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Abstrak 

 

Hawar daun bakteri (HDB) merupakan penyakit pada tanaman padi yang 

disebabkan bakteri Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Penyakit ini dapat menurunkan 

hasil produksi sekitar 36%. Induksi ketahanan tanaman oleh agens biokontrol 

berpotensi dalam upaya pengendalian penyakit HDB. Bakteri endofit sebagai agens 

biokontrol diuji dalam penelitian ini untuk mengetahui potensinya sebagai agens 

pengendali penyakit HDB terutama dalam menginduksi ketahanan tanaman. 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Bakteriologi Tumbuhan Departemen Proteksi 

Tanaman dan Rumah Kaca Cikabayan, IPB. Rancangan penelitian menggunakan 

Rancangan Acak Lengkap 2 Faktorial. Faktor pertama adalah isolat bakteri endofit 

dan faktor kedua adalah waktu aplikasi. Sebanyak 7 isolat bakteri endofit 

dikombinasikan dengan 3 waktu aplikasi yang berbeda untuk melihat pengaruhnya 

terhadap periode inkubasi, perkembangan penyakit, peningkatan aktivitas enzim 

peroksidase, dan ekspresi gen PR1 dan PBZ1. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

periode inkubasi yang paling panjang adalah pada perlakuan ED4 467 W1. Interaksi 

antara faktor isolat dengan waktu apikasi tidak berpengaruh terhadap perkembangan 

penyakit. Tetapi perbedaan waktu apikasi berpengaruh nyata terhadap 

perkembangan penyakit. Perkembangan penyakit yang paling rendah adalah pada 

waktu aplikasi pada benih, 4 dan 6 MST (W3). Perlakuan yang dapat meningkatkan 

aktivitas enzim peroksidase diatas 50%  adalah EB6 748W1, ED4 467 W1, dan ED1 

63 W3. Bakteri endofit yang dapat menginduksi ekspresi gen PR1 (523 bp) dan PBZ1 

(900 bp) yang terlibat dalam sistem pertahanan tanaman adalah EB4 451, EB4 452, 

dan ED4 467.  

 

Kata kunci: Hawar daun bakteri, Xanthomonas oryzae pv. oryzae, bakteri endofit, 

enzim peroksidase 

 

 

Pendahuluan 

 

Salah satu penyakit tanaman yang menjadi masalah besar dalam produksi padi 

adalah penyakit hawar daun bakteri (HDB) yang disebabkan Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae. Penyakit ini dapat menyerang mulai dari fase vegetatif sampai generatif. Rata-
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rata penurunan hasil produksi padi di Indonesia akibat serangan penyakit ini sekitar 

36% dari total produksi (Puslitbang Tanaman Pangan 2007). 

Beberapa patotipe X. oryzae pv. oryzae yang dominan di Indonesia adalah 

patotipe III, IV, dan VIII (Suparyono & Suprihanto 2004). Penggunaan bakterisida 

dalam upaya pengendalian penyakit seringkali menyebabkan pencemaran lingkungan 

dan meningkatan resistensi patogen. Penggunaan mikroba sebagai agens biokontrol 

seperti bakteri endofit dalam mengendalikan X. oryzae pv. oryzae memiliki prospek 

yang baik karena bersifat efektif dan ramah lingkungan. 

Bakteri endofit merupakan bakteri yang mengkolonisasi bagian internal 

jaringan tanaman. Bakteri endofit dapat mengkolonisasi relung ekologi yang sama 

dengan patogen tanaman, tetapi tidak menyebabkan kerusakan pada inangnya. 

Beberapa bakteri endofit dilaporkan dapat memacu pertumbuhan, meningkatkan 

kebugaran tanaman (Kirchhof et al. 2001) dan dapat menjadi agens biokontrol 

(Shimizu et al. 2009). Beberapa bakteri endofit telah dilaporkan dapat mengendalikan 

penyakit tanaman diantaranya Streptomyces spp. dapat mengendalikan X. oryzae pv. 

oryzae (Hastuti et al. 2012), kelompok Flexibacter-Cytophaga-Bacteroides yang dapat 

menekan Erwinia carotovora subsp. atroseptica pada tanaman kentang (Reiter et al. 

2002), isolat bakteri endofit dari Sophora alopecuroides yang dapat menekan 

Verticillium sp. (Lin 2013), dan masih banyak yang lainnya.  

Tanaman memiliki beragam respon pertahanan terhadap serangan patogen. 

Reaksi pertahanan ini meliputi penebalan dinding sel, akumulasi metabolit sekunder 

antimikroba dan ekspresi pathogenesis related (PR) protein (Kim et al. 2000). Induksi 

ketahanan tanaman oleh agens biokontrol berpotensi dalam upaya pengendalian 

penyakit tanaman. Sejauh ini belum banyak penelitian yang mengembangkan potensi 

bakteri endofit sebagai agnes penginduksi ketahanan tanaman terhadap X. oryzae pv. 

oryzae dan mekanismenya. Penelitian ini dilaksanakan untuk mengetahui potensi 

bakteri endofit sebagai agens penginduksi ketahanan tanaman padi terhadap X. 

oryzae pv. oryzae.  

 

 

Bahan dan Metode 

 

Uji Potensi Isolat Bakteri Endofit Sebagai Agens Penginduksi Ketahanan 

Tanaman Padi terhadap X. oryzae pv. oryzae 

Isolat bakteri endofit yang digunakan merupakan hasil seleksi untuk 

mendapatkan kandidat bakteri endofit yang berpotensi menginduksi ketahanan 

tanaman dan memacu pertumbuhan tanaman padi. Isolat yang digunakan adalah EA2 

154, EB3 307, ED4 451, ED4 452, EB6 748, ED1 63 dan ED4 467. Sedangkan isolat 

X. oryzae pv. oryzae yang digunakan berasal dari Balai Besar Penelitian Tanaman 

Padi. 

Pengujian potensi isolat bakteri endofit dalam menginduksi ketahanan tanaman 

padi terhadap X. oryzae pv. oryzae dilakukan di rumah kaca. Benih padi sehat varietas 

Ciherang disterilisasi permukaan menggunakan metode hot water treatment pada 

suhu 55 oC selama 20 menit. Benih padi direndam dalam suspensi bakteri endofit 
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yang berumur 24 jam selama semalam (16 jam). Benih kemudian ditanam pada media 

tanam yang mengandung pasir dan kompos dengan perbandingan 1:1. Bibit padi 

yang berumur dua minggu dipindah tanam pada tanah sawah steril dalam ember 

berdiameter 13.5 cm dan tinggi 11.5 cm. 

Rancangan yang digunakan dalam pengujian ini adalah rancangan 2 Faktorial 

dalam Rancangan Acak Lengkap. Faktor pertama adalah jenis iolat bakteri endofit 

terdiri atas 8 taraf (EA2 154, EB3 307, ED4 451, ED4 452, EB6 748, ED1 63, ED4 467, 

dan kontrol tanapa bakteri endofit). Sedangkan faktor yang kedua adalah waktu 

aplikasi bakteri endofit terdiri atas 3 taraf (Aplikasi pada benih saja (W1), aplikasi 

pada benih dan 4 MST (W2), aplikasi pada benih, 4 dan 6 MST (W3)). Dengan 

demikian banyaknya perlakuan yang diujikan adalah sebanyak 24 kombinasi 

perlakuan. Masing-masing perlakuan terdiri atas 3 ulangan, dan masing-masing 

ulangan terdiri atas satu unit tanaman. Kerapatan suspensi bakteri endofit pada waktu 

aplikasi perendaman benih maupun penyiraman pada 4 dan 6 MST berkisar antara 

107 sampai 109 cfu/ml.  

Pada akhir masa vegetatif (6 MST), dua hari sebelum inokulasi X. oryzae pv. 

oryzae sampel tanaman padi diambil untuk dianalisis pengaruh perlakuan terhadap 

ekspresi gen PR1 dan PBZ1. Dua hari setelah inokulasi X. oryzae pv. oryzae sampel 

tanaman kembali diambil untuk dianalisis pengaruh perlakuan terhadap ekspresi gen 

PR1 dan PBZ1 setelah dilakukan inokulasi patogen, dan analisis aktivitas enzim 

peroksidase.  

Inokulasi X. oryzae pv. oryzae dilakukan 2 hari setelah aplikasi penyiraman 

dengan suspensi bakteri endofit pada 6 MST. Inokulasi buatan dilakukan dengan cara 

menggunting bagian ujung daun menggunakan gunting yang sebelumnya dicelupkan 

pada suspensi X. oryzae pv. oryzae dengan kerapatan 108 cfu/ml. Jumlah anakan 

yang digunting untuk setiap unit tanaman adalah masing-masing lima anakan. 

Tanaman padi yang telah diinokulasi selanjutnya disungkup selama tiga hari untuk 

menjaga kelembaban mikro di sekitar tanaman. Pengamatan periode inkubasi 

dilakukan setelah inokulasi X. oryzae pv. oryzae sampai munculnya gejala penyakit. 

Pengamatan perkembangan hawar dilakukan setiap hari dan berhenti setelah gejala 

hawar sampai pada pangkal daun. Selanjutnya data pertambahan panjang hawar 

dianalisis dengan formula Area Under Disease Progress Curve (AUDPC) (Hastuti et al. 

2012). 

𝐴𝑈𝐷𝑃𝐶 =  ∑{(
[𝑅𝑖+1 + 𝑅𝑖 ]

2
) 𝑥 (𝑡𝑖+1 −  𝑡𝑖0}  

𝑛

1=𝑛

 

 

Ri = pertambahan panjang hawar waktu i 

ti = waktu ke-i 

 

Analisis Aktivitas Enzim Peroksidase 

Potensi bakteri endofit dalam menginduksi ketahanan tanaman padi terhadap 

serangan X. oryzae pv. oryzae  juga dianalisis dengan melihat aktivitas enzim 

peroksidase (PO) mengunakan spektrofotometer. Sampel yang digunakan adalah 



PROSIDING SEMINAR NASIONAL PERLINDUNGAN TANAMAN II 
“Strategi Perlindungan Tanaman dalam Memperkuat Sistem Pertanian Nasional Menghadapi ASEAN Free Trade Area (AFTA) dan ASEAN Economic Community (AEC) 2015” 

192 

 

bagian daun padi yang diambil dua hari setelah inokulasi X. oryzae pv. oryzae. Metode 

ekstraksi dan kuantifikasi aktivitas enzim peroksidase mengacu pada Damayanti et al. 

(2007). Sebanyak 0.5 g komposit sampel dari masing-masing perlakuan ditambahkan 

dengan 1.5 ml dari 0.1 M buffer fosfat pH 7.0 pada suhu 4 oC dan digerus 

menggunakan mortar dingin. Suspensi diambil dan dimasukan pada tabung 

berukuran 1.5 ml, kemudian disentrifus dengan kecepatan 16.000 g selama 15 menit. 

Supernatant yang terbentuk dapat digunakan sebagai sumber enzim.  

 

Analisis Ekspresi Gen PR1 dan PBZ1 

Isolasi RNA Total. Analisis ekspresi gen PR1 dan PBZ1 dilakukan untuk 

membuktikan terjadinya induksi ketahanan tanaman padi setelah aplikasi bekteri 

endofit. Primer spesifik dari gen PR1 memiliki urutan primer forward 

(5’TAACTATGGAGGTATCAAGCTGCC3’) dan primer reverse 

(5’CCAGTACGTACGCCCGTGTGTATAA3’). Sedagkan urutan primer untuk gen PBZ1 

adalah primer forward (5’CAGTGGTCAGTAGAGTGATC3’) dan primer reverse 

(5’CTGGATAGAGGCAGTATTCC3’) (Midoh  et al. 1996). Isolasi RNA total dilakukan 

dari tanaman yang belum diinokulasi X. oryzae pv. oryzae dan yang telah diinokulasi 

X. oryzae pv. oryzae. Isolasi RNA total dilakukan dengan menggunakan peqGOLD 

Plant RNA kit (peqlab).      

Sintesis cDNA Total dan Ekspresi Gen PR1. Sintesis cDNA dan amplifikasi 

gen PR1 dilakukan dengan metode one step PCR. Sebanyak 12.5 μl GTG dicampur 

dengan 2.5 μl  50 mM DTT, 2.5 μl 10 pmol primer forward, 2.5 μl 10 pmol primer 

reverse, 0.05 μl MmuLV, 0.1 μl RNAse inhibitor, 2.0 μl RNA templet, dan 2.85 ddH2O. 

Campuran tersebut selanjutnya dimasukkan pada tabung PCR. Kondisi PCR yang 

digunakan yaitu 42 ºC selama 60 menit, denaturasi awal 94 ºC selama 5 menit, 

denaturasi 94 ºC selama 30 detik, annealing 55 ºC selama 30 detik, extension 72 ºC 

selama 2 menit, siklus denaturasi-extension diulang sebanyak 39 kali, pasca PCR 72 

ºC selama 5 menit dan pendinginan 15ºC selama 10 menit. Kondisi PCR untuk gen 

PBZ1 sama dengan kondisi PCR gen PR1 kecuali suhu annealing yaitu 56 ºC. Hasil 

PCR dimigrasikan di gel agarosa 1% (b/v) di dalam larutan penyangga TAE 1x (4.84 

gr Tris base, 1.142 ml glacial acetic acid dan 2 ml 0.5M EDTA (pH 8.0)). 

 

Analisis Data 

Data periode inkubasi dan panjang hawar daun diolah dengan menggunakan 

program Excel 2007 dan dianalisis dengan bantuan program SAS versi 9.1.3. 

 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Pengaruh Aplikasi Bakteri Endofit terhadap Periode Inkubasi HDB 

Periode inkubasi atau masa inkubasi merupakan waktu yang dibutuhkan mulai 

dari patogen masuk ke dalam jaringan inang sampai munculnya gejala awal. Periode 

inkubasi yang lebih panjang menunjukkan bahwa tanaman semakin bisa menekan 

terjadinya penyakit. Hal ini memungkinkan kerusakan tanaman yang diakibatkan 
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patogen menjadi lebih rendah. Sebaliknya periode inkubasi yang lebih pendek 

menunjukkan bahwa tanaman kurang mampu menekan terjadinya penyakit dan 

berpotensi menyebabkan kerusakan yang lebih parah.  

 
Gambar 1 Periode inkubasi X. oryzae pv. oryzae pada berbagai kombinasi perlakuan 

bakteri endofit dan waktu aplikasi yang berbeda 

 

Periode inkubasi yang paling panjang adalah pada kombinasi perlakuan ED4 

467 W1 dengan rata-rata periode inkubasi 8 hari. Hal ini menunjukkan bahwa 

perlakuan ED4 467 W1 mampu menghambat perkembangan penyakit dengan cara 

memperpanjang waktu kemunculan gejala penyakit. Sedangkan periode inkubasi 

yang paling pendek adalah pada kombinasi perlakuan EB4 451 W3 dengan rata-rata 

periode inkubasi 3.6 ≈ 4 hari. 

 

Pengaruh Aplikasi Bakteri Endofit terhadap Perkembangan HDB 

Berdasarkan nilai AUDPC 

Potensi isolat bakteri endofit dalam menekan perkembangan HDB salah 

satunya dapat dianalisis berdasarkan nilai AUDPC. Nilai AUDPC tersebut dapat 

menggambarkan pekembangan penyakit secara keseluruhan dari awal kemunculan 

gejala sampai akhir pengamatan. Nilai AUDPC yang paling rendah menunjukkan 

perkembangan penyakit yang lebih lambat.  

 

 
Gambar 2 Perkembangan HDB pada waktu aplikasi yang berbeda 

Keterangan: W1 = aplikasi pada benih saja; W2 = aplikasi pada benih dan 4 MST; W3 = aplikasi 

pada benih, 4 dan 6 MST; Kontrol = tanpa aplikasi bakteri endofit 
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Berdasarkan hasil analisis statistik menunjukkan bahwa faktor isolat dan 

interaksi antara faktor isolat dengan waktu aplikasi tidak berpengaruh nyata terhadap 

nilai AUDPC. Nilai AUDPC secara signifikan dipengaruhi oleh faktor waktu aplikasi. 

Waktu aplikasi yang paling berpengaruh terhadap rendahnya nilai AUDPC adalah 

aplikasi pada benih, 4 dan 6 MST (W3). Hal ini menunjukkan bahwa perkembangan 

HDB yang lebih lambat adalah pada W3 dimana aplikasi bakteri endofit lebih sering 

dilakukan. 

 

Pengaruh Aplikasi Bakteri Endofit terhadap Peningkatan Aktivitas Enzim 

Peroksidase 

Peningkatan aktivitas enzim peroksidase yang paling tinggi adalah pada 

perlakuan EB6 748 W1 yaitu diatas 200%. Selain dapat meningkatkan aktivitas enzim 

peroksidase beberapa perlakuan juga dapat menurunkan aktivitas enzim peroksidase. 

Aktivitas enzim peroksidase ini berkaitan dengan sistem pertahanan tanaman 

terhadap serangan pathogen (Nakashita et al. 2001).  

 

 

Gambar 3 Peningkatan aktivitas enzim peroksidase pada berbagai kombinasi 

perlakuan bakteri endofit dan waktu aplikasi   

 

Pengaruh Aplikasi Bakteri Endofit Terhadap Ekspresi Gen PR1 dan PBZ1 

PR1 dan PBZ1 merupakan gen pada tanaman yang berperan dalam 

mengaktifkan sistem pertahanan tanaman terhadap patogen (Agrawal et al. 2001). 

Gen PBZ1 mengkode PR protein intraseluler (Mizobuchi et al. 2002). Pada tanaman 

padi gen ini dapat diinduksi oleh probenazole (3-allyloxy-1, 2-benzisothiazole-1, 1-

dioxide) yang dapat meningkatkan aktifitas enzim yang berkaitan dengan sistem 

pertahanan pada tanaman, seperti peroksidase, polyphenoloxidase, ammonia-lyase 

dan catechol-O-methyltransferase serta asam α-linolenik (Nakashita et al. 2001). 

Hasil pengujian terhadap ekspresi gen PR1 dan PBZ1 membuktikan bahwa 

isolat bakteri endofit mampu menginduksi ekspresi dari kedua gen tersebut. Isolat 

bakteri endofit yang mampu menginduksi ekspresi gen PR1 adalah EB4 451 W1, EB4 

452 W1, ED1 63 W3, dan ED4 467 W3 dengan ukuran pita ± 523 bp (Gambar 4). 

Sedangkan isolat yang mampu menginduksi ekspresi gen PBZ1 adalah EB4 451 W1, 

EB4 452 W1, dan ED4 467 W3 dengan ukuran pita ± 900 bp (Gambar 4). Hal ini 
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membuktikan bahwa ekspresi dari kedua gen tersebut selain dapat diinduksi oleh 

patogen juga dapat diinduksi oleh bakteri endofit yang bukan patogen.   

 

 
Gambar 4 Ekspresi gen PR1 dan PBZ1 sebelum inokulasi X. oryzae pv oryzae pada 

berbagai perlakuan 

Ketrangan: M = marker 1 Kb; K = kontol; 1= EB4 451 W1; 2 = EB4 452 W2; 3 = ED1 63 W3; 

4 = ED4 467 W3  

 

 

 
Gambar 5 Ekspresi gen PR1 dan PBZ1 sesudah inokulasi X. oryzae pv oryzae pada 

berbagai perlakuan 
Keterangan: M = marker 1 Kb; (-) = kontrol negatif; K = kontol; 1= EB4 451 W1; 2 = EB4 452 W2; 3 = 

ED1 63 W3; 4 = ED4 467 W3  

 

Setelah tanaman padi diinokulasi X. oryzae pv oryzae, pada akhir 6 MST 

dianalisis kembali ekspresi gen PR1 dan PBZ1. Hasil analisis (Gambar 5) menunjukkan 

bahwa gen PR1 (± 523 bp) terekspresi pada kontrol (tanpa aplikasi bakteri endofit), 

EB4 451 W1, EB4 452 W1, serta ED4 467 W3. Rata-rata ekspresi gen PR1 menjadi 

semakin kuat setelah tanaman diinokulasi patogen, kecuali pada perlakuan ED1 63 

W3 yang menjadi tidak terekspresikan. Sedangkan ekspresi gen PBZ1 (± 900 bp) 

setelah dilakukan inokulasi X. oryzae pv oryzae dapat terinduksi oleh perlakuan 

kontrol (tanpa aplikasi bakteri endofit), EB4 451 W1, EB4 452 W1, ED1 63 W3 serta 

ED4 467 dengan kekuatan ekspresi yang beragam.  

Perbedaan karakteristik bakteri endofit dalam menginduksi ekspresi gen PR1 

dan PBZ1 dapat terlihat jelas pada perlakuan ED1 63 W3. Perlakuan ED1 63 W3 dapat 

menginduksi ekspresi gen PR1 pada saat sebelum dilakukan inokulasi X. oryzae pv 

oryzae, dan justru menjadi tidak terekspresi setelah dilakukan inokulasi X. oryzae pv 

oryzae. Hal ini diduga karena perlakuan ED1 63 W3 memperlambat kecepatan atau 

bahkan menghambat ekspresi gen PR1 ketika patogen telah diinokulasikan. 

M       K        1           2        3        4 M       K        1           2        3        4 

M       (-)       K        1         2        3        4 

PR1 PBZ1 

PR1 PBZ1 

M       (-)       K        1         2         3          4 

1000 bp 

  500 bp 

1000 bp 

  500 bp 
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Sebaliknya perlakuan ED1 63 W3 tidak menginduksi ekspresi gen PBZ1 pada saat 

sebelum tanaman diinokulasi X. oryzae pv oryzae, dan menjadi dapat menginduksi 

ekspresi gen PBZ1 setelah dilakukan inokulasi X. oryzae pv oryzae meskipun tidak 

sekuat ekspresi pada kontrol. Dalam beberapa kasus seperti menentukan varietas 

tahan dan peka keterlambatan ekspresi gen ketahanan dapat menjadi salah satu 

indikasi untuk membedakan antara varietas tahan dan peka (Suharsono 2002).  

 

 

Kesimpulan 

 

ED4 467 W1 merupakan perlakuan yang menghasilkan periode inkubasi HDB 

yang paling panjang. Berdasarkan nilai AUDPC waktu aplikasi yang berpotensi 

menekan perkembangan HDB adalah pada benih, 4 dan 6 MST (W3). Perlakuan yang 

dapat meningkatkan aktivitas enzim peroksidase diatas 50% adalah EB6 748 W1, ED4 

467 W1, dan ED1 63 W3. Bakteri endofit EB4 451, EB4 452, dan ED4 467 dapat 

menginduksi ekspresi gen PR1 dan PBZ1 yang berperan dalam sistem pertahanan 

tanaman terhadap patogen. 
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