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KERAGAMAN PATOTIPE Xanthomonas oryzae pv. oryzae PADA TANAMAN PADI
DI TIGA KETINGGIAN TEMPAT BERDASARKAN POLA RAPD

(PATHOTYPE DIVERSITY OF Xanthomonas oryzae pv. oyzae OF RICE AT THREE
DIFFERENT ALTITUDES BASED ON RAPD PATTERN)

Heru Adi Djatmlko') dan Budi Prakoso

Fakultas Pertanian Universitas Jenderal Soedirman
JI. Dr. Suparno Karangwangkal Purwokerto 53123 ? e-mail: heru_adi@yahoo.com)

ABSTRACT

One of the important rice disease in Indonesia
and Asia countries is bacterial leaf blight caused
by Xanthomonas oryzae pv. oryzae. This disease
is quite difficult to be controlled because there are
many pathotypes of X. oryzae pv. oryzae, which
is caused by environment, varieties, and high
level of mutability gene. The objective of this
research is to know the diversity of X oryzae pv.
oryzae pathotypes at three different altitudes
based on RAPD pattern. Results indicated that
X.oryzae pv.oryzae isolated from Pabuaran,
Datar, and Gandatapa villages have different
pathotype; the best primer for RAPD of X, oryzae
pv. oryzae was OPA244 (5' CAGCCAACCG 3');
DNA band patterns of the three chosen isolates
were differ each others. Isolate from Datar had
DNA band ranging from less than 1000 to more
than 500bp, isolate from Pabuaran has DNA
band ranging from 1000 to less than 500 bp, and
isolate from Gandatapa has DNA band ranging
from 3000 to less than 500 bp.

Keywords: pathotype, Xanthomonas oryzae pv.
oryzae, rice, RAPD

ABSTRAK

Salah satu penyakit penting padi sawah di
Indonesia dan negara-negara di Asia ialah hawar
daun bakteri yang disebabkan oleh Xanthomonas
oryzae pv.oryzae. Penyakit tersebut sulit di-
kendalikan karena X.oryzae pv. oryzae mem-
punyai tingkat keragaman patotipe tinggi yang
disebabkan oleh lingkungan, varietas, dan tingkat
mutabilitas gen yang tinggi. Tujuan penelitian
ialah untuk mengetahui keragaman patotipe X.
oryzae pv.oryzae yang ada di tiga ketinggian
tempat, berdasarkan pola pita RAPD. Isolat X.
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oryzae pv. oryzae yang berasal dari 3 ketinggian
tempat (Pabuwaran, Datar dan Gandatapa)
mempunyai patotipe beragam. Primer yang
paling baik digunakan untuk mendeteksi
keragaman X.oryzae pv.oryzae di tiga ketinggian
tempat dengan RAPD ialah OPA 244. Pola pita
DNA ketiga isolat X.oryzae pv.oryzae terpilih
berbeda satu dari yang lain dengan ukuran untuk
isolat dari Datar kurang dari 1000 bp hingga 500
bp, isolat dari Pabuwaran dari 1000 hingga di
bawah 500 bp, dan untuk isolat Gandatapa
berukuran dari 3000 sampai di bawah 500 bp.

Kata kunci: patotipe, Xanthomonas oryzae pv.
oryzae, padi, RAPD

PENDAHULUAN

Penyakit Hawar daun bakteri yang di-
sebabkan oleh Xanthomonas oryzae pv. oryzae
(Kadir, 1999; IRRI, 2003) merupakan satu dari
beberapa kendala peningkatan produksi padi
(Yashitola et al., 1997; Kadir, 1999; Tjubarjat et
al., 1999; Suparyono et al, 2004). Penyakit
tersebut ialah satu dari beberapa penyakit
penting padi sawah di Indonesia dan beberapa
negara di Asia. Kehilangan hasil oleh penyakit
tersebut mengakibatkan kerugian yang besar
secara ekonomi (Yasin et al., 2005). Kehilangan
hasil akibat penyakit tersebut di Indonesia
mencapai 70-80% (Kadir, 1999), sedangkan di
India mencapai 6-60% dan di Jepang mencapai
20-50% (IRRI, 2003).

Berbagai upaya pengendalian penyakit
hawar daun bakteri telah banyak dilakukan.
Upaya tersebut di antaranya dengan antibiotik
oxytetracycline, streptomycin dan chioramphenicol
(Khan et al., 2005); peramalan (Liu et al., 2006);
sanitasi (IRRI, 2003); varietas tahan (Rao et al.,
2003), dan kombinasi antagonis Pantoea
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agglomerans, Pseudomonas fluorescens, dan
Bacillus subtilis AS (Babu dan Thind, 2005).
Pengendalian tersebut belum memberikan hasil
yang memuaskan karena X.oryzae pv.oryzae
mempunyai tingkat keragaman patotipe yang
tinggi yang disebabkan oleh lingkungan, varietas
yang digunakan, dan tingkat mutabilitas gen yang
tinggi (Keller et al., 2000). Berdasarkan pemikiran
tersebut, maka diperlukan penelitian keragaman
patotipe Xanthomonas oryzae pv.oryzae dari
berbagai ketinggian tempat berdasarkan pola
RAPD dan pengaruhnya terhadap galur dan
varietas padi.

Tujuan penelitian ialah  mengetahui
keragaman patotipe X. oryzae pv. oryzae yang
ada di tiga ketinggian tempat berdasar pola pita
RAPD X. oryzae pv. oryzae.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan selama 4 bulan
yaitu Agustus sampai november 2008 di
Laboratorium Klinik Tanaman, Genetika, dan
Rumah kaca Fakultas Pertanian Unsoed.

Bahan yang digunakan untuk penelitian
ialah isolat Xoryzae pv.oryzae dari tiga
ketinggian tempat yaitu Pabuaran (150 m dpl),
Datar (240 m dpl) dan Gandatapa (540 m dpl), 10
varietas padi ( V1 : IR 64; V2 : Fatmawati; V3:
Memberamo; V4: Sintanur; V5 : Pucuk; V6 :
Mashuri; V7 : Cimalaya; V8: Batang Ombilin; V9:
Cimelati, dan V10 : Mentikwangi), medium
Sukrose Peptone Agar (SPA), medium pepton
cair, Wizard Genomic DNA Furification kit dari
Promega, Empat dekamer vyang dipesan ke
SBS Genetech Co., Ltd isopropanol, etanol 70%,
Tris base, DNA ladder, RNase, agarose,
aquabides, etidium bromida, Cell Lysis Solution,
dan Protein Presipitation Solution.

Alat yang digunakan ialah cawan petri,
tabung reaksi, jarum ose, autoklaf, aluminium foil,
kapas, lampu bunsen, mikrowave, mikropipet dan
tipnya ukuran 10 pl, 200 pl dan 1000 pl, tabung
mikro 1.5 ml berpenutup, tabung PCR 0,2 ml,
inkubator, water bath, Laminar Air Flow Cabinet
(LAF), sentrifus mikro, timbangan elektrik, tissu,
hand sprayer, sarung tangan, styrofoam, mesin
PCR, kamera digital, komputer dengan software,
kotak sampel, korek api, alat tulis dan plastik.

Penelitian terdiri atas 2 tahap. Pada tahap
pertama Isolasi dan pencirian Isolat X. oryzae pv.
oryzae dari tanaman padi yang menunjukkan
gejala penyakit hawar daun bakteri dari Pabu-

waran, Datar, dan Gandatapa dengan ketinggian
tempat masing-masing 150 mdpl, 250 mdpl, dan
540 mdpl. Pada tahap kedua, diisolasi DNA,
pengoptimuman kondisi RAPD, RAPD, dan
analisis keragaman patotipe dan kekerabatan
isolat terpilih berdasarkan pola pita DNA hasil
RAPD.

Penelitian tahap pertama:
1. Isolasi dan pencirian X. oryzae pv. oryzae dari
berbagai ketinggian tempat

Isolasi X.oryzae pv.oryzae dengan me-
numbuhkan pada medium potato sucrose agar
(PSA) (Suparyono et al., 2004) (sukrosa 20 g,
kentang 200 g, agar 15 g, dan air steril 1000 mil):
daun bergejala hawar daun bakteri disterilkan
permukaannya dengan alkohol 70%, kemudian
dibilas dengan air steril tiga kali, dikeringanginkan
dan dipotong dengan ukuran sekitar 5 mm x 5
mm dengan gunting steril, direndam dalam air
steril selama 5 menit dalam tabung reaksi.
Suspensi tersebut digoreskan pada medium
PSA, inkubasi 48-72 jam, diperoleh koloni tunggal
berwarna kuning, kemudian disimpan dalam
medium PSA miring yang diberi parafin steril
untuk disimpan pada suhu 4°C dan dalam air
steril yang akan selalu digunakan untuk per-
banyakan berikutnya. Isolat X. oryzae pv. oryzae
yang digunakan untuk penelitian dari ketinggian
tempat 150 mdpl, 250 mdpl, dan 540 mdpl
masing-masing berjumlah 10. Isolat tersebut
kemudian dicirikkan untuk memastikan bahwa
patogen hawar daun bakteri adalah X. oryzae pv.
oryzae yaitu dengan pengujian patogenisitas
pada varietas Aik Sibundong dan ketahanannya
terhadap 0.001% Cu(NO;), (Liu et al., 2006).

2. Ujiisolat X. oryzae pv.oryzae ke 10 varitas padi

Tiga isolat X.oryzae pv.oryzae yang sudah
diisolasi, dimurnikan dan dicirikan, dan memiliki
patogenisitas tertinggi dipilih dan kemudian
diinokulasikan pada 10 varietas padi untuk
menentukan keragaman patotipenya. Pelaksana-
annya benih ditumbuhkan di kotak plastik berisi
media tumbuh. Pada umur 14 hari dipindahkan
ke dalam pot bergaris tengah 35 cm sebanyak 3
rumpun per varietas. Kerapatan inokulum X
oryzae pv.oryzae yang diinokulasikan pada
tanaman padi kurang lebih 10° upk/ml (Yashitola
et al., 1997). Inokulasl isolat X. oryzae pv.oryzae
dilakukan dengan cara clip-method yaitu ujung
daun padi dipotong kira-kira 2-3 cm dengan
gunting yang sudah dibenamkan dalam suspens!
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bakteri, kemudian disungkup dengan plastik
selama 24 jam dan diinkubasikan pada suhu
30°C (EPPO, 2007). Pengamatan dilakukan 2
minggu setelah inokulasi untuk mengetahui
reaksi setiap varietas uji terhadap 3 isolat. Per-
bedaan patotipe isolat ditentukan berdasarkan
pada masa inkubasi, intensitas penyakit, dan luas
bercak pada 10 varietas padi.

Penelitian tahap kedua:

Uji keragamam berdasarkan pola pita DNA
hasil RAPD dilakukan di Laboratorium Genetika,
Fakultas Pertanian, Unsoed. Penelitian mengikuti
alur sebagai berikut:

1. Pemesanan Dekamer

Dekamer yang digunakan dalam RAPD
dipesan dari SBS Co, Ltd. dengan urutan basa 5'
ke 3' masing-masing dekamer pada Tabel 1.

Tabel 1. Kode dan urutan basa dekamer yang

digunakan
(Table 1. Code and base sequence of dekamer

used)

Kode Urutan basa dari 5' ke 3'

(Code) (Base sequence of 5'to 3)

OPA7 GAAACG GGTG

OPA9 GGG TAACGCC

OPK 10 GTGCAACGTG

OPA 244 CAG CCAACCG

2. Ekstraksi DNA (Prakoso, 1999)

Ekstraksi DNA X. oryzae pv. oryzae yang
telah ditumbuhkan di media pepton cair 5%
selama satu malam dilakukan menggunakan
Wizard genomic DNA purification kit dari
Promega. DNA hasil ekstraksi ditentukan
konsentrasi dan kualitasnya menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang
260nm dan 280nm.

3. Optimasi konsentrasi DNA untuk RAPD
(Prakoso, 1999)

Optimasi konsentrasi DNA yang terbaik
untuk RAPD dilakukan dengan menggunakan
templat DNA dari satu X.oryzae pv.oryzae. Suhu
yang digunakan dalam RAPD ialah sebagai
berikut: 1) denaturasi awal pada 94 °C selama 6
menit diikuti dengan 40 siklus dari 94 °C selama
1 menit, 36 °C selama 1 menit dan 72 °C selama
3 menit. Setelah hal tersebut di atas, suhu
dipertahankan pada 72 °C selama 7 menit dan 4
°C sampai alat dimatikan.

4, Pemilihan dekamer terbaik untuk RAPD

Setelah didapat konsentrasi DNA yang
terbaik untuk RAPD, selanjutnya dilakukan
pemilihan satu primer dari 4 dekmaer yang
terdigunakan. Dekamer yang terpilih ialah
dekamer yang menghasilkan pita DNA terbanyak
untuk RAPD. Pengaturan suhu dan waktu untuk
RAPD sama seperti pengaturan RAPD
sebelumnya.

5. Analisis RAPD

Setelah didapat konsentrasi DNA dan
primer terbaik, maka dilakukan RAPD dengan
DNA templat dari 3 isolat terpilih.

6. Elektroforesis (Prakoso, 1999) dan

dokumentasi

Hasil RAPD sebanyak 15ul dimasukkan
ke dalam sumur 1.5% gel agaros dan
dielektroforsis pada 50 Volt selama 15 menit,
kemudian dilanjutkan dengan 100 Volt selama 45
menit. Setelah dielektroforesis, gel diletakkan di
atas UV transilluminator, dan hasilnya di
dokumentasikan dengan WiseDoc gel
documentation unit yang terhubung ke komputer.

Variabel yang diamati pada penelitian
tahap | yaitu: 1) pertumbuhan bakteri dalam
medium PSA yang mengandung 0.001%
Cu(NO;),, 2) masa inkubasi yang dihitung dari
saat inokulasi sampai munculnya gejala dalam
satuan hari pada uji kepatogenan, 3) intensitas
penyakit, dihitung dengan rumus menurut
Suparyono et al. (2004) sebagai berikut.

Panjang gejala hawar daun bakteri (mm) X100%
Panjang daun secara keseluruhan (mm)

IP=

Reaksi ketahanan tanaman padi terhadap
penyakit hawar daun bakteri menurut Suparyono
et al. (2004) dan Yashitola et al. (1997), yaitu:

Skala keparahan/intensitas Reaksi
penyakit tanaman

<10% Tahan

>11% Rentan

Variabel yang diamati pada penelitian
tahap Il yaitu pola pita DNA hasil RAPD. Analisis
Data hasil pengamatan dianalisis secara
deskriptif baik pada penelitian tahap | maupun Il.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasl X. oryzae pv. oryzae dan Ketahanan-
nya terhadap 0.001% Cu(NO,),

Isolat X.oryzae pv.oryzae dipilih dari koloni-
koloni berwama kuning yang tumbuh pada
medium PSA  yang mengandung 0.001%
Cu(NQ;3),. Salah satu yang membedakan antara
penyakit hawar daun bakteri (bacterial leaf blight)
atau penyakit kresek yang disebabkan oleh X.
oryzae pv.oryzae (Swings et al., 1990; Ishiyama,
1992) dan bactenal leaf streak yang disebabkan

oleh Xanthomonas oryzae pv.oryzicola ialah

ketahanannya terhadap 0.001% Cu(NO,), (Liu et
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 et al. (2006), X.
oryzae pv.oryzae mempunyai respons positif
terhadap 0.001% Cu(NO,),, sedangkan X. oryzae
pv. oryzicola mempunyai respons negatif tehadap
0.001% Cu(NO,),. Selain tahan terhadap
0.001% Cu(NO3),, X.oryzae pv.oryzae juga
mempunyai sifat negatif pada uji oksidase,
produksi 2-ketoglukonat, reduksi nitrat, hidrolisis

gelatin, hidrolisis pati, produksi acetoin, dan
oksidasi-fermentasi gluokosa. Ada beberapa ciri
yang membedakan X. oryzae pv. oryzae dan X,
oryzae pv.oryzicola berdasarkan beberapa
pengujian biokimia (EPPO, 2007) (Tabel 2). Hasil
pengujian pada medium SPA + Cu (NO,),
0.001% menunjukkan adanya pertumbuhan
semua isolat, yang berarti isolat tersebut merupa-
kan X. oryzae pv.oryzae. Selain hal tersebut di
atas, X. oryzae pv.oryzae yang tahan terhadap
Cu (NO3); 0.001% menunjukkan bahwa apabila
diperlakukan dengan senyawa yang mengandung
tembaga hanya mengurangi perkembangan
penyakit hawar daun bakteri akan tetapi tidak
mempunyai kemampuan mencegah infeksi. Hal
tersebut sesuai dengan pernyataan Steven
(2003), bahwa bahan yang mengandung
tembaga hanya mempunyai kemampuan
melindungi bakteri pada permukaan daun dan
buah serta menyebabkan racun terhadap
tanaman. Lebih lanjut dikatakan bahwa pada
kondisi lingkungan menguntungkan  untuk
perkembangan penyakit yang disebabkan oleh
bakteri, perlakuan dengan bahan kimia yang
mengandung tembaga sama sekali tidak efektif.

Tabel 2. Karakter patovar Xanthomonas oryzae berdasarkan uji bakteriologi
(Table 2. Characteristic of pathovar Xanthomonas oryzae based on bacteriological test)

Pengujian
(Tests)

X. oryzae pv oryzae

X. oryzae pv. oryzicola

Pewarnaan Gram (Gram staining)

Uji Oksidase (Oxidase fest)

Produksi 2-ketoglukonat (2-ketogluconate
production)

Fluoresensi pada medium King's B (Fluorecence
on King's B medium)

Reduksi nitrat (nitrate reduction)
Oksidasi/fermentasi glukosa (Oxidation-
fermentation of Glucose)

Hidrolisis gelatin (Gelatine hydrolysis)

Hidrolisis pati (Starch hydrolysis)

Sensivitas terhadap Cu(N)3)2 0.001% (Sensitivity to
0.001% cupric nitrate)

Pertumbuhan pada L-alanin sebagai sumber
karbon (Growth on L-alanine as carbon source )
Produksi acetoin (Acetoin production)
Pertumbuhan pada 0,2% vitamin-free casamino
acids (Growth on 0,2% vitamin-free casamino
acids)

Ol- O/-
- +N
. +
+ -

’ +N
. +

Keterangan: + = positif (positive); - = negatif (negative); O = oksidatif (oxidative); V = berubah-ubah (variable)
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Patotipe Isolat X. oryzae pv. Oryzae

Tiga isolat terpilih diuji patogenisitasnya
pada 10 varietas untuk menguji keragamannya.
Hasil pengamatan masa inkubasi, intensitas
penyakit, dan luas bercak disajikan pada Tabel 3.

Kemampuan isolat X.oryzae pv.oryzae
asal desa Pabuwaran (150 m dpl), Datar (150 m
dpl), dan Gandatapa (540 m dpl) yang di-
inokulasikan pada 10 varietas padi menunjukan
perbedaan dalam masa inkubasi, intensitas
penyakit, reaksi tanaman, dan luas bercak (Tabel
3). Isolat Xoryzae pv.oryzae asal Gandatapa
(Gds) mempunyai masa inkubasi tercepat

dibandingkan dengan isolat X oryzae pv.oryzae
asal Pabuwaran dan Datar. Selain hal tersebut di
atas, isolat Gds juga mempunyai intensitas
penyakit tertinggi dan luas bercak terbesar. Hal
tersebut menunjukkan bahwa isolat Gds asal
Gandatapa ialah isolat yang paling virulen dan
menyebabkan kerusakan terbesar pada varietas
sepuluh yang diuiji.

Keragaman masa inkubasi, intensitas
penyakit, dan luas bercak pada 10 varietas padi
menunjukkan juga keragaman patotipe isolat X.
oryzae pv.oryzae dari berbagai ketinggian tempat
(Pabuwaran, Datar, dan Gandatapa).

Tabel 3. Masa inkubasi, intensitas penyakit, dan luas bercak pada sepuluh varitas padi
(Table 3. Incubation periode, disease intensity, and lesion wide at ten rice varieties)

Intensitas penyakit (%) dan reaksi tanaman

Periakuan Masa inkubasi, hsi

(disease intensity, % and plant reaction)

Luas bercak (mm?)

(Treatments)  (Incubation periode,dai) (17 hsi/37 hss)

Reaksi tanaman (lesion wide, mm’)

(17 dai/37 dap) (Plant reaction)
V1Pby 3.89 15.31 Rentan 22.56
V1Dt 3.89 17.95 Rentan 29.92
V1Gds 3.89 14.35 Rentan 24.64
V2Pby 2.89 2113 Rentan 19.01
V2Dt, 4.33 9.62 Tahan 18.77
V2Gds 2.89 30.48 Rentan 35.39
V3Pby 3.89 16.45 Rentan 20.38
V3Dt, 3.89 16.70 Rentan 20.96
V3Gds 2.89 30.04 Rentan 305
V4Pb7 4.33 8.26 Tahan 15.29
V4Dt4 3.89 13.17 Rentan 19.5
V4Gds 2.89 33.44 Rentan - 47.08
VsPbz 2.89 20.36 Rentan 31.15
VsDty 4.33 9.57 Tahan 12.98
VsGds 2.89 25.89 Rentan 46.92
VePby 4.33 9.91 Tahan 13.73
VeDt4 3.89 15.13 Rentan 25.7
VeGds 4.00 11.56 Rentan 16.3
V7Pb; 3.89 19.22 Rentan 20.08
V7Dt 3.89 17.22 Rentan 17.45
V7Gds 2.89 24.02 Rentan 18.45
VePbr 3.89 13.92 Rentan 14.14
VeDty 5.00 3.56 Tahan 10.55
VeGds 4.33 7.64 Tahan 19.51
V¢Pby 3.89 17.31 Rentan 10.38
VgDty 2.89 27.62 Rentan 34.88
VgGds 4,33 9.07 Tahan 13.37
V1oPby 3.89 15.11 Rentan 14.42
V10Dty 2.89 23.66 Rentan 24.77
V10Gds 3.89 14.30 Rentan 11.08

Keterangan: hsi: hari setelah inokulasi(dal: day after inoculation); hss: hari setelah semal (dap: day after planting)
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M Dt1 | |PbS | |Gd

3000bp ——1»

500bp —————|

A

Keterangan:

Marker: Tangga DNA 1kb; Dt;: Hasil RAPD isolat dari Datar; Pbs: Hasil RAPD isolat dari Pabuwaran;

Gdy: Hasil RAPD isolat dari Gandatapa (Marker: 1kb DNA ladder;Dt1: Result of RAPD isolate from
Datar: Pb5: Result of RAPD isolate from Pabuwaran; Gd7: Result of RAPD isolate from Gandatapa)

Gambar 1. Hasil RAPD isolat X. oryzae pv. Oryzae
(Figure 1. RAPD viewed of of X. oryzae pv. oryzae isolate)

Keragaman Isolat X. oryzae pv oryzae ber-
dasarkan RAPD

Berdasarkan optimasi, konsentrasi DNA
templat yang baik untuk RAPD ialah 10 ng per
25ul reaksi PCR dan dekamermer yang
menghasilkan pola pita DNA terbanyak ialah
OPA244. Hasil RAPD ke tiga isolat dengan
menggunakan 10ng DNA templat dan primer
OPA244 menunjukkan bahwa ketiga isolat
berbeda satu dari yang lain, karena pola pita
DNA hasil RAPD ketiga isolat berbeda (Gambar
1). Jumlah pita DNA hasil RAPD isolat dari
Datar, Pabuaran dan Gandatapa ialah 7, 10 dan

5 pita. Hasil RAPD mendukung hasil uji
keragaman ketiga isolat berdasarkan respons 10
varietas tanaman padi yang diinokulasi dengan
isolat tersebut.

Banyaknya pola pita menggambarkan
jumlah fragment DNA dalam kromosom patogen
yang dapat diperbanyak dengan PCR
menggunakan primer yang digunakan (Prakoso,
1999, Gupta et al., 2001). Saat proses RAPD,
setelah kedua untai heliks DNA terpisahkan saat
suhu 94°C, maka dekamer akan menempel
pada bagian kromosom yang urutan basanya
komplemen dengan urutan basa dekamer yang
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digunakan saat suhu diturunkan menjadi 37°C,
Dekamer akan diperpanjang oleh DNA Taq
polimerase saat suhu dinaikan menjadi 72°C.
Proses tersebut diulang 40 kali sehingga
dihasilkan lebih dari 10 milyar fragmen DNA
yang diapit oleh pasangan dekamer (Prakoso,
1999). Perbedaan jumlah dan pola pita DNA
hasil RAPD dari isolat yang diuji menunjukkan
bahwa materi genetika isolat yang diuji berbeda.

Hasil uji virulensi ketiga isolat X.oryzae
pv. oryzae yang diinokulasikan pada 10 varietas
padi dan hasil RAPD dengan menggunakan
DNA dari ketiga isolat menunjukkan ketiga isolat
yang diuji berbeda satu dari yang lain. Hal
tersebut membuktikan bahwa isolat X .oryzae pv.
oryzae asal 3 ketinggian tempat mempunyai
keragaman patotipe. Menurut Gupta et al.
(2001), uji virulensi terhadap varietas padi dapat
digunakan sebagai dasar dalam pengelompokan
ras X.oryzae pv.oryzae. Selanjutnya dikemuka-
kan, bahwa RAPD-PCR secara luas digunakan
untuk mendeteksi keragaman genetika ber-
macam-macam prokariot yaitu mengelompok-
kan Xanthomonas spp., seperti Xalbilineas,
X fragariae, X.malpphilia, dan X.campestris pv.
pelargonii (Gupta et al, 2001). Selain hal
tersebut diatas, Keragaman genetika tersebut
Juga menunjukkan adanya hubungan genetika.

Karakterisasi isolat pada tingkat molekuler
dapat digunakan untuk pengelompokan ras,
identifikasi isolat, memantau isolat di lapang,
dan menganalisis struktur populasi X. oryzae pv.
oryzae , serta mencari varietas tahan (Gupta et
al., 2001). Jika isolat X.oryzae pv.oryzae yang
perasal dari 3 ketinggian tempat mempunyai
romponen penyakit dan pola pita dari hasil
analisis RAPD-PCR beragam, maka patotipenya
Juga menunjukkan keragaman.

Keragaman patotipe pada berbagai
ketinggian tempat tersebut sebagai akibat dari
kondisi tempat padi ditanam dan keragaman
genotipe inang (Restrepo dan Verdier, 1997).
Selain hal tersebut di atas, tingginya keragaman
patotipe juga dapat disebabkan oleh penanam-
an secara terus menerus tanaman padi dan
masuknya strain dengan bahan percobaan
(Lozano, 1986). Keragaman genetik X.oryzae
pv.oryzae pada tiga ketinggian tempat
menyebabkan keragaman virulensi karena X.
oryzae pv.oryzae mempunyai tingkat mutabilitas
gen yang tinggi (Keller et al, 2000). Menurut
Restrepo dan Verdier (1997) mutabilitas gen

menyebabkan meningkatnya virulensi pada
beberapa Xanthomonas spp.

KESIMPULAN

Isolat X.oryzae pv.oryzae yang berasal
dari 3 ketinggian tempat (Pabuwaran, Datar, dan
Gandatapa) mempunyai patotipe beragam.
Primer yang paling baik digunakan untuk
mendeteksi keragaman X. oryzae pv. oryzae di
tiga ketinggian tempat dengan RAPD ialah OPA
244, Pola pita ketiga isolat X. oryzae pv. oryzae
terpilih berbeda satu dari yang lain dengan
ukuran untuk isolat dari datar dari 500 - s 1000
bp, isolat dari Pabuwaran 1000 — di bawah 500
bp, dan untuk isolat Gandatapa berukuran 3000
— di bawah 500 bp.

Disarankan perlu penelitian lanjutan tentang
keragaman patotipe Xoryzae pv.oryzae di
berbagai daerah sentra tanaman padi dan
menentukan patotipe X.oryzae pv.oryzae dengan
menggunakan varietas standar.
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