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ABSTRACT

Bactenal leaf blight 1s the most important discase of nce. One of successful
the disease control to bacterial leaf blight is the study of pathogen. The objectives
of the rescarch are to test of hypersensitive reaction and pathogenicity of
bactenium, testing characterization of the bacterium physiological and
biochemical, and determine bacterium as pathogen of bacterial leaf blight.

The research was camied out experimentally, that is bacterium characterization
to ascertain as bactenal leaf bligh pathogen. Variable observed was hypersensitive
reaction, pathogenicity test, biochemical and physiological character.

Result of the research indicated that bacterial tested was characterized by
positive reaction to hypersensitive reaction on tobacco and pathogenicity on rice;
pathogen bacterium from isolation of rice was characterized by negative gram
reaction, positive catalase, positive O/F test, negative growth on 0.1% TZC and
positive growth at YDC medium, positive resistance to 0,001% Cu(NO;),, and
positive growth on 35°C temperature; and causes of bacterial leaf bligh is
Xanthomonas oryzae pv. oryzae.
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ABSTRAK

Penyakit hawar daun bakteri adalah penyakit yang paling penting pada
tanaman padi. Salah satu keberhasilan pengendalian penyakit tersebut adalah
dengan mengkaji penyebab penyakitnya. Tujuan penelitian ini adalah menguji
reaksi hipersensitif dan patogenisitas bakteri, menguji sifat biokimia dan fisiologi
bakteni, dan menentukan bakteri sebagai patogen hawar daun bakteri.

Penclitian dilaksanakan secara eksperimen, yaitu pencinian bakteri untuk
memastikan sebagai patogen hawar daun bakteri. Variabel yang diamati yaitu
reaksi hipersensitif, uji patogenisitas, sifat biokimia dan fisiologi.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri yang diuji bereaksi positif
terhadap uji reaksi hipersensitif pada tanaman tembakau dan patogenisitas pada
tanaman padi; bakteri patogen yang diisolasi dani tanaman padi dicinkan oleh
reaksi gram negatif, katalase positif, uji O/F positif oksidatif, pertumbuhan pada
0,1% TZC negatif dan YDC positif, ketahanan terhadap 0,001% Cu(NO;): positif,
dan pertumbuhan pada suhu 35°C positif, dan penyebab penyakit hawar daun
bakteri adalah X. onyzae pv. oryzae.

Kata kunci: Hawar daun bakteri, padi
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PENDAHULUAN

Padi merupakan komoditas yang sangat penting karena menjadi bahan
makanan pokok penduduk Indonesia (Abdullah, 2002). Pentingnya tanaman padi
sebagai bahan makanan pokok tersebut menuntut adanya pemenuhan kebutuhan
masyarakat terhadap beras sebagai hasil dan tanaman padi (Husodo, 2004). Beras
diperkirakan menyumbangkan 60%-80% kalori dan 45%-55% protein dalam
konsumsi gizi penduduk (Abdullah, 2002). Oleh karena itu, perlu adanya
peningkatan produksi padi.

Produksi padi tahun 2006 diperkirakan scbesar 54,66 juta ton Gabah Kering
Giling (GKG). Kenaikan produksi padi tahun 2006 didasarkan pada kenaikan
luas panen sekitar 16 juta hektar (0,13%) dan juga peningkatan produktivitas
sebesar 0,37 kw/ha (0,81%). Peningkatan luas panen terutama terjadi di Luar
Jawa sebanyak 14 ribu ha (0,23%), sementara di Jawa hanya bertambah sekitar 2
ribu ha (0,03%) (BPS, 2006).

Peningkatan produksi padi menemui banyak kendala di antaranya adanya
penyakit hawar daun bakteri (Yashitola et al., 1997, Kadir, 1999; Tjubarjat er al.,
1999, Suparyono e/ al., 2004), penyakit hawar daun jingga (Sudir dan Suparyono,
1999), penyakit bercak coklat dan blas (Prihatiningsih dan Djatmiko, 2001).
Penyakit hawar daun jingga dicirikan dengan daun berwarmna oranye, berbentuk
hawar, dan penyebabnya belum diketahui dengan pasti (Sudir dan Suparjono,
1999). Salah satu penyakit utama padi sawah di Indonesia dan negara Asia adalah
hawar daun bakteri yang disebabkan oleh Xanthomonas oryzae pv. onzae (Kadir,
1999; IRRI, 2003). Kehilangan yang diakibatkan oleh penyakit tersebut di
Indonesia mencapai 70-80% (Kadir, 1999), sedangkan di India mencapai 6%-60%
dan Jepang mencapai 20%-50% (IRRI, 2003), sehingga menyebabkan kerugian
yang besar secara ekonomi (Yasin et al., 2005).

Berbagai upaya pengendalian penyakit hawar daun bakteri telah dilakukan di
antaranya dengan antibiotika oxytetracycline, streptomycin, dan chloramphenicol
(Khan et al., 2005);, peramalan (Liu er al., 2006); sanitasi (IRRI, 2003); dan
kombinasi antagonis Pantoea agglomerans, Pseudomonas fluorescens, dan
Bacillus subtilis AS (Babu dan Thind, 2005). Pengendalian tersebut belum
memberikan hasil yang memuaskan karena X. onzae pv. orzae mempunyai
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mang vang banyak yaitu Leersia savamuka, 1. onyzoides, 1. japonica, Leptochola
chmensis, L filformus, L. pamcea, Cyperus rotndus, C. difformis, Oryza
rifopogon, dan O australiensis (IRRI, 2003).

Sclain mang yang banyak X. enzae pv. onzae  mempunyai tingkat
keragaman yang tinggi yang discbabkan oleh lingkungan, varictas yang
digunakan, dan mengalami mutasi gen yang tinggi (Keller er al, 2000). Di
lapangan, kenyataan yang sering ditemui yaitu sukar membedakan gejala penyakit
hawar daun bakteni yang disebabkan oleh X. oryzae pv. onzae dan bacterial leaf
streak oleh X. onzae pv. onzicola, sehingga perlu diketahui cara mencirikan
patogen hawar daun bakteri pada skala laboratorium. Ciri tersebut sangat
membantu dalam menanggulangi penyakit hawar daun bakteri.

Tujuan penelitian ini adalah: 1) menguji reaksi hipersensitif dan patogenisitas
bakteri; 2) menguji sifat biokimia dan fisiologi bakteri; dan 3) menentuan bakteri
sebagai patogen hawar daun bakteri.

METODE PENELITIAN
1. Bahan dan Alat Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat bakteri hawar daun
bakteri, medium SPA (Sucrose Peptone Agar), 0,001% Cu(NO;), 0,1% TZC,
medium YDC.

Alat yang digunakan yaitu cawan petri, tabung reaksi, spatula drigalski, jarum
Ose, tabung reaksi, erlenmeyer, mikrometer okuler square, jarum suntik, gunting,
mikropipet, vorteks, kertas aluminium foil, kapas, rumah kasa, pot plastik, label,
kantong plastik, lampu bunsen, kamera dan alat tulis.

2. Rancangan Penelitian

Penelitian dilaksanakan secara eksperimen, yaitu pencirian bakteri untuk
memastikan sebagai patogen hawar daun bakteri. Pencirian bakteri sebagai
patogen hawar daun bakteri dilakukan dengan cara sebagai berikut.

a. Pengujiaan reaksi hipersensitif

b. Pengujian patogenisitas

¢. Pengujian sifat biokimia dan fisiologi dani bakteri untuk memastikan sebagai
patogen hawar daun bakteri (Schaad et al., 2001; Liu ef al., 2006), meliputi: 1)
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reaksi gram, 2) uji katalase, 3) uji oksidase, 4) uji O/F, 5) pertumbuhan pada
0,1% TZC, 6) pertumbuhan pada medium YDC, 7) ketahanan terhadap
0,001% Cu(NOy),, dan 8) pertumbuhan pada suhu 35°C

3. Variabel yang diamati

a Masa inkubasi pada reaksi hipersensitif dan pengujian patogenisitas.
Kepadatan inokulum yang digunakan untuk uji reaksi hipersensitif dan
patogenisitas masing-masing 18,6 x 10? ¢fu/ml dan 11,4 x 10° ¢fu/ml.

b. Pertumbuhan bakteri dalam reaksi gram, uji katalase, uji oksidase, uji O/F,
pertumbuhan pada 0,1% TZC, pertumbuhan pada medium YDC,
ketahanannya terhadap 0,001% Cu(NQ;),, dan pertumbuhan pada suhu 35°C,

4. Cara Pengambilan Sampel

a. Persiapan
Persiapan yang dilakukan meliputi: isolasi daun bergejala hawar daun bakteri

dengan menumbuhkan pada medium SPA atau sucroce peptone agar (MofTett dan
dan Croft, 1983) (sukrosa 20 g, pepton 5 g, K;HPO, 0,5 g, MgSO, 7TH,0 0,25 g,
agar 15 g, air steril 1000 ml, dengan pH 7,2-74). daun bergejala tersebut
dibersihkan dengan air steril, dipotong dengan ukuran § mm x 5 mm, direndam
dalam air steril sclama 5 menit. Suspensi tersebut digoreskan pada medium SPA,
inkubasi 48-72 jam, diperoleh koloni tunggal berwama kuning, kemudian
disimpan dalam medium miring yang diberi parafin steril untuk disimpan dan
dalam air steril yang akan selalu digunakan untuk perbanyakan berikutnya.

b. Pengamatan
Pengamatan dilakukan sctiap hari sampai menunjukkan hasil positif bahwa

penyebab penyakit hawar daun bakteri pada tanama padi adalah X. oryzae pv.

oryzae.

S. Analisis Data
Data hasil pengamatan dianalisis secara deskriptif untuk menentukan

penyebab penakit hawar daun akteri.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pencirian bakteri sebagai patogen hawar daun bakteri dilakukan dengan
tahapan sebagai berikut:



1. Uji patogenisitas

Uji patogenisitas bertujuan untuk mengetahui kemampuan patogen dalam
menyebabkan penyakit. Uji tersebut dilakukan dengan cara menguji patogen hasil
isolasi dari daun padi bergejala hawar daun bakteri ke tanaman tembakau (reaksi
hipersensitif) dan untuk memastikannya dengan cara menerapkan postulat Koch.

Isolasi patogen hawar daun bakteri pada medium SPA (Sucrose Peptone Agar)
menunjukkan wama koloni kuning dan koloni berbentuk bulat, 2 hari setelah
inkubasi. Koloni tunggal dan hasil isolasi tersebut diperbanyak dan dimurnikan,
kemudian dengan kepadatan inokulum 18,6 x 10’ ¢fi/ml digunakan untuk uji
reaksi hipersensitif pada tanaman tembakau di rumah kasa. Hasil uji reaksi
hipersensitif menunjukkan bahwa gejala bercak muncul 3 hari setelah inokulasi.
Hal ini berarti patogen tersebut mempunyai kemampuan menyebabkan penyakit
pada tanaman inang rentan. Hal ini sesuai dengan pemyataan Rudolph ef al.
(1990), bahwa tembakau digunakan untuk uji reaksi hipersensitif dan gejala
muncul 4 hari setelah inokulasi pada suhu 33°C. Uji reaksi hipersensitif sangat
baik digunakan untuk mengetahui deteksi secara cepat patogenisitas bakteri
patogen tetapi tidak untuk yang bersifat saprofit (Klement er al., 1990).
Keberhasilan uji reaksi hipersensitif tersebut tergantung pada kondisi tanaman,
metode inokulasi, dan kondisi lingkungan yang menguntungkan,

Tahap berikutnya yaitu menerapkan postulat Koch untuk memastikan bahwa
patogen tersebut dapat menyebabkan penyakit pada tanaman padi. Awalnya
menentukan patogen menyertai gejala hawar daun bakteri pada tanaman padi,
kemudian diisolasi dengan menggunakan medium SPA, menunjukkan wama
koloni kuning dan berbentuk bulat. Inokulum dengan kepadatan 11,4 x 10°cfi/ml
diinokulasikan kembali pada tanaman padi varietas IR 64 berumur 39 hari dan
menunjukkan gejala yang yang sama setelah 4 hari inkubasi, kemudian gejala
penyakit tersebut diisolasi kembali dan hasilnya sama dengan pada saat isolasi
dari gejala yang pertama. Hal ini menunjukkan bahwa patogen yang diisolasi dari
gejala hawar daun bakteri mempunyai kemampuan menyebabkan penyakit yang
sama pada tanaman padi.

Postulat Koch sangat penting terutama untuk genus Xanthomonas, karena
genus tersebut hanya dapat diidentifikasi dengan dasar uji patogenisitas (Moffett
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dan Croft, 198Y)  Selain dt, kebethasilan uji patogenisitas ke tanaman inang
rentan dilakukan dengan menggunakan inokulum  genus  Xanthomonay yang
ditmmbuhkan pada medium SPA selama 2448 jam dengan kepadatan inokulum
10" ofwml. Tanaman inang rentan yang sudah diinokulasi diinkubasikan pada
kondisi kelembapan relatif tinggi selama 18-48 jam adalah tahap penting selama
perthembangan pejala (Moftett dan Croft, 1983).

Gejala hawar daun bakterd di lapang dan hasil uji patogenisitasnya ditunjukkan

pada Gambar 1.

Gambar 1. Gejala hawar daun bakteri di lapang (A), hasil uji patogenisitas hawar
daun bakteri pada padi varietas IR 64 berumur 39 hari (B).
Kebenaran pengujian tersebut sesuai dengan pernyataan Yashitola et al.

(1997), bahwa .X. onzae pv. oryzae  dapat menyebabkan penyakit hawar daun
bakteri dengan kepadatan inokulum kurang lebih 10° ¢fi/ml.
2. Uji sifat biokimia dan fisiologi
Patogen hawar daun bakteri diuji lanjut dengan menguji sifat biokimia,
fisiologi dan hasilnya ditunjukkan pada Lampiran 1.
a, Uji reaksi gram
Uji reaksi gram sangat baik untuk membedakan kelompok bakteri gram
positif dan negatif (Schaad, 2001). Lebih lanjut dikatakan, KOH 3% pada
umumnya digunakan untuk uji reaksi gram secara cepat (identifikasi presumtif).
Uji reaksi gram bakteri hawar daun bakteri yang ditumbuhkan pada medium
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SPA menunjukkan gram negatif, ditunjukkan dengan koloni bakteri berwarna
kuning yang dinji panda waktu ditetesi dengan KOIH 3% dan diputar-putar searah
jarum  jam - dengan jorum ose steril lengket pada sant diangkat ke atas
Xanthomonas oryzae termasuk spesies yang mempunyai sifat gram negatif, sl
berbentuk bulat, mempunyai panjang 0,7 pm-2 pm an lebar 04 pum-0,7 pm (Liu e/
al., 2006).  Sclain itw, dalam kaitannya dengan reaksi gram, ciri bakteri gram
negatif yaitu menghasilkan aminopeptidase (Sands, 1990) yang berperan dalam
biokimia dinding sel (Fahy dan Hayward, 1983). Bakteri gram negatif setelah
diperlakukan dengan KOH 3% berlendir, sedangkan bakteri gram positif tidak
berlendir (Schand, 2001),  Produksi senyawa lendir setelah perlakuan dengan
KOH 3% menyebabkan perusakan dinding sel dan pelepasan DNA (Fahy dan
Hayward, 1983). Genus bakteri kelompok Xanthomonas yang ditumbuhkan pada
medium SPA  menunjukkan sifat gram negatif (Moffett dan Crofl, 1983),
mempunyai flagelum polar tunggal, dan bersifat patogen pada tanaman (Schaad e/
al., 2001).

b. UJi katalase

Katalase adalah enzim yang mempunyai kemampuan mendekomposisi H0,
menjadi HO dan O, (Sands, 1990). Lebih lanjut dikatakan, sebagian besar
bakteri mempunyai sifat katalase positif.

Uji katalase terhadap bakteri hawar daun bakten setelah ditetesi dengan H;0;
3% bersifat positif karena ada gelembung udara. Menurut Sands (1990), Lelliott
dan Stead (1987), reaksi katalase positif ditunjukkan dengan adanya gelembung
udara yang terbentuk setelah koloni bakteri ditetesi dengan H;0; 3%. Sebagian
besar bakteri kelompok Xanthomonas mempunyai sifat katalase positif dan tidak
membentuk spora (Liu ef al., 2006), serta menghasilkan ckstraselulerpolisakarida
sebagai sumber “xanthan gum” pada medium yang mengandung glukosa (Schaad
et al., 2001). Ekstraselulerpolisakarida sangat penting dalam pembentukan
cksudat bakteri dari daun terinfeksi, melindungi dari kekeringan, dan membantu
penyebarannya lewat hujan dan angin (Liu ef al., 2006).



¢. Uji oksidase

Uji oksidase digunakan untuk mendeteksi adanya cytochrome C oxidase
(Lelliott dan Stead, 1987). Uji oksidse terhadap bakteri hawar daun bakteri
bersifat negatif karena tidak ada perubahan wama pada kertas saring yang
mengandung tetramethylphenylene diamine dihydrochloride dari putih menjadi
ungu setelah digores dengan jarum ose yang mengandung bakteri tersebut. Bakten
kelompok Xanthomonas mempunyai sifat oksidase negatif (Schaad ef al., 2001).

d. Uji oksidatif/fermentatif (O/F)

Uji O/F terhadap bakteri hawar daun bakteri setelah 3 hari inkubasi
menunjukkan hasil positif karena terjadi perubahan wamna pada medium dari hijau
menjadi kuning pada tabung reaksi yang tidak ditutupi dengan parafin steril.
Wama kuning pada medium menunjukkan bakteri tersebut menghasilkan asam
dan mempunyai kemampuan metabolisme secara oksidatif glukosa. Menurut
Lelliott dan Stead (1987), produksi asam, metabolisme secara oksidatif glukosa
ditunjukkan dengan perubahan wama dari hijau menjadi kuning pada medium,
dan tidak adanya perubahan wama pada medium berarti glukosa tidak dapat
digunakan oleh bakteri. Hasil uji reaksi gram, katalase, oksidase, dan
oksidatif/fermentatif ditunjukkan Gambar 2.
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Gambar 2. Uji reaksi gram (A), katalase (B), oksidase (C), dan O/F (D).

¢. Pertumbuhan pada 0,1% TZC

Pertumbuhan patogen hawar daun bakteri pada medium SPA yang
mengandung 0,1% TZC menunjukkan reaksi negatif karena koloni yang tumbuh
berwamna oranye bukan merah muda. Wama koloni merah muda menunjukkan
bahwa bakteri tersebut bukan Xanthomanas oryzae, Menurut Schaad er al.
(2001), bahwa pertumbuhan Xanthomanas oryzae menunjukan reaksi negatif
terhadap 0,1% TZC.
f. Pertumbuhan pada medium YDC

Pertumbuhan patogen hawar daun bakteri pada medium YDC menunjukkan
koloni berbentuk bulat, berwarna kuning, berlendir, dan berbentuk kubah. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Schaad et al. (2001), bahwa pertumbuhan koloni
Xanthomanas oryzae pada medium YDC berwama kuning, berlendir, dan
berbentuk kubah.
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g. Ketahanan terhadap 0,001% Cu(NO,);

Salah satu yang membedakan antara penyakit hawar daun bakteri (bacterial
leaf blight) atau penyakit kresck yang discbabkan oleh Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Swings et al,, 1990; Ishiyama, 1992) dan bacterial leaf streak yang
disebabkan olch Xanthomonas oryzae pv. oryzicola adalah ketahanannya terhadap
0,001% Cu(NOs); (Liu er al, 2006). Patogen hawar daun bakteri yang
ditumbuhkan pada medium SPA mengandung 0,001% Cu(NO;); menunjukkan
pertumbuhan yang baik dengan koloni berwarna kuning dan berbentuk bulat.
Menurut Liu ef al. (2006), bahwa Xanthomonas oryzae pv. oryzae mempunyai
respon positif terhadap 0,001% Cu(NO;); dan negatif tehadap Xanthomonas

oryzae pv. onzicola.
h. Pertumbuhan pada suhu 35°C

Suhu adalah salah satu faktor lingkungan paling penting yang memengaruhi
pertumbuhan dan daya tahan organisme (Brock dan Madigan, 1991), mengubah
proses metabolis tertentu dan morfologi sel (Pelczar dan Chan, 1986). Naiknya
suhu, bahan kimia, dan reaksi enzim dalam sel menyebabkan laju dan
pertumbuhannya lebih cepat. Selain itu, pada suhu tertentu, protein, asam nukleat,
dan komponen sel lainnya peka terhadap suhu tinggi dan mengalami denaturasi
atau perubahan sifat (Brock dan Madigan, 1991). Pengujian pertumbuhan bakteri
pada berbagai suhu bertujuan untuk mengetahui kisaran suhu suatu organisme
(Sands, 1990).

Pertumbuhan patogen hawar daun bakteri pada suhu 35°C, setelah 3-14 hari
inkubasi menunjukkan pertumbuhan yang baik. Menurut Schaad er al. (2001),
Xanthomonas oryzae masih mempunyai kemampuan tumbuh dengan baik pada
suhu 35°C. Kelompok bakteri tersebut termasuk kelompok bakteri psikrofil
karena mampu tumbuh pada suhu 0-30°C (Pelczar dan Chan, 1986).

Hasil perumbuhan hawar daun bakteri pada medium 0,1% TZC, YDC,
hidrolisis pati, Ketahanan terhadap 0,001% Cu(NOs);, dan pertumbuhan pada
suhu 35°C ditunjukkan pada Gambar 3.



Gambar 3. Koloni hawar daun bakeri pada medium SPA (A), 0,1% TZC (B),
YDC (C), pertumbuhan hawar daun bakteri pada medium SPA
yang mengandung 0,001% Cu (NO;); (D), dan pertumbuhan
hawar daun bakeri pada suhu 35°C (E).

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

|. Bakteri yang diuji bereaksi positif terhadap uji reaksi hipersensitif pada
tanaman tembakau dan patogenisitas pada tanaman padi.

2. Bakteri patogen yang diisolasi dari tanaman padi dicirikan oleh reaksi gram

negatif, katalase positif, uji O/F positif oksidatif, pertumbuhan pada 0,1%
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TZC negatif dan YDC positif, ketahanan tethadap 0,001% € u(NOy); positif,
dan pertumbuhan pada suhu 35°C positif
1. Penyebab penyakit hawar daun bakteri adalah X' oryzae pv orvaae

Saran
Penclitian lanjutan perlu dilakukan terutama menentukan patotipe X oryzae

pv. enzae
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Lampiran 1. Sifat biokimia dan fisiologi bakteni uji

Pengujian

Bakteri yang diuji

X. oryzae pv. oryzae
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Croft (1983)

Schaad et al.
(2001)

Liu ez al. (2006)
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T
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Keterangan: + : hasil positif; - : hasil negatif; T : tidak dilakukan
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Dengan hormat,

Terima kasih telah mengirimkan naskah untuk kegiatan Pertemuan
limiah Tahunan-Perhimpunan Mikrobiologi Indonesia(PIT -
PERMI) 2008 yang diselenggarakan di Purwokerto. Berdasarkan
seleksi yang kami lakukan makalah Bapak / Ibu dengan judul

“Kajian Penyebab Penyakit Hawar Daun Bakteri pada Tanaman
Padi”
Diterima untuk dipresentasikan secara ORAL.

Waktu presentasi 10 menit, media LCD

Demi kelancaran kegiatan tersebut mohon untuk:
* mengirimkan naskah dalam bentuk CD atau dapat dikirim
melalui E mail
* mengirimkan copy bukti pembayaran.
* membawa bukti pembayaran pada saat registrasi

Dengan surat ini panitia mengundang kehadiran Bapak/Ibu pada
acara tersebut dengan ketentuan sebagai berikut

Hari/Tanggal : Jum'at-Sabtu / 22- 23 Agustus 2008

Waktu : 0.8.00 WIB - selesai

Tempat : ROEDHIRO Conference Center
Fakultas Ekonomi Komplek Rektorat
Universitas Jenderal Soedirman

JI. H.R.Boenjamin Purwokerto

Atas perhatiannya kami ucapkan terima kasih.




