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ABSTRAK 

IKHWANA AFLAHA (P4100216009). Karakterisasi Morfofisiologi dan 
Molekuler Bakteri Penyebab Penyakit Busuk Bulir Pada Tanaman Padi 
(dibimbing oleh Baharuddin dan Untung Surapati) 

Penyakit busuk bulir (Bacterial Grain Rot) yang disebabkan oleh 

bakteri Burkholderia glumae menjadi ancaman yang serius bagi petani 

padi di Indonesia. Penelitian ini ditujukan untuk mengidentifikasi secara 

morfologi, fisiologi maupun  molekuler isolat-isolat bakteri penyebab 

penyakit busuk bulir yang diperoleh dari beberapa lokasi pertanaman padi 

di Sulawesi Selatan. Karakterisasi morfologi dilakukan dengan 

pengamatan makroskopis dari koloni bakteri yang ditumbuhkan pada 

media King’s B meliputi warna, bentuk, tepi, dan elevasi koloni. 

Karakterisasi fisiologi dilakukan dengan serangkaian uji yang dapat 

menunjukkan karakter khas dari B. glumae. Hasil karakterisasi 

morfofisiologi kemudian dikonfirmasi dengan analisa molekuler 

menggunakan primer spesifik B. glumae dan dilanjutkan dengan 

sekuensing. Data hasil sekuensing diolah menggunakan program BLAST 

dan dibandingkan dengan data pada NCBI untuk analisa filogenetik. Hasil 

penelitian menunjukkan bahwa 21 isolat yang diduga B. glumae 

menunjukkan warna koloni kuning, putih kekuningan, putih krem, dan 

putih keabuan, dengan bentuk koloni umumnya yang bulat, tepi halus, dan 

elevasi cembung. Seluruh isolat-isolat yang diuji berekasi positif pada 

KOH 3%, katalase, pigmen kuning toxoflavin, pencairan gelatin, dan uji 

pektinase pada bawang, sedangkan hasil negatif terlihat pada uji 

pembentukan pigmen fluorescens, koloni kuning pada media YDC, arginin 

dehidrolase, dan produksi levan. Hasil yang bervariasi terdapat pada uji 

oksidase fermentase, oksidase kovaks, dan uji hipersensitif pada daun 

tembakau. Analisa molekuler menggunakan primer 1418S dan 1418A 

menghasilkan pita DNA pada ukuran ± 571 bp pada semua isolat yang 

diuji.  Sekuensing 6 isolat yang mewakili lokasi dan varietas padi 

menunjukkan tingkat kemiripan sebesar 98-99% dengan isolat 

Burkholderia glumae yang telah terdaftar di GeneBank. 

 

Kata Kunci : Burkholderia glumae, hawar malai, PCR, sekuensing  
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ABSTRACT 

IKHWANA AFLAHA (P4100216009). Morphophysiological and Moleculer 
Characterization of Bacterial Grain rot on Rice (supervised by Baharuddin 
and Untung Surapati) 
 

Bacterial grain rot disease caused by Burkholderia glumae has 

become a serious threat to rice farmers in Indonesia. The study was aimed 

to identify bacterial isolats obtained from rice grains collected from several 

locations Of rice plantations in South Sulawesi using morphological, 

physiological, and molecular characterization. Morphological 

characterization was carried out by macroscopic observation of bacterial 

colonies grown on King's B media including colony's color, shape, edge 

and elevation. The characterization of physiological characters was carried 

out by a series of physiological tests that provide typical characteristics 

O/F B. glumae. The results of morphophysiological characterization were 

then confirmed by molecular analysis, including sekuensing.  The results 

showed that all of 21 isolats suspected of B. glumae showed yellow 

colony, yellowish white, creamy white and grayish white, with generally 

round, smooth edges and convex elevation. All of the isolats tested 

reacted positifly to KOH 3%, catalase, toxoflavin yellow pigment, melting 

gelatin, and pectinase test on onions, while negatif results were seen in 

pigment fluorescence test, yellow colonies on YDC media, arginin 

dehydrolase, and levan production. Variable results were found in the 

oxidative-fermentative, Kovacs oxidase tests, and hypersensitivity tests on 

tobacco leaves. Molecular analysis using 1418S and 1418A primers 

produced DNA band with a size of 571 bp. Sekuensing results on 6 isolatd 

samples representing locations and rice variety showed a genetic similarity 

of 98-99% with standard Burkholderia glumae isolat that registered at 

GeneBank. 

 

Keyword : Burkholderia glumae, panicle blight, Polymerase Chain 

Reaction, sekuensing 
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BAB I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Padi (Oryza sativa) merupakan tanaman pangan yang sangat 

penting karena beras masih digunakan sebagai makanan pokok bagi 

sebagian besar penduduk dunia termasuk di Indonesia. Padi merupakan 

komoditas strategis di Indonesia karena mempunyai pengaruh yang besar 

terhadap kestabilan ekonomi dan politik (Purnamaningsih, 2006). Upaya 

peningkatan produksi beras nasional melalui efisiensi produksi saat ini 

menjadi alternatif yang penting, mengingat alternatif melalui jalur 

ekstensifikasi melalui perluasan areal tampaknya semakin sulit ditempuh.  

Produksi padi nasional di Indonesia pada tahun 2016 mencapai 

79.355 juta ton, dengan luas panen 15.156 juta Ha dan produktivitas 

52,36 Ku/Ha. Dibanding Tahun 2015, terjadi peningkatan produksi 5,24 

persen, luas panen sebesar 7,35 persen tetapi produktivitas mengalami 

penurunan 1,96 persen (BPS, 2017). Di Provinsi Sulawesi Selatan, 

berdasarkan Angka Ramalan II (Aram II), produksi gabah kering giling 

(GKG) pada tahun 2017 diperkirakan 6.016 juta ton, meningkat 5,05 

persen dari tahun sebelumnya (BPS Sulsel, 2017). 

Peningkatan produksi padi yang terus dilakukan pemerintah tidak 

serta merta berjalan lancar dan bebas dari berbagai kendala. Salah satu 

kendala yang dihadapi adalah serangan hama dan penyakit tanaman. 

Akhir-akhir ini di Indonesia terdapat jenis penyakit baru yang disebabkan 
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oleh bakteri Burkholderia glumae yang menyebabkan penyakit Busuk Bulir 

Bakteri atau disebut Bacterial Grain Rot. B. glumae termasuk OPTK A2 

Golongan 1 yang berarti OPTK tersebut telah dilaporkan keberadaannya 

di Indonesia namun hanya terbatas pada daerah tertentu dan tidak dapat 

dibebaskan dari media pembawa serta sedang dilakukan tindakan 

pengendalian (Baharuddin et al., 2017). 

Penyakit busuk bulir pada tanaman padi pertama kali dilaporkan di 

Jepang pada tahun 1950 dan sejak saat itu menjadi salah satu penyakit 

penting pada tanaman padi di dunia (Zhou-qi et al., 2016). B. glumae yang 

merupakan salah satu bakteri patogen tular benih yang paling parah di 

banyak daerah penghasil beras. Di Indonesia sendiri, keberadaan 

penyakit ini sudah pernah ada sejak tahun 1987 seperti yang disampaikan 

dalam press release Kementerian Pertanian, namun setelah itu belum 

dilaporkan kembali adanya kerusakan yang parah akibat penyakit ini 

hingga kemudian keberadaan penyakit ini mulai dilaporkan kembali sejak 

tahun 2015 di beberapa wilayah di Indonesia. termasuk di Sulawesi 

Selatan, Indonesia. Kehilangan hasil mulai 15% yang umum terjadi hingga 

kerugian mencapai 80% yang telah tercatat dan merupakan infeksi 

terparah (Fang et al., 2009). Berdasarkan Permentan No. 51 Tahun 2015, 

diketahui B. glumae telah ditemukan pada pertanaman padi di pulau 

Jawa, Sumatera, dan Kalimantan. Hasil pemantauan Balai Besar 

Karantina Pertanian (BBKP) Makassar sejak tahun 2016, B. glumae telah 

menyebar pada Sembilan kabupaten di Sulawesi Selatan antara lain 
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Gowa, Takalar, Jeneponto, Bulukumba, Sinjai, Bone, Maros, Pangkep, 

dan Selayar. Menurut Wamishe (2014), gejala penyakit ini lebih sering 

ditemukan pada bulir padi, sehingga lebih dikenal dengan nama busuk 

bulir (grain rot) di beberapa wilayah Asia. 

Gejala Penyakit busuk bulir seperti lesi kecil (1 sampai 5 mm) 

dengan margin coklat pada daun dan bulir, sehingga bulir yang terinfeksi 

menjadi hampa sebelum terisi penuh sehingga malai sering tetap tegak 

karena kehilangan berat bulir, rachis malai tetap hijau, margin coklat 

kemerahan bisa terbentuk pada selubung daun bendera individu dari 

anakan yang terinfeksi (Sayler et al., 2006). Dalam kondisi lingkungan 

yang sesuai, wabah penyakit BGR dapat menyebar dan meningkat sangat 

pesat. 

B. glumae perlu diwaspadai mengingat bakteri ini masih relatif sulit 

dikendalikan karena menyerang tanaman pada fase generatif dan juga 

patogennya yang beragam serta memiliki sifat genetik yang mudah 

mengalami mutasi. Lebih dari 400 strain dari B. glumae telah diidentifikasi 

di daerah produksi padi di Amerika Serikat. Beberapa strain virulen tinggi 

dapat menyebabkan penurunan hasil 50% sampai 75%. Karki et al. (2012) 

melaporkan bahwa strain avirulen diisolasi dari biji-bijian padi yang 

terinfeksi di malai dan selubung lesi tidak menghasilkan toxoflavin dan 

tidak menginduksi gejala yang jelas atau penurunan hasil yang signifikan. 

Namun, dapat menghasilkan senyawa antijamur terhadap beberapa 

jamur, seperti Magnaporthe grisea dan Rhizoctonia solani. B. glumae 
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dapat bersama menyerang dengan bakteri patogen lainnya (seperti B. 

gladioli) pada jaringan yang sama pada padi. 

Identifikasi akhir B. glumae harus dikonfirmasi dengan dua atau 

lebih metode identifikasi untuk memastikan bahwa bakteri telah 

diidentifikasi secara akurat (Nandakumar et al., 2009). Banyak metode 

biokimia, fisiologis, dan patologis telah digunakan untuk mengidentifikasi 

dan mengkarakterisasi bakteri patogen tanaman (Schaad et al., 2001). 

Metode ini tidak untuk mengidentifikasi patogen pada tanaman secara 

langsung tapi membutuhkan kultur murni. Salah satu metode yang dapat 

digunakan untuk deteksi bakteri patogen adalah dengan menggunakan 

teknik Polymerase Chain Reaction (PCR). Salah satu faktor penting yang 

mempengaruhi kualitas deteksi molekuler berbasis PCR ialah pemilihan 

primer yang tepat (Rychlic, 1995). Primer PCR merupakan oligonukleotida 

yang berperan sebagai inisiasi amplifikasi molekul DNA. Keberadaan 

primer PCR tersebut, maka gen target akan teramplifikasi sepanjang 

reaksi PCR berlangsung. Pengurutan DNA adalah proses atau teknik 

penentuan urutan basa nukleotida pada suatu molekul DNA. Urutan 

tersebut dikenal sebagai sekuens DNA, yang merupakan informasi paling 

mendasar suatu gen atau genom karena mengandung instruksi yang 

dibutuhkan untuk pembentukan tubuh makhluk hidup. Sekuensing DNA 

dapat dimanfaatkan untuk menentukan identitas maupun fungsi gen atau 

fragmen DNA lainnya dengan cara membandingkan sekuens-nya dengan 

sekuens DNA lain yang sudah diketahui. 
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Berdasarkan uraian tersebut maka perlu dilakukan penelitian untuk 

mengidentifikasi dan mengetahui keragaman genetik dari isolat B. glumae 

yang menyerang tanaman Padi. 

1.2 Tujuan dan Kegunaan 

Penelitian ini ditujukan untuk mengidentifikasi secara morfologi, 

fisiologi maupun molekuler isolat-isolat bakteri penyebab penyakit busuk 

bulir yang diperoleh dari beberapa lokasi pertanaman padi di Sulawesi 

Selatan. 

Kegunaan dari penelitian ini yaitu diharapkan dapat menjadi 

sebuah acuan atau rujukan untuk mengidentifikasi B. glumae, baik secara 

Morfologi, Fisiologi, maupun Molekuler. 

1.3 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana Karakter Morfologi dan Fisiologi Bakteri Penyebab 

Busuk Bulir Padi? 

2. Bagaimana Karakter Molekuler Bakteri Penyebab Busuk Bulir 

Padi? 

3. Bagaimana Hubungan Kekerabatan dari Isolat-Isolat Bakteri B. 

glumae berdasarkan hasil sekuensing? 

1.4 Hipotesis 

1. Terdapat persamaan dan perbedaan karakteristik dilihat dari 

karakter morfologi dan fisiologi dari isolat-isolat bakteri penyebab 

busuk bulir padi yang diperoleh dari beberapa daerah. 
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2. Terdapat hubungan kekerabatan antara isolat-isolat bakteri B. 

glumae berdasarkan hasil sekuensing. 
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1.5 Kerangka Konsep Penelitian 

Secara skematis kerangka konsep penelitian yang akan dilakukan 

yaitu sebagai berikut : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1 . Kerangka Konsep Penelitian 
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BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Penyakit Busuk Bulir Bakteri (Burkholderia glumae) 

Busuk Bulir pada Padi merupakan penyakit yang disebabkan oleh 

bakteri Burkholderia glumae yang pertama kali dilaporkan di Kyusu oleh 

Goto dan Ohata (1956) sebagai patogen penting pada padi di Jepang. 

Namun telah menjadi penyakit utama di berbagai negara seperti USA 

bagian Selatan, Kolombia, Panama dan Venezuela. Selain penyakit busuk 

bulir (Grain Rot), bakteri ini juga dapat menyebabkan penyakit lain seperti 

busuk pelepah (sheath rot) dan busuk bibit (seedling rot) (Ham et al., 

2011), atau seringkali juga disebut sebagai hawar malai (panicle blight) 

(Nandakumar et al., 2009).  

Penyakit BGR menyebabkan kehilangan hasil hingga lebih dari 

40% pada pertanaman padi di Panama tahun 2005, sedang di USA 

menyebabkan penurunan hasil 50% sampai 75%. Selain di Jepang, 

penyakit ini juga menjadi masalah yang serius di negara-negara produsen 

padi di Asia seperti Korea, Taiwan, Cina, Vietnam, dan Philippina (Cottyn 

et al., 1996). Sedangkan di Indonesia hingga tahun 2016, belum 

ditemukan laporan tentang keberadaan yang serius tentang penyakit BGR 

di lapang, walau beberapa artikel luar negeri telah melaporkan 

keberadaan penyakit BGR di Indonesia (Tshushima, 1996). Walau telah 

ditetapkan sebagai OPTK A2 Golongan 1, namun belum ada data yang 

kongkrit tentang tingkat serangan dan dampak dari penyakit tersebut 
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terhadap produksi karena sering disalahtafsirkan dengan keberadaan 

OPT lainnya seperti: Penggerek batang, Walang sangit dan busuk leher. 

Apabila tidak dilakukan pengamatan lebih seksama, maka penyakit ini 

akan sangat merugikan dan sulit untuk dikendalikan. Konsekuensi 

agronomi langsung peristiwa semacam itu dengan penurunan berat pada 

hasil panen dan stabilitas produksi. BGR merupakan masalah penyakit 

yang tidak hanya karena menyebabkan kerusakan ekonomi tapi juga 

karena metode pengendalian efektif yang belum ditemukan (Karki et al., 

2012).  

Penyakit bakteri padi ini relatif sulit dikendalikan karena patogen 

yang beragam dan sifat genetiknya mudah mengalami mutasi, terutama 

virulensinya terhadap varietas padi. B. glumae diketahui menghasilkan 

toxoflavin fitoksin, yang penting untuk virulensinya. Strain yang 

kekurangan produksi toksin menjadi avirulen (Ura et al., 1996 dan Sato et 

al., 1989). Saat ini teknik baku untuk peramalan penyakit bakteri, 

khususnya untuk daerah tropik, belum tersedia sehingga penentuan saat 

pengendalian yang tepat juga belum dapat dilakukan. Pengendalian 

utama penyakit padi yang disebabkan oleh bakteri adalah dengan 

penggunaan benih bebas patogen, praktik budidaya yang tepat, dan 

kultivar yang tahan. Cara atau teknik pengendalian tersebut mempunyai 

beberapa kelebihan antara lain murah, mudah dan aman (Sinaga, 2002). 

Penyakit ini telah menjadi masalah sporadis penting di area 

produksi padi. Penyakit yang agak mirip disebut "ear blight", Pecky rice, 
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atau perubahan pada warna bulir kemudian dikaitkan dengan agen kausal 

jamur. Masalah ini ditandai dengan perubahan warna dari bulir dan 

cabang malai, biasanya dengan lesi yang berbeda (Ou, 1985; Lee, 1992). 

Gejala yang ditimbulkan termasuk kecil yakni 1 sampai 5 mm 

lesi/tanaman dengan margin coklat pada daun dan bulir, mengakibatkan 

aborsi dari kernel yang terinfeksi sebelum mengisi lengkap. Bakteri cepat 

menggandakan pada permukaan malai dan menginfeksi bunga hanya 

setelah munculnya (Miller et al., 2009). Bunga yang terinfeksi 

menunjukkan basis abu-abu atau coklat gelap, tetapi rachis dari malai 

tetap hijau. Sebuah selubung lesi menonjol dengan panjang beberapa 

sentimeter dengan pusat dan marjin coklat kemerahan bisa terbentuk 

pada selubung daun bendera individu anakan yang terinfeksi. Malai sering 

tetap tegak, karena kehilangan berat bulir padi, dan tidak merunduk. 

Shahjahan et al. (2000) melaporkan bahwa perubahan warna bulir dan 

batang hijau merupakan karakteristik diagnostik BGR yang paling penting. 

 

 

 

. 
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Gambar 2. a) Gejala awal Penyakit Busuk Bulir Bakteri, b) malai tetap hijau 

selama infeksi awal, c1,2) selubung lesi pada daun bendera 

(Sumber : Wamishe el al., 2015). 

2.1.1 Karakteristik B. glumae 

Pada tahun 1967, Kurita pertama kali memberi nama bakteri 

patogen yang menyebabkan busuk bulir beras sebagai Pseudomonas 

glumae. Sejak tahun 1992, berdasarkan urutan 16S rRNA, DNA-DNA 

homologi, lipid seluler dan komposisi asam lemak, dan karakteristik 

fenotipik, bakteri nonfluorescent pada Pseudomonas yang  diklasifikasikan 

sebagai genus Burkholderia dan lain-lain. Oleh karena itu, Pseudomonas 

glumae diganti sebagai Burkholderia glumae pada tahun 1992 (Yabuuchi 

et al., 1992). 

a b 

C1 C2 
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Klasifikasi dari B. glumae menurut Kurita and Tabei (1967) dan 

Urakami et al. 1994. 

Kingdom : Bacteria 

Filum  : Proteobacteria 

Kelas  : Beta Proteobacteria 

Ordo  : Burkholderiales 

Famili  : Burkholderiaceae  

Genus  : Burkholderia 

Spesies : Burkholderia glumae 

B. glumae merupakan bakteri gram negatif, tidak memiliki 

fluorescent, berbentuk batang, dengan 1-3 flagela polar, dan berukuran 

0,5-0,7 µm (Cho et al., 2007). B. glumae memproduksi pigmen kuning-

hijau yang larut dalam air di beberapa media. Koloni putih keabu-abuan 

atau kuning karena pigmen. Suhu pertumbuhan optimum adalah sekitar 

30° C, tetapi dapat tumbuh bahkan pada 41° C (Saddler, 1994). Menurut 

Schaad et al. (2001), koloni B. glumae memiliki karakteristik yang khas 

bila ditumbuhkan pada media agar, yaitu bersifat difussible non 

fluorescent. Warna koloni dengan pigmen kuning kehijauan yang 

diffusible, mirip dengan koloni Pseudomonas fluorescens. Namun, pada 

koloni P. fluorescens yang ditumbuhkan pada media King’s B akan 

menghasilkan warna berpendar (fluoresens) bila diamati di bawah sinar 

ultraviolet, sedangkan pada koloni B. glumae tidak menghasilkan pendar. 
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Gambar 3. Bentuk morfologi dan pigmentasi B. glumae pada media a) 

King’s B, b) CPG, c) bentuk koloni pada media S-PG 

(Sumber : Groth, 2010; Karki et al., 2012; Yuan et al., 2004) 

2.1.2  Proses Infeksi dan Cara Bertahan Bakteri B. glumae 

Suhu pertumbuhan optimum untuk B. glumae berkisar 30°C, 

namun dapat tumbuh hingga 41°C (Saddler, 1994) serta berkembang biak 

dalam ruang interseluler dari parenkim selama perkecambahan biji (Zhu et 

al., 2010).  B. glumae lebih menyukai kondisi malam yang hangat dengan 

kelembaban yg tinggi (Cha et al., 2001).  Perkembangbiakan bakteri ini di 

dalam plumula menghasilkan toksin toxoflavin yang menyebabkan 

terjadinya pembusukan pada bibit padi. 

Bakteri patogen tanaman selalu ada di ekosistem tanaman dan 

biasanya ditemukan di udara, tanah, dan air. distribusi tanah patogen ini 

dipengaruhi oleh jenis tanah, nilai pH, budidaya tanaman, dan kondisi 

cuaca. Telah ditetapkan bahwa bakteri patogen ada pada filoplan 

tanaman padi selama musim tanam (Matsuda dan Sato, 1987) atau dalam 

biji padi yang disimpan pada suhu kamar selama musim dingin (Tsushima 

et al., 1989), pada gulma di lapangan dan di jaringan padi dari tanaman 

yang sebelumnya terkubur dalam tanah (Sogou dan Tsuzaki, 1983). 

Penyakit ini dapat berkembang dari inokulum dalam biji terinfeksi dari 
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tahun sebelumnya, di dalam tanah, dan gulma di lapangan. Dalam proses 

infeksi, kerentanan inang, kepadatan inokulum, dan faktor iklim 

memainkan peran kunci (Tsushima, 1996). Tingkat infeksi patogen juga 

tergantung pada kepadatan inokulum. Infeksi meningkat secara 

proporsional seiring dengan volume lognormal kepadatan inokulum 

(Tsushima et al., 1985). Berdasarkan percobaan, 102 sampai 104 cfu 

diusulkan sebagai kepadatan inokulum minimum saat penyemprotan di 

lapangan dan tidak kurang dari 1 cfu/ml adalah dosis yang sesuai untuk 

metode injeksi (Hikichi et al., 1994). Benih yang terinfeksi adalah sumber 

utama inokulum, dan infeksi sekunder terjadi pada tahap pembungaan di 

bawah suhu tinggi dan tingkat kelembaban. Dalam kondisi lingkungan 

yang sesuai, wabah BGR dapat menyebar dan meningkat pesat. Luo et al. 

(2003) menemukan bahwa B. glumae dapat menyebabkan kehampaan 

pada  gabah dan perubahan warna bulir. B. glumae juga telah ditemukan 

untuk bertanggung jawab atas penurunan berat gabah, pembungaan 

steril, penghambatan perkecambahan biji dan rebah di bibit padi (Jeong et 

al., 2003). 

Pada tahun 1995 dan 1998 ada insiden BGR di Louisiana serta 

daerah produksi padi di Southern lainnya. Rekor suhu tinggi dicatat 

selama musim ini, dengan suhu tinggi. tingkat kelembaban yang tinggi 

pada tahap berbunga dilaporkan menjadi sangat konduktif untuk infeksi 

gabah padi (Tsushima et al., 1995). Periode paling rentan untuk infeksi 

pada saat muncul malai dan tahap pembungaan. Inokulasi selama 
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berbunga memberikan tingkat infeksi tertinggi floret dan produksi bulir 

yang sakit (Shahjahan et al., 1998).  

Patogen ini menginfeksi benih dan menyerang lemma dan paleae 

melalui stomata dan luka, dan berproliferasi dalam ruang-ruang 

antarparenkim selama perkecambahan biji (Zhu et al., 2010). Keberadaan 

sel-sel patogen pada seludang daun bendera memainkan peran penting 

dalam infeksi awal dan merupakan sumber utama munculnya inokulum di 

malai (Tsushima et al., 1996; Tabei et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Plumula (daun embrio) bagian yang diinfeksi pada benih dan 

kenampakan bulir yang terinfeksi yang dilihat menggunakan 

mikroskop elektron. 

2.1.3 Faktor Virulensi 

Patogenesis B. glumae adalah proses yang kompleks yang 

melibatkan beberapa faktor virulen. Studi genetika molekuler yang 

dilakukan oleh beberapa kelompok penelitian telah mengidentifikasi faktor-

faktor penentu utama  patogen B. glumae. Di antaranya, faktor yang 

paling penting adalah fitotoksin dan lipase.  
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Faktor virulen tambahan yang dikenal berkontribusi pada virulensi 

pada B. glumae termasuk PehA dan PehB polygalacturonases (Degrassi 

et al, 2008), katG katalase (Chun et al., 2009) dan sistem sekresi Hrp tipe 

III (Hrp-T3SS) (Kang et al., 2008). Endopolygalacturonase dan 

exopolysaccharides juga kandidat yang baik yang mungkin memiliki peran 

dalam patogenesis  B. glumae (Jeong et al., 2003). 

 Fitotoksin  

Fitotoksin paling penting yang dihasilkan oleh B. glumae adalah 

pigmen kuning cerah toxoflavin dan fervenulin yang isomerides (Kim et al., 

2004). Sampai saat ini, sebagian besar penelitian berfokus pada 

toxoflavin. Produksi toxoflavin tergantung pada suhu pertumbuhan dan 

mencapai tingkat maksimal pada suhu 37°C, dan tidak ada terdeteksi 

toxoflavin pada suhu 25°C hingga 28°C (Matsuda dan Sato, 1987). 

Toxoflavin dan fervenulin penting untuk patogenisitas busuk bibit padi dan 

gandum yang mengakibatkan berkurangnya pertumbuhan daun dan akar 

pada bibit padi, dan juga menyebabkan gejala klorosis pada malai padi 

(Jeong et al., 2003).  

Jung  et al. (2013) melaporkan bahwa toxoflavin dihasilkan oleh B. 

glumae tidak hanya bertanggung jawab untuk patogenesis BPB, tetapi 

juga dapat digunakan untuk mengendalikan beberapa penyakit jamur 

pada padi, seperti yang disebabkan oleh Fusarium graminearum. Selain 

itu, beberapa pigmen yang unik yang dihasilkan oleh B. glumae juga 

memiliki kapasitas menghambat pertumbuhan beberapa jamur patogen, 
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seperti Collectotrichum orbiculare, Magnaporthe grisea, dan Rhizoctonia 

solani karena dapat menghasilkan senyawa fungitoxic (Karki et al., 2012), 

atau dapat bertindak sebagai pengambil  oksigen reaktif yang dihasilkan 

dari oksidasi tanggapan sel inang (Zughaier et al., 1999). Diketahui B. 

glumae dapat bersama menyerang dengan bakteri patogen lainnya 

(seperti B. gladioli) pada jaringan yang sama pada tanaman padi.  

 

Gambar 5. Aktivitas Antifungal dari B. glumae terhadap Jamur Rhizoctonia 

solani setelah 48 jam inkubasi pada suhu 250C (Sumber : 

Karki et al., 2012) 

Baru-baru ini, enzim yang berkaitan dengan biosintesis pigmen 

yang unik telah dilaporkan. Mereka terlibat dalam pertumbuhan, 

ketahanan UV dan virulensi B. glumae (Karki dan Ham, 2014). Penelitian 

ini telah memberikan beberapa petunjuk untuk mengambil keuntungan 

dari B. glumae sebagai agen yang berguna untuk kontrol biologis. 

 Lipase  

Lipase memiliki kapasitas tinggi untuk menghidrolisis berbagai 

trigliserida dan mensintesis acylglycerol ester. Lipase mikroba penting 

karena mereka unggul dalam sifat enzimatik, stabilitas, selektivitas dan 

spesifisitas substrat. Selama dekade terakhir, lipase yang dihasilkan oleh 
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B. glumae PG1 yang ditemukan untuk menjadi unggul dalam 

meningkatkan detergensi secara keseluruhan dan telah menjadi subyek 

penelitian yang paling intens. Urutan genom lengkap B. glumae PG1 telah 

dilaporkan (Voget et al., 2015). 

Lipase juga telah dilaporkan terlibat dalam patogenisitas B. glumae. 

Lipase virulen relatif yang paling penting adalah LipA, yang merupakan 

ekstraseluler lipase aktif (Frenken et al., 1993). Lipase lain yang penting 

adalah LipB, yang terlibat dalam biosintesis LipA dan penting untuk 

memperoleh LipA aktif, dan memiliki pengaruh besar pada stabilitas 

protein untuk degradasi proteolitik (Frenken et al., 1993; El Khattabi et al., 

2000). Ca 2+ berperan struktural aktif dalam menstabilkan lipase dari B. 

glumae dalam kondisi yang merugikan (Devescovi et al., 2007). 

 Faktor virulensi lainnya 

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa toxoflavin dan lipase 

tidak cukup untuk menyebabkan busuk pada gandum. Sistem motilitas 

flagellar, sistem sekresi, dan QS pada bakteri tampaknya diperlukan untuk 

secara efisien menginfeksi jaringan tanaman. Gerakan didorong oleh 

flagella penting bagi bakteri patogen. Hal ini memungkinkan untuk tiba di 

lokasi infeksi pada inang potensial dan mendapatkan keuntungan selektif 

signifikan selama fase pembentukan awal infeksi (Davey dan O'Toole, 

2000). Selain itu, fungsi flagellar yang terkoordinasi diatur dalam 

menanggapi faktor lingkungan tertentu (seperti QS, suhu, osmolaritas dan 

pH) dan protein regulasi global (seperti H-NS dan kompleks cAMP-CAP) 
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(Kim et al., 2004; Jang et al., 2014). Jenis sistem sekresi III (T3SS) 

memainkan peran sentral dalam virulensi patogen bakteri gram-negatif, 

tapi fungsi dan mekanisme yang mendasari T3SS di B. glumae kurang 

ditandai. Sebuah studi proteomik B. glumae telah mengungkapkan bahwa 

B. glumae T3SS tercakup dari 34 protein yang terakumulasi tergantung 

HrpB. Sebagian besar protein ini disekresi melalui tipe II sistem sekresi 

protein (T2SS) (Kang et al., 2008). Kurang virulensi di T3SS kekurangan 

B. glumae mutan menunjukkan bahwa efektor dari T3SS diperlukan untuk 

B. glumae virulensi, dan bahkan tidak satupun yang telah dilaporkan pada 

B. glumae. 

QS mungkin faktor lingkungan yang paling penting bagi B. glumae 

karena berbagai proses biologis bakteri dapat berada di bawah kendali 

regulon QS, khususnya sistem yang terlibat dalam produksi metabolit 

sekunder, virulensi, dan simbiosis. Biosintesis toxoflavin, produksi lipase 

dan sekresi, serta motilitas bakteri semuanya dikontrol oleh sistem QS 

(Devescovi et al., 2007; Goo et al., 2015). Hanya satu sistem QS yang 

ada pada B. glumae, dan terdiri dari Luxi-family  acyl-homoserine lakton 

synthase (TofI), dan LuxR-family acyl-homoserine lakton reseptor TofR 

(Kim et al., 2004). 

An et al. (2014) menemukan bahwa QS dapat mengatur penurunan 

penyerapan glukosa, tingkat substrat, fosforilasi oksidatif dan biosintesis 

denovo nukleotida pada B. glumae, dan dapat berfungsi untuk 

memodulasi dan mengkoordinasikan pemanfaatan nutrisi dan 
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metabolisme utama homeostatis sel individual. Namun, QS hanyalah 

salah satu komponen dari hirarki peraturan yang sangat rumit yang 

memungkinkan bakteri untuk titrasi dan menanggapi sinyal eksternal. 

Tantangan saat ini adalah untuk menentukan posisi yang QS menempati 

dalam hirarki peraturan global dan untuk menjelaskan fungsi fisiologis dan 

evolusi yang benar. 

Tipe III sistem sekresi pada B. glumae juga memiliki peran yang 

cukup besar dalam mekanisme patogenisitas. Protein efektor yang 

disekresikan melalui system ini dibutuhkan untuk menyebabkan virulensi 

pada B. glumae. Mutasi pada tipe III sistem sekresi menghasilkan fenotipe 

yang memiliki virulensi yang sangat rendah dibandingkan tetuanya (Kang 

et al., 2008). Faktor virulensi yang lain yang berpotensi ikut berkontribusi 

dalam patogenisitas B. glumae adalah produksi ekstrapolisakarida (EPS) 

dan enzim poligalakturonase. EPS telah dibuktikan oleh Jeong et al. 

(2003) sebagai penyebab utama layu yang disebabkan oleh B. glumae 

pada tanaman cabai, tomat, terung, dan wijen. (Springman et al., 2009). 

2.2 Teknik Identifikasi Molekuler Burkholderia glumae  

Evaluasi efektivitas berbagai metode penting untuk memilih 

kombinasi metode yang tepat untuk mengenali patogen. Sebuah skema 

identifikasi yang baik tidak hanya tergantung pada pengembangan tingkat 

penyelesaian yang memuaskan dari suatu metode, tetapi juga pada 

kelompok bakteri yang diteliti (Welch, 1991). Sulit untuk membedakan 

patogen yang erat terkait fisiologis dan taksonomi dengan gejala yang 
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mereka hasilkan dan pertumbuhannya pada media selektif. Sebuah media 

semi-selektif SP-G untuk B. glumae dikembangkan oleh Tsushima et al. 

(1986).  

Identifikasi bakteri B. glumae berdasarkan morfologi koloni atau 

gejala penyakit tergolong sulit untuk membedakan spesies antara 

Burkholderia spp. Deteksi cepat dan identifikasi akurat dari patogen 

adalah langkah-langkah penting untuk mencegah patogen. Metode 

biokimia dan molekuler masih memiliki keuntungan yang kuat. 

Karakteristik biokimia Bakteri  B. glumae memberikan hasil tes positif pada 

uji KOH, Pencairan gelatin, produksi levan dan pereduksi nitrat, 

sedangkan hasil tes negatif pada pengujian hidrolisis pati, reaksi oksidase, 

dan arginin dihidrolase (Cottyn et al., 1996).  

Metode Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah suatu metode 

enzimatis untuk melipatgandakan sekuen nukleotida tertentu secara in 

vitro menggunakan mesin PCR. Metode ini sekarang banyak digunakan 

untuk berbagai macam manipulasi dan analisis genetik karena metode 

tersebut sangat sensitif. Pada awalnya hanya digunakan untuk 

melipatgandakan molekul DNA tetapi sekarang digunakan pula untuk 

melipatgandakan molekul mRNA (Yuwono, 2006). Komponen utama 

dalam PCR adalah (1) DNA cetakan, yaitu fragmen DNA yang akan 

dilipatgandakan, (2) primer oligonukleotida, yaitu suatu sekuen 

oligonukleotida pendek (15-25 basa nukleotida) yang digunakan untuk 

mengawali sintesis rantai DNA, (3) deoksiribonukleotida trifosfat (dNTP), 
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terdiri atas dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dan (4) enzim DNA polimerase, 

yaitu enzim yang mengkatalisis reaksi sintesis rantai DNA. Komponen lain 

yang penting yaitu senyawa bufer. Reaksi PCR dimulai dengan 

melakukan denaturasi DNA cetakan (suhu tinggi sekitar 95oC, waktu 1-2 

menit, sehingga DNA rantai ganda terpisah menjadi rantai tunggal. 

Kemudian suhu diturunkan (sekitar 55oC) untuk penempelan primer 

(annealing) pada DNA cetakan rantai tunggal. Primer akan membentuk 

jembatan hidrogen dengan DNA cetakan pada sekuen yang 

komplementer dengan sekuen primer. Setelah itu suhu dinaikkan menjadi 

sekitar 72oC untuk proses polimerasi (pemanjangan rantai DNA yang akan 

digandakan). Setelah proses pemanjangan selesai, DNA akan 

didenaturasi lagi pada suhu tinggi (95oC). Proses tersebut diulangi lagi 

hingga 25-30 siklus sehingga pada akhir siklus akan didapatkan molekul-

molekul DNA rantai ganda baru yang sudah berlipatganda. Analisis sidik 

jari DNA dapat dilakukan dengan berbagai cara, salah satunya 

menggunakan metode PCR. Sidik jari DNA dengan metode PCR lebih 

mudah dilakukan karena  tidak memerlukan enzim restriksi, tidak 

memerlukan hibridisasi dengan suatu pelacak tertentu, tidak memerlukan 

pemindahan fragmen-fragmen DNA dari gel ke suatu membran, dan dapat 

dilakukan terhadap sampel DNA dalam jumlah sedikit (Yuwono, 2006).  

Saat ini dikembangkan metode identifikasi berbasis molekuler yang 

lebih cepat dengan tingkat sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi, yaitu 

dengan analisis sekuensing gen 16S rRNA (16S ribosomal Ribonucleic 
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acid/Asam ribonukleat pengkode ribosom 16S, S menyatakan Svedberg, 

yaitu satuan ukuran ribosom). Sekuens DNA terbentuk dari hasil 

pensejajaran pembacaan primer reverse dan forward dan umumnya 

disebut sebagai sekuens konsensus (consensus sequence). Sekuens 

konsensus ini kemudian dibandingkan dengan data sekuens yang tersedia 

di database menggunakan software tertentu. Beberapa sistem dapat 

menentukan urutan nukleotida melalui pembacaan satu primer, namun 

pembacaan dengan dua primer memberikan hasil yang lebih akurat. 

Beberapa database yang dapat digunakan untuk membandingkan 

sekuens 16S rRNA antara lain GeneBank. 

Gen 16S rRNA juga sering disebut sebagai 16S rDNA (16S 

ribosomal deoxyribose nucleatic acid), namun menurut konsensus dari 

American Society for Microbiology (ASM), istilah 16S rRNA dinilai lebih 

tepat. Gen pengkode RNA ribosomal (rRNA) adalah gen yang paling 

lestari (conserved). Porsi sekuens rDNA dari tiap organisme yang secara 

genetic berkorelasi umumnya adalah sama. Dengan demikian setiap 

organisme yang memiliki jarak kekerabatan tertentu dapat disejajarkan 

sehingga lebih mudah untuk menentukan perbedaan dalam sekuens yang 

menjadi ciri khas organism tersebut. Daerah yang lestari ini juga yang 

menyebabkan gen ini dapat digunakan sebagai primer universal yang 

digunakan dalam PCR serta dapat ditentukan urutan nukleotidanya 

melalui sekuensing. Gen pengkode rRNA digunakan untuk menentukan 
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taksonomi, filogeni (hubungan evolusi) serta memperkirakan jarak 

keragaman antar spesies (rates of species divergence) bakteri. 

Ribuan sekuens dari berbagai isolat klinis dan dari lingkungan telah 

terkumpul di satu database yaitu National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) serta Ribosomal Database Project. Database ini juga 

menyediakan aplikasi yang dapat digunakan untuk membandingkan 

sekuens yang diperoleh dengan sekuens yang telah terdaftar di database 

tersebut. 

 Sebuah penelitian memilih B. glumae dipilih untuk disekuensing 

seluruh genomnya karena tiga alasan utama. Pertama, bakteri penyebab 

busuk bulir menjadi lebih umum di sebagian besar negara-negara 

berkembang padi, termasuk Cina, Jepang, Vietnam, Filipina, dan India. 

Kedua, kami merasa bahwa ini adalah model pathosystem yang baik 

untuk memahami bagaimana bakteri patogen tanaman menginfeksi malai 

padi dan bunga. Akhirnya, karena spesies Burkholderia memiliki relung 

ekologi yang luas dan secara genetik sangat beragam, ada baiknya untuk 

menambahkan lebih banyak informasi genom ke genus ini (Kang et al., 

2008). 

Keragaman genetika yang tinggi pada B. glumae ini menurut Seo et 

al. (2015) terjadi karena adanya penyesuaian genom (genome re-

arrangement) yang sangat cepat atau karena terjadi delesi sebagai 

tanggapan terhadap inangnya. Menurut Lee et al. (2015), berdasarkan 

perbandingan ukuran genom dari tiga strain B. glumae yang telah 
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dianalisis sekuen genomnya, strain LMG 2196 memiki ukuran yang lebih 

kecil 1 MB dibandingkan strain BGR1 dan PG1 sehingga memungkinkan 

strain LMG 2196 dapat bereproduksi lebih cepat dibandingkan dua strain 

lainnya. Selain itu perbedaan virulensi juga tergantung dari ada tidaknya 

plasmid yang dimiliki oleh strain B. glumae. Sebagai contoh strain BGR1 

memiliki dua kromosom dan empat plasmid (7.2 MB), strain PG1 hanya 

memiliki dua kromosom tanpa plasmid (7.8 MB), dan strain LMG 2169 

memiliki dua kromosom dan dua plasmid (6.8 MB). 
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BAB III. METODE PENELITIAN 

3.1 Tempat dan Waktu 

 Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Pusat Kegiatan 

Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi Universitas Hasanuddin, 

Laboratorium Penelitian Rumah Sakit Universitas Hasanuddin, 

Laboratorium Balai Besar Karantina Pertanian Makassar, serta di Jurusan 

Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas 

Hasanuddin, Makassar yang berlangsung pada bulan Agustus 2017 

sampai Oktober 2018. 

2.2 Metode Pelaksanaan 

3.2.1 Pengambilan Sampel 

 Pengambilan sampel dilakukan di beberapa lokasi pertanaman padi 

yang meliputi Maros, Pangkep, Barru, Bone, dan Luwu Timur,  dengan 

sistem pengambilan purposive sampling yakni pengambilan sampel 

dengan cara menetapkan ciri-ciri khusus yang sesuai dengan tujuan 

penelitian dalam hal ini adalah tanaman yang memiliki gejala busuk bulir 

di lapangan. Sampel diambil dari bulir tanaman padi yang  terserang. 

3.2.2 Isolasi dan Identifikasi Isolat B. glumae 

Bulir padi yang menunjukkan gejala penyakit dikumpulkan. Sampel 

bulir yang terinfeksi sebanyak 20 butir disterilisasi dengan larutan natrium 

hipoklorit 1% selama 2 menit dan berturut-turut dicuci tiga kali dengan air 

steril masing-masing selama 30 detik. Bulir-bulir tersebut lalu digerus dan 
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ditambahkan aquades 1-2 ml lalu diratakan menggunakan spatula pada 

media King’s B dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 28 ± 1
o
C (ISTA, 

2000). Koloni yang tumbuh kemudian dimurnikan pada media King’s B.  

3.2.3 Karakterisasi Morfologi dan Fisiologi 

Bakteri yang diperoleh dari hasil pemurnian kemudian diamati 

karakter morfologi dan fisiologinya. Pengamatan morfologi meliputi 

pengamaan terhadap bentuk koloni bakteri, warna koloni, bentuk elevasi 

koloni, dan tepian koloni (Gambar 6). 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Karakterisasi dari koloni bakteri berdasarkan morfologi 

(Mazzucchi, 1977; Klement et al., 1990). 

 

Pengujian fisiologi bakteri meliputi : 

1. Uji KOH 3%  

 Seluruh Isolat bakteri diuji menggunakan larutan KOH 3% untuk 

melihat reaksi gramnya. Isolat bakteri diuji pada kaca preparat dengan 

meneteskan 1-2 tetes larutan KOH 3% lalu campurkan bakteri 

menggunakan jarum ose. Gram negatif jika campuran menjadi berlendir, 

dan gram positif jika tidak berlendir (Schaad et al., 2001). 
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2. Uji Katalase 

 Uji katalase menggunakan larutan H2O2. Pengujian dilakukan pada 

kaca preparat lalu diberi bakteri menggunakan jarum ose kemudian 

diteteskan larutan H2O2 pada bakteri tersebut. Apabila terbentuk 

gelembung udara maka reaksi katalase positif, dan reaksi negatif apabila 

tidak terbentuk gelembung udara. 

3. Pigmentasi Bakteri pada Media King’s B  

 Isolat yang diperoleh di subkultur pada media King’s B (Lampiran 1) 

dan diinkubasi selama 2 hari pada suhu 37oC. Pengujian ini bertujuan 

untuk melihat pigment kuning toxoflavin yang dihasilkan oleh bakteri B. 

glumae (Karki et al., 2012) 

4. Uji Pembentukan Pigment Fluorescens 

Seluruh isolat dilihat dibawah sinar Fluorescens. Jika menghasilkan 

warna hijau berpendar maka hasilnya positif, jika tidak maka hasilnya 

negatif yang artinya bakteri tersebut tidak menghasilkan pigment 

fluorescens. 

5. Uji Oksidasi/Fermentatif (O/F) 

 Pengujian O/F ini untuk mengetahui apakah bakteri B. glumae 

dapat hidup pada kondisi anaerob. Uji menggunakan media berdasarkan 

formula Hugh dan Leifson (Lampiran 2) pH media 7,1. Pengujian 

dilakukan pada tabung rekasi yang diisi 5 ml media O/F lalu disterilisasi 

pada suhu 120oC selama 20 menit. Kemudian siapkan glukosa 10% dan 
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isterilisasi dengan filtrasi. Selanjutnya tambahkan 0,5 ml glukosa dalam 

masing-masing tabung. Inokulasi masing-masing isolat bakteri ke dalam 2 

tabung reaksi Medium O/F salah satu tabung ditutup dengan vaselin/agar 

sekitar 5 mm sehingga oksigen tidak akan masuk dan reaksi yang 

signifikan akan dapat diamati. Perubahan warna biru ke kuning pada 

kedua tabung menunjukkan reaksi positif untuk pertumbuhan anaerob 

(fermentasi) (Schaad et al., 2001). 

6. Pembentukan Koloni Kuning pada media YDC 

Seluruh isolat disubkultur pada media YDC (Lampiran 3) dalam 

cawan petri lalu diinkubasi pada suhu 30oC selama 2 hari. Apabila 

menghasilkan koloni kuning menunjukkan hasil positif, dan jika tidak maka 

hasilnya negatif pembentukan koloni kuning.  

7. Pengujian Arginin dehidrolase 

 Masing-masing 4 ml media Arginin dehidrolase (Lampiran 4), pH 6 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi lalu di autoklaf.  Pengujian dilakukan 

dalam tabung reaksi yang diisi media Arginin lalu diinokulasikan isolat 

bakteri kemudian ditutup menggunakan vaselin/agar. Inkubasi pada suhu 

28oC selama 3 hari. Jika perubahan warna media pink menjadi merah 

maka hasilnya positif (Schaad et al., 2001). 
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8. Produksi Levan 

 Menggoreskan isolat bakteri pada media NA dengan 

menambahkan 5% sukrosa. Lendir putih, membentuk koloni cembung 

setelah 3-5 hari inkubasi mengindikasikan reaksi positif. 

9. Oksidase Kovacs 

 Menggosokkan secara berulang isolat bakteri pada kertas saring 

yang telah ditetesi larutan natrium tetrametil-p-feniltediamin 

dihydrochloride. Reaksi menunjukkan oxidase positif jika warna ungu 

berkembang dalam 10 detik, dan negatif jika tidak ada warna yang 

berkembang setelah 60 detik. 

10. Uji Hipersensitif (HR) 

 Pengujian dilakukan pada daun tembakau dengan infiltrasi 

menggunakan isolat bakteri dengan konsentrasi 108 cfu/ml. Pengamatan 

dilakukan pada 48 jam setelah infiltrasi.Apabila terbentuk gejala nekrotik 

maka hasilnya adalah positif hipersensitive. 

11. Pengujian pada Bawang 

 Sebanyak 5 ml suspensi bakteri dengan konsntrasi 5x105  CFU 

dalam 10mM MgSO4  diaplikasikan pada 2 mm luka pada permukaan 

bagian dalam bawang yang dibuat dengan ujung mikropipet. Skala 

bawang bulat diinokulasi dengan bakteri lalu diinkubasi pada suhu 30oC 

selama 48 jam (Karki et al, 2012). Hasil yang positif menunjukkan adanya 

maserasi pada lapiran bawang. 
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12. Uji Pencairan Gelatin 

Menginokulasikan bakteri pada media gelatin agar (Lampiran 5) 

dan diinkubasi selama 3 hari. Basahi permukaan dengan 5-10 ml larutan 

acid mercuric chloride. Area yang bening menunjukkan bakteri mampu 

menghidrolisis gelatin (reaksi positif). 

2.3 Karakterisasi Molekuler B. glumae  

2.3.1 Ekstraksi DNA 

Metode Ekstraksi DNA bakteri yang digunakan sebagai template 

PCR mengikuti protokol sesuai dengan yang tertera pada kit ekstraksi 

gSYNC TM DNA Extraction. 

2.3.2 Amplifikasi dan Elektroforesis 

Diagnosa PCR untuk seluruh isolat bakteri dilakukan dengan 

menggunakan primer spesifik B. glumae 1418S : 5’-GCG ATA TGG CAA 

GAC GCA AA-3’ dan 1418A : 5’-AGT CAT ACC CTT TGT CAG CGT-3’ 

untuk daerah 16S-23S rDNA dengan produk amplifikasi + 571 pasang 

basa (Nandakumar et al., 2009). Komposisi PCR dengan reaksi 25 µl : 

Tabel 1. Komposisi reagen untuk proses PCR  

No. Komponen Volume (1 sampel) 

1 Dream Taq Green PCR Master Mix  12,50  µl 

2 Primer Forward 1,00  µl 

3 Primer Reverse  1,00  µl 

4 Water, nuclease-free 8,50  µl 

5 Template DNA  2,00 µl 
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Amplifikasi DNA berlangsung dengan tahapan sebagai berikut. 

Tahap  denaturasi awal pada 95
o
C selama 3 menit, diikuti 30 siklus yang 

terdiri dari denaturasi 95oC selama 30 detik, annealing 51,3oC selama 30 

detik, dan extention 72oC selama 1 menit. Kemudian dilanjutkan dengan 

final extention pada suhu 72oC selama 7 menit (Karantina Soekarno 

Hatta, 2016).  

Visualisasi DNA hasil PCR dilakukan dengan memasukkan 6 µl DNA 

hasil amplifikasi ditambah 2 μl loading buffer ke dalam lubang 1,5% gel 

agarosa dalam bufer TAE 1× (0.04 M Tris acetate, 0.01 M EDTA) dan 

dielektroforesis pada voltase 90 V selama 45 menit (Joko et al., 2012; 

2014). Pita DNA divisualisasikan menggunakan UV transilluminator. P  ita 

DNA yang terbentuk pada hasil elektroforesis dengan marker uji 100 bp 

tersebut diamati dan dipotret dengan menggunakan kamera digital. 

2.3.3 Kajian Filogeni Isolat-Isolat B. glumae  

DNA bakteri hasil PCR diurutkan basanya. Sebanyak 6 dari 21 

isolat hasil elektroforesis digunakan untuk sekuensing. Enam isolat 

tersebut tediri dari isolat-isolat perwakilan dari tiap daerah. Sekuensing 

hasil amplifikasi dilakukan dengan menggunakan jasa komersial di 

Singapura. Hasil sekuensing selanjutnya digunakan sebagai bahan 

analisis identifikasi spesies B. glumae hasil isolasi. Setelah itu, dilakukan 

analisis tingkat kesamaan genetik B. glumae dengan yang ada di 

GeneBank. Hasil perunutan basa DNA bakteri dikonfirmasi menggunakan 

program Basic Local Alighment Search Tool (BLAST) pada The National 
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Centre for Biotechnological Information (NCBI) 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Runutan nukleotida yang diperoleh 

kemudian dianalisis menggunakan penyejajaran berganda Crustal W pada 

perangkat lunak Bioedit Sequence Alignment Editor v 7.1.7.0. hubungan 

kekerabatan antarisolat dikontruksi menggunakan perangkat lunak 

Molecular Evalutionery Genetic Analysis v 6.06 (MEGA6) dengan 

pendekatan maximum likelihood dengan bootstrap 1000 kali ulangan. 

Tabel 2. Tipe strain Bakteri B. glumae yang terdaftar pada NCBI 

Nama Ilmiah Tipe Strain 

Burkholderia glumae (Kurit
a and Tabei 1967) Urakami 

et al. 1994 

B. glumae ATCC:33617 

B. glumae CCUG:20835 

B. glumae CFBP:4900 

B. glumae: CIP:106418 

B. glumae: DSM:9512 

B. glumae: ICMP:3655 

B. glumae: BCCM/LMG:2196 

B. glumae: NCPPB:2981 

B. glumae: NIAES:1169 
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BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Hasil  

Lokasi pengambilan sampel yakni Maros, Barru, Pangkep (zona 

pantai barat), Bone (zona pantai timur) dan Luwu Timur (zona pantai 

peralihan). Musim hujan di wilayah sektor barat berlangsung bulan 

Oktober sampai dengan Maret, sedangkan Musim hujan di wilayah sektor 

timur berlangsung bulan April hingga September.  

Pengambilan sampel untuk daerah pantai barat dilakukan pada 

musim penanaman gadu, yakni untuk daerah Maros pada bulan Mei, 

Barru, dan Pangkep pada bulan Juli, sedangkan untuk daerah pantai timur 

pada musim penanaman rendengan yaitu di Bone pada bulan Agustus, 

serta di daerah pantai peralihan Luwu Timur pada bulan November.  

Pengambilan sampel dilakukan dengan melihat gejala penyakit 

busuk bulir yang ada dilokasi, gejalanya berupa bulir yang mengalami 

pencoklatan dimulai dari pangkal bulir dan gejala yang parah 

menyebabkan bulir menjadi hampa tetapi rachis malai tetap hijau. 

  

 

 

 

 

 

Gambar 7. Gejala Penyakit Busuk Bulir Padi di lapangan yang disebabkan 

oleh Bakteri B. glumae. 
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4.1.1 Karakteristik Morfologi dan Fisiologi Bakteri Penyebab Busuk 

Bulir Padi 

4.1.1.1 Morfologi 

Hasil isolasi terhadap bakteri penyebab busuk bulir padi pada 5 

lokasi pengambilan sampel bulir padi bergejala diperoleh  20 isolat yang 

memiliki kemiripan karakter morfologi dengan B. glumae, yakni 13 isolat 

dari Kabupaten Maros, 1 isolat dari Kota Pangkep, 4 isolat dari Kabupaten 

Barru, 1 isolat dari  Kabupaten Luwu Utara, dan 1 isolat dari Kabupaten 

Bone, serta 1 isolat yang diperoleh dari Sidrap (Penelitian Rita Harnita 

tahun 2017) yang juga akan dikarakterisasi secara morfologi dan fisologi 

serta dijadikan kontrol positif dalam identifikasi secara molekuler. 

Sehingga total isolat adalah 21 isolat. Karakterisasi morfologi lebih 

mengarah berdasarkan bentuk koloni, warna koloni, tepian koloni, dan 

elevasinya. Dari 21 isolat yang telah dikarakterisasi, maka dikelompokkan 

berdasarkan warna koloni yang terdiri dari 4 kelompok warna koloni 

(Gambar 8), yaitu 2 isolat berwarna kuning terang yakni isolat yang 

CHBL03 dan SHB01, 13 isolat berwarna putih kekuningan yakni isolat 

CSDa, MKBt01, MKBt03, PKLB1, BrMks2, MrBtm2.3, BrGKi2, SK02K, 

CHDa, MKB03B, MKBt05, MrBtm2.2, dan PPBS01, 4 isolat yang 

berwarna putih krem yakni isolat CSB11, BrMks1, BrGKa1.2, dan InpDa 

serta 2 isolat yang berwarna putih sampai putih keabuan yakni isolat 

CSB05K dan MKBt04, dengan bentuk koloni bulat utuh, tidak beraturan, 

dan bulat kecil, serta tepian koloni halus dan, bergelombang (Gambar 9), 
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serta bentuk elevasi koloni seluruh isolat adalah cembung. Seluruh isolat 

yang telah diisolasi tersaji dalam Tabel 4. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Isolat hasil isolasi dari sampel biji, Koloni Burkholderia glumae 

yang tumbuh pada media King’s B: a. CHBL03 (warna koloni 

kuning), b. BrGKi2 (warna koloni putih kekuningan), c. CSB11 

(warna koloni putih krem), d. CSB05K (warna koloni putih 

keabuan). 

 

     

Gambar 9. Karakter morfologi isolat-isolat bakteri yang pada umumnya 

berbentuk bulat, tepi halus, dan cembung. 
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Tabel 3. Daftar Isolat-Isolat Bakteri yang telah diisolasi beserta Karakteristik Morfologinya 

No 
Kode 
Isolat 

Asal Daerah Warna Koloni Bentuk Koloni Tepian Koloni Elevasi 

1 CHBL03 Lau, Maros Kuning terang Bulat utuh Halus Cembung 

2 SHB01 Maritengngae, Sidrap Kuning Terang Bulat utuh Halus Cembung 

3 CSDa Lau, Maros Putih Kekuningan Bulat utuh Halus Cembung 

4 MKBt01 Lau, Maros Putih Kekuningan Bulat utuh Halus Cembung 

5 MKBt03 Lau, Maros Putih Kekuningan Bulat utuh Halus Cembung 

6 PKLB1 Labbakkang, Pangkep Putih Kekuningan Bulat utuh Halus Cembung 

7 BrMks2 Mangkoso, Barru Putih Kekuningan Bulat utuh Halus Cembung 

8 MrBtm2.3 Bantimurung, Maros Putih Kekuningan Bulat kecil Halus Cembung 

9 BrGKi2 Garessi, Barru Putih Kekuningan Bulat kecil Halus Cembung 

10 SK02K Mangkutana, Luwu Putih Kekuningan Bulat kecil Halus Cembung 

11 CHDa Lau, Maros Putih Kekuningan Bulat utuh Halus Cembung 

12 MKB03B Lau, Maros Putih Kekuningan Bulat utuh Halus Cembung 

13 MKBt05 Lau, Maros Putih Kekuningan Bulat utuh Halus Cembung 

14 MrBtm2.2 Bantimurung, Maros Putih Kekuningan Tidak beraturan Bergelombang Cembung 

15 PPBS01 Barebbo, Bone Putih Kekuningan Tidak beraturan Bergelombang Cembung 

16 CSB11 Lau, Maros Putih Krem Bulat kecil Halus Cembung 

17 BrMks1 Mangkoso, Barru Putih Krem Bulat utuh Halus Cembung 

18 BrGKa1.2 Garessi, Barru Putih Krem Bulat utuh Halus Cembung 

19 InpDa Lau, Maros Putih Krem Bulat utuh Halus Cembung 

20 CSB05K Lau, Maros Putih Keabuan Bulat utuh Halus Cembung 

21 MKBt04 Lau, Maros Putih Keabuan Tidak beraturan Bergelombang Cembung 
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Berdasarkan tabel di atas maka terlihat bahwa isolat-isolat yang 

diperoleh memiliki perbedaan dan juga persamaan. Perbedaan karakter 

morfologi terlihat juga pada isolat-isolat yang diisolasi dari daerah yang 

sama. Selain itu pula, isolat yang diisolasi dari daerah yang berbeda ada 

yang memiliki karakter morfologi yang sama. Pengamatan tersebut 

dilakukan pada bakteri yang disubkultur pada media King’s B. 

4.1.1.2 Fisiologi 

Uji Fisiologi dilakukan terhadap 21 isolat yang telah diperoleh, 

pengujian tersebut meliputi uji KOH 3%, Katalase, pigmentasi bakteri pada 

Media King’s B, pembentukan pigment fluorescens, uji O/F 

(Oksidase/Fermentatif), pembentukan koloni kuning pada media YDC, 

arginin dehidrolase, produksi levan, oksidase kovacs, uji HR, uji pada 

bawang, dan pencairan gelatin. 

Pengujian KOH 3% menunjukkan seluruh isolat bereaksi positif, 

baik terhadap KOH 3% karena menghasilkan lendir yang artinya bakteri 

tersebut tergolong bakteri gram negatif, begitu pula dengan uji katalase 

yang menunjukkan seluruh isolat bereaksi positif karena menghasilkan 

gelembung yang berarti bakteri tersebut dapat mengubah H2O2 menjadi 

H2O dan O2.  Pengujian pigmentasi untuk isolat-isolat bakteri B. glumae 

dibagi menjadi uji yaitu pigmentasi pada media King’s B dengan hasil 

positif untuk isolat virulen dan negatif untuk isolat avirulen serta hasil 

negatif atau tidak menghasilkan pigment fluorscens. Hasil pengujian 

menunjukkan bahwa seluruh isolat menghasilkan pigmen kuning atau 
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yang disebut pigmen toxoflavin dengan tingkat pigmentasi yang berbeda-

beda. Sedangkan untuk pigmen fluorescens menunjukkan seluruh isolat 

tidak menghasilkan pigmen fluorescens yang merupakan pigmen hijau 

yang berpendar jika dilihat dibawah sinar UV. Pengujian 

Oksidase/Fermentatif memiliki reaksi yang berbeda dari keseluruhan isolat 

uji, hasil uji menunjukkan ada isolat yang menghasilkan reaksi O/F +/+, +/-

, dan -/-. Hasil uji pembentukan koloni kuning pada media YDC, arginin 

dehidrolase, dan produksi levan menunjukkan seluruh isolat memiliki 

reaksi negatif. Uji oksidase kovacs menunjukkan seluruh isolat beraksi 

berbeda, yakni 7 isolat positif dan 14 isolat negatif. Sedangkan untuk uji 

pada bawang dan pencairan gelatin seluruh isolat bereaksi positif, dimana 

uji pada bawang menghasilkan maserasi pada area yang terkena 

suspensi bakteri dengan luas area maserasi yang berbeda, dan 

terbentuknya zona bening pada uji pencairan gelatin. Hasil Uji 

Hipersensitif pada daun tembakau menunjukkan 10 isolat positif 

sedangkan yang lainnya negatif. Seluruh hasil pengujian fisiologis bakteri 

tersaji dalam Tabel 5.  
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Tabel 4. Karakteristik Fisiologi Isolat-Isolat Bakteri B. glumae 

No Uji/Kode Isolat CHBL03 SHB01 CSDa MKBt01 MKBt03 PKLB1 BrMks2 

Hasil Uji Pembanding 
(Cottyn et al., 1996; 
Nandakumar, 2009;; 

Karki et al., 2012; Deepali 
& Karuna, 2015) 

1 KOH 3% + + + + + + + + 

2 Katalase + + + + + + + + 

3 
Pigmen 

Toxoflavin 
+ + + + + + + + dan/atau - 

4 
Pigmen 

Fluorescens 
- - - - - - - - 

5 O/F +/+ -/- +/- +/+ +/- +/+ +/- +/- 

6 
Koloni Kuning 

YDC 
- - - - - - - - 

7 
Arginin 

dehidrolase 
- - - - - - - - 

8 Produksi levan - - - - - - - - 

9 
Oksidase 
kovacs 

- - - - - + - ND 

10 HR + - - + - + - + dan/atau - 

11 
Uji pada 
Bawang 

+ + + + + + + + dan/atau - 

12 
Pencairan 

Gelatin 
+ + + + + + + + 

*ND:tidak dapat ditentukan 
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Tabel 4 (Lanjutan). Karakteristik Fisiologi Isolat-Isolat Bakteri B. glumae 

No Uji/Kode Isolat MrBtm2.3 BrGKi2 SK02K CHDa MKB03B MKBt05 MrBtm2.2 

Hasil Uji Pembanding 
(Cottyn et al., 1996; 
Nandakumar, 2009;; 

Karki et al., 2012; Deepali 
& Karuna, 2015) 

1 KOH 3% + + + + + + + + 

2 Katalase + + + + + + + + 

3 
Pigmen 

Toxoflavin 
+ + + + + + + + dan/atau - 

4 
Pigmen 

Fluorescens 
- - - - - - - - 

5 O/F +/+ +/+ +/+ -/- +/- +/+ +/+ +/- 

6 
Koloni Kuning 

YDC 
- - - - - - - - 

7 
Arginin 

dehidrolase 
- - - - - - - - 

8 Produksi levan - - - - - - - - 

9 
Oksidase 
kovacs 

+ - + - + - - ND 

10 HR + + + + - - + + dan/atau - 

11 
Uji pada 
Bawang 

+ + + + + + + + dan/atau - 

12 
Pencairan 

Gelatin 
+ + + + + + + + 

*ND:tidak dapat ditentukan 
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Tabel 4 (Lanjutan). Karakteristik Fisiologi Isolat-Isolat Bakteri B. glumae 

No Uji/Kode Isolat PPBS01 CSB11 BrMks1 BrGKa1.2 InpDa CSB05K MKBt04 

Hasil Uji Pembanding 
(Cottyn et al., 1996; 
Nandakumar, 2009;; 

Karki et al., 2012; 
Deepali & Karuna, 2015) 

1 KOH 3% + + + + + + + + 

2 Katalase + + + + + + + + 

3 Pigmen Toxoflavin + + + + + + + + dan/atau - 

4 
Pigmen 

Fluorescens 
- - - - - - - - 

5 O/F -/- -/- +/+ +/+ +/- -/- +/+ +/- 

6 
Koloni Kuning 

YDC 
- - - - - - - - 

7 
Arginin 

dehidrolase 
- - - - - - - - 

8 Produksi levan - - - - - - - - 

9 Oksidase kovacs - + - + - + - ND 

10 HR - - - + + - - + dan/atau - 

11 Uji pada Bawang + + + + + + + + dan/atau - 

12 Pencairan Gelatin + + + + + + + + 

*ND:tidak dapat ditentukan 
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4.1.2 Karakteristik Molekuler Bakteri B. glumae 

Sebanyak 21 isolat B. glumae hasil isolasi dan karakterisasi 

morfologi dan fisiologi  diidentifikasi lebih lanjut secara molekuler dengan 

metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Identifikasi isolat B. glumae 

secara molekuler menggunakan pasangan primer spesifik 1418S dan 

1418A dengan target +571 bp. Hasil amplifikasi dan elektroforesis 

memperlihatkan bahwa semua isolat uji menghasilkan pita berukuran 

+571 bp (Gambar 10 dan 11). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gambar 10. Hasil Amplifikasi DNA bakteri menggunakan primer spesifik 

1418S dan 1418A menunjukkan pita pada ukuran +571 bp. 

Marker 100bp. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Gambar 11. Amplifikasi DNA bakteri dengan menggunakan primer spesifik 

1418S dan 1418A yang menghasilkan pada ukuran +571bp. 
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Gambar 10 merupakan hasil amplifikasi isolat-isolat yang berasal 

dari daerah Maros, daerah Pangkep, daerah Barru, daerah Sidrap, daerah 

Luwu, dan daerah Bone. Gambar 11 merupakan hasil amplifikasi isolat-

isolat yang seluruhnya berasal dari daerah Maros dan Barru. Seluruh hasil 

amplifikasi DNA tersebut menunjukkan pita DNA pada ukuran +571 bp 

yang berarti isolat tersebut merupakan bakteri B. glumae. 

4.1.3 Kajian Filogeni Isolat-Isolat B. glumae 

Sebanyak 6 Isolat Bakteri B. glumae yang diambil dari perwakilan 

masing-masing daerah pengambilan sampel yang telah diurutkan basa 

DNAnya kemudian dilakukan uji BLAST dari NCBI dengan hasil yang 

menunjukkan bahwa isolat B. glumae yang ditemukan  memiliki nilai 

homologi 98-99% dengan Burkholderia glumae LMG 2196 = ATCC 33617 

yang ada di Genebank. 

Tabel 5. Analisis BLAST pada NCBI untuk nukleotida isolat B. glumae asal 

Kabupaten Maros (MrBtm2.2). 

Isolat No. Aksesi 
Query Cover 

(%) 
Homologi 

(%) 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 

(Amerika) 
CP009435.1 99 99 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 plasmid 

pBIN 2 (Amerika) 
CP009432.1 99 99 

Burkholderia glumae BGR1 
(Korea) 

CP001503.2 99 99 

Burkholderia glumae BGR1 
plasmid bglu 1p (Korea) 

CP001505.1 99 99 

Burkholderia glumae DNA 
insertion sequence IS1418 

(Jepang) 
AB010572.1 99 99 
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Tabel 6. Analisis BLAST pada NCBI untuk nukleotida isolat B. glumae asal 

Kabupaten Pangkep (PKLB1). 

Isolat No. Aksesi 
Query Cover 

(%) 
Homologi 

(%) 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 

(Amerika) 
CP009435.1 99 98 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 plasmid 

pBIN 2 (Amerika) 
CP009432.1 99 98 

Burkholderia glumae BGR1 
(Korea) 

CP001503.2 99 98 

Burkholderia glumae BGR1 
plasmid bglu 1p (Korea) 

CP001505.1 99 97 

Burkholderia glumae DNA 
insertion sequence IS1418 

(Jepang) 
AB010572.1 99 97 

 

Tabel 7. Analisis BLAST pada NCBI untuk nukleotida isolat B. glumae asal 

Kabupaten Barru (BrMks2). 

Isolat No. Aksesi 
Query Cover 

(%) 
Homologi 

(%) 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 

(Amerika) 
CP009435.1 98 98 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 plasmid 

pBIN 2 (Amerika) 
CP009432.1 98 98 

Burkholderia glumae BGR1 
(Korea) 

CP001503.2 98 98 

Burkholderia glumae BGR1 
plasmid bglu 1p (Korea) 

CP001505.1 98 98 

Burkholderia glumae DNA 
insertion sequence IS1418 

(Jepang) 
AB010572.1 98 98 
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Tabel 8. Analisis BLAST pada NCBI untuk nukleotida isolat B. glumae asal 

Kabupaten Bone (PPBS01) 

Isolat No. Aksesi 
Query Cover 

(%) 
Homologi 

(%) 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 

(Amerika) 
CP009435.1 99 98 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 plasmid 

pBIN 2 (Amerika) 
CP009432.1 99 98 

Burkholderia glumae BGR1 
(Korea) 

CP001503.2 99 98 

Burkholderia glumae BGR1 
plasmid bglu 1p (Korea) 

CP001505.1 99 98 

Burkholderia glumae DNA 
insertion sequence IS1418 

(Jepang) 
AB010572.1 99 98 

 

Tabel 9. Analisis BLAST pada NCBI untuk nukleotida isolat B. glumae asal 

Kabupaten Sidrap (SHB01). 

Isolat No. Aksesi 
Query Cover 

(%) 
Homologi 

(%) 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 

(Amerika) 
CP009435.1 99 99 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 plasmid 

pBIN 2 (Amerika) 
CP009432.1 99 99 

Burkholderia glumae BGR1 
(Korea) 

CP001503.2 99 99 

Burkholderia glumae BGR1 
plasmid bglu 1p (Korea) 

CP001505.1 99 99 

Burkholderia glumae DNA 
insertion sequence IS1418 

(Jepang) 
AB010572.1 99 98 
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Tabel 10. Analisis BLAST pada NCBI untuk nukleotida isolat B. glumae 

asal Kabupaten Luwu (SK02K). 

Isolat No. Aksesi 
Query Cover 

(%) 
Homologi 

(%) 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 

(Amerika) 
CP009435.1 99 99 

Burkholderia glumae LMG 
2196 = ATCC 33617 plasmid 

pBIN 2 (Amerika) 
CP009432.1 99 99 

Burkholderia glumae BGR1 
(Korea) 

CP001503.2 99 99 

Burkholderia glumae BGR1 
plasmid bglu 1p (Korea) 

CP001505.1 99 99 

Burkholderia glumae DNA 
insertion sequence IS1418 

(Jepang) 
AB010572.1 99 98 

  

Kajian hubungan kekerabatan antar DNA bakteri B. glumae 

dilakukan menggunakan perangkat lunak MEGA6 

(http://www.megasoftware.net). Hubungan kekerabatan antar DNA B. 

glumae disajikan pada gambar 12. 

 

Gambar 12. Hubungan kekerabatan Isolat B. glumae yang diuji. 

Uji filogenetik menunjukkan bahwa sekuen DNA B. glumae dari 

bulir tanaman padi bergejala dari 6 daerah pengambilan sampel 
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menunjukkan bahwa isolat SHB01 (Sidrap) memiliki hubungan dekat 

dengan isolat SK02K (Luwu), dan isolat PKLB1 (Pangkep) memiliki 

hubungan dekat dengan isolat PPBS01 (Bone) dengan tingkat kemiripan 

99%.  

4.2 Pembahasan 

4.2.1 Gejala Penyakit Busuk Bulir Padi 

Busuk Bulir Padi (Bacterial Grain Rot) merupakan penyakit yang 

disebabkan oleh bakteri Burkholderia glumae. Bakteri ini dapat bertahan 

hidup hingga suhu 41°C (Saddler, 1994). B. glumae lebih menyukai 

kondisi malam yang hangat dengan kelembaban yg tinggi (Cha et al., 

2001). Gejala yang terlihat di lapangan menunjukkan bulir yang terinfeksi 

berwarna kecoklatan dan rachis malai terlihat tetap hijau. Hal ini sesuai 

dengan penelitian Shahjahan et al. (2000) yang melaporkan bahwa 

perubahan warna bulir dan batang hijau merupakan karakteristik 

diagnostik BGR yang paling penting. Luo et al. (2007) menemukan bahwa 

B. glumae dapat menyebabkan kehampaan pada  gabah dan perubahan 

warna bulir. Gejala penyakit ini muncul pada saat tanaman memasuki fase 

berbunga dan bakteri cepat menggandakan pada permukaan malai (Miller 

et al., 2009). Menurut Webster dan Gunnel (1992) bahwa biji yang 

terinfeksi akan menyusut dan pucat kehijauan, kemudian berkembang 

menjadi belang-belang kekuningan sampai coklat dan sampai kering. 

Bagian pangkal dari bulir yang mulai menunjukkan gejala awal dengan 

terbentuknya lesi coklat hingga coklat gelap. Lesi secara bertahap 
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menyebar ke bagian atas bulir dan lama kelamaan bulir yang tampak hijau 

menjadi pudar dan layu. Qi et al. (2016) mengemukakan bahwa warna 

bercak coklat pada bulir dan lesi pada daun bendera merupakan efek 

yang ditimbulkan oleh toxoflavin dan fervenulin yang diproduksi oleh B. 

glumae. Sejalan dengan Jeong et al. (2003) yang mengemukakan bahwa 

toxoflavin dan fervenulin merupakan senyawa esensial yang berperan 

terhadap patogenitas bibit dan akar padi sehingga berakibat menghambat 

pertumbuhan daun dan akar tanaman padi serta menyebabkan klorosis 

pada malai. Toxoflavin akan diproduksi oleh B. glumae pada suhu >300 C. 

Karki et al. (2012) melakukan uji determinasi produksi toxoflavin dengan 

menumbuhkan pada media KB agar dan diinkubasikan selama 24 jam 

pada suhu 370 C. 

B. glumae yang sebelumnya hanya merupakan patogen minor telah 

meningkat statusnya menjadi patogen utama pada padi, hal ini berkaitan 

dengan perubahan cuaca yang kondusif yaitu kondisi malam yang hangat 

dan kelembapan serta curah hujan yang tinggi selama musim tanam. 

Selain itu, penggunaan varietas hibrida yang memiliki potensi hasil tinggi 

tetapi kemungkinan lebih rentan terhadap penyakit turut menjadi salah 

satu penyebab terjadinya kemunculan penyakit baru (emerging disease) 

(Rita dkk., 2017). 

Serangan B. glumae terdapat di semua lokasi pengambilan sampel 

yang ditunjukkan dengan adanya bercak coklat di pangkal bulir pada awal 

infeksi. Penyebaran penyakit ini dapat berkembang dari inokulum dalam 
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biji terinfeksi dari tahun sebelumnya, di dalam tanah, dan gulma di 

lapangan. Dalam proses infeksi, kerentanan inang, kepadatan inokulum, 

dan faktor iklim memainkan peran kunci (Tsushima, 1996).  

4.2.2 Karakter Morfologi B. glumae  

Karakterisasi morfologi bertujuan untuk mengamati baik morfologi 

koloni maupun morfologi sel bakteri pada isolat bakteri yang telah lolos 

seleksi. Ketika ditumbuhkan dalam media yang bervariasi, 

mikroorganisme akan menunjukkan penampakan makroskopis yang 

berbeda-beda pada pertumbuhannya. Perbedaan ini disebut dengan 

karakterisktik kultur, yang digunakan sebagai dasar untuk memisahkan 

mikroorganisme dalam kelompok taksonomik. Pada penelitian ini karakter 

morfologi yang dilihat ialah yang nampak langsung dari koloni yang ada 

pada media agar. Karakter morfologi dari isolat-isolat bakteri B. glumae 

yang diperoleh memiliki karakter yang berbeda. Perbedaan tersebut dapat 

hanya menunjukkan variasi fenotip dari masing-masing atau  

menunjukkan perbedaan tingkat virulensi tiap-tiap isolat (Tsushima et al., 

1986). 

Pada proses pemurnian dan peremajaan, isolat bakteri dengan ciri 

morfologi yang sesuai ditumbuhkan pada media King’s B, dan diinkubasi 

pada suhu 37oC. Morfologi koloni B. glumae yang tumbuh pada media 

King’s B terdiri dari warna yang dibagi menjadi 4 kelompok yakni, kuning 

terang, putih kekuningan, putih krem, dan putih keabuan dengan bentuk 

bulat dan tidak beraturan, serta tepi koloni ada yang halus dan 
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bergelombang, dengan permukaan yang keseluruhan adalah cembung 

serta bersifat diffusible non-fluorescent (Tabel 4). Dari ciri morfologi koloni 

yang tumbuh pada media King’s B, dapat terlihat perbedaan tingkat 

pigmen kuning yang dihasilkan, perbedaan tersebut mempengaruhi warna 

dari tiap-tiap isolat, warna kekuningan menunjukkan tingkat toxoflavin 

lebih tinggi dibandingkan yang berwarna putih krem dan putih keabuan. B. 

glumae memproduksi pigmen kuning-hijau yang larut dalam air di 

beberapa media. Koloni putih keabu-abuan atau kuning karena pigmen 

toxoflavin yang dihasilkan (Saddler, 1994; Cho et al., 2007). 

Menurut Schaad et al. (2001), koloni B. glumae memiliki 

karakteristik yang khas  bila ditumbuhkan pada media agar, yaitu bersifat 

difussible nonfluorescent. Warna koloni dengan pigmen kuning kehijauan 

yang diffusible, mirip dengan koloni Pseudomonas fluorescens. 

Sedangkan ciri morfologi lainnya mengacu pada penelitian Tsushima 

(1996) yang menyatakan bahwa bentuk koloni B. glumae terbagi 2, yaitu 

tipe A bulat, halus, dan cembung pada isolat CHBL03, SHB01, CSDa, 

MKBt01, MKBt03, PKLB1, BrMks2, MrBtm2.3, BrGKi2, SK02K, CHDa, 

MKB03B, MKBt05, CSB11, BrMks1, BrGKa1.2, InpDa, CSB05K, serta tipe 

B dengan bentuk koloni beragam (tidak beraturan) pada isolat MrBtm2.2, 

PPBS01, dan MKBt04. 

4.2.3 Karakter Fisiologi B. glumae 

Karakter Fisiologi bakteri dapat diketahui dengan melakukan 

serangkaian uji fisiologi. Pada penelitian ini 21 isolat bakteri yang 
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diperoleh menunjukkan hasil positif pada uji KOH yang menunjukkan 

bahwa bakteri tersebut bakteri gram negatif. Deepali Singh and Karuna 

Vishunavat (2015) menyatakan bahwa uji fisiologis untuk bakteri B. 

glumae menunjukkan uji positif untuk kelarutan KOH.  

Produksi katalase bisa diidentifikasi dengan menambahkan reagen 

H2O2 pada suspensi bakteri. Seluruh isolat yang diperoleh menunjukkan 

katalase positif yakni menghasilkan gelembung udara pada pengujian 

yang berarti bakteri tersebut mampu memproduksi enzim katalase yang 

dapat mengubah H2O2 menjadi air dan oksigen. Pembentukan gelembung 

udara pada uji katalase terlihat dengan jelas. Menurut Schaad et al.  

(2001) bahwa semua strain Burkholderia menghasilkan katalase positif. 

Pigmen kuning dihasilkan oleh seluruh isolat bakteri yang terisolasi 

setelah inkubasi pada suhu 37oC akan tetapi dalam kadar yang berbeda. 

Zhou-qi et al (2016) menyatakan bahwan phytotoxins yang paling penting 

yang dihasilkan oleh B. glumae adalah pigmen kuning terang. Produksi 

toksin bergantung pada suhu pertumbuhan dan mencapai tingkat 

maksimal pada suhu 37°C, dan tidak ada toxoflavin yang terdeteksi 

dihasilkan pada suhu 25°C - 28°C. Berdasarkan penelitian yang dilakukan 

oleh Jeong et al. (2003), pigmen kuning yang dihasilkan oleh koloni B. 

glumae merupakan toxoflavin yang berperan terhadap patogenisitas B. 

glumae dalam menginfeksi tanaman inang. B. glumae merupakan bakteri 

gram negatif, tidak memiliki fluorescent, berbentuk batang, dengan 1-3 
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flagela polar, dan berukuran 0,5-0,7 µm dan memproduksi pigmen kuning-

hijau yang larut dalam air di beberapa media (Cho et al., 2007). 

Penelitian yang dilakukan oleh Nandakumar et al. (2009) terhadap 

294 isolat Burkholderia memperlihatkan sebanyak 20 isolat B. glumae 

bersifat nonpatogenik. Isolat Burkholderia yang patogenik umumnya 

menghasilkan pigmen kuning yang diidentifikasi sebagai senyawa 

toxoflavin, sedangkan isolat nonpatogen tidak menghasilkan pigmen 

tersebut. B. glumae berkembang biak dalam ruang interseluler dari 

parenkim selama perkecambahan biji (Zhu et al., 2010).  B. glumae lebih 

menyukai kondisi malam yang hangat dengan kelembaban yang tinggi 

(Cha et al., 2001).  Perkembangbiakan bakteri ini di dalam plumula 

menghasilkan toksin toxoflavin yang menyebabkan terjadinya 

pembusukan pada bulir padi. 

Pengujian pigmen fluorescens dilakukan untuk melihat kemampuan 

isolat bakteri menghasilkan pigmen fluorescens (pigmen hijau berpendar). 

Seluruh isolat bakteri tidak ada yang menghasilkan pigmen hijau 

berpendar setelah diamati di bawah sinar ultraviolet. Pigmen fluorescens 

dihasilkan pada koloni P. fluorescens yang ditumbuhkan pada media 

King’s B sedangkan pada koloni B. glumae tidak menghasilkan pendar. 

Hal ini yang mendasari pengelompokan B. glumae yang awalnya 

termasuk genus Pseudomonas II dan kemudian bersama dengan B. 

plantarii  pada tahun 1994 dimasukkan ke dalam genus Burkholderia yang 

anggotanya terdiri atas lebih dari 60 spesies. Secara genetika, B. glumae 
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 terpisah dari kelompok Burkholderia cepacia complex (BCC) yang lebih 

memiliki kedekatan dengan patogen hewan seperti B. mallei dan 

B. pseudomallei (Weinberg et al., 2007). 

  Bakteri B. glumae secara umum bersifat aerob yakni dapat hidup 

pada kondisi ada udara atau oksigen. Uji Of atau oksidasi/fermentatif 

menggunakan media uji O/F yang merupakan salah satu media yang 

digunakan untuk pengujian fisio-metabolisme suatu bakteri yaitu untuk 

mengetahui kemampuan memecah karbohidrat (glukosa) dalam suasana 

aerobik (oksidatif) atau anaerobik (fermentatif). Hasil pengujian O/F 

diperoleh 3 hasil yakni +/+ pada isolat CHBL03, MKBt01, PKLB1, 

MrBtm2.3, BrGKi2, SK02K, MKBt05, MrBtm2.2, BrMks1, BrGKa1.2 dan 

MKBt04 yang menunjukkan adanya perubahan warna media menjadi 

kuning pada kedua tabung, hasil tersebut menunjukkan bahwa bakteri 

bersifat aerob fakultatif yakni kadang-kadang dapat bersifat anaerob. Hasil 

O/F +/- pada isolat CSDa, MKBt03, BrMks2, MKB03B, dan InpDa yang 

menunjukkan perubahan warna menjadi kuning hanya pada tabung yang 

ditutupi agar yang menunjukkan bahwa bakteri uji aerob terlihat , dan O/F 

-/- pada isolat SHB01, CHDa, PPBS01, CSB11, dan CSB05K yang 

menunjukkan tidak adanya perubahan warna pada kedua tabung uji yang 

menunjukkan bahwa bakteri tersebut tidak menghasilkan enzim yang 

dapat memfermentasi glukosa. Berdasarkan hasil yang diperoleh tersebut, 

maka untuk uji ini tidak dapat ditentukan hasilnya secara pasti seperti uji 

sebelumnya. Perubahan warna medium mejadi kuning disebabkan karena 
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terdapatnya indicator bromtimol blue (BTB) dalam medium. Dimana 

penambahan indicator BTB ke dalam medium yang mengalami fermentasi 

karbohidrat jadi asam dalam keadaan aerob, maka pH akan turun dan 

akhirnya indikator BTB ini akan berubah warna menjadi kuning.  

Pengujian selanjutnya yaitu uji pembentukan koloni kuning pada 

media YDC, pengujian ini bertujuan untuk membedakan bakteri dari genus 

Xanthomonas spp, dan Burkholderia spp. yang merupakan patogen 

penting pada tanaman padi. Hasil menunjukkan bahwa seluruh isolat B. 

glumae tidak membentuk koloni kuning pada media YDC, berbeda dengan 

bakteri Xoo yang positif membentuk koloni kuning. Hal ini sesuai pada 

bagan “Differentiation of Commonly Isolate Genera” yang sering 

digunakan dalam mengidentifikasi spesies tertentu, menunjukkan bahwa 

bakteri Burkholderia spp. memberikan hasil negatif yakni tidak 

menghasilkan koloni kuning berlendir pada media YDC. 

Uji arginin bertujuan untuk mengetahui apakah suatu bakteri 

mampu mengdehidrolase asam amino. Menurut Deepali Singh and 

KarunaVisnhunavat (2015) bahwa uji arginin dehidrolase pada bakteri B. 

glumae menunjukkan hasil negatif. Begitupula dengan uji Levan yang 

dimana bakteri B. glumae tidak membentuk koloni yang cembung dan 

berlendir pada media Levan. Seluruh isolat uji tidak ada yang 

menunjukkan positif uji arginin dehidrolase dan produksi levan, sehingga 

isolat-isolat tersebut menunjukkan karakter bakteri B. glumae. 
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Uji oksidase bertujuan untuk membedakan bakteri berdasarkan 

aktivitas sitokromoksidase. Enzim-enzim oksidase memainkan peran yang 

vital dalam pelaksanaan sistem transpor elektron pada respirasi aerob. 

Sitokrom oksidase mengkatalisis oksidase dari sitokrom yang tereduksi 

oleh oksigen molekular (O²), menghasilkan pembentukan H₂O atau H₂O₂. 

Uji oksidase merupakan alat untuk membedakan antara anggota-anggota 

dalam genus Neisseria dan Pseudomonas, yang merupakan oksidase 

positif, dan Enterobacteriaceae yang merupakan oksidase negatif. 

Kemampuan bakteri untuk menghasilkan sitokrom oksidase dapat 

ditunjukkan dengan penambahan pereaksi uji p-aminodimetilanilin oksalat, 

terhadap koloni-koloni yang ditumbuhkan pada suatu media agar. 

Pereaksi merah muda cerah ini berperan sebagai substrat buatan, 

memberikan elektron dan karenanya akan teroksidasi menjadi senyawa 

berwarna keunguan dan oksigen bebas. Dalam penelitian ini diperoleh 12 

isolat bakteri yang menghasilkan oksidase negatif yaitu isolat CHBL03, 

SHB01, MKBt01, BrGKi2, MKBt05, MrBtm2.2, BrMks1, MKBt04, CSDa, 

MKBt03, BrMks2, CHDa, PPBS01, dan CSB05K. Menurut  Deepali Singh 

and KarunaVisnhunavat (2015) bahwa bakteri B. glumae negatif pada uji 

oksidase. 

Reaksi hipersensitif merupakan kematian sel yang cepat dan 

terlokalisasi. Hasil pengujian menunjukkan bahwa 11 isolat yang diuji 

dapat menghasilkan reaksi hipersensitif ketika diinfiltrasi  ke dalam 

jaringan daun tembakau yang berarti isolat tersebut bersifat patogenik, 
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yakni isolat CHBL03, MKBt01, PKLB1, MrBtm2,3, BrGKi2, SK02K, CHDa, 

MrBtm2.2, CSB11, BrGKa1.2, dan InpDa.. Hal tersebut berarti bahwa 

reaksi dinyatakan positif karena terbentuk gejala nekrotik pada jaringan 

daun. Daun tembakau menjadi kecoklatan pada area masuknya bakteri 

yaitu dengan munculnya bercak kekuningan hingga coklat pada 

permukaan daun. Indrawati dan Wahyudi (2011) menyatakan bahwa 

reaksi hipersensitif muncul pada tanaman yang terinfeksi saat infiltrasi 

patogen dan bersamaan dengan itu merupakan usaha untuk menghambat 

pertumbuhan patogen. Sedangkan 10 isolat lainnya tidak menunjukkan 

gejala nekrotik pada daun tembakau, hal ini dapat terjadi jika bakteri yang 

diinokulasikan merupakan bakteri non patogen. Sehingga dapat dikatakan 

bahwa isolat-isolat bakteri yang telah diisolasi ada yang bersifat patogen 

dan ada pula yang bersifat non patogen. 

Pembentukan maserasi pada bawang yang diinokulasi suspensi 

bakteri menandakan kemampuan bakteri dalam menghasilkan enzim 

pectinase yang dapat merusak dinding sel dari bawang. Berdasarkan hasil 

penelitian diperoleh seluruh isolat bakteri dapat menyebabkan maserasi 

pada bawang walaupun dengan tingkat maserasi yang berbeda. Menurut 

Karki et al. (2012) yang menyatakan bahwa terbentuknya maserasi pada 

bawang menunjukkan kemampuan bakteri dalam menimbulkan penyakit, 

menunjukkan tingkat virulensinya. 

Uji Fisiologis yang terakhir adalah Uji gelatin. Pengujian ini 

bertujuan untuk mengetahui apakah suatu bakteri memiliki enzim 
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gelatinase yang mampu menghidrolisis gelatin atau tidak. Menurut Deepali 

Singh and KarunaVisnhunavat (2015) mengatakan bahwa bakteri B. 

glumae mampu menghidrolisis gelatin, yang ditandai dengan munculnya 

zona bening disekitar bakteri uji pada media gelatin yang diberi asam 

mercuric chlorida. 

4.2.4 Karakteristik Molekuler dan Filogenetik Isolat bakteri B. glumae 

Pengurutan Basa DNA bakteri dilakukan terhadap semua isolat 

bakteri yang ditemukan. Schaad et al. (2015), mengemukakan bahwa 

primer 1418S dan 1418A adalah primer spesifik untuk B. glumae dengan 

panjang produk amplifikasi +571 bp. Seluruh isolat uji menunjukkan 

ukuran pita DNA +571 bp.  Adanya perbedaan pada morfologi koloni B. 

glumae yang ditumbuhkan pada media agar dapat disebabkan oleh 

adanya faktor fenotipik serta tingkat produksi toxoflavin yang berbeda oleh 

masing-masing strain (Jeong et al., 2003; Karki et al., 2012) atau dapat 

juga karena faktor lingkungan yang berbeda sehingga fenotipiknya 

berbeda. Pada umumnya gejala perubahan warna (discoloration) pada biji 

padi dapat digunakan sebagai indikator adanya infeksi oleh bakteri 

patogen. Namun, B. glumae juga dapat dideteksi pada sampel yang tidak 

menghasilkan gejala (Symptomless carrier). Fory et al. (2013) melaporkan 

bahwa dari 14 sampel biji yang tidak bergejala, terdapat 3 sampel yang 

positif terinfeksi B. glumae. Teknik deteksi yang digunakan lebih banyak 

secara molekular karena lebih cepat dan hasilnya lebih valid. Pengujian 

dengan PCR menggunakan primer spesifik telah banyak dilakukan. 
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Hubungan kekerabatan antarisolat B. glumae yang diperoleh dari 

tiap daerah menunjukkan tingkat kerabatan yang dekat yakni berkisar 97-

99%. Isolat SHB01 (Sidrap) isolat SHB01 (Sidrap) memiliki hubungan 

dekat dengan isolat SK02K (Luwu), dan isolat PKLB1 (Pangkep) memiliki 

hubungan dekat dengan isolat PPBS01 (Bone) dengan tingkat kemiripan 

99%.  Adapun tingkat kemiripan dengan isolat B. glumae LMG 2196 = 

ATCC 33617 yang terdaftar di GeneBank menunjukkan tingkat kemiripan 

99% dengan isolat SHB01, SK02K,  dan MrBtm2.2, tingkat kemiripan 98% 

dengan isolat BrMks2, PKLB1, dan PPBS01. 
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BAB V. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat 

disimpulkan beberapa hal sebagai berikut : 

1. Isolat-isolat B. glumae yang diperoleh sebanyak 21 isolat memiliki 

karakteristik morfologi dengan warna kuning terang, putih kekuningan, 

putih krem, dan putih keabuan. Bentuk koloni pada umumnya 

berbentuk bulat dengan tepian halus, serta elevasi yang cembung. 

2. Karakter fisiologis menunjukkan bahwa sebagian besar fisiologi bakteri 

B. glumae memiliki persamaan yakni dari kelarutan KOH, katalase, 

pembentukan pigmen toxoflavin, pigmen fluorescens, koloni kuning 

pada media YDC, arginin dehidrolase, produksi levan, pektinase pada 

bawang, dan pencairan gelatin. Sedangkan perbedaan fisiologisnya 

terletak pada kemampuan hidup bakteri secara aerob atau anaerob (uji 

O/F), oksidase kovaks, dan Hipersensitif pada tembakau. 

3. Karakteristik molekuler seluruh isolat B. glumae menggunakan primer 

spesifik 1418S dan 1418A menunjukkan panjang produk amplifikasi 

+571bp. 

4. Hubungan kekerabatan tiap isolat B. glumae dengan Isolat B. glumae 

pada GeneBank menunjukkan tingkat kemiripan sebesar 98-99%. 
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5.2 Saran 

 Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai karakter bakteri B. 

glumae yang virulen dan avirulen, tingkat virulensinya serta faktor-faktor 

yang mempengaruhi virulensi tersebut. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Komposisi Media King’s B 

Protease Pepton #3 difco  20,0 g 

MGSO4.7H20   1,50 g 

K2HPO4    1,50 g 

Glycerol    15,0 ml 

Agar     15,0 g 

Aquades    1000 ml 

 

Lampiran 2. Komposisi Media Hugh and Leifson 

Peptone     2.0 g 

Sodium chloride    5.0 g 

Dipotassium phosphate   0.3 g 

Glucose (Dextrose)    10.0 g 

Bromothymol blue    0.03 g 

Agar      3.0 g 

pH akhir (pada suhu 25°C)  7.1±0.2 

 Suspen 20,33 gram dalam 1000 ml air suling. Panaskan hingga 

mendidih untuk melarutkan media sepenuhnya. Masukkan ke tabung 

reaksi dalam rangkap dua untuk fermentasi aerobik dan anaerobik. 

Sterilkan dengan autoklaf pada tekanan 10 lbs (115 ° C) selama 20 menit. 

Dinginkan media tabung dalam posisi tegak. 

 

Lampiran 3. Komposisi Media Yeast extract-dextrose-CaCO3 (YDC) 

Teast extract    10,0 g 

Dextrose (glucose)    20,0 g 

Calcium carbonate, USP light  20,0 g 

Powder Agar    15,0 g 

Aquadestilata    1000 ml 
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Untuk memperoleh media berwarna putih susu, CaCO3 harus 

digerus halus, bila tidak CaCO3 akan mengendap di dasar. Autoklaf 

dextrose dalam 100 ml aquadestilata secara terpisah, campurkan ke basal 

media sebelum dituangkan ke dalam plate. Media yang telah diautoklaf 

harus didinginkan sampai 50°, kemudian sebelum dituangkan aduk media 

dengan memutar erlenmeyer dengan perlahan sehingga CaCO3 melarut 

sempurna. Koloni A. avenae mudah dibedakan dengan bakteri 

plantpatogenik lainnya. Koloni konveks dengan diameter 2-3 mm setelah 2 

hari pada 30-32 °C, berwarna beige gelap, dan menjadi sangat lengket 

setelah 3-4 hari. 

 

Lampiran 4. Komposisi media Arginin dehidrolase 

Stab inokulasi tabung mengandung media Thornley:  

Peptone    1,0 g 

NaCl     5,0g 

K2HPO4    0,3 g 

Agar     3,0 g 

Phenol red    1,0 mg 

Arginin HCl    10,0 g 

Aquades    1000 ml 

pH 7,2 

Campur dan larutkan dengan cara pemanasan (p H disesuaikan 

hingga mencapai 7,2). Kemudian larutan ini dibagikan ke dalam tabung uji 

masing-masing sebanyak 3 ml dan disterilisasi dengan menggunakan 

autoclave selama 15 menit. 

 

Lampiran 5. Komposisi Media Gelatin Liquefaction 

Gelatin agar 
Gelatin    4 gr 

Aquades    1000 ml 

Nutrient agar    23 gr 
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Asam Mercuric clorida 

Campurkan 12 gr Asam Mercuric clorida dengan 80 ml aquades lalu 

tambahkan 16 ml HCl. Goyangkan hingga tercampur sempurna. 

Inokulasikan media agar gelatin dengan bakteri uji lalu inkubasi selama 3 

hari. Tuang perlahan permukaan dengan 10 ml larutan Asam Mercuric 

clorida.  

 

Lampiran 6.  Isolat-Isolat Bakteri B. glumae yang telah diisolasi  

No. Kode Isolat Gambar Isolat 

1 CSDa 

 

2 CHDa 

 

3 CSB11 
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4 CSB05K 

 

5 MKB03B 

 

6 MKBt01 

 

7 MKBt03 

 

8 MKBt04 
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9 MKBt05 

 

10 InpDa 

 

11 CHBL03 

 

12 MrBtm2.2 

 

13 MrBtm2.3 
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14 PKLB1 

 

15 BrMks1 

 

16 BrMks2 

 

17 BrGKi2 

 

18 BrGKa1.2 
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19 SHB01 

 

20 SK02K 

 

21 PPBS01 

 
 

Lampiran 7. Uji KOH 3% dan Katalase pada bakteri B. glumae 

                

 

Lampiran 8. Uji Pigmen fluorescens pada bakteri B. glumae 
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Lampiran 9. Hasil uji Oksidase/Fermentasi pada bakteri B. glumae 

 

 

Lampiran 10. Pembentukan Koloni Kuning pada Media YDC  

 

 

 

                   X.oryzae pv oryzae 

 

 

 

 

Lampiran 11. Uji arginin dehidrolase untuk B. glumae  
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Lampiran 12. Hasil uji oksidase kovaks untuk B. glumae  

 

 

Lampiran 13. Hasil Uji Hipersensitif pada bakteri B. glumae  

 

 

Lampiran 14. Hasil Uji Maserasi pada Bawang pada bakteri B. glumae  

 

 

 

BrGKa 1,2 MrsBtm 2,3 BrMkso2 Kontrol 


