BAB 3
PELAKSANAAN PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Fitopatologi dan rumah Kkaca,
Program Studi Proteksi Tanaman, Fakultas Pertanian, Universitas Sriwijaya pada

bulan Januari hingga Desember 2022.

3.2. Alat dan Bahan

Adapun alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
autoklaf, laminar air flow, cawan petri, inkubator, mikroskop, botol selai, shaker,
ember, bunsen, flower care (EC), ph meter, dan jangka sorong.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: kayu karet
dengan panjang 11 cm-12 cm, bibit kelapa sawit umur tiga hingga empat bulan,
tanaman kelapa sawit 11 bulan setelah diinokulasi G. boninense, isolat G.
boninense, isolat Trichoderma spp., ekstrak kunyit, ekstrak temulawak, ekstrak
jahe, tanin dalam tepung beras, fungisida, parafilm, malt, etanol 96%, agar,

aquadest, dan pasir.

3.3. Metode Penelitian

Penelitian terdiri dari empat percobaan, percobaan pertama dan secara in
vitro, percobaan ketiga dan keempat secara in planta di rumah kaca (Lampiran 1).
Percobaan in vitro menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan empat
perlakuan dan lima ulangan. Perlakuan yang digunakan adalah; 1) penggunan 2,5%
formulasi yang mengandung Trichoderma spp, ekstrak jahe, ekstrak temulawak,
dan ekstrak kunyit (TrJTmKu), 2) penggunaan 0,25% formulasi yang mengandung
TrJTmKu, 3) penggunaan 0,1% fungisida berbahan aktif heksakonazol, serta 4)
Kontrol (Gambar 3.1.).
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Gambar 3.1. Denah penelitian in vitro pertama

Keterangan:

F1 : Formulasi dengan konsentrasi 2,5%
F2 : Formulasi dengan konsentrasi 0,25%
F3 : Fungisida 0,1%

KTRL : Kontrol

Uji in vitro kedua menggunakan ektraks rimpang-rimpangan murni dengan

perlakuan: 1) penggunaan 5%, 2) penggunaan 2,5 %, 3) penggunaan 1,25%, dan 4)

kontrol (Gambar 3.2).
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Gambar 3.2. Denah penelitian in vitro kedua

Keterangan:

F1 : Rimpang murni konsentrasi 1,25%
F2 : Rimpang murni konsentrasi 2,5%
F3 : Rimpang murni konsentrasi 5%

KTRL : kontrol
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Percobaan rumah kaca pertama menggunakan rancangan acak lengkap

faktorial (RALF) 2x3 dengan perlakuan kontrol terpisah. Faktor pertama adalah

konsentrasi formulasi yang terdiri dari dua taraf, yaitu konsentrasi 2,5% dan 0,25%,

faktor kedua terdiri dari tiga taraf waktu aplikasi, yaitu bulan kesatu dan ketiga,

bulan kedua dan keempat, serta bulan kesatu hingga keempat setelah inokulasi. Dua

perlakuan terpisah yaitu kontrol air dan kontrol fungisida 0,1%, sehingga diperoleh

delapan perlakuan dengan tujuh ulangan (Gambar 3.3).
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Gambar 3.3 Denah penelitian uji rumah kaca pertama
: Formulasi dengan konsentrasi 2,5% dan aplikasi pada bulan
pertama dan ketiga
: Formulasi dengan konsentrasi 2,5% dan aplikasi pada bulan kedua
dan keempat
: Formulasi dengan konsentrasi 2,5% dan aplikasi pada bulan
pertama sampai keempat
: Formulasi dengan konsentrasi 0,25% dan aplikasi pada bulan
pertama dan kerja
: Formulasi dengan konsentrasi 0,25% dan aplikasi pada bulan
kedua dan keempat
: Formulasi dengan konsentrasi 0,25% dan aplikasi pada bulan
pertama sampai keempat
: Kontrol 0,1% fungisida
: Kontrol air
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Percobaan rumah kaca kedua menggunakan rancangan acak kelompok
(RAK) pada tanaman kelapa sawit 11 bulan setelah diinokulasi G. boninense,
percobaan memiliki empat perlakuan yang sama dengan percobaan in vitro dengan

lima ulangan (Gambar 3.4).

Gambar 3.4. Denah penelitian uji rumah kaca kedua

Keterangan:

F1 : Formulasi dengan konsentrasi 2,5%
F2 : Formulasi dengan konsentrasi 0,25%
F3 : Fungisida 0,1%

F4 : Kontrol air

3. 4. Cara Kerja
3.4.1. Persiapan Inokulum Jamur Ganoderma boninense

Isolat G. boninense diperoleh dari koleksi Laboratorium Fitopatologi
Program Studi Proteksi Tanaman, Fakultas Pertanian, Universitas Sriwijaya. Jamur
G. boninense kemudian dibiakkan pada media malt extract agar (MEA).
3.4.2. Persiapan Formulasi yang mengandung Trichoderma spp., Ekstrak

Jahe, Temulawak, dan Kunyit
Isolat jamur Trichoderma spp. diperoleh dari Koleksi Laboratorium

Fitopatologi, Program Studi Proteksi Tanaman, Fakultas Pertanian, Universitas
Sriwijaya. Formulasi Trichoderma spp. diawali dengan pembuatan media cair
dengan mencampur 20 g malt, 20 g ragi (yeast), 20 g gula pasir, dan satu liter
aquadest dalam erlenmeyer. Masukkan 100 ml cairan dalam botol selai, lalu tutup
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dengan aluminium foil dan plastik wrap kemudian ikat dengan menggunakan karet
gelang. Botol selai kemudian disterilkan dalam autoklaf dengan suhu 121°C selama
20 menit dengan tekanan satu atm. Botol selai dikeluarkan dari autoklaf, masukkan
lima potongan biakan jamur Trichoderma spp. secara aseptik dalam laminar air
flow, tutup kembali menggunakan aluminium foil, plastik wrap dan diikat dengan
karet gelang. Botol selai kemudian dikocok menggunakan shaker selama tiga hari
berturut-turut, pada hari keempat shaker dimatikan, diulangi sebanyak tiga kali
(total 12 hari). Setelah dikocok, masukan 600 ml media cair tersebut kedalam wadah
dan tambahkan satu kilogram tanin dalam tepung beras, kemudian
dikeringanginkan pada temperatur kamar selama empat hingga enam hari lalu
haluskan hingga berbentuk bubuk.

Ekstrak jahe, temulawak, dan kunyit didapatkan dari PT. Phytochemindo
Reksa yang berlokasi di Kabupaten Bogor dalam bentuk bubuk. Ekstrak rimpang
dibuat dengan mencampur ekstrak jahe, temulawak, dan kunyit dengan
perbandingan 1:1 lalu diaduk hingga tercampur rata, untuk formulasi, tambahkan
formulasi Trichoderma spp. perbandingan 7:3 dengan campuran ekstrak rimpang-

rimpangan.

3.4.3. Ujiin vitro
3.4.3.1. Pembuatan Media Uji in vitro

Media in vitro dibuat dengan mencampur media malt extract agar (MEA) yang
ditambahkan bubuk formulasi sehingga dicapai konsentrasi sesuai perlakuan.
Bubuk formulasi terlebih dahulu direndam dalam etanol 96% selama 24 jam untuk

mensterilkan dari kontaminan mikroba.

3.4.3.2. Uji Media Tanpa Ganoderma boninense

Pengujian media tanpa G. boninense dilakukan dengan menuangkan
media sesuai perlakuan pada cawan petri, lalu media disegel menggunakan plastik
wrap. Setelah didiamkan selama 24 jam, dilakukan uji pengukuran Electrical
Conductivty (EC) dan pH.

3.4.3.3. Inokulasi Ganoderma honinense
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Inokulasi jamur G. boninense menggunakan jamur berumur lima hingga
tujuh hari. Inokulasi dilakukan secara aseptik di laminar air flow dengan cara
mengambil biakan jamur pada cawan petri dengan menggunakan bor gabus,
potongan G. boninense diletakkan ditengah cawan petri berisi media, kemudian
tutup dan sterilkan cawan petri lalu segel dengan plastik wrap. Cawan petri
disimpan dalam inkubator untuk diamati setiap hari.

3.4.4. Uji di Rumah Kaca

3.4.4.1. Persiapan Bibit Sawit

Benih kelapa sawit diperoleh dari Pusat Penelitian Kelapa Sawit (PPKS).
Benih kelapa sawit disemai tiga bulan dalam pada pasir pada baki plastik. Lakukan
perawatan pada bibit kelapa sawit seperti penyiraman, pencabutan bibit yang rusak,

dan perawatan lainnya.

3.4.4.2. Persiapan Inokulum Jamur Ganoderma boninense

Media yang digunakan sebagai sumber inokulum dari jamur G. boninense
adalah potongan kayu karet (PKK) dengan panjang kayu 11 cm-12 cm. PKK
didapatkan dari lahan karet di Desa Tanjung Raja, Kecamatan Tanjung Raja,
Kabupaten Ogan Ilir, Sumatera Selatan. PKK direndam dengan menggunakan air
bersih selama 24 jam kemudian kulit luar PKK dikupas, PKK dicuci, dan direndam
kembali dengan air bersih selama dua hari dengan air rendaman yang diganti setiap
hari. PKK kemudian ditiriskan, dimasukkan kedalam plastik PP sebanyak enam
buah PKK per plastik PP, kemudian dimasukkan media MEA sebanyak 30ml, ujung
plastik PP diikat dengan menggunakan karet gelang. PKK disterilkan dalam
autoklaf dengan suhu 121°C selama 45 menit dan tekanan satu atm. Setelah
disterilkan, PKK dalam plastik PP didinginkan dengan lampu UV dalam laminar
air flow sampai PKK dingin, kemudian inokulasikan potongan G. boninense, ikat
kembali ujung plastik PP dengan karet gelang dan plastik wrap. PKK diinkubasi
hingga seluruh PKK ditumbuhi hifa jamur G. boninense.
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3.4.4.3. Persiapan Media Tanam dan Inokulasi Jamur Ganoderma boninense
pada Kelapa Sawit

Media tanam yang dipakai adalah pasir. Inokulasi jamur G. boninense

dilakukan dengan mengikat akar kelapa sawit pada PKK yang sudah ditumbubhi

jamur G. boninense dengan menggunakan potongan parafilm, tanaman kelapa sawit

lalu dimasukkan kedalam ember yang telah dilubangi untuk saluran keluarnya air,

kemudian ember diisi dengan pasir sampai menutupi akar dan PKK.

3.4.4.4. Aplikasi Formulasi yang Mengandung Trichoderma spp., Ekstrak
Jahe, Temulawak, dan Kunyit

Aplikasi dilakukan dengan menyiramkan 100 ml suspensi formulasi jamur

Trichoderma spp., ekstrak jahe, temulawak, dan kunyit pada media tanam sesuai

dengan taraf waktu aplikasi.

3.4.4.5. Pemeliharaan Tanaman

Pemeliharaan tanaman dilakukan dengan penyiraman, penyulaman,
penyiangan gulma, dan pemupukan. Penyiraman dilakukan tiga hari sekali dengan
air bersih secukupnya sampai pasir jenuh dengan air. Penyulaman tanaman
dilakukan apabila terdapat tanaman sawit yang mati. Penyiangan gulma dilakukan
rutin, saat gulma tumbuh untuk mengurangi tanaman kelapa sawit kekurangan
nutrisi. Pemupukan dilakukan seminggu sekali dengan dosis 100ml larutan pupuk
NPK (16-16-16) dengan konsentrasi larutan 0,1%.

3.5. Pengamatan
Pengamatan dilakukan secara in vitro dan in planta dengan peubah yang
berbeda. Adapun peubah yang diamati adalah sebagai berikut:

3.5.1. Pengamatan Uji in vitro
3.5.1.1. Diameter Koloni

Diameter koloni diukur dengan menggunakan jangka sorong dan dihitung

dengan menggunakan rumus oleh lbrahim et al., (2014):

dl+ d2
D=
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Keterangan:
D = Diameter koloni jamur
d1 = Diameter vertikal jamur

d2 = Diameter horizontal jamur

3.5.1.2. Kecepatan Pertumbuhan
Kecepatan pertumbuhan dihitung berdasarkan kemiringan regresi antara

panjang jari-jari koloni dan hari pengamatan, dengan rumus oleh Evans (2007):

> dml+..+dm2n
KCP =

n
Keterangan:

KCP = Kecepatan pertumbuhan jamur
N = jumlah hari

dml = diameter pengamatan pertama

dmn2 = diameter pengamatan selanjutnya

3.5.1.3. Nilai Penghambatan Pertumbuhan

Nilai penghambatan pertumbuhan dihitung dengan rumus oleh Amutha et
al., (2010):

[(Y = 2)]
X=___ x100%
Y

Keterangan:
X = Persentase penghambatan pertumbuhan
Y = Diameter koloni jamur kontrol

Z = Diameter koloni jamur dengan perlakuan

3.5.1.4. Pengukuran Electrical Conductivty (EC) dan pH

Pengukuran EC dan pH dilakukan dengan membelah media menjadi empat
bagian, kemudian ditambahkan 10 ml aquades dan direndam selama satu jam.
pengukuran EC menggunakan alat flora monitor yang terkoneksi dengan aplikasi

flower care di smartphone. Pengukuran pH dilakukan menggunakan pH meter
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dengan meneteskan air rendaman media pada pH meter hingga terlihat pH dari air

rendaman tersebut, hasil EC dan pH kemudian dicatat.

3.5.1.5. Pengamatan Mikroskopis Jamur Ganoderma boninense
Pengamatan G. boninense secara mikroskopis dengan bantuan
mikroskop. Pengamatan dilakukan untuk melihat perbedaan struktur miselia G.

boninense antara kontrol dengan perlakuan.

3.5.2. Percobaan Uji Rumah Kaca (In Planta)

Peubah yang diamati adalah peubah pertumbuhan tanaman kelapa sawit dan
keparahan penyakit. Peubah pertumbuhan tanaman kelapa sawit adalah sebagai
berikut:

3.5.2.1. Lingkar Batang Tanaman (Cm)
Lingkar batang diukur dengan menggunakan meteran pita dengan cara

melilitkan meteran pita pada pangkal batang kelapa sawit.

3.5.2.2. Tinggi Tanaman (Cm)

Tinggi tanaman diukur dengan menggunkan meteran pita dari permukaan
media tanam tempat tanaman sawit timbul hingga ujung daun sawit yang paling
tinggi.
3.5.2.3. Luas Daun (Cm)

Setiap daun yang tumbuh diukur dengan menggunakan penggaris atau
meteran pita dengan mengukur bagian yang paling lebar dari daun dan mengukur
panjang daun. Kemudian luas daun dihitung dengan menggunakan rumus menurut
Hardon et al., (1969):

A=P XL xK (0,55)

Keterangan:

A = Luas daun

P = Panjang daun

L = Lebar daun

K = Konstanta (0,55)
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3.5.2.4. Keparahan Penyakit Busuk Pangkal Batang
Keparahan penyakit dihitung dengan menggunakan skala 0 sampai
(Suwandi et al., 2022). Adapun kerusakan setiap skala adalah:
0=Tidak ada kerusakan pada daun kelapa sawit
1=sedikit gejala pada daun pertama
2=daun pertama mati
3=daun kedua mati
4=daun ketiga atau daun di atasnya mati

5= tanaman mati.

3. 6. Analisis Data
Analisis data dilakukan dengan perangkat lunak pada microsoft excel dan R
Studio. Data kemudian disajikan dalam bentuk tabel dan grafik, kemudian dianalisis

dengan narasi deskriptif.
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