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ABSTRAK

PEMBUATAN MUTAN JAMUR Talaromyces sayulitensis ISOLAT A8
TAHAN TERHADAP FUNGISIDA BERBAHAN AKTIF METIL
TIOFANAT DENGAN IRADIASI SINAR UV

Oleh
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Pengendalian secara hayati sebagai bagian dari PHT harus Iebih diperhatikan
sebagal salah satu cara yang paling aman dan ramah bagi lingkungan. Jamur
entomopatogen merupakan salah satu bagian dari teknik pengendalian secara
hayati. Jamur Talaromyces sayulitensis adalah salah satu jamur entomopatogen
yang dapat ditemukan dengan mudah dibeberapa habitat seperti tanah dan
kompos. Aplikasi T. sayulitensis di lapang sering terhambat oleh pengaruh
aplikasi fungisida sintetik untuk pengendalian patogen tanaman, khususnya
fungisida metil tiofanat. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan mutan jamur
T. sayulitensis yang tahan terhadap fungisida metil tiofanat dengan iradiasi sinar
UV selama 15, 20, 25, 30, dan 35 menit. Pada penelitian ini terdapat 7 pelakuan,
yaitu A8P1 (iradias sinar UV 15 menit), A8P2 (iradiasi sinar UV 20 menit),

A8P3 (iradiasi sinar UV 25 menit), A8P4 (iradiasi sinar UV 30 menit),



Mia Murniati

A8P5 (iradiasi sinar UV 35 menit), ABWTs (Wild type pada media tanpa
fungisida), ABWFs (Wild type pada media mengandung fungisida) dengan 4
variabel pengamatan terdiri dari uji pertumbuhan koloni, sporulasi, viabilitas dan
patogenisitas yang disusun dalam Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penelitian
ini dilaksanakan pada bulan November 2018 sampai bulan Juni 2019 bertempat di
Laboratorium Bioteknologi Pertanian Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.
Berdasarkan hasil penelitian, terduga mutan jamur T. sayulitensis (A8) isolat
A8P5 (iradiasi 35 menit) secara nyata lebih besar dapat menyebabkan kematian
pada kumbang beras sebesar (88,33 %) sedangkan isolat jamur ASBWTs (Wild type
pada media tanpa fungisida) hanya mampu menyebabkan kematian kumbang
beras sebesar 1,67 % hal ini membuktikan bahwa isolat terduga mutan jamur T.
sayulitensis (A8) hasil iradiasi sinar UV lebih baik daripadajamur ABWTs (Wild

type tanpa media fungisida) tanpairadiasi sinar UV.

Katakunci: Iradiasi sinar UV, jamur entomopatogen,
kumbang beras (S. oryzae), pengendalian hayati, T. sayulitensis (A8)
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pengendalian Hama Terpadu (PHT) mulai dikembangkan sgjak 1950-an, yang
pada awal nya memadukan pengendalian kimia dan hayati. Namun, selanjutnya
program PHT dikembangkan dengan memanfaatkan semuateknik pengendalian,
yaitu kimia, hayati, kultural, mekanik, dan cara-cara pengendalian lain yang cocok
untuk menurunkan populasi hamadi bawah garis ambang ekonomi dengan

memperhatikan aspek-aspek ekologi, ekonomi dan sosial (Sembel, 2010).

Pengendalian hayati sebagai bagian dari PHT harus |ebih diperhatikan sebagai
salah satu cara yang paling aman, meskipun untuk membunuh serangga cara
kerjanya lebih lama dibandingkan dengan cara kimia yang dapat langsung
membunuh hama (Sembel, 2010). Salah satu agensia pengendali hayati di dalam
komponen pengendali hayati yaitu memanfaatkan jamur entomopatogen. Saat ini
telah dikenal Iebih 750 spesies jamur entomopatogen dari sekitar 100 genus
jamur, dari sekian banyak jenis jamur yang terkenal sebagian besar berasal dari
kel as Deuter omycetes seperti Beauveria, Metarhizium, dan Nomuraea

(Untung, 1993).



Kelompok lain yaitu Talaromyces, jugatelah dilaporkan sebagai agensia
pengendali hayati patogen tanaman. Jamur Talaromyces flavus menunjukkan
kemampuan yang baik untuk menghambat pertumbuhan beberapa patogen
tanaman, seperti Verticillium dahlia, Sclerotinia sclerotiorum,

Verticillium albo-atrum, dan Rhizoctonia solani (Soesanto, 2008). Namun
demikian, penelitian tentang jamur Talaromyces saat ini belum banyak dilakukan,

khususnya sebagai jamur entomopatogen.

Saat ini, Laboratorium Bioteknologi Pertanian Fakultas Pertanian (LBPFP)
Universitas Lampung mempunyai isolat jamur Talaromyces sayulitensis (A8)
yang diisolasi dari rizosfer tanaman jagung. Isolat tersebut dilaporkan mampu
menginfeksi hamawereng coklat pada tanaman padi sekitar 25 %

(Pasaribu, 2018). Merdiana (2018) juga melaporkan bahwa isolat tersebut mampu
mengendalikan penghisap buah kakao (Helopeltis spp.) sebesar 46, 67 %, serta
mampu sebagal jamur antagonis terhadap Phytophthora palmivora sekitar

56,39 % pada media PDA (Pangesti, 2019).

Potensi jamur Talaromyces sayulitensis dalam mengendalikan hama tanaman
kadang terkendala dengan adanya aplikasi fungisida sintetik seperti metil tiofanat.
Fungisida berbahan aktif metil tiofanat sering digunakan oleh petani untuk
mengendalikan penyakit blas pada tanaman padi, salah satu cara untuk mengatasi
masal ah tersebut yaitu dilakukan mutasi untuk mendapatkan mutan jamur

T. sayulitensis yang tahan terhadap fungisida di lapang.



Sinar Ultra Violet (UV) merupakan salah satu mutagen yang cukup efektif untuk
membuat mutan suatu mikroorganisme. Iradiasi sinar UV gelombang panjang
dapat mengarahkan beberapa jenis perubahan dalam struktur DNA dan dapat juga
menyebabkan mutasi (Hardianto et al., 2015). Panjang gelombang sinar UV yang
digunakan untuk membuat mutan suatu organisme adalah pada panjang
gelombang 254-260 nm dengan lama waktu penyinaran tertentu

(Lewis, 1997 dalam Afifaturrahma, 2017). Penelitian ini dilakukan untuk
mendapatkan jamur T. sayulitensis yang tahan terhadap fungisida berbahan aktif

metil tiofanat dengan iradiasi sinar UV.

1.2 Tujuan Pendlitian

Adapun tujuan penelitian ini sebagai berikut:

1. Menentukan lama penyinaran sinar UV yang mampu menghasilkan mutan
jamur Talaromyces sayulitensis (A8) tahan terhadap fungisida berbahan aktif
metil tiofanat.

2.  Mengetahui kemampuan mutan jamur Talaromyces sayulitensis (A8)

menginfeksi hama kumbang beras (Stophilus oryzae).

1.3 Kerangka Pemikiran

Benjamin (1955) memperkenalkan genus Talaromyces padatelemorfik spesies
Penicillium dengan T. verniculatus sebagai tipe generiknya. Genusini ditandai
dengan askokarp yang lunak dengan dinding klestote dan tipe askomatawarna

kuning. Subgenus dari Penillicium yaitu Biverticillium dialihkan ke Talaromyces.



Walaupun penelitian tentang jamur Talaromyces belum banyak dilakukan
terutama perannya sebagal agensia pengendali hama dan penyakit tanaman,
namun Talaromyces telah dilaporkan oleh King (1997) tahan suhu tinggi
(80-90°C), serta sebagai jamur antagonis dan banyak digunakan untuk aktivitas

industri dan dunia medis.

Fungisida sistemik berbahan aktif benomil dan metil tiofanat, telah diteliti dan
memberikan efektivitas yang cukup baik dalam menekan intensitas penyakit blas
pada tanaman padi (Sumardiyono, 2008). Fungisida metil tiofanat merupakan
fungisida yang digunakan secara luas oleh petani untuk mengendalikan penyakit

blas pada tanaman padi.

Aplikasi fungisida metil tiofanat ini tentu saja akan berpengaruh negatif terhadap
jamur Talaromyces sayulitensis (A8), untuk itu perlu mencari jamur

T. sayulitensis (A8) yang tahan terhadap fungisida metil tiofanat. Sehingga
nantinya apabilajamur T. sayulitensis(A8) diaplikasikan bersamaan dengan
fungisida metil tiofanat, jamur T. sayulitensis (A8) masih bisa tahan dan mampu
menginfeksi serangga hama. Salah satu cara yang bisa dilakukan adalah dengan
melakukan mutasi, salah satu cara untuk mutasi adalah dengan menggunakan

iradiasi sinar UV.

Penyebab terjadinya mutasi disebut mutagen, mutagen dapat terbagi menjadi
mutagen kimia dan mutagen fiska. Mutagen kimia adalah mutagen yang

dihasilkan dari zat kimiayaitu asam nitrit, analog basa nukleotida, etil metan



sulfonat (EMS), akridin, dan 2-metil-nitro-nitroso guanine (MNNG). Sedangkan
mutagen fisika adal ah mutagen yang dihasilkan dari perlakuan fisik (radiasi)
(Fairbanks & Andersen, 1999). Penggunaan sinar UV untuk membuat mutan
telah banyak dilaporkan,Patil & Lung (2012) melaporkan bahwa padalama
penyinaran sinar UV selama4 menit berhasil memperoleh mutan Trichoder ma
harzianum yang mampu mendegradasi kitin lebih kuat dan memiliki sifat waktu
sporulasi lebih cepat. Radha et al. (2012) melaporkan bahwairradiasi sinar UV
pada jamur Aspergillus niger mampu meningkatkan protease 2 kali lebih tinggi

dibanding tipe liar (wild type).

Pujiyanto et al. (2006) juga melaporkan bahwairadiasi sinar UV selama 30 menit
yang secaralangsung mengenai sel Phaffia rhodozyma menghasilkan mutan

P. rhodozyma MUV-1 yang memiliki koloni besar dengan pertumbuhan cepat dan
memiliki produksi pigmen karotenoid lebih tinggi daripadatipe aslinya.

Suswanto & Ramadhan (2014) melaporkan jamur endofit Trichoderma harzianum
dengan lama penyinaran selama 6 menit, diperoleh mutan yang memiliki tingkat
sporulasi yang lebih cepat dan tetap mempertahankan sifat antagonisnya terhadap

Septobasi dium spp.



1.4 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, maka disusun hipotesis

sebagal berikut :

1. Terdapat mutan jamur T. sayulitensis (A8) yang dihasilkan dari iradiasi sinar
UV selama 15, 20, 25, 30, dan 35 menit yang tahan terhadap fungisida
berbahan aktif metil tiofanat.

2. Pertumbuhan koloni, sporulasi, viabilitas, dan patogenisitas terduga mutan
jamur T. sayulitensis (A8) yang dihasilkan dari iradiasi sinar UV berbeda dari

wild type pada media tanpa fungisida.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pengendalian Hayati

Pengendalian hayati pada dasarnya memanfaatkan dan menggunakan musuh
alami untuk mengendalikan populasi hama yang merugikan. Adanya populasi
hama yang meningkat sehingga mengakibatkan kerugian ekonomik bagi petani
disebabkan karena keadaan lingkungan yang kurang memberi kesempatan bagi
musuh alami untuk menjalankan fungs alaminya (Untung, 1993). Pengendalian
hayati merupakan salah satu metode pengendalian hama yang semakin diminati
akhir-akhir ini karena memiliki keunggulan, diantaranya adalah sifatnya yang
ramah lingkungan. Pengendalian hayati dianggap berhasil apabila upayaitu
mampu menurunkan posisi keseimbangan populasi hama (Susilo, 2007).
Agensia-agensia pengendali hayati kini mencakup pengunaan selain serangga
entomogafus seperti virus, bakteri, jamur, nematoda dan berbagai jenis vertebrata

(Sembel, 2012).

Predator, parasitoid, dan serangga patogen telah lama digunakan manusia untuk
mengendalikan hama, namun istilah pengendalian hayati (biological control)
untuk kegiatan tersebut baru dimulai padatahun 1919 yang dikenalkan oleh Harry

Smith dari universitas California (Purnomo, 2010).



2.2 Jamur Entomopatogen

Lebih dari 36 genus jamur mengandung spesies yang dapat menyebabkan
penyakit pada serangga. Jamur-jamur yang berasosiasi pada serangga disebut
entomogenous fungi atau jamur serangga, yaitu yang termasuk dalam ordo-ordo
Entomopthorales, Blastoclodiaes, Lagenidiaes, Chtridiales, dan Cordyceps,
semuanya termasuk dalam kelas Ascomycetes. Sebagian besar jamur
entomopatogen berasal dari kelas Deuteromycetes seperti Beauveria,

Metar hizium, dan Nomuraea (Sembel, 2010).

Jamur entomopatogen mampu menginfeksi seranggainang dengan penetrasi
langsung melaui kutikula. Pada awalnya sporajamur akan melekat pada
kutikula. Pada kondisi favourable (menguntungkan), spora akan berkecambah
penetrasi kutikula dan masuk ke hemocoel. Jamur akan berproduksi dalam
hemocoel kemudian membentuk hifa. Setelah tubuh seranggainang dipenuhi
miselia maka sporainfektif akan berproduksi. Warna miselia pada seranggainang
yang terserang jamur bervariasi, ada yang putih, hijau, merah muda, tergantung
warna spora jamurnya. Banyak jamur entomopatogen telah diproduksi secara
komersial dan dimanfaatkan sebagai agensia pengendali hayati serangga hama

(Purnomo, 2010).

Jamur entomopatogen adalah mikroorganisme heterotrof yang hidup sebagai
parasit pada serangga. Jamur entomopatogen dapat bervariasi dalam mode aksi
dan virulensinya. Infeks yang sukses tergantung pada kemampuan penetras

jamur ke integument. Berbagai enzim ekstraselular diproduks selama degradasi
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integument serangga (Shahid et al., 2012). Kelebihan dari jamur entomopatogen
diantaranya dapat meminimalisir residu pestisida dalam makanan, mengurangi
dampak negatif terhadap operator, organisme non-target, dan mengingatkan

keanekaragaman hayati dalam ekosistem yang dikelola (Shahid et al., 2012).

2.2.1 Talaromyces

Jamur Talaromyces dapat ditemukan dengan mudah di beberapa habitat seperti
tanah dan kompos. Walaupun penelitian tentang jamur Talaromyces belum
banyak dilakukan terutama perannya sebagal agensia pengendali hama dan
penyakit tanaman, namun Talaromyces tel ah dilaporkan oleh King (1997) tahan
suhu tinggi (80-90°C), serta sebagai jamur antagonis dan banyak digunakan untuk

aktifitas industri dan dunia medis.

Benjamin (1955) memperkenalkan genus Talaromyces pada telemorfik spesies
Penicillium dengan T. verniculatus sebagai tipe generiknya. Genus ini ditandai
dengan askokarp yang lunak dengan dinding klestote dan tipe askomata warna
kuning. Subgenus dari Penillicium yaitu Biverticillium dialihkan ke dalam
Talaromyces. Dilaporkan jugaoleh Dethoup et al. (2017) bahwaT. tratensis
mampu mengendalikan pertumbuhan Bipolaris oryzae pada media Potato

Dextrose Agar (PDA) sebesar 46%.
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Talaromyces jugatelah dilaporkan sebagai agensia pengendali hayati patogen
tanaman. Jamur Talaromyces flavus menunjukkan kemampuan yang baik untuk
menghambat pertumbuhan beberapa patogen tanaman, seperti Verticillium dahlia,
Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium albo-atrum, dan Rhizoctonia solani.

Jamur Talaromyces flavus merupakan spesies mikoparasit nekrotof paling umum
dijumpal dan sering diisolasi tidak hanya dari tanah, tetapi juga dari substrat
organik lainnya. Jamur ini umumnyatampak sebagai jamur tahan panas di rumah
kaca dan tanah pertanian. Sebarannya sangat luas, tetapi lebih umum dijumpai di
daerah hangat di dunia. Jamur T. flavus tidak tumbuh pada suhu 5 °C, tetapi
tumbuh sangat baik pada suhu 37 °C. Jamur T. flavus dapat bertahan hidup pada

tanah yang diberi perlakuan panas 70 °C selama 30 menit (Soesanto, 2008).

2.3 Fungisida

Pada beberapa kasus terbukti bahwa aplikas pestisida tenyata menjadikan
masal ah bagi organisme pengganggu menjadi lebih besar. Pestisida juga dapat
membunuh musuh alami. Pestisida kimia sintesis kadang-kadang memang dapat
bekerja dengan baik, tetapi tidaklah selalu merupakan jawaban yang tepat, untuk

itu diperlukan pengembangan sebuah alternatif pengendalian (Purnomo, 2010).

Fungisidadalam arti luas didefinisikan sebagai suatu senyawa yang dapat
membunuh atau menghambat pertumbuhan jamur. Senyawa-senyawa yang
menghambat pertumbuhan tanpa membunuh disebut fungistatik

(Djafaruddin, 2000).



12

Banyak fungisidatelah dikembangkan untuk mengendalikan blas pada tanaman
padi. Fungisidasistemik sering digunakan untuk mengendalikan blas pada
banyak area penanaman padi. Penggunaan fungisida yang meluas tidak
direkomendasikan karena hal ini menghasilkan mumculnya populasi tahan dari
patogen (Sudarma, 2013). Beberapa fungisida sistemik yang berbahan aktif
benomil dan metil tiofanat, telah diteliti dalam uji efikasi dan memberikan
efektivitas yang cukup untuk menekan intensitas penyakit blas

(Sumardiyono, 2008).

2.4 Kumbang Beras (Sitophilusoryzae L .)

Menurut Kalshoven (1981) biologi hama kumbang beras adalah :

Kingdom : Animalia
Phylum  : Arthropoda

Class . Insecta
Ordo : Coleoptera
Family : Curculionidae

Genus : Stophylus
Species  : Stophylusoryzae L.

Serangga ini menyerang beras sehingga disebut kumbang beras

(Stophilus oryzae) atau bubuk beras. Beras yang disenangi kumbang beras
adalah beras pecah kulit. Serangga kumbang beras ini kadang juga diikuti oleh
serangan ulat (Carcyra cephalonica) sehingga beras menjadi tambah hancur.
Kelembapan yang tinggi akan semakin meningkatkan temperatur, jamur pun ikut
menyerang sehingga beras bertambah rusak dan berbau busuk. S. oryzae tersebar

diseluruh dunia di daerah tropis, subtropis dan beriklim dingin. Tanaman
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inangnya, yaitu padi, jagung, sorghum, gandum dan semua jenis biji-bijian, baik
yang masih di lapang maupun yang sudah disimpan di gudang (Pracaya, 2007).
Daur hidup kumbang beras dimulai dari peletakan sebutir telur dilubang oleh
imago pada butiran beras. Selanjutnyalubang itu ditutup dengan sekresi atau air
liur kumbang beras yang keras. Kumbang betina dapat bertelur sampai 300 butir
dalam beberapa minggu. Setelah menetas, larva memakan beras sebagai tempat
tinggalnya dan berkembang sampai menjadi pupa. Setelah menjadi dewasa,
kumbang memakan beras pada bagian luarnya hingga berlubang. Kumbang
betina menggerek butiran beras dengan moncongnya di lapangan atau di gudang
beras. Daur hidup dari telur sampai dewasa |ebih kurang 26 hari, sementaraitu
umur kumbang dewasa dapat mencapai 3-5 bulan. Jikatidak diberi makanan,

kumbang betina masih dapat hidup 6-32 hari (Pracaya, 2007).

2.5 Mutas

Mutasi adalah perubahan informasi genetik yang terjadi pada bahan genetik suatu
sel yang menyebabkan perubahan ekspresinya (Gumilan, 2001). Mutasi dapat
terjadi secara alamiah karena faktor-faktor lingkungan seperti cahaya matahari

maupun dengan carainduksi (Nasir, 2002).

Penyebab terjadinya mutasi disebut mutagen, mutagen dapat terbagi menjadi
mutagen kimia dan mutagen fisika. Mutagen kimia adalah mutagen yang
dihasilkan dari zat kimiayaitu asam nitrit, analog basa nukleotida, etil metan
sulfonat (EMS), akridin, dan 2-metil-nitro-nitroso guanine (MNNG). Sedangkan

mutagen fisika adalah mutagen yang dihasilkan dari perlakuan fisik (radiasi).
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Mutagen yang menyebabkan mutasi terbagi menjadi iradiasi ionisasi dan tanpa
ionisasi. Contoh iradiasi ionisasi adalah proton, sinar X, alfa, sinar gamma, dan
beta. Sedangkan, salah satu iradiasi yang tidak mengionisasi adalah sinar
ultraviolet (UV) (Fairbanks & Andersen, 1999). Mutasi menghasilkan mutan

yaitu organisme apapun yang berbeda dari tipe aslinya (wild type).

2.5.1 Sinar Ultraviolet (UV)

Energi terpancar tanpa media seperti sinar ultraviolet (UV) dari matahari disebut
radiasi. Sedangkan, energi yang digunakan untuk penyinaran bahan
menggunakan sumber iradias buatan seperti menggunakan aat UV Chamber

disebut iradiasi (Winarno et al., 1980).

Sinar UV merupakan jenisradiasi yang tidak menimbulkan ionisasi.

Meskipun daya penetrasi sinar UV rendah dibandingkan dengan sinar gamma

dan sinar X, namun sinar UV dapat diserap maksimal oleh DNA. Sinar UV
adal ah salah satu energi yang memiliki kemampuan untuk melakukan penetrasi ke
dinding sel mikroorganisme dan mampu mengubah komposisi asam nukleatnya.
Absorbsi sinar UV oleh DNA dapat menyebabkan mikroorganisme tersebut tidak
mampu melakukan replikasi akibat pembentukan ikatan rangkap dua molekul-

molekul pirimidin (Chintya & Nisa, 2015).

Sinar UV merupakan salah satu dari tigajenisradiasi sinar matahari yaitu
inframerah (yang memberikan panas) dan cahaya yang terlihat. Radiasi sinar UV

dibagi tiga jenis menurut panjang gelombangnya. UV-A memiliki panjang
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gelombang antara 315-400 nm, UV-B berpanjang gelombang antara 290-320 nm,
dan UV-C gelombang antara 100-280 nm. Panjang gelombang sinar UV yang
digunakan untuk membuat mutan suatu organisme adalah pada panjang
gelombang 254-260 nm dengan lama waktu penyinaran tertentu (Lewis, 1997

dalam Afifaturrahma, 2017).



1. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian Fakultas
Pertanian Universitas Lampung. Waktu penelitian dimulai pada bulan November

2018 sampai dengan bulan Juni 2019.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat jamur
Talaromyces sayulitensis (A8) koleksi Laboratorium Bioteknologi Pertanian
Fakultas Pertanian Universitas Lampung, PDA (Potato Dextrose Agar), PDB
(Potato Dextrose Broth), agar, sukrosa, fungisida berbahan aktif metil tiofanat
25% dengan dosis 1,5 ml/l, plastik wrap, plastik tahan panas, alumunium foil,

kertas saring, Tween 80, aguades, air steril, dan alkohol.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, bunsen, bor gabus,
jarum ose, L glass, korek, botol kaca ukuran 100 ml, erlenmeyer, gelas ukur,
tabung reaksi, mikropipet, LAF (Laminar Air Flow), autoklaf, microwave,
timbangan, rotamixer, UV Chamber dengan panjang gelombang 254 nm,

milipore, inkubator, mikroskop majemuk, kertas label, aat tulis, dan kamera.



17

33 M etode Pendlitian

3.3.1 Isolat Jamur T. sayulitensis (A8)

Isolat jamur T. sayulitensis (A8) yang digunakan merupakan koleksi
Laboratorium Bioteknologi FP Unila. Sebelum digunakan, jamur diremajakan

pada media PDA (Potato Dextrose Agar).

3.3.2 Pembuatan Media Potato Dextrose Agar (PDA)

Pembuatan media PDA sebanyak 500 ml dilakukan dengan cara menyiapkan
kentang yang telah dikupas kemudian ditimbang seberat 100 g lalu kentang
dipotong kecil berbentuk dadu. Potongan kentang dimasukkan ke dalam gelas
beaker dan ditambahkan air aquades 500 ml kemudian dipanaskan dengan
microwave hingga mendidih. Setelah mendidih ekstrak kentang dimasukkan ke
dalam erlenmeyer kemudian ditambahkan dextrose 10 g dan agar 10 g selanjutnya
dihomogenkan, erlenmeyer ditutup dengan alumunium foil dan dimasukan ke
dalam plastik tahan panas. Media disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu
121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah disterilkan media PDA
ditambahkan larutan asam laktat sebanyak 0,7 ml untuk mencegah media

terkontaminasi oleh bakteri.

3.3.3 Peremajaan Jamur T. sayulitensis (A8)

Jamur T. sayulitensis (A8) diremajakan dengan cara mengambil 1 bor gabus
biakan jamur murni T. sayulitensis (A8) yang berumur 7 hari dengan ukuran 5

mm lalu diletakkan di tengah cawan petri plastik steril diameter 90 mm yang
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berisi 10 ml media PDA. Inokulasi jamur dilakukan di dalam Laminar Air Flow

dan diinkubasi di suhu ruang selama 7 hari.

334 Seleks Dosis Maksimal untuk Pertumbuhan Jamur

T. sayulitensis (A8)
Seleks dosis dilakukan untuk mendapatkan tingkat dosis fungisida metil tiofanat
dimanajamur T. sayulitensis (A8) sudah tidak mampu tumbuh. Dosis yang diuji

antaralain 1/8, 1/4, 1/2, dan 3/4 kali dosis.

3.34.1 Pembuatan media PDA yang mengandung fungisida metil tiofanat
dengan beberapa banyak dosis
Media PDA yang mengandung fungisida berbahan aktif metil tiofanat 25% dibuat
sebanyak 100 ml untuk setiap dosis perlakuan. Dosis yang digunakan adalah 1/8,
1/4, 1/2, dan 3/4 kai dosis. Media PDA sebanyak 100 ml dimasukkan ke dalam
botol kaca volume 100 ml kemudian masing-masing dosis perlakuan yang
digunakan dimasukan ke dalam media PDA lalu dihomogenkan. Media PDA
yang mengandung fungisida metil tiofanat yang telah homogen dituangkan ke

dalam cawan petri plastik steril sebanyak 10 ml dan ditunggu hingga media padat.

3.34.2  Pembuatan suspens jamur T.sayulitensis (A8)

Pembuatan suspensi jamur T. sayulitensis (A8) dilakukan dengan cara
menambahkan 10 ml Tween 80 ke cawan petri steril yang berisi biakan murni
jamur T. sayulitensis (A8) berumur 7 hari. Sporajamur dipanen dengan cara

menggosokkan L glass secara perlahan pada permukaan koloni jamur agar spora
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terlepas dari media kemudian suspensi spora jamur T. sayulitensis (A8) yang telah
dipanen disaring dengan kain di atas botol kaca ukuran 100 ml steril. Setelahitu
suspens dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan dihomogenkan dengan

rotamixer.

3.34.3  Pengujian pertumbuhan jamur T. sayulitensis (A8) pada media PDA
yang mengandung fungisida metil tiofanat
Suspens jamur T. sayulitensis (A8) sebanyak 1 ml disebar di atas media PDA
yang mengandung fungisida berbahan aktif metil tiofanat dengan masing-masing
dosis yang digunakan 1/8, 1/4, 1/2, dan 3/4 kali dosis. Cawan petri selanjutnya
diinkubasi pada suhu ruang selama 14 hari. Setelah 14 hari dilakukan
pengamatan pertumbuhan koloni jamur T. sayulitensis (A8) pada setiap dosis
yang digunakan. Dosistertinggi dimanajamur T. sayulitensis (A8) tidak dapat
tumbuh akan digunakan sebagai dosis terpilih yang digunakan sebagai dosis

maksimal untuk pembuatan mutan T. sayulitensis (A8).

3.35 Pembuatan Mutan Jamur T. sayulitensis (A8) dengan Iradias Sinar
uv

3.3.5.1 Pembuatan media PDB (Potato Dextrose Broth)

Media PDB (Potato Dextrose Broth) sebanyak 200 ml dibuat dengan cara
menyiapkan kentang yang telah dikupas dan ditimbang seberat 40 g lalu dipotong
kecil berbentuk dadu. Potongan kentang dimasukkan ke dalam gelas beaker dan
ditambahkan air 200 ml kemudian dipanaskan dengan microwave hingga

mendidih. Setelah mendidih ekstrak kentang dimasukkan ke dalam erlenmeyer
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dan ditambahkan dextrose 4 g lalu erlenmeyer ditutup dengan alumunium foil dan
dimasukkan dalam plastik tahan panas. Selanjutnya media PDB disterilkan

menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit tekanan 1 atm.

3.3.5.2 Pembuatan mutan jamur T. sayulitensis (A8)

Suspensi sporajamur T. sayulitensis (A8) (3.3.4.2), kemudian sebanyak 3 ml
suspens sporajamur T. sayulitensis (A8) disuntikkan ke dalam milipore yang di
dalamnyaterdapat kertas saring steril. Kertas saring diambil dengan pinset dan
diletakkan dalam cawan petri steril ukuran diameter 80 mm. Kertas saring
kemudian diiradiasi menggunakan sinar UV-C dengan panjang gelombang 254
nm selama 15, 20, 25, 30, dan 35 menit. Kertas saring berisi spora hasil irradiasi
kemudian dimasukkan ke dalam media PDB sebanyak 4 ml dan diinkubasi dalam

kondisi gelap selama 24 jam dengan suhu 20°C.

3.3.6 Pengujian Kemampuan Tumbuh Jamur T. sayulitensis (A8) Hasll
Iradias sinar UV pada Media PDA Mengandung Fungisida M etil
Tiofanat

Suspensi sporajamur T. sayulitensis (A8) dalam media PDB disebar di atas

media PDA yang mengandung fungisida metil tiofanat 1/4 dosis. Selanjutnya

terduga mutan jamur T. sayulitensis (A8) hasil iradiasi sinar UV-C dengan
panjang gelombang 254 nm yang telah disebar kemudian diinkubas pada suhu
ruang selama 7 hari. Dosis fungisida yang digunakan didapat dari hasil uji
pendahuluan seleksi dosis maksimal jamur T. sayulitensis (A8) yang tidak dapat

tumbuh pada media PDA yang mengandung fungisida metil tiofanat.
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34 Variabel Pengamatan

Variabel pengamatan dari penelitian ini yaitu pertumbuhan koloni jamur,
sporulasi, viabilitas spora dan patogenisitas terduga mutan jamur T. sayulitensis

(A8)

3.4.1 Pertumbuhan Koloni Terduga Mutan Jamur T. sayulitensis (A8)

Pengamatan pertumbuhan koloni terduga mutan jamur T. sayulitensis (A8)
dilakukan dengan mengukur diameter koloni jamur setiap hari dari 1 hari setelah
inokulasi sampai 7 hari setelah inokulasi. Cara pengukuran diameter jamur pada

cawan petri sebagai berikut :
d2

AR

N

Rumus menghitung diameter koloni jamur :
_d1+d2
Tz

K eterangan :

dl = diameter horizontal koloni jamur T. sayulitensis (A8) (cm)
d2 = diameter vertikal koloni jamur T. sayulitensis (A8) (cm)
D = diameter koloni jamur T. sayulitensis (A8) (cm)

3.4.2 Sporulasi Terduga Mutan Jamur T. sayulitensis (A8)

Sporulasi terduga jamur mutan dihitung dengan metode hitungan mikroskopis
langsung menggunakan haemocytometer. Terduga mutan jamur T. sayulitensis

(A8) yang telah berumur 5 hsi dipanen dengan menambahkan 10 ml suspensi
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0,1 % Tween 80, sporajamur dipanen dengan cara menggosokkan L glass sampai
sporaterlepas. Hasil panen dimasukkan ke dalam tabung reaksi 1alu dirotamixer
selama satu menit. Kemudian sebanyak 1 tetes suspensi diteteskan secara
perlahan pada bidang hitung haemocytometer lalu ditutup dengan gelas penutup.
Penghitungan jumlah spora dilakukan dengan bantuan mikroskop majemuk
perbesaran 400x. Jumlah spora dihitung dengan menggunakan 5 bidang atau
kotak sedang haemocytometer, lalu tiap bidang tersebut dihitung jumlah spora
padatiap kotak kecil dan dirata-ratanilainya. Setelah diketahui rata-rata spora
pada 5 bidang pandang haemocytometer, sporulasi jamur dihitung menggunakan

rumus sebagai berikut (Syahnen et al., 2014):

SRxKxF

Keterangan:

S = Jumlahspora (spora/ml)

R = Jumlah rata-rata spora pada 5 bidang pandang haemocytometer
K = Konstanta koefisien alat (2,5 x 10°)

F = Faktor Pengenceran yang dilakukan

3.4.3 Viabilitas Spora Terduga Mutan Jamur T. sayulitensis (A8)

Sebanyak 30 pl suspens spora diteteskan di atas media PDA yang mengandung
fungisida metil tiofanat dan diinkubasi selama 10-15 jam pada suhu ruang. Spora
mutan jamur T. sayulitensis (A8) diamati di bawah mikroskop majemuk dengan
perbesaran 400x. Spora dihitung berkecambah apabilatelah terbentuk tabung

kecambah yang panjangnya 2x diameter spora (Rosanti et al., 2014).
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Viabilitas spora dapat dihitung menggunakan rumus sebagai berikut
(Syahnen et al., 2014):

o Jumlah spora berkecambah
Viabilitas spora (%) = - - X 100%
Tota sporayang diamati

3.4.4 Patogenisitas Terduga Mutan Jamur T. sayulitensis (A8)

3.4.4.1 Penyediaan kumbang beras (Stophilus oryzae) sebagai serangga uji

Kumbang beras (S. oryzae) diperoleh dari beras yang sudah lamatersimpan di
rumah. Kumbang beras (S. oryzae) dipisahkan dan diambil dari berasnya dengan
menggunakan pinset lalu dimasukkan kedalam stoples yang berisi beras dan
dibawa ke Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian Unila. Satu

stoples kecil dimasukkan 20 kumbang beras.

3.4.4.2 Pembuatan suspensi spora mutan jamur T. sayulitensis (A8)
Cara pembuatan suspensi spora sama dengan metode yang dilakukan pada sub

bab 3.3.4.2.

3.4.4.3 Aplikas suspens sporamutan jamur T. sayulitensis (A8) pada
kumbang beras (S. oryzae)

Suspens mutan jamur T. sayulitensis (A8) yang telah diperoleh diaplikasikan

pada kumbang beras. Sebanyak 10 ml suspensi spora dimasukkan ke dalam

cawan petri. Sebanyak 20 Kumbang beras diambil dengan pinset lalu diletakkan

ke dalam cawan petri berisi suspensi mutan jamur T. sayulitensis (A8) dan
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didiamkan selama 1 menit. Kemudian kumbang beras diangkat dan ditiriskan
diatas kertas kering selanjutnya kumbang beras dimasukkan ke dalam

masing-masing stoples kecil yang berisi beras.

3.4.4.4 Tingkat mortalitas kumbang beras setelah aplikas terduga mutan jamur
T. sayulitensis (A8)

Pengamatan mortalitas kumbang beras dilakukan setiap hari sejak 1-8 hari setelah
aplikasi. Kumbang beras (S. oryzae) yang terinfeks terduga mutan jamur

T. sayulitensis (A8) dipisahkan dan diletakkan dalam cawan petri yang dilapisi
tisu lembap lalu diinkubasi di suhu ruang. Pengamatan kumbang beras (S. oryzae)
yang mati dilakukan terhadap kemunculan jamur pada permukaan tubuh. Jamur
yang tumbuh kemudian diisolasi dan diamati secara mikroskopis bertujuan untuk
memastikan kematian kumbang beras (S. oryzae) tersebut disebabkan oleh mutan
jamur T. sayulitensis (A8) yang telah diaplikasikan. Persentase mortalitas
kumbang beras (S.oryzae) dapat dihitung menggunakan rumus :

, Jumlah seranggauji yang mati
Mortalitas (%) = : — . X 100%
Total jumlah seranggauji yang diamati

3.5 Rancangan Percobaan dan Analisis Data

Pengujian pertumbuhan koloni, sporulasi dan viabilitas terduga mutan jamur
T. sayulitensis (A8) disusun dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan 7 perlakuan terdiri dari ABWTs, ABWFs, A8P1, A8P2, A8P3,

A8P4, dan A8BP5. Setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali.
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Pengujian patogenisitas terduga mutan jamur T. sayulitensis (A8) disusun dengan
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 7 perlakuan terdiri
A8BWTSs, TW, A8P1, A8P2, A8P3, A8P4, dan A8P5. Setiap perlakuan diulang

sebanyak 3 kali

Data yang diperoleh diuji homogenitas ragam nya dengan menggunakan uji
Barlett dan aditifitas data diuji menggunakan uji Tukey. Apabila asumsi
terpenunhi, dilanjutkan dengan uji ANARA. Jika berbeda nyata dilanjutkan

dengan uji Beda Nyata Terkecil atau (BNT) dengan taraf 5%.



V.SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan sebagai berikut :

1. Terduga mutan jamur isolat A8P5 (iradiasi sinar UV 35 menit) mempunyai
kemampuan sporulasi secara nyata lebih banyak daripada wild type pada media
tanpa fungisida, sedangkan untuk keempat isolat terduga mutan lainya
memiliki sporulasi yang sama dengan wild type pada media tanpa fungisida.
Terduga mutan isolat A8P5 (iradiasi sinar UV 35 menit) dan A8P2 (iradiasi
sinar UV 20 menit) juga memiliki daya kecambah lebih tinggi daripadawild
type pada media tanpa fungisida, sedangkan untuk isolat A8P1 (iradiasi sinar
UV 15 menit) memiliki persentase viabilitas yang sama dengan wild type pada

media tanpa fungisida.

2. Persentase mortalitas terduga mutan A8P5 (iradiasi sinar UV 35 menit)
terhadap kumbang beras (S. oryzae) secaranyatalebih tinggi daripadaisolat
jamur ABWTs (Wild type tanpa mediafungisida). Kumbang beras (S. oryzae)
yang terinfeksi terduga mutan jamur T. sayulitensis (A8) ditandal dengan
munculnya spora berwarna hijau menutupi permukaan tubuh kumbang beras

(S oryzae).



5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang
penyinaran UV yang lebih dari 35 menit pada jamur T. sayulitensis (A8) serta
pengecekan perubahan susunan DNA yang mungkin terjadi pada T. sayulitensis

(A8) tahan metil tiofanat.
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