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ABSTRACT

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary causes late blight (LB) disease which can decrease potato (Solanum
tuberosum L.) production up to 100%. RB gene as source of resistance to LB could be obtained from genetically
modified potato cultivars with resistance genes from wild species Solanum bulbocastanum. Evaluation virulences
of P. infestans to potato contain RB gene is an important step to know effectiveness of controlling this disease.
The research was focussed on determining virulence status of the isolates to the transgenic and hybrid potato
plants containing RB genes. Isolates were collected from Bandung, Cianjur, and Garut, were cultured on V8-agar
medium at 18 + 2°C. Virulence test were performed using ““detached leaves assay” method. Based on statistic
analysis, the average leaf infected by LB in potatoes containing the RB gene was significantly lower than potatoes
in control group. Results showed that 40,8% transgenic leaves and 54,5% hybrid leaves which containing RB gene
attacked by LB, whereas the control group was infected 98,7%. The virulence level of P. infestans isolates from
West Java on potato plants contain RB gene is still low compare to that in the control group.
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ABSTRAK

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary merupakan penyebab penyakit hawar daun pada tanaman kentang
(Solanum tuberosum L.) yang dapat menurunkan produksi hingga mencapai 100%. Sumber resistensi terhadap
penyakit hawar daun dapat diperoleh melalui rekayasa genetik kultivar kentang dengan menyisipkan gen RB yang
diperoleh dari spesies kentang liar Solanum bulbocastanum. Evaluasi tingkat virulensi P. infestans terhadap ken-
tang yang mengandung gen RB merupakan tahapan penting untuk mengetahui efektivitas pengendalian penyakit
ini. Penelitian ini difokuskan untuk menentukan status virulensi isolat-isolat P. infestans di Jawa Barat terhadap
kentang transgenik dan hasil persilangan yang mengandung gen RB. P. infestans diisolasi dari daun kentang yang
terserang hawar daun di beberapa lokasi di Bandung, Cianjur, dan Garut. Isolat dikultur pada media VV8-agar
dan diinkubasi pada temperatur 18 + 2°C. Uji virulensi dilakukan dengan metode “Detached Leaves Assay”.
Berdasarkan uji statistik, rata-rata daun kentang yang mengandung gen RB lebih sedikit yang terserang hawar
daun dibandingkan dengan daun kentang kontrol. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 40,8% daun katahdin
transgenik, 54,5% kultivar Atlantik dan Granola hasil persilangan yang mengandung gen RB terserang hawar
daun, sedangkan kelompok kontrol terserang 98,7%. Tingkat virulensi isolat P. infestans terhadap kentang yang
mengandung gen RB masih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Kata kunci: Phytophthora infestans, Solanum tuberosum, hawar daun, gen RB, virulensi
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PENDAHULUAN

Penyakit hawar daun atau busuk daun, yang
disebabkan oleh Phytophtora infestans (Mont.)
de Bary, merupakan penyakit yang paling
merusak tanaman kentang. Penyakit ini dapat
menurunkan produksi kentang hingga mencapai
100%:! dari produksi kentang di Indonesia yang
mencapai 998.032 ton pada luas lahan 62.000 ha.?
Padahal, kentang merupakan salah satu komoditas
sayuran yang penting dan berpotensi sebagai
sumber karbohidrat dalam menunjang program
diversifikasi pangan di Indonesia.

Peningkatan ketahanan tanaman kentang
melalui metode bioteknologi telah dilakukan oleh
beberapa negara. Pada sepuluh tahun terakhir ini,
para peneliti di dunia melakukan pengendalian
penyakit hawar daun melalui rekayasa genetika,
yaitu dengan menggunakan teknologi transfor-
masi gen RB dari spesies kentang liar seperti gen
Rblb atau RB dari spesies Solanum bulbocastanum
yang diintroduksi ke dalam beberapa kultivar
kentang.® Spesies ini terbukti memiliki tingkat
resistensi yang tinggi terhadap serangan P.
infestans melalui pengujian resistensi yang
dilakukan di lingkungan yang ekstrem di Lembah
Toluca, Meksiko, selama dua tahun.* Berdasarkan
hasil pengujian tersebut, gen RB berpotensi efektif
untuk mengendalikan penyakit hawar daun di
negara lain, termasuk Indonesia.®

Pengendalian P. infestans dapat dilakukan
dengan beberapa cara, di antaranya melalui peng-
gunaan fungisida kimiawi, biofungisida ataupun
penggunaan agen pengendali hayati. Penggunaan
fungisida kimiawi seperti SBI (sterol biosynthesis
inhibitor) tidak terlalu cocok digunakan dalam
pengendalian Phytophthora.® Penggunaan SBI
sebagai kelompok fungisida berspektrum luas
yang biasa digunakan dalam pertanian ternyata
tidak efektif digunakan untuk mengendalikan P.
infestans karena patogen ini tidak memiliki gen
yang mengirim kode enzim yang berperan dalam
biosintesis sterol.” Demikian pula penggunaan
fungisida yang memiliki target pengendalian
terhadap biosintesis Kitin, karena di dalam dinding
sel P.infestans hanya terdapat sedikit sekali kitin.”

Solanum bulbocastanum merupakan tana-
man diploid yang tidak mungkin melakukan
perkawinan silang secara langsung dengan S.
tuberosum yang bersifat tetraploid. Walaupun
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demikian, sifat resistensi terhadap P. infestans
dapat dipindahkan dari S. bulbocastanum ke
S. tuberosum melalui metode fusi somatik atau
melalui transformasi gen RB. Keuntungan
teknologi transformasi gen adalah keunikan
integritas genetik dari varietas yang digunakan
tidak rusak dan sifat ketahanan spesifik terhadap
serangan P. infestans yang terdapat dalam spesies
liar dapat digabungkan ke dalam genom varietas
tanaman yang diinginkan.®

Introduksi tanaman kentang transgenik
yang mengandung gen RB sedang dievaluasi di
Indonesia melalui proyek ABSP-I1 (agricultural
biotechnology support project 1l) yang didanai
oleh United State Agency for International De-
velopment (USAID). Balai Besar Bioteknologi
dan Genetika (BB-Biogen) dan Balai Penelitian
Tanaman Sayuran (Balitsa) telah melakukan
seleksi virulensi isolat P. infestans terhadap
kentang varietas Katahdin yang mengandung gen
RB. Hasil pengujian menunjukkan bahwa sejak
awal penanaman hingga 64 hari tidak terjadi
serangan penyakit hawar daun, tetapi setelah 64
hari mulai terlihat serangan penyakit hawar daun
terhadap varietas tersebut.® Pengujian tingkat
virulensi terhadap varietas kentang yang unggul
perlu dilakukan secara berkala untuk mengetahui
ketahanan berbagai kultivar kentang terhadap pe-
nyakit hawar daun. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui status virulensi isolat P. infestans dari
beberapa tempat di Jawa Barat terhadap tanaman
kentang transgenik yang mengandung gen RB.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan di Balai Penelitian Tana-
man Sayuran, Lembang, Januari 2009-Januari
2010. Penelitian ini menggunakan spesies P.
infestans (Mont) de Bary yang diisolasi dari
daun kentang di Pangalengan, Lembang, Cianjur,
dan Garut yang merupakan pusat budi daya
kentang di Jawa Barat. Tanaman uji yang
digunakan adalah kentang Katahdin transgenik
(yang mengandung gen RB) dan kentang hasil
persilangan Katahdin transgenik dengan kultivar
Atlantik dan Granola nontransgenik. Kentang
Atlantik dan Granola nontransgenik digunakan
sebagai kontrol. Pengecekan kehadiran gen RB
telah dilakukan menggunakan teknik PCR.®



P. infestans diisolasi dari sampel daun
kentang yang terinfeksi oleh penyakit hawar
daun. Daun dicuci dengan air mengalir selama
limamenit dan disimpan di bawah irisan kentang
steril kemudian diinkubasi pada 15-18°C selama
5-7 hari. Isolat P. infestans diperoleh dengan
mengambil sedikit miselium dari irisan kentang
tersebut menggunakan jarum ose. Miselium dikul-
tur pada media jus VV8-agar kemudian dipelihara
dalam inkubator pada suhu 15-18°C.*0:

Uji virulensi dilakukan dengan metode
Detached Leaves Assay (DLA).° Daun yang
digunakan diperoleh dari tanaman kentang
berusia 6-10 minggu yang belum berbunga.
Daun dibersih-kan lebih dulu di bawah air
mengalir, kemudian disimpan secara aseptik
dalam cawan petri yang mengandung media
air-agar. Kertas saring yang mengandung suspensi
zoospora P. infestans kemudian ditempatkan
pada bagian abaksial daun, diinkubasi di bawah
cahaya fluorescent selama 12 jam dalam waktu
tujuh hari pada suhu 18+2°C. Tingkat virulensi
ditentukan dengan cara menghitung persentase
daun uji yang terserang oleh P. infestans. Hasil
tersebut diperoleh dari rasio antara panjang zona
sporulasi yang sejajar dengan tulang daun utama
dan panjang tulang daun utama. Virulensi dicatat
pada hari ke-3, 5, dan 7 setelah inokulasi.

Seleksi tanaman uji dilakukan untuk me-
milih kentang transgenik dan nontransgenik yang
dipakai untuk uji virulensi. Seleksi dilakukan di
Lapangan Uji Terbatas (LUT) Balitsa. Setiap
tanaman uji ditentukan nilai skala kepekaannya
terhadap penyakit hawar daun dengan meng-
gunakan skala baru.* Kultivar yang sangat peka
dapat digunakan sebagai kultivar pembanding
dalam menentukan derajat resistensi, misalnya
kultivar Granola dengan nilai skala kepekaan
8.12 Penentuan derajat resistensi suatu tanaman
kentang diperoleh dengan membuat garis regresi
berdasarkan nilai area under disease progress
curve (AUDPC) dan skala kepekaan dari kultivar
pembanding. Nilai AUDPC tanaman uji diek-
strapolasi pada garis regresi tersebut, sehingga
diperoleh nilai skala kepekaan tanaman uji.
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Gambar 1. Grafik Skala Nilai Kepekaan Tanaman
Kentang terhadap P. infestans
Keterangan:
Sy = skala kepekaan tanaman pembanding
Sx = skala kepekaan tanaman uji
Dy = nilai AUDPC tanaman pembanding
Dx = nilai AUDPC tanaman uji

Garis regresi pada Gambar 1 memiliki nilai
gradien Sy/Dy, dan nilai kepekaan tanaman uji
(Dx) diperoleh dari hasil perkalian nilai gradien
dengan nilai Dy. Nilai AUDPC relatif kemudian
dibandingkan dengan nilai AUDPC dari kultivar
yang paling peka®® sehingga dapat diketahui kla-
sifikasi tingkat kepekaan tanaman, yaitu dengan
cara sebagai berikut:

nilai AUDPC relatif

X = Nilai AUDPC kultivar yang paling peka

Keterangan:

1 nilai X =0.00-0.20, tanaman resisten

2 nilai X = 0.21-0.40, tanaman resisten moderat
3 nilai X =0.41-0.60, tanaman resisten intermediet
4 nilai X = 0.61-0.80, tanaman peka

5 nilai X = 0.81-1.00, tanaman sangat peka

Selanjutnya dilakukan efikasi untuk meng-
evaluasi kemampuan gen RB menghadapi seran-
gan hawar daun. Uji virulensi terhadap kentang
yang mengandung gen RB dilakukan dengan
metode DLA.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Tabel 1. Jumlah Isolat dari Beberapa Lokasi Budi Daya
Kentang di Jawa Barat

LOKASI JUMLAH
ISOL AT
A. BANDUNG
1. Cikole 4
2. Cibodas Wetan 1
3. Kayu Ambon 2
4. Sukamanah 1
5. Kertasari 5
B. GARUT
1. Pada Awas 3
2. Simpang 3
3. Kramat Wangi 2
4. Cibuluh 3
C. CIANJUR
1. Ciputri 6
TOTAL 30

Isolat P. infestans yang diperoleh dari sampel
daun terinfeksi P. infestans pada lima lokasi di
Bandung, empat lokasi di Garut, dan satu lokasi
di Cianjur berjumlah 30 (Tabel 1).

Proses isolasi dapat berjalan baik apa-
bila daun uji yang dipilih banyak mengandung
spora aktif (Gambar 2) P. infestans di sekitar
zona nekrotik. Hasil pengamatan mikroskopis
memperlihatkan bentuk miselium tanpa septa,
sporangium, sporangiofora, dan zoospora yang
bergerak bebas (Gambar 3).

Jumlah sporangium yang dihasilkan dalam
kultur P. infestans bervariasi pada setiap isolat. Hal
ini akan berpengaruh terhadap tingkat kesuksesan
proses infeksi sehingga menyebabkan timbulnya
penyakit hawar daun. Virulensi P. infestans akan
meningkat secara gradual dengan meningkatnya
konsentrasi sporangium.*®
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Gambar 4. Tingkat Virulensi Isolat Jawa Barat

Berdasarkan hasil uji virulensi meng-
gunakan metode Detached Leaves Assay dapat
terlihat bahwa isolat dari Bandung dapat mengin-
feksi daun kentang uji rata-rata hingga mencapai
57,7%, isolat Garut rata-rata mencapai 58,2%,
dan isolat Cianjur mencapai 53,9% (Gambar 4).
Tingkat virulensi isolat dari Bandung, Cianjur,

Gambar 2. Daun Kentang yang Terserang P. infestans (a) pada musim hujan (b) pada musim kemarau
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Gambar 3. Morfologi P. infestans: (A) Miselium, (B) Sporangiofora, (C)

Zoospora, (D) Sporangium

dan Garut tidak berbeda nyata secara statistik. Hal
ini menunjukkan bahwa isolat-isolat dari Jawa
Barat dapat digunakan sebagai isolat uji karena
memiliki kemampuan yang relatif sama untuk
menginfeksi tanaman kentang.

Pada penelitian ini, salah satu kelompok
tanaman uji yang digunakan adalah hasil per-
silangan antara kultivar Atlantik atau Granola
dan transgenik Katahdin yang mengandung gen
RB. Diharapkan turunan yang dihasilkan akan
membawa sifat-sifat unggul dari kedua induk per-
silangan. Katahdin merupakan varietas kentang
komersial di Amerika Serikat, sedangkan Granola
dan Atlantik merupakan kentang komersial yang
banyak dibudidayakan di Indonesia.
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Gambar 5. Perkembangan Hawar Daun di LUT

Berdasarkan grafik perkembangan hawar
daun (Gambar 5) dapat diketahui bahwa tanaman

kontrol mengalami peningkatan serangan hawar
daun secara signifikan pada minggu ke-7, sedang-
kan tanaman uji baik dari hasil transformasi
maupun hibrida mengalami peningkatan serangan
secara signifikan mulai minggu ke-8. Umur
delapan minggu atau merupakan periode pasca-
berbunga dan tahap awal pembentukan umbi,
ketahanan tanaman menjadi berkurang sampai
tanaman mengalami penuaan.'*

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Herman,” tanaman kentang yang mengandung
gen RB mulai terserang pada hari ke-64 atau
minggu ke-9. Sementara pada penelitian Kkali
ini, pada minggu yang sama tanaman tersebut
sudah mengalami intensitas serangan yang tinggi.
Hal ini menunjukkan terjadinya peningkatan
kecepatan serangan hawar daun di awal musim
tanam. Kondisi ini dapat disebabkan oleh
adanya interaksi antara faktor perubahan iklim,
kondisi inang, dan patogen atau karena adanya
perbedaan dalam teknik pengendalian penyakit,
misalnya jarak penanaman tanaman uji yang
berbeda. Pada akhir pengamatan perkembangan
serangan hawar daun di minggu ke-10, terlihat
bahwa daun tanaman kontrol terserang hawar
daun rata-rata hingga mencapai 100%, sedangkan
daun kentang tanaman transgenik rata-rata hanya
terserang 59,5%, sedangkan daun kentang hibrida
rata-rata terserang 63,9%. Hal ini menunjukkan
adanya efisiensi yang cukup tinggi dalam proses
transformasi, hibridisasi, dan ekspresi gen RB
yang berperan dalam pertahanan diri tanaman
kentang terhadap serangan hawar daun.

Status Virulensi Phytophthora Infestans ( Mont.) ... | Hani Susanti, Rizkita Rachmi Esyanti, Eri Sofiari | 297



Penanaman kentang di LUT dilakukan pada
dua musim, yaitu musim kemarau dan musim
hujan untuk membandingkan ketahanan tanaman
terhadap hawar daun pada kedua musim tersebut.
Pada musim hujan intensitas serangan hawar daun
lebih tinggi daripada musim kemarau. Kondisi
tersebut ditandai dengan nilai area under disease
progress curve (AUDPC) yang cukup tinggi pada
setiap tanaman uji di musim hujan dibandingkan
dengan musim kemarau (Tabel 2). Pada musim
hujan, kondisi suhu rendah dan kelembapan tinggi
di sepanjang musim tanam memudahkan spora P.
infestans tumbuh dan menyebar.

Berdasarkan klasifikasi tingkat kepekaan
tanaman terhadap penyakit hawar daun,® tingkat
kepekaan tanaman uji yang mengandung gen
RB (transgenik dan hibrida) mencapai moderat
hingga resisten, sedangkan pada tanaman kontrol
mencapai sangat peka hingga resisten (Tabel 3).
Berdasarkan seleksi tanaman uji dapat disimpul-
kan bahwa kelompok tanaman uji dapat digunakan
dalam uji efikasi gen RB terhadap penyakit hawar
daun karena memperlihatkan respons terhadap
kehadiran P. infestans di LUT dengan ditandai
oleh tingkat kepekaan yang bervariasi.

Gambar 6. Perbandingkan Virulensi Isolat P. infestans
terhada Tanaman Transgenik dan Hibrida

Berdasarkan Gambar 6 dapat terlihat
bahwa daun tanaman hibrida yang terserang
dapat mencapai 54,5% dan daun tanaman hasil
transformasi yang terserang mencapai 40,8%
sedangkan daun tanaman kontrol dapat terserang
rata-rata hingga mencapai 98,7%. Hasil ini sesuai
dengan penelitian yang dilakukan Ambarwati dkk.
yang menunjukkan bahwa kentang hibrida lebih
peka terhadap serangan hawar daun dibandingkan
dengan kentang Katahdin hasil transformasi.*

Kondisi ini menunjukkan bahwa efisiensi
transformasi sudah cukup tinggi dan gen RB dapat
terintegrasi ke dalam genom tanaman kentang.
Tanaman kentang transgenik juga mampu
mengekspresikan produk gen RB yang berperan
dalam sistem pertahanan terhadap serangan
hawar daun. Hasil penelitian ini sesuai dengan
pengujian di LUT di Michigan Agricultural Ex-
perimental Station*® dan di Minnesota, Amerika
Serikat'” yang menunjukkan ketahanan kentang
yang mengandung gen RB terhadap ras-ras P.
infestans.

Tabel 3. Klasifikasi Tingkat Kepekaan Tanaman Uji

I.(r::):‘n:’:nk N':’;:‘ngg‘ém' Tingkat Kepekaan
T1 0.003-0.27 moderat-resisten
T2 0-0.14 resisten
T3 0-0.33 moderat-resisten
H1 0.16-0.17 resisten
H2 0.17-0.21 moderat—resisten
H3 0.0001-0.26 moderat-resisten
K1 0.38-0.64 moderat—peka
K2 0.20-1 resisten—sangat

peka

Keterangan: T = transgenik, H = hibrida, K= kontrol

Hasil analisis statistik ANOVA (p<0,05)
yang dilanjutkan dengan uji LSD menunjukkan
bahwa rata-rata daun yang terserang hawar daun
pada ketiga kelompok uji berbeda nyata. Hasil ini
dapat digunakan untuk memberikan rekomendasi
bahwa sumber tanaman kentang yang resisten
dapat diperoleh dari hasil transformasi ataupun
hasil hibridisasi dengan kultivar lokal yang

Tabel 2. Perbandingan Nilai AUDPC dan Skala Kepekaan Tanaman Uji

Musim Kemarau Musim Hujan
Kelompok Tanaman AUDPC skala Kepekaan Tanaman AUDPC Skala Kepekaan Tanaman
T1 11 0 858 4
T2 0 0 432 2
T3 0 0 1034 4
H1 526 1 522 2
H2 669 2 525 2
H3 0 0 821 3
K1 2039 5 1198 5
K2 3171 8 636 3
Keterangan: T = transgenik, H = hibrida, K= kontrol
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biasa dibudidayakan oleh petani setempat. Sifat
ketahanan dapat diperoleh dari induk yang men-
gandung gen RB sedangkan sifat produktivitas
yang tinggi dapat diperoleh dari induk kultivar
lokal seperti Atlantik dan Granola, sehingga
diharapkan diperoleh produk kentang yang tahan
P. infestans dan memiliki produktivitas panen
yang tinggi. Hasil pengujian ini menunjukkan
bahwa isolat-isolat P. infestans dari Jawa Barat
memiliki tingkat virulensi lebih rendah terhadap
kentang yang mengandung gen RB dibandingkan
dengan kentang kontrol.

KESIMPULAN

Isolat-isolat P. infestans di Jawa Barat memi-
liki virulensi yang beragam dipengaruhi oleh
ketahanan tanaman kentang. Tingkat virulensi
isolat tersebut lebih rendah terhadap kentang
yang mengandung gen RB dibandingkan dengan
kentang kontrol.
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