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EKSPLORASI BAKTERI Bacillus sphaericus ISOLAT TANAH VEGETASI
- TUMBUHAN HUTAN ALAM GUNUNG MASARANG DI TOMOHON
SEBAGAI AGEN PENGENDALI HAYATI LARVA NYAMUK Aedes aegypti

EXPLORATION OF SOIL ISOLATES BACTERIA Bacillus sphaericus OF NATURAL
FOREST VEGETATION IN MOUNT MASARANG, TOMOHON AS THE NATURAL
CONTROLLED AGENT OF MOSQUITO LARVAE Aedes aegypti

Grace Sisilia Dien, J. Manueke dan Ch.L. Salaki*)
‘lJurusan Hama dan Penyakit, Fakultas Pertanian Unsrat Manado

ABSTRACT

The work was undertaken with the aim to obtain isolates of Bacillus sphaericus from soil samples of
natural forest vegetation in Mount Masarang, Tomohon. This research was carried out by several
phases: 1) Soil sampling, 2) Isolation of B. sphaericus from soil samples, 3) Insect colonization, or
multiplication test, 4) Screening, or test the power to kill isolates B. sphaericus against Aedes aegypti
larvae, and 5) Selection of potential isolates based on kiling power values. This research was
conducted at the Laboratory of Microbiology and Plant Pathology, Department of Plant Pests and
Diseases, starting from soil sampling of natural forest land in Mount Masarang then continued isolation
and maintenance stages of mosquito larvae, in March-November 2013. The results showed that, the
entomopathogenic bacteria exploration from the natural forests of Mount Masarang successfully
obtained 51 isolates were identified as members of the B. sphaericus. The results of testing 51 isolates
toward the power to kill the larvae of Ae. aegypti, only 4 (four) isolates were considered to be potentially
effective in causing mortality > 50% of test larvae after 24 hours treatment. Mortality percentage of
Ae. aegypti was found on the highest concentration of 107 on the Cempaka soil 75%, followed by Pakis
soil, Nantu soil and Beringin soil 70%, 60% and 55%, respectively.

Keywords : B. sphaericus, Aedes aegypti, exploration

ABSTRAK

Kegiatan penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan isolat-isolat Bacillus sphaericus dari
sampel tanah vegetasi tumbuhan di hutan alam Gunung Masarang, Tomohon. Penelitian ini dilakukan
dengan beberapa tahap yaitu 1) Pengambilan sampel tanah, 2) Isolasi B. sphaericus dari contoh tanah,
3) Kolonisasi atau perbanyakan serangga uji, 4) Uji daya bunuh isolat B. sphaericus terhadap larva
Aedes aegypti, dan 5) Seleksi isolat potensial berdasarkan nilai uji daya bunuh. Penelitian ini dilakukan
di Laboratorium Mikrobiologi dan Penyakit Tumbuhan, Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan, dimulai
dari pengambilan sampel tanah di hutan alam Gunung Masarang kemudian dilanjutkan tahap isolasi
dan pemeliharaan larva nyamuk, pada bulan Maret - November 2013, Hasil penelitian yang didapatkan
adalah eksplorasi bakteri entomopatogenik di hutan alam Gunung Masarang berhasil diperoleh 51 isolat
yang diidentifikasi sebagai anggota B. Sphaericus. Hasil pengujian 51 isolat terhadap daya bunuh larva
Ae. aegypti, hanya 4 (empat) isolat yang dianggap potensial karena mampu menimbulkan mortalitas >
50% larva uji setelah 24 jam periakuan. Prosentase mortalitas Ae. aegypti tertinggi pada konsentrasi
107 pada tanah Cempaka yaitu 75%, diikuti oleh tanah Pakis, tanah Nantu dan tanah Beringin masing-
masing 70%, 60% dan 55%.

Kata kunci: B. sphaericus, Aedes aegypti, eksplorasi
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PENDAHULUAN

Penyakit Demam Berdarah (DBD) dikenal
sebagai salah satu jenis penyakit menular yang
mewabah dan ditakuti masyarakat, serta
menjadikan salah satu masalah kesehatan utama
di Indonesia. DBD pertama kali ditemukan pada
tahun 1968 di Kota Jakarta dan Surabaya,
sehingga sejak itu laporan angka kejadian kasus
DBD terus meningkat serta daerah yang terkena
wabah dengan cepat meluas ke seluruh Indonesia,
kecuali Propinsi Timor-Timur. Penyakit DBD
ditularkan oleh nyamuk Aedes aegypti yang
biasanya menggigit dan ditemukan pada habitat
sekitar atau di dalam tempat tinggal manusia
seperti rumah, selokan, kantor dan sebagainya
(Anonim, 2002; 2003). Berdasarkan laporan Dinas
Kesehatan Provinsi Sulut tahun 2013, jumiah
penderita dan kematian akibat penyakit DBD di
Sulawesi Utara semakin meningkat setiap tahunnya
(lihat tabel 1).

Pengendalian vektor merupakan cara
pengendalian yang efektif terhadap beberapa
penyakit tropis. Salah satu cara pemberantasan
penyakit tersebut yaitu dengan memutuskan siklus
hidup vektor dengan menggunakan pestisida
maupun pengendalian hayati (Widiarti dkk., 2001;
Sembel, 2010). Akan tetapi, penggunaan pestisida
memberikan dampak negatif terhadap manusia,
biota maupun lingkungan. Di samping itu,
penggunaan pestisida yang kurang bijaksana akan
menimbulkan resistensi vektor, resurgensi hama,
munculnya hama, terbunuhnya organisme bukan
sasaran, residu pestisida, dan pencemaran
lingkungan (Untung, 2006).

Usaha pengendalian nyamuk vektor
demam berdarah di Indonesia khususnya di
Propinsi Sulawesi Utara masih ditekankan pada
pengendalian secara kimia dengan menggunakan
insektisida.  Penggunaan  insektisida  yang
berkelebihan untuk pengendalian nyamuk di safu
pihak dapat menurunkan populasi minimal untuk
sementara waktu, tetapi dipihak lain dapat
mengakibatkan pencemaran terhadap lingkungan
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terutama air, tanah dan tanaman. Sehubungan
dengan hal di atas, maka periu dilakukan suatu
usaha mendapatkan insektisida altematif yaitu
biolarvasida. Akhir-akhir ini, pengendalian vektor
atau hama secara biologi mendapat perhatian yang
cukup besar. Salah satu cara yang mulai banyak
diteliti, potensial, dan dipandang mempunyai
prospek yang baik adalah penggunaan bakteri
patogen (entomopatogen) Bacillus  sphaericus.
Bakteri ini memiliki keuntungan yang lebih yaitu
aktivitas larvasidal untuk spesies nyamuk tertentu
meningkat, khusunya di habitat larva yang kaya
dengan material organik. Selfain itu spora dapat
berdaur ulang dalam larva nyamuk yang mati pada
kondisi tertentu (Pei et al, 2002).

Mengingat hal-hal tersebut di atas, maka
investigasi strain-strain baru bakteri entomopatogen
yang endogenik peru dilakukan di Indonesia
sebagai upaya untuk mendapatkan agensia-
agensia pengendali serangga hama ataupun
serangga vektor penyakit yang ramah lingkungan.
Pemanfaatan jasad renik ini sebagai agensia
pengendali hayati merupakan suatu terobosan
dalam peningkatan pendayagunaan sumberdaya
hayati secara lebih intensif dan menyelamatkan
lingkungan hidup dari pencemaran (Tarore, 2012).

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh
isolat B. sphaericus yang patogenik terhadap larva
Ae. aegypti dari sampel tanah vegetasi tumbuhan di
hutan alam Gunung Masarang dan untuk
mengetahui tingkat mortalitas dari uji daya bunuh
oleh B. sphaericus isolat tanah vegetasi tumbuhan
di hutan alam Gunung Masarang terhadap larva Ae.
Aegypti.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi dan Penyakit Tumbuhan, Jurusan
Hama dan Penyakit Tumbuhan, dimulai dari
pengambilan sampel tanah di hutan alam Gunung
Masarang kemudian dilanjutkan tahap isolasi dan
pemeliharaan larva nyamuk, pada bulan Maret-Juni
2013.
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Tabel 1.  Jumlah Penderita dan Kematian Penyakit DBD di Provinsi Sulawesi Utara dari Tahun 2009 — 2012
(Table 1. Number of People and Death of DBD Disease in North Sulawesi Province in the Year of 2009-2012)

Tahun Jumiah (jiwa)
Penderita DBD Kematian akibat DBD
2009 1616 20
2010 2178 40
2011 364 5
2012 1170 15

Sumber : Dinas Kesehatan Provinsi Sulawesi Utara, 2013

Memperoleh Isolat B. sphaericus yang
Patogenik terhadap Larva Ae. aegypti
Pengambilan Sampel Tanah

Pengambilan contoh tanah dilakukan di
hutan alam Gunung Masarang. Tanah diambil
masing-masing sebanyak 100 gr pada 4 lokasi
menurut arah mata angin yaitu utara, timur, barat
dan selatan, dimasukkan ke dalam kantong plastik
dan diikat kencang, lalu diberi label lokasi dan
tanggal pengambilan, kemudian dibawah ke
laboratorium untuk diisolasi.

Isolasi B. sphaericus dari Contoh Tanah

B. sphaericus diisolasi dari sampel tanah
dengan menggunakan metode selektif yaitu Ohba
dan Aizawa (1973). Diambil 1 gr sampel tanah,
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah diisi
9 ml air steril untuk menghasilkan suspensi tanah.
Suspensi tanah dikocok hingga homogen,
selanjutnya dari suspensi tersebut dibuat seri
pengenceran kelipatan 10 mulai dari 10 -10,
kemudian pengenceran 104 dipanaskan dalam
waterbath pada temperatur 80°C selama 15 menit.
Dari pengenceran 104 diambil 0,1 ml untuk
diinokulasikan ke dalam media Nutrien Agar.
Selanjutnya petridish dibungkus dengan parafilm
dan diletakkan dengan posisi terbalik dan
diinkubasikan pada suhu kamar selama 48 jam (2
hari). Seleksi awal untuk memperoleh koloni yang
diduga sebagai spesies B. sphaericus dilakukan
berdasarkan karakteristik bentuk koloni, elevasi,
tepi koloni, wama koloni dan kenampakan
permukaan koloni.

Screening Isolat berdasarkan Uji Daya Bunuh
terhadap larva Ae. aegypti

Untuk menyeleksi isolat potensial di antara
semua yang di dapat, maka dilakukan screening
berdasarkan uji daya bunuh isolat terhadap
serangga uji. Screening meliputi penyediaan kultur
isolat, perbanyakan serangga ujiuji daya bunuh
dengan metode pemberian isolat ke dalam gelas
yang telah berisi 50 ekor larva Ae.aegypti dan
seleksi isolat potensial berdasarkan nilai daya
bunuh.

Penyediaan Kultur Isolat

Penguijian daya bunuh isolat B.sphaericus
terhadap Ae.aegypli dilakukan dengan cara
pembuatan inokulum berdasarkan metode Ohba et.
al. (1981). Masing-masing isolat B.sphaericus
diinokulasi ke dalam media NA dan diinkubasi
selama 10 hari. Selanjutnya untuk setiap isolat
dipanen 5 petridish dan disuspensikan ke dalam 50
ml air steril.

Perhitungan spora dilakukan dengan
mengambil suspensi yang telah diencerkan.
Perhitungan spora dilakukan pada semblan bidang,
dengan masing-masing perhitungan jumlah spora
dilakukan dengan mengambil suspensi yang telah
diencerkan. Perhitungan spora dilakukan pada
sembilan bidang, dengan masing-masing bidang
sebanyak enam belas petak pada konsentrasi 107.
Selanjutnya suspensi isolat tersebut digunakan
dalam uji daya bunuh.

Perbanyakan Serangga Uji

Sampel larva nyamuk diambil di ban-ban
bekas mobil dan di ember putih dan hitam, yang
diletakkan di luar rumah di Kelurahan Bahu Kec.
Malalayang Kota Manado, kemudian di bawah ke
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laboratorium. Larva yang diperoleh kemudian
disebarkan pada baki-baki pemeliharaan yang telah
diisi dengan air sebelumnya dengan menggunakan
pipet, diberi makan setiap hari berupa fish food
yang telah dihaluskan. Pemeriksaan dilakukan se-
tiap hari, sebab pada permukaan air kadang-
kadang terbentuk lapisan lemak yang akan me-
matikan larva jika tidak dihilangkan. Adanya lapisan
minyak pada permukaan air ini dapat dihilangkan
dengan memakai kertas saring.

Larva yang telah menjadi pupa dipindah-
kan dengan pipet pada baki-baki kecil berisi air dan
dimasukkan dalam sangkar pemeliharaan nyamuk.
Baki ini diambil setelah semua pupa menjadi
nyamuk.

Pada fase imago, nyamuk jantan diberi
pakan berupa larutan madu 10% pada bola-bola
kapas yang diletakkan pada petridish, sedangkan
nyamuk betina diberi pakan darah mamut, dengan
cara memasukkan marmut yang telah dimasukkan
dalam sangkar kecil pada pagi hari pukul 07.00-
09.00 dan sore hari pukul 15.00-17.00.

Untuk tempat meletakkan telur, dalam
sangkar dipasang ovitrap berupa sebuah petridish
berisi air dan pada bagian permukaan dalamnya
diberi kertas saring. Ovitrap yang telah penuh
dengan telur, diganti dengan ovitrap yang baru,
sedangkan yang telah penuh dengan telur tadi,
dikeringanginkan lalu disimpan. Untuk mendapat-
kan larva uji, tinggal menetaskan telur-telur ter-
sebut.

Pengamatan dilakukan sejak telur me-
netas menjadi larva sampai menjadi dewasa dan
bertelur lagi, sehingga dalam satu siklus hidupnya
akan diketahui perubahan pada setiap tingkatan
instar dan waktu yang diperiukan pada tiap stadia
beserta ciri-ciri spesifiknya. ¥

Uji Daya Bunuh B. sphaericus

Perbanyakan Isolat B. sphaericus di-
lakukan dengan cara dibuat suspensi dari stok
isolat-isolat mumi dan dimasukkan ke dalam
petridish dan disimpan selama 10 hari. Penghitung-
an B. sphaericus dilakukan dengan bantuan
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haemacytometer, dan dihitung berdasarkan rumus

konsentrasi sebagai berikut:

C1.vi=C2V2,

Dimana,

V1 = suspensi bakteri yang dipanen

C1 = jumlah bakteri per ml air dalam perhitungan

haemocytometer

C2 = konsentrasi (107)

V2 = jumlah ml air dalam cawan petri
Masing-masing isolat diambil suspensi

bakteri dengan konsentrasi 10, dan dimasukkan ke

dalam cawan petri yang diisi dengan 100 ml air

suling, masing-masing gelas periakuan diisi 50 ekor

larva Ae. aegypti instar lll. Pengamatan terhadap

gejala sakit dan perilaku serangga uji serta

kematian larva uji dilakukan jam ke 8, 16 dan 24

setelah perlakuan, sehingga dapat diperoleh

gambaran sampai berapa lama larvasida bakteri

menunjukkan mortalitas, yang ditujukkan dengan

persen kematian larva Ae.aegypti.

Seleksi Isolat Potensial Berdasarkan Nilai Daya
Bunuh

Isolat yang memiliki daya bunuh lebih
besar 50 % diseleksi sebagai isolat potensial untuk
selanjutnya  diuji  patogenisitasnya terhadap
serangga uji Ae. Aegypti.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolat B. sphaericus yang Patogenik terhadap
Larva Ae. aegypti
Isolasi selektif B. sphaericus

Bakteri B. sphaericus dapat diisolasi dari
berbagai jenis tanah. Hasil isolasi B. sphaericus
dari 200 sampel tanah di hutan alam Gunung
Masarang berhasil diperoleh hanya 30 isolat bakteri
B. sphaericus. Lokasi pengambilan sampel tanah
dapat dilihat pada Tabel 2.

Berdasarkan tabel 2, dapat di lihat bahwa
jumlah isolat bakteri B. sphaericus berbeda untuk
setiap lokasi. Perbedaan ini disebabkan lokasi
pengambilan sampel yang berbeda.
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Tabel 2. Jumlah Isolat B. sphaericus berdasarkan Letak Pengambilan Sampel Tanah
(Table 2. Number of B. sphaericus Isolate Based on Soil Sampling Position)

. Jumiah Jumlah
No Nama Tumbuhan /Nama limiah ol G <+ lsokat Kode Isolat
1. Tanah Bambu / Dendrocalamus sp 10 9 TBM 37.1-37.3,
TBM 27.1-27.2
2. Tanah Aren / Arenga pinnata 20 5 TAM 36.1-3,
TAM 29.1-2
3. Tanah Kopi/ Coffea sp 30 4 TKM 32.1-32.4
4. Tanah Nantu / Palaquium 10 4 TNM 33.1-33.2, TNM
amboinensis 28.1-28.2
5. Tanah Bete / Alokasia sp 30 3 TBM 35.1-35.2
6. Tanah Pakis / Cyathea sp 20 5 TPM 30.2.1-30.2.5
7. Tanah Pisang hutan / Musa 15 5 TPHM 24.1-2, TPHM
paradiseaca 24.21-3
8. Tanah Beringin / Ficus sp 15 5 TBRM 50.2.1-5
9. Tanah Gora hutan / Eugenia sp 10 3 TGH42.1.1,42.1.34
10. Tanah Sirih / Pipper aduncum 15 4 TSM 25.2.14
11. Tanah Tuis / Amommum 10 4 TTM 49.1.1-2,
cardamomum TTIM49.1.4-5
12. Tanah Cempaka / Eimerilia sp 15 4 TCM 34.1-4
Jumlah 200 51
Karakteristik dan Identifikasi Isolat B. sphaericus memiliki spora yang berbentuk bulat,

sphaericus

Setelah diidentifikasi dengan mengguna-
kan mikroskop fase kontras pada perbesaran 1000
kali, berdasarkan ciri-ciri morfologinya sebagai B.
sphaericus memiliki spora yang berbentuk bulat
kecil, wama kuning keemasan, dan kristal spora
yang berukuran kecil, sedangkan B. thuringiensis
memiliki spora yang berbentuk lonjong, besar, dan
kristal spora yang besar.

Hasil ini sesuai dengan yang dikemukakan
Stahley ef. al, 1990 dalam Salaki, 2012, bahwa
Bakteri B. sphaericus adalah bakteri yang biasanya
hidup terestrial dan aquatik, dikarakterisasi oleh
produksi spora yang berbentuk bulat, meng-
gelembung pada posisi terminal atau sub terminal
di dalam sporangium. Ukuran spora bervariasi dan
kadang bentuknyapun sedikit bervariasi tergantung
pada kondisi media pertumbuhannya. Bakieri ini
dapat dengan mudah dibedakan dengan bakteri
patogen nyamuk lain, baik secara mikroskopis
maupun secara fisiologis, misalnya B. thuringiensis
sp israelensis. Sel dan spora B. sphaericus ber-
ukuran lebih kecil dari pada B. thuringiensis. B.

kecil dan kristal spora yang berukuran kecil,
sedangkan B. thuringiensis memiliki spora yang
berbentuk lonjong, besar, dan kristal spora yang
besar.

Screening Isolat Berdasarkan Uji daya Bunuh
terhadap Larva Ae. aegypti.

Tabel 3 menunjukkan bahwa dari hasil
pengujian 51 isolat B. sphaericus, temyata hanya 4
isolat yang dapat mematikan larva Ae. aegypti >
50% setelah 24 jam perlakuan pada konsentrasi
107. Pada tabel 3 terlihat bahwa mortalitas pada
perlakuan isolat bakteri dari sampel tanah di sekitar
tanaman Beringin memiliki mortalitas sebesar 55 %,
kemudian isolat tanah di sekitar tanaman Nantu
memiliki mortalitas larva 60%, isolat bakteri dari
sampel tanah di sekitar tanaman Pakis dengan
mortalitas 70%, dan isolat bakteri dari sampel tanah
di sekitar tanaman Cempaka dengan persentase
mortalitas sebesar 75% dalam waktu 24 setelah
perlakuan dengan B. sphaericus. Persentase mor-
talitas yang ditunjukan dari keempat isolat tersebut
memang belum mencapai 100%, hal ini masih
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berbeda jauh dengan persentase mortalitas dengan
menggunakan B. thuringiensis.

Uji Daya Bunuh B. sphaericus

Untuk pengujian patogenisitas dari ke tiga
isolat, dihitung populasinya dengan menggunakan
haemocytometer yang diamati di bawah mikroskop
dengan pembesaran 40x. Jumlah sel yang diamati
di dalam 1 kotak kecil (small square) pada bilik
hitung haemocytometer, yang dikonversi dengan
faktor konversi 80.000 sel/ml. Hasil pengamatan
pada tanah Nantu dengan konsentrasi sel adalah
500 x 80.000 sel/ml = 40.000.000 sel/ml. Selanjut-
nya untuk perhitungan jumlah sel pada setiap isolat
tanah Pakis dan Cempaka, dapat dilihat pada tabel
4.

Perhitungan 4 level konsentrasi yang di-
gunakan dalam penelitian pengaruh B. sphaericus
isolat lokal tanah Beringin, tanah Nantu, tanah
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Pakis dan tanah Cempaka terhadap mortalitas larva
Ae. aegypti.

Perbedaan tingkat mortalitas  larva
serangga dapat disebabkan jumlah dan kualitas
nutrient habitat larva berada, maupun umur larva
yang menurut Reiter (1995) dikenal 4 tingkatan per-
kembangan larva (instar). Efikasi tingkat insektisidal
atau patogenisitas isolat lokal tanah Cempaka,
lebih disebabkan oleh tingkat konsentrasi isolatnya,
dimana terlihat makin tinggi tingkat konsentrasinya
maka makin tinggi pula persentase mortalitas larva
Ae. aegypti.

Peneliian B. sphaericus isolat lokal ter-
hadap mortalitas larva Ae. aegypti menggunakan
larva instar 3, karena pada instar ini larva nyamuk
aktif makan dibandingkan dengan instar 1, 2, dan 4.
Instar 3 akan lebih banyak makan untuk memenuhi
nutrisinya dibandingkan dengan instar awal dan
instar akhir.

Tabel 3. Hasil Pengujian Daya Bunuh B. sphaericus terhadap Larva Ae. Aegypti
(Table 3. Testing Result of Killing Power of B. sphaericus Toward Ae. Aegypti Larvae)

No Kode Isolat Nama Tumbuhan /Nama limiah Mortalitas (%)
1§ 37 Tanah Bambu / Dendrocalamus sp 20
2 36 Tanah Aren / Arenga pinnata 30
3 32 Tanah Kopi / Coffea sp 25

Tanah Bete / Alokasia sp

; Tanah Gora hutan / Eugenia sp
10. 70 Tanah Sirih / Pipper aduncum 20
118 49

Tabel 4. Perhitungan Jumlah Sel Bakteri B. sphaericus

TanahTuis / Amommum cardamomum o7 e poe 2

(Table 4. Counting Result of Cell Number of B. sphaericus Bacteria)

Isolat Jumlah sel (small square) sel/iml x 80.000 (sel/ml)
Tanah Nantu 500 40.000.000
Tanah Pakis 585 46.800.000
Tanah Cempaka 650 52.000.000
Tanah Beringin 600 48.000.000
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KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Hasil peneliian isolasi selektif B.
sphaericus yang patogenik terhadap larva
Ae.aegypti di hutan alam Gunung Masarang dapat
disimpulkan sebagai berikut : Eksplorasi bakteri
entomopatogenik di hutan alam Gunung Masarang
berhasil diperoleh 51 isolat yang diidentifikasi
sebagai anggota B. Sphaericus. Hasil pengujian 51
isolat terhadap daya bunuh larva Ae. aegypti,
hanya 4 (empat) isolat yang dianggap potensial
karena mampu menimbulkan mortalitas > 50% larva
uji setelah 24 jam periakuan.

Prosentase mortalitas Ae. aegypti tertinggi
pada konsentrasi 107 pada tanah Cempaka yaitu
75%, diikuti oleh tanah Pakis, tanah Nantu dan
tanah Beringin masing-masing 70%, 60% dan 55%.

Saran

Untuk mendapatkan gambaran dan hasil
yang lebih baik dari isolat B. sphaericus, maka
periu dilakukan penelitian lanjutan secara
longitudinal, dengan cara pengambilan sampel
secara periodik pada tanah hutan alam Gunung
Masarang.
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