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SELEKSI JAMUR PATOGEN SERANGGA Beauveria spp. SERTA UJI PA-
TOGENISITASNYA PADA SERANGGA INANG-WALANG (Leptocorisa acuta)
[Selection of Enthomopathogenic Fungi Beauveria spp. and their Pathogenicity Test
Against Insect Host-Rice Stink Bug (Leptocorisa acuta))
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ABSTRACT

Rice-stink bug (Leptocorisa acuta Thumb) that attack rice crop often causing heavy damage of panicle of rice as well as decreasing either
quantity or quality of grain after harvest. The objective of this research was to select 14 entomopatogenic fungi of Beauveria spp. isolates,
collected from rice stink bug (L. acuta) and their pathogenicity assay to insect host L. acuta. We also aimed to study diversity of Beuveria
spp. which was isolated from insect host from Situgede, Bogor. The research was conducted at Laboratory, and Green house of Center for
Agricultural Biotechnology and Genetic Resources Research and Development, Bogor, in 2014. Result of the study showed that isolates
from Situgede Bogor were sucessfully isolated as Beauveria spp. based on Koch Postulat assay. The identified fourteen isolates were mor-
phologically confirmed as Beauveria spp. The pathogenicity test was indicated by symptoms and mortality of rice stink bug after inoculation
with these entomopathogenic fungi. The Beuveria isolates Stgd2(14)1, Stgd6(14)1, Stgd7(14)2, Stgd8(14)2, and Stgd0113 were the most
virulent isolates. Stgd2(14)1 provided the fastest time to kill L. acuta with LT50 values of 6.9 days. The 13 isolates of Beauveria were well
amplified by ITS primers. However, no diversity was found among isolates, presumably due its narrow host range tested.

Key words : Entomopathogen, Beauveria spp., Leptocorisa acuta, pathogenicity, LT50
ABSTRAK

Walang sangit (Leptocorisa acuta Thumb) pada tanaman padi sering menyebabkan kerusakan berat pada bulir padi dan menyebabkan
penurunan kuantitas maupun kualitas biji padi saat panen. Tujuan dari penelitian ini untuk menyeleksi 14 isolat jamur entomopatogen Beau-
veria, asal walang sangit serta uji patogenisitasnya terhadap serangga inang L. acuta. Penelitian juga bertujuan untuk mengetahui keraga-
man Beuveria spp. yang diperoleh dari serangga inang asal lokasi Situgede, Bogor. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium dan Rumah
Kaca BB Biogen Bogor pada tahun 2014. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat yang diperoleh dari Situgede Bogor berhasil
dibuktikan dengan uji Postulat Koch. Sebanyak 14 isolat yang teridentifikasi secara morfologi dikonfirmasi sebagai jamur Beauveria spp.
Isolat-isolat Beuveria spp. dengan no kode Stgd2 (14)1, Stgd6 (14)1, Stgd7 (14)2, Stgd8 (14)2, dan Stgd0113 merupakan isolat yang paling
virulen. Stgd2 (14)1 menunjukkan waktu tercepat untuk membunuh imago L. acuta dengan nilai LT50 sebesar 6.9 hari. Tiga belas isolat
Beauveria spp. teramplifikasi dengan menggunakan primer ITS. Namun, tidak terlihat keragaman antar isolat. Hal ini diduga karena
sempitnya kisaran inang yang diuji.

Kata kunci: Jamur patogen serangga, Beauveria spp., Leptocorisa acuta, patogenisitas, LT50.

PENDAHULUAN hayati umumnya berasal dari golongan virus, bakteri,

Salah satu kendala serangga hama pada
tanaman padi saat ini adalah serangan hama walang
sangit saat memasuki fase matang susu/pengisian
bulir. Serangga hama ini banyak menyerang bulir
padi sehingga menyebabkan menurun produktivitas
secara kuantitatif dan kualitatif saat panen
(Kalshoven, 1981). Alternatif pengendalian yang
lebih aman perlu dilakukan untuk mengatasi
permasalahan hama ini. Mikroorganisme adalah sa-
lah satu agen hayati yang digunakan dalam pengen-
dalian hama secara terpadu. Pengendalian hama
dengan menggunakan mikroorganisme selain spe-
sifik, murah, juga risikonya lebih rendah terhadap
pencemaran lingkungan (Castillo et al., 2000). Agen

*Diterima: 25 Mei 2016 - Disetujui: 16 Juni 2016

jamur patogen serangga. Dari golongan jamur, Beau-
veria spp. adalah genus yang banyak dipelajari dan
digunakan pemanfaatannya dalam mengendalikan
berbagai serangga hama. Tidak seperti golongan
virus dan bakteri yang harus masuk kedalam tubuh
serangga lewat makanan, jamur Beauveria spp. dapat
menginfeksi serangga inang secara langsung melalui
kutikula.

Hasil-hasil penelitian Beauveria sebagai
pengendali hayati telah banyak dilaporkan terutama
pada tanaman pangan untuk mengendalikan serangga
hama Riptortus linearis, Spodoptera litura, dan Lep-
tocoriza acuta (Prayogo, 2000). Beauveria juga
digunakan untuk pengendalian hama pada tanaman
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hias, buah-buahan, sayuran, kacang-kacangan, hor-
tikultura, perkebunan, kehutanan hingga tanaman
gurun pasir (Vandenberg, 1996; Cagaii dan Svercel,
2001; Kouassi et al., 2003; Tafoya et al., 2004; Bex-
tine dan Thorvilson, 2004). Upaya seleksi untuk
mendapatkan isolat Beauveria dengan karakter pato-
genisitas yang tinggi masih perlu dilakukan. Hal ini
penting dilakukan untuk mendapakan isolat ento-
mopatogen unggul yang efektif serta virulen ter-
hadap hama pengganggu tanaman. Jamur Beauveria
spp. telah dilaporkan efektif dapat digunakan sebagai
agen pengendali hama oleh Sheeba et al., (2001) dan
Thungrabeab dan Tongma (2007).

Konservasi jamur Beauveria telah banyak
dilakukan untuk memperkaya sumber pengendali
hayati yang virulen terhadap hama sasaran. Beau-
veria adalah jamur entomopatogen yang memiliki
keragaman inang terbanyak dibanding jamur ento-
mopatogen lainnya terutama dari ordo Lepidoptera,
Coleoptera, Hemiptera, Diptera dan Hymenoptera
(Tanada dan Kaya 1993). Hingga saat ini banyak
isolat Beauveria selain potensi patogenisitasnya ter-
hadap hama pengganggu tanaman sudah dikaji, juga
sudah teridentifikasi baik secara morfologi maupun
molekuler.

Penelitian ini diharapkan mampu mem-
berikan kontribusi bagi upaya peningkatan hasil per-
tanian dalam mengatasi serangan hama walang
sangit pada padi dengan memanfaatkan potensi isolat
Beauveria spp. Melalui formulasi dan optimasi
produk biopestisida yang dapat digunakan sebagai
pengganti pestisida kimia. Penelitian bertujuan untuk
menyeleksi 14 isolat jamur entomopatogen Beau-
veria, asal walang sangit serta uji patogenisitasnya
terhadap serangga inang L. acuta. Selain itu,
penelitian bertujuan untuk mengetahui keragaman
Beuveria spp. yang diperoleh dari lokasi asal inang
Situgede, Bogor

BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian dilaksanakan pada 2014 di
laboratorium dan Rumah Kaca Balai Besar
Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan
Sumberdaya Genetik Pertanian, Bogor. Penelitian
dilaksanakan dalam dua tahap, yaitu: tahap pertama
mengambil bangkai serangga walang sangit

(Leptocorisa acuta) yang ditumbuhi jamur pathogen
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Beauveria spp. di daerah Situ Gede, Bogor, Jawa
Barat, kemudian dilakukan upaya Postulat Koch,
baik dengan cara isolasi, inokulasi, dan reisiolasi
jamur patogen yang menyerang serangga walang
sangit. Tahap kedua yaitu melakukan uji patogenisi-
tas terhadap serangga hama L. acuta,  serta
melakukan upaya identifikasi secara morfologi dan
molekuler.

Isolasi jamur
patogen serangga
Pengambilan contoh. Serangga terinfeksi
patogen dilakukan disekitar batang padi pada tana-
man padi yang berumur + 60hari setelah tanam
(HST), selanjutnya serangga dimasukkan ke dalam
kantung plastik steril. Penentuan jenis jamur ento-
mopatogen dilakukan dengan uji postulat Koch.
Tahap pengujian meliputi isolasi jamur dari hama

dan penentuan patogenisitas

walang sangit ke media sabouraud dextrose agar
(SDA), kemudian koloni yang diperoleh diinoku-
lasikan pada walang sangit sechat, dan selanjutnya
dilakukan reisolasi ke media SDA.

Isolasi Patogen. Bangkai walang sangit
yang terinfeksi patogen yang memiliki perbedaan
morfologi luar seperti warna miselia dan bentuk
micelia dipisahkan. Isolasi dilakukan untuk
mendapatkan biakan biakan murni. Bangkai serang-
ga terinfeksi jamur diletakkan pada bagian tengah
media SDA pada cawan petri. Jamur yang tumbuh
selanjutnya dipindahkan pada media SDA baru untuk
mendapatkan biakan murni dan diidentifikasi di
bawah mikroskop binokuler untuk dilihat karakter
morfologinya. Reisolasi patogen. Dari tubuh walang
sangit yang telah mati diambil koloni konidia dan
miselia jamur entomopatogen, kemudian dilakukan
reisolasi pada media SDA. Hal ini dilakukan untuk
membuktikan apakah karakter morfologinya sama
dengan hasil isolasi sebelumnya (Samson, 1981;
Samson et al., 1995; Poinar dan Thomas, 1984). Uji
patogenisitas. Uji ini dilakukan untuk mengkonfir-
masi sifat jamur entomopatogen dan kemampuannya
dalam mematikan serangga L. acuta dengan
menggunakan metode kontak. Sediaan konidia yang
diperoleh dari biakan jamur ditumbuhkan pada
media SDA dalam cawan petri yang diinkubasi pada
suhu 25°C selama 15 hari. Konidia jamur dipanen
dengan cara menambahkan 5 ml akuades steril dan
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0.1% Tween 20 sebagai bahan perata ke dalam
cawan Petri dan konidia dilepas dari media dengan
kuas halus.

Suspensi disaring dan konsentrasi konidia
dihitung dengan menggunakan hemositometer.
Inokulasi dilakukan terhadap masing-masing 10 ekor
walang sangit nimfa instar ketiga, hasil perbanyakan
di rumah kaca. Nimfa kemudian dimasukkan
kedalam wadah plastik yang telah dilapisi kapas dan
kertas saring steril yang diberi air sebanyak 5 ml
untuk menjaga kondisi kelembaban dalam wadah
plastik. Keatas kertas saring ditetesi suspensi konidia
jamur sebanyak 2 ml (+10° cfu/ml) yang telah
dicampur 0,1% Tween 20. Selanjutnya sediaan nimfa
hasil koleksi rumah kaca satu per satu ditetesi sus-
pensi konidia dan dilepaskan pada wadah plastik
yang ditutup kain kasa. Pengamatan gejala dimulai
24 jam setelah inokulasi dengan melihat secara visu-
al gejala infeksi jamur patogen pada tubuh serangga
dengan bantuan lensa saku (loop).

Identifikasi secara morfologi dan molekuler
Pengamatan secara makroskopis mengacu
pada pedoman Bessey (1979) dan Samson (1981),
yang meliputi pengamatan warna koloni, bentuk ko-
loni, tekstur koloni, dan bentuk tepian koloni, se-
dangkan pengamatan secara mikroskopis dilakukan
dengan membuat preparat fungi. Biakan murni sel
fungi dioleskan secara aseptis menggunakan jarum
ose ke atas permukaan kaca preparat yang telah dite-
tesi akuades steril. Setelah itu, preparat ditutup
dengan gelas penutup (cover glass) dan diamati

dengan perbesaran rendah hingga tinggi (4x-100x)
menggunakan  mikroskop. secara
mikroskopis meliputi bentuk spora, morfologi konid-
ia, dan hifa. Bentuk konidophore dan warna koloni.
Kunci identifikasi jamur yang digunakan adalah
Alexopoulus dan Mims (1979), Samson (1981) serta
Poinar dan Thomas (1984). Tubuh walang sangit
yang telah mati akan terlihat ditumbuhi oleh hifa

Pengamatan

jamur Beauveria spp. yang berwarna putih. Gejala
semakin terlihat, ketika ke atas alas kertas saring
diteteskan dua tetes air steril sebanyak 2 ml dengan
tujuan memberi efek kelembaban yang dapat mem-
percepat perkembangan koloni miselia dan konidia.
Ekstraksi DNA Beauveria spp.
Isolat-isolat kandidat Beauveria spp. direma-

jakan dengan cara dipindahkan sebanyak 1 ose
kedalam media SDA dalam cawan, dan diinkubasi
selama 2-7 hari pada suhu ruang yaitu 26°C sampai
muncul koloni putih. Koloni miselia yang tumbuh
dipanen dengan menggunakan tusuk gigi steril
kemudian diletakkan pada kertas alumunium foil dan
ditutup. Miselia dikeringkan pada oven dengan suhu
65 °C selama satu malam. Ekstraksi DNA dari
miselia Beauveria spp. menggunakan metode CTAB
(Roger dan Benedich, 1993; Ekasari et al., 2012).

Amplifikasi DNA dengan PCR. DNA Beau-
veria spp. selanjutnya dilakukan kuantifikasi untuk
melihat konsentrasi dan kemurniaannya
menggunakan spektrofotometer Nanodrop pada pan-
jang gelombang 260 nm dan 280 nm, kemurnian
DNA dinyatakan dengan satuan ng/uL.

Amplifikasi PCR dilakukan mengacu pada
metode baku Beeck et al., (2014), dengan
menggunakan primer ITS B-F (forward) dan primer
ITS B-R (reverse). Reaksi PCR dijalankan dengan
program sebagai berikut; 5 menit pertama untuk de-
naturasi pada suhu 95°C dan dilanjutkan dengan 30
siklus untuk 1 menit denaturasi pada suhu 95°C; 35
detik annealing (penempelan) pada suhu 55°C; dan
30 detik elongasi pada suhu 72°C. Visualisasi
produk PCR dilakukan dengan menggunakan 1% gel
agarosa dalam bufer TAE 0.5X. Sampel DNA hasil
PCR dirunning dalam gel elektroporesis selama ku-
rang lebih 20 menit, selanjutnya divisualisasi dengan
UV-transluminator (Sambrook et al., 1982).

HASIL
Morfologi isolat Beauveria spp.

Tubuh walang sangit yang telah mati selan-
jutnya akan terlihat ditumbubhi oleh hifa jamur Beau-
veria spp. yang berwarna putih. Hifa semakin terlihat
jelas setelah ditetesi 2 ml air ke atas alas kertas sar-
ing dimana perkembangan koloni miselia dan konid-
ia akan lebih cepat tumbuhnya. Berdasarkan hasil
penelitian diperoleh 14 isolat jamur patogen yang
diisolasi terindikasi sebagai Beauveria spp. Hasil
pengamatan secara visual menunjukkan bahwa ko-
loni hifa isolat Beaveria spp. berwarna putih bersih.
Masa koloni yang terbentuk bila terlihat seperti debu
putih (Gambar 1). Jamur patogen serangga yang
dikoleksi umumnya miselianya bercabang, bersekat,
dan berwarna putih. Sel konidia berbentuk bulat,
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berwarna putih (hialin) dan bersel satu, dengan uku-
ran konidia berkisar antara 2 — 3 pum (Tabel 1).

Hasil reinokulasi terhadap nimfa L. acuta
menunjukkan bahwa, seluruh isolat memberikan
respon positif dalam mematikan serangga dengan
gejala yang sama seperti pada saat awal jamur ento-
mopatogen diisolasi dari bangkai walang sangit (L.
acuta) (Gambar 2a). Hasil reisolasi pada media SDA
juga memberikan gambaran yang sama seperti saat
jamur diisolasi dari bangkai walang sangit dari
lapang (Gambar 2 b,c).

Patogenisitas isolat Beauveria spp. dan periode
mematikan terhadap serangga walang sangit
Pengaruh aplikasi suspensi konidia Beau-

veria dengan metode kontak langsung pada bagian
tubuh serangga dapat mematikan walang sangit.
Hasil pengujian menunjukkan bahwa secara umum
seluruh isolat hasil koleksi menyebabkan kematian
walang sangit, dengan mortalitas berkisar antara 30.0
— 60.0% (Tabel 2). Tingkat mortalitas serangga
tertinggi ditunjukkan oleh isolat Stgd2(14)1, Stgd6
(14)1, Stgd7(14)2, Stgd8(14)2, dan Stgd0113 dengan
mortalitas mencapai 60.0%.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa waktu
yang diperlukan untuk mematikan walang sangit
terlihat beragam. Periode mematikan (lethal time)
walang sangit dari keempat belas koleksi isolat
berkisar antara 6.9 — 12.0 hari. Periode mematikan
tercepat terjadi pada isolat Stgd2(14)1 yaitu 6.9 hari.

(E)

Gambar 1. Morfologi jamur Beauveria spp. A dan B= koloni Beuveria pada agar media.
CDE= Pengamatan di bawah mikroskop cahaya (100x). K=konidia
[Morphology of Beauveria spp. A B= Beuveria colony on agar media; CDE= observation of
conidia under light microscope (100x) K=conidia.]
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Tabel 1. Karakter morfologi isolat Beauveria spp. dan patogenisitasnya terhadap mortalitas L. acuta.
(Moprhological characteristic of Beauveria spp. and their pathogenicity to L. acuta. mortality.)

Warna Hifa (hyphae) Konidia (Conidia) Respon
Kode Isolat Koloni terhadap
(Isolates (Colon Warna Cabang Sekat Warna  Bentuk L. acuta
code) I Y (color) (branch) (septae) (color) (shape)  (Response against
color)
L. acuta)
Putih Hialin Bercabang Bersekat Hialin Bulat Mematikan
Stgd2(14)1 (white) (hyaline)  (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat  Hialin Bulat Mematikan
Stgd2(14)2 (white) (hyaline) ~ (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat  Hialin Bulat Mematikan
Stgd2(14)3 (white) (hyaline) ~ (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat  Hialin Bulat Mematikan
Stgd4(14)1 (white) (hyaline)  (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat  Hialin Bulat Mematikan
Stgd5(14)1 (white) (hyaline) ~ (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang  Bersekat Hialin Bulat Mematikan
Stgd5(14)2 (white) (hyaline) ~ (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat  Hialin Bulat Mematikan
Stgd6(14)1 (white) (hyaline)  (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat Hialin Bulat Mematikan
Stgd6(14)2 (white) (hyaline)  (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat Hialin Bulat Mematikan
Stgd7(14)2 (white) (hyaline)  (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat Hialin Bulat Mematikan
Stgd8(14)1 (white) (hyaline)  (branched)  (septum) (hyaline) (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat Hialin Bulat Mematikan
Stgd8(14)2 (white) (hyaline)  (branched)  (septum) (hyaline) (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat  Hialin Bulat Mematikan
Stgd0113 (white) (hyaline)  (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat  Hialin Bulat Mematikan
Stgd0213 (white) (hyaline) ~ (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)
Putih Hialin Bercabang Bersekat Hialin Bulat Mematikan
Stgd0313 (white) (hyaline)  (branched)  (septum) (hyaline)  (round)  (lethal)

Selebihnya sembilan isolat Beauveria spp. membu-
tuhkan waktu 7.0 sampai dengan <10.0 hari, dan
empat isolat membutuhkan waktu 10.0 sampai empat
isolat membutuhkan waktu 10.0 sampai dengan 12.0
hari.

Identifikasi isolat Beauveria spp.

DNA Beauveria yang berhasil diamplifikasi
yaitu, isolat Stgd7(14)2 pada lajur 1, isolat Stgd2(14)
1 pada lajur 3, isolat Stgd0113 pada lajur 4, dan iso-
lat Stgd5(14)2 pada Gambar 3. Sementara DNA
yang tidak teramplifikasi kemungkinan dapat
disebabkan oleh berbagai faktor, diantaranya kegaga-
lan primer menempel pada cetakan DNA akibat rea-
gen PCR yang tidak tepat, adanya metabolit lain saat

proses PCR berlangsung yang dapat menurunkan
kemurnian DNA dan menghambat penempelan
primer.

Ukuran pita DNA ITS Region dari keempat
isolat hasil amplifikasi berkisar pada 500 pasang
basa (pb). Ukuran pita DNA sebesar itu merupakan
salah satu ciri dari spesies Beauveria spp. Keraga-
maan keempat isolat Beauveria spp. tidak jauh ber-
beda, hal ini terlihat dari ukuran pita DNA yang se-
rangam.

PEMBAHASAN

Pada kondisi pertumbuhan di laboratorium,
pertumbuhan fungi ini relatif sangat cepat. Morfologi
makroskopis yang diamati menunjukkan bahwa iso-
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Gambar 2. Hasil inokulasi jamur patogen serangga pada L. acuta (a) dan koloni jamur Beauveria spp. hasil
reisolasi (b, ¢) [Results of inoculation of entomopathogen to L. acuta (a) and fungal colony of
Beauveria spp. from reisolation (b)]

Tabel 2. Patogenisitas dan LT50 isolat Beauveria spp. asal walang sangit terhadap serangga

(Pathogenicity and LT50 of Beauveria spp isolates from rice stink bug to insect)

Selang kepercayaan 90% (hari)

Kode isolate  Mortalitas (%) () (Range of probability 90% (days)
(Isolates code) (Mortality (%) LT50 (days) Terendah Tertinggi
(min) (max)

Stgd2(14)1 60,0 6,9 5.8 9,3
Std2(14)2 40,0 8,9 6.8 19,6
Stgd2(14)3 50,0 7.9 6,4 13,8
Stgd4(14)1 30,0 11,6 7.9 68,1
Stgd5(14)1 30,0 12,0 8,1 83,6
Steds(14)2 50,0 8,5 6.5 17,2
Stgd6(14)1 60,0 7,1 5,9 10,1
Stgd6(14)2 30,0 11,6 7.9 68,1
Stgd7(14)2 60,0 6.9 5,8 9,3
Stgd8(14)1 50,0 7.9 6,4 13,8
Stgd8(14)2 60,0 7,2 5,9 10,4
Stgd0113 60,0 6,6 5,6 8,6
Stgd0213 50,0 7,8 6.4 11,9
Sted0313 40,0 10,3 7,4 36,1

lat Beauveria spp makroskopis yang diamati menun-
jukkan bahwa isolat Beauveria spp. memiliki kemiri-
pan antara satu isolat dengan isolat lainnya, yaitu
memiliki miselium yang berwarna putih pada awal
pertumbuhannya dan akan  berangsur-angsur
berwarna putih gading (sedikit kekuningan) pada
bagian tepi pada fungi tua, dengan penampakan sep-
erti tepung dan membentuk gelembung pada
pangkalnya serta berkelompok.

Karakteristik morfologi secara mikroskopis

180

yang diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran
100x%, menunjukkan kemiripan karakter dengan fungi
Beauveria spp. yang diungkapkan oleh Steinhaus
(1963) yaitu memiliki spora hialin berukuran 2-3um
dengan bentuk bundar dan lebih kecil dari fusarium
Struktur morfologi Beauveria spp. umumnya
mempunyai miseliabersekat dan berwarna putih,
konidiofor bercabang-cabang dengan pola zig-zag/
sympodial, konidia berbentuk bulat berwarna putih
(hialin), bersel satu (tanpa sekat), konidia muncul
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daan asal individu inang mempengaruhi patogenisi-
tas Beauveria spp. Hal ini diperkuat oleh hasil
penelitian sebelumnya yang melaporkan bahwa
perbedaan sifat virulensi Beauveria spp. terhadap
hama sasaran bisa dipengaruhi oleh asal geografi,
dan bisa dipengaruhi asal inangnya (Trizelia et al.,
2012). Waktu yang dibutuhkan untuk mematikan
walang sangit antar isolat Beauveria nampak bervari-
asi. Keragaman periode mematikan tersebut kemung-
kinan disebabkan oleh perbedaan virulensi antar iso-
lat dan perbedaan respon seranggga inang. Berdasar-
kan hasil penelitian sebelumnya dilaporkan bahwa
waktu kematian serangga bisa dipengaruhi oleh dosis
aplikasi dan virulensi dari isolat (Neves dan Alves,
2004). Selain itu, kematian serangga juga
dipengaruhi oleh adanya fenomena perbedaan respon
serangga inang terhadap patogennya (Tohidin et
al.,1993; Sabbahi et al.,2008).

Hasil pengamatan di rumah kaca menunjuk-
kan bahwa tanda awal kematian L. acuta adalah
tubuh yang kaku serta warna tubuhnya menjadi
pucat. Data mortalitas walang sangit sudah dapat
teramati sejak hari ke-1 setelah aplikasi suspensi
konidium. Proses mortalitas L. acuta berlangsung
relatif singkat yaitu sejak hari ke-1 hingga hari ke-6.
Hal yang sama diungkapkan oleh Indriyati (2009),
yaitu setelah aplikasi konidium proses mortalitas
serangga berlangsung dalam jangka waktu yang pen-
dek (hari ke-3 hingga hari ke-5). Proses infeksi
Beauveria spp Beauveria spp. yang menimbulkan
kematian walang sangit terjadi dalam jangka waktu
yang singkat, hal ini diduga terkait dengan konidia
yang menempel pada integumen serangga tersebut
dalam jumlah yang sangat tinggi.

Kerapatan konidia per mL larutan menun-
jukkan bahwa suspensi yang digunakan mengandung
konidia sebesar 10° sel/ml. Selain itu, kemampuan
patogen dalam menginfeksi serangga inang diten-
tukan oleh tiga faktor yaitu patogen, inang atau se-
rangga dan lingkungan (Inglis et al., 2001). Trizelia
et al. (2007) menyatakan bahwa cara aplikasi dan
dosis patogen yang diberikan juga dapat
mempengaruhi mortalitas serangga tersebut. Faktor
fisiologi dan morfologi inang juga berpengaruh ter-
hadap kerentanan serangga terhadap jamur ento-
mopatogen.
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ITS merupakan daerah yang sering
digunakan dalam analisis keanekaragaman baik tum-
buhan maupun jamur. Sekuensing daerah ITS banyak
dimanfaatkan untuk analisis sistematik molekular di
tingkat spesies, karena daerah ITS memiliki variasi
yang tinggi (Ekasari et al., 2012). Pada penelitian ini
primer ITS B-F (forward) dan primer ITS B-R
(reverse) dapat digunakan untuk mengidentifikasi
jamur entomopatogen B. bassiana. Dari empat belas
sampel yang berhasil diisolasi dan amplifikasi
dengan PCR, sebanyak 13 isolat terlihat jelas
amplifikasi pita DNA-nya.

Jumlah pita DNA yang dapat diamplifikasi
oleh primer ITS tergantung pada banyaknya situs
penempelan, konsentrasi primer yang digunakan, dan
sebaran situs genom yang homolog dengan sekuens
primer (Trizelia et al, 2012). Hasil penelitian Kaur
dan Padmaja (2008) menunjukkan bahwa pita DNA
B. bassiana yang diperoleh berkisar pada 320-2300
bp, sedangkan penelitian Trizelia et al, (2012) juga
menunjukkan bahwa pita DNA B. bassiana yang
diperoleh berkisar antara 490-1900 pasang basa (pb).
Hasil amplifikasi subunit kecil DNA ribosomal sek-
uen ITS pada Gambar 3, menunjukkan bahwa se-
luruh isolate Beauveria spp. menghasilkan pita DNA
tunggal yang berukuran sekitar 600 bp.

Hal ini sesuai dengan penelitian Brasileiro
et al., (2004) yang menyatakan bahwa primer univer-
sal ITS yang digunakan untuk mengamplifikasi DNA
ribosomal dari segala spesies fungi akan
menghasilkan fragmen spesifik yang berukuran di-
antara 400 hingga 900 bp, sedangkan Beeck et al.,
(2014) menyatakan bahwa lebar daerah ITS pada
jamur biasanya berkisar pada panjang 500 dan 600
pasang basa (pb) untuk kelompok jamur
Ascomycetes dan Basidiomycetes. Penelitian untuk
melakukan sekuensing isolat tersebut perlu dilakukan
untuk melihat karakter isolat virulen dan non virulen
yang diperoleh dari penelitian ini.

KESIMPULAN

Keempat belas isolat koleksi bersifat pato-
genik terhadap walang sangit. Isolat-isolat Stgd2(14)
1, Stgd6(14)1, Stgd7(14)2, Stgd8(14)2, dan
Stgd0113 menyebabkan mortalitas tinggi pada L.
acuta hingga 60.0%. Periode mematikan (lethal
time) walang sangit dari keempat belas koleksi isolat
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Gambar 3. Amplikon PCR isolat fungi Beauveria spp. 1) isolat Stgd 0113; 2) isolat Stgd 0213; 3) isolat Stgd 2
(14),; 4) isolat Stgd 2(14),; 5) isolat Stgd 2(14).; 6) Stgd 4(14),; 7) isolat Stgd 5(14),; 8) isolat Stgd 5
(14),; 9) isolat Stgd 6(14),; 10) isolat Stgd 6(14),; 11) isolat Stgd 7(14),; 12) isolat Stgd 8(4).: 13)
isolat Stgd 8(14),. [PCR amplicon of Beauveria spp fungal isolates. lane 1) Stgd 0113; 2) Stgd
0213; 3) Stgd 2(14),; 4) Stgd 2(14),; 5) Stgd 2(14),; 6) Stgd 4(14),; 7) Stgd 5(14),; 8) Stgd 5(14)., 9)
Stgd 6(14),; 10) Stgd 6(14),; 11) Stgd 7(14).; 12) Stgd 8(4).: 13) Stgd 8(14).isolates.]

dari  setiap konidiofor
(Samson,1981).

Konidia hialin berbentuk oval yang terdiri

ujung  percabangan

atas satu sel kering dan kecil menonjol. Jamur ento-
mopatogen hasil koleksi dalam penelitian ini secara
morfologi mempunyai ciri sebagai jamur Beauveria
spp. seperti yang dideskripsikan oleh Samson (1981).
Ukuran konidia isolat-isolat koleksi berkisar antara 2
— 3 pm. Bila dilihat dari bentuk konidia yang bulat,
maka dapat diperkirakan ukuran sel konidiogenus
isolat terkoleksi umumnya berkisar antara 2 —3 x 2 —
3 pm, tidak jauh berbeda dengan yang dideskripsikan
oleh penelitian sebelumnya (Utomo et al 1988).
Jamur Beauveria spp. memiliki konidia yang
menempel pada ujung dan pada sisi konidiofor atau
cabang-cabangnya. jamur ini berkembang biak denga
cara membentuk konidia yang bertipe blatospora
yaitu konidia yang dibentuk melalui pertunasan sel
somatik dari hifa atau konidiofor.

Isolat-isolat Beauveria spp. hasil koleksi
mampu menginfeksi serangga inangnya. Gejala awal
walang sangit terinfeksi Beauveria adalah berku-
rangnya aktivitas gerak, selanjutnya walang sangit
terjatuh ke dasar wadah plastik meskipun belum
mengalami kematian. Selanjutnya selang beberapa
waktu tubuh walang sangit menjadi kaku dan warna
tubuhnya menjadi kusam. Tubuh walang sangit yang
telah mati selanjutnya akan terlihat ditumbuhi oleh

hifa jamur B. bassiana berwarna putih. Gejala se-
makin terlihat, ketika ke atas alas kertas saring dite-
teskan dua tetes air steril sebanyak 2 ml dengan
tujuan memberi efek kelembaban yang dapat mem-
percepat perkembangan koloni miselia dan konidia
(Gambear 2).

Koloni miselium dan konidia yang berwarna putih
pada permukaan tubuh serangga menjadi indikasi
bahwa isolat—isolat tersebut memiliki karakter yang
sama dengan Beauveria seperti pada umumnya. Ber-
dasarkan hasil penelitian se-belumnya belumnya
menyebutkan bahwa serangga inang yang terinfeksi
jamur Beauveria spp. umumnya akan menunjukkan
beberapa gejala, salah satunya terdapat kumpulan
miselia dan konidia jamur pada permukaan kulit se-
rangga yang berwarna putih (Ferron, 1981).

Hasil uji menunjukkan bahwa patogenisitas
isolat Beauveria spp. hasil koleksi memberikan
reaksi yang bervariasi dalam mematikan walang
sangit. Namun, tingkat mortalitas serangga tertinggi
ditunjukkan oleh isolat Stgd2(14)1, Stgd6(14)1,
Stgd7(14)2, Stgd8(14)2, dan Stgd0113 dengan mor-
talitas mencapai 60.0% yang berarti bahwa ke lima
isolat tersebut cukup virulen mematikan serangga
inang L. acuta. Perbedaan tingkat mortalitas
kemungkinan disebabkan perbedaan daya virulensi
dari asal isolat tersebut.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa perbe-
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berkisar antara 6.9 — 12,0 hari. Periode mematikan
tercepat terjadi pada isolat Stgd2(14)1 yaitu 6.9 hari.

Struktur morfologi dari keempat belas isolat
jamur patogen serangga terkoleksi memberikan ciri
yang sama dengan karater Beauveria. Primer ITS
berhasil digunakan untuk mengidentifikasi 13 jamur
entomopatogen B. bassiana. Isolat Stgd 0113; Stgd
0213; Stgd 2(14),; Stgd 2(14),; Stgd 2(14)s; Stgd 4
(14),; Stgd 5(14),; Stgd 5(14),; Stgd 6(14),; Stgd 6
(14),; Stgd 7(14),; Stgd 8(4),: dan Stgd 8(14), adalah
isolat yang teramplifikasi dengan baik oleh primer

ITS yang serupa dengan karakter molekuler
Beauveria.
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