, sedangkan
suhu udara rendah 25,6°C, sehingga mendukung terjadinya infeksi penyakit oleh
Phytophthora nicotianae. Suhu juga kelembaban udara harian greenhouse diukur
menggunakan alat thermometer dan hygrometer digital selama sampling daun tembakau,
tercatat rata-rata kelembaban udara (78,25+5)%, sedangkan suhu udara (26,2+1,3)°C.

Daun muda tembakau yang tidak mengalami nekrotik tembakau dari masing-masing
varietas, baik kelompok kontrol maupun perlakuan diambil pada hari ke-0, 1, 2, 3, dan 9
pasca inokulasi buatan inokulum P. nicotianae. Pemilihan titik sampling ini merujuk pada
hasil penelitian Bao et al. (2019) yang menunjukkan adanya perbedaan signifikan antara
respon ekspresi gen tembakau varietas tahan dan rentan pada jam ke-24, 48, 72 pasca
inokulasi P. nicotianae. Sampling pada hari ke-9 dilakukan sebab tembakau Hick Broadleaf
yang merupakan varietas rentan telah sekarat, menunjukkan gejala penyakit lanas yang parah.

Sebelum sampling daun, disiapkan kantong-kantong aluminium foil penampung daun
yang dilabel sesuai kode sampel. Bagian dalam kantong aluminium foil didinginkan terlebih

dahulu dengan cara menuangkan nitrogen cair ke dalamnya. Daun dipetik dan sesegera
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mungkin dimasukkan ke dalam kantong aluminium foil, lalu ditambahkan nitrogen cair guna
membekukan daun. Hal ini dilakukan untuk meminimalisir kerusakan RNA daun yang
merupakan biomolekul rentan. Tembakau setiap varietas, baik kelompok perlakuan maupun
kontrol yang dipetik daunnya pada titik sampling pertama, dikhususkan untuk sampling titik
tersebut, sehingga tidak diambil pada titik sampling berikutnya. Tahap berikutnya, daun
ditumbuk hingga menjadi bubuk menggunaakan mortar dan pestel yang telah disterilisasi
sebelumnya. Penghancuran jaringan daun perlu dilakukan kondisi dingin, dan hingga sehalus
mungkin (Yockteng et al., 2013).

Inokulasi buatan kultur Ralstonia solanacearum dan pengambilan sampel tembakau

Sebelumnya dilakukan sanitasi terhadap seluruh permukaan area di dalam greenhouse.
Air kran digunakan untuk menyapu kotoran kasar yang ada, lalu area dibiarkan mengering
sejenak. Langkah selanjutnya dengan penyemprotan fungisida dan natrium hipoklorit
(NaOCl) 2,4% dengan masing-masing waktu pengaplikasian selama 30 menit. Pembilasan
dengan air kran dilakukan di akhir untuk menyingkirkan residu kimia. Inokulasi buatan
dilakukan dengan kombinasi melalui akar dan daun. Dari akar, cairan inokulum disuntikkan
ke dalam media polybag yang berisi tembakau. Inokulum dilepaskan pada kedalaman £50
mm dari permukaan media dan berjarak £10 mm dari tembakau. Sementara melalui daun,
cairan inokulum diinfiltrasikan menggunakan syringe tanpa jarum pada sisi bagian bawah
dari daun muda sehat (kehijauan dan segar) yang terletak pada bagian pucuk tanaman.
Inkubasi dilakukan selama 3 hari dengan pengamatan harian terhadap fenotip untuk gejala-
gejala yang akan timbul (seperti kelayuan pada daun dan batang yang menghitam). Tembakau
yang diinokulasi menggunakan akuades steril berlaku sebagai kontrol.

Kondisi pertumbuhan dijaga pada 28-30°C dan RH 70-80%. Pelipatan bagian polybag
kearah tanaman dilakukan untuk menutupi sebagian besar permukaan media sehingga
kelembapan dapat terjaga. Penyiraman tanaman dilakukan setiap pagi hari menggunakan
+500 mL air kran per polybag. Pembasahan lantai greenhouse dan misting di area sekitar
tanaman dilakukan setiap siang hari. Koleksi sampel daun dilakukan pada hari ke-0, -1, -2,

dan -3 setelah inokulasi. Alat potong steril digunakan untuk memotong tangkai daun.

Ekstraksi RNA
Ekstraksi RNA dilakukan menggunakan kit ekstraksi RNA (Favorgen, FavorPrep™
Plant Total RNA Mini Kit), sesuai petunjuk manual. Sekitar 100 mg bubuk daun tembakau

dimasukkan dalam microtube 1,5 mL untuk diekstraksi RNA totalnya. Tahap pertama dalam
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ekstraksi RNA adalah lisis, dilakukan dengan menambahkan 500 pL buffer FARB dan 5 pL
B-mercaptoethanol dalam microtube sampel, kemudian disuspensi perlahan, dan diinkubasi
dalam suhu ruang selama 5 menit. Filter mini column selanjutnya terlebih dahulu diletakkan
di atas microtube (collection tube). Sampel dituangkan ke Filter mini column dingin (dalam
ice bath), lalu disentrifugasi dengan kecepatan penuh (~18.000 x g) selama 3 menit. Cairan
yang berhasil melewati filter mini column tertampung dalam collection tube dan disebut
sebagai supernatant hasil tahap lisis.

Tahap kedua adalah pengikatan RNA dalam FARB mini column. FARB mini column
yang akan mengikat RNA ditempatkan di atas collection tube baru. Supernatan hasil lisis
sampel yang masih berada di collection tube lama ditambahkan etanol p.a. 70% sebanyak 1:1
volumenya, yakni 505 pL, dihomogenkan, kemudian dituang ke FARB mini column, dan
disentrifugasi (~18.000 x g) selama 1 menit. Pada tahap ini, FARB mini column
dipertahankan, sedangkan supernatan di collection tube baru dibuang dalam larutan lisol
10%.

Tahap ketiga adalah pencucian kolom, dilakukan dengan menambahkan sebanyak 500
pL larutan buffer washing 1 ke dalam FARB mini column, kemudian sentrifugasi (~18.000
X g) selama 1 menit. Supernatan hasil pencucian pertama dibuang ke larutan lisol 10%, dan
FARB mini column ditempatkan kembali di atas collection tube. Selanjutnya dilakukan
pencucian kedua, 750 uL larutan buffer washing 2 dimasukan ke dalam FARB mini column,
disentrifugasi (~18.000 x g), dan supernatan hasil pencucian kedua kembali dibuang. Tahap
pencucian dengan buffer washing 2 ini dilakukan berturut-turut sebanyak total 2 kali dengan
cara yang sama. Setelah tahap pencucian kolom ketiga selesai, FARB mini column
dikeringkan dengan cara disentrifugasi (~18.000 x g), selama 3 menit untuk menghindari
adanya cairan residual yang dapat mengganggu reaksi enzimatik pada tahap berikutnya.

Tahap keempat sekaligus terakhir adalah elusi RNA dari kolom FARB. FARB mini
column diletakkan di atas microtube baru yang akan menampung RNA. Masing-masing
microtube telah dilabel sesuai identitas sampel dan tanggal pembuatan RNA. Sebanyak 40
ML RNA-se free ddH2O ditambahkan ke tengah masing-masing membran kolom FARB,
kemudian disentrifugasi (~18.000 x g), selama 1 menit. RNA yang telah dielusi kemudian

segera diproses menjadi cDNA.

Pembuatan cDNA
Pembuatan rantai complementary DNA (cDNA) dari RNA tembakau yang telah
diekstraksi pada tahap sebelumnya dilakukan menggunakan metode reverse transcription.
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Pada penelitian ini digunakan SMOBIO Reverse Transcription Kit RP1400 sesuai petunjuk
manual. Larutan A dibuat menggunakan masing-masing sampel RNA, sedangkan larutan B
dibuat bersama namun dihitung terlebih dahulu kebutuhan untuk semua sampel. Kebutuhan
bahan pembuatan larutan B untuk setiap reaksi atau satu sampel RNA adalah 4 pL 5X RT
Buffer (DTT/ANTPs), 5 uL DEPC-treated H20, dan 1 pL RTase/RI Enzyme Mix. Larutan
A dibuat dengan mencampurkan 9 pL larutan RNA daun tembakau dengan 1 pL Oligo
(dT)/Random Primer Mix hingga homogen. Tahap pertama yang dilakukan adalah denaturasi,
dilakukan dengan menginkubasi tabung berisi larutan A selama 5 menit pada suhu 70°C
menggunakan thermal cycler, kemudian memindahkan tabung ke dalam ice bath (inkubasi
dingin) selama minimal 1 menit.

Tahap kedua adalah sintesis rantai pertama cDNA, dilakukan dengan menggabungkan
larutan A, berisi RNA dan primer yang telah terdenaturasi, dan larutan B yang merupakan
buffer untuk sintesis cONA. Setelah inkubasi dingin, sebanyak 10 pL larutan B dimasukkan
dalam setiap tabung larutan A, dan dihomogenkan. Tabung berisi campuran kedua larutan
kemudian diinkubasi kembali di dalam mesin thermal cycler yang telah diatur suhu beserta
durasinya, yaitu berturut-turut 25°C selama 10 menit, dilanjutkan 50°C selama 50 menit, dan
diakhiri tahap terminasi pada suhu 85°C selama 5 menit. Larutan cDNA tembakau disimpan

dalam freezer -20°C hingga saat akan digunakan.

Desain Primer Polymerase Chain Reaction (PCR)

Pasangan primer dalam penelitian ini telah digunakan dalam penelitian sebelumnya,
yaitu pada analisis transkriptomik tembakau merespon serangan P. nicotianae menggunakan
metode real time PCR oleh Bao et al. (2019), Meng et al. (2021), dan Li et al. (2021). Lokasi

penempelan primer ditelusuri melalui software SnapGene (https://www.snapgene.com/).

Perkiraan ukuran amplikon hasil PCR masing-masing gen ditelusuri melalui webserver NCBI

Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Untuk infeksi dengan

Ralstonia solanacearum, sampel cDNA dipolimerisasi menggunakan primer-primer spesifik
yang menarget gen CYP450, ERF15, dan WRKY11 dengan bantuan instrumen T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad, Amerika) dan Thermal Cycler, 96 well (BT Labsystems,
Amerika). Reaksi berlangsung dalam campuran sebanyak 10 pL yang terdiri dari reagen
PowerPol 2X PCR Mix (5 p), cDNA (1 pL), primer forward PCR (1 pL), primer reverse PCR
(1 uL), dan dd H—20 (2 pL). Prosedur reaksi disesuaikan dengan rekomendasi pabrikan yang
dimodifikasi oleh peneliti pada bagian durasi waktu ekstensi (dari 5 menit menjadi 1 menit).

Gen L25 digunakan sebagai referensi internal sebab memiliki kestabilan tinggi dan fungsi
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housekeeping yang unik bagi tembakau sehingga tepat untuk normalisasi (Schmidt dan
Delaney, 2010). Proses ini berlangsung dengan triplikasi.

Masing-masing primer di atas diprediksi memiliki perbedaan Tm <3°C antar
pasangannya. Pasangan primer juga dianalisis menggunakan webserver OligoAnalyzer

(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Analisis ini bertujuan memprediksi

struktur sekunder dan dimer yang mungkin terbentuk. Pasangan primer yang terpilih dalam
penelitian ini memiliki nilai AG pada struktur sekunder dan dimer lebih besar dari -10

Kcal/mol.

Optimasi Suhu Annealing Primer dan Siklus PCR

Suhu annealing primer yang disarankan oleh protokol master mix berkisar antara 55-
65°C (ABclonal), dan 55-68°C (SMOBIO), sehingga diperlukan tahap optimasi suhu
annealing untuk masing-masing primer. Optimasi suhu annealing masing-masing pasangan
primer dilakukan dengan membuat campuran reaksi terlebih dahulu. Campuran tersebut
terdiri atas 20 pL master mix SMOBIO ExcelTag™ 5x PCR Master Dye Mix, 5 pL primer
forward (10 pM), 5 pL primer reverse (10 uM), 3 pL template cDNA yang belum
diencerkan, dan 60 pL ddH.O steril. Campuran reaksi yang dibuat dalam 1 microtube 1,5
mL tersebut dihomogenkan, kemudian dibagi ke 6-10 tabung PCR berbeda untuk
diamplifikasi dengan variasi suhu annealing. Tabung PCR kemudian dimasukkan ke dalam
mesin PCR yang telah diatur siklus, juga suhu dan durasi untuk setiap tahapannya.

Amplikon PCR dianalisis melalui metode elektroforesis di gel agarosa 1,5%. Annealing
primer pada optimasi siklus dan analisis ekspresi gen dilakukan pada suhu optimal primer.
Pemilihan suhu optimal ditentukan dari hasil visualisasi pita pasca elektroforesis, yaitu
menunjukkan pita tunggal, ukuran pita sesuai target, intensitas terang lebih tinggi, juga tidak
menghasilkan dimer. Penentuan intensitas terang lebih tinggi dilakukan dengan bantuan
software ImageJ. Optimasi siklus PCR masing-masing gen dilakukan sebagai upaya adaptasi
studi perbedaan level ekspresi gen menggunakan metode semi-quantitative PCR. Campuran
reaksi yang dibuat sama dengan campuran untuk optimasi suhu annealing primer, namun
untuk optimasi siklus ini digunakan dua sampel, yaitu sampel cDNA varietas Beinhart dan
Hick Broadleaf, masing-masing dari sampling ketiga pasca inokulasi. Tembakau varietas
Beinhart dikenal sebagai varietas tahan terhadap penyakit lanas, sedangan Hick Broadleaf
rentan. Siklus PCR yang dipilih merupakan siklus dimana pita amplikon yang dihasilkan
terlihat tunggal, ukurannya sesuai, intensitas terang jelas, dan terlihat perbedaan ekspresi

relatif gen oleh varietas rentan dan tahan.
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Analisis Ekspresi Gen

Analisis ekspresi masing-masing gen menggunakan metode PCR yang dilanjutkan
elektroforesis. Pada penelitian ini digunakan master mix SMOBIO ExcelTag™ 5x PCR
Master Dye Mix dan Abclonal PowerPol 2x PCR Mix RK20719 sesuai petunjuk manual.
Komposisi campuran yang digunakan yaitu 1 pL template cDNA yang telah diencerkan
sebanyak 2x, 0,5 pL primer forward (10 puM), 0,5 pL primer reverse (10 uM), 2 pL master
mix SMOBIO ExcelTag™ 5x PCR Master Dye Mix atau 5 puL master mix Abclonal PowerPol
2x PCR Mix RK20719, dan ddH.O steril hingga mencapai volume campuran sebesar 10 pLL.
Tabung berisi campuran reaksi yang telah homogen dimasukkan ke dalam mesin PCR sesuai
pengaturan siklus dan suhu teroptimasi. Pada tahap analisis ekspresi gen ini digunakan suhu
annealing masing-masing primer yang telah teroptimasi.

Setelah PCR selesai, dilakukan elektroforesis untuk semua sampel. Sampel, kontrol
negatif, juga DNA ladder dimasukkan ke masing-masing sumur gel agarosa 2%, dan arus
listrik dari set alat elektroforesis dijalankan. Buffer Tris-borat-EDTA (TBE) 0,5x digunakan
sebagai pelarut gel agarosa, juga running buffer. Tegangan listrik yang digunakan adalah 100
V. Pita amplikon gen divisualisasi dengan meletakkan gel hasil elektroforesis di bawah sinar
UV dari set alat gel documentation (geldoc). Foto hasil tangkapan kamera yang juga
terintegrasi dengan set alat geldoc disimpan untuk dianalisis intensitasnya secara lebih lanjut.

Analisis ekspresi gen untuk masing-masing sampel direplikasi sebanyak tiga kali.

Perhitungan Ekspresi Relatif Gen

Hasil analisis ekspresi gen menggunakan metode PCR dan elektroforesis menghasilkan
data berupa foto pita amplikon berwarna hitam putih dari gel yang diamati di bawah sinar
UV. Perhitungan ekspresi relatif gen diawali dengan menganalisis ketebalan atau intensitas
pita amplikon menggunakan software ImageJ yang telah dikalibrasi, sehingga akan
menghasilkan data berupa area puncak. Ketebalan pita amplikon gen uji yaitu PR1, PR4,
PUB24, dan PLP2 dibandingkan dengan gen housekeeping yaitu L25 untuk mendapatkan
nilai ekspresi relatif gen uji, sesuai rumus di bawah ini.

Area puncak pita gen uji

Ek i relatif ji =
sprestrelatitgen it Area puncak pita gen housekeeping
Analisis Sekuens 16S rRNA Hasil Sekuensing
Koreksi sekuens hasil sekuensing dilakukan dengan bantuan software SeqMan Pro
DNAStar. Hasil sekuensing dari kedua primer yaitu primer ITS4 dan ITS5 dimasukkan, lalu
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digabungkan melalui menu Assemble, dan diamati hasil gabungan (contig) yang berhasil
diperoleh. Perbaikan nukleotida yang ada di contig tersebut diawali dengan membaca
keseluruhan sekuens nukleotida hasil sekuensing, dan dilakukan apabila ditemukan
ketidaksesuaian antara terbacanya sinyal nukleotida dengan penerjemahan sinyal nukleotida
(Theda, 2020).

Identifikasi sekuens contig dilakukan menggunakan webserver BLAST Nucleotide
(BLASTN) NCBI yang dapat diakses melalui link,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=Dblastn&BLAST SPEC=GeoBlast&P
AGE_TYPE=BlastSearch. Sekuens nukleotida hasil koreksi kemudian dimasukkan pada

bagian kotak putih tempat memasukkan sekuens untuk diuji, kemudian klik pilihan “BLAST”
yang ada di bagian bawah laman. Hasil analisis ini akan menunjukkan organisme dengan
sekuens nukleotida yang mirip dengan sekuens yang dimasukkan (Chaudhary et al., 2018).
Pohon filogenetik yang menunjukkan hubungan antara hasil sekuensing region ITS kultur
isolat dengan region ITS Lasiodiplodia pseudotheobromae dan Phytophthora nicotianae
dibuat menggunakan software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) 11.
Langkah pertama adalah memasukkan sekuens berupa FASTA file, lalu dilakukan alignment,
dan memilih untuk membuat pohon filogenetik jenis Neighbor-Joining. Jenis metode statistik
yang diaplikasikan adalah Metode Bootstrap, dengan replikasi sebanyak 1000 kali (Newman
etal., 2016).

Skema Pelaksanaan Penelitian

Percobaan dengan Phytopthora nicotianae

Inokulan P. nicotianae

Inokulasi ke tanaman tembakau

\ 4
Daun tembakau pada hari ke-0. 1. 2. 3. dan 9

Pembekuan dengan nitrogen cair, penumbukan

Sampel serbuk

Ekstraksi

Sampel
Pembuatan cDNA

Sampel

Analisis ekspresi gen uji yaitu PR1, PR4, PLP2, dan
PUB24, serta L25 sebagai gen housekeeping
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Percobaan dengan Ralstonia solanacearum

Bibit tembakau 2-3

v
Diinokulasi menggunakan inokulum (10® CFU/mL)

Diamati dan diambil sampelldaun pada 0, 1, 2, dan 3 HSI

v v v v
Sampel 0 Sampel 1 Sampel 2 Sampel 3
[ [ [ ]

v
Diekstraksi dan dipurifikasi RNA total
v

Ditranskripsi balik menjadi cDNA
Dipolimerisasi menggunakan PCR dengan primer spesifik

Analisis tingkat ekspresi gen

26



V.

Hasil dan Pembahasan Percobaan dengan Phytopthora nicotianae

Infeksi Penyakit Lanas pada Tembakau

Bagian akar dari tembakau kelompok perlakuan, baik varietas Beinhart 1000, Hick
Broadleaf, Dark 302, maupun Dark 314 diinokulasi dengan tanah yang berasal dari daerah
sekitar perakaran tembakau sakit lanas di lahan PT Sadhana. Kejadian penyakit diamati sejak
hari inokulasi (0 hsi), hingga 50 hari berikutnya (50 hsi). Gejala penyakit pertama yang
diamati adalah kelayuan mendadak pada 3 dari 6 tanaman tembakau varietas Hick Broadleaf
di 3 hsi, sedangkan 3 varietas lain belum menampakkan gejala penyakit lanas. Kondisi sakit
ini selanjutnya membawa tembakau pada keadaan sekarat di 9 hsi (Gambar 4.1A), dan
berujung kematian pada 20 hsi. Gejala penyakit lanas muncul di seluruh varietas Hick

Broadleaf pada 9 hsi, dan kematian seluruhnya terjadi pada 30 hsi.

Gambar 5. Penampakan gejala penyakit lanas; Tembakau varietas Hick Broadleaf sekarat,

mengalami gejala penyakit lanas yaitu klorosis, busuk batang, dan kelayuan pada 9 hsi(A);

Sekat nekrotik dan hifa di pangkal batang tembakau yang dibelah membujur (panah merah),
gejala busuk akar dan mahkota akar pada tembakau terinfeksi (panah biru) (B).

Pada 20 hsi, gejala kelayuan dan busuk pangkal batang diamati terjadi pada seluruh tembakau
varietas Dark 302, juga 3 dari 6 varietas Dark 314. Kematian pertama dari tembakau varietas
Dark 302 terjadi di 25 hsi, dan seluruhnya pada 40 hsi. Pada 30 hsi, gejala penyakit lanas
teramati pada seluruh tembakau varietas Dark 314, serta kematian seluruhnya terjadi pada 50
hsi. Batang bagian bawah tembakau varietas Hick Broadleaf, Dark 302, dan Dark 314 dibelah
untuk mengamati terbentuknya sekat-sekat gejala penyakit lanas (Gambar 4.1B). Kontrasnya,
hingga pengamatan di 50 hsi, tembakau varietas Beinhart nampak sehat dan tidak bergejala
penyakit, menunjukkan ketahanannya terhadap penyakit lanas. Rangkuman hasil

pengamatan kenampakan gejala penyakit pada tembakau uji dapat diamati di Tabel 4.1,
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sedangkan foto tembakau varietas Beinhart 1000, Dark 302, dan Dark 314 pada 3 hsi

terlampir di Lampiran 14.

Tabel 1. Hasil pengamatan kenampakan gejala penyakit lanas pada tembakau

Waktu Kenampakan gejala penyakit (%)
pengamata ) )
n (hsi) Beinhart 1000 | Hick Broadleaf Dark 302 Dark 314
0 0 0 0 0
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 50 0 0
9 0 100 0 0
20 0 100 100 50
30 0 100 100 100
50 0 100 100 100
Analisis Ekspresi Gen PR1
4 =1 Beinhart 1000
* X3 Hick Broadleaf
3 Dark 302
34 I Dark 314

Ekspresi relatif dari PRI

v L2272+

3 9

Hari setelah inokulasi (hsi)

Gambar 6. Grafik ekspresi relatif gen PR1 pada tembakau varietas Beinhart 1000, Hick
Broadleaf, Dark 302, Dark 314. RNA diisolasi pada 0 hari setelah inokulasi (hsi), 1 hsi, 2
hsi, 3 hsi, dan 9 hsi. Error bars menunjukkan standar deviasi dari hasil replikasi 3 kali pada
penelitian yang dilakukan. Level ekspresi dinormalisasi terhadap housekeeping gene (L25)
dan ekspresi relatif dari kelompok kontrol. Keterangan: * P < 0.05, berbeda signifikan
dengan kontrol.

Perbandingan relatif ekspresi gen PR1 secara temporal dapat diamati pada gambar 4.2. Pada

tembakau varietas Beinhart, terjadi peningkatan ekspresi secara signifikan pada 1 hsi yakni
mencapai 285% lebih tinggi dari kontrol, dimana fenomena ini tidak diamati pada 3 varietas
lain. Pada 2 hsi terjadi penurunan ekspresi pada Beinhart 1000, namun ekspresinya
meningkat kembali pada 3 hsi dan 9 hsi. Ekspresi PR1 di 3 hsi dan 9 hsi pada Beinhart tetap
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lebih tinggi dibandingkan 3 varietas lain, walaupun tidak signifikan terhadap kontrol.
Menariknya, pada 3 hsi, yaitu hari munculnya gejala kelayuan pertama kali pada varietas
rentan, yaitu Hick Broadleaf, teramati ekspresi PR1 sedikit, bahkan terendah diantara 3
varietas lain, yaitu 64% dari kontrol. Peningkatan secara signifikan PR1 pada 1 hsi
merupakan respon ketahanan Beinhart 1000 terhadap infeksi penyakit lanas, dimana
diketahui bahwa PR1 merupakan downstream marker dari respon pertahanan yang dikontrol

oleh jalur persinyalan asam salisilat (Attard et al., 2010).

Analisis Ekspresi Gen PR4
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Beinhart 1000
Hick Broadleaf
Dark 302

Dark 314
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Gambar 7. Grafik ekspresi relatif gen PR4 pada tembakau varietas Beinhart 1000, Hick
Broadleaf, Dark 302, Dark 314. RNA diisolasi pada O hsi, 1 hsi, 2 hsi, 3 hsi, dan 9 hsi.
Error bars menunjukkan standar deviasi dari hasil replikasi 3 kali pada penelitian yang
dilakukan. Level ekspresi dinormalisasi terhadap housekeeping gene (L25) dan ekspresi

relatif dari kelompok kontrol. Keterangan: * P < 0.05, berbeda signifikan dengan
kelompok kontrol.
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Perbandingan relatif ekspresi gen PR4 secara temporal dapat diamati pada gambar 4.3.
Peningkatan ekspresi secara signifikan terhadap kelompok kontrol terjadi pada tembakau
varietas Dark 314 pada 1 hsi, yaitu meningkat sebesar 161% dibandingkan kontrol.
Menariknya, varietas Beinhart 1000 menunjukkan pola ekspresi yang berbeda, yaitu
meningkat pada 2 hsi, meskipun tidak signifikan terhadap kontrolnya. Pada praktik di
lapangan, varietas Dark 314 merupakan varietas yang medium tahan, sehingga data
peningkatan signifikan PR4 ini menunjukkan adanya strategi pertahanan yang berbeda antara
Beinhart dan Dark 314. Peningkatan PR4 berkaitan dengan peran PR4 sebagai downstream
marker dari respon pertahanan yang dimediasi oleh jalur persinyalan asam jasmonat dan
etilen (Attard et al., 2010), sedangkan PR1 yang meningkat drastis pada varietas Beinhart
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1000 merupakan downstream marker dari jalur asam salisilat; kedua jalur ini diketahui
memiliki efek antagonis. Secara umum, tanaman akan mengaktifkan jalur pertahanan asam
salisilat bila menghadapi patogen biotropik, dan asam jasmonat/etilen saat memerangi
patogen nekrotropik (Glazebrook, 2005); menariknya, Phytophthora nicotianae merupakan
organisme hemibiotropik. Pada varietas rentan yaitu Hick Broadleaf, dan medium rentan
(berdasarkan praktik lapangan) yaitu Dark 302 tidak terjadi peningkatan signifikan PR1 dan
PR4 (Gambar 4.2 dan Gambar 4.3).

Analisis Ekspresi Gen PLP2
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Gambar 8. Grafik ekspresi relatif gen PLP2 pada tembakau varietas Beinhart 1000, Hick
Broadleaf, Dark 302, Dark 314. RNA diisolasi pada O hsi, 1 hsi, 2 hsi, 3 hsi, dan 9 hsi.
Error bars menunjukkan standar deviasi dari hasil replikasi 3 kali pada penelitian yang
dilakukan. Level ekspresi dinormalisasi terhadap housekeeping gene (L25) dan ekspresi

relatif dari kelompok kontrol. Keterangan: * P < 0.05, berbeda signifikan dengan kontrol.

Perbandingan relatif ekspresi gen PLP2 secara temporal dapat diamati pada gambar 4.4.

Peningkatan ekspresi secara signifikan terhadap kelompok kontrol terjadi pada tembakau
varietas Dark 302 pada 2 hsi, yakni sebesar 124% lebih tinggi dari kontrolnya. Menariknya,
varietas rentan yaitu Hick Broadleaf, dan medium rentan yaitu Dark 302 seirama dalam
mengekspresikan gen terkait kerentanan yaitu PLP2 secara lebih tinggi dibandingkan varietas
Beinhart dan Dark 314 pada 2 hsi.

Analisis Ekspresi Gen PUB24

Perbandingan relatif ekspresi gen PUB24 secara temporal dapat diamati pada gambar 4.5.

Peningkatan ekspresi secara signifikan terhadap kelompok kontrol terjadi pada tembakau

varietas Hick Broadleaf pada 3 hsi, yakni sebesar 83% lebih besar dari kontrol. Penampakan
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morfologis gejala penyakit lanas yang teramati selaras dengan peningkatan ekspresi gen
terkait kerentanan ini adalah kelayuan mendadak pada 3 dari 6 tanaman tembakau uji varietas
Hicks Broadleaf. Meskipun tidak signifikan terhadap kontrol, namun peningkatan ekspresi
PUB24 oleh tembakau varietas Dark 302 telah teramati mulai 1 hsi, dilanjutkan meningkat
drastis pada 2 hsi, mencapai 238% lebih tinggi dibanding kontrol, dan masih terekspresi
tinggi hingga 9 hsi.
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Gambar 9. Grafik ekspresi relatif gen PUB24 pada tembakau varietas Beinhart 1000, Hick
Broadleaf, Dark 302, Dark 314. RNA diisolasi pada O hsi, 1 hsi, 2 hsi, 3 hsi, dan 9 hsi.
Error bars menunjukkan standar deviasi dari hasil replikasi 3 kali pada penelitian yang
dilakukan. Level ekspresi dinormalisasi terhadap housekeeping gene (L25) dan ekspresi

relatif dari kelompok kontrol. Keterangan: * P < 0.05, berbeda signifikan dengan kelompok

kontrol.

Hasil Sekuensing Kultur Isolat dari Lahan PT Sadhana

Primer dalam sekuensing ini merupakan primer umum yang didesain untuk mengamplifikasi
sub-unit kecil 18S, seluruh area ITS4 dan ITS5, bagian 5,8S, dan beberapa bagian dari sub-
unit besar 28S rDNA pada spesies fungi (White et al., 1990). Sekuensing yang dilakukan
telah menghasilkan urutan nukleotida sampel. Analisis hasil sekuensing yang dilakukan oleh
Macrogen menunjukkan adanya kemiripan sekuens antara kultur isolat dengan Lasiodiplodia
pseudotheobromae yaitu memiliki identitas kemiripan sekuens sebesar 99%, e-value 0.0, dan
coverage 96% (Gambar 4.6). Koreksi sekuens hasil sekuensing telah dilakukan dengan
bantuan aplikasi SeqMan Pro DNAStar. Urutan nukleotida contig terdapat di Lampiran 3,
dan gambar hasil BLASTn dapat diamati di Tabel 4.2. Hasil ini menunjukkan bahwa melalui
identifikasi molekuler atau sekuensing, kultur isolat kandidat bukanlah Phytophthora

nicotianae, melainkan Lasiodiplodia pseudotheobromae.
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ITS region service report

Order Number - HCO0469078
Samphe name:  P_N_Samhana_10_4_22_contig_1
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Gambar 10. Hasil sekuensing isolat dari batang tembakau sakit di PT Sadhana
Sejauh ini belum ada laporan mengenai infeksi antara L. pseudotheobromae pada tembakau.
Diduga agen patogen dominan dalam campuran tanah dan infested oat sehingga mampu
menyerang tembakau uji adalah spora P. nicotianae, sedangkan L. pseudotheobromae yang
telah dikenal sebagai organisme endofit, yaitu mampu tumbuh dalam jaringan tanaman tanpa

menimbulkan gejala penyakit (Stone et al., 2000) ini terisolasi saat mengambil sampel dari

batang tembakau sakit.

Tabel 2. Hasil analisis sekuens contig melalui BLASTn

Subject Score | Percent

Accession Description Length | Coverage | E-value | ldentity

KX244814.1 Lasiodiplodia 571 97% 0.0 98.56%
pseudotheobromae

KMO006441.1 Lasiodiplodia 544 95% 0.0 98.91%
pseudotheobromae

OM322824.1 Lasiodiplodia 567 96% 0.0 98.56%
pseudotheobromae
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Pohon filogenetik yang membandingkan kekerabatan antara kultur isolat lahan dengan
organisme hasil sekuensing yakni L. pseudotheobromae dan organisme target yakni P.
nicotianae dapat diamati pada Gambar 4.7. Hasil perhitungan jarak genetik yang
menunjukkan skor hubungan kekerabatan antar spesies terdapat pada Tabel 4.3. Hasil
penelusuran melalui pohon filogenetik sekuens region ITS ini menunjukkan bahwa kultur
isolat lahan memiliki hubungan kekerabatan yang lebih dekat pada L. pseudotheobromae
dibandingkan P. nicotianae sebab tampak berada di cabang yang sama dengan L.
pseudotheobromae. Analisis jarak genetik menunjukkan rata-rata skor kekerabatan antara
kultur isolat lahan dengan P. nicotianae adalah 0.6533 sedangkan dengan L.
pseudotheobromae 0.0194. Angka skor yang lebih kecil tersebut berarti kekerabatan antara
kultur isolat dengan L. pseudotheobromae lebih dekat, yaitu perbedaan urutan sekuensnya
lebih sedikit, dalam hal ini setidaknya terdapat 2 basa berbeda di tiap 100 basa yang

dianalisis.

AH015112.2 Phytophthora nicotianae strain 33C3

100

AH015043.2 Phytophthora nicotianae strain 33B5
97
AHO015042 2 Phytophthora nicotianae strain 33C1
KX244815 1 Lasiodiplodia pseudotheobromae strain MEYER130

75

KX244814 1 Lasiodiplodia pseudotheobromae strain MEYER 129

100
- Kultur isolat lahan (L. pseudotheobromae)

54
KIM006441.1 Lasiodiplodia pseudotheobromae strain B0271

JQB9Y3477.1 Didymium sguamulosum

—
010

Gambar 11. Pohon filogenetik kultur isolat lahan dibandingkan dengan L.
pseudotheobromae dan P. nicotianae

Identifikasi spesies kultur isolat lahan PT Sadhana dilakukan dengan metode internal
transcribed spacer (ITS) region sequencing yang mengamplifikasi bagian rDNA yaitu ITS
1-5,8 S-ITS 2 dari kultur isolat. Metode ini dipilih sebab bagian ITS merupakan bagian non-
coding dari rDNA yang sangat bervariasi seiring dengan laju evolusi yang berbeda antar

spesies, sehingga memungkinkan untuk melakukan identifikasi hingga tingkat spesies.
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Sekuensing region ITS oleh Macrogen menggunakan metode sekuensing Sanger. Di metode
sekuensing Sanger modern, telah digunakan sistem otomatis yaitu capillary electrophoresis
system (CES) yang dilengkapi dengan charged coupled device (CCD) sehingga
memungkinkan dilakukannya separasi fragmen DNA fluoresens dalam kapiler yang
mendeteksi sinyal fluoresens.

Hasil sekuensing yang didukung dengan analisis pohon filogenetik menunjukkan bahwa
spesies dari kultur isolat adalah Lasiodiplodia pseudotheobromae. Namun melalui hasil
pengamatan kejadian penyakit, gejala penyakit yang ditimbulkan di tembakau uji dalam
penelitian ini tidak sesuai dengan gejala penyakit akibat serangan Lasiodiplodia
pseudotheobromae, yaitu dieback pada batang dan cabang, pecahan pada kulit kayu dan
kebusukan berbentuk irisan pada pohon berkayu (Dong et al., 2020) (Gambar 5), serta
gummosis (Bautista-Cruz et al., 2019). Lasiodiplodia pseudotheobromae dapat menginfeksi
tanaman subtropis dan tropis, beberapa di antaranya adalah Mangifera indica (Kwon et al.,
2017), Celtis cinensis (Liang et al., 2019), dan Tectona grandis (Dong et al., 2020).

Sporangia dari P. nicotianae berbentuk ovoid, papila, dan hyaline, sedangkan L.
pseudotheobromae memiliki konidia berbentuk sub-ovoid hingga ellipsoid namun menjadi
bersekat juga berwarna cokelat saat matang, juga berbentuk hyaline. Secara makroskopis,
miselium kultur L. pseudotheobromae berbentuk seperti kapas, sparse, hyaline, bersekat,
berwarna putih keabuan namun menjadi berwarna abu-abu gelap setelah inkubasi lebih dari
satu minggu; 10 hari (Dissanayake et al., 2015). Miselium P. nicotianae hyaline, tidak

bersekat, dapat membentuk sporangiofor, dan berwarna putih (Shilpa et al., 2017).
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Gambar 12. Gejala infeksi L. pseudotheobromae pada pohon Jati (Tectona grandis);
pecahan pada kulit kayu dan kebusukan pada pangkal batang pohon (A); perubahan warna
menjadi kehitaman pada bagian dalam kulit kayu pohon Jati (B dan C); dieback pada
ranting (D dan E); kultur Lasiodiplodia pseudotheobromae usia 7 hari pada media Malt
Extract Agar (MEA) (F) (Dong et al. (2020)
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Gambar 13. Kultur Lasiodiplodia pseudotheobromae; Konidia Lasiodiplodia
pseudotheobromae muda dan dewasa atau matang (A); kultur L. pseudotheobromae di
media Potato Dextrose Agar (PDA) usia inkubasi 10 hari (Dissanayake et al., 2015)

Hasil dan Pembahasan Percobaan dengan Ralstonia solanacearum
Verifikasi patogenitas inokulum melalui uji virulensi
Bacterial streaming dilakukan untuk secara cepat membedakan layu bakteri dari layu
vaskular yang disebabkan oleh patogen jamur. Bagian pembuluh (xilem) yang terekspos
dengan air melepaskan wujud untai putih berwarna putih susu yang kasat mata. Untai ini
merupakan kandungan mikroba dan polisakarida eksternal yang larut dalam air.
Tabel 3. Hasil uji biovar Ralstonia solanacearum

Sumber Sumber inokulum . Biovar | Biovar | Biovar | Biovar
karbon Balittas Sadhana Blovart I 11| v Vv
Dekstrosa + - + + + + +
Manitol + + - - + + +
Sorbitol + - - - + + -
Laktosa + - - + + - +
Maltosa + + - + + - +

(Schaad et al., 2001)
Keterangan: + = dapat menggunakan sumber karbon

- = tidak dapat menggunakan sumber karbon

Dari penanaman pada media selektif, kedua sumber inokulum dari Balittas dan PT.
Sadhana memberikan kenampakan koloni tunggal berbentuk lingkaran dengan inti merah
muda dan tepi yang kasar serta berwarna krem mengkilap yang basah (Lampiran 2). Ciri ini
mengindikasikan koloni yang virulen dan baik untuk inokulasi (Juma, 2018). Pengamatan
mikroskopis dan pewarnaan Gram memperlihatkan bentuk sel batang lurus berukuran kecil
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dan Gram negatif (Lampiran 3). Kedua sumber inokulum kemudian diberi singkatan nama:
RsB (dari Balittas) dan RsS (dari PT. Sadhana).

Konfirmasi biokimia menunjukkan bahwa kedua sumber inokulum memproduksi asam
dari glukosa, namun hanya RsB yang mampu menghasilkan gas. Dalam laporan
oleh Pawaskar et al. (2014), R. solanacearum memberikan hasil positif pada uji glukosa dan
juga pada produksi gas sebagaimana merupakan bakteri aerobik. Dari uji sukrosa, RsB positif
produksi asam dan gas yang menjadi indikasi penguat ciri R. solanacearum. Sementara itu,
RsS tidak mampu menggunakan sukrosa.

Melalui uji tipe biokimia (biovar), RsB mampu menggunakan seluruh gula dan alkohol
heksosa yang diujikan sebagai sumber karbon sementara RsS tidak memfermentasi dekstrosa,
laktosa, dan sorbitol, serta negatif produksi gas pada senyawa uji lainnya (Tabel 3.).
Berdasarkan hasil ini, RsB kemungkinan besar berasal dari biovar 3. Di sisi lain, RsS belum
dapat dipastikan berkenaan dengan status biovar yang dimiliki. Berdasarkan hasil analisis
kekerabatan dengan metode neighbour-joining, similaritas yang relatif tinggi terhadap 16S
rRNA dari R. solanacearum tembakau (secara umum diklasifikasikan dalam ras 1)
ditunjukkan oleh kedua isolat yaitu Balittas 1 dan Sadhana 1. Untuk lebih dalam mengetahui,
analisis dilanjutkan dengan komparasi terhadap ras yang terkait inang tanaman lain yaitu ras
2 (Musaceae) dan ras 3 (kentang). Lampiran 6 menunjukkan kedekatan kedua isolat kepada
perwakilan ras 2 dibandingkan ras lainnya. Patogenitas ras 2 sangat terbatas pada famili
Musaceae dan belum pernah dilaporkan menginfeksi kultivar tembakau.

Insiden penyakit pada tembakau terinokulasi

Gambar 14. Tembakau Hick Broadleaf pasca inokulasi (7 hsi) menggunakan isolat
Sadhana: kontrol (kiri) dan terinokulasi (kanan)

Beberapa uji coba infeksi telah dilakukan pada waktu yang berbeda menggunakan dua

sumber inokulum yang telah diidentifikasi sebelumnya. Tembakau muda berumur 10 minggu
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setelah sebar / 3 minggu setelah pemindahan menuju tanah digunakan sebab respon imun
yang dimiliki matang dan berada pada kondisi fisiologis yang ideal. Inokulasi dengan isolat
Sadhana tidak memberikan kemunculan gejala layu bakteri setelah 7 hari. Fisik tembakau
masih berada pada bentuk segar, daun dan batang yang hijau, seperti pada Gambar 4.1.
Sementara dengan inokulum dari Balittas, insiden penyakit belum muncul secara fenotip
setelah 3 hari (Gambar 4.2.), bahkan bila inkubasi telah dilanjutkan hingga 7 hari. Kejadian
ini dapat menggambarkan fenomena resistansi non-host yang mungkin melibatkan Rs ras 2
dan tembakau uji sebagai non-host. Namun demikian tidak teramati adanya ciri khas seperti
respon hipersensitif/HR (nekrosis) terutama pada area inokulasi. Ini dapat dijelaskan dari
kemungkinan bahwa konsentrasi patogen tidaklah cukup untuk menginduksi elisitasi gejala
HR dan sebaliknya justru memicu kejadian “priming” yang memperkuat pencegahan HR
(Carolina, 2016).

Gambar 15. Tembakau Hick Broadleaf, Beinhart-1000, Dark-314, dan Dark-302
(kiri-kanan) pasca inokulasi (3 hsi) menggunakan isolat Balittas

Proses pelukaan sebelum inokulasi telah didemonstrasikan oleh beberapa peneliti dan
terbukti meningkatkan penetrasi patogen ke dalam jaringan tanaman (Li et al., 2021). Tetapi
dalam penelitian ini, opsi pelukaan bukan menjadi alternatif sebagaimana pelukaan itu sendiri
secara khusus dilaporkan memicu produksi etilen yang memengaruhi ekspresi ERF
(Nishiuchi et al., 2002). Kejadian ini juga teramati pada penelitian lain terkait aktivasi gen
keluarga WRKY dan CYP450 melalui pelukaan (Wang et al., 2014; Koo, Cooke and Howe,
2011). Maka pelukaan hanya akan menghasilkan bias pada ekspresi gen sehingga menjadi
tidak representatif terhadap kondisi infeksi.

Koleksi sampel berupa daun lebih dipilih dibandingkan akar karena terdapat laporan yang
mengatakan bahwa sampel akar memberikan keterulangan pola ekspresi yang rendah (Kiba
et al., 2007). Gen terkait serangan patogen sebagian besar akan terekspresi pada bagian akar
dalam laju yang tidak stabil sehingga daun mungkin akan lebih alami dalam menggambarkan
interaksi Rs-tembakau. Daun muda juga menjadi pilihan untuk memperoleh kualitas RNA
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yang tinggi dan jumlah kontaminan yang minimal. Sebagaimana pada jaringan yang lebih
tua, dinding sel menjadi lebih sulit untuk dihancurkan dan keberadaan potensial dari
senyawa-senyawa metabolit sekunder dapat menghambat proses ekstraksi materi genetik dari
sel sehingga menurunkan perolehan RNA.

Ekspresi relatif dari gen-gen terkait ketahanan terhadap R. solanacearum

Berikut diagram ekspresi relatif gen ERF15 dari varietas tembakau uji pada beberapa

waktu inkubasi penyakit:
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Gambar 16. Ekspresi relatif gen ERF15

Keterangan: hsi = hari setelah inokulasi
Ethylene response factors (ERF) merupakan faktor transkripsi yang spesifik pada tanaman
dan salah satu yang memiliki keluarga terbesar. Zhang et al. (2015) menemukan bahwa
ekspresi berlebih ERF15 yang dipicu oleh infeksi P. syringae pv. tomato and Botrytis cinerea
secara signifikan meningkatkan resistensi pada Arabidopsis. Dalam penelitian ini, perubahan
ekspresi gen ERF15 tidak terjadi di antara periode waktu inkubasi penyakit pada setiap
varietas tembakau uji. Gao et al. (2019) menyampaikan adanya respon transkripsi dini dari
gen-gen terkait jalur flavonoid pada N. tabacum terinfeksi Rs setelah 3 jam inokulasi rendam.
Laporan ini menunjukkan bahwa ERF15 bisa menjadi salah satu lini depan dalam respon dini
tembakau terhadap Rs. Fakta ini diperkuat oleh referensi lain dari Pan et al. (2021) dan Li et
al. (2021) yang juga mengamati perbedaan ekspresi ERF15 yang mencolok pada tembakau

resisten Rs yang diuji.

Berikut diagram ekspresi relatif gen WRKY11 dari varietas tembakau uji pada

beberapa waktu inkubasi penyakit:
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Gambar 17. Ekspresi relatif gen WKRY11
Keterangan: hsi = hari setelah inokulasi
WRKY adalah salah satu keluarga besar protein regulator dalam metabolisme tanaman
terkait resistensi terhadap patogen. Wang et al. (2021) dalam studinya membuka pengetahuan
bahwa WRKY11 terlibat sebagai aktivator dalam regulasi positif gen-gen terkait flavonoid
seperti MYB12, FLS, GT5, dan UFGT yang menyebabkan peningkatan pertahanan tembakau
terhadap cekaman biotik. Gambar 4.3. tidak menunjukkan perubahan pada ekspresi gen
WRKY11 dari waktu ke waktu. Dalam penelitiannya, Li et al. (2021) juga mendapatkan bahwa
infeksi layu bakteri pada varietas resisten akan memicu akumulasi flavonoid yang akan
menghambat kolonisasi Rs dalam jaringan dan memperkuat resistensi.
Berikut diagram ekspresi relatif gen CYP450 dari varietas tembakau uji pada beberapa
waktu inkubasi penyakit:
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Gambar 4.5. Ekspresi relatif gen CYP450
Keterangan: hsi = hari setelah inokulasi
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Cytochrome P450 (CYP450) menjadi keluarga enzim yang terbesar pada tanaman yang
terlibat pada biosintesis banyak metabolit sekunder pertahanan. Terdapat studi yang
membuktikan CYP450 mengalami penurunan ekspresi terhadap infeksi Rs pada kelembapan
tanah yang tinggi (Huang et al., 2021). Dikatakan pula bahwa dalam kondisi tersebut produksi
hormon giberelin menjadi naik dan memiliki korelasi dengan meningkatnya kerentanan
tanaman terhadap Rs. Sementara Li et al. (2021) melaporkan adanya peningkatan secara
signifikan dari ekspresi CYP450 pada 3 dan 7 hsi yang mengindikasikan keterlibatan positif
gen ini dalam pertahanan terhadap Rs. Gambar 4.4. tidak menunjukkan adanya perubahan
ekspresi CYP450 sehingga peran gen tersebut belum dapat terlihat pada eksperimen ini.

Secara garis besar, pada penelitian ini, ekspresi gen ERF15, WRKY11, dan CYP450 tidak
mengalami perubahan. Hal ini dapat disebabkan oleh sebuah faktor yaitu kompatibilitas
interaksi patogen-inang. Berdasarkan hasil identifikasi molekuler, patogen yang diuji tidak
memiliki kekerabatan yang dekat dengan Ralstonia solanacearum ras 1 yang virulen terhadap
tembakau. Bila ditinjau dari konsep disease-triangle, maka mustahil terjadi suatu interaksi
yang mengarah pada timbulnya reaksi penyakit oleh inang ketika terdapat ketidakcocokan
komponen molekuler dengan patogennya. Konsep ini dapat menjelaskan fenomena

ketidakmunculan fenotip gejala layu bakteri pada tembakau yang terinokulasi.
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Kesimpulan dan Saran

Kesimpulan

1. Dari hasil pengamatan profil ekspresi gen, diketahui bahwa terdapat perbedaan ketahanan
tembakau varietas Dark 302 dan Dark 314 terhadap oomycetes P. nicotianae. Pada 1 hsi,
varietas Dark 314 mengekspresikan PR4 mencapai 161% lebih tinggi dan secara
signifikan terhadap kontrol, sedangkan Dark 302 tidak. Kontrasnya, Dark 302
mengekspresikan gen terkait kerentanan yaitu PLP2 yang beda secara signifikan terhadap
kontrol yakni 124% lebih tinggi. Profil gen memberikan dasar molekuler kerentanan Dark
302 terhadap penyakit lanas dibandingkan Dark 314.

2. Terdapat perbedaan tingkat ekspresi gen pada tembakau varietas Beinhart 1000, Hick
Broadleaf, Dark 302, dan Dark 314 dalam merespon infeksi oomycetes Phytophthora
nicotianae. Tembakau varietas resisten, Beinhart 1000, mengekspresikan PR1 secara
relatif sebesar 285% lebih tinggi secara signifikan dibandingkan kontrol. Tembakau
varietas Dark 314 mengekspresikan PR4 secara relatif sebesar 161% lebih tinggi secara
signifikan terhadap kontrol. Tembakau varietas Dark 302 mengekspresikan PLP2 secara
relatif sebesar 124% lebih tinggi secara signifikan dibanding kontrol, dan tembakau
varietas rentan, Hick Broadleaf, mengekspresikan PUB24 secara relatif sebesar 83% dari
ekspresi kontrol.

3. Seiring berjalan waktu infeksi, dinamika ekspresi gen terus terjadi dan mempengaruhi
pertahanan tembakau disamping perlawanan P. nicotianae. PR1, PR4, PLP2, dan PUB24
hanyalah 4 dari sekian banyak gen yang terlibat dalam pertahanan tembakau. Mekanisme
ketahanan dan kerentanan tembakau yang diberikan dari hasil penelitian ini adalah berupa
dugaan berdasarkan teoritis, sehingga perlu diteliti lebih lanjut hingga ke tingkat
proteomik. Lama waktu infeksi menunjukkan gen terekspresi secara temporal dan
dinamika ekspresi masing-masing gen uji berpengaruh pada perkembangan kondisi
patologis.

4. Pada kondisi eksperimen ini, ekspresi gen ERF15, WRKY11l, dan CYP450 tidak
mengalami perubahan selama periode infeksi dengan Ralstonia solanacearum.

5. Ketahanan dari tembakau uji terhadap infeksi Ralstonia solanacearum belum dapat

diukur dari fenotip yang terjadi dan hasil analisis genotip.
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Saran

10.

Perlu dilakukan penelitian mengenai perbedaan level ekspresi gen tembakau dalam
merespon infeksi P. nicotianae menggunakan kultur murni oomycetes P. nicotianae.
Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai kadar protein yang dihasilkan dari gen
dalam penelitian ini yakni PR1, PR4, PLP2, dan E3 PUB4 pada tembakau ketika
merespon infeksi P. nicotianae.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan yang juga melibatkan pengukuran kadar asam
salisilat, atau asam jasmonat, atau etilen, atau ROS seperti hidrogen peroksida (H202)
untuk mempelajari mekanisme dan hubungan antara ekspresi PR1, dan PR4 pada
tembakau dalam merespon infeksi oleh P. nicotianae secara lebih komprehensif.
Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk membuktikan dugaan aktivitas
ribonuklease RNA patogen P. nicotianae oleh PR4 tembakau.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan titik sampling lebih banyak (lebih dari 9
hsi).

Uji pendahuluan terkait profil infeksi oleh Ralstonia solanacearum penting dilakukan

secara lebih komprehensif untuk mengenal pola migrasi, dan patogenitas.

. Verifikasi mikrobiologis terhadap sampel daun dari tembakau terinokulasi untuk

memastikan keberadaan patogen.

Langkah kuantifikasi perpustakaan cDNA dapat ditambahkan untuk memperoleh
komposisi reaksi PCR yang tepat.

Metode pengukuran ekspresi menggunakan real time PCR perlu diaplikasikan untuk
hasil yang lebih akurat dan efisien.

Bila aplikatif, penggunaan artificial climate/growth chamber patut dipertimbangkan

untuk kondisi lingkungan yang lebih tepat dan terkontrol.
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Lampiran

Lampiran Penggunaan Dana Penelitian dan Bukti Kuitansi/ Bon/ Nota pengeluaran

No. | Tanggal Keterangan Total (Rp.) | Pajak (Rp.)
1 | 06-03-2022 | PCR tube rack 118.600 -
2 20-09-2021 | Isolat Balittas 415.000 -
3 12-02-2022 | Liquid N2 5 Liter 60.000 6.000
4 20-01-2022 | Liquid N210 Liter 120.000 12.000
3) 18-01-2022 | Liquid N210 Liter 120.000 12.000
6 19-10-2021 | Liquid N210 Liter 120.000 12.000
7 | 06-03-2022 | Rak tabung PCR 59.000 -
8 16-08-2021 | Murashige & Skoog Media 10L 2.240.000 224.000
9 16-08-2021 | Microtips White (Rack+Box) 5x 861.520 86.152
10 | 16-08-2021 | Microtips Yellow (Rack+Box) 5x 861.520 86.152
11 | 16-08-2021 | Microtips Blue (Rack+Box) 5x 880.880 88.088
12 | 16-08-2021 | Aesculap AG x2 933.800 93.380
13 | 31-08-2021 | Plant total RNA Mini Kit 3.300.000 330.000
14 | 31-08-2021 | ExcelRT Reverse Trancription kit 3.600.000 360.000
15 | 31-08-2021 | Excel Tag 2x Fast Q-PCR mix 3.700.000 370.000
16 | 08-09-2021 | Primer set 3.017.000 301.700
Total 20.407.320 1.981.472
- Grand Total 22.388.792
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