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SELEKSI IN VITRO UNTUK MENDAPATKAN KLON KENTANG TAHAN
TERHADAP PENYAKIT LAYU BAKTERI

SAMANHUDI
Jurusan Budidaya Pertanian, Fakultas Pertanian Universitas Sebelas Maret Surakarta

ABSTRAK

enelitian dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan metode seleksi in

vitro yang efektif untuk menguji ketahanan klon kentang terhadap penyakit

layu bakteri (Ralstonia solanacearum). Bahan tanaman yang digunakan
meliputi klon kentang (tetraploid) hasil fusi protoplas antara BF15 (dihaploid) dan S.
stenotomum (diploid), yaitu BS-21, BS-23, BS-34, BS-38, BS-43, BS-49, BS-51, BS-33,
BS-34, BS-35, BS-73, dan BS-75. Kultivar Nooksack digunakan sebagai pembanding
tahan dan Atlantik sebagai pembanding rentan. Perbanyakan bahan tanaman dilakukan di
Pusat Penelitian Bioteknologi IPB, sedangkan pengujian in vitro dilakukan di Balai
Penelitian Bioteknologi Tanaman Pangan (Balitbio) Bogor dengan menggunakan
rancangan acak lengkap faktorial. Pengamatan dilakukan setiap hari terhadap periode
inkubasi dan kejadian penyakit, dan mulai satu hari setelah inokulasi.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa teknik inokulasi dengan cara siram maupun
pengguntingan pucuk dapat digunakan untuk pengujian ketahanan klon kentang terhadap
penyakit layu bakteri secara in vitro. Namun demikian teknik inokulasi dengan cara
pengguntingan pucuk menghasilkan periode inkubasi yang lebih cepat sehingga wakiu
pengujian yang diperlukan lebih singkar dibanding dengan teknik inokulasi siram.
Berdasarkan pengujian tersebut, dari 12 klon kentang hasil fusi protoplas antara BF15
(2x) dan S. stenotomum (2x) terdapat empat klon yang termasuk tahan yaitu BS-23, BS-43,
BS-75, dan BS-73, tiga klon agak tahan yaitu BS-53, BS-54, dan BS-38, dua klon agak
reitan yaitu BS-49 dan BS-33, dan tiga klon remtan yaitu BS-34, BS-31, dan BS-21.
Pengujian secara in vitro dapat digunakan untuk seleksi ketahanan klon kentang terhadap
penyakit layu bakteri, karena waktu yang diperlukan lebih singkat dibanding pengujian di
lapangan.

Kata kunci: Fusi protoplas, in vitro, tahan, rentan, layu bakteri, Ralstonia solanacearim

PENDAHULUAN satu bahan pangan yang mengandung
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8 ( ) cukup tinggi, kentang dapat mengganti-
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p P peng tersebut untuk memenuhi kebutuhan
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Produksi kentang Indonesia pada

tahun 1997 mencapai 1.1 juta ton (FAO. -

dalam Kompas, 1998), dengan rata-rata
produksi kentang di Indonesia pada tahun
1998 adalah 15.30 ton/ha (BPS, 1998).
Produktivitas ini ma§ih tergolong rendah
jika dibandingkan dengan  produksi
kentang di negara beriklim sedang yang
dapat mencapai 30 ton/ha (Kahar, 1996).
Rendahnya produksi kentang di Indonesia
terutama disebabkan oleh iklim yang
kurang mendukung, penggunaan bibit
yang mutunya rendah, serta gangguan
hama dan penyakit (Rubatzky dan
Yamaguchi, 1998). Salah satu penyakit
penting pada kentang adalah layu bakteri
yang disebabkan oleﬁ Ralstonia (Pseudo-
monas) solanacearum (Yabuuchi et al.,
1995).

Penyakit layu bakteri yang di-
sebabkan oleh R. solanacearum pada
kentang sampai saat ini masih menjadi
kendala dalam produksi kentang. Ber-
bagai rekomendasi upaya pengendalian
penyakit ini belum memberikan hasil yang
optimal. Penggunaan tanaman tahan
merupakan faktor yang sangat penting
untuk mengendalikan penyakit tanaman.
French (1994), menyatakan bahwa salah
satu metode untuk mengendalikan pe-

nyakit adalah penggunaan kultivar tahan.
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Karena sifat ketahanan seringkali terdapat
pada spesies Solamum diploid, maka
program pemuliaan untuk mendapatkan
sifat-sifat ketahanan dapat dilakukan
dengan merakit kultivar yang tahan ter-
hadap bakteri tersebut melalui hibridisasi
somatik antara kultivar dihaploid dengan
spesies Solanum diploid (Purwito er al.,
2000).

Fusi protoplas merupakan salah
satu metode pemuliaan yang dapat di-
gunakan untuk mendapatkan kultivar
baru, selain melalui cara penyilangan
biasa, mutasi buatan, dan transformasi
genetik (Purwito, 1999). Menurut Watti-
mena (2000), fusi protoplas memberi
peluang yang tinggi untuk merakit
kultivar-kultivar tanaman baru, karena
dapat mengatasi ketidakmampuan yang
terdapat pada teknik hibridisasi seksual
atau transformasi tanaman. Fusi protoplas
antar spesies dalam satu genus atau fusi
interspesies bertujuan untuk mendapatkan
kultivar baru dengan sifat-sifat tertentu,
termasuk ketahanan terhadap hama dan
penyakit (Purwito, 1999).

Pengujian  ketahanan  melalui
inokulasi alami di lapangan telah banyak
dilakukan, namun metode ini sering
mengalami disease escape. Di samping itu

lahan yang digunakan untuk pengujian

-t
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tersebut dapat menjadi sumber penyakit
baru terutama patogen yang bersifat tular
tanah seperti R. solanacearum. Metode
lain yang diharapkan dapat memberikan
hasil yang lebih efektif dan efisien adalah
dengan seleksi in vitro. Teknik seleksi in
vitro merupakan metode yang efektif dan
efisien karena dapat memberikan beberapa
keuntungan antara lain dapat mengurangi
kemungkinan terjadinya escape, hasil
seleksi dapat diulang di rumah kaca atau
di lapangan, dan patogen yang digunakan
tetap terbatas di laboratorium.

Metode ini mudah dikerjakan dan
telah dipelajari padé beberapa tanaman
dalam program pemuliaan untuk men-
dapatkan sifat ketahanan terhadap penya-
kit. Wenzel dan Forouhhi-Wehr (1990)
memperlihatkan bahwa ketahanan pada
barley, gandum dan kentang dihasilkan
melalui seleksi secara in vitro. Fock et al.
(2000) juga telah melakukan seleksi
secara 7/n vitro terhadap klon-klon
kentang hasil fusi protoplas antara BF15
(2x) dengan S. phuréja (2x) untuk men-
dapatkan klon yang tahan penyakit layu
bakteri. Metode inokulasi yang digunakan
adalah dengan memasukkan inokulasi ke
dalam akar tanaman secara in Vvitro.
Namun teknik inokulasi yang digunakan

tersebut masih belum efektif dan dari hasil
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penelitian ini terlihat bahwa periode
inkubasinya masih relatif lama.

Tujuan penelitian ini adalah untuk
mendapatkan teknik seleksi in vitro yang
efektif untuk menguji ketahanan klon
kentang terhadap penyakit layu bakteri
(R. solanacearum) dan mengetahui ting-
kat ketahanan 12 klon kentang hasil fusi
protoplas antara BF15 (2x) dengan .
stenotomum(2x) terhadap penyakit layu

bakteri (R. solanacearum) secara in vitro.

METODE PENELITIAN

Bahan. Bahan tanaman yang
digunakan dalam penelitian ini adalah 12
klon kentang (tetraploid) hasil fusi pro-
toplas antara BF15 (dihaploid) dengan S§.
stenotomum (diploid), yaitu: BS-21, BS-
23, BS-34, BS-38, BS-43, BS-49, BS-51,
BS-53, BS-54, BS-55, BS-73, dan BS-75
yang dikoleksi oleh Laboratorium Kultur
Jaringan Kentang Jurusan Budidaya
Pertanian Faperta IPB. Kultivar BF15
(2x) dan spesies diploid S. stenotomum
(2x) merupakan tetua fusi. Kultivar
Nooksack digunakan sebagai pembanding
yang tahan terhadap bakteri layu dan
kultivar Atlantik sebagai pembanding
rentan. Bahan lain yang digunakan adalah

media MS untuk penanaman, bahan-bahan
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kimia untuk isolasi dan identifikasi
bakieri, biakan murni R. solanacearum,
dan bahan-bahan untuk sterilisasi.

Metode Percobaan. Percobaan
disusun berdasarkan RAL Faktorial terdiri
atas dua faktor, yaitu faktor klon kentang
yang terdiri atas 16 klon dan teknik
inokulasi yang terdiri atas dua cara (siram
dan gunting). Dari kedua faktor tersebut
terdapat 32 kombinasi perlakuan, dan tiap
perlakuan diulang tiga kali. Masing-
masing satuan percobaan terdiri atas satu
botol kultur yang berisi 10 tanaman.
Tahapan kegiatan meliputi isolasi dan
perbanyakan R. solanacearum, pembuat-
an media perbanyakan tanaman, penanam-
an eksplan, serta inokulasi tanaman
dengan R. solanacearum. Inokulasi
dengan patogen dilakukan pada saat
tanaman berumur empat minggu di dalam
botol kultur dengan konsentrasi inokulum
10’ sel/ml. Pada teknik penyiraman
digunakan 1 ml ihokulum per botol
kultur, kemudian diratakan ke seluruh
permukaan media. Sedangkan pada teknik
pengguntingan pucuk dilakukan dengan
cara mencelupkan gunting ke dalam
suspensi  bakteri setiap kali akan
digunakan.

Peubah yang diamati meliputi: (a)
periode inkubasi, (b) kejadian penyakit,
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dan (c) ketahanan tanaman. Periode
inkubasi merupakan periode waktu yang
dibutuhkan oleh patogen sejak penetrasi
hingga timbul infeksi yang diekspresikan
melalui gejala yang dapat dilihat pada
tanaman atau bagian tanaman. Pengamat-
an terhadap periode inkubasi dilakukan
setiap hari dan dimulai satu hari setelah
inokulasi hingga timbul gejala awal.
Sedangkan kejadian penyakit dihitung
dengan menggunakan rumus sebagai
berikut:

kP = L% 100%
N

Dimana :

KP = Kejadian penyakit (% layu)

n = Jumlah tanaman layu

N = Jumlah tanaman yang diamati

Untuk mengetahui tingkat ketahanan
masing-masing klon kentang yang diuji,
nilai persentase kejadian penyakit dikon-
versikan ke derajat ketahanan menurut
cara Thaveechi, Hartman dan Kosittratana
(1989) (Tabel 1).

Tabel 1
Tingkat ketahanan klon kentang terhadap
serangan bakteri layu R. solanacearum
(Thaveechai ef al., 1989)

Persentase kejadian  Tingkat ketahanan
penyakit (%)

0-20 Tahan (T)
21-40 Agak tahan (AT)
41 - 60 Agak rentan (AR)
61 - 100 Rentan (R)
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Data hasil pengamaian dianalisis dengan
menggunakan analisi's ragam dan.- jika
terhadap beda nyata maka dilakui<an uji
lanjutan dengan uji Beda Nyata Jujur

(BNJ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Periode Inkubasi

Hasil pengamatan terhadap perio-
de inkubasi disajikan pada Tabel 2, yang
menunjukkan bahwa rata-rata periode
inkubasi pada seleksi klon kentang secara
in vitro dengan metode inokulasi siram
yaitu 11.91 hari. Pada metode siram ini

Tabel 2

N

gejala awal yang terlihat berupa mengu-
ningnya daun-daun yang dimulai dari daun
bagian bawah dan selanjutnya diikuti
dengan kelayuan tanaman. Sequeira
(1992) menyatakan bahwa ada tidaknya
pelukaan pada perakaran tanaman mem-
pengaruhi proses infeksi bakteri patogen.
Karena pada metode siram ini tidak ada
pelukaan terhadap akar tanaman, maka
terjadinya infeksi lebih lambat dan periode
inkubasinya juga lebih lama. Tabel 2 juga
memperlihatkan rata-rata periode inkubasi
pada metode inokulasi gunting yaitu 7.26
hari, yang berarti lebih cepat jika diban-

dingkan dengan metode siram.

Periode inkubasi penvakit lavu bakteri pada 12 klon kentang hasil fusi protoplas antara BF 13
dengan S. stenotomum berdasarkan seleksi 7» vitro dengan dua teknik inokulasi yvang berbeda

Klon kentang Periode inkubasi (his) Rata-rata
Siram Gunting

S. stenotomum (tetua. diploid) 14.63 9.83 12.23 a
Nooksack (pembanding tahan) 14.60 9.40 12.00 a
BS-23 13.87 9:17 11.52 ab
BS-73 13.67 9,13 11.40 ab
BS-75 13.23 9.03 11.13 ab
BS-43 13.00 8.87 10.94 abc
BS-34 12.07 7.47 9.77 bed
BS-53 11.83 6.83 9.33 cde
BS-38 10.77 6.73 8.75 del
BS-49 10.97 6.47 8.72 def
BS-51 10.43 6.33 8.38 def
BS-55 10.57 5.83 8.20 def
BS-34 10.53 5.50 8.02 def
BS-21 10.17 5:33 7.75 ef
BF15 (2x) (tetua. dihaploid) 10.17 %27 7.72 ef
Atlantik (pembading rentan) 10.00 4.97 7.49 i
Rata-rata | 11.91 A | 7.26 B |

Keterangan: Angka vang diikuti oleh huruf kecil vang sama pada kolom yang sama dan angka yvang diikuti

oleh huruf besar vang sama pada baris yang
BNJ taraf 3%: hsi = hari setelah inokulasi.

sama menunjukkan tidak berbeda nvata pada uji

ST

.
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Periode inkubasi dipengaruhi oleh

umur tanaman, konsentrasi dan virulensi

inokulum, serta faktor lingkungan. Karena

pada percoban ini semua faktor tersebut

relatif sama, maka perbedaan periode

inkubasi diduga disebabkan oleh perbeda-
an klon kentang yang diuji. Pada percoba-
an in vitro ini, klon BS-23, BS-73, BS-
75. dan BS-43 mempunyai periode
inkubasi yang tidak berbeda dengan

pembanding tahan (Nooksack) maupun

Tabel 3
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tetua fusi yang diduga tahan (S. sreno-
tomum). Sehingga dapat diduga bahwa
keempat klon kentang hasil fusi protoplas
tersebut termasuk klon yang tahan

terhadap bakteri R. solanacearin.
Kejadian Penyakit

Data pengamatan kejadian penya-
kit pada seleksi klon kentang secara in
vitro dengan teknik inokulasi siram dan

gunting disajikan pada Tabel 3.

Kejadian penyakit layu bakteri dan tingkat ketahanan 12 klon kentang hasil fusi protoplas antara
BF 15 dengan S. stenotomum berdasarkan seleksi in vitro dengan dua teknik inokulasi vang berbeda

Klon kentang Kejadian penyakit (%)* | Rata-rata Tingkat
Siram Gunting ketahanan
S. stenotomum (tetua, diploid) 0.00 0.00 0.00  Tahan
Nooksack (pembanding tahan) 0.00 0.00 0.00  Tahan
Tahan 6.67 0.00 3.33  Tahan
Tahan 10.00 0.00 500 Tahan
Tahan . 10.00 0.00 500 Tahan
Tahan 10.00 0.00 500 Tahan
BS-53 23.33 36.67 30.00  Agak Tahan
BS-54 26.67 33.33 30.00  Agak Tahan
BS-38 3333 4333 38.33  Agak Tahan
BS-49 36.67 46.67 4167  Agak Rentan
BS-55 36.67 73.33 55.00  Agak Rentan
BS-51 76.67 63.33 70.00  Rentan
BS-34 66.67 83.33 75.00 Rentan
BF15 (2x) (tetua, dihaploid) 76.67 93.33 85.00 Rentan
BS-21 80.00 100.00 90.00 Rentan
Atlantik (pembanding rentan) 100.00 100.00 100.00  Rentan
Rata-rata [ 3708A [ 4208A | |

Keterangan: Angka vang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada kolom vang sama dan angka yang diikuti
oleh huruf besar vang sama pada baris yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji
BNJ taraf 5%. Kejadian penyakit 0-20% = tahan. 21-40% = agak tahan. 41-60% = agak

rentan. 61-100% = rentan.

*) Untuk uji beda data ditransformasi dengan Arc.sin v x: Untuk tingkat ketahanan digunakan data non

transformasi: data dihitung per 10 tanaman.
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Tabel 3 memperlihatkan bahwa
kejadian penyakit pada seleksi in virro
berkisar 0 -100%. Kejadian penyakit pada
pembanding rentan (Atlantik) dapat men-

capai 100%, sementara kejadian penyakit

pada pembanding tahan (Nooksack) -

masih 0%. Dari klon-klon yang diuji
terdapat lima klon yang kejadian penya-
kitnya sudah di atas 60.00% yaitu BS-21,
BS-51, BS-34, Atlantik, dan tetua fusi
BF15 (2x). Sedangkan kejadian penyakit
0 - 20% terdapat pada klon-klon yang
diduga tahan vyaitu S. stenotonnim,
Nooksack, BS-23, BS-43, BS-73, dan
BS-75.

Besarnya kejadian penyakit terkait

dengan periode inkubasi. Pada klon-klon -

yang tahan dengan periode inkubasi )'Iahg ..

lama menunjukkan kejadian penyakitnya
rendah. Sebaliknya pada klon-klon yang
rentan dengan periode inkubasi yang
cepat menunjukkan kejadian penyakitnya
tinggi. Namun demikian persentase
kejadian penyakit pada kedua teknik
inokulasi tersebut tidak berbeda nyata,
walaupun periode inkubasinya berbeda
nyata. Hal ini dapat terjadi karena tidak
semua gejala awal penyakit layu bakteri
yang muncul tersebut dapat menyebabkan
kelayuan tanaman secara permanen. Keja-

dian seperti ini dapat dilihat pada saat
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pengamatan dimana dari sejumlah tanam-
an yang menunjukkan gejala awal ternyata
pada akhirnya terdapat beberapa tanaman
yang sehat kembali sehingga dapat me-

lanjutkan proses fisiologisnya.
Ketahanan Tanaman

Tingkat ketahanan klon kentang
berdasarkan seleksi secara /n vitro telah
disajikan pada Tabel 3. Berdasarkan Tabel
3, diketahui bahwa dari 12 klon kentang
hasil fusi protoplas terdapat empat klon
yang tahan yaitu BS-23, BS-43, BS-73,
dan BS-75, tiga klon agak tahan yaitu BS-

53, BS-54, dan BS-38, dua klon agak

~rentan yaitu BS-49 dan BS-55, serta tiga

- klon tergolong rentan yaitu BS-51, BS-

34, dan BS-21. Kenyataan ini mengindi-
kasikan bahwa gen yang mengontrol
ketahanan terhadap R. solanacearum
bersifat konplek. Kempe dan Sequeira
(1983) menyatakan bahwa gen tahan
adalah komplek dan tidak ada klon
kentang yang mempunyai sifat ketahanan
terhadap banyak strain patogen.

Pengujian ketahanan terhadap K.
solanacearum dengan tekmk /n virro
memberikan keuntungan antara lain di-
perlukan waktu yang lebih cepat, biaya
yang lebih murah, dan tenaga yang lebih

ringan dibanding pengujian di lapangan,
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‘dapat dilakukan terhadap jumlah klon

yang banyak dalam waktu sekaligus, tidak

memerlukan lahan yang luas, serta tidak
menimbulkan masalah penyakit baru di
lapangan. Sehingga . untuk tujuan yang
lebih efektif dan efisien, pengujian ke-
tahanan klon kentang terhadap penyakit
layu bakteri (R. solanacearum) dapat
dilakukan dengan teknik in vitro.

Namun demikian, pengujian secara
in vitro juga memiliki kekurangan, seperti
adanya seleksi yang terlalu ketat dapat
mengakibatkan banyak klon yang hilang,
memerlukan peralatan laboratorium (inku-
bator), dan ketahanan di laboratorium (i7
vitro) mungkin saja tidak sejalan dengan
pengujian di lapangan karena gen tahan
ada yang /inkage dengan sifat agronomis,
sehingga gen yang mengendalikan sifat
ketahanan tersebut mungkin baru ter-
ekspresi setelah di lapangan. Selain itu
perlu konfirmasi lebih lanjut terhadap
sifat-sifat agronomis lain yang dimiliki
oleh klon tahan terseleksi, misalnya pro-
duksinya yang tinggi atau kualitas umbi-

nya yang baik.

KESIMPULAN

1. Periode inkubasi penyakit layu bakteri

pada seleksi in vitro berkisar 7.49 -
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12.23 hari, dimana periode inkubasi
pada kon-klon yang tahan lebih lama
daripada klon rentan.

2. Dari 12 klon kentang hasil fusi pro-
toplas antara BF15 (2x) dengan S
stenotomum (2x), terdapat empat klon
(33.33%) yang tahan yaitu BS-23,
BS-43, BS-75, dan BS-73 dengan
keadaan penyakit layu bakteri berkisar
3.33 - 5.00%, dan tiga klon (25.00%)
yang agak tahan yaitu BS-53, BS-54,
dan BS-38 dengan kejadian penyakit
berkisar 30.00 - 38.33%.

Pengujian secara in vitro dapat di-

(5]

gunakan untuk seleksi ketahanan klon
kentang terhadap penyakit layu bak-
teri, karena waktu yang diperlukan
lebih singkat dibanding pengujian di

lapangan.
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