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ABSTRACT

The presence of bacterial panicle blight disease caused by Burkholderia glumae have been reported to infect rice
plants in Indonesia. There have been no reports of yield losses due to B. glumae infection, but this pathogen is seed-borne
so that it can increase the spreading potential to other areas. This study aims to determine the spread of the disease
area of bacterial panicle blight in Java and to detect B. glumae based on ITS region of 16-23S rDNA. Methods for this
research include surveys and random sampling of rice seeds directly from farmers and the Food Crop and Horticulture
Center, Agriculture Office of Yogyakarta. The bacteria were isolated using S-PG selective medium, then DNA extraction
was performed and amplified using a pair of primers BGF 5-ACACGGAACACCTGGGTA-3" and BGR 5 -
TCGCTCTCC CGAAGAGAT-3". 101 isolates were obtained from 21 seed samples consisting of 11 rice varieties from
nine regions in Java that has different morphological characteristics. The eight isolates were detected as B. glumae
by using ITS primers, i.e., isolates ChgCM.4, IRP.3, IRP.6b, InSB.1a, InSB.2a, InSB.3a, InSB.5a, and InSB.6a. The eight
isolates were isolated from seed samples of Cirebon, Purworejo and Banyuwangi. This study shows that bacterial panicle
blight disease has found in several rice varieties and locations in Java, and the ITS primer can be used for early detection
of B. glumae in rice seed samples.
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INTISARI

Penyakit hawar malai yang disebabkan oleh bakteri patogen Burkholderia glumae mulai banyak dilaporkan
menginfeksi tanaman padi di Indonesia. Belum ada laporan mengenai kerugian akibat infeksi B. glumae di Indonesia,
namun sifatnya yang tular benih dapat meningkatkan potensi menyebar ke wilayah lain. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui wilayah sebar penyakit hawar malai di Jawa dan mendeteksi secara molekuler berdasarkan urutan basa gen
16-23S rDNA internal transcribed spacer (ITS). Metode yang dilakukan meliputi survei dan pengambilan sampel biji
padi secara acak langsung dari petani dan UPT Balai Pengembangan Perbenihan Tanaman Pangan dan Hortikultura,
Dinas Pertanian Yogyakarta. Sampel biji padi diisolasi menggunakan media selektif S-PG, kemudian dilakukan ekstraksi
DNA, dan diamplifikasi menggunakan primer BGF 5’- ACACGGAACACCTGGGTA-3’ dan BGR 5’-TCGCTCTCC
CGAAGAGAT-3". Hasil survei di lapangan diperoleh 21 sampel biji yang terdiri dari 11 varietas padi dari sembilan
wilayah di Jawa. Hasil isolasi diperoleh 101 isolat dan masing-masing isolat tersebut memiliki karakteristik morfologi
yang berbeda. Delapan isolat dari total isolat yang diuji terdeteksi B. glumae menggunakan primer ITS, yaitu isolat
ChgCM 4, IRP.3, IRP.6b, InSB.1a, InSB.2a, InSB.3a, InSB.5a, dan InSB.6a. Kedelapan isolat tersebut merupakan
hasil isolasi sampel biji dari wilayah Cirebon, Purworejo, dan Banyuwangi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
penyakit hawar malai bakteri sudah terdeteksi pada varietas padi di beberapa lokasi wilayah Jawa, dan penggunaan
primer ITS dapat digunakan untuk deteksi dini B. glumae pada sampel biji padi secara molekuler.

Kata kunci: biji padi, Burkholderia glumae, hawar malai padi
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PENDAHULUAN

Jawa merupakan salah satu wilayah pertanaman
dan penghasil padi terbesar di Indonesia (Anonim,
2017). Produktivitas padi di Jawa dipengaruhi oleh
berbagai faktor, di antaranya penggunaan bibit, peng-
olahan tanah, pengelolaan tanaman serta adanya
infeksi patogen penyebab penyakit tumbuhan.
Beberapa penyakit penting pada tanaman padi di
Indonesia di antaranya blas, hawar daun bakteri,
hawar pelepah, serta tungro. Selain penyakit tersebut
saat ini mulai banyak laporan tentang penyakit
hawar malai yang disebabkan oleh Burkholderia
glumae. Penyakit ini pertama kali dilaporkan ke-
beradaannya di Jepang tahun 1955, dan diketahui
dapat menyebabkan gejala busuk bulir dan hawar
pada bibit padi (Tsushima et al., 1986). 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. Hawar malai diketahui menjadi salah
satu penyakit penting pada pertanaman padi di
Amerika, Korea, dan Jepang (Jeong et al., 2003;
Nandakumar et al., 2009, Zhou-qi et al., 2016).

Gejala infeksi B. glumae dapat muncul pada bagian
pelepah berupa bercak panjang keabuan dengan
bagian tepi berwarna cokelat kemerahan. Karakteris-
tik lainnya yaitu malai tumbuh ke atas dan berwarna
kekuningan dengan bagian pangkal bunga berwarna
gelap serta terdapat garis cokelat kemerahan yang
melintang di bagian tengah. Pada tingkat infeksi
yang tinggi, proses pengisian bulir dapat terganggu.
Hal ini menyebabkan malai tumbuh tegak, karena
bulir tidak terisi (Nandakumar ez al., 2009).

Infestasi B. glumae pada pertanaman padi di
Indonesia masih belum sebanyak penyakit hawar
daun bakteri oleh Xanthomonas oryzae pv. oryzae
(Suparyono et al., 2004) dan penyakit blas oleh
Pyricularia oryzae (Santoso & Nasution, 2017).
Kerugian yang disebabkan oleh penyakit hawar malai
di Indonesia belum pernah dilaporkan sebelumnya.
Namun melihat dari ekologinya, kondisi iklim yang
panas dan kering serta curah hujan yang cukup
tinggi di Indonesia saat ini sangat sesuai untuk
perkembangan penyakit hawar malai. Hal ini tentu
akan berpengaruh terhadap peningkatan intensitas
serta keparahan penyakit (Joko, 2017). Bakteri patogen
ini dapat terbawa benih (Takeuchi et al., 1997),
sehingga potensi menyebar ke wilayah lain menjadi
lebih besar dan dikhawatirkan akan muncul outbreak
di masa yang akan datang (Windari et al., 2015).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui daerah
sebar penyakit hawar malai di wilayah Jawa dan
cara mendeteksi infeksi oleh B. glumae pada biji
padi secara molekuler.

BAHAN DAN METODE

Survei dan Pengambilan Sampel Biji Padi di
Berbagai Lokasi

Penelitian yang dilakukan meliputi survei tanaman
dan pengambilan sampel biji padi. Dari setiap kabu-
paten kemudian dipilih tiga lokasi pertanaman meng-
gunakan metode purposive random sampling (Joko
et al., 2011a; Mahfut et al., 2016; Ismiyatuningsih
et al., 2016). Survei tanaman padi dilakukan di
wilayah Purwakarta (Jawa Barat), Bantul dan Kulon
Progo (Yogyakarta), serta Purworejo (Jawa Tengah).
Pengambilan sampel biji padi diambil dari beberapa
wilayah di Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa Timur
dan Yogyakarta. Biji padi secara acak diambil langsung
dari petani dan UPT Balai Pengembangan Perbenihan
Tanaman Pangan dan Hortikultura, Dinas Pertanian
Yogyakarta. Data lokasi pengambilan sampel dan
varietas padi dapat dilihat pada Tabel 1. Sampel biji
padi diambil dari petani dan kantor dinas terkait,
yang memiliki gejala berupa bercak cokelat di bagian
permukaan kulitnya. Sampel biji diambil secara acak
kemudian dicatat varietas serta nama daerah peng-
ambilan sampel.

Isolasi Burkholderia glumae dari Biji Padi

Biji padi yang menunjukkan gejala penyakit di-
gerus dan ditambahkan buffer salin (NaCl 8,5 g,
akuades steril 1). Suspensi tersebut kemudian ditum-
buhkan pada media selektif S-PG (1,3 g KH,PO,,
1,2 g Na,HPO,, 5 g (NH,4),SO,, 0,25 g MgSO0,.
7H,0, 24 mg Na,Mo00,.2H,0, 10 mg EDTA-Fe, 10 pg
L-cystine, 15 g agar, 10 g D-sorbitol, 50 mg phe-
neticilin potassium, 10 mg ampicilin sodium, 10 mg
cetrimide, 1 mg methyl violet dan 20 mg phenol
red) (Tsushima, 1996), dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 5—7 hari. Koloni yang memiliki karak-
teristik seperti tipe A (koloni bulat, cembung, dan
berwarna cokelat kemerahan) atau B (opalescens
dengan bagian tengah berwarna ungu atau ungu ke-
merahan), diambil dan dilakukan pemurnian pada
media agar King’s B (protease peptone 20 g, gliserol
15 ml, K,HPO,.H,0 1,5 mg, MgS0O,.7H,0 1,5 g,
agar 15 g, akuades 11 L) dan LB (tryptone 10 g,
NaCl 10 g, yeast extract 5 g, agar 20 g, akuades 1 L),
kemudian diinkubasikan pada suhu 37°C selama
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Tabel 1. Varietas padi dan lokasi pengambilan sampel biji padi yang digunakan untuk isolasi Burkholderia glumae

Varietas padi Lokasi pengambilan sampel biji padi
Ciherang, IR64, Mekongga Cirebon, Jawa Barat
Cibogo Purwakarta, Jawa Barat

Inpari 23, IR64, Memberamo
Ciherang, IR64

Pepe

Ciherang

Cibogo, Inpari 4, Inpari Sidenuk, IR64, Situ Bagendit

Ciherang, Logawa, Situ Bagendit

Klaten, Jawa Tengah
Purworejo, Jawa Tengah
Bantul, Yogyakarta
Kulon Progo, Yogyakarta
Banyuwangi, Jawa Timur
Jember, Jawa Timur

Ciherang Lumajang, Jawa Timur
Sembada China (Impor)
24-48 jam. Koloni yang bersifat diffusible non- HASIL DAN PEMBAHASAN

fluorescent yang menunjukkan koloni B. glumae
(Joko et al., 2000; Schaad et al., 2001) selanjutnya
dilakukan pengujian secara molekuler dengan
teknik polymerase chain reaction (PCR).

Identifikasi B. glumae Menggunakan Primer
Berdasarkan Daerah ITS

Total genom bakteri diisolasi dengan teknik
minipreparation DNA isolation (Joko et al., 2011Db)
dan menggunakan isolat bakteri yang telah ditum-
buhkan pada media LB berumur 24 jam. DNA hasil
isolasi kemudian diamplifikasi dengan PCR meng-
gunakan primer 16-23S ribosomal DNA (rDNA)
ITS (BGF 5’- ACACGGAACACCTGGGTA-3’, dan
BGR 5’-TCGCTCTCCCGAAGAGAT-3") dengan
produk amplifikasi 400 pasang basa (Nandakumar
et al., 2009). Komposisi PCR dengan reaksi 25 pl
yang terdiri dari 12,5 pl mastermix PCR (BIOLINE
MyTaq HS Red Mix), ditambah dengan 1 pl masing-
masing primer, 9,5 ul nuclease free water, dan 1 pl
sampel. Proses amplifikasi menggunakan mesin
thermal cycler Esco Health Care. Program PCR
yang digunakan sebagai berikut: denaturasi awal
pada 94°C selama 10 menit, diikuti 30 siklus yang
terdiri dari 94°C selama 30 detik, 52°C selama 20
detik, dan 72°C selama 30 detik. Kemudian dilanjut-
kan dengan pemanjangan akhir pada suhu 72°C se-
lama 10 menit (Joko et al. 2007; Mahfut et al.,
2016). Visualisasi hasil PCR dilakukan dengan
memasukkan 8 ul sampel ke dalam lubang 1,5% gel
agarosa dan dielektroforesis pada voltase 70 V selama
55 menit. Pita DNA terlihat pada gel agarosa setelah
diberi pewarnaan dengan perendaman selama 20
menit dalam larutan ethidium bromide (Joko et al.,
2012; 2014).

Survei dan Pengambilan Sampel Biji Padi di
Berbagai Lokasi

Hasil survei di lapangan diperoleh 21 sampel biji
yang terdiri dari 11 varietas padi. Masing-masing
sampel diperiksa gejala yang terlihat pada bagian
permukaan luar biji. Gejala bercak cokelat pada
sampel biji [R64 asal Purworejo (IRP) dan Ciherang
asal Cirebon (ChgCM) dapat jelas terlihat pada per-
mukaan kulit biji (Gambar 1). Bercak cokelat ditemu-
kan pada pangkal bulir yang semakin meluas ke
bagian tengah biji. Bercak cokelat tidak terlalu jelas
terlihat pada sampel Inpari Sidenuk asal Banyuwangi
(InSB). Hal ini dapat disebabkan oleh adanya perbe-
daan tingkat keparahan penyakit dari masing-
masing sampel. Selain itu tingkat virulensi dari
strain B. glumae yang menginfeksi juga dapat
menghasilkan perbedaan kemunculan gejala pada
tanaman inang (Nandakumar et al., 2009).

Penyakit hawar malai atau busuk bulir menjadi
salah satu penyakit baru (emerging disease) di
dunia. Penyakit ini menyebabkan busuk pada benih,
perubahan warna cokelat pada pelepah daun. Bakteri
ini juga diketahui dapat menginfeksi dan menye-
babkan layu pada beberapa tanaman seperti tomat,
perila, cabai dan terong. Berbeda dengan bakteri
busuk lunak yang memproduksi enzim ekstraselular
sebagai faktor patogenisitasnya (Joko et al., 2018),
B. glumae diketahui menghasilkan toksin yang
diduga sebagai salah satu faktor virulensi (Jeong et
al.,20013). Dari beberapa penelitian diketahui bahwa
B. glumae menghasilkan tingkat infeksi yang tinggi
pada tahap pertumbuhan akhir, yaitu pada fase pem-
bungaan dan pembentukan bulir. Bakteri ini dapat
ditemukan pada bagian pelepah daun, namun tidak
terdeteksi pada permukaan daun. Populasi bakteri
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Gambar 1. Sampel biji padi varietas A) IR64, Purworejo (IRP), B) Ciherang, Cirebon (ChgCM), dan C) Inpari Sidenuk,
Banyuwangi (InSB); biji padi yang terinfeksi Burkholderia glumae memiliki ciri bercak cokelat di bagian

pada pelepah daun bervariasi mulai dari jumlah
yang sedikit hingga mencapai 10° CFU/g. Populasi
tersebut semakin tinggi pada bagian spikelet tanaman.
B. glumae mengkolonisasi pada permukaan pangkal
lodicula yang merupakan dua daun mahkota yang
telah berubah bentuk dan permukaan dalam /emma
(Tsushima, 1996).

Penelitian yang dilakukan oleh Cottyn et al. (1996)
terhadap benih padi yang diberi perlakuan inoku-
lum B. glumae, menunjukkan bahwa terjadi penu-
runan daya kecambah pada benih yang telah diberi
perlakuan tersebut. Infeksi B. glumae dapat menye-
babkan busuk pada masa perkecambahan. Selain itu,
bibit padi yang terinfeksi juga akan tumbuh lebih
kecil dan terdapat bercak busuk berwarna cokelat
pada bagian pelepah. Daun mengalami perubahan
morfologi menjadi keriting, melengkung dan memutih
pada 1 hingga 2 minggu setelah inokulasi.

Karakteristik B. glumae dari Biji Padi

Isolat-isolat yang ditumbuhkan pada media selektif
S-PG berwarna cokelat kemerahan dan ungu ke-
merahan. Sebanyak 8 isolat yang memiliki karak-
teristik morfologi sesuai dengan B. glumae diperoleh
dari hasil isolasi benih. Isolat tersebut berasal dari
beberapa wilayah di Jawa yaitu Cirebon, Purworejo
dan Banyuwangi. Dari keseluruhan isolat yang
diperoleh, sebanyak lima isolat memiliki tipe koloni
A yaitu berwarnae coklat kemerahan dan tiga isolat
lainnya termasuk dalam tipe B yaitu opalescens
berwarna ungu kemerahan. Kedua tipe ini tidak
membedakan virulensi karakter isolatnya, namun
hanya merupakan variasi fenotip dari masing-masing
strain (Tsushima et al., 1986). Isolat yang tumbuh

dengan ciri morfologi tipe A yaitu InSB.1a, InSB.2a,
InSB.6a, IRP.6b dan ChgCM.4, sedangkan isolat
tipe B yaitu InSB.3a, InSB.5a, dan IRP.3 (Gambar 2).

Media selektif S-PG ini dikembangkan oleh
Tsushima (1996), untuk mendeteksi dan mengamati
tipe koloni yang tumbubh, yaitu tipe A dan B. Hasil
identifikasi terhadap isolat B. glumae yang diisolasi
dari beberapa wilayah di Jepang menunjukkan
bahwa isolat dari wilayah selatan memiliki karak-
teristik koloni tipe A, sedangkan koloni tipe B dapat
ditemukan hampir di seluruh wilayah Jepang.

Pada proses pemurnian dan peremajaan, isolat
bakteri dengan ciri morfologi yang sesuai ditum-
buhkan pada media agar LB dan King’s B, dan di-
inkubasi pada suhu 37°C. Morfologi koloni B. glumae
yang tumbuh pada media agar LB atau King’s B
berwarna putih kusam hingga krem, berbentuk bulat
dengan permukaan cembung dan mengkilap, serta
bersifat diffusible non-fluorescent (Gambar 3). Dari
ciri morfologi koloni yang tumbuh pada media
selektif S-PG dan media LB atau King’s B, dapat
terlihat perbedaan tingkat pigmen kuning yang di-
hasilkan (Tabel 2). Pada isolat tipe A umumnya tidak
menghasilkan pigmen kuning yang difussible bila
ditumbuhkan pada media LB dan King’s B, sedang-
kan isolat tipe B menghasilkan pigmen kuning yang
terlihat jelas. Pigmen kuning ini juga dihasilkan
pada saat isolat tersebut ditumbuhkan pada media
selektif S-PG.

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
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Gambar 2. Isolat hasil isolasi sampel biji padi: a) InSB.1a, b) InSB.2a, ¢) InSB.3a, d) InSB.5a, ¢) InSB.6a dan f) IRP.3;
koloni Burkholderia glumae yang tumbuh pada media S-PG menghasilkan ciri morfologi yang spesifik

yaitu tipe A dan B

Gambar 3. Isolat Burkholderia glumae yang diisolasi dari sampel biji padi: (1) IRP.3, (2) IRP.6b, (3) InSB.3a, dan (4)
InSB.6a, serta isolat B. glumae koleksi Lab. Bakteriologi Balai Besar Uji Standar Karantina Pertanian: (5)
436.10 dan (6) 479.6; isolat-isolat tersebut memiliki karakteristik morfologi koloni yaitu warna koloni yang

bersifat diffusible pada media

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.
Penelitian yang dilakukan oleh Nandakumar et al.
(2009) terhadap 294 isolat Burkholderia memperli-

hatkan sebanyak 20 isolat B. glumae bersifat non-
patogenik. Isolat Burkholderia yang patogenik umum-
nya menghasilkan pigmen kuning yang diidenti-
fikasi sebagai senyawa toxoflavin, sedangkan isolat
nonpatogen tidak menghasilkan pigmen tersebut.
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Jeong et al. (2003), pigmen kuning yang dihasilkan
oleh koloni B. glumae merupakan toxoflavin yang
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Tipe koloni Morfologi koloni pada media agar LB
Kode isolat ada i iffusi
medria S-PG Bentuk kl(;il)) rlli Elevasi Warna Dpf{?gr L:;Z:llte
ChgCM.1 A Bulat halus cembung putih pucat -
ChgCM.2 A Bulat halus cembung kuning pucat -
ChgCM.3 A Bulat halus cembung putih pucat -
ChgCM 4 A Bulat halus cembung putih pucat v
ChgCM.5 A Bulat halus cembung putih pucat -
ChgCP.2 A Bulat halus cembung putih pucat -
ChgCP.3 A Bulat halus cembung krem -
ChgCP4 B Bulat halus cembung krem -
ChgCP.5 B Bulat halus cembung krem -
ChgCP.6 A Bulat halus cembung krem -
IRC.1 A Bulat halus cembung krem -
IRC.2 B Bulat halus cembung putih pucat -
IRC.3 B Bulat halus cembung krem -
IRCA4 B Bulat halus cembung putih pucat -
IRC.5 A Bulat halus cembung putih pucat -
MkgC.2 A Bulat halus cembung krem -
MkgC.3 A Bulat halus cembung krem -
MkgC.1b B Bulat halus cembung kuning pucat -
MkgC.2b A Bulat halus cembung krem -
CbP.5 B Bulat halus cembung putih pucat v
ChgP.2 B Bulat halus cembung krem -
ChgP.3 B Bulat halus cembung krem -
ChgP.4 B Bulat halus cembung krem -
ChgP.5 B Bulat halus cembung krem -
ChgP.6 B Bulat halus cembung krem -
ChgP.7 A Bulat halus cembung krem -
ChgP.8 A Bulat halus cembung krem -
IRP.3 A Bulat halus cembung kuning pucat v
IRP.4 B Bulat halus cembung krem -
IRP.5 B Bulat halus cembung krem -
IRP.6 B Bulat halus cembung kuning pucat -
IRP.2a A Bulat halus cembung kuning pucat -
IRP.3a A Bulat halus cembung krem -
IRP.4a B Bulat halus cembung krem -
IRP.5a B Bulat halus cembung krem -
IRP.6a A Bulat halus cembung krem -
IRP.7a B Bulat halus cembung krem -
IRP.8a B Bulat halus cembung krem -
IRP.9a B Bulat halus cembung krem -
IRP.10a B Bulat halus cembung kuning pucat -
IRP.1b B Bulat halus cembung krem -
IRP.2b B Bulat halus cembung kuning pucat -
IRP.3b B Bulat halus cembung kuning pucat -
IRP.4b B Bulat halus cembung kuning pucat -
IRP.5b B Bulat halus cembung krem -
IRP.6b A Bulat halus cembung krem -
Pe.1 A Bulat halus cembung kuning pucat -
Pe.2 B Bulat halus cembung krem -
Pe.3 A Bulat halus cembung krem -
Pe4 A Bulat halus cembung krem -
Pe.5 B Bulat halus cembung krem -
Pe.6 A Bulat halus cembung krem -
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Tabel 2. Morfologi koloni isolat bakteri hasil isolasi sampel biji padi (lanjutan)
Tipe koloni Mortolog1 koloni pada media agar LB
Kode isolat ada i ifisi
medI;a S-PG Bentuk kl(;T(I)) Illi Elevasi Warna %{ZZZZQ
Pe.7 B Bulat halus cembung krem -
Pe.8 B Bulat halus cembung krem -
Pel.2 B Bulat halus cembung putih pucat v
Pel.3 B Bulat halus cembung putih pucat -
Pel 4 B Bulat halus cembung putih pucat 4
Pe2.1 B Bulat halus cembung putih pucat v
Pe2.3 A Bulat halus cembung krem v
Pe2.4 A Bulat halus cembung krem 4
ChgKP.2 A Bulat halus cembung kuning pucat -
ChgKp.3 A Bulat halus cembung kuning pucat -
ChgKp.4 B Bulat halus cembung krem -
ChgKp.5 B Bulat halus cembung krem -
ChgKp.7 B Bulat halus cembung krem -
CbgB.2 B Bulat halus cembung putih pucat -
CbgB.3 A Bulat halus cembung putih pucat -
In4B.3 B Bulat halus cembung putih pucat -
In4B.4 B Bulat halus cembung putih pucat -
In4B.1b B Bulat halus cembung krem -
In4B.2b B Bulat halus cembung krem -
In4B.3b B Bulat halus cembung putih pucat -
In4B.4b B Bulat halus cembung krem -
InSB.3 A Bulat halus cembung kuning pucat -
InSB.4 A Bulat halus cembung kuning pucat -
InSB.1a B Bulat halus cembung kuning pucat 4
InSB.2a B Bulat halus cembung krem 4
InSB.3a A Bulat halus cembung krem 4
InSB.4a A Bulat halus cembung krem v
InSB.5a A Bulat halus cembung krem 4
InSB.6a A Bulat halus cembung krem v
InSB. 1b A Bulat halus cembung krem -
InSB. 2b B Bulat halus cembung kuning pucat -
InSB. 3b B Bulat halus cembung krem -
InSB. 4b B Bulat halus cembung krem -
InSB. 5b A Bulat halus cembung krem -
InSB. 6b A Bulat halus cembung krem -
IRB.4 A Bulat halus cembung krem -
SBB.1b A Bulat halus cembung krem -
SBB.2b A Bulat halus cembung krem -
SBB.3b B Bulat halus cembung krem -
SBB.4b B Bulat halus cembung kuning pucat -
Chgl.1b B Bulat halus cembung krem -
Chgl.2b B Bulat halus cembung putih pucat -
Chgl.3b B Bulat halus cembung krem -
ChgJ.4b A Bulat halus cembung krem -
Chgl.5b B Bulat halus cembung putih pucat -
CH.1 A Bulat halus cembung krem -
CH.2 A Bulat halus cembung krem -
SmCH.1b A Bulat halus cembung krem -
SmCH.2b A Bulat halus cembung krem -

Keterangan: Tipe A = bulat, cembung, dan berwarna coklat kemerahan

Tipe B = opalescens dengan bagian tengah berwarna ungu atau ungu kemerahan



Handiyanti et al.: Deteksi Molekuler Burkholderia glumae, Penyebab Penyakit Hawar Malai Padi 105

berperan terhadap patogenisitas B. glumae dalam
menginfeksi tanaman inang. Penelitian tersebut juga
memperlihatkan peranan toxoflavin dalam pato-
genisitas yang ditunjukkan dari gejala serta tingkat
keparahan penyakit yang dihasilkan. Perlakuan toxo-
flavin pada tanaman tomat, wijen, perila, terung dan
cabai dengan konsentrasi bertingkat menghasilkan
keparahan penyakit yang berbeda.
Deteksi B. glumae Menggunakan Primer Berdasarkan
Daerah ITS

Dari hasil elektroforesis (Gambar 4), terdapat
pita DNA dari masing-masing isolat uji yang letaknya
berada di bawah pita penanda ukuran 500 bp. Hal
ini sesuai dengan panjang basa produk amplifikasi
primer BGF/BGR yang berukuran 400 bp. Hasil
analisis PCR menunjukkan bahwa delapan sampel
isolat bakteri yang diuji dapat teramplifikasi oleh
primer BGF/BGR. Hal ini sesuai dengan penelitian
yang dilakukan Karki et al. (2012), yang melakukan
uji konfirmasi terhadap 24 isolat B. glumae meng-
gunakan primer BGF/BGR. Analisis pada daerah ITS
dan urutan basa 16-23S rDNA dapat digunakan
untuk mengidentifikasi dan membedakan isolat B.
glumae dari B. gladioli, karena B. gladioli juga
dapat menginfeksi tanaman padi dan menghasilkan

gejala yang mirip dengan gejala oleh infeksi B.
glumae. Selain itu, beberapa laporan menyatakan
bahwa B. gladioli juga dapat diisolasi dari tanaman
padi dan menyebabkan penyakit hawar malai kom-
pleks (Nandakumar et al., 2009).

Hasil analisis PCR ini juga menunjukkan bahwa
baik isolat tipe A maupun tipe B, dapat diamplifikasi
dengan baik menggunakan primer tersebut. Adanya
perbedaan pada morfologi koloni B. glumae yang
ditumbuhkan pada media agar dapat disebabkan oleh
adanya faktor fenotipik serta tingkat produksi toxo-
flavin yang berbeda oleh masing-masing strain (Jeong
et al., 2003; Karki et al., 2012). Dari hasil analisis
PCR juga diketahui bahwa B. glumae dapat di-
deteksi baik pada sampel biji yang memilki gejala
bercak cokelat (IRP dan ChgCM), maupun sampel
tanpa gejala (InSB).

Pada umumnya gejala perubahan warna (dis-
coloration) pada biji padi dapat digunakan sebagai
indikator adanya infeksi oleh bakteri patogen. Namun,
B. glumae juga dapat dideteksi pada sampel yang tidak
menghasilkan gejala. Fory ef al. (2013) melaporkan
bahwa dari 14 sampel biji yang tidak bergejala, ter-
dapat 3 sampel yang positif terinfeksi B. glumae.

Gambar 4. Visualisasi hasil amplifikasi DNA dengan primer BGF/BGR dengan hasil produk 400 bp; M= 1Kb,
1=InSB.1a, 2=InSB.2a, 3=InSB.3a, 4=InSB.5a, 5=InSB.6a, 6=IRP.3, 7=IRP.6b, dan 8=ChgCM.4, serta

12=436.10 (kontrol positif)
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KESIMPULAN

Isolat bakteri diperoleh dari hasil isolasi biji padi
yang diperoleh dari 11 varietas padi di Jawa Barat,
Jawa Tengah, Jawa Timur, dan Yogyakarta, yang
memiliki karakteristik morfologi berbeda. Hasil
PCR menggunakan primer BGF/BGR menunjukkan
bahwa delapan isolat yang diisolasi dari varietas [IR64
asal Purworejo, Ciherang asal Cirebon dan Inpari
Sidenuk asal Banyuwangi terdeteksi sebagai B.
glumae. Berdasarkan hasil penelitian, B. glumae
sudah terdeteksi di pada beberapa varietas padi
wilayah Jawa dan primer I'TS dapat digunakan untuk
mendeteksi keberadaan B. glumae baik pada biji padi
yang bergejala maupun tidak bergejala.
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