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DETEKSI Polymerase Chain Reaction (PCR) TERHADAP BAKTERI Liberobacter aciattikum PADA TANAMAN JERUK TERSERANG PENYAKIT CVPD YANG DIINDUKSI HORMON DAN MINERAL



 



Rahman Hr. Balai Penelitian Tanaman Serealia-Maros E-mail: [email protected]     ABSTRAK



Tanaman jeruk yang terserang CVPD daunnya mengalami klorosis dan buah menjadi kecil serta kulit buah cepat menguning. Penelitian ini dimaksudkan untuk mengetahui keberadaan patogen Liberobacter asiatikum pada tanaman terserang CVPD diinduksi hormon dan mineral. Metode yang digunakan yaitu pemberian hormon dan mineral dengan melibatkan beberapa unsur seperti MS, auksin, giberillin, sitokinin dan vitamin.Hasil penelitian menunjukkan bahwa penyakit CVPD disebabkan oleh Liberobacter asiatikum berdasarkan hasil deteksi PCR dengan kisaran 1160 bp. Tanaman jeruk yang terserang CVPD yang diinduksi hormon dan mineral tidak ditemukan adanya bakteri L. aciattikum.
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PENDAHULUAN



Tanaman jeruk yang terserang CVPD (Citrus Vein Phloem Degeneration) daun mengalami klorosis menyerupai defisiensi unsur nitrogen, seng, mangan dan zat besi sedangkan pada buah menjadi kecil-kecil dan keras serta kulit buah menjadi cepat menguning (Wirawan dkk., 1998). Gejala umum yang tampak adalah daun menguning atau klorosis, dan warna tulang daun menjadi lebih tua. Pertumbuhan bibit jeruk sehat dan bibit jeruk sakit yang diinduksi hormon dan mineral dapat dibandingkan bagaimana pengaruhnya terhadap cabang, daun dan warna daun. Bibit tanaman jeruk sakit yang tanpa diinduksi hormon dan mineral tetap terdapat serangan penyakit CVPD dengan memerlukan cara deteksi khusus. PCR (Polymerase Chain Reaction) merupakan teknik yang relative mudah, cepat,efisien, dan lebih sensitif daripada deteksi dengan DNA probe untuk deteksi CVPD saat ini. Penggunaan PCR dengan sepasang primer spesifik dari sequens DNA bakteri CVPD dapat mendeteksi tanaman jeruk sakit terserang CVPD yang diinduksi hormon dan mineral.   METODOLOGI PENELITIAN Deteksi penyakit CVPD dengan menggunakan teknik PCR dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan (HPT) Fakultas Pertanian Universitas Udayana Denpasar. sejak November 2003 sampai Juni 2004. Analisis PCR untuk mendeteksi keberadaan patogen bakteri Liberobacter asiaticum menggunakan primer spesifik dari 16S rDNA. Keberadaan patogen bakteri Liberobacter asiaticum. DNA hasil isolasi diamlifikasi dengan teknik PCR terdiri dari 1 ng DNA sampel, 100 p mol PO11 dan PO12c,2µl dNTP, 2µl buffer PCR (10x), 0,2 µl Taq polymerase (5U/µl). Sekuen primer tersebut adalah : Forward : 5’- GCG CGT ATG CAA TAC GAG CGG C 3’dan Reverse : 5’- GCC TCG CGA CTT CGC AAC CCA T 3’. Menggunakan primer ini ukuran DNA yang teramplifikasi adalah 1160 pasang basa.   339
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Program PCR yang digunakan adalah: 1.Pre-treatmen pada suhu 92 C selama 30 detik dengan satu siklus ulangan; II a. Denaturation pada suhu 92 C selama 60 detik; b. Annealing pada suhu 60 C selama 30 detik; c. Elongation pda suhu 72 C selama 90 detik.Bagian ke dua ini menggunakan 40 siklus ulangan.: III. Extention pada suhu 720C selama 90 detik dengan satu siklus ulangan.   HASIL DAN PEMBAHASAN Deteksi Bakteri Liberobacter dengan PCR (Polymerase Chain Reaction) Analisis PCR terhadap bibit tanaman jeruk sehat dan bibit jeruk terserang CVPD dengan menggunakan primer spesifik untuk CVPD menunjukkan bahwa bibit tanaman yang terserang CVPD pada hasil elektrophoresis gel agarose 1 % terdapat adanya pita DNA pada 1160 bp, sedangkan pada bibit tanaman jeruk yang sehat dan bibit jeruk terserang CVPD yang diinduksi dengan hormon dan mineral tidak terlihat pita DNA. Hasil analisis PCR terhadap bibit tanaman jeruk sakit terserang penyakit CVPD terlihat adanya pita DNA pada 1160 bp, sedangkan pada bibit jeruk sehat tidak menunjukkan adanya pita DNA pada 1160 bp (Gambar 1).     M  1  2  3 4 5 6 7                     ←1160 bp       Gambar 1. Deteksi Patogen Bakteri CVPD (Liberobacter asiaticum) pada Bibit Tanaman Jeruk: Lajur 1,2 DNA dari bibit tanaman jeruk sehat induksi hormon dan mineral, 3. Bibit jeruk terserang CVPD tanpa induksi hormon dan mineral, 4,5 Bibit jeruk sehat tanpa induksi hormon dan mineral, 6,7 Bibit jeruk terserang CVPD induksi hormon dan mineral, M marker   Hal ini menunjukkan bahwa pada bibit tanaman jeruk yang terserang CVPD mengandung bakteri Liberobacter asiaticum, karena keberadaan bakteri ini terdeteksi dengan primer 16S rDNA yang merupakan conserved sequence (sequen yang harus ada). Sedangkan pada bibit tanaman jeruk yang sehat dan bibit jeruk terserang CVPD yang diinduksi dengan hormon dan mineral tidak ditemukan adanya bakteri Liberobacter. Menurut Jagoueix et al., 1994, deteksi yang sensitif, cepat dan akurat saat ini adalah dengan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) menggunakan sepasang primer spesifik forward O11 dan reverse primer O12 untuk mengamplifikasi 16S rDNA Liberobacter asiaticum yang berukuran sekitar 1160 bp. Wirawan (2002), menyatakan bahwa penyebab penyakit CVPD di Bali adalah



L. asiaticum.      
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KESIMPULAN Tanaman jeruk diinduksi hormon dan mineral terserang penyakit CVPD dengan menggunakan sepasang primer spesifik terdapat Liberobacter asiaticum yang berukuran 1160 bp.   DAFTAR PUSTAKA Jagoueix, S., J.M Bove and M Garnier. 1994. Comparison of The 16S/23S Ribosomal Intergenic Region of Candidatus Liberobacter asiaticum and Candidatus Liberobacter africanum, The Two Species Assosiated with Citrus Huanglongbing (greening) Disease. Int. J of Syst. Bacteriology. Jan. p:224-227. Wirawan, I.G.P., S. Subandiyah, W. Susila dan N. Wijaya. 1998. Selection of Citrus Greening Resistant Plant, Trough Detection of Typical Disease Symtoms, Supported by PCR Analysis. Dalam Isolasi Loci Resisten Terhadap CVPD dengan Metode Transformasi Menggunakan Agrobacterium tumefaciens.Laporan Riset Unggulan Terpadu V. Kantor Menteri Negara Riset Teknologi. Dewan Riset Nasional. Jakarta. Wirawan IGP. 2002. Mekanisme Tingkat Molekul Infeksi Penyakit CVPD(Citrus Vein Phloem Degeneration) pada Tanaman Jeruk dan Peran Diaphonia citri Kuw. Sebagai serangga vector. Laporan pelaksanaan RUT IX. 1 Tahun 2002. Denpasar: Lembaga Penelitian Universitas Udayana.
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