1. METODOLOGI

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobialoglurusan Biologi,
Fakultas Sains dan Teknologi, UIN Maulana Malik atim Malang dan
Laboratorium Mikologi Universitas Brawijaya. Perti@n dilaksanakan pada bulan
April 2014 sampai November 2014.

3.2. Alat dan Bahan
3.2.1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah aawwetri diameter 9 cm,
gunting, pisau, pinset, meghaker, penggaris, jarum ose, tissue steril, bunsentiplas
wrapping, plastik, alumunium foitork borer, hand sprayer, autoclave, laminar air
flow cabinet, object glass, cover glass, tabung Erlenmeyer, mikroskop, timbangan,
gelas ukur, kapas, botol kaca, kamera digital ddw lidentifikasi jamur.
3.2.2.Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalaindeacang hijau, jamur
Cercospora canescens, Alkohol 70%, NaOCI 5%,media Potato Dextrose Agar
(PDA), spirtus, dan aquades steril.

Penggunaan media Potato Dextrose Agar (PDA) dilkkaan media PDA
bersifat selektif terhadap jamur, karbohidrat danyswa yang diambil dari kentang
mendukung pertumbuhan jamur. Media buatan yangndigan dalam isolasi jamur
adalah Potato Dextrose Agar (PDA). Adapun bahan yang diperlukan dalam
pembuatan PDA yaitu kentang (200 gr), dextrosaalg@RO gr), agar (20 gr),
chloramphenicol (2 butir kapsul), dan aguades|stérliter). Kentang dan dextrosa
merupakan sumber nutrisi utama untuk jamur, agaupa&an pemadat dari media

dan chlorampenicol berfungsi untuk mencegah komtasnidari bakteri (antibakteri).



31

3.3. Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalksplerasi dan eksperimen

dengan tahapan sebagai berikut:

1. Eksplorasi jamur endofit dari daun kacang hijaugydrambil dari lahan
tanaman kacang hijau di BALITKABI. Hal ini dilakukadengan
pertimbangan bahwa di daerah tersebut merupakatraséamnaman
kacang hijau.

2. Menguji daya antagonis isolat jamur endofit yangedoleh terhadap
jamur F. oxysporum (penyebab layu Fusarium pada kacang hijau) pada

media PDA. Dengan setiap perlakuan diulang tiga kal

3.4. Pelaksanaan Penelitian
3.4.1.1solas Jamur F. oxysporum

3.4.1.1. Isolas Jamur F. oxysporum

Isolasi jamur F. oxysporum pertama-tama dilakukan dengan cara
mengambil sampel batang yang terkena layu Fusgsaoa kacang hijau yang
didapatkan dari lapang (sesuai dengan gejala yetah tdidapatkan dari
literatur). Isolasi dilakukan dengan cara memotdatang secara melintang
dengan setengah bagian sakit dan setengah badiain Bagian tersebut dicuci
pada air mengalir, NaOCl 5%, Alkohol 70%, Aquadstril 2 kali masing-
masing selama 15 detik. Kemudian potongan batarsghat ditanam pada
media PDA dan diinkubasi sampai patogen tumbuh pastia.
3.4.1.2. Purifikas dan Identifikasi

Setelah jamur tumbuh pada media PDA selanjutnyaijastimurnikan
(purifikasi) dengan cara mengambil jamur dalam émlkdan dipindahkan
kedalam cawan petri lain yang berisi PDA baru sgdendiperoleh biakan
murni jamur patogen. Jamur yang telah dimurnikgpindiahkan kepreparat
untuk dilakukan identifikasi berdasarkan kunciedetenasi menurut Barnett
and Hunter tahun 1998.
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Setelah diperoleh biakan murni kedua perbanyakarjd&. oxysporum

pada media PDA maka dapat digunakan sebagai sumtdarlum untuk uji
antagonis.

3.4.2.Eksplorasi Jamur Endofit
3.4.2.1. Pengambilan Sampel Daun
Pengambilan sampel tanaman untuk proses isolasir j@mdofit yaitu

dilakukan dengan metode diagonal dengan jumlah kamaman. Tanaman
yang diambil daunnya yaitu dua tanaman pada badepan kebun, satu
tanaman bagian tengah kebun, dan dua tanaman degekang kebun. Setiap
helai daun digunakan untuk isolasi jamur endofteah itu daun dimasukkan
kedalam kantung plastik berukuran 1 Kg secaradehpdan diberi label sesuai

urutan pengambilan misalnya daun tanaman pertama.
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Gambar 1. Pengambilan Sampel Jamur Endofit padarLa

Keterangan :

A\ — Tanaman kacang hijau yang akan diambil

—» Lahan kacang hijau

3.4.2.2. Isolasi Jamur Endofit

Isolasi jamur endofit pertama-tama dilakukan dengaia mencuci daun
tanaman kacang hijau yang didapatkan dari lapanda pair mengalir,
selanjutnya disterilkan secara bertahap dengan d@emdam pada larutan

alkohol 70% selama 1 menit, selanjutnya direndacaparutan NaOCI| 5%
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selama 1 menit, langkah selanjutnya yaitu mencaonpel daun tersebut
dengan air steril (aquades) yang diulang sebanyak khli, lalu daun
dikeringkan diatas tissue steril, kemudian sampeindtanaman kacang hijau
dipotong-potong dengan panjang + 1 cm dengan mewdgu gunting steril.
Potongan-potongan daun dtanam pada media PDA dakubasi selama 2-4
hari.
3.4.2.3. Purifikasi

Setiap koloni jamur yang tumbuh pada media kemudidakukan
purifikasi (pemurnian) pada media PDA baru. Penaurmilakukan pada setiap
koloni jamur yang dianggap berbeda berdasarkanategif makroskopis yang
meliputi warna dan bentuk koloni. Masing-masing mdeganisme tersebut
dipisahkan, diambil dengan menggunakan jarum oseaukian ditumbuhkan
lagi pada cawan petri yang telah berisi PDA padi&ia jamur yang tumbuh
masih bercampur dengan jamur lain, dilakukan asi kembali sampai
diperoleh isolat biakan jamur yang murni.
3.4.2.4. Pembuatan Preparat Jamur

Jamur yang telah berhasil dimurnikan pada media E2#nbil dengan
jarum ose kemudian diletakkan padject glass setelah itu ditutup dengan
cover glass. Selanjutnya letakkan preparat pada wadah yang tiéddsi tissue
basah steril dan inkubasi selama 2-3 hari.
3.4.2.5. ldentifikasi

Mikroorganisme yang telah didapat dan dimurnikanpudfikasi)
kemudian diidentifikasi berdasarkan panduan Bawtestt Hunter (1998) dalam
bukunya Illustrated Genere of Imperfect Fungi. Pengamatan makroskopis
meliputi warna, koloni, bentuk pertumbuhan dalanvara petri (konsentris atau
tidak konsentris), warna balik kolonieyerse color) dan pertumbuhan koloni
(cm/hari). Sedangkan pengamatan secara mikroskoplgputi ada tidaknya
septa (sekat) pada hifa, pertumbuhan hifa (bercpladau tidak bercabang),

warna hifa (gelap atau hialin transparan), warnaidia (gelap atau hialin
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transparan), ada tidaknya konidia dan bentuk kanfdulat, lonjong, berantai

atau tidak beraturan).
3.4.3.Uji Antagonisdengan F. oxysporum

Pengujian jamur antagonis dilakukan secara in-vitdengan cara
menumbuhkan isolat jamur patogénoxysporum dengan isolat jamur endofit secara
berhadapan dengan jarak 3 cm pada cawan petriabggter 9 cm yang telah berisi
media PDA. Tujuan dari percobaan pada tahap inlahdantuk melihat adanya
penghambatan serta besarnya hambatan yang dilakjakeumr endofit terhadap
pertumbuhan jamu¥. oxysporum pada media PDA.

Inokulasi jamur endofit dan jamur patogenoxysporum dilakukan bersamaan,
biakan uji antagonis diinkubasi pada suhu kamar3@8) sampai dengan jamur
patogen tumbuh memenuhi cawan petri. Jumlah peatakyang dilakukan uji

antagonis sebanyak jamur endofit yang ditemukagalenlangan sebanyak tiga kali.

Gambar 2. Cara pengukuran penghambatan jamur
Keterangan :

R1 = Jari-jari koloni jamurF. oxysporum yang tumbuh kearah berlawanan
dengan tempat jamur endofit

R2 = Jari-jari koloni jamuF. oxysporum yang tumbuh ke arah jamur endofit.

E Jamur Endofit

C Jamur patogefa. oxysporum
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Penghambatan pertumbuhan jankuroxysporum oleh jamur endofit dihitung
berdasarkan rumus yang diadaptasikan dari rumug gikemukakan oleh Fokkema
(1973dalam Skidmore, 1976) yaitu:

R1 —R2

[ = X 1009
R1 %

Keterangan:

| = persentase hambatan,

R1

jari-jari koloni jamurF. oxysporum yang tumbuh kearah berlawanan
dengan tempat jamur endofit, dan

R2

jari-jari koloni jamuiF. oxysporum yang tumbuh ke arah jamur endofit.
3.5. AnalissData
Metode analisis yang digunakan pada perlakuan a@caitro adalah analisis

ragam (Anova) dan apabila terdapat perbedaan pet@kuan, akan dilanjutkan
dengan menggunakan uji Duncan.



