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RINGKASAN 

Muhamad Irsyad Wiguna. 145040207111057. Eksplorasi Bakteri Simbion 

Pada Midgut Plutella xylostella L. Sebagai Biodegradator Insektisida 

Profenofos. Dibawah Bimbingan Dr. Ir. Toto Himawan, SU. Sebagai 

Pembimbing Utama dan Mochammad Syamsul Hadi, SP., MP. Sebagai 

Pembimbing Kedua.  

 

Hama Plutella xylostella L. atau yang mempunyai nama umum hama ulat 

daun kubis adalah hama yang sangat penting pada tanaman kubis yang sulit untuk 

dikendalikan. Kerusakan dari serangan hama P. xylostella sangat berpengaruh 

dalam penurunan kuantitas dan kualitas dari hasil produksi tanaman kubis. 

Permasalahan resistensi hama P. xylostella yang tinggi , di timbulkan dari 

beberapa faktor yang mendukung. Faktor biologi yang terjadi pada hama 

merupakan kejadian yang sangat di pertanyakan. Maka perlu dilakukan eksplorasi 

serta penelitian lebih lanjut tentang potensi bakteri yang terdapat pada bagian 

pencernaan P. xylostella. Berbagai macam bakteri yang terdapat pada sistem 

percernaan khususnya bagian midgut (mesenteron), dapat bersimbiosis dan diduga 

dapat mendegradasi racun insektisida profenofos yang telah di aplikasikan. 

Penelitian dilaksanakan dengan pengambilan sampel P. xylostella L. di 

daerah Krajan, Pujon Kidul, Malang, Jawa Timur dan Laboratorium Bakteri 

Tumbuhan Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas 

Brawijaya, Malang, Jawa Timur di mulai pada bulan November 2018 sampai 

Oktober 2019. Penelitian dilakukan dalam 5 tahap yaitu : (1) pengambilan sampel 

ulat Plutella xylostella (2) isolasi bakteri pada bagian midgut Plutella xylostella 

(3) seleksi bakteri pada bagian midgut Plutella xylostella (4) uji biodegradasi 

insektisida berbahan aktif profenofos (5) identifikasi bakteri terpilih sampai 

tingkat genus. 

Hasil isolasi dan seleksi kemampuan hidup pada media NA+profenofos di 

dapatkan 14 isolat bakteri yang mampu hidup. Uji hipersensitif di lakukan pada 

14 isolat bakteri, didapatkan 10 isolat bakteri tidak berpotensi sebagai patogen dan 

4 bakteri berpotensi sebagai patogen. Pada uji biodegradasi insektisida profenofos 

pada 14 isolat bakteri terpilih pada 3 konsentrasi insektisida yang berbeda yaitu : 

0,75 ml/L, 1,5 ml/L dan 3 ml/L dan diamati selama 72 jam. Didapatkan 2 isolat 

yang mampu mendegradasi insektisida profenofos ditunjukkan dengan munculnya 

zona bening, 2 Isolat yang mampu mendegradasi insektisida antara lain isolat G8 

dan isolat G9. Sedangkan untuk isolat G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G10, G11, 

G12, G13 dan G14 hanya mampu tumbuh pada 3 konsentrasi insektisida namun 

tidak mampu mendegradasi insektisida tersebut. Hasil identifikasi 14 isolat bakteri 

yang didapatkan pada midgut P. xylostella antara lain : Pada isolat G2, G6, G7 

dan G11 merupakan genus Erwinia sp., pada isolat G1, G3, G5, G8, G9 dan G12 

merupakan genus Pantoea sp., sedangkan pada isolat G4, G10, G13 dan G14 

merupakan genus Coryneform sp. 
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SUMMARY 

Muhamad Irsyad Wiguna. 145040207111057. Eksploration of Midgut Plutella 

xylostella L. Symbionic Bacteria as Profenofos Insecticide Biodegradator. 

Under the guidance of Dr. Ir. Toto Himawan, SU as the main supervisor and 

Mochammad Syamsul Hadi, SP., MP as the second supervisor. 

 

Plutella xylostella L. or which has the common name of cabbage leaf 

caterpillar is a very important pest in cabbage plants that are difficult to control. 

Damage from P. xylostella pests is very influential in reducing the quantity and 

quality of cabbage production. The problem of high P. xylostella pest resistance, 

caused by several factors that support. Biological factors that occur in pests is a 

very questionable event. Then it is necessary to explore and further research about 

the potential of bacteria found in the digestive part of P. xylostella. Various kinds 

of bacteria found in the digestive system, especially the midgut (mesenteron), can 

be symbiotic and are thought to be able to degrade profenophos insecticide poison 

that has been applied. 

The research was carried out by taking P. xylostella L. samples in Krajan, 

Pujon Kidul, Malang, East Java and the Plant Bacteria Laboratory, Department of 

Pests and Plant Diseases, Faculty of Agriculture, Universitas Brawijaya, Malang, 

East Java, starting in November 2018 until October 2019. Research carried out in 

5 stages, namely: (1) sampling of caterpillar Plutella xylostella (2) isolation of 

bacteria in the midgut section of Plutella xylostella (3) bacterial selection in the 

midgut section of Plutella xylostella (4) biodegradation test of insecticide with 

active ingredients from profenofos (5) identification of selected bacteria up to 

genus level. 

The results of isolation and selection of the ability to live on NA + 

profenofos media obtained 14 bacterial isolates that are able to live. 

Hypersensitivity test was carried out on 14 bacterial isolates, found 10 bacterial 

isolates had no potential as pathogens and 4 bacteria had potential as pathogens. 

In the biodegradation test of Profenophos insecticide on 14 selected bacterial 

isolates at 3 different insecticide concentrations namely: 0.75 ml / L, 1.5 ml / L 

and 3 ml / L and observed for 72 hours. Two isolates that were able to degrade 

profenophos insecticide were shown by the emergence of a clear zone, 2 isolates 

that were able to degrade insecticides include G8 isolates and G9 isolates. 

Whereas isolates G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G10, G11, G12, G13 and G14 

were only able to grow at 3 concentrations of insecticide but were unable to 

degrade the insecticide. The results of the identification of 14 bacterial isolates 

obtained in P. xylostella midgut include: In isolates G2, G6, G7 and G11 are the 

genus Erwinia, in isolates G1, G3, G5, G8, G9 and G12 are the genus Pantoea, 

whereas in isolates G4, G10, G13 and G14 are genus Coryneform. 
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I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Tanaman kubis atau yang biasa disebut Brassica oleracea merupakan salah 

satu tanaman sayuran yang mempunyai prospek dalam perkembangannya karena 

mempunyai nilai ekonomi yang tinggi serta dalam segi kesehatan tanaman kubis 

merupakan tanaman yang memiliki nilai gizi, kandungan vitamin dan mineral 

yang diperlukan oleh tubuh manusia. Nilai kandungan yang terdapat pada 100 g 

daun kubis, antara lain 93 ml air, 1.5 g protein, 0.2 g lemak, 4 g karbohidrat, 0.8 g 

serat, 40 mg kalsium, 0.5 mg besi, 30 IU vitamin A, 0.05 mg tiamin, 0.05 

riboflavin, 0.3 mg nikotinamide, dan 40 mg asam askorbat (Ashari, 1995). 

Berbagai macam manfaat yang diberikan oleh tanaman kubis, menyebabkan 

tanaman tersebut menjadi tanaman yang sangat diminati, baik dalam negeri 

maupun di luar negeri. Namun sulitnya penanggulangan permasalahan hama pada 

tanaman kubis menjadikan hambatan dalam proses budidaya. 

Hama Plutella xylostella L. atau dikenal dengan hama ulat daun kubis 

merupakan hama yang sangat penting pada tanaman kubis yang sulit untuk 

dikendalikan. Kerusakan dari serangan hama P. xylostella sangat berpengaruh 

dalam penurunan kuantitas dan kualitas dari hasil produksi tanaman kubis. 

Bahkan, apabila serangan P. xylostella cukup tinggi dan tidak dapat terkendali, 

akan berdampak pada kegagalan panen yang sangat merugikan petani. Menurut 

Rukmana (1994), kehilangan hasil produksi pada tanaman kubis yang di sebabkan 

oleh hama P. xylostella bisa mencapai 58% - 100%.  Penyerangan yang dilakukan 

hama P. xylostella umumnya pada tanaman kubis muda sebelum tanaman tersebut 

membentuk krop dan terjadi pada fase larva.. Menurut Winarto dan Nazir (2004), 

larva P. xylostella yang baru menetas akan menuju ke permukaan daun dan 

melubangi lapisan epidermis. Larva P. xylostella umumnya akan menyerang 

bagian bawah permukaan daun, hingga meninggalkan tulang dan lapisan 

epidermis atas. Apabila penyerangan cukup besar, P. xylostella dapat 

menghabiskan tanaman kubis yang berumur 1 bulan dalam waktu 3 – 5 hari.  

Pada umunya, aplikasi insektisida merupakan pengendalian hama P. 

xylostella yang dilakukan oleh petani. Menurut Pusat Perizinan dan Investasi 

(2010) terdapat 141 jenis insektisida yang dianjurkan untuk mengendalikan hama 
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P. xylostella. Golongan Insektisida yang biasanya digunakan petani untuk 

mengendalikan hama tersebut salah satunya merupakan insektisida golongan 

organofosfat. Golongan insektisida organofosfat sering digunakan oleh petani 

dikarenakan harga yang di tawarkan jauh lebih murah. Profenofos merupakan 

salah satu bahan aktif dari golongan organofosfat yang sudah umum digunakan 

petani dalam mengendalikan hama P. xylostella.  

Penggunaan insektisida secara intensif dengan konsentrasi yang tinggi serta 

jarak waktu penyemprotan yang sangat berdekatan dapat menimbulkan masalah 

yang serius bagi petani, baik dalam segi lingkungan yang akan tercemar, rusaknya 

ekosistem di lahan petani, dan hama yang semakin resisten terhadap insektisida 

tersebut. Menurut Moekasan et al. (2004), P. xylostella yang berasal dari 

Lembang, Pangalengan (Bandung), Kejajar/Dieng dan Batu sangat resisten 

terhadap profenofos, ditunjukkan dengan tingginya nilai LC50 profenofos sebesar 

29.172,36 ppm sampai 1.285.205,37 ppm. Penggunaan insektisida ini telah 

menyebabkan masuknya bahan kimia toksik dalam jumlah besar ke tanah dan 

perairan yang menyebabkan pencemaran lingkungan (Hartwell, 2011). Sedangkan 

menurut Ameriana et al. (2000), pada daun kubis di temukan residu insektsida 

profenofos yang sangat tinggi yaitu 0,41 ppm, sedangkan batas toleransi yang di 

perbolehkan adalah 0,10 ppm.  

Permasalahan resistensi hama P. xylostella yang tinggi , di timbulkan dari 

beberapa faktor yang mendukung. Seperti faktor genetik hama yang resisten, 

faktor operasional petani dalam aplikasi pestisida yang tidak sesuai, serta faktor 

biologi yang terdapat pada sistem pencernaan hama sehingga dapat mendegradasi 

racun insektisida yang telah di aplikasikan. Dari berbagai macam faktor tersebut, 

faktor biologi yang terjadi pada hama merupakan kejadian yang sangat di 

pertanyakan. Maka perlu dilakukan eksplorasi serta penelitian lebih lanjut tentang 

potensi bakteri yang terdapat pada bagian pencernaan P. xylostella. Menurut Xia 

et al. (2013), dalam midgut larva Diamond Black Mouth (DBM) 97,17% 

komposisi mikroba yang telah diidentifikasi di dominasi oleh tiga ordo bakteri, 

antara lain Enterobacteriales (phylum Proteobacteria) dengan proporsi 45,17%, 

Vibrionales (phylum Proteobacteria) dengan proporsi 22,51% dan Lactobacialles 

(phylum Firnicutes) dengan proporsi 29,49%.  
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Berbagai macam bakteri yang terdapat pada sistem percernaan khususnya 

bagian midgut (mesenteron), dapat bersimbiosis dan diduga dapat mendegradasi 

racun insektisida yang telah di aplikasikan. Menurut Mau dan Kessing (1992), 

Bacillus thuringiensis adalah mikroorganisme yang bersifat patogen terhadap 

jenis serangga hama dari ordo Lepidoptera, Coleoptera dan Diptera. Namun yang 

menjadi masalah bahwa Bacillus thuringiensis di laporkan telah menimbulkan 

resistensi terhadap P. xylostella. Maka dengan adanya data dari beberapa 

penelitian serta minimnya penelitian terkait hal tersebut di Indonesia, diharapkan 

dengan adanya penelitian ini mampu memberikan data pendukung ataupun 

informasi baru yang akan membantu dalam proses penelitian dalam bidang 

pengendalian organisme pengganggu tanaman.  

1.2 Rumusan Masalah 

Hampir semua makhluk hidup terdapat bakteri simbion, kemungkinan bakteri 

simbion juga terdapat pada hama P. xylostella. Maka eksplorasi bakteri simbion 

pada migdut P. xylostella merupakan langkah yang perlu dilakukan. Bakteri 

simbion yang ditemukan selanjutnya dikarakterisasi serta diuji kemampuan 

biodegradasi terhadap aplikasi insektisida berbahan aktif profenofos. 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah mendapatkan bakteri simbion yang terdapat 

pada midgut P. xylostella. Mengetahui jenis bakteri berdasarkan hasil 

karakterisasi serta kemampuan degradasi terhadap aplikasi insektisida berbahan 

aktif profenofos. 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari dilakukannya penelitian ini adalah didapatkan informasi jenis 

bakteri simbion pada midgut P. xylostella hingga tingkat genus serta 

kemampuannya dalam mendegradasi insektisida profenofos. Diharapkan 

penelitian ini dapat membantu dalam bidang keilmuan, khususnya dalam 

menanggulangi permasalahan P. xylostella. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Deskripsi Ulat Kubis (Plutella xylostella) 

Klasifikasi Ulat Kubis (Plutella xylostella) 

Hama ulat kubis (Plutella xylostella) merupakan hama utama yang sangat 

berpengaruh pada tanaman Bassicaceae di Indonesia. Menurut Kalshoven (1981), 

klasifikasi P. xylostella termasuk dalam Kingdom: Animalia, Phylum: 

Arthropoda, Kelas: Insecta, Ordo: Lepidoptera, Famili: Plutellidae, Genus: 

Plutella dan Spesies: Plutella xylostella L. 

 
Gambar 1. Ulat daun kubis (Plutella xylostella) (Santrosiswojo, 2005). 

Bioekologi Ulat Daun Kubis 

Larva P. xylostella pada serangga dewasa menjadi ngengat kecil, dengan 

panjang ukuran kurang lebih 6 mm dengan warna tubuh coklat kelabu dan aktif 

pada malam hari. Sayap depan pada ngengat terdapat tiga lekukan (undulasi) yang 

memiliki bentuk seperti berlian (Winarto dan Sebayang, 2015). Siklus hidup pada 

P. xylostella terjadi pada 4 tahap, yaitu telur, larva, pupa dan imago. 

Telur pada larva P. xylostella berbentuk oval dengan ukuran 0,6 mm x 0,3 

mm berwarna kuning, berkilau dan lembek. Menurut Vos (1953), ngengat betina 

meletakkan telur secara tunggal atau berkelompok kecil antara 3 atau 4, ataupun 

dalam gugusan 10-20 di sekitar tulang daun tanaman kubis bagian bawah. 

Ngengat betina bertelur selama 19 hari dan jumlah telur rata-rata 244 butir dengan 

lama stadium 3 hari. 

Larva atau ulat muda berwarna hijau dengan bentuk silindris, relatif tidak 

mempunyai bulu serta mempunyai 5 pasang proleg (Harcourt, 1954). Larva 

P.xylostella terdiri atas 4 instar dengan panjang larva dewasa (instar ke-3 dan 4) 

kurang lebih berukuran 1 cm. Menurut Vos (1953), lamanya stadium larva pada 

P.xylostella instar pertama 79 jam, instar kedua 25 jam, instar ketiga 31 jam dan 

instar keempat 79 jam. 
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Fase antara larva instar keempat menuju prapupa pada P. xylostella tidak 

terjadi pergantian kulit. Ukuran pupa mempunyai panjang rata-rata 6,3-7 mm  

dengan lebar 1,5 mm (Harcourt, 1954). Pupa larva P. xylostella di bungkus 

dengan kokon (benang sutera) kemudian di letakkan pada permukaan bagian 

bawah daun kubis. Stadium pupa berlangsung rata-rata 147 jam (Vos, 1953). 

Siklus hidup pada larva P. xylostella menurut Chan et al. (2008), berkisar 

antara 21-51 hari. Lama periode hidup pada larva juga sangat di pengaruhi faktor 

lain seperti makanan dan lingkungan (suhu dan kelembaban). 

 
Gambar 2. Siklus hidup P.xylostella (Sastrosiswojo, 2005) 

2.2 Tanaman Kubis 

Kubis merupakan tanaman produk pertanian yang sangat diminati dan 

dibutuhkan bagi sebagian masyarakat di Indonesia. Masuknya variatas kubis di 

Indonesia diduga terjadi pada abad XIX yang berasal dari India (Rukmana, 1994).  

Selain mempunyai nilai ekonomis yang tinggi, tanaman kubis yang termasuk 

tanaman holtikultura merupakan kelompok enam besar sayuran komiditi ekspor 

unggulan di Indonesia (Rukmana, 1994). Menurut Rukmana (1994), klasifikasi 

tanaman kubis termasuk dalam Divisi : Spermatophyta, Sub divisi : 

Angiospermae, Kelas : Dicotyledonae, Ordo : Papavorales, Famili : Cruciferae 

(Brassicaceae), Genus : Brassica dan Spesies : Brassica oleracceae. 
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Gambar 3. Tanaman Kubis (Santrosiswojo, 2005). 

Morfologi tanaman kubis mempunyai daun berbentuk bulat, oval, dan 

lonjong dengan membentuk roset akar yang besar dan tebal. Warna daun pada 

tanaman kubis bermacam-macam, antara lain berwana putih (forma alba), hijau, 

dan merah keunguan (forma rubra). Buah polong pada kubis berbentuk silindris, 

dengan panjang 5-10 cm, berbiji banyak. Biji berdiameter 2-4 mm, berwarna 

coklat kelabu dan berakar serabut (Dalimartha, 2000) . Menurut Cahyono (2001), 

tanaman kubis mempunyai akar tunggang (Radix Primaria) dan akar serabut. 

Akar tunggang pada tanaman kubis tumbuh mengarah menuju kearah dalam, 

sedangkan akar serabut tumbuh menyebar dan dangkal (20-30 cm). Dengan 

sistem perakaran seperti itu tanaman kubis dapat tumbuh dengan baik pada tanah 

yang gembur dan porous. 

Syarat tumbuh tanaman kubis pada mulanya ditanam pada daerah yang 

beriklim dingin (Sub tropis),  sehingga di Indonesia tanaman tersebut di tanam 

pada dataran tinggi dengan ketinggian 1000-2000 meter diatas permukaan laut 

dengan suhu udara yang dingin dan lembab. Menurut Rukmana (1994), kisaran 

temperatur optimum untuk pertumbuhan dan produksi tanaman kubis berkisar 

anatara 15
0
-18

0
 C dan maksimum 24

0
 C. 

2.3 Insektisida 

Insektisida merupakan zat kimia yang berfungsi sebagai pemberantas 

serangga pengganggu (Kamus Pertanian Umum, 2013). Insektisida dalam 

pengertian umum merupakan suatu jenis dari pestisida (pembunuh hama). Namun 

dalam fokus penyeranganmya, insektisida digunakan untuk memberantas semua 

jenis serangga. 
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Jenis – Jenis Insektisida 

Menurut Peraturan Pemerintah Nomor 7 Tahun 1973, batasan dari 

penggunaan jenis pestisida adalah semacam zat kimia dan bahan lain serta jasad 

renik dan virus yang digunakan untuk : 

1. Memberantas atau mencegah hama, penyakit yang merusak tanaman, bagian 

tanaman atau hasil-hasil pertanian. 

2. Memberantas gulma. 

3. Mematikan daun dan menegah pertumbuhan yang tidak diinginkan. 

4. Mengatur/merangsang pertumbuhan tanaman atau bagian tanaman (tidak 

termasuk pupuk). 

5. Memberantas atau mencegah hama luar pada hewan peliharaan/ternak. 

6. Memberantas atau mencegah binatang dan jasad renik dalam rumah tangga. 

7. Memberantas atau mencegah binatang yang dapat menyebabkan penyakit 

pada manusia atau binatang yang perlu dilindungi. 

Cara Masuk Insektisida 

Cara masuk insektisida pada serangga dapat melalui berbagai macam cara. 

Menurut Raini (2007), insektisida dapat masuk melalui kulit, sistem pernapasan, 

sistem pencernaan, bahkan dapat melalui lebih dari satu cara, berikut merupakan 

penjelasan cara insektisida masuk kedalam tubuh serangga : 

a) Racun Kontak adalah insektisida yang masuk kedalam tubuh serangga lewat 

kulit (bersinggungan langsung). Serangga hama akan mati bila bersinggungan 

(kontak langsung) dengan insektisida tersebut (Jumar, 2000). 

b) Racun Pernapasan adalah insektisida yang bekerja lewat saluran pernapasan. 

Serangga hama akan mati bila menghirup insektisida dalam jumlah yang 

cukup. Kebanyakan racun napas berupa gas atau bila wujud asalnya padat 

atau cair yang segera berubah atau menghasilkan gas dan diaplikasikan 

sebagai fumigansia. Misalnya metil bromida, aluminium fosfida. (Rukmana, 

Rahmat dan Sugandi, 1997). 

c) Racun Lambung (Racun Perut/Stomach Poison) adalah insektisida yang 

membunuh serangga sasaran bila insektisida tersebut masuk kedalam organ 

pencernaan serangga dan diserap oleh dinding saluran pencernaan. 

Selanjutnya, insektisida tersebut dibawa oleh cairan tubuh serangga ketempat 
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sasaran yang mematikan (misalnya kesusunan syaraf serangga). Oleh karena 

itu, serangga harus terlebih dahulu memakan tanaman yang sudah 

disemprotkan dengan insektisida dalam jumlah yang cukup untuk 

membunuhnya (Jumar, 2000). 

Golongan Insektisida Organofosfat 

Insektisida dengan unsur P meliputi semua ester fosforik (H3PO4) sebagai 

inti yang aktif. Pada saat ini organofosfat merupakan kelompok insektisida yang 

terbesar karena sangat bervariasi jenis dan sifatnya. Organofosfat mampu 

menurunkan populasi serangga dengan cepat, tetapi persistensinya dilingkungan 

sedang (Untung, 2006). Menurut Darmono (2008), menyatakan bahwa 

organofosfat menghambat aksi pseudokolinesterase dalam plasma dan 

kolinesterase dalam sel darah merah dan pada sinapsinya. Enzim tersebut secara 

normal menghidrolisis asetilkolin menjadi asetat dan kolin. Pada saat enzim 

dihambat, maka mengakibatkan jumlah asetilkolin meningkat dan berikatan 

dengan reseptor muskarinik dan nikotinik pada sistem saraf pusat dan perifer. Hal 

tersebut dapat menyebabkan timbulnya gejala keracunan yang berpengaruh pada 

seluruh bagian tubuh. Terhambatnya enzim asetilkolinesterase mengakibatkan 

terjadinya penumpukan asetilkolin, sehingga dapat menimbulkan kekacauan pada 

sistem impuls ke sel-sel otot. Keadaan ini dapat menyebabkan pesan-pesan 

berikutnya tidak dapat diteruskan, otot kejang dan akhirnya terjadi kelumpuhan 

(paralisis) dan kematian (Untung, 2006). Salah satu bahan aktif yang termasuk 

organofosfat adalah profenofos. 

Profenofos 

Profenofos merupakan bahan aktif insektisida yang bekerja sebagai racun 

perut pada serangga. Menurut Makoto (2018), berikut adalah identifikasi bahan 

aktif Profenofos. ISO common name: Profenofos, Manufacturer's code Number: 

CGA15324, OMS2004, Other code numbers : CAS No: 41198-08-7, CIPAC No: 

461, Chemical name: IUPAC: O-4-bromo-2-chlorophenyl O-ethyl S-propyl   

phosphorothioate, CA: O-(4-bromo-2-chlorophenyl) O-ethyl S-propyl 

phosphorothioate, Formulae: C11H15BrClO3PS Molecular mass 373.6 g/mol. 
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Gambar 4. Struktur formula profenofos (Makoto, 2018). 

Profenofos merupakan insektisida yang termasuk pada golongan 

organofosfat. Dalimunthe et al. (2012), menyatakan bahwa golongan organofosfat 

merupakan jumlah pestisida terbesar yang beredar di pasar dan banyak digunakan 

dalam bidang pertanian karena tidak menyebabkan resistensi pada serangga. 

Dengan takaran yang rendah sudah memberikan dampak yang memuaskan, selain 

itu kerjanya cepat dan mudah terurai. Namun dengan dosis maupun takaran 

penggunaan yang tidak sesuai, insektisida profenofos dapat menyebabkan 

permasalahan, seperti terjadinya resistensi maupun juga berdampak pada 

lingkungan sekitar. Menurut Ramika et al. (2012), profenofos juga berbahaya 

untuk organisme non-target pada ekosistem terestrial dan perairan. 

Batas Maksimal Residu 

BMR atau batas maksimal residu insektisida merupakan tingkat bahaya 

residu insektisida yang digunakan. Batas konsentrasi yang digunakan sudah diatur 

dan disahkan secara hukum oleh BSN (Badan Standardisasi Nasional) dalam 

satuan miligram residu insektisida perkilogram. Berikut merupakan nilai BMR 

profenosos dari berbagai komoditas pertanian menurut Standar Nasional 

Indonesia (2008), 

Tabel 1. Nilai BMR Profenofos pada berbagai komoditas pertanian. 
Komoditas BMR (mg/kg) 

Biji Kapas 2 

Bit gula 0,05 

Daging mamalia (selain hewan laut) 0,05 

Jeruk, Manis, Asam 1 

Kentang 0,05 

Kubis 1 

Kubis Bunga/kembang kol 0,5 

Minyak biji kapas dapat dimakan 0,05 

Minyak kadang kedelai, Sulingan 0,05 

Paprika, Cabai 5 

Paprika, Manis 0,5 

Tomat 2 
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Tunas kecambah/Touge 0,5 

2.4 Bakteri 

Bakteri merupakan organisme yang tidak memiliki organ selubung inti 

(prokariotik). Bakteri pada umumnya mempunyai ukuran sel 0,5-1,0 µm x 2,0-5,0 

µm, dan terdiri dari tiga bentuk dasar yaitu bentuk bulat atau kokus, bentuk batang 

atau bacillus, bentuk spiral (Dwidjoseputro, 1985). Jenis-jenis bakteri menurut 

Syarief dan Halid (1993) menyatakan bahwa, identifikasi jenis bakteri 

berdasarkan sifat morfologi, biokimia, fisiologi dan serologi, antara lain (a). 

Bakteri gram positif, dengan bentuk kokus dalam pengujian katalase positif: 

Staphylococcus, sedangkan dalam pengujian katalase negatif: Streptococcus, 

Leuconostoc dan Pediococcus. Bakteri berbentuk batang, dalam pengujian 

anaerobik: Clostridium botulinum, Lactobacillus dan Propionic bacterium, 

sedangkan dalam pengujian aerobik: Bacillus. (b). Bakteri gram negatif berbentuk 

batang dan dalam pengujian fermentatif: Proteus, Eschericia coli dan 

Enterobacter, sedangkan apabila berbentuk spiral atau batang dan dalam 

pengujian non-fermentatif: Pseudomonas, Alcaligenes. 

Bakteri Endosimbion 

Pada perkembangannya bakteri dapat bersimbiosis dengan berbagai macam 

makhluk hidup dan bermanfaat bagi kehidupan makhluk hidup lain. Menurut 

Octavia (2010), pemanfaatan bakteri untuk bioremediasi limbah mampu 

mencegah efek negative limbah terhadap lingkungan yang merupakan habitat 

berbagai mahkluk hidup.  

Namun simbiosis bakteri juga menjadi momok bagi para akademisi di 

bidang pertanian ketika bakteri tersebut bersimbiosis dengan hama yang 

merupakan musuh bagi petani. Seperti yang dikutip dari Syamsidi dan Fitriyanti 

(2014), dalam penelitian ilmu kedokteran ditemukan bahwa selain lalat membawa 

kuman penyakit namun ternyata dalam tubuh lalat tersebut juga mengandung zat 

antibiotika yang mampu membunuh kuman. Aktivitas ezim selulolitik bakteri 

simbions telah ditemukan Delalibetra et al. (2005), pada usus penggerek kayu 

Saperda vestita (Coleoptera: Cerambicidae), kumbang Ips Pini dan Dendroctonus 

frontalis (Coleoptera: Curculionidae) ditemukan adanya a-Proteobacteria pada 

larva dan kumbang pinus dewasa Dendroctonus frontalis (Vasantakumar et al., 
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2006). Proses percernaan terhadap karbohidrat, protein dan lipid terjadi di usus 

tengah (midgut), meskipun sebagian pencernaan selulosa yang di sebabkan oleh 

enzin selilase mikroba juga terjadi di usus belakang (hindgut). Enzim selulase 

serangga umumnya ditemukan di usus tengah (midgut) (Biorata, 2012). 

Bakteri Biodegradasi Inseksida 

Biodegradasi merupakan proses terjadinya pemecahan senyawa kimia yang 

dilakukan dengan bantuan mikroorganisme menjadi komponen yang lebih 

sederhana. Menurut Munir (2006), beberapa mikroorganisme seperti bakteri 

Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter sp, Streptomyces viridans dan 

Acinetobacter calcoaceticus mampu menyerap jenis logam berat seperti Cd, Cr, 

Pb, Cu, dan Zn dari tanah dengan menghasilkan senyawa biosurfaktan. Berikut 

beberapa genus bakteri yang berpotensi menjadi agens biodegradasi. 

a. Bakteri Pantoea sp. 

Bakteri Pantoea sp. termasuk golongan bakteri gram negatif, dengan hasil 

motilitas non-motil, berbentuk batang (rod). Bakteri genus Pantoea sp. merupakan 

salah satu bakteri yang berperan sebagai PGPR dan berpotensi dalam peningkatan 

pertumbuhan dan hasil tanaman (Raka et al., 2012). Pantoea sp. telah 

dimanfaatkan dalam keperluan industri sebagai agens biodegradasi dan remediasi 

pada hesbisida dan zat beracun lain (Zaenuri et al., 2018). Menurut Long et al. 

(2004), bakteri Pantoea sp. merupakan bakteri endofit yang digunakan untuk 

menghambat perkembangan patogen Ralstonia solanacearum secara in vitro. 

b. Bakteri Acinetobacter sp. 

Acinetobactor sp. merupakan bakteri yang memiliki panjang 1,5-2,5 µm dan 

diameter 0,9-1,6 µm. Bakteri Acinetobactor sp. merupakan bakteri gram negatif 

yang tidak dapat membentek spora, berbentuk panjang bulat pada fase stasioner, 

bersifat aerobik, oksidasi negatif, katalase positif dan tumbuh optimum pada suhu 

33
o
-35

o 
C. Kemampuan bakteri Acinetobactor sp. dengan mengubah rantai 

hidrokarbon menjadi nutrisi. Bakteri Acinetobactor sp. memiliki kemampuan 

mendegradasi berbagai senyawa, antara lain: aromatik salisiat, phenol dan alkana 

(Robert et al., 1957) dan menurut Sutanto (2011), Acinetobactor sp. mampu 

mendegradasi asam organik. 
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c. Bakteri Psedomonas sp. 

Bakteri Psedomonas sp. merupakan bakteri yang termasuk dalam gram 

negatif, berbentuk batang dan tidak membentuk spora. Bakteri ini merupakan 

bakteri obligat aerob, akan tetapi beberapa spesies juga dapat hidup secara 

anaerob dengan kondisi lingkungan nitrat. Bakteri Psedomonas sp. tidak mampu 

menghasilkan enzim hidrolitik yang sangat berguna dalam proses degradasi 

polimer namun bakteri ini mempunyai sistem inducible operon yang mampu 

menghasil suatu enzim yang penting dalam proses metabolisme sumber karbon. 

Menurut Shimao (2001), jenis enzim yang di hasilkan oleh bakteri Psedomonas 

sp. yang berguna dalam proses degradasi adalah enzim serine hidrolase, lipase dan 

esterase. 

d. Bakteri Bacillus sp. 

Bakteri Bacillus sp. termasuk dalam jenis bakteri gram positif ber-sel 

tunggal, mempunyai bentuk batang pendek dan berantai panjang. Ukuran lebar 

dari bakteri Bacillus sp. 1–1,2 mm dengan panjang 3-5 mm. Suhu maksimum 

pertumbuhan bakteri Bacillus sp. diantara 30-50
o
C dan minimum suhu pada 5-

20
o
C. Bakteri ini mampu mendegradasi minyak bumi, dengan mengubah minyak 

bumi sebagai sumber karbon dan energi. Bacillus sp. juga mampu mendegradasi 

senyawa 2,4-diklorofenol dengan cara menurunkan kadar konsentrasi dari 40 

mg/L menjadi 0,2 mg/L dalam 21 hari (Effendy, 2010). Bakteri Bacillus sp. yang 

sering digunakan antara lain, Bacillus subtilis dan Bacillus cereus (Cookson, 

1995). 

e. Bakteri Corynebacterium sp. 

Bakteri Corynebacterium sp. merupakan jenis bakteri gram negatif, tidak 

membentuk endospora, mempunyai warna koloni putih tulang dengan elevasi 

cekung dan tepi berombak. Corynebacterium sp. mempunyai bentuk bakteri 

batang pleomorfik dengan diameter 0,3-0,8 x 1,0-8,0 µm. Bakteri 

Corynebacterium sp. merupakan mikroorganisme yang mampu mendegradasi 

hidrokarbon minyak bumi (Basuki, 2011). 
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III. METODOLOGI 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan pada bulan November 2018 di daerah Krajan, Pujon 

Kidul, Malang, Jawa Timur dan Laboratorium Bakteri Tumbuhan Jurusan Hama 

dan Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya, Malang, Jawa 

Timur. 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam proses penelitian ini antara lain, pinset, pisau 

bedah, kotak penyimpanan, blue tip, cawan petri, microtube, tabung reaksi, 

Laminar Air Flow Cabinet (LAFC) type:H.S. 079S, inkubator (shaker), lampu, 

bunsen, korek api, timbangan analitik, jarum suntik, kompor listrik, penggaris, 

spidol OHP, corong, sprayer, micropipet Vitlab dig 100-1000 µl, tabung 

erlenmeyer, botol media, gelas ukur, object glass, cover glass, spatula, penggaris, 

jarum ose, mikroskop stereo yang terhubung dengan komputer, autoclove type 

HL-36 Ae Hirayama dan kamera. 

Adapaun bahan-bahan yang digunakan dalam proses penelitian ini antara 

lain, sampel ulat P. xylostella dari daerah Krajan, Pujon Kidul yang telah 

terkontaminasi pestisida, pestisida berbahan aktif profenofos, larutan saline, 

alkohol 96%, alkohol 75%, larutan klorox 2%, Nutrient Agar (NA) instant, plastik 

petromax, kapas streril, tissue steril, alumunium foil, plastik wrap, kertas label, 

kertas Wattman, agar, aquades steril, KOH 3%, kristal violet, malacid green, 

iodine, safranin, NaCl, spirtus, media Oksidatif-Fermentatif, tanaman tembakau, 

dan minyak imersi. 

3.3 Metode Pelaksanaan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahapan. Berikut ini merupakan 

tahapan-tahapan yang dilakukan dalam proses penelitian, yaitu : 

Pengambilan Sampel P. xylostella di Krajan, Pujon Kidul 

Penilitian dilakukan dengan pengambilan sampel ulat (P. xylostella) yang 

telah terkontaminasi pestisida pada lahan Kubis, di daerah Krajan, Pujon Kidul, 

Malang, Jawa Timur. Metode pengambilan sampel P. xylostella dilakukan secara 

acak tanpa memandang jenis kelamin dan metode tersebut mengacu pada jurnal 

penelitian Xia et al. (2013), pengambilan sampel P. xylostella dilakukan dalam 
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satu hari. Pemilihan sampel dilakukan berdasarkan ukuran ulat yang telah 

memasuki instar-3. 

Isolasi Bakteri pada Midgut P. xylostella 

Sampel P. xylostella yang telah dipilih, selanjutnya dilakukan pembedahan 

mengacu pada penelitian Dwismar (2013) dengan membuang bagian kepala dan 

ekor kemudian bagian organ dalam (usus) di tarik keluar dengan menggunakan 

pinset. Pembedahan dilakukan guna mendapatkan bagian midgut (usus bagian 

tengah) yang terdapat pada bagian abdomen pada P. xylostella. Isolasi bakteri 

dilakukan dengan menggunakan metode dilution plate atau pengenceran 

betingkat. Sampel midgut P. xylostella yang didapatkan dikumpulkan serta 

diencerkan dengan larutan saline sebanyak 1000 µl yang dimasukan pada tabung 

reaksi dan selanjutnya di shake hingga homogen. Setelah itu, suspensi yang telah 

homogen diambil sebanyak 100 µl dengan menggunakan mikropipet dan 

dimasukan ke dalam tabung reaksi yang bersisi 900 µl laruta salin. Proses 

pengenceran tersebut dilakukan dari tingkat 10
-1

 sampai dengan 10
-10

. 

Selanjutnya, pengenceran pada tingkat 10
-5

, 10
-6

, 10
-7

, 10
-8

, 10
-9

 dan 10
-10

 suspensi 

diambil masing-masing 100 µl dengan menggunakan mikropipet dan kemudian 

diteteskan pada media Nutrient Agar (NA) yang telah disiapkan dan diratakan 

menggunakan stick L selanjutnya diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu ± 28
0 
C. 

Setiap bakteri yang tumbuh pada tiap tingkat pengenceran, dipilih yang terbaik 

dalam skala bentuk serta kerapatan pada tiap bakteri. Koloni bakteri yang tumbuh 

selanjutnya akan dilakukan purifikasi hingga didapatkan koloni tunggal bakteri. 

Seleksi Bakteri pada Midgut P. xylostella 

Tahapan seleksi bakteri dilakukan dengan cara menguji kemapuan hidup 

bakteri pada media Nutrient Agar (NA) tercemar yang mengandung insektisida 

berbahan aktif profenofos. Pengujian dilakukan pada bakteri hasil eksplorasi yang 

kemudian ditumbuhkan pada 1000 ml media Nutrient Agar (NA) yang telah 

tercampur insektisida profenofos dengan dosis rekomendasi 1,5 ml/L. 

Penumbuhan bakteri dilakukan dengan metode streak plate 1 kuadran pada setiap 

cawan petri yang telah terisi NA+profenofos. Bakteri yang telah ditumbuhkan di 

inkubasi selama 24-48 jam. Pengujian dilanjutkan pada bakteri yang mampu 

tumbuh serta bertahan hidup pada media NA+profenofos. 
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Uji Hipersensitif 

Pengujian hipersensitif merupakan pengujian yang bertujuan untuk 

mengetahui bakteri hasil seleksi yang telah didapat termasuk golongan patogen 

terhadap tanaman atau tidak. Pengujian hipersensitif dilakukan dengan 

menggunakan tanaman tembakau yang minimal telah berusia 3 bulan. Pengujian 

diawali dengan pengambilan bakteri yang telah terseleksi sebanyak 3 ose 

dilarutkan pada 1 ml aquades kemudian di homogenkan. Selanjutnya tanaman 

tembakau dilukai pada bagian permukaan daun dengan menggunakan jarum 

suntik dan memasukan suspensi bakteri yang telah dilarutkan pada bagian 

tersebut. Pengamatan pengujian hipersensitif dilakukan selama 24-72 jam setelah 

perlakuan dilakukan. Terdapat 2 reaksi yang ditimbulkan pada pengujian 

hipersensitif, antara lain a). Reaksi positif dan b). Reaksi negatif. Reaksi positif 

ditunjukan pada bagian daun tembakau yang telah diberi perlakuan mengalami 

nekrosis, hal tersebut menunjukan bahwa suspensi bakteri yang diberikan 

termasuk dalam patogen. Sedangkan, pada reaksi negatif daun tembakau yang 

telah diberi perlakuan tidak terjadi nekrosis. Selanjutnya pengujian dilakukan 

pada bakteri hasil seleksi yang bereaksi negatif. 

Uji Biodegradasi Insektisida Berbahan Aktif Profenofos. 

Uji biodegradasi menggunakan metode penelitian rancangan acak lengkap 

(RAL) dengan perlakuan berdasarkan 14 isolat bakteri yang telah didapat dan 

terseleksi dengan 4 ulangan. Pada uji biodegradasi digunakan 1 kontrol positif, 

yaitu dengan pemberian kertas wattman yang telah di rendam aquades tanpa 

pemberian isolat bakteri di letakkan pada media uji yang telah ditambahkan 

insektisida pada tiap konsentrasi pengujian. 

Pengujian dilakukan dengan memodifiksi metode Borkas (2018). 

Persiapan media pengujian dengan menyiapkan larutan NA ditambahkan dengan 

insektisida profenofos dengan konsentrasi 0,75 ml/L, 1,5 ml/L dan 3 ml/L 

kemudian di homogenkan dan di strerilisasi menggunakan autoclave type HL – 36 

Ae Hirayama. Media yang telah homogen dan steril kemudian dituang kedalam 

cawan petri di inkubasi selama 1 hari hingga media padat.  

Berikut merupakan kerangka operasional pelaksanaan uji biodegradasi 

insektisida profenofos (Gambar 5): 
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Gambar 5. Kerangka operasional uji biodegradasi insektisida profenofos. 

Selanjutnya bakteri hasil seleksi yang telah di tumbuhkan pada media NA, 

diencerkan pada aquades dengan perbandingan 3 ose : 5 ml aquades. Kertas 

Wattman berdiameter 0,5 yang telah disiapkan kemudian di rendam pada hasil 

pengenceran selama ± 30 menit dan selanjutnya di kering anginkan selama ± 10 

menit. Kemudian kertas Wattman yang telah kering diletakkan di tengah cawan 

petri berdiameter 9 cm yang telah terisi media tercemar insektisida profenofos 

(Gambar 6). Inkubasi pada suhu ruangan dan diamati selama 72 jam dengan 

mengukur diamter zona bening yang dihasilkan oleh isolat bakteri. Menurut 

Akhdiya et al. (2018) Zona bening pada sekitar koloni bakteri menunjukkan 

adanya aktivitas degradasi oleh sel bakteri dalam koloni. 



17 

 

 

 

 

Gambar 6. Modifikasi uji biodegradasi insektisida profenofos (KW adalah kertas 

Wattman, MT adalah media tercemar dan CP adalah cawan petri) 

Variabel Pengamatan 

Parameter pengamatan uji biodegradasi adalah diameter zona bening yang 

dihasilkan isolat bakteri. Pengukuran diameter zona bening di media tercemar 

insektisida profenofos dilakukan untuk melihat hasil degradasi yang dilakukan. 

Semakin besar hasil degradasi insektisida profenofos akan berbanding lurus 

dengan diameter zona bening yang dihasilkan. 

Identifikasi Bakteri Simbion pada Midgut P. xylostella 

Setelah melalui berbagai tahapan pengujian, selanjutnya isolat bakteri 

hasil seleksi yang telah terpilih di identifikasi secara morfologi dan fisiologi. 

Identifikasi secara morfologi meliputi bentuk, tepi, warna serta bertuk permukaan 

koloni. Kemudian dari hasil identifikasi disesuaikan dengan literatur pendukung 

yang sudah ada. Selanjutnya, proses identifikasi secara fisiologis dilakukan 

dengan menentukan sifat-sifat fisiologi bakteri hasil seleksi. Genus pada tiap 

bakteri hasil seleksi dapat ditentukan berdasarkan Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001). 

Berikut merupakan beberapa metode yang digunakan dalam penentuan 

genus, antara lain: 
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Gambar 7. Bagan alir identifikasi bakteri hingga tingkat genus (Bergey’s Manual 

of Determinative Bacteriology) (Holt et al., 1994). 
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Gambar 8. Bagan alir identifikasi bakteri hingga tingkat genus (Schaad et al., 

2001) 
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1. Uji Gram 

Pengujian gram dilakukan dengan menggunakan bakteri yang telah di 

tumbuhkan selama 24 jam. Bakteri diambil sebanyak satu ose dan di tambahkan 

aquades steril kemudian diletakkan diatas object glass steril lalu dikeringkan 

dengan api bunsen. Setelah kering, dilanjutkan pengecatan dengan kristal violet 

sebanyak satu tetes dan didiamkan selama satu menit, kemudian dibilas dengan air 

mengalir dan dikering anginkan dengan api bunsen. Selanjutnya object glass di 

bersihkan dengan alkohol 70% dan di diamkan satu menit, kemudian dibilas 

dengan air mengalir dan di kering anginkan kembali dengan api bunsen. Tahapan 

selanjutnya, pengecatan dengan satu tetes safranin kemudian di diamkan selama 

satu menit, lalu dibilas dengan air mengalir dan dikering anginkan. Proses 

pengamatan object glass menggunakan mikroskop dengan berikan satu tetes 

minyak imersi untuk memperjelas hasil pengamatan. Gram negatif akan 

menunjukan warna merah, sedangkan gram posistif akan menunjukan warna biru 

atau biru keunguan. 

2. Uji Kelarutan KOH 3% 

Proses pengujian KOH 3% menggunakan bakteri murni yang telah di 

tumbuhkan selama 24 jam. Bakteri diambil sebanyak satu ose di suspensikan di 

atas object glass, kemudian diberikan larutan KOH 3% yang telah dicampurkan 

dengan aquades steril sebanyak satu tetes. Selanjutnya, hasil suspensi tersebut di 

aduk memutar dan di tarik ke atas dengan menggunakan jarum ose. Apabila 

membentuk benang lendir, maka hasil yang diperoleh adalah negatif dan 

sebaliknya, apabila tidak membentuk benang lendir, maka hasil yang  diperoleh 

positif. 

3. Uji Katalase 

Proses pengujian katalase menggunakan bakteri murni yang ditumbuhkan 

pada media selama 24 jam. Bakteri diambil sebanyak satu ose di suspensikan di 

atas object glass, kemudian diberikan larutan hidrogen perosida (H2O2) sebanyak 

satu tetes. Hasil yang diberikan apabila suspensi bakteri membentuk gelembung 

udara, maka hasil yang diperoleh positif dan sebaliknya, apabila tidak membentuk 

gelembung udara, maka hasil yang diperoleh negatif. 
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4. Pewarnaan Spora 

Proses pewarnaan spora bakteri dilakukan pada bakteri yang telah di 

tumbuhkan selama 24-48 jam. Langkah pertama, bakteri diambil satu ose 

kemudian di oleskan pada object glass steril dan diberikan satu tetes aquades, lalu 

di kering anginkan dengan menggunakan api bunsen. Setelah bakteri mengering 

kemudian di berikan satu tetes cairan malachite green 5% dan di diamkan selama 

10 menit. Selanjutnya object glass di bilas dengan aquades, lalu di kering 

anginkan dengan api bunsen. Setelah kering, object glass di berikan satu tetes 

safranin selama 15 detik., lalu bilas dan kering anginkan dengan api bunsen. 

Pengamatan dilakukan dengan mikroskop perbesaran 400x, dengan memberikan 

hasil apabila bakteri menghasil spora akan menunjukan warna hijau, dan apabila 

tidak menghasilkan spora sel bakteri hanya akan menunjukan warna merah. 

5. Uji Oksidatif Fermentatif 

Pengujian dilakukan dengan menumbuhkan bakteri hasil seleksi pada media 

fermentasi glukosa dengan pH 7-7,1 dalam tabung reaksi. Komposisi media 

fermentasi glukosa terdiri dari pepton 2 gram, Nacl 5 gram, KH2PO4 0,3 gram, 

agar 3 gram dan Bromthymoblue (1%) 3 ml. Bahan-bahan tersebut dicampur dan 

dilarutkan kedalam 1 liter aquades steril lalu di sterilkan menggunakan autoclave 

type HL – 36 Ae Hirayama. Penambahan 0,5 ml larutan glukosa 10% secara 

aseptis dengan micropipet pada setiap tabung. Selanjutnya, setiap biakan bakteri 

murni berumur 24 jam di tusukkan pada 2 tabung reaksi yang telah terisi media 

padat Oksidatif Fermentatif dengan perlakuan salah satu tabung reaksi ditutup 

dengan parafin dan inkubasi selama 7-14 hari. Hasil yang akan diperoleh, jika 

terjadi perubahan warna media menjadi kuning pada tabung reaksi yang tidak 

ditutup parafin maka reaksi bersifat oksidatif. Jika perubahan warna media terjadi 

pada kedua tabung reaksi maka reaksi bersifat fermentatif. 

6. Uji Pertumbuhan Media YDC 

Pengujian dilakukan dengan menumbuhkan bakteri pada media YDC. 

Komposisi media YDC terdiri dari yeast 10 gram, glukosa 20 gram, CaCo3 20 

gram dan agar 15 gram. Seluruh bahan dicampur dan dilarutkan dengan 1 liter 

aquades steril lalu di sterilkan menggunakan autoclave type HL – 36 Ae 

Hirayama. Media YDC steril kemudian dituang dalam cawan petri dan diinkubasi 
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selama 1 hari hingga media menjadi padat. Selanjutnya, setiap biakan bakteri 

murni berumur 24 jam ditumbuhkan pada media YDC dengan metode streak 

plate. Hasil yang diperoleh, jika bakteri yang ditumbuhkan menghasilkan koloni 

berwarna kuning maka reaksi yang dihasilkan positif. Jika bakteri yang 

ditumbuhkan menghasilkan koloni berwarna putih maka reaksi yang dihasilkan 

negatif. 

3.4 Analisis Data 

Data yang diperoleh dari uji adaptasi dan uji degradasi dianalisis 

menggunakan analisis ragam dan apabila terdapat perbedaan nyata, maka akan 

dilanjutkan dengan uji Duncan (DMRT) dengan taraf kesalahan 5%. Analisis data 

diolah menggunakan aplikasi SPSS Statistics 20. 
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1. Isolasi Bakteri pada Midgut P. xylostella 

Hasil isolasi yang telah di dapat dari bagian midgut P. xylostella berjumlah 

14 isolat bakteri (Gambar 9). Pengambilan isolat dilakukan dengan metode 

pengenceran bertingkat. Pengenceran dilakukan pada tingkat 10
-5

, 10
-6

, 10
-7

, 10
-8

, 

10
-9

 dan 10
-10 

kemudian hasil pengenceran di tumbuhkan pada media NA. 

 

Gambar 9. Hasil isolasi bakteri. 
Keterangan: Pengenceran 10

7
 setelah 48 jam. 

P. xylostella merupakan hama utama pada tanaman kubis yang sulit untuk 

dikendalikan. Berbagai macam pestisida telah di hasilkan guna mengendalikan 

hama tersebut, namun tingkat resistensi yang tinggi serta kemampuan P. xylostella 

dalam mendegradasi bahan aktif pestisida yang telah di aplikasikan sangat cepat 

sehingga perlu perlakuan lebih lanjut dalam mengendalikan hama tersebut. 

Mikroorganisme yang bersimbiosis dengan P. xylostella diperkirakan mampu 

membantu mendegradasi bahan aktif pestisida yang diaplikasikan. Menurut 

Antriana (2014), keberadaan Flavobacterium dan Enterobacter dalam usus rayap 

memiliki interaksi yang saling menguntungkan, rayap memberikan perlindungan 

bagi mikroorganisme, sedangkan Flavobacterium dan Enterobacter menyumbang 

enzim selulase bagi pencernaan rayap.  Keberadaan bakteri pada setiap ekosistem, 

bertanggung jawab dalam mendaur ulang unsur serta elemen esensial. Sehingga 

terdapat potensi bakteri dalam mendegradasi bahan aktif pestisida.  
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4.2 Seleksi Bakteri pada Midgut P. xylostella 

Seleksi dilakukan  dengan menumbuhkan 14 isolat yang di dapat pada 

media NA yang mengandung pestisida berbahan aktif profenofos dengan 

konsentrasi 1,5 ml/L. Selanjutnya isolat di inkubasi selama 24-48 jam dengan 

suhu ruang. Pada isolat bakteri yang diseleksi, di dapatkan seluruh isolat bakteri 

mampu hidup pada media NA yang tercemar pestisida berbahan aktif profenofos. 

Hasil seleksi bakteri pada bagian midgut P. xylostella dapat dilihat pada (Tabel 2). 

Tabel 2. Hasil seleksi bakteri yang mampu hidup dalam media NA + profenofos 

Kode Isolat Hasil Seleksi Kode Isolat Hasil Seleksi 

G1 + G8 + 

G2 + G9 + 

G3 + G10 + 

G4 + G11 + 

G5 + G12 + 

G6 + G13 + 

G7 + G14 + 

Keterangan: (+) mampu tumbuh, (-) tidak mampu tumbuh. 

4.3 Uji Hipersensitif 

Pengujian hipersensitif dilakukan dengan menginfiltrasi suspensi bakteri 

pada daun tanaman tembakau. Terlihat hasil uji hipersensitif pada 14 isolat setelah 

48 jam menunjukkan 4 isolat bakteri mengalami gejala nekrosis yang 

menyebabkan perubahan warna pada daun tembakau menjadi berwarna kuning. 

Hasil tersebut berbeda dengan perlakuan kontrol dengan aquades steril yang tidak 

menimbulkan gejala nekrosis (Gambar 10). 

     
Gambar 10. Hasil uji hipersensitif. 

Keterangan: (A). Perlakuan kontrol, (B). Reaksi positif uji hipersensitif isolat G11 dan G12,           

(C). Reaksi negatif uji hipersensitif isolat G1 dan G2. 

A B C 
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Berdasarkan hasil uji hipersensitif menunjukkan hasil dari 14 isolat bakteri 

terdapat 10 isolat bakteri yaitu isolat G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8, G9 dan 

G10 yang bukan termasuk bakteri patogen dan 4 isolat bakteri yaitu G11, G12, 

G13 dan G14 berpotensi sebagai bakteri patogen pada tanaman. Reaksi positif uji 

hipersensitif ditunjukkan dengan munculnya gejala nekrosis pada bagian daun 

tanaman tembakau yang diinokulasi suspensi bakteri. Sedangkan reaksi negatif 

apabila pada bagian daun tanaman tembakau yang telah diinokulasi suspensi 

bakteri tidak menimbulkan gejala nekrosis. Menurut Masnilah et al. (2013), reaksi 

positif hipersensitif memberikan kesimpulan isolat bakteri yang diuji merupakan 

patogen tanaman. Infiltrasi suspensi bakteri Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

(Xoo) pada daun tanaman tembakau menimbulkan gejala nekrosis yang ditandai 

dengan munculnya bercak kuning kecoklatan pada bagian daun tembakau. 

Menurut Zuraidah (2013), reaksi nekrosis pada uji hipersensitif merupakan proses 

kematian sel yang cepat. 

4.4 Uji Biodegradasi Insektisida Bahan Aktif Profenofos 

Hasil pengujian uji biodegradasi insektisida berbahan aktif profenofos pada 

14 isolat dengan ulangan sebanyak 4 kali pada 3 konsentrasi yang berbeda yaitu 

0,75 ml/L, 1,5 ml/L dan 3 ml/L. Berdasarkan hasil analisis ragam (ANOVA) 

dengan taraf kesalahan 5% didapatkan hasil bahwa perlakuan memberikan 

pengaruh yang  berbeda nyata. Hal ini menunjukan adanya pengaruh dari 

perlakuan terhadap hasil rerata diameter zona bening yang dihasilkan tiap isolat 

bakteri. Hasil pengamatan yang telah dilakukan selama 72 jam pada uji 

biodegradasi terhadap 3 konsentrasi insektisida profenofos menunjukan bahwa 

semua isolat dapat tumbuh dalam media yang tercemar profenofos, namun tidak 

semua isolat mampu mendegradasi insektisida tersebut (Tabel 3). Kemampuan 

tiap isolat bakteri dalam mendegradasi insektisida dilihat dari munculnya zona 

bening pada perlakuan uji (Tabel 4). 

Tabel 3. Pengujian biodegradasi insektisida profenofos. 
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Keterangan : (+) apabila isolat bakteri mampu tumbuh pada media tercemar, sedangkan (-) apabila 

isolat bakteri tidak mampu tumbuh. 

Tabel 4. Rerata diameter zona bening pada uji degradasi insektisida profenofos. 

Perlakuan 

Rerata diameter zona bening pada pengamatan 24-72 jam (cm) 

Konsentrasi 0,75 ml/L Konsentrasi 1,5 ml/L Konsentrasi 3 ml/L 

24 

jam 

48 

jam 

72 

jam 

24 

jam 

48 

Jam 

72 

Jam 

24 

jam 

48 

jam 

72 

Jam 

Kontrol 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 0 a 0 a 0 a 

G8 0 a 1,48 b 1,81 b 0 a 1,40 b 1,82 b 0 a 0 a 1,38 b 

G9 0 a 1,56 b 1,95 c 0 a 1,42 b 1,86 c 0 a 0 a 1,67 c 

Keterangan : Angka yang diikuti dengan huruf yang sama pada  kolom yang sama menunjukkan 

hasil tidak berbeda nyata berdasarkan uji Duncan taraf kesalahan 5%. Data telah ditransformasi 

menggunakan √      untk keperluan analisis data. 

Pada perlakuan kontrol, setiap media tercemar pada tiap konsentrasi 

diberikan kertas wattman yang direndam aquades tanpa pemberian isolat bakteri. 

Pada pengamatan 24-72 jam konsentrasi insektisida 0,75 ml/L munculnya zona 

bening terjadi pada pengamatan 48 jam dengan hasil rerata diameter isolat G8 

sebesar 1,48 cm dan isolat G9 sebesar 1,56 cm. Selanjutnya pada pengamatan 72 

jam isolat G8 memberikan hasil rerata diameter zona bening sebesar 1,81 cm dan 

isolat G9 memberikan hasil rerata diameter zona bening 1,95 cm. Pengamatan 

pada konsentrasi insektisida 1,5 ml/L, isolat G8 menghasilkan rerata diameter 

zona bening sebesar 1,40 cm dan isolat G9 sebesar 1,42 pada pengamatan 48 jam. 

Sedangkan pada pengamatan 72 jam terjadi peningkatan rerata diameter zona 

bening pada isolat G8 sebesar 1,82 cm dan isolat G9 1,86 cm. Selanjutnya pada 

konsentrasi insektisida 3 ml/L hasil pengamatan 24-48 jam tidak menunjukan 

Perlakuan 
Pengujian biodegradasi insektisida profenofos 

Konsentrasi 0,75 ml/L Konsentrasi 1,5 ml/L Konsentrasi 3 ml/L 

Kontrol - - - 

G1 + + + 

G2 + + + 

G3 + + + 

G4 + + + 

G5 + + + 

G6 + + + 

G7 + + + 

G8 + + + 

G9 + + + 

G10 + + + 

G11 + + + 

G12 + + + 

G13 + + + 

G14 + + + 
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hasil zona bening, namun bakteri yang diaplikasikan tetap mampu hidup. Pada 

pengamatan 72 jam isolat G8 mampu menghasilkan rerata zona bening sebesar 

1,38 cm dan isolat G9 sebesar 1,67 cm. Sedangkan pada isolat G1, G2, G3, G4, 

G5, G6, G7, G9, G10, G11, G12, G13 dan G14 hanya mampu tumbuh di media 

yang tercemar pada tiap konsentrasi perlakuan namun tidak mampu mendegradasi 

media tersebut. Hal tersebut membuat isolat G8 dan G9 menunjukan hasil yang 

berbeda nyata pada setiap konsentrasi insektisida dari perlakuan kontrol (Gambar 

11). 

   
Gambar 11. Hasil uji biodegradasi. 

Keterangan: (A). Isolat G9 dapat menghasilkan zona bening dan (B). Isolat G7 tidak dapat 

menghasilkan zona bening. 

Berdasarkan hasil uji biodegradasi diperoleh 2 isolat terbaik yang diduga 

mampu mendegradasi insektisida profenofos pada setiap perlakuan konsentrasi, 

yaitu isolat G8 dan G9. Hasil identifikasi bakteri pada bagian midgut hama P. 

xylostella isolat G8 dan G9 merupakan bakteri dari genus Pantoea sp. Menurut 

Zaenuri (2018), Pantoea sp. sudah dimanfaatkan dalam keperluan industri, 

biodegradasi dan remediasi pada beberapa herbisida dan zat beracun lainnya. 

Menurut Sulaeman (2016), ditemukan 6 isolat bakteri yang mampu mendegradasi 

insektisida klorpirifos, yaitu bakteri Bacillus sp., Psedomonas sp., Enterobacter 

sp. (Pantoea sp.), Citobacter sp., Azotobacter sp. dan Azospirilum sp. Bakteri 

Pantoea sp. juga merupakan mikroorganisme yang resisten terhadap kontaminasi 

logam berat dan mempunyai kemampuan untuk meredukasi Cr(VI) menjadi 

Cr(III) (Fatmawati, 2010) . Menurut Obraztsova et al. (2002) Pantoea sp. dapat 

mereduksi Cr(VI) 150 ppm secara optimal, dengan penambahan sulfat (SO4
-2

) 

pada waktu 20 jam. Pemanfaatan bakteri pantoea sp. galur C9-1 (Actigard 50 

A B 
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WP) juga dilakukan dalam mengendalikan hawar daun pada bawang merah. Pada 

patogen tanaman tebu, pantoea sp. memberikan pengaruh detoksifikasi albicidin 

pada patogen X. albilinieans (Zhang dan Birch, 1997). 

4.5 Karakterisasi Bakteri Simbion pada Midgut P. xylostella 

Sebanyak 14 isolat bakteri yang telah diperoleh dari isolasi dan seleksi pada 

media tercemar, selanjutnya diidentifikasi hingga tahap genus. Karakterisasi 

bakteri merupakan tahapan dalam indentifikasi bakteri hasil seleksi. Karakterisasi 

dilakukan melalui beberapa tahapan, antara lain : a). Karaktersasi Morfologi, b). 

Karakterisasi Fisiologi dan Biokimia. Karakterisasi morfologi dilakukan 

mencakup bentuk koloni tunggal bakteri, warna, tepi, elevasi dan mukoid. 

Sedangkan dalam uji karakterisasi fisiologi dan biokimia berpedoman berdasarkan 

metode identifikasi menurut Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 

(Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001) yang meliputi pengujian gram, 

pengujian KOH 3%, pengujian katalase, pengecatan endospora, uji oksidatif-

fermentatif dan pengujian pertumbuhan pada media YDC. 

4.5.1 Karakterisasi Morfologi 

Karakterisasi morfologi bakteri dapat dilakukan dengan melihat dari 

karakterisasi koloni tunggal bakteri pada media NA. Bakteri yang akan diamati, 

ditumbuhkan pada media NA dengan metode streak tunggal dalam umur 24 jam. 

Pengamatan yang diamati meliputi bentuk, warna, tepi, elevasi dan adanya 

mukoid atau tidak. Hasil pengamatan pada 14 isolat bakteri menunjukkan bahwa 

semua isolat bakteri berbentuk bulat (Gambar 12). Pada isolat bakteri G1, G2, G5, 

G7, G11 dan G12 memiliki warna koloni bakteri putih keruh. Pada isolat bakteri 

G3, G4, G8 dan G9 memiliki warna koloni bakteri putih bening. Pada isolat 

bakteri G6, G10, G13 dan G14 memiliki warna koloni bakteri putih susu. 

Berdasarkan ciri mukoidnya 11 isolat bakteri memiliki ciri mukoid atau berlendir, 

sedangkan 3 isolat bakteri yaitu G10, G13 dan G14 memiliki ciri tidak mukoid 

atau tidak berlendir. Tepian dari 14 isolat bakteri memiliki bentuk rata, sedangkan 

bentuk elevasi permukaan koloni bakteri yaitu cembung. 
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Gambar 12. Bentuk koloni tunggal bakteri 

Keterangan: (A). Isolat G2, (B). Isolat G7, (C). Isolat G3 dan (D). Isolat G10 

Berdasarkan hasil pengamatan morfologi koloni tunggal bakteri, didapatkan 

hasil yang tidak jauh berbeda pada bentuk, tepian dan elevasi. Perbedaan terlihat 

pada karakteristik warna dan mukoid. Ciri-ciri isolat bakteri yang memiliki bentuk 

bulat, elevasi cembung dan tepian rata menunjukkan morfologi bakteri gram 

negatif. Berikut hasil karakterisasi secara morfologi pada 14 isolat bakteri simbion 

pada midgut P. xylostella dapat dilihat pada (Tabel 5). 

4.5.2 Karakterisasi Fisiologi dan Biokimia 

Pengujian secara fisiologi dan biokimia dapat dilihat berdasarkan metode 

identifikasi menurut Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 

1994) dan Schaad et al. (2001). Tahapan yang dilakukan pengujian secara fisologi 

dan biokimia terdiri dari pengujian gram, pengujian KOH 3%, pengujian katalase, 

pengecatan endospora, uji oksidatif-fermentatif dan pengujian pertumbuhan pada 

media YDC. Isolat bakteri yang mempunyai gram negatif tidak akan melewati 

pengujian pengecatan endospora dan uji katalase, sedangkan untuk bakteri gram 

positif akan melewati pengujian pengecatan endospora dan uji katalase. Hasil 

pengujian fisiologi dan biokimia dapat dilihat pada (Tabel 5). 
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Tabel 5. Hasil karakterisasi bakteri simbion P.xylostella 

Karakterisasi Morfologi. Karakterisasi Fisiologi dan Biokimia. 

Kode 

Isolat 
Bentuk Eleveasi Warna Tepi 

Bentuk 

Sel 

Pewarnaan 

Gram 

Uji KOH 

3% 

Uji 

Katalase 
Endospora Uji OF Uji  YDC Genus 

G1 Bulat Cembung 
Putih 
Keruh 

Rata Batang Merah Berlendir TU TU Fermentatif Kuning Pantoea sp. 

G2 Bulat Cembung 
Putih 

Keruh 
Rata Batang Merah Berlendir TU TU Fermentatif Putih Erwinia sp. 

G3 Bulat Cembung 
Putih 

Bening 
Rata Batang Merah Berlendir TU TU Fermentatif Kuning Pantoea sp. 

G4 Bulat Cembung 
Putih 

Bening 
Rata Batang Biru 

Tidak 

Berlendir 
Positif Negatif TU TU Coryneform sp. 

G5 Bulat Cembung 
Putih 
Keruh 

Rata Batang Merah Berlendir TU TU Fermentatif Kuning Pantoea sp. 

G6 Bulat Cembung 
Putih 

Susu 
Rata Batang Merah Berlendir TU TU Fermentatif Putih Erwinia sp. 

G7 Bulat Cembung 
Putih 
Keruh 

Rata Batang Merah Berlendir TU TU Fermentatif Putih Erwinia sp. 

G8 Bulat Cembung 
Putih 

Bening 
Rata Batang Merah Berlendir TU TU Fermentatif Kuning Pantoea sp. 

G9 Bulat Cembung 
Putih 

Bening 
Rata Batang Merah Berlendir TU TU Fermentatif Kuning Pantoea sp. 

G10 Bulat Cembung 
Putih 

Susu 
Rata Batang Biru 

Tidak 

Berlendir 
Positif Negatif TU TU Coryneform sp. 

G11 Bulat Cembung 
Putih 
Keruh 

Rata Batang Merah Berlendir TU TU Fermentatif Putih Erwinia sp. 

G12 Bulat Cembung 
Putih 

Keruh 
Rata Batang Merah Berlendir TU TU Fermentatif Kuning Pantoea sp. 

G13 Bulat Cembung 
Putih 
Susu 

Rata Batang Biru 
Tidak 

Berlendir 
Positif Negatif TU TU Coryneform sp. 

G14 Bulat Cembung 
Putih 

Susu 
Rata Batang Biru 

Tidak 

Berlendir 
Positif Negatif TU TU Coryneform sp. 

Keterangan:  Karakterisasi morfologi, fisiologi dan biokimia bakteri simbion P.xylostella. (TU): Tidak Uji

3
0
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1. Pengujian Gram 

Uji pewarnaan gram dilakukan untuk mengetahui golongan gram negatif 

atau gram positif dari bakteri yang diuji. Berdasarkan hasil pewarnaan gram dari 

14 isolat bakteri, terdapat 10 isolat bakteri dengan gram negatif ditunjukkan 

dengan bakteri berwarna merah pada saat pengamatan di bawah mikroskop dan 4 

bakteri dengan gram positif ditunjukkaan dengan hasil bakteri berwarna biru pada 

saat pengamatan di bawah mikroskop (Gambar 13). Menurut Schaad et al. (2001), 

bakteri gram negatif ditandai dengan warna merah atau merah muda, dikarenakan 

bakteri tersebut tidak dapat mengikat kristal violet yang diberikan dan hanya 

mampu mengikat safranin. Sedangkan untuk bakteri gram positif ditandai dengan 

warna biru keunguan, dikarenakan dapat mengikat larutan kristal violet yang 

diberikan. Selain untuk mengetahui golongan gram dari bakteri uji, pewarnaan 

gram juga dapat digunakan untuk mengetahui bentuk dan ukuran sek bakteri. Oleh 

karena itu, hasil pengujian gram dari 14 isolat bakteri mendapatkan hasil 10 isolat 

bakteri gram negatif, yaitu isolat G1, G2, G3, G5, G6, G7, G8, G9, G11, G12 dan 

4 isolat bakteri gram positif, yaitu isolat G4, G10, G13, G14 dengan bentuk sel 

batang. 

Uji gram dilanjutkan dengan pengujian KOH 3% dengan pemberian larutan 

Kalium Hidroksida 3% pada suspensi isolat bakteri. Berdasarkan hasil pengujian 

KOH 3% diketahui 10 isolat bakteri memberikan hasil adanya lendir saat di tarik 

dengan jarum ose dan 4 isolat bakteri memberikan hasil tidak adanya lendir saat 

di tarik jarum ose (Gambar 13). Isolat bakteri dari hasil pengujian KOH 3% yang 

membentuk lendir dan apabila diangkat dengan jarum ose setinggi 1 cm 

menghasilkan benang merupakan bakteri gram negatif (Masnilah et al., 2013). 

Sebaliknya, bakteri yang tidak menghasilakn lendir, merupakan bakteri gram 

positif. 
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Gambar 13. Hasil pengecatan gram dan KOH 3% 

Keterangan: (A). Uji pengecatan gram isolat G6 koloni bakteri berwarna merah termasuk gram 

negatif, (B). Uji pengecatan gram isolat G14 koloni bakteri berwarna biru termasuk gram positif, 

(C). Uji KOH 3% G6 terdapat lendir menunjukkan gram negatif dan (D). Uji KOH 3% tidak 

terdapat lendir menunjukkan gram positif. 

2. Pengujian Katalase 

Isolat bakteri gram positif dilanjutkan dengan pengujian katalase dengan 

meneteskan larutan hidrogen peroksida (H2O2) pada object glass yang telah 

diberikan suspensi isolat bakteri gram positif. Hasil positif pengujian katalase 

ditunjukkan pada 4 isolat bakteri, yaitu isolat G4, G10, G13 dan G14. Menurut 

Hadioetomo (1990), hasil positif pada pengujian katalase ditunjukkan dengan 

terbentuknya gelembung udara pada bakteri uji. Pembentukkan gelembung udara 

pada hasil uji katalase merupakan bentuk dari enzim katalase yang mengkatalisasi 

penguraian H2O2 menjadi H2O dan O2 (Gambar 14). 

A B 

D C 
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Gambar 14. Hasil positif uji katalase isolat G14. 

3. Pengujian Pewarnaan Spora 

Pewarnaan spora dilakukan terhadap isolat bakteri gram positif yang 

ditemukan. Menurut Yusra (2014), pewarnaan spora dilakukan untuk mengetahui 

ada dan tidaknya spora dalam bakteri. Pengujian dilakukan dengan memberikan 

larutan malachite green 5% pada object glass yang telah diberikan suspensi isolat 

bakteri gram positif selama 10 menit dan dibilas dengan menggunakan aquades 

steril. Selanjutnya meneteskan larutas safranin selama 15 detik dan dibilas dengan 

aquades steril. Hasil yang ditunjukkan pada pengamatan mikroskop perbesaran 

400x menyatakan bahwa semua isolat bakteri gram positif tidak menghasilkan 

spora (Gambar 15). Hal tersebut ditunjukkan dengan tidak terikatnya isolat bakteri 

terhadap larutan malachite green 5%. Menurut Ilham (2013), larutan malachite 

green 5% akan terikat dan mewarnai endospora menjadi hijau. Meskipun 

melewati tahap pembilasan, air tidak akan menembus diding endospora sehingga 

akan tetap berwarna hijau (Lay, 1994). Dari hasil pengujian pewarnaan spora 

negatif dan pengujian katalase positif, ke-4 isolat bakteri gram positif termasuk 

dalam genus Coryneform apabila mengacu pada Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001). 

 
Gambar 15. Hasil negatif uji pewarnaan spora isolat G13. 
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4. Pengujian Oksidatif-Fermentatif 

Pengujian oksidatif-fermentatif bertujuan untuk mengetahui kemampuan 

bakteri melakukan respirasi (oksidatif) dan fermentatif karbohidrat. Pada 10 isolat 

bakteri gram negatif, menunjukkan bahwa semua isolat bakteri memiliki sifat 

fermentatif. Berdasarkan hasil pengujian anaerob semua isolat uji bersifat 

fakultatif anaerob (fermentatif), hal tersebut ditandai dengan adanya perubahan 

warna pada media tumbuh dari semula berwarwa hijau kebiruan menjadi kuning 

pada media yang ditambahkan water agar maupun pada media yang tidak di 

tambahkan water agar (Gambar 16). Hasil pengujian anaerob dapat dikatakan 

fermentatif apabila terjadi perubahan warna pada semua media dari warna hijau 

menjadi kuning (Mustahal dan Waqiah, 2012) 

 
Gambar 16. Hasil positif uji oksidatif-fermentatif. 

Keterangan: Isolat G1 bersifat fermentatif. 

5. Pengujian Pertumbuhan Media YDC 

Pengujian pertumbuhan bakteri gram negatif pada media YDC merupakan 

pengklasifikasian untuk menentukan golongan genus Erwinia dan Pantoea. 

Pertumbuhan isolat bakteri G2, G6, G7 dan G11 menghasilkan koloni bakteri 

berwarna putih (Gambar 17). Hal tersebut menunjukkan bahwa isolat bakteri G2, 

G6, G7 dan G11 dari genus Erwinia. Sedangkan pertumbuhan isolat bakteri G1, 

G3, G5, G8, G9 dan G12 menghasilkan koloni berwarna kuning (Gambar 16). Hal 

tersebut menunjukkan bahwa isolat bakteri G1, G3, G5, G8, G9 dan G12 dari 

genus Pantoea. Menurut Schaad et al. (2001) bakteri bersifat fermentatif yang 

ditumbuhkan pada media YDC menghasilkan koloni berwarna putih termasuk 

pada genus Erwinia, apabila menghasilkan koloni berwarna kuning termasuk pada 

genus Pantoea. 
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Gambar 17. Hasil pengujian media YDC 

Keterangan: (A) Isolat G1 menghasilkan koloni berwarna kuning, (B) Isolat G2 menghasilkan 

koloni berwarna putih. 

4.5.3 Identifikasi Bakteri Simbion pada Midgut P. xylostella 

Bakteri simbion midgut P. xylostella terpilih diidentifikasi secara morfologi, 

fisiologi dan biokimia hingga tingkatan genus berdasarkan Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), sebagai 

berikut : 

a. Isolat G1 

Bakteri isolat G1 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut : bentuk bulat, 

tepi rata, elevasi cembung, bersifat mukoid dan memiliki warna putih keruh. Hasil 

pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram negatif, berbentuk 

batang, bersifat fermentatif dan menunjukkan koloni berwarna kuning pada hasil 

pertumbuhan media YDC. Berdasarkan Bergey’s Manual of Determinative 

Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), isolat bakteri G1 

termasuk dalam genus Pantoea.  

b. Isolat G2 

Bakteri isolat G2 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk bulat, 

tepi rata, elevasi cembung, bersifat mukoid dan memiliki warna putih keruh. Hasil 

pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram negatif, berbentuk 

batang, bersifat fermentatif dan menunjukkan koloni berwarna putih pada hasil 

pertumbuhan media YDC. Berdasarkan Bergey’s Manual of Determinative 

Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), isolat bakteri G2 

termasuk dalam genus Erwinia.  

  

A B 
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c. Isolat G3 

Bakteri isolat G3 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk bulat, 

tepi rata, elevasi cembung, bersifat mukoid dan memiliki warna putih bening. 

Hasil pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram negatif, 

berbentuk batang, bersifat fermentatif dan menunjukkan koloni berwarna kuning 

pada hasil pertumbuhan media YDC. Berdasarkan Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), isolat 

bakteri G3 termasuk dalam genus Pantoea.  

d. Isolat G4 

Bakteri isolat G4 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk bulat, 

tepi rata, elevasi cembung, bersifat mukoid dan memiliki warna putih bening. 

Hasil pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram positif, 

berbentuk batang, positif uji katalase dan tidak menghasilkan spora. Berdasarkan 

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et 

al. (2001), isolat bakteri G4 termasuk dalam genus Coryneform.  

e. Isolat G5 

Bakteri isolat G5 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk bulat, 

tepi rata, elevasi cembung, bersifat mukoid dan memiliki warna putih keruh. Hasil 

pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram negatif, berbentuk 

batang, bersifat fermentatif dan menunjukkan koloni berwarna kuning pada hasil 

pertumbuhan media YDC. Berdasarkan Bergey’s Manual of Determinative 

Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), isolat bakteri G5 

termasuk dalam genus Pantoea. 

f. Isolat G6 

Bakteri isolat G6 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk bulat, 

tepi rata, elevasi cembung, bersifat mukoid dan memiliki warna putih susu. Hasil 

pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram negatif, berbentuk 

batang, bersifat fermentatif dan menunjukkan koloni berwarna putih pada hasil 

pertumbuhan media YDC. Berdasarkan Bergey’s Manual of Determinative 

Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), isolat bakteri G6 

termasuk dalam genus Erwinia. 
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g. Isolat G7 

Bakteri isolat G7 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk bulat, 

tepi rata, elevasi cembung, bersifat mukoid dan memiliki warna putih keruh. Hasil 

pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram negatif, berbentuk 

batang, bersifat fermentatif dan menunjukkan koloni berwarna putih pada hasil 

pertumbuhan media YDC. Berdasarkan Bergey’s Manual of Determinative 

Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), isolat bakteri G7 

termasuk dalam genus Erwinia. 

h. Isolat G8 

Bakteri isolat G2 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk bulat, 

tepi rata, elevasi cembung, bersifat mukoid dan memiliki warna putih bening. 

Hasil pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram negatif, 

berbentuk batang, bersifat fermentatif dan menunjukkan koloni berwarna kuning 

pada hasil pertumbuhan media YDC. Berdasarkan Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), isolat 

bakteri G8 termasuk dalam genus Pantoea. 

i. Isolat G9 

Bakteri isolat G9 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk bulat, 

tepi rata, elevasi cembung, bersifat mukoid dan memiliki warna putih bening. 

Hasil pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram negatif, 

berbentuk batang, bersifat fermentatif dan menunjukkan koloni berwarna putih 

pada hasil pertumbuhan media YDC. Berdasarkan Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), isolat 

bakteri G9 termasuk dalam genus Pantoea. 

j. Isolat G10 

Bakteri isolat G10 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk 

bulat, tepi rata, elevasi cembung, tidak bersifat mukoid dan memiliki warna putih 

susu. Hasil pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram positif, 

berbentuk batang, positif uji katalase dan tidak menghasilkan spora. Berdasarkan 

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et 

al. (2001), isolat bakteri G4 termasuk dalam genus Coryneform. 
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k. Isolat G11 

Bakteri isolat G11 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk 

bulat, tepi rata, elevasi cembung, bersifat mukoid dan memiliki warna putih 

keruh. Hasil pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram negatif, 

berbentuk batang, bersifat fermentatif dan menunjukkan koloni berwarna putih 

pada hasil pertumbuhan media YDC. Berdasarkan Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), isolat 

bakteri G11 termasuk dalam genus Erwinia. 

l. Isolat G12 

Bakteri isolat G12 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk 

bulat, tepi rata, elevasi cembung, bersifat mukoid dan memiliki warna putih 

keruh. Hasil pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram negatif, 

berbentuk batang, bersifat fermentatif dan menunjukkan koloni berwarna kuning 

pada hasil pertumbuhan media YDC. Berdasarkan Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), isolat 

bakteri G12 termasuk dalam genus Pantoea. 

m. Isolat G13 

Bakteri isolat G13 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk 

bulat, tepi rata, elevasi cembung, tidak bersifat mukoid dan memiliki warna putih 

susu. Hasil pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram positif, 

berbentuk batang, positif uji katalase dan tidak menghasilkan spora. Berdasarkan 

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et 

al. (2001), isolat bakteri G13 termasuk dalam genus Coryneform. 

n. Isolat G14 

Bakteri isolat G14 memiliki ciri-ciri morfologi sebagai berikut: bentuk bulat, 

tepi rata, elevasi cembung, tidak bersifat mukoid dan memiliki warna putih susu. 

Hasil pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan reaksi gram positif, 

berbentuk batang, positif uji katalase dan tidak menghasilkan spora. Berdasarkan 

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et 

al. (2001), isolat bakteri G14 termasuk dalam genus Coryneform.  
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V. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

 Dari hasil penelitian yang telah dilakukan terhadap bakteri simbion P. 

xylostella dapat disimpulkan sebagai berikut: 

1. Hasil eksplorasi bakteri simbion pada bagian midgut P. xylostella didapatkan 

14 isolat bakteri yang mampu hidup pada media tercemar insektisida berbahan 

aktif profenofos. 14 isolat bakteri termasuk dalam genus Pantoea, Erwinia dan 

Coryneform. Terdapat 4 bakteri yang bersifat patogen dan 10 bakteri tidak 

bersifat patogen untuk tanaman. 

2. Hasil pengujian biodegradasi insektisida berbahan aktif profenofos pada 3 

konsentrasi yang berbeda (0,75 ml/L, 1,5 ml/L dan 3 ml/L), terdapat 2 isolat 

bakteri yang mampu menghasilkan zona bening yaitu Pantoea G8 dan Pantoea 

G9. 

5.2 Saran 

Pelaksanaan pembedahan larva P. xylostella disarankan menggunakan 

metode yang tepat khusus midgut agar diperoleh organ atau bagian larva yang 

sesuai. Perlu dilakukan adanya pengujian lanjutan terkait hasil penelitian yang 

telah dilakukan seperti pengujian dan perhitungan residu insektisida yang telah 

terdegradasi, pengujian sampai tingkat DNA pada isolat bakteri yang 

menghasilkan zona bening sehingga dapat diketahui tingkatan spesiesnya dan 

perlu dilakukan pengujian tingkat lapang. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Hasil Analisis Ragam Uji Biodegradasi 

A) Pengamatan 24 Jam 

a) Konsentrasi 0,75 ml/L 

Sumber 

Keragaman 
JK DB KT F hitung F Tabel Sig. 

Perlakuan 0,000 14 0,000 0,000 2,05 1,000 

Galat 0,000 45 0,000    

Total 0,000 59     

b) Konsentrasi 1,5 ml/L 

Sumber 

Keragaman 
JK DB KT F hitung F Tabel Sig. 

Perlakuan 0,000 14 0,000 0,000 2,05 1,000 

Galat 0,000 45 0,000    

Total 0,000 59     

c) Konsentrasi 3 ml/L 

Sumber 

Keragaman 
JK DB KT F hitung F Tabel Sig. 

Perlakuan 0,000 14 0,000 0,000 2,05 1,000 

Galat 0,000 45 0,000    

Total 0,000 59     

B) Pengamatan 48 Jam 

a) Konsentrasi 0,75 ml/L 

Sumber 

Keragaman 
JK DB KT F hitung F Tabel Sig. 

Perlakuan 3,543 14 0,253 425,971 2,05 0,000 

Galat 0,027 45 0,001    

Total 3,569 59     

b) Konsentrasi 1,5 ml/L 

Sumber 

Keragaman 
JK DB KT F hitung F Tabel Sig. 

Perlakuan 3,116 14 0,226 4475,865 2,05 0,000 

Galat 0,002 45 0,000    

Total 3,168 59     

c) Konsentrasi 3 ml/L 

Sumber 

Keragaman 
JK DB KT F hitung F Tabel Sig. 

Perlakuan 0,000 14 0,000 0,000 2,05 1,000 

Galat 0,000 45 0,000    

Total 0,000 59     
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C) Pengamatan 72 Jam 

a) Konsentrasi 0,75 ml/L 

Sumber 

Keragaman 
JK DB KT F hitung F Tabel Sig. 

Perlakuan 4,847 14 0,346 5522,192 2,05 0,000 

Galat 0,003 45 0,000    

Total 4,850 59     

b) Konsentrasi 1,5 ml/L 

Sumber 

Keragaman 
JK DB KT F hitung F Tabel Sig. 

Perlakuan 4,705 14 0,336 15130,247 2,05 0,000 

Galat 0,001 45 0,000    

Total 4,706 59     

c) Konsentrasi 3 ml/L 

Sumber 

Keragaman 
JK DB KT F hitung F Tabel Sig. 

Perlakuan 3,586 14 0,256 10272,214 2,05 0,000 

Galat 0,001 45 0,000    

Total 3,588 59     
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Lampiran 2. Streak Tunggal Bakteri Terpilih Hasil Pada Media NA Isolat G1, G2, 

G3, G4, G5, G6, G7, G8, G9, G10, G11, G12, G13 dan G14 

    

    

    

    

  

G1 G2 G3 

G4 G5 G6 

G9 G8 G7 

G10 G11 G12 

G13 G14 
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Lampiran 3. Hasil Uji Biodegradasi Bakteri Terpilih Pengamatan 72 Jam. 

a). Konsentrasi Insektisida 0,75 ml/L 
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b). Konsentrasi Insektisida 1,5 ml/L 
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c). Konsentrasi Insektisida 3 ml/L 
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Lampiran 4. Hasil Uji Hipersensitif Bakteri Terpilih Pengamatan 48 Jam 
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Lampiran 5. Hasil Uji Gram Bakteri Terpilih. 

     

     

     

     

    

G1 G2 G3 

G4 G5 G6 

G7 G8 G9 

G10 G11 G12 

G13 G14 
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Lampiran 6.  Hasil Uji KOH 3% Bakteri Terpilih 

     

     

     

     

   
  

G1 G2 G3 

G4 G5 G6 

G7 G8 G9 

G10 G11 G12 

G13 G14 
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Lampiran 7. Hasil Uji Pewarnaan Spora Bakteri Terpilih 

     

 

Lampiran 8. Hasil Uji Katalase Bakteri Terpilih 

     

 

 

  

G4 G10 G13 

G14 

G4 G10 G13 

G14 



55 

   

 

 

Lampiran 9. Bentuk Koloni Tunggal Isolat Bakteri 

     

     

     

     

   
  

G1 G2 G3 

G4 G5 G6 

G7 G8 G9 

G10 G11 G12 

G13 G14 
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Lampiran 10. Hasil Uji Oksidatif-Fermentatif 

        

       

   

Lampiran 11. Hasil Uji Media YDC Bakteri Terpilih 
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