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ABSTRAK

KARAKTERISASI, IDENTIFIKASI, DAN UJI KEMAMPUAN JAMUR
ENDOFIT TANAMAN TEBU SEBAGAI ENTOMOPATOGEN
PENGGEREK BATANG TEBU

Oleh

QANNITHA SHAFFA JULIEBE SUBROTO

Pengendalian hayati menggunakan jamur endofit merupakan salah satu pilihan
pengendalian yang baik untuk menekan populasi Chilo auricilius. Hingga saat ini
belum ada laporan mengenai jamur endofit tanaman tebu yang berperan sebagai
entomopatogen C. auricilius di Lampung. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui karakter dan identitas isolat jamur endofit tanaman tebu serta tingkat
patogenisitasnya terhadap C. auricilius. Penelitian dilaksanakan dari Agustus
sampai Desember 2024 di Laboratorium Hama, PT Gunung Madu Plantation
(GMP) dan Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa pertumbuhan koloni, sporulasi, dan viabilitas
tertinggi dihasilkan oleh isolat G3D1.1 dengan kerapatan spora sebesar 15,5 x 107
dan viabilitas 96,41%. Hasil patogenisitas tertinggi (terhadap C. auricilius)
dihasilkan oleh isolat G3D2.5 (66,67%), diikuti oleh isolat G3D3.2 (35%) dan isolat
G3DI.1 (18,33%). Hasil uji PGPF menunjukkan bahwa isolat G3D1.1 merupakan
isolat yang menunjukkan kemampuan sebagai PGPF, tetapi tidak untuk isolat
G3D2.5 dan G3D3.2. Temuan ini menunjukkan ketiga isolat memiliki potensi besar
sebagai agen pengendali hayati dengan mekanisme aksi yang beragam. Isolat
G3D2.5 merupakan isolat yang direkomendasikan untuk diaplikasikan di lapangan
sebagai agens pengendali hayati penggerek batang tebu. Isolat G3D1.1 merupakan
isolat yang direkomendasikan sebagai pemacu pertumbuhan tanaman tebu.
Berdasarkan hasil identifikasi molekuler, isolat G3D1.1, G3D2.5, dan G3D3.2
merupakan spesies Trichoderma asperellum, Beauveria bassiana, dan Penicillium
javanicum.

Kata kunci: jamur endofit, entomopatogen, Chilo auricilius, Trichoderma
asperellum, Beauveria bassiana.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kebutuhan gula terus meningkat setiap tahunnya seiring dengan pertambahan
jumlah penduduk Indonesia. Tanaman tebu (Saccharum officinarum L.)
merupakan bahan baku utama pada industri gula di Indonesia (Azmie dkk., 2019).
Lampung merupakan salah satu provinsi yang menjadi produsen gula terbesar di
Indonesia. Namun, berdasarkan data Badan Pusat Statistik (2024), produksi gula
di Indonesia mengalami fluktuasi pada periode tahun 2020 hingga 2023. Pada
tahun 2020, produksi gula mencapai 2,12 juta ton, kemudian meningkat menjadi
2,35 juta ton pada tahun 2021 dan 2,40 juta ton pada tahun 2022, tetapi kembali

menurun menjadi 2,23 juta ton pada tahun 2023.

Salah satu faktor yang menyebabkan produktivitas tebu tidak optimal adalah
serangan hama dan penyakit. Salah satu hama utama pada tanaman tebu yang
dapat menyebabkan kerugian ekonomi tinggi adalah penggerek batang tebu
berkilat (Chilo auricilius Dudgeon). Menurut Singh et al. (2019), C. auricilius
dapat menyebabkan penurunan produksi tebu yang signifikan. Serangan hama ini
memengaruhi kandungan gula yang dihasilkan, dengan kehilangan hasil hingga

33% karena penurunan kadar sukrosa sebesar 20,4%.

Pengendalian hama dapat dilakukan dengan metode kimiawi, fisik, mekanik, dan
biologis. Penggunaan musuh alami mencakup predator, parasitoid, dan
entomopatogen telah diterapkan dalam pengendalian hama terpadu (PHT) (Putera
dkk., 2018). Salah satu jenis musuh alami yang banyak digunakan pada

perkebunan tebu untuk mengendalikan hama C. auricilius adalah parasitoid



Trichogramma chilonis (Sudarsono, 2011). Namun keberhasilan dalam
penggunaan parasitoid ini belum optimal, sehingga masih diperlukan upaya

dengan cara lain.

Pengendalian hama menggunakan jamur endofit dapat menjadi pilihan dalam
upaya menekan C. auricilius. Metode pengendalian ini memiliki beberapa
keunggulan dibandingkan dengan metode pengendalian dengan menggunakan
musuh alami lainnya. Entomopatogen endofit mampu hidup di dalam tubuh
tanaman, sehingga tidak perlu bersaing dalam ekosistem yang kompleks. Selain
itu, jamur endofit juga dapat berperan dalam memacu pertumbuhan tanaman

melalui metabolit sekunder (Mantzoukas et al., 2022a).

Hingga saat ini, belum ada laporan mengenai jamur endofit tanaman tebu yang
berperan sebagai entomopatogen hama penggerek batang tebu di Lampung.
Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung,
memiliki koleksi jamur endofit hasil eksplorasi dari tanaman tebu yang mungkin
memiliki kemampuan entomopatogen. Isolat-isolat tersebut perlu diuji untuk

mengetahui potensinya dalam mengendalikan hama penggerek batang tebu.

1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengetahui karakter dan identitas isolat jamur endofit tanaman tebu yang
berpotensi sebagai entomopatogen hama penggerek batang tebu, dan

2. Mengetahui tingkat patogenisitas isolat jamur endofit pada penggerek batang
tebu.

1.3 Kerangka Pemikiran

Jamur endofit dapat ditemukan di berbagai bagian tanaman, seperti daun, bunga,
ranting, dan akar. Jamur ini hidup di dalam jaringan tanaman tanpa menyebabkan
kerugian. Umumnya, jamur endofit menghasilkan senyawa bioaktif dan metabolit
sekunder yang bermanfaat. Annisyah et al. (2023) melaporkan bahwa terdapat

jamur endofit yang berasosiasi dengan famili Poaceae, yaitu jagung. Isolat yang



ditemukan antara lain Trichoderma sp., Aspergillus sp., Gliocladium sp.,
Cladosporium sp., dan Rhizoctonia sp. yang terbukti memiliki aktivitas

entomopatogen terhadap larva Spodoptera litura.

Trizelia et al. (2023) melaporkan bahwa jamur endofit yang didapatkan dari
batang padi varietas IR42 dan Cisokan di Padang, Sumatera Barat dapat
mengendalikan wereng batang coklat (Nilaparvata lugens). Isolat-isolat jamur
endofit tersebut diuji patogenesitasnya terhadap larva Tenebrio molitor dan
menunjukkan bahwa isolat dari genus Aspergillus, Trichoderma, dan Beauveria
berperan sebagai entomopatogen. Mortalitas tertinggi terjadi pada fase nimfa

(53,33%) dan imago (34,99%).

Wijaya (2023) melaporkan bahwa jamur endofit dari tanaman padi dan jagung
berperan sebagai entomopatogen Spodoptera frugiperda. Aplikasi jamur endofit
pada larva S. frugiperda menyebabkan abnormalitas pupa dan imago serta
peningkatan mortalitas larva sebesar 28,89%. Selain itu, jamur endofit ini juga
mengurangi aktivitas makan larva S. frugiperda. Dengan demikian, besar
kemungkinan jamur endofit dari tanaman tebu dapat berperan sebagai

entomopatogen pada hama utama tebu C. auricilius.

1.4 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, hipotesis penelitian ini

adalah sebagai berikut:

1. Isolat jamur endofit tanaman tebu memiliki karakter dan identitas yang
berbeda-beda, dan

2. Isolat jamur endofit tanaman tebu berperan sebagai entomopatogen penggerek

batang tebu.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Tebu

Tanaman tebu (Saccharum officinarum) tergolong tanaman jenis rumput-
rumputan yang termasuk dalam famili Poaceae. Air dari batang tanaman tebu
merupakan bahan baku utama dalam pembuatan gula dan vetsin. Batang tebu
tumbuh tegak dengan uas-ruas yang jelas, sementara daunnya berbentuk pita
menyerupai busur panah dan tersusun secara berseling di kanan dan kiri batang.
Seperti tanaman jagung yang berasal dari famili yang sama, daun tebu juga
memiliki pelepah dan tak bertangkai, dengan tulang daun sejajar dan bagian
tengah berlekuk. Tanaman tebu hanya dapat tumbuh optimal di daerah tropis
dengan ketinggian 0-600 mdpl (Nurcahyo dkk., 2018).

Klasifikasi tanaman tebu menurut United States Department of Agriculture

(USDA) (2025) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Filum : Tracheophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Poales

Famili : Poaceae
Genus : Saccharum

Species : Saccharum officinarum L.



2.2 Penggerek Batang Tebu Berkilat (Chilo auricilius Dudgeon)

Chilo auricilius Dudgeon merupakan salah satu hama utama pada tanaman tebu.
Serangan hama ini dapat menyebabkan kehilangan hasil panen hingga 33%.
Awalnya, larva C. auricillius memakan pelepah daun sebelum menembus ke
dalam batang dengan membuat lubang melingkar pada kulit batang. Serangan
hama ini juga dapat merusak tunas tebu, yang berdampak pada pertumbuhan dan

perkecambahan tanaman (Partihar et al. 2024).

Siklus hidup C. auricilius berlangsung selama 36-111 hari, diawali dengan

peletakkan telur oleh imago di bagian bawah daun tebu. Setelah masa inkubasi
selama 5-8 hari, imago betina dapat menghasilkan 100-150 telur (Partihar et al.
2024). Telur diletakkan secara berkelompok dengan panjang 20 mm, berbentuk

lonjong tidak teratur, dan berwarna putih kelabu.

Setelah menetas, larva bergerak melalui pelepah menuju batang tebu. Larva
memiliki panjang sekitar 25 mm dengan warna putih kekuningan. Selanjutnya,
larva berubah menjadi pupa di dalam lubang gerekan. Pupa berwarna kuning
pucat dengan panjang sekitar 15 mm. Imago jantan memiliki ukuran tubuh lebih
kecil dibandingkan betina, dengan warna sayap depan coklat terang hingga
kusam. Sayap belakang imago Jantan berwarna putih kecoklatan, sedangkan

sayap belakang imago betina berwarna putih sutera (Subiyakto, 2016).

Menurut menurut Global Biodiversity Information Facility (GBIF) (2025),

klasifikasi C. auricilius adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Filum : Arthropoda
Kelas : Insecta
Ordo : Lepidoptera
Famili : Crambidae
Genus : Chilo

Spesies : Chilo auricilus Dudgeon



2.3 Pengendalian Hayati

Menurut DeBach (1964, dalam Gabriel and Cook, 1990), pengendalian hayati
merupakan tindakan agen biokontrol (parasit, predator, atau patogen) dalam
mempertahankan populasi suatu organisme pada rata-rata yang rendah
dibandingkan dengan saat agen-agen biokontrol tersebut tidak ada. Adapun
pengertian pengendalian hayati menurut National Academy of Science (NAS)
(1987, dalam Gabriel and Cook, 1990) merupakan penggunaan organisme alami
maupun yang telah dimodifikasi untuk mengurangi dampak organisme yang tidak
diinginkan (hama), dan untuk mendukung organisme yang diinginkan seperti

tanaman, pohon, hewan, dan serangga dan mikroorganisme yang bermanfaat.

2.3.1 Jamur Entomopatogen

Jamur entomopatogen adalah jamur patogen yang mampu membunuh atau
melemahkan berbagai spesies serangga (Mantzoukas ef al., 2022b). Jamur ini
dapat ditemukan pada serangga yang terinfeksi, bagian tanaman, serta tanah di
sekitar tanaman (Arsi dkk., 2020). Infeksi jamur terjadi setelah konidia virulen
jamur bersentuhan dengan kutikula serangga inang. Larva yang sedang berganti
kulit (molting) dan pupa serangga yang masih muda lebih rentan terhadap infeksi

jamur.

Ciri khas larva yang terinfeksi jamur entomopatogen adalah tubuhnya menjadi
kaku dan mengeras, dengan hifa yang menyelimuti tubuhnya mulai hari kedua
setelah infeksi, terutama pada bagian anterior dan posterior. Setelah infeksi,
konidia berkembang pesat, dan blastospora akan menutupi tubuh serangga.
Semakin banyak konidia yang berpenetrasi, semakin banyak enzim dan racun

yang dihasilkan oleh jamur entomopatogen (Ryzaldi dkk., 2020).

Jamur entomopatogen telah banyak digunakan sebagai bahan aktif dalam
bioinsektisida cair. Efektivitas bioinsektisida bergantung pada kerapatan dan
viablitas spora yang tinggi (Ryzaldi dkk., 2020). Keunggulan jamur

entomopatogen sebagai bioinsektisida antara lain kapasitas produksi tinggi, siklus



hidup singkat, serta kemampuan membentuk spora yang tahan dalam kondisi
lingkungan tertentu. Beberapa spesies jamur yang telah digunakan sebagai
bioinsektisida antara lain Beauveria bassiana dan Metarhizium anisopliae. Jamur
Metarhizium sp. diketahui dapat menginfeksi serangga dari ordo Lepidoptera,

Hemiptera, Diptera, dan Coleoptera (Arsi dkk., 2020).

2.3.2 Jamur Endofit

Jamur endofit merupakan jamur yang hidup di dalam jaringan tanaman tanpa
menyebabkan penyakit. Keberadaan jamur endofit dapat memberikan manfaat
bagi tanaman inang (Baron and Rigobelo, 2021). Jamur ini mampu menghasilkan
senyawa- bioaktif dan metabolit sekunder yang sama dengan inangnya.
Keanekaragaman jamur endofit yang tinggi berkontribusi terhadap produksi
berbagai senyawa bioaktif. Selain itu, jamur endofit juga mudah dikulturkan pada

media buatan (Rashmi et al., 2019).

Jamur endofit yang banyak ditemukan di alam memiliki potensi sebagai agen
biokontrol terhadap serangga, nematoda, dan patogen tanaman. Jamur ini mampu
mengkolonisasi jaringan tanaman dan berfungsi sebagai agen biokontrol endofit
sekaligus pemacu pertumbuhan tanaman. Metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
jamur endofit memiliki struktur bioaktif yang mendukung fungsinya dalam

perlindungan tanaman (Mantzoukas et al., 2022a).

Jamur endofit dapat menjadi agen biokontrol serangga hama baik secara langsung
maupun tidak langsung. Jamur endofit entomopatogen akan mengkolonisasi tubuh
tanaman dan menginfeksi serangga hama dengan menembus kutikula serangga
yang memakan tanaman tersebut. Jamur ini juga dapat meningkatkan ketahanan
tanaman terhadap serangan serangga hama, sehingga dapat memberikan efek tidak
langsung terhadap populasi serangga hama. Senyawa metabolit sekunder dan
nutrisi yang dihasilkan oleh jamur endofit dapat membantu meningkatkan

ketahanan tanaman (Panwar and Szczepaniec, 2024).



B. bassiana merupakan salah satu jamur endofit tanaman tebu yang dapat
berperan sebagai entomopatogen. Hasil penelitian Memela et al. (2021)
menunjukkan bahwa jamur B. bassiana endofit tanman tebu dapat menjadi agen
biokontrol Eldana saccharina Walker. Selain itu, jamur Trichoderma sp. dan
Penicillium sp. merupakan contoh jamur endofit tanaman tebu yang dapat menjadi
agen peningkat pertumbuhan tanaman (Plant Growth Promoting Fungi) (Sektiono

et al., 2023).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan di tiga lokasi yaitu PT Gunung Madu Plantations,
Laboratorium Bioteknologi Fakultas Pertanian, Universitas Lampung, dan Rumah
Plastik, Bataranila, Lampung Selatan. Uji patogenisitas jamur endofit tanaman
tebu terhadap penggerek batang tebu dilakukan di Laboratorium PT GMP.
Peremajaan, uji pertumbuhan, produksi spora, viabilitas, dan identifikasi
molekuler jamur dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas
Pertanian, Universitas Lampung. Pengujian Plant Growth Promoting Fungi
(PGPF) pada tanaman timun dilaksanakan di Rumah Plastik, Bataranila, Lampung

Selatan. Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Agustus hingga Desember 2024.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain cawan petri, timbangan
digital, autoklaf, bunsen, Laminar Air Flow (LAF), Erlenmeyer, aluminium foil,
karet gelang, plastik tahan panas, plastic wrap, bor gabus, jarum ose, pinset,
mikropipet, tip, microwave, haemocytometer, tabung reaksi, kaca preparat, cover
glass, mikroskop, penggaris, blender, ayakan, staples, lemari pendingin, toples,
plastik zipper, tisu, rotamixer, hand sprayer, tabung microcentrifuge, centrifuge,
drigalski, mesin PCR, cetakan sumur agar, mesin elektroforesis, Digi Doc,

program MEGA 11, alat tulis, dan kamera.
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Bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya adalah isolat jamur
endofit entomopatogen koleksi Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas
Pertanian, Universitas Lampung, serangga penggerek batang tebu (C. auricilius
Dudgeon), kentang, agar batang, akuades, alkohol 70%, asam laktat, dextrose,
daun tebu, air, benih mentimun, kompos, pasir, beras, Tween 80 0,1%, CTAB 2%,
buffer, fenol, chloroform, isoamyl alcohol (PCI), chloroform isoamyl alcohol
(CI), isopropanol dingin 60%, alkohol dingin 70%, buffer TE, sampel DNA,
primer universal ITS-1 dan ITS-4, Green master mix, air steril, DNA hasil PCR,
loading dye, dan DNA ladder.

3.3 Persiapan Penelitian

3.3.1 Pembuatan Media PDA (Potato Dextrose Agar)

Bahan yang digunakan untuk membuat media PDA yaitu 200 g kentang, 20 g
dextrose, 20 g agar batang, dan 1000 ml akuades. Kentang dipotong dadu lalu
direbus dalam microwave hingga mendidih. Air rebusan dituang ke dalam
Erlenmeyer yang berisi agar dan dextrose. Larutan tersebut ditutup dengan
alumunium foil, dimasukkan ke dalam plastik tahan panas, lalu disterilkan
menggunakan autoklaf pada tekanan 1 atm dan suhu 121°C selama + 15 menit.
Setelah suhu media mencapai + 50°C, ditambahkan 1,4 ml asam laktat,

dihomogenkan, lalu dituangkan ke dalam cawan petri.

3.3.2 Peremajaan Isolat Jamur Endofit

Isolat jamur endofit terpilih yang digunakan merupakan koleksi Laboratorium
Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung (Tabel 1). Isolat
jamur diremajakan pada media PDA untuk memperbanyak jumlah isolat.
Peremajaan dilakukan di dalam LAF dengan memindahkan potongan isolat ke
cawan petri berisi media PDA. Inkubasi dilakukan pada suhu ruang hingga koloni

jamur tumbuh.
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Tabel 1. Isolat jamur yang digunakan dalam penelitian

No  Kode isolat Asal isolat Tahun isolasi
1 G3D2.5 Daun tanaman tebu 2024
2 G3D1.1 Daun tanaman tebu 2024
3 G3D3.2 Daun tanaman tebu 2024

3.4 Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini terdiri atas tiga tahap: 1) Uji karakteristik isolat jamur
entomopatogen terpilih; 2) Uji patogenisitas jamur endofit terhadap C. auricilius;

3) Identifikasi molekuler jamur entomopatogen terpilih.

3.4.1 Uji Karakteristik Jamur Endofit

Pengujian karakteristik jamur dilakukan dengan mengukur pertumbuhan koloni,
sporulasi, dan viabilitas spora jamur menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan tiga isolat jamur dan lima ulangan. Sedangkan, uji kemampuan
jamur sebagai PGPF menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 5
perlakuan (tiga isolat jamur, konsorsium, dan kontrol) dan setiap perlakuan

diulang sebanyak lima kali.

3.4.1.1 Uji Pertumbuhan Koloni Jamur Endofit

Uji pertumbuhan koloni jamur dilakukan dengan pengukuran besar diameter
jamur. Pada bagian tengah cawan, dibuat garis horizontal dan vertikal untuk
memudahkan pengamatan. Diameter pertumbuhan jamur diukur mengikuti garis
vertikal dan horizontal. Penghitungan diameter jamur dilakukan dengan

menggunakan rumus sebagai berikut (Lestari dan Panggeso, 2022):
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_dl+d2
2

Keterangan:
D = Diameter pertumbuhan koloni,
d1 = Diameter pertumbuhan koloni vertikal, dan

d2 = Diameter pertumbuhan koloni horizontal.

3.4.1.2 Uji Sporulasi Isolat Jamur

Uji kerapatan spora atau sporulasi dilakukan dengan cara menambahkan 10 ml air
steril pada cawan petri yang berisi isolat jamur yang akan diuji. Pemanenan spora
jamur dilakukan dengan mengeruk permukaan koloni jamur dengan drigalski.
Pengerukan dengan drigalski bertujuan agar miselia dan media tidak terikut.
Setelah semua spora jamur terlepas, suspensi spora dimasukkan ke dalam tabung
reaksi lalu dihomogenkan dengan rotamixer. Selanjutnya, suspensi diambil
sebanyak 1 ml dan diteteskan pada haemocytometer dan ditutup dengan kaca
objek. Suspensi akan mengalir ke bawah kaca objek dan mengisi ruang hitung.
Dihitung jumlah spora pada lima sampel kotak sedang di bawah mikroskop, lalu
dihitung rata-ratanya. Kerapatan spora dapat dihitung dengan rumus sebagai
berikut (Syahnen dkk., 2014).

S=RxKxF
Keterangan:
S = Jumlah spora (spora/mL),
R = Rata-rata spora pada 5 bidang pandang haemocytometer,
K = Konstanta koefisien alat (2,5 x 10°), dan
F = Faktor pengenceran yang dilakukan.

3.4.1.3 Uji Viabilitas Jamur

Pengujian viabilitas spora dilakukan dengan meneteskan suspensi jamur yang

sama dengan yang digunakan untuk pengujian sporulasi. Suspensi jamur
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diteteskan menggunakan pipet tetes pada media PDA di tiga titik yang berbeda
seperti pada Gambar 1. Masing-masing diberikan satu tetes untuk tiap titiknya.
Suspensi diamati di bawah mikroskop yang sebelumnya telah diinkubasi selama
12 jam. Pengamatan menggunakan mikroskop dengan untuk dihitung jumlah

spora-spora yang berkecambah dan yang tidak.

Gambar 1. Titik penetesan suspensi jamur pada media PDA.

Rumus yang digunakan dalam penghitungan viabilitas spora yaitu (Syahnen dkk.,
2014):
Spora yang berkecambah

Viabilitas Spora (%) = Spora keseluruhan x 100%

3.4.1.4 Uji Potensi PGPF pada Tanaman Timun

Pengujian dilakukan dengan pengaplikasian isolat jamur endofit pada media
tumbuh, yaitu tanaman timun. Peubah yang diamati pada uji ini adalah tinggi
tanaman, jumlah daun, tingkat kehijauan daun, bobot basah, bobot kering, panjang
akar, dan serapan unsur N dan P pada tajuk tanaman. Pengamatan dilakukan dari

hari pertama sampai hari ke 21 setelah tanam (HST).

Pengujian diawali dengan melakukan sterislisasi media beras. Media beras dibuat
dengan 100 g beras per plastik. Satu plastik beras dimasukkan satu isolat jamur
(10 ulangan x 3 isolat = 3000 g beras). Beras dikukus selama 15 menit, lalu
disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C, tekanan 1 atm, selama 15

menit. Setelah dingin, isolat jamur diinokulasikan dan diinkubasi selama 14 hari.
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Selanjutnya, media tanam dengan perbandingan 1:1 (masing-masing 300 g)
disterilisasi menggunakan panci selama 2 jam, lalu didinginkan dan dimasukkan
ke dalam polybag. Benih timun disemai selama 2 hari sebelum ditanam.

Isolat jamur yang telah diperbanyak di media beras diinokulasikan ke media
tanam sebanyak 10 g dan diinkubasi selama 2 hari. Benih timun berkecambah
ditanam dalam polybag berisi 2 benih per polybag. Penyiraman dilakukan selama
21 hari setelah tanam (HST), dengan pengukuran variabel pertumbuhan
(kehijauan daun dan panen tajuk serta akar) pada hari ke-21 HST. Tajuk dan akar

kemudian dioven selama 3 hari pada suhu 60 °C.

3.4.2 Uji Patogenisitas Jamur Endofit Tanaman Tebu terhadap

C. auricilius Dudgeon
Uji patogenisitas jamur endofit dilakukan untuk mengevaluasi kemampuan dan
pengaruh masing-masing isolat jamur endofit terhadap mortalitas larva penggerek
batang tebu. Pelaksanaan uji ini terdiri atas beberapa tahapan sebagai berikut.

3.4.2.1 Persiapan Serangga Uji dan Pembuatan Suspensi Spora Jamur
Endofit
Serangga uji yang digunakan adalah larva penggerek batang tebu instar 3 hasil
rearing, sesuai dengan metode rearing PT Gunung Madu Plantations. Pembuatan
suspensi spora jamur endofit mengacu pada metode yang dimodifikasi dari
Fitriana et al. (2018). Suspensi jamur dibuat dengan menggunakan larutan
Tween 80 0,1% dan 10 ml larutan molase 1%, yang ditambahkan pada cawan
petri berisi isolat jamur endofit entomopatogen berumur 7 hari. Spora jamur
dipanen menggunakan drigalski, kemudian diencerkan menggunakan larutan
molase 1% yang mengandung Tween 80 0,1% hingga mencapai kerapatan 10°

spora/ml.
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3.4.2.2 Uji Mortalitas

uspensi jamur disemprotkan pada larva penggerek batang tebu dalam cawan petri
dengan jarak 15 cm dari serangga uji. Terdapat lima 5 perlakuan, yaitu isolat
G3D1.1, isolat G3D2.5, isolat G3D3.2, konsorsium, dan kontrol (0,1% Tween 80).
Setiap perlakuan diulang empat kali, dengan metode penyemprotan sebanyak 2-3
kali semprot (= 1,0 ml). Rancangan yang digunakan adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL), dengan setiap satuan percobaan terdiri dari 15 larva. Setelah
diaplikasi, larva diberi pakan berupa sogolan tebu dan diganti jika sudah rusak.
Pengamatan dilakukan selama 14 hari setelah aplikasi, dengan variabel mortalitas
larva dan pupa, dihitung menggunakan rumus Widayati dkk. (2020) sebagai
berikut:

P (%) = 2 x 100%
Keterangan:

P = Mortalitas total (%),

n =Jumlah larva uji yang mati (ekor), dan

N = Jumlah larva yang diuji (ekor).

2.4.3 ldentifikasi Jamur Endofit

3.4.3.1 Identifikasi Morfologi

Jamur endofit berumur 7 HSI diamati secara makroskopis dan mikroskopis.
Pengamatan makroskopis dilakukan terhadap bentuk koloni dan pertumbuhan
koloni. Pengamatan mikroskopis dilakukan terhadap karakteristik hifa (bersekat
atau tidak bersekat bercabang atau tidak bercabang, warna gelap atau hialin
transparan), warna dan bentuk konidia (bulat, lonjong, berantai atau tidak
beraturan) (Barnett and Hunter, 1972). Pengamatan dilakukan menggunakan

mikroskop majemuk dengan perbesaran 400x.
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3.4.3.2 Identifikasi Molekuler Jamur Endofit

3.4.3.2.1 Ekstraksi DNA Jamur Entomopatogen

Isolat jamur endofit berumur 14 HSI dipanen menggunakan drigalsky dengan
menambahkan 10 ml akuades ke dalam cawan berisi biakan jamur. Suspensi
kemudian disentrifugasi pada 14.000 rpm selama 10 menit. Supernatan dibuang,
dan pelet dicuci dengan 500 pl etanol 70% serta disentrifugasi kembali. Setelah
supernatan dibuang, pelet ditambahkan 1000 ul buffer, dihancurkan, lalu diambil
500 pl.

Selanjutnya, 400 pl CTAB 2% ditambahkan ke dalam tabung microcentrifuge dan
diinkubasi pada 65°C selama 60 menit. Campuran ditambahkan dengan 500 pl
larutan phenol: chloroform: isoamyl alcohol (PCI) dan disentrifugasi pada 14.000
rpm selama 10 menit. Supernatan sebanyak 600 pl dipindahkan ke tabung baru,
ditambahkan 600 pl chloroform: isoamyl alcohol (Cl), dan disentrifugasi kembali.
Supernatan sebanyak 400 ul dipindahkan ke tabung baru, ditambahkan 400 pl
isopropanol dingin 60%, dan diinkubasi pada suhu -20°C selama 20 menit. Pelet
yang diperoleh dicuci dengan 500 pl etanol dingin 70%, dikeringkan, lalu
dilarutkan dalam 50 pl buffer TE.

3.4.3.2.2 Amplifikasi dengan PCR (Polymerase Chain Reaction)

Amplifikasi DNA dilakukan dengan teknik PCR menggunakan primer universal
ITS-1 (5°TCC GTAGGT GAA CCT TGC GG 3’) dan ITS-4 (5°TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC 3”). Reaksi PCR memiliki total volume 25 ul yang terdiri
dari: 1,0 pl DNA sampel, 1,0 pl primer ITS-1, 1,0 pl ITS-4, 12,5 pl Green master
mix, dan 9,5 pl air steril. Proses PCR meliputi: tahap inisiasi pada suhu 95°C
selama 5 menit, denaturasi pada suhu 94-95°C selama 3 menit, annealing pada
suhu 30-60°C, dan elongasi pada suhu 72°C selama 1 menit, terakhir final
extension pada suhu 72°C berlangsung selama 45 detik. Tahapan denaturasi,
annealing dan elongasi diulang sebanyak 30 siklus.
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3.4.3.2.3 Visualisasi Hasil PCR (Polymerase Chain Reaction)

Sebanyak 3 pl hasil PCR dicampur dengan 1 pl loading dye, lalu dimasukkan ke
dalam sumur agar. Sumur lainnya diisi dengan 3 pl DNA ladder. Elektroforesis
dilakukan selama 60 menit dengan tegangan 50 Volt, dan hasil diamati

menggunakan Digi Doc.

3.4.3.2.4 Sekuensing dan Analisis Hasil

Isolat DNA dikirim ke PT Genetika Science Jakarta untuk sekuensing. Hasil
sekuensing diolah menggunakan aplikasi BioEdit. Data sekuen dibandingkan
dengan sekuen yang ada pada GenBank menggunakan program BLAST pada situs
web NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Selanjutnya data dianalisis dengan
program MEGA 11, dendogram dikonstruksi dengan metode Maximum-
Likelihood Tree dan bootstrap 1000 ulangan.

3.4.4 Analisis Data

Data pertumbuhan jamur, sporulasi, viabilitas, patogenisitas, serta berbagai
variabel pertumbuhan tanaman seperti tinggi tanaman, jumlah daun, tingkat
kehijauan daun, bobot basah, bobot kering, dan panjang akar diuji homogenitas
ragam antar perlakuan menggunakan uji Barlett dan uji aditivitas data dengan uji
Tukey. Setelah asumsi terpenuhi, data dianalisi menggunakan Analisis Ragam
(ANARA), dan uji lanjut dilakukan menggunakan uji Duncan’s Multiple Range
Test (DMRT) pada taraf o 5%.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut

1.

Ketiga isolat jamur endofit tanaman tebu memiliki karakteristik yang
berbeda-beda. Isolat G3D1.1 (T. asperellum) menghasilkan pertumbuhan
diameter koloni tercepat, sporulasi (15,5 x 107 spora/ml) dan viabilitas
(96,41%) tertinggi serta mampu memberikan dampak positif terhadap
panjang akar, jJumlah daun, dan kehijauan daun tanaman timun. Isolat G3D2.5
(B. bassiana) memiliki pertumbuhan diameter koloni terendah, sporulasi
(5,80 x 10 7 spora/ml), dan viabilitas (61,24%) tertinggi setelah isolat
G3DL1.1, namun tidak menghasilkan perbedaan yang nyata pada pengujian
PGPF. Isolat G3D3.2 (P. javanicum) menghasilkan pertumbuhan diameter
koloni tercepat setelah isolat G3D1.1, sporulasi terendah (0,17 x 10’
spora/ml), spora tidak mengalami perkecambahan, dan tidak menghasilkan
perbedaan yang nyata pada pengujian PGPF.

Isolat G3D2.5 menyebabkan mortalitas larva C. auricilius tertinggi (66,67%)
dan mampu menyebabkan larva gagal menjadi pupa. Mortalitas pupa tertinggi
disebabkan oleh isolat G3D1.1 (36,67%) dan dapat menyebabkan imago tidak
normal (cacat). Namun berdasarkan analisis statistik tidak terdapat perbedaan

yang nyata pada hasil antar perlakuan.
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5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan disarankan:

1.

Pada uji mortalitas sebaiknya menggunakan larva dengan kondisi yang
seragam agar data yang didapatkan homogen,

Perlu ditambahkan perlakuan kontrol negatif (tanpa aplikasi) karena pada
perlakuan kontrol digunakan Tween 80 yang memiliki potensi membunuh
larva uji,

Pengujian isolat jamur endofit sebagai entomopatogen larva C. auricilius
perlu dilakukan di lapang agar diketahui efikasinya dalam mengendalikan
populasi C. auricilius, dan

Perlu dilakukan studi lebih lanjut mengenai pengujian isolat jamur endofit

sebagai agen PGPF.
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