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ABSTRACT 

Indentification of Entomopathogenic Red Bacterial from 
Brown Planthopper (Nilaparvata lugens Stål.). Tri P. 
Priyatno, Yohana A. Dahliani, Yadi Suryadi, I Made 
Samudra, Dwi N. Susilowati, Iman Rusmana, Baskoro S. 
Wibowo, and Cahyadi Irwan. Red bacteria isolated from 
brown planthopper (BPH) has been proven pathogenic 
against BPH and others insects. Application of 106 to 107 
cells/ml of red bacteria caused 65.6-78.2% mortality of BPH. 
The 50% effective concentration (EC50) and lethal time of red 
bacteria against BPH is 2.8 x 105 cells/ml and 6.8 days, 
respectively. Based on phenotypic characters tested on GN 
MicroPlateTM Biolog kit and 16S rRNA sequneces analysis, 
red bacteria was identified as Serratia marcescens with 99% 
similarity. Red pigmen produced by S. marcescens strain 
BPH is secondary metabolite determined as prodigiosin 
showing bactericidal activities against Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae. We concluded that S. marcescens did not only 
potent as biocontrol agent to BPH, but also it can be used to 
control plant pathogenic bacteria. 

Keywords: Entomopathogenic bacteria, Nilaparvata lugens, 
Serratia marcescens, prodigiosin. 

ABSTRAK  

Identifikasi Entomopatogen Bakteri Merah pada Wereng 
Batang Coklat (Nilaparvata lugens Stål.). Tri P. Priyatno, 
Yohana A. Dahliani, Yadi Suryadi, I Made Samudra, Dwi 
N. Susilowati, Iman Rusmana, Baskoro S. Wibowo, dan 
Cahyadi Irwan. Bakteri merah yang diisolasi dari wereng 
batang coklat (WBC) terbukti bersifat patogenik terhadap 
WBC dan serangga lainnya. Sel bakteri yang diaplikasikan 
dengan konsentrasi 106-107 sel/ml mematikan WBC 65,6-
78,2%. Konsentrasi dan waktu yang efektif mematikan 
sekitar 50% WBC masing-masing adalah 2,8 x 105 sel/ml dan 
6,8 hari. Berdasarkan uji karakter fenotipe dengan meng-
gunakan kit GN MicroPlateTM Biolog dan analisis sekuen 16S 
rRNA, bakteri merah diidentifikasi sebagai Serratia 
marcescens dengan tingkat kesamaan 99%. Pigmen merah 
yang dihasilkan oleh Serratia marcescens strain WBC adalah 
suatu metabolit sekunder yang diketahui sebagai prodigiosin 
yang menunjukkan aktivitas antibakterial sebagaimana telah 
diujikan terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Oleh 
karena itu, kami simpulkan bahwa S. marcescens tidak 
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hanya potensial sebagai agensia pengendalian hayati WBC, 
tetapi juga dapat digunakan untuk mengendalikan bakteri 
patogen tanaman. 

Kata kunci: Bakteri entomopatogenik, Nilaparvata lugens, 
Serratia marcescens, prodigiosin. 

PENDAHULUAN 

Wereng batang coklat (WBC, Nilaparvata lugens 
Stål.) yang merupakan salah hama utama tanaman 
padi mempunyai banyak musuh alami potensial yang 
dapat dimanfaatkan untuk program pengendalian se-
cara terpadu. Salah satu entomopatogen potensial te-
tapi belum banyak diteliti dan dimanfaatkan untuk 
pengendalian WBC adalah bakteri merah. Sebenarnya 
infeksi bakteri pada WBC yang mempunyai tipe pen-
cucuk-pengisap masih menjadi polemik, karena infek-
si bakteri entomopatogen, seperti Bacillus thuringien-
sis dan Serratia enthomophila terjadi melalui mulut 
dengan termakan. Tetapi hasil uji pastulat Koch mem-
buktikan bahwa bakteri merah bersifat patogenik ter-
hadap WBC (Wibowo et al., 2002). Ini menunjukkan 
bahwa infeksi bakteri dapat terjadi melalui stilet, ke-
tika serangga sedang mencucuk dan menghisap cair-
an tanaman. Gejala WBC yang mati terinfeksi adalah 
busuk basah dengan warna merah pada tubuhnya. 
Bakteri yang berhasil diisolasi juga menunjukkan 
koloni berwarna merah pada media Luria Bertani Agar 
(LBA). Bakteri merah juga dilaporkan bersifat patoge-
nik terhadap Spodoptera exigua, Plutella xylotella, 
Crocidolomia binotallis, kutu daun mangga (Rastro-
coccus sp.), dan belalang berkembar (Wibowo et al., 
2002). Hal ini menunjukkan bahwa bakteri merah 
mempunyai sebaran inang yang cukup luas pada se-
rangga sasaran. 

Bakteri endosimbion yang juga merupakan pato-
gen lemah pada WBC sudah diidentifikasi oleh Wang 
et al. (2003) sebagai Serratia. Bakteri ini kurang pato-
genik, jika berada di dalam saluran pencernaan, tetapi 
menjadi sangat patogenik jika berada di dalam 
haemolimfa serangga dengan gejala kematian septise-
mia. Bagaimana bakteri yang tercerna oleh serangga 
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dapat masuk ke dalam haemolimfanya masih belum 
banyak diketahui. Diduga bakteri masuk ke dalam 
hemocoel ketika serangga dalam keadaan tertekan 
atau terluka. Hal ini ditunjukkan oleh tingkat kematian 
WBC yang rendah waktu serangga dalam kondisi nor-
mal. Sedangkan pada waktu serangga mengalami te-
kanan kuat akibat suhu lingkungan tinggi, kualitas 
pakan rendah, populasi berlimpah, luka atau faktor-
faktor lain, tingkat kematian WBC menjadi sangat 
tinggi. 

Serratia adalah bakteri gram negatif famili Entero-
bateriaceae yang memiliki flagella peritrik, sehingga 
bersifat motil. Habitat Serratia terutama di air dan 
tanah, pada permukaan daun, serta di dalam tubuh se-
rangga, hewan, dan manusia (Khanafari et al., 2006). 
Pemanfaatan bakteri merah sebagai agensia pengen-
dali hayati belum banyak dilakukan, karena selain 
dianggap sebagai patogen lemah, masalah keamanan 
penggunannya juga masih dipertanyakan, sebab S. 
marcescens juga dikenal sebagai patogen oportunistik 
pada manusia. Di New Zealand, dua bakteri entomo-
patogen non-sporing forming dari genus Serratia, yaitu 
S. entomophila dan S. proteamaculans, telah berhasil 
dikembangkan menjadi biopestisida yang efektif untuk 
mengendalikan grass grub (Costelytra zealandica). 
Bakteri non-spore forming yang tidak bersifat aktif me-
nyerang, mungkin dapat masuk ke dalam hemocoel 
ketika serangga dalam keadaan tertekan atau terluka 
(Hurst et al., 2000). Menurut Hurst et al. (2000), faktor 
virulensi S. entomophila berada di dalam plasmidnya 
yang berukuran 150 kb. Plasmid S. entomophila mem-
bawa empat gen penyandi toksin yang sangat toksik 
terhadap serangga. Gen-gen tersebut dapat menjadi 
sumber gen untuk pengembangan tanaman padi 
tahan WBC melalui pendekatan molekuler. 

Bakteri merah yang diisolasi dari wereng coklat 
memiliki bentuk koloni yang cembung dan menghasil-
kan pigmen merah pada media agar yang mengan-
dung senyawa fosfat, karbonat, dan besi. Pigmen me-
rah merupakan salah satu indikasi produksi prodi-
giosin pada genus Serratia. Pigmen merah yang di-
hasilkan oleh Serratia merupakan metabolit sekunder 
yang dikenal sebagai prodigiosin yang tergolong dalam 
famili pigmen merah tripyrrole yang umumnya me-
ngandung 4-methoxy, ring 2-2 bipyrolle (Giri et al., 
2004). Prodigiosin adalah metabolit sekunder multi 
aspek yang mempunyai aktivitas antibakterial, anti-
fungal, dan antiprotozoal, bersifat cytotoxic, antitumor, 
antimalaria, antidiabetes, antioksidan, obat-obatan 
antiinflammatory nonsteroidal, dan dapat digunakan 
sebagai pewarna sutera dan wol (Khanafari et al., 
2006). 

Penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi 
bakteri merah hasil isolasi dari WBC mati dan meng-
karakterisasi pigmen merah yang dihasilkannya. 

BAHAN DAN METODE 

Isolasi dan Uji Patogenisitas Bakteri Merah 

Isolasi bakteri 

Bakteri merah diisolasi dari WBC koloni Cisadane 
yang mati dengan gejala tubuh berwarna merah. Se-
ekor serangga yang telah mati dimasukkan ke dalam 
tabung Eppendorf dan ditambah 300 μl NaCl 0,85%, 
kemudian divortek selama 1 menit. Selanjutnya, 100 μl 
suspensi bakteri disebarkan secara merata pada me-
dia LBA di dalam cawan petri. Setelah diinkubasikan 
selama 48 jam pada suhu ruangan, koloni tunggal bak-
teri berwarna merah yang tumbuh diisolasi dan dipeli-
hara pada media LBA miring di dalam tabung reaksi 
dan diberi kode Sm201102. Biakan diremajakan setiap 
2 minggu sekali.  

Uji patogenisitas bakteri merah terhadap WBC 

Isolat bakteri merah (Sm201102) diuji patogeni-
sitasnya terhadap nimfa WBC populasi Cisadane instar 
2-3. Pengujian dilakukan pada tanaman padi varietas 
Cisadane yang ditanam di dalam ember plastik ukur-
an 1 liter di rumah kaca. Suspensi bakteri dibuat dari 
biakan umur 24 jam pada media LBA sebagai inoku-
lum dengan menambahkan air steril dan kerapatan 
selnya ditetapkan 104-108 sel/ml. Pada umur 35 hari se-
telah tanam (HST), tanaman padi diinokulasi dengan 
menyemprotkan 5 ml inokulum bakteri secara merata 
pada setiap rumpun yang berisi 5 tanaman. Tanaman 
padi yang digunakan sebagai kontrol hanya disemprot 
dengan akuades steril. Setelah penyemprotan, tanam-
an dikurung dengan plastik milar, kemudian diinfestasi 
dengan 20 ekor nimfa WBC. Mortalitas WBC diamati 
setiap hari selama 15 hari. Percobaan disusun dalam 
rancangan acak lengkap dengan 5 ulangan. Nilai 
kerapatan sel dan waktu yang efektif mematikan 50% 
WBC ditentukan dengan analisis Probit. 

Uji sensitivitas bakteri merah terhadap antibiotik 

Bakteri merah diuji sensitivitasnya terhadap lima 
jenis antibiotik dengan metode agar dilution pada 
media LBA. Setiap antibiotik diuji dengan konsentrasi 
25 dan 50 μg/ml. Bakteri yang mampu tumbuh pada 
media yang mengandung antibiotik dinyatakan seba-
gai resisten, sedangkan yang tidak tumbuh dianggap 
sensitif. Pengamatan pertumbuhan bakteri dilakukan 
48 jam setelah inkubasi pada suhu ruangan. 
 



2011 T.P. PRIYATNO ET AL.: Identifikasi Entomopatogen Bakteri Merah  
 

87

Identifikasi Isolat Bakteri Merah 

Identifikasi bakteri merah dilakukan dengan tiga 
cara, yaitu: (1) uji reaksi biokimia; (2) uji kemiripan 
16S DNA ribosomal, dan (3) analisis filogenetik. 

Uji reaksi biokimia 

Pengujian merah dilakukan dengan mengguna-
kan kit GN MicroPlateTM Biolog (Hayward, USA). Isolat 
bakteri yang diuji dibiakkan dalam tabung reaksi yang 
berisi 5 ml media LB cair dan diinkubasikan dalam 
orbital shaker (75 rpm) selama 16 jam pada suhu 
ruangan. Kemudian sel bakteri dipanen dengan cara 
disentrifuse 10.000 rpm selama 5 menit dan dicuci de-
ngan larutan NaCl 0,85% tiga kali untuk menghilang-
kan residu media. Pelet bakteri disuspensikan dalam 
0,85% NaCl dan dibuat pengenceran dengan nilai 
OD600 = 0,5 menggunakan spektrofotometer (Hitachi 
U-2000). Selanjutnya, 150 μl suspensi bakteri diinoku-
lasikan ke dalam setiap sumuran kit GN MicroPlateTM 
Biolog. Penampilan fenotipik dan reaksi biokimia bak-
teri diamati 24 jam setelah inkubasi pada suhu 28oC. 
Reaksi positif ditunjukkan oleh perubahan warna biak-
an menjadi ungu yang dibaca secara manual, sedang-
kan reaksi negatif tidak menunjukkan perubahan 
warna. 

Uji kemiripan 16S rRNA ribosomal 

Indentifikasi lebih lanjut dilakukan dengan meng-
amplifikasi dan mensekuen gen yang menyandi 16S 
rRNA menggunakan primer spesifik. Isolasi/ekstraksi 
16S DNA dilakukan dengan membiakkan bakteri me-
rah di dalam tabung reaksi yang berisi 5 ml media LB 
cair (triptose 1%, ekstrak khamir 0,5%, NaCl 1%) yang 
digoyang selama 18 jam dalam orbital shaker (75 rpm) 
pada suhu ruangan. Biakan disentrifuse 10.000 rpm se-
lama 5 menit dan pelet bakterinya disuspensikan da-
lam tabung Eppendorf dengan menambahkan larutan 
bufer Solution I 150 μl, kemudian ditambahkan 
Solution II 150 μl, dicampur merata dengan menggo-
yang perlahan dan diinkubasi selama 5-20 menit pada 
suhu ruang. Selanjutnya, 250 μl Solution III ditambah-
kan ke dalam tabung Eppendorf, dikocok kuat dan 
disentrifuse 10.000 rpm selama 5 menit. Supernatan di-
pindahkan ke tabung baru dan ditambahkan fenol dan 
larutan campuran klorofom-isoamil alkohol (24 : 1) 
masing-masing 100 μl. Setelah digoyang perlahan, 
larutan disentrifuse 10.000 rpm selama 10 menit, 
supernatan jernih di bagian atas diambil 600 μl, ke-
mudian ditambahkan 600 μl isopropanol. Selanjutnya 
suspensi disentrifuse kembali 10.000 rpm 10 menit, 
supernatan dibuang, peletnya dikeringkan, dan ditam-
bahkan akuades 20 μl. 

Identifikasi bakteri merah berdasarkan sekuen 
nukleotida 16S DNA ribosomal dilakukan dengan sepa-
sang primer 63F (CAGGCCTAACACATGCAAGTC) dan 
1387R (GGGCGGA/TGTGTACAAGGC) menggunakan 
mesin PCR Thermal Cycler (Biometra, USA). Kompo-
sisi 20 μl reaktan PCR terdiri atas 2 μl 10X bufer PCR, 
1,5 μl 50 mM MgCl2, 0,5 μl 4 mM dNTP, 1 μl 20 mM 
primer forward, 1 μl 20 mM primer reverse, 0,5 μl 5U 
Taq polymerase, dan 13,5 μl akuades steril. Reaktan 
PCR ditempatkan dalam tabung mikrosentrifuce ber-
ukuran 200 μl. Templat DNA untuk PCR menggunakan 
koloni tunggal bakteri merah dari biakan yang ber-
umur 18 jam pada media LBA di dalam cawan petri. 
Mesin PCR dijalankan dengan program sebagai be-
rikut: denaturasi awal DNA pada suhu 94oC selama 10 
menit, denaturasi kedua 94oC 1 menit, annealing 50oC 
45 detik, dan extension 72oC 1 menit 30 detik dengan 
siklus sebanyak 35 kali. Produk PCR dicek pada gel 
agarose yang dielektroforesis dengan 90 volt selama 30 
menit dalam bufer TAE. 

Hasil perunutan sekuen nukleotida 16S DNA ribo-
somal dianalisis dengan perangkat lunak Blastn yang 
terdapat dalam situs National Center for Biotechnology 
Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) untuk me-
ngetahui tingkat kekerabatan terdekat dengan bakteri 
yang ada di dalam Database GeneBank (NCBI). Anali-
sis tingkat kemiripan runutan DNA antarstrain dalam 
satu spesies dan antarspesies dalam satu genus digu-
nakan program interaktif dengan mengirimkan urutan 
nukleotida DNA dalam format Fasta melalui internet 
dengan cara salin dan tempel pada kolom khusus 
yang telah disediakan oleh GeneBank. Selanjutnya, 
sekuen 16S DNA ribosomal dalam GeneBank yang 
mempunyai kekerabatan dengan sekuen 16S DNA 
ribosomal dari isolat bakteri yang diuji diambil untuk 
dianalisis pohon filogenetiknya. 

Sekuensing DNA dilakukan dengan ABI PRISM 
3070 DNA Sequencer. Reaksi sekuensing dibuat 
dengan ABI PRISM Big DyeTM Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kit (PE Biosystems, USA) 
sesuai dengan petunjuk. Reaktan sekuensing mengan-
dung 200 ng DNA, 3,2 pmol primer, 1 μl Big Dye Ter-
minator Ready Reaction Mix, dan air destilasi steril 
yang ditambahkan hingga volume akhir menjadi 10 μl. 
Sekuensing dijalankan dalam mesin PCR Thermal 
Cycler (Biometra, USA) sebanyak 35 siklus dengan 
program 96oC selama 30 detik, 50oC selama 5 detik 
and 60oC selama 1 menit. Selanjutnya, produk PCR di-
murnikan dengan metode pengendapan etanol. Pada 
reaktan sekuensing ditambahkan 1 μl 125 mM EDTA, 1 
μl 3 M sodium asetat pH 4, dan 25 μl 100% etanol. Se-
telah diinkubasikan selama 15 menit pada suhu ruang-
an, campuran disentrifuse 12.000 rpm selama 20 menit 
pada suhu 4oC. Pelet dicuci dua kali dengan 70% eta-
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nol dan dikeringkan pada suhu 65oC selama 10 menit. 
Kemudian sampel DNA siap dikirim ke PT Genetika 
Science (1st Base) untuk disekuensing. 

Analisis filogenetik dilakukan menggunakan 
program PHYLIP versi 3.6 (University of Washington). 
Sebelum analisis, runutan nukleotida semua isolat 
yang terpilih dimodifikasi dengan perangkat lunak 
(software) ClustalX 1.83 untuk menyamakan format 
runutannya. Matrik jarak genetik dihitung dengan 
menggunakan matrik parameter dalam program kom-
puter DNAML. Analisis boostrap dengan 1.000 ulangan 
dilakukan menggunakan program SEQBOOT dan kon-
sensus pohon filogenetiknya dibuat dengan program 
CONSENSE. Pohon filogenetiknya digambarkan de-
ngan program MEGA4 dalam paket program PHYLIP. 

Ekstraksi Pigmen Merah dan Purifikasi Prodigiosin 

Ekstraksi pigmen merah 

Isolat bakteri merah dibiakkan dalam tabung 
Erlenmeyer 1.000 ml yang berisi 250 ml media LB cair. 
Media diinokulasi dengan 1 ml biakan Serratia yang 
berumur 16 jam yang sebelumnya telah disiapkan 
dalam media LB cair dan kepekatannya diukur meng-
gunakan spektrofotometer (Hitachi U-2000) dengan 
dengan nilai OD600 = 0,5. Biakan diinkubasi dalam 
orbital shaker (150 rpm) selama 5 hari pada suhu 
ruangan. Kemudian biakan disentrifuse pada kecepat-
an 5.000 rpm dengan suhu 4oC selama 20 menit untuk 
memisahkan supernatan dari pelet sel bakteri. Eks-
traksi prodigiosin dari supernatan dilakukan dengan 
etil asetat menurut teknik Devaraj et al. (2009). Super-
natan dimasukkan ke dalam tabung fraksi, ditambah-
kan 100 ml etil asetat, dan dikocok kuat hingga larutan 
bercampur merata. Kemudian suspensi didiamkan 
selama beberapa menit untuk memisahkan fraksi air 
dari etil asetat yang bercampur prodigiosin. Etil asetat 
yang mengandung prodigiosin dievaporasi dengan 
rotary evaporator pada suhu 35ºC selama 20 menit, 
selanjutnya prodigiosin dilarutkan dalam dimethyl 
sulfoxide (DMSO). 

Purifikasi prodigiosin 

Prodigiosin dimurnikan dengan menggunakan 
kolom gel silika dengan solven kloroform. Ekstrak 
prodigiosin dalam pelarut metanol dialirkan melalui 
kolom gel silika. Prodigiosin yang terperangkap dalam 
kolom gel silika dilepaskan dan dilarutkan dengan 
kloroform. Tingkat kemurnian prodigiosin dianalisis 
dengan spektrofotometer (Hitachi U-2000) dan kroma-
tografi lapis tipis gel silika. Sebanyak 10 μl suspensi 
prodigiosin diteteskan pada lapisan gel silika di atas 
lempengan kaca dengan jarak 3 cm dari bagian ba-

wah dan dijalankan dengan pelarut amil asetat hingga 
pelarut mencapai batas 3 cm dari atas. Noda merah 
yang merupakan prodigiosin dihitung nilai RF-nya 
berdasarkan perbandingan nilai jarak yang ditempuh 
sampel dengan nilai jarak yang ditempuh pelarut. 
Analisis dengan spektrofotometer dilakukan dengan 
pelarut air yang bersifat asam (0,1 N HCl) dan basa 
(0,1 N NaOH). Sebanyak 20 μl prodigiosin dimasukkan 
ke dalam 200 μl pelarut dan dicampur merata. Nilai 
kerapatan optik (optical density, OD) prodigiosin di-
ukur menggunakan spektrofotometer dengan panjang 
gelombang antara 400-600 nm. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Isolasi dan Uji Patogenisitas Bakteri Merah 

Isolat bakteri merah berhasil diisolasi dari WBC 
asal Sukamandi yang mati (karkas) dan diberi kode 
Sm201102. Hasil uji patogenisitas menunjukkan bahwa 
bakteri merah isolat Sm201102 mengakibatkan ke-
matian WBC populasi Cisadane. Kematian WBC mulai 
terjadi 4 hari setelah inokulasi (HSI) dan meningkat 
tajam pada 7 HSI (Gambar 1). Serangga yang mati me-
nunjukkan warna merah pada tubuhnya. Hasil reiso-
lasi memperoleh isolat bakteri yang sama, berwarna 
merah, memastikan bahwa bakteri yang menginfeksi 
dan menyebabkan kematian WBC adalah bakteri 
merah. Dengan demikian, hal ini juga membuktikan 
bahwa bakteri merah bersifat patogenik terhadap 
WBC. Hasil analisis probit menunjukkan bahwa kon-
sentrasi bakteri yang efektif mematikan WBC sekitar 
50% adalah 106 sel/ml. Waktu yang diperlukan untuk 
mematikan WBC 50% pada konsentrasi tersebut seki-
tar 6,8 hari. Pada 10 hari setelah aplikasi, isolat bakteri 
merah ini memiliki efektivitas terhadap WBC dengan 
tingkat mortalitas 65,6-78,2% pada aplikasi dengan 
kerapatan sel 106-107 sel/ml. 

Patogenisitas bakteri merah diduga tidak terjadi 
melalui infeksi integumen, tetapi bakteri masuk me-
lalui mulut, ketika serangga mencucuk dan menghisap 
cairan tanaman. Mulut WBC bertipe pencucuk peng-
isap dan rostrumnya yang muncul dari bagian pos-
terior kepala digunakan sebagai pintu masuk sel bak-
teri yang berukuran sekitar 1-2 μm. Uji patogenisitas 
yang dilakukan melalui pakan menunjukkan bahwa 
bakteri merah ini juga bersifat patogenik terhadap lar-
va Tenebrio molitor, bahkan protein yang diekstraksi 
dari sel bakteri bersifat toksik (data tidak ditampilkan). 
Hal ini menunjukkan bahwa patogenisitas bakteri 
merah isolat Sm201102 bersifat oral dengan meng-
hasilkan senyawa protein yang bersifat toksik. 
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Identifikasi Isolat Bakteri Merah 

Uji fenotipe dan reaksi biokimia 

Berdasarkan hasil uji fenotipik dan reaksi bioki-
mianya, isolat bakteri merah Sm201102 merupakan 
bakteri gram negatif yang bersifat motil; koloninya 
berbentuk bulat cembung dan berukuran diameter 1-3 
mm pada biakan umur 24 jam setelah inkubasi. Ukur-
an koloni bakteri menjadi lebih besar jika diinkubasi-
kan lebih lama, karena sifat motilitas selnya. Warna 
merah koloni sudah mulai terlihat pada biakan umur 
24 jam dan menjadi semakin nyata pada biakan umur 
>48 jam. Koloni bakteri yang berwarna putih juga 
sering dijumpai, terutama koloni tunggal yang letaknya 
terpisah jauh dari koloni lain. Menurut Thomson et al. 
(2000), warna merah ini muncul disebabkan oleh 
biosintesis pigmen merah yang berkaitan dengan me-
kanisme quorum sensing. 

Isolat bakteri merah ini sensitif terhadap antibio-
tik streptomisin yang ditandai dengan tidak tumbuh-
nya isolat Sm201102 pada media LBA yang mengan-
dung 25 dan 50 μg streptomisin/l, tetapi tahan terhadap 

kloramfenikol, kasugamisin, dan rimfamisin (Tabel 1). 
Meskipun bakteri merah tahan terhadap kloramfeni-
kol, tetapi pigmentasinya terhambat; hal ini ditunjuk-
kan oleh warna merah koloninya yang menjadi ber-
kurang. Bakteri ini bahkan tidak mampu menghasilkan 
pigmen merah pada konsentrasi kloramfenikol 1 
μg/ml. 

Karakteristik reaksi biokimia isolat bakteri merah 
Sm201102 berdasarkan pengujian dengan 95 senyawa 
biokimia menggunakan kit Biolog GN MicroplateTM me-
nunjukkan bahwa 94 pengujian bereaksi positif (Tabel 
2). Reaksi negatif hanya terjadi pada α-keto butyric 
acid. Bakteri merah ini mampu memfermentasi 
semua jenis karbohidrat yang digunakan, meliputi       
D-fructose, L-fucose, D-galactose, gentiobiose,             
m-inositol, α-maltose, lactulose, D-lactose, D-mannitol, 
D-mannose, D-melibiose, dan α-D-glucose, serta se-
mua jenis asam amino, termasuk L-ornithin. Berdasar-
kan analisis dengan Biolog GN database, isolat bakteri 
merah Sm201102 termasuk genus Serratia. Dalam 
Bergey’s Manual (Holt et al., 1994) disebutkan bahwa 
ciri biokimia genus Serratia yang membedakannya 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 1. Grafik perkembangan mortalitas wereng batang coklat (WBC) yang mendapat perlakuan isolat bakteri 
merah Sm201102 dengan kerapatan 104-108 sel/ml sejak hari ke-1 hingga hari ke-10 inkubasi. 

Tabel 1. Sensitivitas bakteri merah terhadap lima jenis antibiotik dengan 
konsentrasi 25 dan 50 µg. 
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dari genus lain dalam famili yang sama, seperti Entero-
bacter adalah kemampuanya memanfaatkan sumber 
karbon L-fucose dan menghidrolisis tibutirin. 

Uji kemiripan 16S DNA ribosomal (Amplifikasi 16S 
DNA ribosomal) 

Indentifikasi lebih lanjut dilakukan dengan meng-
amplifikasi dan mensekuen gen penyandi 16S rRNA 
menggunakan primer spesifik. Sekuen gen 16S rRNA 
merupakan salah satu marka genetik dari gen 
housekeeping yang paling umum digunakan dalam 
studi filogenik dan taksonomi bakteri, karena gen ini 
terdapat pada hampir semua jenis bakteri, fungsinya 
tidak berubah dari waktu ke waktu, dan ukuran gen 
16S rRNA (≈1.500 bp) cukup besar untuk dianalisis in 
silico (Janda dan Abbott, 2007). Produk PCR hasil 
amplifikasi 16S rRNA dari bakteri merah berupa pita 
tunggal berukuran sekitar ≈1,3 kb yang sesuai dengan 
perkiraan (Gambar 2). 

Fragmen DNA-nya disekuen dengan primer sama 
dari dua arah yang berlawanan sebanyak dua kali dan 
sekuen nukleotidanya dianalisis dengan perangkat 
lunak Alignment two sequences (http://blast.ncbi.nlm. 
nih.gov/) untuk memastikan tidak terjadi kesalahan 
sekuensing. Hasil sekuensing yang diperoleh berupa 
sekuen nukleotida dari 16S rRNA bakteri merah ber-
ukuran 1294 bp. Berdasarkan perbandingan sekuen 
16S rRNA isolat bakteri merah dengan sekuen 16S 
rDNA bakteri lain yang terdapat dalam database 
GeneBank melalui analisis Blastn menunjukkan bah-
wa bakteri merah mempunyai tingkat kesamaan 99% 

dengan Serratia sp. endosimbion WBC (No. aksesi 
GU124498) dan S. marcescens (No. aksesi HQ154570), 
serta 98% dengan S. entomophila (No. aksesi 
HM240853) (Tabel 3). Pada pohon filogenetik, bakteri 
merah berada dalam satu kelompok dengan Serratia 
sp. Endosimbion WBC satu kelompok dengan S. 
marcescens (Gambar 3). Hal ini menunjukkan bahwa 
isolat bakteri merah Sm201102 yang menginfeksi WBC 
asal Sukamandi dapat dipastikan sebagai S. 
marcescens. Hasil identifikasi ini sama dengan yang 
dilaporkan Kim et al. (1998) di Korea. 

Ekstraksi Pigmen Merah dan Purifikasi Prodigiosin 

Ekstraksi pigmen merah 

Pada umumnya, strain S. Marcescens yang diiso-
lasi dari serangga dan lingkungan lainnya menghasil-
kan pigmen merah, sedangkan yang diisolasi dari ma-
nusia tidak berpigmen dan menjadi penyebab infeksi 
nosocomial (Mohan et al., 2011). Pigmen merah yang 
dihasilkan oleh S. marcescens adalah metabolit sekun-
der yang dikenal sebagai prodigiosin. Prodigiosin me-
rupakan antibiotik multifungsi yang memiliki aktivitas 
antibakterial, anti fungal, antiprotozoal, dan antikan-
ker. Untuk mengidentifikasi lebih lanjut pigmen merah 
yang dihasilkan oleh isolat S. marcessens asal WBC 
dari Sukamandi telah berhasil diekstraksi dengan etil 
asetat. Etil asetat mampu memfraksinasi dan memi-
sahkan pigmen merah dari media cair. Selanjutnya, 
pigmen dipekatkan dengan evaporator dan dimurni-
kan dengan kolom silika gel. Hasil deteksi dengan 
spektrofotometer menunjukkan bahwa pigmen merah 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 2. Hasil elektroforesis agarose gel produk PCR 16S rDNA bakteri 
merah. M = marker DNA 1 kb, 1 = 16S rRNA bakteri merah. 
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yang diekstraksi dari biakan S. marcescens isolat WBC 
mempunyai serapan panjang gelombang 540 nm dan 
460 nm, masing-masing dalam pelarut metanol yang 
bersifat asam dan basa (Gambar 4A). Hasil ini sama 
dengan karakterisitik prodigiosin S. marcescens yang 
dilaporkan Okamoto et al. (1998). Deteksi dengan kro-
matografi lapis menggunakan eluent amil asetat me-
nunjukkan bahwa pigmen merah yang diuji mempu-
nyai nilai Rf = +0,83 (Gambar 4B). 

Untuk memastikan bahwa pigmen merah dengan 
nilai Rf = +0,83 adalah jenis prodigiosin yang bersifat 
bakterisidal, maka telah dilakukan uji bio-otografi. 
Hasil pengujian menunjukkan bahwa bakteri X. oryzae 
pv. oryzae yang ditumbuhkan dalam agar overlay di 
atas lempeng kromatografi yang mengandung pigmen 
merah tidak mampu tumbuh hanya pada titik yang 
mengandung pigmen merah (Gambar 4C). Hal ini 
menunjukkan bahwa pigmen merah tersebut bersifat 
bakterisidal, sehingga dapat dipastikan bahwa pigmen 

Tabel 2. Reaksi isolat bakteri merah Sm201102 terhadap 95 senyawa biokimia berdasarkan 
pengujian dengan kit Biolog GN MicroplateTM. 

 Uji Reaksi Uji Reaksi 

 Cyclodextrin + Itaconic acid [+] 
 Dextrin + α-keto butyric acid - 
 Glycogen + α-keto glutaric acid + 
 Tween 40 + α-keto valeric acid + 
 Tween 80 + D,L-latic acid + 
 N-acetyl-D-galactosamine + Malonic acid + 
 N-acetyl-D-glucosamine + Propionic acid + 
 Adonitol + Quinic acid + 
 L-arabinose + Saccharic acid + 
 D-arabitol + Sebacic acid + 
 Cellobiose + Succinic acid + 
 i-erythritol + Bromo succinic acid + 
 D-fructose + Succinamic acid + 
 L-fucose [+] Glucuronamide + 
 D-galactose + Alaninamide + 
 α-Gentiobiose [+] D-alanine + 
 α-D-glucose + L-alanine + 
 m-inositol + L-alanyl-glycine + 
 α-D-lactose + L-asparagine + 
 Lactulose + L-aspartic acid + 
 Maltose + L-glutamic acid + 
 D-mannitol + Glycyl-L-aspartic acid + 
 D-Manose + Glycyl-Lglutamic acid + 
 D-melibiose [+] L-histidine + 
 β-methyl-D-glucoside [+] Hydroxy L-proline + 
 D-psicose + L-leucine + 
 D-raffinose + L-ornithine + 
 L-rhamnose + L-phenylalanine + 
 D-sorbitol + L-proline + 
 Sucrose + L-pyroglutamic acid + 
 D-trehalose [+] D-serine + 
 Turanose + L-serine + 
 Xylitol + L-threonine + 
 Methyl pyruvate [+] D,L-camitine + 
 Mono-methyl succinate + γ-amino butyric acid + 
 Acetic acid [+] Urocanic acid + 
 Cis-aconitic acid + Inosine + 
 Citric acid + Uridine + 
 Formic acid + Thymidine + 
 D-galactonic acid + Phenyl ethylamine + 
 D-galacturonic acid + Putrescine + 
 D-gluconic acid + 2-amino ethanol + 
 D-glucosaminic acid + 2,3-butanediol + 
 D-glucuronic acid + Glycerol + 
 α-hydroxybutyric acid + D,L-α-glycerol phosphate + 
 β-hydroxybutyric acid + Glucose-1-phosphate [+] 
 γ-hydroxybutyric acid + Glucose-6-phosphate [+] 
 ρ-hydroxy phenylacetic acid +   

+ = reaksi positif, [+] = reaksi positif lemah (moderat), - = reaksi negatif. 
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merah yang dihasilkan oleh S. marcescens isolat WBC 
asal Sukamandi adalah jenis prodigiosin yang memiliki 
aktivitas antibakterial. 

Prodigiosin belum pernah dilaporkan bersifat 
insektisidal dan menentukan virulensi S. marcescens 
terhadap serangga, tetapi aplikasi prodigiosin yang 
dikombinasi dengan kristal toksin Bacillus thuringiensi 
(Bt) mampu menunda perkembangan resistensi 
Spodoptera litura terhadap Bt (Asano et al., 1999). 
Faktor virulensi pada S. entomophila and S. protea-

maculans terhadap serangga terletak dalam plasmid 
pADAP (amber disease-associated plasmid, 153 kb) 
yang membawa tiga gen penyandi komplek toksin, 
yaitu sepABC (S. entomophila untuk pathogenisitas) 
(Hurst et al., 2000). Produk protein dari sepABC mem-
punyai kesamaan sekuen asam aminonya dengan 
toksin insektisidal yang dihasilkan oleh Photorhabdus 
luminescens (Bowen et al., 1998), Xenorhabdus nema-
tophilus (Morgan et al., 2001), Yersinia pestis C092 
(Parkhill et al., 2001), Pseudomonas syringae pv. 

Tabel 3. Hasil analisis Blastn sekuen nukleotida 16S rDNA bakteri merah dengan sekuen yang terdapat dalam situs National Center for 
Biotechnology Information. 

No. Aksesi Deskripsi Skor total Identitas 
maksimum (%) Nilai E 

HQ242736.1 Gen 16S ribosomal RNA Serratia marcescens subsp. sakuensis isolat PSB23  2307 99 0 
HQ143657.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia marcescens strain YQH50  2307 99 0 
HQ538684.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia sp. bk_46 2307 99 0 
HQ154570.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia marcescens strain R9-8A  2307 99 0 
HM640277.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia sp. YF-2  2307 99 0 
EU876700.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia marcescens strain sls-1  2307 99 0 
FJ853424.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia marcescens strain MH6  2307 99 0 
FJ495145.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia sp. BSFC16  2307 99 0 
FJ360761.3 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia sp. PSB9  2307 99 0 
FJ360759.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia marcescens strain PSB19  2307 99 0 
FJ009445.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Bacterium enrichment culture klon JC1 2307 99 0 
EU525929.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia marcescens strain SDLH-I  2307 99 0 
EF415649.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia marcescens  2307 99 0 
HQ917058.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia sp. NB2  2302 98 0 
JF206698.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal uncultured bacterium klon ncd2365e07c2  2302 98 0 
JF138992.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal uncultured bacterium klon ncd1613a08c1  2302 98 0 
HM240853.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia entomophila strain M6  2302 98 0 
HM136578.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia sp. BL2  2302 98 0 
GQ465847.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia marcescens strain SB08  2302 98 0 
GQ417536.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal uncultured Serratia sp. klon F3jan. 2302 98 0 
GQ416504.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal uncultured Serratia sp. klon F7may2.65  2302 98 0 
GQ165813.1 Sekuen parsial gen 16S RNA ribosomal Serratia sp. XRK6  2302 98 0 

Nilai E = nilai ekspektasi. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 3. Pohon filogenetik bakteri merah yang dianalisis dengan program PHYLIP versi 3.6. 
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tomato DC3000 (Buell et al., 2003), Serratia sp. (Hurst 
et al., 2000; Dodd et al., 2006) dan Chromobacterium 
violaceum ATCC 12472 (Vasconselos et al., 2003), yang 
dikenal dengan nama komplek toksin (Toxin complex, 
Tc), tetapi gen penyandi Tc berada dalam DNA ge-
nomnya. Komplek toksin memiliki berat molekul tinggi 
(≈1MDa) dan menunjukkan aktvitas insektisidal terha-
dap serangga dari Coleoptera, Dictyoptera, Hymenop-
tera, and Lepidoptera (Bowen et al., 1998). Komplek 
toksin tersusun atas empat komplek toksin (Tca, Tcb, 
Tcc, dan Tcd) yang masing-masing dikodekan oleh 
empat lokus gen, yaitu Tca, Tcb, Tcc, dan Tcd. 
Komplek toksin Tca dan Tcd bersifat oral terhadap 
Mandusa sexta (Waterfield et al., 2001) serta Leptino-
tarsa decemlineata dan Bemisia tabaci (Blackburn et 
al., 1998). Komplek toksin Tca dan Tcd potensial untuk 
menjadi salah satu kandidat pengganti toksin B. 
thuringiensis (Bt) dalam pengembangan tanaman 
transgenik tahan serangga hama. 

Meskipun S. marcescens mempunyai potensi se-
bagai agensia pengendalian hayati, tetapi pemanfaat-
an bakteri merah untuk pengendalian wbc belum di-
lakukan. Hal ini diduga disebabkan oleh beberapa 
faktor, yaitu (1) S. marcescens adalah patogen lemah 
yang hanya bersifat patogenik ketika serangga dalam 
keadaan tertekan sehingga penggunaan untuk pe-
ngendalian WBC tidak akan efektif; (2) S. marcescens 
telah dilaporkan sebagai patogen oportunis pada ma-
nusia, sehingga pemanfaatannya dikhawatirkan mem-
bahayakan organisme bukan sasaran, dan (3) peneliti-
an tentang faktor-faktor virulensi isolat S. marcescens 
Sm201102 terhadap WBC belum dilakukan. 
 
 
 
 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Isolat bakteri merah dengan kode Sm201102 te-
lah diperoleh dari WBC mati (kerakas WBC) yang 
berasal dari Sukamandi Isolat bakteri ini bersifat 
patogenik terhadap WBC, secara oral, dengan meng-
hasilkan toksin yang bersifat insektisidal. Hasil identifi-
kasi berdasarkan fenotipe dan reaksi biokimia meng-
gunakan kit Biolog GN MicroplateTM dan uji kemiripan 
16s DNA menunjukkan bahwa isolat Sm201102 adalah 
S. marcescens. Isolat S. marcescens Sm201102 meng-
hasilkan pigmen merah prodigiosin yang juga memiliki 
aktivitas antibakterial. 

S. marcescens memiliki kisaran inang yang luas, 
tidak terbatas pada serangga hama, tetapi juga bakteri 
patogen tanaman, sehingga pemanfaatannya untuk 
pengendalian hayati tidak terbatas pada pengendalian 
terhadap serangga hama, tetapi juga untuk mengen-
dalikan bakteri patogen tanaman, seperti penyakit 
hawar daun padi atau kresek yang disebabkan oleh X. 
oryzae pv. oryzae, karena S. marcescens menghasil-
kan pigmen merah prodigiosin yang memiliki aktivitas 
antibakterial. Identifikasi dan karakterisasi gen pe-
nyandi protein insektisidal yang dihasilkan S. Marces-
cens perlu dilakukan, karena berpotensi untuk dijadi-
kan sumber gen ketahanan dalam pengembangan 
tanaman transgenik tahan serangga hama dan 
penyakit tanaman. 
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Gambar 4. A = profil pigmen merah hasil deteksi dengan spektrofotometer; B = kromatografi lapisi tipis silika gel (B); C = uji bio-otografi 
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