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ABSTRAK 
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DENGAN WERENG COKLAT (Nilaparvata lugens Stal.) YANG 

BERPOTENSI MENDEGRADASI INSEKTISIDA IMIDAKLOPRID  

DAN TRIFLUMEZOPYRIM 

 

 

Oleh 

 

SHERLY NUR JANNAH 

 

 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan, karakteristik, dan identitas 

bakteri simbion wereng coklat yang dapat menggunakan insektisida imidakloprid 

dan triflumezopyrim sebagai sumber karbonnya. Penelitian ini dilaksanakan pada 

Oktober 2023 sampai April 2024 di Laboratorium Bioteknologi Pertanian, 

Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Sebanyak sepuluh isolat bakteri diduga 

memiliki kemampuan untuk mendegradasi insektisida imidakloprid dan 

triflumezopyrim yang digunakan dalam penelitian ini. Karakterisasi dan 

identifikasi dilakukan berdasarkan hasil uji biokimia dan analisis sekuen 16S 

rDNA. Hasil uji biokimia menunjukkan bahwa sepuluh isolat bakteri bersifat 

gram negatif, oksidatif dan fermentatif, negatif hipersensitif, negatif soft rot, dan 

empat isolat bakteri mampu menggunakan beberapa bahan organik seperti D-

melibiose, D-raffinose, Tri sodium citrate dihydrate, Strach, D-arabinose, 

Glycerol, 5-Ketogluconate, Inulin, Mannitol, Myo-inositol, Ascorbic acid, dan 

Lactose. Hasil uji konfirmasi kemampuan bakteri untuk mendegradasi insektisida 

pada media air steril dan potato broth (PB) menunjukkan bahwa terdapat empat 

isolat bakteri (TL2.1, TL2.2, TL2.3, dan TL2(2).2) memiliki nilai absorbansi 

perlakuan lebih tinggi dibandingkan kontrol yang menunjukkan terjadinya 

pertumbuhan bakteri pada media yang ditambahkan insektisida triflumezopyrim, 

sedangkan pada media ayer’s terdapat satu isolat bakteri yaitu TL2.3 yang mampu 

menggunakan insektisida triflumezopyrim sebagai sumber karbonnya. Hasil 

analisis sekuen 16S rDNA menunjukkan bahwa representasi bakteri simbion pada 

wereng coklat yang mampu mendegradasi insektisida triflumezopyrim adalah 

Pseudomonas hibiscicola dan Serratia marcescens.  

 

 

 

Kata kunci: imidakloprid, Pseudomonas hibiscicola, Serratia marcescens,  

simbion, triflumezopyrim. 
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MOTTO 

 

 

 

“Allah tidak membebani seseorang melainkan sesuai dengan kesanggupannya.” 

(Q.S Al-Baqarah : 286) 

 

 

“Sesungguhnya bersama kesulitan itu ada kemudahan, maka apabila kamu telah 

selesai (dari suatu urusan), tetaplah bekerja keras (untuk urusan yang lain).” 

(Q.S Al-Insyirah : 6-7) 

 

 

“Selalu ada harga dalam sebuah proses. Nikmati saja lelah-lelahmu itu. Lebarkan 

lagi rasa sabar itu. Semua yang kau investasikan untuk menjadikan dirimu serupa 

yang kau impikan, mungkin tidak akan selalu lancar. Tapi, gelombang-gelombang 

itu yang nanti bisa kau ceritakan.” 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Padi merupakan tanaman pangan penting yang telah menjadi makanan pokok 

sebagian besar penduduk dunia. Di Indonesia, padi menjadi komoditas utama 

dalam menyokong pangan masyarakat (Sanjaya dkk., 2022). Berdasarkan data 

Badan Pusat Statistik (2022), produksi padi pada tahun 2021 yaitu sebesar 54,42 

juta ton Gabah Kering Giling (GKG) atau turun sebesar 233,91 ribu ton (0,43%) 

dibandingkan produksi padi tahun 2020.  

 

Penurunan produksi padi salah satunya disebabkan oleh hama. Wereng coklat 

(Nilaparvata lugens) merupakan salah satu hama yang menyerang tanaman padi 

(Alima’fuad dan Jadmiko, 2023). Hama ini sangat merugikan tanaman padi di 

Indonesia dengan luas serangan mencapai 2,5 juta ha (Oesman, 2020). Populasi N. 

lugens yang tinggi dapat menimbulkan puso/mati terbakar (hopperburn) (Senewe 

dkk., 2020). Sebagian besar petani di Indonesia menggunakan insektisida kimia 

untuk mengendalikan hama wereng coklat. Namun, penggunaan insektisida kimia 

memiliki beberapa dampak negatif terhadap komponen ekosistem lain (Mokoginta 

and Tumbelaka, 2021). 

 

Resistensi hama merupakan salah satu dampak negatif yang ditimbulkan dari 

penggunaan insektisida yang kurang bijaksana (Trisnaningsih, 2015). Resistensi 

merupakan suatu fenomena evolusi yang disebabkan oleh seleksi pada serangga 

yang diberi perlakuan insektisida secara terus menerus (Alfiah, 2011). Durasi 

proses resistensi pada serangga terhadap insektisida sangat bervariasi, dari hanya 

satu sampai dua tahun, hingga puluhan tahun. Resistensi insektisida berkembang
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setelah adanya proses seleksi yang berlangsung selama banyak generasi 

(Ishartadiati, 2022).  

 

Insektisida golongan neonikotinoid seperti imidakloprid telah digunakan untuk 

mengendalikan wereng sejak pertengahan tahun 1990-an di Asia Timur dan 

Indochina. Namun, diketahui bahwa insektisida tersebut menimbulkan resistensi 

terhadap wereng di Asia Timur dan Indochina (Matsumura and Sanada-Morimura, 

2010). Triflumezopyrim, insektisida golongan mesoionik baru telah menimbulkan 

resistensi yang rendah terhadap wereng coklat di Cina (Liao et al., 2020). 

Resistensi wereng coklat terhadap insektisida disebabkan oleh banyak faktor. 

Selain mutasi, resistensi wereng coklat diduga terkait dengan adanya bakteri 

simbion dalam tubuh wereng coklat yang mampu menggunakan senyawa 

insektisida menjadi sumber karbon untuk proses pertumbuhan, sehingga wereng 

coklat resisten terhadap insektisida (Baehaki dkk., 2016). 

 

Insektisida imidakloprid dan triflumezopyrim merupakan insektisida yang banyak 

digunakan di Indonesia. Dugaan resistensi akibat dari aplikasi insektisida tersebut 

sudah banyak dilaporkan. Hingga saat ini, informasi tentang bakteri simbion 

pendegradasi insektisida berbahan aktif imidakloprid dan triflumezopyrim pada 

wereng coklat belum pernah dilaporkan. Oleh karena itu, penelitian ini perlu 

dilakukan untuk mempelajari kemungkinan keberadaan bakteri simbion pada 

hama wereng coklat yang mampu menggunakan insektisida imidakloprid dan 

triflumezopyrim sebagai sumber karbonnya.  

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Mempelajari keberadaan bakteri simbion wereng coklat yang dapat 

menggunakan insektisida imidakloprid dan triflumezopyrim sebagai sumber 

karbonnya, 

2. Mempelajari karakteristik bakteri simbion wereng coklat yang dapat 

menggunakan insektisida imidakloprid dan triflumezopyrim sebagai sumber 

karbonnya, dan 
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3. Mengidentifikasi bakteri simbion wereng coklat yang dapat menggunakan 

insektisida imidakloprid dan triflumezopyrim sebagai sumber karbonnya. 

 

 

1.3 Kerangka Pemikiran 

 

Simbiosis merupakan interaksi antara makhluk hidup satu dengan yang lainnya 

dalam suatu lingkungan hidup yang dapat berupa mutualisme, komensalisme, dan 

parasitisme (Widiyati dkk., 2009). Simbiosis antara bakteri dengan serangga telah 

diketahui memberikan dampak biologis pada inangnya. Mikroorganisme yang ada 

pada tubuh serangga bertujuan untuk mendegradasi beberapa senyawa atau nutrisi 

dari tumbuhan yang tidak dapat dicerna secara langsung oleh serangga. Dengan 

adanya bakteri simbion dapat meningkatkan proses pencernaan dengan 

menyediakan enzim-enzim pencernaan yang dapat mendegradasi senyawa 

tersebut (Dillon and Dillon, 2004). Tang et al. (2010) melaporkan bahwa bakteri 

yang berasosiasi dengan berbagai populasi wereng coklat telah diidentifikasi 

merupakan anggota filum Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria dan 

Bacteroidetes. Ditemukan juga bakteri simbion pada kutu daun (Myzus persicae) 

yaitu Buchnera aphidicola, Wolbachia, Rickettsia, Arsenophonus, Serratia 

symbiotica, Regiella insecticola, Hamiltonella defensa, dan Spiroplasma (Xu et 

al., 2021) serta Wolbachia, Cardinium, dan Asaia pada wereng punggung putih 

(Sogatella furcifera) (Li et al., 2019). 

 

Boush and Matsumura (1967) melaporkan adanya degradasi organofosfat oleh 

Pseudomonas melophthora yang merupakan bakteri simbion dari Rhagoletis 

pomonella. Penelitian ini menunjukkan degradasi enam bahan aktif insektisida 

yang berbeda oleh bakteri yang terkait dengan serangga. Degradasi insektisida 

juga dilaporkan terhadap fenitrothion, pestisida golongan organofosfat oleh 

Burkholderia sp. yang merupakan bakteri simbion dari Riptortus pedestris. 

Bakteri ini dapat mendegradasi fenitrotion dan menggunakannya sebagai sumber 

karbon yang baik untuk pertumbuhannya (Kikuchi et al., 2012). 

 

Resistensi wereng coklat terjadi diduga juga disebabkan oleh adanya 

mikroorganisme simbion pada wereng coklat sehingga dapat mendegradasi 
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insektisida yang diaplikasi. Berbagai bakteri dilaporkan dapat mendegradasi 

pestisida dan menggunakannya menjadi nutrisi utama dan sumber energi dalam 

metabolisme bakteri (Pratiwi dan Asri, 2022). Sulaeman dkk. (2016) melaporkan 

bahwa kemampuan isolat bakteri dalam mendegradasi insektisida dapat 

disebabkan karena isolat tersebut mampu beradaptasi di media yang tercemar oleh 

insektisida dan memanfaatkan insektisida tersebut sebagai sumber karbon untuk 

pertumbuhannya.  

 

  



 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA  

 

 

 

2.1 Tanaman Padi 

 

Padi (Oryza sativa L.) merupakan tanaman pangan utama di Indonesia. Produksi 

padi menempati urutan pertama dari komoditas tanaman pangan lain di Indonesia. 

Tingkat konsumsi dan produksi padi menempati urutan pertama dari komoditas 

tanaman pangan lainnya (Mahmud dan Purnomo, 2014). Menurut Integrated 

Taxonomic Information System (2021a), klasifikasi padi adalah sebagai berikut: 

 

Kingdom  : Plantae 

Division  : Tracheophyta 

Class   : Magnoliopsida 

Order   : Poales 

Family  : Poaceae 

Genus   : Oryza L. 

Species  : Oryza sativa L. 

 

Padi termasuk dalam tanaman Graminae dengan ciri akar serabut. Akar primer 

muncul bersamaan dengan akar lainnya yang disebut akar seminal saat 

berkecambah. Kemudian, akar adventif yang tumbuh dari buku terbawah batang 

dan menggantikan akar seminal. Pada saat tanaman padi memasuki fase 

reproduktif terjadi pemanjangan pada beberapa ruas batang. Daun tanaman padi 

berbentuk lanset dengan urat tulang daun sejajar dan tertutupi oleh rambut yang 

halus dan pendek. Pada bagian batang teratas terdapat daun bendera dengan 

ukuran lebih lebar dibandingkan dengan daun bagian bawah (Makarim dan 

Suhartatik, 2007). 
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Bunga pada tanaman padi disebut malai. Tiap unit bunga pada malai disebut 

spikelet. Bunga tanaman padi terdiri dari tangkai, bakal buah, lemma, palea, putik, 

benang sari, dan beberapa organ lainnya yang bersifat inferior. Tiap unit bunga 

pada malai terletak pada cabang-cabang bulir yang terdiri dari cabang primer dan 

cabang sekunder. Tiap unit bunga padi adalah floret yang terdiri dari satu bunga. 

Satu bunga terdiri dari satu organ betina dan enam organ jantan (Makarim dan 

Suhartatik, 2007). Padi mengalami tiga fase pertumbuhan yaitu fase vegetatif, fase 

reproduktif, dan fase pematangan. Fase vegetatif berlangsung dari awal 

pertumbuhan hingga pembentukan malai, fase reproduktif berlangsung dari 

pembentukan malai hingga pembungaan. Sedangkan fase pematangan 

berlangsung dari pembungaan hingga gabah matang (Muhtar dan Purwandhi, 

2019). 

 

 

2.2 Wereng Coklat 

 

Wereng coklat (Nilaparvata lugens Stal.) merupakan salah satu hama utama pada 

tanaman padi. Serangan wereng coklat dapat menyebabkan tanaman padi menjadi 

mati atau mengurangi produksi, sehingga menyebabkan kerugian bagi petani 

(Sembiring dan Mendes, 2022). Menurut Integrated Taxonomic Information 

System (2021b), klasifikasi wereng coklat adalah sebagai berikut: 

 

Kingdom  : Animalia 

Phylum  : Arthropoda 

Class   : Insecta 

Order   : Hemiptera 

Family  : Delphacidae 

Genus   : Nilaparvata 

Species  : Nilaparvata lugens Stal. 

 

Wereng coklat mengalami siklus hidup tidak sempurna. Siklus hidup tidak 

sempurna ini dikenal dengan istilah paurometabola. Siklus hidup paurometabola 

mengalami fase telur, nimfa dan imago. Lama stadia telur wereng coklat berkisar 

antara 6-8 hari, nimfa 13-15 hari, dan imago 9-24 tergantung varietas padi yang 
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menjadi inangnya. Fase nimfa dan imago wereng coklat sama-sama menyerang 

padi dengan cara menusuk dan menghisap di bagian pangkal batang padi (Wati 

dkk., 2021). 

 

Selama hidupnya, wereng betina dapat menghasilkan sebanyak 270-902 butir 

telur. Telur berbentuk lonjong bewarna putih kecoklatan dengan ukuran 1,3 x 0,33 

mm yang biasanya ditempatkan pada pelepah daun. Peletakan telurnya dilakukan 

secara berkelompok dengan jumlah telur tiap kelompok antara 3-21 butir. Telur 

menetas menjadi nimfa instar pertama antara 7-11 hari. Nimfa mengalami lima 

kali pergantian kulit (instar) dengan rata-rata waktu yang diperlukan untuk 

menyelesaikan stadium nimfa adalah 12,8 hari. Nimfa dapat berkembang menjadi 

dua bentuk wereng dewasa. Bentuk pertama adalah bersayap panjang 

(makroptera), sedangkan bentuk kedua adalah bersayap kerdil (brakhiptera). 

Biasanya wereng brakhiptera bertubuh lebih besar dan memiliki tungkai serta 

peletak telur lebih panjang (Nurbaeti dkk., 2010). Wereng coklat memiliki tubuh 

berwarna coklat kekuningan hingga coklat tua. Imagonya ada yang bersayap 

(macroptera) dan tidak bersayap (brachyptera). Terdapat bintik berwarna hitam di 

bagian pertemuan sayap imago wereng tersebut. Telur wereng coklat berbentuk 

lonjong dan ditempatkan berkelompok pada daun tanaman padi (Wati dkk., 2021). 

 

Wereng coklat dapat menyerang pada pertanaman padi yang telah berumur 10-20 

hari setelah tanam. Wereng coklat merusak tanaman dengan cara menghisap 

cairan pada batang hingga tanaman padi menjadi layu dan kering. Di lapangan, 

gejala kerusakan yang terlihat yaitu berubahnya warna daun dan batang tanaman 

menjadi kuning, coklat jerami, dan akhirnya seluruh tanaman seperti disiram air 

panas berwarna kuning coklat dan mengering (hopperburn). Apabila menyerang 

pada fase generatif akan menyebabkan terjadinya puso (gagal panen). Selain itu, 

wereng coklat juga berperan sebagai vektor penyakit kerdil rumput (grassy stunt) 

dan kerdil hampa (ragged stunt) (Nurbaeti dkk., 2010). 
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2.3 Resistensi Wereng Coklat terhadap Insektisida 

 

Penggunaan pestisida kimia untuk mengendalikan hama memiliki dampak negatif 

terhadap ekosistem setempat. Dampak negatif tersebut antara lain: resistensi 

hama, resurjensi, penumpukan residu bahan kimia di dalam hasil panen, 

terbunuhnya musuh alami, pencemaran lingkungan oleh residu bahan kimia dan 

kecelakaan operasi bagi pengguna pestisida kimia (Nurmianti dan Gusmarwani, 

2020). 

 

Salah satu dampak negatif yang ditimbulkan akibat penggunaan pestisida seperti 

insektisida adalah munculnya resistensi pada serangga hama. Resistensi serangga 

terhadap insektisida didefinisikan sebagai meningkatnya kemampuan strain 

serangga untuk mentolerir dosis racun yang dapat membunuh sebagian besar 

individu-individu di dalam populasi yang normal dari spesies yang sama. 

Resistensi membuat serangga hama menjadi tahan terhadap insektisida. Hal 

tersebut, biasanya timbul sebagai akibat penggunaan satu jenis insektisida secara 

terus-menerus dalam waktu yang cukup lama (Purnama, 2015). 

 

Menurunnya kemampuan insektisida untuk mengendalikan hama merupakan 

tanda terjadinya resistensi. Resistensi adalah peningkatan populasi suatu hama 

karena proses seleksi yang berlangsung selama beberapa generasi dan memiliki 

kemampuan untuk tetap hidup meskipun terpapar satu atau lebih senyawa 

insektisida. Resistensi terhadap insektisida terjadi melalui proses seleksi alami 

yang dipercepat, sehingga menghasilkan populasi baru yang mempunyai gen-gen 

resisten (Untung, 1993 dalam Purnama, 2015). Proses ini terjadi karena frekuensi 

penggunaan pestisida yang sangat intensif, sehingga membunuh individu yang 

peka dalam populasi, sedangkan individu yang resisten akan bertahan hidup, dan 

berkembangbiak. Kejadian ini akan berulang dari generasi ke generasi, sehingga 

populasi didominasi oleh individu resisten (Purnama, 2015). 

 

Beberapa laporan menyebutkan bahwa wereng coklat resisten terhadap beberapa 

jenis insektisida. Baehaki dkk. (2016) melaporkan bahwa wereng coklat di 

Sukamandi, Jawa Barat telah resisten terhadap insektisida imidakloprid, 

buprofezin, tiametoksam, dan sipermethrin. Sedangkan wereng coklat di Juwiring, 
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Jawa Tengah telah resisten terhadap insektisida imidakloprid, etiprol, buprofezin, 

fipronil, sipermethrin, dan sihalothrin. Selain itu, Ratna dkk. (2022) melaporkan 

bahwa wereng coklat di Jambi resisten terhadap insektisida abamektin, BPMC 

(buthylphenylmethyl carbamate), dan fipronil. 

 

 

2.4 Simbion dan Kemampuannya untuk Mendegradasi Insektisida 

 

Simbiosis merupakan interaksi antara makhluk hidup yang dapat berupa 

mutualisme, komensalisme, dan parasitisme. Dalam interaksi serangga dengan 

mikroba, komponen bakteri merupakan simbion dan serangga merupakan 

inangnya. Simbion dapat berupa mikroba seperti bakteri, archaea, dan jamur. 

Simbiosis antara bakteri dengan serangga memiliki peran penting dalam toleransi 

suhu tinggi, resistensi terhadap parasitoid, perlindungan terhadap virus berbahaya, 

dan sintesis toksin. Mikroba ini memainkan peran penting dalam perkembangan 

serangga dengan meningkatkan kemampuan beradaptasi mereka terhadap 

lingkungan yang heterogen (Mondal et al., 2023). 

 

Resistensi insektisida merupakan salah satu masalah terbesar di bidang pertanian. 

Simbion serangga dapat mengurangi toksisitas insektisida dan menghasilkan 

berbagai enzim detoksifikasi, seperti sitokrom P450, karboksilesterase, GST, dan 

asetilkolinesterase. Modulasi enzim dan ekspresi beberapa gen detoksifikasi 

mikroba dalam usus serangga menyebabkan perkembangan resistensi terhadap 

pestisida. Bakteri pendegradasi insektisida terkonsentrasi di agroekosistem setelah 

penggunaan insektisida. Akibatnya, serangga hama dengan cepat memperoleh 

simbion dan mengembangkan resistensi ketika muncul di agroekosistem (Mondal 

et al., 2023). 

 

Simbion bakteri pada serangga dalam kemampuannya dalam mendegradasi 

insektisida belum dilaporkan hingga pertengahan abad ke-20. Pada tahun 1967, 

telah dilaporkan adanya degradasi organofosfat oleh simbion bakteri 

(Pseudomonas melophthora) dari Rhagoletis pomonella (Boush and Matsumura, 

1967). Penelitian ini menunjukkan degradasi enam bahan aktif insektisida yang 

berbeda oleh bakteri yang terkait dengan serangga, namun belum diketahui 
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apakah ini bermanfaat bagi inang serangga dan memberikan toleransi terhadap 

pestisida. Degradasi insektisida juga dilaporkan terhadap fenitrothion pestisida 

golongan organofosfat oleh Burkholderia sp. dari Riptortus pedestris. Bakteri ini 

dapat mendegradasi fenitrotion menjadi 3-metil-4-nitrofenol dan memetabolisme  

produk degradasi sebagai sumber karbon yang baik untuk pertumbuhannya 

(Kikuchi et al., 2012). 

 

 

2.5 Insektisida Imidakloprid 

 

Imidakloprid adalah insektisida yang termasuk ke dalam sub kelompok 

nitroguanidin dari kelompok neonikotinoid yang merupakan jenis insektisida yang 

sangat kuat untuk digunakan dalam melindungi tanaman. Senyawa ini bekerja 

pada reseptor nAChR dan mengganggu transmisi impuls saraf pada serangga 

(Putri dkk., 2021). Insektisida imidakloprid memiliki kemampuan bekerja secara 

sistemik, efek translaminar (kemampuan menembus jaringan pada akar maupun 

daun), serta kemampuan sebagai racun kontak dan lambung. Imidakloprid 

merupakan salah satu bahan aktif yang paling banyak digunakan petani di 

Indonesia untuk mengendalikan hama pada tanaman seperti wereng coklat 

(Siswanto dkk., 2019). 

 

 

2.6 Insektisida Triflumezopyrim 

 

Triflumezopyrim adalah insektisida mesoionik baru yang bekerja melalui 

penghambatan reseptor nAChR. Penghambatan pada nAChR dengan penggunaan 

triflumezopyrim menyebabkan keracunan lesu pada wereng yang ditandai dengan 

gerakan kaki yang lambat namun terkoordinasi, dan serangga menjadi kurang 

responsif terhadap rangsangan seiring berjalannya waktu. Triflumezopyrim 

memberikan pengendalian yang luar biasa terhadap wereng coklat, yang sudah 

menunjukkan resistensi terhadap neonicotinoid seperti imidakloprid (Cordova et 

al., 2016). 

 

 



 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada Oktober 2023 –April 2024 di Laboratorium 

Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah laminar air flow (LAF), 

autoclave, microwave, rotamixer, showcase, freezer, shaker, Digi-doc imaging 

system, mesin PCR, alat elektroforesis, microcentrifuge, gel documentation, 

cetakan gel 20×16×1cm
3
,
 
timbangan elektrik, tabung eppendorf 1,5 mL, cawan 

petri, tabung reaksi, tabung erlenmeyer, gelas ukur, gelas beaker, pembakar 

bunsen, jarum ose, jarum ent, pinset, tusuk gigi, nampan plastik, penggaris, 

alumunium foil, plastik tahan panas, gunting, mikropipet, tip, pisau, dan alat tulis. 

 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah wereng coklat, phosphate 

buffer salin (PBS), akuades, umbi kentang, minyak paraffin, tanaman tembakau, 

plastic wrapping, kertas label, karet gelang, tisu, kapas, alkohol 70%, Klorok 1%, 

KOH 3%, air steril, ethidium bromide (EtBr), NaCl 5%, MyTaq
TM

Red Mix, DNA 

primer, marker DNA ledder, loading dye, buffer TE. Media biakan yang 

digunakan yaitu yeast peptone agar (YPA), dan potato peptone glucose agar 

(PPGA). Media yang digunakan untuk uji yaitu oksidatif/fermentatif (O/F) dan 

ayer’s. Selain itu, digunakan beberapa bahan organik antara lain D-melibiose, D-

raffinose, Tri sodium citrate dihydrate, Strach, D-arabinose, Glycerol, 5-

Ketogluconate, Inulin, Mannitol, Myo-inositol, Ascorbic Acid, dan Lactose.  
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3.3 Pelaksanaan Penelitian 

 

3.3.1 Persiapan Penelitian 

  

3.3.1.1 Pengambilan Hama Wereng Coklat 

 

Hama wereng coklat diperoleh dari hasil rearing Balai Besar Penelitian Tanaman 

Padi (BBPadi), Jawa Barat. Hama wereng yang digunakan merupakan wereng 

yang tahan terhadap insektisida bahan aktif imidakloprid dan triflumezopyrim, 

serta wereng yang masih rentan terhadap kedua insektisida yang digunakan. Hama 

wereng yang tahan dan rentan sebelumnya sudah dikondisikan oleh BBPadi. 

Hama wereng dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang telah berisi PBS 500 

µL dan dikirim ke Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, 

Universitas Lampung untuk dilakukan pengujian. 

 

 

3.3.1.2 Penyiapan Media 

 

(a) Pembuatan Media Yeast Peptone Agar (YPA) + Insektisida Berbahan 

Aktif Imidakloprid dan Triflumezopyrim 

 

Media yeast peptone agar (YPA) yang ditambah dengan insektisida bahan aktif 

imidakloprid dan triflumezopyrim digunakan sebagai media tumbuh bakteri. 

Bahan-bahan yang digunakan untuk pembuatan media adalah 10 g peptone, 5 g 

yeast, 20 g agar batang, 1000 mL akuades. Bahan-bahan tersebut dimasukkan ke 

dalam erlenmeyer, ditutup menggunakan alumunium foil, dan plastik tahan panas, 

kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121
o 
C, tekanan 1 atm 

selama 15 menit. Setelah itu, ditambahkan insektisida imidakloprid dan 

triflumezopyrim sesuai konsentrasi rekomendasi yaitu, 0,08 g imidakloprid dan 48 

µL triflumezopyrim. Setiap 100 mL media ditambahkan 0,08 g imidakloprid dan 

48 µL triflumezopyrim. 
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(b) Pembuatan Media Potato Peptone Glucose Agar (PPGA) 

 

Media potato peptone glucose agar (PPGA) digunakan untuk peremajaan isolat 

bakteri. Bahan-bahan yang digunakan untuk pembuatan media adalah 200 g 

kentang, 5 g peptone, 3 g Na2HPO4.H2O, 3 g NaCl, 0,5 g KH2PO4, 5 g glucose, 20 

g agar dan, 1000 mL akuades. Seluruh bahan dimasukkan ke dalam erlenmeyer, 

ditutup menggunakan alumunium foil dan plastik tahan panas, kemudian 

disterilisasi menggunakan  autoklaf pada suhu 121oC, tekanan 1 atm selama 15 

menit. 

 

 

(c) Pembuatan Media Ayer’s Mengandung Imidakloprid dan 

Triflumezopyrim 

 

Media ayer’s dibuat dengan bahan yaitu 1 g NH4H2PO4, 0,2 g KCl, 0,2 g 

MgSO4.7H2O, 18 mL 2% Bromothymol Blue (BTB), 0,1% insektisida 

(imidakloprid dan triflumezopyrim) dan 20 g agar ke dalam 1000 mL akuades dan 

dicampurkan sampai homogen. Kemudian, suspensi dimasukkan ke dalam 

microwave hingga agar terlarut dengan sempurna. Setelah itu, media diatur pH 

nya pada kisaran 6,8 – 7,2 yang ditunjukkan dengan warna media yang menjadi 

hijau daun. 

 

 

3.3.2 Isolasi Bakteri Wereng Coklat 

 

Isolasi bakteri wereng coklat dilakukan dari permukaan dan dalam tubuh wereng 

coklat.  

 

(a) Isolasi Bakteri dari Permukaan Wereng Coklat 

 

Isolasi bakteri dari permukaan wereng coklat dilakukan dengan cara wereng 

coklat dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang berisi PBS 500 µL, 

selanjutnya tabung tersebut dikocok. Sebanyak satu ose suspensi digoreskan ke 

media YPA dengan metode gores kuadran hingga didapat koloni tunggal. 
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(b) Isolasi Bakteri dari Dalam Tubuh Wereng Coklat 

 

Isolasi bakteri dari dalam tubuh wereng coklat dilakukan dengan cara wereng 

coklat yang telah direndam dengan menggunakan klorok 1%, selama 1 menit dan 

dibilas dengan air steril, dimasukkan ke dalam tube yang berisi phosphate buffer 

salin (PBS) sebanyak 300 µL. Wereng coklat kemudian digerus menggunakan 

pinset dan ditunggu selama 5 menit. Sebanyak satu ose suspensi digoreskan ke 

media YPA dengan metode gores kuadran hingga didapat koloni tunggal. 

 

 

3.3.3 Pemurnian Bakteri 

 

Bakteri yang tumbuh pada media YPA hasil isolasi diamati dengan cara melihat 

warna dan bentuk koloni dari setiap bakteri serta dihitung jumlah jenis koloni 

bakteri yang tumbuh. Koloni bakteri berbeda yang didapat dari dari media YPA 

dimurnikan di media YPA+imidakloprid dan YPA+triflumezopyriml dengan cara 

membagi cawan menjadi 8 bagian sisi menggunakan spidol dan penggaris, 

Setelah itu, koloni bakteri yang tumbuh diambil dengan menggunakan tusuk gigi 

steril dan digores pada media YPA+imidakloprid dan YPA+triflumezopyrim pada 

setiap sisi dan diulangi sebanyak 8 kali dengan koloni bakteri yang berbeda. 

Kemudian, diremajakan terlebih dahulu bakteri yang ingin diuji di  media PPGA 

miring. 

 

 

3.3.4 Karakterisasi Bakteri 

 

Karakterisasi bakteri dilakukan dengan pengamatan makroskopis dan uji 

biokimia. 

 

 

3.3.4.1 Pengamatan Makroskopis 

 

Bakteri yang didapatkan dari isolasi diidentifikasi bentuk, warna dan tepian koloni 

bakteri. 
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3.3.4.2 Uji Biokimia 

 

Uji biokimia dilakukan dengan berbagai macam pengujian antara lain. 

 

(a) Uji Gram menggunakan KOH 3% 

 

Uji ini dilakukan untuk mengetahui isolat bakteri yang diuji tergolong ke dalam 

gram positif atau gram negatif. Uji gram dilakukan dengan mengambil satu ose 

bakteri yang berumur 24 jam dan diletakkan di atas kaca preparat yang telah 

ditetesi dengan KOH 3%. Isolat bakteri dan KOH 3% dicampurkan hingga rata 

menggunakan jarum ose. Setelah itu jarum ose diangkat secara perlahan hingga 

tinggi kurang lebih 1 cm. Apabila suspensi tersebut menjadi kental atau berlendir 

saat diangkat maka isolat bakteri tersebut tergolong ke dalam gram negatif, jika 

sebaliknya maka isolat bakteri tersebut tergolong ke dalam gram positif (Powers, 

1995). 

 

 

(b) Uji Oksidatif/Fermentatif (O/F) 

 

Uji oksidatif/fermentatif bertujuan untuk mengetahui sifat aerob dan anaerob dari 

bakteri. Pengujian ini dilakukan menggunakan media O/F yaitu . Bahan untuk 

membuat media O/F yaitu 0,938 g O/F Basal Medium, 1 g glukosa, dan 100 mL 

akuades yang dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan dipanaskan menggunakan 

microwave. Setelah itu, media tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi steril 

sebanyak 4 mL dan disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 

121 °C dan tekanan 1 atm. Isolat bakteri pada media PPGA yang berumur kurang 

lebih 24 jam diambil menggunakan jarum preparat, kemudian dimasukkan ke 

dalam media O/F sampai dasar tabung, diulang 2 kali. Salah satu tabung ditutup 

dengan minyak parafin steril sebanyak 1 mL dan satunya lagi tidak diberi minyak 

parafin. Pengamatan dilakukan terhadap perubahan warna media O/F selama 7-14 

hari. Apabila terjadi perubahan warna dari hijau berubah menjadi kuning terjadi 

pada media yang ditambah dan tidak ditambah minyak parafin, maka bakteri 

tersebut bersifat fermentatif. Sebaliknya, apabila terjadi perubahan warna hanya  
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pada media yang tidak ditambah minyak parafin, maka bakteri tersebut bersifat 

oksidatif (Suharjo dkk., 2022). 

 

 

(c) Uji Hipersensitif  

 

Uji hipersensitif bertujuan untuk mengetahui apakah isolat bakteri tersebut 

merupakan spesifik bakteri patogen pada tanaman. Pengujian dilakukan dengan 

memasukkan 0,5 mL air steril ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL. Satu ose 

bakteri yang sudah berumur 24 jam diambil dan dihomogenkan menggunakan 

rotamixer. Setelah itu, suspensi bakteri diambil 0,5 mL dan disuntikkan pada daun 

tembakau diantara kedua epidermis daun tembakau menggunakan jarum suntik. 

Kemudian diberi label pada bagian tanaman yang telah disuntikan suspensi 

bakteri. Pengamatan dilakukan pada 24-48 jam setelah dilakukan inokulasi. 

Apabila setelah diinokulasi muncul gejala nekrosis atau mengeringnya daun 

tembakau di bagian yang disuntikkan suspensi bakteri menunjukkan reaksi positif. 

Sebaliknya jika tidak muncul gejala nekrosis atau mengeringnya daun tembakau 

maka menunjukkan reaksi negatif. Uji hipersensitif dengan menggunakan 

tanaman tembakau disebabkan oleh tanaman tembakau yang dapat 

mengalokasikan serangan bakteri patogen sebagai respon ketahanan tanaman 

tembakau terhadap penyakit (Schaad et al., 2001 dalam Prastio dkk., 2022). 

 

 

(d) Uji Soft rot 

 

Uji soft rot bertujuan untuk mengetahui apakah isolat bakteri yang diuji tergolong 

ke dalam kelompok bakteri penyebab busuk lunak atau tidak. Pengujian ini 

menggunakan umbi kentang yang dipotong kurang lebih setebal 1 cm dan dicuci 

selama 35 menit dengan air mengalir. Kemudian kentang tersebut diletakkan di 

dalam cawan petri yang telah diberi tisu yang dilembapkan menggunakan 

akuades. Pengujian ini dilakukan dengan mengambil satu ose isolat bakteri yang 

berumur 24 jam, kemudian digoreskan pada bagian tengah umbi kentang. 

Kemudian, diinkubasi selama 24-48 jam. Reaksi positif ditunjukkan dengan 

terjadinya pembusukan pada bagian tengah umbi kentang (Oviana dkk., 2015). 
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(e) Uji kemampuan menggunakan beberapa jenis bahan organik 

 

Uji kemampuan menggunakan beberapa jenis bahan organik bertujuan untuk 

mengetahui kemampuan isolat bakteri mampu tumbuh pada bahan organik 

tertentu. Pengujian ini menggunakan media ayer’s yang dibuat dengan bahan yaitu 

1 g NH4H2PO4, 0,2 g KCl, 0,2 g MgSO4.7H2O, 2% Bromothymol Blue (BTB), 

0,1% bahan organik, 20 g agar, dan 1000 mL akuades. Bahan organik yang 

digunakan yaitu D-melibiose, D-rafrinose, Tri sodium citrate dihydrate, Strach, 

D-arabinose, Glycerol, 5-Ketogluconate,  Inulin, Mannitol, Myo-inositol, 

Ascorbic acid, dan Lactose. Pengujian dilakukan dengan mengambil satu ose 

isolat bakteri berumur 24 jam dari media PPGA, disuspensikan dengan 0,5 mL air 

steril dalam tabung eppendorf 1,5 mL dan dihomogenkan menggunakan 

rotamixer. Jarum preparat dicelupkan ke dalam suspensi bakteri, kemudian 

ditusukkan pada media ayer’s sampai dasar tabung dan diinkubasi pada suhu 

28ºC. Pengamatan dilakukan pada 2, 4, 7, 14, dan 21 hari. Jika terjadi perubahan 

warna media dari hijau menjadi kuning atau biru, maka bakteri mampu 

menggunakan bahan organik (Suharjo, 2013). 

 

 

3.3.5 Konfirmasi Kemampuan Isolat Bakteri untuk Mendegradasi 

Insektisida Imidakloprid dan Triflumezopyrim  

 

(a) Uji Kemampuan Tumbuh pada Media Air Steril yang Mengandung  

Imidakloprid dan Triflumezopyrim  

 

Uji ini diukur menggunakan UV-VIS. Pengujian dilakukan dengan menggunakan 

media air steril yang mengandung insektisida 1x konsentrasi rekomendasi 

(insektisida imdakloprid (0,08 g/100 mL air) dan insektisida triflumezopyrim (48 

μL/100 mL air). Suspensi tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 5 

mL. Lalu, diambil 1 ose bakteri yang berumur 24 jam dari media PPGA, 

kemudian disuspensikan ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang telah berisi 0,5 

mL air steril dan dihomogenkan menggunakan rotamixer. Satu ose suspensi 

bakteri kemudian diinokulasikan ke dalam tabung reaksi berisi media dan 

diinkubasikan (dishaker dengan kecepatan 145 rpm) selama 48 jam. Setelah 

inkubasi, suspensi diukur absorbansinya pada panjang gelombang 225 nm. 
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Sebagai kontrol diukur absorbansi media air steril yang diinokulasi bakteri yang 

sudah diinkubasi selama 48 jam dan kemudian ditambahkan insektisida 1x 

konsentrasi rekomendasi. 

 

 

(b) Uji Kemampuan Tumbuh pada Media Potato Broth (PB) yang 

Mengandung  Imidakloprid dan Triflumezopyrim  

 

Uji ini diukur menggunakan UV-VIS. Pengujian dilakukan dengan menggunakan 

media potato broth (PB) yang mengandung insektisida 1x konsentrasi 

rekomendasi (insektisida imdakloprid (0,08 g/100 mL air) dan insektisida 

triflumezopyrim (48 μL/100 mL air)). Suspensi tersebut dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi sebanyak 5 mL. Lalu, diambil 1 ose bakteri yang berumur 24 jam 

dari media PPGA, kemudian disuspensikan ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL 

yang telah berisi 0,5 mL air steril dan dihomogenkan menggunakan rotamixer. 

Satu ose suspensi bakteri kemudian diinokulasikan ke dalam tabung reaksi berisi 

media dan diinkubasikan (dishaker dengan kecepatan 145 rpm) selama 48 jam. 

Setelah inkubasi, suspensi diukur absorbansinya pada panjang gelombang 225 nm. 

Sebagai kontrol diukur absorbansi media potato broth (PB) yang diinokulasi 

bakteri yang sudah diinkubasi selama 48 jam dan kemudian ditambahkan 

insektisida 1x konsentrasi rekomendasi. 

 

 

(c) Uji Kemampuan Bakteri dalam Menggunakan Imidakloprid dan 

Triflumezopyrim sebagai Sumber Karbonnya 

 

Pengujian dilakukan dengan mengambil 1 ose isolat bakteri dari media PPGA dan 

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

selanjutnya dihomogenkan dengan menggunakan rotamixer. Inokulasi pada media 

ayer’s dengan cara membenamkan jarum preparat pada suspensi bakteri kemudian 

ditusukkan pada media hingga mencapai dasar tabung, kemudian digoreskan pada 

permukaan media secara melintang. Setelah itu, diinkubasi pada suhu ruang. 

Pengamatan dilakukan untuk mengamati perubahan warna media serta 

pertumbuhan bakteri pada 2, 4, 7, 14  dan 21 hari setelah inokulasi (Suharjo, 

2013). 
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3.3.6 Identifikasi Molekuler  

 

Identifikasi molekuler dilakukan terhadap isolat bakteri terpilih yang memiliki 

kemampuan dalam menggunakan imidakloprid dan triflumezopyrim sebagai 

sumber karbonnya. Identifikasi molukuler dilakukan melalui beberapa tahapan 

yaitu ekstraksi DNA, amplifikasi DNA, elektroforesis, visualisasi hasil PCR, 

sequensing DNA dan analisis hasil.   

 

(a) Ekstraksi DNA 

 

Ekstraksi bakteri dilakukan dengan cara mengambil satu ose isolat bakteri yang 

berumur 24 jam  dari media PPGA dan dipindahkan ke dalam tube 1,5 mL, dan 

ditambahkan 20 µL TE menggunakan mikropipet, kemudian ditambah 10 mL 

SDS 10% + 3 µL protinase K dan dihomogenkan. Tube tersebut diinkubasi di 

water bath pada suhu 37 °C selama 1 jam, lalu ditambahkan 100 µL NaCl, 

dihomogenkan secara perlahan dan ditambah 80 μL CTAB 2%. Setelah itu, 

diinkubasi kembali pada suhu 65°C selama 10-15 menit menggunakan water 

bath (dihomogenkan setiap 10 menit). Setelah diinkubasi, ditambahkan 720 μL 

Chloroform Isoamyl alcohol (CI) (24:1) ke dalam tube dan dihomogenkan, 

kemudian disentrifuse 14.000 rpm selama 5 menit. 

 

Supernatant hasil sentrifuse diambil sebanyak 600 µL dan dimasukkan ke dalam 

tube 1,5 mL yang baru, lalu ditambahkan Phenol Chloroform Isoamylalcohol 

(PCI) (25:24:1) dengan volume yang sama dengan supernatan, kemudian 

dihomogenkan dan disentrifuse pada 14.000 rpm selama 5 menit. Setelah 

disentrifuse supernatan diambil dan dipindahkan ke dalam tube 1,5 mL yang 

baru, ditambahkan isopropanol 60% dengan volume yang sama dengan 

supernatan, dihomogenkan dan diinkubasi di dalam refrigerator selama 10 

menit. Hasil inkubasi disentrifuse 14.000 rpm selama 15 menit. Setelah 

sentrifuse selesai supernatan yang di dalam tube dibuang dan ditambahkan 

ethanol 70% dingin sebanyak 400 µL, lalu disentrifuse kembali selama 5 menit 

dengan kecepatan 14.000 rpm. Setelah itu ethanol dibuang dan pelet diinkubasi 

1 hari pada suhu ruang. Setelah kering tube berisi pelet ditambahkan 20 µL TE. 
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Untuk mengetahui ada tidaknya template DNA yang didapat, dilakukan 

elektroforesis  dan divisualisasikan menggunakan Digidoc Imaging System. 

 

 

(b) Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

Amplifkasi DNA dilakukan dengan menggunakan mesin PCR, yaitu dengan 

cara memasukkan Master Mix (Red Mix) sebanyak 12,5 µL ke dalam tabung 

eppendorf 100 µL. Kemudian primer 16S rDNA ditambahkan masing-masing 

sebanyak 1 µL, larutan ekstrak DNA bakteri sebanyak 1 µL dan akuades steril 

9,5 µL. Setelah itu, larutan tersebut diamplifikasi menggunakan mesin PCR. 

Ada lima tahapan dalam menggunakan mesin PCR, yaitu inisiasi, denaturasi, 

annealing, ekstensi, dan elongasi. Tahapan inisiasi merupakan tahapan yang 

dilakukan pada suhu 95 °C selama 5 menit dan hanya dalam 1 kali siklus, lalu 

tahap denaturasi pada suhu 95 °C selama 1 menit dalam dengan 30 siklus, 

kemudian annealing pada suhu 58 °C selama 1 menit dan ekstensi pada suhu 72 

°C selama 1  menit serta tahap terakhir yaitu elongasi pada suhu 72 °C selama 5 

menit dalam 1 kali siklus (Suharjo et al., 2014). 

 

 

(c) Elektroforesis dan Visualiasasi Hasil PCR 

 

Elektroforesis dilakukan dengan cara membuat gel agarose 0,5% yang telah 

diberi 1 μL ethidium bromide (ETBr 10 mg/mL), kemudian dituangkan pada 

cetakan gel dengan sisir. Setelah itu, dimasukkan gel agarose padat ke dalam alat 

elektroforesis yang sudah berisi larutan TBE. Pada sumur pertama dalam 

agarose dimasukkan 3 μL Marker DNA ladder. Pada sumur  selanjutnya diisi 

dengan 3 μL hasil PCR, dan dielektroforesis pada tegangan 50 volt selama 60-70 

menit. Hasil PCR yang sedang dielektroforesis ditunggu hingga DNA bergerak 

hingga ditengah-tengah baris 3 dan 4 dari ujung lawan. Hasil elektroforesis 

divisualisasikan dengan menggunakan digi doc imaging system, yang hasilnya 

dapat disimpan dikomputer. Apabila terdapat profil DNA antar lokus gen maka 

akan terlihat seperti pita terang (Oktaviana, 2018). 
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(d) Sekuensing dan Analisis Hasilnya 

 

Hasil PCR nantinya akan dikirim ke PT Genetika Science Jakarta untuk 

disekuensing. Program MEGA 7 digunakan untuk menganalisis hasil 

sekuensing. Data sekuen yang telah diolah dibandingkan dengan sekuen yang 

ada pada Gen Bank menggunakan alat BLAST pada situs NCBI 

(https:www.ncbi.nlm.nih.gov/).

 

  



 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Simpulan 

 

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh kesimpulan sebagai berikut:    

1. Terdapat bakteri simbion wereng coklat yang mampu mendegradasi 

insektisida triflumezopyrim yaitu TL2.1, TL2.2, TL2.3, dan TL2(2).2. Namun, 

tidak terdapat bakteri simbion wereng coklat yang mampu mendegradasi 

insektisida imidakloprid, 

2. Bakteri simbion wereng coklat yang mampu mendegradasi insektisida 

triflumezopyrim bersifat gram negatif, oksidatif dan fermentatif, negatif 

hipersensitif, negatif soft rot dan mampu menggunakan beberapa bahan 

organik seperti D-melibiose, D-raffinose, Tri sodium citrate dihydrate, Strach, 

D-arabinose, Glycerol, 5-Ketogluconate, Inulin, Mannitol, Myo-inositol, 

Ascorbic acid, dan Lactose, dan 

3. Representasi bakteri simbion pada wereng coklat yang mampu mendegradasi 

insektisida triflumezopyrim adalah Pseudomonas hibiscicola dan Serratia 

marcescens.  

 

 

5.2 Saran 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, disarankan untuk melakukan 

penelitian lebih lanjut mengenai aplikasi bakteri simbion wereng coklat yang 

mampu mendegradasi insektisida triflumezopyrim pada wereng batang coklat 

untuk melihat ketahanannya setelah diaplikasikan insektisida tersebut. 
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