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RINGKASAN

NURWIDIANI. Isolaéi Bacillus thuringiensis dan Pengujian.
Toksisitasnya terhad: np Larva Plutella xXvlostella., Di ba-
wah bimbingan RATNA ! 'IRI HADIOEI'OMO dan TEDJA IMAS.

Tujuan penelitian ini mengisoclasi galur-galur B.
thuringiensis tambahan dari contoh tanah yang berasal dari
daerah peternakan ulat sutra dan menguji toksisitas galur-
galur tersebut bersara-ssma dengan galur-galur yang di-
preroleh dari penelitian terdahulu terhadap larva P.
xylostella.

Dari 22 contoh tanah yang diperiksa, berhasil di-
.peroleh 1913 isolat liacillus, Dari isolat-~isolat ini,
lima igolat (0,26%) diduga sebagali bakteri penghasil kris-
tal protein (p.k.p.). Dari contoh tanah yang diperiksa,
ternyata empat (18,18%) mengandung bakteri p.k.p.. Koloni
bakteri yang diduga sebagal bakteri p.k.p. semuanya tampak
berwarna putih denganr permukaan kasar, bentuk tak beraturan
dan menyebar, tepian tak beraturan dan mempunyai elevasi
timbul., Selain itu, kelima isolat tersebut mempunyai endo-
spora berbentuk oval dengan letak subterminal dan bentuk
kristal protein bulat,

Isolat-isolat bakterl p.k.p. yang digunakan untuk
uji toksisitas beras,l dari hasil isolasl sendiri ditamban

dengan 50.1isolat aari naril penelitian teraahulu,
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dapat membunuh 5-40% larva, sedanggan 10 isolat (18,18%)
seluruh

AL

Dari 55 isolat bakteri vp.k.p. yang diuji, hanya 22
)

larva yang mati

tidak ditemui

lat (40%) dapat menyebabkan kematian larva secara total
dua isolat dapat membunuh 90% larva, 21 isolat {(3%8,18%

tidak dapat membunuh larva sama sekali,
jangka waktu pengamatan,

da cawan kontrol.
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PENDARULUAN

Bacillus thurinensis sudah lama dikenal orang se-
bagai salah satu insaktisida mikrobe yang bersifat pato-
gen terhadav sgrangga. Sifat vpatogen yang dimilikinya
disebabkan karena bakteri ini memproduksi beberapa macam
toksin yang bersifat iﬁsektisida, di antaranya delta-
endotoksin, alfa-eksatoksin dan beta-eksotoksin (Dulmage,
1981; Dubois dan Lew's, 1981). Di antara toksin-toksin
tersebut, delta-endr tcksin merupakan salah satu toksin
vyang sudah diproduksi secara komersial olch beberana
negara, di antarany: 3elgia, Amerika Serikat, Perancis,
Rusia dan Jevang (D »nis dan lLewis, 1981).

‘D1 Indonesia pi:>duk-produk komersial berbahan aktif
B. thuringjensis sucah dikenal dengan merk dagang
Bactospeine, Dipéi'dﬂn Thuricide, masing-masing diimnor
dari negara Belgia, :\merika dan Switzerland (Ditjen Per-
tanian Tanaman Pangsn, 1988), Bahan aktif B, thurinsiensis
yang digunaxan dalar nroduk komersial tersebut adalah ga-
lur kurstaki HD1 (Dunis dan Lewis, 1981), Di Indonesia,
Bactospeine dan Dinel sndah dikenal oleh netani di
Pangalengan sejak tohun 1983, sedanghkan Thuricide baru
dikenal pada tahun 1385 (Tavipa, 1990). Insektisida
mikrobe tersebut sudah digunakan untuk mengendalilan hama
gserangfa nada tana+an kubls, kelapn sawit, tomat dan tebu

(M tjen Pertanian T-an~an Pangan, 1983).
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B. thuringiensis dapat diisolasl dari serangga yang
sudah mati at;u yan ; sudah kering (Burgerjon dan Martouret,
1971), atau dari te :an. lUSana untuk mengisolasi galur-ga-

lur B. rhuringiensi ; asli Indonesia telah airintis di

Laboravorium Mikrobiclogil, Jurusan Bioleogi, Fakultas Mate-
matika dan Ilmu Pentetahuan alam, Insvitut Pertanian Bogor.
Beberapa penelitian terdahulu yang dilakukan di laboraco-
rium ini telah menghasilkan sejumlah isolat 8. thurineien-
sis. Sebagian besar isolat tersebut sudah diujikan ter-
hadap beberapa maca: larva se:anggé.

Penelitian ini nertujuan untuk mengisolasi galur-ga-

“lur B, thdrinﬁiensi: tambahan dari contoh tanah yang ber-

asal dari daerah peternakan ulat sutra dan menguji voksi-
sitas galur-galur tersebut bersama-sama dengan galur-galur
yang diperoleh dari penelitian terdahulu terhadap larva

Plutella xylostella,

-



PINJAUAN PUSTAKA

Pengendalian Hama Pertanian

Pengendalian pc nulasi hama merupakan salah satu cara
yang cukup penting intuk memperoleh hasil panen yang lebin
besar dengan kualites yang lebih baik. Menurut Ramulu
{1979), terdapat‘bgrbagai cara dalam usanha pengendalian
hama per%anian, di antaranya ialah pengendalian hama sa;
cara legislatif, mekanik, kimiawi, fisik,biologi atau me-
lalui cara-cara budidaya tanaman,

Di antara cara-cara pengendalian hama tersebut, pe-
ngendalian hama secsra Kimia dengan menggunalkan insektisida
lebih banyak digunakan, karena mempunyai beberapa keuntung-
an, yaitu aplikasinya di lapangan relatif mudah, dapat mem-
berikan hasil yang =sangat cepat, Bahan Yang bersangkutan
dapat diperoleh dengan mudah, serta harganya relatif murah
(Daryanto, 1985). ixan tetapi, penggunaan insektisida yang
kurang bijaksana dayit menimbulkan dampalk négatif, seperti
timbulnya pengaruh c-amping terhadap serangga bukan sasaran,
resistensl serangga 1ama, timbulnya resurgensi“hama, serta
residunya bersifat toksik dan tidak selalu mudah diuratikan
di alam (Doutt, 1967; Kilin, 197Y).

Kemungkinan adanya dampak-dampak negatitf tersebut me-
nyebabkan para anli memusatkan kembali peritaliannya paaa -
pengendalian hama terpadu yang melibatkan pengendalian se-

cara hayati (Oka dan Sukardi, 1982). Menurut pendapat
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DeBach'(l96L), pengendalian hayéti merupakan kegiétan pa~

rasit, predator dan vatogen dalam memelihara kepadatan or-
ganisme lain pada tingkat populasi rata-rata yang lebih
rendah daripada tingkat populasi tanpa kegiatan parasit,
predator dan pétogen yang beréangkutan. Menurut van Em-
den (1980), pengendalian hayafi mempunyai beberapa ke-
untungan, yaitu tidak toksik terhadap manusia dan hewan
berguna,.tidak menimbulkan resistensi dan resurgensi hama,
mempunyai spesifisitas yang tinggi dan tidak menimbulkan
residu yang dapat mencemari lingkungan,

Selain mempunyai beberapa keuﬁtung;n, pengendalian
hayati juga meﬁ@unyai beberapa.kekurangan, diantaranya
adalah pengaruhnya relaﬁif lambat (inang tidak segera ma-
ti) dan biaya produksi relatif mahal (vanvemden, 1980).

Menurut Tanada (1967} dan van den bosch (1982), mikro-
organisme yang digurikan dalam pengeﬁdalian hayati me=-i
liputi bakteri, virus, cendawan dan nematoda yang bersifat

fat patogen terhaday serangga (dikenél sebagai insektisida
mikrobe). _

Bakteri yang di-runakan sebagai insektisida mikrobe
pada umumnya berasai dari genus Bacillus yang versifat pa-
togen terhadap serangga. Salah éatu ciri genus Bacillus
yaltu dapat membentuic endospora pada waktu pertumbuban ve-

- getatif (Bucher, 19&l}.



Bacillus Sebagai Insektisida Mikrobe
Menurut Bucher (1981), Bacillug vang digunakan seba-
gai insektisida mil robe dazat dikelompo'zzan menjadi pato-

gen obligat (contoh: B. ponillise danm B. larvag), pem-

bentuk spora berkri:tal (contoh: B. thurinsiensis) dan

patogen fakultatif (contoh: B. gereus dan B. svhaericus).

Menurut Aronscn, Beckman dan Dunn (1986), ada tiga
spesies Bacillus yins telah diproduksi secara komersial

sebagai insektisid: mikrobe yaitu B.

vopilliae dan B. lentimorbus, Di Amerika Serikat sudah
terdaftar 410 form:lasi B. thuringiensis serta enam for-

mulasi B. popillias dan B. lentimorbus. Formulasi-formu-

lasi ini telah diijinkan sebagai pengendall hama serangga
di negara tersebut, ©Di vihak lain, belum ada formulasi
untuk B. sphaericu:, tetapi khusus H. sphaericus galur
1593 sudah dievaluasi sampal taraf pilot batches untuk
produk komersial.

Sebenarnya patogen pertama pada scrangna yang di-
' kembangkan, dipasarim dan digunskan scbagal insektisida
milkrobe adalah B. movnilliae (Yan den RBonch, 19982).  Akan
tetapi, knrena bakteri ini merupakan pntogen obligat poda
serangga, mika epora bawteri ini hanya dapat diperoleh
dengan_cara mengikulturicannya padn scrangga inangnya, sco-
hingga biaya produ<sl menjadi saugat mahal (Cox dan Atkin,.-

1979). Bakteri ini banynk digunaican untuk membunuh



kymbang Jepang vpowillia Javonica (Tanada, 1967; Van den

Bosch, 1982). Demi:ian juga halnya dengan B. lentimorbus,

sporanya hanya dapst diperoleh secara in yivQ menggunakan
serangga tertentu s=bagai inangnya. Pengsunaan svora B.
lentimorbus ﬂerbatas ﬁada ltumbangz dari orde Ceoleoptera
(Aronson gt al, 1985).

Aronson et al (1986) juga mengemukakan bahwa pe-
nyebaran B. svhaeri:us cukup luas, meliputi tanah mauwvun
perairan. Akan tetani, galur-galur 3. sphaericns muila-
mula diisolasi dari larva nyamult Culex svp. dan Anopheles
spp. yang telah mat:;, Demikian Jjuga, galur-galur Z.

snhaericus banyak ¢ fsol-si Jdari nyanuk Asdes spn, yang

telah mati. Seran: '« sasaran yang potensial untuk B,

srhaericus adalah-larva nyanmuk spesizs tertentu. Se-

sungguhnya, B. svhoericus memiliki potensi yang lebih
besar dalam hal daya bunuhnya terhaduap larva nyamuk dan
kemampuannya membelh diri di alam dibandingkan dengan B.
thurinriensis subsr. israelensis, Dalam keadaan tertentu,
B. sphaericuys dapat menimoulkxan penyakl. dalam suaiu po-
pulasi nyamux. B. _iohaericuys ini kewmudian mengebar dan
menetap di lingkungwn perairan sehingga menarik sekall
apabila digunakan untuk mengendnlikan nyamuk pada habitab-
habitat yang sulit iicapail seperti genangan-genangan air

pada lubang-lubang -ohon,
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Di antsra ketia spesies Bacgillus tsrsebut, pengguno-

an B. thuringiensis sebagai insektisida mikrobe sudah sa-

ngat luas, yaitu datam bidang pertanian, kehutanan dan
kesechatan (Dubois dan Lewis, 1981). Insektisida milkrobe
ini mempunyai beberapa keuntungan, yaitu bersifat spesifik,
aman untuk lingkungan (Van den Bosch, 1982), tidak be=-
racun, tidak patégenik terhadap manusia dan hewan berguna,
" mudah diproduksi melalui fermentasi modern dan mudail di-
simpan (Van emden, 1980).

Di samping memiliki keuntungan, penggunaan B.
thuringiensis sebag»i insektisida mikrobe juga mempunyai
beberapa kekurangan, yaitu biaya produksinya relatif ma-
hal, sensitif terhadap faktor fisik di lingkungan (seper-
ti radiasi ultra violet, pH dsn panas), dan tidak dapat

dipatenkan seperti halnya insektisida kimia karena mudah

diisolasi dari alam (Van den Bosch, 1982).

Sejarah dan Distribusi B., Lhuringiensis

Pada tahun 19C1 dan 1902, bakteri pembentuk spora di-
igolasi oleh Ishiwata dari larva ulntw;utra {Bombyx mord)
yang telah mati dan dikenal sebagal 3. sotto. Pada tahun
1911, seorang ahli serangga Jerman bernima Berliner meng-
isolasi bakteri pembentuk spora dori Anagasta kuhniella
di Thuringia; ternyata bakteri ini memiliki tubuh para-

spora yang wemudi:z nada tanun 1915 dinamackan 8.
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ng;ingigﬁglg (de Birjac dan Bonnefoi, 1968). Kultur ini
hilang, tetapi pada tahun 1927 Mattes berhasil mengisolasi
kembali mikroorgani ime ini. Sejak saat itu, mikroorganis-
me ini menjadi sumi :r penelitian yang ekstensif dan nme-
rupakan awal perkew zngan B, thuringiensis secara komer-
sial, Ketika bakte-i tersebut diidentifikasi pada per-
tengahan tahun 1950, ternyata galur B. sottg Ishiwata dan
.B. thuringiensis Berliner adalah galur-galur sPesies‘yang
sama (Dubois dan Lewis, 1981).

Perkembangan B. thuringiensis sebagai insektisida
mikrobe dimulai padn tahun 1929, ketika Metalnikov dan
Chorine untuk pertz.ia kalinya menggunakan 3, thuringiensis
untuk mengendalikan ngengat gypsy. Fada tahun 1938 pro;
duk komersial B, thuringiensis pertama kali dibuat dengan

nama dagang Sporeinz. Sampai awal tahun 1960, B.

Y =
thg;ing;ehsig yang iiproduksi secara komersial terbatas
hanya vada B, thuri.isjensis galur Berliner. JAkan tetapi,
setelah dilakukan rp:inelitian terhadan galur-galur 3.
thuringiensis laiqyru, bakteri yang banyax digunakan ada-
lah galur kurstaki I[nl. lingga saat ini, produk kkomersial
B, thuringjensis berupa campuran spora dan kristal telah
diproduksi oleh negra Amerika, Perancis, Rusia dan
Jepang. Sebagal contoh, dua perusahaan di Amerika yaitu

Sandoz Inc., dan Abbott Laboratories nudah memproduksi
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bioinsekéisida berbahan aktif B. thuringiepsis, masing-
masing dengan merk dagang Thuricide dan Dipel (Dubois dan
Lewis, 1981).

Distribusi B. ;huringiensjis sangat luas, meliputi
tanah atau perairan. Sejak pertama kali ditemukan, B.
thuringiensis dapat diisolasi dari larva ulat sutra (B,
mori) yang sudah mati (de Barjac dan Bonnefoi, 1968).
Menurut Ohba dan Aizawa (1986), salah satu sumber yang
paling baik untuk mengisolasi B. thuringiensis adalah
limbah peternakan ulat sutra, karena serangan bakteri ini
sesungguhnya merupaszan endemi di daerah peternakan ulat
sutra. Isolasi bak-eri tersebut telah dilakukan oleh Ohba
dan Aizawa (1986), iengan frekuensi 6,1% di Fukushima dan
11,4% di Fukuoka. ‘elain itu, sudah ada yang melaporkan
bahwa dari tanah-tanah hutan dan tanah-tanah yang bukan
tempat peternakan ulat sutra di Jepang, serta tanan-tanah

di Amerika Serikat sudah berhasil diisolasi galur-galur

baru B. thuringiensis. Menurut Margalit dan Dean (1985),

galur-galur baru B. thuringiensis jusa berhasil diisolasi
dari kolam rawa-rav . ;uruan Hegev, Tsracl.

Seperti yang c¢insebutkan di atas, frelkuensi kandungan
B. thurinmiensis di inlam tanah cukup beragam. Keadaan
ini dapat disebabit: oleh beberapa faktor, di antaranya

kelembaban, polusi inra (Pinnock, Brand dan Milstead,
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1971), nutrisi dan ac inyva bakteri predator (contoh Cupria-
| vidus gggg&é;) yang dapat menyerang spora B. thuringiensis
‘(Casida, 1988); Dikevahui bahwa viabilitas spora cepat
menurun di dalam tarnail yang disimpan cukup lama (Pruell,
Burges dan Wyborn, 1%40). Menurut tinjauan olen Aronson

et al. (1986), spora 3. thuringiensis subsp, aizawai akan

hilang 135 hari sesuc¢sh conton tanah tersebut diinokulasi
dengan bakteri yang b:rsanskutan di bawah kondisi yang ti-
dak menunjang perkecasoanan spora.

Ciri-ciri Morfologi cin Fisiologi B. thuringiensis

Menurut Holt (19/2), B. thurinsiensis termasuk dalam

genus Bacillus, famil-. Bacillaceae, ordo Bubacteriales,
dan kelas Shcizomycet 's,

Koloni B. thurin -iensis dalam medium nadat tamrax be-
rupa bulatan tidak te -atur, berwarna putih dengan dia-
meter S—IOjum. Permu<aan koloninya kasar dan tidak rata
(Bucher, 1981). Sel vegetatifnya mempunyal panjang %-5 Am
dan lebar 1,0-1,2 pre (rischer, 1974). Sporanya berbentus

oval dan letaknya sub.:rminasl (Barjac can Bonnefoi, 1968).

B. thuringiensis dava'. divedakan dari Eacillus lain yang
Juga membentuk tubuh araspora (B. popilline dan H. fri-

bourgensis) karena ber Luk selnya ramping atau langsing,

Pada B. popilliae dun i3, fribourgensics pembentukan spora

g
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menyebabkan sel vegetatifnya menjadi bengkak seningga tom-
‘!I: W ’

pak seperti telapai: sepatu (Smeath, 1¥348).

Adanya krista. protein merunaxan salah satu ciri pewn-

beda antara B. thu-inziensis dan 2. cersus (Heimpel, 1967).
Akan tetapi, berds: arican neznelitian yang dilakukan olen
H M o 5]
Aronson et al. (1YSo), B. cereug 56% danat menerima plas-
- ¥ = AR LT ~

mid yang menyandilk:n pembentukan protoksin dari B. thuri-
i : , _

ngiensis subsp. kurstaki HDL dengan frekusnsi kurang dari
L

satu persen dan da:1 b, rhuringiensis subsp. kurstaki HU73

dengan f{rekuensi % '-40%. Menurut Aronson et al. (1986),
b

pada tahun 1982 Go:~ales gt: al, pertama kall melaporkan

pemindahan plasmid di antara sel-sel B. thurinﬁiensis -
i
N K . . . - . 0 - - - 3

lalui perkawinan a:tar sel, Setrelan menerlma nlasmid yang
¥ : '

mengandung gen-gen protolsing sel resioien (transipien) da-

i j P - ' ' - -~ I} +
pat menghasilkan r»rouoksin dengan sliat antigenik yang sa-
]

ma dengan yang di=iliki g-lur donor,

f

B. thuringien:is merupakan bakrteri aerob gram positif

v H

dan motil dengan sihu pertumdbuhan maksimum dan minimum ma-
':. H 5 . 4 20 [ na v . by’ .

sing-masing aomq5°. dan 10-15"C (Ficcher, 1974). Secara

i :
fisiologlie B. thwr:ineienwsis dapat mereauxksl nlorav menjadi

nitrit, tetapi ticak dopat meccedulsl sulfal menjadl sulrite,
Produksi asam dihasilican daeil peruraian rivosa, glukosa,.
H
L
fruktosa, plisercl, maltosa, trehalosa dan pati, Asa; tl-
!

dak dihasilkan daavi perurcian arabinonn, xilesa, galakiosa,. -

sorbosa, runnost, critrito’l, sorortol, manitol, dujeital,
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meso-~inositol, laktosa, rafinosa dan inulin. B.
thupingiensis memberikan reaksi positif pada uji merah
metil dan uji katalnse, akan tetapi memberikan reaksi ne- .
gatif pada uji oksi:lase dan pembentukan indcl. Hemolisis
positif terjadi pada medium agar darah kuda. Bakteri ini
tidak dapat menggunakan sitrat sebagal satu-satunya sum-

ber karbon (de Barjac dan Bonnefoi, 1968).

Toksin-toksin B. thuringiensis

Menurut Dulmag: (1981), B. thuringiensis menghasil-
kan beberapa macam voksin, di antaranya delta-endotoksin,

alfa-eksotoksin, be.a-eksotoksin dan faktor kutu (louse

factor).

Delta-en s.n, Toksin ini disebut juga kristal
protein (Mgrgalit d in Dean, 1985)., Bentuk kristal protein
- B, thurjngieﬁ§i§‘bermacam-macam, di antaranya ialah bipi-
ramida, kuboid atau tak beraturan (Aronson et al., 1986).
Selain itu, adé jug.i yang berbentuk romboid (Ohba dan
Aizawa, 1979) dan bulat (Ohba dan Aizawa, 1986). Mengenai
korelasi antara tok.:isitas dengan bentuk kristal protein
ada beberapa pendap:t yans berbeda, Hofte dan Whiteley
(1989), menyatakan wahwa kristal protein yang spesifik
terhadap Lepldopter: merupakan kristal protein yang pa-
ling banyak dipelajari. Dari 20 g¢ryl sekuen, sebanyak

enam gen yang berbe ia bisa dikenal di antara ke-20 sekuen
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tersebut. Seluruhnya ada 20 gen yang menyandikan 130-140
kDa protein terakumulasi dalam kristal protein berbentuk
bipiramida selama prases sparulasi B. thurinegiensis. Na-
mun di pihak lain te rnyata Ohba dan Alzawa (1986) menemu-
kan kristal protein barbentuk bulat yang toksik terhaaap
Lepidoptera (Bombyx mori) dan kristal protein berbentuk
bipiramida yang tidak toksik terhadap larva serangga yang
5ama.

Kristal proteir tidak larut dalam air atau pelarut
organik, tidak tahar panas dan toksisitasnya akan hilang
apabila diperlakultar dengan denaturan protein biasa.
Kristal protein tersusun dari 18 macam asam amino dan
kira-kira 25% dari asam amino tersebut adalah asam aspar-
tat dan asam Glutamst (Heimpel, 1967). Kristal protein
dari subspesies-subspesies B. thuringiensis pada umumnya
merupakan polipeptica berukuran 130-140 kDa (Aronson et
al., 1986).

Pembentulkan Kristal. Kristal dibentuk dalam sel ve-
getatif selama fase pewmbentukan spora dan dibentule di, lu-
ar eksosporium, kecuali pada B. thurinsiensis var. finiti-
mus yang kristal proteinnya dibentuk di antara spora dan
eksosporium (Fischer, 1974).

Pembentukan kristal terdiri dari tujuh tahap dan ber-
langsung selama 12 .jam sampail spora dan kristal terbentuk

sempurna, Kristal iihasilkan sesudah bakteri benar-benar
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akan bersﬁorulasi. Sebuah mRNA stabil dibentuk 3/4 jam
sebelum tahap I sporulasi. Sintesis kristal pertama kali
terdeteksi pada tahap II atau III, tetapi pertumbulran
yang utama terjadi nada tahap III dan IV, Ukuran kristal
mencapai maksimum pada tahap V. FPada waktu berlangsung-
nya proses sporulasi, tidak terjadi sintesis DNA atau RNA
(Fast, 1981). Pembentukan kristal pada umumnya disandi-
kan oleh plasmid., Plasmid akan hilang apabila galur B.
thuringiensis ditumbuhkan pada suhu di atas suhu per- . .
tumbuhan normal. Sebagai contoh, galur HD-9 menghasilkan
protoksin (kristal) apabila ditumbuhkan pada suhu 25°C,,
tetapi apabila ditumbuhkan pada suhu 30-3200 galur ini
tidak dapat membentuk kristal (Aronson et al., 1986).

ia ista rotein. Kristal protein
masih berupa frotoksin sebelum kristal protein tersebut
diuraikan oleh enzim proteolitik menjadi vecahan-pecahan
polipeptida yang bersifat toksik di dalam usus serangga.
Toksin yang dihasilkan berinteraksi dengan sel-sel epite-
lium usus pada ser: agga yang rentan., Toksin ini menyebab-
kan terbentuknya lubang pada dinding usus sehingga merusak
keseimbangan osmoti<, sehingga sel menjadi bengkak (Hofte
dan Whiteley, 1989.. Bengkaknya sel menyebabkan ter-
ganggunya transpor: glukosa, pengambilan oksigen dan
hilangnya ATP deng: n cepalbl. Selain itu, keselmbangun pll -

dan pengambilan 1or di dalam homolimfa menjadi terpganggu,
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Kejadian ini- berakhir dengan kematian serangga (Aronson

et al., 1986).

iAlfa—eksotoksin. Toksin ini ditemukan dalam suver-

natan vada proses {:rmentasi dan oleh Toumanoff disebut

- .

sebagai enzim lesitinase C. Toksin ini larut dalam 2ir,

1 .

tidak tahan panas ¢ »n dinasilkan oleh bakteri lain selain

—

B. thuringiensis. Qanya toxsin yang serupa, tetapi bukan

lesitinase C dilaporkan oleh Krieg. Toksin ini toksik

terhadap tikus dan “lutella maculinennis dan dinamakan

faktor tikus (mouse factor) atau toksin termosensitif

(bubois dan Lewis, '981).

Beta-eksotoksin. Toksin ini larut dalam air, tanan

panas dan sangat to sik terhadap beberapa spesies lalat
(Dulmage, 1981). T sin ini dikeluarkan dan disebarkan ie
medium sekelilingnya pada waxtu berlangsungnya fermentasi
selama pertumbuhan vegetatif (Dubois dan Lewis, 1981).
Setelah diidentifikasi, ternyata toksin ini merupakan ana-
log ATP (Dulmage, 1181). Menurut Aronson et al. (1236},
bata-elknotoksin merapakan adeninn aniclecklda yarm weng-
hambat sintusin WA jovaln nerangsa dan hewan Lvinnyn, Hoe-
lain itu, beta-eksosoksin bersifat toksik terhadnp bebera-
pa spesies vertebrila, K-rha bcrsirnt-tuksik terhadap
vertebrata, maka tcisin ini tidak digunacon nebajad pesli-

sida, kecuali di Uni Soviet (Lynch dan Hobbie, 1088)}.

-
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Faktor kutu (lonse factor). Adanya toksin ini ver

tama kali dilaporkan pada tahun 1974, yaitu berupa ekso-
toksin yang sihasilk:n oleh bheberapa galur B. thuringiensis.
Toksin ini larut dal-m air, tahan panas dan dihasilkan |
oleh galur-galur B. thurineiensis yang tidak menghasilkan
beta-eksotoksin {Dubois dan Lewis, 19%1).

Svora. Endosporna davat bertahan hidup dalam keadaan
kekurangan nutrien, tahan terhadap panas dan unsur-unsur
fisik lainnya seperti pembekuan, kekeringan, radiasi ultra-
violet serta terhada- hahan-~bahan kimia yang darat meng-
hancurkan bakteri yaqg tidax membentuk svora. ¥etahanan
tersebut disebabxan ~leh adanya selubunsg snora yanzg tebal
dan keras (Hadioetom:, 1985). Selain itu, adanya kompleks
Ca-dipikolinat yang seruvakan 10% dari bernt kering snora
menyebabkan spora tanan ternadap vanas dan darat memper-
tahankan keadaan dor :an (Dawes dan Sutherland, 1376).

Menurut lavoran Jubois dan Lewis (1981), vwda z2lu-

bung cpora B. thurin di-nois Aditzmukan rrotei:

w3
<
»

ﬁ

15 =ala

denran delta-endotol n, Srara jurgs toxsile terhadar

beberapa spesices ort » Lenidoptera. Adanya spora meninglkat-
I 1 o (%

kan toksisitas B, L wimmjen:sis terhadap scranpgiin sannran,

catat

Hpektrum Inang 8. Liogviuncliensies

B. thuringdeépsi:: dan galur-galurnya dapat membunuh

157 spesies serang: anggota Lepldopters, lymenoplera,
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Diptera dan Coleopt.rz. Pengujian toksisitas ini dilaku-
kan di luar laborat:rium (Heimpel, 1967). Selain itu,

aktivitas entomopat.gen galur-galur B. thurineiensis ber-

beda-beda untuk beriazal spesies serangsa, Speéslies yang
valing rentan adalazh spesies dalam ordo Leplidopters,
Coleoptera dan Ortajptera (Bgrgerjon dan Martouret, 1%71).

Svesifisitas E. thupringiensis ditentukan oleh keadann
usus larva yang mernengaruhi kelarutan dan/atau pemecahan
protoksin serta dit o ntukan juga oleh adanya situs peng-
ikatan yang spesifi’z dazlam usus tiav~tiap serangga.

Serangga~serangga t2rtentu kurang rentan terhadap kristal

protein B. thuringi ensis, hal ini disebablan karena tidak

efisiennya kelarutrn kristal vrotein 4i dalam usus seranssa
tersebut. Secara iz vitrg, kelarutan lkristal protein se-
cara nyata akan meraikkan aictivites toxksik, Toksin H.
thurintiensis var. surstaki akan berikatan dengnn zuatu
glikoprotein yang ciicenal sebagai ii-asetilgalaktosamina
pada sel epitelium usus serangga yangs rentan., dengan ada-
nya pengikatan terrabut, diduga sel epitelium usus ter-
sabut akan mengalardi lisis (Vlofte dan Jhitelcy, 1),
mlam usue Lorva, plomempengarubl welarulan reiccbo]
nrotein, selain di oenearuhi oleh ph alknlin, nerombalcan
kristal protein mer jadi Froggmen-fragmen toksik ditentukan

pula oleh adanya enwim proteolitik yqny sesusi,  kristal

-

protein yang beruns protoisin beruwuaran 150-140 lkba
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diuraikan oleh enzia proteolitik menjadl fragmen-fragmen
toksin berukuran 6C-70 kDa (Hofte dan duiteley, 1939).

Pada B. thuringiensis var, kurstaki, aristal protein be-

2

rupa subunit tunggasl glikovprotein dengan 2H 1,34 x 10
dalam usus serangga akan diuraikan oleh enzim proteolitik
menjadi toksin berukuran 6,8 x 10% (Tyrel et al., 1981).
- Berdasarkan kerentanan terhadav campuran spora dan
kristal, Krieg (1963) dan Aronson et al. (1986), me-
ngelompokkan serangga menjadi empat tive. S=rangga tive 1
axan mati dengan ée“at disebabkan oleh kristal protein,
sedangkan spora ticdak dapat meningkatkan toksisitasnya.
Péda tipe ini pH usus sangat tinggi 9,5-10,5, Contohnya

adalah Bombvx mori. Serangga tine 2 airan mnti dengan ada-

nya kristal p;otein dan efeknya akan bertambah dengan ada-~
nya spora. Pada tire dini »H usus berkisar antara 7,5-9,5.
Sebagai contoh adal~h spesies-spescies anesrota Lépidoptera
pada umumnya., Serangga tive 3 hanya mati oleh camrpuran
spora dan kristal. 7nada tipe ini aksi Lrietal protein
menyebabkan pH mend i netral, sehinges memuneicinkan spora
berkkecambah,  Sernn - a akun mati sercudah Racillus mencapai
hemococl.  Contohny  adsish Anagasta kuhniella. Serangea
tipe 4 tidak matl r ipun memakan campuran spora dan lkria-
tal, Tidak terjadi ~fek toksik meskioun pH usus cukup
tingegi (9,5-10,5). Sebagai contoh adal-<h larva Noctuidae ==

yang merunalan anggota Lepidorptera,
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piologil Flutella xvlostella

Menurut tiujau~ n oleh Hasibuan (1982), P. xvlostelila
Linnaeus (sinonim r. maculivennis curtis) wmempunyai nama-
daerah ama bodas, z iz karancang (Sunda), omo kavnar (Jawa

'imur), omo kuvu kl iwn (Jawa Tengah) dan dalam bahasa Ing-

gris disebut diapon: back moth,

Sejakx awal tahun 1916 telan diketahui bahwa P, xvios-
tella merupakan hamnh utama pada tanaman kubis di Jawa, Ba-
1i, Sumatra, Sulawcsi dan banyak daerai lainnya di Indaone-
sia (Vos, 1953). k2nurut Kartosuwondo (1986), iumouhsn
inang E., xylostelle melirutl kubis, sawi putin (petsai),
sawi hijau (caisim;, lobnk sérta Jjenis kubis-kubisan lain-
nya.

Larva seranggs ini terdiri dari empat instar (Vos,
1955; Kartosuwondo, 1v8b). fubuh instar pertama barwarna
agax keruh, berambu. penuex dan nalus serta berkepara hie-

tam, Larva instar :edua berwarna putin kekuningan, be-

rambut pendek dan h:lus serta berkepala hitam, Larva dins-

tar ketiga berwarns hijau, rambutnya tampak jelas berwarnn
hitam dan kepalanyz berbercak coklat dengan warnn dasar
kekkuningan, Larva inctar kheempat atau instar terakhir
mirip instar ketiga, keculai ukurannyn lebih besar (Koar-
tosuvondo, 19867,

Menurut tinjau o oleh dasibuan (1982), Llarva iansbar

pertama belum banya: masnn dan gepalionnyas masin Lambot.

-
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Larva instar kedua hidupnya meunjyebar ai bawan atzau al atas

daun, tetapi belum banysk makan. Larva instar ketiga gerax-
apnya lincah dan caun-daun yang dimacannya verctambail banyak
dan meninggalkan bekas seperti jendela-jenuela rucvin yang
tidak teratur bentul'aya., Larva insuar keempat sudan segan
makan dan pada akhirnyz tidaiz mau makan sama sekali,
Menurut Vos (1¢53), siadium larva p., xviostella di-
vengaruhi oleh suhu. Semakin tinggi suhu, semakain sing-
kat lamanya tiap instar larva, Hasil penelitian di Labo-
ratorium yang dilakukan oleh Vos (1953) di Pacet (1100 da-
ri permukaan laut; suau 16—250C) memrerlihatkan bahwa lama-
nya instar pertama, ia2dua, xetiga dan koewpat berturut-
turut adalah empat :ari, dua hari, tiga nari dan tiza hari.
Akan vetapi, hasil renelitian vos di Hogor (suhu 2>~jo°C)
memperlihatkan bahw: lamanya instar zertnma, kedua, ketiga
dan keempat berturu.-turut adalah dua hari, dua hari, dua

hari dan tiga -hari,

Kepompong P. xyiostvelila berwarna nijau terang, dan

menjelan; imago kelu.r berwarna gelap., i Pacetr, stacium
lcepompong menghabisi :n waktu enam hari, sedangiean 4 dogor
empat hari (vou, 19 -,

Tmago seramgs a o omeracoianl mgenyoe deci L berwarina
coklat Keabu-aonunan o .nrosinwo jo, L8/, 'angan,, tuabuwn
imago betina berkisz r sntarn 5,0-b,% mm dan renivang sayap-

nya berkisar antara '~1o mm, Lama hiaun imago betina
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bherkisar aqtara ?-15 hari, Panjang tubuh imago Jjantan
berkisap antara 3,0-6,0 mm dan rentang sayapnya berikisar
antara Y-11 mm, Liaa hidun imago jantan berkisar an-
tara 2-12 hari (Karctosuwondo, 1986).

- lelur serangg: ini berbentui Jjerong dan berwarna ku-
ning (Kartosuwondo, 1966). Hgengat betina melecaklzan te-
lurnya secarﬁ.tunggal atau aalianm keiomnolk kecil tidak ie-
oih acari enam bucir teiur per Kelompok (Vos, 1955)., Me-
nurut iHosang aan Serbel (19S§J, telur lebih oanvak di-
letakkan di bagian bawah daun aaripada di bagian atas daun.
Panjang telur bersi -ar anvara 0,41~0,55 mm dan lebarnya
berkisar antara 0,. -0, % ma,

Berdasarkan pt.elillon VoS (1953}, waur hidup P.
xylostella di Pacei =zdalah 21 hari, sedangkan di Bogor 15

hari.,



BAHAN DAN METODE

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Agustus 1989
sampal dengan bulan April 1990 di Laboratorium Mikro-
biologi, Jurusan Biclogi, Fakultas Matematika dan Ilmu

Pengetahuan Alam, Institut Pertanian Bogor,.

Isolasi Bagcillus thuringiensis
Baecillus thuringiensis diisolasi dari contoh tanah

yang berasal dari daerah peternakan ulat sutra, yang
meliputi tiga kabupaten di propinsi Sulawesi Selatan,
dua kabupaten di Jawa Tengah, dan satu kabupaten di Jawa

Timur,

Bakteri B, thuringiensis dapat diisolasi dari tanah
dengan cara mensuspensikan satu gram contoh tanah ke da-
lam sembilan mililiter air suling steril dalam tabung
reaksi berukuran 18 x 150 mm dan dikocok dengan kuat
selama lebih kurang lima menit menggunakan alat pengocok
vortex merk Assistent Reamix 2789. Suspensi tersebut di-
panaskan dalam penangas alr pada suhu 80°C selama 10 me-
nit., Maksud pemanasan ini adalah untuk membunuh sel-sel
vegetatif{ dan memecshkan dormansi sporas Selanjutnya di-
lakukan pengenceran serial sampai dengan pengenceran
lO'u. Daril pengenceran 10‘3 dan lO"u, masing-masing se-

banyak 0,1 ml suspensi diambil dengan menggunakan pipet
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sa£u mililiter, lalu dicawankan dengan metode cawan se-
bar pada medium Agar Nutrien (NA) denga; dua kali ulang-
an. Cawan-ca%én tersebut diinkubasikan dengan posisi
terbalik pada suhu 28 ¢ selama dua sampail tiga hari.

Setelah diinkubasikan selama dua sampai tiga hari,
dilakukan pengamatan terhadap koloni bakteri yang tumbuh
di permukaan medium NA, Xoloni~koloni yang memperlihat~
kan ciri-ciri Bagillus, yaitu koloni-koloni yang ber-
warna putih, ,tampak kasar dan tidak rata, dengan bulatan
tidak teratur sebes:r 5-10 mm (Bucher, 1981),
dipindahkan dengan tusuk gigi steril ke permukaan medium
NA segar dalam cawar petri, Satu cawan petri dapat me-
muat 45-55 goresan bakteri (Gawbar 1). Cawan petri ter-
sebut diinkubasikan dengan posisi terbalik pada suhu
28°C selama dua sampai tiga hari,

Dari masing-masing koloni yang tumbuh dari hasil
penggoresan tersebut dibuat lekapan basah {(wet mount),
lalu diamatil di bawa:h mikroskop kontras fase QOlympus
BH-2, pada perbesaran 1000 kali (Ohba, Alzawa dan Furusa-
va, 1979). Apabila koloni yang diamati memperlihatkan
sel vegetatif berbentuk batang yang mengandung spora dan
benda lain di sebelah spora, maka kolonli tersebut diduga
sebagal bakteri penghasil kristal protein (p.k.p.).
Koloni-koloni yang ¢iduga sebagai bakteri p.k.p. ter-
sebut dimurnikan de: zan metode penggoresa kuadran

{Hadioetomo, 1985). Koloni murni hasil penpggoresan
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Gambar 1. Koloni-~koloni yang Memperlihatkan Ciri-

ciri Bacillus Hasil Penggoresan dengan
Tusuk Gigi Steril pada Medium NA

dapat dilihat pada Gambar 2. Koloni yang sudah murni di-
simpan délam agar miring NA pada suhu A?C untuk pengujian

selanjutnya -(Gambar 3),.

Pemeliharaan Larva ! erangga

Larva Plutella xvlogtella diperoleh dari Lembaga

Penelitian Hortikultura Segunung, Cipanas, Jawa Barat,

berupa larva instar pertama., Larva ini dipelihara dalam
tempat pemeliharaan seperti terlihat pada Gambar 4, de-

ngan diberi makan drun sawi (caisim) sampai diperoleh lar-
va instar ketiga yar # siap digunakan untuk pengujian toksi---

6itas bakteri pembe: tuk kristal protein.



Pemurnian isolat; Bacillus thuringiens

Metode Kuadran

Gambar 2. Hasil Pemurnian Bakteri penghasil Kristal

Protein dengan Menggunakan Metode Peng-
gorsan Kuadran

Gambar 3., Biakan Murni Bakteri penghasil Kristal
Protein yang D%simpan Dalam Agar Miring -
NA pada Suhu 4%¢
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/

Gambar 4, Tem:at Femeliharaan Larva Plutella
xylustella .

Penyiapan Suspensi dakteri p.k.p.

Untuk memperol:h suspensi bakteri p.k.p., dua lup

penuh biakan murni nmasing-masing isolat bakteri p.k.p.
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berumur 10 hari diambil dari agar miring NA, lalu di-

inokulasikan ke dalam 25 ml kaldu nutrien (NB) steril
dalam erlenmeyer berkapasitas 300 ml, Biakan tersebut
dikocok dengan mesin pengocok (gshaker) horizontal
(Eberbach, Crop, MI, USA) pada suhu ruang dengan kecepat-
an rata-rata 140 eksxursi per menit, Pengocokan terus
dilakukan sampal setagian besar biakan membentuk spora
(lebih kurang empat hari).

Sel-sel dalam biakan tersebut dipanen melalui sentri-

fugasi dengan menggunakan Automatic Preparative Ultra- i

RIS

sentrifuges model SCP 85 H (Hitachi Koki Co., Ltd., Ja-
pan) pada suhu 10 C selaﬁé 15 menit dengan kecepatan
 111.70 x g. Gentel (pellet) yang diperoleh yang terdiri
dari spora dan kristal, dicuci dua kali dengan air suling
steril lalu disuspensikan kembali dalam air suling steril
sampal diperoleh konsentrasi lebih kurang 108 spora per
mililiter, Konsentrasi diduga dengan memanfaatkan kurva
standar yang menyatakan hubungan antara kekeruhan biakan
dengan jumlah spora per mililiter (lihat Lampiran 1),
Suspensi .ini slap diujikan pada. larva P. xylostella
instar ketiga setelah dibubuhi Triton B1956 untuk men-

capal konsentrasi ho/oo.

Pengujian Toksisitas Bakteri p.k.p. -

Untuk pengujian toksisitas bakteri p.k.p., mula-

mula daun sawl yang sudah dipotong-potong sehingga
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2 direndam dalam suspensi spora selama

berukuran 5x5 cm
lebih kurang lima menit, kemudian dikering udarakan.

Duapuluh larva P. xylostella instar ketiga diletak-
kan dalam cawan petri beralaskan lap kertas (napkin),
kemudian larva-larva tersebut diberi makan daun sawi
yang telah direndam dalam suspensi spora (Gambar 5).
Mortalitas diamati setiap hari selama empat hari.

Isolat-isolat Hakteri p.k.p.-yang digunakag untuk
ujl toksisitas berasal dari hasil isolasi sendiri di-
tambah dengan 50-isolat dari hasil penelitian terdahulu -
'(Rusmana, 1990; Tavipa, 1990; Kastitonif, 1990; Kuswar—
gahi, 1990). |

Penelitian ini dilakukan mengikuti rancangan acak

lengkap dengan model persamaan sebagal berikut (Steel dan

Torrie, 1980):

Yij‘= U=+ P, + Eij
Yij = pengamatan pada perlakuan ke-i ulangan ke-j
U = rata~rata umum
Pi = Pengaruh perlakuan ke-i
Ej_‘j = kesalaha:. pada perlakuan ke-i, ulangan-ke—j

Data mortalitar serangga yang diakibatkan oleh
masing-masing isclat dianalisis menggunakan uji beda nyata

terkecil,



Gambar 5. Pengujian Suspensl Spora dan Kristal
Bal:teri pik.p. terhadap Larva Plutella
xy.ostella yang Diberi Makan Daun Sawi

Sebagal kontr- 1l digunakan daun sawi yang direndam
dalam alr suling s®eril yang telah diberi larutan Triton
B1956 dengan-konsentrasi akhir 4% /00.

Sebagal pembanding digunakan daun sawi yang telah
direndam dalam suspensi B. thuringiensis var Kurstakil
HD-1 yang diisolasi dari bubuk Thuricide (produksi PT
Sandi Aneka Warna). Selain itu digunakan Jjuga bubuk
Thuricide yang dilarutkan dalam alr dengan dosis yang
dlsesuaikan dengan petunjuk pemakaian di lapangan, te-

tapl hasil uji toksisitasnya tidak diolah.



HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Dari hasil pencawanan suspensl tanah pada medium
N4, diperoleh koloni bakteri dengan morfologi yang cukup
beragam. Bentuknya berkisar dari bundar, bundar dengan
tepian menyebdr atau rizoid, warnanya ada yang putih, pu-
tih keruh, putih agsk kuning atau kuning, sedangkan tepi-
annya licin atau bercabang tak beraturan dengan elevasi
datar,~timbql atau cembung., Berdasarkan pengamatan
lekapan basah di bavah mikroskop kontras fase (perbesar-~
an 1000 x), pada umumnya koloni-kolonl tersebut merupa-
kan koloni Bacillus. Endospora yang terbentuk mempunyal
letak dan bentuk beragam., Letak endospora ada yang sen-
tral, terminal atau subterminal, sedangkan bentuknya ada
yang elips, bulat atau oval,

Sebanyak 1913 isolat Bacillus telah berhasil di=~
kumpulkan dari 22 contoh tanah. Koloni Bagillus yang
diamati di bawah mikroskop kontras fase berkisar darl, .
87 sampal dengan 137 koloni dengan rata-rata 87 koloni
dari setiap contoh tanah (Tabel 1).

Dari 1913 isolat Eggillug yang diamati, ada lima
isolat (0,26%) yang memiliki tubuh paraspora, Isolat-

isolat tersebut berasal dari empat (18,18%) contoh tanah
yang diperiksa (Tabel 2).
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Tabel i. Jumlah Isolat Bacillus yang Diamati dan
_ Isolat Bakteri Penghasil Kristal Protein
(p.k.p.) yang Diperoleh

Bakteri p.k.pe.

. Jumlah
Contoh tanah Bacillus Jumlah - Frekuensi® (%)
7. 01 j 90 2 2,22
'R.OZ . 614» 1 1’56
R, 03 80- L 1125
R, Ok 106 ! 0s 9%
R.0S5 86 © 0,99
Py 28 0 0,00
R, 07 63 0 0,99
R.08 61 0 0,00
R.09 203 0 o
R.10 115 0 0,00
R.11 30 0 0,00
R.12 =10 0 0,00
R.13 =57 0 9,90
R.14 78 0 0,00
R.15 i 62 0 0,00
R.16 oy 0 0,00
R.17 105 0 000
18 %0 0 0,00
R.19 74 0 0,00
R. 20 104 0 0,00
oo 2 0 0,00
R.22 78 0 0,00

Jumlseh: 1613 5,97
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Tabellam Hasil Isolasiuﬁggillgﬁ fhuringiensis Dari
"~ Berbugai Contoh Tanah Di Beberapa
Kabupaten Di Indonsesia

Contoh tanah yang - Isolat b.p.kep./
Kabupaten &engandung bapPekepe/ isolat Bagillus
contoh tanah yang y
diisolasi Jumlah
. Soppeng 3/3 3/250
Pasuruan 1/11 2/954
Pati Q/5 0/482
Sidrap 0/1 0/86
Tana Toraja 0/1 0/78
Temanggung 0/1 0/63
Jumlah  %/22 (18,18%) 5/1913 (0,26%)

Koloni bakteri yang diduga sebagai bakteri pembentuk
kristal protein (p.k.p.) semuanya tampak berwarna putih
dengan permukaan kasar, bentuk tak beraturan dan me-
nyebar, teplian tak beraturan dan mempunyai elevasi tim-
bul (Gambar 6). Selain itu, kelima isolat tersebut mem-
punyal endospora berbentuk oval dengan letak subterminal
dan bentuk kristal protein bulat (Gambar 7).

Hasll pengujian toksisitas 55 bakteri p.k.p. ter-~
hadap lapva B. Xylostella dapat dilihat pada Tabel 3,
Dari 55 isolat yang diujikan hanya 22 isolat (40%) yang
dapat menyebabkan kematian larva secara total, 23 isolat
dépat membunuh 5-90¢: larva dan 10 isolat tidak dapat mem-

bunuh larva sama sel.ali,

-
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Gambar 6., Koloni-koloni yang Diduga Sebagai
Bakteri p.k.p.

Gambar 7. Bentuk Endospora dan Protein Kristal -
Isolat Hasil Isolasi

Sz spora X= Krigel ‘?ro’&‘:h



Tabel 3.

Persentase Mortalitas Larva pada UJi

Toksisitas terhadap Plutella xvlostella

>4

Sandi Bentuk krists .

Fersentase mortalitas rats-rata
larva (%) samnai hari

isolat protein
ke-1 ke-2 ke-3 kel

Tnuricide Dbipiramida 95 100

2g/1
.02 bulat 65 100
FPembanding bipiramids 60 100
M.03 bipiramide 55 100
R,18 bipiramids 60 90 100
M.01 bipiramidz 55 85 100
M.02 bipiramida S0 95 100
.02 bipiramida 50 aQ 100
Ka.02 bipiramida 45 85 100
M.06 bipiramica 55 G5 100
R.16 bipiramida 50 90 100
R.05 bipiramida 45 85 100
M,O4 bipiramida 25 90 100
R.0O1 bipiramida 10 Q0 100
Ka.0l bipiramida 70 9% a5 100
T.0L bipiramida L5 70 95 160
R.08 bipiramidsa 35 55 950 100
.06 bipiramida 30 70 95 100
R.22 bipiramida 20 60 80 100
Ku,01 bulat 10 45 95 100
2.17 bipiramida 10 L0 85 100
R,28 bipiramida 5 25 25 100
2,19 bipiramida 5 80 90 100
N.0L bulat 5 20 40 100
N,03 bulat L5 65 70 30
R,13 bipiramida 20 35 65 S0
N,Cl bulat 0 25 110 40
N,.05 hbulat 5 10 25 40
R.23 bipiramidan 25 25 25 25
Ku,02 bulat ) 5 10 25
H.10 bipiramida S 5 5 15
R.,21 bipiramida 5 10 10 10
R.15 oval 5 10 10 10
T.05 bipiramida 5 5 9 5
R.25 bipiramids 0 0 5 20
Hu.03 bulat 0 0 5 20
M,05 amorf 0 0 5 10
R.22 bipiramnida 0 O 5 10
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Tabel 3 - Lanjutan

Persentase mortalitas rata-rata

Sandi  Bentuk kris.:l lara (3} samnai hari
isolat protein

ke-1 Ka-2 kke-3 ke-4
Ka.03 bulat 0 0 5 3
R.03 bipirami.a 0 0 5 5
R.O? biviramida 0 0 5 2
Ka.04 bipirami:ia 0 0 0 10
T.03 bipiramida 0 0 0 5
Ku.0l bulat 0 0 0 5
T.04 bipirami:ia 0] 0 0 5
Ku.05 bulat 0 0 0 5
.09 bivirami:ia O 0 0 5
R.20 bipirami.ia 0 0 0 0
T.02 bipiramida 0 0 0 0
R,11 ' bipiramida 0 0 0 O
R.06 bipiramica 0 0 0 0
R.14 oval 0 0 e o
Ka,05  mirip bipir:mida O 0 0 0
R..2 bipiramiia 0 0 0 0
R.24 tak bveratu.an 0 0 0 )
R, 26 bipirani ia 0 0 . 0 0
R.04 tak beraturan 0 0 0 O
Kontrol 0 0 0 0
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Dari éZ isolat yang dapat membunuh larva secara to-
tal, ada yang dapat membunuh dengan cepat dan ada pula
yang lambat., Pada harl pertama, hanya satu isolat dapat
menyebabkan mortalitas rata-rata tertinggi (70%), isolat
itu adalah Ka.(Ql, satu isolat yaitu N.02 menyebabkan
mortalitas rata-rata 65%. Kedua isolat ini lebih toksik
daripada pembanding menurut uji BNT pada taraf 1%
(Lampiran 3 dan 4), sedangkan pembanding hanya menyebab-
kan mortalitas rata-rata 60% sama dengan mortalitas
rata-rata yang disebabkan oleh isolat R,18,- Pada hari
kedua, ada dua isolat yaitu M.03 ° dan N.02 yang mem-
perlihatkan toksisitas yang sama dengan pembanding ber~
dasarkan uji BNT pada taraf 1% (Lampiran 5 dan &). Ke-
dua isolat ini menyebabkan mortalitas rata-rata 100%.
Pada hari ketiga, sebanyak 10 isolat dapat menyebabkan
mortalitas rata-ratz 100%. Pada hari keempat sejumlah
10 isolat lainnya termasuk isolat Ka,0l dapat menyebab-
kan mortalitas rata-rata 100%. Pengamatan yang dilaku-
kan pada hari kelima pada umumnya tidak memperlihatkan
adanya mortalitas tambahan, Dalam jangka seluruh waktu
pengamtan tidak ada larva yang matl pada cawan kontrol,
Hasll pengujian toki:isitas dari masing-masing isélat

terhdaap larva P. xvloectella dapat dilihat pada
Lampiran 2,

-



37
Gejalé-gejala yang timbul setelah larva Plutells

Xylostella memakan spora-spora bakterl p.k.p. adalah

gerakannya menjadi lambat yang akhirnya apabila disentuh

tidak bergerak sama sekali, Pada tubuhnya mula-mula tim-

bul bercak berwarna coklat yang kemudian menjadi coklat
tua sampai kehitaman serta tubuhnya menjaai.kering dan
melengkung (Gambar 8).

Gambar 8., Penaapakan Larva P. xylostells yang

Tela:r Mati dengan Tubuh Berwarna Hitam,
Kering dan Melengkung
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Pembahasan.'

Penyebaran B. thuringiensis sangat luas meliputi
tanah atau perairan, 3ejalk pertama kali ditemukan, B.
thuringiensis dapat riisolasl d.ri larva ulat sutra
(Bombyx mori) yang svdah mati (de Barjac dan Bonnefoi,
1968)., Menurut Ohba dan Aizawa (1986), salah satu sumber
yang paling baik untuk mengisolasi B. thuringjensis adalah
limbah peternakan ul t sutra, xarena serangan bakteri ini
sesungguhnya merupak:n endemi di daersh peternakan ulat
sutra. Mengingat ha® tersebut, maka bukanlah suatu hal
yang luar biasa jika B. thuringiensis banyak ditemukan dan
diisolasi dari limbah neternalkan u;at sutra., Namun demi-
kian, sudah ada yang melaporikan bahwa dari tanah-tanah
hutan dan tanah-tana:n bukan_tempat peternakan ulat sutra
di Jepang serta tana:-tanah di Amerika Serikat sudah ber-

hasil diisolasi galu -galur baru B. thuringisnsis (Chba

dan Aizawa, 1986). lelain itu, galur-galur baru 3B.

thuringiensis juga berhasil diisolasi dari kolam rawa-

rawa gurun Negev, Israel (Margalit dan Dean, 1985).
Bakteri genus Bicillus merupakan salah satu mikro-
organisme penghuni t nnah yang membentuk spora. Spora wmc-
rupakan suatu bentuk dorman suatu bakteri tertentu. “ndo-
spora danat bertahar hidup dalam kekurangan nutrien, tahan
panas dan unsur-unsu - fisilk lainnys senorti naombekuan,

tekeringan, radiasi ltra violet sertn terhardnn
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bahan-bahan kimia yang dapat menghancurkan bakteri yang
tidak membentuk spora. Ketahanan tersebut .disebabkan ka-
rena adanya selubung spora yang tebal dan keras
(Hadioetomo, 1985). Selain itu, adanya kompleks Ca-dipi-
kolinat yang merupakan 10% dari berai kering spora me-
nyebabkan spora tahan ternadap panuas dan dapat mempertahan-
kan keadaan dorman (Dawes dan Sutherland, 1976). Perliaku-
an renjatan panas pada suhu 80°¢ selama 10 menit dapat
mematikaﬁ sel vegetatil sekaligus mengniltangkan dormansi
spora. frerlakuan ini cukup mewmperikan nasil yang di-
- kehendalki, karena sebagian oesar bakieri yang tumbuh galam
cawan isolasi merupaxan koloni ﬂggiljus:

vari 1913 isolat pacillus yang diamati, hanya lima
atau sekiciar 0,26% yang memiliki tupun paraspora atau
kristal protein. renaahnya perolen&n ini aisebabkan ka-
rena frekuensi kandungan p. thuringiensis di dalam tanah
cukup beragam, Keacaan ini dapat disebabkan oleh beberapa
faktor, di antarany: kelembaban, polusi udara (Pinnock,
Brand dan Milstead, 1971), nutrisi dan adanya bakteri pre-
dator (contoh: Cupr; »nus necator) yang dapat menyerang
spora B. thuripsien: u::. Selain itu rendahnya perolehan
ini disebabkan karer « 12 dari 22 contoh tanah yang di.
periksa berada dg}am kondisi sudah dibakar dan contoh ta-
nah tersebut sudah'éisimpan lebih kurang satu tahun. Me- -~

nurut Pruell et al. (1980), viabilitas spora cepat menurun

S
R
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di dalam tanah yang iisimpan cukup lama. Menurut tinjau-
an oleh Aronsoﬁ et :1. (1986), spora B. thuringiensis
subsp. aizawai akan hilang 135 hari sesudah contoh tanah
tersebut diinokuiasi dengan bakteri yang bersang«utan di

bawah kondisi vang tidak menunjang perkecambahan spora.

Morfologi koloni isolat-isoi;; bakteri penghasil
kristal protein (p.k.p.) yang diperoleh dalam isolasi me-
nurut pengamatan pa:'a medium padat selaras dengan yang
diuraikan oleh Buchir (1981), yaitu berupa bulatan tidak
teratur, berwarna putih serta permukaan koloninya kasar
dan tidak rata, Begitu pula sporanya berbentuk oval dan
letaknya subterminal selaras dengan yang diuraikan oleh
de Barjac dan Bonnefoi pada tahun 1968, Bentuk kristal
protein B. thuringiensjs bermacam-macam di antaranya bi-
piramida, kuboid at:u tak beraturan (Aronson et al., 1986).
Selain itu, ada jug:. yang berbentuk romboid (Chba dan
Aizawa, 1979) dan bulat (Ohba dan Aizawa, 1986). Dari
hasil pengamatan, kelima isolat bakteri p.k.p. yang di-
peroleh memiliki bentuk kristal protein bulat selaras de-
ngan yang diuraikan oleh Chba dan Aizawa pruda tahun 1986.
Pada iééiési 8. thuéjngign&is ini bakteri yang di-
ambil adalah yanyg s/ 1 vegetatifnya berbentuk batanyg ram-
ping, serta mampu m mproduksi atau membentuk spora dan
kristal protein. A :wya endospora dan kristal protein di  ~
dalam sel vegetatif ynng ramping merupakan salah satu ci-

ri B. thuringiensis (Heimpel, 1967). Selain B.
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thuringiensis ad;n;ua jenis spési;é'bakteri iain yang j;-
ga memiliki kristal protein yaitu B. ponilliae dan B.
fribourgensgis. Akar tetapi, kedua jenis spesies bakteri
tersebut mudah dibedakan dari B. thuringjensis karena pem-
bentukén kristal protein menyebabkan sel vegetatifnya men-
Jadi bengkak sehingga tampak seperti telapak sepatu
(Sneath, 1986),

Adanya kristal proftein merupakan salah satu ciri pem-
beda antara B. thupringiensis dan B. cereus (Heimpel, 1967).
Akan tetapl, berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Aronson gt al. (198€¢), B. gereus 569 dapat menerima plas-
mid yang menyéndikan vembentukan protoksin dari B.
thuringjensis subsp. kurstaki HD1l dengan frekuensi kurang

dari satu persen dan dari 3. thuringiensis subsp. kurstaki

ﬁD 73 dengan frekuensi 30-40%, Menurut lronson et al.
(1986), Gonzales et al. pertama kali melaporkan pemindaﬁ—
an plasmid di antar: sel-sel B. thuringiensis melalui
perkawinan antar se:. Setelah menerima plasmid yang me—‘
ngandung gen-gen pr« toksin, sel resipien (transpien) da-
pat menghasilkan pri toksin dengan sifat antigenik yang
sama dengan yanyg di. iliki galur donor. ial ini menyebab-

kan beberapa ahli p. .ologi masih mempertanyalkan status

B. thuringiensis seingal spesies yang terpisah dari B.
cereus. . -

Menurut Dulmage (1981), B. thuringiensis menghasil-

kan beberapa macam toksin, di antaranya delta-endotoksin
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alfa-eksotéksin, beta-eksotoksin dan faktor kutu (Jlouse
factor). Ketiga toksin selain delta-endotoksin larut da-
lam air. Pada penelitian ini pengaruh ketiga toksin yang
larut dalam air ters:2but dianggap tidak ada karena dalamn |
penyiapan suspensi uatuk uji toksisitas telah dilakukan
pencucian, sehingga ketiga toksin yang bersifat larut da-
lam air dapat dianggap sudah terbuang,

Menurut Dubois dan Lewis (198l), ada toksin yang se-
rupa dengan lesitinase C atau alfa-eksotoksin tetapi bu-
kan lesitinase C yan7 toksik terhadap tikus dan FPlutella

maculipennis. Toksis ini dinamakan faktor tikus (pouse

factor). Menurut tiijauan oleh Hasibuan (1982), Plutells
maculivennis adalah sinonim dari P. xylostella. Berdasar-
kan pendapat tersebut, maka dapat dikatakan bahwa alfa-
eksotoksin tidak toksik terhadap P. xylostella.

Dari 22 isolat bakteri p.k.p. yang dapat menyebabxan
kematian larva secara total mempunyai bentuk kristal .pro-
tein bulat dan bipiramida, J3ebanyak 23 isolat yang tidak
dapat membunuh larvs secara total memnrunyai bentuk kris-
tal protein bulat, tipiramida dan amorf. 3ejumlah 10 iso-
lat yang tidak dapat membunuh liarva sama sewali mempunyai
bentuk kristal.protoin biviramida, mirip bipiramida, oval
dan amorf, Mengenai korelasi antara Loksisitas dengan\
bentuk kristal protein ada beberapa pendapat yang berbeda,

Hofte dan Whiteley (1989), menyatakan bahwa kriustal
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protein yang spesifik terhadap Lepidoptera tidak diragukan

lagi me;upakan kristal protein yang paling banyak di-
relajari. Dari 20 cryl sekuen, sebanyak enam gen yang
berbeda bisa dikennl di antara ke-20 sekuen tersebut,
Séluruhnya ada 20 ren yang menyandikan 130-140 kDa protein
terakumulasi dalam kristal protein bef%entuk bipiramida
selama proseé.sporulasi dari B. thuringiensis. Namun di
pihak lain ternyata Ohba dan Aizawa (1986) menemukan kris-
tal protein berbentuk bulat yang toksik terhadap Lepidop-
tera (B. mori) dan kristal protein berbentuk bipiramida
yang tidak ﬁoksik rernadap larva serangga yang sama., Pa-
da penelitian ini .da kristal protein berbentuk bipiramida
vyang toksik terhad p» P. xvlostella dan ada pula yang tidak
toksik terhadap se 'ngga yang sama. Perbedaan-perbedaan
ini mungkin diseba .:an karena pengujian galur-galur B,
thuringiensis tern dap jenis serangga dari masing-masing
ordo masih belum m:madail.

Pada peneliti in ini hanya diujikan satu macam larva
saja, yaitu P, xylostelln (Lepidoptera) instar ketiga,
Menurut Krieg (1967) dan Aronson gt al. (1986), pada umumn-
nya pH saluran pen:ernaan Lepidoptera berkisar an-
tara 7,5-9,5. SHer wiggpa tipe in; alkkan matl dengan adanya
kristal protein da.: efeknyn akan bertambah denpgan adanya
"spora. Hofte dan ‘Jhiteley (1989) menyatakan bahwa spesi- .

fisitas toksin B. thuringiensis ditentukan oleh keadaan
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usus larVa{yang mempengaruhi kelarutan dan/atau pemecahan
protoksin serta ditentukan juga oleh adanya situs peng-
ikatah yang spesifik dalam usus tiap-tiap serangga. Akan
tetapi, karena pada penelitian ini hanya digunakan satu
macam serangga saja maka faktor-faktor di atas tidak da-
pat disgmakan.

Pada penelitian ini sebanyak 10 isolat tidax dapat
membunuh larva sama sekali. Hofte dan .hiteley (1989),
menyatakan bahwa kurang rentannya serangia-serangga ter-
tentu terhadaﬁ kristal protein B. thuringiensis disebab-
kan karena tidak efisiennya kelarutan kristal protein di
dalam usus serangga tersebut, Secara in yivo, xelarutan
. kristal protein sec:ra nyata akan menaikkan aktivotas tok-
sik.

Pada penelitias ini, gejala-gejala yang dapat diamati
pada P. xylostella 'nng terinfeksi B, thurinegiensis ada-
lah sebagai berikut. Nafsu makan larva serangga berkurang,
gerakan larva menjez 1 lambat dan kotoran yang dikeluarkan
berupa cairan (menc “et). Larva yang mati tubuhnya tampak
mengkerut, kering d:n warnanya menjadi kehitam-hitaman,
Gojala-gejnla larva yanp terinfeksi ini selaras dengan
yang dilaporkan ole: Oka (1957). Menurut Oka (1957),
larva P. maculipennis yang terinfeksi oleh kristal protein

menjadi tidak aktif bergerak, responnya rendah atau tidak

-

ada sama sekali, we-nanys pucat kehi jauan dan bila
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dipijit tu;gornya jauh kurang daripada turgar larva yang
sehat, Selanjutnya diuraikan juga bahwa larva yang mati
warnanya berubah menjadi coklat tua.sampai kehitam-hitaman
serta tubuhnya menj: 11 mengkerut, kering dan melengxung.
Timbulnya warna cokl-t yang kehitam-hitaman ini disebab-

kan oleh aktivitas jasad renik sekunder yang mengikuti

penyerangan B. thurinmgiensis,



K3 IMEULAN

Bakteri penghasil kristal protein (p.k.p.) dapat di-
isolasi dari limbah peternskan ulat sutra. Dari 22 con-

ton tanah yang diperiksa, diperoleh 1913 isolat Baci

lima di antaranya (0,26%) marupzkan bakteri p.k.p.. Bak-
teri p.k.p. ini dipoeroleh dari emrat (18,2%) contoh tanah
yang diperiksa,

Morfolcgi.kolozi isolat-isolat vakteri p.k.p. hasil
isolasi menurut ven "amatan pada medium padat beruva bulat-
an tidak teratur, b:rwarna putih serta permukaan koloni-
nya kasar dan tidak rata. Selain itu, spora dari kelima
bakteri p.k.p. yany diperoleh berbentuk oval dan letaknya
subterminal serta b.ituk kristal protein bulat,

Bakteri p.k.p. yang digunakan untuk uji toksisitas
berasal dari hasii icolasl sendiri derzan bentuk Kristal
protein bulat, ditzaiban dengan 50 isolat hasil isolosi
peneliti terdahulu icnian bentuk kristel nrotein binwira-
mida (38 isolat), b:lat (6 isolat), amorf (3 isolat),
oval (2 isolat) darn miriyp bipiramida (1 isolat).

Pengujisn tokeinitas 5% isolat baktoeri p.k.p. ter-
hadnap larva Ilutelld xvlostells instar ketisa, memper-
lihsatkan bahwa seb: iyok 22 iszolat danat mowbinuh larva
secara teotal, yang "asing-masing dica-ai oleh dua isolat

poada hard keduns, 1C izolat pada hard ketipa dan 10 inolat =7
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SARAN

Perlu dilakuka: pengamatan kemball bentuk kristal
protein menggunakan =mikrosiop elektron sehingzga hasil yang
diperoleh lebih mey sinkan,

Diperlukan wen litian lebih lanjut untuk menge-
identifikasi bakter pengnhasil kristal vrotein ini ber-

dasarkan uji serolo i

ol
n

y serta mengetanui .toksisitasnya
terhadap serangga j:mis lain baik dari ordo yang sama
maupun ordo berbeda terutams terhadap serangga vang me-
ruvakan hama yang s ring nenyerang tanaman bernilai ekono-
mi di Indonesia,

Contoh tanah y :ng akan diveriksa kandungan bakteri
penghasil kristal p otein (p.k.p.) di dalamnya sebaiknya
tidak disimpan terl .lu linm=, serta selalu dijaga kelembab-
annya, agar viabili.as spora bakteri p k.p. rvang ada di

dalamnya dapat dipe-tahankan.

-
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Tabel Lampiran 1. Rapat Optis dan Konsentrasi Spora
Suspensi Biakan pada Berbagai
Tingkat Pengenceran®

Pengenceran %T 0Dg 20 Jumlah spora/ml®
1:1 3,00 1,5229 4,6 x 1010
1:2 6,0C 1,2218 2,3 x 101°
1:4 14, 5C 0, 8386 1,2 x 1010
1:8 30, 50 0, 5157 6,0 x 10°
1:16 ' 51,05 0,2920 3,0 x 107
1:32 66, 20 0,1791 1,5 x 10
1:64 84, 20 0,0747 7,5 x 10°
1:128 93,50 0,0292 3,8 x 10°

8Iso0lat yang dipakal memiliki kristal protein bulat
sedang

bData ini diperoleh dari pencawanan suspensi pada
medium NA
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O 1:128 1:64 -:32 1:15 1:8 1:4

1:2 1:1

Konsentrasl Spora dalam Biakan

Gambar Lampiran 1.

Kurva Standar yang Menyatakan
Hubungan Antara Kekeruhan dengan
Konsentrasi Spora Dalam Biakan
Isolat N.Ol
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Tabel Lampiran 2., Hasil Pengujian Terperinci Toksi-
~ ) sitas Bakteri p.k.p. Terhadap
Larva P. xvlostella Instar Ketiga

Mortalitas larva sampai hari

Sandl isolat Ulzangan -
ke=-1 ke-2 ke-=3% ket

Thuricide 2g/1 1 19 20
2 19 20
5 19 20
Pembanding 1l 13 20
2 1 20
3 10 20
R,01 1 2 17 20
2 3 18 20
3 2 18 20
R.02 1 9 18 20
2 13 18 20
3 9 17 20
N.0O3 1 8 12 14 18
2 8 13 14 18
3 10 14 15 18
R.18 1 10 17 20
2 14 18 20
3 11 18 20
R.19 1 1 17 19 20
2 1 16 18 20
3 1 15. 17 20
R. 20 1 0 0 0 0
2 1 1 1 1
3 0 0 0 1
R. 21 1 0 1 o1 1
2 2 2 e 2
5 2 2 5 3
R. 22 1 4 15 17 20
2 3 9 15 20
5 5 13 17 20
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Tabel Lampiran 2 - Lanjutan

Mortalitas larva sampai hari

Sandi isolat Ulz 1gan
ke-1 ke-2 ke-3 ke~

R.23 L 6 6 6 6
2 5 5 5 5
3 3 3 3 3
R.27 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 ) 0
R.25 1 0 0 0 4
2 0 0 0 3
3 0 0 3 L
R.26 1 0 0 0 0
> 0 0 0 0
3 0 0 0 0
R.13% 1 4 5 14 20
2 6 11 14 17
b) 2 5 11 17
R.14 1 0 1 1 1
2 0 0 0 0
z 0 0 0 0
R.15 1 1 2 2 2
> 1 1 1 1
3 1 2 2 3
R.16 1 15 18 20
2 7 19 20
5 9 17 19 20
R.17 1 2 9 15 20
2 1 8 18 20
3 2 8 18 20
N.OL 1 ) 0 8 20
2 2 5 10 20
3 1 5 6 20
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Tabel Lampiran 2 - Larjutan

Mortalitas larva sampai hari

Ulangan

Sandil isolat

ke-2 ke-3 ke-4

ke-1

i Cuiehy

N.05

— gy

R, 24

20
20
20

13
11
9

L EAUL Y

R.28

O

[ B IR

R.09

Oy iy

R.10

20
20

18
18
20

(=R

Ku;Oq

~HOO

R.11

Ty

R. 12

~ o

~ QOO0

R. Q3

~OoH

Ku,01
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Tabel Lampiran 2 - Lanjutan

Mortalitas larva sampai hari'

Sandil isolat Ulangan

ke~1 ke-2 ke-~3 ke=-4
R,04 1 0 0 0 0
z 0 0 4] 0
3 0 0 ] 0
Ku,.03 1 0 0 1 5
Z 0 0 3 4
i 0 0 0 4
Ku,02 ] 1 1 1 3
c 1 1 4 8
= 1 1 1l 4
Ku,05 ] 0 0 1 4
2 0 C 0 0]
3 0 0 0] 0
N.0l 1 0 2 12 12
‘ 0 8 8 8
: 0 5 S 5
N.02 ] 14 20
‘ 14 20
12 20
R,.08 1 8 10 16 20
& 6 11 19 20
3 6 12 18 20
R,05 ] 8 19 19 20
b 9 18 20
& 11 15 20
R, 06 1 0 0 0 0
by 0 o] 0 0]
I 1 1 1 1
R. 07 1 0 0 0 1
< 0 0 1 1l
5 0 1 1 1
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Tabel Lampiran 2 - Lanjutan

Mortalitas larva sampal hari

Sandi isolat Ulan.zan
ke=1 ke-2 ke~3 ke-4

T.01 1 8 13 20
2 10 13 18 20
3 8 17 20
T.02 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
z 1 1 1 1
T.03 1 0 0 0 2
2 0 0 0 1
3 o] 0 0 1
T.04L 1 0 0 0 2
- 2 0 0 1 2
3 0 0 0 0
T.05 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1
3 0 1 1 2
T.06 1 4 10 18 20
2 7 15 20
2 7 17 18 20
ka,0l ] 14 19 20
: 12 19 20
15 18 20
Ka,02 p " 10 16 20
. 8 19 20
- 8 16 20
Ka,03% o O 0 1
o 0 1 2
0] 0 1 1
Ka.,O4 0 0 0 1
0 0 1 3
0 0 0 1
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Mortalitas larva sampai hari

Sandi isolat Ulangan
ke-1 ke-2 ke-3 ke=-4
Ka.05 ] 0 0 0 0
c 0 0 0 1
Z 0 0 ¢] 0
M.01 1 11 17 20
2 12 19 20
3 11 15 20
M.02 1 8 19 20
2 12 19 20
3 9 19 20
M.,03 1 12 20
2 8 20
3 13 20
M.O4 1 6 19 20
< 5 18 20
3 5 18 20
M.05 1 0 0 0 3
2 ¢] 0 1 5
3 1 1 1 1
M.06 1 11 13 20
2 11 19 20
5 12 19 20
Kontrol 1 0 0] 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
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Tabel Lampiran 3, Sidik Ragam Rancangan Acak
_ Lengkap Uji Toksisitas Bakteri
p.k.p. terhadap Larva P. xylos-
tella. Instar Ketiga Pada Hari
Pertama

Sumber . F
Keragaman Derajat Jumlah  Kuddrat Fhit tab

bebas kuadrat tengah 5% 1%

Perlakuan 56 3420,8889 61,0873 k8.59**

Galat 114 143,3333  1,3573
Total 170 3564,2222

*

“Berbeda sangat nyata pada taraf peluang 1%
Koefisien keragaman 32;55%

Tabel Lampiran 4. Hasil Uji BNT Pada Hari Pertama

Sandi isolat Mortalitas rata-rata
Ka.0l 14 a

n.c2 ' 13 ab

R.18 1z be
Pembanding 1z be

M.06 11 cd
H.01 11 cd
M.03 11 cd
R.O2 10 cd
R,16 _ 10 cd
M.02 . 10 cd
R.05 9 de
Ka.02 . 9 de
T.01 9 de
N.O3 Y Je
R.08 7 ef
T.06 6 g
M.O4 5 T
R.23 5 fi
R.22 & gh
R.13 4 sh
®.07 2 hi

R, 17 2 hi



Tabel Lampiran 4 - Lanjutan

Sandi isolat . Mortalitas rata-rata

ja i

B B s e e Rt R e e e e e e e e Bt e e o e e e Bde fte B B BN e e e pe pe B

Ku.04
R.21
R.19
R.15
N.01
R.10
Ku.03
N.0O5
R.28
T.05
R. 20
R.,12
R.03
T.02
R.06
M.05
R.24
R.2
R.26
R.1l4
Rel27
R.09
Rel1ll
Ku.0l
R.O4
Ku.02
Ku.05
T.03
‘.04
Ka.04
Ka.03
Ka.(5
R.OY
N,O4
Kontrol

COCO0O0OCOOCOOUOOOCOCOOOOOOOHHFHHFHREHFI
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Tabel Lampiran 5. Sidik Ragam Rancangan Acak
: . Lengkap UJi Toksisitas Bakteri
p.k.p. terhadap Larva P. xylos-
tella Instar Ketiga Pada Hari

Kedua
Sumber Derajat Jumlah Kuadrat .. Fhit Ftab

1%

keragaman bebas kuadrat tengah

Perlakuan 56 10333,9649 184,5351 117,74
Galat 11y 178,6667 1,5673
Total 170 10512, 6316

*

*
Berbeda sangit nyata pada taraf peluang 1%
Koefisien keragaman 18,25%

Tanel Lampiran 6. Hasil Uji BHT pada Hari Kedua

Sandi isolat Mortzlitas rata-rata
Pembanding 20 a
M.03 20 a
N,02 20 a
M.02 19 ab
M.06 19 ab
Ka.0l 19 ab
M.04 18 abce
R.16 18 abc
R.O7 18 abc
R.02 18 abe
R.18 13 abe
R.05 17 bc
M.01 17 he
Ka.Q2 17 bc
1,19 16 c
T.01 IR de
T.06 . Ly i
H.0% 13 @l
R.22 1z et
R.08 11 £y

Ku.04 Y zh

H
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Tabel Lampiran 6 - Lanjutan

Sandi isolat Mortalitas rata-rata

h

hi
1]
i

R.17
R,13
R.28
N.O4
R.23%
N.01l
R.21
R.15
N.05
R.10
Ku.03
T.05
R.06
R.O7
M.05
R.20
R.12
R.03
T.Q2
Raly
R, 24
R.25
R.26
R.27
R.09
R.11
Ku.01
R.O4
Ku.02
Ku,05
T.03
T.O4
Ka.03
Ka.0O4
Ka,09%
Kontrol

OOOQOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOI—'HHNNE\J-.':"\J'I\D\H'\}G'J

P bt b 0 et 0 0 bt e e b et e e et et e e et e e (e
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