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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui identitas, karakter dan kisaran inang 

bakteri penyebab penyakit busuk pangkal batang padi.  Penelitian dilaksanakan 

pada Desember 2019 sampai Juli 2020 di Laboratorium Bioteknologi Pertanian 

dan Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas 

Lampung.  Dua isolat bakteri yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari 

Talang Padang, Lampung. Identifikasi dilakukan berdasarkan hasil uji biokimia 

dan analisis sekuens menggunakan recA.  Uji kisaran inang dilakukan terhadap 20 

spesies tanaman yang berbeda.  Hasil uji patogenisitas menunjukkan bahwa isolat 

bakteri yang diteliti dapat menyebabkan penyebab busuk pangkal batang.  Hasil 

uji biokimia memperlihatkan bahwa isolat bakteri merupakan kelompok gram 

negatif, bersifat fermentatif, lechitinase negatif, soft rot positif, reaksi 

hipersensitif positif, fluoresensi pada media King’s B negatif, Arginin dyhidrolase 

positif, casein positif dan mampu tumbuh pada suhu 39 oC, dan 40 oC serta 

mampu menggunakan bahan organik M-Tartrate, L-Tartrate , L-Ascorbic Acid, 

Citrate sebagai sumber karbonnya.  Hasil identifikasi molekuler menggunakan 

sekuens recA menunjukkan bahwa kedua isolat bakteri yang diuji berada dalam 

satu kelompok dengan type strain dari Pectobacteriun aroidearum (CFBP2573).  

Hasil uji kisaran inang menunjukkan bahwa kedua isolat bakteri dapat 

menyebabkan gejala busuk pada caisim, labu siam, pakcoy, sawi putih, terong 

buah, tomat dan wortel.

 

 

                          Kata kunci : Busuk Pangkal Batabng padi, identifikasi molekuler, busuk pangkal 

batang padi, Pectobacteriun aroidearum, uji biokimia 
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I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

Padi merupakan salah satu komoditas tanaman pangan yang memegang peranan 

penting dalam kehidupan ekonomi Indonesia.  Beras yang dihasilkan dari padi 

sebagai tanaman pangan dikonsumsi kurang lebih 90% dari keseluruhan 

penduduk Indonesia sebagai makanan pokok sehari-hari (Saragih, 2001).  

Pesatnya laju pertumbuhan penduduk yang mencapai 1,94% per tahun (lebih dari 

237 juta jiwa pada tahun 2010 menurut data BPS) menyebabkan meningkatnya 

kebutuhan terhadap beras sementara pertumbuhan produksinya tidak sebanding 

dengan permintaan.  Peningkatan jumlah penduduk Indonesia sebesar 1,36% per 

tahun sehingga diperkirakan pada tahun 2020 dibutuhkan beras sebesar 35,97 juta 

ton dengan asumsi konsumsi 137 kg per kapita (Polakitan et al., 2011). 

 

Upaya peningkatan produksi tanaman padi selalu dihadapkan pada beberapa 

kendala yang salah satunya adalah penyakit tanaman.  Salah satu penyakit pada 

tanaman padi  yaitu penyakit busuk pangkal batang.  Pada tahun 1965, Goto 

(1965) melaporkan serangan patogen yang menyebabkan gejala busuk pangkal 

batang padi di Bogor.  Hasil identifikasi berdasarkan uji biokimia menunjukkan 

bahwa penyebab penyakit tersebut merupakan Erwinia carotovora 

(Pectobacterium carotovorum).  Selain disebabkan oleh P. carotovorum.  
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Penyakit busuk pangkal batang juga dilaporkan dapat disebabkan oleh 

E.chrysathemi pv. zeae (Dickeya zeae).  Laporan tentang D. zeae sebagai 

penyebab busuk pangkal batang padi pertama dilaporkan oleh Goto (1979). 

 

Menurut Goto (1965) tahap awal penyakit busuk pangkal batang padi ditandai 

dengan adanya perubahan warna coklat tua pada selubung daun dan 

menguningnya daun yang membentang dari selubung ini.  Munculnya selubung 

yang berubah warna mirip dengan pembusukan selubung bakteri, yang dapat 

disebabkan oleh beberapa bakteri yang berbeda.  Akan tetapi, penyakit baru ini 

berbeda dengan pembusukan selubung bakteri di mana organisme penyebab 

terutama menyerang pangkal batang dan menyerang tajuk secara sistemik, yang 

mengakibatkan pembusukan pangkal batang.  Bakteri patogen itu identik dalam 

banyak hal dengan Erwinia chrysanthemi Burkh., McFadden and Dimock. 

Di Laboratorium Bioteknologi Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Lampung 

terdapat koleksi isolat bakteri penyebab penyakit busuk pangkal batang padi yang 

ditemukan di Talang Padang pada tahun 2016.  Namun begitu, saat ini belum 

diketahui identitas, karakter dan kisaran inang dari isolat bakteri tersebut. 

 

1.2 Tujuan Penelitian  

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk mengetahui identitas, karakter 

serta kisaran inang bakteri penyebab penyakit busuk pangkal batang padi. 
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1.3 Kerangka Pemikiran 

Penyakit busuk pangkal batang padi pertama kali ditemukan di Bogor, Indonesia, 

pada tahun 1964.  Gejala penyakit ini mirip dengan "Bacterial bruzone disease" di 

Hungaria dan "Sheath brown" yang ditemukan di Jepang.  Kedua penyakit ini 

dilaporkan disebabkan oleh Pseudomonas oryzicola Klement.  Hasil investigasi 

lebih lanjut menunjukkan bahwa penyakit yang ditemukan di Indonesia  

disebabkan oleh strain Erwinia carotovora (Goto, 1965).  

Erwinia carotovora dan E. chrysanthemi merupakan dua spesies dari kelompok 

“Soft rot Erwinias”.  Kedua spesies ini merupakan salah satu kelompok patogen 

penting dan sangat merugikan yang menyerang berbagai jenis tanaman budidaya 

(Perombelon and Kelman, 1980).  Serangan patogen ini dapat mencapai 75% 

(Cerkauskas et al., 1998; Gracia-Garza et al., 2004; Tsror et al., 2009; Sahilah et 

al., 2008).  Taksonomi bakteri yang berbeda dalam kelompok “Soft rot Erwinias” 

terus mengalami perkembangan.  Saat ini, E. chrysanthemi dikelompokkan ke 

dalam genus Dickeya (Samson et al., 2005), sedangkan E. carotovora dimasukkan 

ke dalam genus Pectobacterium (Hauben et al., 1998; Gardan et al., 2003). 

Dickeya zeae dan Pectobacterium carotovorum merupakan dua spesies yang 

dilaporkan menyerang tanaman padi (Suharjo et al., 2014; Goto, 1965).  Selain 

menyerang padi, kedua spesies ini juga dilaporkan menyerang nanas, pisang, 

kentang, jagung, sawi putih, dan wortel (Ma et al., 2007; Samson et al., 2005; 

Suharjo et al., 2014).  Aeny et al. (2020) melaporkan bahwa D. zeae yang 

menyerang tanaman nanas mampu menginfeksi tanaman seledri, buah naga, 
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pisang, jambu, lidah buaya, buncis , tomat, kaktus, pakcoy, terong, bawang, kubis, 

selada, dan anggrek. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tanaman Padi  

Padi merupakan komoditas tanaman pangan penghasil beras yang memegang 

peranan penting dalam kehidupan ekonomi Indonesia.  Beras berperan sebagai 

makanan pokok yang sangat sulit digantikan oleh bahan pokok lainnya, sehingga 

keberadaan beras menjadi prioritas utama masyarakat dalam memenuhi kebutuhan 

asupan karbohidrat.  Padi dikonsumsi oleh kurang lebih 90% dari keseluruhan 

penduduk Indonesia untuk makanan pokok sehari-hari (Saragih, 2001).  

 

2.1.1 Taksonomi dan Morfologi Tanaman Padi 

Berdasarkan taksonominya, tanaman padi dapat diklasifikasikan sebagai berikut  

(Integrated Taxonomic Information System, 2020) : 

Kingdom  : Plantae  

Division  : Traceophyta 

Class   : Magnoliopsida 

Order   : Poales 

Family   : Poaceae 

Genus   : Oryza L. 

Spesies  : Oryza sativa L 

Morfologi atau bagian-bagian tanaman padi, terdiri dari: akar, daun, tajuk, batang, 

bunga, malai dan gabah.  Akar tanaman padi memiliki sistem perakaran serabut.  

Daun tanaman padi tumbuh pada batang dalam susunan yang berselang seling dan 
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terdapat satu daun pada tiap buku.  Daun teratas pada tanaman padi disebut daun 

bendera yang posisi dan ukurannya tampak berbeda dari daun yang lain.  Anakan 

padi tumbuh pada batang utama dalam urutan yang bergantian.  Bunga padi secara 

keseluruhan disebut malai.  Malai terdiri dari 8–10 buku yang menghasilkan 

cabang-cabang primer selanjutnya menghasilkan cabang-cabang sekunder.  Butir 

biji padi tanpa sekam (kariopsis) disebut beras.  Komponen utama butir biji adalah 

sekam, kulit beras, endosperm, dan embrio. 

 

2.1.2 Syarat Tumbuh Padi 

Tanaman padi tumbuh di daerah tropis/subtropis pada 45 oLU sampai 45 oLS 

dengan cuaca panas dan kelembapan tinggi dengan musim hujan 4 bulan.  Rata-

rata curah hujan yang baik adalah 200 mm/bulan atau 1500-2000 mm/tahun.  Padi 

dapat ditanam di musim kemarau atau hujan.  Pada musim kemarau produksi 

meningkat asalkan air irigasi selalu tersedia.  Di musim hujan, walaupun air 

melimpah produksi dapat menurun karena penyerbukan kurang intensif.  Di 

dataran rendah padi memerlukan ketinggian 650 mdpl dengan temperatur 22 - 27 

oC sedangkan di dataran tinggi 650-1500 mdpl dengan temperatur 19 - 23 oC.  

Tanaman padi memerlukan penyinaran matahari penuh tanpa naungan.  Angin 

berpengaruh pada penyerbukan dan pembuahan tetapi jika terlalu kencang akan 

merobohkan tanaman (Maulidiya, 2015).  
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2.2 Penyakit Busuk Pangkal Batang Padi 

2.2.1 Gejala Penyakit  

Tahap awal gejala penyakit ini berupa perubahan warna coklat tua pada pelepah 

daun dan menguningnya daun yang membentang dari pelepah ini.  Munculnya 

pelepah yang berubah warna mirip dengan pembusukan pelepah bakteri, yang 

dapat disebabkan oleh beberapa bakteri yang berbeda (Goto, 1965).  Akan tetapi, 

penyakit baru ini berbeda dengan pembusukan pelepah bakteri di mana organisme 

penyebab terutama menyerang pangkal batang dan menyerang tajuk secara 

sistemik, yang mengakibatkan busuk akar.  Bakteri patogen tersebut identik dalam 

banyak hal dengan Erwinia chrysanthemi Burkh., McFadden and Dimock (Goto 

1965; Goto 1979; Samson et al., 2005; Suharjo et al., 2014). 

 

2.2.2 Penyebab Penyakit 

Patogen atau penyebab penyakit busuk pangkal batang padi menurut Goto (1965) 

merupakan E. carotovora (Pectobacterium carotovorum).  Selain disebabkan oleh 

P. carotovorum, penyakit busuk pangkal batang juga dilaporkan dapat disebabkan 

oleh E .chrysathemi pv. zeae (Dickeya zeae) (Goto, 1979). 

 

Pectobacterium adalah salah satu kelompok terpenting dari bakteri patogen 

tanaman dan telah dilaporkan di banyak negara.  Di Iran, 35 strains 

Pectobacterium berhasil diisolasi dari kentang, kubis, lada, wortel, bawang 

merah, ketimun, lobak dan tanaman inang tomat yang dibudidayakan di Provinsi 

Fars Iran, pada tahun 2013 (Akramipour, 2017). 
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Genus Pectobacterium saat ini terdiri dari 19 spesies yang diisolasi dari berbagai 

spesies tumbuhan dan air irigasi.  Genus Pectobacterium diusulkan pada tahun 

2003 oleh Gardan et al. (2003) yang membagi genus menjadi 5 spesies, yaitu P. 

carotovorum, P. atrosepticum, P. betavasculorum, P. wasabiae dan P. cacticidum 

(P. cacticida). 

 

Dickeya zeae adalah patogen utama yang menyebabkan penyakit busuk lunak 

pada berbagai jenis tanaman budidaya, antara lain kentang, nanas, pisang, jagung 

dan padi.  Saat ini Dickeya terdiri dari 8 spesies dan 2 supspesies, yaitu D. 

chrysanthemi, D. dianthicola, D. zeae, D. dadantii subsp. dadantii, D. dadantii 

subsp. dieffenbachiae, D. paradisiaca, D. solani (Zhou et al., 2015), D. 

poaciphilia dan D. oryzae (Wang et al., 2020). 

 

2.2.3 Penyebaran Penyakit 

Busuk pangkal batang padi adalah penyakit bakteri penting yang mempengaruhi 

produksi beras.  Penyakit ini pertama kali dilaporkan di Jepang kemudian 

dilaporkan menyebar ke negara-negara penghasil beras penting lainnya, termasuk 

Cina, Korea Selatan, Filipina, India, Indonesia, dan Bangladesh.  Penyakit ini 

telah menyebabkan kerugian yang signifikan di Cina sebelum tahun 1983, dimana 

di sebagian besar daerah penghasil beras utama di Cina yaitu di Provinsi Zhejiang, 

Shanghai, Jiangsu, Hubei, dan Fujian menjadi ancaman besar terhadap produksi 

beras (Zhang et al., 2020). 
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2.2.4 Perkembangan Penyakit 

Bakteri penyebab penyakit busuk pangkal batang dapat disebarkan oleh air dan 

angin yang terjadi selama hujan, juga dapat terbawa oleh ternak peliharaan, 

siput/keong, manusia, alat pertanian bekas dipakai pada tanaman sakit.  Penyebab 

penyakit busuk batang menyerang atau menginfeksi bagian batang tanaman yang 

menyebabkan terjadinya busuk pada batang sehingga batang tanaman padi mudah 

roboh atau rebah walau tidak terkena hujan atau angin sebelumnya (Yuliani dan 

Sudir, 2017).   

 

2.2.5 Pengendalian Penyakit 

Pengendalian penyakit busuk pangkal batang dapat dilakukan dengan beberapa 

metode yaitu kultur teknis dan kimiawi.  Secara teknis pengendalian dapat 

dilakukan dengan pengelolaan air secara berulang jangan terlalu digenangi dan 

dilakukan pengeringan lahan, kemudian jerami dan tunggul padi yang terkena 

penyakit busuk batang dibakar dengan tujuan agar penyakit tidak menyebar lagi 

ke tanaman baru di musim tanam berikutnya (BPTP Sumsel, 2020). 

 

Berdasarkan penelitian Yuliani dan Sudir (2017), varietas Sintanur lebih tahan 

terhadap gejala penyakit yellowing dan aplikasi pestisida nabati masing-masing 

berpengaruh nyata pada keparahan penyakit busuk batang pada umur padi 5 dan 7 

MST pada musim hujan 2015/2016. 
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III. BAHAN DAN METODE 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan dan 

Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.  

Penelitian dilaksanakan pada Desember 2019 sampai dengan Juli 2020. 

3.2 Bahan dan Alat 

 
Bahan yang digunakan yaitu isolat bakteri penyebab busuk pangkal batang padi  

(koleksi Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas 

Lampung), alkohol 70%, akuades, minyak parafin, NaCl, HCl, KOH 3%, 

Ethidium Bromide (EtBr), My taqTM red remix,  DNA primer RecA (RS1 dan RSS 

2), DNA leader, loading dye, TE, Bromthymol Blue  (BTB) 2%, SDS 10%, 

prokinase K, CTAB 2%, P:C:I, Agarose, air steril, kuning telur, umbi kentang, 

tomat, terong, sawi putih, sawi hijau, pakcoy, selada, timun, kubis, labu siam, 

buncis, bawang bombay, wortel dan cabai.  Pada penelitian ini juga digunakan 

beberapa media buatan untuk pengujian yaitu media King’s B, media 

oksidatif/fermentatif (O/F), Yeast Peptone Agar (YPA), Skim Milk Agar (SMA),  

Lecthitinase dan media Moeller.  Selain itu, digunakan beberapa bahan organik 

dalam penelitian 
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ini seperti Myo-innositol, M-tartrate, D - raffinose, D - arabinose, D-melibiose,  

inulin, L-tartrate, D-tatrate,  Mannitol, Glycerol, Strach, 5-Ketogluconate,  

Lactose, L-ascorbic acid dan Citrate. 

 

Alat yang digunakan antara lain Laminar Air Flow (LAF), rotamixer, timbangan 

elektrik, jarum ose, autoklaf, jarum ent, water bath, pinset, plastik tahan panas, 

tabung reaksi, erlenmeyer, bunsen, gelas ukur, nampan, spidol, pisau, penggaris, 

wrapping, tissue, alumunium foil, karet gelang, korek api, kapas, cawan petri dan 

alat tulis.  Alat yang digunakan untuk identifikasi molekuler yaitu cetakan gel 

agarose dengan ukuran 20 x 16 x 1 cm3, freezer, pipetmikro 0–1000 µl, tip pipet 

0–1000 µl, tabung ependorf 100 µl dan 1,5 mL, micro centrifuge, mesin PCR, alat 

elektroforesis dan Digi-doc- Imaging System. 

3.3 Metode Penelitian  

Dalam penelitian ini digunakan dua isolat bakteri penyebab busuk pangkal batang 

pada tanaman padi.  Kedua isolat tersebut merupakan koleksi Laboratorium 

Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.  Isolat yang 

digunakan pada penelitian ini adalah penyebab penyakit busuk pangkal batang 

padi dengan nama isolat Rice 3.1.1 dan Rice 3.3.2.  Isolat ini ditemukan di Talang 

Padang dan diisolasi pada tahun 2015.
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3.3.1 Uji Patogenisitas pada Tanaman Padi  

Pengujian patogenisitas pada tanaman padi dilakukan dengan tujuan untuk 

memastikan bahwa bakteri berhasil diisolasi benar merupakan bakteri penyebab 

busuk pangkal batang padi. Pengujian dilakukan dengan cara menginokulasikan 

isolat murni bakteri tersebut pada tanaman inang yang sehat. Sebanyak 1 ose 

biakan bakteri berumus 24 jam diambil dari media PPGA.  Isolat bakteri tersebut 

kemudian disuspensikan dengan 1 mL air steril di dalam tabung eppendorf 1.5 

mL. inokulasi dilakukan dengan cara menyuntikkan suspensi bakteri pada bagian 

pangkal batang padi yang sehat. Tanaman padi yang digunakan yaitu tanaman 

padi varietas Ciherang berumur 2–3 minggu.  Pengamatan dilakukan selama 21 

hari, yang dilakukan dengan mengamati gejala yang muncul.  Hasil uji 

patogenisitas dinyatakan positif apabila disekitar area bekas tusukan ditemukan 

gejala yang sama seperti tanaman padi yang terinfeksi. 

 

3.3.2 Identifikasi Isolat Bakteri   

Identifikasi isolat bakteri yang dilakukan dalam penelitian ini adalah uji biokimia 

dan identifikasi molekuler.  Pada uji biokimia terdapat 12 uji yang dilakukan, 

yaitu uji soft rot, uji gram, uji oksidatif/fermentatif (O/F), uji Lechitinase, uji 

reaksi hipersensitif, uji fluoresensi pada media King’s B, uji Arginin Dihydrolase 

(Moeller Media), uji casein, uji kemampuan tumbuh pada suhu 39 oC dan 40 oC 

serta uji menggunakan beberapa jenis bahan organik.  Pada identifikasi 

molekuler dilakukkan dengan beberapa tahapan yaitu ekstraksi DNA, amplifikasi 

menggunakan mesin PCR, elektroforesis dan visualisasi hasil PCR dan 
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sekuensing DNA dan analisis hasilnya (Suharjo, 2013).  Biakkan bakteri yang 

digunakan pada seluruh uji dalam penelitian ini adalah biakan bakteri yang 

berumur 24 jam pada media PPGA. 

3.3.2.1 Uji Biokimia  

3.3.2.1.1 Uji Soft rot 

 
Uji soft rot merupakan salah satu pengujian yang bertujuan untuk mengetahui 

bakteri yang diuji merupakan bakteri penyebab busuk lunak atau bukan.  Umbi 

kentang yang digunakan dalam pengujian ini, dipotong setebal 1 cm dan direndam 

pada air mengalir selama 35 menit untuk menghilangkan kotoran dan residu yang 

menempel.  Potongan umbi kentang diletakan dalam cawan petri yang telah di 

lapisi dengan tisu yang dilembapkan menggunakan akuades.  Selanjutnya, diambil 

sebanyak satu ose bakteri dan digoreskan pada bagian tengah permukaan umbi 

kentang.  Setelah itu, umbi kentang yang telah digores dengan bakteri, diinkubasi 

selama 24–48 jam.  Jika reaksi positif, maka akan muncul tanda pembusukan dan 

lendir pada bagian tengah umbi kentang (Lelliot and Stead, 1987; Ferfinia, 2010). 

 

3.3.2.1.2 Uji Gram 

 
Uji gram dengan menggunakan larutan KOH 3% bertujuan untuk mengetahui 

bakteri yang diuji termasuk dalam bakteri gram positif atau gram negatif.  Dalam 

pengujian ini kaca preparat dibersihkan dengan alkohol 70% dan 

dikeringanginkan di atas Bunsen.  Larutan KOH 3% kemudian diteteskan pada 

bagian atas kaca preparat sebanyak 1–2 tetes dan diambil satu ose biakan bakteri 

berumur 24 jam dicampurkan dengan larutan KOH 3% secara merata 
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menggunakan jarum ose.  Setelah rata, jarum ose diangkat perlahan-lahan setinggi 

± 1 cm.  Apabila bakteri tersebut lengket atau terangkat dan membentuk lendir 

bening maka bakteri tersebut termasuk dalam gram negatif, sedangkan jika bakteri 

tersebut tidak lengket maka termasuk gram positif (Lelliot and Stead, 1987; 

Masnilah et al., 2013). 

 

3.3.2.1.3 Uji Oksidatif/Fermentatif (O/F) 

 
Uji Oksidatif/fermentatif (O/F) merupakan salah satu bertujuan untuk mengetahui 

bakteri yang diuji termasuk dalam kelompok bakteri yang bersifat oksidatif atau 

fermentatif.  Pada pengujian ini, disiapkan 2 tabung reaksi untuk setiap isolat 

bakteri yang akan diuji.  Setiap tabung reaksi diisi dengan menggunkan media 

O/F masing-masing sebanyak 5 mL.  Biakan bakteri yang telah berumur 24 jam 

diambil dengan menggunakan jarum ent dan ditusukkan pada media O/F sampai 

ke dasar tabung, lalu salah satu tabung ditutup dengan minyak parafin dan tabung 

lainnya tidak ditutup dengan minyak parafin.  Selanjutnya, masing-masing tabung 

diinkubasi pada suhu 28 oC selama 7–14 hari dan diamati dengan melihat 

perubahan warna pada tabung yang ditutupi parafin maupun yang tidak ditutupi 

parafin.  Apabila terjadi perubahan warna dari hijau menjadi kuning hanya pada 

media uji tanpa minyak parafin berarti bakteri tersebut bersifat oksidatif, 

sedangkan apabila terjadi perubahan warna hijau menjadi kuning pada media yang 

ditutup dengan minyak parafin maupun yang tanpa minyak parafin berarti bakteri 

tersebut bersifat fermentatif (Lelliot and Stead, 1987; Masnilah et al., 2013). 
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3.3.2.1.4 Uji Lechitinase 

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 

menggunakan lechitin.  Pengujian lechitinase dilakukan dengan menuangkan 0,5 

ml egg yolk ke dalam cawan petri dan menambahkan 10 mL media YPA dengan 

suhu 45 oC lalu, dicampur secara merata.  Setelah itu, 1 ose bakteri dari media 

PPGA digoreskan pada media lechitinase dan diinkubasikan pada suhu 28 oC.  

Pengamatan uji lechitinase dilakukan selama 1–7 hari, jika pengujian 

menunjukkan reaksi positif akan terlihat zona putih buram yang menyebar di 

bagian tepi luar koloni bakteri (Desnidasari, 2015). 

 

3.3.2.1.5 Uji Reaksi Hipersensitif 

Uji reaksi hipersensitif merupakan salah satu pengujian untuk mengetahui sifat 

patogenik bakteri yang diuji.  Pengujian dilakukan dengan mengambil 1 ose isolat 

biakan murni bakteri dan disuspensikan dengan air steril 0,5 mL dalam tabung 

eppendorf 1,5 mL serta dihomogenkan menggunakan rotamixer.  Suspensi 

tersebut disuntikkan sebanyak 0,5 mL pada bagian bawah daun tanaman 

tembakau yang berumur sedang dengan menggunakan jarum suntik dan diberi 

label, kemudian diinkubasi selama 24–48 jam untuk diamati (Klement, 1990; 

Masnilah et al., 2013).  Selain itu, air steril juga disuntikkan pada daun tembakau 

sebagai kontrol.  Reaksi dari uji hipersensitf dinyatakan positif jika terbentuk 

gejala nekrotik pada jaringan daun, sedangkan jika jaringan daun tidak mengalami 

perubahan berarti hasil ujinya negatif (Habazar dan Rivai, 2004). 
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3.3.2.1.6 Uji Fluoresensi pada Media King’s B 

Uji fluoresensi pada media King’s B bertujuan untuk mengetahui kemampuan 

bakteri untuk mengeluarkan fluoresen.  Pengujian ini dilakukan dengan 

menggoreskan 1 ose biakan bakteri secara zig-zag pada media King’B, kemudian 

diinkubasi pada suhu 28 oC.  Selanjutnya, dilakukan pengamatan selama 24–72 

jam setelah inokulasi.  Pengamatan bakteri dlakukan pada ruang gelap 

menggunakan lampu UV dengan panjang gelombang 366 nm.  Reaksi dinyakatan 

positif apabila terjadi fluoresensi (muncul cahaya yang berpendar) pada biakan 

bakteri (Schaad et al., 2001). 

 

3.3.2.1.7 Uji Casein 

Uji casein dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri dapat menghidrolisis 

protein.  Media yang digunakan yaitu Skim Milk Agar.  Bahan yang digunakan 

yaitu 10 g bubuk Skim Milk Agar dan 100 mL akuades.  Pengujian dilakukan 

dengan mengambil 1 ose bakteri yang berumur 24 jam pada media PPGA dan 

digoreskan dalam media Skim Milk Agar, kemudian diinkubasi selama 24–48 hari 

dalam suhu 28 °C.  Reaksi positif ditandai dengan adanya zona bening disekitar 

koloni bakteri tersebut (Fardiaz, 1992). 

 

3.3.2.1.8 Uji Arginin dihydrolase (Moeller Media) 

Uji arginin dihydrolase merupakan suatu cara yang digunakan untuk mendeteksi 

pertumbuhan bakteri pada kondisi anaerob dalam media yang mengandung bahan 

kimia arginin.  Media yang digunakan pada uji ini, yaitu media Moeller 21 g (pH 

6,8) yang dilarutkan menggunakan akuades 1000 mL dalam erlenmeyer dan 



17 
 

dipanaskan.  Media yang sudah dipanaskan, kemudian dituangkan ke dalam 

tabung reaksi sebanyak 5 mL dan disterilkan menggunakan autoklaf selama 10 

menit dengan tekanan 1 atm.  Setelah itu,  biakan bakteri diambil menggunakan 

jarum ent dan diinokulasikan dalam media moeller dengan cara ditusukkan pada 

media hingga mencapai dasar tabung serta ditutup dengan minyak parafin steril.  

Selanjutnya, diinkubasi pada suhu 28 oC dan diamati selama 7–14 hari, bila reaksi 

positif akan ditandai dengan perubahan warna pada media menjadi warna ungu 

dan jika reaksi negatif media akan berubah warna menjadi kuning (Suharjo, 

2013). 

 

3.3.2.1.9 Uji Kemampuan Tumbuh pada Beberapa Suhu 

Uji kemampuan tumbuh pada beberapa suhu, dilakukan dengan menggunakan 

media YP pada suhu 39 oC, dan 40 oC.  Langkah dalam pengujian ini yaitu,  

dibuat suspensi bakteri dengan cara mengabil 1 ose biakan bakteri dan 

dicampurkan dengan air steril 0,5 mL dalam tabung eppendorf 1,5 mL dan  

kemudian dihomogenkan menggunakan rotamixer.  Setelah itu, suspensi bakteri 

diambil menggunakan jarum ose dan diinokulasikan pada media YP.  Kemudian, 

bakteri dalam media YP diinkubasi dalam water bath pada beberapa suhu yang 

telah ditentukan dan dilakukan secara bergantian.  Pengamatan dalam pengujian 

ini dilakukan selama 7 hari, apabila reaksi positif maka bakteri akan tumbuh dan  

ditandai dengan adanya perubahan warna pada media uji menjadi warna putih 

keruh (Oktaviana, 2018). 
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3.3.2.1.10  Uji Kemampuan untuk Menggunakan Beberapa Jenis Bahan 

Organik 

 
Pengujian bakteri pada beberapa jenis bahan organik bertujuan untuk mengetahui 

kemampuan tumbuh bakteri pada bahan organik tertentu.  Media yang digunakan 

dalam uji ini yaitu media Ayer’s dengan komposisi NH4H2PO4 1 g, KCl 0,2 g, 

MgSO4.7H2O 0,2 g, Bromthymol Blue (BTB) 2 % dan akuades sebanyak 1000 

ml.  Bakteri akan diuji dengan beberapa jenis bahan organik yang berbeda, seperti 

Myo-innositol, M-tartrate, D-raffinose, D-arabinose, D-melibiose, Inulin, L-

tartrate, D-tatrate, Mannitol, Glycerol, Strach, 5-Ketogluconate, Lactose, L-

ascorbic acid dan Citrate.  Pengujian dilakukan dengan mengambil 1 ose isolat 

bakteri yang disuspensikan dengan 0,5 mL air steril dalam tabung eppendorf 1,5 

mL dan dihomogenkan menggunakan rotamixer.  Selanjutnya, suspensi tersebut 

diambil dengan menggunkan jarum ent dan diinokulasikan pada media Ayer’s 

dengan cara ditusukkan pada media hingga mencapai dasar tabung.  Setelah itu,  

diinkubasikan pada suhu 28 oC selama 21 hari dan diamati dengan melihat 

perubahan warna media.  Jika terjadi perubahan warna media dari hijau menjadi 

kuning atau biru menyesuaikan bahan organik yang digunakan, artinya bakteri 

yang diujikan mampu menggunakan bahan organik tersebut (Suharjo, 2013). 

3.3.2.2 Identifikasi Molekuler 

Dua isolat pada penelitian ini digunakan sebagai representasi isolat yang akan 

diidentifikasi lebih lanjut secara molekuler.  Identifikasi molekuler dari isolat 

yang digunakan terdiri dari beberapa tahap yaitu ekstraksi DNA, amplifikasi DNA 
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dengan PCR, elektroforesis dan visualisasi hasil PCR serta sekuensing dan 

analisis hasil PCR.   

3.3.2.2.1 Ekstraksi DNA 

Ekstraksi bakteri dilakukan dengan cara manual, yaitu dengan mengambil satu ose 

bakteri dan dimasukkan ke dalam tabung berkapasitas 1,5 mL kemudian ditambah 

dengan 20 µl TE menggunakan mikropipet.  Campuran tersebut selanjutnya 

dihomogenkan,  ditambah dengan 10 mL SDS 10% + 3 mL prokinase K dan 

dihomogenkan lagi.  Tabung tersebut kemudian di inkubasikan dalam water bath 

dengan suhu 37 oC selama 60 menit.  Setelah diinkubasi, ditambahkan 100 µl 

NaCl lalu, dihomogenkan secara manual dan ditambah 80 µl CTAB 2% dan 

diinkubasi kembali dalam water bath dengan suhu 65 oC selama 10–15 menit 

sambil dihomogenkan setiap 10 menit.  Selanjutnya, tabung diambil dari water 

bath dan ditambah 720 µl CI ke dalam tabung, dikocok dengan tangan lalu 

dimasukkan ke dalam sentrifuse selama 5 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. 

Setelah itu, supernatan (cairan bening bagian atas) diambil dan dimasukkan ke 

dalam tabung baru berukuran 1,5 mL kemudian ditambah PCI sesuai dengan 

volume supernatan yang dimasukkan, lalu dihomogenkan dan disentrifuse selama 

5 menit dengan kecepatan 14.000 rpm.  Setelah disentrifuse, cairan supernatan 

diambil dan dipindahkan ke dalam tabung baru ukuran 1,5 mL, kemudian 

ditambahkan isopropanol 60% sesuai dengan volume supernatan yang didapat.  

Tabung yang berisi larutan tersebut dikocok/digoyang sampai homogen, 

kemudian diinkubasi selama 20 menit di dalam freezer.  Selanjutnya hasil 

inkubasi tersebut disentrifuse dengan kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit, 
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kemudian ditambah alkohol 70% dingin sebanyak 400 µl, disentrifuse kembali 

dengan kecepatan dan waktu yang sama.  Setelah disentrifuse, maka akan terlihat 

endapan (pelet) di bagian dasar tabung.  Supernatan pada larutan tersebut dibuang 

hingga menyisakan pelet di bagian dasar tabung, lalu pelet tersebut diinkubasi 

pada suhu ruang.  Setelah kering, pada tabung yang berisi pelet ditambahkan 20 µl 

TE. 

 

3.3.2.2.2 Amplifikasi DNA dengan PCR 

Proses amplifikasi DNA dilakukan degan mencampurkan 12,5 µl Master mix (Red 

mix) ke dalam tube 100 µl, lalu ditambahkan DNA primer recA yaitu RS1 

(TTCATRCGRATCTGGTTGAT) dan RS2 (ATCGCTCAATGGATGTTGAAA) 

(Suharjo et al., 2014) masing-masing sebanyak 1 µl, hasil ekstraksi DNA bakteri 

sebanyak 1 µl dan akuades steril 9,5 µl.  Larutan tersebut kemudian diamplifiaksi 

menggunakan mesin SensoQuest (Jerman).  Proses PCR terdiri dari 5 tahapan, 

yaitu inisiasi, denaturasi, annealing dengan suhu 56–58 oC, ekstensi dan elongasi.  

Tahap inisiasi dilakukan dengan suhu 95 oC selama 5 menit, dilanjutkan dengan 

tahap denaturasi dilakukan dengan suhu 94 oC selama 1 menit, tahap annealing 

dilakukan dengan suhu 56–58 oC selama 1 menit, kemudian tahap ekstensi dengan 

suhu 72 oC selama 1 menit dan tahap elongasi dengan suhu 72 oC selama 5 menit. 

Semua tahapan dilakukan dengan 1 siklus, kecuali tahap annealing dilakukan 

dengan 30 siklus.  
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3.3.2.2.3 Elektroforesis dan Visualisasi Hasil PCR 

Langkah pertama yang dilakukan dalam proses elektroforesis yaitu membuat gel 

agarose.  Sebanyak 0,1 g bubuk gel agarose 0,5% dilarutkan dengan 10 mL TBE 

dalam Erlenmeyer ukuran 100 mL, kemudian campuran tersebut dipanaskan dan 

ditunggu hingga mencapai suhu ruang.  Setelah itu, ditambahkan 1 µl Ethidium 

Bromide (EtBr 10 mg/ml), dikocok perlahan untuk menghomogenkan, lalu 

dituang pada cetakan dengan sisir agar terbentuk sumur – sumur.  Gel agarose 

padat kemudian dimasukkan dalam alat elektroforesis yang berisi larutan TBE.  

Pada sumur pertama, dimasukkan 3 µl DNA ladder dan sumur selanjutnya 

dimasukkan 3 µl ekstraksi DNA yang telah dicampur dengan 1 µl loading dye 

sebagai pemberat.  Selanjutnya dilakukan proses elektroforesis dengan tegangan 

50 volt selama 60–70 menit, tunggu hingga DNA bergerak sampai di tengah-

tengah baris ke 3 dan 4 dari ujung lawan.  Setelah proses elektroforesis selesai, 

hasilnya divisualisasikan dengan Digi – Doc – Imaging System.  Keberadaan 

profil DNA akan terlihat berupa pita terang. 

 

3.3.2.2.4 Sekuensing dan Analisis Hasil PCR 

Hasil PCR dikirim ke PT Genetika Science Jakarta untuk dilakukan sekuensing.  

Analisis hasil sekuensing dan pembuatan pohon filogeni dilakukan menggunakan 

program MEGA 6 (Kumar et al., 2016).  Pohon filogeni dibuat menggunakan 

Neighbor-Joining Method (Jukes and Cantor Model). 
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3.3.3 Uji Kisaran Inang 

Pada penelitian ini, uji kisaran inang dilakukan untuk mengetahui apakah isolat 

bakteri penyebab busuk pangkal batang padi dapat menyebabkan infeksi pada 

beberapa jenis tanaman lainnya.  Pengujian ini dilakukan dengan menyiapkan 

beberapa jenis tanaman yang banyak ditanam dan mudah ditemukan di Lampung, 

seperti umbi kentang, tomat, terong, sawi putih, sawi hijau, pakcoy, selada, timun, 

kubis, labu siam, buncis, bawang bombay, wortel dan cabai yang telah 

dibersihkan dan diletakkan dalam nampan.  Setelah itu, dibuat suspensi bakteri 

dengan mengambil 1 ose biakan bakteri dan ditambahkan air steril sebanyak 0,5 

mL ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL.  Isolat bakteri yang diuji mula-mula 

dibuat suspensi, selanjutnya di homogenkan dengan rotamixer.  Setelah homogen, 

suspensi tersebut diambil dan ditusukkan pada bagian tanaman yang diuji dengan 

menggunakan jarum suntik.  Semua bahan tanaman yang diuji disimpan dalam 

nampan dan ditutup dengan plastik wrap untuk menjaga kelembapan.  Jika 

tanaman yang diinokulasi dengan bakteri tersebut menunjukkan perubahan warna 

atau menampakkan gejala busuk basah, maka dikatakan bahwa isolat bakteri yang 

diuji dapat menginfeksi tanaman tersebut. 
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Kesimpulan 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa: 

1. Bakteri penyebab busuk pangkal batang padi merupakan bakteri Gram 

Negatif, bersifat fermentatif, lechitinase positif, soft rot positif, tidak 

berpendar pada media King’s B, Arginin dihydrolase positif, casein positif. 

Selain itu, kedua isolat bakteri mampu tumbuh pada suhu 39 oC dan 40 oC, 

serta mampu menggunakan, M-tartrate, L-tartrate , L-ascorbic acid , Citrate 

sebagai sumber karbonnya. 

2. Hasil identifikasi molekuler menunjukkan bahwa bakteri penyebab penyakit 

busuk pangkal batang padi di Talang Padang Provinsi Lampung merupakan 

Pectobacterium aroidearum. 

3. Selain tanaman padi, Pectobacterium aroidearum juga dapat menginfeksi 

padi, terong, sawi putih, caisim, pakcoy, labu siam, tomat, dan wortel. 

 

5.2 Saran 

 

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, disarankan perlunya dilakukkan uji 

kisaran inang lebih lanjut terhadap bakteri Pectobacterium aroidearum dan perlu 
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dilakukan pengujian terkait ketahanan beberapa varietas tanaman padi terhadap 

serangan Pectobacterium aroidearum. 
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