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ABSTRAK 

 

Nama    :  Pipit Marianingsih 

Program studi   :  Pascasarjana Biologi 

Judul :  Induksi Respons Pertahanan Tanaman Tembakau (Nicotiana 

     tabacum) oleh Lipopolisakarida Bakteri Pseudomonas 

     syringae pv. tabaci dan Pseudomonas syringae pv. glycinea  

 

 

Telah dilakukan penelitian yang bertujuan untuk menginduksi respons 

pertahanan tanaman tembakau oleh lipopolisaakrida (LPS).  LPS diekstraksi dari 

bakteri Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan P. syringae pv. glycinea (Pgl).  

Respons pertahanan tanaman yang diamati adalah deposisi callose dan ekspresi 

gen terkait pertahanan (PAL, HIN 1 dan HSR 203J).  Untuk pengamatan deposisi 

callose, daun tembakau diinfiltrasi dengan LPS Pta dan Pgl (400 µg/ml dan 800 

µg/ml) serta diinkubasi selama 24 dan 48 jam.  Selanjutnya, klorofil daun 

diluruhkan menggunakan larutan laktofenol dan diwarnai dengan aniline blue.  

Deposisi callose diamati dibawah mikroskop fluoresensi.  Hasil pengamatan 

menunjukkan LPS bakteri Pgl menginduksi deposisi callose lebih banyak 

dibandingkan LPS bakteri Pta.  Pengamatan ekspresi gen-gen terkait pertahanan 

dilakukan pada daun tembakau yang diinfiltrasi dengan 400 µg/ml LPS bakteri 

Pta and Pgl, serta diinkubasi selama 6 jam.  Hasil RT-PCR terhadap daun 

tembakau menunjukkan LPS bakteri Pta dan Pgl mampu menginduksi ekspsresi 

gen HIN 1, tetapi tidak mampu menginduksi ekspresi gen PAL dan HSR 203J.  

Gen HIN 1 terekspresi lebih kuat pada daun tembakau yang diinduksi oleh LPS 

bakteri Pgl daripada LPS Pta.  Hasil penelitian mengindikasikan bahwa LPS 

bakteri Pgl menginduksi respons pertahanan daun tembakau lebih baik daripada 

LPS bakteri Pta. 

 

Kata Kunci:  deposisi callose; gen terkait pertahanan; tembakau; lipopolisakarida, 

Pseudomonas syringae. 
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ABSTRACT 

 

Nama    :  Pipit Marianingsih 

Program studi   :  Pascasarjana Biologi 

Judul :  Induction of Tobacco (Nicotiana tabacum) Defense Responses 

     by Bacterial Lipopolysaccharides Pseudomonas syringae pv. 

   tabaci and Pseudomonas syringae pv. glycinea  

 

 

The aim of this study is to know the induction of tobacco defense 

responses by using lipopolysaccharides (LPS) which extracted from two 

phytopathogen, Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) and P. syringae pv. 

glycinea (Pgl).  The plant defense responses that observed are callose deposition 

and expression of defense-related genes (PAL, HIN 1 and HSR 203J).  To detect 

callose deposition, tobacco leaves were infiltrated with 400 µg/ml and 800 µg/ml 

LPS Pta and Pgl, then incubated for 24 or 48 hr.  Tobacco leaves were cleared in 

lactophenol solution, stained with aniline blue, then visualized by fluorescence 

microscopy. The result showed that LPS from Pgl induced more callose 

deposition than that from Pta in tobacco leaves.  To investigate defense-related 

genes expression, tobacco leaves were infiltrated with 400 µg/ml LPS extracted 

from Pta and Pgl, then incubated for 6 hr.  Analysis of defense-related genes 

expression were conducted by RT-PCR and visualized by electrophoresis on a 

1.8% agarose gel.  The result showed LPS Pta and Pgl can induce expression of  

HIN 1 gene in tobacco leaves, but can not induce the PAL and HSR 203J genes. 

The HIN 1 gene was highly expressed in tobacco leaves induced by LPS Pgl. The 

result indicates that tobacco could effectively recognize LPS of nonhost pathogen 

Pgl but not in host pathogen Pta. 

 

Keywords:  callose deposition; defense-related gene; lipopolysaccharide; 

Pseudomonas syringae; tobacco. 
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 Title:  INDUCTION OF TOBACCO (Nicotiana tabacum) DEFENSE 

RESPONSES BY BACTERIAL LIPOPOLYSACCHARIDES 

Pseudomonas syringae pv. tabaci AND  Pseudomonas syringae pv. 

glycinea 

 

Thesis Supervisor: Dr. Andi Salamah  

 

SUMMARY 

 

Plants has  a variety of defense responses to protect themselves against 

pathogens.  In general, the defense consist of two kinds mechanisme, passive and 

active defense mechanisme.  The induction of active defense responses of plants 

can be an effort to control pathogen. These defenses can be induced when plants 

recognize pathogens.  Plants recognition of pathogen or pathogen molecules, 

known as Pathogen/Microbe-Associated Molecular Patterns (PAMP/MAMP), by 

Pattern-Recognition Receptors (PRRs) on plant cells surface. One of significant 

MAMP molecules is lipopolysaccharide (LPS), a major component of outer 

membrane Gram negative bacteria. 

Lipopolysaccharides (LPS) are ubiquitous components of the outer 

membrane in Gram-negative bacteria. LPS may play a number of important roles 

in the interactions of bacterial pathogens with eukariotic host. General structures 

of LPS consists of three parts, lipid A, core oligosaccharide, and a chain of 

oligosaccharide repeating units called O-chain or O-antigen.  As a MAMP, LPS 

can be recognized by the pattern recognition receptors (PRRs), and induce plant 

defense responses. It was reported that O-antigen oligosaccharides as well as core 

oligosaccharide and lipid A moieties have activity to induce plant defense 

response.  However the mechanisms of LPS perception by plants are still obscure. 

In this study was analyzed LPS-induced defense responses in tobacco 

(Nicotiana tabacum L.) leaves. LPS was extracted from tobacco pathogen 

Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) and soybean pathogen P. syringae pv. 

glycinea (Pgl). The structure of O-antigen repeating units of these pathovars are 
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recently identified. The O-antigen repeating units of Pta LPS is [→3)-α-L-Rhap-

(1→4)-β-L-Rhap-(1→3)-α-D-Rhap-(1→]n, whereas that of Pgl LPS comprises 

only D-rhamnan and is [→3)-α-D-Rhap-(1→2)-α-D-Rhap-(1→2)-α-D-Rhap-

(1→3)-α-D-Rhap-(1→]n.    

Studies on callose deposition and expression of defense-related genes were 

done to determine tobacco defense responses.  Callose is β-(1,3)-glucan polymer 

that serves as an effective barriers that are induced at the sites of pathogen attack.  

In the callose deposition study, tobacco leaves were infiltrated with 400 µg/ml and 

800 µg/ml Pta LPS or Pgl LPS, and incubated for 24 hr or 48 hr.  For detection of 

callose deposition, leaves were cleared in lactophenol solution, stained with 

aniline blue, then visualized by fluorescence microscopy. The result showed LPS 

from Pgl induced more callose deposition than that from Pta in tobacco leaves. In 

the gene expression study, three defense-related genes were observed, those are 

PAL (Phenylalanine Ammonia Lyase) gene, HIN 1 (Harpin-induced 1) gene and 

HSR 203J (Hypersensitive Response) gene.   For that, tobacco leaves were 

infiltrated with 400 µg/ml LPS extracted from Pta and Pgl bacteria, then incubated 

for 6 hr.  Analysis of defense-related genes expression were conducted by RT-

PCR and visualized by electrophoresis on a 1.8% agarose gel.  The result showed 

LPS extracted from Pta and Pgl bacteria can induce expression of  HIN 1 gene in 

tobacco leaves, but can not induce the PAL and HSR 203J gene.  The result 

indicates that tobacco could effectively recognize LPS of nonhost pathogen Pgl 

but not that of host pathogen Pta.  Plant tobacco showed different response against 

LPS Pta and Pgl due to different structure on the O-antigen repeating units in both 

bacteria, that lead to the different recognition by the receptors of tobacco plants.  

  

xviii +  76 pp.; 21 plates; 4 tables; 4 appendixes  

Bilb.: 73 (1977-2011). 
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PENGANTAR PARIPURNA 

 

A. Respons Pertahananan Tanaman  

 

Tanaman merupakan organisme yang rentan terhadap paparan patogen 

(Chakravarthy et al. 2010).  Menurut Zipfel (2008), setidaknya terdapat dua faktor 

yang menyebabkan kondisi demikian.  Pertama, tanaman merupakan organisme 

yang tidak melakukan gerak secara aktif, sehingga sulit menghindar dari serangan 

patogen.  Kedua, tanaman tidak memiliki sel-sel khusus yang terspesialisasi untuk 

mengenali dan mengatasi patogen, seperti sel makrofag pada hewan.  Kondisi-

kondisi tersebut mengharuskan tanaman memiliki sistem pertahanan yang sangat 

baik untuk mengatasi patogen. 

Secara umum, sistem pertahanan tanaman dikelompokkan menjadi dua 

kategori, yaitu sistem pertahanan pasif (preformed/constitutive defense) dan 

pertahanan aktif (inducible defense) (Gwinn et al. 2006; Buonaurio 2008).  Sistem 

pertahanan pasif yaitu sistem pertahanan yang sudah ada pada tanaman, dapat 

berbentuk pertahanan fisik maupun kimia.  Struktur dinding sel yang kaku dan 

lapisan lilin di permukaan daun merupakan contoh-contoh pertahanan fisik. 

Struktur fisik tersebut dapat menghambat penetrasi patogen ke dalam sel tanaman.  

Selain itu, tanaman juga menyintesis senyawa metabolit sekunder seperti fenol, 

saponin, terpenid dan tannin, sebagai bentuk pertahanan kimia yang dapat menjadi 

racun atau menyebabkan kondisi lingkungan yang kurang baik bagi pertumbuhan 

patogen (Agrios 2005; Gwinn et al. 2006; Lancioni 2008).   

Sistem pertahanan aktif dikenal juga sebagai sistem pertahanan yang 

terinduksi, karena sistem pertahanan tersebut akan terinduksi jika tanaman 

mengenali patogen.  Bentuk sistem pertahan terinduksi pada tanaman dapat 

berupa pembentukan deposisi callose, sintesis nitric oxide (NO), sintesis Reactive 

Oxygen Intermediate (ROI) atau oxidative burst, produksi senyawa antimikroba 

fitoaleksin, lignifikasi dinding sel, akitivasi mitogen-activated protein kinase 

(MAPK), aktivasi pathogenesis-related protein (PR), induksi Hypersensitive 

Response (HR), dan induksi gen-gen terkait pertahanan tanaman (Strange 2003; 

Agrios 2005; Buonaurio 2008).  Lebih lanjut, berdasarkan Kombrink & Somssich 

1 
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(1995) respons pertahanan terinduksi dapat dibagi menjadi tiga kelompok 

berdasarkan waktu dan tempat penginduksian, yaitu respons pertahanan yang 

terinduksi cepat (early defense responses), respons pertahanan lokal, dan respons 

pertahanan sistemik (Gambar 1).   
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proteins/PR) 
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1,3-β-Glukanase 

Kitinase 

Protein patogenesis lainnya 

Inhibitor proteinase 

Sedang/lambat 

 

 

 

 

Penginduksian respons pertahanan tanaman dapat menjadi upaya 

pengendalian patogen penyebab penyakit.  Induksi respons pertahanan tanaman 

tersebut termasuk dalam mekanisme pengendalian patogen dengan memanfaatkan 

materi biologi (kontrol biologi).  Kontrol biologi dianggap sebagai cara yang lebih 

baik dan lebih ramah lingkungan dibandingkan dengan kontrol kimia, yaitu 

Gambar 1.  Skema pembagian tiga kelompok bentuk respons pertahanan 

tanaman berdasarkan waktu relatif dan tempat 

penginduksian [Sumber: Kombrink & Somssich 1995]. 

Bentuk respons pertahanan tanaman 

Patogen 

HR 

lokal sistemik sistemik 
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penggunaan senyawa kimia untuk mematikan patogen (Spencera et al. 2003).   

Dengan cara kontrol biologi, pengendalian patogen tidak terfokus pada upaya 

untuk mematikan patogen tetapi lebih pada upaya untuk meningkatkan sistem 

pertahanan yang ada pada tanaman dalam mengatasi patogen.     

Induksi respons pertahanan tanaman diawali dengan tahap pengenalan 

patogen.  Tanaman dapat mengenali patogen melaui pengenalan molekul yang 

terdapat pada patogen.  Molekul patogen yang dapat dikenali oleh tanaman 

dikenal dengan istilah Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs).  Selain 

itu, terdapat istilah Microbe Associated Molecular Pattern (MAMPs), yaitu 

molekul yang dapat ditemukan pada semua mikroorganisme, baik 

mikroorganisme patogen ataupun non patogen (Zipfel 2008; Zipfel 2009).  

Molekul PAMP/MAMP memiliki karakteristik sebagai molekul penting dan 

selalu ada dalam tubuh patogen maupun mikroorganisme, tetapi tidak terkandung 

pada tubuh inang.  Molekul tersebut sulit untuk termutasi atau terdelesi (Kunze 

2005; Zipfel 2008).  Molekul yang dapat berperan sebagai PAMP/MAMP, 

diantaranya adalah flagelin, Elongation factor-Tu (EF-Tu), harpin, cold-shock 

protein, peptidoglikan dan lipopolisakarida (Tabel 1) (Livaja et al. 2008; 

Gimenez-Ibanez & Rathjen 2010).   

 

 

Molekul PAMP/MAMP Keterangan 

Flagelin Protein pada flagela bakteri 

Elongation factor-Tu (EF-Tu) Protein pengkatalis proses translasi 

Harpin Protein pada bakteri, terlibat dalam 

pertumbuhan pilli 

Cold-shock protein Protein pada bakteri 

Peptidoglikan (PGN) Komponen membran bakteri Gram positif 

Lipopolisakarida (LPS) Komponen membran bakteri Gram negatif 

 

 

Molekul PAMP/MAMP akan dikenali oleh kompleks reseptor pengenalan 

pada membran sel tanaman, yang dikenal dengan istilah Pattern-Recognition 

Receptors (PRRs) (Zipfel 2008; Gimenez-Ibanez & Rathjen 2010).  Berdasarkan 

hasil-hasil penelitian, saat ini telah diketahui macam-macam PRRs pada tanaman 

(Gambar 2).  PRRs yang sudah diketahui pada tanaman Arabidopsis thaliana 

Tabel 1.  Molekul yang dapat berperan sebagai PAMP/MAMP 

[Sumber: Livaja et al. 2008; Gimenez-Ibanez & Rathjen 2010]. 
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diantaranya leucine-rich repeat receptor kinase flagellin sensing 2 (LRR-RK FLS 

2) yang dapat mengenali flagelin bakteri dan LRR-RK elongation factor (LRR-

RK EFR) yang dapat mengenali faktor elongasi Tu (Ef-Tu) bakteri (Zipfel 2008; 

Zipfel 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B.  Lipopolisakarida (LPS) bakteri 

  

Molekul PAMP/MAMP yang cukup penting dalam menginduksi respons 

pertahanan tanaman adalah komponen penyusun permukaan sel bakteri, salah 

satunya Lipopolisakarida (LPS) (Zeidler et al. 2004).  LPS merupakan komponen 

utama membran luar bakteri Gram negatif (Erbs & Newman 2003).  Berdasarkan 

Sigee (1993) sebagian besar fitopatogen merupakan kelompok bakteri Gram 

negatif.  Oleh karena itu, kajian mengenai molekul bakteri Gram negatif yang 

terlibat dalam patogenisitas perlu dipelajari.   

Lipopolisakarida (LPS) terletak pada bagian terluar dari membran luar 

selubung sel bakteri Gram negatif (Gambar 3) (Erbs & Newman 2003; Agrios 

2005).  LPS berfungsi sebagai pengatur permeabilitas membran, pelindung dan 

penghalang impermeabel bagi masuknya komponen berbahaya ke dalam sel 

bakteri serta terlibat dalam mekanisme pertahanan bakteri dari lingkungan yang 

kurang baik (Dow et al. 2000; Newman et al. 2001; Venkatesh 2002).   

 

Gambar 2.  Jenis PRRs yang mengenali PAMP/MAMP  
        [Sumber: Segonzac & Zipfel 2011]. 
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Struktur LPS terdiri dari tiga bagian utama, yaitu lipid A, inti 

oligosakarida, dan rantai polisakarida dengan unit berulang yang disebut rantai-O 

spesifik (O-antigen) (Gambar 4) (Erbs & Newman 2003; Agrios 2005).  Lipid A 

merupakan bagian terdalam dari struktur LPS yang melekatkan LPS pada 

membran.  Bagian lipid A tersusun atas fosfolipid dengan rantai panjang 

hydroxyfatty acids.  Lipid A terhubung dengan bagian inti oligosakarida, yang 

dihubungkan oleh gula 3-deoxy-D-manno-2-octulosonate (KDO).  Bagian inti 

oligosakarida terdiri dari rangkaian gula yang pendek dan diakhiri oleh bagian O-

antigen.  O-antigen merupakan bagian bagian terluar LPS.  O-antigen tersusun 

atas rantai oligosakarida dengan unit yang berulang.  O-antigen merupakan 

komponen immunodominan (komponen antigenik) pada permukaan sel bakteri.  

Bagian terluar dari LPS tersebut juga berperan penting pada interaksi awal antara 

bakteri dan sel tanaman (Sigee 1993; Dow et al. 2000; Newman et al. 2001; Erbs 

& Newman 2003). 

 

 

 

 

Cell envelope 

(a) 

 

(b) 

 

Gambar 3.  (a) Struktur umum bakteri gram negatif; (b) struktur selubung sel 

bakteri gram negatif  [Sumber: Sigee 1993]. 
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Hasil-hasil penelitian terkait LPS menunjukkan LPS dari berbagai bakteri 

mampu menginduksi respons pertahanan tanaman.  Penelitian yang dilakukan 

Zeidler et al. (2004) memperlihatkan bahwa LPS dari bakteri Erwinia carotovara, 

Escherichia coli, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris, 

Burkholderia cepacia, Pseudomonas plantarii, P. aeruginosa, P. fluorescens, dan 

P. syringae dapat menginduksi respons pertahanan tanaman Arabidopsis thaliana, 

berupa produksi nitric-oxide (NO) dan ekspresi gen-gen yang mengkode PR 

protein (Pathogenesis-Related proteins).   

 

C.  Bakteri Pseudomonas syringae pv. tabaci dan Pseudomonas syringae pv. 

glycinea 

 

Pseudomonas syringae merupakan bakteri fitopatogen yang berbentuk 

batang, memiliki flagela polar, bersifat aerob dan termasuk kelompok Gram 

negatif (Agrios 2005; Griebel 2010).  Bakteri P. syringae adalah fitopatogen yang 

cukup penting karena dapat menyebabkan penyakit pada banyak tanaman 

(Dickinson 2003; Nomura et al. 2005).   

Spesies bakteri P. syringae terdiri dari banyak patovar, yang ditentukan 

berdasarkan kisaran tanaman inangnya (Nomura et al. 2005).  Penamaan patovar 

(pv.) digunakan pada spesies bakteri patogen untuk membedakan bakteri-bakteri 

Gambar 4.  Struktur umum lipopolisakarida (LPS) bakteri gram negatif 
                    [Sumber: Venkatesh 2002]. 
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yang memiliki kisaran tanaman inang berbeda (Griebel 2010).  Berdasarkan 

sistem pengklasifikasian bakteri fitopatogen, yang ditentukan oleh International 

Society for Plant Pathology, patovar  merupakan unit taksonomik dibawah tingkat 

subspecies (infra-subspesies) yang ditentukan berdasarkan patogenitas atau 

kemampuan patogen untuk menyebabkan penyakit pada inang tertentu (Sigee 

1993). 

Young (2010) menyatakan spesies bakteri P.syringae terdiri dari 60 

patovar, yang dapat memiliki satu atau lebih tanaman inang.  Patovar bakteri 

P.syringae yang memiliki satu inang diantaranya ialah P. syringae pv. tabaci 

penyebab penyakit wildfire pada tanaman tembakau; P. syringae pv. glycinea 

penyebab penyakit bacterial blight  pada tanaman kedelai; P. syringae pv. 

lacrymans penyebab penyakit angular leaf spot (bintik daun) pada tanaman 

mentimun; P. syringae pv. phaseolicola penyebab penyakit halo blight pada 

tanaman buncis; dan P. syringae pv. tomato penyebab penyakit bacterial speck 

(bintik bakteri) pada tomat.  Sementara itu, contoh patovar bakteri yang memiliki 

kisaran tanaman inang lebih dari satu ialah P. syringae pv. syringae penyebab 

penyakit blast pada tanaman jeruk dan pir serta penyebab penyakit leaf spot 

(bintik daun) pada tanaman kacang-kacangan (Sigee 1993; Agrios 2005).   

 

D.  Tanaman Tembakau (Nicotiana tabacum) 

  

Tembakau (Nicotiana tabacum) merupakan salah satu anggota famili 

Solanaceae (Chase et al. 2003), yang memiliki peranan penting baik dalam bidang 

ekonomi maupun bidang penelitian.  Tembakau dikenal sebagai tanaman model 

dalam bidang penelitian.  Ganapathi et al. (2004) melaporkan bahwa sebagian 

besar penemuan-penemuan di bidang sel tanaman, kultur jaringan, dan biologi 

molekuler (rekayasa genetik) berasal dari eksperimen dengan menggunakan 

tanaman tembakau.  Begitu pula pada penelitian bidang penyakit tanaman,  

Lancionin (2008) menyatakan tembakau banyak digunakan sebagai tanaman 

model untuk mempelajari interaksi antara tanaman dengan patogen, misalnya 

tembakau digunakan sebagai tanaman model untuk mempelajari reaksi 

hipersensitif yang diinduksi oleh bakteri Erwinia amylivora (Goodman & Plurad 
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1970), Pseudomonas syringae pv. pisi (Atkinson et al. 1985), dan P. syringae pv. 

phaseolica (Klement et al. 1999).   

Tembakau merupakan tanaman yang menjadi inang bagi patogen, salah 

satunya sebagai inang bagi bakteri Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta).  

Bakteri Pta diketahui sebagai patogen penyebab penyakit wildfire pada tembakau.  

Lucas (1975 dalam Batchvarova et al. 1998) menyatakan penyakit wildfire 

merupakan salah satu penyakit yang cukup merusak dan menjadi masalah utama 

dalam perlindungan tanaman tembakau.  

Penelitian yang dilakukan bertujuan untuk mengetahui dan 

membandingkan kemampuan lipopolisakarida (LPS) bakteri Pseudomonas 

syringae pv. tabaci (Pta) dan Pseudomonas syringae pv. glycinea (Pgl) dalam 

menginduksi respons pertahanan tanaman tembakau, berupa deposisi callose dan 

ekpresi gen-gen terkait pertahanan, PAL, HSR 203 J dan HIN 1. Nomura et al. 

(2005) menyatakan deposisi callose dan induksi gen-gen terkait pertahanan 

tanaman termasuk dalam respons pertahanan tingkat awal untuk mencegah 

perluasan infeksi patogen.  Hasil penelitian dipaparkan dalam tesis yang terdiri 

dari dua makalah.  Makalah pertama berjudul “Induksi deposisi callose pada 

tanaman tembakau (Nicotiana tabacum) oleh lipopolisakarida bakteri 

Pseudomonas syringae pv. tabaci dan Pseudomonas syringae pv. glycinea”.  

Sementara itu, makalah kedua berjudul “ Ekspresi gen PAL, HIN 1 dan HSR 203 J 

pada tanaman tembakau (Nicotiana Tabacum) yang diinduksi oleh 

lipopolisakarida bakteri Pseudomonas syringae pv. tabaci dan Pseudomonas 

syringae pv. glycinea”.    
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Makalah I 

 

INDUKSI DEPOSISI CALLOSE PADA TANAMAN TEMBAKAU 

(Nicotiana tabacum) OLEH LIPOPOLISAKARIDA BAKTERI Pseudomonas 

syringae pv. tabaci DAN Pseudomonas syringae pv. glycinea 

 

Pipit Marianingsih 

 

Program Studi Pascasarjana Biologi 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Indonesia 

Email: p_marianingsih@yahoo.com 

 

ABSTRACT 

 

The lipopolysaccharide (LPS) is a major component of outer membrane 

Gram negative bacteria, and can act as Pathogen-Associated Molecular Patterns 

(PAMP) for perception of pathogens by plants.  LPS can be recognized by plants 

to trigger some plant defense-related responses, including callose deposition.  The 

study of induction callose deposistion by bacterial LPS has been done in tobacco.  

Tobacco leaves were infiltrated with 400 µg/ml and 800 µg/ml LPS extracted 

from Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) and Pseudomonas syringae pv. 

glycinea (Pgl), and incubated for 24 hr or 48 hr. To detect callose deposition, 

tobacco leaves were cleared in lactophenol solution and stained with aniline blue.  

Samples were mounted in 50% gycerol, then visualized by fluorescence 

microscopy. The result showed that LPS from Pgl induced more callose 

deposition than that from Pta in tobacco leaves.  Thus, Pgl LPS strongly induced 

tobacco defense response. In addition, Pearson correlation test revealed that 

incubation periode has the highest significant level to the callose deposition area, 

then the type of LPS bacteria.  Whereas, the LPS concentration is not significantly 

different to the deposition callose area in tobacco leaves.    

 

Keywords: callose deposition, lipopolysaccharide, Pseudomonas syringae pv. 

tabaci; Pseudomonas syringae pv. glycinea; tobacco.  
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1.  PENDAHULUAN 

 

Tanaman berinteraksi dengan mikorganisme di alam, dan sebagian 

mikroorganisme tersebut dapat bersifat sebagai fitopatogen atau penyebab 

penyakit pada tanaman (Agrios 2005), salah satunya adalah Pseudomonas 

syringae.  Bakteri P. syringae merupakan bakteri Gram negatif penyebab penyakit  

pada banyak tanaman (Dickinson 2003; Nomura et al. 2005).  Pseudomonas 

syringae memiliki banyak patovar (pv.) yang dibedakan berdasarkan kisaran 

tanaman inangnya (Young 2010).  Bakteri P. syringae pv. tabaci (Pta) dan P. 

syringae pv. glycinea (Pgl) merupakan dua fitopatogen yang cukup menjadi 

masalah pada tanaman perkebunan.  Bakteri Pta merupakan penghasil tabtoxine 

yang menyebabkan penyakit wildfire pada tembakau, dicirikan dengan terjadinya 

nekrosis sampai kematian pada sel tanaman yang diserang (Batchvarova et al. 

1998).  Sementara itu, bakteri Pgl merupakan penghasil fitotoksin coronatine 

yang menyebabkan penyakit bacterial blight dengan gejala klorosis sampai 

nekrosis pada daun tanaman kedelai (Sigee 1993).   

Upaya pengendalian fitopatogen umumnya dilakukan melalui kontrol 

kimia yaitu penggunaan zat-zat kimia yang bersifat racun untuk mematikan 

patogen.  Akan tetapi, cara tersebut dirasa kurang efektif karena menimbulkan 

dampak negatif bagi lingkungan dan pengeluaran biaya yang tidak sedikit 

(Batchvarova et al. 1998; Agrios 2005).  Kontrol biologi dianggap sebagai bentuk 

alternatif yang lebih potensial dan ramah lingkungan melalui pemanfaatan materi 

biologi untuk mengendalikan patogen.  Kontrol biologi dapat dilakukan melalui 

penginduksian respons pertahanan tanaman (Bahsan 1997; Spencera et al. 2003), 

yaitu upaya peningkatan sistem pertahanan yang ada pada tanaman untuk 

mengatasi patogen.   

Bentuk-bentuk respons pertahanan terinduksi pada tanaman dapat berupa 

sintesis Reactive Oxygen Intermediate (ROI) atau oxidative burst, sintesis nitric 

oxide (NO), induksi Hypersensitive Response (HR), produksi senyawa 

antimikroba fitoaleksin, akitivasi mitogen-activated protein kinase (MAPK), 
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aktivasi pathogenesis-related protein (PR), induksi gen-gen terkait pertahanan 

tanaman, dan juga deposisi callose (Strange 2003; Agrios 2005; Buonaurio 2008).  

Induksi deposisi callose merupakan salah satu respons pertahanan yang 

efektif karena dapat terinduksi dalam waktu relatif cepat pada sel-sel yang 

terserang patogen.  Deposisi callose tersebut berfungsi menghambat penetrasi 

patogen pada sel tanaman (Nishimura et al. 2003) dan dapat pula menjadi matriks 

atau tempat terdepositnya berbagai senyawa antimikroba, sebelum disalurkan 

pada sel-sel yang terinfeksi.  Callose adalah senyawa homopolimer linear 

polisakarida yang terbangun atas rantai β-1,3-glukan dan secara alami dapat 

ditemukan di berbagai tempat pada tanaman tingkat tinggi, contohnya pada 

pembuluh floem, polen dan plasmodesmata (Flors et al. 2005; Chen & Kim 2009; 

Luna et al. 2011).  Callose merupakan komponen penting pada tanaman, karena 

ikut berperan dalam berbagai proses pertumbuhan dan perkembangan serta terkait 

dengan respons terhadap tekanan biotik dan abiotik (Chen & Kim 2009).     

Penginduksian respons pertahanan tanaman diawali dengan tahap 

pengenalan patogen atau molekul patogen, yang disebut dengan 

Pathogen/Microbe-Associated Molecular Patterns (PAMPs/MAMPs), oleh 

reseptor pada sel tanaman (Zipfel 2008; Zipfel 2009).  Molekul PAMP/MAMP 

yang sudah diketahui antara lain flagelin, Elongation factor-Tu (EF-Tu), harpin, 

peptidoglikan dan lipopolisakarida (Livaja et al. 2008; Gimenez-Ibanez & Rathjen 

2010).  Molekul PAMP/MAMP  yang dilaporkan dapat menginduksi deposisi 

callose adalah flagelin pada tanaman Arabidopsis thaliana (Millet et al. 2010; 

Luna et al. 2011) dan tanaman Nicotiana benthamiana (Hann & Rathzen 2007).  

Selain itu, deposisi callose dapat terinduksi oleh kitin, peptidoglikan (Millet et al. 

2010), dan chitosan (Luna et al. 2011) pada tanaman Arabidopsis thaliana.  Akan 

tetapi, belum ada data mengenai kemampuan molekul lipopolisakarida (LPS) 

dalam menginduksi deposisi callose pada tanaman tembakau (Nicotiana 

tabacum).  Tembakau merupakan tanaman yang banyak digunakan sebagai 

tanaman  model dalam penelitian interaksi tanaman dengan patogen, selain 

Arabidopsis thaliana (Lancioni 2008).   
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Lipopolisakarida (LPS) merupakan komponen utama membran luar 

bakteri Gram negatif yang dapat menjadi target pengenalan oleh sel-sel tanaman 

(Erbs & Newman 2003).  Struktur LPS terdiri atas tiga bagian utama, yaitu lipid 

A, inti oligosakarida dan rantai polisakarida dengan unit berulang oligosakarida 

yang disebut rantai-O spesifik (O-antigen).  Lipid A merupakan bagian terdalam 

dari struktur LPS yang melekatkan LPS pada membran.  Lipid A terhubung 

dengan bagian inti oligosakarida, yang dihubungkan oleh gula 3-deoxy-D-manno-

2-octulosonate (KDO).  Bagian inti oligosakarida terdiri dari rangkaian gula yang 

pendek dan diakhiri oleh bagian terluar LPS, yaitu O-antigen.  O-antigen pada 

LPS berperan penting pada interaksi awal antara bakteri dan sel tanaman (Sigee 

1993; Dow et al. 2000; Newman et al. 2001; Erbs & Newman 2003).  LPS    

berfungsi sebagai pelindung dan penghalang impermeabel bagi masuknya 

komponen berbahaya ke dalam sel bakteri (Newman et al. 2001).   

Hasil-hasil penelitian menunjukkan LPS mampu menginduksi respons 

pertahanan tanaman tembakau berupa oxidative burst (peningkatan H2O2) (Meyer 

et al. 2001; Gerber et al. 2004), influx ion Ca
2+

 yang cepat (Gerber et al. 2004), 

dan aktivasi protein kinase (Mitogen activated protein kinase - MAPK) (Piater et 

al. 2004).  Akan tetapi, belum ada data mengenai kemapuan LPS dalam 

menginduksi respons pertahanan berupa deposisi callose, sehingga dilakukan 

penelitian yang bertujuan untuk mengetahui dan membandingkan kemampuan 

LPS dari bakteri fitopatogen Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan 

Pseudomonas syringae pv. glycinea (Pgl) dalam menginduksi deposisi callose 

pada tanaman tembakau.   

 

2.  METODE PENELITIAN 

 

A. Waktu dan Lokasi Penelitian  

 

Penelitian dilakukan selama 6 bulan (Oktober 2010--Maret 2011) di 

Laboratorium Penyakit Tanaman dan Rekayasa Genetik Fakultas Pertanian, 

Universitas Okayama (Jepang). 
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B.  Bahan dan Cara kerja 

  

B.1  Tanaman  

 
Sampel yang digunakan adalah daun tanaman tembakau (Nicotiana 

tabacum L. cv. Xanthi).  Tanaman tersebut berasal dari biji yang ditumbuhkan 

pada media vermiculite di ruang tanam bersuhu 26 ºC, selama kurang lebih 6 

minggu.   

 

B.2  Ekstraksi lipopolisakarida (LPS) 

 

 Ekstraksi LPS bakteri bakteri Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan 

Pseudomonas syringae pv. glycinea (Pgl) dilakukan menggunakan LPS kit 

extraction [INTRON].  Bakteri yang telah ditumbuhkan selama 24 jam pada 

medium KB (King’s B medium) cair dipindahkan ke dalam ependorf, lalu 

disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm, pada suhu ruang, selama 30--60 detik 

untuk memisahkan bakteri dengan medium.  Pelet yang didapat kemudian 

ditambahkan 1 ml larutan lysis buffer, lalu divortex.  Setelah itu, ditambahkan 200 

µl kloroform, divortex, dan disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm, pada 

suhu 4 C̊, selama 10 menit.  Selanjutnya, sebanyak 400 µl supernatan dipindahkan 

pada ependorf baru,  ditambahkan 800 µl larutan buffer purifikasi, divortex, dan 

diinkubasi selama 10 menit pada suhu -20 C̊.  Setelah inkubasi, larutan 

disentrifugasi kembali dengan kecepatan 13000 rpm, pada suhu 4 C̊, selama 15 

menit.  Pelet yang didapat adalah LPS.  Tahap berikutnya, pelet dicuci 

menggunakan 1 ml EtOH 70% dingin, kemudian ependorf dibolak-balik 

menggunakan tangan atau divortex agar larutan tercampur dengan pelet.  

Selanjutnya, larutan disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm, pada suhu 4 C̊, 

selama 3 menit dan supernatan dibuang.  Pelet yang didapat dikeringkan pada 

suhu ruang.  Setelah cukup kering, pelet ditambahkan 70 µl H2O dan divortex 

sampai pelet larut.  Pelarutan LPS, selain dilakukan dengan H2O juga dapat 
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dilakukan dengan larutan 10mM Tris-HCl buffer (pH 8) untuk penyimpanan LPS 

dalam waktu yang lama.    

Hasil ektraksi LPS selanjutnya dianalisis dengan metode SDS-PAGE 

(Sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel electrophoresis) 15%.  Sebanyak 10 

µl sampel LPS dicampurkan dengan 2 µl sampel loading buffer.  Sampel 

dimasukkan kedalam tiap sumur pada gel dan dielektroforesis pada voltase 10 mA 

selama kurang lebih 30 menit saat sampel berada pada stacking gel, dan 

dielektroforesis pada voltase 20 mA selama kurang lebih 90 menit saat sampel 

berada pada running gel.  Setelah proses elektroforesis selesai, gel diwarnai 

dengan pewarnaan perak.   

 

B.3  Infiltrasi LPS bakteri pada daun tembakau dan variasi perlakuan 

 

 Daun tembakau diinfiltrasi dengan 400 µg/ml dan 800 µg/ml LPS bakteri 

Pta dan Pgl.  Infiltrasi LPS dilakukan menggunakan alat suntik tanpa jarum, 

sampai seluruh bagian daun tampak terisi oleh LPS.  Kemudian daun diinkubasi 

dengan dua waktu inkubasi yang berbeda, masing-masing 24 jam dan 48 jam, di 

ruang inkubasi dengan suhu 26 C̊.  Berikut adalah bagan variasi perlakuan yang 

digunakan dalam penelitian. 

Inkubasi 24 jam Inkubasi 48 jam 

H2O 
400 µg/ml 

LPS 

800 µg/ml 

LPS H2O 
400 µg/ml 

LPS 

800 µg/ml 

LPS 

Pta Pgl  Pta Pgl Pta Pgl  Pta Pgl 

  

 Sebagai perlakuan kontrol, daun diinfiltrasi dengan dH2O.  Perlakuan 

dengan dH2O tersebut dianggap sebagai kontrol negatif karena diharapkan daun 

yang diinduksi oleh dH2O tidak akan memberikan respons pertahanan. 

 

B.4  Deteksi deposisi callose  

 

Tahapan kerja untuk mendeteksi deposisi callose dilakukan berdasarkan 

Adam & Somerville (1996).  Klorofil daun diluruhkan dengan cara direndam 
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dalam tabung berisi larutan laktofenol (fenol : gliserol : asam laktat : dH2O = 1 : 1 

: 1 : 1) yang telah diencerkan sebanyak 2 kali volume dengan alkohol 50%.   Daun 

dinkubasi selama 15 menit dalam suhu ruang dan dilanjutkan inkubasi pada alat 

pemanas dengan suhu 65 C̊ selama 30 menit.  Pemanasan yang dilakukan 

bertujuan untuk mempercepat peluruhan klorofil.  Setelah itu, larutan laktofenol 

diganti dengan larutan laktofenol baru, lalu tabung diinkubasi kembali dalam 

pemanas 65 C̊.  Tahap tersebut dapat diulang sampai klorofil dalam daun benar-

benar luruh.  Apabila klorofil daun belum luruh, inkubasi dapat dilakukan selama 

berjam-jam, sampai 24 jam bahkan lebih, pada suhu ruang.   

Setelah klorofil luruh (daun tampak transparan), daun direndam dalam 

alkohol 50% selama 15 menit, kemudian direndam dalam dH2O steril selama 15 

menit.  Selanjutnya adalah tahap pewarnaan.  Daun direndam dalam larutan 

0.01% aniline blue yang telah dilarutkan dalam 150 mM K2HPO4 (pH 9,5) selama 

30 menit.  Setelah diwarnai, daun diletakkan pada kaca objek, ditetesi dengan 

beberapa tetes larutan gliserol 50%, kemudian ditutup dengan kaca penutup.  

Pengamatan deposisi callose pada daun dilakukan menggunakan mikroskop 

fluoresensi.  Deposisi callose akan tampak seperti titik-titik yang berpendar 

berwarna hijau.   

 

C. Analisis data  

 

 Foto deposisi callose pada setiap perlakuan diamati secara kualitatif dan 

kuantitatif.  Secara kualitatif, deposisi callose akan terlihat berpendar warna hijau.  

Selanjutnya, deposisi callose tersebut dikuantifikasi dengan  bantuan software 

photoshop CS 5.  Luas area deposisi callose diseleksi menggunakan “magic 

wand” tool dan hasil pengukuran jumlah piksel, yang merepresentasikan luas area 

deposisi callose, akan tampak pada “record measurements” tool (Luna et al. 

2011) (Lampiran 1).   

Data luas area callose pada daun disetiap perlakuan dianalisis 

menggunakan uji statistik, berupa uji normalitas (kolmogorov-smirnov test), uji 

homogenitas (ANOVA, Duncan) dan Uji Korelasi antar variabel (Pearson 

Induksi respon..., Pipit Marianingsih, FMIPAUI, 2012



16 

 

 

Universitas Indonesia 

 

product moment).  Uji-uji statistik tersebut dilakukan menggunakan software 

SPSS 16. 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

A. Analisis profil lipopolisakarida (LPS) bakteri  

 

Lipopolisakarida (LPS) diekstraksi dari dua bakteri fitopatogen 

Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan Pseudomonas syringae pv. glycinea 

(Pgl) menggunakan Intron extraction kit.  Visualisasi hasil ekstraksi LPS bakteri 

Pta dan Pgl menggunakan metode SDS PAGE (Sodium Dodecylsulphate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis) menunjukkan intensitas pita yang berbeda.  

Profil pita-pita LPS Pta tampak lebih jelas dibandingkan LPS Pgl (Gambar I.1a).     

LPS yang diekstraksi dari bakteri Pta memperlihatkan adanya pita-pita yang 

terdiri dari tiga kelompok, yaitu pita berbobot molekul rendah (21 kd), sedang (50 

kd), dan tinggi (lebih dari 100 kd).  Analisis kimiawi terhadap komponen 

penyusun LPS Pta tersebut tidak dilakukan karena jumlah LPS yang didapat 

sangat sedikit (tidak mencukupi).  Akan tetapi, kelompok pita bermolekul tinggi 

(dengan ukuran lebih dari 100 kd) yang tampak pada LPS Pta hasil ekstraksi 

serupa dengan profil pita LPS Pta yang diekstraksi oleh Institut Tsukuba (Gambar 

I.1b).  Pita tersebut terdiri dari unit berulang yang diasumsikan sebagai struktur O-

antigen LPS.  Erbs & Newman (2003) menyatakan struktur O-antigen LPS 

merupakan unit berulang yang terdiri dari rantai oligosakarida.   

Hasil visualisasi ekstraksi LPS bakteri Pta menunjukkan bahwa LPS 

berhasil diisolasi, tetapi jumlahnya sedikit sehingga tidak bisa digunakan untuk 

penelitian lebih lanjut.  Sementara itu, LPS bakteri Pgl tidak berhasil diekstraksi 

dengan baik (Gambar I.1a).  Oleh karena itu, LPS yang digunakan untuk 

menginduksi deposisi callose pada tanaman tembakau adalah LPS hasil ekstraksi 

dari Institut Tsukuba yang telah terbukti memiliki kualitas LPS yang baik serta 

memiliki kuantitas yang cukup.   
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B. Deteksi deposisi callose pada daun tembakau 

 

Deteksi respons pertahanan berupa deposisi callose pada tanaman 

tembakau, yang diinfiltrasi oleh LPS bakteri Pta dan Pgl, menggunakan daun yang 

masih muda (berumur kurang lebih 6 minggu) (Gambar I.2b).  Penggunaan daun 

muda untuk deteksi deposisi callose didasarkan pada hasil penelitian pendahuluan 

yang menunjukkan peluruhan kandungan klorofil pada daun muda lebih mudah 

dibandingkan pada daun tua.  Tahap peluruhan klorofil untuk deteksi deposisi 

callose merupakan tahap yang cukup penting karena keberadaan klorofil dapat 

menghalangi hasil perpendaran deposisi callose yang diamati menggunakan 

mikroskop fluoresensi. 

Peluruhan klorofil yang lebih sulit pada daun dewasa dikarenakan 

kandungan klorofil pada daun dewasa jauh lebih banyak dibandingkan daun 

muda.  Menurut Taiz & Zeger (2002) klorofil merupakan komponen utama 

Gambar I.1   Visualisasi hasil elektroforesis LPS bakteri Pseudomonas syringae 

pv. tabaci (Pta) dan Pseudomonas syringae pv. glycinea (Pgl).  

(a).  LPS hasil ekstraksi pada penelitian ini; (b). LPS hasil ekstraksi 

dari Institut Tsukuba  

(a) (b) 

• Preparasi :  

 LPS extraction kit 

(Intron 

Biotechnology, 

Seongnam, Korea) 

 

• Sampel :  
5 µg LPS 

 

• Separasi :  
 15% gel akrilamid 

 

• Pewarnaan : 

O
-a

n
ti

g
en

  

Pta Pgl 

M    10µl 1µl  10µl  1µl 

20 kd 

25 kd 

50 kd 

75 kd 

150 kd 

100 kd 

Pta          Pgl  
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fotosintesis dan laju fotosintesis akan meningkat seiring dengan pertumbuhan 

daun.   Dengan kata lain, kandungan klorofil juga akan meningkat seiring dengan 

pertumbuhan daun.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lipopolisakarida (LPS) bakteri Pta dan Pgl yang diinfiltrasi pada daun 

tembakau adalah LPS dengan konsentrasi 400 µg/ml dan 800 µg/ml.  

Pengggunaan dua konsentrasi tersebut didasarkan pada hasil penelitian 

pendahuluan.  Penggunaan  LPS bakteri Pta dan Pgl sebanyak 200 µg/ml pada 

daun tembakau tidak memperlihatkan adanya induksi callose yang signifikan.  

Kemudian dilakukan penambahan konsentrasi LPS menjadi dua kali lipat (400 

µg/ml).  Konsentrasi LPS sebesar 400 µg/ml ternyata mampu menginduksi 

deposisi callose secara signifikan pada daun tembakau, karena itu konsentrasi LPS 

400 µg/ml tersebut yang digunakan saat penelitian.  Selain itu, digunakan juga 

LPS dengan konsentrasi 800 µg/ml (dua kali konsentrasi sebelumnya).  Hal 

tersebut dilakukan untuk mengamati pengaruh kenaikan konsentrasi LPS terhadap 

deposisi callose.  Selain faktor konsentrasi LPS, juga diamati pengaruh waktu 

inkubasi terhadap deposisi callose.  Daun tembakau diinkubasi dengan dua waktu 

yang berbeda, yaitu 24 jam dan 48 jam.    

 

 

 

 

Gambar I.2  Daun tembakau. (a). Daun dewasa; (b). Daun muda  

(a) (b) 

1 cm 1 cm 
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1. Analisis data kualitatif deposisi callose   

 

Deposisi callose pada daun tembakau yang telah diwarnai dengan aniline 

blue tampak berpendar warna hijau ketika diamati menggunakan mikroskop 

fluoresensi.  Casabuono et al. (2011)  menyatakan bahwa deposisi callose dapat 

dideteksi dengan pewarnaan aniline blue.  Ikatan 1,3 glikosida antara unit glukosa 

pada callose akan membentuk polimer yang tersusun heliks.  Polimer tersebut 

kemudian berikatan dengan aniline blue dan menghasilkan suatu kompleks yang 

berpendar warna kuning-kehijauan ketika terpapar oleh sinar UV (terfluoresensi).   

Hasil analisis terhadap data foto deposisi callose pada daun tembakau 

memperlihatkan bahwa tidak hanya callose hasil induksi LPS yang terwarnai 

hijau, tetapi juga callose yang terdapat pada papillae tampak berwarna hijau.  

Berdasarkan Flors et al. (2005) callose merupakan senyawa yang secara alami 

terdapat pada papillae.  Meskipun demikian, callose hasil induksi LPS tetap dapat 

dibedakan dari callose papillae, karena papillae pada daun tembakau tampak 

memiliki bentuk yang khas, yaitu memiliki struktur seperti tangkai dan kepala 

(berglandular) (Gambar I.3).  Menurut Evert (2006), papillae merupakan salah 

satu bentuk trikom yang memiliki struktur tertentu, dan pada daun tembakau 

struktur trikom tersebut ada yang berglandular (Gambar I.4) dan ada yang tidak.  

  

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

Gambar I.3   Pengamatan mikroskopik deposisi callose pada daun tembakau. 
 a = callose papilae; b = callose hasil induksi LPS bakteri 

 

tangkai  

kepala 

b 

a 
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 Intensitas deposisi callose, hasil induksi LPS bakteri dan juga H2O, dalam 

satu daun tampak tidak merata di semua bagian daun.  Pada satu daun, terdapat 

bagian-bagian yang terinduksi deposisi callose dengan sangat kuat, akan tetapi 

pada bagian lain deposisi callose terinduksi sangat sedikit (Gambar I.5).  

Fenomena tersebut teramati pada hampir semua daun di setiap perlakuan.  Hal 

tersebut mengindikasikan bahwa intensitas deposisi callose yang terinduksi pada 

daun tembakau sangat bergantung dari kondisi fisiologi sel-sel penyusun daun.  

Kondisi fisiologis yang dimaksud kemungkinan seperti perbedaan tingkat 

sensitivitas sel-sel tanaman dalam mengenali molekul patogen, yang tentu saja 

memengaruhi respons pertahanan yang terinduksi.  Selain itu, berdasarkan 

pengamatan pada beberapa daun, disepanjang permukaan daun, callose cenderung 

terdeposisi di sekitar pertulangan daun.  Seperti tampak pada Gambar I.5, callose 

cenderung terdeposisi di sekitar pertulangan daun, dan intensitasnya begitu tinggi 

di dekat ibu tulang daun.  Hal tersebut kemungkinan terkait dengan adanya 

pembuluh angkut di sepanjang tulang daun.  Pembuluh angkut, khususnya floem, 

berfungsi untuk menyalurkan hasil fotosintesis (Evert 2006).  Hasil fotosintesis 

berupa gula dapat menjadi bahan dasar sintesis callose.  Selain itu, hasil 

fotosintesis merupakan sumber nutrisi bagi patogen, sehingga patogen akan 

cenderung berkolonialisasi di sekitar pembuluh angkut (di dekat sumber nutrisi).  

Keberadaan patogen di sekitar pembuluh angkut tersebut tentu berimplikasi pada 

terbentuknya respons pertahanan tanaman, seperti deposisi callose, di sekitar 

pembuluh untuk menghambat pertumbuhan patogen.       

Gambar I.4   Trikom dengan kepala berglandular 

pada Nicotiana [Sumber: Evert 2006].  
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Berdasarkan pengamatan foto sampel-sampel daun tembakau yang diberi 

perlakuan LPS bakteri maupun H2O memperlihatkan adanya deposisi callose.  

Deposisi callose yang terbentuk hasil induksi LPS bakteri tampak lebih banyak 

dibandingkan deposisi callose yang diinduksi oleh H2O.  Hasil tersebut  

menunjukkan LPS dari bakteri yang digunakan saat penelitian (Pta dan Pgl), 

mampu menginduksi deposisi callose.  LPS bakteri Pgl mampu menginduksi 

deposisi callose yang lebih banyak dibandingkan LPS bakteri Pta.  Hasil tersebut 

terlihat pada semua perlakuan yang diberikan.  Perbedaan banyaknya callose, 

yang terinduksi oleh LPS Pta dan Pgl, tampak lebih jelas pada perlakuan 48 jam 

(Gambar I.7) dibandingkan 24 jam (Gambar I.6).   

 

 

 

Gambar I.5   Pengamatan mikroskopik intensitas deposisi callose dalam satu 

daun tembakau, yang diinduksi oleh LPS Pseudomonas syringae 

pv. glycinea (Pgl) dengan masa inkubasi selama 48 jam. 
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Gambar 1.6  Pengamatan mikroskopik kecenderungan penampakan deposisi 

callose pada daun tembakau yang diberi perlakuan LPS bakteri 

Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan Pseudomonas syringae 

pv. glycinea (Pgl) dengan masa inkubasi 24 jam.  

Masa inkubasi 24 jam 

H2O (kontrol) 

LPS Pta 400 µg/ml LPS Pgl 400 µg/ml 

LPS Pta 800 µg/ml LPS Pgl 800 µg/ml 
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Gambar 1.7   Pengamatan mikroskopik kecenderungan penampakan deposisi 

callose pada daun tembakau yang diberi perlakuan LPS bakteri 

Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan Pseudomonas syringae 

pv. glycinea (Pgl) dengan masa inkubasi 48 jam.  

Masa inkubasi 48 jam 

H2O (kontrol) 

LPS Pta 400 µg/ml LPS Pgl 400 µg/ml 

LPS Pta 800 µg/ml LPS Pgl 800 µg/ml 
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2. Analisis data kuantitatif deposisi callose   

 

2. 1  Total luas area deposisi callose pada daun tembakau  

 

Hasil penelitian yang tampak pada data kualitatif, berupa foto deposisi 

callose, dikuatkan oleh pengolahan data secara kuantitatif.  Kuantifikasi data 

callose didapat dengan cara mengukur total luas area deposisi callose dalam satu 

daun.  Secara umum, daun-daun tembakau yang diinduksi oleh LPS bakteri Pta 

dan Pgl menginduksi deposisi callose lebih banyak dibandingkan H2O pada daun 

tembakau.  Lebih lanjut, hasil penelitian menunjukkan LPS bakteri Pgl memiliki 

total luasan area deposisi callose yang lebih besar dibandingkan daun yang 

diinduksi oleh LPS Pta (Tabel I.1; Lampiran 2).  Untuk menunjang hasil tersebut 

maka selanjutnya dilakukan uji statistik terhadap data luas area deposisi callose 

yang diinduksi oleh LPS bakteri, dan juga untuk menganalisis pengaruh jenis LPS 

bakteri, konsentrasi LPS dan waktu inkubasi terhadap deposisi callose.   

Hasil uji normalitas terhadap data luas area deposisi callose menunjukkan 

data berdistribusi normal (lampiran 3).  Sementara itu, hasil uji homogenitas 

menunjukkan data dikategorikan tidak homogen (Sig. < 0,05) (Lampiran 4), yang 

berarti terdapat perbedaan pada setiap perlakuan terhadap luas area deposisi 

callose . 

 

 

 
Masa inkubasi 24 jam Masa inkubasi 48 jam 

Perlakuan 

/ ulangan H2O 

400 µg/ml 

LPS 

800 µg/ml 

LPS H2O 

400 µg/ml 

LPS 

800 µg/ml 

LPS 

 
Pta Pgl Pta Pgl Pta Pgl Pta Pgl 

1 11 120 108 109 237 61 99 337 693 987 

2 37 231 282 184 290 162 119 426 1194 3001 

3 69 244 294 418 771 583 184 2589 1260 3105 

4 413 311 313 571 1344 1325 187 3024 1328 3511 

5 
 

482 400 682 1826 
 

251 3439 14093 9194 

6 
 

753 3700 1132 1887 
 

1409 3842 
 

13501 

 

 

 
Ket: * Data total luas area callose per daun dalam satu perlakuan diurutkan dari yang terkecil 

sampai terbesar.  

 

Kelompok 

perlakuan I 

Kelompok 

perlakuan II 
Kelompok 

perlakuan III 

Kelompok 

perlakuan IV 

Tabel I.1  Total luas area deposisi callose (µm
2
) dalam satu daun tembakau di 

setiap perlakuan*  
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2.2     Pengaruh perlakuan jenis LPS bakteri, konsentrasi LPS dan waktu 

inkubasi terhadap luas area deposisi callose  

 

2.2.1   Pengaruh LPS bakteri (Pta dan Pgl) terhadap luas area deposisi callose  

 

Analisis statistik untuk mengetahui pengaruh perbedaan jenis LPS bakteri 

(Pta dan Pgl) serta H2O dalam menginduksi deposisi callose dilakukan 

menggunakan uji Duncan.  Uji dilakukan pada kelompok-kelompok perlakuan 

yang sama untuk memudahkan analisis.  Kelompok-kelompok perlakuan yang 

dibuat terdiri dari empat kelompok, yaitu kelompok perlakuan I (LPS 400 µg/ml 

dan inkubasi 24 jam), kelompok perlakuan II (LPS 800 µg/ml dan inkubasi 24 

jam), kelompok perlakuan III (LPS 400 µg/ml dan inkubasi 48 jam), dan 

kelompok perlakuan IV (LPS 400 µg/ml dan inkubasi 48 jam) (tabel I.1).  Hasil 

perhitungan uji Duncan terhadap kelompok-kelompok perlakuan tersebut 

ditampilkan dalam bentuk grafik dan tabel luas area deposisi callose hasil induksi 

LPS bakteri.   

Berdasarkan grafik uji Duncan, deposisi callose pada daun yang 

diinfiltrasi LPS bakteri (Pta dan Pgl) terinduksi lebih tinggi dibandingkan daun 

yang diinfiltrasi dengan H2O (Gambar I.8).  Hasil tersebut menunjukkan LPS 

bakteri Pta dan pgl mampu menginduksi deposisi callose pada daun tembakau.  

Terinduksinya respons pertahanan tanaman berupa deposisi callose pada daun 

tembakau mengindikasikan sel-sel tanaman tembakau mampu mengenali LPS 

bakteri Pta dan Pgl sebagai molekul MAMP.   
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(c).  Kelompok perlakuan III (konsentrasi 

LPS 400 µg/ml; waktu inkubasi 48 jam) 

(a).  Kelompok perlakuan I (konsentrasi 

LPS 400 µg/ml; waktu inkubasi 24 jam) 

Gambar I.8  Grafik hasil uji statistik Duncan mengenai pengaruh perbedaan 

jenis LPS bakteri (Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan 

Pseudomonas syringae pv. glycinea (Pgl)) dengan luas area deposisi 

callose pada daun tembakau di setiap kelompok perlakuan. 

(d).  Kelompok perlakuan IV (konsentrasi 

LPS 800 µg/ml; waktu inkubasi 48 jam) 

(b).  Kelompok perlakuan II (konsentrasi 

LPS 800 µg/ml; waktu inkubasi 24 jam) 

          H2O          LPS Pta       LPS Pgl  

Perlakuan 

          H2O          LPS Pta        LPS Pgl  

Perlakuan 

          H2O          LPS Pta        LPS Pgl  

Perlakuan 

          H2O          LPS Pta        LPS Pgl  

Perlakuan 
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Pengenalan tanaman terhadap molekul MAMP merupakan faktor penting 

dalam induksi respons pertahanan (Zeidler et al. 2004; Zipfel 2009).  Zeidler et al. 

(2004) mengungkapkan tiga proses yang mungkin terjadi pada mekanime  

pengenalan LPS pada tanaman, yaitu LPS berinteraksi dengan dinding sel 

tanaman, reseptor plasma membran atau protein pengikat (binding protein) di 

dalam sel.  Gross et al. (2005) menyatakan molekul LPS tidak mungkin berdifusi 

melalui membran plasma ke dalam sel karena LPS dikategorikan sebagai molekul 

berukuran besar (makromolekul).  Sementara itu, pengamatan yang dilakukan 

Graham et al. (1977) menunjukkan LPS yang diinfiltrasi pada daun tembakau 

akan terikat pada dinding sel mesofil tembakau.  Akan tetapi, mekanisme 

pengikatan dan jenis reseptor plasma membran yang bertanggung jawab 

mengenali LPS pada tembakau belum teridentifikasi.  

Pengenalan LPS oleh sel tanaman akan menghasilkan sinyal transduksi 

tertentu dan memengaruhi perubahan aktivitas seluler yang terkait dengan respons 

pertahanan dalam sel tanaman.  Penelitian Graham et al. (1977) menunjukkan 

bahwa LPS yang diinfiltrasi pada daun tembakau akan terikat pada dinding sel 

mesofil dan menginduksi perubahan ultrastruktural dari sel seperti pembentukan 

vesikula.  Campbell et al. (2008) menyatakan pembentukan vesikula dalam sel 

terkait dengan proses sekresi protein (enzim) ataupun trasnfer materi di dalam sel.  

Lebih lanjut, Gimenez-Ibanez & Rathzen (2010) menyatakan  pembentukan 

vesikula merupakan salah satu proses yang terlibat dalam menghambat atau 

menghentikan pertumbuhan patogen.  Peneltian Gerber et al. (2004) menunjukkan 

bahwa kultur suspensi sel tembakau yang diberi perlakuan LPS Burkholderia 

cepacia terindikasi mengalami peningkatan aliran (influx) Ca
2+

  intraselular.  

Zipfel (2008) menyatakan peningkatan Ca
2+ 

intraselular merupakan salah satu ciri 

respons pertahanan.  Ca
2+ 

merupakan salah satu second messenger penting pada 

Eukariot, yang terlibat pada proses transduksi sinyal melalui sistem membran 

dalam penginduksian respons pertahanan tanaman (Gimenez-Ibanez & Rathzen 

2010).   
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2.2.2   Pengaruh perbedaan jenis LPS bakteri (Pta dan Pgl) terhadap luas area 

deposisi callose  

 

Berdasarkan grafik uji Duncan juga tampak bahwa LPS bakteri Pgl 

menghasilkan luas area deposisi callose lebih tinggi dibandingkan LPS bakteri Pta 

(Gambar I.8), yang berarti LPS Pgl menginduksi respons pertahanan tanaman 

tembakau lebih kuat dibandingkan LPS Pta.  Perbedaan respons pertahanan 

tembakau yang diinduksi LPS bakteri Pta dan Pgl kemungkinan terkait dengan 

adanya perbedaan pengenalan sel-sel tembakau terhadap kedua LPS bakteri.  

Sanabria & Dubery (2006) menyatakan LPS dari setiap organisme memiliki 

struktur yang bervariasi (tidak homolog).  Hal tersebut menjadikan LPS sebagai 

target pengenalan pada sistem pertahanan organisme.  Struktur LPS terdiri dari 

tiga bagian utama, yaitu lipid A, inti oligosakarida dan rantai polisakarida dengan 

unit berulang yang disebut O-antigen (Agrios 2005).  Telah dilaporkan bahwa 

bagian-bagian dari LPS tersebut berperan aktif dalam penginduksian respons 

pertahanan tanaman. 

Struktur LPS bakteri Pta dan Pgl yang digunakan saat penelitian telah 

teridentifikasi dan dinyatakan memiliki perbedaan pada bagian O-antigen.  Bagian 

unit berulang O-antigen LPS Pta adalah [→3)-α-L-Rhap-(1→4)-β-L-Rhap-

(1→3)-α-D-Rhap-(1→]n, sedangkan struktur O-antigen LPS Pgl adalah [→3)-α-

D-Rhap-(1→2)-α-D-Rhap-(1→2)-α-D-Rhap-(1→3)-α-D-Rhap-(1→]n (Data dari 

Institut Tsukuba, belum dipublikasikan).  Perbedaan yang tampak dari bagian O-

antigen LPS kedua bakteri adalah O-antigen LPS Pta mengandung unit L-

rhamnosa dan D-rhamnosa, sedangkan O-antigen LPS Pgl hanya tersusun atas 

unit D-rhamnosa.  Hasil penelitian yang menunjukkan bahwa LPS Pgl 

menginduksi respons pertahanan tanaman tembakau lebih kuat dibandingkan LPS 

Pta diduga karena reseptor pada sel tembakau lebih mengenali LPS bakteri Pgl, 

dengan struktur O-antigen yang hanya tersusun atas unit D-rhamnosa sebagai 

molekul penginduksi respons pertahanan daripada LPS Pta yang memiliki struktur 

O-antigen terdiri atas unit L-rhamnosa dan D-rhamnosa.  
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Berdasarkan Koivistoinen (2008) struktur L-rhamnosa (L-6-deoxy-

mannose) merupakan gula deoksi yang banyak terdapat pada senyawa penyusun 

dinding sel tanaman, misalnya pada hemiselulosa dan pektin.  Lebih lanjut 

dinyatakan struktur L-rhamnosa lebih umum dijumpai di alam dibandingkan 

struktur D-rhamnosa sebagai sumber karbon.  Kondisi demikian dapat 

menyebabkan struktur D-rhamnosa lebih dikenali sebagai struktur yang asing bagi 

sel tanaman dibandingkan struktur L-rhamnosa.  Oleh karena itu, sel tanaman 

tembakau lebih mengenali LPS bakteri Pgl (O-antigen hanya tersusun atas unit D-

rhamnosa) sebagai molekul asing dibandingkan LPS Pta (O-antigen terdiri atas 

unit L-rhamnosa dan D-rhamnosa), sehingga LPS bakteri Pgl mampu 

menginduksi respons pertahanan tanaman tembakau lebih kuat dibandingkan LPS 

Pta.    

Peran penting struktur O-antigen LPS terhadap induksi respons pertahanan 

tanaman dibuktikan juga oleh penelitian van Loon et al. (1998) yang melaporkan  

bahwa mutan bakteri Pseudomonas fluorescens yang kehilangan struktur O-

antigen memberi pengaruh yang berbeda terhadap penginduksian ISR (Induced  

Systemis Resistance) dibandingkan P. fluorescens wild type.  Penelitian lain 

menunjukkan bahwa selain O-antigen, struktur LPS yang lain seperti lipid A dan 

inti oligosakarida juga diindikasikan berperan dalam proses pengenalan oleh 

reseptor tanaman.  Hasil penelitian Newman et al. (2000) menunjukkan lipid A 

yang masih terikat pada inti oligosakarida  LPS Xanthomonas campestis  adalah 

bagian yang menginduksi resistansi lokal (Localized Induced Resistance-LIR) 

pada tanaman cabai.  Akan tetapi, bagian lipid A ataupun inti oligosakarida LPS 

bakteri tersebut dalam keadaan terpisah tidak mampu menginduksi respons 

pertahanan.   

 

2.2.3   Pengaruh perbedaan konsentrasi LPS dan waktu inkubasi terhadap luas 

area deposisi callose yang diinduksi oleh LPS bakteri Pta dan Pgl  

 

Berdasarkan grafik uji Duncan, LPS bakteri Pgl cenderung menginduksi 

deposisi callose lebih tinggi dibandingkan LPS Pta (Gambar I.8).  Akan tetapi, 
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tabel hasil analisis uji Duncan untuk luas area deposisi callose yang diinduksi oleh 

LPS bakteri pada masing-masing kelompok perlakuan menunjukkan adanya 

perbedaan pengaruh perlakuan (konsentrasi dan waktu inkubasi) terhadap luas 

area deposisi callose yang diinduksi oleh bakteri Pta dan Pgl (Tabel I.2).   

Luas area deposisi callose pada daun dengan perlakuan LPS 400 µg/ml 

dan waktu inkubasi 24 jam (kelompok perlakuan 1) tidak menunjukkan perbedaan 

diantara kedua jenis LPS bakteri (Tabel I.2a), sedangkan pada perlakuan LPS 800 

µg/ml dan waktu inkubasi 24 jam (kelompok perlakuan 2) menunjukkan 

perbedaan (Tabel I.2b).  Hasil ini memperlihatkan bahwa pada perlakuan inkubasi 

24 jam, perbedaan baru terlihat pada konsentrasi LPS 800 µg/ml.   

Luas deposisi callose pada daun dengan perlakuan LPS 400 µg/ml dan 

waktu inkubasi 48 jam (kelompok perlakuan 3) menunjukkan perbedaan di antara 

kedua jenis LPS bakteri (Tabel I.2c), sedangkan pada perlakuan LPS 800 µg/ml 

dan waktu inkubasi 48 jam (kelompok perlakuan 4) tidak menunjukkan perbedaan 

(Tabel I.2d).  Hasil ini memperlihatkan bahwa pada perlakuan inkubasi 48 jam, 

perbedaan sudah terlihat pada konsentrasi LPS 400 µg/ml, namun konsentrasi 

LPS yang lebih tinggi tidak memengaruhi luas area callose.     

Berdasarkan data di atas dapat dinyatakan bahwa pada waktu inkubasi 

yang lebih pendek (24 jam), konsentrasi LPS berpengaruh terhadap perbedaan 

luas area callose yang diinduksi Pta dan Pgl, sedangkan pada waktu inkubasi yang 

lebih lama (48 jam), konsentrasi LPS tidak memengaruhi perbedaan luas area 

callose.  Tidak adanya pengaruh konsentrasi LPS terhadap luas area callose pada 

daun yang diinkubasi selama 48 jam dapat disebabkan oleh kondisi fisiologis 

daun yang sudah menurun.  Daun tembakau yang dijadikan sampel perlakuan 

adalah daun yang dipisahkan (terlepas) dari induknya, sehingga sulit bagi daun 

untuk menjaga kondisi daun tetap segar dalam waktu cukup lama.  Berdasarkan 

pengamatan visual terhadap daun-daun yang diinkubasi selama 48 jam, tampak 

pada beberapa daun sudah mengalami penurunan fitness (kesegaran) 

dibandingkan daun yang dinkubasi selama 24 jam (Gambar I.9).  Penurunan 

fitness daun tentu saja berpengaruh terhadap respons pertahanan yang dihasilkan 

tanaman.  Respons pertahanan tanaman berupa deposisi callose pada daun 
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tembakau yang diinkubasi 48 jam, diduga tidak hanya diinduksi oleh LPS bakteri, 

namun juga oleh kondisi daun itu sendiri.  Hasil ini juga tampak pada daun 

tembakau yang diinkubasi selama 48 jam yang hanya diinfiltrasi oleh H2O 

(perlakuan 3).  Daun dengan perlakuan H2O tersebut memberikan respons 

deposisi callose yang lebih tinggi dibandingkan LPS bakteri Pta, hal tersebut 

kemungkinan juga disebabkan oleh kondisi beberapa daun yang menurun.  Oleh 

karena itu, perlu penelitian lebih lanjut menggunakan sampel daun yang tidak 

dipisahkan dari tanaman induk, untuk mengetahui pengaruh LPS bakteri terhadap 

deposisi callose.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar I.9  Pengamatan visual terhadap kondisi kesegaran (fitness) 

daun tembakau yang diinfiltrasi oleh LPS bakteri dan 

diinkubasi selama 24 jam dan 48 jam.  

(a). Daun diinkubasi 24 jam (a). daun diinkubasi 48 jam 

1 cm 1 cm 
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 Perlakuan N Subset for 

alpha = 0.05 

 

 

 Perlakuan N Subset for alpha = 

0.05 

1*     1* 2* 

Dun-

cana 

H2O 24 jam 

Pta 400 24 jam 

Pgl 400 24 jam 

Sig. 

4 

6 

6 

132.5 

356.8 

849.5 

.238 

 Dun-

cana 

H2O 24 jam 

Pta 800 24 jam 

Pgl 800 24 jam 

Sig. 

4 

6 

6 

132.5 

516.0 

 

0.258 

 

516.0 

1.0592E3 
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Tabel  I. 2   Hasil perhitungan statistik uji Duncan mengenai pengaruh perbedaan  

jenis LPS bakteri (Pta dan Pgl) terhadap luas area deposisi callose 

pada daun tembakau di setiap kelompok perlakuan. 

(b).  Kelompok perlakuan II  
(LPS 800 µg/ml dan waktu inkubasi 24 jam) 

 

(a).  Kelompok perlakuan I   

(LPS 400 µg/ml dan waktu inkubasi 

24 jam) 

 

(d).  Kelompok perlakuan IV  
(LPS 800 µg/ml dan waktu inkubasi 

48 jam) 

 

(c).  Kelompok perlakuan III   

(LPS 400 µg/ml dan waktu inkubasi 48 jam) 

(e).  Tabel kesimpulan hasil uji Duncan pengaruh luas area deposisi callose yang 

diinduksi LPS bakteri Pta dan Pgl pada setiap kelompok perlakuan 

Ket: * data hasil perhitungan yang dikelompokkan menjadi satu kolom yang sama diartikan 

tidak ada perbedaan, sedangkan data hasil perhitungan yang didikelompokkan ke dalam 

dua kolom yang berbeda diartikan ada perbedaan antara luas area callose yang 

diinduksi LPS Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan Pseudomonas syringae pv. 

glycinea (Pgl). 
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2.2.4   Korelasi antara perlakuan (jenis LPS bakteri, konsentrasi LPS dan waktu 

inkubasi) terhadap deposisi callose  

 

Untuk mengetahui korelasi antara perlakuan yang digunakan saat 

penelitian,yaitu jenis LPS bakteri, konsentrasi LPS dan waktu inkubasi, maka 

dilakukan  uji Korelasi Pearson.  Berdasarkan perhitungan uji korelasi didapatkan 

hasil mengenai signifikansi korelasi antara luas area callose dengan macam-

macam perlakuan yang digunakan saat penelitian (Tabel I.3).  Pada tabel I.3 

tampak bahwa korelasi antara luas area callose dengan waktu inkubasi sangat 

signifikan (korelasi Pearson sebesar 0,349), korelasi luas area callose dengan jenis 

LPS bakteri cukup signifikan (korelasi Pearson sebesar 0,278), dan korelasi luas 

area callose dengan konsentrasi LPS tidak signifikan  (korelasi Pearson sebesar 

0,044).   Hasil tersebut menunjukkan bahwa waktu inkubasi adalah perlakuan 

yang paling berpengaruh terhadap besarnya luas area deposisi callose pada daun 

tembakau, diikuti oleh perbedaan jenis LPS bakteri (Pta atau Pgl), dan perlakuan 

konsentrasi LPS dinyatakan tidak berpengaruh secara signifikan.  

 

 

Correlations 

  Luas area 

callose 

lama 

inkubasi 

konsentrasi 

LPS 

Bakteri 

LPS 

Luas area callose Pearson Correlation 1 .349
**

 .044 .278
*
 

Sig. (2-tailed)  .009 .748 .040 

N 55 55 55 55 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).    

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).    

 

Waktu inkubasi sangat berpengaruh pada penginduksian deposisi callose 

pada daun tembakau.  Hasil tersebut dapat dipahami terkait dengan peran deposisi 

callose pada sistem pertahanan tanaman.  Deposisi callose merupakan salah satu 

respons pertahanan yang termasuk pertahanan tingkat awal (Erbs & Newman 

Tabel I.3   Analisis hasil uji statistik korelasi Pearson antara luas area callose 

dengan waktu inkubasi, konsentrasi LPS dan jenis LPS bakteri  
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2003) dan berfungsi untuk mencegah dan menghambat penetrasi patogen 

(Nishimura et al. 2003; Buonaurio 2008).  Hal tersebut berarti semakin lama 

patogen menginfeksi maka kemungkinan patogen akan berpenetrasi ke dalam 

tanaman lebih luas dan lebih dalam lagi.  Pada kondisi demikian, sebagai bentuk 

respons yang dapat menghambat penetrasi patogen, maka seiring waktu inkubasi, 

callose pun akan semakin banyak disintesis dan terdeposisi.  

  

4.  KESIMPULAN  

 

1. Lipopolisakarida (LPS) bakteri Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan 

Pseudomonas syringae pv. glycinea (Pgl) mampu menginduksi deposisi 

callose pada daun tembakau. 

2. Lipopolisakarida (LPS) bakteri Pgl menginduksi deposisi callose lebih 

banyak dibandingkan LPS dari bakteri pgl pada daun tembakau 

3. Luas area deposisi callose berkorelasi sangat signifikan dengan waktu 

inkubasi, dan berkorelasi cukup signifikan dengan jenis LPS bakteri, 

sedangkan konsentrasi LPS tidak memiliki korelasi yang signifikan terhadap 

luas area deposisi callose.  

4. Respons pertahanan pada sel-sel tanaman tembakau berupa deposisi callose 

bergantung pada faktor fisiologis sel 

 

5.  SARAN   

 

Perlu dilakukan penelitian mengenai induksi deposisi callose 

menggunakan sampel daun yang tidak dipisahkan dari tanaman induk untuk 

waktu inkubasi lebih dari 24 jam.  
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Lampiran 1. Kuantifikasi area deposisi callose menggunakan software photoshop 

CS 5  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto digital daun tembakau 

(Deposisi callose tampak berwarna hijau 

terang, hasil fluoresensi) 

Area deposisi callose diseleksi 

menggunakan “Magic Wand” tool pada 

Photoshop 

delete layer 

(menghilangkan area yang bukan deposisi 

callose) 

Pengukuran luas area deposisi callose menggunakan “Record measurements” tool pada 

Photohop 

Olah foto digital deposisi callose menggunakan software Photoshop CS 5 
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Lampiran 2.  Tabel total luas area deposisi callose pada setiap sampel daun 

tembakau yang diberi perlakuan LPS bakteri 

 

  

Masa inkubasi 24 jam Masa inkubasi 48 jam 

H2O 

400 µg/ml 

LPS 

800 µg/ml 

LPS  H2O 

400 µg/ml 

LPS 

800 µg/ml 

LPS 

Pta Pgl  Pta Pgl Pta Pgl  Pta Pgl 

Daun 1 3 46 191 86 89 77 43 79 339 298 

  1 24 39 51 215 33 61 81 232 4547 

  15 104 33 119 38 474 29 58 205 3232 

  18 17 20 133 98   51 178 54 327 

    41   182 21     29 326 176 

    32     249       104 112 

    47     60         134 

                    369 

                      

Σ 37 311 282 571 771 583 184 426 1260 9194 

                      

Daun 2 2 89 30 29 95 110 34 297 607 832 

  242 25 26 20 39 7 34 40 86 68 

  125 6 184 22 128 11 31     87 

  15   32 20 13 569         

  17   13 9 7 299         

  12   28 8 7 310         

            18         

                      

Σ 413 120 313 109 290 1325 99 337 693 987 

                      

Daun 3 1 319 574 376 91 37 65 788 486 2353 

  5 294 270 202 36 36 78 2018 779 115 

  5 69 191 155 28 7 98 37 12 41 

    17 371 312 44 38 375 97 8 563 

    18 738 43 37 18 778 75 23 22 

    36 496 45   10 6 9 16 13 

      565     16 8   4   

      229               

      266               

                      

Σ 11 753 3700 1132 237 162 1409 3024 1328 3105 

                      

Daun 4 14 69 33 103 158 11 26 1974 965 828 

  39 78 70 106 181 6 111 1252 106 1005 

  16 303 94 186 692 8 13 547 87 898 

    33 84 141 344 26 31 59 35 136 

      60 37 174 9 5 11   168 

      46 60 196         357 

      13 49 55         48 

          88         58 

                    13 

                      

Σ 69 482 400 682 1887 61 187 3842 1194 3511 
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Lanjutan lampiran 2 

  

  

Masa inkubasi 24 jam Masa inkubasi 48 jam 

H2O 

400 µg/ml 

LPS 

800 µg/ml 

LPS  H2O 

400 µg/ml 

LPS 

800 µg/ml 

LPS 

Pta Pgl  Pta Pgl Pta Pgl  Pta Pgl 

           
Daun 5   20 76 65 222   86 43 354 205 

    8 38 30 344   33 44 975 916 

    27 24 70 208     614 2551 1286 

    42 28 145 38     980 99 594 

    48 44 45 91     42 121   

    26 52 62 147     45 353   

    13 32   74     175 469   

    26     54     635 265   

    22     123     13 3264   

          17       2503   

          25       2538   

                  216   

                  316   

                  69   

                      

Σ   231 294 418 1344   119 2589 14093 3001 

                      

Daun 6   38 40 77 220   16 1324   927 

    107 23 43 644   37 252   641 

    17 22 63 487   198 437   714 

    29 12   58     105   869 

    32 12   142     146   1263 

    21     119     275   1277 

          87     417   519 

          45     105   2290 

          25     117   516 

                205   108 

                56   3108 

                    815 

                    81 

                    372 

                      

Σ   244 108 184 1826   251 3439   13501 
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Lampiran 3.  Tabel hasil uji normalistas data   

 

 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  
Luas area callose 

N 55 

Normal Parameters
a
 Mean 1584.0545 

Std. Deviation 2850.17468 

Most Extreme Differences Absolute .291 

Positive .288 

Negative -.291 

Kolmogorov-Smirnov Z 2.154 

Asymp. Sig. (2-tailed) .000 

a. Test distribution is Normal.  

 

 

 

 

 

 

Lampiran 4.  Tabel hasil uji homogenitas data menggunakan uji ANOVA   

 

 

Test of Homogeneity of Variances 

Luas area callose 
  

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

6.860 9 45 .000 
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ABSTRACT 

 

 A study on expression of defense-related genes (PAL, HIN 1 and HSR 

203J) was done to determine tobacco defense response induced by 

lipopolysaccharide (LPS).  LPS is a major component of outer membrane Gram 

negative bacteria, which can act as PAMP (Pathogen-Associated Molecular 

Patterns).  Recognition PAMP/MAMP by plant PRRs can induce defense 

response.  To investigate defense-related gene expression, tobacco leaves were 

infiltrated with 400 µg/ml extracted from Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) 

and Pseudomonas syringae pv. glycinea (Pgl), then incubated for 6 hr.  Analysis 

of defense-related genes expression were conducted by RT-PCR and visualized by 

electrophoresis on a 1.8% agarose gel.  The result showed LPS Pta and Pgl can 

induce expression of  HIN 1 gene in tobacco leaves, but can not induce the PAL 

and HSR 203J genes. The HIN 1 gene was highly expressed in tobacco leaves 

induced by LPS Pgl.  

  

 

Keywords: defense-related gene; PAL, HIN 1, HSR 203J; lipopolysaccharide; 

Pseudomonas syringae; tobacco 
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1. PENDAHULUAN 

 

Pseudomonas syringae merupakan bakteri Gram negatif yang 

menyebabkan penyakit pada banyak tanaman perkebunan (Dickinson 2003; 

Nomura et al. 2005), seperti pada tembakau dan kedelai.  Bakteri P. syringae pv. 

tabaci (Pta) merupakan penghasil tabtoxine yang menyebabkan penyakit wildfire, 

salah satu penyakit yang paling merusak pada perkebunan tembakau.  Sementara 

itu, P. syringae pv. glycinea (Pgl) merupakan penghasil fitotoksin coronatine 

yang menyebabkan penyakit bacterial blight pada kedelai (Sigee 1993).   

Penyakit pada tanaman dapat menyebabkan masalah, baik bagi manusia, 

hewan ataupun tanaman itu sendiri.  Tanaman berpenyakit dapat menjadi racun 

bagi manusia maupun hewan, serta dapat mengakibatkan berkurangnya kuantitas 

dan kualitas produksi dari tanaman tersebut (Agrios 2005), sehingga diperlukan 

upaya pengendalian terhadap patogen penyebab penyakit.  Salah satu pendekatan 

yang dilakukan untuk mengurangi penyakit pada tanaman adalah melalui 

penginduksian respons pertahanan tanaman (Bahsan 1997).  Bentuk respons 

pertahanan terinduksi pada tanaman antara lain deposisi callose, oxidative burst, 

produksi senyawa antimikroba fitoaleksin, aktivasi mitogen-activated protein 

kinase (MAPK), aktivasi pathogenesis-related protein (PR), induksi 

Hypersensitive Response (HR), dan induksi gen-gen terkait pertahanan tanaman 

(Strange 2003; Agrios 2005; Buonaurio 2008).   

Induksi gen-gen terkait pertahanan merupakan respons pertahanan yang 

banyak diteliti, karena merupakan respons pertahanan yang dikontrol oleh materi 

genetik (gen) (Agrios 2005).  Pendekatan genetik dan molekular dapat digunakan 

untuk mempelajari mekanisme sinyaling (sinyal transduksi) yang terlibat dalam 

penginduksian respons pertahanan tanaman (Chakravarthy et al. 2010).  

Gen-gen terkait pertahanan yang dapat terinduksi pada tanaman 

diantaranya adalah gen PAL, HIN 1, dan HSR 203J.  Gen PAL (Phenylalanine 

Ammonia-Lyase) merupakan gen pengkode enzim PAL, yang menjadi prekursor 

untuk jalur biosintesis fenilpropanoid.  Jalur biosintesis tersebut berperan dalam 

sintesis senyawa antimikroba fitoaleksin.  Enzim PAL juga diindikasikan terlibat 
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dalam biosintesis asam salisilat, yang dikenal sebagai hormon pertahanan tanaman 

(Durner et al. 1998).  Gen HIN 1 (Harpin-Induce) adalah gen yang terinduksi oleh 

molekul harpin, suatu protein yang disekresikan oleh bakteri patogen dan 

diketahui dapat menginduksi respons pertahanan tanaman (Takahashi et al. 2004).  

Adapun gen HSR 203J (Hypersensitive-related) adalah gen yang terkait dengan 

respons hipersensitif (HR), ditandai oleh peristiwa nekrosis di tempat terjadinya 

infeksi patogen.  Terjadinya HR dapat menghambat penyebaran dan infeksi 

mikroorganisme yang lebih luas (Pontier et al. 1994). 

Induksi respons pertahanan, termasuk ekspresi gen pertahanan, diawali 

dengan dengan tahap pengenalan patogen atau molekul patogen, yang disebut 

dengan Pathogen/Microbe-Associated Molecular Patterns (PAMPs/MAMPs), 

oleh reseptor pada sel tanaman (Zipfel 2008; Zipfel 2009).  Molekul 

PAMP/MAMP yang telah diketahui diantaranya adalah flagelin, Elongation 

factor-Tu (EF-Tu), harpin, peptidoglikan dan lipopolisakarida (Livaja et al. 2008; 

Gimenez-Ibanez & Rathjen 2010).   

Lipopolisakarida (LPS) merupakan komponen utama membran luar 

bakteri Gram negatif yang dapat menjadi target pengenalan oleh sel-sel tanaman 

dalam induksi respons pertahanan (Erbs & Newman 2003).  Struktur LPS terdiri 

atas tiga bagian utama, yaitu lipid A, inti oligosakarida dan rantai polisakarida 

dengan unit berulang oligosakarida yang disebut rantai-O spesifik (O-antigen) 

(Dow et al. 2000; Newman et al. 2001).    

Lipopolisakarida (LPS) dilaporkan dapat menginduksi ekspresi gen 

pertahanan pengkode protein PR (pathogenesis-relate) pada tanaman tembakau 

(Coventry & Dubery 2001); Arabidopsis (Zeidler et al. 2004), dan cabai 

(Newman et al. 2000).  Lebih lanjut, Berdasarkan Zeidler et al (2004) LPS 

dinyatakan dapat menginduksi sejumlah gen terkait stress atau gen pertahanan 

lainnya, seperti gen-gen pengkode kelompok protein glutation S-transferase, 

kelompok protein sitokrom P450, peroksidase, dan RuBisCO activase.  Akan 

tetapi, belum diketahui kemampuan LPS dalam menginduksi ekspresi gen 

pertahanan PAL, HIN 1, dan HSR 203J pada tanaman tembakau sebagai salah satu 

tanaman yang sering digunakan dalam penelitian interaksi patogen dan tanaman.  
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Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui dan 

membandingkan kemampuan LPS dari bakteri fitopatogen P. syringae pv. tabaci 

(Pta) dan P. syringae pv. glycinea (Pgl) dalam menginduksi ekspresi gen PAL, 

HIN 1, dan HSR 203J pada tanaman tembakau.   

 

2.  METODE PENELITIAN 

 

A. Waktu dan Lokasi Penelitian  

 

Penelitian dilakukan selama 6 bulan (Oktober 2010--Maret 2011) di 

Laboratorium Penyakit Tanaman dan Rekayasa Genetik Fakultas Pertanian 

Universitas Okayama (Jepang). 

 

B. Bahan dan Cara kerja 

 

B.1 Tanaman  

 

Sampel yang digunakan adalah daun tanaman tembakau (Nicotiana 

tabacum L. cv. Xanthi).  Tanaman tersebut berasal dari biji yang ditumbuhkan 

pada vermiculite di ruang tanam bersuhu 26 ºC, selama kurang lebih 12 minggu.   

 

B.2  Ekstraksi lipopolisakarida (LPS) 

 

  Ekstraksi LPS bakteri bakteri Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan 

Pseudomonas syringae pv. glycinea (Pgl) dilakukan menggunakan LPS kit 

extraction [INTRON].  Bakteri yang telah ditumbuhkan selama 24 jam pada 

medium KB (King’s B medium) cair dipindahkan ke dalam ependorf, lalu 

disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm, pada suhu ruang, selama 30--60 detik 

untuk memisahkan bakteri dengan medium.  Pelet yang didapat kemudian 

ditambahkan 1 ml larutan lysis buffer, lalu divortex.  Setelah itu, ditambahkan 200 

µl kloroform, divortex, dan disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm, pada 
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suhu 4 C̊, selama 10 menit.  Selanjutnya, sebanyak 400 µl supernatan dipindahkan 

pada ependorf baru,  ditambahkan 800 µl larutan buffer purifikasi, divortex, dan 

diinkubasi selama 10 menit pada suhu -20 C̊.  Setelah inkubasi, larutan 

disentrifugasi kembali dengan kecepatan 13000 rpm, pada suhu 4 C̊, selama 15 

menit.  Pelet yang didapat adalah LPS.  Tahap berikutnya, pelet dicuci 

menggunakan 1 ml EtOH 70% dingin, kemudian ependorf dibolak-balik 

menggunakan tangan atau divortex agar larutan tercampur dengan pelet.  

Selanjutnya, larutan disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm, pada suhu 4 C̊, 

selama 3 menit dan supernatan dibuang.  Pelet yang didapat dikeringkan pada 

suhu ruang.  Setelah cukup kering, pelet ditambahkan 70 µl H2O dan divortex 

sampai pelet larut.  Pelarutan LPS, selain dilakukan dengan H2O juga dapat 

dilakukan dengan larutan 10mM Tris-HCl buffer (pH 8) untuk penyimpanan LPS 

dalam waktu yang lama.    

Hasil ektraksi LPS selanjutnya dianalisis dengan metode SDS-PAGE 

(Sodium dodecylsulphaate polyacrylamide gel electrophoresis) 15%.  Sebanyak 

10 µl sampel LPS dicampurkan dengan 2 µl sampel loading buffer.  Sampel 

dimasukkan kedalam tiap sumur pada gel dan dielektroforesis pada voltase 10 mA 

selama kurang lebih 30 menit saat sampel berada pada stacking gel, dan 

dielektroforesis pada voltase 20 mA selama kurang lebih 90 menit saat sampel 

berada pada running gel.  Setelah proses elektroforesis selesai, gel diwarnai 

dengan pewarnaan perak.   

 

B.3 Infiltrasi LPS bakteri pada daun tembakau 

 

Daun tembakau diinfiltrasi dengan 400 µg/ml LPS bakteri, Pta dan Pgl.  

Infiltrasri LPS dilakukan menggunakan alat suntik tanpa jarum, sampai seluruh 

bagian daun tampak terisi oleh LPS, kemudian daun diinkubasi selama 6 jam pada 

suhu 26 ºC.  Setelah waktu inkubasi selesai, daun dibungkus dengan alumuniun 

foil dan direndam beberapa saat dalam nitrogen cair untuk menghentikan proses-

proses yang terjadi di daun.  Sebagai perlakuan kontrol, daun diinfiltrasi dengan 

dH2O.  Perlakuan dengan dH2O tersebut dianggap sebagai kontrol negatif karena 

Induksi respon..., Pipit Marianingsih, FMIPAUI, 2012



48 

 

 

Universitas Indonesia 

 

diharapkan daun yang diinduksi oleh dH2O tidak akan memberikan respons 

pertahanan. 

 

B.4 Isolasi RNA  

 

Isolasi RNA dari sampel daun tembakau dilakukan menggunakan Trizol 

reagen [Invitrogen].  Isolasi RNA terdiri dari lima tahap, yaitu homogenisasi, fase 

separasi, presipitasi RNA, pencucian RNA dan pelarutan kembali RNA.  Tahap 

homogenisasi, daun diletakkan dalam mortar, dihaluskan menggunakan pestel dan 

ditambahkan 1 ml Trizol reagent lalu dimasukkan dalam ependorf.  Selanjutnya 

adalah fase separasi.  Ependorf berisi sampel diinkubasi selama 5 menit, lalu 

ditambahkan 0.2 ml kloroform.  Selanjutnya, sampel diinkubasi selama 3 menit, 

disentrifugasi dengan kecepatan 11000 rpm, pada suhu 4 ̊C, selama 10 menit.  

Selanjutnya, lapisan teratas pada larutan dipindahkan ke ependorf baru dan 

ditambahkan larutan fenol : kloroform : isoamil alkohol (25 : 24 : 1) sebanyak 

volume yang sama dengan cairan lapisan atas yang dipindahkan ke dalam 

ependorf baru.  Semua larutan dicampur dengan cara divorteks, selanjutnya 

disentrifugasi dengan kecepatan 11000 rpm, pada suhu 4 ̊C, selama 15 menit.  

Lapisan teratas yang terbentuk diasumsikan mengandung RNA dan sudah terpisah 

dengan isi sel lainnya.  Tahap presipitasi RNA, larutan mengandung RNA 

ditambahkan 0,5 ml isopropil alkohol, kemudian divorteks.  Selanjutnya, 

diinkubasi selama 10 menit dan disentrifugasi dengan kecepatan 11000 rpm, pada 

suhu 4 ̊C, selama 10 menit.  Pelet yang terbentuk adalah RNA.  Tahapan 

selanjutnya adalah pencucian RNA.  Sebanyak 1 ml alkohol 70% dingin 

ditambahkan pada RNA, lalu divorteks dan disentrifugasi dengan kecepatan 7500 

rpm, pada suhu 4 ̊C, selama 5 menit.  Supernatan yang terbentuk dibuang dan 

hanya tersisa pelet.  Pada pelet dilakukan pengeringan dengan alat vakum selama 

5 menit.  Tahap terakhir adalah pelarutan kembali RNA.  RNA dilarutkan dalam 

50 ml dH2O yang sudah disterilisasi.   

Hasil isolasi RNA diukur kuantitas atau konsentrasinya menggunakan alat 

nanodrop spektrofotometer.  Sementara itu, kualitas RNA divisualisasikan dengan 
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teknik elektroforesis menggunakan gel agarosa 1,8% sebagai medium.  Sebanyak 

2 µg sampel RNA yang telah dilarutkan dengan 10 µl loading buffer (loading dye) 

dimasukkan dalam sumur gel agarosa.  Proses elektroforesis RNA dilakukan pada 

tegangan 50 volt selama 1--1.5 jam.  Kemudian, gel hasil elektroforesis direndam 

dalam etidium bromida selama 20 menit kemudian dibilas menggunakan dH2O 

selama 1--3 jam.  Pita-pita RNA yang terbentuk pada gel diamati dengan UV-

light.    

 

B.5 Reaksi transkripsi balik (Reverse Transcription Reaction-RT Reaction)  

 

Tahap reaksi transkripsi balik (Reverse Transcription Reaction-RT 

Reaction) dilakukan untuk mendapatkan cDNA.  Proses tersebut dilakukan dalam 

mesin Polymerase Chain Reaction (PCR) thermal cycler.  Dalam ependorf 

berukuran 200 µl, sebanyak 2 µg sampel RNA ditambahkan dengan 1 µl oligo 

(dT) mixture, kemudian ditambahkan dH2O sampai semua larutan berjumlah 18 

µl.  Selanjutnya, ependorf berisi sampel tersebut didenaturasi dengan suhu 70 C̊ 

selama 10 menit dalam mesin thermal cycler.  Sampel kemudian dikeluarkan dari 

mesin PCR untuk ditambahkan 9.25 µl larutan campuran antara 1 µl AMV RT 

XL, 6 µl RT buffer, 0,25 µl ribonuclease inhibitor dan 2 µl dNTP mixture.  Semua 

larutan yang sudah tercapur dalam ependorf, dimasukkan kembali dalam mesin 

thermal cycler  untuk selanjutnya mengalami proses annealing pada suhu 42 ̊C 

selama 1,5 jam dan diteruskan dengan proses polimerisasi pada suhu 72 C̊ selama 

10 menit.  Sampel cDNA yang sudah diperoleh, diencerkan sebanyak 5X 

menggunakan dH2O steril.  

    

B.6 Amplifikasi dan deteksi gen-gen terkait pertahanan tanaman  

 

Amplifikasi gen yang terkait pertahanan tanaman menggunakan 

Polymerase Chain Reaction (PCR) thermal cycler.  Reaksi PCR dilakukan pada 1 

µl cDNA sampel (hasil RT reaction yang sudah diencerkan 5X) yang dicampur 

dengan 10 µl Premix (2X), 2 µl Primer mixture dan 7 µl dH2O steril dalam 

Induksi respon..., Pipit Marianingsih, FMIPAUI, 2012



50 

 

 

Universitas Indonesia 

 

ependorf  200 µl.  Masing-masing sampel cDNA diperlakukan dengan tiga macam 

primer, yaitu primer untuk mendeteksi gen EF-1α (Elongation Factor 1 α, F : 5’-

TCACATCAACATTGTGGTCATTGGCC-3’; R: 5’-

TGGTAGCATCCATCTTGTTACAGCA-3) dan primer untuk mendeteksi gen-

gen terkait pertahanan tanaman tembakau yaitu gen PAL (Phenylalanine 

Ammonia-Lyase, F : 5’-CAAGATGTGAACTCCTTGGG-3’; R: 5’-

GCATCAGTGGGTAGTTGGCG-3’), gen HIN 1 (Harpin-Induce 1, F : 5’-

CTTGAGCCATGCCGGAATCC-3’; R: 5’-CTCCTTCGGAGATGTGAAGATC-

3’) serta gen HSR 203J (Hypersensitive-related, F : 5’-

AAGTATCCGGCTGGCTTAGA-3’; R: 5’-GACAATGATAGCTTTGGCCG-

3’). 

Gen EF-1α  merupakan gen yang digunakan sebagai gen  kontrol internal 

volume cDNA (Takahashi et al. 2004; Higashi et al. 2008).  Jika sampel-sampel 

menampakkan ekspresi gen EF-1α yang sama atau hampir sama, maka diartikan 

volume cDNA antar sampel adalah sama dan selanjutnya dapat digunakan untuk 

analisis perbandingan ekspresi gen pertahanan. Proses amplifikasi gen EF-1α juga 

dilakukan pada sampel kontrol negatif cDNA sebagai tahap konfirmasi kemurnian 

RNA hasil isolasi. 

 Proses amplifikasi dalam mesin PCR diawali dengan denaturasi awal pada 

suhu 95 ̊C selama 2 menit, kemudian dilanjutkan dengan siklus yang masing-

masing terdiri atas tiga tahap yaitu denaturasi pada suhu 95 C̊ selama 30 detik, 

pelekatan (annealing) pada suhu 58 ̊C selama 30 detik, dan elongasi pada suhu 

72 ̊C selama 30 detik, siklus tersebut dapat berlangsung sebanyak 25--35 siklus. 

Setelah siklus, dilanjutkan dengan elongasi akhir pada suhu 72 C̊ selama 3 menit.  

Produk PCR dapat disimpan pada suhu 12 ̊C atau 4 C̊.   

Produk PCR divisualisasikan dengan teknik elektroforesis menggunakan 

gel agarosa 1.8% yang dilarutkan dalam larutan TAE (Tris Base-Acetic acid-

EDTA).  sebanyak 10 µl sampel cDNA produk PCR dimasukkan dalam sumur.  

Proses elektroforesis dilakukan pada tegangan 100 volt selama 20--30 menit.  Gel 

hasil elektroforesis direndam dalam etidium bromida selama 20 menit kemudian 
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dibilas menggunakan dH2O selama 20 menit.  Pita-pita yang terbentuk pada gel 

diamati dengan UV-light.   

 

C. Analisis data 

 

Data ekspresi gen pertahanan PAL, HIN1 dan HSR 203J akan dianalisis 

secara kualitatif dengan cara membandingkan pita-pita  hasil visualisasi dengan 

elektroforesis dari setiap sampel.  

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

A. Hasil ekstraksi lipopolisakarida (LPS) bakteri   

 

Lipopolisakarida (LPS) diekstraksi dari dua bakteri fitopatogen 

Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan Pseudomonas syringae pv. glycinea 

(Pgl) menggunakan Intron extraction kit.  Berdasarkan visualisasi LPS bakteri 

menggunakan metode SDS PAGE (Sodium Dodecylsulphate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) menunjukkan kualitas LPS Pta yang didapat lebih baik 

dibandingkan LPS pgl (GAmbar II.1a).  Akan tetapi, jumlah LPS yang terekstrak 

dari kedua bakteri tersebut sangat sedikit sehingga tidak dapat digunakan untuk 

penelitian lebih lanjut.  Oleh karena itu, LPS yang digunakan saat penelitian untuk 

menginduksi ekpresi gen pertahanan PAL, HIN 1 dan HSR 203J pada tanaman 

tembakau adalah LPS hasil ekstraksi dari Institut Tsukuba yang telah terbukti 

memiliki kualitas LPS yang baik serta memiliki kuantitas yang cukup (Gambar 

II.1b).   
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B. Hasil isolasi RNA dan ekspresi gen EF-1αααα   

 

Pengamatan ekspresi gen terkait pertahanan PAL (Phenylalanine 

Ammonia-Lyase), HIN 1(Harpin-Induce), dan HSR 203J (Hypersensitive-related)  

pada daun tembakau yang diinduksi oleh LPS bakteri Pta dan Pgl dilakukan 

menggunakan reaksi transkripsi balik (Reverse Transcription Reaction-RT 

Reaction).   RNA diisolasi dari satu sampel daun tembakau yang telah diinfiltrasi 

dengan 400 µg/ml LPS bakteri dan diinkubasi selama 6 jam.  RNA kemudian 

melalui trasnskripsi balik  untuk mendapatkan cDNA, yang selanjutnya digunakan 

untuk proses amplifikasi gen-gen pertahanan.   

Pengamatan ekspresi gen pertahanan PAL, HIN 1 dan HSR 203J pada 

sampel daun tembakau didahului dengan pengamatan ekspresi gen EF-1α.  Gen 

EF-1α (Elongation factor) merupakan gen yang digunakan sebagai kontrol 

internal volume cDNA (Takahashi et al. 2004; Higashi et al. 2008).  Hasil 

(a) (b) 

• Preparasi :  
 LPS extraction kit 

(Intron 

Biotechnology, 

Seongnam, Korea) 

 

• Sampel :  
5 µg LPS 

 

• Separasi :  
 15% gel akrilamid 

 

• Pewarnaan : 

O
-a

n
ti

g
e
n
  

Pta Pgl 

M    10µl 1µl  10µl  1µl 

20 kd 

25 kd 

50 kd 

75 kd 

150 kd 

100 kd 

Pta          Pgl  

Gambar II.1  Visualisasi hasil elektroforesis LPS bakteri Pseudomonas syringae 

pv. tabaci (Pta) dan Pseudomonas syringae pv. glycinea (Pgl).  

(a). LPS hasil ekstraksi pada penelitian ini; (b). LPS hasil ekstraksi 

dari Institut Tsukuba  
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pengamatan ekspresi gen EF-1α pada setiap sampel daun tembakau menunjukkan 

sampel-sampel memiliki besaran (intensitas) pita yang tidak sama (Gambar II.1b). 

RNA hasil isolasi dari daun tembakau telah melalui pengukuran konsentrasi 

menggunakan alat nanodrop spektrofotometer, kemudian dari RNA tersebut 

dilakukan penyesuaian volum untuk setiap 2 µg RNA sampel yang digunakan 

untuk proses transkripsi balik.  Sebanyak 1 µl volume dari cDNA yang telah 

diencerkan 5 kali, digunakan untuk proses amplifikasi gen EF-1α.  Hasil 

penelitian yang menunjukkan perbedaan ekspresi gen EF-1α pada sampel 

mengindikasikan bahwa penyesuaian volume RNA untuk proses transkripsi balik 

tidak selalu akurat.  Oleh karena itu, untuk mengetahui sampel-sampel yang 

memiliki konsentrasi cDNA yang sama, maka cara yang lebih baik adalah dengan 

pengamatan ekspresi gen menggunakan metode elektroforesis.   

Sampel-sampel dengan ekspresi gen EF-1α yang sama dianggap memiliki 

konsentrasi cDNA yang sama.  Berdasarkan hasil penelitian, sampel-sampel yang 

dianggap memiliki ekspresi gen EF-1α yang hampir sama adalah sampel nomor 2 

(perlakuan H2O), sampel nomor 4 (perlakuan LPS Pta), dan sampel nomor 5 

(perlakuan LPS Pgl) (Gambar II.2).  Ketiga sampel tersebut dianggap memiliki 

konsentrasi cDNA yang sama dan selanjutnya digunakan untuk analisis 

perbandingan ekpresi gen-gen terkait pertahanan.   

 

 

 

 

 

      

   

 

 

 

 

 

Total RNA 

sampel  H2O  H2O   Pta   Pta    Pgl    Pgl    Pgl 

Gen kontrol (EF-1α) 

a. 

b. 

Gambar II.2  Ekspresi RNA dan gen EF-1α pada daun tembakau yang 

diinfiltrasi oleh LPS 400 µg/ml LPS bakteri Pseudomonas 

syringae pv. tabaci (Pta) dan Pseudomonas syringae pv. 

glycinea (Pgl) dan diinkubasi selama 6 jam.  
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Proses amplifikasi gen EF-1α juga dilakukan pada sampel kontrol negatif 

cDNA sebagai tahap konfirmasi kemurnian RNA hasil isolasi.  Hasil pengamatan 

ekspresi gen EF-1α pada setiap sampel kontrol negatif cDNA memperlihatkan 

tidak ada pita yang terbentuk (Gambar II.3), yang berarti tidak ada kontaminasi 

DNA pada sampel RNA daun tembakau.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. Ekspresi gen-gen terkait pertahanan (PAL, HIN 1 dan HSR 203J)  

 

C.1 Ekspresi gen PAL (Phenylalanine Ammonia-Lyase) 

 

Hasil visualisasi ekspresi gen PAL pada sampel yang diberi perlakuan 

H2O, LPS bakteri Pta dan Pgl menunjukkan bahwa gen PAL terekspresi pada 

ketiga perlakuan dengan ekspresi yang sama (Gambar II.4c).  Hal tersebut 

mengindikasikan bahwa ekspresi gen PAL belum tentu dipicu oleh LPS bakteri, 

karena daun yang diperlakukan dengan H2O juga mengekspresikan gen PAL.  

Dapat dikatakan ekpresi gen PAL lebih dipicu oleh adanya faktor cekaman 

(perlukaan dan tekanan) akibat proses infiltrasi.  Proses infiltrasi dilakukan untuk 

memasukan H2O dan LPS bakteri ke dalam daun dengan cara melukai daun pada 

satu titik menggunakan ujung jarum kemudian dilakukan proses injeksi larutan 

perlakuan.  Tekanan saat injeksi dapat dianggap sebagai cekaman bagi daun, 

sehingga daun memberikan respons terhadap cekaman tersebut.  Durner et al. 

(1998) menyatakan gen PAL merupakan salah satu gen pertahanan yang mudah 

Gambar II.3  Ekspresi gen EF-1α dari sampel kontrol positif dan 

negatif cDNA daun tembakau yang diinfiltrasi LPS 

bakteri Pta dan Pgl serta diinkubasi selama 6 jam.  

(+) 

(-) 

 H2O     Pta      Pgl  

EF-1α 
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terinduksi oleh berbagai stimulus, tidak hanya oleh patogen namun juga oleh 

tekanan oksidatif, cahaya ataupun perlukaan.   

Hasil-hasil penelitian menunjukkan bahwa pada banyak tanaman, gen PAL 

dapat terinduksi oleh perlukaan.  Perlukaan dilaporkan dapat menginduksi 

ekspresi gen PAL pada daun tembakau (Fukusawa-Akada et al. 1996), pada daun 

dan akar tanaman peterseli (Lois et al. 1989) serta pada daun selada (Saltveit et al. 

2002; Campos et al. 2004).  Hasil penelitian Campos et al. (2004) menunjukkan 

peningkatan ekspresi gen PAL pada tanaman selada terjadi  dalam waktu 6--12 

jam setelah adanya perlukaan.  Untuk meminimalisir pengaruh perlukaan pada 

pengamatan ekspresi gen PAL, metode yang lebih efektif adalah penggunaan 

sampel suspensi sel dibandingkan daun.  Durner et al. (1998) menyatakan bahwa 

ekspresi gen PAL terdeteksi lebih baik pada sampel suspensi sel dari pada daun, 

karena adanya proses sinkronisasi sel pada kultur dan juga pemberian perlakuan 

pada suspensi sel tidak melaui proses perlukaan untuk memasukkan zat perlakuan 

ke dalam sel.  

Gen PAL merupakan ge pertahanan yang dapat diinduksi oleh banyak 

stimulus, baik abiotik maupun biotik.  Ekspresi gen PAL pada tanaman peterseli 

(Petroselinum crispum) tidak hanya terinduksi oleh perlukaan tetapi juga oleh 

sinar UV (Lois et al. 1989).  Sementara itu, patogen yang dilaporkan dapat 

menginduksi ekspresi gen PAL adalah bakteri Pseudomonas syringae pv. 

maculicola dan Pseudomonas syringae pv. tomato pada tanaman Arabidopsis 

(Dong et al. 1991) dan oleh Fungi Phytophthora clandestine pada tanaman 

Trifolium subterraneum (Ma et al. 2010). 

    

C.2 Ekspresi gen HIN 1 (Harpin-induced) 

 

Daun tembakau yang diberi perlakuan H2O, LPS bakteri Pta dan Pgl, serta 

diinkubasi selama 6 jam, menunjukkan adanya ekspresi gen pertahanan HIN 1.  

Berdasarkan penampakan pita-pita hasil elektroforesis, sampel yang diberi 

perlakuan LPS bakteri (Pta dan Pgl) menghasilkan pita yang lebih besar 

dibandingkan sampel yang diberi perlakuan H2O (Gambar II.4d).  Hasil tersebut 
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mengindikasikan bahwa LPS bakteri Pta dan Pgl mampu menginduksi respons 

pertahanan, berupa ekspresi gen HIN 1, pada daun tembakau.  Gen HIN 1 

merupakan gen pertahanan yang diketahui terinduksi oleh harpin, suatu protein 

elisitor yang dikeluarkan bakteri (Takahashi et al. 2004).  Sanabria & Dubery 

(2006) menyatakan LPS dapat  menginduksi regulasi gen yang mengkode protein 

pengikat harpin (harpin-binding protein).  Terinduksinya harpin-binding protein 

diduga akan memicu ekspresi gen HIN 1 pada daun tembakau yang infiltrasi oleh 

LPS bakteri Pta dan Pgl.  Lebih lanjut, Sanabria & Dubery (2006) menyatakan 

induksi harpin-binding protein dapat berimplikasi peningkatan respons 

pertahanan sel-sel yang terserang patogen.   

Hasil penelitian yang dilakukan juga menunjukkan bahwa sampel daun 

tembakau yang diberi perlakuan LPS bakteri Pgl memiliki pita yang lebih besar 

dibandingkan daun yang diberi perlakuan LPS Pta, yang berarti LPS bakteri Pgl 

menginduksi ekspresi gen HIN 1 lebih kuat daripada LPS Pta.  Hal tersebut 

mengindikasikan bahwa LPS Pgl mampu menginduksi respons pertahanan yang 

lebih kuat dibandingkan LPS Pta pada daun tembakau.  LPS Pgl mampu 

menginduksi respons pertahanan tembakau lebih baik dibandingkan LPS Pta 

kemungkinan karena sel-sel daun tembakau lebih mengenali LPS Pgl sebagai 

molekul penginduksi respons pertahanan daripada LPS Pta.  Zipfel (2009) 

menyatakan tahap awal penginduksian respons pertahanan tanaman adalah proses 

pengenalan molekul penginduksi oleh reseptor sel-sel tanaman. 

Struktur LPS bakteri Pta dan Pgl yang digunakan saat penelitian telah 

teridentifikasi dan dinyatakan memiliki perbedaan pada bagian O-antigen.  O-

antigen LPS Pta mengandung unit L-rhamnosa dan D-rhamnosa, sedangkan O-

antigen LPS Pgl hanya tersusun atas unit D-rhamnosa.  Berdasarkan Koivistoinen 

(2008) struktur L-rhamnosa (L-6-deoxy-mannose) merupakan gula deoksi yang 

banyak terdapat pada senyawa penyusun dinding sel tanaman, misalnya pada 

hemiselulosa dan pektin.  Hal tersebut kemungkinan menyebabkan LPS Pta yang 

memiliki struktur L-rhamnosa pada O-antigennya tidak dikenali sebagai molekul 

asing, berbeda dengan LPS Pgl yang tidak memiliki struktur L-rhamnosa pada O-

antigennya sehingga lebih dikenali sebagai molekul asing oleh sel tembakau.  
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Pengenalan suatu molekul asing oleh sel tanaman dapat memicu terinduksinya 

respons pertahanan tanaman.  Oleh karena itu, LPS bakteri Pgl mampu 

menginduksi respons pertahanan tanaman tembakau lebih kuat dibandingkan LPS 

Pta.    

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. 3 Ekspresi gen HSR 203J (Hypersensitive-related) 

 

Hasil penelitian menunjukkan ekspresi gen HSR 203J tidak terinduksi 

pada daun tembakau yang diinfiltrasi dengan H2O dan LPS bakteri (Pta dan Pgl) 

serta diinkubasi selama 6 jam (Gambar II.5).  Tidak terekspresinya gen HSR 203 

pada daun yang hanya diberi perlakuan H2O maupun LPS bakteri menunjukkan 

bahwa gen HSR 203J tidak diinduksi oleh faktor cekaman, seperti perlukaan 

maupun LPS bakteri.  Hal tersebut sejalan dengan Brederode et al. (1991 dalam 

Pontier et al. 1994) yang menyatakan bahwa HSR 203J merupakan gen 

pertahanan yang tidak terinduksi oleh banyak faktor tekanan ataupun faktor 

induksi umun, seperti pelukaan atau sayatan.    

Gambar II.4  Ekspresi RNA, gen EF-1α, PAL dan HIN 1 pada daun 

tembakau yang diinfiltrasi H2O dan LPS bakteri (Pta 

dan Pgl) serta diinkubasi selama 6 jam.  

(+) 

(-) 

EF-1α 

Total RNA  

 H2O     Pta      Pgl  

(b). 

(a). 

HIN 

1 

PAL 

(d). 

(c). 
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Pontier et al. (2004) menduga gen HSR 203J berperan kuat dalam 

terbentuknya HR.  Penelitian Pontier et al. (2004) menginokulasikan isolat 

Pseudomonas solanacearum pada tembakau.  Bakteri tersebut memang diketahui 

dapat memicu HR pada tembakau.  Hasil penelitian Pontier et al. tersebut 

menunjukkan bahwa aktivasi promotor gen HSR 203J terlihat sangat kuat pada 

daun tembakau yang diinokulasi oleh bakteri Pseudomonas solanacearum, 

sedangkan pada daun tembakau yang diinokulasi oleh mutan P. solanacearum 

yang tidak menginduksi HR, tidak ada aktivasi promotor gen HSR 203J.  Selain 

mengkonfirmasi spesifitas gen HSR 203J yang terkait dengan HR, hasil penelitian 

Pontier et al. juga menunjukkan bahwa induksi gen HSR 203J  hanya terlokalisasi 

di tempat inokulasi patogen dan di sel-sel yang mengalami nekrosis.  Promotor 

gen HSR 203J  terekspresi di bagian daun tempat inokulasi bakteri P. 

solanacearum, sedangkan di tempat yang berjauhan dengan tempat inokulasi tidak 

ada ekspresi promotor gen HSR 203J.  Peristiwa nekrosis juga hanya terjadi di 

sekitar tempat inokulasi bakteri.              

Lipopolisakarida (LPS) merupakan molekul MAMP yang dilaporkan tidak 

menginduksi HR. Penelitian Esposito et al. (2008) menunjukkan tanaman 

tembakau yang diinokulasi oleh bakteri Ralstonia solanacearum dapat 

menginduksi HR, akan tetapi LPS yang diekstraksi dari Ralstonia solanacearum 

tidak menginduksi HR, baik pada tanaman inang (kentang) maupun tanaman 

noninang (tembakau).  Lebih lanjut, Zeidler et al. (2004) juga menyatakan LPS 

juga tidak menginduksi HR pada tanaman Arabidopsis thaliana.  Hal tersebut 

sesuai dengan  hasil pengamatan visual pada daun tembakau yang diinfiltrasi LPS 

bakteri Pta dan pgl pada penelitian ini juga tidak menampakkan adanya ciri-ciri 

HR, seperi nekrosis.  Hasil pengamatan tersebut diperkuat dengan tidak 

terekspresinya gen HSR 203J pada daun tembakau. 

Untuk mengkonfirmasi tidak adanya reaksi hipersensitif (HR) pada sel-sel 

penyusun daun tembakau yang diinduksi oleh LPS bakteri Pta dan Pgl, maka 

dapat dilakukan penelitian lanjutan untuk mendeteksi HR menggunakan metode 

pewarnaan tertentu, salah satunya pewarnaan trypan blue.  Pewarnaan trypan blue 

banyak digunakan untuk mendeteksi sel-sel mati, sebagai indikasi terjadinya HR, 
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pada tanaman, contohnya pada tanaman Arabidopsis thaliana yang diinduksi oleh 

flagelin (Ichimura et al. 2006), tanaman Arabidopsis thaliana yang diinduksi 

bakteri Erwinia amylovora (Degrave et al. 2008), dan tanaman Solanum 

tuberosum yang diinduksi oleh Phytophthora infestans (Vleeshouwers et al. 

2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. KESIMPULAN 

 

1. Lipopolisakarida (LPS) bakteri Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan 

Pseudomonas syringae pv. glycinea (Pgl) menginduksi ekspresi gen HIN 1 

pada daun tembakau.   

2. LPS bakteri Pgl menginduksi ekspresi gen HIN 1 lebih kuat daripada LPS 

Pta.  

3. Ekspresi gen PAL pada daun tembakau terinduksi oleh sayatan bukan oleh 

perlakuan LPS bakteri Pta dan Pgl. 

4. LPS bakteri Pta dan Pgl tidak menginduksi ekspresi gen HSR pada daun 

tembakau.  

 

Gambar II.5  Ekspresi RNA, gen EF-1α, dan gen HSR 203J 

pada daun tembakau yang diinfiltrasi H2O dan LPS 

bakteri (Pta dan Pgl) serta diinkubasi selama 6 jam  

EF-1α 

Total RNA  

HSR 203 J 

  H2O    Pta      Pta     Pgl      Pgl     
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5.  SARAN   

 

1. Perlu dilakukan penelitian menggunakan suspensi sel dalam mengamati ekpresi 

gen pertahanan PAL untuk meminimalisir pengaruh perlukaan terhadap sel 

yang diberi perlakuan.    

2. Perlu dilakukan penelitian pendukung untuk mengkonfirmasi tidak adanya 

reaksi hipersensitif pada sel-sel penyusun daun tembakau yang diinduksi oleh 

LPS bakteri Pta dan Pgl, dengan cara deteksi sel-sel yang masih hidup atau 

mati dengan pewarnaan tertentu (metode trypan blue staining).   
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DISKUSI PARIPURNA 

 

Selama hidupnya tanaman banyak terpapar oleh patogen.  Meskipun 

demikian, tidak semua tanaman menunjukkan kondisi sakit walaupun berinteraksi 

dengan patogen karena tanaman memiliki sistem pertahanan yang dapat mencegah 

infeksi patogen (Kunze 2005; Griebel 2010: 5).  Secara umum, sistem pertahanan 

tanaman dapat dibagi menjadi dua, yaitu pertahanan pasif dan pertahanan aktif.  

Pertahanan pasif (preformed/constitutive defense) adalah  pertahanan yang sudah 

ada pada tanaman, sedangkan pertahanan aktif (inducible defense) adalah 

pertahanan yang akan terinduksi jika tanaman mengenali patogen (Gwinn et al. 

2006; Buonaurio 2008).  Penginduksian respons pertahanan tanaman dapat 

menjadi upaya pengendalian patogen penyebab penyakit.  Induksi respons 

pertahanan tanaman diawali dengan tahap pengenalan patogen atau molekul 

patogen yang dikenal dengan istilah Pathogen/Microbe-Associated Molecular 

Patterns (PAMPs/MAMPs) oleh Pattern-Recognition Receptors (PRRs), suatu 

reseptor pengenalan pada sel tanaman (Zipfel 2008; Gimenez-Ibanez & Rathjen 

2010).  Salah satu fokus penelitian dibidang penyakit tanaman adalah untuk 

mengetahui mekanisme pengenalan molekul PAMP/MAMP dalam penginduksian 

respons pertahanan tanaman.  Molekul PAMP/MAMP yang cukup penting 

sebagai target pengenalan patogen oleh tanaman adalah lipopolisakarida (LPS) 

(Zeidler et al. 2004).  LPS merupakan  komponen utama membran luar bakteri 

Gram negatif (Erbs & Newman 2003).  Bakteri Gram negatif adalah bakteri yang 

sebagian besar bersifat sebagai fitopatogen (Sigee 1993).  Oleh karena itu, kajian 

mengenai molekul bakteri Gram negatif yang terlibat dalam patogenisitas perlu 

untuk dipelajari.   

Lipopolisakarida (LPS) bakteri Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) 

dan Pseudomonas syringae pv. glycineai (Pgl) yang digunakan pada penelitian ini 

menunjukkan bahwa kedua LPS bakteri mampu menginduksi respons pertahanan 

tembakau berupa deposisi callose dan ekspresi gen pertahanan HIN 1.  Hasil 

tersebut menambah informasi hasil-hasil penelitian sebelumnya yang 

menunjukkan bahwa LPS mampu menginduksi respons pertahanan tanaman 

seperti oxidative burst (peningkatan H2O2) pada tanaman tembakau (Meyer et al. 
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2001; Gerber et al. 2004) dan Arabidopsis thaliana (Zeidler et al. 2004), influx 

ion Ca
2+

 yang cepat (Gerber et al. 2004), aktivasi  protein kinase (Mitogen 

activated protein kinase - MAPK) (Piater et al. 2004) pada tembakau, dan nitric 

oxide burst pada Arabidopsis thaliana (Zeidler et al. 2004).  LPS juga dilaporkan 

menginduksi ekspresi gen-gen terkait pertahanan, seperti gen pengkode protein 

PR (pathogenesis-relate) pada tanaman tembakau (Coventry & Dubery 2001); 

Arabidopsis (Zeidler et al. 2004), dan cabai (Newman et al. 2000).  Zeidler et al 

(2004) juga menyatakan bahwa LPS dapat menginduksi sejumlah gen terkait 

stress atau gen pertahanan, seperti gen-gen pengkode kelompok protein glutation 

S-transferase, kelompok protein sitokrom P450, peroksidase, dan RuBisCO 

activase.   

Variasi bentuk respons pertahanan tanaman yang terinduksi oleh LPS 

mengindikasikan adanya perbedaan persepsi sel-sel tanaman terhadap LPS.  Hal 

tersebut menunjukkan peran penting reseptor tanaman (PRRs) dalam mengenali 

LPS.  Jenis PRRs yang bertanggung jawab dalam pengenalan LPS pada sel-sel 

tanaman belum teridentifikasi.  Saat ini, PRRs yang sudah diketahui pada 

Arabidopsis thaliana diantaranya adalah leucine-rich repeat receptor kinase 

flagellin sensing 2 (LRR-RK FLS 2) yang dapat mengenali flagelin bakteri dan 

LRR-RK elongation factor (LRR-RK EFR) yang dapat mengenali faktor elongasi 

Tu (Ef-Tu) bakteri (Zipfel 2008; Zipfel 2009).   

Mekanisme pengenalan LPS oleh sel-sel tanaman belum teridentifikasi, 

namun mekanisme pengenalan LPS oleh sel-sel hewan telah diketahui (Gerber et 

al. 2004; Erbs et al. 2010).  Data-data pengenalan LPS oleh sel-sel hewan  

mengindikasikan LPS akan berinteraksi dengan reseptor transmembran, Toll-like 

receptors (TLR).  Reseptor tersebut diketahui bertanggung jawab atas pengenalan 

LPS oleh sel dan selanjutnya mengaktivasi transduksi sinyal LPS untuk 

menginduksi respons pertahanan (Triantafilou & Triantafilou 2002).  Pada 

Mammalia, mekanisme pengenalan dan sinyaling yang terlibat dalam 

penginduksian respons pertahanan oleh LPS telah diketahui.  Jerala (2007) 

memaparkan bahwa pada tahap awal LPS akan dikenali oleh reseptor ekstraselular 

berupa glikoprotein yang dikenal dengan istilah LBP (Lipopolysaccharide-
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Binding Protein).  LPS yang terikat pada LBP akan mengalami penurunan energi 

ikatan dan pecah menjadi monomer-monomer LPS.  Monomer LPS kemudian 

akan ditransfer pada co-reseptor glikoprotein CD14 (Cluster of Differentiation).  

CD14 tersebut diperlukan untuk efisiensi transfer monomer LPS ke akseptor LPS, 

yaitu MD-2 (Myeloid Differentiation Protein-2).  MD-2 merupakan molekul yang 

akan memfasilitasi pengikatan LPS pada reseptor transmembran TLR4.  Formasi 

trimerik LPS:MD-2:TLR4 merupakan kompleks terakhir pengenalan LPS 

ekstraselular.  Asosiasi kompleks MD-2:LPS akan mengubah susunan TLR 4 

yang menyebabkan terbentuknya asosiasi dengan TIR (Toll Interleukin Receptors) 

suatu domain sinyaling intraselular yang ditemukan pada TLR4 (Gambar 5).  

Kompleks tersebut memediasi interaksi protein-protein adaptor, seperti TLR 

dengan protein komponen sinyal transduksi.  Mekanisme sinyal transduksi 

tersebut akhirnya akhirnya mengaktivasi berbagai gen.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

Aktivasi sel yang terinduksi LPS melalui TLR4 merupakan mekanisme 

yang khas dan berbeda dibandingkan dengan jenis TLR lainnya.  Hal tersebut 

Gambar 5.  Skema tahapan pengenalan LPS pada Vertebrata oleh 

kompleks “pattern recognition receptors” ekstraselular dan 

mekanisme sinyaling yang terlibat didalamnya  

[Sumber: Jerala 2007].  
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dikarenakan pengikatan LPS pada TLR4 tidak terjadi secara langsung, namun 

memerlukan keberadaan suatu sensing-protein yaitu MD-2.      

Kompleks reseptor yang homolog dengan reseptor pengenal LPS pada sel 

hewan, kemungkinan juga bertanggung jawab terhadap pengenalan LPS di 

tanaman.  Asumsi tersebut didasarkan pada laporan yang menyatakan bahwa 

Receptor-like kinase FLS2 yang berperan dalam pengenalan dan pengikatan 

flagellin pada sel tanaman memiliki struktur yang homolog dengan kelompok 

TLR, dan TLR5 adalah reseptor yang bertanggung jawab terhadap pengenalan 

flagelin pada Mammalia (Gomez-Gomez & Boller 2002).    

Pengidentifikasian kompleks reseptor (PRRs) yang bertanggung jawab 

terhadap pengenalan LPS oleh sel tanaman perlu dilakukan untuk mengetahui 

mekanisme sinyal transduksi yang terlibat dalam induksi respons pertahanan oleh 

LPS.  Gerber et al. (2004) menyatakan pendekatan yang dapat dilakukan untuk 

mengeidentifikasi PRRs LPS adalah dengan melakukan penelitian respons-

respons pertahanan yang diinduksi oleh LPS,  khususnya ekpresi gen pertahanan.    

Newman et al. (2001) berpendapat identifikasi reseptor pada tanaman 

menggunakan pendekatan genetik akan lebih mudah dibandingkan pendekatan 

biokimia.  Pengenalan LPS oleh suatu reseptor akan memicu sinyal-sinyal 

transduksi dengan melibatkan protein-protein tertentu, yang dikode oleh gen-gen 

pertahanan, dan akan memengaruhi respons biokimia yang terkait dengan respons 

pertahanan tanaman.   

Aplikasi penginfiltrasian LPS bakteri Pta dan Pgl pada daun tembakau 

menunjukkan bahwa LPS bakteri Pgl lebih kuat menginduksi respons pertahanan 

tembakau berupa deposisi callose dan ekspresi gen HIN 1.  Hal tersebut 

mengindikasikan bahwa respons pertahanan  tembakau sebagai tanaman noninang 

(diinduksi oleh LPS Pgl) lebih kuat dibandingkan respons pertahanan pada 

tanaman tembakau sebagai tanaman inang (diinduksi oleh LPS Pta).     

Respons pertahanan yang dihasilkan tanaman terkait dengan interaksi 

kompatibilitas antara bakteri dengan tanaman dan akan memengaruhi 

keberhasilan atau kegagalan bakteri patogen dalam menginfeksi tanaman.  

Interaksi kompatibel adalah interaksi yang terjadi ketika bakteri patogen 
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menginfeksi dan menyebabkan penyakit pada tanaman inang.  Sementara itu, 

interaksi inkompatibel terjadi ketika bakteri menyerang tanaman noninang 

(resistensi noninang) ataupun tanaman inang resisten (resistensi inang tingkat 

kultivar) (Bounario 2008).   Hasil penelitian yang menunjukkan bahwa respons 

pertahanan pada tembakau sebagai tanaman noninang lebih kuat dibandingkan 

pada tembakau sebagai tanaman inang mengindikasikan bahwa pada interaksi 

inkompatibel akan menghasilkan respons pertahanan yang lebih kuat 

dibandingkan pada interaksi kompatibel.  Oleh karena itu, pada interaksi 

inkompatibel, bakteri yang menyerang gagal menyebabkan penyakit karena dapat 

teratasi oleh respons pertahanan yang ada pada tanaman.  

Interaksi kompatibel dan inkompatibel antara tanaman dengan patogen 

sangat dipengaruhi oleh hubungan genetik diantara keduanya.  Hubungan tersebut 

dapat dijelaskan dengan model atau hipotesis “gene-for gene”, yang melibatkan 

gen avirulensi (Avr) pada patogen dan gen resisten (R) pada tanaman.  Dalam 

patologi tanaman istilah avirulensi diartikan sebagai ketidakmampuan patogen 

untuk menginfeksi tanaman, karena tanaman mampu mendeteksi molekul yang 

ada pada patogen (misalnya protein efektor), sedangkan virulensi diartikan 

sebagai kemampuan patogen untuk meginfeksi tanaman.   Berdasarkan hipotesis 

“gene-for gene”, interaksi tanaman yang memiliki gen dominan R dengan patogen 

yang memiliki gen Avr maka akan terjadi interaksi inkompatibel (tanaman 

resisten) (Gambar 6a).  Sementara itu, interaksi kompatibel terjadi apabila 

tanaman tidak memiliki gen dominan R berinteraksi dengan patogen yang 

memiliki gen dominan Avr (Gambar 6b) maupun tidak memiliki gen Avr (Gambar 

6d) serta tanaman yang memiliki gen R tetapi berinteraksi dengan patogen yang 

tidak memiliki gen Avr (Gambar 6c) (Nobuta & Meyers 2005; Kim et al. 2008).      
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Patogen 

Genotip tanaman 

R/R atau R/r r/r 

Avr  (a). Tanaman-resisten 

       Bakteri-avirulen 

      (inkompatibel) 

(b). Tanaman-rentan  

       Bakteri-virulen 

      (kompatibel) 

 

avr  (c). Tanaman-rentan  

       Bakteri-virulen 

      (kompatibel) 

(d). Tanaman-rentan  

       Bakteri-virulen 

       (kompatibel) 

 

 

 

 

Resistensi pada tanaman noninang terdiri dari dua tipe.  Resistensi 

noninang tipe I adalah resistensi pada tanaman yang dicirikan dengan tidak 

terinduksinya respons hipersensitif (HR), dan sangat bergantung pada resistensi 

basal.  Adapun resistensi noninang tipe II, dan juga resistensi spesifik kultivar,  

dicirikan dengan terjadinya HR yang ditandai adanya kematian yang cepat pada 

sel-sel yang terinfeksi.  HR tersebut penting untuk menghambat pertumbuhan dan 

penyebaran bakteri penginfeksi  (Mysore & Ryu 2004).  Data hasil penelitian ini 

menunjukkan bahwa resistensi pada tanaman noninang tembakau yang diinduksi 

LPS bakteri Pgl adalah resistensi tipe I karena LPS bakteri Pgl tidak menginduksi 

HR, dan hal tersebut dibuktikan dengan tidak terekspresinya gen pertahanan 

terkait HR, yaitu gen HSR 203J pada daun tembakau.  Tidak terinduksinya HR  

berimplikasi pada terbentuknya respons pertahanan basal berupa deposisi callose 

dengan cukup kuat pada daun tembakau yang induksi LPS Pgl sebagai strategi 

untuk menghambat penetrasi dan pertumbuhan patogen.   

Hasil penelitian mengenai penginduksian respons pertahanan tanaman 

tembakau oleh LPS bakteri Pta dan Pgl diharapkan dapat mengungkap peran dan 

mekanisme yang terlibat dalam penginduksian respons pertahanan tanaman oleh 

LPS bakteri.  Selain itu juga menambah informasi mengenai mekanisme interaksi 

antara tanaman dan patogen sehingga dapat menjadi acuan dalam pengendalian 

patogen penyebab penyakit serta usaha penguatan respons pertahanan yang 

dimiliki tanaman.     

Gambar 6. Interaksi tanaman-patogen berdasarkan hipotesis “gene-for-gene” 
       [Sumber: Nobuta & Meyers 2005; Kim et al. 2008].  

Induksi respon..., Pipit Marianingsih, FMIPAUI, 2012



 

Universitas Indonesia 

 

71 

RANGKUMAN KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

A. KESIMPULAN 

 

 

1. Lipopolisakarida (LPS) bakteri Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pta) dan  

Pseudomonas syringae pv. glycinea (Pgl) menginduksi deposisi callose dan 

ekspresi gen pertahanan HIN 1 pada daun tembakau. 

2. LPS bakteri Pgl menginduksi respons pertahanan tanaman tembakau lebih 

kuat dibandingkan LPS Pta. 

3. LPS bakteri Pgl menginduksi deposisi callose lebih kuat dibandingkan LPS 

Pta.  

4. LPS bakteri Pgl menginduksi ekspresi gen HIN 1 lebih kuat dibandingkan 

LPS Pta.  

5. LPS bakteri Pta dan Pgl tidak menginduksi ekspresi gen PAL dan HSR 203J 

pada daun tembakau.  

 

B. SARAN 

 

1. Perlu dilakukan penelitian mengenai respons-respons pertahanan lain yang 

diinduksi oleh LPS untuk memahami mekanisme sinyaling yang terkait dengan 

peran LPS dalam induksi respons pertahanan tanaman.  

2. Perlu dilakukan penelitian mengenai jenis reseptor (PRRs - Pattern-

Recognition Receptors) yang bertanggung jawab terhadap proses pengenalan 

lipopolisakarida (LPS) pada tanaman.  
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