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ABSTRAK

KARAKTERISASI, IDENTIFIKASI, DAN UJI PATOGENISITAS JAMUR
ENTOMOPATOGEN DARI RHIZOSFER TEBU SEBAGAI AGEN
PENGENDALI PENGGEREK BATANG TEBU

Oleh

NASYWA AMANDA PUTRI

Penggerek batang tebu (Chilo auricilius) merupakan salah satu hama penting
tanaman tebu yang dapat menurunkan hasil panen secara signifikan. Pengendalian
menggunakan insektisida kimiawi menyebabkan resistensi hama dan kerusakan
lingkungan. Oleh karena itu, diperlukan agen pengendali yang aman dan ramah
lingkungan. Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi, mengidentifikasi
dan menguji kemampuan beberapa isolat jamur entomopatogen yang berasal dari
rhizosfer tebu sebagai agen pengendali C. auricilius. Sebanyak 3 isolat jamur
entomopatogen (GMP3U2, GMP7U3, dan J.Ulat GMP) digunakan dalam
penelitian ini. Isolat jamur tersebut merupakan hasil skrining dari penelitian
sebelumnya. Uji pertumbuhan koloni, sporulasi, viabilitas, kkmampuan pemacu
pertumbuhan dan patogenisitas jamur entomopatogen secara in vitro dilakukan
dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Hasil penelitian
menunjukan bahwa isolat GMP3U2 memiliki kemampuan tumbuh, sporulasi, dan
viabilitas tertinggi. Isolat GMP3U2 juga memiliki kemampuan dalam menginfeksi
larva C. auricilius dengan mortalitas mencapai 55%. Kemampuan sebagai pemacu
pertumbuhan juga ditunjukkan oleh isolat GMP3U2. Isolat GMP3U2 terlihat
memiliki performa lebih baik dibandingkan dengan kedua isolat yang lain.
Temuan ini mengindikasikan potensi isolat GMP3U2 sebagai agen multifungsi
untuk pengendalian hayati dan mendukung produksi tebu yang berkelanjutan.
Hasil identifikasi molekuler menunjukan bahwa isolat GMP3U2 berada dalam
satu grup yang sama dengan reference strain spesies Aspergillus nomiae,
sedangkan GMP7U3 dan J.Ulat GMP adalah Talaromyces trachyspermus.

Kata kunci: Chilo auricilius, jamur entomopatogen, pengendalian hayati,
rhizosfer, tebu
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tebu (Saccharum officinarum L.) merupakan salah satu komoditas utama dalam
industri gula. Pada tahun 2022, luas perkebunan tebu di Indonesia diperkirakan
mencapai £ 430 ribu ha, tersebar di berbagai daerah seperti Jawa Timur, Jawa
Tengah, Lampung, Jawa Barat, Sumatera Selatan, Sulawesi Selatan, Sumut,
Yogyakarta, Nusa Tenggara Barat, dan Gorontalo (Direktorat Jenderal
Perkebunan, 2022). Sebagai bahan baku utama dalam produksi gula, diperlukan
tebu dengan kualitas dan kuantitas yang optimal. Namun, produksi tebu sering
mengalami penurunan akibat berbagai faktor abiotik dan biotik, salah satunya

adalah serangan hama.

Hama utama yang menyerang pertanaman tebu antara lain penggerek batang dan
penggerek pucuk, yang dapat menyebabkan penurunan hasil gula hingga 10%
(Subiyakto, 2016). Di Indonesia, terdapat enam spesies penggerek batang yang
umum ditemukan, yaitu penggerek batang jambon (Sesamia inferens Walker),
penggerek batang raksasa (Phragmatoecia castaneae Hubner), penggerek batang
abu-abu (Tetramera schistaceana Snellen), penggerek batang berkilat (Chilo
auricilius Dudgeon), penggerek batang kuning (Chilo infuscatellus Snellen), dan
penggerek batang bergaris (Chilo sacchariphagus Bojer). Di antara spesies
tersebut, penggerek batang berkilat, penggerek batang bergaris, dan penggerek
batang raksasa merupakan hama dengan dampak ekonomi paling signifikan
(Annisa dkk., 2023).

Salah satu hama yang menyebabkan kerusakan serius pada tanaman tebu adalah

penggerek batang berkilat (C. auricilius), yang dapat menurunkan hasil panen dan
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menyebabkan kerugian ekonomi yang besar. Meidalima dan Kawaty (2015)
melaporkan bahwa serangan hama ini dapat mulai terdeteksi sejak tanaman
berumur dua bulan, dengan tingkat serangan tertinggi terjadi pada usia tiga hingga
lima bulan. Berbagai metode pengendalian telah diterapkan untuk menekan
populasi hama ini, tetapi efektivitasnya masih terbatas karena larva berkembang
di dalam batang, sehingga pengendalian kimiawi menggunakan pestisida kurang
efektif (Meidalima, 2014). Oleh karena itu, pengendalian hayati menjadi alternatif
yang menjanjikan karena lebih ramah lingkungan dan efektif dalam mengatasi

hama serta patogen tanaman.

Pengendalian hayati menggunakan agensia hayati, seperti serangga predator,
nematoda, protozoa, jamur, bakteri, virus, mikoplasma, dan mikroorganisme
lainnya, telah banyak dikembangkan. Agensia hayati memiliki keuntungan karena
tidak menimbulkan dampak negatif terhadap lingkungan maupun tanaman
(Girsang dkk., 2020). Salah satu agensia hayati yang potensial adalah jamur
entompatogen, yang dapat menginfeksi dan menyebabkan kematian serangga
inang. Rosmayuningsih dkk. (2014) menjelaskan bahwa jamur entomopatogen
memiliki beberapa keunggulan, seperti tingkat produktivitas tinggi, siklus hidup
yang cepat, serta spora yang mampu bertahan dalam kondisi lingkungan yang
kurang mendukung. Oleh karena itu, pemanfaatan jamur entomopatogen dapat

menjadi strategi alternatif dalam pengendalian hama penggerek batang tebu.

Hingga saat ini, pemanfaatan jamur entomopatogen dari rhizosfer tebu untuk
pengendalian hama penggerek tebu masih terbatas. Laboratorium Bioteknologi
Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung, telah mengoleksi beberapa
isolat jamur entomopatogen hasil eksplorasi dari rhizosfer pertanaman tebu.
Namun, penelitian mengenai identitas serta efektivitas jamur-jamur tersebut
dalam mengendalikan hama penggerek batang tebu masih belum dilakukan.
Selain itu, diperlukan karakteristisasi lebih lanjut, seperti kemampuan
pertumbuhan koloni, sporulasi, dan viabilitas spora, serta potensi isolat tersebut

sebagai Plant Growth Promoting Fungi (PGPF).
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1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengkarakterisasi isolat jamur entomopatogen dari rhizosfer tanaman tebu,

2. Mengidentifikasi isolat jamur entomopatogen dari rhizosfer tanaman tebu, dan

3. Menguji kemampuan isolat jamur entomopatogen dari rhizosfer dalam
menginfeksi dan menyebabkan mortalitas larva penggerek batang tebu secara

in vitro.

1.3 Kerangka Pemikiran

Berbagai patogen, seperti jamur, virus, bakteri, protozoa, dan nematoda, memiliki
kemampuan menginfeksi tidak hanya pada tumbuhan tetapi juga pada serangga.
Patogen yang dapat menginfeksi serangga disebut entomopatogen. Jamur sebagai
salah satu patogen yang dapat menginfeksi serangga, keberadaannya sangat
tersebar di alam (Nuraida dan Hariani, 2022). Jamur entomopatogen dapat
diperoleh dari berbagai sumber, seperti jaringan tanaman (jamur endofit),
serangga yang terinfeksi (cadaver), serta tanah di sekitar perakaran tanaman
(rhizosfer). Rhizosfer merupakan lingkungan tanah yang kaya akan mikroba,
termasuk agensia hayati yang berpotensi sebagai patogen serangga (Ristiari dkk.,
2019).

Keberadaan jamur entomopatogen di tanah dipengaruhi oleh beberapa faktor,
seperti kadar air, pH, kandungan bahan organik, serta komposisi senyawa kimia
lainnya (Rahayu dkk., 2021). Penelitian-penelitian sebelumnya telah melaporkan
keberadaan jamur entomopatogen pada rhizosfer pertanaman tebu. Agastya dkk.
(2018) menemukan tiga jenis isolat jamur entomopatogen pada rhizosfer lahan
kering pertanaman tebu, yaitu Aspergillus sp., Metarhizium sp., dan Beauveria sp.
Donga et al. (2021) melaporkan penemuan B. bassiana, Isaria spp., dan
Metarhizium spp. pada tanah ladang tebu di Afrika. Sementara Fitri (2024)
menemukan tiga jenis isolat jamur entomopatogen yang berasal dari serangga
terinfeksi (cadaver) dan rhizosfer pertanaman tebu, yang diantaranya adalah

Beauveria sp., Aspergillus sp., dan Trichoderma sp.
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Performa jamur entomopatogen dapat diketahui dengan cara menguiji ciri
karakteristik dari jamur entomopatogen tersebut, mulai dari pertumbuhan koloni,
kemampuan produksi spora, serta kemampuan perkecambahan sporanya. Lestari
dkk. (2023) menyebutkan ciri jamur entomopatogen yang memiliki potensi untuk
dikembangkan sebagai agensia pengendali adalah yang mempunyai nilai sporulasi
dan viabilitas yang tinggi. Simbolon (2023) menyebutkan bahwa jamur
entomopatogen dengan kerapatan spora pengenceran 10 efektif untuk
mengendalikan penggerek batang padi putih dengan persentase mortalitas
mencapai 100%. Fitri (2024) melaporkan bahwa jamur Aspergillus sp. dengan
daya perkecambahan mencapai 41,84% dapat menyebabkan kematian larva
penggerek batang tebu (C. auricilius) sebesar 56%. Ruspratama dan Himawan
(2021) melaporkan bahwa jamur entomopatogen yang di aplikasikan pada hama
Spodoptera exigua selain dapat mengurangi populasi hama, juga berpotensi
meningkatkan bobot dari umbi lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol. Hal ini
menunjukkan bahwa jamur entomopatogen juga mempunyai potensi menjadi agen

pemacu pertumbuhan tanaman.

1.4 Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini adalah:

1. Karakteristik masing-masing isolat jamur entomopatogen dari rhizosfer
tanaman tebu berbeda,

2. lIsolat jamur entomopatogen dari rhizosfer tanaman tebu berasal dari genus
berbeda, dan

3. Isolat jamur entomopatogen hasil eksplorasi dari rhizosfer mampu
menginfeksi dan menyebabkan mortalitas larva penggerek batang tebu (Chilo

auricilius) secara in vitro.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Tebu

Tanaman tebu (Saccharum officinarum L.) merupakan tanaman yang dapat
tumbuh baik di daerah tropika basah maupun subtropis. Tebu termasuk dalam
famili rumput-rumputan (Poaceae) dan merupakan tanaman monokotil yang dapat
dibudidayakan secara vegetatif menggunakan bagal maupun generatif melalui
pembibitan mata ruas tunggal dan mata tunas tunggal (Rokhman dkk., 2014).
Tanaman ini mempunyai akar serabut. Batang tanamannya berbentuk bulat
dengan ruas-ruas kulit batang yang tebal, keras, dan panjang. Permukaan daunnya
berbulu dengan pertulangan daun sejajar. Daun tebu termasuk kedalam jenis daun
lengkap yang terdiri dari pelepah dan beberapa helai daun. Pelepahnya memiliki
ciri memeluk batang dengan lebar daun yang semakin menyempit ke atas.
Daunnya langsung menempel pada ruas batang dengan pola tersebar memanjang
membentuk pita, ujung daunnya runcing sedangkan bagian pangkalnya rata.
Bunga tanaman tebu digolongkan dalam bunga majemuk (Ardila dkk., 2022).

Menurut United States Department of Agriculture (USDA) (2024), klasifikasi
botani tanaman tebu adalah sebagai berikut.

Kingdom : Plantae
Sub Kingdom : Tracheobionta
Super divisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Liliopsida
Subclass : Commelinidae
Ordo : Cyperales
Famili : Poaceae
Genus : Saccharum

Spesies : Saccharum officinarum L.
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Tebu merupakan tanaman perkebunan utama sebagai bahan baku gula.
Permintaan gula yang tinggi menjadikan tebu memiliki peranan penting dalam
industri makanan. Direktorat Jenderal Perkebunan (2024), melaporkan bahwa
produksi tebu di tahun 2022 yang mencapai 2,41 juta ton, di tahun 2023 terjadi
penurunan menjadi 2,27 juta ton. Hal ini sepertinya berkaitan dengan menurunnya
luas areal perkebunan tebu yang diperkirakan mencapai = 524 ribu ha pada tahun
2022, namun menurun menjadi £ 511 ribu ha di tahun 2023. Penurunan produksi
tebu ini dapat disebabkan oleh banyak faktor lain salah satunya karena organisme

pengganggu tumbuhan (OPT) seperti serangan hama.

2.2 Penggerek Batang Berkilat (Chilo auricilius)

Penggerek batang berkilat (C. auricilius Dudgeon) merupakan salah satu hama
utama pada tanaman tebu. Gejala serangan mulai terlihat pada tanaman berumur
lima bulan atau lebih, ditandai dengan bercak transparan berbentuk bulat oval
pada daun. Serangan dimulai ketika telur yang diletakkan di bagian bawah
permukaan daun menetas. Larva kemudian masuk melalui pelepah atau batang
tebu, membentuk lubang gerekan yang merusak ruas batang (Subiyakto, 2016).
Peningkatan populasi C. auricilius beriringan dengan umur tanaman tebu.
Populasinya memuncak antara bulan Juni sampai Desember karena dipicu curah
hujan. C. auricilius dapat hidup berdampingan dengan jenis penggerek yang lain,

tanpa terjadi kompetisi makan (Sallam et al., 2021).

Menurut Global Biodiversity Information Facility (GBIF) (2025), klasifikasi dari

C. auricilius adalah sebagai berikut.

Kingdom : Animalia

Filum . Arthropoda

Kelas . Insecta

Ordo : Lepidoptera

Famili : Crambidae

Genus : Chilo

Spesies : Chilo auricilius Dudgeon

Imago betina C. auricilius meletakkan telur secara berkelompok di bawah daun
tebu. Satu imago betina mampu menghasilkan 100-150 telur per kelompok

dengan tingkat penetasan 39-90%. Telur menetas dalam waktu 5-8 hari setelah
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diletakkan. Larva instar satu dan dua memakan lapisan daun sebelum menembus
batang tebu. Fase larva berlangsung selama 21- 85 hari, fase pupa selama 5-14
hari, sedangkan imago bertahan selama 5-14 hari. Siklus C. auricilius berlangsung
selama 36-111 hari (Partihar dkk., 2024). Karena mengalami empat tahap
perkembangan (telur, larva, pupa, dan imago), C. auricilius dikategorikan sebagai
serangga dengan metamorfosis sempurna (Kindangen dkk., 2020).

2.3 Pengendalian Hayati

Pengendalian hayati merupakan teknik pengendalian hama yang menggunakan
mikroba non-patogenik sebagai agen pengendali. Dalam pengendalian ini, musuh
alami hama dimanfaatkan untuk menekan perkembangbiakan hama. Sifatnya
bergantung dengan kepadatan hama tersebut, apabila populasi hama meningkat
secara alamiah populasi musuh alami juga akan meningkat (Muliani, 2022).
Pengendalian ini adalah inti dari pengendalian hama terpadu (PHT) yang
berpotensi mengurangi ketergantungan terhadap pestisida kimiawi sintetik.
Karena itu, pengendalian hayati bersifat ekologis karena ramah lingkungan dan

berkelanjutan karena dapat mempertahankan ekosistem pertanian.

Musuh alami dalam pengendalian hayati terdiri atas parasitoid, predator, dan
entomopatogen (Hayati, 2021). Pengertian dari parasitoid yaitu serangga yang
hidup dan mendapatkan makan dari inangnya, lalu inang akan mati saat siklus
hidup parasit sempurna (Muliani, 2022). Predator sendiri adalah kelompok
organisme yang ukurannya biasanya lebih besar dari mangsanya, organisme ini
bertahan hidup dengan memakan organisme lain atau mangsanya (Malado dkk.,
2024). Entomopatogen merupakan organisme yang bersifat patogen terhadap
serangga hama. Beberapa kelompok entomopatogen yang umum digunakan

meliputi bakteri, jamur, virus, protozoa, dan nematoda (Rahayu dkk., 2021).

2.3.1 Jamur Entomopatogen

Jamur entomopatogen dapat ditemukan di tanah sekitar perakaran tanaman
(rhizosfer) dan dari serangga yang terinfeksi jamur tersebut (Suciatmih dkk.,

2015). Arsi dkk. (2020) menjelaskan bahwa jamur entomopatogen bersifat



24

heterotrof, bergantung pada organisme lain sebagai sumber makanan, dengan cara
memarasit serangga hama. Infeksi jamur entomopatogen dapat terjadi melalui dua
cara mekanisme, yaitu kimiawi dan mekanik. Infeksi kimiawi melibatkan enzim
seperti Kitinase, proteinase, dan lipase yang berperan dalam penguraian kutikula
serangga. Sementara itu, infeksi mekanik terjadi saat menembus kutikula serangga
menggunakan hifanya. Setelah penetrasi, jamur akan berkembang di dalam
hemolimfa serangga dan menyebabkan kematian inangnya (Apriansyah dkk.,
2024). Jamur entomopatogen dapat masuk ke tubuh serangga melalui kulit,

saluran pencernaan, dan spirakel (Permadi dkk., 2019).

2.3.2 Tanah Rhizosfer

Rhizosfer merupakan selapis tanah yang menyelimuti akar tanaman (rhizoplane).
Pada daerah ini terjadi interaksi antara tanah, tanaman, serta organisme yang
berhubungan dengan akar. Faktanya secara biologi, daerah rhizosfer memiliki
tingkat aktivitas dan jumlah mikroorganimse yang lebih tinggi dibandingkan
dengan tanah non-rhizosfer. Hal ini karena interaksi yang terjadi antara akar dan
mikroorganisme akan menaikkan ketersediaan hara untuk keduannya (Puspitorini,
2024). Keberadaan akar tanaman mempengaruhi kandungan bahan organik dan
eksudat di tanah, yang pada akhirnya mendukung kelimpahan mikroba tanah
(Tambingsila, 2020). Yuliana dkk. (2019) menyatakan bahwa jamur
entomopatogen dapat ditemukan di sekitar perakaran. Beberapa jenis jamur yang
sering ditemukan dalam tanah rhizosfer antara lain Trichoderma, Penicillium, dan
Paecilomyces (Liza dkk., 2015).

2.4 Jamur sebagai PGPF (Plant Growth Promoting Fungi)

Plant Growth Promoting Fungi atau Plant Growth Regulator merupakan jamur
yang memiliki kemampuan untuk meningkatkan pertumbuhan tanaman. Sistem
kerjanya terbagi menjadi mekanisme langsung seperti produksi fitohormon,
pengurangan kadar etilen dalam tanah, dan pelarut fosfat. Serta mekanisme tidak
langsung seperti mekanisme pengendalian hayati, produksi antibiotik, dan induksi

resistensi sistemik (Induce systemic resistance). Fitohorman diartikan sebagai
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senyawa atau zat kimia yang mempunyai kemampuan untuk merangsang serta
menghambat pertumbuhan tanaman contohnya seperti auksin dan giberelin (Silva
dkk., 2021). Hyakumachi (1994) melaporkan beberapa jamur rhizosfer yang
berpotensi sebagai PGPF diantaranya Penicilium, Trichoderma, dan Fusarium.
Jamur dari genus Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Trichoderma,
Piriformospora, dan Phoma telah banyak dilaporkan sebagai PGPF (Hossain dkk.,
2017).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan dari Agustus 2024 sampai Desember 2024. Jamur
entomopatogen yang digunakan berasal dari koleksi Laboratorium Bioteknologi
Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung (LBPFP), dan diperoleh dari
rhizosfer tanaman tebu. Aplikasi isolat jamur terhadap hama penggerek batang
tebu dilakukan di Laboratorium Research and Development, PT Gunung Madu
Plantations. Sementara itu, peremajaan, uji pertumbuhan, sporulasi, viabilitas,
identifikasi morfologi, dan identifikasi molekuler dilakukan di Laboratorium
Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Uji
kemampuan jamur sebagai Plant Growth Promoting Fungi (PGPF) dilakukan di
Rumah Plastik, Bataranila, Natar.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain cawan petri, timbangan,
autoklaf, skalpel, bor gabus, jarum ose, pinset, mikropipet (0-1000 uL), tip (O-
1000 uL), microwave, haemocytometer, plastik tahan panas, kaca preparat, cover
glass, mikroskop, labu Erlenmeyer, aluminium foil, karet gelang, plastik tahan
panas, dandang, tabung reaksi, Bunsen, plastik wrap, Laminar Air Flow (LAF),
penggaris, nampan, kertas merang, polybag, chlorophyll meter, oven, tisu,
rotamixer, hand sprayer, tabung microcentrifuge, centrifuge, drigalski, mesin
PCR, cetakan sumur agar, tabung Eppendorf (1,5 mL), mesin elektroforesis, Digi
Doc, program MEGA 11, alat tulis, dan kamera.
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Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu tiga isolat jamur entomopatogen
dari koleksi LBPFP (Tabel 1), larva C. auricilius (instar 3-4), kentang, agar
batang, akuades, alkohol 70%, asam laktat, dextrose, batang tebu, air, benih
mentimun varietas Tafi F1, kompos, pasir, Tween 80, CTAB 2%, buffer, fenol,
kloroform, isoamyl alkohol (PCI), kloroform isoamyl alkohol (CI), isopropanol
dingin 60%, alkohol dingin 70%, buffer TE, sampel DNA, primer umum 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)

Media PDA dibuat dengan mencampurkan ekstrak kentang, dextrose, dan agar
batang. Untuk 1000 mL media PDA, digunakan 200 g kentang, 20 g dextrose, dan
20 g agar batang. Kentang dipotong dadu dan direbus dalam 1000 mL akuades
hingga mendidih. Larutan hasil rebusan kemudian dicampurkan dengan dextrose
dan agar batang dalam labu Erlenmeyer. Setelah ditutup aluminium foil dan diikat
dengan karet gelang, media disterilsasi dalam autoklaf pada suhu 121°C dengan
tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah suhu turun hingga + 50°C, ditambahkan
1,4 mL larutan asam laktat, dihomogenkan, kemudian media dituangkan ke dalam

cawan petri steril.

3.3.2 Peremajaan Isolat Jamur Rhizosfer

Tiga isolat jamur entomopatogen rhizosfer pertanaman tebu (Tabel 1) diperbanyak
dengan peremajaan pada media PDA. Peremajaan dilakukan secara steril di dalam
LAF dengan memotong isolat jamur menggunakan ose atau skalpel, kemudian
meletakkannya pada media baru. Setelah inkubasi selama 7 hari, isolat siap

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

No Kode isolat Asal isolat Tahun isolasi
1 GMP3U2 Rhizosfer Tebu PT GMP 2024
2 GMP7U3 Rhizosfer Tebu PT GMP 2024
3 J. Ulat GMP Serangga terinfeksi PT GMP 2024

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Karakterisasi Isolat Jamur Entomopatogen dari Rhizosfer Tebu

Karakterisasi dilakukan dengan uji pertumbuhan koloni, sporulasi, dan viabilitas
spora, pengujian dilakukan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan tiga isolat jamur sebagai perlakuan, dan diulang sebanyak lima kali. Uji
PGPF dilakukan menggunakan RAL yang terdiri dari lima perlakuan (tiga isolat

jamur, satu konsorsium, dan satu kontrol), masing-masing dengan lima ulangan.

3.4.1.1 Uji Pertumbuhan Koloni Jamur

Pengukuran diameter pertumbuhan koloni jamur etomopatogen dilakukan dengan
membuat garis vertikal dan horizontal yang titik potongnya tepat berada ditengah
koloni jamur (Gambar 1). Pengukuran dilakukan setiap hari dari 1-7 hari setelah

inokulasi (HSI).
R

L/ d2

[

Gambar 1. Pengukuran diameter pertumbuhan koloni jamur entomopatogen.

Rumus penghitungan diameter pertumbuhan koloni jamur (Syahnen dkk., 2014):
D = 42
2

Keterangan:

D = diameter koloni jamur (cm),

d1 = diameter vertikal koloni jamur (cm), dan
d2 = diameter horizontal koloni jamur (cm).
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3.4.1.2 Uji Sporulasi Jamur

Pembuatan suspensi konidia jamur dilakukan dengan menambahkan 10 mL air
steril ke dalam cawan petri berisi biakan jamur, kemudian jamur dipanen
menggunakan drigalski dengan hati-hati. Selanjutnya suspensi dipindahkan ke
tabung reaksi dan dilakukan pengenceran bertingkat. Pengujian sporulasi jamur
entomopatogen dilakukan dengan mengambil 25 pL suspensi konidia jamur
entomopatogen kemudian diteteskan secara perlahan pada bidang hitung
haemocytometer, dan ditutup dengan gelas penutup. Penghitungan jumlah spora
dibantu dengan mikroskop binokuler perbesaran 400x. Jumlah spora dihitung
dengan cara memilih 5 bidang atau kotak sedang pada haemocytometer, kemudian
setiap bidang dihitung jumlah spora pada tiap kotak kecilnya lalu dirata-ratakan
nilainya. Setelah diketahui rata-rata spora pada 5 bidang pandang haemocytometer
sporulasi jamur dihitung dengan rumus (Syahnen dkk., 2014) :

S=RXKXF

Keterangan:

S = Jumlah spora (spora/mL),

R = Jumlah 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 Spora Jamur

Pengujian ini dilakukan dengan cara mengambil 20 pL suspensi spora jamur
entomopatogen kemudian diteteskan di atas media PDA lalu diinkubasi selama 6
jam. Selanjutnya diamati isolat jamur yang diinkubasi di bawah mikroskop
dengan perbesaran 400 x. Pengamatan dilakukan setiap 2 jam sekali sampai spora
berkecambah, selanjutnya dihitung banyaknya spora yang berkecambah dan yang
tidak berkecambah. Spora dapat dikatakan berkecambah apabila terbentuk tabung
kecambah yang panjangnya dua kali diameter spora (Espinel-Ingroff, 2000).
Rumus untuk menghitung viabilitas spora dapat dihitung dengan menggunakan
rumus (Syahnen dkk., 2014) :

S Jumlah spora berkecambah
Viabilitas Spora = - — x100%
Total spora yang diamati
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3.4.1.4 Uji Kemampuan Jamur sebagai PGPF (Plant Growth Promoting
Fungi)
Pengujian PGPF dilakukan dengan menggunakan tanaman mentimun sebagai
tanaman indikator. Pengujian dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat
jamur sebagai jamur yang dapat memacu pertumbuhan tanaman dengan cara
mengaplikasikan jamur ke media tumbuh. Peubah yang diamati dalam percobaan
adalah tinggi tanaman, jumlah daun, kehijauan daun, panjang akar, bobot basah
tajuk, bobot basah akar, bobot kering akar, serta bobot kering tajuk. Pengamatan

dilakukan mulai dari 1 hari sampai dengan 21 hari setelah tanam (HST).

3.4.1.4.1 Perbanyakan Jamur dengan Media Beras

Menyiapkan beras sebanyak 100 g per plastik per isolat (3 ulangan x 10 isolat
jamur = 3000 g). Beras yang telah disiapkan selanjutnya dicuci bersih dan kukus
sampai setengah matang dalam kurun waktu +15 menit. Setelah itu, beras
setengah matang tersebut dikeringanginkan hingga dingin. Kemudian dimasukan
100 g beras setengah matang ke dalam plastik tahan panas. Beras yang dimasukan
ke dalam plastik tahan panas, dipadatkan dan diposisikan pada bagian bawah
plastik. Lalu setelah terisi, plastik tahan panas tersebut digulung dan distaples.
Beras disterilkan dengan cara diautoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm
selama 20 menit. Selanjutnya isolat jamur diinokulasikan dan diinkubasi selama
2-3 minggu.

3.4.1.4.2 Penyemaian Benih Timun

Benih mentimun direndam dengan air hangat bersuhu £ 45°C selama 30 menit.
Selanjutnya benih didesinfeksi dengan direndam dalam alkohol 70% selama 1
menit untuk mencegah terjadinya kontaminasi. Lalu, benih dicuci menggunakan
air steril sebanyak tiga kali untuk membersihkan sisa larutan desinfektan.
Kemudian benih disemai dalam nampan yang dilapisi kertas merang lembab dan

diinkubasi selama 3-5 hari hingga berkecambah.
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3.4.1.4.3 Penyiapan Media Tanam

Menyiapkan pasir dan kompos steril dengan perbandingan (1:1) yang telah
disterilkan dengan menggunakan dandang selama 2 jam. Selanjutnya media tanam
tersebut dicampur dengan 10 g formulasi isolat jamur entomopatogen rhizosfer.
Selanjutnya campuran media tanam dan formulasi isolat jamur entomopatogen

tersebut dimasukkan sebanyak 1,0 kg/polybag.

3.4.1.4.4 Pindah Tanam dan Pemeliharaan

Benih mentimun yang sudah berkecambah dipindah tanamkan ke dalam polybag
sebanyak dua kecambah. Setelah berumur 5 hari setelah tanam (HST) dipilih salah
satu tanaman yang lebih baik, lalu satu tanaman lainnya dicabut sehingga dalam
satu polybag hanya terdapat satu tanaman mentimun. Pemeliharaan dilakukan
dengan melakukan penyiraman tanaman mentimun pada waktu sore selama 21

hari di Rumah Plastik, Bataranila, Natar.

3.4.1.4.5 Pengamatan

Pengamatan dilakukan setiap dua hari sekali selama 21 hari. Pengamatan terhadap
bobot basah dan bobot kering brangkasan tanaman yang meliputi bagian akar,
tajuk dan panjang akar, dilakukan pada hari terakhir pengamatan yang digunakan
sebagai data penunjang untuk mengetahui efek perlakuan terhadap pertumbuhan
tanaman. Bobot basah tanaman ditimbang setelah tanaman baru dicabut dan
dicuci bersih. Sedangkan bobot kering tanaman ditimbang setelah dilakukan
pengeringan dengan menggunakan oven selama 3 hari dengan suhu 80°C sampai

bobot konstan.

3.4.2 Uji Patogenisitas Isolat Jamur terhadap Larva C. auricilius

Pengujian dilakukan dengan RAL menggunakan empat perlakuan (tiga isolat dan

satu kontrol) dengan 5 kali ulangan.
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3.4.2.1 Persiapan Serangga Uji Larva C. auricilius

Serangga uji larva C. auricilius yang digunakan pada pengujian merupakan larva
C. auricilius (instar 3-4) hasil rearing. Metode rearing yang digunakan mengacu

pada metode rearing PT Gunung Madu Plantation, Lampung Tengah.

3.4.2.2 Aplikasi Suspensi Jamur Entomopatogen pada Larva C. auricilius

Pembuatan suspensi jamur entomopatogen mengacu pada metode yang dilakukan
oleh Fitriana et al. (2018) dengan sedikit modifikasi. Sebanyak 10 mL larutan 1%
molase yang mengandung 0.1% Tween 80, ditambahkan ke dalam cawan petri
yang berisi biakan murni jamur entomopatogen terpilih berumur 7 hari. Kemudian
spora jamur dipanen menggunakan drigalski dengan hati-hati sehingga media agar
tidak terikut. Suspensi spora jamur entomopatogen yang didapatkan, selanjutnya
diencerkan menggunakan larutan 1% molase yang mengandung 0.1% Tween 80
hingga kerapatan 108 spora/mL. Setelahnya suspensi dissmprotkan ke serangga
larva penggerek batang instar 3 dengan jarak 10-15 cm dari serangga uji. Pada
perlakuan kontrol hanya disemprot dengan 0,1% Tween 80. Setiap satuan
percobaan menggunakan 10 larva hama penggerek batang tebu. Pengamatan
dilakukan selama 7 hari setelah aplikasi atau sampai serangga uji mati. Persentase
mortalitas selanjutnya dihitung dengan rumus Malau et al. (2010) sebagai berikut.

PI= Z2x100
>N

Keterangan:

Pl = Persentase infeksi (%),

n = Serangga yang mati (ekor), dan

N = Jumlah serangga yang diuji (ekor).

Apabila pada kontrol terdapat kematian larva C. auricilius kurang dari 20%, maka
harus dilakukan persentase kematian terkoreksi yang dihitung dengan rumus
(Abbot, 1987) sebagai berikut.

Keterangan:
X = Persentase kematian pada perlakuan,
Y = Persentase kematian pada kontrol.
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3.4.3 Identifikasi Jamur Entomopatogen dari Rhizosfer

3.4.3.1 Identifikasi Morfologi

Jamur yang telah berumur 7 hari setelah isolasi (HSI) diamati morfologi
makroskropis dan mikroskopis. Pengamatan secara makroskopis meliputi warna,
bentuk, dan pertumbuhan koloni jamur. Sementara itu, pengamatan mikroskopis
dilakukan menggunakan mikroskop majemuk dengan perbesaran 400x untuk
mengamati karakteristik hifa, termasuk keberadaan sekat, percabangan, serta
warna (gelap atau hialin transparan). Selain itu, diamati juga warna dan bentuk
konidia (bulat, lonjong, berantai atau tidak beraturan) serta keberadaan konidia
(Ariyanto dkk., 2013).

3.4.3.2 ldentifikasi Molekuler

3.4.3.2.1 Ekstraksi DNA Jamur Entomopatogen

Jamur berumur 7-14 HSI dipanen menggunakan drigalsky dengan menambahkan
10 mL akuades ke dalam cawan berisi biakan jamur. Hasil panen kemudian
dimasukan ke dalam tabung dan disentrifugasi pada kecepatan 14.000 rpm selama
10 menit. Selanjutnya, endapan dicuci dengan menambahkan 500 pL alkohol
70%, lalu disentrifugasi kembali dengan kondisi yang sama, dan supernatant
dibuang. Pellet yang tersisa ditambahkan 1.000 pL larutan buffer, ditumbuk halus,
dan diambil 500 pL. Larutan tersebut kemudian ditambahkan 400 uL CTAB 2%,
dimasukkan ke dalam tabung mikrocentrifuge, dan diinkubasi pada suhu 65 °C
selama 60 menit. Setelah itu, ditambahkan 500 L larutan fenol, kloroform, dan
isoamil alkohol (PCI), kemudian disentrifugasi selama 10 menit pada kecepatan
14.000 rpm.

Supernatant sebanyak 600 pL diambil dan dipindahkan ke tabung baru. Selajutnya
ditambahkan 600 pL kloroform isoamil alkohol (CI) dan disentrifugasi selama 10
menit pada kecepatan 14.000 rpm. Supernatant sebanyak 400 pL diambil dan
dipindahkan ke tabung microcentrifuge baru, lalu ditambahkan 400 pL

isopropanol dingin 60%, kemudian diinkubasi pada suhu 20 °C selama 20 menit.
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Larutan kemudian disentrifugasi kembali dengan kecepatan 14.000 rpm selama 10
menit. Supernatant dibuang, dan pellet yang terbentuk dicuci dengan 500 pL
alkohol dingin 70%. Setelah itu, larutan disentrifugasi kembali pada kecepatan
yang sama selama 5 menit, supernatant dibuang, dan pellet dikeringkan selama
satu hari sebelum ditambahkan 50 pL buffer TE.

3.4.3.2.2 Amplifikasi dengan PCR (Polymerase Chain Reaction)

Amplifikasi DNA hasil ekstraksi dilakukan dengan teknik PCR berdasarkan
metode White et al. (1990), 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 dilakukan dalam volume total 25 pL, terdiri dari 1,0 pL
DNA sampel, 1,0 puL primer ITS-1, 1,0 uL primer ITS-4, 12,5 pL Green master
mix, dan 9,5 uL air steril. Proses PCR terdiri dari tahapan sebagai berikut: inisiasi
pada suhu 95 °C selama 5 menit, denaturasi pada suhu 94-95°C selama 3 menit,
annealing pada suhu 30-60°C dan ekstensi pada suhu 72°C selama 1 menit, dan
Ekstensi akhir pada suhu 72°C berlangsung selama 45 detik. Proses denaturasi

hingga ekstensi dilakukan sebanyak 30 siklus.

3.4.3.2.3 Elektroforesis dan Visualisasi Hasil PCR

Hasil PCR sebanyak 3 pL dicampur dengan 1 pL loading dye, kemudian
dimasukkan ke dalam sumur agarosa. Sumur lainnya diisi dengan 3 uL DNA
ladder sebagai penanda ukuran. Elektroforesis dilakukan selama 60 menit pada

tegangan 50 Volt. Hasil elektroforesis kemudian diamati menggunakan Digi Doc.

3.4.3.2.4 Sekuensing dan Analisis Hasil

DNA isolat yang diperoleh dikirimkan ke PT Genetika Science, Jakarta untuk
proses sekuensing. Hasil sekuensing dianalisis menggunakan perangkat lunak
MEGA 11.
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3.5 Analisis Data

Data uji pertumbuhan koloni, sporulasi, viabilitas spora, PGPF, dan patogenisitas
dianalisis menggunakan analisis ragam (ANARA). Uji homogenitas dilakukan
dengan Uji Bartlett, sedangkan keaditifitannya diuji dengan Uji Tukey. Jika hasil
analisis menunjukkan perbedaan nyata, maka dilakukan uji lanjut Duncan’s

Multiple Range Test (DMRT) untuk membedakan nilai tengahnya.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang sudah diuraikan, didapatkan kesimpulan

sebagai berikut.

1.

Tiga isolat jamur dari rhizosfer tebu menunjukkan karakteristik berbeda,
dengan GMP3U2 sebagai isolat unggul dalam pertumbuhan, sporulasi,
viabilitas spora, serta potensi sebagai PGPF,

Identifikasi morfologi menunjukkan bahwa isolat GMP3U2, GMP7U3, dan J.
Ulat GMP secara berurut teridentifikasi sebagai jamur yang berasal dari
genus Aspergillus sp., Talaromyces sp., dan Paecilomyces sp. Sementara
identifikasi molekuler menunjukkan bahwa GMP3U2 adalah Aspergillus
nomiae, sedangkan GMP7U3 dan J. Ulat GMP adalah Talaromyces
trachyspermus,

Uji patogenisitas menunjukkan bahwa semua isolat mampu menginfeksi larva
C. aurilius. Persentase mortalitas isolat GMP3U2 (A. nomiae), J. Ulat GMP
(T. trachyspermus) dan GMP7U3 (T. trachyspermus) secara berturut-turut
yakni 55,00%; 50,00%; dan 36,67%. Dengan persentase kematian terkoreksi
GMP3U2 (34,15%), J.Ulat GMP (26,83%), dan GMP7U3 (7,32%).

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, disarankan:

1.

Melakukan uji patogenisitas ulang dengan instar larva yang seragam untuk
membuktikan efektivitas pengaplikasian jamur entomopatogen terhadap larva

C. auricilius.



2.

o1

Studi lebih lanjut apakah jamur A. nomiae mengandung aflatoksin dengan
melakukan uji aflatoksin untuk memastikan isolat jamur aman bagi manusia,

hewan non-target, dan lingkungan.
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