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ABSTRAK

Benih yang sehat diperlukan dalam budidaya tanaman. Benih tidak sehat dapat
menurunkan kualitas dan kuantitas produksi. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan
beberapa kelompok bakteri patogen benih padi dan kedelai yang berasal dari kebun
percobaan jurusan Teknologi Benih IPB-Darmaga. Penelitian dilaksanakan pada tahun
2004 di Laboratorium Mikrobiologi Departemen Biologi FMIPA, Institut Pertanian Bogor.
Penelitian diawali dengan kegiatan isolasi, dilanjutkan dengan karakterisasi morfologi dan
fisiologi berdasarkan Bergey's Manual of Determinative Bacteriology. Karakterisasi
morfologi meliputi pengamatan terhadap: bentuk dan warna koloni, uji pewarnaan Gram,
dan uji motilitas. Karakterisasi fisiologi meliputi uji katalase, uji oksidase, uji xanthomonadin,
dan uji poly hidroksi butirat. Hasil isolasi pada masing-masing sampel benih padi dan
kedelai ditemukan satu jenis bakteri patogen, yang selanjutnya dikarakterisasi secara
morfologi dan fisiologi. Hasil uji morfologi dan fisiologi menunjukkan bahwa bentuk koloni
bulat, cembung, warna putih-kuning, Gram negatif, bersifat motil, sel berbentuk batang,
katalase positif, oksidase negatif, xanthomonadin negatif, dan PHB negatif. Kedua bakteri
patogen benih padi dan kedelai memperlihatkan ciri yang sama dengan kelompok
Pseudomonas sp., sehingga diduga kuat kedua bakteri tersebut dikelompokkan ke dalam
genus Pseudomonas sp.

Kata kunci: bakteri patogen, benih, isolasi, morfologi-fisiologi,Pseudomonas sp
ABSTRACT

Healthy seedlings is required in the cultivation of crops. Bad seeds can reduce the quality
and quantity of crop yields. This research aim was to find a group of pathogenic bacteria rice
and soybean seed from Seed Technology Experimental Garden IPB-Darmaga. The
research was conducted in 2004 at the Microbiology Laboratory of the Department of
Biology Faculty, Bogor Agricultural University. This research began with the isolation,
followed by morphological and physiological characterization based on Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology. Morphological characterization includes the observation of the
shape and colour of colonies,Gram stain test, and motility test. Physiological examination
were catalase test, oxidase test, xanthomonadin test, and test poly hydroxy butyrate. Those
characterizations of rice and soybean seeds samples suspected one group of pathogenic
bacteria. The stydy showed that the morphology and physiology characters of colony were
shape round, convex, white-yellow, Gram negative, motile, rod-shaped cells, catalase
positive, oxidase negative, negative xanthomonadin, and PHB negative. Both bacterial
pathogens of rice and soybean seeds showed characteristics similar to those Pseudomonas
sp., so it is strongly suspected that these two bacteria are grouped into the genus of
Pseudomonas sp.
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Produksi tanaman pangan padi dan kedelai mengalami penurunan pada tahun 2001 dari
tahun sebelumnya, untuk padi dari 51,9 juta ton menjadi 50,5 juta ton dan untuk kedelai dari 1,0 juta
ton menjadi 0,8 juta ton (BPS, 2002). Penurunan produksi tersebut disebabkan oleh beberapa faktor,
antara lain: serangan hama dan penyakit yang sampai saat ini belum dapat diatasi dengan baik.
Salah satu penyakit penting tanaman padi yang mengakibatkan kerugian cukup serius di Indonesia
adalah penyakit bacterial red stripe (BRS) atau daun bergaris merah yang disebabkan oleh
Pseuodomonas sp., sedangkan pada tanaman kedelai adalah penyakit hawar bakteri yang
disebabkan oleh Pseuodomonas syringae pv. glycine. Luas lahan yang terkena serangan penyakit
tersebut untuk padi 451 ha dan kedelai 83 ha (Anonim, 2002), yang setara dengan kehilangan hasil
panen sebanyak 2.000 ton (US$ 461.428,8) untuk padi dan 101 ton (US$ 21.042,7) untuk kedelai.

Penyakit tersebut dapat muncul karena benih yang digunakan adalah benih yang tidak sehat
sehingga mengganggu perkecambahan dan pertumbuhan tanaman, yang kemudian dapat
menurunkan kualitas dan kuantitas produksi. Sutopo (2002) melaporkan bahwa benih dapat menjadi
penghantar penyakit. Penggunaan benih bermutu merupakan komponen penting dalam pelaksanaan
budidaya tanaman yang dapat menjamin pertanaman yang baik dan hasil panen yang tinggi.
Tingginya kadar air tanaman, menyebabkan benih mudah terinfeksi oleh cendawan, bakteri, virus
yang patogen, sehingga dapat menyebabkan penyakit yang cukup serius, sehingga benih menjadi
busuk sebelum atau sesudah benih berkecambah.

Agarwal dan Sinclair (1987) menyatakan bahwa bakteri patogen dapat berada dalam benih
melalui cara infeksi atau kontaminasi. Infeksi benih dapat melalui embrio, selaput biji, endosperma,
dan perisperma, sedangkan kontaminasi dapat melalui permukaan perkarpium atau selaput biji.
Kontaminasi disebabkan oleh banyaknya kotoran atau tanah yang tercampur ke dalam benih selama
pemanenan, penjemuran, dan penyimpanan.

Beberapa contoh bakteri yang menyerang benih tanaman pangan, diantaranya adalah
Bacillus sp., Pseuodomonas sp., dan Xanthomonas sp. Agarwal dan Sinclair (1987), Rahayu dan
Iriani (1990), dan Hidayat, Harnoto, Mahmud, dan Sumarno (2000) melaporkan bahwa beberapa
penyakit penting yang menyerang benih padi antara lain: sheath rot (P. oryzicola), blight/hawar (X.
campestris pv. oryzae), dan leaf streak (X. campestris pv. oryzicola). Penyakit yang menyerang benih
kedelai antara lain: brown rot/busuk coklat (P. solanacearum), blight/hawar (P. syringae pv. glycine),
wildfire (P. syringae pv. tabaci), dan pustule (X. campestris pv. glycine). Di Indonesia benih yang
terinfeksi Pseuodomonas, pada padi menimbulkan penyakit dengan gejala bergaris merah (bacterial
red stripe/BRS) dan benih yang terinfeksi P. syringae pv. glycine pada kedelai disebut hawar daun
atau bacterial blight (Anonim, 2002).

BRS disebabkan oleh Pseuodomonas sp. Secara umum tanaman yang sakit berwarna
jingga atau merah. Gejala yang nampak hanya terdapat pada daun, kadang-kadang pada bagian
atas upih daun, dan tidak pernah terdapat pada malai, batang, atau akar. Pada waktu tanaman
membentuk malai, gejala timbul pada daun-daun atas dan daun bendera, dan jika penyakitnya parah
maka daun kedua dan ketiga akan layu. Infeksi dimulai dari satu titik berwarna jingga, kemudian
meluas ke arah ujung daun dan nampak sebagai suatu garis, dan akhirnya daun mengering
(Semangun, 1991). Sedangkan penyakit hawar daun disebabkan oleh Pseuodomonas syringae pv.
glycine dengan gejala adanya bercak pada daun, kadang-kadang pada batang, tangkai daun, dan
polong. Bercak berbentuk persegi, kecil, tembus cahaya, kebasahan, berwarna kuning sampai coklat
terang. Pusat bercak cepat mengering dengan warna coklat kemerahan sampai hitam. Pada
lingkungan yang cocok, bercak membesar, beberapa bercak bergabung membentuk bercak yang
lebih besar dan tidak beraturan, diikuti dengan bagian tengah bercak sobek sehingga daun tampak
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berlubang dan daun rontok. Infeksi pada bibit terjadi pada kotiledon bagian pinggir. Bercak dapat
membesar dan berwarna coklat gelap, akibatnya tanaman menjadi kerdil (Hidayat et al. 2000).

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kelompok bakteri patogen yang
mengkontaminasi benih padi dan kedelai yang biasa ditanam di Indonesia.

METODE

Penelitian dilaksanakan pada tahun 2004 di Laboratorium Mikrobiologi Departemen Biologi
FMIPA, Institut Pertanian Bogor. Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain berupa: benih
padi dan kedelai yang terinfeksi berasal dari kebun percobaan jurusan Teknologi Benih IPB-
Darmaga.; media NB/NA (Nutrient Broth/Agar); bahan untuk pewarnaan Gram. Bahan untuk: uji
motilitas; katalase; uji oksidase (media Tryptone Soya Agar/TSA); uji xanthomonadin (media Yeast
Dextrose CaCOs/YDC); uji Poly-B-hidroksibutirat (PHB). Penelitian meliputi karakterisasi morfologis
dan fisiologis, diawali dengan kegiatan isolasi bakteri patogen dengan cara benih padi dan kedelai
yang terinfeksi secara aseptis disterilisasi permukaannya dengan menggunakan alkohol 95%,
kemudian direndam dalam H202 5%, dan dibilas dua kali dengan air steril. Selanjutnya, benih
dimasukkan dalam cawan petri berisi kapas dan kertas saring steril yang telah dibasahi (lembab) dan
diinkubasi selama 5-7 hari sampai terbentuk lendir pada permukaan benih. Lendir yang terbentuk
digores secara kuadran pada media NA dan diinkubasi selama 24 jam (Schaad, Jones, & Chun
2001). Koloni yang terpisah kemudian diisolasi dan dilakukan karakterisasi morfologi dan fisiologi
untuk mengetahui genus dari masing-masing patogen benih berdasarkan Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology (Holt et al. 1994). Cara karakterisasi morfologi: pengamatan terhadap
bentuk dan warna koloni, masing-masing biakan ditumbuhkan pada media NA umur 24 jam.

Uji selanjutnya adalah pewarnaan Gram. Biakan bakteri ditumbuhkan pada media NB umur
24 jam, dibuat olesan dan difiksasi panas, kemudian diberi pewarna primer ungu kristal, digenangi
lodium gram, diberi pemucat warna etanol, dan diberi pewarna tandingan safranin, kemudian diamati
bentuk sel dan warnanya. Kemudian uji motilitas, biakan bakteri ditumbuhkan pada media NB umur
24 jam, dibuat preparat tetes gantung.

Karakterisasi fisiologi yaitu: 1). uji katalase, biakan bakteri yang ditumbuhkan pada media NB
umur 24 jam, diletakkan di atas kaca objek yang terlebih dahulu telah diberi 3 tetes hidrogen
peroksida 3% dan dicampur. Reaksi positif ditandai dengan terbentuknya gelembung-gelembung
oksigen, 2). uji oksidase, biakan bakteri ditumbuhkan pada media TSA umur 24 jam, digenangi
dengan larutan dimetil p-fenildiamina hidroklorida 1%. Uji positif ditandai dengan berubahnya warna
koloni menjadi merah muda, merah tua, merah gelap, dan akhirnya hitam, 3). uji xanthomonadin,
biakan bakteri ditumbuhkan pada media YDC umur 24-48 jam. Uji positif ditandai dengan koloni
berwarna kuning, 4). uji PHB, biakan bakteri ditumbuhkan pada media NB umur 24 jam, dibuat
olesan dan difiksasi, kemudian ditetesi dengan larutan 0,3% Sudan Black B dalam etilen glukol,
dicelup dalam silena, dan diberi safranin. Uji positif ditandai dengan granul PHB yang berwarna biru
kehitaman, sedang bagian sitoplasma berwarna merah muda (Schaad, Jones, & Chun 2001).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Bakteri patogen hasil isolasi dari benih padi dan kedelai yang terinfeksi, kemudian
diremajakan dan ditumbuhkan pada media NA, serta diinkubasi pada suhu ruang. Hasil isolasi dari
masing-masing bakteri patogen benih padi dan kedelai hanya didapatkan satu macam bakteri.
Bakteri patogen tersebut dilakukan pengujian lebih lanjut. Berikut penjelasan secara rinci hasil
karakterisasi dari masing-masing bakteri patogen benih padi dan kedelai.
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Morfologi

Pengamatan terhadap morfologi koloni dilakukan terhadap bentuk dan warna koloni. Koloni
baik pada benih padi maupun kedelai berbentuk bulat dan cembung, sedangkan warna koloni pada
benih padi adalah putih dan pada benih kedelai adalah kuning (Tabel 1). Seperti yang dilaporkan Holt
et al. (1994) bahwa salah satu ciri morfologi dari genus Pseudomonas sp. adalah koloni berbentuk
bulat dan berwarna putih-krem kekuningan. Dengan demikian bila dilihat dari ciri morfologi maka
hasil isolasi patogen baik pada benih padi maupun kedelai dikelompokkan ke dalam genus
Pseudomonas sp.

Tabel 1. Ciri Morfologi Koloni Bakteri Patogen Benih Padi dan Kedelai
Patogen Benih

Karakter

Padi Kedelai
Warna koloni bulat putih
Bentuk koloni bulat kuning
Permukaan koloni cembung cembung

Hasil penelitian Mustika (2009) juga melaporkan bahwa hasil isolasi bakteri pada benih padi
menunjukkan ciri morfologi yang sama, yaitu koloni berbentuk bulat, cembung, dan berwarna putih.
Salah satu hasil isolasi yang ditemukan Mustika (2009) adalah Pseudomonas avenae.

Karakter ciri morfologi penting yang diamati pada penelitian ini adalah pewarnaan Gram dan
motilitas. Hasil pewarnaan Gram baik pada benih padi maupun kedelai menunjukkan Gram negatif.
Hal ini ditunjukkan dengan sel berwarna merah/pink setelah dilakukan pewarnaan Gram. Kedua
bakteri patogen benih tersebut sama-sama berbentuk batang (Tabel 2). Ciri-ciri Pseudomonas sp.
menurut Holt et al. (1994) antara lain: sel berbentuk batang lurus atau batang melengkung dan reaksi
Gram negatif. Hasil pewarnaan Gram terhadap bakteri hasil isolasi benih padi yang dilaporkan
Mustika (2009) juga menunjukkan reaksi Gram negatif, sehingga isolat yang terisolasi pada
penelitian ini dapat dikelompokkan juga sebagai Pseudomonas sp. Penelitian yang sama juga
dilaporkan Ismail dan Anggraeni (2008) bahwa hasil identifikasi secara mikroskopis terhadap
Pseudomonas tectona (penyebab penyakit layu pada pohon jati) menunjukkan sifat Gram negatif dan
sel berbentuk batang.

Tabel 2. Hasil Pewarnaan Gram dan Uji motilitas Bakteri Patogen pada
Benih Padi dan Kedelai

Patogen Benih

Karakter Padi Kedelai
Gram - -
Bentuk sel batang batang
Motilitas motil motil

’) tanda “+” menunjukkan uji positif; tanda “-“ menunjukkan uji negatif
Sifat motilitas yang dipunyai oleh kedua bakteri hasil uji motilitas menunjukkan reaksi positif.

Bakteri patogen baik dari benih padi maupun kedelai hasil isolasi keduanya bersifat motil (Tabel 2).
Salah satu sifat yang dimiliki Pseudomonas sp. adalah motil (Holt et al. 1994). Menurut Pelczar dan

138



Winarni, Isolasi Dan Karakterisasi Bakteri Patogen

Chan (2008), Pseudomonas sp. merupakan bakteri yang berupa sel berbentuk batang lurus dan
mempunyai motil dengan flagellum polar.

Fisiologi

Karakter ciri fisiologi yang diamati pada penelitian ini adalah katalase, oksidase,
xanthomonadin, dan PHB. Hasil isolasi bakteri patogen benih padi dan kedelai terhadap uji katalase
dan oksidase diperlihatkan pada Tabel 3. Uji katalase pada bakteri patogen pada benih padi dan
kedelai menunjukkan positif, sedang uji oksidase bakteri patogen baik pada benih padi maupun
kedelai menunjukkan negatif.

Tabel 3. Hasil uji katalase, oksidase, xanthomonadin, dan PHB bakteri
patogen pada benih padi dan kedelai

Patogen Benih

Karakter Padi Kedelai
Katalase * *
Oksidase
Xanthomonadin

PHB -
’) tanda “+” menunjukkan uji positif; tanda “-“ menunjukkan uji negatif

Feliatra, Efendi, & Suryadi (2004) melaporkan bahwa hasil uji oksidase pada Pseudomonas
menunjukkan negatif, sedang uji katalase menunjukkan positif. Pseudomonas yang diuji Suwarsih
(2011) merupakan bakteri probiotik yang diperoleh dari ikan kerapu macan.

Kelompok bakteri yang mungkin terdapat pada benih padi dan kedelai adalah Pseudomonas
dan Xanthomonas (Agarwal dan Sinclair, 1987). Kedua kelompok bakteri tersebut dapat dibedakan
dengan uji xanthomonadin. Hasil uji xanthomonadin terhadap bakteri patogen benih padi dan kedelai
diperlihatkan pada Tabel 3.

Uji xanthomonadin pada kedua bakteri tersebut menunjukkan hasil negatif, ini
mengindikasikan bahwa kedua bakteri tersebut tidak mampu menghasilkan xanthomonadin,
sehingga bukan merupakan kelompok bakteri Xanthomonas, diduga kuat merupakan kelompok
bakteri Pseudomonas. Uji xanthomonadin dinyatakan positif bila koloni yang telah ditumbuhkan pada
media YDC menunjukkan warna kuning.

Uji PHB pada kedua bakteri patogen benih padi dan kedelai menunjukkan hasil positif seperti
yang terlihat pada Tabel 3. Margino (2009) melaporkan bahwa terdapat beberapa genera bakteri
Pseudomonas yang tidak mampu memetabolisme glukosa menjadi bahan dasar plastik terdegradasi
seperti poli laktat, poli hidroksialkanoat dan poli hidroksibutirat. Dengan demikian bakteri patogen hasil
isolasi dari benih padi dan kedelai tidak dapat membentuk PHB sehingga diduga kuat merupakan bakteri
dari genus Pseudomonas.

Hasil karakterisasi baik morfologi maupun fisiologi menunjukkan bahwa kedua bakteri
patogen tersebut mempunyai ciri yang sama (Tabel 1-3) seperti yang dipunyai Pseuodomonas sp.,
sehingga bakteri tersebut dikelompokkan ke dalam genus Pseuodomonas sp. Beberapa hal yang
menunjukkan bahwa kedua bakteri patogen tersebut diduga kuat termasuk kelompok Pseuodomonas
sp. antara lain hasil uji tersebut sama dengan hasil uji yang dilaporkan Holt et al. (1994) dan
beberapa peneliti lain terhadap beberapa patogen Pseuodomonas sp. Sebagian besar
Pseuodomonas sp. dapat mengakumulasi PHB sebagai sumber karbon, tetapi Pseuodomonas
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syringae pathovars tidak dapat mengakumulasi PHB. Demikian juga dengan oksidase, walaupun
sebagian besar Pseuodomonas sp. dapat menghasilkan oksidase, tetapi Pseuodomonas syringae
pathovars tidak dapat menghasilkan oksidase. Hasil penelitian ini menunjukkan hasil yang sama
dengan yang dilaporkan Susilowati (2011) bahwa karakter morfologi dan fisiologi pada genus
Pseudomonas adalah Gram negatif, bentuk batang, motil, aerobik, katalase positif, oksidase positif.

Agarwal dan Sinclair (1987) dan Hidayat et al. (2000) melaporkan kelompok bakteri patogen
yang mungkin terdapat pada benih padi dan kedelai adalah Pseuodomonas sp. dan Xanthomonas
sp. Kedua kelompok bakteri tersebut dapat dibedakan dengan ada tidaknya xantomonadin.
Xanthomonas sp. menghasilkan xantomonadin, sedang Pseuodomonas sp. tidak. Xantomonadin
dapat dihasilkan bila bakteri tersebut ditumbuhkan pada media YDC. Kedua bakteri patogen benih
padi dan kedelai tidak menghasilkan xantomonadin setelah ditumbuhkan pada media YDC, maka
diduga kedua bakteri tersebut termasuk dalam genus Pseuodomonas sp.

Bakteri patogen benih yang disebabkan oleh Pseuodomonas dan Xanthomonas dapat
berpindah dari satu benih ke benih lainnya. Sutopo (2002) melaporkan bahwa beberapa contoh
bakteri yang terdapat pada benih karena infeksi, antara lain: Pseuodomonas. Pseuodomonas yang
menginfeksi tanaman dapat masuk ke dalam benih melalui lubang-lubang alamiah atau masuk
melalui retakan yang terjadi pada benih waktu perontokan. llyas et al. (2008) melaporkan bahwa
penyakit yang banyak menyerang tanaman padi di Indonesia adalah hawar daun bakteri dan
merupakan patogen terbawa benih (seedborne). Neergaard (1977) menginformasikan bahwa sekitar
90% penyakit pada tanaman pangan ditularkan melalui benih. Di Amerika serangan bakteri
Pseuodomonas syringae pv. glycine pada benih kedelai dapat menghambat perkecambahan sampai
68%. Sigee (1993) melaporkan bahwa kepadatan populasi patogen berpengaruh terhadap
munculnya penyakit. Penyakit bercak daun yang diakibatkan Pseuodomonas syringae pv. glycine bila
kepadatan populasi berjumlah 104 cfu/ml.

SIMPULAN

Karakterisasi uji morfologi dan fisiologi bakteri patogen yang telah dilakukan pada masing-
masing benih padi dan kedelai sampel asal kebun percobaan jurusan Teknologi Benih IPB-Darmaga
hanya didapatkan satu macam bakteri, yang diduga kuat kedua bakteri tersebut termasuk ke dalam
genus Pseuodomonas sp.
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