I11. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitan ini dilaksanakan di laboratorium dan di lapangan. Percobaan di
laboratorium dilakukan di Laboratorium Hama Tanaman, Fakultas Pertanian,
Universitas Lampung sejak bulan April sampai dengan bulan Desember 2013.
Penelitian di lapangan dilakukan di kebun kakao yang ada di Jalan Purnawirawan
IV, Kelurahan Gunung Terang, Kecamatan Tanjung Karang Barat sejak bulan

Januari sampai dengan bulan Febuari 2014.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan - bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah serangga hama
Helopeltis spp., mentimun, media SDA, (sabouraud dextrose agar), formulasi
kering jamur Metarhizium anisopliae isolat Tegineneng dan UGM serta jamur
Beauveria bassiana isolat Tegineneng yang telah mengalami masa simpan 1
sampai dengan 12 bulan, beras, spritus, kertas tissu, air, kapas, plastik, indostick,
tepung jagung, kaolin, zeolit, plastik tahan panas, kain sifon, kain saring, aqua

destilata steril, tissue dan alkohol 70%.

Alat - alat yang digunakan pada penelitian ini adalah stoples, kuas, kain kasa,

karet gelang, cawan petri, jarum ose, mikropipet, tabung reaksi, lampu Bunsen,



21

erlenmeyer, alat tulis, nampan, blender, handsprayer, panci, kompor gas, laminar

air flow dan lemari pendingin.

3.3 Metode Penelitian

Penelitian terdiri dari percobaan di laboratorium dan di lapangan. Percobaan di
laboratorium terdiri atas 3 set percobaan yaitu percobaan set pertama pengujian
pengaruh lama simpan formulasi kering jamur M. anisopliae isolat UGM, set
kedua isolat Tegineneng serta set ketiga B. bassiana isolat Tegineneng terhadap
mortalitas hama Helopeltis spp. Percobaan ini dilaksanakan di laboratorium Hama
Tanaman, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Pada percobaan di
laboratorium, percobaan disusun dalam Rancangan Acak Kelompok (RAK),
Sebagai perlakuan adalah aplikasi formulasi kering jamur entomopatogen yang
telah mengalami penyimpanan 1 sampai dengan 12 bulan. Jenis formulasi kering
yang digunakan adalah formulsi kering jamur M. anisopliae isolat Tegineneng dan
isolat UGM serta B. bassiana isolat Tegineneng. Setiap percobaan menggunakan
ulangan sebanyak tiga kali. Setiap satu satuan percobaan terdiri dari 20 ekor
imago Helopeltis spp. Data mortalitas Helopeltis spp. Untuk percobaan di

laboratorium, dianalisis dengan menggunakan uji Duncan taraf nyata 5%.

Percobaan kedua dilakukan di lapangan, yaitu aplikasi jamur M. anisopliae isolat
Tegineneng dan UGM serta B. bassiana isolat Tegineneng terbaru, yang dibuat
pada tanggal 3 November 2013. Formulasi kering yang diuji di lapangan disusun
dengan menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK), dengan 4 perlakuan

dan 6 ulangan. Sebagai perlakuan adalah aplikasi formulasi kering M. anisopliae
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isolat Tegineneng, dan isolat UGM serta B. bassiana isolat Tegineneng serta
kontrol. Setiap satuan percobaan terdiri dari satu buah kakao yang mulus tanpa
gejala kerusakan, yang dikurung dengan kain kasa, di dalamnya dimasukkan 10
ekor Helopeltis spp. sebagai serangga uji, aplikasi menggunakan konsentrasi 20%
M. anisopliae isolat Tegineneng dan UGM serta 25% untuk B. bassiana isolat
Tegineneng, dengan ulangan sebanyak 6 kali. Pengujian di lapangan
dilaksanakan pada tanggal 15 Januari 2014 di kebun kakao. Setiap perlakuan
dilakukan 1 kali pengaplikasian dalam setiap ulangan. Sedangkan pengamatan
dilakukan setiap hari pada pagi hari. Pengamatan di lapangan dilakukan dengan
cara melihat tingkat kerusakan buah kakao yang ditimbulkan oleh Helopeltis spp.
dengan melihat banyaknya tusukan yang ditimbulkan oleh hama Helopeltis spp.
dan dengan mengamati serta menghitung populasi Helopeltis spp. mati di buah
kakao pasca aplikasi jamur entomopatogen tersebut. Umur buah kakao yang
digunakan pada percobaan ini sekitar 1,5-2,5 bulan atau buah yang tergolong

masih muda dan mulus.

3.4 Pelaksanaan Penelitian

Berikut ini merupakan beberapa langkah yang akan dilakukan dalam penelitian

1. Pembiakan Serangga Helopeltis spp.

Pembiakan serangga ini dilakukan di laboratorium, yaitu dengan menggunakan
inang alternatif mentimun. Sebelum pembiakan terlebih dahulu dilakukan
pencarian indukan Helopeltis spp. di lapangan. Indukan serangga terdiri dari

imago dan nimfa Helopeltis spp. Indukan imago dan nimfa dipisahkan dan



23

dimasukkan ke dalam stoples plastik berdiameter 16 cm dengan tinggi 17 cm yang
sudah ada pakan mentimun di dalamnya dan ditutup menggunakan kain sippon
yang diikat menggunakan karet gelang. Setiap stoples diisi 20 ekor Helopeltis
spp. dan + 2 buah mentimun. Pakan diganti setiap 2 hari sekali. Setelah imago
bertelur, maka mentimun yang digunakan sebagai media bertelur dipisahkan dan
ditempatkan pada stoples yang baru lalu ditutup dan diberi label tanggal. Setelah
telur menetas, maka nimfa dipindahkan kedalam stoples yang baru dan diberi
mentimun yang masih segar. Begitu seterusnya sampai diperoleh jumlah

Helopeltis spp. yang diperlukan.

2. Pembuatan Media Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

Sabouraud Dextrose Agar merupakan media yang mengandung pepton di
dalamnya. Satu liter media ini dikomposisikan dari 40 g Dextrose, 15 g agar, 59
pepton, 5 g kasein dan 1 liter air destilata. Semuanya dimasukkan kedalam
tabung Erlenmeyer kemudian ditutup menggunakan alumunium foil,
dikencangkan dengan karet gelang dan dibungkus plastik tahan panas.
Selanjutnya di autoklaf selama + 2 jam. Setelah itu Media Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) diangkat dan didiamkan sebentar supaya sedikit lebih dingin.
Kemudian dituangkan kemasing-masing petridish dalam ruangan steril (Laminar

Air Flow).
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3. Penumbuhan Jamur Metarhizium anisopliae dan Beauveria bassiana
Dalam Media Beras.
Beras dicuci sampai bersih, kemudian disiram dengan air mendidih. Beras
dikukus hingga setengah matang, kemudian diangkat dan dikeringanginkan.
Sekitar 150 g beras setengah matang dimasukkan dalam kantong plastik. Beras
dipadatkan dan diposisikan pada bagian bawah plastik. Bagian atas plastik yang
tidak terisi dirapikan, digulung, dan diikat dengan karet gelang. Beras disterilkan
dengan autoklaf pada suhu 120°C, tekanan 1 atm, selama 15 menit. Beras
diangkat dan dikeringanginkan, kemudian diinokulasi dengan isolat M. anisopliae,
B. bassiana, selanjutnya diinkubasi selama 2 minggu.
4. Pembuatan Formulasi Kering Metarhizium anisopliae dan Beauveria
bassiana.
Pembuatan formulasi kering untuk menguji lama penyimpanan telah dibuat pada
bulan November 2012 sedangkan untuk pengujian formulasi kering di lapangan di
buat baru pada tanggal 3 November 2013 dengan menggunakan metode
pembuatan yang sama. Dalam penelitian ini, pembuatan formulasi kering M.
anisopliae dan B. bassiana mengacu pada Purnomo et al. (2012). Pembuatan
formulasi kering dimulai dengan mengeringkan jamur M. anisopliae dan B.
bassiana yang tumbuh pada media beras. Pengeringan dilakukan dengan
pengeringan dingin. Pengeringan dingin dilakukan di dalam lemari es pada suhu
5°C selama 12 hari. Setelah kering jamur M. anisopliae dan B. bassiana
dihaluskan dengan cara diblender lalu diayak sehingga menjadi tepung biomassa
spora M. anisopliae dan B. bassiana. Bahan pembawa seperti tepung jagung,

kaolin, dan zeolit juga disterilkan dengan oven pada suhu 80 °C selama 2 jam.
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Setelah itu tepung biomassa spora M. anisopliae dan B. bassiana dicampur

dengan bahan pembawa (Tabel 1).

Tabel 1. Komposisi formulasi kering jamur M. anisopliae dan B. bassiana

No Bahan Jumlah (g)

1. Tepung Biomassa Spora 40

2. Kaolin 20

3. Zeolit 20

4.  Tepung Jagung 20
Total 100

o1l

. Aplikasi Formulasi Kering Metarhizium anisopliae dan Beauveria
bassiana di Laboratorium
Aplikasi formulasi kering berbahan aktif jamur M. anisopliae konsentrasi 20%
dan B. bassiana konsentrasi 25% dilakukan dengan cara melarutkan formulasi
kering dengan air. Setelah itu ditambahkan bahan perata perekat (indostick)
sebanyak 1ml/€. Pelaksanaan pengujian formulasi kering dilakukan dengan
memasukkan 20 ekor imago Helopeltis spp. per satu satuan percobaan ke dalam
botol air mineral yang dipotong bagian atas dan bagian bawahnya. Setelah itu
pada bagian bawah botol tersebut ditutup dengan kain strimin dan diikat dengan
karet gelang. Formulasi kering yang sudah dicampur dengan air dan bahan
perekat diaplikasikan menggunakan handsprayer sesuai dengan tingkat dosis
yang telah ditentukan. Selanjutnya serangga yang sudah diaplikasikan

dimasukkan kembali ke dalam toples dan diberi pakan mentimun.



26

6. Aplikasi Formulasi Kering Metarhizium anisopliae dan Beauveria
bassiana di Lapangan

Aplikasi formulasi kering berbahan aktif jamur M. anisopliae konsentrasi 20%
dan B. bassiana konsentrasi 25% dilakukan dengan cara melarutkan formulasi
kering dengan air. Setelah itu ditambahkan bahan perata perekat (indostick)
sebanyak 1ml/€. Aplikasi ketiga jamur entomopatogen dilakukan pada sore hari
dengan cara menyemprotkan cairan suspensi pada buah kakao yang telah di

kurung dengan kain kasa dan berisi 10 ekor Helopeltis spp.

Gambar 1. Buah kakao yang telah dikurung dengan kain kasa dan berisi 10 ekor
Helopeltis spp. Setiap buah kakao disemprot dengan 15 ml cairan
suspensi jamur entomopatogen.

7. Pengamatan dan Pengumpulan Data

a. Pengamatan di Laboratorium

Pada percobaan di laboratorium dilakukan pengamatan pada mortalitas Helopeltis
spp. yang terinfeksi ketiga jamur entomopatogen. Pengamatan dilakukan pada 10
hsa. Untuk memastikan kematian Helopeltis spp. akibat infeksi jamur M.

anisopliae dan Beauveria bassiana maka disiapkan cawan petri untuk tiap



perlakuan yang sudah diberi tisu dan dilembabkan dengan air, selanjutnya

Helopeltis spp. yang mati diletakkan pada cawan tersebut. Apabila Helopeltis
spp. mati akibat infeksi jamur M. anisopliae maka keesokannya akan didapati
jamur berwarna hijau pada tubuh serangga dan apabila keesokannya serangga

berwarna putih berarti terinfeksi jamur B. bassiana.

b. Pengamatan di Lapangan

Pada percobaan di lapangan dilakukan pengamatan dengan melihat tingkat
kerusakan yang diakibatkan oleh hama Helopeltis spp. pada buah kakao yang
ditandai dari banyaknya tusukan pada buah kakao. Selain melihat tingkat

kerusakan yang diakibatkan oleh hama Helopeltis spp. dilakukan juga
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pengamatan jumlah mortalitas Helopeltis spp. yang mati akibat infeksi jamur M.

anisopliae dan Beauveria bassiana. Pengamatan dilakukan setiap 24 jam sekali

selama 10 hari setelah aplikasi. Untuk memastikan kematian Helopeltis spp.

akibat infeksi jamur M. anisopliae dan Beauveria bassiana maka disiapkan cawan

petri untuk tiap perlakuan yang sudah diberi tisu dan dilembabkan dengan air,
selanjutnya Helopeltis spp. yang mati diletakkan pada cawan tersebut. Apabila
Helopeltis spp. mati akibat infeksi jamur M. anisopliae maka keesokannya akan
didapati jamur berwarna hijau pada tubuh serangga dan apabila keesokannya

serangga berwarna putih berarti terinfeksi jamur B. bassiana.
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3.5 Analisis Data

Data mortalitas Helopeltis spp. yang diperoleh dari percobaan di laboratorium
dianalisis dengan menggunakan uji duncan dengan taraf nyata 5% untuk melihat
perbedaan masa simpan dari masing-masing ketiga jenis jamur entomopatogen
terhadap mortalitas hama Helopeltis spp. Data mortalitas Helopeltis spp. yang
diperoleh di lapangan dianalisis menggunakan analisis ragam dan dilanjutkan

dengan Uji BNT dengan taraf nyata 5% .

Menurut Rustama et al. (2008) persentase mortalitas (kematian) serangga dapat
dihitung menggunakan rumus seperti berikut:

n
M = T 100%

Keterangan :

M : mortalitas serangga (%)

n : serangga yang mati (ekor)

N : jumlah serangga yang diuji (ekor)

Menghitung banyaknya tusukan Helopeltis spp. pada buah kakao dapat dihitung
dengan rumus seperti berikut:

k=—
m

Keterangan :

k : jumlah tusukan perbuah

| : jumlah total tusukan per perlakuan
m: banyaknya jumlah ulangan



