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ABSTRE(

Penelitian ini bertujuan untuk menguji ketahanan penyakit karat putih (Puccinia horiana) pada
tanaman krisan transgenik putatif hasil dari percobaan transformasi gen defensin wasabi
(pEKH-WD) ke dalam genom tanaman krisan varietas Limeron untuk menghasilkan tanaman
krisan resisten penyakit karat putih secara in vitro. Percobaan ini menggunakan planlet hasil
transformasi dengan menginfeksikan sorus Puccinia horiana. Percobaan dilakukan dengan
perlakuan dua metode inokulasi pada tanaman krisan transgenik putatif dan non transgenik
sebagai kontrol. Perlakuan yang diujikan berupa U1KO: Pengujian 1 pada tanaman non-
transgenik, UIK1: Pengujian 1 pada tanaman transgenik, U2KO0: Pengujian 2 pada tanaman
non-transgenik, dan U2K1: Pengujian 2 pada tanaman transgenik. Pengujian metode pertama
(U1) dilakukan dengan menginokulasi langsung secara aseptik dalam botol kultur dan
pengujian metode kedua (U2) dengan cara menempelkan daun terinfeksi pada tutup botol
kultur. Setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Observasi tanaman toleran atau tidak
dilakukan dengan mengamati planlet yg terinfeksi kemudian mati atau planlet toleran bila tetap
hidup. Pengamatan dilakukan dengan parameter pengamatan pada metode terbaik dalam
pengujian ketahanan penyakit secara in vitro dalam botol kultur terhadap tanaman transgenik
putatif dan persentase tingkat ketahanan tanaman terhadap serangan penyakit karat putih. Hasil
yang diperoleh tingkat serangan tertinggi pada metode 1 tanaman non-transgenik (U1KO)
sebesar 80% dengan tingkat resistensi sebesar 20%. Sedangkan pada metode uji pertama
tanaman transgenik tingkat serangan sebesar 38% dengan tingkat resistensi sebesar 62%. Pada
metode kedua tidak terjadi serangan baik pada tanaman non-transgenik (0% ) maupun tanaman
transgenik (0%). Uji ketahanan penyakit secara in vitro menghasilkan 62% tanaman resisten

dengan metode inokulasi langsung.

ABSTRACT

This study aimed to examine the resistance of white rust disease (Puccinia horiana) to putative
transgenic chrysanthemum plants as a result of experiments on transformation of wasabi
defensin (PEKH-WD) genes into the genome of chrysanthemum plants of Limeron variety to
produce white rust resistant chrysanthemum plants in vitro. This experiment uses a transformed
plantlet by infecting Puccinia horiana sorus. The experiment was carried out by treating two
inoculation methods on putative and non-transgenic chrysanthemum plants as a control. The
treatments tested were UIKO: Method 1 in non-transgenic plants, UIKI1: Method 1 in
transgenic plants, U2K0: Method 2 in non-transgenic plants, and U2KI: Method 2 in
transgenic plants. The first method (U1) is done by aseptically directly inoculating in a culture
bottle and the second method (U2) by attaching infected leaves to the culture bottle cap. Each
treatment was repeated 3 times. Observation of tolerant plants or not carried out by observing
infected plantlets and then die or tolerant plantlets if still alive. Observations were made with
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observational parameters on the best method of in vitro disease resistance testing in culture
bottles against putative transgenic plants and percentage of the level of plant resistance to
white rust attack. The highest yield of an attack on method I of non-transgenic (U1 K0) method
was 80% with a resistance level of 20%. Whereas in the first method of transgenic plants the
attack rate was 38 % with a resistance level of 62%. In the second method, there were no attacks
either on non-transgenic plants (0%) or transgenic plants (0%). In vitro disease resistance test
resulted in 62% of resistant plants by direct inoculation method.

Kata kunci: krisan, transgenik putatif, Puccinia horiana, in vitro, ketahanan penyakit.
Keywords: chrysanthemum, putative transgenic, Puccinia horiana, in vitro, disease resistance.

PENDAHULUAN

Pengembangan tanam@Fjhortikultura/florikultura di Indonesia saat ini semakin baik dan
meningkat khususnya pada tanaman hias. Salah satu tanaman hias yang penting di Indonesia
adalah tanaman Krisan. Krisan (Dendrathema grandifolia syn. Chrysanthefjum morifolium)
merupakan salah satu komoditas ekspor florikultura terbesar di Indonesia. Permintaan bunga
potong krisan terus meningkat seiring dengan peningkatan pendapatan dan kesejahteraan
masyarakat. Produksi krisan di Indonesia selama tiga tahun terakhir (2015-2017) terus
mengalami peningkatan dari produksi 442.998.194 tangkai (2015) meningkat menjadi
480.685.420 tangkai untuk tahun 2017 dengan luas panen 11.635.498 Ha.

Ekspor krisan dari Indonesia ke beberapa negara dalam bentuk bunga potong segar
umumnya digunakan sebagai bahan dekorasi ruangan. Krisan diminati karena keindahan bunga
dan daya tahan yang lama sebagai bunga potong. Meskipun memiliki potensi yang besar
sebagai penghasil devisa negara, pengembangan krisan menghadapi masalah penyakit karat
putih (Puccinia horiana P. Henn). Tanaman yang diserang penyakit karat putih akan
menurunkan kualitas daun dan bunga sehingga sulit dipasarkan. Tanaman yang bebas dari hama
dan penyakit juga telah menjadi syarat utama untuk memenuhi pasar ekspor global (Anonim,
2017). Suhardi (2009) menyatakan kehilangan hasil akibat karat putih dapat mencapai 30%.
Pada tanaman rentan, kerusakan tanaman mencapai 100% sehingga tanaman tidak
menghasilkan bunga karena cendawan telah menginfeksi sejak tanaman berumur 30 hari setelah
tanam (Hanudin et al. 2004).

Pengendalian penyakit karat putih umumnya dilakukan dengan fungisida, namun
biasanya tidak tepat sasaran, sehingga penyakit tidak dapat dikendalikan. Selain itu, akan
menimbulkan dampak negatif terhadap lingkungan dengan biaya produksi bertambah.
Konsumen produk-produk pertanian saat ini mulai selektif terhadap produksi pertanian yang
mereka bl sehingga pasar global juga cenderung menolak produk pertanian dengan residu
pestisida. Oleh karena itu, diperlukan alternatif pengendalian penyakit karat putih yang lebih
ramah lingkungan dan lebih ekonomis dalam jangka panjang.

Salah satu alternatif yang potensial yaitu dengan mengembangkan tanaman resisten.
Pengembangan tanaman resisten dapat dilakukan melalui pemuliaan tanaman, namun pada
tanaman krisan, terbatasnya plasma nutfah yang tahan terhadap penyakit ini menjadi kendala
utama. Hal ini dapat disiasati dengan memanfaatkan bioteknologi, khususnya bidang rekayasa
genetik.

Teknologi rekayasa genetik dan transformasi genetik memungkinkan penyisipan gen dari
organisme lain ke dalam genom tanaman. Gen resisten penyakit yang disisipkan misalnya dapat
mengkode protein dengan aktivitas anti mikrobial yang memungkinkan tanaman melindungi
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diri dari serangan fungi ataupun bakteri penyebab penyakit. Penyisipan gen ke dalam genom
tananal dapat menghasilkan tanaman yang bebas dari penyakit tersebut.

Penyakit karat putih pada krisan disebabkan oleh fungi Puccinia horiana. Fungi ini
(Rrsifat parasit obligat atau hanya dapat hidup sebagai parasit pada tanaman hidup. Penyakit ini
pertama kali dilaporkan ditemukan di Asia Timufjdan diidentifikasi oleh Puccinia Horiana
Henning pada 1895. Telah dilaporkan pertama kali masuk ke Indonesia pada sekitar tahun 1990
melalui bibit kﬁ'an impor (Bonde et al. 1995).

Tingkat kehilangan hasil akibat serangan penyakit karat putih cukup finggi. Suhardi
(2009) melaporkan kehilangan hasil @perkirakan mencapai hingga 30% akibat penurunan nilai
jual dan penundaan masa panen. Hanudin dan Budi Marwoto (2012) juga melaporkan
kehilangan hasil al§Eht patogen Puccinia horiana pada tanaman rentan mencapai 100%, karena
cendawan cepat menyebar dari satu tanaman ke tanaman lain dengan menggunakan
basidiospora dan teliospora.

Bibit patogen injf§angat mudah menyebar. Vektor penyebarannya antara lain melalui bibit
yang telah terinfeksi, angin, air, perlakuan pemeliharaan, melalui para pekerja, dan peralatan
pertaifin yang telah digunakan pada tanaman yang terinfeksi. Menurut Suhardi (2009), kurang
(Bbih 28% bibit yang diproduksi oleh petani telah terinfeksi penyakit ini. Penyakit ini diduga
telah menyebar luas ke seluruh sentra produksi krisan di Indonesia. Penggunaan benih yang
bebas patogen merupakan langkah strategis untuk mengurangi sumber inokulum.

Ketersediaan varietas krisan tahan terhadap penyakit (karat putih) masih sangat terbatas.
Meskipun program hibridisasi krisan untuk memperoleh varietas unggul telah dilakukan sejak
tahun 1995, namun hasilnya belum menggembirakan. Penelitian yang dilakukan tahun 1999-
2000 menunjukkan bahwa dari 32 klon krisan yang diuji resistensinya terhadap penyakit karat,
tidak satu klonpun yang menunjukkan resisten (Marwoto, 2000). Penelitian yang dilakukan
oleh Rahardjo dan Suhardi (2009) yang menyeleksi 13 klon untuk mencari klon krisan yang
resisten juga hanya memperoleh satu klon yang agak tahan.

Upaya mengintroduksi sifat tahan penyakit ke dalam tanaman sangat penting dilakukan
khususnya dalam mengantisipasi berlakunya eco labeling di pasar global. Oleh karena itu,
penggunaan teknologi rekayasa genctika melalui transformasi gen merupakggj)salah satu
alternatif yang potensial untuk menjawab masalah penyakit karat putih (Puccinia horiana) pada
tanaman krisan.

BAHAN DAN METODE
Tempat dan Wa

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Bio-Sains dan Bioteknologi Reproduksi
Tanaman, Departemen Budidaya Pertanian, Fakultagffertanian, Universitas Hasanuddin,
Makassar. Penelitian berlangsung dari September 2018 sampai Desember 2018.

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan adalah tanaman krisan transgenik putatif hasil percobaan pertama,
planlet krisan non transgenik sebagai kontrol, tanaman krisan berpenyakit yang didatangkan
dari petani krisan di Malino, plastik transparan, tali rafiah, mata pisau skalpel, kertas saring,
isolasi/plaster (3M MicroporeTM), aquades steril, dan kertas tissu steril.

Alat-alat yang digunakan adalah pisau, cutter, gunting, scalpel, Laminar Air Flow Cabinet
(LAFC) (Esco® IEC 61010-1), cawan Petri dan alat tulis menulis.
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Metode Penelitian

Percobaan ini merupakan pengujian ketahanan atau toleransi penyakit karat putih pada
planlet transgenik putatif yang dilakukan secara in vitro. Planlet yang digunakan dalam
percobaan ini hanya dari sumber eksplan tunas adventif karena jumlah tunas yang tumbuh hasil
transformasi pada percobaan pertama dari sumber eksplan daun dan internoda sangat sedikit
sehingga tidak cukup untuk dilakukan pengujian ini. Planlet diinfeksi menggunakan sorus
Puccinia horiana. Percobaan ini dilakukan dengan perlakuan dua metode inokulasi pada
tanaman krisan transgenik putatif dan non transgenik sebagai kontrol. Perlakuan yang diujikan
berupa:

UKo : Metode pengujian 1 pada tanaman krisan non transgenic
UK, : Metode pengujian 1 pada tanaman krisan transgenic
UKo : Metode pengujian 2 pada tanaman krisan non transgenic
U:K; : Metode pengujian 2 pada tanaman krisan transgenik

Metode pengujian pertama (U ) dilakukan dengan menginokulasi langsung secara aseptik
dalam botol kultur sementara metode pengujian kedua (Uz) dengan cara menempelkan daun
terinfeksi pada tutup botol kultur. Setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Observasi tanaman
toleran atau tidak dilakukan dengan mengamati planlet yg terinfeksi kemudian mati atau planlet
toleran bila tetap hidup.

Pelaksanaan Penelitian

Bahan tanaman yang digunakan berasal dari klon krisan transgenik hasil transformasi dari
percobaan pertama dan krisan non-transgenik sebagai kontrol. Secara in vitro hasil isolat-isolat
penyakit karat putih diinokulasikan ke tanaman uji dengan metode I dan IEfcara in vitro.
Pengujian ketahanan penyakit karat putih terhadap krisan transgenik putatif dilakukan secara
aseptik di laboratorium dalam laminar air flow cabinet. Pengambilan penyakit di lapangan
dilakukan dengan memilih tanaman krisan yang memperlihatkan banyak teliospora (sorus)
yang dip@Bjlch dari kelompok tani krisan di Malino, Kabupaten Gowa. Karat putih (Puccinia
horiana) bersifat parasit obligat sebagai organisme hidup yang hanya dapat hidup atau bertahan
pada tumbuhan hidup sebagai inangnya sehingga sulit membuat biakan murni yang dapat
ditumbuhkan dalam media buatan.

Ada dua metode uji yang digunakan dalam percobaan ini yaitu Metode uji pertama
dengan inokulasi langsung. Teliospora dari daun terinfeksi diangkat menggunakan scalpel steril
kemudian dipindahkan dan ditorehkan langsung ke daun klon krisan transgenik putatif dan
kontrol. Metode uji kedua adalah metode dari Pedley (2009) yaitu dengan menempelkan daun
terinfeksi ke tutup botol kultur menggunakan 3M micropore plaster. Daun terinfeksi dialasi
dengan kertas saring yang telah dibasahi dan ditempelkan bersama pada tutup bagian dalam
botol untuk menjaga kelembaban. Tanaman yang telah diinfeksi kemudian diinkubasi selama
2-4 minggu. Pengamatan dilakukan terhadap ekspresi gejala penyakit yang muncul dan tingkat
serangan pada tanaman uji beberapa hari setelah inokulasi.

Parameter Pengamatan

Pengamatan dilakukan pada akhir percobaan dengan parameter pengamatan sebagai
berikut:

1. Metode uji terbaik dalam pengujian ketahanan penyakit secara in vitro dalam botol kultur
terhadap tanaman transgenik putatif. Indikator menjadi penentu adalah terjadi serangan
pada tanaman. Diamati secara visual infeksi sorus penyakit pada tanaman uji dalam botol.

2. Persentase tingkat kerentanan tanaman terhadap serangan penyakit karat putih. Dihitung
jumlah tanaman yang terserang.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Uji Ketahanan Penyakit

Dari dua metode uji ketahanan penyakit karat putih terhadap planlet krisan transgenik
putatif yang dilakukan secara aseptik dalam botol kultur secara in vitro memperlihatkan terjadi
serangan pada Metode uji 1 (inokulasi langsung dengan mengoleskan sorus ke tanaman uji).
Sementara pada Metode uji 2 (menempelkan daun terinfeksi pada tutup botol) sama sekali tidak
terjadi serangan pada tanaman uji dalam botal, sehingga metode pengujian dengan pengolesan
langsung (Metode uji 1) lebih efektif digunakan dibandingkan dengan metode penempelan daun
terinfeksi pada tutup botol kultur (Metode uji 2). Berdasarkan hasil pengamatan, daun
mengandung sorus yang ditempelkan pada tutup botol kultur mengalami kekeringan kemudian
mati sebelum menginfeksi tanaman uji yang berada di bawahnya. Sedangkan sorus yang jatuh
ke media kultur dalam botol hanya menimbulkan kontaminasi pada media kultur di bawahnya
(media padat/agar), tidak mengiffeksi tanaman diatasnya. Hal ini disebabkan karena fungi
Puccinia horiana bersifat parasite obligat yang hanya dapat hidup sebagai parasite pada tanaman
hidup. P. horiana adalah patogen biotropik obligat yang menginfeksi terutama jaringan baru
tanaman yang sedang tumbuh, namun terkadang juga menginfeksi daun yang lebih tua (Firman,
1968).

Jumlah tanaman terinfeksi pada non transgenik untuk uji #1 sebesar 40 tanaman dari 50
total tanaman uji, sedangkan jumlah tanaman terinfeksi pada transgenik sebesar 19 tanaman
dari 50 total tanaman uji, sehingga persentase tingkat serangan dengan Metode uji 1 pada
planlet non-transgenik sebesar 80%, sedangkan pada planlet transgenik putatif sebesar 38%.
Hal ini menandakan sebanyak 62% dari total tanaman krisan transgenic yang diinokulasi
resisten terhadap penyakit karat putih, namun untuk membuktikan lebih lanjut apakah gen
resiten penyakit karat putih tersebut menurun pada generasi selanjutnya diperlukan uji lapangan
di screen house tertutup dan analisis DNA/RNA lanjutan (Southern blot dan Western blot
analysis).

Gambar dan tabel

Grafik pada Gambar 1 menunjukkan hasil metode inokulasi penyakit karat putih pada
planlet krisan transgenik putatif yang dilakukan secara aseptik dalam botol kultur. Inokulasi
dilakukan dengan dua metode, yang dilakukan dalam kondisi aseptik di laminar. Metode
pertama adalah inokulasi langsung dan metode kedua adalah menempelkan daun terinfeksi pada
tutup botol. Setelah tiga kali inokulasi diperoleh tingkat serangan tertinggi pada metode uji 1
pada tanaman non-transgenik (U1Ko) sebesar 80%, sedangkan pada metode uji 1 pada tanaman
transgenik tingkat serangan sebesar 38%. Pada metode kedua tidak terjadi serangan baik pada
tanaman non-transgenik (0%) maupun tanaman transgenik (0%).

Pengujian resistensi terhadap penyakit dengan menggunakan metode pertama berupa
penggoresan sorus secara langsung ke daun tanaman. Pada pengamatan tiga minggu setelah
inokulasi sorus yang ditempelkan pada tanaman transgenik mengalami pencoklatan kemudian
menghitam dan mati. Sedangkan sorus yang ditempelkan pada tanaman non-transgenik tumbuh
dan berwarna putih. Pada pengamatan tiga bulan setelah inokulasi (Gambar 2) menunjukkan
tanaman non-transgenik mengalami pembusukan, berwarna cokelat dan akhirnya mati
sedangkan pada tanaman transgenik putatif tetap tumbuh dan menghijau.
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Pengujian penyakit karat putih
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Gambar 1.Pengujian penyakit secara in vitro dengan metode uji 1 (U1): pengolesan sorus langsung ke
daun dan metode uji 2 (U2): menempelkan sorus pada tutup botol. Pengamatan tiga minggu setelah
inokulasi. KO = tanaman non-transgenic dan K | = tanaman transgenik.

Gambar 2. Pengujian penyakit secara in vitro dengan metode pengolesan sorus langsung ke daun.
Pengamatan 3 bulan setelah inokulasi. KO= krisan non-transgenik membusuk dan mati, K1= krisan
transgenik hijau dan tetap hidup.

KESIMPULAN DAN SARAN

Uji ketahanan penyakit secara in vitro menghasilkan 38% tingkat kerentanan tanaman
krisan transgenik putatif dcnganﬁctode inokulasi langsung.
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