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ABSTRAK

KARAKTERISASI BAKTERI YANG BERASOSIASI DENGAN
Elaeidobius kamerunicus SERTA POTENSINYA SEBAGAI
ENTOMOPATOGEN DAN PELARUT FOSFAT

Oleh

Muhammad Naufal Hafidz

Penelitian ini dilakukan berdasarkan pentingnya peran Elaeidobius kamerunicus
sebagai serangga penyerbuk utama kelapa sawit serta potensinya sebagai bakteri
asosiasi yang dapat dimanfaatkan sebagai agens hayati ramah lingkungan.
Penelitian bertujuan untuk mengeksplorasi, mengisolasi, dan mengkarakterisasi
bakteri yang berasosiasi dengan E. kamerunicus serta mengevaluasi potensinya
sebagai entomopatogen dan pelarut fosfat. Penelitian dilaksanakan pada Agustus
2025 hingga Januari 2026 di Gedung Pusat Kajian Cassava, Kelapa Sawit, Tebu,
Kopi, Lada, dan Kakao, serta Laboratorium Bioteknologi Fakultas Pertanian,
Universitas Lampung. Sampel serangga dikoleksi dari Sumatera Barat, Sumatera
Utara, Sumatera Selatan, dan Lampung. Bakteri diisolasi pada media YPA dan
dikarakterisasi melalui pengamatan morfologi, uji Gram, oksidatif/fermentatif,
hipersensitif, soft rot, hipovirulen, serta kemampuan melarutkan fosfat pada media
Pikovskaya. Uji patogenisitas dilakukan terhadap larva Tenebrio molitor. Hasil
penelitian menunjukkan diperolehnya 177 isolat bakteri dengan keragaman
morfologi tinggi. Sebagian besar isolat tergolong Gram positif (71,75%) dan
bersifat fermentatif (61%). Sebanyak 65,53% isolat mampu melarutkan fosfat,
sedangkan hanya 1,69% isolat yang menunjukkan reaksi hipersensitif. Uji soft rot
menunjukkan 33% isolat bersifat pektinolitik dan sebagian besar tergolong
hipovirulen. Beberapa isolat menunjukkan aktivitas entomopatogenik terhadap
larva 7. molitor dengan mortalitas tertinggi mencapai 26,6%. Secara keseluruhan,
bakteri asosiasi E. kamerunicus memiliki keragaman karakteristik serta dan
berpotensi dikembangkan sebagai sumber agens hayati multifungsi untuk
mendukung pengendalian hayati berkelanjutan.

Kata kunci: bakteri asosiasi, biokontrol, Elaeidobius kamerunicus,
entomopatogen, pelarut fosfat.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF BACTERIA ASSOCIATED WITH
ELAEIDOBIUS KAMERUNICUS AND THEIR POTENTIAL AS
ENTOMOPATHOGENS AND PHOSPHATE-SOLUBILIZING BACTER

By:

Muhammad Naufal Hafidz

This study was conducted based on the important role of Elaeidobius kamerunicus
as the primary oil palm pollinating insect and the potential of its associated
bacteria as environmentally friendly biological agents. The study aimed to
explore, isolate, and characterize bacteria associated with E. kamerunicus and to
evaluate their potential as entomopathogenic and phosphate-solubilizing bacteria.
The research was carried out from August 2025 to January 2026 at the Cassava,
Oil Palm, Sugarcane, Coffee, Pepper, and Cocoa Research Center Building and
the Biotechnology Laboratory, Faculty of Agriculture, University of Lampung.
Insect samples were collected from West Sumatra, North Sumatra, South Sumatra,
and Lampung. Bacteria were isolated on YPA medium and characterized through
morphological ~ observation, Gram  staining, oxidative/fermentative,
hypersensitivity, soft rot, hypovirulence, and phosphate-solubilization tests on
Pikovskaya medium. Pathogenicity tests were conducted using Tenebrio molitor
larvae. The results showed that 177 bacterial isolates with high morphological
diversity were obtained. Most isolates were Gram-positive (71.75%) and
fermentative (61%). A total of 65.53% of the isolates were capable of solubilizing
phosphate, while only 1.69% exhibited a positive hypersensitivity reaction. The
soft rot test indicated that 33% of the isolates were pectinolytic, and most were
classified as hypovirulent. Several isolates exhibited entomopathogenic activity
against T. molitor larvae, with the highest mortality reaching 26.6%. Overall,
bacteria associated with E. kamerunicus exhibited diverse characteristics and
have the potential to be developed as multifunctional biological control agents to
support sustainable biological pest management.

Keywords: Elacidobius kamerunicus, associated bacteria, entomopathogen,
phosphate-solubilizing bacteria, biological control.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Elaeidobius kamerunicus (Coleoptera: Curculionidae) merupakan kumbang
penyerbuk utama pada tanaman kelapa sawit (Elaeis guineensis Jacq.) yang
diperkenalkan dari Kamerun ke kawasan Asia Tenggara pada awal 1980-an untuk
meningkatkan efektivitas penyerbukan. Secara taksonomi, serangga ini termasuk
dalam ordo Coleoptera dan famili Curculionidae yang dikenal sebagai kumbang
berbelalai dengan adaptasi morfologis khusus untuk berinteraksi dengan bunga
kelapa sawit. Struktur alat mulut yang memanjang memungkinkan serangga
menjangkau bagian dalam bunga sekaligus membawa serbuk sari dari bunga
jantan ke bunga betina, sehingga meningkatkan peluang fertilisasi. Selain itu, E.
kamerunicus memiliki siklus hidup holometabolous (telur, larva, pupa, dewasa)
yang sebagian besar berlangsung di dalam infloresensi jantan tanaman (Gintoron

et al.,, 2023).

Keberhasilan E. kamerunicus berperan penting dalam meningkatkan produktivitas
tanaman kelapa sawit. Sejak dikenalkan di Indonesia pada tahun 1982 serangga
ini terbukti mampu meningkatkan fruit set secara signifikan, bahkan hingga dua
kali lipat dalam kondisi tertentu (Nurindah, 2015). Oleh karena itu, keberadaan
serangga ini tidak hanya penting dalam ekologis, tetapi juga memiliki nilai

ekonomis yang tinggi dalam industri kelapa sawit

Peran penting tersebut tidak hanya berkaitan dengan aktivitas penyerbukan secara
langsung, tetapi juga dapat dipengaruhi oleh faktor biologis internal yang melekat
pada serangga tersebut. Selain berperan sebagai penyerbuk, serangga diketahui

memiliki komunitas mikroba simbion yang beragam. Mikroba simbion, termasuk

bakteri, dapat berperan penting dalam fisiologi inang, meningkatkan daya tahan



terhadap patogen, serta berpotensi sebagai agen hayati. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa bakteri berasosiasi pada serangga mampu menghasilkan
metabolit sekunder dengan aktivitas antibakteri, antijamur, maupun aktivitas
entomopatogenik (Da Silva et al., 2020). Hal ini membuka peluang untuk
mengeksplorasi bakteri yang berasosiasi dengan E. kamerunicus sebagai sumber

baru agens pengendali hayati.

Pengendalian organisme pengganggu tumbuhan dengan memanfaatkan agens
hayati berbasis bakteri semakin banyak diterapkan dalam sistem pertanian modern
karena dinilai lebih aman bagi lingkungan dibandingkan penggunaan pestisida
kimia sintetis. Beberapa bakteri seperti Bacillus thuringiensis dan spesies lainnya
telah dimanfaatkan sebagai bioinsektisida untuk mengendalikan beragam hama
serangga dan patogen tanaman. Mekanisme kerjanya umumnya melalui produksi
senyawa toksin atau protein spesifik yang bersifat selektif terhadap organisme
target, sehingga mampu menekan populasi hama tanpa menimbulkan dampak
berarti terhadap organisme non-target maupun keseimbangan ekosistem (Tomar

dkk., 2024).

Pengendalian hayati menggunakan mikroorganisme antagonis memiliki
keunggulan karena mampu memberikan perlindungan jangka panjang selama
populasi antagonis masih bertahan di lingkungan. Selain itu, metode ini ramah
lingkungan, mendukung sistem pertanian berkelanjutan, serta dapat mengurangi
ketergantungan pada pestisida kimia (Fitriana dkk., 2022). Dalam konteks ini,
eksplorasi bakteri yang berasosiasi dengan E. kamerunicus menjadi langkah
strategis untuk menemukan kandidat entomopatogen baru yang berpotensi

diaplikasikan dalam pengendalian hama secara biologis.

1.2 Rumusan masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Apakah bakteri yang berasosiasi dengan E. kamerunicus dapat diisolasi?
2. Bagaimana karakteristik fisiologi bakteri yang berasosiasi dengan E.

kamerunicus?



3. Apakah bakteri yang berasosiasi tersebut memiliki potensi sebagai
entomopatogen terhadap serangga uji?
4. Apakah bakteri yang berasosiasi tersebut memiliki potensi sebagai pelarut

fosfat?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengisolasi bakteri yang berasosiasi dengan E. kamerunicus,

2. Mengkarakterisasi bakteri yang diperoleh,

3. Mengevaluasi potensi bakteri yang berasosiasi dengan E. kamerunicus sebagai
entomopatogen, dan

4. Mengevaluasi potensi bakteri yang berasosiasi dengan E. kamerunicus sebagai

pelarut fosfat.

1.4 Kerangka pemikiran

Bakteri yang berasosiasi dengan serangga merupakan bakteri yang hidup pada
atau di dalam tubuh serangga inang, mencakup mikroba yang terdapat pada
kutikula, hemolimfa, usus, serta sel khusus yang disebut miketosit. Bakteri
simbion pada serangga umumnya memiliki keragaman spesies yang tinggi dan
berperan penting dalam proses nutrisi, pertumbuhan dan perkembangan, sistem
imun, reproduksi, serta berbagai aktivitas fisiologis lainnya dari inang (Douglas,
2015). Hubungan antara serangga dan mikroba berasosiasi merupakan hasil proses
ko-evolusi jangka panjang. Dalam banyak sistem, bakteri berasosiasi berkembang
tidak hanya sebagai penunjang nutrisi, tetapi juga sebagai sistem pertahanan
biologis inang. Komunitas mikroba pada serangga membentuk sistem
multiorganisme yang berfungsi mempertahankan stabilitas fisiologis dan ekologis
inang (Douglas, 2015). Dalam konteks ini, bakteri berasosiasi sering kali
menghasilkan metabolit sekunder dengan aktivitas antimikroba atau insektisidal

sebagai bagian dari mekanisme kompetisi dan proteksi.



Contoh klasik adalah genus Xenorhabdus dan Photorhabdus yang hidup
bersimbiosis dengan nematoda entomopatogen dan menghasilkan toksin
kompleks untuk membunuh serangga inang target. Hal ini menunjukkan bahwa
mikroba yang berasosiasi dengan organisme lain dapat menjadi sumber molekul
bioaktif yang sangat selektif (Da Silva et al., 2020). Eksplorasi bakteri yang
berasosiasi dengan E. kamerunicus dalam penelitian ini tidak dimaksudkan untuk
mengendalikan populasi serangga polinator tersebut, melainkan untuk
mengidentifikasi potensi metabolik bakteri yang mungkin memiliki aktivitas
entomopatogen terhadap serangga hama lainnya. Pendekatan ini sejalan dengan
konsep bioprospeksi mikroba, yaitu pemanfaatan sumber daya hayati untuk
menemukan agen biologis yang lebih selektif dan ramah lingkungan dibandingkan
pestisida sintetis (Lacey et al., 2015). Oleh karena itu, setiap kandidat isolat yang
berpotensi sebagai entomopatogen tetap memerlukan uji spesifisitas inang dan uji

keamanan hayati sebelum diaplikasikan dalam sistem pertanian.

Salah satu serangga yang telah dilaporkan memiliki bakteri simbion adalah
Nilaparvata lugen (Susanti dkk., 2024). Kajian mengenai struktur komunitas
mikrobioma yang berasosiasi dengan E. kamerunicus masih sangat terbatas.
Penelitian sebelumnya umumnya menggunakan pendekatan molekuler
dibandingkan karakterisasi fenotipik konvensional Putri dkk. (2022) melaporkan
isolasi bakteri kultur dari tubuh imago E. kamerunicus menggunakan media
pertumbuhan umum, kemudian identifikasi dilakukan berdasarkan analisis gen
16S rRNA. Hasil penelitian menunjukkan keberadaan berbagai bakteri yang
didominasi oleh genus Bacillus dan Lysinibacillus, serta beberapa bakteri Gram
positif lainnya. Selain itu, Rushidi dkk. (2023) melaporkan penelitian yang
berfokus pada deteksi dan karakterisasi molekuler endosimbion seperti Wolbachia
melalui penanda genetik spesifik. Namun demikian, laporan yang secara rinci
memaparkan karakterisasi fenotipik melalui uji biokimia konvensional seperti uji

Gram, katalase, oksidase, dan fermentasi karbohidrat masih sangat terbatas.

Metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri dari genus Xenorhabdus dan
Photorhabdus diketahui memiliki peran penting dalam meningkatkan tingkat

patogenisitas terhadap serangga inang. Berdasarkan analisis menggunakan metode



kromatografi gas—spektrometri massa (GC-MS), senyawa yang teridentifikasi
mencakup berbagai golongan kimia, seperti senyawa aromatik dan fenolik
(misalnya benzyl alcohol dan derivat fenol), senyawa indole seperti indole dan
tryptophol, senyawa amida seperti phenethylamide, serta kelompok asam lemak
seperti asam oktanoat dan asam heksadekanoat. Selain itu, juga ditemukan
senyawa heterosiklik yang mengandung unsur nitrogen dan sulfur, seperti
benzothiazole dan turunan pyrrolo-pyrazine, yang memiliki aktivitas biologis
yang tinggi. Senyawa-senyawa tersebut bekerja secara sinergis, bukan secara
individual, dalam menekan sistem imun serangga melalui penghambatan enzim
phospholipase A: (PLAz), yang berperan penting dalam jalur biosintesis
eikosanoid sebagai mediator utama respons imun. Akibat terhambatnya jalur
tersebut, kemampuan pertahanan serangga terhadap infeksi menurun secara
signifikan, sehingga memungkinkan bakteri berkembang lebih cepat di dalam

tubuh inang dan pada akhirnya menyebabkan kematian (Mollah et al., 2020).

Oleh karena itu, penelitian yang mengombinasikan pendekatan isolasi kultur, uji
biokimia, dan analisis molekuler diperlukan untuk memberikan gambaran yang
lebih komprehensif mengenai keragaman dan potensi fungsional bakteri yang
berasosiasi dengan E. kamerunicus. Identifikasi bakteri yang hidup di dalam tubuh
E. kamerunicus, terutama pada fase imago, menjadi penting mengingat peran
serangga ini dalam keberhasilan penyerbukan tanaman kelapa sawit. Selain itu,
kajian terhadap potensi fungsional bakteri tersebut, khususnya dalam bidang
pertanian, dapat menjadi dasar dalam pengembangan formulasi agens hayati yang

ramah lingkungan.

1.5 Hipotesis penelitian

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan di atas, hipotesis pada

penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Bakteri yang berasosiasi dengan E. kamerunicus memiliki keragaman
karakteristik morfologi dan fisiologi yang dapat dibedakan melalui uji

biokimia,



2. Bakteri yang berasosiasi dengan E. kamerunicus memiliki kemampuan
melarutkan fosfat, dan

3. Bakteri yang berasosiasi dengan E. kamerunicus memiliki potensi sebagai
entomopatogen.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Elaeidobius kamerunicus

E. kamerunicus (Coleoptera: Curculionidae) merupakan kumbang penyerbuk
utama kelapa sawit. Serangga ini berasal dari Kamerun, Afrika Barat, dan
diperkenalkan ke Indonesia pada tahun 1982 untuk meningkatkan efisiensi
penyerbukan kelapa sawit (Hutauruk dkk., 1982). Kehadirannya terbukti mampu
meningkatkan fruit set serta produksi minyak sawit secara signifikan. Klasifikasi,
E. kamerunicus adalah Kingdom Animalia, Filum Arthropoda, Kelas Insecta,
Ordo Coleoptera, Famili Curculionidae, Genus Elaeidobius, dan Spesies
Elaeidobius kamerunicus. Famili Curculionidae dikenal sebagai kelompok
kumbang moncong (weevil) yang memiliki ciri khas berupa rostrum memanjang,
antena bertipe genikulat (berbentuk siku), serta tubuh yang kompak dengan elytra
yang menutupi abdomen. Karakter morfologi tersebut menjadi dasar penting
dalam proses identifikasi dan penentuan kekerabatan spesies, baik melalui
pendekatan taksonomi konvensional maupun analisis filogenetik berbasis

morfologi dan molekuler (Efendi, 2022).

Genus Elaeidobius terdiri atas beberapa spesies yang umumnya berasosiasi
dengan tanaman palma. Namun, E. kamerunicus merupakan spesies yang paling
banyak dikaji karena perannya sebagai polinator utama kelapa sawit. Serangga ini
tergolong monofag, yaitu hanya mampu berkembang secara optimal pada satu
jenis tanaman inang, khususnya bunga jantan kelapa sawit (Sholehana, 2010).
Spesifisitas tersebut menjadikan E. kamerunicus sangat efektif dalam
meningkatkan keberhasilan pembuahan tanaman kelapa sawit. Selain perannya
sebagai penyerbuk, E. kamerunicus juga berpotensi menjadi reservoir mikroba
simbion yang dapat memberikan manfaat tambahan. Mikroba yang berasosiasi

dengan serangga penyerbuk berpotensi menghasilkan metabolit bioaktif yang



dapat dimanfaatkan sebagai kandidat agens pengendali hayati. Oleh karena itu,
eksplorasi mikroba yang berasosiasi dengan E. kamerunicus menjadi penting
untuk mengetahui potensi fungsionalnya dalam mendukung sistem pertanian

berkelanjutan.

2.2 Bakteri yang Berasosiasi dengan Serangga

Serangga memiliki hubungan erat dengan berbagai mikroorganisme simbion,
termasuk bakteri, yang dapat ditemukan di saluran pencernaan, kutikula, maupun
organ reproduksi. Bakteri simbion tersebut dapat memberikan berbagai
keuntungan bagi inang, antara lain membantu pencernaan, meningkatkan daya
tahan terhadap patogen, menyediakan nutrien tambahan, serta memproduksi

senyawa bioaktif (Douglas, 2015).

Hubungan antara serangga dan bakteri simbion merupakan hasil proses ko-evolusi
jangka panjang yang memungkinkan terbentuknya interaksi mutualistik. Dalam
beberapa kasus, bakteri simbion mampu menghasilkan senyawa yang melindungi
inang dari infeksi patogen. Pada serangga penyerbuk, bakteri simbion juga
berperan dalam mempertahankan kesehatan inang melalui produksi metabolit
antimikroba dan kompetisi dengan mikroorganisme patogen (Kaltenpoth and

Florez, 2020).

Beberapa bakteri simbion diketahui memiliki kemampuan sebagai antagonis
jamur patogen tanaman maupun sebagai entomopatogen bagi serangga hama
(Fitriana dkk., 2022). Hal ini menunjukkan bahwa bakteri simbion serangga tidak
hanya berperan dalam fisiologi inang, tetapi juga memiliki potensi aplikasi dalam
pengendalian hayati. Oleh karena itu, eksplorasi bakteri simbion serangga menjadi
salah satu pendekatan penting dalam menemukan sumber baru agens hayati yang

ramah lingkungan.

2.3 Potensi Entomopatogen

Entomopatogen merupakan mikroorganisme yang mampu menyebabkan penyakit

pada serangga. Kelompok entomopatogen meliputi bakteri, jamur, virus, dan



nematoda (Lacey et al., 2015). Penggunaan entomopatogen sebagai agens
pengendali hayati telah banyak diteliti karena sifatnya yang ramah lingkungan,
selektif terhadap serangga target, serta mampu mengurangi ketergantungan pada

insektisida kimia.

Beberapa bakteri entomopatogen yang telah dikenal luas antara lain Bacillus
thuringiensis, Photorhabdus sp., dan Xenorhabdus sp. Bakteri tersebut
menghasilkan toksin atau metabolit bioaktif dengan aktivitas insektisidal yang
mampu menyebabkan kematian pada serangga target (Raymond et al., 2010).
Mekanisme kerja bakteri entomopatogen umumnya melibatkan produksi toksin
yang merusak jaringan usus serangga, menyebabkan septisemia, atau menghambat
sistem imun serangga. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa bakteri simbion
yang berasal dari tubuh serangga lain juga dapat berfungsi sebagai
entomopatogen. Hal ini membuka peluang eksplorasi bakteri terhadap simbion E.
kamerunicus sebagai kandidat baru agens pengendali hayati. Dengan demikian,
isolasi dan karakterisasi bakteri yang berasosiasi dengan serangga penyerbuk ini
berpotensi menghasilkan sumber entomopatogen baru yang lebih selektif dan

ramah lingkungan.

2.4 Bakteri Pelarut Fosfat

Bakteri pelarut fosfat merupakan mikroorganisme yang mampu mengubah fosfat
tidak larut menjadi bentuk yang tersedia bagi tanaman. Proses ini terjadi melalui
berbagai mekanisme, antara lain pembentukan khelat, produksi asam organik,
serta sekresi enzim fosfatase (Wibowo et al., 2022). Produksi asam organik oleh
bakteri dapat menurunkan pH lingkungan sehingga melarutkan fosfat yang terikat

dengan kation logam seperti Al, Fe, dan Ca (Sugianto et al., 2018).

Meskipun fosfor banyak tersedia di dalam tanah, sebagian besar berada dalam
bentuk tidak larut sehingga sulit diserap tanaman. Sekitar 75% fosfor dari pupuk
dapat berikatan dengan partikel tanah dan menjadi tidak tersedia bagi tanaman.
Tanaman hanya dapat menyerap fosfor dalam bentuk ion H.PO4+~ atau HPO+*".
Keberadaan logam dalam tanah juga dapat menghambat ketersediaan fosfor.

Bakteri endofit berperan penting dalam meningkatkan ketersediaan fosfor melalui
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berbagai mekanisme, seperti pengasaman, pengikatan logam, pertukaran ion,
produksi asam organik, serta sekresi enzim fosfatase yang melepaskan fosfor dari

senyawa organik. (Soesanto dan Mugiastuti, 2023).

Ketersediaan fosfor yang cukup tidak hanya mendukung pertumbuhan tanaman,
tetapi juga dapat meningkatkan ketahanan tanamanterhadap serangan hama. Pada
tanaman kentang, fosfor mampu menurunkan tingkat kesesuaian tanaman sebagai
inang melalui perubahan metabolit sekunder seperti fenolik dan terpen.
Akumulasi senyawa fenolik, misalnya tanin dan lignin dapat berfungsi sebagai
penghalang makan (antifeedant) atau bahkan bersifat insektisida bagi serangga

herbivor (Facknath dan Lalljee, 2005).



III. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2025 hingga Januari 2026.
Kegiatan dilakukan di Gedung Pusat Kajian Cassava, Kelapa Sawit, Tebu, Kopi,
Lada dan Kakao, Fakultas Pertanian serta Laboratorium Bioteknologi Fakultas

Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi autoklaf, laminar air flow
(LAF), mikropipet, pinset, cawan petri, gelas beker, tabung erlenmeyer, tisu,
spidol, batang drigalski, plastik wrap, nampan, jarum ose, kaca preparat, tabung
reaksi beserta raknya, lampu bunsen, kapas, gelas ukur, pembakar bunsen, bor
gabus, rotamixer, microwave, timbangan digital, magnetic stirrer, penggaris,
aluminium foil, plastik tahan panas, gunting, karet gelang, pisau, kertas label,

polibag, toples, tabung mikro (microtube), serta alat tulis.

Bahan yang digunakan meliputi serangga E. kamerunicus, media potato dextrose
agar (PDA), yeast peptone agar (YPA), water agar (WA), media Pikovskaya,
potato peptone glucose agar (PPGA), media oksidatif/fermentatif (O/F), agar,
kentang, tisu, alkohol 70%, spiritus, air steril, larutan klorok, PBS (phosphate
buffered saline), asam laktat, daun tembakau, glukosa, yeast extract pepton, benih

mentimun, dan larva Tenebrio molitor.



3.3 Pelaksanaan Penelitian

Pelaksanaan penelitian meliputi pengambilan sampel yang dilakukan oleh orang
lain, isolasi bakteri, karakterisasi bakteri, pengujian kemampuan pelarut fosfat,

serta uji patogenisitas terhadap serangga indikator.

3.3.1 Pengambilan sampel

Sampel E. kameruncius diambil dari empat provinsi berbeda, yaitu Provinsi
Sumatera Barat (Kabupaten Pasaman Barat), Provinsi Sumatera Utara (Kabupaten
Asahan, Serdang Bedagai dan Simalungun), Provinsi Sumatera Selatan
(Kabupaten Banyuasin dan Muara Enim), dan Provinsi Lampung (Kabupaten
Lampung Selatan, Lampung Tengah, dan Pesawaran). Serangga sampel dikoleksi
menggunakan aspirator steril dan dimasukkan ke dalam wadah steril untuk

selanjutnya dibawa ke laboratorium.

3.3.2 Penyiapan media
3.3.2.1 Media YPA

Media YPA digunakan untuk isolasi bakteri. Komposisi media terdiri atas 10 g
pepton, 5 g yeast extract, 20 g agar batang, dan 1000 mL akuades. Seluruh bahan
dicampurkan dalam tabung erlenmeyer, kemudian ditutup dengan aluminium foil
dan disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm

selama 15 menit.

3.3.2.2 Media PPGA

Media PPGA digunakan untuk peremajaan isolat bakteri. Komposisi media terdiri
dari 200 g kentang, 3 g Na2HPO4-H20, 3 g NaCl, 0,5 g KH2POs, 5 g glukosa, 20 g
agar, dan 1000 mL akuades. Seluruh bahan dimasukkan ke dalam tabung
erlenmeyer, ditutup dengan aluminium foil, kemudian dipanaskan menggunakan
microwave hingga larut. Setelah homogen, media dituangkan ke dalam tabung
reaksi dan disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1

atm selama 15 menit.
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3.3.2.3 Media Oksidatif Fermentatif (O/F)

Media O/F digunakan untuk melakukan uji oksidatif-fermentatif (OF) pada
bakteri. Pembuatan media dilakukan dengan mencampurkan 9,38 g OF basal
medium, 10 g glukosa, dan 1000 mL akuades. Media kemudian dimasukkan ke
dalam erlenmeyer dan dipanaskan menggunakan microwave hingga larut.
Selanjutnya, media dituangkan ke dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 4
mL, dan disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1

atm selama 15 menit.

3.3.2.4 Media Pikovskaya

Media Pikovskaya digunakan untuk uji pelarut fosfat. Sebanyak 31,3 g media
Pikovskaya dilarutkan dalam 1000 mL akuades, dan 2 g agar batang ke dalam
erlenmeyer, kemudian disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan

tekanan 1 atm selama 15 menit.

3.3.3 Isolasi Bakteri dari E. kamerunicus

Serangga dimasukkan ke dalam tabung mikro 1,5 mL yang berisi 500 uL PBS
steril. Dua individu serangga digerus secara aseptik menggunakan pinset steril,
kemudian diinkubasi selama 15 menit. Suspensi bakteri diambil menggunakan ose
steril dan digoreskan pada media YPA dengan metode gores tiga kuadran hingga
diperoleh koloni tunggal. Koloni tunggal yang terbentuk kemudian dimurnikan

pada media PPGA.

3.3.4 Karakterisasi Bakteri
3.3.4.1. Uji Gram

Uji Gram dilakukan menggunakan metode KOH 3%. Satu ose isolat bakteri
berumur 24 jam diletakkan pada kaca preparat, kemudian ditambahkan 10 pL
larutan KOH 3% dan diaduk selama satu menit. Apabila terbentuk lendir, bakteri
dikategorikan Gram negatif, jika tidak terbentuk lendir, dikategorikan Gram
positif (Kurnia dkk., 2016).
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3.3.4.2. Uji Soft rot

Uji soft rot dilakukan untuk mengetahui apakah isolat bakteri merupakan
penyebab busuk lunak. Umbi kentang dipotong setebal =1 cm, lalu dicuci dengan
air mengalir selama 30 menit. Potongan kentang ditempatkan di dalam cawan
petri beralas tisu lembap. Isolat bakteri berumur 24 jam digoreskan menggunakan
pada permukaan kentang dan diinkubasi selama 24 jam. Terbentuknya pelunakan

jaringan menunjukkan hasil positif (Suharjo et al., 2022).

3.3.4.3. Uji Kemampuan Bakteri sebagai Pelarut fosfat

Pengujian ini bertujuan untuk menilai kemampuan bakteri yang berasosiasi
dengan E. kamerunicus dalam melarutkan fosfat dengan menggunakan media
Pikovskaya. Cawan petri yang telah berisi media diberi garis pembatas pada
bagian bawahnya sehingga terbagi menjadi empat bagian. Pada masing-masing
bagian diinokulasikan satu ose isolat bakteri. Pengamatan dilakukan selama tujuh
hari dengan mencatat terbentuknya zona bening di sekitar koloni bakteri. Zona
bening tersebut dijiplak menggunakan plastik transparan dan spidol, kemudian
luasnya diukur dengan bantuan kertas milimeterblok. Semakin besar diameter
zona bening yang muncul, semakin tinggi pula kemampuan bakteri dalam

melarutkan fosfat (Suartini dkk., 2015).

Indeks pelarutan fosfat (PSI) ditentukan dengan rumus yang dikemukakan

(Sharon et al., 2016) sebagai berikut:

_dk+dzb

PSI i

Keterangan:
PSI = Phosphate solvent indeks,
dk = diameter koloni, dan

dzb = diameter zona bening.

Efisiensi pelarutan kemudian diklasifikasikan berdasarkan nilai PSI. Menurut
Marra et al. (2012), bakteri dikategorikan memiliki kemampuan rendah apabila

PSI <2, sedang jika 2 < PSI <4, dan tinggi apabila PSI > 4.
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3.3.4.4. Uji Hipersensitif

Uji hipersensitif dilakukan untuk mengetahui apakah isolat bakteri bersifat
patogen pada tanaman. Prosedur pengujian dimulai dengan mengambil satu ose
isolat bakteri berumur 24 jam, kemudian disuspensikan dalam 0,5 mL air steril di
dalam tabung eppendorf 1,5 mL dan dihomogenkan menggunakan rotamixer.
Selanjutnya, sebanyak 0,5 mL suspensi bakteri diinokulasikan pada daun
tembakau dengan cara disuntikkan di antara lapisan epidermis menggunakan
jarum suntik 1 cc. Daun yang telah diinokulasi diberi label dan diinkubasi selama

24 jam.

Reaksi hipersensitif ditunjukkan dengan munculnya gejala nekrosis pada area
daun yang diinokulasi (Saadah dan Rahmadhini, 2023). Sebaliknya, jika tidak
terbentuk nekrosis, maka uji dinyatakan negatif, yang berarti bakteri tersebut tidak

berpotensi sebagai patogen tanaman (Marsaoli dkk., 2019).

3.3.4.5. Uji Oksidatif/Fermentatif (O/F)

Uji O/F (Oksidatif/Fermentatif) dilakukan untuk mengetahui apakah isolat bakteri
bersifat aerob atau anaerob. Pengujian menggunakan media O/F (basal medium)
yang dibuat dari campuran 9,8 g bubuk O/F Basal Medium, 10 g D-glukosa 1%,
dan 1000 mL akuades. Media tersebut kemudian dimasukkan ke dalam tabung

reaksi masing-masing 4 mL, lalu disterilisasi.

Isolat bakteri berumur 24 jam diambil dengan jarum ent dan diinokulasikan
dengan cara ditusukkan hingga dasar tabung, lalu jarum diangkat perlahan. Pada
salah satu tabung ditambahkan 1 mL minyak parafin steril, sedangkan tabung
lainnya dibiarkan tanpa penambahan parafin. Pengamatan dilakukan selama 7—14
hari. Apabila medium yang ditutup parafin berubah menjadi kuning, hal ini
menandakan bakteri mampu memantfaatkan karbohidrat dalam kondisi anaerob
melalui fermentasi, sehingga digolongkan sebagai bakteri fermentatif. Sebaliknya,
jika perubahan warna kuning hanya terjadi pada medium tanpa parafin, maka
bakteri memanfaatkan karbohidrat dalam kondisi aerob melalui oksidasi, sehingga

bersifat oksidatif (Arfiandi dan Tumbol, 2020).



16

3.3.4.6. Uji Hipovirulen

Pengujian hipovirulen dilakukan dengan menggunakan tanaman mentimun
sebagai tanaman indikator. Benih mentimun terlebih dahulu direndam dalam air
hangat bersuhu £40 °C selama 30 menit untuk memisahkan benih hampa dari
yang sehat. Selanjutnya, benih disterilisasi dengan perendaman dalam alkohol
70% selama 10 detik, kemudian dibilas tiga kali menggunakan akuades steril.
Benih steril dikecambahkan di atas nampan berisi kertas merang lembap, yang
ditutup dengan plastik wrap, dan dibiarkan selama dua hari hingga berkecambah.
Setelah berkecambabh, tiga kecambah dipindahkan ke dalam setiap cawan petri

berisi media Water Agar (WA) dan diinkubasi selama satu hari.

Suspensi bakteri disiapkan dengan mencampurkan satu ose isolat bakteri berumur
24 jam ke dalam 1 mL air steril di dalam tabung eppendorf, lalu dihomogenkan.
Sebanyak 10 pL suspensi bakteri tersebut diteteskan pada bagian hipokotil
masing-masing kecambah, dengan tiga kali ulangan. Pengamatan dilakukan setiap
hari selama 14 hari untuk melihat perkembangan gejala penyakit pada hipokotil.
Tingkat keparahan penyakit dihitung dengan menggunakan rumus Indeks

Keparahan Penyakit (DSI) (Supriyanto dkk., 2009):

DSI= =
Keterangan:
DSI: Disease Severity Index (Indeks Keparahan Penyakit),
N : Nilai tingkat keparahan penyakit pada masing-masing individu, dan

Z  :Jumlah individu yang diamati.

Apabila gejala yang timbul pada kecambah hanya sedikit (DSI < 2,0) (Tabel 1)
maka isolat tersebut termasuk sebagai isolat yang hipovirulen atau bakteri yang

tidak termasuk patogen atau bakteri yang memiliki virulensi rendah (Suharjo et

al., 2018).
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Tabel 1. Skor keparahan penyakit

Skor Gejala
0 Sehat, tidak ada infeksi pada hipokotil
1 Satu atau dua bercak coklat muda berukuran <0, 25 cm
2 Bercak coklat terang (ukuran 0,25-0,5 cm) luas daerah basah

pada kecambah < 10%

3 Bercak coklat terang sampai gelap (ukuran > 1 cm) luas
daerah basah pada kecambah 10-100%

4 Bercak hitam pada hipokotil, daun layu dan bibit mati

3.3.4.7. Uji Patogenisitas terhadap Serangga Uji

Uji patogenisitas dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri dalam
menginfeksi dan menyebabkan kematian pada serangga. Serangga indikator yang
digunakan adalah larva T. molitor dengan ukuran seragam dan digunakan 60 larva
per 1 isolat bakteri. Menurut (Risdiyanti et al., 2022), T. molitor termasuk ordo
Coleoptera dan dikenal sebagai salah satu inang alternatif bagi entomopatogen.
Sementara itu, Canteri de Souza et al. (2018) menyebutkan bahwa 7. molitor
memiliki sejumlah keunggulan sebagai organisme model dalam mempelajari
interaksi mikroba patogen. Pertama, larva ini dapat dipelihara pada suhu 37°C,
yang penting untuk menginduksi faktor virulensi banyak patogen. Kedua,
ukurannya relatif besar sehingga memungkinkan pengambilan hemolimfa dalam
volume yang cukup (5-10 pL/larva). Ketiga, larva yang terinfeksi dan mati akan
berubah warna menjadi cokelat akibat proses melanisasi, sehingga gejala
kematian mudah dikenali. Selain itu, 7. molitor mudah diperoleh, dipelihara, dan
sering digunakan sebagai serangga indikator dalam uji awal potensi

entomopatogen.

Metode uji dilakukan dengan cara penyemprotan. Suspensi bakteri berumur 24
jam disiapkan dengan kepadatan sekitar 107 CFU/mL. Isolat bakteri terlebih
dahulu ditumbuhkan dalam 5 mL media YP Broth dan diinkubasi menggunakan
shaker selama 24 jam. Kultur tersebut kemudian dipindahkan ke 5 mL media YP
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Broth dan kembali diinkubasi dengan shaker selama 6 jam. Suspensi hasil
perbanyakan dimasukkan ke dalam botol semprot, lalu diaplikasikan sebanyak 1,5
mL pada larva uji dengan jarak semprot 5—10 cm. Setiap isolat diuji dalam tiga
kali ulangan, masing-masing dengan sepuluh ekor larva. Setelah perlakuan, larva
diberi pakan dan dipelihara hingga 14 hari untuk diamati tingkat mortalitasnya.
Larva yang mati selama periode pengamatan dianggap menunjukkan adanya
potensi patogenitas dari bakteri yang diuji. Kemudian untuk perlakuan kontrol,

larva disemprotkan menggunakan air steril.

Persentase mortalitas larva dihitung dengan rumus sebagai beriku:

% Mortalitas = (35222992t 1600,

serangga uji



V.SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

1. Diperoleh bakteri yang berasosiasi dengan imago E. kamerunicus dari empat
provinsi yang berbeda sebanyak 177 isolat telah berhasil diisolasi.

2. Bakteri yang beraosiasi dengan E. kamerunicus mampu melarutkan fosfat
terbukti dengan hasil uji pelarut fosfat sebanyak 116 isolat mampu melarutkan
fosfat dengan tingkat PSI yang variative, dan

3. Bakteri yang beraosiasi dengan E. kamerunicus mampu menyebabkan
mortalitas pada serangga uji terbukti dengan hasil uji patogenisitas sebanyak
115 isolat mampu menyebabkan mortalitas dengan persentase yang variatif dan

10 1solat terbaik dapat menyebabkan mortalitas >15%.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilkakukan diperlukan uji lanjut mengenai
isolat-isolat bakteri yang diperoleh seperti menguji isolat tersebut ke hama-hama
kelapa sawit seperti Oryctes rhinoceros, Sethotosea asigna, dan Metisa plana dan
pengujian ke serangga E, kamerunicus sendiri serta mengidentifikasi isolat bakteri

tersebut agar dapat menambah riset dan pengembangan perkebunan kelapa sawit.
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