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PENDAHULUAN 

Untuk mendukung program ketahanan pangan 

nasional melalui upaya pengendalian hama terpadu 

(PHT), maka gangguan organisme pengganggu tum-

buhan seperti hama dan penyakit perlu dikendalikan 

dengan baik.  Mayoritas hama yang menyebabkan 

gangguan pada seluruh siklus pertumbuhan tanaman 

adalah kelompok serangga. Serangga mengganggu 

pertumbuhan tanaman sejak fase benih, fase 

vegetatif, primordia, pembungaan hingga 

keseluruhan fase generatif tanaman (Kalshoven, 

1981). 

Hama dapat menyebabkan kehilangan hasil 

pertanian setiap tahun. Saat ini, penggunaan agen 

pengendali hayati asal mikroba untuk pengendalian 

hama tanaman mengalami kemajuan pesat. Beberapa 

mikroba dari kelompok bakteri dan fungi dilaporkan 

dapat menyebabkan kematian serangga atau bersifat 

entomopatogenik. Kelompok bakteri entomopatogen 

yang banyak digunakan diantaranya Bacillus 

thuringiensis, B. popilliae, dan B. lentimorbus; 

sedangkan dari kelompok jamur entomopatogen 

yaitu Metarhizium anisopliae, Metarhizium 

flavoviridae, Beaveria bassiana, Nomuraea rileyi, 

dan Verticillium lecanii (Jackson dan  Saville, 2000).  

Menurut Junianto dan Sulistyowati (2002) 

dan Sukamto dan Yuliantoro (2006), penelitian untuk 

ekplorasi entomopatogen sangat bermanfaat antara 

lain untuk menyeleksi strain-strain baru yang adaptif 

terhadap perubahan lingkungan, meningkatkan efek 

mematikan kandidat agen biokontrol melalui 

rekayasa genetika, dan aplikasi teknologi formulasi 

mikroba yang lebih virulen untuk mengendalikan 

serangga hama. Berdasarkan hal tersebut penelitian 

untuk eksplorasi mikroba dari berbagai daerah di 

Indonesia yang memiliki potensi entomopatogenik, 

EKSPLORASI DAN KARAKTERISASI ENTOMOPATOGEN  
ASAL BERBAGAI INANG DAN LOKASI  

[Exploration and Characterization of Entomopathogenic from  
Various Host and Location] 

 
Tri Puji Priyatno1, I Made Samudra1, Ifa Manzila1, Dwi Ningsih Susilowati1 dan Yadi Suryadi1 

1 Laboratorium Mikrobiologi dan Biokimia BB Biogen,  
Jl.Tentara Pelajar 3A, 16111 
email: yshid@yahoo.co.uk  

 
 

ABSTRACT 
Microbial groups of entomopathogenic (fungi and bacteria) had been reported causing insect mortality. The aim of the study was to explore 
and characterized entomopathogenic from various host and locations. Fungal identification at genus and species level was caried out based 
on conidial morphology, hyphal growth, conidiophore and colony color; whilst for bacterial identification was based on standard Bergey’s 
manual for determinative bacteria. Sixteen entomopathogenic isolates that consisted of fungal and bacteria have been collected and pre-
served for further characterization. Of the 16 entomopathogen collected samples, five fungal genera was found i.e. Paecilomyces; Metarhizi-
um, Beauveria, Hirsutella; and Cordyceps. Seven isolates belonging to six fungal isolates, and one bacterial isolate had been identified 
based upon ITS and 16S rDNA sequences, respectively. We confirmed that 6 fungal isolates belong to species of Paecilomyces reniformis, 
B. bassiana, M. anisopliae, M. anisopliae var acridum, Hirsutella thomsonii. One isolate of red pigmented bacteria Sm201102 have been 
identified was belonging to species Seratia marcescence. It was also obtained two fungal isolates from different host (spider and beetle) 
which confirmed by morphological character belong to Cordyceps sp.  
 
Key words: entomopathogen, character ization, ITS primer  

 

ABSTRAK 
Kelompok mikroba entomopatogen (jamur dan bakteri) telah dilaporkan dapat menyebabkan kematian serangga. Tujuan dari penelitian ini 
adalah untuk mengeksplorasi dan mengkarakterisasi entomopatogen dari berbagai inang dan lokasi. Identifikasi jamur pada tingkat genus 
dan spesies dilakukan berdasarkan morfologi konidia, pertumbuhan hifa, bentuk konidiofor dan warna koloni; sementara untuk identifikasi 
bakteri berdasarkan petunjuk standar penentuan bakteri menurut Bergey. Dari koleksi entomopatogen yang dikumpulkan, sebanyak 16 isolat 
terdiri dari jamur dan bakteri telah disimpan untuk karakterisasi lebih lanjut. Dari 16 sampel entomopatogen dikumpulkan, ditemukan lima 
genera jamur yaitu: Paecilomyces; Metarhizium, Beauveria, Hirsutella; dan Cordyceps. Masing-masing tujuh isolat kelompok jamur, dan 
satu isolat bakteri telah diidentifikasi berdasarkan urutan DNA ITS dan 16S rDNA. Hasil menunjukkan bahwa dari 6 isolat jamur termasuk 
dalam spesies: Paecilomyces reniformis, B. bassiana, M. anisopliae, M. anisopliae var acridum, Hirsutella thomsonii. Satu isolat bakteri 
berpigmen merah Sm201102 telah diidentifikasi termasuk spesies Seratia marcescence. Diperoleh juga dua isolat jamur dari inang yang 
berbeda (laba-laba dan kumbang), dan telah dikonfirmasi berdasarkan karakter morfologi termasuk dalam Cordyceps sp.  
 
Kata kunci: entomopatogen, karakter isasi, pr imer  ITS  
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khususnya kelompok jamur dan bakteri sangat 

penting dilakukan (Prayogo, 2006; Soetopo dan 

Indrayani, 2007). Selain itu upaya koleksi bakteri 

dan jamur entomopatogenik yang memiliki ciri-ciri 

potensi yang jelas sebagai agen pengendali hayati 

sangat diperlukan dalam mengembangkan formulasi 

tersebut menjadi produk yang bisa dimanfaatkan 

untuk pengendalian hama secara ekonomis dan 

efisien (Pereira et al., 2011). 

Sistem yang sensitif dan spesifik untuk de-

teksi dan identifikasi jamur entomopatogen sangat 

diperlukan agar dapat dimanfaatkan dalam men-

gevaluasi dan memonitor penyebaran mikoinsek-

tisida dan persistensinya pada lingkungan. Implikasi 

komersial, seperti identifikasi terhadap isolat jamur 

terbaru, kualiti kontrol dan perlindungan paten perlu 

juga dipertimbangkan karena berbagai kelompok 

peneliti maupun perusahaan juga mengembangkan 

formulasi dan metode aplikasi yang sama melibatkan 

penggunaan entomopatogen dalam pengendalian 

hama.  

Penelitian mengenai efek mematikan mikroba 

entomopatogen telah banyak dilakukan di berbagai 

tempat di dunia. Beberapa produk komersil asal 

mikroba entomopatogenik di luar negeri telah 

banyak dipasarkan, antara lain yang berbahan baku 

Verticillium lecanii, M. anisopliae, dan B. basiana 

(Coping, 1998); sementara agen hayati 

entomopatogen yang telah diproduksi luas di bidang 

perkebunan adalah berbasis jamur M. anisopliae 

untuk mengendalikan hama boktor tebu 

(Dorysthenes sp.) dan boktor sengon (Xytrocera fes-

tiva) (Lembaga Riset Perkebunan Indonesia, 2004). 

Jamur entomopatogen Verticillium lecanii dan Beau-

veria bassianan dilaporkan berpotensi digunakan 

dalam mengendalikan wereng hijau penyebab virus 

tungro pada padi (Ladja et al, 2011). Kematian se-

rangga oleh jamur entomopatogen sangat di-

pengaruhi oleh jumlah konidia, suhu, kelembaban 

lingkungan dan jenis toksin. Menurut Gillespie 

(2007) toksin yang dihasilkan oleh jamur entomopa-

togen berperan penting dalam merusak struktur or-

ganik, sehingga terjadi dehidrasi dalam sel tubuh 

serangga. 

Entomopatogen dapat diambil langsung dari 

serangga yang mati apabila jamur telah bersporulasi. 

Jamur famili Hypomycetes diambil dari permukaan 

bangkai serangga mati (Goettel dan Inglis 1997). 

Sedangkan jamur dari famili Entomopthorales dapat 

diperoleh dengan meletakkan serangga yang terin-

feksi jamur pada posisi sedemikian rupa sehingga 

konidia jamur tersebar/tertabur langsung di per-

mukaan media nutrisi (Papierok dan Hajek, 1997). 

Jika sporulasi dari hifa eksternal belum terbentuk, 

maka serangga terinfeksi diletakkan dalam cawan 

petri berisi kertas saring yang dibasahi air, kemudian 

disporulasikan dalam ruang inkubasi. Bangkai 

(karkas) serangga yang bersporulasi dipindahkan ke 

dalam media seleksi yang mengandung antibiotik 

untuk mengisolasi patogen (Butt  et al., 2000; 

Quesada et al., 2006; Hajek et al., 2008). Beberapa 

jamur entomopatogen diisolasi secara tidak langsung 

dengan menggunakan umpan hidup yaitu larva se-

rangga Galleria spp. sejenis kumbang yang larvanya 

hidup di dalam tanah (Flexner dan Belnavis, 1998). 

Isolasi secara langsung dapat dilakukan dengan mel-

arutkan serangga terinfeksi yang telah dihaluskan ke 

dalam air, dengan kombinasi media seleksi (Beilharz 

et al., 1982). Setelah diisolasi, umumnya fungi kelas 

Hypomycetes langsung disimpan secara in vitro da-

lam berbagai media. Konidia dan miselium disimpan 

dalam cryovials dalam Nitrogen cair, atau dikering-

bekukan dan disimpan dalam tabung ampul steril 

(Humber, 1997).  

Kelimpahan serta keragaman spesies mikroba 

entomopatogen, khususnya kelompok jamur merupa-

kan salah satu hal penting dalam mempertimbangkan 

pengendalian hayati serangga, oleh karena itu selain 

pengamatan secara morfologi upaya pengamatan 

dapat dilakukan pula dengan menggunakan marka 

molekuler (Tiago et al., 2011). Marka molekuler 

berdasarkan teknik polymerase chain reaction (PCR) 

seperti sekuen Internal Transcribe Spacer (ITS) ba-

nyak digunakan dalam mempelajari keragaman ge-

netik suatu populasi. Adanya perbedaan DNA 

menunjukkan keragaman genetik dan struktur popu-

lasi jamur yang berbeda (Aquino et al., 2003). 

Mayoritas isolat entomopatogen yang ditemukan 

tergolong pada spesies Beauveria bassiana, Lecani-

cillium lecanii, M. anisopliae. Isolat-isolat tersebut 

diperoleh inang dan lokasi berbeda (Ladja et al, 

2013; Prayogo, 2013; Indriyati, 20016; Hasibuan et 

al., 2006). Namun, prevalensi jamur entomopatogen 

lain seperti Hirsutella maupun Cordyceps jarang 
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dilaporkan. 

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan 

eksplorasi dan karakterisasi entomopatogen (jamur 

dan bakteri) asal inang dan lokasi yang berbeda serta 

melakukan upaya identifikasi mikroba 

entomopatogen secara morfologis maupun 

molekuler. Kegiatan identifikasi ini merupakan 

langkah utama dalam usaha pengembangan potensi 

entomopatogen selanjutnya.  

 

BAHAN DAN CARA KERJA 

Koleksi, isolasi dan perbanyakan jamur/ bakteri 

entomopatogen  

Penelitian dilaksanakan di laboratorium 

Mikrobiologi BB Biogen. Pencarian sumber 

inokulum mikroba entomopatogenik (jamur dan 

bakteri) dilakukan melalui pengumpulan sampel dari 

beberapa lokasi di Jawa Barat, dan mengkoleksi 

berbagai serangga hama dari berbagai macam 

agroekosistem (pertanian tanaman pangan dan 

perkebunan) (Tabel 1).  

Serangga yang menunjukkan gejala sakit/mati 

dikumpulkan dari lapangan untuk mendapatkan 

mikroba entomopatogen. Serangga hasil koleksi 

dikelompokkan berdasarkan ordo atau familinya, 

ditempatkan dalam suatu wadah tertutup dan 

dilakukan seleksi terhadap bangkai serangga. Isolasi 

serangga yang terserang cendawan pada permukaan 

tubuh didesinfeksi dengan alkohol 70% dan sodium 

hipoklorit (NaOCl) masing-masing selama 3 menit, 

kemudian dengan air steril 3 kali dan dikeringkan 

dengan kertas absorben steril kemudian dipindahkan 

ke media Potato Dextrose Agar (PDA).  

Pengamatan terhadap cendawan yang tumbuh 

dilakukan di bawah mikroskop cahaya. Konidia 

jamur yang baru dipanen segar dikering-udarakan 

dan disimpan dalam desikator pada suhu 4oC atau 

pada suhu ruang. Bakteri entomopatogen yang ber-

potensi mematikan serangga diisolasi dari sampel 

serangga. Bakteri merah diisolasi dari wereng batang 

coklat (WBC) koloni Cisadane yang mati dengan 

gejala tubuh berwarna merah. Serangga tersebut 

masing-masing berasal dari daerah Sukamandi 

Sm201102, satu isolat asal Jatisari Sm199805, Jawa 

Barat; dan satu isolat Sm201105 asal serangga  

Bronthispa dari Manado. Isolasi bakteri dilakukan 

dengan cara:1 gr sampel bangkai serangga ditimbang 

dan dimasukkan ke dalam tabung berisi 10 mL NaCl 

0.85% pH 6,8, selanjutnya dikocok dengan kuat 

dengan vorteks selama 5 menit, untuk meratakan 

penyebaran suspensi. Sebanyak 100 μl suspensi 

disebarkan pada cawan petri yang berisi media agar 

miring Nutrient Agar (NA).  Koloni isolat murni 

bakteri kemudian disimpan pada media agar Luria-

Bertani miring (per liter mengandung 10 g tripton, 5 

g yeast extract, 10 g NaCl dalam 15 g agar) dan 

diberi nomor isolat sesuai dengan asal sampel, selan-

jutnya disimpan dalam tabung ampul (-80oC) untuk 

koleksi jangka panjang (Priyatno et al, 2011).  

Identifikasi secara morfologi 

Jamur dan bakteri entomopatogen diidentifi-

kasi dengan pendekatan morfologis, fisiologis/

biokimia. Prosedur pengamatan secara morfologi 

untuk kegiatan identifikasi jamur entomopatogen 

dilakukan berdasarkan panduan baku (Samson et al., 

1988; Humber, 1998). Identifikasi sampai pada ting-

kat genus dan spesies, dilakukan terhadap morfologi 

konidia, hifa, konidophore dan warna koloni 

(Alexopoulus & Mins, 1979; Poinar & Thomas, 

1984). 

Koloni tunggal bakteri berwarna merah di-

pelihara pada media LB agar miring di dalam tabung 

reaksi dan diremajakan setiap 2 minggu sekali. Pen-

ampilan fenotipik dan reaksi biokimia bakteri di- 

amati 24 jam setelah inkubasi pada suhu 28oC 

mengacu pada pedoman determinasi bakteri  

Bergey’s manual for determinative bacteria.  

Identifikasi jamur/bakteri entomopatogen 

(dengan sekuen ITS dan 16S rRNA) 

Untuk isolat-isolat yang sulit diidentifikasi 

secara konvensional dilakukan pendekatan molekuler 

berpedoman pada prosedur St Leger & Joshi (1997). 

Identifikasi jamur entomopatogen dilakukan ber-

dasarkan sekuen ITS yang terletak antara 18S dan 

5.8S serta 5.8S dan 26S. Sekuen ITS diamplifikasi 

dari genom jamur dengan primer spesifik yang dibu-

at berdasarkan sekuen ITS dari beberapa genus ento-

mopatogen yang telah terindentifikasi (White et al., 

1990). Pasangan primer terdiri dari ITSM-F/R (5’-

ACCAGCGGAGGGATCATTAC-3’; 5’-

AAGTTCAGCGGGTAGTCCTA-3’); ITSB-F/R (5’-

TCCGTAGGTGAACCTGCGGA-3’, 5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’); ITSH-F/R (5’-
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CTGAGGAGGGATCATTAC-3’, 5’-

GTATCCCTACCTGATCCGAGG-3’); ITSP-F/R (5’-

ACCAGCGGAGGGATCATTAC-3’, 5’-

TTAAGTTCAGCGGGTATCCC-3’). Identifikasi bak-

teri mengikuti prosedur amplifikasi 16S rDNA (Sun 

et al., 2008). 

DNA genomik diekstraksi dari miselia jamur 

entomopatogen yang dibiakan dalam media potato 

dextrose yeast extract (PDYE, 1% yeast extract) 

selama 7 hari pada kondisi ruangan. Ekstraksi genom 

dilakukan menurut metode Pitch & Schubert (1993). 

PCR untuk amplifikasi sekuen ITS dilakukan mengi-

kuti prosedur baku yang dikemukakan oleh 

Destéfano et al., (2004) sebagai berikut: denaturasi 

awal pada 95oC 5 menit dilanjutkan dengan 30  

putaran (cycle) tahap denaturasi pada 95oC untuk  

1 menit, annealing pada suhu 55oC selama 45 detik, 

dan tahap pemanjangan (elongation) pada suhu 72oC 

selama 30 detik. Produk PCR dielektroforesis pada 

1% gel agarose dan divisualisasi dengan translumin-

tor UV. Setelah pewarnaan dengan etidium bromida 

(EtBr), produk PCR selanjutnya disekuensing.  

 

HASIL 

Identifikasi morfologi dan molekuler jamur ento-

mopatogen 

Sebanyak 16 mikroba entomopatogen yang 

telah dikoleksi masing-masing terdiri dari 13 mikro-

ba kelompok jamur dan 3 bakteri (Tabel 1). Warna 

masa koloni jamur entomopatogen yang banyak 

ditemukan dari lapangan adalah berwarna putih kehi-

jau-hijauan.  

Tabel 1. Isolat entomopatogen dar i berbagai inang dan lokasi hasil koleksi dan hasil identifikasinya 
dengan sekuensing PCR. (Entomopathogenic isolates collected from various host and locations and 
their sequencing identification results)  

No 
(No) 

Spesies 
(Species) 

Kode isolat 
(Isolate 
code) 

Asal inang Host 
(origin) 
  

Asal lokasi 
(Source  
location) 

Kolektor 
(collector) 

Similaritas (identitas 
max >99%) 
 [similarity (>99% 
max. identity)] 

1. Paecylomyces sp Pf201012 wereng coklat Cianjur,Jabar TPP Paecilomyces reniform-
is strain Ind.Tett 18S 
rNA gene 

2. Beauveria sp Bb200109 walang sangit Sukamandi, 
Jabar 

TPP Beauveria bassiana 
strain CPR116  18S 
rRNA gene 

3. Beauveria sp Bb199701 kepik hitam Maros,Sulsel BSW BD 
4. Beauveria sp Bb199803 Wereng coklat Jatisari, Jabar BSW Beauveria bassiana 

strain G61 18S rRNA 
gene 

5. Metarhizium sp Ma200209 wereng coklat Sukamandi, 
Jabar 

TPP Metarrhizium anisopli-
ae strain CP-Oax 18S 
rNA gene 

6. Metarhizium sp Ma201012 wereng coklat Cianjur, Jabar TPP Metarrhizium anisopli-
ae var acridum strain 
ICIPE 22 18S rRNA 
gene 

7. Metarhizium sp. Ma199703 kepiding tanah Jatisari, Jabar BSW BD 
8. Metarhizium sp. Ma201101 wereng coklat Bogor, Jabar TPP BD 
9. Hirsutella sp. Hc201103 wereng coklat Sukamandi, 

Jabar 
TPP Hirsutella thomsonii 

strain S83600/1 18S 
rRNA gene 

10. Hirsutella sp. Hc201105 wereng coklat Serang,Banten TPP BD 
11. Hirsutella sp. Hc201104 wereng coklat Purwakarta, 

Jabar 
TPP BD 

12. Cordycep sp. C201102 Laba-laba Cianjur, Jabar TPP BD 
13. Cordycep sp. C201108 Uret Dieng, Jateng R/TPP BD 
14. Serratia sp. Sm199805 wereng coklat Jatisari, Jabar BSW BD 
15. Serratia sp. Sm201102 wereng coklat Sukamandi, 

Jabar 
TPP Serratia marcescens 

16S rRNA gene no. 
asesi GU124498, no. 
asesi HQ154570 

16. Serratia sp. Sm201105 Bronthispa Manado,Sulut JA BD 

TPP=Tri Puji Priyatno; BSW= Baskoro Sugeng Wibowo; R= Rostaman; JA= Jelfina Alouw. BD= sudah diidentifikasi secara morfologi, 
tetapi belum diidentifikasi berdasarkan sekuensing DNA. (TPP=Tri Puji Priyatno; BSW= Baskoro Sugeng Wibowo; R= Rostaman; JA= 
Jelfina Alouw. BD= has been identified based on morphology, but not identified by DNA sequencing ) 
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Gambar 1. Isolat entomopatogen jamur  Beauveria pada media PDA mir ing (A) dan struktur  konidia (B). 
Gel elektroforesis produk PCR hasil amplifikasi ITS genom Beauveria. Lajur 1. Isolat BB199701; 
Lajur 2. Isolat BB199803; Lajur 3. Isolat BB200109; Lajur 4. Marker 1 kb (C).  [Entomopathogenic 
fungus Beauveria isolates on PDA slant (A) and conidial structures (B) Gel electrophoresis of PCR 
products from Beauveria ITS genome amplification. lane 1. Isolate BB199701; Lane 2. Isolate 
BB199803; Lane 3. Isolate BB200109; Lane 4. 1 kb Marker ©] 

Gambar 2. Isolat entomopatogen Paecylomyeces sp. pada media PDA mir ing (A), Struktur  konidia (B) 
dan produk PCR hasil amplifikasi sekuen ITS (C); Lajur 1. isolat Pf201012, Lajur 2. Isolat 
Bb199701, lajur 3. Marka 1 kb. [Entomopathogenic Paecylomyeces sp. Isolate on PDA slant (A), 
conidia structure (B) and the results of PCR products from ITS sequences amplification lane 1; 
isolate Pf201012, Lane 2. Isolate Bb199701, lane 3. 1 kb Marker (C)] 

A 

B C 

1   2     3    4 

BB199803 BB199701 
0.5 kb 

1 kb 

0.75 kb 
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Hanya satu isolat (Pf201012) yang diperoleh 

dari sampel wereng coklat asal Cianjur, termasuk 

dalam Paecylomyces reniformis, berdasarkan 

pengamatan baik secara mikroskopis maupun hasil 

konfirmasi sekuen DNAnya (Gambar 1).  

Sebanyak tiga isolat Beauveria Vuillemin 

yang telah dikoleksi dari tiga inang yang tidak sama 

dari tiga tempat yang berbeda. Hasil pengamatan 

morfologi terhadap isolat Beauveria dan karak-

terisasinya secara molekuler menggunakan ITS pri-

mer berikut hasil analisa sekuennya ditampilkan pa-

da Gambar 2.  

Hasil analisis BLASTN (Tabel 1) 

menunjukkan bahwa kedua isolat Beauveria ini (Bb 

1999803 dan Bb 200109) memiliki tingkat kesamaan 

>99% dibandingkan dengan berbagai database 

spesies B. bassiana. Satu isolat Bb 199701 tidak 

berhasil diamplikasi PCR.  

Empat isolat Metarhizium, Sorokin telah 

berhasil diisolasi yakni sebanyak 3 isolat, masing-

masing diisolasi dari wereng batang coklat, dan satu 

isolat dari kepiding tanah. Pada pengamatan 

mikroskopis, konidia Metarhizium membentuk rantai 

panjang silendris berbentuk bulat agak memanjang 

hialin. Ketiga isolat Metarhizium (Ma200209, 

Ma201012, Ma201101) yang diisolasi dari wereng 

batang coklat secara morfologi mempunyai konidia 

berwarna hijau lebih muda dibanding isolat dari 

kepiding tanah (Ma199703) (Gambar 3).  

Hasil identifikasi molekuler dengan amplifi-

kasi PCR telah dilakukan terhadap tiga isolat Me-

tarhizium (Gambar  3), namun hanya 2 isolat saja, 

yakni isolat Ma 200209 dan Ma 201012 yang 

dilanjutkan dengan sekuensing untuk memastikan 

spesiesnya berdasarkan urutan DNAnya. Satu isolat 

Metarhizium (Ma 199703) asal kepinding tanah 

mempunyai produk amplifikasi >0.5 kb sehingga 

tidak dilakukan sekuensing; sedangkan satu isolat 

asal wereng coklat dari Bogor (Ma201101) belum 

dilakukan karakterisasi secara molekuler. Hasil sek-

uensing menunjukkan bahwa isolat Ma200209 iden-

tik dengan M. anisopliae, sedangkan Ma201012 ter-

masuk dalam M. anisopliae var acridum (Tabel 1). 

Pengamatan secara morfologi telah diperoleh 

sebanyak tiga jamur Hirsutella sp. dan menunjukkan 

bahwa hyphae Hirsutella muncul pada tubuh inang 

dengan karakteristik berupa struktur sinemata 

berukuran panjang seperti bulu-bulu, sedangkan pada 

media agar berwarna putih (Gambar 4). Produk PCR 

hasil amplifikasi dengan ITS terhadap ketiga isolat 

Hirsutella (Hc201103, Hc 201105 dan Hc201105) 

masih menunjukkan variasi ukuran produk (<0.6 kb). 

Gambar 3. Biakan M etarhizium  pada media PDA mir ing. A. Isolat Ma200209, B. Isolat Ma201012, dan 
C. Isolat Ma199703. D. Gel elektroforesis produk PCR hasil amplifikasi ITS genom Metarhizium. 
Lajur M. Marker 1 kb; Lajur 1. Isolat Ma200209; Lajur 2. Isolat Ma199703; Lajur 3. Isolat 
Ma201012. Lajur 4.kontrol (akuades). [Metarhizium cultures on PDA slant. A. Isolate Ma200209, 
B. Isolate Ma201012, and C. Isolate Ma199703. D. Gel electrophoresis of PCR products from 
Metarhizium ITS genome amplification. Lane M. 1 kb Marker; lane 1. Isolate Ma200209; lane 2. 
Isolate Ma199703; lane 3. Isolate Ma201012. Lane 4.control (distilled water)].  

M  1      2      3     4 

1 kb 

0.75 

A B C 
D 

0.5 
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Hanya satu isolat (Hc 201103) yang dilanjutkan 

dengan sekuensing untuk memastikan spesiesnya. 

Hasil uji verifikasi terhadap isolat Hc201103 dengan 

ITS primer dibandingkan dengan database bank gene 

menunjukkan bahwa identitas isolat tersebut terma-

suk dalam spesies Hirsutella thomsonii (Tabel 1; 

Gambar 4).  

Pada penelitian ini diperoleh hanya dua isolat 

Cordycep sp yang berhasil dikoleksi yakni isolat 

C201102 dan C201108. Spesies Cordyceps Fries 

mempunyai nama sinonim: Ophiocordyceps Petch 

dan Torrubia Leveille, secara morfologis isolat terse-

but identik dengan Cordyceps sp yang ditunjukkan 

dengan ukuran konidianya pada media serta pemben-

tukan tubuh buah jamur (struktur sinemata) yang 

jelas pada serangga mati (Gambar 5).  

Bakteri entomopatogen berwarna merah 

(Sm201102) yang diperoleh secara morfologis ter-

masuk ke dalam Serratia marcescens yang merupa-

kan bakteri patogenik terhadap wereng batang coklat 

(WBC). Identifikasi secara molekuler terhadap bak-

teri merah dilakukan dengan mengamplifikasi sekuen 

16S rRNA menggunakan pasangan primer universal 

63F dan 1387R. Produk PCR hasil amplifikasi be-

rupa pita tunggal berukuran sekitar 1.3 kb yang 

sesuai dengan perkiraan (data tidak ditampilkan). 

Gambar 4. Entomopatogen Hirsutella sp. isolat Hc201103 yang menyerang Wereng Coklat (A, B), Biakan 

pada media PDAY (C), Struktur sinemata (D,E,F). Gel elektroforesis produk PCR hasil amplifikasi 
ITS genom Hirsutella. Lajur 1. Isolat Hc201103; Lajur 2. Isolat Hc201105; Lajur 3. Isolat 

Hc201104; Lajur 4. Marker 1 kb (G). [Entomopathogenic Hirsutella sp. Hc201103 iso-
late attacking brown planthopper (A, B), cultures on media PDAY (C), Synemata 
structure (D, E, F). Gel electrophoresis of PCR products from Hirsutella ITS genome amplifi-
cation lane 1. Isolate Hc201103; lane 2. Isolate Hc201105; lane 3. Isolate Hc201104; Lane 4. 1 kb 
Marker.(G).] 
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Hasil analisis BLASTN menunjukkan bahwa bakteri 

merah mempunyai tingkat kesamaan >99% dengan 

Serratia sp. endosimbion wereng batang coklat (no. 

asesi GU124498) dan S. marcescens (no. asesi 

HQ154570).  

 

PEMBAHASAN 

Pengembangan mikoinsektisida secara 

komersil, selama proses produksinya memerlukan 

metode yang peka untuk mengidentifikasi strain 

jamur yang spesifik untuk meyakinkan kestabilan 

strain, perlindungan paten dan penggunaan yang 

aman terhadap lingkungan (Samson et al., 1988). 

Berbagai kelompok jamur dilaporkan sangat potensi-

al digunakan sebagai mikoinsektisida, meskipun se-

bagian kecil saja yang telah dikaji dan diidentifikasi 

pada tingkat molekuler. Pada penelitian ini hasil 

pengamatan morfologis terhadap beberapa isolat 

entomopatogen sejalan dengan upaya molekuler 

dengan amplikasi PCR dan analisis sekuen DNA. 

Gen ribosomal terutama  daerah ITS dan IGS 

spacer banyak digunakan untuk mengidentifikasi dan 

membedakan spesies, taksonomi, filogenetik dan 

kajian keragaman genetik (Driver et al., 2000; An-

derson et al., 2001). Kajian menggunakan sekuen 

ITS dilaporkan dapat membedakan antar spesies 

jamur yang berbeda (Jensen et al., 2001). 

Koleksi sampel serangga terserang jamur dan 

bakteri entomopatogen pada penelitian ini, diperoleh 

dari beberapa inang dan lokasi di Jawa Barat, dan 

ditemukan sebanyak lima jenis jamur yang berbeda 

yaitu Paecilomyces sp; Metarhizium sp; Beauveria 

sp; Hirsutella sp; dan Cordyceps sp. Seperti laporan 

penelitian lainnya, jamur yang paling banyak 

ditemukan di dunia adalah Entomopthora sp.,  

Aspergillus sp., Metarhizium sp., dan Beauveria sp 

(Hasym dan Azwana, 2007; Chikwenhere dan 

Vestergaardt, 2005). Di Indonesia jamur entomopa-

togen yang banyak ditemukan juga antara lain  

Paecylomyices sp dan Verticilium sp (Prayogo et al., 

2006). Menurut Prayogo (2013) V. lecanii banyak 

diperoleh dari serangga kepik Riptortus linearis pada 

tanaman kedelai di lapangan, dan aplikasi V. lecanii 

di laboratorium efektif dalam mengendalikan peneta-

san telur kepik tersebut. 

Secara morfologi, biakan jamur Beauveria 

pada media PDA mempunyai miselia dan konidia 

berwarna putih berbentuk agak bulat, hialin lebih 

besar daripada konidia (Humber, 1998). Biakan yang 

telah bersporulasi menghasilkan kumpulan konidia 

Gambar 5. Entomopatogen Cordycep sp. yang menyerang laba-laba (A), Biakan isolat Cordyceps sp pada 
media PDA miring (B), Struktur Sinemata (C), dan Konidia (D). [Entomopathogenic Cordycep sp. 
that attacking spiders (A), cultures of Cordyceps sp. isolates on PDA slant (B), Synemata Structure 
(C), and Conidia (D).]  
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seperti tepung. Konidia secara berselang seling di-

produksi di atas konidiofor yang berbentuk seperti 

botol yang berukuran sekitar 3-6 x 2.5-3.5 mm, se-

dangkan konidia berbentuk bulat berukuran 2-3 x 2-

2.5 mm. Amplifikasi sekuen ITS dengan primer 

spesifik yang didisain berdasarkan sekuen ITS 

Beauveria yang terdapat dalam GeneBank terlah 

berhasil dilakukan terhadap dua isolat asal walang 

sangit dan wereng coklat, dan hasilnya dapat 

dikonfirmasi bahwa Beauveria isolat BB200109 dan 

BB199803 termasuk ke dalam spesies B. bassiana. 

Satu isolat Bb 199701 asal kepik hitam belum teram-

plifikasi; sehingga diperlukan optimasi dengan me-

nyertakan isolat-isolat lain yang berasal dari kepik 

hitam. 

Hasil pengamatan mikroskopis terhadap 

jamur Metarhizium hasil isolasi pada media agar 

menunjukkan pertumbuhan miselia Metarhizium 

berwarna putih dan konidia berwarna hijau muda 

hingga hijau tua (Humber, 1998). Pada penelitian ini 

diperoleh dua isolat Metarhizium yaitu Ma200209 

dan Ma201012 yang telah dikonfirmasi masing-

masing termasuk dalam M. anisopliae dan M. 

anisopliae var. Acridum. 

Pada pengamatan terhadap beberapa sampel 

serangga mati juga didapatkan spesies Hirsutella sp 

dan Cordyceps sp. Isolat Hirsutella sp. Patouillard 

sinonim: Desmidiospora Thaxter; Synnematium 

Speare; Trichosterigma Petch; Troglobiomyces 

Pacioni mempunyai konidiofor silendris dengan 

synemata tegak dengan ciri seperti bulu/rambut ka-

dang-kadang bercabang (Samson, 1988). Pada media 

agar pertumbuhan jamur sangat lambat namun dapat 

diamati dengan bentuk synemata yang jelas terlihat 

pada biakan maupun serangga mati. Satu isolat Hir-

sutella asal wereng coklat yang berhasil dikonfirma-

si dengan ITS primer dan sekuensing adalah isolat 

Hc201103 asal Sukamandi tergolong dalam H. thom-

sonii. Isolat ini potensil digunakan dalam pengen-

dalian wereng coklat, karena di lapangan sudah ban-

yak dijumpai wereng coklat yang terinfeksi jamur 

Hirsutella sp selain B. bassiana, dan M. anisopliae.  

Yang menarik dalam penelitian ini adalah 

ditemukannya spesies Cordycep sp. dari dua inang 

dan lokasi yang berbeda yaitu asal laba-laba dan uret, 

masing-masing diperoleh dari Cianjur, Jawa Barat 

dan Dieng, Jawa Tengah. Secara morfologis kedua 

isolat tergolong Cordyceps sp., namun demikian 

kedua isolat tersebut masih perlu dikonformasi sek-

uen DNAnya. Spora jamur Cordyceps sp biasanya 

tersebar melalui tubuh serangga selama proses se-

rangga makan pada biji-bijian tanaman (Samson et 

al., 1988). Pada survey penelitian sebelumnya isolat 

Cordyceps sp jarang dijumpai menginfeksi serangga 

inang, oleh karena itu untuk memastikan potensinya 

dalam hal perbanyakan dan virulensinya masih perlu 

dikaji lebih lanjut. 

Satu isolat bakteri berwarna merah Sm201102 

diperoleh dari serangga wereng coklat yang mati. 

Bakteri merah merupakan bakteri gram negatif yang 

bersifat motil. Secara morfologi koloninya berbentuk 

cembung dan berukuran 1-3 mm pada biakan yang 

berumur 24 jam setelah inkubasi. Warna merah 

koloni sudah mulai terlihat pada biakan yang 

berumur 24 jam, dan semakin merah setelah 

diinkubasikan lebih 48 jam. Bakteri mampu memfer-

mentasikan semua jenis karbohidrat yang meliputi D

-fructose, L-fucose, D-galactose, Gentiobiose, m-

inositol, a- Maltose, Lactulose, D-lactose, D-

mannitol, D-Manose, D-melibiose dan a-D-glucose, 

serta semua jenis asam amino, termasuk L-ornithin 

(Priyatno et al., 2011). Bakteri Sm201102 penghasil 

pigmen merah (prodigiosin) ini telah diidentifikasi 

berdasarkan sekuensing 16s rDNA termasuk dalam 

kelompok spesies Seratia marcescence (Priyatno et 

al., 2011). Isolat Sm 201102 telah diuji patogen-

isitasnya terhadap wereng coklat dimana isolat ini 

dapat mengakibatkan kematian 50% wereng coklat 

dalam waktu > 6 hari pada konsentrasi 107 sel/ml 

(Priyatno et al, 2011). Upaya karakterisasi lebih 

lanjut terhadap isolat bakteri Seratia sp. masih perlu 

dilakukan. Isolat Sm 199805 belum dikarakterisasi 

baik dalam hal virulensi/patogenisitas maupun sifat 

biokimianya.  

Secara umum upaya identifikasi dan karak-

terisasi mikroba (termasuk entomopatogen) melalui 

uji morfologi dan fisiologi masih perlu dilakukan 

meskipun perlu waktu lebih lama, karena jamur ha-

rus direisolasi dan diperbanyak terlebih dahulu pada 

kondisi tertentu agar bisa diidentifikasi. Hasil iden- 

tifikasi molekuler di laboratorium, diharapkan mem-

percepat hasil evaluasi untuk menentukan perlu tid-

aknya tindakan reevaluasi mikoinsektisida berbasis 

jamur entomopatogen di lapangan dalam hal persis-
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tensinya pada lingkungan. Selain itu, upaya analisis 

molekuler ini berpeluang digunakan dalam kajian 

monitoring mikoinsektisida terhadap dampak ling-

kungan terutama terhadap serangga bukan sasaran. 

Penelitian masih perlu dilanjutkan dalam hal 

konfirmasi sekuensing DNA untuk memastikan 

spesiesnya, disamping itu upaya koleksi dengan 

melibatkan banyak inang dan lokasi yang beragam 

juga masih perlu dilakukan untuk melihat keragaman 

isolat yang ada pada level spesies. Upaya pencarian 

keragaman genetik diantara isolat entomopatogen B. 

bassiana asal inang walang sangit asal Situgede, 

Bogor menunjukkan adanya variasi antar isolat mes-

kipun diperoleh dari satu inang dan lokasi yang sa-

ma. Perbedaan terlihat dari adanya mutasi dari be-

berapa susunan DNAnya (Suryadi et al., 2016, un-

published).  

 

KESIMPULAN 

Dari 16 isolat mikroba entomopatogen yang 

dieksplorasi, sebanyak 13 isolat termasuk kelompok 

jamur, dan 3 isolat bakteri telah diisolasi. Sebanyak 

tujuh isolat jamur/bakteri telah diidentifikasi dan 

dikonfirmasi berdasarkan struktur morfologi dan 

sekuen DNAnya. Satu isolat termasuk Paecylomices 

reniformis (Pf 201012), dua isolat tergolong dalam 

spesies Beauveria bassiana, dua isolat termasuk Me-

tarhizium anisopliae (Ma200209) dan M. anisopliae 

var acridum (Ma 201012), satu isolat termasuk Hir-

sutella thomsonii (Hc201103). Diperoleh dua isolat 

jamur yang jarang ditemukan prevalensinya di be-

berapa lokasi/inang, dan kedua isolat ini secara mor-

fologi termasuk Cordyceps sp. Satu isolat bakteri 

merah Sm201102 telah diindentifikasi menggunakan 

amplifikasi gen 16S rDNA tergolong kedalam ke-

lompok spesies Seratia marcescence. Sebanyak 9 

isolat lainnya meskipun telah dilakukan upaya iden-

tifikasi secara morfologi, namun belum divalidasi/

dikonfirmasi berdasarkan urutan DNAnya, sehingga 

perlu dikarakterisasi lebih lanjut.  
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