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PATOGENISITAS CENDAWAN Lecanicillium sp. PTNO1
TERHADAP PENGGEREK TONGKOL JAGUNG
Helicoverpa armigera (HUBNER) (LEPIDOPTERA: NOC-
TUIDAE)

[Pathogenicity of Lecanicillium sp. PTNO1 Fungus against Corn Earworm
Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)]
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ABSTRACT

Helicoverpa armigera is one of the most important agricultural pests because it has a high reproductive rate and resulted in economic
losses. One of the H. armigera control techniques that is in accord with IPM principle is the utilizing of entomopathogenic fungus. The aim
of this research was to test the pathogenicity of Lecanicillium (Lecanicillium sp. PTNO1) against H. arm égera. Pathogenicity test was
conducted by conidia application of Lecanicillium sp. PTNO1 on both the larvae and eggs at density of 10°, 10°, 107 conidia/ml. The control
group was only treated with steril water. Polymerase chain reaction (PCR) was performed for molecular 1dent1ﬁcati0n Lecanicillium sp.
PTNO1. The results showed that Lecanicillium sp. PTNO1 able to inhibit egg hatchlng 13.75%, and cause mortality of first instar larval
survival 98.75%. The result of virulence test to the highest larval mortality at 107 conidia/ml density was 41,25%, with the values of LT,s, 5o,
75 were 3.95, 7.12, 12.82 (days) and LCs, 5o, 75 were 4.6 x 10°, 1.7 x 10%, 4.6 x 10° (conidia/ml). The DNA sequence analysis of ITS 1 and
ITS 4 primers showed that Lecanicillium sp. PTNO1 was 51m11ar to fungus species L. kalimantanense strain BTCC F23 with 94% homology.

Key words: Conidia density, eggs, identification, larvae, mortality.

ABSTRAK

Helicoverpa armigera merupakan salah satu hama pertanian yang paling penting di dunia karena memiliki laju reproduksi yang tinggi dan
mengakibatkan kerugian ekonomi. Salah satu teknik pengendalian H. armigera yang sejalan dengan prinsip pengendalian hama terpadu
yaitu memanfaatkan agen hayati cendawan entomopatogen. Tujuan penelitian ini adalah menguji patogenisitas Lencanicillium s; sp. PTNO1
terhadap H. armigera. Uji patogenisitas dilakukan dengan aplikasi konidia terhadap telur dan larva dengan kerapatan konidia 10°, 10°, 107
konidia/ml, dan kontrol diberi perlakukan air steril. Identifikasi molekuler Lecanicillium sp. PTNO1 dilakukan dengan PCR. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa Lecanicillium sp. mampu menghambat penetasan telur sebesar 13,75%, dan menyebabkan mortalitas keberlangsungan
hidup larva instar satu yang baru menetas sebesar 98,75%. Hasil uji virulensi terhadap mortalitas larva, tertinggi pada kerapatan 107 kon1d1a/
ml sebesar 41,25%, dengan nilai LT»s, s, 75 masing-masing sebesar 3,95, 7,12, 12,82 (hari) dan LCys, 59, 75 masing-masing sebesar 4 L6x10°,
1,7x10°, 4, 6)(10‘J (komdla/ml) Analisis urutan DNA berdasarkan primer ITS 1 dan ITS 4 menunjukkan bahwa Lecanicillium sp. PTNOl
tergolong ke dalam spesies cendawan yang memliki hubungan kekerabatan yang dekat dengan dengan L. kalimantanense strain BTCC F23
dengan homologi 94%.

Kata kunci: Identifikasi, kerapatan konidia, larva, mortalitas, telur.

PENDAHULUAN

Helicoverpa armigera (Hubner) merupakan
salah satu hama pertanian yang paling penting di
dunia. Kerugian akibat serangan H. armigera
mencapai lebih dari US$ 2 miliar per tahun di Asia,
Eropa, Afrika, dan Australia. H. armigera bersifat
polifagus, dapat menyerang jagung, kapas, buncis,
sorgum, bunga matahari, kedelai, dan kacang tanah
(Tay et al, 2013). Di Indonesia H. armigera
merupakan hama penting pada jagung, hama tersebut
menyerang tongkol, pucuk dan malai sehingga bunga
jantan tidak terbentuk yang mengakibatkan hasil
tanaman berkurang. Infestasi hama ini juga
menurunkan kualitas dan kuantitas tongkol jagung.

Penurunan hasil panen akibat serangan penggerek
tongkol jagung (H. armigera) di Pulau Sulawesi
mencapai  51,9-53,4% (Karim et al, 2013).
Rata-rata kerusakan tongkol jagung di Provinsi Jawa
Timur mencapai 21,5% (Sarwono et al., 2003). Sifat
polifagus dan ketersediaan inang secara terus
menerus menyebabkan populasi H. armigera selalu
tinggi sepanjang tahun, disamping itu sifat
reproduktif  juga  tinggi  dengan  potensi
perkembangan yang cepat sehingga  dapat
menimbulkan tumpang tindih generasi sepanjang
siklus tanaman (Pomari-Fernandes et al., 2015).
Tingginya prevalensi H. armigera menyebabkan
kerusakan serius pada tanaman sehingga hama ini

*Diterima: 16 Oktober 2017 - Diperbaiki: 28 September 2018 - Disetujui: 14 Maret 2019
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perlu dikendalikan.

Pengendalian  secara  kimiawi  sebaiknya
dihindari kerena menimbulkan resistensi, resurgensi
hama, resiko keracunan terhadap pengguna, biayanya
mahal, dampak negatif terhadap lingkungan
(mencemari air, udara, dan produk pertanian
sehingga membahayakan kesehatan manusia dan
organisme lain yang mengguntungkan, termasuk
musuh alami seperti predator dan parasitoid),
sehingga perlunya pengembangan metode alternatif
pengendalian hama ramah lingkungan (Aktar et al,

2009). Mengingat meningkatnya kekhawatiran
publik atas potensi bahaya kesehatan akibat bahan
kimiawi, sehingga upaya pengendalian hama

diarahkan pada perlindungan tanaman secara non-
kimia dan berkelanjutan (Flexner dan Belnavis,
2000). Sesuai dengan kebijakan pemerintah UU No.
12 tahun 1992 tentang sistem budidaya tanaman dan
peraturan pemerintah No. 6 tahun 1995 tentang
perlindungan tanaman telah menetapkan bahwa
kebijakan dasar perlindungan tanaman di Indonesia
adalah dengan sistem Pengendalian Hama Terpadu
(PHT). Komponen utama dalam sistem PHT adalah
pengendalian hayati. Pengendalian hayati merupakan
alternatif pengendalian hama dengan menggunakan
mikroorganisme yang sangat spesifik untuk serangga
inang, aman bagi lingkungan dan manusia, meskipun
pengendalianya tidak secepat bahan kimia, tetapi
pengendalian hama tersebut bersifat berkelanjutan
(McClintock et al., 2000).

Pengendalian hayati dengan menggunakan
entomopatogen seperti virus, cendawan, bakteri, dan

nematoda  telah  banyak  dilakukan  dalam
pengendalian hama (Rosell et al, 2008),
dibandingkan dengan mikroorganisme lainnya,

cendawan entomopatogen telah menjadi perhatian
karena menyebabkan kematian serangga hama secara
alami dan menimbulkan epizootic. Cendawan
entomopatogen merupakan agen potensial untuk
pengendalian hama karena bersifat spesifisitas inang,
mudah diproduksi dan diaplikasikan, bersifat
permanen atau pengendalian hama dalam jangka
panjang karena mampu berkembang biak di alam,
biaya pengendalian relatif rendah, dan tidak
merugikan kesehatan manusia serta serangga
menguntungkan non-target seperti lebah, serangga
predator, dan parasitoid (Inglis et al, (2001).
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Keungulan lain cendawan entomopatogen karena
kemampuanya semua tahap
perkembangan serangga termasuk tahap telur, pupa,

menyerang

dan memiliki kisaran inang yang cukup luas (Anand
et al, 2009). Prayogo (2009) melaporkan bahwa
Lecanicillium menggagalkan
penetasan telur kepik coklat Riptortus linearis
(Hemiptera: Alydidae) pada kedelai. Agustin (2014)
juga melaporkan bahwa L. dapat
menyebabkan mortalitas larva dan telur O. furnacalis
di laboratorium mencapai 71,25% dan 100%.

Penelitian yang telah dilakukan
armigera dengan penggunaan

lecanii  mampu

lecanii

untuk
pengendalian H.
cendawan entomopatogen di antaranya Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi.
Menurut Qayyum et al., (2015) B. bassiana yang
diisolasi dari jaringan daun tanaman tomat, yang
diinokulasi dengan metode pencelupan akar pada
bibit tomat mampu mengkolonisasi tanaman tomat
dan efektif mengurangi serangan H. armigera.
Khasanah (2008) melaporkan bahwa aplikasi
bioinsektisida B. bassiana dapat mengakibatkan
penurunan jumlah populasi,
H. armigera serta tingkat kerusakan tongkol jagung.
Indrayani et al (2013) juga melaporkan pada

mortalitas larva

pengujian semi lapang dengan B. bassiana juga
mampu menyebabkan mortalitas larva H. armigera
sebesar 46,7%, dan kehilangan bobot larva hidup
hingga 59,3%, sementara pengujian di lapangan
menurunkan jumlah larva 36-48%. Namun informasi
mengenai patogenisitas cendawan Lecanicillium sp.
PTNO1 terhadap penggerek tongkol jagung
H. armigera belum pernah dilaporkan sehingga
penelitian ini perlu dilakukan. Penelitian ini
bertujuan untuk menguji patogenisitas cendawan
sp. PTNO1 terhadap penggerek
tongkol jagung H. armigera.

Lecanicillium

BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Patologi Serangga, Departemen Proteksi Tanaman,
Fakultas Pertanian, Institut Pertanian Bogor (IPB).
Lecanicillium sp. PTNO1 diisolasi dari Riptortus
linearis dan merupakan koleksi mikroorganisme

Laboratorium Patologi  Serangga, Departemen
Proteksi Tanaman, Institut Pertanian Bogor.
Identifikasi cendawan secara molekuler



Artikel Penelitian

Ginting et al. — Patogenisitas Cendawan Lecanicillium sp. Terhadap Penggerek

dilakukan di IPB Collection Center /Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Biologi
IPB.

Karakterisasi Morfologi Lecanicillium sp. PTN01

Identifikasi cendawan secara morfologi yaitu
dengan melihat karakter morfologi yang dimiliki
oleh isolat (Barnett dan Hunter, 1972). Pengamatan
morfologi dilakukan secara makroskopis dengan
mengamati pertumbuhan koloni isolat cendawan
pada media Potato Dextrose Agar (PDA) dalam
cawan petri meliputi warna koloni, bentuk koloni,
tekstur koloni, dan bentuk tepi koloni. Pengamatan
dengan mikroskop optik meliputi bentuk konidia dan
hifa.

Karakterisasi molekuler
Ektraksi DNA

Ektraksi DNA Lecanicillium sp. PTNOI
dilakukan menurut metode Ramanujam (2013).

Amplifikasi DNA genom dengan PCR

Primer Internal Transcribed Spacer (ITS) yaitu
ITS1 (5-TCCGTAGGT-GAACCTGCGG-3") dan
ITS4  (5-TCCTCCGCTTATTGA  TATGC-3")
(White et al., 1990). Reaksi PCR dilakukan pada
volume 40 pl terdiri atas 4 pl template, 2 pl masing-
masing primer, 4 pl dari 10 x reaksi buffer PCR, 4 ul
campuran dNTP, 1 pl Tag polymerase dan 23 pnl
akuadest  streril. Reaksi PCR terdiri atas
pre-denaturasi selama 2 menit pada suhu 94 °C,
diikuti oleh 35 siklus denaturasi pada suhu 94 °C
selama 1 menit, annealing (penempelan primer)
55 °C selama 1 menit dan ekstensi (proses
pemanjangan) 72 °C selama 2 menit, diikuti oleh
siklus ekstensi akhir 5 menit pada 72 °C. Produk
PCR dikonfirmasi pada 1.2% gel agarose dan
divisualisasikan dengan pewarnaan etidium bromida
setelah itu produk PCR dimurnikan dan disekuensing
(Park dan Kim, 2010). Sekuensing fragmen DNA
hasil amplifikasi dilakukan oleh 1* BASE Singapura
melalui PT. Genetica Science.

Analisis Pengelompokan

Urutan nukleotida sampel dibandingkan dengan
urutan nukleotida spesies Lecanicillium lain yang
telah dipublikasikan di situs National Centre for

Biotechnology Information (NCBI) melalui program
BLAST (Basic Local Alignment Search Tools). Data
urutan nukleotida yang yang memiliki kesamaaan
dianalisis menggunakan program penjajaran dan
Clustal W dengan program Bioedit ver 7.1.7 untuk
mengetahui homologi nukleotida sampel. Analisis
filogeni  dilakukan  berdasarkan  pendekatan
Neighbor-Joining dengan Bootstrap 1000x dengan
program MEGA-6 (Tamura et al., 2011).

Uji patogenisitas
Penyiapan cendawan Lecanicillium sp. PTN01
Lecanicillium sp. PTNO1 ditumbuhkan pada
media PDA pada suhu 21 °C. Setelah 3 minggu
konidia dipanen dengan cara menambahkan 10 ml
aquades steril dan 0,1% Triton X-100, kemudian
jumlah konidianya dihitung dengan menggunakan
haemocytometer Neubauer.

Penyediaan serangga uji H. armigera

Perbanyakan telur dan larva H. armigera
dilakukan dengan cara mengumpulkan larva
penggerek tongkol jagung dari lapangan, kemudian
dipelihara dalam wadah plastik yang berdiameter
6,5 cm dan tinggi 4,5 cm. Setiap wadah berisi 1 ekor
larva. Larva ini diberi pakan berupa pakan buatan
hingga larva ini berubah menjadi pupa. Pupa
kemudian dipindahkan ke wadah plastik yang baru.
Setelah pupa menjadi imago dipelihara dalam
kurungan plastik-kasa (diameter 18 cm, tinggi 30
cm) dan diberi pakan cairan madu 10%. Untuk
peletakan telur diletakkan sehelai kain kasa ke dalam
kurungan. Lembaran kain yang telah diletakkan telur
diambil dan ditempatkan ke dalam kotak plastik
(panjang 30 cm, lebar 20 cm, dan tinggi 5 cm) yang
dialasi kertas saring.

Larva dipelihara pada pakan buatan sampai
menjadi pupa. Pemeliharaan larva dilakukan dalam
cangkir plastik diameter 6,5 cm dan tinggi 4,5 cm
secara tepisah masing-masing satu larva per wadah.
Ketika akan menjadi pupa ke dalam wadah
dimasukkan serbuk gergaji steril setebal 2 cm dan
wadah ditempatkan ke dalam tempat pemeliharaan
imago. Untuk menghindari kematian atau kerusakan
akibat mikroorganisme, telur dan pupa disterilkan
dengan merendamnya di dalam larutan bleach 3%
untuk telur dan 5% untuk pupa selama 5 menit.
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Uji Patogenisitas Lecanicillium sp. PTNO1
terhadap Telur H. armigera

Kerapatan konidia yang digunakan untuk
perlakuan adalah 10°, 10° 107 konidia/ml dan
kontrol. Telur serangga uji yang digunakan berumur
satu hari. Untuk setiap perlakuan diulang empat kali,
dengan jumlah 20 telur per ulangan. Aplikasi
cendawan dilakukan dengan merendam telur dalam
suspensi konidia selama 60 detik mengacu pada
metode Tefera dan Pringle (2003), kemudian
dipindahkan ke dalam cawan petri. Telur diamati
sampai telur tersebut menetas. Peubah pengamatan
adalah persentase telur yang menetas dan persentase
larva instar satu yang terinfeksi oleh cendawan.
Uji patogenisitas Lecanicillium
terhadap Larva H. armigera

Kerapatan konidia yang digunakan adalah 10°,

sp. PTNO1

10°, 10" konidia/ml dan kontrol. Larva serangga uji
yang digunakan instar dua. Untuk setiap perlakuan
diulang empat kali, dengan jumlah 20 larva per
ulangan. Aplikasi cendawan dilakukan dengan
menyemprot larva dengan suspensi konidia sebanyak
10 ml mengacu pada metode Tefera dan Pringle
(2003), kemudian larva diberi makan dengan pakan
semi sintetik dan ditempatkan pada cawan petri.
Peubah pengamatan adalah mortalitas larva yang
diamati setiap hari hingga tujuh hari setelah aplikasi.

Analisis data

Data hasil percobaan diolah dan dianalisis
menggunakan progam SAS, apabila terdapat
perbedaan di antara perlakuan maka dilanjutkan
dengan wuji selang berganda Duncan (Duncan
Multiple Range Test) pada taraf nyata o 0.05%.
Penentuan nilai LC,s, LCsy, LCssdan LT,s, LTs,
LT;sdilakukan dengan analisis probit (Finney 1971)
dengan menggunakan progam menggunakan progam
SAS versi 6.12.

HASIL
Morfologi isolat Lecanicillium sp. PTNO1

Hasil pengamatan menunjukkan  bahwa
Lecanicillium sp. PTNO1 memiliki ciri makroskopis
miselia berwarna putih, tepian koloni rata, dan hifa
tebal. Sementara pengamatan morfologi secara
mikroskopis dengan menggunakan mikroskop
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Olympus BX51 menunjukkan konidiofor berupa
fialid berbentuk seperti huruf V, konidia tidak
berwarna (hialin), panjang fialid 14.49 x 1.15 um,
dan ukuran konidia 5.18 % 1.37 pm (Gambar 1).

Sekuens DNA

Pengurutan DNA Lecanicillium sp. PTNOI
dilakukan untuk menentukan persentase kemiripan
isolat berdasarkan primer ITS 1 dan ITS 4. Hasil
BLASTN pada Tabel 1 menunjukkan bahwa nilai
max/total score dan query discovery tertinggi
terdapat pada L. kalimantanense strain BTCC F23
(No. akses NR121200.1) yaitu 869 dengan query
discovery 99%. Semakin tinggi nilai max/total score
dan query discovery pada L. kalimantanense maka
persentase kemiripanya semakin tinggi dengan
sampel Lecanicillium sp. PTNO1.

Filogeni

Pohon fologenik mengambarkan kedekatan
antara Lecanicillium sp. PTNO1 dengan spesies
Lecanicillium lainya yang digunakan sebagai
pembanding menunjukkan bahwa spesies terdekat
secara homologi dengan cendawan tersebut adalah L.
kalimantanense strain BTCC F23 dengan nilai
kemiripan (similarity) sebesar 94% (Gambar 2).

Patogenisitas Lecanicillium sp. PTNO1
Patogenisitas Lecanicillium sp. PTNO1 terhadap
Telur H. armigera

Cendawan entomopatogen Lecanicillium sp.
mampu menghambat penetasan telur H. armigera
pada hari ketiga (Tabel 2). Penghambatan tertinggi
terjadi pada perlakuan kerapatan 10" konidia/ml yaitu
sebesar 13,75% dan tidak berbeda nyata dengan
perlakuan lain termasuk pada perlakuan 10° konidia/
ml, tetapi dari telur yang menetas, larva yang
dihasilkan akhirnya mati terinfeksi oleh cendawan
Lecanicillium sp. pada hari tiga. Mortalitas larva
instar satu yang baru menetas juga tertinggi pada
kerapatan 107 konidia/ml sebesar 98,75% dan tidak
berbeda nyata dengan kerapatan 10° konidia/ml.
Telur yang terinfeksi oleh cendawan tidak menetas
dan diselimuti oleh miselium cendawan yang
berwarna putih, begitu juga dengan larva instar satu
yang baru menetas mati karena terinfeksi oleh
cendawan melalui kontak dengan konidia cendawan
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Gambar 1. Lecanicillium sp. PTNO1 menggunakan mikroskop cahaya perbesaran 40 x. a. Fialid yang
sedang berkembang, b. Fialid dengan konidium, c. Konidia. d. Koloni Lecanicillium sp. PTNO1
(Light microscopic visualization of Lecanicillium sp. PTNO1 using 40 x magnification (a):

Phialid developing; (b): Phialid with conidium; (c) Conidia); coloni Lecanicillium sp. PTNOL).

Tabel 1. Hasil BLAST ITS 1 dan ITS 4 (www.ncbi.nlm.nih.gov) (BLAST analysis of ITS 1 and ITS 4
genes (www.ncbi.nlm.nih.gov))

Ukuran Persentase Query
Jenis No. Aksesi kemiripan discovery Skor total
DNA (bp) (%) (%)

L. kalimantanense BTCC F23 NR121200.1 631 94 99 869/869
b ndonesiacum strain BICC- - sp3ggsien 1143 93 99 852/852
L. araneicola NBRC 105407 NR121208.1 639 88 99 688/688
L. fungicola var. fungicola

CBS 997 69 NR119653.1 559 88 95 662/662
L. fusisporum CBS 164.70 NR111100.1 534 89 91 651/651
L. muscarium IMI 068689 NR111096.1 532 89 91 649/649
L. longisporum IMI 021167 NR111095.1 533 89 91 634/634
L. flavidum CBS 342.80 NR111266.1 539 88 92 638/638
L. dimorphum CBS 363.86 NR111101.1 539 88 91 632/632
L. attenuatum CBS 170.76 NR137685.1 504 89 86 604/604
L. primulinum JCM 18525 NR119418.1 583 86 97 592/592
L. antillanum CBS 350.85 NR111097.1 547 86 91 568/568
T. neorufum strain G.J.S. 96 NR077132.1 606 83 98 497/497
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J:ecanicillium fungicola

Lecanicillium flavidum
Lecanicillium araneicola

88142

Lecanicillium primulinum

Lecanicillium antillanum
Lecanicillium fusisporum

31 Lecanicillium dimorphum
] Lecanicillium longisporum
60 97 Lecanicillium muscarium

100I Lecanicillium attenuatum

Lecanicillium sp.(sampel)

94 _IiLecanicillium kalimantanense
52

Verticillium indonesiacum

_
0.02

Trichoderma neorufum

Gambar 2. Pohon pengelompokan Neighbor Joining yang mengambarkan kedekatan Lecanicillium sp.
PTNO1terhadap Lecanicillium lain dengan bootstrap 1000x ulangan (The Neighbor Joining
grouping tree that describes the proximity of Lecanicillium sp. PTNOI against other Lecanicil-

lium using 1000x bootstrap replicates)

yang berada pada cangkang telur, saat larva
tersebut keluar (menetas) dari cangkang telur,
sehingga konidia menempel pada bagian tungkai,
alat mulut dan tubuh larva (Gambar 3).

Patogenisitas Lecanicillium sp. PTN01
terhadap larva instar dua H. armigera

Aplikasi Lecanicillium sp. PTNOl mampu
menyebabkan mortalitas pada larva instar dua
H. armigera. Perbedaan tingkat kerapatan konidia
yang diaplikasikan berpengaruh nyata terhadap
tingkat infeksi larva H. armigera. Mortalitas larva
H. armigera tertinggi pada kerapatan 10’ konidia/
ml sebesar 41,25% (Tabel 3 dan Gambar 4).
Mortalitas larva instar dua lebih rendah
dibandingkan dengan mortalitas larva instar satu
yang baru menetas.

Kerapatan konidia cendawan menentukan
mortalitas H. armigera. Berdasarkan hasil analisis
probit pada pengamatan hari ke tujuh, lethal
concentration (LCsss075) masing-masing sebesar
4,6x10°,  1,7x10°, 4,6x10°  (konidia/ml).
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Kemampuan membunuh Lecanicillium sp. PTNO1
terlihat dari nilai Lethal Time (LT). Nilai LT5s 5075
Lecanicillium  sp. PTNOl  terhadap larva
H. armigera pada kerapatan 10’ (konidia/ml)
adalah 3,95, 7,12, 12,82 (hart).

PEMBAHASAN

Hasil pengamatan morfologi menunjukkan
bahwa Lecanicillium sp. PTNO1 memiliki ciri
makroskopis miselia berwarna putih, tepian koloni
rata, dan hifa tebal, sementara pengamatan
morfologi secara mikroskopis menunjukkan
konidiofor berupa fialid berbentuk seperti huruf V,
konidia tidak berwarna (hialin), fialid berjumlah
2-4, berukuran 14,49 x 1,15 pm. Konidia berukuran
5,18x1,37 pm. Soekarno et al, (2009) melaporkan
bahwa Lecanicillium kalimantanense memiliki
karakteristik koloni berwarna putih, tanpa pigmen,
fialid berjumlah 2-4, dengan ukuran 12,5-36 x 1-2
pm. Konidia agak melengkung dengan ukuran
3,5-12 x 1-2 pm.
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Tabel 2. Pengaruh aplikasi Lecanicillium sp. berdasarkan kerapatan konidia terhadap mortalitas
telur dan mortalitas larva instar [ yang baru menetas (Effect of Lecanicillium sp. based on conidia
density on egg mortality and mortality of newly hatched first instar larvae).

Kerapatan konidia

Mortalitas telur pada hari ke

Mortalitas larva instar I yang baru menetas

(density of conidia) tiga (egg mortality on three pada hari ke tiga (larval mortality first instar
(konidia/ml) days) (%) £ SD on three days) (%) + SD

0 (Kontrol) 0+0,00a 0+0,00a

10° 2,5+0,57a 87,5+ 1,91b

10° 3,75+£095a 97,5+1,00 ¢

107 13,75+3,20 a 98,75+ 0,50 ¢

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata menurut uji Duncan pada
taraf nyata 5%. (Description The numbers followed by different letter in the same column do not different
significantly according to the Duncan test at a real 5% level).

b

Gambar 3. H. armigera, a. Telur yang sehat, b. Telur H. armigera yang diselimuti oleh miselium
Lecanicillium sp. c. Larva yang sedang memakan cangkang telur d. Larva terinfeksi
Lecanicillium sp. PTNO1 (H. armigera, a. Healthy eggs, b. The eggs of H. armigera covered
by the mycelium of Lecanicillium sp. c. Larvae that are eating an eggshell, d. Larvae are

infected with Lecanicillium sp. PTNO1)

Hasil amplifikasi DNA Lecanicillium sp.
PTNO1 menggunakan primer ITS1 dan ITS4 yang
menunjukkan pita tunggal berukuran 578 pb. Hasil
penelitian Ramanujam et al, (2011) melaporkan
bahwa ukuran pita DNA Lecanicillium spp.,
berkisar 566 pb. Primer universal ITS yang
digunakan untuk mengamplifikasi DNA ribosomal
pada semua spesies cendawan menghasilkan
fragmen berukuran 400 hingga 900 bp (Brasileiro
et al., (2004)). Menurut Nilsson et al. (2008) nilai
rataan ukuran ITS1, 5.8 S, dan ITS2 berturut-turut
adalah 183, 158 dan 173 pasang basa Berdasarkan
ukuran yang diperoleh menunjukkan bahwa daerah

yang teramplifikasi meliputi sebahagian daerah
18S, daerah yang utuh dari ITS1, 5.8S, dan ITS2
serta sebahagian daerah 28S DNA ribosom. White
(1990) melaporkan bahwa primer ITS 1
mengamplikasi daerah DNA ribosom dari daerah
ujung 18S kearah kanan menuju daerah 28S,
sedangkan primer ITS 4 mengamplikasi DNA dari
daerah ujung 28S kearah kiri menuju daerah 18S.
Hasil analisis BLASTN pada Tabel 1
menunjukkan nilai max/total score dan query
discovery tertinggi terdapat pada
L. kalimantanense strain BTCC F23 (No. akses
NR121200.1) yaitu 869 dengan query discovery
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Tabel 3. Pengaruh kerapatan konidia Lecanicillium sp. PTNOl yang diaplikasikan ke larva H. armigera
(Effect density of conidia Lecanicillium sp. PTNO1 applied to H. armigera larvae)

Kerapatan konidia

Lecanicillium sp. PTNO1

(density of conidia) (konidia/ml)

Mortalitas larva instar dua

(larval mortality second instar) (%) = SD

0 (Kontrol)
10°
10°
107

0+0,00a
27,5+1,73b
38,75+2,50b
41,25+£3,72b

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang berbeda pada kolom yang sama tidak berbeda nyata menurut uji Duncan pada taraf nyata 5%.
(Description The numbers followed by different letter in the same column do not different significantly according to the

Duncan test at a real 5% level).

Mortalitas (Mortality) (%)

—+— Konirol (Control}
—®— 10 0(Konidia’'ml)
—a— 10 O(Konidia‘ml)
—— 100K onidia’'ml)

1 2 3 4

Hari setelah aplikasi (Day after application)

5 6

Gambar 4. Mortalitas larva instar dua H. armigera setelah aplikasi perlakuan suspensi Lecanicillium sp.
PTNO1 (Mortality of second instar larvae H. armigera after application of suspension treatment

of Lecanicillium sp. PTNO1)

99%. Semakin tinggi nilai max/total score dan
query discovery pada L. kalimantanense maka
persentase kemiripanya semakin tinggi dengan
sampel Lecanicillium sp. PTNOl. Dua sequen
DNA dikatakan homolog jika memiliki nilai
kesamaan lebih dari 70% (Claverie dan Notredame,
2003). Berdasarkan susunan pohon filogeni pada
gambar 2 menunjukkan bahwa Lecanicillium sp.
PTNO1 memiliki hubungan kekerabatan yang
terdekat dengan isolat L. kalimantanense strain
BTCC F23 dengan nilai kemiripan sebesar 94%
dan 93% dengan V. indonesiacum strain BTCC-
F36.

Lecanicillium kalimantanense diisolasi dari
eksoskeleton (Staphylinoidea: Coleteopera) dari
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suspensi tanah Asplenium nidus yang tumbuh di
hutan hujan tropis, di Kalimantan Timur.
V. indonesiacum juga berasal dari wilayah yang
sama dengan L. kalimantanense, tetapi memiliki
inang yang berbeda, diisolasi dari laba-laba
(Araneae). Karakteristik V. indonesiacum adalah
koloni berwarna putih, miselium tipis, datar, tanpa
pigmen. Fialid berjumlah 3-5 dengan ukuran 9-34
x1-2 pm. konidia berbentuk ellips dengan ukuran
3-8,5 x 1-2 um (Soekarno et al., 2009).

Isolat yang diperoleh dari lokasi yang sama
tetapi dari serangga inang yang berbeda atau isolat
dari lokasi yang berbeda tetapi dari serangga inang
yang sama berpeluang memiliki karakter yang
berbeda baik secara fisiologi maupun genetik



Artikel Penelitian

Ginting et al. — Patogenisitas Cendawan Lecanicillium sp. Terhadap Penggerek

(Varela dan Morales, 1996). Bidochka et al. (2000)
juga melaporkan bahwa perbedaan serangga inang
isolat cendawan dan daerah asal geografis
menyebabkan terjadinya keragaman spesies.
Keragaman genetik dalam populasi dapat terjadi
karena mutasi, rekombinasi gen, reproduksi seksual
dan paraseksual, heterokariosis dan heteroploidi
(McDonald dan Dermott, 1993). Heteroploidi
berpengaruh terhadap warna hifa, ukuran konidia,
virulensi, kecepatan tumbuh, dan aktivitas enzim,
sementara Heterokariosis berpengaruh terhadap
pembentukan strain atau ras baru (Sugimoto et al.,
2003b).

Hasil uji patogenisitas Lecanicilium terhadap
telur H. armigera menunjukkan bahwa cendawan
ini bersifat patogen terhadap telur karena
mematikan embrio sehingga telur tidak menetas,
dan juga mematikan larva instar satu yang keluar
dari telur. Kematian pada larva instar satu diduga
pada saat neonate keluar dari cangkangnya, konidia
yang berasal dari aplikasi suspensi, menempel pada
bagian bagian tungkai, dan alat mulut sewaktu
neonate keluar dari cangkang telur telur sehingga
neonate terinfeksi. Jayaraj dalam Sigsgaard et al.
(2002), menyatakan bahwa neonate H. armigera
memakan kulit telur. Tanada dan Kaya (1993)
mengemukakan  bahwa  cendawan  patogen
berkembang melalui konidia dan menginfeksi
serangga melalui kulit, mulut, sistem pencernaan
dan pernafasan serangga.

Fase telur merupakan fase terbaik untuk
pengendalian hama karena pada fase tersebut belum
menimbulkan kerusakan pada tanaman. Rendahnya
kemampuan patogen untuk menginfeksi telur
disebabkan oleh masa inkubasi telur H. armigera
yang singkat, umur telur hanya selama tiga hari
sehingga konidia Lecanicillium sp. PTNO1 kurang
memiliki waktu yang cukup untuk menembus dan
menginfeksi ke bagian dalam telur sehingga telur
telah menetas sebelum cendawan menginfeksi telur.
Del Prado et al (2008) melaporkan telur
Aleurodicus  cocois (Hemiptera: Aleyrodidae)
tidak berhasil dinfeksi oleh L. lecanii pada hari
kedua setelah aplikasi dengan kerapatan 10°
konidia/ml, mortalitas telur tertinggi terjadi pada
hari ketujuh setelah aplikasi sebesar 82,5%. Pray-
0go (2009) juga melaporkan bahwa mortalitas telur

R. linearis pada aplikasi L. lecanii dengan ke-
rapatan 10® konidia/ml mencapai 91% dengan lama
inkubasi telur R. linearis adalah 6,37 hari.

Gambar 4 menunjukkan mortalitas larva
instar dua H. armigera tertinggi pada kerapatan 10’
konidia/ml sebesar 41,25%, dan tidak berbeda
nyata dengan perlakuan lainya, dengan nilai
LCys 50,75 masing-masing sebesar 4,6x10°, 1,7x10°,
4,6x10° (konidia/ml), dan LTyss075s Lecanicillium
sp. PTNO1 terhadap larva H. armigera pada
kerapatan 107 (konidia/ml) 3,95, 7,12, 12,82 (hari).
Indrayani (2011) melaporkan bahwa, N. rileyi
strain LG 02 (Lamongan) lebih virulen terhadap
larva H. armigera dibanding strain MA 01
(Malang) dengan LCs, pada LG 02 dan MA 01
adalah 5,2 x10° dan 7,2x10° konidia/ml dengan
LTsy pada kedua isolat 5,9 dan 8,4 hari. Ulya
(2014), melaporkan M. anisopliae pada kerapatan
10" konidia/ml,  mengakibatkan  mortalitas
H. armigera sebesar 29.5% dengan LCs, sebesar
10° konidia/ml. Kisaran LC suatu isolat cendawan
tergantung dari strainnya, serangga inang dan
metode aplikasi (Baidoo dan Ackuaku, 2011).
Agustin (2014) melaporkan bahwa L. lecanii pada
kerapatan 10° konidia/ml, mampu menyebabkan
mortalitas larva O. furnacalis sebesar 67,62%,
sementara pada kerapatan 10° konidia/ml mencapai
71,25%. Shinde et al. (2010) melaporkan bahwa
salah satu faktor penyebab terjadinya infeksi
cendawan entomopatogen pada serangga adalah
jumlah inokulum.

Berdasarkan nilai LC dan LT mengindikasikan
PTNO1  mampu
menyebabkan  mortalitas  telur dan larva
H. armigera sehingga isolat tersebut berpeluang
untuk digunakan dalam pengendalian H. armigera.
Mortalitas larva instar satu H. armigera lebih tinggi

bahwa  Lecanicillium  sp.

dibandingkan dengan instar dua. Hal tersebut
disebabkan karena larva instar satu memiliki
integumen yang lebih tipis dibandingkan dengan
instar dua, sehingga lebih mudah dipenetrasi oleh
cendawan. Disamping itu juga dipengaruhi oleh
jumlah hemosit yang merupakan komponen
pertahanan selular, pada instar satu jumlah
hemositnya lebih sedikit dibandingkan dengan
instar dua sehingga kemampuannya untuk bertahan
terhadap patogen lebih rendah. Menurut Chapman
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(1998) Larva instar awal memiliki jumlah hemosit
yang lebih sedikit dibandingkan dengan larva
instar lanjut.

Mortalitas larva H. armigera pada penelitian
ini masih tergolong rendah karena mortalitas
tertinggi hanya mencapai 41,25%, rendahnya
mortalitas tersebut terjadi karena serangga inang
asal cendawan yang digunakan berbeda dengan
serangga uji, Lecanicillium sp. PTNOl yang
digunakan berasal dari R. [linearis (ordo,
Hemiptera), sedangkan serangga uji yang
digunakan H. armigera: (ordo Lepidoptera).
Sugimoto et al. (2013a dan 2003b) melaporkan
bahwa perbedaan asal isolat dan serangga inang
mempengaruhi tingkat mortalitas serangga akibat
infeksi cendawan. Prayogo (2009) juga
melaporkan bahwa virulensi isolat L. lecanii di-
pengaruhi oleh asal isolat. Isolat yang diperoleh
dari serangga inang yang sama tetapi dari geogafis
yang berbeda atau isolat yang diperoleh dari
serangga yang berbeda namun dari geogafis yang
sama memiliki virulensi yang berbeda (Fatiha et
al., 2007). L. lecanii yang diisolasi dari Myzus
persicae  (Hemiptera: Aphididae), diaplikasikan
pada spesies yang sama, virulensinya sangat tinggi
dan mengakibatkan mortalitas mencapai 100%
(Alova et al., 2004).

Keberhasilan  pengendalian hama oleh
cendawan entomopatogen ditentukan juga oleh
kerapatan konidia yang diaplikasikan. Kerapatan
konidia yang dibutuhkan untuk mengendalikan
hama bergantung pada spesies dan populasi hama
yang akan dikendalikan. Kim et al (2001)
melaporkan bahwa, aplikasi L. lecanii dengan
kerapatan 10*-10’ konidia/ml menyebabkan
mortalitas B. tabaci dan Trialeurodes vaporariorum
sebesar 40%, dengan peningkatan  kerapatan
konidia menjadi 10® konidia/ml meningkatkan
mortalitas 7. vaporariorum mecapai 100% pada
hari kelima. Pengujian patogenisitas cendawan
pada berbagai tingkat kerapatan konidia bertujuan
untuk efisiensi penggunaan propagul cendawan
secara optimum sebagai agens hayati dalam
pengendalian hama sasaran sehingga lebih efisien.
Setiap spesies cendawan atau hama akan memiliki
dosis optimum tersendiri. Wang et al. (2004)
menyatakan bahwa tingkat mortalitas serangga
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dipengaruhi oleh faktor kerapatan konidia, fase
serangga dan virulensi isolat yang digunakan.
Pengendalian H. armigera perlu diketahui
kerapatan  konidia  tertentu = yang  dapat
menyebabkan mortalitas telur dan larva dalam
jumlah dan waktu tertentu sesuai dengan target
yang diinginkan. Tingkat mortalitas H. armigera
yang rendah dapat ditingkatkan  dengan
peningkatan kerapatan konidia.

Disamping itu banyaknya sub kultur in vitro
pada cendawan tersebut, virulensi cendawan
entomopatogen akan mengalami penurunan jika
disimpan terlalu lama atau di sub kultur lebih dari
empat kali. Isolat cendawan yang digunakan pada
penelitian ini telah disimpan lebih dari tiga bulan,
sehingga isolat tersebut mengalami penurunan
virulensi. Virulensi M. anisopliae merunun setelah
di subkultur sebanyak empat kali
(Mohammadbeigi, 2013). Adanya pergantian kulit
(molting) pada larva juga mempengaruhi mortalitas
larva, infeksi pada larva akan gagal karena sebelum
konidia mempenetrasi larva, konidia terbawa saat
molting sehingga aplikasi cendawan
entomopatogen perlu dilakukan lebih dari satu kali,
apalagi bila serangga hama mempunyai siklus
hidup yang terdiri atas beberapa stadia.

Nilai LT berkaitan dengan virulensi isolat dan
tingkat kerentanan inang. Semakin cepat isolat
mematikan serangga inangnya menunjukkan bahwa
isolat tersebut memiliki virulensi yang lebih tinggi.
Tanada dan Kaya (1993) menyatakan bahwa isolat
yang bersifat virulen membunuh serangga dalam
waktu yang singkat dan isolat yang kurang virulen
membutuhkan waktu yang lama untuk dapat
menyebabkan infeksi kronik. Lamanya waktu
kematian tersebut disebabkan karena cendawan
membutuhkan beberapa tahap untuk dapat
mematikan serangga. Inglis et al (2001)
menyatakan bahwa proses cendawan menginfeksi
serangga yaitu mulai dari proses penempelan
konidia, perkecambahan, penetrasi, invasi, dan
kolonisasi dalam hemosel, jaringan dan organ. Vey
et al. (2001) mengemukakan bahwa L. lecanii
memproduksi  beberapa  jenis toksin  yaitu
dipicolinic acid, hydroxycarboxylic acid, dan
cyclosporin.  Kemungkinan  Lecanicillium  sp.
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PTNO1 juga mematikan inang dengan cara yang
sama dengan menghasilkan toksin.

KESIMPULAN

Cendawan entomopatogen Lecanicillium sp.
PTNO1 mampu menghambat penetasan telur dan
mengakibatkan mortalitas larva yang baru menetas.
Pada kerapatan 10’ konidia/ml menghambat
penetasan telur sebesar 13,75% dan dari telur yang
menetas, larva yang dihasilkan akhirnya mati
sebesar 98,75%. Hasil uji virulensi terhadap
mortalitas larva juga tertinggi pada pada kerapatan
10" konidia/ml sebesar 41,25%, dengan nilai
LTys5075 sebesar 3,95, 7,12, 12,82 (hari), dan
LCys 5075 masing-masing sebesar 4,6x10°, 1,7x106,
4,6x10° (konidia/ml). Hal ini mengindikasikan
bahwa Lecanicillium sp. PTNOl mempunyai
peluang yang besar untuk digunakan dalam
pengendalian H. armigera. Hasil analisis urutan
DNA menunjukkan Lecanicillium sp. PTNO1
memiliki hubungan kekerabatan yang dekat dengan
L. kalimantanense strain BTCC F23 dengan
tingkat homologi sebesar 94%.
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