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Metarhizium anisopliae merupakan salah satu cendawan entomopatogen
yang berpotensi untuk pengendalian hama sehingga dapat menurunkan populasi
serangga hama dalam suatu areal pertanian dari pada organisme lain. Selain itu
cendawan entomopatogen relatif mudah diproduksi, serta kemungkinan penyebab
resistensi bagi serangga hama sangat kecil. M. anisopliae dapat tumbuh baik
apabila inang berada pada kondisi yang suhu, kelembaban, sinar matahari, pH dan
nutrisi yang mendukung. Nutrisi yang dimaksud kali ini ialah berasal dari media
perbanyakan cendawan tersebut. Media yang dipakai untuk menumbuhkan
cendawan M. anisopliae sangat menentukan laju pembentukan koloni dan jumlah
konidia selama pertumbuhan. Jumlah konidia nantinya akan menentukan
keefektifan cendawan M. anisopliae dalam mengendalikan serangga. Media
pembawa nantinya dapat berfungsi sebagai makanan cadangan bagi konidia
sebelum digunakan untuk menginfeksi serangga. Penggunaan cendawan
entomopatogen dalam mengendalikan hama memiliki prospek baik namun
pemanfaatan cendawan M. anisopliae dalam pengendalian serangga hama di
lapangan masih sangat terbatas. Keterbatasan tersebut salah satunya disebabkan
oleh kesulitan dalam pesiapan inokulum untuk aplikasi dalam jumlah besar
dengan kualitas cendawan yang baik agar tetap efektif ketika dilakukan aplikasi
dilapang. Sehingga perlu dilakukan penelitian untuk menguji kualitas dan lama
penyimpanan yang tepat bagi cendawan M. anisopliae.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis media padat yang efektif
digunakan dalam perbanyakan secara masal cendawan M. anisopliae serta waktu
lama simpan yang tepat untuk menjaga kualitas. Penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan Rancangan Acak Lengkap Faktorial. Faktor pertama adalah lama

waktu penyimpanan yang terdiri 6 taraf yakni: 2 minggu, 4 minggu, 6 minggu, 8
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minggu,10 minggu, 12 minggu dan faktor kedua adalah media tumbuh yang
terdiri 5 taraf yakni: beras jagung, beras menir, dedak, beras jagung+dedak dan
beras menir+dedak. Setiap perlakuan kombinasi tersebut diulang sebanyak 3 Kkali.
Variabel pengamatan yang digunakan yakni: produktivitas spora untuk
mengetahui kerapatan dari spora, viabilitas untuk mengetahui persentase
perkecambahan spora,dan virulensi cendawan untuk mengetahui kemampuan
cendawan dalam menginfeksi serangga serta persistensi cendawan untuk
mengetahui kemampuan cendawan bertahan dan menginfeksi serangga dalam
tanah.

Hasil penelitian menunjukan bahwa jenis media perbanyakan berpengaruh
terhadap lama simpan cendawan M. anisopliae. pada media dedak penyimpanan 2
minggu tingkat produktivitasnya tinggi namun tingkat virulensinya masih sangat
rendah. Selain itu, ditemukan pula lama simpan yang baik bagi cendawan untuk
berkembang dan efektif dalam menginfeksi T. molitor yakni penyimpanan 8
minggu. Pada penyimpanan 8 minggu produktivitas cendawan tertinggi pada
media beras menir 100,53x107 spora/gram dan kecepatan berkecambah tertinggi
pada media beras jagung mencapai 100 % pada waktu 12 jam setelah inokulasi
dan kemampuan menginfeksi T. molitor tertinggi pada media beras jagung
93,33% serta kemampuan cendawan M. anisopliae pada media beras jagung
mampu bertahan dan meginfeksi T. molitor dalam tanah sebesar 90%. Pada hasil
penelitian ini juga menunjukkan bahwa media beras jagung merupakan media
yang terbaik dalam pertumbuhannya dan mampu menginfeksi T. molitor paling
tinggi pada lama simpan 8 minggu serta mampu menginfeksi T. molitor pada lama
simpan 2 minggu meskipun produktivitasnya masih rendah serta mampu bertahan

dan menginfeksi T. molitor dalam tanah mencapai 90% sampai 10 minggu .
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Cendawan entomopatogen ialah jenis cendawan yang bersifat merugikan

bagi serangga. Hal ini dikarenakan aktifitas hidup dari cendawan tersebut dapat
menyebabkan gangguan bahkan kematian pada serangga, sehingga baik langsung
maupun tidak langsung akan mengurangi populasi serangga di alam. Cendawan
entomopatogen banyak menjadi pilihan untuk pengendalian hama daripada
organisme lain karena cendawan tersebut mempunyai kapasitas reproduksi yang
tinggi, siklus hidupnya pendek, dapat membentuk spora dan dapat bertahan lama
di alam, bahkan dalam kondisi yang kurang menguntungkan sekalipun. Cendawan
entomopatogen relative mudah diproduksi, serta kemungkinan penyebab resistensi
bagi serangga hama sangat kecil (Whidayat dan Dini, 1993).

Metarhizium anisopliae merupakan salah satu cendawan entomopatogen
yang termasuk dalam divisi Deuteromycotina: Hyphomycetes. Cendawan ini
biasa disebut dengan green muscardine fungus dan tersebar luas di seluruh dunia
(Strack, 2003). Cendawan M. anisopliae mempunyai koloni berwarna hijau
zaitun, konidiofor dapat mencapai panjang 75 um, bertumpuk - tumpuk
diselubungi oleh konidia yang berbentuk apikal berukuran 6-9,50 rim x 1,50-3,90
rim, bercabang-cabang, berkelompok membentuk massa yang padat dan longgar.
Pada awal pertumbuhan, koloni cendawan berwarna putih, kemudian berubah
menjadi hijau gelap dengan bertambahnya umur (Prayogo dan Tengkano 2002).
Cendawan ini dapat menyebabkan penyakit bila menginfeksi serangga, sehingga
dapat menurunkan populasi serangga hama dalam suatu areal pertanian.

M. anisopliae dapat tumbuh baik apabila inang berada pada kondisi yang
suhu dan kelembaban, sinar matahari, pH dan nutrisi yang mendukung. Nutrisi
yang dimaksud kali ini ialah berasal dari media perbanyakan cendawan tersebut.
Media yang dipakai untuk menumbuhkan cendawan M. anisopliae sangat
menentukan laju pembentukan koloni dan jumlah konidia selama pertumbuhan.
Jumlah konidia nantinya akan menentukan keefektifan cendawan M. anisopliae

dalam mengendalikan serangga.
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Media pembawa yang dapat digunakan untuk berkembangnya cendawan
M. anisopliae antara lain beras, gandum, kedelai, beras jagung, padi-padian,
kentang, dan kacang-kacangan. Media pembawa ini nantinya dapat berfungsi
sebagai makanan cadangan bagi konidia sebelum digunakan untuk menginfeksi
serangga (Soetopo dan Indrayani, 2007). Selain media pertumbuhan, waktu lama
penyimpanan juga dapat mempengaruhi kualitas dari cendawa M. anisopliae. Hal
tersebut terkait dengan viabilitas dan kemampuan dari cendawan entomopatogen
membunuh larva serangga.

Cendawan entomopatogen M. anisopliae dalam mengendalikan hama
memiliki prospek baik karena cendawan memiliki spesifisitas patogen yang tinggi
terhadap hama sasaran, ramah lingkungan, dan tidak menyebabkan resistensi.
Pemanfaat cendawan entomopatogen dalam pengendalian serangga hama di
lapangan masih sangat terbatas. Keterbatasan tersebut salah satunya disebabkan
oleh kesulitan dalam pesiapan inokulum untuk aplikasi (Sulistyowati dkk, 2002).
Kesulitan tersebut dapat diatasi dengan memeperhatikan kualitas berdasarkan
media dan lama waktu penyimpan oleh karena itu perlu dilakukan peneitian untuk
menguji kualitas jenis media tumbuh dan lama waktu simpan yang sesuai untuk
menjaga kualitas cendawan M. anisopliae. Dengan adanya penelitian tersebut
diharapkan dapat menemukan media yang paling baik, dan dapat di simpan dalam
jangka waktu tertentu. Hal tersebut berkaitan dengan kualitas cendawan dalam

menginfeksi serangga target.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah jenis media yang efekti digunakan untuk produksi secara masal

cendawa M . anisopliae dalam dan berapa lama waktu simpan yang tepat untuk

tetap menjaga kualitas cendawan tetap dalam kondisi baik.

1.3 Tujuan
Untuk mengetahui jenis media padat yang efektif digunakan dalam

perbanyakan secara masal cendawan M. anisopliae serta waktu lama simpan yang

tepat untuk menjaga kualitas cendawan.
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1.4 Manfaat
Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai sumber informasi

tentang penggunaan media padat yang tepat dan lama waktu simpan yang sesuai
agar kualitas spora M. anisopliae tetap terjaga saat perbanyakan massal maupun

aplikasinya terhadap serangga uji.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Karakteristik Cendawan M. anisopliae
Cendawa M. anisopliae merupakan salah satu jenis cendawan

entomopatogen yang memiliki kemampuan sebagai pathogen pada beberapa ordo
serangga seperti Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Orthoptera, Hemiptera
dan Isoptera. (Prayogo dkk, 2005). Berdasarkan klasifikasinya M. anisopliae
tergolong dalam Kingdom: Fungi, Phylum: Ascomycota, dengan Class :
Sordariomycetes, Ordo : Hypocreales, Family : Clavicipitaceae, Genus :
Metarhizium, Species : Metarhizium anisopliae (Alexopoulus et al., 1996).

Ciri-ciri cendawan M. anisopliae memiliki miselium jamur bersekat,
diameter 1,98-2,97 um, konidiofor bersusun tegak, berlapis dan bercabang yang
dipenuhi konidia. Konidia bersel satu dan berbentuk bulat silinder dengan ukuran
9,94x3,96 um (Tanada dan Kaya, 1993). Pada awal pertumbuhan koloni jamur M.
anisopliae ini berwarna putih, kemudian akan berubah menjadi warna hijau gelap
ketika konidia matang dan dilanjutkan dengan pembentukan spora. Spora yang
berwarna hijau ini yang memberi istilah green muscardin fungus pada M.
anisopliae, warna hijau merupakan salah satu ciri —ciri untuk identifikasi M.
anisopliae. Secara mikroskopis juga dapat diamati bentuk konidia M. anisopliae
adalah oval (Widiyanti, 2004).

Gambar 2.1 Morfologi (1) Konidia cendawan M. anisopliae (2) Konidiofor

Menurut Gopalakrishnan (2001) cendawan M. anisopliae merupakan satu
diantara jamur yang bersifat entomopatogen dan dapat dijadikan sebagai salah

satu agen hayati pengendalian serangga, baik serangga yang menyerang tanaman
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maupun organisme antagonis yang ada di dalam tanah. Jamur ini dapat
menyebabkan penyakit bila menginfeksi serangga, sehingga dapat menurunkan
populasi serangga hama dalam suatu areal pertanian. Sebab spora M. anisopliae
yang berkecambah menginfeksi serangga melalui penetrasi pada kutikula dan
mulut serangga.

Menurut Dirjen Tanaman Pangan (2008) cendawan M. anisopliae
menghasilkan racun dekstruksin serta memiliki sifat parasit pada beberapa jenis
serangga dan bersifat saprofit dalam tanah dengan bertahan pada sisa-sisa
tanaman. M. anisopliae bersifat parasit atau bersifat saprofit pada media buatan,
awal mula pertumbuahan cendawan adalah dimulai dari tumbuhnya konidium
yang membengkak dan mengeluarkan tabung-tabung kecambah, Tabung
kecambah tersebut memanjang dan pemanjangan terjadi selama 30 jam. Beberapa
cabang tersebut akan membesar kearah atas serta membentuk konidiofor yang
pendek, berdekatan, saling melilit dan bercabang. Konidia terbentuk setelah 1
minggu pertumbuhan, yang mulanya berwarna putih kemudian lama-lama
menjadi hijau hal tersebut menandakan bahwa konidia telah masak. Pembentukan
konidia terdiri atas kuncup dan tunas yang memanjang pada kedua sisi konidiofor.
Cendawan M. anisopliae pertama kali digunakan untuk mengendalikan hama
kumbang kelapa yang telah lebih dari 85 tahun lalu, dan sejak saat itu digunakan
sebagai agen hayati dan dapat menginfeksi beberapa jenis serangga.

Masa simpan produk agens hayati juga merupakan salah satu hal yang
penting untuk dikaji. Faria et al. (2012) memodifikasi kemasan produk M.
anisopliae untuk memperpanjang daya simpan konidia pada suhu tinggi.

Banyak faktor sebagai penyebab tidak efektifnya agens hayati yang
dikembangkan, hal tersebut berkaitan dengan pertumbuhan dan perkembangan
cendawan, faktor internal yang mempengaruhi kualitas ialah seperti asal isolat
yang diperoleh kemudian untuk faktor eksternal seperti media perbanyakan, lama
penyimpanan, teknik aplikasi, dan faktor lingkungan yang kurang mendukung
(Sudarmadji, D. 1996). Lama penyimpanan yang dimaksud ialah, lama waktu
penyimpanan yang dapat menurunkan virulensi cendawan entomopatogen,

menurunnya virulensi terjadi apabila cendawan sering disubkulturkan dalam


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

medium buatan dan lama berada dalam penyimpangan, disini penting halnya
mempertahankan virulansi karena berkaitan dengan kualitas/mutu cendawan
entomopatogen tersebut.

Seiring dengan bertambahnya umur simpan, persentase produksi
perkecambahan konidia cenderung menurun Prayogo (2005) bahwa produktvitas
spora pada cendawan yang berumur 2 atau 3 bulan banyak menghabiskan
cadangan nutrisi lebih banyak sehingga cendawan kurang efektif. Hal tersebut
juga dijelaskan pada pada penelitan Utari et. al (2015) semakin lama umur biakan
cendawan M. anisopliae, maka akan semakin lemah atau berkurang kualitas
sporanya dan akan berpengaruh terhadap daya infeksinya terhadap O. rhinoceros.
Selain itu waktu penyimpanan yang lama juga dapat menyebabkan kerusakan
bahan/media yang lebih besar (Pramesti et. al 2014). M. anisopliae mampu
tumbuh dan berkembang dengan baik bila didukung oleh beberapa faktor seperti
Suhu dan Kelembaban, Cahaya matahari, pH dan Nutrisi (Ouedraogo dkk., 2004).

2.2 Kebutuhan Nutrisi M. anisopliae

Nutrisi pada media tumbuh dapat berpengaruh terhadap pertumbuhan dan
perkembangan cendawan M. anisopliae sebab nutrisi disini besar kaitannya
terhadap substansi organik yang dibutuhkan organisme tersebut. Nutrisi yang
dibutuhkan oleh cendawan M. anisopliae dapat berasal dari media yang
digunakannya, semakin baik media tersebut maka semakin baik pula
pertumbuhannya dan perkembangan cendawan M. anisopliae.

Berdasarkan Inglod (1962) juga menyebutkan bahwa media tumbuh
cendawan harus mengandung subtansi organik sebagai sumber C, sumber N, ion
anorganik dalam jumlah yang cukup karena dapat sebagai pemasok pertumbuhan
dan sumber vitamin. Selain itu M. anisopliae juga memerlukan karbohidrat
sebagai sumber karbon dalam pertumbuhannya, penggunaan karbohidrat tinggi
mendorong pertumbuhan vegetatif cendawan (Bilgrami dan Verma, 1981).

Kandungan protein yang terdapat dalam media sebaiknya juga harus
diperhatikan sebab kandungan protein dalam media dapat berperan dalam

pembentukan konidia cendawan M. anisopliae. Menurut Garraway dan Evans,
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(1984) protein sangat diperlukan untuk pembentukan organel yang nantinya
berperan dalam pembentukan apikal hifa dan sintesis enzim. Selama proses
tersebut enzim juga berperan dalam aktivitas perkecambahan dan protein yang
diserap dalam bentuk asam amino.

Media yang digunakan untuk perbanyakan cendawan M. anisopliae harus
mengandung subtansi organik sebagai sumber C, sumber N, ion anorganik dalam
jumlah yang cukup sebagai pemasok pertumbuhan dan sumber vitamin (Ingold,
1965). Sebab cendawan M. anisopliae dapat tumbuh dengan baik apabila
mendapat unsur-unsur seperti C, H, O, N, S, P, K dan unsur mikro seperti Fe, Mg,
Co, Mn dan lain-lain (Isnawati dan Mahanani, 2003). Dari beberapa unsur-unsur
tersebut terdapat pada limbah maupun produk hasil pertanian pertanian seperti
bekatul jagung, bekatul padi, dedak, serta limbah dan hasil produk pertanian yang
lain. Untuk mencapai pertumbuhan yang optimal cendawan M. anisopliae

membutuhkan nutrisi dari media yang sesuai.

2.2.1 Media Beras menir

Menurut Ambiya (2010) beras menir merupakan bagian dari beras yang
hancur ketika penggilingan dan penyosohan, butir beras tersebut memiliki ukuran
lebih kecil 2/10 atau butir beras yang lolos dari ayakan atau saringan yang
berdiameter 1,753 mm — 2 mm. Pada beberapa penelitian media berbahan beras
dapat digunakan sebagai media tumbuh cendawan, seperti telah dikemukan Ihsan
dan Octriana (2009) beras merupakan media yang efektif digunakan sebagai
media pada cendawan B. bassiana.

Beras mengandung beberapa nutrisi seperti protein, kabrohidrat, asam
nukleat dan lipid. Karbohidrat yang terkandung dalam beras mencapai 75%
hingga 90%. Apabila melalui proses pemanasan dengan direbus, maka
karbohidrat yang terkandung di dalamnya akan pecah menjadi senyawa sederhana
amilopektin dan glukosa. Selain itu beras juga mengandung berbagai vitamin
yang meliputi vitamin B (thiamin, niacin, dan riboflavin) dan Vitamin E (a-
tocopherol). Serta mengandung mineral yang meliputi kalium, fosfor, dan

magnesium (Frei dan Becker, 2004).
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2.2.2 Media Jagung

Beras jagung adalah jagung yang digiling pecah-pecah sebesar menir
beras. Menir jagung juga dapat digunakan sebagai media hal tersebut berdasarkan
pernyataan Prayogo dkk,(2005) bahwa jagung dapat digunakan sebagai media
karena di dalamnya mengandung nutrisi yang dibutuhkan oleh cendawan
entomopatogen dalam hal ini M. anisopliae. Kandungan nutrisi pada jagung
seperti karbohidrat dan protein.

Dalam jurnal Sirappa (2003) juga dituliskan bahwa kandungan nutrisi
pada jagung ialah sebagai berikut; Kalori 361 kal, Protein 9 gram, Lemak 4,50
gram, Karbohidrat 72 gram, Air 13,50%, Serat 2,70%, Ca 9 mg, P 380 mg, dan
Fe 4,60 mg. Cendawan entomopatogen membutuhkan substrat dengan kandungan
protein dan gula yang tinggi hal tersebut berkaitan dengan bertahannya viabilitas
konidia dan kemampuan membunuh inangnya (Prayogo, 2003). Pengujian jagung
sebagai media cendawan entomopatogen juga dilaporkan oleh lhsan dan Octriana
(2009) bahwa pengujian B. bassiana dengan media yang menggunakan jagung
mampu membunuh lalat buah pada stadium pupa mencapai 17,09% dalam waktu

12 hari setelah aplikasi.

2.2.3 Media Dedak

Dedak adalah limbah dari pengolahan padi menjadi beras dan kualitasnya
bermacam-macam tergantung dari varietas padi yang diolah. Dedak padi dapat
dikatakan hasil samping pada pabrik penggilingan padi dalam memproduksi
beras. Dedak padi merupakan bagian kulit ari beras pada waktu dilakukan proses
pemutihan beras (Saputro, 2015). Dedak berfungsi sebagai sumber karbohidrat
utama sumber nitrogen dan karbon, serta sumber vitamin B kompleks seperti (B1)
dan riboflavin (B2). Selain itu, dedak juga mengandung lemak, protein dan
mineral yang berguna bagi pertumbuhan jamur (Utoyo, 2010).

Menurut Hanmoungjai et al. (2002), komposisi dedak padi memiliki

kandungan minyak dedak yang relatif cukup besar dibandingkan komponen kimia
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lainnnya yaitu 19,97%. Hanya sedikit lebih rendah dibandingkan dengan
kandungan karbohidrat yaitu 22,04%. Hasil penelitian Parrado et al. (2006),
menunjukkan bahwa komposisi asam lemak pada dedak padi didominasi oleh
asam oleat yaitu sebanyak 42,4% dan asam linoleat adalah 36,4%. Dengan
demikian minyak dedak padi digolongkan sebagai unsaturated fatty acid/asam

lemak tak jenuh.

2.3 Mekanisme infeksi M. anisopliae

Mekanisme infeksi M. anisopliae dapat terjadi melalui 4 tahap yang
dimulai dengan Inokulasi, yaitu kontak antara propagul cendawan dengan tubuh
serangga. Propagul cendawan M. anisopliae berupa konidia karena merupakan
cendawan yang berkembang biak secara tidak sempurna. Selanjutnya melakukan
Penempelan dan perkecambahan propagul cendawan pada integumen serangga.
Pada tahap ini, cendawan dapat memanfaatkan senyawa-senyawa Yyang terdapat
pada integumen. Pada tahap selanjtnya dilakukan Penetrasi dan invasi, dalam
melakukan penetrasi menembus integumen, cendawan membentuk tabung
kecambah. Penembusan dilakukan secara  mekanis atau kimiawi dengan
mengeluarkan enzim dan toksin. Setelah terjadi proses penetrasi, destruksi pada
titik penetrasi dan terbentuknya blastospora yang kemudian beredar ke dalam
hemolimfa dan membentuk hifa sekunder untuk menyerang jaringan lainnya.

(Prayogo, 2005).
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Gambar 2.2 Mekaisme infeksi M. anisopliae pada tubuh serangga
Sumber : http://www.disease-picture.com/metarhizium-anisopliae-life-cycle.html
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2.4 Pemanfaatan M.anisopliae Untuk Mengendalikan Hama Tanaman

M. anisopliae adalah satu diantara spesies cendawan yang bersifat
entomopatogen. Cendawan ini sangat bermanfaat dan telah banyak digunakan
sebagai agens hayati untuk mengendalikan serangga hama (Shah et al., 2003).
Cendawan entomopatogen M. anisopliae merupakan salah satu jenis
bioinsektisida yang dapat digunakan untuk mengendalikan hama tanaman.
Cendawan M. anisopliae telah dikenal sebagai patogen pada berbagai jenis
serangga hama dan dapat diproduksi secara komersial sebagai bioinsektisida
(Marheny et al., 2010). Menurut Rodrigues et al. (2005) menyatakan bahwa
cendawan M. anisopliae telah banyak dikembangkan sebagai bioinsektisida
diberbagai Negara seperti Italia, Kanada, Tamania, Swiss, dan Beberapa negara
lainnya.

Kajian biologis control di bidang pertanian menunjukan bahwa
M. anisopliae menjadi salah satu dari sekian jenis Cendawan parasitik pada
serangga dan telah banyak dikaji pemanfaatanya sebagai agens pengendali hayati
hama tanaman antara hama uret, lalat buah, ulat, wereng, belalang. Di Jepang
jamur M. anisopliae digunakan untuk mengendalikan uret Anomala cuprea
perusak akar ubi jalar (Fujiie dan Yokoyama 1996). Hasil penelitian Milner et al.
(2003) di Australia menyebutkan bahwa jamur M. anisopliae yang diaplikasikan
untuk mengendalial uret perusak akar tebu (Lepidiota sp. dan Dermolepida
albohirtum) terbukit mampu bertahan lebih dari tiga tahun.

sementara di Indonesia penelitian cendawan M. anisopliae juga telah
banyak dimanfaatkan untuk mengendalikan hama tanaman salah satunya
penelitian Herlinda et al. (2008) menyatakan cendawan M. anisopliae mampu
menyebabkan kematian hama wereng coklat sebanyak 90% hanya dengan LTso
3,60 hari. cendawan ini memiliki daya infeksi yang begitu tinggi terhadap banyak
serangga, intensitas serangga inang terbaik untuk perkembangbiakannya adalah
larva Orytes rhinoceros pada semua stadia kecuali telur, hal inilah yang menjadi
dasar dari dikembangkannya cendawan M. anisopliae sebagai agens pengendali
hayati hama (Sambiran & Hosang, 2007).

10
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Cendawan M. anisopliae di Indonesia telah berkembang sejak tahun 1970-
an dan sampai sekarang telah dikembangkan pula metode perbanyakan untuk
menghasilkan inokulum yang siap untuk diaplikasikan di lapang (Harjaka et al.,
2011). Perbanyakan secara masal cendawan M. anisopliae sebagai agens hayati
biasanya dibuat dalam bentuk formulasi maupun padat (Mohammadbeigi, 2013).
Menurut Heriyanto dan Suharno (2008) menyatakan bahwa M. anisopliae hasil
perbanyakan pada medium Alyoshina, ekstrak jagung, ekstrak kentang dan
ekstrak ketela rambat memiliki tingkat patogenisitas yang sama (100 persen larva
mati) setelah 30 hari dari saat aplikasi. Rosmayuningsih (2014) melaporkan dalam
penelitiannya, cendawan M. anisopliae yang diperbanyak menggunakan media
padat jagung mampu mengakibatkan tingkat kematian hama kepinding tanah

sebanyak 18,25% hanya dalam waktu 5 hari setelah aplikasi.

2.5 Hipotesis
Lama penyimpanan dan jenis media dapat mempengaruhi kualitas

cendawan M. anisopliae. Umur penyimpanan 1 bulan merupakan waktu

penyimpanan yang terbaik untuk menjaga kualitas dan virulensi cendawan

terhadap serangga.

Ho = Jenis media perbanyakan dan lama penyimpanan berinteraksi
terhadap kualitas cendawan M. anisopliae

Hi1 = Jenis media perbanyakan dan lama penyimpanan tidak berinteraksi
terhadap kualitas cendawan M. anisopliae

11
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Agroteknologi, Fakultas
Pertanian, Universitas Jember pada bulan Oktober 2015 sampai Maret 2016.

3.2 Persiapan Penelitian
3.2.1 Peremajaan dan Perbanyakan M. anisopliae

Peremajaan dan perbanyakan isolat M. anisopliae dilakukan pada cawan
Petri dengan menggunakan media PDA. Pada cawan Petri, media Potato Dextrose
Agar (PDA) dituangkan sebanyak 10 ml dan ditunggu sampai media mengeras.
Setelah media mengeras langkah selanjutnya adalah menginokulasi M. anisopliae
ke dalam media PDA pada cawan Petri lalu menginkubasinya selama 7 hari
sampai miselium cendawan M. anisopliae menutupi seluruh bagian dinding media

PDA, kemudian simpan dalam ruang pada suhu 20-23°C selama 14 hari.

3.2.2 Pembuatan larutan Ekstrak Kentang Gula (EKG)

Pembuatan media EKG 1 liter dibutuhkan bahan-bahan meliputi 250 gr
kentang, 25 gr dextrose dan 1 liter air. Cara me mbuat EKG adalah memilih
kentang yang baik, segar dan sehat. Kemudian mengupas kentang, lalu cuci bersih
dan dipotong berbentuk dadu. Potongan kentang dimasukan ke dalam erlenmeyer
ukuran 1 liter, selanjutnya erlenmeyer diletakan dalam panci yang telah diberi air.
Rebus potongan kentang selama 20 menit dengan sekali-kali diaduk,lalu saring
dalam wadah baru untuk memisahkan endapan dan cairannya untuk mendapatkan
extraknya, tunggu hingga dingin dan menambahkan 25 gram destrose, lalu
dipanaskan dengan hotplate sampai mendidih untuk menghomogenkan. Ekstrak
kentang yang sudah dihotplate dan sudah dingin dipindah ke dalam erlenmeyer
kecil ukuran 100mlsebanyak 75 ml pada masing-masing erlenmeyer, kemudian

disterilisasi kedalam autoclave.

12
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3.2.3 Pembuatan media padat

Pembuatan komposisi media padat bahan-bahannya meliputi beras jagung,
beras menir dan dedak. Langkah pertama yaitu membersihkan terlebih dahulu
bahan tersebut pada air mengalir guna untuk membersihkan kotoran-kotoran
maupun benda asing, kemudian beras menir direndam selama 2 jam sedangkan
beras jagung direndam selama 3 jam dan untuk dedak tidak direndam, media
tersebut ditiriskan kemudian tambahkan minyak sebanyak 10 ml/kg media yang
dipakai. Tahap selanjutnya, bahan yang sudah di rendam dan diberi minyak
dikemas pada plastik tahan panas dengan masing-masing media sebanyak 100gr,
untuk media kombinasi diberikan sebanyak (50:50) dari masing-masing
kombinasi media. Proses akhir dari pembuatan media padat ini yaitu sterilisasi
menggunakan autoklaf pada suhu 121° C dengan tekanan 2 atm selama 30 menit.
Mendinginkan pada suhu kamar sebelum dilakukan inokulasi.

3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap
Faktorial dengan 2 faktor, faktor pertama adalah lama waktu penyimpanan yang
terdiri 6 taraf yakni: 2 minggu, 4 minggu, 6 minggu, 8 minggu,10 minggu, 12
minggu dan faktor kedua adalah media tumbuh yang terdiri 5 taraf yakni: beras
jagung, beras menir, dedak, beras jagung+dedak dan beras menir+dedak. Setiap
perlakuan kombinasi tersebut diulang sebanyak 3 kali. Prosedur penelitian yang
dilakukan antara lain adalah inokulasi cendawan M. anisopliae pada penangkaran

ulat hongkong pada kotak penangkaran dan pengamatan hasil penelitian.

3.3.1 inokulasi M. anisopliae pada media EKG

Isolat M. anispliae yang sudah diperbanyak, kemudian diinokulasikan
pada larutan EKG dalam erlenmeyer yang berukuran 100 ml dengan 3 ml suspensi
M. anispliae, setelah itu diletakan pada rotary Shaker dengan putaran 200rpm
selama kurang lebih 7 hari (Gambar 3.1).

13


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Gambar 3.1 Tahap inokulasi M. anisopliae pada media cair, a) pengambilan
inokulan dari mediaagar, b) menginokulasi ke media cair (EKG), c)
media cair di shaker selama 7 hari, d) isolate M. anisopliae yang sudah
ditumbuhi spora.

3.3.2 Inokulasi M. anisopliae pada media padat

Media padat yang sudah disterilisasi diletakan di dalam laminar air flow
dengan menyalakan UV kurang lebih 30 menit. Langkah selanjutnya melakukan
inokulasi dengan Menuangkan suspensi jamur M. anisopliae sebanyak 3mi/100gr
pada media dalam plastik. Media selanjutnya ditutup bagian atas kemudian
disimpan dalam rak (gambar 3.2).

14
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Gambar 3.2 Inokulasi Isolat M. anisopliae Dari Biakan EKG ke Media Padat, a)
persiapan alat dan bahan, b) mengambil suspensi 3 ml dengan
menggunakan mikropipet, ¢) menginokulasi suspense pada tiap
media, d) menutup dan memberikan label lalu inkubasi selama 7
hari.

3.3.3 Penyimpanan M. anisopliae

Penyimpanan M. anisopliae dilakukan dengan mengemas hasil
perbanyakan dari media padat yang telah ditumbuhi sempurna dengan
menggunakan kantong kertas yang dibuat menggnakan kertas samson dan
disimpan dalam etalase. Penyimpanan dilakukan selama 2 minggu, 4 minggu, 6
minggu, 8 minggu, 10 minggu dan 12 minggu setelah selesai penyimpanan
dilakukan uji kualitas yang meliputi Jumlah spora, jumlah viabilitas spora dan
efikasi atau virulensi terhadap Ulat hongkong (Tenebrio molitor).

15
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3.4 Variabel Pengamatan

3.4.1 Uji Produktifitas Spora

Perhitungan Produktifitas spora dilakukan secara mikroskopis dengan
menggunakan Haemacytometer tipe Neubauer Improve. Perhitungan produktifitas
spora dimulai dengan melakukan pembuatan suspensiM. anispliae yaitu
mengambil biakan perbanyakan pada setiap media yang diuji sebanyak 1 gram.
Kemudian dicampur dengan air steril dan diberi 2 tetes larutan 0,05% tween 80
(untuk membantu proses perontokan spora) dalam tabung reaksi dan disentrifuse
selama 15 menit. Suspensi diambil dengan menggunakan mikropipet sebanyak 0,2
ml dan diteteskan diatas diHaemacytometer. Produktifitas spora akan dihitung di
bawah mikroskop dengan perbesaran 400 kali. Perhitungan spora menggunakan
rumus dari Balai Besar Perbenihan dan Proteksi Tanaman Perkebunan Surabaya
(2014) yaitu :

SE X x 10°
L (mm?) xt (mm) x d

: jumlah spora/ml

: jumlah spora yang dihitung

- luas kotak hitung (0,04 x 5 = 0,2 mm?)
t :kedalaman bidang hitung (0,1mm)

- X »

d : faktor pengenceran
103: volume suspense yang dihitung (1 ml = 10° mm?3)
Setelah jumlah spora/ml diketahui kemudian hitung rata-rata jumlah spora pada

kedua ulangan.

3.4.2 Uji perhitungan viabilitas spora
Perhitungan persentase viabilitas penting dilakukan untuk mengetahui
kemampuan keberhasilan dalam pertumbuhan dan keberhasilan proses infeksi

serangga. Uji viabilitas dimulai dengan meneteskan suspensi cendawan M.
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anisoliae di atas media SDA yang telah mengeras pada obyek glass dan ditutup
dengan cover glass Pengamatan perkecambahan spora dilakukan secara
mikroskopis dengan perbesaran 400 kali ketika 6 jam setelah diinokulasi,dan

dihitung dengan mengunakan rumus:

Viabilitas =  Jumlah ospra berkecambah  x 100%
Total spora yang diamati

3.4.3 Uji Virulensi M. anisopliae terhadap Ulat hongkong (Tenebrio molitor)

Uji virulensi M. anisopliae dilakukan dengan membuat suspensi spora
dengan mengambil biakan perbanyakan pada setiap media sebanyak 1 gram
Kemudian dicampur dengan air steril sebanyak 100ml dalam tabung reaksi dan di
vortex hingga homogen, selanjutnya suspensi M. anisopliae dimasukan kedalam
petridis. Kemudian mengambil T. molitor dengan menggunakan pinset dan
celupkan kedalam cawan petri yang telah berisi suspensi M. anisopliae selama 5-
10 detik dengan jumlah 20 ekor dicelupkan secara bergantian pada petri yang
berisi suspensi. T. molitor yang telah dicelup diletakkan pada petridish berisi
kertas saring yang telah lembab. kefektifitas M. anisopliae cendawan dapat
diketahui dengan mengetahui dari presentase jumlah kematian hama dengan
menggunakan rumus dibawah ini:

Jumlah serangga yang mati
Kematian hama = x 100%
Jumlah seluruh populasi serangga

3.4.4 Uji Persistensi Patogenik M. anisopliae terhadap Ulat hongkong
(Tenebrio molitor)

Uji persistensi dilakukan dengan mengambil isolat dari media padat yang
diuji sebanyak 20 gram kemudian dicampur dengan tanah yang telah disteril
sebanyak 200 gram dimasukan kedalam toples. Selanjutnya Ulat hongkong
(Tenebrio molitor) dengan jumlah 20 ekor dimasukkan kedlam toples yang telah
berisi campuran tanah dan isolat M. anisopliae. Pada tiap toples diamati mortalitas

dari ulat hongkong tiap 2 minggu selama 3 bulan dan pada tiap pengamatan ulat
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hongkong diganti dalam jumlah yang sama. Persistensi M. anisopliae dapat
diketahui dari tingkat presentase mortalitas ulat hongkong dengan menghitung

menggunakan rumus dibawah ini:

Jumlah serangga yang mati
Kematian hama = x 100%
Jumlah seluruh populasi serangga

3.5 Metode Analisis Data

Data hasil pengamatan yang diperoleh dilakukan analisis sidik ragam
menggunakan ANOVA (repeated measurement) dengan bantuan software
StatView versi 5.0.1 (SAS, 1992-1998) untuk menguji pengaruh perlakuan yang
berbeda terhadap parameter yang diamati, Jika hasil anova menunjukkan F-hitung
yang berbeda nyata, maka akan dilanjutkan dengan uji perbandingan rata-rata
Tukey 5%, namun apabila F-hitung tidak berbeda nyata dan tidak menujukkan
adanya interaksi antar faktor, maka data yang diperoleh tersebut dianalisis sidik

ragam berdasarkan faktor tunggal
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan

sebagai berikut:

1. penggunaan berbagai media padat (beras jagung, beras menir, dedak, beras
jagung+dedak, beras menir+dedak) dengan masa simpan 2,4,6,8,10,12
minggu tidak memberikan pengaruh terhadap Viabilitas spora M.
anisopliae, uji virulensi, dan uji presistensi, tetapi memberikan pengaruh
yang sangat nyata pada produktivitas spora.

2. Masa simpan M. anisopliae yang paling optimal adalah 8 minggu dengan
media yang paling bagus adalah media beras jagung.

3. Hasil prosentase Uji presistensi paling tinggi terdapat pada media beras
jagung yakni mencapai 100%.

5.2 Saran
Sebaiknya ketika aplikasi untuk uji presistensi media tanah harus benar-

benar harus steril dan tidak ada organisme lain, sebaiknya pada saat pengeringan
hasil inokulasi perbanyakan M. anisopliae menggunakan kertas samson, serta
diharpkan Hasil dari penelitian ini dapat digunakan sebagai sumber informasi
dalam pengembangan cendawan M.anisopliae untuk kedepannya, penyempurnaan
beberapa media baru sangat disarankan agar mampu mendapatkan hasil
perbanyakan yang lebih maksimal. Serta diharapkan agar ditemukan informasi-

informasi baru terkait cendawan M.anisopliae.
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LAMPIRAN

Tabel Lampiran 1. Hasil analisis Repeated Measures anova untuk produktivitas

spora M. anisopliae

ANOVA Table for produktifitas spora

DF  SumofSguares Wean Sguare  F-Walue P-Value Lambda Power
waktu 5 102491 468 20492,294 | 180,348 | <0001 | 201,738 | 1,000
media 4 3011,834 752958 s625| 0002 26499 992
waktu * media | 20 19764, 564 gaa 228 |  8695| <0001 | 173,292 1,000
Residual &0 £319,595 113,660
Tabel Lampiran 2. Hasil Uji Tukey Perlakuan Kombinasi
Perlakuan Rata- Notasi Nilai BNJ q Jarak p
rata UJT 5% 5% (5%;dbE;p)
Penyimpanan | Beras Jagung 18,77 D 40,32 5,57 30
2 minggu Beras Menir 31 C
Dedak 62,33 A
Dedak+Beras Jagung | 21,35 D
Dedak+Beras Menir | 28,42 C
Penyimpanan | Beras Jagung 25,2 D 40,32 5,57 30
4 minggu Beras Menir 47,17 BC
Dedak 71,6 A
Dedak+Beras Jagung | 28,67 D
Dedak+Beras Menir | 32,37 C
Penyimpanan | Beras Jagung 48,17 CD 40,32 5,57 30
6 minggu Beras Menir 84,92 AB
Dedak 92 A
Dedak+Beras Jagung | 54,5 CD
Dedak+Beras Menir | 61,18 BC
Penyimpanan | Beras Jagung 82,43 BC 40,32 5,57 30
8 minggu Beras Menir 100,53 A
Dedak 93 A
Dedak+Beras Jagung | 89,62 BC
Dedak+Beras Menir | 92,62 AB
Penyimpanan | Beras Jagung 104,17 AB 40,32 5,57 30
10 minggu Beras Menir 102,17 A
Dedak 95 A
Dedak+Beras Jagung | 112,5 B
Dedak+Beras Menir | 107,17 A
Penyimpanan | Beras Jagung 126,83 AB 40,32 5,57 30
12 minggu Beras Menir 108 A
Dedak 98,83 A
Dedak+Beras Jagung | 157,33 A
Dedak+Beras Menir | 123,67 A

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukan berbeda tidak nyata pada uji
Tukey taraf signifikan 5%
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Lampiran 3. Hasil analisis Repeated Measures anova untuk perkecambahan spora

M. anisopliae

ANOVA Table for viabilitas

DF  Sumof Sguares  Mean Sguare  F-\falue P-Value Lambda Power
media 4 61660 178 15415045 | 180,007 <, 0001 720,029 1,000
lama penyimpanan 5 1772,031 354 406 4,138 Joozv 20,693 545
media * lama penyimpanan 20 1312024 65,601 766 T412 15,321 493
Subject(Group) 60 5138,140 85635
Category for viabiltas 3 212110613 70703,538 | 209,878 = 0001 | 6275634 1,000
Category for viabiltas * media 12 14833896 1235158 38,574 =, 0001 438,885 1,000
Category for viabilitas * lama penyimpanan 15 737,065 49 138 1,454 27 21,807 241
Category for viabiltas * media * lama pen... | &0 2007 477 33458 590 5051 59 354 564
Category for viabiltas * Subject{(Group) 180 6083333 33,799
Tabel Lampiran 4. Hasil Uji Tukey Perlakuan Kombinasi
Perlakuan Rata- Notasi Nilai BNJ q Jarak p
rata UJT 5% 5% (5%;dbE;p)
Penyimpanan | Beras Jagung 100 A 19,59 5,57 30
2 minggu Beras Menir 95,33 A
Dedak 60,33 A
Dedak+Beras Jagung | 95,33 A
Dedak+Beras Menir | 85 A
Penyimpanan | Beras Jagung 100 A 19,59 5,57 30
4 minggu Beras Menir 92 A
Dedak 56,13 A
Dedak+Beras Jagung | 94 A
Dedak+Beras Menir | 80,13 A
Penyimpanan | Beras Jagung 100 A 19,59 5,57 30
6 minggu Beras Menir 91,8 A
Dedak 52 A
Dedak+Beras Jagung | 93,53 A
Dedak+Beras Menir | 76,9 A
Penyimpanan | Beras Jagung 100 A 19,59 5,57 30
8 minggu Beras Menir 91,53 A
Dedak 51,37 A
Dedak+Beras Jagung | 97,23 A
Dedak+Beras Menir | 76,53 A
Penyimpanan | Beras Jagung 99,53 A 19,59 5,57 30
10 minggu Beras Menir 88,33 A
Dedak 31,73 AB
Dedak+Beras Jagung | 91,5 A
Dedak+Beras Menir | 71,33 A
Penyimpanan | Beras Jagung 99,1 A 19,59 5,57 30
12 minggu Beras Menir 85,27 A
Dedak 43 B
Dedak+Beras Jagung | 92,32 A
Dedak+Beras Menir 72,67 A

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukan berbeda tidak nyata pada uji
Tukey taraf signifikan 5%
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Tabel 5. Hasil analisis Repeated Measures anova untuk Mikosistas Tenebrio molitor

ANOVA Table for virulensi

OF  Sumof Sguares  Mean Square  F-Value P-Walue Lambda Power
media 4 31304361 7826215 | 34364 <0001 | 137,457 1,000
lama penyimpanan 5 1628713 325,743 1,430 2265 7,152 452
media * lama penyimpanan 20 7624 919 381,246 1,674 0545 33,480 506
Residual 60 13664 583 227,743
Tabel Lampiran 6. Hasil Uji Tukey Perlakuan Kombinasi
Perlakuan Rata- Notasi Nilai BNJ q Jarak p
rata UJT 5% 5% (5%;dbE;p)
Penyimpanan | Beras Jagung 88,33 A 39,88 5,36 30
2 minggu Beras Menir 75 A
Dedak 58,33 A
Dedak+Beras Jagung | 45 A
Dedak+Beras Menir | 51,67 A
Penyimpanan | Beras Jagung 90 A 39,88 5,36 30
4 minggu Beras Menir 80 A
Dedak 33,33 A
Dedak+Beras Jagung | 73,33 AB
Dedak+Beras Menir | 75 A
Penyimpanan | Beras Jagung 86,67 A 39,88 5,36 30
6 minggu Beras Menir 83,33 A
Dedak 35 A
Dedak+Beras Jagung | 83,33 AB
Dedak+Beras Menir | 81,67 A
Penyimpanan | Beras Jagung 93,33 A 39,88 5,36 30
8 minggu Beras Menir 90 A
Dedak 26,67 A
Dedak+Beras Jagung | 86,67 AB
Dedak+Beras Menir | 85 A
Penyimpanan | Beras Jagung 83,33 A 39,88 5,36 30
10 minggu Beras Menir 76,67 A
Dedak 26,57 A
Dedak+Beras Jagung | 78,33 AB
Dedak+Beras Menir | 75 A
Penyimpanan | Beras Jagung 85 A 39,88 5,36 30
12 minggu Beras Menir 73,33 A
Dedak 20 A
Dedak+Beras Jagung | 76,67 B
Dedak+Beras Menir 66,67 A

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukan berbeda tidak nyata pada uji
Tukey taraf signifikan 5%
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Tabel Lampiran 7. Hasil analisis Repeated Measures anova untuk Persitensi
Tenebrio molitor

ANOVA Table for Presistensi

OF Sumof Sguares  Mean Square  F-Value P-Value Lambda Power
Media 22405,556 5601389 | 162621 | <0001 | 6504384 [ 1,000
waktu 5 4324 722 364944 | 25111 <0001 | 125556 1,000
Media * waktu | 20 787,778 39,389 | 1,144 3337 | 22,871 T8
Residual &0 2068,667 34,444
Tabel Lampiran 8. Hasil Uji Tukey Perlakuan Kombinasi
Perlakuan Rata- Notasi Nilai BNJ q Jarak p
rata UJT 5% 5% (5%;dbE;p)
2 minggu ke- | Beras Jagung 100 A 18,87 5,57 30
1 Beras Menir 98,33 A
Dedak 68,33 A
Dedak+Beras Jagung | 78,33 A
Dedak+Beras Menir | 76,67 A
2 minggu ke- | Beras Jagung 98,33 A 18,87 5,57 30
2 Beras Menir 91,67 A
Dedak 56,67 AB
Dedak+Beras Jagung | 75 A
Dedak+Beras Menir | 68,33 AB
2 minggu ke- | Beras Jagung 96,67 A 18,87 5,57 30
3 Beras Menir 91,67 A
Dedak 55 ABC
Dedak+Beras Jagung | 75 A
Dedak+Beras Menir | 61,67 ABC
2 minggu ke- | Beras Jagung 90 A 18,87 5,57 30
4 Beras Menir 85 A
Dedak 50 ABC
Dedak+Beras Jagung | 71,67 A
Dedak+Beras Menir | 53,33 BC
2 minggu ke- | Beras Jagung 90 A 18,87 5,57 30
5 Beras Menir 83,33 A
Dedak 43,33 BC
Dedak+Beras Jagung | 68,33 A
Dedak+Beras Menir | 53,33 BC
2 minggu ke- | Beras Jagung 83,33 A 18,87 5,57 30
6 Beras Menir 81,67 A
Dedak 36,67 C
Dedak+Beras Jagung | 68,33 A
Dedak+Beras Menir 46,67 C

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukan berbeda tidak nyata pada uji
Tukey taraf signifikan 5%
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