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ABSTRAK

PENGARUH PENAMBAHAN KLOROFORM PADA BEBERAPA MEDIA
TERHADAP PERFORMA JAMUR Purpureocillium lilacinum

Oleh

Lisa Tri Sulistianingrum

Jamur Purpureocillium lilacinum merupakan jamur antagonis yang berperan
sebagai parasit telur nematoda puru akar. Jamur P. lilacinum dapat digunakan
sebagai bahan aktif bionematisida untuk mengendalikan nematoda parasit
tumbuhan. Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari pengaruh berbagai media
tumbuh yang ditambah kloroform terhadap pertumbuhan, sporulasi, dan viabilitas
spora jamur P. lilacinum. Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) faktorial (4 x4) yang diulang 5 kali. Faktor pertama adalah jenis media
(PDA, SDA, MEA, dan S) dan faktor kedua adalah kloroform (0; 0,1; 0,5; 1)
mI/100 ml media. Hasil penelitian menunjukkan bahwa jenis media dan kloroform
mempengaruhi pertumbuhan, sporulasi, dan viabilitas jamur P. lilacinum.
Pertumbuhan jamur P. lilacinum terbaik terjadi pada media MEA ditambah
kloroform 1 mL/100 mL media, sporulasi tertinggi terjadi pada media SDA tanpa
penambahan kloroform dan viabilitas tertinggi terjadi pada media MEA ditambah
kloroform 0,1 mL/100 mL media.

Kata kunci: Agensi hayati, bionematisida, Purpureocillium lilacinum
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pestisida kimiawi masih tetap menjadi pilihan utama petani dalam upaya
pengendalian hama maupun penyakit tanaman. Hal ini berdasarkan pada keefektifan
pestisida dalam mengendalikan organisme pengganggu tanaman (OPT), dan akses
bahan yang mudah. Setidaknya pestisida yang terdaftar dan diizinkan di Indonesia
mencapai 3.207 merek (Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 2017). Namun,
terlepas dari manfaat positifnya, penggunaan pestisida kimiawi dapat berdampak
buruk terhadap kesehatan dan lingkungan karena merupakan bahan kimia beracun
(Andesgur, 2017 dalam Dewi dkk., 2022). Oleh karena itu, perlu dicari alternatif

pengganti pestisida kimiawi untuk pengendalian hama dan penyakit tanaman.

Penggunaan agensia hayati dapat dijadikan sebagai salah satu alternatif pengganti
pestisida kimiawi untuk mengendalikan hama dan penyakit tanaman. Selama ini
belum ada laporan bahwa penggunaan agensia hayati untuk pengendalian hama dan
penyakit tanaman dapat menimbulkan masalah bagi kesehatan manusia dan
lingkungan. Salah satu agensia hayati yang dapat digunakan adalah jamur
Purpureocillium lilacinum, jamur ini dapat digunakan sebagai bahan aktif
bionematisida untuk mengendalikan nematoda parasit tumbuhan. Jamur P. lilacinum
merupakan jamur antagonis yang berperan sebagai parasit telur nematoda puru akar.
Pemanfaatan jamur P. lilacinum untuk pengendalian nematoda parasit tumbuhan
merupakan pilihan teknologi yang tepat untuk dikembangkan. Jamur ini efektif
sebagai agensia hayati karena sudah tersedia secara alami di alam dan mempunyai

habitat yang sama dengan nematoda parasit tumbuhan. Jamur P. lilacinum, tidak



berbahaya terhadap lingkungan, mudah diperbanyak pada media buatan dengan biaya
yang murah dan mudah diaplikasikan (Winarto dkk., 2018). Namun demikian, jamur
P. lilacinum jarang diaplikasikan petani karena kurang tersedia dalam bentuk kultur
jamur. Padahal diketahui bahwa jamur ini merupakan agensia hayati yang cocok
sebagai bahan aktif bionematisida yang bersifat memarasit telur nematoda puru akar
(Meloidogyne sp.) (Oktarina dkk., 2011 dalam Saputra dkk., 2021).

Perbanyakan jamur P. lilacinum merupakan upaya untuk meningkatkan ketersediaan
kultur jamur agensia hayati ini. Perbanyakan jamur ini juga merupakan salah satu
tahap penting dalam pembuatan bionematisida berbahan aktif jamur P. lilacinum.
Bagian tubuh jamur P.lilacinum hasil perbanyakan yang digunakan sebagai bahan
aktif bionematisida dapat berupa miselium, spora ataupun konidia. Bagian tubuh

jamur ini dicampur dengan bahan pembawa dalam suatu formulasi bionematisida.

Berbagai jenis media dapat digunakan untuk perbanyakan jamur P. lilacinum.
Pemilihan media tumbuh yang sesuai penting dilakukan untuk mendapatkan
pertumbuhan jamur yang baik. Media tumbuh berbasis agar paling banyak digunakan
dalam perbanyakan jamur P. lilacinum, diantaranya Potato Dextrose Agar (PDA),
Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Malt Extract Agar (MEA), dan Media S. Media
PDA umum digunakan untuk pertumbuhan jamur di laboratorium karena memiliki
pH yang rendah (4,5 — 5,6), sehingga menghambat pertumbuhan bakteri yang
membutuhkan lingkungan yang netral dengan pH 7,0 dan suhu optium untuk

pertumbuhan antara 25-30°C (Aini dan Rahayu, 2018). Media SDA merupakan media

yang mengandung 4% glukosa, diperkaya untuk meningkatkan sporulasi jamur. MEA
adalah media yang mengandung karbon, protein dan sumber nutrisi untuk

pertumbuhan jamur. Media S terdiri dari CaCO3 atau kalsium karbonat, sukrosa, dan
agar. Kalsium karbonat berfungsi untuk mengatur pH dan dibutuhkan untuk sporulasi

jamur (Nuryati dan Sujono, 2017).



Pemilihan media tumbuh dalam perbanyakan jamur dimaksudkan untuk mendapatkan
media tumbuh yang memberi hasil pertumbuhan jamur yang terbaik. Pertumbuhan
jamur yang baik diindikasikan oleh pertumbuhan koloni, pembentukan dan daya
kecambah spora yang tinggi. Lingkungan menjadi salah satu faktor yang dapat
mempengaruhi pertumbuhan jamur. Kloroform merupakan senyawa yang dapat
dijadikan sebagai pemicu terjadinya stres pada jamur atau jamur tertekan. Stres inilah
yang biasanya disebut stres osmotik yang kerap terjadi pada mikroorganisme, seperti
jamur. Adanya stress osmotik dapat meningkatkan pertumbuhan jamur. Tingkat dan
hasil konidia secara signifikan lebih tinggi dibawah tekanan osmotik daripada tanpa

adanya tekanan osmotik (Liu et al., 2021).

Aplikasi kloroform pada media tumbuh diduga menyebabkan stress dan mampu
mempengaruhi performa jamur P. lilacinum. Berdasarkan hal tersebut maka perlu
dilakukan penelitian mengenai pengaruh jenis media dan penambahan kloroform
terhadap performa jamur P. lilacinum, meliputi, pertumbuhan, sporulasi dan
viabilitas. Dari informasi tersebut, beberapa pertanyaan penelitian yang perlu dijawab
adalah :1) bagaimana pengaruh media terhadap pertumbuhan koloni, sporulasi, dan
viabilitas jamur P. lilacinum?, dan 2) apakah penambahan klorofom pada beberapa
media tumbuh dapat meningkatkan pertumbuhan sporulasi dan viabilitas spora jamur

P.lilacinum?

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian adalah untuk mempelajari:

1. Pengaruh berbagai media tumbuh terhadap pertumbuhan koloni, sporulasi, dan
viabilitas spora jamur P. lilacinum,

2. Pengaruh konsentrasi kloroform yang ditambahkan pada media tumbuh terhadap
pertumbuhan koloni, sporulasi, dan viabiltas jamur P. lilacinum,

3. Pengaruh interaksi jenis media dan kloroform yang ditambahkan terhadap

pertumbuhan koloni, sporulasi, dan viabilitas jamur P. lilacinum.



1.3 Kerangka Pemikiran

Purpureocillium lilacinum merupakan jamur parasit telur, larva dan dewasa nematoda
puru akar yang efektif dalam mengendalikan nematoda parasit tumbuhan pada
berbagai jenis tanaman. Jamur P. lilacinum telah banyak digunakan sebagai agensia
pengendalian hayati karena jamur ini bersifat kosmopolitan dan mampu mengkoloni
bahan organik sisa tanaman dan bahan lainnya di dalam tanah (Mulyadi, 1991 dalam
Fiandani, 2019). Selain itu, spesies jamur ini juga dapat berperan sebagai endofit
padatanaman dengan menunjukkan kemampuannya untuk mengkolonisasi tanaman
(Baron et al., 2020).

Berbagai media tumbuh berbasis agar merupakan media yang baik untuk
menumbuhkan jamur P. lilacinum. Media PDA terbuat dari ekstrak kentang dengan
penambahan sumber karbohidrat berupa dextrose, karbohidrat merupakan salah satu
syarat nutrisi media untuk menumbuhkan jamur. Menurut Rohmi dkk. (2019), media
PDA mampu menumbuhkan jamur Aspergillus niger dengan diameter
pertumbuhannya mencapai 43,5 mm dengan sporulasi lebat dan miselium tebal.
Selain PDA, media SDA juga sering digunakan untuk menumbuhkan jamur, media
ini mengandung 4% glukosa yang dapat memberikan pertumbuhan jamur yang baik.
SDA adalah media subkultur jamur, yang diperkaya untuk meningkatkan sporulasi
khas dan memberikan morfologi koloni jamur A. flavus yang lebih berkarakteristik
(Nuryati dan Sujono, 2017). MEA merupakan media sintetik yang kaya nutrisi dan
digunakan untuk menumbuhkan jamur. Nurbaya dkk. (2014), menyebutkan bahwa
media MEA mampu menumbuhkan jamur Fusarium sp. dengan rata-rata diameter
pertumbuhan 8,27 cm pada akhir pengamatannya, dan spora tertinggi rata-rata
mencapai 7,72 x 108 spora/mL. Media S merupakan media yang terdiri dari kalsium
karbonat (CaCO3), sukrosa, dan juga agar. Kalsium karbonat dapat digunakan dalam
media S sebagai media yang biasa digunakan untuk sporulasi dan memproduksi spora
jamur (Rochman, 2015). Dari informasi ini dapat diketahui bahwa media tumbuh
jamur berbasis agar yang mengandung nutrisi berbeda memiliki kemampuan yang

bervariasi dalam menumbuhkan jamur.



Pertumbuhan koloni dan sporulasi jamur P. lilacinum tidak hanya dipengaruhi oleh
kandungan nutrisi media tumbuh, tetapi juga oleh faktor lain, yaitu kondisi
lingkungan. Kloroform merupakan senyawa yang dapat mengakibatkan jamur
mengalami stres terhadap lingkungannya. Beberapa laporan menyebutkan bahwa
tekanan lingkungan dapat mempengaruhi performa jamur. Penambahan NaCl, KCI,
dan Surbitol pada media PDA dapat mempengaruhi perkecambahan konidia dibawah
tekanan lingkungan (Liu et al., 2021). Gajewska et al. (2022) juga menyatakan bahwa
jamur yang berada pada lingkungan yang bersifat toksik akan dapat meningkatkan
ketahanan dirinya. Aplikasi logam berat pada jamur Oomycetes yang bersifat
patogen, dapat menjadikan jamur tersebut lebih kuat dan dapat bertahan terhadap

bahan kimia lain yang masuk ke dalam lingkungan jamur.

Beberapa tekanan lingkungan berdampak negatif terhadap performa jamur, namun
terdapat juga dampak positifnya. Seperti pada penelitian yang dilakukan oleh
Rahmawati (2022), dengan menambahkan insektisida Deltametrin pada media PDA
dapat meningkatkan viabilitas spora B. bassiana. Millenia (2022) melaporkan bahwa
penambahan fungisida Mankozeb dapat meningkatkan viabilitas pada jamur

Trichoderma asperellum.

1.4 Hipotesis
Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Jenis media tumbuh mempengaruhi pertumbuhan koloni, sporulasi, dan viabilitas
jamur P.lilacinum,

2. Penambahan kloroform pada media tumbuh berpengaruh terhadap pertumbuhan
koloni,sporulasi, dan viabilitas jamur P. lilacinum,

3. Interaksi jenis media dan penambahan kloroform mempengaruhi pertumbuhan

koloni, sporulasi, dan viabilitas jamur P. lilacinum.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Jamur Purpureocillium lilacinum

Genus Purpureocillium dalam famili Ophiocordycipitaceae diusulkan oleh Luangsa
pada tahun 2011, P. lilacinum ditetapkan sebagai spesies dari genus Paecilomyces.
Spesies ini dinominasikan sebagai Penicillum lactum oleh Tom pada tahun 1901 dan
kemudian direvisi menjadi Paecilomyces lilacinus oleh Samson pada tahun 1974.
Setelah membandingkan gen 18S Rrna Intenal transchbed spacer dan faktor elongasi
translasi parsial skuens 1-a dengan P. lilacinus, Luangsa-Ard mengusulkan nama
genus baru yaitu Purpureocillium dan membuat kombinasi baru menjadi
Purpureocillium lilacinum pada tahun 2011 (Chen and Hu, 2021). Menurut Luangsa

et al. (2011) Klasifikasi dari jamur P. lilacinum adalah sebagai berikut:

Kingdom : Fungi

Divisi :Ascomycota

Kelas . Sordariomycetes

Ordo : Hypocreales

Famili : Ophiocordycipitcaceae
Genus : Purpureocillium

Spesies : Purpureocillium lilacinum

Jamur P. lilacinum merupakan hyphomycete tanah yang tersebar luas dan mampu
melakukan aktivitas saprofit di berbagai habitat, termasuk ladang pertanian, hutan,
padang rumput, dan gurun. P. lilacinum dilaporkan memarasit atau endofit di dalam
organisme inang seperti nematoda. P.lilacinum menginfeksi telur dan betina
Meloidogyne spp. dan menyebabkan kematian embrio nematoda dalam 5-7 hari
(Prasad et al., 2015).



2.2 Morfologi Jamur Purpureocillium lilacinum

Jamur P. lilacinum berasal dari filum Ascomycota. P. lilacinum yang sebelumnya
bernama Paecilomyces lilacinus adalah jamur berfilamen saprotrofit (Banguenab and
Sibani, 2020). Koloni P. lilacinum berkembang menjadi 5-7 cm dalam waktu 7-14
hari pada suhu 25°C pada media PDA. Koloni berwarna putih dan berubah menjadi
ungu. Konidiofor terbentuk dengan panjang 400-600 pm. Hifa vegetatif hialin, lurus
dan lebar dengan ukuran 5,0-4,0 um. Cabang verticillate muncul dengan lingkaran 2-
4 um. Phialides berbentuk silindris atau elips dibagian basal yang membengkak,
menyempit secara tiba-tiba menjadi leher pendek dengan lebar sekitarl pum dan
berukuran 8,4-13,5 x 1,9-3,1 um. Konidia terbentuk dalam rantai divergen, yang
kadang-kadang menjadi sedikit kasar hingga fusiform elips, berdinding halus hingga
sedikit kasar. Jamur P. lilacinum tidak memiliki chlamydospora (Kepenekci dkk.,
2015).

2.3 Media Pertumbuhan Jamur

Media berfungsi untuk mengisolasi, menumbuhkan, memperbanyak jumlah, menguiji
sifat-sifat fisiologi, dan menghitung jumlah mikroba. Proses pembuatan media harus
steril dan menerapkan metode aseptis untuk menghindari kontaminasi (Revimannan
dkk., 2014). Menurut Suarjana dkk. (2017) media disusun berdasarkan komponen-
komponen penting yang diperlukan oleh mikroorganisme seperti mineral,karbohidrat,
asam amino, pH, dan air. Secara komersial media diformulasikan sedemikian rupa
sehingga dapat digunakan untuk isolasi dan identifikasi suatu mikroorganisme. Media
pertumbuhan jamur yang sering digunakan diantaranya yaitumedia PDA (Potato
dextrose agar), SDA (Sabouraud dextrose agar), MEA (Malt extract agar), dan S

medium.



2.3.1 Media PDA (Potato Dextrose Agar)

PDA (Potato Dextrose Agar) adalah media yang umum untuk pertumbuhan jamur di
laboratorium karena memilki pH yang rendah (pH 4,5 - 5,6) sehingga menghambat
pertumbuhan bakteri yang membutuhkan lingkungan yang netral yaitu pH 7,0 dan
suhu optimum untuk pertumbuhan antara 25-30°C. Berdasarkan komposisinya PDA
termasuk dalam media semi sintetik karena tersusun atas bahan alami (kentang) dan
bahan sintesis (dextrose dan agar). Kentang merupakan sumber karbon (karbohidrat),
vitamin dan energi, dextrose sebagai sumber gula dan energi, selain itu komponen
agar berfungsi untuk memadatkan medium PDA. Masing-masing dari ketiga
komponen tersebut sangat diperlukan bagi pertumbuhan dan perkembangbiakkan

mikroorganisme terutama jamur (Octavia dan Wantini, 2017).

2.3.2 Media SDA (Sabouraud Dextrose Agar)

Media SDA (Sabouraud Dextrose Agar), merupakan media yang digunakan untuk
mengisolasi jamur. Media SDA berbentuk padat (solid) dan tersusun dari bahan
sintetis. Komposisi media SDA yaitu mycological pepton, dextrose atau glukosa dan
agar. Mycological pepton berfungsi menyediakan nitrogen dan sumber vitamin yang
diperlukan untuk pertumbuhan mikroorganisme dalam media SDA, glukosa sebagai
sumber energi dan agar berfungsi sebagai bahan pemadat. Kebanyakan jamur
terdapat di alam dan tumbuh dengan cepat pada sumber nitrogen dan karbohidrat
yang sederhana. Secara tradisional, agar sabouraud yang mengandung glukosa dan
pepton modifikasi (pH 7,0), banyak dipakai karena tidak cepat mendorong
pertumbuhan bakteri (Tong et al., 2022).

2.3.3 .Media MEA (Malt Extract Agar)

MEA merupakan media pertumbuhan yang digunakan dengan tujuan umum untuk
mengisolasi dan memperbanyak jamur. MEA berdasarkan formula yang
direkomendasikan oleh Thom and Chrunch (1926), mengandung formulasi yang tepat



dari karbon, protein dan sumber nutrisi yang penting untuk pertumbuhan jamur. MEA
mengandung peptone yang menyediakan sumber asam amino bergizi dan senyawa
nitrogen untuk pertumbuhan jamur, pH diatur menjadi sekitar 5,5 untuk
meningkatkan pertumbuhan jamur dan untuk sedikit menghambat pertumbuhan
bakteri yang biasa ditemukan sebagai kontaminan lingkungan (Shing et al., 2022).

2.3.4 Media S

Media S merupakan media yang terdiri dari CaCO3, sucrose, agar, dan akuades.
Media ini sering digunakan untu merangsang sporulasi jamur. Ca dapat diperoleh dari
kalsium karbonat yang memiliki rumus kimia CaCO3, sucrose sebagai sumber energi

dan agar sebagai bahan pemadat pada media (Masefa dkk., 2016).

2.4. Kloroform

Kloroform atau CHCI3 merupakan hasil dari reaksi substitusi metana, berwujud cair,
berbau, mudah menguap, mudah terbakar dan membius, sukar larut dalam air tetapi
mudah larut dalam alkohol atau eter. Kloroform sering digunakan sebagai obat bius.
Obat bius hirup kloroform adalah salah satu obat bius yang cukup ampuh,
menjadikan seseorang tidak sadar dalam waktu yang cukup cepat. Secara medis,
bahan ini digunakan sebagai penanganan pertama untuk melakukan anestesi secara
total (Salirawati, 2015). Kloroform merupakan bahan beracun yang dapat
menimbulkan keracunan dan bersifat bahaya terhadap kesehatan manusia atau
mahluk hidup lainnya termasuk jamur (Utomo, 2012). Kloroform akan
mempengaruhi lingkungan jamur menjadi tertekan. Dengan adanya tekanan tersebut
akan berdampak pada performa jamur meliputi pertumbuhan, sporulasi, dan

viabilitas.



10

2.5 Tekanan Lingkungan dan Performa Jamur

Tekanan lingkungan merupakan penyebab jamur mengalami stres sehingga akan
berdampak bagi performa jamur (Idnurm, 2021). Jamur yang mengalami tekanan
lingkungan diduga akan mempengaruhi pertumbuhan spora, seperti cepat atau
lambatnya pembentukan spora dan viabilitasnya. Menurut Liu et al. (2021), stres
osmotik merupakan kondisi yang sering dihadapi oleh mikroorganisme.Saat
mengalami stres, jamur memulai serangkaian proses pemrograman ulang untuk
beradaptasi dengan perubahan lingkungan. Misalnya, di bawah kondisi stres hiper
osmotik, hifa dari Glomus intraradicest tumbuh dalam hifa melengkung bukan hifa
yang lurus khas dan spora menjadi menurun secara signifikan. Jamur Ashbya gosiipii
mengalami laju pertumbuhan dan biomassa menurun secara signifikan pada media
agar yang ditambah NaCl. Menurut Gajewska et al. (2022) perubahan pertumbuhan
miselium dan morfologi miselium jamur adalah efek dari toksisitas dari senyawa yang
terdapatdi sekitar jamur. Seperti yang terjadi pada jamur Bortrytis cinereai dan
Phytophthora infestans, jamur ini mengalami perubahan viabilitas dan sporulasi

akibat adanya pencemaran logam berat di sekitar lingkungannya.



I11. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Peneitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari-September 2023 di Laboratorium

Bioteknologi Fakultas Pertanian Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah tabung erlenmayer, cawan petri,
jarum ose, bunsen, botol, gelas beaker, bor gabus, haemocytometer, mikroskop,
microwave, pH meter, shaker, drigalsky, autoklaf, botol semprot, dan Laminar Air
Flow (LAF).

Bahan yang digunakan meliputi isolat jamur Purpureocillium lilacinum, kloroform,
alkohol, akuades, asam laktat, agar batang, kentang, plastik wrap, alumunium foil,
ekstrak malt, CaCQO3, dextrose, dan Sabouraud Dextrose Agar.

3.3. Rancangan Percobaan

Penelitian ini dilaksanakan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial
(4 x 4) dengan dua faktor. Faktor pertama yaitu jenis media yang terdiri dari 4 jenis
dan faktor kedua yaitu penambahan kloroform pada media, yang masing-masing
terdiri dari 4 taraf konsentrasi sehinggadidapati 16 kombinasi (Tabel 1). Setiap

kombinasi perlakuan diulang 5 kali sehinggatotalnya ada 80 satuan percobaan.
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Faktor pertama jenis media:
M1 = Media PDA

M2 = Media SDA

M3 = Media MEA

M4= Media S

Faktor kedua penambahan kloroform dengan 4 taraf konsentrasi
PO = Tanpa kloroform

P1 =1 mL kloroform/100 mL media

P2 = 0,5 mL kloroform/100 mL media

P3 =0,1 mL kloroform/100 mL media

Tabel 1. Kombinasi jenis media tumbuh jamur dan penambahan kloroform
Konsentrasi kloroform

Jenis media

PO P1 P2 P3
M1 M1PO MIP1 M1P2 M1P3
M2 M2P0O M2P1 M2P2 M2P3
M3 M3PO M3P1 M3P2 M3P3
M4 M4P0O M4P1 M4pP2 M4P3

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Pembuatan Media PDA, SDA, MEA, S

MEDIA PDA

Media PDA dibuat dari bahan-bahan yaitu kentang, dextrose, dan agar. Kentang
sebanyak 200 g direbus menggunakan akuades sebanyak 1000 mL, air rebusan
kentang kemudian dimasukan ke dalam tabung Erlenmeyer yang sudah berisi agar
batang sebanyak 20 g, dan dextrose sebanyak 20 g. Erlenmeyer selanjutnya ditutup
menggunakan kertas alumunium foil lalu disterilkan menggunakan autoklaf pada
tekanan 1 atm dan suhu 121°C selama 15 menit. Setelah suhunya turun yaitu hangat

ditambahkan sebanyak 1,4 mL asam laktat.
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MEDIA SDA

Media SDA dibuat dari bahan-bahan yaitu sabouraud, dextrose dan agar. Sebanyak
65 g SDA HIMEDIA®, dan 2 g agar, dimasukan ke dalam tabung Erlenmeyer
kemudian ditambahkan 1000 mL akuades. Setelah itu, tabung ditutup dengan kertas
alumunium foil lalu dihomogenkan, kemudian media disterilkan menggunakan
autoklaf pada tekanan 1 atm dan suhu 121°C selama 15 menit. Setelah hangat, media

ditambahkan 1,4 mL asam laktat.

MEDIA MEA

Media MEA dibuat dari bahan Malt ekstrak dan agar. Sebanyak 50 g MEA
HIMEDIA® bubuk, dimasukkan ke dalam tabung Erlenmeyer yang sudah diisi agar
sebanyak 2 g, lalu ditambah 1000 mL akuades. Setelah itu tabung ditutup dengan
kertas alumunium foil lalu dihomogenkan, kemudian disterilkan menggunakan
autoklaf pada tekanan 1 atm dan suhu 121°C selama 15 menit. Setelah hangat media

ditambahkan sebanyak 1,4 mL asam laktat.

MEDIA S

Media S padat dibuat dari bahan-bahan yaitu, CaCOs3, sukrosa dan agar. Sebanyak 20
g sukrosa, 30 g CaCOs, dan 20 g agar, dimasukkan ke dalam tabung Erlenmeyer,
kemudian ditambahkan 1000 mL akuades. Media dihomogenkan dan pHnya diatur
menggunakan larutan KOH sebagai larutan asam dan NaOH sebagai larutan basa
hingga mencapai 7,4 pengukuran pH menggunakan pH meter. Setelah itu tabung
ditutup dengan kertas alumunium foil kemudian disterilkan menggunakan autoklaf
pada tekanan 1 atm dan suhu 121°C, selama 15 menit. Media S cair dibuat dengan
komposisi yang sama dengan media S padat, yang membedakan hanyalah media S
cair tidak menggunakan bahan agar. Media S cair yang telah disterilkan
menggunakan autoklaf, dimasukan ke dalam tabung reaksi sebanyak 10 mL

menggunakan mikropipet, lalu dikocok menggunakan shaker selama 72 jam.
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3.4.2 Penambahan Kloroform pada Media

Sebelum ditambah kloroform, media dibagi menjadi 10 botol, masing-masing botol
berisi 100 mL media. Pembagian media ini dilakukan di dalam laminar air flow
(LAF). Media dalam botol ditambah kloroform sesuai konsentrasi yaitu 0; 1; 0,1 dan
0,5 mL tiap 100 mL media. Selanjutnya media dituang ke dalam cawan petri, kecuali
media S cair yang dituang ke dalam tabung reaksi sebanyak 10 mL.

3.4.3 Inokulasi Jamur pada Media Tumbuh

Isolat P. lilacinum dalam kultur berumur kurang lebih 7 hari diambil menggunakan
bor gabus berdiameter 5 mm. Potongan isolat jamur pada bor gabus kemudian
diinokulasikan di tengah cawan petri yang berisi media tumbuh. Cawan petri ditutup
rapat menggunakan plastik wrap kemudian diberi label lalu diinkubasi selama 7 hari

pada suhu ruang.

3.4.4. Pembuatan Suspensi Spora Jamur

Spora jamur P. lilacinum pada masing-masing media yang berumur 14 HSI dipanen
dengan cara menambahkan 10 mL larutan 0,01% Tween 80 steril, sebagai bahan
perata. Spora dilepaskan dari media dengan menggunakan drigalsky dengan hati-hati
agar media tidak terbawa dalam suspensi. Kemudian suspensi dimasukan ke dalam
tabung reaksi dan diaduk menggunakan rota mixer agar homogen. Kerapatan spora

dihitung pada pengenceran 102 spora/mL.
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3.5 Pengamatan jamur

Variabel yang diamati yaitu pertumbuhan jamur yang meliputi penampakan dan

penambahan luas koloni, jumlah spora, dan perkecambahan spora.

3.5.1 Pengukuran pertumbuhan koloni jamur

Jamur yang akan diamati berasal dari jamur hasil koleksi dari Laboratorium

Bioteknologi Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Lampung (Gambar 1).

Gambar 1. Jamur P.lilacinum koleksi Laboratorium Bioteknologi Pertanian
Universitas Lampung pada media Potato Dextrose Agar yang berumur 14
HIS.

Pertumbuhan koloni jamur diamati dengan menggaris cawan secara vertikal dan
horizontal menggunakan penggaris (Gambar 2). Pengamatan dilakukan dengan
mengukur diameter koloni jamur pada garis vertikal dan horizontal. Pengamatan ini

dilakukan setiap dua hari sekali sejak satu hari setelah inokulasi hingga 14 hari.

d1l

Gambar 2. Pola garis pada cawan yang diamati.
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Rumus menghitung diameter koloni jamur:

_dl+d?
D=—
Keterangan:

D = Diameter koloni jamur (cm),
d1 = Diameter vertikal koloni jamur (cm),
d2 = Diameter horizontal koloni jamur (cm).

3.5.2 Sporulasi Jamur

Pengamatan sporulasi jamur P. lilacinum dilakukan dengan cara mengambil 25 pL
suspensi spora kemudian diteteskan pada Haemocytometer dan diamati dengan
mikroskop majemuk pada perbesaran 400x. Penghitungan spora dilakukan dengan
cara menentukan 5 kotak pada haemocytometer, spora pada setiap kotak dihitung lalu
dicari rata-ratanya. Kerapatan spora dihitung menggunakan rumus Syahnen dkk.
(2014) sebagai berikut:

S=RxKxF

Keterangan:

S = Kerapatan spora,

R = Jumlah rata-rata banyaknya spora tiap kotak dari 5 kotak yang diamati pada
Haemocytometer,

K = Konstanta koefisien alat (2,5 x 10°),

F = Faktor pengenceran.

3.5.3 Viabilitas Spora Jamur

Pengamatan viabilitas jamur dilakukan setelah pengamatan sporulasi. Sebanyak 25 pL
suspensi spora yang didapatkan dari sebagian suspensi pengamatan sporulasi
diteteskan pada media PDA, SDA, MEA, dan S, yang telah diberi kloroform dengan

konsentrasi sesuai dengan perlakuan dalam cawan petri. Suspensi spora diteteskan
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pada 3 titik yang berbeda, kemudian diinkubasi selama 10 jam. Setelah itu, spora
diamati di bawah mikroskop pada perbesaran 400x. Spora dinyatakan sebagai spora
berkecambah apabila panjang buluh kecambah berukuran 2x panjang diameter spora
(Rosanti dkk., 2014).

Viabilitas spora dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

. . Jumlah spora vang berkecambah )
Viabilitas (%)= , : X 100%
Total spora vang diamati

3.6 Analisis Data

Data diameter koloni, sporulasi, serta perkecambahan diuji kehomogenitasnya dengan
Uji Barlet dan keaditifitasannya dengan Uji Tukey. Data yang bersifat homogenya
dan aditif dianalisis ragam (ANARA). Jika hasil analisis menunjukkan nyata maka
dilanjutkan dengan pemishan nilai tengah dengan uji Duncans’s Multiple Range Test

(DMRT). Semua analisis statistik menggunakan taraf nyata 5%.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan sebagai berikut:

1.

Media mempengaruhi diameter koloni, sporulasi dan viabilitas spora jamur
Purpureocillium lilacinum dengan pertumbuhan diameter koloni terpanjang
terjadi pada media MEA, sporulasi tertinggi terjadi pada media PDA dan
viabilitas spora terbesar terjadi pada media MEA.

Penambahan kloroform pada media mempengaruhi diameter koloni, sporulasi dan
viabilitas jamur Purpureocillium lilacinum, diameter koloni terpanjang pada
media MEA ditambah 1 mL kloroform/100 mL media. Sporulasi tertinggi pada
media PDA tanpa kloroform dan viabilitas spora terbesar pada media MEA
ditambah kloroform 0,5 mL/100 mL media.

Interaksi antara media dan kloroform mempengaruhi pertumbuhan koloni dengan
diameter koloni terbaik pada media MEA ditambah 1 mL/100 mL media,
sporulasi terbaik pada media PDA tanpa kloroform dan viabilitas terbaik pada
media MEAditambah kloroform 0,5 mL/100 mL media.

5.2 Saran

Penulis memberikan saran kepada peneliti berikutnya untuk menguji pengaruh media

serta kloroform terhadap pertumbuhan, sporulasi dan viabilitas pada jamur agensia

hayati lain.
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