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ABSTRACT

Susceptibility of the armyworm, Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) to nucleopolyhedrovirus
was evaluated using droplet feeding methods. S. litura was originally collected from the field in Bantul and has been
reared continuously in the laboratory using artificial diet. The tested instars were exposed a series concentration of
nucleopolyhedrovirus (2x10°, 2x 10%, 2x 10°, 2x 10, 2x 1V, 2x 105, 2x 10° PIB/ml) which were added with Tinopal
0,5% and 1%. The result indicated that the larval mortality of 3", 4™, and 5" instars Tinopal, significantly different with
the addition of 1% Tinopal. This addition increased the effectiveness of NPV for 235, 25117, and 6.6 million fold. The
observation of the larval midgut which was treated by Tinopal, showed that Tinopal physically disrupt the peritrophic
membrane. Therefore, it can be suggested that the Tinopal facilitates the entry of NPV to the host insect.
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INTISARI

Kepekaan larva instar 3, 4, dan 5 ulat grayak, Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae), terhadap
nucleopolyhedrovirus diuji dengan metode droplet feeding. Larva berasal dari lapangan yang dikembangbiakkan di
laboratorium dengan pakan buatan. Larva S. /itura yang diuji diperlakukan dengan berbagai konsentrasi SINPV (2x10°,
2x10%, 2x10%, 2x10°, 2x107, 2x108, 2x10° PIB/ml) yang ditambahkan Tinopal (0,5% dan 1%). Hasil penelitian me-
nunjukkan bahwa dengan penambahan Tinopal 1% berpengaruh signifikan terhadap kematian larva S. litura instar 3,
4, dan 5. Penambahan Tinopal pada larva instar 3, 4, dan 5 dapat meningkatkan efektivitas NPV sebesar 235, 24177,
dan 6,6 juta kali. Pengamatan pada usus tengah larva yang diperlakukan dengan Tinopal, menunjukkan bahwa Tinopal
secara fisik merusak membran peritropik sehingga diduga membantu masuknya virus ke dalam tubuh inangnya.

Kata kunci: nucleopolyhedrovirus, patogenisitas, S. litura, Tinopal

PENGANTAR dengan memanfaatkan predator, parasitoid, dan
menggunakan patogen (bakteri, fungi, dan virus)
bahkan telah dicoba dengan menggunakan varietas
tahan. Di India, S. /itura dilaporkan telah resisten
terhadap beberapa jenis pestisida seperti karbamat
dan organofosfat, dengan rasio ketahanan 10-30
kali (Kranthi et al., 2001). Selain itu, Ahmad et al.
(2007) juga melaporkan bahwa S. litura telah
resisten terhadap deltametrin dengan rasio keta-
hanan 63 kali.

S. litura secara alami sangat peka terhadap
nucleopolyhedrovirus (NPV) (Hunter-Fujita et al.,
1998). Kepekaan tertinggi terhadap NPV dapat
menyebabkan kematian hingga 100% pada larva
instar 2 (Pant et al., 2002). Nucleopolyhedrovirus
telah berkembang menjadi bioinsektisida dan efek-
tif digunakan untuk mengendalikan S. litura yang
menyerang tanaman sayuran, kapas, padi, dan
kacang-kacangan di Cina, India, Taiwan (Moscardi,
1999; Bedjo, 2005). Pemanfaatan NPV di lapangan

Ulat grayak (S. /itura F.) merupakan salah satu
hama penting pada tanaman pertanian di wilayah
Asia. Hama ini bersifat polifagus dengan merusak
daun, umbi, maupun akar. Di antara spesies tanam-
an utama di daerah tropis yang diserang antara lain
padi, kedelai, jagung, kacang tanah, kapas, tem-
bakau, teh, kopi, cokelat, kentang, kubis, tomat,
cabai, ubi kayu, ubi jalar, talas, dan juga tanaman
hias seperti bunga matahari, lili, dan mawar (CABI,
2005). Dari tahun 1986—1990 luas serangan ulat
grayak mencapai 34.450 ha, dan terjadi hampir di
seluruh provinsi di Indonesia kecuali DKI Jakarta
dan Timor Timur, dan bila kerusakan daun menca-
pai 100%, maka kehilangan hasil bisa mencapai
lebih dari 80%, bahkan dapat menyebabkan kega-
galan panen/puso (Anonim, 1992).

Pengendalian hama ini telah dilakukan baik
dengan aplikasi pestisida, maupun secara biologis
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banyak menemui kendala, di antaranya peka ter-
hadap paparan sinar ultraviolet dan kurang efektif
terhadap larva tua. Untuk itu perlu adanya penam-
bahan bahan yang mampu melindungi NPV dari pa-
paran sinar ultraviolet. Informasi mengenai bahan
yang mampu mengatasi kendala tersebut belum
banyak dilaporkan.

Salah satu upaya untuk mengatasi kepekaan ter-
hadap paparan sinar ultraviolet, yakni dengan pe-
nambahan senyawa kimia berupa Tinopal. Menurut
beberapa laporan, penambahan Tinopal tidak hanya
mampu melindungi NPV dari paparan sinar ultra-
violet, namun juga meningkatkan efektivitasnya
dalam membunuh S. /itura (Kunimi et al., 2003 &
Mukawa et al., 2003).

Tinopal UNPA-GX merupakan senyawa kimia
dari jenis fluoresen dengan nama dagang
Fluorescent Brightener 28 (Sigma, St. Louis, MO)
dengan rumus kimia C,yH44N,0,,S, dan banyak
dimanfaatkan dalam berbagai keperluan industri se-
bagai “whitening agent” pada industri tekstil, ker-
tas, bahan campuran detergen, dan sabun. Beberapa
laporan menunjukkan bahwa penambahan senyawa
kimia dari jenis fluoresen ini diketahui dapat: melin-
dungi virus dari paparan sinar ultraviolet, me-
ningkatkan kerentanan hama Lepidoptera terhadap
infeksi virus, mengurangi waktu bertahan larva, dan
memperpanjang host range dari virus (Hamm &
Shapiro, 1992; Shapiro & Robertson, 1992; Shapiro
& Dougherty, 1994; Shapiro & Vaughn, 1995).

BAHAN DAN METODE

Virus. Isolat virus yang digunakan berasal dari
kadaver S. litura yang ditemukan pada pertanaman
bawang merah di daerah Bantul, Yogyakarta. Isolat
NPV sebelum digunakan dimurnikan dahulu
dengan metode differential sentrifugation. Konsen-
trasi NPV yang digunakan meliputi 2x10°, 2x10%,
2x10%, 2x106, 2x107, 2x10%, 2x10° PIB/ml.
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Serangga. Larva S. litura yang digunakan ber-
asal dari daerah Bantul, Yogyakarta dan dipelihara
pada suhu 27°C dalam wadah plastik berukuran
20 cmx15 cm. Untuk perlakuan, instar yang digu-
nakan adalah instar 3, 4, dan 5 sebanyak 30 ekor
tiap perlakuan.

Bioassay. Untuk mengetahui pengaruh terhadap
kematian maka dilakukan bioassay antara lain uji
patogenisitas, uji kebalikan (resiprok), uji pengaruh
residu. Bioassay menggunakan metode droplet feed-
ing (Hughes & Wood, 1981; Hughes et al., 1986)
dan volume yang diberikan berbeda pada masing-
masing instar yang diuji. Instar 3, volume yang
diberikan 3 pl; instar 4 sebanyak 5 pl, dan instar 5
sebanyak 10 pl. Senyawa kimia Tinopal yang digu-
nakan sebagai perlakuan meliputi dosis 1%; 0,5%;
0,25%; dan 0,125%%, selain NPV dan Tinopal yang
digunakan sebagai bahan perlakuan, ditambahkan
pula pewarna dan sukrosa.

Analisis data. Data kematian yang diperoleh di-
analisis dengan analisis probit untuk mengetahui
LC50 (Finney, 1971; 1978), dan anova untuk
mengetahui beda nyata antar perlakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Tinopal terhadap Patogenisitas NPV
pada S. litura

Hasil uji patogenisitas menunjukkan bahwa pe-
nambahan Tinopal berpengaruh terhadap pening-
katan persentase kematian larva S. /itura instar 3, 4,
dan 5 dibandingkan dengan perlakuan yang hanya
menggunakan NPV. Persentase kematian tertinggi
larva S. litura instar 3 yang diperlakukan tanpa pe-
nambahan Tinopal sebesar 70% dicapai pada kon-
sentrasi NPV 2x10® PIB/ml (Tabel 1), sedangkan
pada perlakuan penambahan Tinopal 0,5% dan 1%
persentase kematian tertinggi dicapai pada konsen-
trasi NPV 2x10° PIB/ml yang ditambahkan Tinopal
0,5%. Penambahan Tinopal 0,5% sudah cukup

Tabel 1. Mortalitas larva Spodoptera litura instar 3 yang diperlakukan dengan beberapa konsentrasi NPV

Konsentrasi NPV (PIB/ml)

Jumlah larva uji (ekor)

Mortalitas (%)

Kontrol
2x103
2x10°
2x107
2x108

30
30
30

30
30

0,00 a
0,00 a
6,67b
26,67 b
70,00 ¢

Keterangan:
Volume yang diberikan 3 pl/larva.

Rata-rata pada kolom yang dikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada tingkat kepercayaan 95% berdasarkan

uji DMRT.
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untuk mengendalikan instar 3 (Tabel 2). Hal ini penambahan Tinopal 1% pada beberapa konsentrasi
diduga bahwa instar 3 lebih peka terhadap infeksi ~ NPV yang diaplikasikan pada instar 5 menunjukkan

SINPV dibanding instar 4 dan 5. pengaruh yang nyata dibandingkan dengan tanpa
Penambahan Tinopal 1% pada beberapa kon- ~ penambahan. Konsentrasi NPV 2x10° PIM/ml
sentrasi NPV yang diaplikasikan pada instar 4 me-  dengan penambahan Tinopal 1% mampu mengen-

nunjukkan pengaruh yang nyata dibandingkan  dalikan 86,67% larva instar 5 (Tabel 6 dan 7). Hal
dengan tanpa penambahan. Konsentrasi NPV 2x10*  ini diduga karena penambahan Tinopal 1% mampu
PIB/ml dengan penambahan Tinopal 1% sudah mematahkan ketahanan larva instar 5 tersebut.

mampu mengendalikan 50% larva instar 4 (Tabel 3, Berdasarkan data hasil, penambahan Tinopal
4, dan 5). Seiring dengan pertambahan umur larva 0,5% pada beberapa konsentrasi NPV yang diper-
S. litura, instar 5 sudah mengalami perkembangan  lakukan pada instar 4, dan 5 dibandingkan dengan
ketahanan terhadap serangan mikroorganisme  kontrol pada masing-masing instar, pengaruh
seperti NPV sehingga dimungkinkan kematian pada ~ Tinopal tidak tampak ditunjukkan dengan persen-
umur instar 5 menurun, namun pada kenyataannya tase kematian larva kurang dari 50%, namun pada

Tabel 2. Mortalitas larva Spodoptera litura instar 3 yang diperlakukan dengan beberapa konsentrasi NPV
dengan penambahan Tinopal 0,5 dan 1%

Konsentrasi NPV Jumlah larva uji Mortalitas
(PIB/ml) (ekor) 0,5% 0,1%
Kontrol 30 0,00 a 0,00 a
2x103 30 13,33 b 36,67 b
2x10* 30 40,00 b 30,00 b
2x10° 30 26,67 ab 36,67 ab
2x10° 30 60,00 b 73,33 b
Keterangan:

Volume yang diberikan 3 pl/larva.
Rata-rata pada kolom yang dikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada tingkat kepercayaan 95% berdasarkan
uji DMRT.

Tabel 3. Mortalitas larva Spodoptera litura instar 4 yang diperlakukan dengan beberapa konsentrasi NPV

Konsentrasi NPV (PIB/ml) Jumlah larva uji (ekor) Mortalitas (%)
Kontrol 30 0,00 a
2x10°0 30 0,00 abc
2x107 30 13,33 ¢
2x108 30 43,33 be
2x10° 30 56,67 ¢

Keterangan:

Volume yang diberikan 5 pl/larva.
Rata-rata pada kolom yang dikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada tingkat kepercayaan 95% berdasarkan
uji DMRT.

Tabel 4. Mortalitas larva Spodoptera litura instar 4 yang diperlakukan dengan beberapa konsentrasi NPV
dengan penambahan Tinopal 0,5%

Konsentrasi NPV (PIB/ml) Jumlah larva uji (ekor) Mortalitas (%)
Kontrol 30 0,00 a
2x103 30 6,67 ab
2x10* 30 10,00 abc
2x10° 30 13,33 abc
2x10° 30 20,00 abc

Keterangan:

Volume yang diberikan 5 pl/larva.
Rata-rata pada kolom yang dikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada tingkat kepercayaan 95% berdasarkan
uji DMRT.
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instar 3 dibandingkan dengan kontrol pengaruh
Tinopal tampak jelas ditunjukkan dengan persen-
tase kematian larva lebih dari 50% (Tabel 8).

Menurut Hughes et al. (1993), tidak semua
baculovirus menyebabkan kematian, namun diduga
pengaruhnya masih ada pada pertumbuhan, dan
perkembangan larva. Boucias & Pendland (1998)
menyatakan bahwa infeksi NPV dapat memperlam-
bat perkembangan, dan mencegah molting dari
larva ke pupa. Hal ini berkaitan dengan ditemukan-
nya gen yang mengandung egt yang merupakan
kode bagi ecdysteroid UDP-glucosyl transferase
(egt; O’Reilley & Miller, 1998). Ekspresi dari gen
egt menghambat proses molting, dan memelihara
inang dalam stadia larva. Bagaimanapun, ekspresi
gen egt mengubabh titer ecdysone serta mengganggu
molting larva dan pupa.

Penambahan Tinopal 1% pada SINPV yang di-
aplikasikan pada instar 3, 4, dan 5 memacu aktivi-
tas NPV sebesar 235, 25.117, dan 6,6x10° kali
dibanding tanpa penambahan Tinopal (Tabel 8).
Rasio aktivitas instar 5 lebih tinggi dibanding instar
3 dan 4, hal ini diduga bahwa aktivitas Tinopal
bergantung pada umur larva. Menurut Monobrullah
& Nagata (2001), penambahan optical brightener
konsentrasi 1% pada SINPV tidak hanya meningkat-
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kan kematian larva S. [itura, tetapi juga memper-
cepat kematian larva.

Nilai LC50 instar 4 dan 5 pada perlakuan NPV
tanpa penambahan Tinopal menunjukkan hasil yang
tidak berbeda nyata dengan instar 3. Tidak adanya
perbedaan yang nyata antara instar 4 dan 5 pada per-
lakuan NPV tanpa penambahan Tinopal menun-
jukkan bahwa konsentrasi NPV yang digunakan
pada instar 4 masih efektif untuk digunakan pada
instar 5. Penambahan Tinopal 0,5 dan 1% tidak
berbeda nyata dengan perlakuan tanpa penambahan
Tinopal (Tabel 9).

Berdasarkan hasil uji kebalikan yang dilakukan
terhadap larva S. litura instar 3, 4, dan 5 menun-
jukkan tidak ada perbedaan yang nyata di antara
dosis yang diuji namun dosis Tinopal 1% menun-
jukkan persentase kematian yang lebih tinggi
dibanding dosis di bawahnya (Tabel 9).

Mekanisme Kerja Tinopal

Penambahan Tinopal 1% dalam suspensi SINPV
ternyata mampu meningkatkan persentase kematian
larva S. litura instar 3, 4, dan 5 dibanding tanpa
penambahan Tinopal. Hal ini diduga bahwa Tinopal
berpengaruh nyata dalam membantu infeksi SINPV
pada larva S. [litura yakni bertindak sebagai

Tabel 5. Mortalitas larva Spodoptera litura instar 4 yang diperlakukan dengan beberapa konsentrasi NPV

dengan penambahan Tinopal 1%

Konsentrasi NPV (PIB/ml)

Jumlah larva uji (ekor)

Mortalitas (%)

Kontrol
2x104
2x10°
2x10°
2x107

30
30
30

30
30

0,00 a
50,00 abc
63,33 abc
76,67 abc
9333 ¢

Keterangan:
Volume yang diberikan 5 pl/larva.

Rata-rata pada kolom yang dikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada tingkat kepercayaan 95% berdasarkan

uji DMRT.

Tabel 6. Mortalitas larva Spodoptera litura instar 5 yang diperlakukan dengan beberapa konsentrasi NPV

Konsentrasi NPV (PIB/ml) Jumlah larva uji (ekor) Mortalitas (%)
Kontrol 30 0,00 a
2x10° 30 16,67 ab
2x107 30 16,67 ab
2x108 30 26,67 ab
2x10° 30 50,00 b

Keterangan:
Volume yang diberikan 10 pl/larva

Rata-rata pada kolom yang dikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada tingkat kepercayaan 95% berdasarkan

uji DMRT.
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Tabel 7. Mortalitas larva Spodoptera litura instar 5 yang diperlakukan dengan beberapa konsentrasi NPV
dengan penambahan Tinopal 0,5 dan 1%

Konsentrasi NPV Jumlah larva uji Mortalitas
(PIB/ml) (ekor) 0,5% 0,1%
Kontrol 30 0,00 a 0,00 a
2x10° 30 20,00 b 86,67 b
2x10* 30 10,00 ab 73,33 ab
2x10° 30 13,33 b 90,00 b
2x108 30 16,67 ab 93,33 ab
Keterangan:

Volume yang diberikan 10 pl/larva.
Rata-rata pada kolom yang dikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada tingkat kepercayaan 95% berdasarkan

uji DMRT.

Tabel 8. Tingkat kepekaan larva Spodoptera litura instar 3, 4, dan 5 yang diperlakukan dengan beberapa
konsentrasi NPV dengan dan atau tanpa penambahan Tinopal

Instar  perjakuan Tinopal LC50 (SK 95%) PIB/ml Slope £SE c? Rasio Aktivitas

Tanpa 6,73x107 (3,51x107-1,61x10%) 1,067 = 0,195 0,312 -

3 Dengan 1 % 2,86x10° (8,65x10%*-1,34x10°) 0,407 £0,114 1,693 235 kali
Dengan 0,5% 3,09x10° (6,45x10*-6,33x10°) 0,695 £ 0,201 0,979 217 kali
Tanpa 7,04x108 (3,03x108-2,57x10°) 0,753 £ 0,148 2,624 -

4 Dengan 1% 2,80x10%* (1,16x10%-1,11x10%) 0,461 £0,121 0,664 25117 kali
Dengan 0,5% > 2x10°
Tanpa 4,80x10° (6,09%103-1,58%10"3) 0,340 £ 0,114 1,504 -

5 Dengan 1% 7,28x10% (5,33x102°-1,07x10%) 0,466 £ 0,216 0,333 6,6x10° kali
Dengan 0,5% <2x10*

Keterangan:

Rasio aktivitas = LC50 (tanpa Tinopal) / LC50 (dengan Tinopal); c¢* tabel = 9,49.

Tabel 9. Mortalitas larva Spodoptera litura instar 3, 4, dan 5 yang diperlakukan dengan beberapa

konsentrasi Tinopal

Perlakuan

Mortalitas (%)

Instar 3 Instar 4 Instar 5
NPV 10,00 a 6,67 ab 10,00 a
Aquades 0,00 a 0,00 a 0,00 a
Tinopal 1% 0,00 a 0,00 a 333a
1% 16,67 a 33,33d 40,00 ¢
0,50% 6,67 a 23,33 cd 13,33 b
0,25% 6,67 a 13,33 be 6,67 b
0,125% 10,00 a 3,33 ab 0,00 a

Keterangan:

Konsentrasi NPV yang digunakan 2x10* PIB/ml (untuk instar 3) dan 2x10° PIB/ml (untuk instar 4 dan 5)
Volume yang diberikan 3 ul/larva (instar 3), 5 pl/larva (instar 4), dan 10 pl/larva (instar 5).

fasilitator bagi masuknya virus ke dalam usus
(midgut) larva dengan merusak membran peritropik.
Mukawa et al. (2003) menyatakan bahwa penam-
bahan Tinopal 1% ke dalam MyseNPV mampu
meningkatkan aktivitas virus sebesar 3,933 kali.
Berdasarkan bukti yang ditemukan, Mukawa et al.
(2003) menduga bahwa Tinopal terlibat dalam
perubahan permeabilitas membran peritropik yakni

dengan cara mengikat kitin dengan konfigurasi beta,
sehingga menghambat terjadinya proses kristalisasi
kitin, dan memudahkan S/INPV untuk masuk ke
usus, dan menginfeksi larva. Kerusakan membran
peritropik lebih banyak karena masuknya sejumlah
besar virion ke dalam ektoperitropik, menyerang
sel-sel yang peka, dan memperbanyak diri (Mono-
brullah & Nagata, 2001).
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Tabel 10. Mortalitas larva Spodoptera litura instar 5 yang diperlakukan dengan beberapa waktu pemberian

Tinopal
Perlakuan (menit) Jumlah larva uji (ekor) Mortalitas (%)
Kontrol 15 0,00
0 15 0,00
30 15 20,00
60 15 13,33
120 15 60,00
360 15 66,67
Keterangan:

Konsentrasi NPV yang diberikan 2x10* PIB/ml; volume yang diberikan 10 pl/larva.

Pengaruh Tinopal pada larva S. litura tidak ha-
nya ketika diaplikasikan bersamaan dengan NPV,
namun juga pengaruhnya masih tampak pada residu
yang tertinggal di dalam usus larva yakni apabila
larva diaplikasikan NPV pada waktu yang berbeda,
maka masih dapat menimbulkan kematian. Pada
360 menit atau 6 jam setelah pemberian Tinopal,
NPV yang diaplikasikan pada larva tersebut masih
menyebabkan kematian hingga 66,67% (Tabel 10).

KESIMPULAN

1. Tinopal meningkatkan daya insektisidal NPV ter-
hadap larva S. litura instar 3, 4, dan 5.

2. Dosis Tinopal 1% merupakan dosis yang baik
untuk meningkatkan kematian larva S. litura
instar 3, 4, dan 5.
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