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ABSTRACT 

Ernawati, N.M.L. et. al. 2008. Detection of Leaf Blight Bacterial Pathogen on Seeds 
Culture Media, and Water Sources of Acacia crassicarpa. Eugenia 14 (1) : 
112·120. 

Initial inoculum of pathogen around its hosts is one of the factors that disease epidemic to be 
hqppened'. Because of that research aimed to detect population of leaf blight bacterial pathogen on seeds, 
culture media, and water sources of A. crassicarpa seedlings had been done. Research was oonducted in 
IPB Plant Bacteriology Laboratorium in May 2005 and March-July 2006. The result showed that generally 
bacterial leaf blight pathogen Xanthomonas campestIis can be detected either from seeds, culture media, or 
water sources of A. crassicarpa seedlings. Total of Xanthomonas campestris population as a initial 
inoculum was quite high between 2,9 x 102 un1il9,9 x 106 CFUlml. 

Keywords:	 bacterial leaf blight pathogen, seeds. culture media, water sources, A. 
crassicarpa seedlings. 

PENDAHULUAN Salah satu faktor yang mendukung
 
te~adinya perkembangan epidemik ada­


Penyakit hawar daun bakteri pada lah patogennya. Keberadaan inokulum
 
bibit tanaman Acacia crassicarpa meru­ bakteri di sekitar tanaman inang dapat
 
pakan penyakit baru dan mematikan memicu terjadinya perkembangan epide­

yang hanya menyerang di pembibitan mik. Meskipun tidak semua inokulum pa­

Riau dan belum dilaporkan keberadaan­ togen mampu menyebabkan infeksi, pa­

nya baik di Indonesia maupun negara lain ling tidak jumlah inokulum di sekitar tana­

yang menanam tanaman A. crassicarpa. man inang sangat berpengaruh karena
 
Penyakit ini muncul pada akhir tahun dapat rnerupakan sumber inokulum awal
 
2003. Setelah diidentifikasi baik secara bagi perkembangan penyakit selanjutnya.
 
non-molekuler mau,pun molekuler penya­ Definisi inokulum adalah struktur
 
kit hawar daun pada bibit tanaman A. dari patogen yang dapat menimbulkan in­

crassicarpa disebabkan oleh bakteri feksi. Setiap patogen memiliki tipe inoku­

Xanthomonas campestris pv. acacia lum yang berbeda-beda. Untuk bakteri ti­

(Emawati 2007). pe inokulumnya adalah sel bakteri sendi­


rio Sumber inokulum patogen dapat dari
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tumbuhan hidup yang terinfeksi, sisa-sisa 
tanaman sakit, tanah yang terinvestasi, 
benih atau materi vegetatif bakal tanam­
an yang terinfeksi, wadah atau area pe­
nyimpanan atau alat yang terkontaminasi, 
dan agen hidup yang dapat membawa 
patogen misalnya serangga, virus, dan 
sebagainya (Goto 1990; Semangun 
1996; Agrios 1997; Sinaga 2003). 

Penelitian ini bertujuan untuk me­
ngetahui populasi bakteri patogen hawar 
daun di sekitar tanaman inang seperti be­
nih, media tanam, dan air sumber penyi­
raman bibit A. crassicarpa. Isolat hasil 
isolasi dari benih, media tanam, dan air 
sumber penyiraman bibit A. crassicarpa 
diidentifikasi lebih lanjut sampai spesies­
nya. 

METODE PENELITIAN 

Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilakukan di Labora­

torium Bakteriologi Tumbuhan, Departe­
men Proteksi Tanaman Fakultas Pertani­
an IPB Bogor dan tempat pembibitan ta­
naman akasia di Riau. Penelitian ber­
langsung dari bulan Mei 2005 dan Maret 
sampai Juli 2006. 

Bahan dan Alat Penelitian 
Bahan yang digunakan antara lain: 

benih A. crassicarpa, media tanam A. 
crassicarpa (tanah gambut, sekam padi, 
kompos kelapa sawit, dan serbuk kela­
pa), sumber air untuk penyiraman A. 
crassicarpa antara lain dari air irigasi, 
boom, springkel, selokan, aquades steril, 
tissu, kapas, aluminum foil, media NA, dU. 
Alat yang digunakan antara lain: cawan 
petri, botol plastik, pipet, laminar air flow, 
tabung reaksi, lampu bunsen, timbangan. 
gelas kimia, ose, autoclave, shaker, 
blender, spreader, dll. 

Pengambilan Sampel 
Sampel benih A. crassicarpa, me­

dia tanam (tanah gambut, serbuk kelapa, 
sekam padj, kompos kelapa sawit), dan 
sumber air untuk penyiraman A. crassi­
carpa antara lain dari air irigasi, boom, 
springkel, selokan, diambil dari tempat 
pembibitan tanaman Acacia crassicarpa 
di Riau. Sampel benih dan media tanam 
masing-masing dimasukkan dalam kan­
tong plastik, sedangkan sampel air dima­
sukkan ke dalam botol plastik ukuran 1,5 

. liter. Sampef segera di bawa ke laborato­
rium untuk diisolasi lebih lanjut. 

Isolasi Salde· dari Benih Acacia 
crassicarpa 

Isolasi dari 'benih A. crassicarpa 
dilakukan menggunakan metoda ekstrak­
si benih (Setiawan dkk. 2003). Pelaksa­
naannya sebagai berikut: benih dimasuk­
kan ke dalam blender dan ditambahkan 
air steril secukupnya. Setelah diblender 
maka campuran benih dan air steril yang 
didapatkan diinkubasikan selama 1-2 
jam. Filtrat yang diperoleh dimasukkan ke 
dalam tabung reaksi dan dilakukan 
pengenceran berantai sampai 10-4. Hasil 
pengenceran tersebut kemudian diambil 
0,1 ml dan disebarkan pada medium NA 
dengan menggunakan spreader. Media 
yang sudah diinokulasikan tadi diinku­
basikan pada suhu ruang selama 2-4 hari 
dan selanjutnya dilakukan penghitungan, 
pemumian, dan identifikasi lebih 'Ianjut. 

Isolasi Bakteri dari Media Tanam A. 
crassicarpa 

Sebanyak 25 gram sampel media 
tanam dimasukkan ke dalam erlenmeyer 
1000 ml dan ditambahkan air sehingga 
volumenya menjadi 250 ml. Suspensi 
diaduk rata kemudian dishaker selama 30 
menit. Dibuat pengenceran berseri sam­
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pai 10-7 dan suspensi yang sudah dis­
haker. Sebanyak 0,5 ml suspensi diambil 
dari masing-masing pengenceran dan 
disebarkan pada medium NA dengan 
menggunakan spreader. Media yang 
sudah diinokulasikan tacli diinkubasikan 
pada suhu ruang selama 2-4 hari dan se­
lanjutnya dilakukan penghitungan, pe­
mumian, dan identifikasi lebih lanjut 
(Johnson dan Curt 1972; Sastrosuwignyo 
199'1 ). 

Isolasi Bakteri dari Sumber Air 
Penyframan A. crass/carpa 

Isolasi bakten dan sampel air dila­
kukan dengan menggunakan metode 
penghitungan jumlah pada lempengan 
(standard plate counO (Dwijoseputro 
19§5). Sebanyak 1 ml air diambil dari 
masing-masing sampel air dan disebar­
kan pada media padat NA dengan meng­
gunakan spreader. Cawan ,petri yang su­
dah diperlakukan selanjutnya diinkubasi­
kan pada suhu ruang selama 2-4 han dan 
selanjutnya dilakukan penghitungan, pe­
mumian, dan identifikasi lebih lanjut. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil Isolasi dan Populasi Bakteri 
Hawar Daun dari Benih A. crassicarpa 

Hasil isolasi dari benih A. crassi­
carpa dengan kode Ac.Co 389 didapat­
kan satu macam koloni berwama kuning 
muda, bentuk bul'at dan mukoid dengan 
penampakan koloni basah (kode koloni 
XB1). Diameter koloni berkisar antara 
1,5-3,0 mm. Populasi koloni bakteri XB1 
(CFUlml) disajikan pada Tabel 1, sedang­
kan isolat mumi bakteri XB1 disajikan 
pada Gambar 1. 

Hasil Isolasi dan Populasi Bakteri 
Hawar Daun dari Media Tanam A. 
crassicarpa 
Tanah Gambut 

Hasil isolasi dari tanah gambut di­
dapatkan tiga macam koloni (k.ode koloni 
XG1, XG2, XG3). Spesifikasi dari ketiga 
macam koloni tersebut adalah sebagai 
berikut: 
XG1 =warna kuning kunyit, bulat, mu­

koid, penampakan basah, dia­
meter 5-8 mm 

XG2 =wama kuning muda, bulat, mu­
koid, penampakan basah, dia­
meter 3-5 mm 

XG3 =wama kuning terang, bulat, mu­
koid, penampakan basah, dia­
meter 1-3 mm 

Populasi koloni bakteri XG 1, XG2, 
dan XG3 (CFUlml) disajikan pada Tabel 
1, sedangkan isolat mumi dari XG1, XG2, 
dan XG3 disajikan pada Gambar 1. 

Kompos Kelapa Sawit (oil palm 
compost) 

Hasil isolasi dan kompos kelapa 
sawit didapatkan dua macam koloni 
(kode koloni XK1 dan XK2). Spesifikasi 
dart kedua macam koloni tersebut adalah 
sebagai berikut: 
XK1 = wama kuning muda, bulat, mu­

koid, penampakan basah, dia­
meter 3-6 mm 

XK2 = wama kuning kunyit, bulat, mu­
koid, penampakan kering (agak 
lengket) pada media, diameter 
~1mm 

Populasi koloni bakteri XK1 dan 
XK2 (CFUlml) disajikan pada Tabel 1, 
sedangkan isolat mumi XK1 dan XK2 
disajikan pada Gambar 1'. 
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Serbuk Kelapa 
Hasil isolasi dari ser'buk kelapa di­

dapatkan dua macam koloni (kode koloni 
XS1 dan XS2). Spesifikasi dari kedua 
macam koloni tersebut adalah sebagai 
berikut: 
XS1 = wama kuning muda keruh, bulat, 

mukoid, penampakan basah, 
diameter 4-6 mm 

XS2 = wama kuning terang, bulat, mu­
koid, penampakan basah, dia­
meter 2-4 mm 

Populasi koloni bakteri XS1 dan 
XS2 (CFUlml) disajikan pada Taber 1, se­
dangkan isolat mumi dari bakteri XS1 
dan XS2 disajikan pada Gambar 1. 

Sekam Padi 
Hasil isolasi dari sekam padi dida­

patkan dua macam koloni (kode koloni 
XP1 dan XP2). Spesifikasi dari kedua 
macam koloni tersebut adalah sebagai 
berikut: 
XP1 = wama kuning kunyit, bulat, mu­

koid, penampakan basah, dia­
meter 6-8 mm 

XP2 = wama kuning muda, bulat, mu­
koid, penampakan basah, dia­
meters1 mm 

Populasi koloni bakteri XP1 dan 
XP2 (CFUlml) disajikan pada Tabel1, se­
dangkan isolat mumi dari bakteri XP1 
dan XP2 disajikan pada Gambar 1. 

Hasil Isolasi dan Populasi Balder; 
Hawar Daun dari Sumber Air 
Penyiraman A. crassicarpa 

Hasil isolasi dari sumber air penyi­
raman masing-masing dari air irigasi, 
boom, springkel, selokan, air sebelum 
dan sesudah per1akuan didapatkan tiga 

llS 

macam koloni bakteri (kode koloni A1,
 
A2, dan A3). Spesifikasi dari ketiga ma­

cam koloni tersebut adalah sebagai be­

rikut:
 
A1 = wama kuning terang, bulat, mukoid,
 

penampakan basah, diameter 1­
1,5 mm 

A2 = wama kuning muda, bulat. mukoid, 
penampakan basah, diameter 2-3 
mm 

A3 = wama kuning kunyit, bulat, mukoid, 
penampakan basah, diameter 1,5­
2mm 
Populas; koloni bakteri A1, A2, dan 

A3 (CFU/ml) disajikan Ipada Tabel 1, se­
dangkan isolat mumi bakteri A3 disajikan 
pada,Gambar 1. 

Tabel 1 menunjukkan 'bahwa po­
pulasi koloni bakteri yang tertinggi adalah 
XK2 (isolasi dari kompos), diikuti oleh 
XB1 (isotasi dari benih) dan XS2 (isolasi 
dari ser'buk kelapa). Populasi koloni bak­
teri terendah didapatkan dari isolasi sum­
ber air penyiraman (A1, A3, dan A2). 

Hasil Pemumian dan Identifikasi Iso'lat 
Sampai Genus dan Spesies 

Semua isolat bakteri yang diper­
oleh dari isolasi benih, media tanam, 
maupun sumber air penyiraman diidenti­
fikasi sampai tingkat genus dan spesies 
kecuali isolat A1dan A2 (dari sumber air 
penyiraman) karena tidak dapat tumbuh 
lagi setelah berada dalam penyimpanan 
(air steril pada suhu 4OC). HasH ujl hiper­
sensitif pada tanaman tembakau dari se­
mua isolat disajikan pada Tabel 2. Hasil 
uji genus dan spesies dari semua isolat 
disajikan pada Tabel3 dan Tabel4. 
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Tabel 1. Rerata Populasi Koloni Bakteri (CFU/ml) Hasil Isolasi dari Benih, Media Tabe - -
Tanam, dan Sumber Air Penyiraman A. crassicarpa 

Koloni bakteri Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Rerata 
XB1 80 x 1Q4 100 x 104 90 X 104 9,0 X 105 

XG1 20 x 103 20 X 103 30 X 103 2,3 X 104 

XG2 30 x 1Q3 40 x 103 30 X 103 3,3 X 104 

XG3 90 x 1Q3 70 x 103 80 X 103 8,0 X 104 

I XK1 40 x 104 30 X 104 60 X 104 4,3 X 105 

XK2 114x1Q5 93 x 105 90 X 105 9,9 X 106 

XS1 70 x 1Q3 80 x 103 70 X 103 7,3 X 104 

XS2 130 x 103 120 x 1Q3 150 x 103 1,3x105 

XP1 20 x 102 10 x 102 20 x 102 1,7 X 103 

XP2 10 x 103 10 x 1Q3 10 x 103 1,0 X 104 

A1 20 x 10 22 x 10 27 x 10 2,3 X 102 

A2 30 x 10 25 x 10 35 x 10 3,0 X 102 

I A3 24 x 10 33 x 10 31 x 10 2,9 x 102 

T 
ja/a hipe 

­inokulasi 
daun y 
XG2, XG 
jadi nek 

Tabel 3. 

Gambar 1. Isolat mumi dan bakteri XB1 (1), isolat XG1, XG2, dan XG3 (2), isolat XK1 
dan XK2 (3), isolat XS1 dan XS2 (4), isolat XP1 dan XP2 (5), dan isolat A3 
(6) 
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Tabel2. HasH Uji Hipersensitif 111solat Bakteri pada Tanaman Tembakau 

Isolat HasH uji hipersensitif Gam setelah inokulasi) 
24 48 72 

XB1 I - klorosis nekrosis 
XG1 - klorosis nekrosis 
XG2 - kilorosis nekrosis 
XG3 - klorosis nekrosis 
XK1 - klorosis nekrosis 
XK2 - - nekrosis 
XS1 - - klorosis 
XS2 - - klorosis 
XP1 - - kllorosis 
XP2 - - klorosis 
A3 - - klorosis 

Kontrol - - -

Tabel 2 menunjukkan bahwa ge­ jam setelah inokulasi). lsolat yang gejala­
jala hipersensitif muncul 48 jam setelah nya baru muncul 72 jam setelah inokulasi 
inokulasi berupa klorosis pada bagian berupa nekrosis adalah XK2 dan 5 isolat 
daun yang diinfiltrasi Osolat XB1, XG1, lainnya (XS1, XS2, XP1, XP2, dan A3) 
XG2, XG3, XK1). Klorosis berubah men­ gejalanya klorosis. 
jadi nekrosis pada akhir pengamatan r12 
Tabel 3.	 Hasil Uij Genus dari 11 Isolat Hasil Isola5i. rtRri. !3PJJilJ" MP.rl.ia T.:mam" ttw, 

Sumber Air Penyiraman 

Jenis uii 1 2 3 4 5 6 I 7 8 9 10 11 
Uji Gram (+t-) - - - - - - - - - - -

Uji oksidatifl 
fermentatif(OIF) 

0 F F 0 F F 0 F 
, 

F F F 

Uji pigmen 
I Fluoresen (KB) 

- - - - - - - - - - -

Koloni kuning 
padaYDCA 

+ + + + + + + + + + + 

Pertumbuhan 
pada 330C 

+ + + + + + + + + + + 

Ket: 1=XBl, 2=XGl, 3=XG2, 4=XG3, 5=XKl, 6=XK2, 7=XS1, 8=XS2, 9=XP1, 10=XP2, 11=A3 

Tabel 3 menunjukkan bahwa dan fluoresen, koloni berwama kuning pada 
11 isolat yang diujikan semuanya bersifat media YDCA, dan dapat tumbuh pada 
gram negatif, tidak menghasllkan pigmen suhu 33OC. lsolat menunjukkan hasil 
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yang bervariasi terhadap uji oksidariflfer­
mentatif. Hanya 3 isolat yang menunjuk­
kan reaksi oksidatif yaitu XB1, XG3, dan 

XS1, sedangkan 8 isolat lainnya bersifat 
fermentatif. 

Tabel 4. Hasil Uji Spesies dari 11 Isolat HasH Isolasi dari Benih, Media Tanam, dan 

Ket 1- XB1, 2-XG1, 3=XG2, 4=XG3, 5=XK1, 6=XK2, 7=XS1, 8=XS2, 9=XP1, 10=XP2, 11=A3 

Jenis uji 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
I, Uji pertumbuhan ' + + + + + + + + + + + 

I mukoid pada I 

YDCA I 

I Uji hidrolisis + + + + + + + + + + + 
pati rstarch) 
Uji hidrolisis + + + + + + + + + + + 
esculin 
Uji proteolisis + + - + - + + + - + I + 
(protein 
diaestion) 
Uji litmus milk B B H B B B B B H B B 
Pertumbuhan + + + + + + + + + + + 

Dada350C 
Produksi asam + - + + + + + + + + I + 
dari Arabinose 
Penggunaan 
dan senyawa: 

: (Gliserol + - + + - + - + + + 
Melibiose + + + + + + + + + + 

Sumber Air Penyiraman 

TaOOI 4 menunjukkan bahwa dari 
11 isolat yang diujikan semuanya mukoid 
pada media YOCA, dapat menghidrolisis 
pati, dapat menghidrolisis esculin, dapat 
tumbuh pada suhu 35°C, dan dapat 
menggunakan senyawa melibiose. Ham­
pir semua isolat dapat melisiskan protein 
kecuali isolat XG2, XK1, dan XP1 tidak 
dapat melisiskan protein. Hampir semua 
isolat bersifat alkalin kecuali XG2 dan 
XP1. Hampir semua isolat menghasilkan 
asam dari arabinose kecuali XG1. Hampir 
semua isolat dapat menggunakan se­
nyawa gliserol kecuali XG1, XK2, dan 
XS2. 

Isolasi bakteri hawar daun baik da­
ri benih, media tanam, maupun sumber 
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air penyirarnan bibit A. crassicarpa seca­
ra umum mengindikasikan adanya bakteri 
tersebut pada sampel yang diisolasi. Hal 
ini ditunjukkan dengan tumbuhnya koloni 
berwarna kuning, bulat, mukoid, penam­
pakan permukaan koloni halus dan ba­
sah, dan diameter koloni ukurannya ber­
variasi namun secara umum sarna de­
ngan isolat yang dari daun yakni antara 
1,0-4,0 mm. Jumlah populasinya berva­
riasi antara 2,9 x 102 sampai 9,9 x 106 

CFUlml. Jumlah ini sangat berpotensi un­
tuk dapat menginisiasi terjadinya penyakit 
hawar daun jika faktor yang lain mendu­
kung perkembangannya. Babadoost 
(2000) menyebutkan bahwa bakteri pe­
nyebab penyakit 'hawar daun, hawar halo, 

dan be 
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dan bercak coklat pada tanaman kacang­
kacangan dapat diseminasikan oleh be­
nih yang terinfeksi penyakit, dari tanaman 
sakit ke tanaman sehat oleh angin dan 
percikan air hujan, irigasi, springkel, air 
drainase, serangga, burung, binatang, 
a/at-alat pertanian, dan lain-lain. Pada 
percobaan ini memang terbukti bahwa 
bakteri penyebab penyakit hawar daun 
pada bibit tanaman A. crassicarpa dapat 
dideteksi baik pada benih, media tanam, 
maupun sumber air penyiramannya. 

Semua isolat (11 isolat) juga me­
nunjukkan reaksi positif terhadap uji hi­
persensitif yang berarti semuanya pato­
gen meskipun reaksinya berbeda (kloro­
sis dan nekrosis). Lelliott dan Stead 
(1987) menyebutkan bahwa kebanyakan 
bakteri patogen tanaman dapat mengin­
duksi respon hipersensitif jika diinjeksikan 
ke dalam jaringan tanaman inang yang 
tidak rentan dalam waktu 24-72 jam se­
terah inokulasi. 

Dari hasil uji genus yang dilakukan 
temyata hanya 3 isolat yakni XB1, XG3, 
dan XS1 yang masuk genus Xanthomo­
nas karena bersifat gram negatif, bersifat 
oksidatif (aerobik), tidak menghasilkan 
pigmen f1uoresens, wama koloni kuning 
pada media YDCA, dan dapat tumbuh 
pada suhu 33OC. Sedangkan sisanya sa­
ma dengan kasus isolat yang diisolasi 
dari daun yakni bersifat fermentatif tapi 
positif hasil uji hidrolisis patinya. Dengan 
demikian 8 isolat yang lain cenderung 
juga terrnasuk genus Xanthomonas. 

Dilihat dari hasil uji spesiesnya da­
pat disimpulkan bahwa 5 isolat yakni 
XB1, XG3, XS1, XP2, dan A3 positif ter­
masuk spesies campestris. Tiga isolat 
yaitu XG1 J XK2, dan XS2 cenderung ter­
masuk ke dalam spesies campestris de­
ngan hasil negatif terhadap uji penggu­
naan Arabinose (XG 1) dan Gliserol (XG 1, 
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XK2, dan XS2). Tiga isolat lainnya yakni 
XG2, XK1, dan XP1 masih meragukan 
hasilnya karena uji proteolisisnya negatif 
dan hasil uji litmus milknya berubah hijau 
walaupun uji yang lain positif terrnasuk 
spesies campestris. Dengan demikian 
berdasarkan uji genus dan spesiesnya 
hanya tiga isolat yakni X81', XG3, dan 
XS1 yang memenuhi kriteria Xanthomo­
nas campestris berdasarkan Schaad et 
al. (2001). 

KESIMPULAN 

1.	 Secara umum Xanthomonas cam­
pestris dapat dideteksi baik pada 
benih, media tanam maupun sum­
bar air penyiraman bibit A. crassi­
carpa, 

2.	 Tiga isolat yaitu yang diisolasi dart 
benih (X81), tanah gambut (XG3), 
dan serbuk kelapa (XS1) positif 
terrnasuk Xanthomonas campes­
tris. 

3.	 Lima isolat yakni yang diisolasi 
dari tanah gambut (XG1), serbuk 
kelapa (XS2), kompos kefapa 
sawit (XK2), sekam padi (XP2) dan 
air (A3) cenderung masuk Xantho­
monas campestris. 

4.	 Tiga isolat lainnya hasil uji fisiolo­
gis dan biokimia tidak stabil (XG2, 
XK1, dan XP1). 

5.	 Jumlah populasi Xanthomonas 
campestris sebagai inokufum awal 
cukup tinggi berkisar antara 2,9 x 
102 sampai 9,9 x 106 CFUlml. 
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