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ABSTRAK

Bakteri Xanthomonas oryzae pv. oryzae merupakan bakteri penyebab penyakit 
hawar daun pada padi. Sebanyak 27 isolat Xoo yang berasal dari beberapa daerah 
di Indonesia, dianalisis keragaman genetiknya menggunakan teknik Rep-PCR 
(Repetitive PCR). Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui keragaman 
genetik bakteri Xanthomonas oryzae dengan menggunakan metode Repetitive 
PCR berupa primer BOXA1R dan ERIC serta primer (GTG)5. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa polimorfisme yang tinggi dihasilkan dari primer ERIC 
93,75%. Keragaman genetik berdasarkan primer BOXA1R, terbentuk 5 klaster 
dengan koefisien kesamaan 0,86, pada primer (GTG)5 membentuk 4 klaster 
dengan koefisien kesamaan 0,87, dan pada primer ERIC membentuk 6 klaster 
pada koefisen kesamaan 0,80. Gabungan dari ketiga primer tersebut membentuk 
3 klaster pada koefisien kesamaan 0,75. Dengan menggunakan analisis komponen 
utama, primer BOXA1R dan (GTG)5 menghasilkan 5 klaster dan primer ERIC 
menghasilkan 6 klaster. 
Kata kunci: keragaman genetik, Xanthomonas oryzae, Rep-PCR
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ABSTRAK

Upaya peningkatan produksi padi dihadapkan pada kendala dan masalah, 
antara lain serangan hama. Untuk mengendalikan hama, saat ini petani masih 
menggunakan insektisida. Penggunaan insektisida secara berlebihan akan 
mengakibatkan terjadinya biological explosion dan terganggunya keseimbangan 
alami dengan berbagai konsekuensi negatif lainnya, bahkan juga mengakibatkan 
ketidakstabilan ekosistem. Untuk memperbaiki kondisi ketidakstabilan ekosistem 
khususnya agroekosistem perlu adanya upaya yang mengarah pada pemulihan 
(restore) agroekosistem, salah satunya dengan rekayasa ekologi. Penelitian ini 
bertujuan untuk mengetahui efektivitas perpaduan rekayasa ekologi (dengan 
penanaman bunga wijen dan penggunaan pupuk organik) dan penggunaan light 
trap dalam pengendalian hama tanaman padi. Penelitian dilakukan di kebun 
percobaan Balai Besar Penelitian Tanaman Padi Sukamandi dan lahan petani 
di Kecamatan Patok Beusi, Kabupaten Subang – Jawa Barat pada bulan Mei 
tahun 2013. Penelitian ditata dalam bentuk display dalam kawasan 1 ha dengan 
6 titik tempat pengamatan. Untuk mempelajari efektivitas perpaduan rekayasa 
ekologi  dan penggunaan light trap dalam pengendalian hama tanaman padi, maka 
perlakuan tersebut dibandingkan dengan perlakuan petani yang non rekayasa 
ekologi dalam luasan 1 ha. Variabel yang diamati adalah populasi dan tingkat 
serangan hama yang ada di pertanaman padi, populasi musuh alami, dan hasil 
panen. Data populasi dan tingkat serangan hama serta musuh alami yang diperoleh 
dianalisis dengan T test, sedangkan hasil panen dan biaya usaha tani dianalisis 
secara ekonomi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa perpaduan rekayasa ekologi 
dan penggunaan light trap efektif menekan serangan hama penggerek batang padi 
kuning dan hama wereng punggung putih; hasil panen padi lebih tinggi; serta 
mampu meningkatkan populasi musuh alami Paederus dan Ophionea. Selain itu, 
perpaduan rekayasa ekologi dan penggunaan light trap memberikan sisa 
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ABSTRACT

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) causes bacterial leaf blight (BLB) of 
rice.  Twenty seven Xoo from several regions in Indonesia were analyzed their 
genetic diversity by using Rep-PCR (Repetitive PCR). The aim of this analysis 
is to determine the genetic diversity of Xoo isolates with Rep-PCR method using 
BOXA1R, ERIC and (GTG)5 primers. High polymorphism resulted from ERIC 
primer 93,75%. The genetic diversity based on those primers formed 3 clusters 
with similarity coefficient of 0,75. Whereas using principal component analysis, 
primer BOXA1R and (GTG)5 formed 5 clusters and ERIC formed 6 clusters. 
Keywords: genetic diversity, Xanthomonas oryzae, Rep-PCR

PENDAHULUAN

Salah satu penyakit utama padi sawah di Indonesia dan di Asia adalah hawar 
daun bakteri atau kresek yang disebabkan oleh Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
(Xoo) (IRRI, 2010). Di Indonesia kehilangan hasil yang diakibatkan oleh penyakit 
kresek mencapai 70–80% sehingga menyebabkan kerugian yang besar secara 
ekonomi (Yasin et al., 2005).

Informasi keberadaan populasi ras patogen di suatu daerah dapat digunakan 
untuk memilih dan membudidayakan plasma nutfah tahan terhadap Xoo pada 
tahap awal. Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Djatmiko dan Fatichin 
(2007) menunjukkan bahwa di daerah pertanaman padi di Karesidenan Banyumas 
untuk wilayah Banjarnegara, Purbalingga, dan Purwokerto terserang berat 
oleh Xoo hingga mencapai 45% dan sampai saat ini patotipe dan genotipenya 
belum diketahui. Berdasarkan hasil penelitian Djatmiko dan Prakoso (2008) 
menunjukkan bahwa adanya perbedaan keragaman genetik Xoo yang berasal dari 
berbagai ketinggian tempat di Karesidenan Banyumas. 

Kemajuan teknik marka molekuler telah menghasilkan metode-metode 
potensial untuk mempelajari keragaman spesies bakteri melalui pendekatan 
genetik. Repetitive PCR (Rep-PCR) merupakan metode amplifikasi dengan 
menggunakan primer tunggal yang mengandalkan urutan nukleotida berulang 
pada genom bakteri (Schneegurt dan Kulpa, 1998). Setiap mikroorganisme 
memiliki sekuen yang berulang (repetitive sequence) dengan jumlah dan jarak 
yang bervariasi (Prihantoro et al., 2012). Dengan teknik marka molekuler ini 
dapat memonitor, menemukan dan mengidentifikasi bakteri dengan cepat dan 
akurat (Widada et al., 2002).

Cruz et al. (1996) melaporkan studi keragaman pada Xanthomonas oryzae 
pv oryzae dengan primer BOX untuk mendeteksi polimorfisme di dalam populasi 
Xoo namun pada primer REP lebih baik dalam mendeteksi polimorfisme. Popovic 
et al. (2013) telah mengkarakterisasi secara genetik bakteri Xanthomonas 
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campestris menggunakan PCR ERIC dan (GTG)5 dan dihasilkan pola Xcc 
yang berbeda dan sangat efektif membedakan strain-strain dari tanaman inang 
yang berbeda. Asgarani et al. (2015) menggunakan primer ERIC pada bakteri 
Xanthomonas spp dan diperoleh bahwa hasil pola PCR-ERIC tidak saja dapat 
membedakan Xanthomonas campestris dengan Xanthomonas translucent namun 
dapat membedakan strain Xanthomonas ke dalam tiga klaster dengan 40% 
kemiripan berdasarkan koefisien Jaccard’s coefficient. 

Penelitian ini bertujuan mengetahui keragaman genetik dari isolat Xoo 
yang diperoleh dari beberapa daerah di Indonesia dengan menggunakan metode 
Repetitive PCR dan mempelajari efektivitas dari primer yang digunakan. Penelitian 
ini diharapkan dapat membantu pembentukan varietas padi yang tahan penyakit 
HDB.

BAHAN DAN METODE

Bakteri Xoo yang digunakan berasal dari koleksi BB Biogen (Tabel 1). 
Bakteri tersebut ditumbuhkan pada medium Wakimoto Agar (20 g sukrosa, 5 g 
pepton, 0.5 g Ca(NO3)4H2O, 1.82 g Na2HPO47H2O, 0.05 g FeSO47H2O, 18 g bakto 
agar). Bakteri yang telah tumbuh diinokulasikan ke dalam media cair NB (Nutrient 
Broth) lalu diinkubasi semalam dan selanjutnya digunakan untuk tahapan isolasi 
DNA.
Tabel 1.  Daftar isolat Xoo yang digunakan dalam penelitian ini.

No. Kode Isolat Varietas Sumber Lokasi
1 Xoo7608 Lokal Cibadak-Jawa Barat
2 Xoo7624 Lokal Bogor- Jawa Barat
3 Xoo8021 Lokal Subang- Jawa Barat
4 Xoo8024 Lokal Cianjur- Jawa Barat
5 Xoo93-229 Lokal Harjobinangun-Jawa Tengah
6 Xoo11-003 Ciherang Cianjur-Jawa Barat
7 Xoo11-020 Ciherang Cianjur- Jawa Barat
8 Xoo11-021 Kuriak Putiah Maninjau-Sumatera Barat
9 Xoo11-022 Kuriak Putiah Maninjau-Sumatera Barat
10 Xoo11-030 Kuriak Putiah Maninjau-Sumatera Barat
11 Xoo12-011 Tidak Diketahui Sudiang-Biringkanaya, Sulawesi Selatan
12 Xoo12-012 Tidak Diketahui Sudiang-Biringkanaya, Sulawesi Selatan
13 Xoo12-176 Tidak Diketahui Kauman-Batang, Jawa Tengah
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No. Kode Isolat Varietas Sumber Lokasi
14 Xoo12-177 Tidak Diketahui Kauman-Batang, Jawa Tengah
15 Xoo12-183 Tidak Diketahui Kauman-Batang, Jawa Tengah
16 Xoo12-190 Tidak Diketahui Kalimanggis, Subah, Batang
17 Xoo12-195 Tidak Diketahui Kalimanggis, Subah, Batang
18 Xoo12-198 Tidak Diketahui Kalimanggis, Subah, Batang
19 Xoo12-200 Tidak Diketahui Kalimanggis, Subah, Batang
20 Xoo12-207 Tidak Diketahui Kalimanggis, Subah, Batang
21 Xoo12-225 Tidak Diketahui Duwet-Pekalongan, Jawa Tengah
22 Xoo12-231 IR-64 Sawahan, Tulis-Batang, Jawa Tengah
23 Xoo12-253 IR-64 Sawahan, Tulis-Batang, Jawa Tengah
24 Xoo12-285 Ciherang Ds. Wr. Nangka Subang Jawa Barat
25 Xoo12-286 Ciherang Ds. Wr. Nangka Subang Jawa Barat
26 Xoo12-302 Inpari-13 BBPP Btg. Kaluku, Sulawesi Selatan
27 Xoo12-303 Inpari-13 BBPP Btg. Kaluku, Sulawesi Selatan

Isolasi DNA Genom Xoo 

Isolasi DNA genom dilakukan dengan metode Shanti et al. (2001). Verifikasi 
DNA genom dilakukan dengan uji kualitatif DNA menggunakan 0,8% gel 
agarosa dan pewarnaan dengan etidium bromida. Gel agarosa yang telah selesai 
dielektroforasi kemudian divisualisasi dengan Chemidoc UV-Illuminator (Biorad) 
dan uji kuantitatif dengan Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, 2009).

Amplifikasi DNA dengan PCR
Proses amplifikasi DNA dari bakteri Xoo menggunakan mesin PCR Biorad. 

Reaksi PCR mengandung 10 mM Tris–HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 25 ng DNA 
genomik, 10 pmol untuk setiap primer, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM untuk setiap dNTP, 
dan 0.2 units DNA Taq polymerase (Fermentas). Primer Rep PCR yang digunakan 
dalam penelitian   ini  adalah primer  BOXA1R :5 -’CTACGGCAAGGCGACGCT 
GACG-3’, ERIC1R : 5’- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC -’3, ERIC2 : 5’- AAG  
TAAGTGACTGGGGTGAGCG -’3, dan (GTG)5: 5’- GTGGTGGTGGTGGTG 
-3’ (Gevers et al., 2001; Li et al., 2011). 

Program PCR terdiri atas tahapan: predenaturasi 94°C selama 5 menit; 
denaturasi pada suhu 94°C selama 1 menit, penempelan primer (BOXAIR 
dan (GTG)5 pada 53°C,  ERIC 43°C)  selama 1 menit , pemanjangan primer 
65°C selama 8 menit. Proses tersebut diulang sebanyak 35 siklus. Selanjutnya 
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pendinginan pada suhu 65ºC selama 15 menit. Profil PCR yang digunakan untuk 
primer adalah pre-denaturasi pada suhu 94°C selama 7 menit (awal pemanasan), 
denaturasi pada suhu 94°C selama 60 detik, penempelan primer pada suhu 53°C 
selama 1 menit, dan pemanjangan primer pada suhu 65°C selama 8 menit. Proses 
tersebut diulang sebanyak 35 siklus. Tahap terakhir ditambah 15 menit pada suhu 
65oC. Setelah proses amplifikasi selesai kemudian gel divisualisasi dengan proses 
elektroforesis.

Analisis Data
	 Hasil visualisasi berupa pita-pita hasil PCR dijadikan data biner terhadap 

pola pita yang terbentuk dan dibuat hubungan kekerabatan dengan metode 
unweighted pair group method arithmetic mean (UPGMA). Kemudian dilakukan 
juga analisis komponen utama dengan menggunakan program NTSYS 2.10 
(Rohlf, 1998).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis Hasil Amplifikasi Pita Polimorfik DNA Bakteri Xoo

Perhitungan polimorfisme secara kualitatif dilakukan dengan menganalisis 
semua pita hasil amplifikasi PCR yang diperoleh (Gambar 1). Tingkat polimorfisme 
diantara dua individu diskor atas dasar ditemukan atau tidaknya pita DNA yang 
diamplifikasi. Jumlah pita yang dihasilkan dari amplifikasi dengan primer rep-
PCR (BOXA1R, ERIC, (GTG)5) yaitu sebanyak 37 pita dari 27 isolat Xoo (Tabel 
2). Pita terbanyak dihasilkan oleh primer ERIC yaitu sebanyak 16 pita, sedangkan 
pita yang paling sedikit dihasilkan oleh primer BOXA1R sebanyak 8 pita. Jumlah 
pita polimorfik paling banyak dihasilkan oleh primer ERIC dengan persentase 
pita polimorfik sebesar 93,75%, sedangkan untuk persentase pita polimorfik yang 
paling sedikit dihasilkan oleh primer (GTG)5 sebesar 76,92% (Tabel 2).
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Gambar 1. Elektroforegram hasil amplifikasi dengan primer Rep-PCR. Berturut-turut 
dari atas ke bawah: Primer BOX AIR, (GTG)5 dan ERIC.

	

Tabel 2. 	Hasil jumlah pita polimorfik dan persentase pita polimorfik dengan 
primer Rep-PCR dari 27 isolat Xoo.

Primer Jumlah Pita Pita Polimorfik % Pita Polimorfik
BOXA1R 8 7 87,5
(GTG)5 13 10 76,92
ERIC 16 15 93,75

Perhitungan statistik dengan menggunakan program Cervus untuk 
mengetahui hasil perhitungan jumlah alel per lokus yang dihasilkan dari tiap 
primer, nilai heterozigositas (He) untuk menggambarkan ukuran variasi genetik 
yang dihasilkan diperoleh nilai He terbesar pada primer ERIC, sedangkan 
Polymorphism Information Content (PIC) untuk mengetahui seberapa tingkat 
polimorfisme yang dihasilkan dari suatu marka molekular. Untuk nilai PIC 
terbesar diperoleh oleh primer ERIC yang memiliki nilai sebesar 0,34 (Tabel 3). 
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Tabel 3. 	 Hasil perhitungan statistik pada primer Rep-PCR

Primer Jumlah alel/lokus He* PIC**
BOXA1R 3 0,3126 0,27
(GTG)5 3 0,2624 0,23
ERIC 2,4 0,4489 0,34

*) Heterozigositas
**)Polymorphism Information Content

Berdasarkan analisis pita polimorfik hasil amplifikasi DNA dari 27 isolat 
Xoo (Tabel 2) yang menggunakan primer BOXA1R, (GTG)5, dan ERIC diketahui 
bahwa persentase pita polimorfik terbanyak diperoleh dengan primer ERIC yaitu 
sebesar 93,75%. Jumlah pita yang dihasilkan sebanyak 16 pita dan jumlah pita 
polimorfik yang dihasilkan sebanyak 15 pita. Hal ini menandakan bahwa terdapat 
1 pita yang monomorfik dengan ukuran pita sebesar 900 bp. Pita monomorfik 
ini berguna untuk identitas spesies sebagai penanda genetik (Munif et al., 2004). 
Primer dengan persentase pita polimorfik yang paling sedikit yaitu (GTG)5 
sebesar 76,92% dengan menghasilkan jumlah pita sebanyak 13 pita dengan pita 
polimorfik sebanyak 10 pita. Hal ini menandakan terdapat 3 pita monomorfik 
yang dihasilkan, terdapat pada ukuran 300 bp, 700 bp, dan 970 bp. Jumlah pita 
yang dihasilkan dari amplifikasi dengan primer BOXA1R sebanyak 8 pita dan 
pita polimorfik sebanyak 7 pita dengan persentase pita polimorfik yang dihasilkan 
sebesar 87,5%. Terjadinya perbedaan tingkat polimorfisme tersebut karena primer 
mengamplifikasi DNA genom yang bervariasi. Semakin banyak variasi daerah 
DNA genom yang diamplifikasi oleh primer maka semakin tinggi juga tingkat 
polimorfisme suatu organisme (Nuryani, 2003). 

Analisis Keragaman Genetik Bakteri Xoo

Analisis klaster dilakukan berdasarkan hasil amplifikasi DNA Xoo dengan 
gabungan primer BOXA1R, (GTG)5, dan ERIC menghasilkan dendrogram 
dengan 3 klaster pada koefisien kesamaan 0,75 (Gambar 2). Dua klaster utama 
terdiri atas klaster 1 yaitu isolat Xoo11-030, Xoo12-183, Xoo11-003, Xoo11-020, 
Xoo12-231, Xoo12-012, Xoo12-200, Xoo12-225. Xoo11-022, dan Xoo12-207. 
Klaster II yaitu isolat Xoo12-177, 93-229, Xoo11-021, Xoo12-198, Xoo12-011, 
Xoo12-195, Xoo8021, Xoo12-286, Xoo8024, Xoo7624 dan Xoo7608, dan klaster 
III yaitu Xoo12-190 dan Xoo12-302. Isolat lain yang tidak termasuk klaster yaitu 
isolat Xoo12-253, Xoo12-285, Xoo12-303, dan Xoo12-176. Nilai kofenetik yang 
diperoleh sebesar r=0,96.

Berdasarkan pengelompokan yang terbentuk dari dendrogram dari BOXA1R 
dan (GTG)5, terbentuk klaster yang terdiri atas isolat yang memiliki koefisien 
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kesamaan yang mencapai nilai 1. Hal ini disebabkan karena pita yang terbentuk 
tidak bervariasi dan banyak memiliki pita pada ukuran yang sama. Fenomena yang 
menarik dari hasil pengelompokan tersebut adalah mengelompoknya individu 
dari lokasi yang berlainan ke dalam satu kelompok. Dendrogram yang diperoleh 
dari amplifikasi dengan primer ERIC tidak ada isolat yang mencapai koefisien 
kesamaan sebesar 1 antar individu yang diisolasi. Menurut Poerba dan Martanti 
(2008), hal tersebut mengindikasikan adanya keragaman genetik yang disebabkan 
oleh rekombinasi genetik. Karuniawan et al. (2008) menambahkan, populasi dari 
habitat yang sama belum tentu memiliki hubungan kekerabatan yang lebih dekat. 
Hubungan kekerabatan yang dekat, terdapat 
juga pada genotipe-genotipe yang berbeda 
asalnya. Hal tersebut dipengaruhi oleh 
faktor lingkungan atau adanya 
interaksi genotip dengan 
lingkungan.

Gambar 2 Dendrogram UPGMA hasil amplifikasi DNA 27 isolat Xoo 
dengan primer Rep-PCR. 

Gambar 3 Plot dua dimensi analisis 
komponen utama 27 isolat Xoo berdasarkan 
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Louws et al. (1994) menyatakan bahwa genus Xanthomonas yang 
diamplifikasi dengan primer ERIC dapat menghasilkan pola sidik jari yang 
kompleks karena menghasilkan pita yang lebih banyak dan bervariasi ukurannya. 
Jika dibandingkan dengan amplifikasi dengan primer BOXA1R dan (GTG)5, 
jumlah pita yang dihasilkan tidak banyak dan ukuran yang kurang bervariasi. 
Versalovic et al. (1994) menyatakan bahwa primer BOXA1R cukup baik untuk 
membedakan spesies dari E.coli, Salmonella, dan Streptococcus. Li et al. (2011) 
juga menyatakan bahwa isolat Xoo tidak dapat dibedakan secara genetik dengan 
primer (GTG)5, namun primer ini dapat digunakan untuk mengidentifikasi  spesies 
pada Lactobacillus, Enterococci, dan bakteri asam asetat. 

Pengelompokkan yang dilakukan pada primer ERIC lebih baik dibanding 
dengan primer BOXA1R dan (GTG)5 karena dapat mengelompokkan isolat Xoo 
berdasarkan daerah yang sama. Klaster 2 terdapat isolat yang memiliki kekerabatan 
yang cukup dekat yaitu isolat Xoo12-195 dan Xoo12-012 yang berasal dari daerah 
yang sama yaitu Jawa Barat, serta klaster 6 terdiri atas isolat yang berasal Jawa 
Tengah yaitu Xoo12-286 dan Xoo12-198. Menurut Indriani (2000), genotipe-
genotipe yang berasal dari satu wilayah cenderung mengelompok pada jarak 
genetik yang kecil. Hal ini disebabkan adanya kisaran geografi yang rendah, 
secara genetika lebih seragam dibandingkan dengan populasi yang tersebar luas. 

Analisis komponen utama pada primer BOXA1R membagi menjadi 5 klaster. 
Sebagian besar klaster terdiri atas anggota yang sama seperti pada klaster pada 
dendrogram. Pada isolat yang memiliki koefisien kesamaan yang nilainya sama, 
terlihat menumpuk pada satu titik. Hal ini juga terlihat pada analisis komponen 
utama pada primer (GTG)5 dan ERIC. Namun pada komponen utama ERIC tidak 
ada isolat yang memiliki koefisien kesamaan yang sama, maka tampilan plot 
semuanya tampak menyebar (Gambar 3). 

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Sebanyak 27 isolat Xoo yang diuji dari beberapa daerah di Indonesia, secara 
genetik menunjukkan keragaman genetik yang cukup bervariasi dengan hasil 
amplifikasi Rep-PCR. Polimorfisme yang paling tinggi dihasilkan dari primer ERIC 
sebesar 93,75%. Keragaman genetik berdasarkan primer BOXA1R, terbentuk 5 
klaster dengan koefisien kesamaan 0,86, pada primer (GTG)5 membentuk 4 klaster 
dengan koefisien kesamaan 0,87, dan pada primer ERIC membentuk 6 klaster 
pada koefisen kesamaan 0,80. Gabungan dari ketiga primer tersebut membentuk 
3 klaster pada koefisien kesamaan 0,75. Dengan menggunakan analisis komponen 
utama, primer BOXA1R dan (GTG)5 menghasilkan 5 klaster dan primer ERIC 
menghasilkan 6 klaster. 
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Saran

Identifikasi molekuler yang cepat dan mudah dengan teknik Rep-PCR 
perlu menambahkan jumlah isolat Xoo agar lebih menyeluruh dan penggunaan 
primer ERIC sebagai primer yang cukup baik untuk membedakan diantara spesies 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae. 
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