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in West Java

The coffee berry borer (Hypothenemus hampei) is the most destructive pest of
coffee worldwide. Its ability to adapt within coffee berries and degrade caffeine
is presumed to be influenced by the presence of endosymbiotic bacteria,
particularly those inhabiting the digestive tract. However, baseline information
on gut-associated endosymbiotic bacteria across different coffee species in
Indonesia remains limited, especially comparative phenotypic studies between
populations associated with arabica and robusta coffee. This study aimed to
phenotypically characterize and determine the preliminary grouping of gut
endosymbiotic bacteria of H. hampei collected from arabica coffee plantations
in Garut and Sumedang, and robusta coffee plantations in Bogor and
Pangandaran. Bacterial isolation was conducted using a selective pectin agar
medium, yielding eight isolates. All isolates exhibited similar colony
morphology, characterized by circular shape, entire margins, white to milky-
white coloration, and flat to convex elevation. Microscopic characterization
revealed that all isolates were Gram-negative, short rod-shaped bacteria; seven
isolates were motile, while one was non-motile. Biochemical assays showed
positive results for carbohydrate fermentation, Simmons’ citrate utilization, and
catalase activity. These phenotypic characteristics indicate that the isolates are
closely related to the Enterobacteriaceae group, which is commonly reported
as insect endosymbionts. Isolates derived from arabica and robusta hosts
exhibited consistent phenotypic and metabolic profiles, indicating a relatively
conserved gut bacterial community structure in H. hamper as a result of
selective pressure within the internal gut environment. This study provides an
initial phenotypic basis for understanding the role of endosymbionts in the
adaptation of the coffee berry borer and highlights the importance of further
studies, particularly regarding interactions with plant defense compounds and
the insect host.

Penggerek buah kopi (Hypothenemus hampei) merupakan hama paling
merusak pada tanaman kopi di dunia. Kemampuannya untuk beradaptasi di
dalam buah kopi dan mendegradasi kafein diduga dipengaruhi oleh keberadaan
bakteri endosimbion, khususnya yang menghuni saluran pencernaan. Namun,
informasi dasar mengenai bakteri endosimbion usus pada berbagai jenis kopi di
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Indonesia masih terbatas, terutama kajian komparatif fenotipik antara populasi
yang berasosiasi dengan kopi arabika dan robusta. Penelitian ini bertujuan
untuk mengkarakterisasi secara fenotipik dan menentukan kelompok awal
bakteri endosimbion usus /. hampei yang dikoleksi dari perkebunan kopi
arabika di Garut dan Sumedang serta kopi robusta di Bogor dan Pangandaran.
Isolasi bakteri dilakukan menggunakan media selektif pektin agar dan
diperoleh delapan isolat. Seluruh isolat menunjukkan morfologi koloni yang
serupa, yaitu berbentuk bulat, bertepi rata, berwarna putih hingga putih susu,
dengan elevasi datar hingga cembung. Karakterisasi mikroskopis menunjukkan
bahwa seluruh isolat merupakan bakteri Gram-negatif berbentuk batang
pendek; tujuh isolat bersifat motil dan satu isolat tidak motil. Uji biokimia
menunjukkan hasil positif pada uji fermentasi karbohidrat, Uji Simmons sitrat,
dan uji aktivitas katalase. Karakteristik fenotipik tersebut menunjukkan bahwa
isolat mengarah pada kelompok Enterobacteriaceae yang umum dilaporkan
sebagai endosimbion serangga. Isolat yang berasal dari inang arabika dan
robusta menunjukkan profil fenotipik dan metabolik yang konsisten, yang
mengindikasikan adanya struktur komunitas bakteri usus yang relatif
konservatif pada H. hampei sebagai hasil tekanan seleksi dari lingkungan
internal saluran pencernaan. Penelitian ini memberikan dasar awal secara
fenotipik untuk memahami peran endosimbion dalam adaptasi penggerek buah
kopi serta menegaskan pentingnya kajian lanjutan, khususnya terkait interaksi
dengan senyawa pertahanan tanaman kopi dan serangga inangnya.

PENDAHULUAN menjadikannya sulit dijangkau oleh metode

pengendalian konvensional (Damon et al., 2000).
Produktivitas  kopi dunia  saat ini Siklus hidup PBKo yang sebagian besar
menunjukkan tren penurunan, diperkirakan berlangsung di dalam biji kopi menunjukkan bahwa

mencapai sekitar 1% hingga 2% per tahun, termasuk
di Indonesia sebagai salah satu negara produsen
utama kopi (Dirjenbun, 2024). Salah satu faktor
utama yang berkontribusi terhadap penurunan
adalah
tanaman (OPT) khususnya

produksi tersebut

pengganggu
penggerek buah kopi/PBKo (Hypothenemus hampei
Ferr.). Hama ini dikenal sebagai salah satu hama
paling merusak karena menyerang buah kopi dari
dalam, menyebabkan kerugian tidak hanya secara
kuantitatif melalui penurunan hasil panen, tetapi juga
secara kualitatif melalui penurunan mutu biji kopi
(De Souza et al, 2020). Hama dapat menimbulkan
kerusakan pada buah kopi dengan cara menggerek

serangan organisme
hama

dan masuk ke dalam biji. Hama ini memanfaatkan biji
kopi sebagai sumber makanan, tempat berlindung,
sekaligus lokasi seluruh siklus hidupnya. Aktivitas
biologi PBKo dimulai sejak imago betina meletakkan
telur di dalam biji kopi, yang kemudian menetas
menjadi larva dan berkembang menjadi imago
dewasa. Seluruh tahap perkembangan hidup PBKo
mulai telur, larva, pupa hingga dewasa,
berlangsung di dalam buah kopi, sehingga

dari

serangga ini memiliki tingkat adaptasi dan toleransi
lingkungan yang tinggi terhadap kondisi biokimia
internal buah kopi. Hama PBKo mampu bertahan
hidup dan berkembang meskipun biji kopi diketahui
senyawa bioaktif seperti
polifenol, dan tanin yang secara alami bersifat toksik

mengandung kafein,
bagi sebagian besar serangga (Ceja-Navarro et al,
2015). Kemampuan ini diduga berkaitan erat dengan
keberadaan bakteri endosimbion yang salah satunya
menghuni saluran pencernaan PBKo. Bakteri simbion
tersebut berperan membantu metabolisme dan
kelangsungan hidup serangga inang di lingkungan
yang ekstrem secara kimiawi (Marifio et al, 2018).
Kopi arabika dan kopi robusta merupakan
jenis kopi yang paling banyak ditanam di Jawa Barat.
Biji kopi arabika dan robusta memiliki komposisi
kimia yang yang dipengaruhi agroekosistemnya
masing-masing (Zainuri et al, 2023). Kopi Arabika
memiliki kafein berkisar 1,09-1,5%, lipid dan sukrosa
tinggi untuk rasa manis dan aromatik, sedangkan
Robusta memiliki kafein yang lebih tinggi sekitar
2,09-2,7%, protein serta asam klorogenat yang
membentuk rasa pahit yang lebih intens (Procida er
al,, 2020; Freitas et al, 2023). Variasi komposisi ini
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memengaruhi kerentanan terhadap hama penggerek
buah kopi (PBKo), yang selanjutnya bergantung pada
interaksi endosimbion dalam sistem pertahanan
tanaman (Mejia-Alvarado et a/, 2021).

Endosimbion merupakan bentuk interaksi
simbiosis antara mikroorganisme dengan inangnya
seperti serangga. Mikroorganisme simbion ini hidup
di dalam tubuh inang dan membentuk komunitas
yang berperan penting dalam mendukung
pertumbuhan, perkembangan, dan fisiologi serangga
(Mondal er al, 2023). Salah satu kelompok
mikroorganisme yang umum ditemukan sebagai
endosimbion dalam tubuh serangga adalah bakteri.
Bakteri endosimbion berperan dalam berbagai aspek
fisiologis, antara lain membantu menyediakan nutrisi
esensial, detoksifikasi senyawa toksik, pencernaan
substrat kompleks, meningkatkan toleransi terhadap
stres lingkungan, memperkuat resistensi terhadap
patogen dan parasit hingga membantu keberhasilan
reproduksi dan kebugaran (fitness) serangga (Crotti et
al, 2012). Tujuan utama dari penelitian ini yaitu
mengeksplorasi dan mengidentifikasi kelompok awal
jenis-jenis endosimbion yang ada pada PBKo dari
beberapa jenis kopi yang tersebar di Jawa Barat.
Selanjutnya, dilakukan karakterisasi secara fenotipik
terhadap bakteri endosimbion yang diperoleh untuk
memahami peran biologisnya dalam interaksi dengan
inang. Informasi yang dihasilkan diharapkan dapat
menjadi dasar ilmiah dalam pengembangan strategi
pengendalian hayati berbasis endosimbion seperti
eliminasi simbion esensial dan pemanfaatan bakteri
yang bersifat merugikan bagi inang. Variasi
komposisi endosimbion antar wilayah dan jenis
tanaman kopi dapat memberikan informasi terkait
kerentanan hama serta mendukung jenis tanaman
sehingga =~ mendukung  perumusan  strategi
pengendalian yang lebih adaptif dan berbasis lokasi.

BAHAN DAN METODE
Tempat dan Waktu
Penelitian dilakukan dari bulan Juni 2025
hingga November 2025. Pengambilan sampel

dilakukan di perkebunan kopi arabika di Desa
Jatiroke, Kabupaten Sumedang dan Desa Cikajang,
Kabupaten Garut, sedangkan untuk perkebunan kopi
robusta sampel diperoleh dari Desa Sidamullih,
Kabupaten Pangandaran dan Desa Sukamakmur,
Kabupaten  Bogor.  Penelitian  laboratorium
dilaksanakan di Laboratorium Hama Tanaman dan
Laboratorium Biologi tanah, Fakultas Pertanian,

Universitas Padjadjaran.
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Pembuatan Media Skrining Bakteri Saluran Cerna

Langkah awal meliputi pembuatan media
pektin agar dengan komposisi terdiri dari pektin
0,5%, Na,HPO, 6 g/L, KH,PO, 3 g/L, NaCl 0,5 g/L,
MgSO, 0,2 g/L, NH,C1 1 mg/L, pepton 2 g/L, dan agar
17 g/L (Kusiyanto dkk., 2019). Seluruh komponen
dicampurkan hingga homogen, kemudian dilakukan
sterilisasi. Setelah proses sterilisasi, media pektin agar
yang masih cair dituangkan ke dalam cawan Petri dan
dibiarkan mengeras sebelum digunakan. Media
pektin agar digunakan untuk menyeleksi isolat yang
tumbuh merupakan bakteri pektinolitik yang mampu
mendegradasi pektin (Haile er al, 2022). Pektin
merupakan suatu polisakarida penyusun lapisan
mukilago yang menyelimuti biji kopi (Bruyn er al,
2017).

Pengumpulan Sampel PBKo, Isolasi dan Screening
Bakteri Endosimbion

Serangga imago PBKo dikumpulkan dengan
mengambil buah kopi yang memiliki tanda serangan
PBKo (Gambar 1) untuk selanjutnya dipelihara di
Laboratorium. Imago PBKo yang telah keluar dari
buah kopi selanjutnya diseleksi dan dipilih yang
masih sehat dan memiliki anggota tubuh lengkap
sebanyak 10 ekor untuk masing-masing lokasi sentra
kopi Jawa Barat.

PBKo yang telah keluar dari buah kopi
dibersihkan permukaan tubuhnya menggunakan
kuas steril untuk menghilangkan kotoran yang
menempel, kemudian dibilas dua kali menggunakan
larutan NaCl 0,9% PBKo
dimasukkan ke dalam tabung steril dan dihancurkan

steril. ~ Selanjutnya,

secara aseptik untuk proses isolasi bakteri. Isolasi
bakteri dilakukan
mendapatkan bakteri yang hidup pada saluran
pencernaan PBKo. Semua kegiatan dilakukan dalam
Laminar Air Flow (LAF). Sampel selanjutnya
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 10 ml

endosimbion PBKo untuk

NaCl 0,9% steril dan dihomogenasi menggunakan
mini homogenizer kemudian dilakukan pengenceran
bertingkat sampai 10 dengan mengambil 1 ml dari
pengenceran sebelumnya. Suspensi PBKo selanjutnya
diambil sebanyak 1 ml dari pengenceran 102dan 10-
3, lalu ditumbuhkan pada media pektin agar dengan
metode pour plate. Kultur diinkubasi selama 24—48
jam pada suhu 37 °C. Koloni bakteri yang tumbuh
selanjutnya dimurnikan dengan cara mengambil
koloni  tunggal dan  menginokulasikannya
menggunakan metode streak plate pada media
nutrien agar dalam cawan Petri hingga diperoleh

biakan murni.

232



Jurnal Agrikultura 2026, 37 (1): 230 - 243
P-ISSN 0853-2885
E-ISSN 2685-3345

Karakterisasi Bakteri Endosimbion pada ...

Gambar 1. Gejala serangan PBKo. (a) Buah kopi yang terserang PBKo, (b) imago PBKo yang keluar dari buah

kopi.

Karakterisasi Isolat Bakteri Secara Makroskopis
Pengamatan makroskopis meliputi
pengamatan bentuk koloni, bentuk permukaan
koloni (elevasi) dan warna pada koloni tunggal yang
tumbuh pada media. Kepadatan bakteri dihitung

CFU
/ml=

menggunakan metode 7otal Plate Count (TPC)
melalui teknik pengenceran bertingkat. Kepadatan
koloni bakteri yang tumbuh diamati dan dihitung
menggunakan rumus berikut:

Jumlah Koloni

Pengujian dilakukan sebanyak empat kali
ulangan, dan kepadatan koloni dihitung sebagai rata-
rata. Data yang diperoleh diuji normalitasnya,
sedangkan analisis perbedaan dilakukan
menggunakan way ANOVA untuk
membandingkan kepadatan koloni pada tiap lokasi.

one —

Karakterisasi Mikroskopis Isolat Bakteri

Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan
pewarnaan Gram untuk membedakan isolat menjadi
kelompok bakteri Gram-positif dan Gram-negatif.
Bakteri yang digunakan yaitu bakteri yang berumur
24 jam. Prosedur kerja pewarnaan Gram diawali
dengan meneteskan satu tetes akuades steril pada
kaca objek bersih, kemudian satu ose isolat bakteri
diinokulasikan secara aseptik dan diratakan. Preparat
dikeringkan dan difiksasi dengan cara melewatkan
pada api Bunsen 2-3 kali. Selanjutnya, preparat
ditetesi larutan kristal violet sebanyak 1 tetes selama
1 menit lalu bilas dengan akuades, kemudian
diteteskan 1 tetes larutan lugol selama 30 detik-1
menit dan dibilas dengan alkohol 70% dan dicuci
dengan akuades, terakhir diteteskan dengan 1 tetes
safranin selama 1-2 menit kemudian bilas dengan
akuades dan dikeringkan. Preparat kemudian diamati
di bawah mikroskop menggunakan perbesaran 1000x
dengan minyak emersi. Hasil Gram-positif ditandai

volume inokulum (ml) x Faktor Pengenceran

dengan warna ungu pada sel sedangkan gram negatif
ditandai dengan munculnya warna merah pada sel
bakteri. Uji motilitas dilakukan dengan meneteskan 1
tetes isolat pada akuades steril pada preparat cekung
kemudian diamati di bawah mikroskop, hasil positif
ditandai dengan adanya pergerakan pada akuades.

Uji Biokimia

Uji fermentasi karbohidrat dilakukan untuk
mengevaluasi kemampuan isolat bakteri dalam
berbagai karbohidrat
sebagai sumber energi. Isolat bakteri diinokulasikan
secara aseptik ke dalam tabung reaksi yang berisi 5 ml
media fermentation broth dengan indikator phenol
red dan tabung Durham, mengandung glukosa,
laktosa, mannitol, fruktosa dan sukrosa (masing-
masing 1%) kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 24-48 jam. Respons positif ditandai dengan
perubahan warna media dari merah menjadi kuning
atau oranye akibat penurunan pH dan produksi asam
serta pembentukan gelembung gas sebagai indikator
fermentasi positif (Kusiyanto dkk., 2019). Uji
karbohidrat informasi
mengenai kemampuan bakteri dalam mendegradasi
berbagai substrat gula yang yang relevan dengan
lingkungan nutrisi di dalam saluran pencernaan
inang (Cappucino & Sherman, 1999). Uji Simmon’s

memfermentasikan jenis

fermentasi memberikan
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sitrat dilakukan dengan menginokulasikan isolat dari
biakan agar ke dalam media Simmons citrate dengan
cara ditusuk dan  digores secara zigzag pada
permukaannya. Medium Simmon’s sitrat  agar
mengandung indikator bromthymol blue sebagai
indikator pH dan ditambahkan pepton sebagai
sumber nitrogen, vitamin, dan mineral (Bedu-Ferrari
et al,, 2024). Hasil positif ditandai dengan perubahan
warna media agar dari hijau menjadi biru akibat
peningkatan pH setelah inkubasi selama 24-48 jam.
Uji menunjukkan fleksibilitas metabolisme
bakteri dalam menggunakan sumber
alternatif. Uji katalase dilakukan dengan mengambil
1 ose isolat dari biakan agar dan diteteskan dengan
larutan H202 3%. Hasil positif ditunjukkan dengan
adanya gelembung-gelembung yang terbentuk pada

ini
karbon

saat bakteri diinokulasikan. Uji ini menunjukkan
kemampuan bakteri endosimbion dalam menghadapi
stres oksidatif yang dapat timbul akibat sistem
pertahanan tubuh inang. Uji ini sangat penting
dilakukan untuk mengetahui sifat dari suatu bakteri
terhadap kebutuhan oksigen dan dapat digunakan

Karakterisasi Bakteri Endosimbion pada ...

untuk memahami peran potensial  bakteri
endosimbion dalam mendukung proses pencernaan,
kelangsungan hidup serta interaksi fisiologi dengan
inangnya. Ketiga uji biokimia ini umum dilakukan
untuk mengetahui karakteristik fisiologis bakteri
endosimbion yang hidup dan ditemukan berasosiasi
dalam saluran pencernaan serangga.

Uji Pektinolitik Isolat Bakteri

Uji kemampuan pektinolitik dilakukan
dengan pengujian zona bening untuk mengetahui
kemampuan bakteri mendegradasi pektin dengan
menggunakan larutan congo red (0,1%) sebagai
larutan penguji dan NaCl 1% sebagai larutan pencuci.
Sebanyak 1 ml larutan congo red (0,1%) dituangkan
sampai merata kemudian diinkubasi selama 15 menit
Kemudian dicuci

pada suhu kamar.

menggunakan larutan NaCl 2 M sebanyak dua kali.

sampel

Kemudian diamati dan diukur zona bening yang
terbentuk. Indeks aktivitas peptinase diukur dengan
menggunakan persamaan sebagai berikut (Kasana er
al., 2008):

Diameter koloni dengan zona bening (cm)

Indeks aktivitas enzim =

Pengujian dilakukan sebanyak empat kali
ulangan, dan nilai indeks aktivitas enzim dihitung
sebagai rata-rata. Data yang diperoleh diuji
normalitasnya, sedangkan perbedaan
dilakukan menggunakan independent samples t-test
dengan perangkat lunak SPSS wversi 31 untuk
membandingkan aktivitas enzim bakteri PBKo yang
berasal dari kopi arabika dan robusta.

analisis

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakter Makroskopis Koloni Bakteri

Pada  penelitian isolasi  bakteri
endosimbion menghasilkan delapan isolat yang
berasal dari PBKo pada buah kopi arabika dan robusta
dari empat Lokasi di Jawa Barat. Isolasi dilakukan

ini,

menggunakan teknik pour plate pada media pektin
agar untuk menyeleksi bakteri dengan potensi
aktivitas pektinolitik (Kasana et a/, 2008). Hasil
isolasi awal disajikan pada Gambar 2. Koloni bakteri
yang tumbuh kemudian dihitung untuk mengetahui
kepadatan koloninya. Hasil perhitungan kepadatan
koloni bakteri ditampilkan pada Tabel 1.

Diameter koloni (cm)

Tabel 1. Kepadatan populasi koloni bakteri antar

lokasi
Jemis Lokasi "™ cpy/ml
kopi koloni
Arabika  Garut 80 8,0x10°
Sumedang 67 5,7x10°
Robusta  Bogor 46 4,6x10°
Pangandaran 32 3,2x10°

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa
lokasi sampel berpengaruh sangat nyata terhadap
kepadatan bakteri pada PBKo (F(3,12) = 140,591; p <
0,001). Uji lanjut Tukey HSD pada taraf 5%
menunjukkan bahwa seluruh lokasi pengamatan
memiliki kepadatan bakteri yang berbeda nyata satu
sama lain. Kepadatan bakteri tertinggi ditemukan
pada PBKo asal Garut, diikuti Sumedang, Bogor dan
Pangandaran. Hasil tersebut menunjukkan adanya
variasi kepadatan bakteri yang signifikan antar lokasi
pengambilan sampel. Perbedaan kepadatan bakteri
antar lokasi diduga berkaitan dengan perbedaan
kondisi agroekologi. Kondisi lingkungan lokasi
pengambilan sampel ditampilkan pada Tabel 2.
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Gambar 2. Hasil isolasi bakteri endosimbion dengan teknik pour plate pada media pektin agar. (a) Sampel kopi
arabika Garut, (b) sampel kopi arabika Sumedang, (c) sampel kopi robusta Pangandaran, (d) sampel

kopi robusta Bogor.

Tabel 2. Lokasi pengambilan sampel di wilayah perkebunan kopi arabika dan kopi robusta di Jawa Barat

Lokasi Desa Zona elevasi (mdpl)  Suhu (°C) Letak geografis
Garut Cikandang 1278 24,6 7°18'30.228" S, 107°46'25.404" E.
Sumedang Jatiroke 930 29 6°55'53.658" S, 107°47'46.764" E.
Pangandaran Sidamulih 100 31 7°38'41.544" S, 108°36'27.174" E.
Bogor Sukaharja 637 27,4 6°36'17.904" S, 107°03'02.310" E.

Kepadatan bakteri tertinggi ditemukan pada
PBKo asal Garut yang berasal dari pertanaman kopi
arabika di dataran tinggi (>1000 mdpl), sedangkan
kepadatan terendah ditemukan pada PBKo asal
Pangandaran. Perbedaan tersebut diduga dipengaruhi
oleh kondisi agroekologi masing-masing lokasi.
Ketinggian tempat diketahui memengaruhi suhu dan
kelembapan lingkungan, di mana suhu wudara
cenderung  menurun  seiring  bertambahnya
ketinggian (Hendrival dkk., 2024). Aivelo et al
(2022) melaporkan bahwa perubahan kondisi
lingkungan sepanjang gradien dapat
memengaruhi struktur dan keragaman mikrobiota

elevasi

yang berasosiasi dengan caplak (Ixodes ricinus),
sehingga lingkungan berperan penting dalam
membentuk komunitas mikroba pada organisme
ektoterm. Selain faktor lingkungan, karakteristik
kimiawi buah kopi juga diduga memengaruhi
keberadaan bakteri yang berasosiasi dengan PBKo.
Kopi arabika diketahui memiliki kandungan kafein
yang lebih rendah, yaitu sekitar 0,6-1,9%,
dibandingkan kopi robusta (Wamuyu er al, 2017).
Hal ini berpotensi mendukung keberlangsungan
hidup bakteri khususnya bakteri pada saluran
pencernaan PBKo lebih baik pada kopi arabika
dibandingkan dengan kopi robusta.

Hasil karakteristik delapan
menunjukkan adanya kesamaan karakter seperti

isolat murni

bentuk dan warna koloni serta elevasi pada setiap
isolat bakteri yang ditemukan, kecuali pada isolat RP-
pengamatan karakteristik
seluruh endosimbion

2. Berdasarkan
makroskopik isolat
menunjukkan morfologi koloni yang relatif seragam
pada bentuk koloni yaitu berbentuk bulat dengan tepi
rata dan warna putih. Variasi hanya ditemukan pada
isolat RP-2 yang memiliki elevasi cembung.
Karakteristik makroskopik isolat tersebut mengacu

kepada metode Jutono dkk. (1980). Secara lengkap,

karakteristik ~ morfologi masing-masing isolat
disajikan pada Tabel 3.

Berdasarkan  pengamatan  karakteristik
makroskopik seluruh isolat endosimbion

menunjukkan morfologi koloni yang relatif seragam
pada bentuk koloni yaitu berbentuk bulat dengan tepi
rata dan warna putih Variasi hanya ditemukan pada
isolat RP-2 yang memiliki elevasi cembung.
Pengamatan  morfologi  koloni  secara
keseluruhan menunjukkan bahwa isolat bakteri yang
berhasil diisolasi memiliki karakter makroskopik
dengan variasi terbatas, terutama pada elevasi dan
warna koloni. Hal ini mengindikasikan adanya
tekanan seleksi dari lingkungan saluran cerna PBKo
serta media pektin agar yang cenderung menyeleksi
kelompok bakteri dengan morfologi yang serupa.
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Tabel 3. Karakter makroskopis isolat bakteri dari saluran cerna PBKo

Jenis . Kode Bentuk . Warna Gambar
No . Lokasi sampel . . Elevasi . .
kopi isolat koloni koloni koloni
1. Arabika  Kab. Garut AG-1 Bulat, Datar Putih
tepian rata susu
2. Arabika  Kab. Garut AG-2 Bulat, Datar Putih
tepian rata susu
3. Arabika  Kab. AS-1 Bulat, Datar Putih
Sumedang tepian rata susu
4. Arabika  Kab. AS-2 Bulat, Datar Putih 4 ‘ R
Sumedang tepian rata susu
v
A
5. Robusta  Kab. RP-1 Bulat Datar Putih 4 '*‘\
Pangandaran tepian rata susu
6. Robusta  Kab. RP-2 Bulat, Cembung  Putih 4 9
Pangandaran tepian rata
A
7. Robusta  Kab. Bogor RS-1 Bulat, Datar Putih 4 .
tepian rata susu
e ‘ ‘V s
8. Robusta  Kab. Bogor RS-2 Bulat, Datar Putih P >\
tepian rata susu

N i

Karakteristik Mikroskopis

Karakterisasi
pektinolitik isolat bakteri endosimbion dilengkapi
dengan pengamatan mikroskopik dan uji fisiologis
sebagai pendekatan identifikasi  seperti
pewarnaan Gram, uji motilitas dan uji biokimia

makroskopik dan aktivitas

awal

(Cappucino et al, 1999). Hasil pewarnaan Gram, uji
motilitas dan uji biokimia ditampilkan pada Tabel 4.
Hasil pengamatan mikroskopik menunjukkan
bahwa seluruh isolat bakteri saluran cerna tergolong
Gram negatif dengan bentuk sel batang pendek dan
tidak membentuk endospora. Hasil pewarnaan Gram
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menunjukkan bahwa seluruh isolat tergolong Gram
negatif dengan bentuk sel batang pendek. Karakter
Gram-negatif menunjukkan keberadaan membran
luar yang
berperan dalam meningkatkan toleransi terhadap

yang mengandung lipopolisakarida,

senyawa toksik seperti kafein, tanin dan polifenol
yang terdapat dalam biji kopi. Dinding sel yang tipis
ini memungkinkan selektivitas transport molekul
melalui porin serta
detoksifikasi melalui sistem enzimatik (Ratzka er al,
2012). Bakteri Gram negatif memiliki membran luar

mendukung mekanisme

Karakterisasi Bakteri Endosimbion pada ...

yang lebih kompleks sehingga lebih toleran terhadap
tekanan lingkungan kimia, termasuk keberadaan
senyawa antimikroba alami tanaman seperti kafein
dan polifenol. Kondisi ini diduga penting dalam
mendukung kolonisasi bakteri pada
pencernaan PBKo yang hidup dan berkembang di
dalam buah kopi. Karakter ini menunjukkan bahwa
isolat memiliki mekanisme pertahanan terhadap
kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan
(Kasana et al, 2008; Gomez et al., 2025).

saluran

Tabel 4. Karakter mikroskopis dan biokimia isolat bakteri endosimbion

Isolat Pewarnaan Bentuk sel Uji Fermentasi Uji simmon’s Uji
Gram motilitas karbohidrat sitrat katalase
AG-1 Negatif Batang (bacilli) Positif (+/+) (+/+) (+/+)
AG-2 Negatif Batang (bacilli) Positif (+/+) (+/+) (+/+)
AS-1 Negatif Batang (bacilli) Positif (+/+) (+/+) (+/+)
AS-2 Negatif Batang (bacilli) Positif (+/+) (+/+) (+/+)
RP-1 Negatif Batang (bacilli) Positif (+/+) (+/+) (+/+)
RP-2 Negatif Batang (bacilli) Negatif (+/+) (+/+) (+/+)
RS-1 Negatif Batang (bacilli) Positif (+/+) (+/+) (+/+)
RS-2 Negatif Batang (bacilli) Positif (+/+) (+/+) (+/+)
Bakteri Gram negatif tidak membentuk sebagai upaya adaptif bakteri terhadap kondisi

endospora. Hal ini sesuai dengan karakter bakteri
yang beradaptasi pada lingkungan internal inang,
seperti saluran pencernaan serangga, yang relatif
stabil dan kaya nutrien bagi bakteri sehingga tidak
memerlukan strategi bertahan berupa pembentukan
spora (Dillon & Dillon, 2004; Douglas, 2016). Uiji
motilitas menunjukkan bahwa seluruh isolat bakteri
PBKo dari kopi arabika bersifat motil. Motilitas pada
bakteri Gram-negatif umumnya berkaitan dengan
keberadaan flagel, yang berperan dalam pergerakan
sel serta membantu bakteri berkolonisasi dan
beradaptasi di dalam saluran pencernaan inang
(Cappucino et al., 1999; Callegari et al, 2020). Isolat
bakteri PBKo dari kopi robusta yaitu isolat RP-2 tidak
menunjukkan pergerakan mengindikasikan adanya
variasi fenotip meskipun isolat berasal dari
mikrohabitat yang sama.

Uji Biokimia
Hasil uji biokimia menunjukkan bahwa
seluruh isolat mampu memfermentasi karbohidrat,
memberikan hasil positif pada uji Simmon’s sitrat,
serta menunjukkan aktivitas katalase (Tabel 3).
Perubahan warna media dari merah ke kuning akibat
penurunan pH menunjukkan akumulasi
sedangkan gelembung gas di tabung Durham

mengkonfirmasi adanya aktivitas anaerobik fakultatif

asam,

saluran cerna PBKo yang minim oksigen (Cappucino
et al, 1999; Alatawi er al, 2015). Kemampuan
fermentasi karbohidrat tersebut menunjukkan bahwa
isolat mampu memanfaatkan berbagai substrat
organik sebagai sumber energi, termasuk komponen
karbohidrat dari jaringan buah kopi dan hasil
degradasi polisakarida tanaman. Dalam saluran
pencernaan PBKo, proses ini penting untuk hidrolisis
karbohidrat kompleks menjadi gula sederhana yang
mudah diabsorpsi inang (Kusiyanto dkk., 2019).
Proses fermentasi juga berpotensi menghasilkan
berbagai metabolit seperti asam organik (laktat dan
propionat), ester, keton, dan gas CO2dari endosperm
biji kopi yang menyediakan tambahan energi bagi
PBKo di luar aktivitas enzim pencernaan inang
sendiri sehingga mendukung efisiensi pencernaan
dan reproduksi PBKo lebih efisien (Nikolouli ez aZ,
2021; Bedu-Ferrari er al, 2024). Aktivitas metabolik
tersebut menunjukkan bahwa bakteri endosimbion
tidak hanya berperan sebagai
penghuni saluran cerna, tetapi juga berkontribusi

mikroorganisme
dalam meningkatkan pemanfaatan nutrisi dan
keberhasilan infestasi PBKo pada buah kopi.

Uji sitrat dilakukan untuk mendeteksi
kemampuan bakteri dalam memfermentasikan sitrat
sebagai sumber karbon yang terkandung pada media
dengan bantuan enzim citrate permease sehingga
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menyebarkan sitrat ke dalam sel ditandai dengan
perubahan media dari warna hijau menjadi biru
karena adanya kenaikan pH dan ammonium
dihydrogen fosfat sebagai sumber nitrogen
(Cappucino et al, 1999; Kasana et al, 2008).
Kemampuan endosimbion dalam memanfaatkan
natrium sitrat yang banyak ditemukan dalam buah
kopi menunjukkan fleksibilitas metabolik yang
cukup tinggi dalam beradaptasi pada lingkungan
saluran pencernaan PBKo. Kemampuan endosimbion
dalam memanfaatkan natrium sitrat yang banyak
ditemukan pada buah kopi menunjukkan bahwa
isolat memiliki fleksibilitas metabolik yang cukup
tinggi dalam beradaptasi pada lingkungan saluran
pencernaan PBKo. Kondisi usus serangga yang
dinamis dan terbatas pada jenis nutrien tertentu
menyebabkan kemampuan menggunakan berbagai
senyawa organik menjadi keuntungan adaptif bagi
bakteri saluran cerna. Pemanfaatan sitrat tidak hanya
menunjukkan kemampuan isolat untuk bertahan
pada yang bervariasi
memanfaatkan senyawa antara hasil metabolisme
jaringan  tanaman, tetapi juga  berpotensi
menyediakan nutrisi tambahan seperti protein dan

kondisi nutrien dan

asam amino selain gula sederhana bagi inang (Haile et
al, 2022; Nie et al, 2025).
aktivitas pemanfaatan sitrat diduga berkontribusi
dalam mendukung stabilitas komunitas bakteri serta
meningkatkan efisiensi pemanfaatan nutrisi dalam
saluran pencernaan PBKo.

Uji katalase dilakukan untuk mengetahui
kemampuan isolat bakteri dalam menghasilkan

Dengan demikian,

enzim katalase, vyaitu
menguraikan hidrogen peroksida (H202) menjadi air
dan oksigen. Hidrogen peroksida merupakan salah
satu senyawa hasil metabolisme normal maupun
bagian dari sistem pertahanan yang dapat muncul
dalam tubuh serangga dan bersifat toksik bagi sel
apabila terakumulasi (Cappucino et al, 1999; Fang,
2011; Engel & Moran, 2013). Hasil positif pada semua

isolat baik isolat dari kopi arabika maupun kopi

enzim yang berperan

robusta menandakan semua isolat menghasilkan
enzim katalase dan mampu menangani stres oksidatif
yang mungkin muncul dalam tubuh PBKo (Ratzka et
al, 2012; Kusiyanto dkk., 2019). Kemampuan ini
penting karena buah kopi mengandung berbagai

Karakterisasi Bakteri Endosimbion pada ...

senyawa fenolik yang dapat memicu pembentukan
senyawa oksidatif reaktif selama proses metabolisme
maupun sebagai bagian dari mekanisme pertahanan
tanaman. Aktivitas katalase diduga menjadi salah satu
detoksifikasi yang tidak hanya
mendukung kelangsungan hidup bakteri dalam
saluran cerna, tetapi juga berkontribusi secara tidak
langsung terhadap toleransi PBKo terhadap senyawa
pertahanan tanaman kopi (Ceja-Navarro et al, 2015).
Secara keseluruhan, hasil positif pada uji fermentasi
karbohidrat, uji  sitrat, dan uji katalase
mengkonfirmasi bahwa seluruh isolat bakteri yang
diperoleh memiliki kemampuan metabolik yang
berpotensi mendukung proses pencernaan dan
adaptasi  fisiologis PBKo, meskipun peran
fungsionalnya  sebagai  endosimbion  masih
verifikasi  lebih
pendekatan molekular dan eksperimen in vivo.

hasil  uji tidak
ditemukan perbedaan karakter antar isolat bakteri
dari saluran cerna yang berasal dari PBKo pada kopi
arabika dan robusta. Hasil ini menunjukkan bahwa
meskipun kedua jenis kopi memiliki perbedaan
kondisi lingkungan tumbuh dan komposisi kimia,

mekanisme

memerlukan lanjut  melalui

Berdasarkan biokimia,

isolat bakteri tetap mempertahankan kemampuan
fisiologis dan metabolisme dasar yang serupa.
Temuan ini sejalan dengan laporan pada pada lebah
madu (Apis mellifera) yang komunitas bakteri usus
tetap didominasi oleh kelompok bakteri yang sama
meskipun individu memperoleh sumber pakan dari
lingkungan yang berbeda (Romero et al, 2019).
Fenomena serupa juga dilaporkan pada rayap, di
mana kondisi fisiologis usus yang spesifik menyeleksi
bakteri dengan kemampuan metabolik untuk
mencerna lignoselulosa sehingga fungsi komunitas
mikroba tetap terjaga meskipun terdapat variasi
habitat dan sumber pakan (Salgado er al, 2024).
Kesamaan karakter fisiologis komunitas bakteri ini
diduga berkaitan dengan sifat selektif saluran
pencernaan serangga yang dipengaruhi oleh kondisi
fisiologis inang, seperti pH, ketersediaan nutrisi, dan
respons imun, sehingga hanya bakteri tertentu yang
mampu bertahan dan berkolonisasi (Engel & Moran,
2013; Douglas, 2016). Hasil positif pada uji biokimia
isolat bakteri ditunjukkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Pengujian biokimia isolat bakteri endosimbion. (a) Hasil uji fermentasi karbohidrat, (b) uji
Simmon’s sitrat pada isolat bakteri endosimbion PBKo.

Uji Pektinolitik Isolat Bakteri

Pektin merupakan polisakarida yang paling
banyak menyusun buah kopi khususnya bagian
eksokarp (kulit buah) dam mesokarp sebesar 20-35%
(Chamyuang er al, 2021; Biratu er al, 2024).
Pengukuran aktivitas pektinolitik dilakukan untuk
mengetahui kemampuan isolat bakteri endosimbion
dari PBKo dalam mendegradasi pektin (Zhang et al,
2023). Metode ini juga dapat digunakan untuk
memastikan bahwa isolat yang tumbuh merupakan
bakteri yang dapat hidup di saluran pencernaan PBKo
(Kasana er al, 2008). Kemampuan pektinolitik isolat
ditunjukkan oleh terbentuknya zona bening di
sekitar koloni bakteri pada media pektin agar setelah
penambahan indikator yang
ditampilkan pada Gambar 4.

larutan seperti

Gambar 4. Pembentukan zona bening oleh isolat
bakteri (tanda panah).

Hasil pengukuran zona bening dan indeks
aktivitas enzim ditampilkan pada Tabel 5. Delapan
isolat bakteri menunjukkan zona bening pada media
pektin agar dengan indeks aktivitas enzim berkisar
1,39-1,71 yang masuk dalam kategori sedang (Oumer

& Abate, 2018). Indeks aktivitas enzim tertinggi
diperoleh dari isolat endosimbion yang berasal dari
PBKo kopi robusta. Hasil uji normalitas Shapiro-Wilk
menunjukkan data indeks pektinase terdistribusi
normal (p > 0,05) pada PBKo dari jenis kopi arabika
dan robusta, sehingga memenuhi asumsi untuk uji
independent sample t-test.

Analisis statistik menunjukkan tidak adanya
perbedaan signifikan (p > 0,05) antara indeks
pektinase isolat bakteri endosimbion PBKo dari kopi
Hasil ini,
kemampuan pektinolitik isolat bakteri relatif stabil
baik pada PBKo dari jenis kopi arabika dan jenis kopi

arabika dan robusta. menandakan

robusta. Kesamaan aktivitas enzim ini menunjukkan
bahwa fungsi enzim pektinase merupakan karakter
yang sangat penting bagi endosimbion sehingga
selalu ditemukan dalam tubuh PBKo.

Zona bening terbentuk akibat sekresi enzim
pektinase, meliputi pektin metilesterase (PME),
polygalacturonase (PG), pectate lyase (Pel), dan
pectin lyase (PL), yang menghidrolisis pektin
sehingga struktur polimer galakturonan terdegradasi
dan medium kehilangan kekeruhan (Oumer & Abate,
2018; Callegari er al, 2020). Bakteri endosimbion
pada saluran pencernaan PBKo berperan dalam
mendukung pemanfaatan komponen struktural biji
kopi yang kaya polisakarida kompleks, terutama
pektin, sebagai sumber karbon bagi metabolisme
PBKo (Haile er al, 2022).

Bakteri endosimbion di saluran cerna PBKo
memproduksi enzim pektinase untuk memecah
pektin pada buah dan biji kopi sehingga membantu
PBKo untuk masuk ke dalam biji kopi (Kusiyanto
dkk.,, 2019). Kemampuan pektinolitik  ini
menunjukkan  potensi isolat bakteri dalam
mendegradasi pektin yang berperan penting dalam
membantu PBKo mencerna dinding sel biji kopi dan
mendukung PBKo menginfestasikan telur dalam
buah kopi.
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Tabel 5. Indeks aktivitas bakteri pektinolitik isolat uji

Karakterisasi Bakteri Endosimbion pada ...

. Rata-rata diameter
Kode isolat .
koloni (mm)

Rata-rata diameter zona .. .
. Indeks aktivitas enzim
bening (mm)

AG-1 7
AG-2
AS-1
AS-2
RS-1
RS-2
RP-1
RP-2

NN NN NN

10,22 1,46
9,94 1,42
10,71 1,53
10,22 1,46
10,71 1,53
11,97 1,71
9,73 1,39
11,27 1,61

Kopi arabika dan robusta diketahui memiliki
ekologi agrohabitat yang berbeda seperti ketinggian,
curah hujan, dan iklim yang memengaruhi komposisi
kimia buah dan biji kopi namun keberadaan
kelompok bakteri dengan karakteristik fenotipik
sama ditemukan pada semua isolat. Kondisi ini
menunjukkan bahwa komunitas bakteri endosimbion
PBKo cenderung stabil kemungkinan
dipertahankan karena memiliki peran fungsional
yang esensial bagi keberlangsungan hidup inangnya.

dan

Delapan isolat bakteri yang berhasil dikulturkan dari
homogenat saluran pencernaan PBKo menunjukkan
karakter fenotipik dan fisiologis yang menyerupai
kelompok Enterobacteriaceae dengan kemampuan
pektinolitik ~ yang  mengindikasikan  potensi
keterlibatan dalam proses degradasi komponen
dinding sel tanaman. Kelompok bakteri ini telah
banyak dilaporkan berasosiasi sebagai endosimbion
pada serangga pemakan jaringan tanaman (Kusiyanto
dkk., 2019; Weiss et al, 2019). Kelompok bakteri ini
memiliki kemampuan metabolik yang
khususnya dalam menghasilkan enzim hidrolitik
seperti selulase dan pektinase yang berperan dalam
mendegradasi komponen dinding sel tanaman
(Dillon & Dillon, 2004; Mejia-Alvarado et al, 2021).
Aktivitas
jaringan buah oleh serangga inang dan mendukung

luas

tersebut mempermudah pemanfaatan

proses pencernaan substrat yang secara alami sulit
didegradasi (Callegari et al, 2020; Nie et al, 2025).
Kelompok Enterobacteriaceae sebagai komunitas
bakteri saluran pencernaan PBKo dapat membantu
dalam  mendegradasi  kafein, = meningkatkan
ketahanan terhadap patogen melalui kompetisi
nutrien dan produksi senyawa untuk mengatur
respon imun sehingga dapat berperan langsung dalam
toleransi PBKo terhadap pertahanan buah kopi
(Ratzka er al, 2012; Ibrahim er al, 2014; Ceja-
Navarro er al., 2015).

Beberapa bakteri saluran cerna serangga lain
sebagai perbandingan juga telah dilaporkan berperan

penting dalam mendukung kesehatan dan adaptasi
inang. Enterobacter ditemukan pada usus Ceratitis
capitatadan dapat berfungsi sebagai
(Kyritsis et al, 2019), sedangkan pada Musca
domesticadan PBKo genus ini dikaitkan dengan
peningkatan ketahanan inang terhadap bakteri
patogen (Ceja-Navarro er al, 2015; Zhang er al,
2021). Bakteri Klebsiellayang sebelumnya dikenal
sebagai Enterobacter dikenal sebagai bakteri usus
serangga herbivora yang membantu metabolisme
nutrien, degradasi senyawa tanaman, dan
detoksifikasi kafein kopi (Engel & Moran, 2013;
Ibrahim er al, 2014; Mejia-Alvarado et al, 2021).
Bakteri Kosakonia dilaporkan memiliki fleksibilitas
metabolik tinggi dan juga berasosiasi dengan simbion
serangga (Weiss et al, 2019).

Karakteristik fenotipik saat ini belum cukup
untuk identifikasi bakteri hingga tingkat spesies,

probiotik

namun dapat menjadi dasar awal dalam memahami
komposisi dan potensi fungsi ekologis bakteri
endosimbion PBKo. Oleh karena itu, diperlukan
analisis lanjutan seperti sekuensing gen 16S rRNA,
whole genome sequencing, dan eksperimen in vivo
untuk memverifikasi peran fungsional endosimbion,
validasi taksonomi, serta analisis filogenetik yang
lebih akurat.

SIMPULAN

Isolasi bakteri endosimbion dari saluran
pencernaan PBKo yang berasal dari kopi arabika dan
robusta di empat sentra kopi Barat
menunjukkan karakter seragam. Seluruh isolat

Jawa

memiliki morfologi koloni bulat dengan tepian rata,
berwarna putih hingga putih susu, serta tergolong
bakteri Gram-negatif berbentuk batang dan
umumnya motil. Karakter biokimia seluruh isolat
menunjukkan hasil positif dengan aktivitas
pektinolitik sedang dengan indeks 1,39-1,71
menunjukkan adanya sifat konservatif isolat bakteri
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PBKo yang selalu ditemukan baik pada PBKo dari
kopi arabika maupun kopi robusta. Karakteristik
fenotipik seluruh isolat menyerupai kelompok
bakteri Enterobacteriaceae. Identifikasi pada tingkat
famili masih Dbersifat tentatif dan memerlukan

konfirmasi molekuler melalui analisis gen 16S rRNA.
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