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Penurunan produksi tanaman sawi tidak lepas dari adanya serangan hama
dan penyakit tanaman, salah satunya Plutella xylostella. Hasil panen tanaman
sawi menurun hingga 30-40% akibat serangan hama ini, bahkan dibeberapa
pertanaman ditemukan mengalami gagal panen. Umumnya di masyarakat,
hama ulat ini dikendalikan menggunakan pestisida kimia. Namun
penggunaan pestisida kimia yang tidak tepat dapat berdampak pada
timbulnya pencemaran lingkungan dan memicu terjadinya gangguan
kesehatan pada manusia, Sehingga diperlukan pengendalian secara biologi.
Salah satunya adalah nematoda entomopatogen (NEP) Kelebihan Nematoda
adalah ramah bagi lingkungan serta cepat dalam melumpuhkan inangnya,
namun pada perbanyakan nematoda enomopatogen menemui banyak
kendala, sehingga diperlukan penelitian tentang alternatif tersebut.
Berdasarkan hal tersebut dilakukan penelitian untuk mengetahui daya
patogenesitas Nematoda entomopatogen hasil kembangbiakan media kuning
telur terhadap larva Plutella xylostella sehingga dapat dikembangkan sebagai
Biokontol yang efektif. Uji Patogenesitas terhadap larva Plutella xylostella
dilakukan menggunakan 9 perlakuan yang ditempatkan dalam Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan masing-masing perlakuan diulang sebanyak 3
kali. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dalam 4 hari pengamatan,
keempat isolat bakteri memiliki kemampuan yang sama dalam mematikan
larva Plutella xylostella dengan persentase tertinggi 100% dan terendah 76,7
%.

Kata Kunci: Nematoda Entomopatogen, patogenesitas, Plutella xylostella

ABSTRACT

Decreased mustard plant production is inseparable from the presence of plant
pests and disease, one of which is Plutella xylostella. This pest can reduce the
yield by 30-40%, even in some cases found to experience crop failure. Generally,
in the community, controlling pests is using chemical pesticides. However,
excessive use of chemical pesticides harms the environment and triggers health
problems in humans, So, biological control is needed. One of them is an
entomopathogenic  nematode  (NEP). Advantages Nematodes are
environmentally friendly and are fast in crippling their host, but the
multiplication of entomopathogenic nematodes encounters many obstacles, so
research on these alternatives is needed. This research was carried out to
determine the pathogenicity of entomopathogenic Nematodes cultured from
the egg yolk media on Plutella xylostella larvae, then developed as an effective
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biocontrol. The pathogenicity test for Plutella xylostella larvae was performed
using nine treatments placed in a factorial Completely Randomized Design
(CRD) with each treatment repeated three times. The study indicate that the
four bacterial isolates had the same ability to kill Plutella xylostella larvae
during four days of observation, with the greatest percentage of 100 percent
and the lowest percentage of 76.7 percent.

Keywords: Entomopathogenic nematodes, pathogenicity, Plutella xylostella

Pendahuluan

Produksi tanaman sawi menurut Badan Pusat Statistik (2016) mengalami penurunan pada
tahun 2015 produksi sawi mencapai 10,23 Ton/Ha dan pada tahun 2016 8,92 Ton/Ha penurunan
produksi tanaman sawi tidak lepas dari adanya organisme pengganggu tanaman (OPT) salah
satunya Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) yang juga disebut sebagai the diamondback
moth (DBM) (Nadia et al, 2012). Hama ini dapat menurunkan hasil panen 30-40%, bahkan
dibeberapa kasus ditemukan sampai mengalami gagal panen. Umumnya di masyarakat dalam
mengendalikan hama adalah dengan menggunakan pestisida kimia, konsekuensi serius dari
penggunaan pestisida kimia secara berlebihan berdampak pada resistensi hama, peningkatan
biaya pengendalian hama, dan residu yang berbahaya bagi lingkungan serta dapat memicu
terjadinya gangguan kesehatan pada manusia (Li et al, 2012; Liu et al., 2014). Pengendalian hama
berbasis ekologi dengan menggunakan agen biologis diperlukan untuk mengatasi dampak negatif
dari penggunaan pestisida kimia.

Nematoda entomopatogen (NEP) merupakan salah satu agen biokontrol yang dapat
dimanfaatkan. Nematoda entomopatogen merupakan nematoda endoparasit yang dapat menekan
populasi serangga hama secara alami (Binda-Rossetti et al, 2016). Sulistyanto (2013)
mengemukakan bahwa pemanfaatan nematoda entomopatogen sebagai agensia pengendali
hayati memiliki banyak keunggulan diantaranya yaitu dapat menyebabkan tingkat kematian yang
tinggi terhadap inangnya dan dapat membunuh inangnya dalam waktu 24-48 jam. Jenis nematoda
yang sering diaplikasikan sebagai agen biokontrol berasal dari famili Heterorhabditidae dan
Steinernematidae karena memiliki spektrum inang yang luas (Gaugler et al, 1997). Genera
Heterorhabditis spp. dan Steinernema spp. dapat bersimbiosis dengan bakteri. Heterorhabditis sp.
dapat bersimbiosis dengan bakteri Xenorhabdus, sedangkan Steinernema spp. dengan bakteri
Photorhabdus. (Kaya & Gaugler, 1993). Nematoda memiliki tiga jenis hubungan parasit dengan
serangga, diantaranya parasit fakultatif, parasit monoxenous, dan NEP (Lewis & Clarck, 2012).
Nematoda sebagai parasit fakultatif yang memiliki hubungan parasit dengan inang, tetapi juga
dapat hidup dan berkembang biak secara mandiri ketika inang tidak ada. NEP mampu menembus
kutikula serangga dan melepaskan bakteri simbiotiknya kedalam hemolimfa inang sehingga dapat
menyebabkan gangguan aktivitas metabolisme hingga kematian pada serangga inang (Li et al,,
2007). NEP dapat diperoleh melalui isolasi dari tanah, namun memerlukan ketrampilan khusus
dan waktu yang cukup lama (Indriyanti dkk, 2015).

Teknik perbanyakan nematoda entomopatogen yaitu dengan cara in vitro dan in vivo sudah
banyak dikembangkan (Shapiro-Ilan dkk, 2012; Uhan, 2008). Perbanyakan NEP secara in vivo
sangat sederhana dan menghasilkan nematoda berkualitas tinggi namun membutuhkan tenaga
dan biaya yang cukup tinggi. Sedangkan perbanyakan secara in vitro hanya membutuhkan biaya
produksi yang lebih rendah, dengan menyediakan media buatan yang kaya nutrisi dan oksigen
yang cukup (Baimey et al., 2017). Salah satu perbanyakan in vivo adalah dengan mengguakan ulat
Galeria melonella (L) (Indriyanti dkk, 2015). Perbanyakan NEP secara in vivo melalui inokulasi
pada serangga inang secara massal dihadapkan pada beberapa kendala, diantaranya preparasi
sampel larva serangga yang digunakan sebagai inang memerlukan waktu yang lama. Disamping
itu, penggunaan media buatan dalam perbanyakan NEP secara in vitro membutuhkan biaya yang
mabhal, sehingga perlu dilakukan pengembangan media biakan alternatif dari bahan alami untuk
menenkan biaya perbanyakan. Selama ini pembiakan NEP masih terbatas menggunakan cara in
vivo yaitu menggunakan larva serangga inang. Serangga inang yang umumnya digunakan sebagai
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media perbanyakan yaitu ulat hongkong (Tenebrio molitor), ulat bambu (Galeria melonella), dan
ulat jagung (Helicoverpa armigera) (Kamariah dkk, 2013).

Ketergantungan pada stok serangga inang menjadi kendala dalam pembiakan secara in vivo.
Oleh sebab itu perlu dicari media alternatif pengembangbiakan NEP secara in vitro dengan biaya
murah dan mudah diaplikasikan untuk pengembangbiakan NEP. Shapiro dan Gaugler (2002)
mengemukakan bahwa media perbanyakan NEP harus memenuhi kebutuhan nutrisi
pertumbuhan nematoda dan bakteri yang meliputi protein, karbohidrat, dan lemak. Bahan yang
mudah dijumpai dan mengandung karbohidrat, protein dan lemak tinggi adalah kuning telur.
Haryani (2014) mengemukakan perbanyakan nematoda menggunakan kuning telur memiliki
kepadatan populasi tertinggi yaitu 7.236 infektif juvenil (IJ) per ml dibandingkan dengan media
alternatif lain seperti ekstrak yeast dan usus ayam. Sehingga penelitian mengenai media
perbanyakan alternatif NEP yang efektif dan efisien serta pengaruhnya terhadap mortalitas hama
perlu dilakukan.

Bahan dan Metode
Isolasi nematoda entomopatogen

Sampel tanah diperoleh di daerah Desa Tulungrejo, Kecamatan Bumiaji, Kota Batu pada
kedalaman 20 cm, dengan lima kali pengulangan dan jarak pengambilan sebesar 25 meter
(Nugrohorini, 2010). Isolasi nematoda dilakukan dengan memasukkan 10 ekor larva serangga
inang yaitu Tenebrio molitor (ulat hongkong) pada 200 gr sampel tanah yang telah terkomposit
dalam gelas plastik. Setelah larva T. molitor mengalami kematian, selanjutnya ekstraksi nematoda
dilakukan menggunakan metode White Trap pada cawan petri. Metode isolasi yang digunakan
dalam penelitian ini mengacu pada metode insect baiting yang dilakukan oleh Bedding (1981),
yaitu dengan cara larva serangga inang dimasukkan dalam tanah (200 gr per baiting) kemudian
larva T. molitor yang mati dibilas menggunakan aquades, lalu di pindahkan ke tempat perangkap
nematoda (white trap). Ekstraksi nematoda dilakukan dengan meletakkan ulat hongkong diatas
kertas saring pada cawan petri yang berisi tutup botol air mineral (30 x 5 mm) kemudian di isi
dengan aquades yang sudah disterilkan hingga menyentuh kertas saring. Inkubasi white trap
dilakukan pada suhu ruang. Setelah 14 hari masa inkubasi, infektif juvenil nematoda yang tumbuh
pada larva T. molitor keluar dan bermigrasi ke dalam air. Warna kulit pada ulat hongkong yang
terdapat dalam white trap akan luruh bersama air dan * dua minggu setelahnya dapat dilakukan
pemanenan nematoda. Pengamatan nematoda yang berada di air dalam white trap dilakukan
menggunakan mikroskop dengan pembesaran 40x. Hasil baiting nematoda ini digunakan untuk
perbanyakan pada media kuning telur.

Isolasi nematoda entomopatogen

Identifikasi famili NEP dilakukan melalui pengamatan gejala serangan pada larva P. xylostella
sebagai serangga inang. Pengamatan serangga inang bertujuan untuk melihat gejala serangan
yang disebabkan oleh nematoda parasit serangga yang dapat dilihat dari adanya perubahan
warna pada bagian kutikula. Apabila pada bagian tubuh serangga mengalami perubahan warna
kemerahan, maka serangga tersebut terinfeksi Heterorhabditidae, dan apabila mengalami peru-
bahan warna hitam kecoklatan/caramel maka terinfeksi oleh Steinernematidae (Nugrohorini,
2010). Hal ini dapat terjadi akibat adanya reaksi bakteri simbion, Photorhabdus spp. atau
Xenorhabdus spp. yang dikeluarkan nematoda saat berada didalam tubuh serangga inang. Uji iden-
tifikasi ini dilakukan dengan menginokulasikan nematoda entomopatogen pada fase juvenil infek-
tif yang terdapat dalam ulat/larva tersebut dan ditempat kan dalam suhu ruang selama 24-48 jam.
Kemudian dilakukan identifikasi secara morfologis dengan mengamati bentuk kepala, bagian
tubuh, kait bagian kepala dan striasi longitudinal dalam tubuh nematoda menggunakan mikros-
kop binokuler pada perbesaran 40x (Nugrohorini, 2010).
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Pembiakan NEP menggunakan Media Kuning Telur

Telur yang digunakan sebagai media biakan NEP adalah telur ayam broiler yang bagian
kuning telurnya dipisahkan dari bagian lainnya. Kuning telur ditimbang dengan berat masing
masing 20 gr (A1), 40 gr (A2) dan 60 gr (A3) kemudian ditambahkan agar 0,2 gr dan kaldu jamur
30 ml sebagai perlakuan untuk dibandingkan kesesuaiannya dalam membiakan NEP. Selanjutnya,
media diserapkan kedalam potongan spon berukuran 6x1 cm di dalam 3 botol kaca pada masing-
masing perlakuan. Setelah itu botol dan media yang telah tersuspensi di sterilkan dengan autoklaf
pada tekanan 1,5 atm dan suhu 121°C selama 2 jam. Selanjutnya media dan botol disterilkan dan
di inokulasi dengan stok jumlah NEP awal sebesar 1200 IJ/ml. Jumlah populasi NEP awal
ditemukan dari pembiakan secara in vivo menggunakan white trap. Setelah itu diinkubasikan da-
lam temperatur ruang +25°C selama 14 hari (Nugrohorini, 2010). Pemanenan NEP dilakukan
dengan mengeluarkan spon yang telah ditumbuhi NEP dari botol dan di letakan di dalam beaker
glass 1000 ml. kemudain spon diremas perlahan-lahan selanjutkan di saring menggunakan sarin-
gan nematoda. Hasil dari saringan kemudian di simpan lemari dingin dengan suhu 18°C.

Uji patogenesitas nematoda entomopatogen pada larva Plutella xylostella.

Hama P. xylostella instar Il diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman Pemanis dan Serat (Balit-
tas) Malang, kemudian dibiakan dalam toples plastik dengan penutup berupa kain kasa. Pem-
berian makan berupa daun sawi dan larva dipelihara sampai dengan larva instar III. Sebelum uji
patogenesitas dilakukan, terlebih dahulu menyiapkan botol uji sebanyak 24 buah yang dilapisi
oleh kassa steril. Sawi sebanyak 1 gr sebagai pakan larva diberikan setiap hari selama 4 hari pada
botol uji (Fadhilah, 2011). Kemudian masing - masing botol uji diisi dengan 10 larva P. xylostella
instar III. Aplikasi NEP dilakukan dengan metode tetes dengan konsentrasi 200 (P1), 400 (P2),
800 (P3) IJ/ml kemudian botol uji ditutup dengan kain berwarna hitam. Perhitungan populasi
NEP dilakukan menggunakan rumus Afifah dkk (2013) sebagai berikut:

l:’_101-i—1;72+p3+p£l-+p$
n

Keterangan:

P : Populasi NEP per ml (IJ/ml)

p1l-p5 :Sub contoh pengambilan NEP (IJ/ml)
n : Ulangan

Setelah didapatkan jumlah populasinya maka dihitung dengan rumus:
X=—

X: Konsentrasi yang digunakan
P: Populasi NEP per ml (IJ/ml)
x: Populasi NEP yang diinginkan (IJ/ml)

Untuk mengetahui patogenesitas NEP pada serangga dapat dihitung dengan menggunakan
rumus mortalitas (Afifah, Rahardjo, & Tarno. 2013):

Serangga Mati
Mortalitas = 2( 99 — ) x 100 %
Y.(Serangga uji)
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Penelitian ini tersusun dari lima perlakuan dengan tiga kali ulangan pada setiap perlakuan
yang tertuang dalam Rancangan Acak Lengkap (RAL). Apabila data patogenesitas hasil uji Anova
signifikan yaitu F hitung lebih besar dari F tabel, maka akan dilakukan uji lanjut BN] 5%.

Hasil dan Pembahasan

Hasil identifikasi Nematoda Entomopatogen dengan menggunakan serangga inang berupa
larva P. xylostella diperoleh NEP dengan ciri-ciri larva yang terinfeksi mengalami penurunan
aktivitas seperti penurunan gerak dan kemudian mati. Larva serangga inang yang mati menjadi
lunak dan menunjukkan perubahan warna kutikula menjadi coklat karamel kehitaman (Gambar
1.). Kematian larva dengan gejala yang ditunjukkan tersebut selaras dengan hasil penelitian Afifah
dkk (2013) yang menunjukkan bahwa larva yang terinfeksi oleh NEP Steinernema sp. tubuhnya
kaku dan terjadi perubahan warna pada kutikula dengan struktur jaringan menjadi lunak,
meskipun bentuk tubuh larva tetap utuh dan tidak berbau busuk.

%
B . -

Gambar 1. Identifikasi family NEP menggunakan metode uji perubahan warna serangga inang akibat se-
rangan NEP fase juvenil infektif. Gejala serangan NEP pada larva P. xylostella menunjukkan perubahan
warna hitam kecoklatan/caramel pada kutikula (A). Hasil identifikasi morfologis NEP secara mikroskopis
(B).

Perkembangbiakan NEP pada media kuning telur pada perlakuan Al (Gambar 2.) mengalami
pertumbuhan populasi yang paling tinggi yaitu sejumlah 21.389 IJ dibandingkan dengan
perlakuan A2 dengan jumlah populasi 7.232 I] dan A3 sejumlah 4.764. Hal ini di sebabkan karena
kondisi lingkungan pada perlakuan A2 dan A3 kurang sesuai dengan pertumbuhan nematoda
entomopatogen. Pada perlakuan A2 dan A3 terdapat sisa media pada bagian bawah medium
sehingga menciptakan kondisi lingkungan yang kurang sesuai dengan NEP. Kondisi lingkungan
pada A2 dan A3 menghambat perkembangbiakan NEP dibandingkan dengan A1l yang memliki
aerasi yang cukup sehingga NEP dapat berkembangbiak dengan cukup baik. Selain kebutuhan
nutrisi NEP seperti karbohidrat, protein dan lemak, kondisi aerasi juga harus diperhatikan dalam
perbanyakan NEP secara in vitro. Hal tersebut didukung oleh pendapat Prabowo (2010) yang
mengatakan bahwa nematoda entomopatogen membutuhkan aerasi dan kelembapan yang cukup
dalam meningkatkan perkembangbiakan, viabilitas dan efektivitasnya.
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Gambar 2. Kepadatan Populasi NEP pada media biakan kuning telur

Tingkat mortalitas tertinggi pada pengamatan hari pertama yaitu pada perlakuan A1P3
dengan mortalitas sebesar 33,3%. Sedangkan mortalitas terendah ditunjukkan pada perlakuan
A3P1 dengan mortalitas hanya sebesar 3,3%. Mortalitas tertinggi pada pengamatan hari kedua
yaitu pada perlakuan A1P3 dengan mortalitas mencapai 80% dan mortalitas terendah tercatat
pada perlakuan A3P1 sebesar 26,6%. Tingkat mortalitas mencapai 100% pada pengamatan 72
jam pada perlakuan A1P3. Hal ini menunjukan bahwa semakin tinggi konsentrasi NEP yang
diberikan maka tingkat mortalitas terhadap P. xylostella semakin tinggi pula. Hasil yang didapat
sesuai dengan pendapat Kaya (1997) yang mengemukakan bahwa semakin tinggi konsentrasi
NEP yang digunakan maka akan semakin cepat dan tinggi pula kematian serangga inang. Beberapa
penelitian menunjukkan bahwa NEP terbukti mampu menyebabkan kematian pada beberapa
serangga hama, diantaranya rayap Coptotermes curvignathus yang merupakan hama utama kelapa
sawit hingga 99,66% (Bakti, 2004), kumbang Hoplia philanthus yang merusak rumput lapangan
olahraga hingga 80% (Ansari et al,, 2003), larva Spodoptera exigua hama utama bawang merah
hingga 98% (Wagiman et al., 2003), dan menyebabkan kematian ulat Crocidolomia binotalis hama
tanaman kubis hingga 98,75% (Subagiya, 2005).

Tabel 1. Tingkat mortalitas P. xylostella yang disebabkan oleh NEP pada perlakuan media dan konsentrasi
yang berbeda

Mortalitas

No Perlakuan Waktu Pengamatan Setelah Aplikasi

24 jam 48 jam 72 jam 96 jam
1 A1P1 6,67 (a) 43,3 (a) 56,6 (a) 83,3 (ab)
2 A1P2 13,3 (a) 53,3 (a) 63,3 (a) 90 (ab)
3 A1P3 33,3 (b) 80 (b) 100 (b) 100 (b)
4 A2P1 3,3 (a) 46,7 (a) 53,3 (a) 83,3 (ab)
5 A2P2 13,3 (a) 60 (a) 73,3 (a) 90 (ab)
6 A2P3 16,6 (a) 70 (b) 83,3 (ab) 100 (b)

To be continued
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7 A3P1 3,3 (a) 26,6 (a) 53,3 (a) 76,7 (a)

8 A3P2 10 (a) 53,3 (a) 80 (a) 93,3 (ab)

9 A3P3 100 (a) 60 (ab) 73,3 (a) 100 (b)
BNJ 5% 29,33 38,98 33,87 17,76

Berbeda halnya dengan tingkat nutrisi pada media biakan yang diberikan tidak menunjukkan
perbedaan nyata dengan tingkat mortalitas serangga inang. Jumlah nutrisi kuning telur pada me-
dia biakan yang berbeda pada aplikasi konsentrasi NEP 200 I] menunjukan tingkat mortalitas P.
xylostella yang tidak berbeda nyata. Terlihat pada perlakuan A1P1, A2P1 dan A3P1 pada penga-
matan mortalitas tidak memiliki selisih perbedaan yang nyata, yaitu hanya sebesar 6,67%, 3,3%,
dan 3,3% pada pengamatan ke 24 jam. Begitupula sampai dengan pengamatan ke 96 jam tidak
ditemukan perbedaan yang nyata. Hal ini dikarenakan kebutuhan nutrisi tidak memiliki pengaruh
patogensitas terhadap serangga inang. Jumlah nutrisi kuning telur pada media biakan yang ber-
beda pada aplikasi konsentrasi NEP 400 I] menunjukan tingkat mortalitas P. xylostella yang tidak
berbeda nyata. Terlihat pada perlakuan A1P2, A2P2 dan A3P2 pada pengamatan mortalitas tidak
memiliki selisih perbedaan yang nyata, yaitu 13,3%, 13,3% dan 10% pada pengamatan ke 24 jam
sampai dengan pengamatan ke 96 jam. Hasil pengamatan yang sama ditunjukkan pada konsen-
trasi NEP 800 IJ yang juga tidak berbeda nyata. Hal tersebut dikarenakan media biakan tidak
mempengaruhi patogenesitas NEP, melainkan hanya menyediakan nutrisi yang cukup untuk re-
produksinya (Haryani, 2014).

Kepadatan populasi memiliki pengaruh nyata terhadap tingkat mortalitas P. xylostella. Se-
makin tinggi kepadatan populasi maka semakin tinggi tingkat mortalitas serangga inang. Pada
perlakuan media A1 Pada pengamatan 96 jam terjadi perbedaan mortalitas yang cukup signifikan
dari kepadatan populasi IJ 200, 400, dan 800 masing-masing 83,3%, 90% dan 100%. Sedangkan
pada perlakuan media A2 pada pengamatan 72 jam terjadi perbedaan mortalitas yang cukup sig-
nifikan dari kepadatan I] 200,400 dan 800 masing-masing 53%, 73,3% dan 83,3%. Pada perlakuan
A3 pengamatan 48 jam terlihat perbedaan mortalitas yang cukup signifikan dari kepadatan IJ
200,400 dan 800 masing-masing yaitu 26 %, 53% dan 60%. Semua perlakuan menunjukan pen-
ingkatan mortalitas pada setiap variabel waktu pengamatan. Hasil yang diperoleh didukung oleh
Kaya (1997) yang mengemukakan bahwa semakin tinggi konsentrasi NEP yang digunakan maka
akan semakin cepat dan tinggi pula kematian serangga inang.

Kesimpulan

Hasil eksplorasi dan identifikasi menunjukkan bahwa nematoda yang didapatkan adalah
Nematoda Entomopatogen Steinernema sp. Konsentrasi media terbaik yaitu 20gram kuning
telur/30 ml ekstrak jamur tiram (A1) dengan jumlah populasi 21.389. Nematoda entomopatogen
dengan patogenesitaas tertinggi yang di kembangkan pada konsentrasi berbeda adalah A1P3
dengan kepadatan populasi 800 IJ] mencapai Mortalitas 100% pada hari ke 3. Saran pada
penelitian lebih lanjut yaitu perlu dilakukan Uji lapang apakah NEP hasil perbanyakan pada media
kuning telur tetap ampuh untuk mengendalikan P. xylostella pada skala lapang.
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