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ABSTRAK

Lepidiota stigma F. merupakan hama utama pada tanaman tebu. Usaha
pengendalian yang dilakukan selama ini masih bertumpu pada pengendalian
kimiawi dar mekanis. Cara tersebut kurang efektif sehingga perlu cara
pengendalian yang efektif dan aman bagi lingkungan. Penggunaan nematoda
entomopatogen (NEP) untuk pengendalian hama mempunyai potensi tinggi. NEP
dari golongan Steinernema spp. dan Heterorabditis spp. bersimbiose dengan
bakteri Xenorhabdus spp. Bakteri simbion NEP memproduksi toksin dengan
aktivitas insektisida yang berperan dalem proses kematian serangga. Xenorhabdus
nematophilus dan Photorhabdus luminenscens yang diinokulasikan secara
dermal dan oral terhadap L. stigma menunjukkan bahwa kedua spesies bakteri
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RINGKASAN

Sri Kundari Astutik, NIM. F 1E195233, Uji Virulensi Bakteri Simbion
Nematoda fntemopatogen: Xenorhabdus nematophilus dan Photorhabdus
luminenscens Terhadap Larva Kumbang Tebu, Lepidiota stigma F. Dosen
Pembimbing Utama (DPU) Ir. Rachmi Masnilah, MS. dan Dosen Pembimbing
Anggota (DPA) Ir. Saifuddin Hasjim, MP.

Produktivitas tebu di Indonesia masih rendah bila dibandingkan dengan
kebutuhan gula. Salah satu kendala dalam usaha peningkatan produksi gula ini
adalah adanya serangan hama, penyakit dan gulma. Lepidiota stigma F.
merupakan hama utama pada tanaman tebu karena dapat menurunkan produksi
gula sebesar 80 — 100%. Usaha pengendalian selama ini adalah kimiawi dan
mekanis sehingga kurang efektif dan dapat membahayakan lingkungan.

Nematoda entomopatogen (NEP), Steinernema carpocapsae  dan
Heterorhabditis indicus sebagai agensia hayati berpotensi mengatasi masalah
hama. Nematoda tersebut bersimbiose dengan bakteri Xenorhabdus nematophilus
dan Photorhabdus luminenscens karena pakteri menghasilkan toksin yang bersifat
insektisidal terhadap serangga. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
virulensi bakteri tersebut terhadap larva L. stigma di laboratorium.

Penelitian dilakukan di laboratorium Perlindungan Tanaman, Jurusan Iimu
Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Univerisitas Jember. Metode
Penelitian meliputi perbanyakan NEP, isolasi bakteri dan identifikasi dengan uji
fisiologis, pengumpulan larva 7. stigma dan uji virulensi bakter: dengan cara
dermal (injeksi) dan oral (pakan) dengan konsentrasi 0, 5000, 16000, 27000,
38000, dan 49000 sel/ml. Jumlah larva 30 tiap konsentrasi. Mortalitas larva
dianalisa varian dan dilanjutkan dengan uji Duncan (P < 0,05) analisis regresi
dilakukan untuk mengetahui korelasi antara peningkatan konsentrasi terhadap
mortalitas larva, sedangkan untuk mengetahui nilai LCs, dilakukan analisa Probit,

X11
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Hasil uji virulensi menunjukkan bahwa bakteri X. nematophilus dan
P. fuminenscens bersifat virulen terhadap larva L. stigma dengan mortalitas larva
pada konsentrasi 49000 sel/ml yaitu X. nematophilus mencapai 96,67% (dermal)
dan 83,3% (oral), sedangkan P. luminenscens mencapai 93,3% (dermal) dan
86,67% (oral). Virulensi P. luminenscens lebih tinggi dari X. nematophilus
terhadap larva L. stigma karena nilai LCs, lebih kecil, yaitu X. nematophilus
mencapai 57 sel (dermal) dan 189,71 sel (oral), sedangkan P. luminenscens
mencapai 40,922 sel (dermal) dan 178,64 sel (oral). Terdapat korelasi positif
antara penambahan konsentrasi bakteri terhadap mortalitas larva.

Virulensi bakteri P. luminenscens dan X. nematophilus terhadap larva
L. stigma dilaboratorium cukup tinggi, tetapi perlu penelitian lebih lanjut
mengenai virulensinya di lapang dan bagaimana bakteri bisa mempertahankan

virulensinya.

(Program Studi Ilmu Hama Dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian
Universitas Jember, Mei 2000)

X1il
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Permasalahan

Tebu (Saccharum officinarum) merupakan tanaman penghasil gula utama.
Kebutuhan gula di Indonesia dari tahun ketahun semakin meningkat (Hubbard,
et.al.,1989). Meningkatnya konsumsi gula ini disebabkan oleh bertambahnya
jumlah penduduk, peningkatan pendapatan penduduk, dan bertambahnya industri
yang memerlukan bahan baku berupa gula. Untuk memenuhi kebutuhan
masyarakat akan gula selama ini negara Indonesia harus mengimpor dari negara
lain. Cara tersebut kurang tepat, sedangkan cara yang paling baik yaitu dengan
meningkatkan produksi gula dalam negeri (Anonim, 1995).

Salah satu kendala dalam peningkatan produksi gula adalah adanya
serangan hama, penyakit dan gulma. Beberapa jenis hama yang menyerang
tanaman tebu adalah penggerek batang, penggerek pucuk, tikus, dan uret. Jenis
uret yang dikenal sebagai hama utama pada tanaman tebu  yaitu
Lepidiota stigma F. Pada umumnya serangan L. stigma pada tanaman tebu bersifat
"patchy’ tetapi bisa menurunkan hasi: sebesar 80 hingga 100% selama serangan
bersifat endemik (Patil et. al., (1981), dalam Kalshoven, 1981). Selain tanaman
tebu, sasaran serangan L. stigma adalah tanaman kakao, kopi, karet, nanas dan
lain-lain (Kalshoven, 1981). Serangan L. stigma pada tanaman kakao dapat
mengakibatkan kematian 92,24% tanaman kakao yang belum menghasilkan
berumur 1-2 tahun (Priatno, 1987).

Hingga kini usaha untuk mengendalikan L. stzigma adalah dengan cara
mekanis dan kimiawi. Cara mekanis yaitu dengan mengumpulkan uret dan
menangkap imago dengan lampu perangkap. Cara ini kurang efektif terutama
pada stadia larva dan dalam areal yang luas. Umumya yang dilakukan oleh petani
adalah pengendalian dengan cara kimiawi. Suhartawan (1995) menyebutkan
bahwa pengendalian secara kimiawi dengan aplikasi 28 kg/ha Chlor pyrifos 14 G
dengan formulasi "slow release" cukup efektif, tetapi karena harganya yang mahal

sehingga tidak terjangkau oleh petani TRI. Menurut Pracaya (1992) ketiasaan

1
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yang dilakukan oleh petani, jika serangan makin meningkat maka cenderung
menggunakan insektisida dengan dosis, frekwensi aplikasi yang tinggi dan tidak
terjadwal dengan pencampuran beberapa pestisida yang tidak diketahui
kompatibilitasnya. Menurut Untung (1993), hal tersebut akan mengakibatkan
resistensi, resurgensi, peledakan hama kedua, terbunuhnya jasad bukan sasaran
dan pehcemaran lingkungan.

Nematoda entomopatogen sebagai agensia hayati berpotensi untuk
mengatasi masalah hama (Gaugler, 1981). Telah banyak dilaporkan mengenai
kesuksesan penggunaan nematoda entomopatogen jenis Steinernema spp.dan
Heterorhabditis spp. untuk mengendalikan serangga hama yang hidup di dalam
tanah (Klein, 1990). Berdasarkan laporan dari berbagai peneliti, nematoda
entomopatogen mampu mengendalikan serangga hama dari ordo Coleoptera:
Scarabacidae maupun hama lain (Yeh and Alm, 1992). Menurut Kaya dan
Gaugler (1993); Ehler dan Peter (1995), Nematoda entomopatogen mempunyai
reseptor kimia dan bersifat mobil, seperti patogen yang mempunyai virulensi
tinggi terhadap inangnya, membunuh inang dengan cepat dan dapat diproduksi
secara masal.

Nematoda entomopatogen dari jenis Steinernema spp. dan
Heterorhabditis spp., keduanya  memiliki  bakteri simbion  yaitu
Xenorhabdus spp. dan Photorhabdus luminenscens (Boemare, 1996). Menurut
Simoes (1996), terdapat interaksi mutualistik antara nematoda entomopatogen
dengan Xenorhabdus spp. dan P. luminenscen. Bakteri simbiose tersebut dapat
memproduksi toksin dengan aktivitas insektisida yang sangat berperan dalam
kematian serangga.

Mengingat pentingnya peran bakteri simbiose pade proses kematian
serangga hama, maka penelitian ini perlu dilakukan untuk mengetahui virulensi
dari bakteri simbion X. nematophilus dan P. luminenscens terhadap hama

tanaman tebu L. stigma di laboratorium.
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1.2 Tujuan dan Kegunaan
1.2.1 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah

I. Mengidentifikasi bakteri simbiose S, carpocapsae dan H. indicus dengan uji
fisiologis.

2. Mengetahui virulensi X, nematophilus dan P. luminenscens berdasarkan nilai
LC 5o terhadap larva /.. stigma.

3. Mengetahui korelasi antara peningkatan konsentrasi bakteri yang ditambahkan
pada perlakuan terhadap mortalitas larva /. stigma.

1.2.2 Kegunaan
Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat mendukung dalam usaha
memproduksi bioinsektisida sebagai usaha pengendalian hama tebu, L. stigma

yang aman bagi lingkungan.

1.3 Hipotesis
1. Bakteri dari hasil uji fisiologis adalah .. nematophilus dan P. luminenscens

2. Bakteri simbion nematoda entomopatogen virulen terhadap hama tebu,

L.stigma.

(%)

Peningkatan konsentrasi bakteri berkorelasi positif terhadap mortalitas larva

L. stigma.
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II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi Lepidiota stigma F.

Lepidiota stigma F. merupakan jenis serangga hama utama yang merusak
tanaman tebu pada fase larva (uret). Menurut Kalshoven (1981), sistematika dari
serangga ini adalah sebagai berikut :

Filum : Arthropoda

Kelas - Hexapoda

Ordo : Coleoptera

Sub ordo : Lamallicornia
Famili : Scarabaeidae
Subfamili : Melolonthidae
Genus . Lepidiota

Spesies . Lepidiota stigma F.

2.1.1 Morfologi

Uret merupakan nama umum yang diberikan oleh beberapa negara untuk
larva dari kumbang yang termasuk famili Scarabaeidoe. Kepalanya berwarna agak
kecoklatan dan tubuhnya berbentuk scarabeiform (Ritcher, 1966 dalam
Widiawati, 1991).

Uret dari genus Lepidiota berukuran besar, panjang tubuhnya sampai 7,5
cm (larva instar akhir), tubuhnya sukar atau tidak dapat diluruskan. Gerakan ke
muka dan belakang mengalami kesulitan, hanya dengan posisi miring. Badannya
berwarna putih krem, bagian belakangnya gemuk sehingga menyerupai kantong
(Wirioadmodjo, 1970). Memiliki tiga pasang kaki yang berkembang dengan baik.
Tungkai yang kuat tersebut Jarang digunakan untuk berjalan tetapi banyak
digunakan untuk menggali. Kepalanya kuat bertipe hypognathous atau mandibula
menghadap ke bawah. Memiliki tiga atau empat ruas antena. Thoraxnya terdin
dari tiga ruas, sedangkan badannya sepuluh ruas. Pada thorax dan delapan ruas

abdomen pertama masing-masing terdapat spirakulum pada setiap sisinya
(Widiawati, 1991).
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Melolonthidae, karena apabila  dilihat sepintas  hampir sama, Untuk
membedakan uret /., Stigma dengan uret lainnya dapat dilihat pola perambutan
pada ujung abdomen bagian ventral (Kalshoven, 1981). Deretan dibagian tengah
daerah perambutan tersusun jelas. Sekat-sekat dalam deretan tersebyt berbentuk
Jarum. Sekat-sekat berhadapan saling menyentuh pada ujung deretannya pendek
dan sejajar. Jumlah sekat dalam deretan lebih darj 20. Bentuk akolade darj
pembukaan celah analnya kadang-kadang tidak jelas. Sis; punggung segmen
terakhir dipenuhi dengan duri-duri kecil diantara rambut-rambut yang panjang
(Ananda dkk., (1975) dalam Widiawati, 1991),

Kumbang atay imagonya berukuran panjang anatara 3,5 — 5 cm, tertutup
oleh sisik-sisik berwarna coklat kelaby yang tebal. Sebagai karakteristik dari
kumbang ini adalah bintik-bintik putih pada oagiun belakang elitranya
(Kalshoven, 1981).

2.1.2 Siklus Hidup

L. stigma mepunyai tipe metamorfose holometabola yang meliputi : telyr —
larva (uret) — pupa - imago (kumbang). Daur hidupnya kurang lebih saty tahun
yang meliputi masa telur 15 hari, masa larva 9 bulan, masa Pra pupa 15 hari, masa

pupa 1 bulan, masa imago inaktif 1 bulan dan masa imago aktif 1 bulan
(Mudjiono dkk ., 1979).

dan menetas saty sampai dua minggu setelah kopulasi.
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Uret instar pertama hanya makan sisa-sisa tanaman yang ada di dalam
tanah (bahan organik), sedang uret instar kedua mulai makan akar-akar tanaman
dan terbatas pada lingkungan lembab. Kadang-kadang dapat ditemukan pada
kedalaman 50 cm atau lebih. Uret instar ketiga merupakan instar yang paling
membahayakan. karena makannya sangat rakus. Hal ini dimaksudkan untuk
mengimbangi pertumbuhan yang sangat cepat dan sebagai makanan cadangan
untuk menyelesaikan fase berikutnya yaitu fase pupa ( Mudjiono dkk., 1979).

Setelah uret instar tiga selesai mempersiapkan untuk fase berikutnya, lalu
uret membentuk kotak tempat berpupa di dalam tanah (Widiawati, 1991). Pupa
terletak pada kedalaman 15 — 20 cm di bawah permukaan tanah (Kalshoven,
1981). Kedalaman letak pupa berbeda-beda. Perubahan pupa menjadi imago juga
terjadi di dalam tanah (Wirioadmodjo, 1970). Menurut Kalshoven (1981), setelah
4 minggu imago tetap tinggal di dalam tanah selama beberapa hari menunggu
hujan pertama tiba . Kumbang keluar pada permulaan hujan, aktif pada malam
hari dan iebih tertarik pada cahaya lampu. Kumbang dewasa memerlukan

makanan sedikit tetapi dapat menimbulkan kerusakan pada Desmodium dan

Crotalaria.

2.2 Arti Ekonomi L. stigma pada Tanaman tebu

Dalam edar hidupnya L. stigma dapat menimbulkan kerusakan pada
tanaman tebu tua maupun muda. Adanya kerusakan tanaman tersebut
mengakibatkan kerugian pada penambahan biaya dalam pemeliharaan dan
menurunkan produksi gula. Tanaman tebu yang terserang uret menunjukkan gejala
seperti kekeringan. Pada serangan yang berat, tanaman mudah roboh dan mudah
dicabut karena akarnya dimakan uret (Samoedi, 1977). Pada tanaman tebu muda,
gejala yang nampak ialah pucuk-pucuk tebu mula-mula melayu kemudian
menguning menyerupai gejala kekeringan. Hal ini  disebabkan karena akar
yang merupakan bagian terpenting bagi tanaman dimakan oleh uret sehingga
transportasi air dan unsur hara terhambat. Adanya serangan pada tanaman tebu

muda mengakibatkan penanaman ulang sehingga akan menambah biaya dalam
penanaman (Wilson, 1969).
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Pada tanaman tua, gejala serangan nampak sekitar bulan April - September
dimana uret berada pada instar II dan instar [II. Tanaman tebu yang diserang,
daunnya menguning dan serangan yang parah dapat mengakibatkan tanaman
menjadi roboh dan mati (Soetanto, 1972). Menurut Wirioadmodjo (1970),
kerusakan yang ditimbulkan pada tanaman tebu tua maupun muda sangat berarti.
Apabila populasi uret tinggi dapat menyebabkan kematian tanaman. Akibat
serangan pada tebu tua menyebabkan turunnya rendemen tebu sehingga berakibat
langsung pada penurunan produksi gula. Berdasarkan laporan dari HGU Jengkol
PG Pesantren Baru Kediri, kerugian yang diakibatkan oleh serangan L. stigma,
kurang lebih 61% dan menyebabkan penurunan produksi gula sebesar 22,5 ton
setiap kali panen (Haryono, 1985).

2.3 Asosiasi Nematoda Entomopatogen dengan Bakteri

Nematoda entomopatogen dari golongan Steinernematidac  dan
Heterorhabditidae bersimbiose atau berasosiasi dengan bakteri dari famili
Enterobactericeae yaitu dari genus Xenorhabdus (Thomas dan Poinar, 1966 in
Boemare et al, 1993). Lima spesies bakteri yang telah diidentifikasi adalah
X. nematophilus, X. beddingii, X. poinarii, dam Photorhabdus luminenscens
(Woodring dan Kaya, 1988).

Menurut Akhrust dan Boemare (1990), terdapat kekhususan asosiasi antara
spesies nematoda entomopatogen dengan spesies bakteri simbionnya. Kekhususan
asosiasi nematoda dengan bakteri simbion dapat dilihat pada asosiasi Steinernema
carpocapsae dengan X. nematophilus dimana juvenil infektif tidak dapat berisi
bakteri selain bakteri simbionnya sedangkan S. feltiae dan S. glaseri dapat
menenima bakteri lain dari Steinenema. P. luminenscens merupakan bakteri
yang diproduksi sebagai makanan penting bagi heterorhabditis spp.
Semua P. luminenscens yang dikulturkan secara in-vitro hanya untuk strain dari
Heterorhabditis spp.

Asosiasi antara nematoda dengan bakterinya diketahui mempunyai banyak
keuntungan. Steinernema spp. dan Heterorhabditis spp. mengandung

Xenorhabdus spp. 0 - 200 sel bakteri yang akan menyebar dari kadaver menuju
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haemocoel inang (Boemare e al., 1993). Pada saat bakteri menuju inang yang
baru nematoda melindungi bakteri dari mekanisme ketahanan inang. Bakteri
merupakan mazkanan bagi nematoda (Akhurst dan Boemare, 1990). Menurut
Ehlers dan Peters (1995), tanpa adanya bakteri simbion nematoda entomopatogen
tidak dapat berkembang biak dengan baik, disisi lain bakteri simbion tidak dapat
bertahan lama tanpa nematoda entomopatogen. Fungsi nematoda entomopatogen
bagi bakteri adalah melindungi bakteri dari kondisi ekstrim dalam tanah dan
melindungi bakteri dari kemungkinan adanya protein anti bakteri yang
dikeluarkan oleh serangga inang. Akhurst dan Boemare (1990) juga menjclaskan
bahwa nematoda entomopatogen tidak dapat melakukan reproduksi tanpa adanya
sel bakteri didalam tubuh serangga dan membutuhkan aktivitas bakteri untuk

memproduksi makanan yang sesuai.

2.4 Bakteri Xenorhabdus spp.

Bakteri Xenorhabdus spp. mempunyai sifat gram negatif, anaerob
fakultatif, dan berbentuk batang (Akhrust dan Boemare, 1990). Boemare er. al.
(1993), juga menyatakan bahwa Xenorhabdus terdiri dari dua bentuk (fase). Fase |
(primer) koloninya memproduksi toksin dan antibiotik pada agar tetapi subtansi
tersebut tidak dikeluarkan oleh fase 11 (sekunder) , kecuali beberapa strain dari X,
poinarii. Antibiotik tersebut adalah indole denivates, trans stilbenederivates,
Xenorhabdins dan Xenocoumacins.

Fase primer dari X. nematophilus, X. beddingii dan X. biovienii berbeda
dari fase sekunder dalam hal kemampuan adsorbsi pigmentasi, produksi
antimikrobial dan lecithinase. Fase primer X. nematophilus berbeda dengan fase
sekunder dalam hal ukuran sel, morfologi internal, interaksi dalam haemocites dan
fimbriae (Akhrust dan Boemare, 1990 : Woodring dan Kaya, 1988).

Nematoda entomopatogen bakteri komplek selalu membunuh inang
dengan memproduksi toksin dan menyebabkan scptisemia (Boemare, er. al.,
1993). Toksin yang diproduksi oleh bakteri simbion pada juvenil infektif
merupakan hal yang penting dalam proses patogenesitas (Simoes, 1996).
Patogenesitas Xenorhabdus spp. tergantung pada kemampuan masuknya bakteri
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pada haemocoel serangga inang dan kemampuan bakteri untuk multiplikasi
di dalam haemolim serta kemampuannya untuk melawan mekanisme pertahanan
inang. Pertumbuhan Xenorhabdus spp. dibentuk oleh produksi eksotoksin dan
endotoksin. Aktivitas eksotoksin berhubungan dengan fungsi el:soensimatik dari
Xenorhabdus  spp. (protease, lecithinase, dan lipase). Endotoksin merupakan
komponen lipopolisakarida pada dinding sel bakteri yang bersifat gram negatif,
(Akhrust dan Boemare, 1990).

2.5 Patogenesitas Bakteri X. nematophilus dan P. luminenscens Terhadap
Serangga Hama

Penelitian tentang patogenesitas bakteri simbion nematoda entomopatogen
terhadap serangga hama telah dilakukan oleh beberapa peneliti, walaupun
patogenesitasnya untuk beberapa spesies serangga belum diselidiki secara luas.

Akhrust dan Boemare (1990) melaporkan bahwa Xenorhabdus Spp.
mempunyai patogenesitas yang tinggi saat diaplikasikan pada haemocoel larva
Galleria dengan LDsonya kurang dari 50 sel. Patogenesitas X. nematophilus
terhadap larva Galleria mellonela juga dilaporkan oleh Poinar (1979) bahwa
diantara satu atau tiga sel bisa menjadi patogenik terhadap serangga tersebut.

Menurut Zahro’in (1999), X. nematophilus sangat patogenik terhadap
larva Spodoptera litura larva instar Il yang dapat menimbulkan mortalitas
mencapai 100% setelah 24 jam inokulasi dengan nilai LCs 4,76 sel. Menurut Yeh
dan Alm (1992), P. luminenscens, X. nematophilus, X. poinarri yang diinjeksikan
terhadap larva kumbang Jepang Popillia japonica (Coleoptera: Scarabacidae)
menunjukkan bahwa X. luminenscens (P. luminenscens) mempunyai virulensi
lebih tinggi secara berturut-turut diikuti oleh X. nematophilus dan X poinarri
dengan nilai LDs, 24,8 sel..
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III. BAHAN DAN METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

mulai bulan Apri sampai Desember 1999

3.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian  ini adalah nematoda
entomopatogen (Steinernema carpocapsae dan Heterorhabditis indicus (Bahari,
1999)), larva Tenebrio molitor, larva [, Stigma instar 11 dan 111, ajr steril, gliserin,
kertas filter Whatman No. 1, media Nutrien Bromothymol blue Agar (NBTA),
Mac Conkey agar, Nutrien Agar (NA), Yeast Solution (VS) medium, media uji
hidrolisa pati, media uji oksidatif-fennentatif, media uji reduksi nitrat, media uji
indol, media uji pencairan gelatin |, media wi Florescens (komposisi me('ia tertera
pada lampiran 1), KOH 3%, H,0, 3%, Alkohol 70% dan 95%, spirtus.

Alat-alat yang digunakan antara |.in mikroskop fhase kontras, mikroskop
stereo, pipet effendorf (200 dan 1000 ul), orbital shaker, inkubator, cawan petri,
botol plastik, gelas plastik, haemocytometer, mikroinjektor (Hamilton syringe),
parafilm, gunting, skapel, Frezeer -25°C. saringan 15, 30, dan 45 um, autoklaf,

dan stirer.

3.3 Metode Penelitian
31 Perbanyakan Nematoda Entomopatogen

dengan kertas filter yang dibasahi dengan air steril. Larva 7. molitor yang telah
terinfeksi (mati) diekstraksi dengan metode white rap (Gambar 1), (Woodring
dan Kaya, 1988). Setelah saty sampai dua minggu Juvenil infektif yang dihasilkan
disimpan dalam air steri dan digunakan untuk isolasi bakteri.

10
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Gambar 1. Metode white trap untuk nerbanyakan
nematoda entomopatogen

3.3.2 Isolasi Bakteri

Perbanyakan baktén’ simbion yaitu dengan mengisolasi bakteri dari
haemolimph 7. molitor yang mati karena nematoda S, carpocapsae dan H. indicus
pada media NBTA, Mac Conkey dan NA. Sebelumnya 7. molitor yang telah
terinfeksi (24-48 jam) disterilisasi permukaannya dengan alkohol 70% selama 10-
I5 menit kemudian dibilas dengan air steril dan dikeringanginkan di atas kertas
filter steril. Haemolimph diperoleh dengan memotong tungkai kedua dari
1. molitor kemudian digoreskan pada media dan diinkubasikan dalam ruang gelap

selama 24 jam. Bakteri dimurnikan (direisolasi) hingga diperoleh koloni tunggal.

3.3.3 Identifikasi Bakteri dengan Uji Fisiologis

Identifikasi bakteri dilakukan berdasarkan Woodring dan Kaya (1988) yang
meliputi morfologi dan sifat fisiologisnya. Uji morfologis yaitu dengan melihat
warna koloni pada media baik pada NBTA, Mac Conkey, NA dan juga bentuk

bakteri yang dilihat secara mikroskopis dengan perbesaran 1000 kali. Uji

fisiologis yaitu meliputi:
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Uji gram. Pada pengujian ini digunakan biakan bakteri yang berumur 24
jam. Gelas obyek dibersihkan dengan alkohol 70% kemudian dikeringanginkan
dengan cara memanaskan di atas api bunsen. Pada gelas obyek tersebut diteteskan
KOH 3%. Kemudian diletakkan satu ose bakteri yang akan diuji, dicampur dan
diaduk sampai rata. Setelah kurang lebih 10 detik, campuran isolat bakteri dengan
KOH 3% tersebut diangkat perlahan-lahan dengan menggunakan jarum ose.Jika
campuran bersifat lengket setelah diangkat kurang lebih 1 cm, maka bakteri
tersebut bersifat gram negatif dan reaksi tersebut merupakan reaksi positif. (Fahy
dan Hayward, 1983).

Uji Hidrolisis Pati. Komposisi bahan yang digunakan pada pengujian ini
tertera pada lampiran 1. Isolat bakteri yang baru berumur 24 jam diinokulasikan
pada cawan petri yang berisi medium pati kurang lebih 10 ml dan diinkubasikan
selama 3-5 hari pada suhu kamar. Setelah diinkubasikan biakan kemudian
ditambah larutan iodium sebanyak 2-3 tetes. Reaksi positif ditandai dengan warna
kontras pada koloni. Sedangkan reaksi negatif ditandai dengan tidak terbentuknya
bagian yang berwarna kontras di sekitar koloni dan seluruh medium berwarna
hitam (Kerr, 1980).

Uji Katalase. Pada pengujian ini digunakan biakan bakteri yang berumur 24
jam. Gelas obyek dibersihkan dengan alkohol 70% kemudian dikeringanginkan
dengan memanaskan di atas api bunsen. Pada gelas obyek diteteskan satu tetes 3%
H;O, kemudian diletakkan satu ose bakteri yang akan diuji, dicampur dan diaduk
sampai merata. Reaksi positif ditandai dengan terdapatnya gelembung-gelembung
udara karena bakteri menghasilkan enzim katalase yang menghidrolisis 3% H,0,
menjadi air dan oksigen. Sedangkan reaksi negatif ditandai dengan tidak
terbentuknya gelembung-gelembung udara.

Uji Oksidatif -Fermentatif. Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui
karbohidrat tunggal biasanya (glukosa) dapat dimanfaatkan oleh bakteri pada
proses fermentasi atau oksidasi. Bahan-bahan yang digunakan sebagai medium
dasar untuk pengujian ini tertera pada lampiran 1. Uji ini dilakukan dengan
menusukkan isolat bakteri uji pada kedua media oksidatif-fermentatif yaitu media
yang ditutup dengan minyak parafin dan yang tanpa minyak parafin. Kemudian
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media tersebut diinkubasikan pada suhu kamar selama 7-14 hari. Terjadinya
perubahan warna dari biru mejadi kuning menunjukkan adanya produksi asam
pada tabung yang tidak tertutup, akan tetapi pada tabung yang tertutup
menunjukkan adanya metabolisme fermentatif dari glukosa (Fahy dan Hayward,
1983; Lelliot dan Stead, 1987).

Uji Reduksi Nitrat. Komposisi bahan yang digunakan dalam pengujian ini
tertera pada lampiran 1. Isolat bakteri yang ditumbuhkan pada medium yang
mengandung nitrat dalam tabung. Kemudian diinkubasikan dalam suhu kamar
selama 3-7 hari. Setelah diinkubasi ditetesi dengan reagent iodium pati sebanyak
5-10 tetes. Reaksi positif ditandai dengan terjadinya warna biru pada medium
setelah di tetesi reagent.

Uji Pembentukan Indol. Bahan-bahan yang digunakan sebagai medium
untuk pengujian ini tertera pada lampiran 1. Kultur bakteri yang berumur 24 jam
ditumbuhkan pada medium dan diinkubasi selama 2-5 hari pada suhu ruang.
Setelah diinkubasi biakan ditetesi dengan reagent kovac sebanyak 10-12 tetes.
Reaksi positif ditandai dengan terbentuknya warna merah pada medium setelah
ditetesi reagent yang berarti bakteri dapat membentuk indol.

Uji Pencairan Gelatin. Komposisi bahan tertera pada lampiran 1. Media
yang sudah disterilisasi diinokulasi dengan kultur bakteri yang akan diuji.
Selanjutnya diinkubasikan pada suhu kamar selama 48 jam. Untuk mengetahui
reaksinya, tabung yang telah diinkubasikan terlebih dahulu disimpan pada suhu
5°C selama 2 jam. Reaksi positif ditandai dengan tetap cairnya media pada tabung
yang diinokulasi (Kerr, 1980 ; Lelliot dan Stead, 1987).

Uji Fluorescens. Medium yang digunakan untuk pengujian ini adalah
medium King's B. Komposisi bahan tertera pada lampiran 1. Pengujian ini
bertujuan untuk mengetahui fluorescensi, pijaran warna hijau atau biru suatu
bakteri. Bakteri yang akan diuji ditumbuhkan pada medium tersebut dan
diinkubasikan selama 3 hari pada suhu kamar. Pengamatan dilakukan dibawah
sinar ultra violet. Bila bakteri berpendar hijau kebiruan, maka bakteri

menghasilkan senyawa fluorescens dan vji ini bersifat positif (Lelliot dan Stead
1987 Kerr, 1980).
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Uji bioluminenscens. Uji bioluminenscens dilakukan dengan melihat gejala
yang nampak pada serangga yang mati karena terinfeksi bakteri. Sifat
bioluminenscens berdasarkan warna kutikula serangga yang mati yaitu berwarna
coklat kehitaman (terinfeksi oleh Xenorhabdus spp.) dan berwarna merah
kecoklatan/ caramel (terinfeksi oleh P. luminenscens) (Woodring dan Kaya,
1988, Akhurst dan Boemare, 1990). Pengujian fisiologis disesuaikan dengan
karakteristik bakteri dari genus Xenorhabdus (Woodring dan Kaya, 1988).

Bakteri yang sudah diidentifikasi ditumbuhkan dalam media YS cair selama
24 jam. Kamudian dimasukkan dalam caps-caps dengan diberi 15% gliserin dan
penyimpanan dengan dimasukkan dalam frezer -25°C. Pada saat uji virulensi
sebelumnya bakteri ditumbuhkan pada media NBTA atau Mac Conkey agar
selama 24 jam kemudian dipilih koioni tunggal (koloni primer) kemudian
ditumbuhkan dalam media YS selama 24 jam. Menurut Woodring dan Kaya
(1988), sebagai indikasi dari fase primer yaitu terjadinya penyerapan warna merah
(neutral red) pada media Mac Conkey agar dan warna biru (Bromothymol blue)

pada media NBTA. Perhitungan bakteri dilakukan dengan menggunakan
haemocitometer.

3.3.4 Pengambilan Larva L. stigma

Pengumpulan larva L. stigma yaitu dilakukan dengan mengambil langsung
dari lapang (sekitar perakaran tebu yang terserang uret) kemudian dipisahkan
berdasarkan jenis dan mnstamya.

3.3.5 Pengujian Virulensi Bakteri X nematophilus dan P. luminenscens

Terhadap Larva L. stigma

Pengujian LCsy berdasarkan pengujian yang dilakukan Glazer (1992)
dengan menggunakan lima konsentrasi dan sebelumnya ditentukan berdasarkan
uji pendahuluan dengan konsentrasi 0, 2500, 7500, 15.000 , 30.000 dan 60.000 sel
bakteri/ml.. Hasil uji pendahuluan dianalisis dengan analisi probit (Finney, 1972)
untuk menentukan konsentrasi aplikasi yang sebenarnya. Konsentrasi aplikasi
yang sebenarnya dari hasil analisis uji pendahuluan yaitu 0, 5000, 16000, 27000,
38000, dan 49000 sel/m] digunakan untuk pengujian virulensi selanjutnya.
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Cara pengujian yaitu dilakukan secara dermal dan oral Bakteri yang akan
diuji terlebih dahulu ditumbuhkan pada media YS selama 24 jam. Cara dermal
yaitu dengan menginjeksikan isolat bakteri sebanyak 10 pl/serangga pada bagian
abdomen larva L. stigma (dua segmen dari belakang). Kemudian diletakkan
didalam botol plastik yang telah dilapisi kertas filter steril. Cara oral yaitu dengan
merendam tebu sebagai makanan uret dalam suspensi bakteri selama 5-10 menit
kemudian bersama-sama uret dimasukkan dalam botol plastik yang telah dilapisi
kertas filter steril. Masing-masing konsentrasi diulang tiga kali dengan juinlah
larva tiap ulangan 10 larva (n=30).

Pengamatan mortalitas larva dilakukan 24-48 setelah perlakuan. Persentase
kematian larva di hitung berdasarkan rumus Abbot (1925) yaitu :

100-B

Persen kematian terkoreksi = X100% | dimana
A = persentase kematian larva L. stigma pada perlakuan
B = persentase kematian larva L. stigma pada kontrol

Nilai LCso X. nematophilus dan P. luminenscens terhadap larva L. stigma
ditentukan dengan analisis Probit (Finney, 1972). Mortalitas L. stigma dinanalisis
dengan analisis varian dilanjutkan dengan uji Duncan dengan jenjang 5% dan
untuk mengetahui hubungan antara penambahan konsentrasi dengan mortalitas

larva digunakan analisis regresi.
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4.1 Morfologi Bakteri

Hasil isolasi bakteri dari 7enebrio molitor yang mati karena nematoda
entomopatogen S. carpocapsae dan H. indicus menunjukkan karakteristik
pertumbuhan koloni yang berbeda pada beberapa medium NBTA, Mc.Conkey dan
Nutrien Agar. Pengamatan secara morfologis terhadap koloni bakteri dapat dilihat
pada tabel 1.

Tabel 1. Hasil pengamatan karakteristik morfologi koloni bakteri pada
Leberapa media

Karakteristik Bakteri hasil isolasi
Morfologi pada media (primer)
A B
Nutrien Bromothymol Koloni bulat cembung, Koloni bulat cembung,
blue agar (NBTA) warna biru jernih warna biru jernih
Mc. Conkey Bulat cembung Bulat cembung
mengkilap warna koloni  mengkilap warna koloni
R merah jernih merah jernih
Nutrien agar (NA) Koloni berwarna putih Koloni berwama putih
susu menyerupai lendir susu menyerupai lendir
cembung dan dapat cembung dan dapat
meneruskan cahaya meneruskan cahaya

Keterangan : A bakteri dari 7. molitor + S. carpocapsae
B. bakteri dari 7. molitor + H. indicus

Berdasarkan tabel 1, bakteri hasil isolasi dari 7. molitor yang terinfeksi
S. carpocapsae (A) mempunyai morfologi koloni yang secara umum sulit
dibedakan dengan bakteri hasil isolasi dari 7. molitor yang terinfeksi H. indicus
(B) (gambar 2). Menurut Akhurst (1980) ; Woodring dan Kaya (1988) dalam
Gerritsen & Krasomil-Osterfeld (1994), hal tersebut merupakan karakteristik
morfologi yang umum ditunjukkan oleh semua genus Xenorhabdus jika

ditumbuhkan pada media NA, Mac Conkey maupun NBTA.
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