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ABSTRAK

Crysolina coerulans atau kumbang biru metalik merupakan salah satu
hama yang sering ditemukan di lahan pertanian yang ditanami kedelai. Hama ini
seringkali menimbulkan kerusakan pada daun kedelai karena akan melubangi daun
kedelai yang diserang. Penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh dari
penerapan biopestisida berbahan aktif mikroba yaitu virus Spodoptera litura
nuclear  polyhedrosis virus, jamur Lecansium lecani serta bahan nabati berupa
ekstrak biji mimba terhadap struktur histologis hama di lahan kedelai. Biopestisida
ini diketahui dapat mengendalikan beberapa hama yang terdapat di lahan kedelai.
Salah satu dari hama yang terpengaruh biopestisida tersebut adalah Crysolina
coerulans. Efek dari penggunaan biopestisida tersebut terhadap kumbang biru
metalik ini diamati secara histopatologis. Kumbang biru metalik yang ditemukan
pada lahan kedelai yang telah diaplikasi biopestisida dipotong secara melintang
pada bagian midgutnya. Potongan melintang midgut dipreparasi dengan metode
parafin seri. Potongan midgut mempunyai ketebalan 4 pm dan diwarnai dengan
Hematoksilin-Eosin. Hasil studi histopatologis dari midgut kumbang biru metalik
menunjukkan adanya PIB (Polyhedra inclution bodies) dari SpItMNPV di lumen
midgut dan spora L. lecanii yang sedang berkecambah terlihat di dekat sel otot. Dari
data tersebut dapat disimpulkan bahwa SpItMNPV maupun jamur L. lecanii dapat
menginfeksi Crysolina coerulans atau kumbang biru metalik.
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PENDAHULUAN

Crysolina coerulans atau kumbang biru metalik tergolong ordo Coleoptera, family
Chrysomelidae. Kumbang ini termasuk hama tanaman dengan cara memakan daunnya
(fitofag) hingga memunculkan bekas berupa lubang kecil kecil. Chrysolina coerulans yang
ditemukan memakan daun mint di Inggris (Salisbury, 2012), hama ini juga menyerang
daun tanaman kedelei.

Bioinsektisida mikroba yang di mix dengan bioinsetisida nabati sedang digalakkan
untuk diterapkan oleh petani sebagi alternative insktisida kimia yang relatif tidak
berpengaruh terhadap keseimbangan lingkungan. Salah satu bioinsektisida dengan bahan
dasar mikroba seperti virus yang sedang dikembangkan untuk mengendalikan hama
adalah Sp/tMNPV (Spodoptera litura multiple nucleopolyhedrosis virus) juga terdapat
mikroba lain yaitu jamur Lecanisium lecani serta bahan nabati berupa ekstrak biji mimba.
Berdasarkan penelitian Asri dan Isnawati (2005) Sp/fMNPV pada konsentrasi 10° PIBs/
ml (Polyhedra inclution bodies/ml) efektif mengendalikan S. /itura dengan mortalitas 80
—90% di laboratorium dan konsentrasi 107 PIBs/ml di greenhouse (Asri, 2004). Penelitian
Prayogo (2010) menunjukkan bahwa L. lecanii dapat menginfeksi kepik coklat pada stadia
telur dengan keerhasilan menetas berkisar 10%. Pada kerapatan konidia 2,25 x10%/ml.
Biji mimba (Azadirachta indica A. Juss; Mileaceae), merupakan salah satu sumber bahan
pestisida nabati yang dapat dimanfaatkan untuk pengendalian hama karena ekstraknya
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mengandung senyawa aktif metabolit sekunder seperti azadiraktin, salanin, meliantriol,
nimbin dan nimbidin. Azadirachtin berperan sebagai ecdyson blocker suatu senyawa yang
dapat menghambat kerja hormon ecdyson yang berfungsi dalam proses metamorfosa
serangga, sehingga serangga akan terganggu pada proses pergantian kulit, proses perubahan
dari telur menjadi larva, atau dari larva menjadi kepompong atau dari kepompong menjadi
dewasa. Biasanya kegagalan dalam proses ini seringkali mengakibatkan kematian (Ruskin,
1993).

Histopatologi dari hama C. coerulans atau kumbang biru metalik yang ada pada
lahan tanaman kedelai teraplikasi dengan biopestisida mikroba dan nabati belum banyak
di teliti. Informasi tentang Histopatologi ini perlu karena untuk mengetahui apakah
biopestisida yang digunakan dapat digunakan juga untuk megendalikan hama lain yang ada
di ekosistem kedelei, mengingat bioinsektisida ini mengandung virus yang spesifik
target.

METODE
Pembuatan preparat Histologis

Penelitian ini merupakan penelitian observasional. Observasi dilakukan pada
slide histologis dari potongan melintang midgut kumbang biru metalik yang ditemukan
pada lahan kedelai yang diaplikasi dengan biopestisida virus Sp/tMNPV, jamur serangga
Lecanisium lecani dan ekstrak biji buah mimba. Biopestisida mikroba dan nabati yang
digunakan diformulasi dengan senyawa foto-protectan Kaolin dan Ethyl-P- metoksinamat.
Formula Sp/tMNPV : Lecanisium lecani : Ekstak biji mimba yang ditambah 2 foto-
protektan yaitu kaolin dan EPMS 15%, pada perbandinganl:1:1:4:15% (Ratnasari, dkk,
2016) . Komposisi Suspensi Sp/tMNPV dengan dosis 2,7 x 10° PIBs/ml sebanyak 8,3 ml
(Arifin,1992) sedangkan konsentrasi spora jamurnya sebanyak 10® konidia/ml dengan
volume 8,3 ml dan volume ekstrak daun mimbanya sebanyak 8,3 ml (Wawancara dengan
staff di Balai Proteksi Tanaman Pangan dan Hortikultura Dinas Pertanian Provinsi Jawa
Timur di Mojokerto, 2016) dengan konsentrasi 20 g./1 (Aradila, 2009)

Preparat histologis dibuat dengan menggunakan metode parafin seri
yang dimodifikasi (Thamrin, ef al, 2012). Crysolina coerulans atau kumbang biru metalik
yang ditemukan pada lahan kedelai teraplikasi biopestisda mikroba dan nabati di
midgutnya dipotong melintang. Potongan midgut tersebut direndam dalam etanol 70%
minimal 24 jam. potongan midgut kumbang biru metalik di dehidrasi dengan larutan
alkohol seri 70% ( 4 - 20 menit), 80% (2 - 20 menit), 96% (1 — 20 menit) dan alkohol
absolute (1- 20menit). Selanjutnya midgut dic/earing dengan senyawa eugenol selama 24
jam. Sampel diletakkan dalam paraffin sampai beku dan dilakukan Embeding, Triming
serta Cutting berukuran 4 mikron. Potongan midgut yang bagus dan utuh ditempelkan
pada kaca benda berperekat Meyer albumin. Selanjutnya sampel direndam dalam
xylol + KI 1%, 15 menit, xylol absolute (15 menit), alkohol seri (alkohol absolute,
96%, 80%,70% masing masing selama 5 menit) sebelum pewarnaan Haematoksilin-
Eosin dilakukan. Proses Staining dilakukan menggunakan Hematoksilin 10 menit, air
mengalir 5 menit, etanol 70% 100 ml dan HCL 5 tetes selama 10 detik, serta akuades
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selama 5 menit. Di warnai lagi dengan eosin, dicuci akuadest dan direndam dalam
alkohol Seri (ethanol 70%, 80%, 96%, alkohol absolute), xylol 1 masing-masing 5
menit dan xylol 2 minimal 20 -30 menit. Di tutup dengan cover glass dan dilem dengan
entelan.

Observasi Jaringan dan Organ Crysolina coerulans atau kumbang biru metalik

Preparat parafin seri yang didapatkan dilakukan pengamatan dengan menggunakan
mikroskop Cahaya perbesaran 400 sampai 1000 kali, data dianalisis secara
deskripstif. Pengamatan sel/jaringan/organ terinfeksi dilakukan pada midgut dengan
jaringan/organ yang diamati adalah sel epithel midgut, sel lemak. Sel sel otot, sel
syaraf, trachea dan pembuluh darah. Penentuan sel/jaringan/organ terinfeksi didasarkan
pada ditemukannya polyhedra inclution bodies dari Sp/tMNPV  dan spora/hifa
Lecanisium lecani disetiap sel/jaringan/organ tersebut.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil observasi berupa histopatogis midgut C. coerulans (kumbang biru
metalik ) menunjukkan adanya perbedaan struktur histologis midgut antara kumbang biru
metalik yang tidak terinfeksi dan yang terinfeksi. Pada kontrol semua organ (lumen dan
sel epithel midgut) masih dalam keadaan bersih dari virus atau jamur dan utuh (Tabel 1).

Tabel 1. Histopatologi potongan melintang midgut C. coerulans (kumbang
biru metalik) pada lahan kedelai control dan teraplikasi biopestisda mikroba
dan nabati.

. Kontral La.hal.n Tergplikasi
No Sel/Taringan/Organ vang Biopestisida
diamat PIB Spora PIB Spora
SpIMNPV L Jecami SpIMNPV L. lecani
1. Lumen Midgut - - - -
2. Membrane Peritrofik - - -
3. Ephitel Midgut - - +
4 Trachea - - -
5. Pembuluh Darah
6. Sel syaraf
7. Jarinagn Otot - - - +
8 Sellemak - - -
9. Kutkula - - - -
Keterangan:

- =tidak terilhat PIB SpItMNPYV dan hifa jamur Lecanisium lecani,
+ = terilhat PIB Sp/fMNPV dan hifa jamur Lecanisium lecani

Gambaran histopatologis dari sel/jaringan/organ C. coerulans (kumbang biru
metalik) yang ditemukan di lahan kontrol dan lahan yang teraplikasi biopestisida. Berikut
adalah gambar histologis dari jaringan/organ hama kumbang biru metalik yang terinfeksi
dan yang tidak terinfeksi virus maupun jamur (Gambar 1).

Berdasarkan gambaran histopatologis (Gambar 1), terlihat adanya PIB (Polyhedra
inclution bodies) SpltMNPV pada berbagai organ C. coerulans. Organ C. coerulans yang
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tidak terinfeksi oleh Sp/tMNPV adalah trachea, pembuluh darah, sel epithel midgut, sel
lemak/fat body, dan sel syaraf. Dan organ yang terinfeksi adalah lumen midgut dan sel
otot.

Gambar 1. (A) Crysolina coerulans sedang di daun kedelai (B) penampang
melintang midgut perbesaran 40x, (C) midgut perbesaran 400x (D) lumen
midgut perbesaran 400x (E) Spora L. lecani di lumen midgut perbesaran
400x (F) pembuluh darah perbesaran 400x (G) Spora berkecambah ke
otot perbesaran 400x dan (H) sel lemak yang rusak oleh ekstrak biji
mimba perbesaran 400x.

Midgut mempunyai cairan lumen, membran peritrofik, dan lapisan epithel. Pada
Lumen midgut C. coerulans terlihat telah terinfekasi oleh Sp/fMNPV karena di dalamnya
terlihat adanya PIB Sp/tMNPV. Lumen Midgut berisi cairan yang berada di tengah midgut.
Lumen ini diselubungi oleh sel epithel yaitu sel di midgut yang pertama kali diserang
oleh Sp/tMNPV. Lumen ini potensial ditemukannya PIB virus. Hal ini disebabkan lumen
ini berhubungan dengan saluran pencernaan, yang dimulai dari mulut serangga.
Apabila kumbang ini memakan daun kedele yang terlah disemprot dengan
bioinsektisida virus maka PIB dari Sp//MNPV akan dengan mudah masuk ke dalam
lumennya. Hal ini sesuai dengan gambar histomikrograp yang diperoleh dari Prasad dan
Yogita (2006) bahwa SINPV pertama kali masuk saluran pencernaan adalah menuju lumen
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midgut kemudian merusak membran peritrofik, membran basal, lapisan epithel,
menyebar ke fat body dan sel otot. Di dalam lumen polyhedra Sp//MNPV akan pecah
oleh kondisi alkalis. pH midgut (saluran pencernaan tengah) serangga biasanya berkisar
antara 6,0-8,0 dan pada larva Lepidoptera, kisaran pH umumnya 8,0-10,0 (Batubara,
2002). Selanjutnya multiplenucleocapsid (MNPV) keluar, dan MNPV menyerang
sel epithel midgut.. MNPV mempunyai enzim endopeptidase/ metalloproteinase/
enhancins yang bertugas mencerna musin, salah satu komponen dari membran
peritrofik, sehingga membran peritrofik bisa hancur (Rohrmann, 2008). MNPV
selanjutnya masuk ke dalam membran basal midgut, kemudian menyerang sel epithel
yang terdiri atas 3 macam sel yaitu sel kolumner, sel goblet dan stem sel (Garcia et al,
2001; Hakim et al, 2009). Sel epithel ini akan hancur dan Sp/fMNPV akan menyebar ke
sel epithel yang ada pada organ disekitar midgut serangga seperti sel lemak dan sel otot.

Spora jamur yang berada pada biopestisda setelah masuk menuju lumen midgut
maka sporanya akan menyebar dan menyerang sel otot . sel otot terdapat di bagian dorsal
dan ventral dari midgut C. Coerulans . Pada sel otot terlihat adanya spora dari Lecanisium
lecani yang sedang berkecambah. Spora ini dapat berkembang di sel otot karena sel ini
dekat dengan midgut. Terdapat 2 jenis otot yaitu Otot longitudinal dan Otot melingkar
yang telah berkembang dan berfungsi menggerakkan makanan menuju saluran pencernaan
bagian belakang (Batubara, 2022 ). Sel otot ini kaya nutrisi karena lokasinya dekat dengan
saluran yang membawa makanan serangga. Hal ini yang menyebabkan spora jamur L.
lecanii dapat berkecambah dengan baik karena semua senyawa yang diperlukan untuk
perkecambahan seperti air, dan nutrisi tersedia.

KESIMPULAN

Crysolina coerulans yang terinfeksi Sp/tMNPV hasil perbanyakan secara in vitro,
secara histopatologis memperlihatkan adanya Polyhedra incluition bodies SpltMNPV di
lumen midgut dan terdapat spora yang sedang berkecambah di lumen midgut. Sedangkan
organ yang tidak ditemukan adanya PIB san spora L. lecanii adalah membrane peritrofik,
ephitel midgut, trachea, pembuluh darah, dan sel syaraf.
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