
174Bustamam et al.: Penggunaan Marka Molekuler dalam Perbaikan Ketahanan Varietas Padi

ABSTRACT

Bacterium Leaf Blight (BLB) is one of the important rice diseases, particularly in lowland
rice. BLB is caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae (ex. Ishiyama). Planting
resistant varieties is an effective and economic way in controling the disease. Therefore,
the development of new varieties which carry genes for resistant to BLB has been
continously carried out. The resistance of plant variety is strongly related to the genetic
variation in the field. Through pathogen virulent test on differential plants, it was reported
that there were eleven BLB strain groups. The increase in IR64 area results in the
increase of BLB group IV infestation. The group IV was the most virulent strain where the
rice variety which carries gene resistant to BLB strain IV has not been found until this
research was conducted. The development of science in molecular biology has given
other alternative in studying genetic variation and pathogen population structure, and in
retrieving and selecting varieties that carry genes for resistant to BLB. This paper
explains the utilization of several marks of DNA for analyzing the genetic variation and

ABSTRAK

Penyakit hawar daun bakteri, selanjutnya disebut HDB (Bacterial Leaf Blight, BLB)
merupakan salah satu penyakit penting pada padi terutama pada padi sawah yang
disebabkan oleh Xanthomonas oryzae pv. oryzae (ex. Ishiyama). Penanaman varietas
tahan merupakan cara yang efektif dan ekonomis untuk pengendalian serangan HOB.
Oleh karena itu, perakitan varietas unggul baru yang membawa gen ketahanan terhadap
HOB terus dilakukan. Ketahanan varietas tanaman sangat erat hubungannya dengan
variasi genetik di lapang. Oengan uji virulensi patogen pada tanaman diferensial, telah
dilaporkan adanya sebelas kelompok strain HDB. Bertambahnya daerah penanaman
IR64 mengakibatkan bertambah luasnya daerah sebaran HDB kelompok IV. Kelompok
IV ini merupakan strain yang sangat virulen di mana varietas padi yang membawa gen
ketahanan terhadap HDB strain IV ini belum diketahui hingga penelitian ini dilakukan.
Perkembangan ilmu dalam bidang biologi molekuler telah memberi alternatif lain dalam
mempelajari variasi genetik dan struktur populasi patogen serta untuk penelusuran dan
seleksi persilangan varietas yang membawa gen tahan penyakit HDB. Pada tulisan ini
akan disampaikan penggunaan beberapa marka DNA untuk analisis variasi genetik dan
struktur populasi HDB di Indonesia, di samping marka DNA untuk penandaan dan
pemetaan gen ketahanan varietas Cisadane terhadap HDB, serta marka DNA untuk
perbaikan ketahanan IR64 dengan tanaman isogenik yang membawa gen tahan HDB
ysrg efektif seperti xa-5, Xa-7, dan Xa-21.

Kata kunci: marka molekuler, Xanthomonas oryzae pv. oryzae, variasi genetik,
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BLB population structure in Indonesia, beside the DNA markers for marking and
mapping of Cisadane variety genes which were resistant to BLB and DNA marks for the
improvement of IR64 resistance with the isogenic plants which carry genes resistant to
BLB, such as Xa-5, Xa-7, and Xa-21.

Key words: Molecular mark, Xanthomonas oryzae, pv. oryzae, genetic variation, rice
resistant variety.

PENDAHULUAN

Guna memenuhi kebutuhan penduduk yang jumlahnya semakin bertambah
besar, maka produksi padi harus ditingkatkan. Salah satu kendala dalam usaha
mempertahankan swasembada dan peningkatan produksi beras adalah serangan
hama dan penyakit.

Penyakit hawar daun bakteri, selanjutnya disebut HDB (Bacterial Leaf Blight,
BLB) merupakan salah satu penyakit penting pada padi terutama padi sawah (Ou,
1985) yang disebabkan oleh Xanthomonas oryzae pv. oryzae (ex. Ishiyama 1922)
Comb. Nov. (Swings etal., 1990). Serangan HDB dapat terjadi pada tahap pesemaian,
yang dikenal sebagai penyakit "kresek" (Reitsma dan Schure, 1950), atau pada tahap
lanjut dari pertumbuhan tanaman padi (Petpisit et al., 1977).

Secara kumulatif luas serangan HDB di Indonesia dalam periode 1986-1990 men-
capai 76.740 ha, sehingga dapat dikatakan bahwa HDB merupakan penyakit ter-
penting pada padi sawah. Kerusakan yang ditimbulkannya terus meningkat dan men-
capai puncaknya pada tahun 1989 dengan luas serangan 26.340 ha (Direktorat Bina
Perlindungan Tanaman Pangan, 1992). Meningkatnya serangan penyakit ini diperkira-
kan erat kaitannya dengan bertambah luasnya daerah penanaman varietas unggul

tahan wereng coklat, tetapi rentan terhadap serangan HDB (Kardin dan Hifni, 1992).

Penanaman varietas tahan merupakan cara yang efektif dan ekonomis untuk

pengendalian serangan HDB. Oleh karena itu, perakitan varietas unggul bam yang

membawa gen ketahanan terhadap penyakit HDB terns dilakukan. Ketahanan
varietas tanaman sangat erat hubungannya dengan variasi genetik di lapang. Dengan

menguji virulensi HDB pada satu set tanaman diferensial yang mempunyai gen
ketahanan berbeda-beda terhadap penyakit ini, telah terdeteksi sebelas kelompok
strain HDB (Hifni dan Miharja, 1994).

Perkembangan ilmu dalam bidang biologi molekuler telah memberi altematif
lain dalam analisis variasi genetik dan struktur populasi patogen HDB (Nelson et al.,

1996). Pemantauan variasi genetik dan perubahan struktur populasi patogen sangat
erat kaitannya dengan manajemen tanaman, terutama dalam perakitan dan

penempatan varietas tahan di lokasi tertentu (gen deployment^.

Selain untuk analisis variasi genetik patogen, marka molekuler telah banyak pula
digunakan dalam program pemuliaan tanaman. Misalnya untuk seleksi ketahanan

varietas padi menurut pola pita DNA yang polimorfis pada RFLP (McCouch dan
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VARIASI GENETIK BAKTERI X.O. ORYZAE DI INDONESIA

Secara konvensional variasi genetik HDB, ditentukan menumt hasil uji virulensi

patogen pada satu set tanaman diferensial. Umumnya tanaman diferensial

mempunyai latar belakang gen ketahanan yang berbeda-beda untuk tiap patogen
tertentu. Informasi yang dihasilkannya telah banyak memberikan sumbangan dalam
penanggulangan penyakit tanaman, seperti halnya penyakit bias pada padi (Ahn dan
Amir, 1985; Amir, 1995; Notteghem et al, 1994), atau penyakit busuk pangkal batang
olehFusarium pada bunga bakung (Loffler etal., 1995).

Dengan menggunakan tanaman diferensial Jepang pada uji virulensi patogen
HDB di Indonesia, (Swings et al., 1990) dapat mendeteksi tiga kelompok bakteri X.o.
oryzae. HDB Kelompok III, merupakan strain yang dominan di Sulawesi Selatan,
Kalimantan, Jawa, dan Bali. Kelompok IV merupakan strain yang sangat virulen,

ditemukan di Jawa, Bali, dan Sulawesi Selatan. Sementara kelompok V, hanya

ditemukan di pulau Bali. HDB kelompok I dan II yang umum terdapat di Jepang, tidak
ditemukan di Indonesia. Selanjutnya pada tahun 1978 dan 1986 dari uji virulensi pada
tanaman diferensial, tiga kelompok HDB ditemukan, yaitu kelompok VI, VII, dan VIII
(Horino dan Hifni, 1978; Hifni, 1986). Terakhir dilaporkan bahwa dengan uji virulensi
pada tanaman diferensial, telah terdeteksi sebelas kelompok HDB (Hifni dan Miharja,
1994). Kelompok IV yang dahulunya bukanlah strain yang dominan, dengan
bertambah luasnya daerah penanaman IR64, maka kelompok IV menjadi strain yang
dominan di seluruh pulau Jawa dan Bali, di samping kelompok VIII yang juga
merupakan kelompok dominan di daerah Jawa Barat.

Menumt Leach dan White (1990), sekalipun data yang diperoleh dari uji virulensi
sangat berguna bagi ahli penyakit dan pemulia tanaman, informasi yang
dihasilkannya tidak sepenuhnya dapat menggambarkan situasi populasi patogen di

Tanksley, 1991) atau berdasarkan hasil penggandaan rantai DNA tertentu pada mesin
PCR (McCouch et al., 1996). Hal ini dapat terjadi karena potongan rantai DNA
memberikan gambaran yang jelas dan informatif pada gel agarose, dan dapat
dipantau melalui ada atau tidaknya segmen kromosom pembawa gen atau alel yang
diinginkan.

Analisis segregasi tanaman dengan marka molekuler menjanjikan beberapa
keuntungan dibandingkan dengan analisis konvensional, antara lain: (i) reaksi atau
segregasi tanaman yang dihasikan bersifat kodominan dan sesuai dengan hukum
Mendel, (ii) data yang diamati tidak dipengaruhi oleh faktor lingkungan atau oleh
stadia umur tanaman, (iii) pengamatan umumnya dapat dilakukan sedini mungkin
tanpa merusak pertumbuhan tanaman, dan (iv) marka molekuler mampu
menyeleksi beberapa sifat tanaman dalam waktu bersamaan sehingga efisiensi

pengamatan dapat ditingkatkan (Burr etal., 1983; McCouch dan Tanksley, 1991).
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lapang. Ini disebakan oleh kecilnya sampel yang dapat dianalisis, sehingga data yang
diperoleh tidak mewakili situasi populasi patogen lokasi tertentu.

Selain uji virulensi pada tanaman diferensial, genetika populasi HDB dapat pula
diteliti dengan penentuan serologi, komposisi asam lemak dan analisis isoenzim
(Alvarez et al., 1989). Akan tetapi semua metode tersebut umumnya agak rumit, dan
tidak praktis digunakan untuk menganalisis sampel dalam jumlah besar.

Marka DNAyang dapat digunakan untuk analisis genetika populasi patogen, telah
banyak tersedia. Seperti halnya penggunaan marka DNA untuk analisis segregasi
tanaman, analisis variasi genetik patogen dengan marka DNA juga mempunyai
beberapa keunggulan, terutama untuk menganalisis sampel dalam jumlah besar
pada waktu yang relatif pendek, serta pelaksanaan dan interpretasi data yang mudah
dan cepat. Analisis dengan marka molekuler tidak dipengaruhi oleh faktor
lingkungan, seperti temperatur, pemupukan, umur tanaman, dll.

Beberapa elemen loncatyang diisolasi dari genom X.o. oryzae seperti TNX1 yang

kemudian disebut IS/113, TNX6, TNX7 dan TNX8 atau pJEL 101 yang dikenal juga
dengan IS/ /12, telah digunakan untuk mengukur variasi genetik dan struktur populasi
bakteri HDB (Ardales et al., 1996; Leach et al., 1992; Nelson et al., 1994). Menurut
Nelson et al. (1996), elemen loncat yang pertama yang digunakan untuk mengukur

variasi genetik bakteri HDB (X.o. oryzae) adalah elemen berulang pJELlOl, yang
diklonkan dari bakteri X.o. oryzae (Leach et al., 1992). Variasi genetik patogen HDB
dapat juga dianalisis dengan DNA penanda dari klon DNA gen pengatur virulensi
seperti Avr Xa-10. Klon Avr Xa-10 diisolasi dari strain X.o. oryzae yang mempunyai

tingkat virulensi yang bersesuaian dengan gen ketahanan Xa-10 pada padi (Hopkins
etal, 1992; Nelson etal., 1996).

Selain teknik RFLP, akhir-akhir ini telah dikembangkan teknik amplifikasi DNA
X.o. oryzae dengan mesin PCR, yang disebut dengan LM-PCR (George et al., 1994;
1995). Dengan teknik ini digunakan primer dengan rantai oligonukleotida yang
direkayasa sesuai dengan ujung-ujung elemen loncat marka DNA pJEL (George et al.,

1995).

Variasi Genetik Bakteri HDB dengan Marka DNA di Indonesia

Di samping uji virulensi pada tanaman diferensial, beberapa marka DNA telah
pula digunakan untuk mengukur variasi genetik dan struktur populasi X.o. oryzae

(Xoo) di Indonesia (Bustamam, Laporan intern ARBN 1995).

Sebanyak 551 isolat Xoo yang dikumpulkan dari 23 kabupaten di pulau Jawa dan
7 kabupaten di Bali dalam kurun waktu 20 tahun (1974 -1994). Ekstraksi DNA patogen
dilakukan dengan CTAB-NaCl sesuai dengan metode yang digunakan oleh Ardales et
al. (1996). Fragmen co-Rl dari DNA terekstrak, dihibridisasikan dengan DNA
penanda IS///J?  berlabel dig-dUTP, (bahan bukan radioaktiv dari  Boehringer
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Gambar 1. Profil sidikjari DNA Xanthomonas oryzae pv. o/yzae dihibridi-
sasi dengan DNA penanda elemen berulang ISf 113. Paling kiri
dan kanan adalah marka molekuler 1 kb ladder dan X DNA
(dipotong dengan Hindlll), berturut-turut dari kiri ke kanan
adalah Haplotipe IS 7 7 73, yaitu A-000, A-001, A-002, A-003, B-
000, C-000.C-001, C-003, C-004, C-005, C-006, C-007, C-
008, C-009danC-010.
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Mannheim). Hibridisasi DNA Xoo dengan DNA penanda IS1113 menghasilkan 15
macam DNA profil (Gambar 1), yang untuk selanjutnya disebut sebagai "haplotipe
\S1113".
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Dari ke-15 haplotipe yang terdeteksi, haplotipe A-003 menduduki 50,27% dari total
populasi yang dianalisis. Haplotipe ini dijumpai pada sampel Xoo yang berasal dari
seluruh area survai di Jawa, tetapi tidak dijumpai pada sampel asal Bali. Apakah hal
ini disebabkan oleh karena total sampel HDB dari Bali relatif lebih kecil dibandingkan
dengan sampel dari daerah lainnya, atau karena faktor lain yang betul-betul

mempengaruhi keberadaan haplotipe A-003 di Bali masih perlu penelitian lebih
lanjut. Haplotipe IS///3 dominan lainnya adalah A-001 (frekuensi 47,00% dari total
populasi yang dianalisis). Haplotipe A-001 ini dijumpai pada sampel yang berasal dari
seluruh daerah survai di Jawa dan Bali. Haplotipe lainnya dijumpai dengan frekuensi
yang sangat rendah (0,18-0,3%) seperti haplotipe A-000, A-002, B-000, C-000, C-001, C-
003, C-004, C-005, C-006, C-007, C-008, C-009 dan C-010 yang untuk selanjutnya

disebut sebagai haplotipe langka.

Analisis klaster pada UPGMA dalam program NTSYS menunjukkan bahwa pada
75% tingkat kemiripan (similarity), ke-15 haplotipe IS/7/3 ini terkelompok menjadi
tiga famili yang disebut sebagai lineage A, B, dan C (Gambar 2). Tanpa memandang
jarak dan letak geografi tempat asal isolat dari tiap kabupaten di Jawa dan Bali, dapat
dikatakan bahwa lineage A menduduki 97% dari total koleksi Xoo yang dianalisis.
Haplotipe A-001 dan A-003 dari lineage A umumnya dijumpai pada isolat yang berasal
dari berbagai macam varietas padi, terutama dari varietas unggul (improved cultivar).

Kecuali A-000 dan A-002, haplotipe IS/113 dengan frekuensi rendah (haplotipe
langka) jatuh pada lineage B (0,37%) dan lineage C (2,27%). Hampir seluruh haplo
tipe langka dijumpai pada varietas padi lokal atau dari varietas padi unggul yang di-
tanam di sawah dengan rotasi padi lokal dan padi unggul (C-005 pada Gambar 2 di-
peroleh dari IR52). Haplotipe C-004, C-006, C-007, dan C-009 dari lineage C dijumpai
pada isolat yang berasal dari padi Pandan Wangi yang ditanam di daerah Cianjur
Jawa Barat.

Dari penelitian ini dapat dikatakan bahwa hubungan antara inang dan patogen
sangat berperan dalam pengaturan variasi dan struktur populasi Xoo di Jawa dan

Bali. Tingginya frekuensi A-001 dan A-003 dari lineage A menggambarkan eratnya
kaitan penyebaran haplotipe IS///3 dengan luas areal penanaman padi unggul,
terutama IR64.

Dilihat dari jumlah pita DNA (locus Xoo) yang terdeteksi pada haplotipe langka
diperkirakan bakteri Xoo dari lineage C merupakan strain "indigenous" Indonesia
dengan kemampuan beradaptasi yang sangat tinggi pada padi unggul. Diperkirakan
tingginya kemampuan beradaptasi pada varietas unggul, mengakibatkan pita-pita
DNA (loci) yang pada mulanya diperlukan untuk dapat bertahan atau menyerang
padi lokal, menjadi berkurang. Karena itu, lineage A dianggap sebagai kelompok
bakteri yang lebih maju dan lineage C sebagai kelompok tradisional yang
kemungkinan makin lama akan makin punah, sementara lineage B merupakan

bentuk transisi.dari lineage C ke lineage A. Lineage B dengan haplotipe B-000
dijumpai pada tanaman padi IR64 dan IR42 di daerah Subang, Jawa Barat.
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PERBAIKAN VARIETAS PADITERHADAP HDB DI INDONESIA

Guna mengetahui efektivitas gen padi tahan X.o. oryzae untuk menanggulangi

penyakit HDB di Indonesia, dilakukan uji ketahanan beberapa galur isogenik IRRI
{near isogenic lines = NILs) yang mengandung gen tahan HDB yang berbeda-beda
(Bustamam et al, laporan intern ARBN 1995). Dari 10 galur isogenik yang diuji,

Gambar2. Dendogram \S1113 dari Populasi X. oryzae pv. oryzae di Jawa dan Bali.
L = Varietas lokal, M = Varietas unggul

Selain dari marka DNA IS1113, telah digunakan pula klon DNA dari gen avirulen
(Avr Xa-10) yang sesuai dengan gen ketahanan Xa-10 (Hopkins et al., 1992). Hasil
analisis RFLP dengan DNA penanda Avr Xa-10 dari 402 isolat Xoo yang dikoleksi dari
berbagai tempat di Indonesia didapatkan 51 haplotipe, di mana haplotipe C, K, dan L
merupakan profil Avr Xa-10 yang paling dominan dan lainnya merupakan haplotipe
dengan frekuensi yang sangat rendah (masing-masing 1-2 isolat). Hubungan tingkat
kemiripan dan variasi genetik antarisolat dengan marka ini masih sedang dianalisis.

Untuk mengetahui hubungan variasi genetik Xoo di Indonesia dengan Xoo
negara tetangga di daerah Asia Tenggara, telah dilakukan pula analisis sidikjari DNA
dengan ligation-mediated-PCR (LM-PCR) dari isolat HDB yang mewakili masing-
masing haplotipe-IS/113. Penelitian ini menunjukkan bahwa walaupun letak geografi
antara Indonesia dan Filipina sangat berbeda, temyata HDB mempunyai kekerabatan
yang sangat dekat yang ditunjukkan oleh comigration profil DNA dari produk LM-PCR
dari haplotipe-IS///.? A.001 asal Indonesia dan asal Filipina. Hal ini diperkirakan
sangat erat kaitannya dengan luasnya areal penanaman IR64 (Nelson et al., 1996)
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