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KARAKTERISTIK DAN POTENS] PSEUDOMONAD FLUORESENS
UNTUK MENGHAMBAT PERTUMEI HAN JAMUR PENYERAB
PENYAKIT RHIZOCTONIA PADA KE DELAI
SECARA IN VITRO

Hery Winarsih Adiningrum

STIS10401023
ABSTRAK

Penvakit Rhizoctonig yang disebabkan oleh jamur Rhizoctoniq serlerinf
kuhn., Merupakan salah satu penyakit penting yang dapat menvebablan
Kerugian pada tanaman kedelai sampai 90%. Salah satu teknik pengendalian
vang aman dan dibarapkan dapst menekan penyakit  terschut  adalah
pengendalian hayati dengan memanfaatkan bakter Pseudomonad Fluoresens,
Tujuan penclitian ini adalah untuk mengidentifikasi Pseudomonad Fluorcsens
yang di isolasi dari rizosfer kedelai di daerah Jember dan mengetahuni efekiifitas
Pseudomonad Fluoresens terschut schagai agensia havati jamur R, sofond pada
kedelai secars in witro. Hasil penelitisn menunjukkan bahwa, ketiga  isolat
Pseudomonad Fluoresens memberikan reaksi negatif pada wji hidrolisis pati,
pembentukan indol, reduksi nitrat, hipersensitif tembakau dan bereaksi positif
pada uji gram, katalase, oksidatif. Muorescens, levan sukrosa, pembusulan
kentang dun pencairan gelatin, koloni berwarna krem pada uji YDOCA, bakieri
b reaksi pada uji hidrolisis arginin serty mampu tumbuh dengan baik
pada suhy 25° ¢ W il Berdasarkan karakteristik diatas, ketiga isolat bakteri
Pscudomonad Fluoresens adalah Psendomonas fluorescens asil uji i viiro
menunjukkan  bahwa  semua  isolat P fuorescens mampy menghambiat
pertumbuhan keloni & sofani, Persentase penghambatan fluerescens wertinegi
di dapat dari isolat Aj. | sebesar 778 %.

Kaata kunei ; Kedelai, Rhizoctonia, Pseudomonad Tluoresens




HING I ARAN

Reny Winarsih Adiningrum. 971510401023, Program Studi limu Hama
dun l'e-nal.l Tumbuhan, Karakterisiik dan Potensi Pseodomanad Fluaresens
Untek Menghambat Pertumbuban Jamur Penyebab Penyakit Rhizoctonia Pads
Redelai Secara In viro. Tr. Abdol Majid. MP. Schagai Dosen Pembimbing
Utama. Yunik Istikorini, SP. MP, Scbagai Dosen Fembimbing Angooti,

Penvakit Khicoctonia merupakan salah  satu penvakid penting  pada
pertanuman kedela | Penvakit tersebul menyehabkan busuk benib, rebal kecambal
dan hawar daun Penyakit Rhizoctonia  yang dischabkan oleh Jamur S
vederd kb lersebut, dapat memmbulkan kerugian sampai 90 persen, Svhingua
diperlukan upayy pengendalian vang efaktif

Pengendahian yang sclama ini dilakukan adalah dengan pesisids dan rotas
lanam, Penggunan pestisida secars tidak bijaksana dapat menvmbulkan dampak vamyr
kurang menguntunghan bapi lingkungan dan rotasi langm kurang eleklil untuk
mengendalikan patogen vang bersilal tular anah, karena patoges dapat hertahan lams
delam tenab meskipun tdak adas imang. Sehingea perlu dicari allermaul pengendatian
vang lain, misalnya pengendalian secars biologs dengan memanfatkan hakierd
aniagonts Preudomonad Fluoresens.

Penciian ini bertujuan untuk mengidentilikasi Pscudomanud Fluoresens
vang di isolas dan rizoster kedelar di duersh Jember dan untuk mengelahn
efekufitas Preudomenad Fluoresens lerschut sebugn szensia havall jamuor M s
paca kedelas sccara o vitre, Adapun penclinian yang dilakukan mehipuli identitikas
buktert Peeudomonad Fluoresens  dan penguiian anlagonisme secary v vifee
ldeniifikasi dilakukan dengan wmencrapkan serangkaian Petipupian vang melipoti )i
gram,  kataluse. oksidatil-fermentatif, luorcscens, hiralisis pat, reduksr nmitear,
pembentukan mdol, levan sukrosa, pembusukan kentang, pencaran velatin, dan
lpersensinf tembakaw, wir YPOA, uji hidrobisis arginin dan pengaruh suby U
antagonisme s vfeo  dilakukan dengan meletakkan empat kertas flter wnn

mengandung Pseudomoenad Fluoresens pada empat tok di dalam covwan pl vang

Xl




berts) media PDA dan secary bersamaan dunokulasikan 2 sodens di bagian tenpah
dan keempm kertas filter yang mengandung Pseudomonad Fluoresans tersebut.

Berdasarkan  hasil wii fsiologis  ketipa  isolul  bakteri  Pseudemonad
Fluoresens memberikan reakst neganf pada pengujran hidrolisis pati, pembeniukan
indal, reduksi nitrat, hipersensitif tembakaw, Untuk uji fisiologis yang menghasilkan
reakst posinf pada penpujian gram, katalase, oksidatif, fluorcscens, levan sukrosa,
pemibusukan kentang dan pencairan pelatin koloni berwarna krem pada e YTIC A,
hakten hereaks pada hidrohisis argenen serls mampu umboeh dengan baik
pada suhy 25°C  A7'C

Berdusarkan hasil pengujian vang telah dilakukan disimpulkan bahwa
aklen Fseudomonad Fluoresens di dacrah Arjasa, Ajung dan Fanppul adalsh bakten
reudomemas fuorescens. Ketiga 1solal bakteri tersebut efekiif  untuk menghambat
pertumbuhan qamur Ko solemi dengan  persentase penphambatan  Maoudomones

fuckrascens tertingp, vaitu pada isolal Aj. | sebesar 77,8 %

Jurusan Hama dan Penvakit Tumbuhan Fakultas Pertanian niversitas
Jember, Tahun 2002,
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1.1 Latar Belakang Permasalahan

Penyakit Bhizocionia sepertt busuk pangkal batang (pra dan pasca
tmbui), awar dacn din busuk polong Gisebabloan oleh Biiceoctome sodaas b
vang merupakan jamuor tular wmah Penvakit ini banvatk dijumpai pada areal
pertanuman kedelal. dengan kerusakan vang coubup berarm ferutama pada coacs
tershaby dan panas | Semanmm, 19543), Busuk akar dam busuk panghal batang
Rhieactonia sering menyehabkan kematian teratmng pada fase pertumbubion awal
tanaman kedelai yang, «h kenal sebapai penvakit rebah kecambal poa dan pasca
tumbuly (e de posi emcrgence damping - off) dengan kergian sckitar #0%,
Csudjoni ef af | 193,

Pengendalian penvakil, i antaranya adatall dengan pesisida, dan rotas
taaran, Penggenaan pestisida sceara tdak bijaksana dan forus-neeneres akan
mzmmbkan dampak yang korang ntemguntuegkan terhadap lingkusgan, haik
sevarn langsung maupun tdak Tangsung [ Lakizan, 1993 Menorot Simaga 11994
ratist tamamnan sering tidak efekof untuk mengendaliken parosen vang bersilu
tolar tanah karena patogen dapat berlaban lama dalam tanal neskipon tidak ada
mang.

Salah satu alternatit’” peagendalisn yang dibampkan mampy menowrang
setangan ponyebab penyakil Rbizoctowa adalah pengendalian havat denpan
mamanfaatkan mikroorganisme antagoms, Penggutasn agensia anlagoms tersebul
dehiraphan mamnpu mengerangt keterpantungan ledadap pestisida. Keberhasitan
penpendalian hayat poda patogen vang bersitin babar tanah sangat sengainngk,
karena selain ddal mempunyar efel smnping vang membahavakan linghargtm
bislup, juga apabila telah berhasih dimroduksi ke dalam anah apensia Tayad
pengendall tevsebul efektif untuk periode vimz cukop fama (Howell, 19821 Salah

sati agensie antagoms yang dewasa ini dikembangkan adalub Psesdomonad

Flugresens | Oedjiona, 19943




Pseudomonad  Fluoresens mempakan kelompok haakton Mveedomeiios
yang paling banyak digunakan dalam penvendabian hayan, vang el dari
avmeggiasa. P Heoresceny, 12 Putida chlnrarapdis, P qure LTy
| Ceditpena, 1994). Beherupa hasil penclitian menumjukkan habwa Psadomonad
Fluvresens  eleknl mengendalikan Peberapa penyakit vang dischahkan oo
golonkgan jamur manpun dars plongan bakten. Beberapa penvakit timaman dari
polongin gamur vang telah dikendalikan denpan Pseudomonad Tligresens o
antaanya 8 sedoed (Suslow, 1978 Puthinm sp (Kim and Misapli 1996+
AMMARBGIRCES  raminids, Cro aritics,  Sevecladinm anyoae,  SenfciNuen ap
Pvtunfifiore sp, Sclevotam sp (Weller, 1988); seclamy pemantaalm Pseudomonad
Flueresens untuk mengendalikan penvakin vanyg disebabbom dari anfonzun bakten,
de antaramya adalah © Seveeda sp (Wilson smd Backiman, 1997, P, swilanoceanes
Suplvincoceus gurcns, Bacilfu S, Bscheriohin coli Clostmdann  spp,
Sedlmiiela spp, Steeptococons spp (Corosiddaial @ gl 19561

Potensi  antagomisme  Pseudomonil — Flusiesens techaclapn  patogen
diszbabkan oleb beberapa senvawa yang dhhasilkan, W antaranes  anntibioil,
sideroforsubstanst  folanil (Oedjijons, 1994 dan sebagm  pongholom  akar
sehingea efektif wituk meneendalikun peitvakit vang disebablkan ol=h patogen
tudar tanah {Wakimoto, 1991

Bordasarkan - hal  di atas,  perln dilikokan  pensiiin e
sakteristih Msiodogl isulal bakien vang diselasi dan rizosier kodelai & dnurul
lember serta potensinya untuk menghambat pertumboban kedors & wsban sehizt s

penyebab penyvakit Rlnsoctonia pada kedelai sehingea dapad dimanfasikan subnga:

dgensiz havat secara efektit dan aman Batgn Tingkoungan b fapana.




L2 Tujuan Penelitian
Penehian o berujwm untuk (1) meemgnndentikas) Paanlonosnd
Fluvresens vang di isolas dari rizosior kedelai di dacrah Jember, (29 mcnetalun

cleitiftas Prendomonad  Flusresens 1ersebui sehagal agensia havald jam

serlany panda kedelai secara i virre

L3 Manfaat Penclitian

lsalat  baktern  Psewlomonad  Fluaresens yang  sudalr  diketshin
karakreristik fsiologi serta potensinya dihacapkan dapat menjmli dasar o
pengembangan baktor tersehus sehingpn dapar dimantaathkan schiggent agensi

hayai untuk menekan pertumbihan & sl pada tananan kedelal sceam eligktit

rtirah din aman bagi lingkungan




.r_'\.-'lll: . .I 10| = F r

L g | T W Depustakaan |

Nk ! |"'£'._l!.]
LTS

1L TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Penyakit Rhizoctonia Pada Kedelai

Penyakit Rhizoctonia merupakan salah satu penyakit utama pada tanamun
kedelal, Mhizoctora sofani dapat menimbulkan beberapa macam penvakit pada
lanaman kedelar Nama penyakil vang ditimbulkan tergantung dar bapion kedelai
vang dinfeksi, antara lain busuk akar, busuk batang, busuk daun, dan busuk polong,
. sedani dapat pula menginfeksi anaman kedelai vang masib sangat muda (hibit),
vang dikenal dengan penvakit damping - off ( Anomim, 1973) /2 sedur Kuhn
merupakan patogen vang mampu bertahan lama dalam tanah dengan membentuk
shlerotia sebagal struktur dorman {Sudjono er al. 1993

Tingkat keparahan penvakit Rhizoctonia dipengaruhi oleh Tukior lingkunsan.
i antaranva kelembaban tanah, lemperatur tanah, pll weah, dan sulma  (Anonim
15955 Penvakit Rhisocloma akan berkembang pada Londisi temperatur tanab
berkisar antara 28-30°C serta pada suhu 26-30'C, dengan tingkat kelembaban anah
lebih dan $0% dan keadaan tanah dengan pH 5.8-8,1 ( Papavizas. 1970,

Ratana and Grover (1987) melaporkaan bahwa hifa 4 sodome lumbuh
merany pada tanah pasir yang basa atau netral dibandinghan dengan tanah pasir vang
usam. Chet and Baker {1980) mengemukakan bahwa serangan berat /2. sodune hanyu
lerjuch pada keadaan tanah asam. Hal ini terjadi karena pembentukan konidia dan
perkecambaban spora dan organisime anlagonis teranpsang, sebunees kepadatan
propagul dart £ sefani dapat ditekan (Papavizas, 19700 Selain ilu adanya gulma

schagan inang pengganti pada saat tanaman yvang dibudidavakan tidak ada di lapans

s berperanan dalam menunjang perkembangan siklus penyakit { Anonim, 1994)




Penyakit Hawar daun Rhizoctonia pada kedelar dilaporkan pertama kali
terjach di Tilipina pada tahun 1918 dan kemudian di RRC pada tahun 1919 { Anonim,
19735}, Menurot Semangun (1993 ) saat i penvakit Rhizoctonia pada kedela: telah
terschar luas di selurub pertanaman kedelat di Indonesia. Akibat seranzan penvaki

lersebut bisa memmbulkan kerugian sebesar 90% {Sudjona, 1993

I.L.1 Penvebah Penyakit Rhizoctonia
Penyakit Rluzoctoma disebabkan oleh jamur Bhizocionic sofend kahn
caemanpun, 1993 Alexopoulus dan Mims (1979 menyatakan bahwa jamur

f. sedand dapat diklasifikasikan sebapai berikul

[Dvisi s Amastizomycota

Sub divis - Deuteromycotina

Koclas Deuleramyceles

Sub kelas Hyphomyeohidac

Ordo - Agonomycetales

Cienus - Rhizoctoma

Spesies Rhizoctania solani Kahn

Menurut Semangun {1993 diameter hila dan & soleni aumumnyva herekaran
lebih dan 5 um, tidak menghasilkan spora tetapt membentuk sklerotium, percabansan
hifa membentuk sudut agak siku ataw siku. Hifa tersebut tdak berwama ketika masih
muda dan apabila sudah tua akan berwarma coklat. Sklerotiumenya berdiameter kurang
dar 1-3 mm. Agnios | 1996) menyatakan bahwa sklerolium dan & solund berwarna

coklat, ndak berkulit, bentuknva tidak teratur, pipih masanva terletak di permukaan

tumbuhan inang dan dibubungkan oleb benang-benang misclium berwamna coklat




2.1.2 Gejala Penyakit

R, solani dapal menginfeksi beberapa bagian dari tanaman kedela] vaitu
akar, batang, daun, dan polong. & seleni jika menginfeksi mnaman kedelai vang
masth dalam pemnbibitan (tanaman muda) Jupat menyebabkan tecjacinyu dampene o
i Semangun, 1993,

Menurut Shuniell’ (1980) pejala penvakil Rhizoctoma puda tanaman kedelai
di pembibitan dicirikan denpan matinya lanaman sebelum muncal i atas tanab
Schelum tanaman muncal di alas tanah, 2 solani segery menyerang dan momatikan
wiung pertumbuhan dan tanaman sehingga lanaman segerd memjadi mafl, Apahla
infeksi R solem lerjadi setelah tanaman muncul di atas permukuan tanah, jumor
menverang batang dan menvebabkan terjadi pembusukan pada batang serta tanaman
tidak dapat menunjang untuk tetap berdin sehingga tanaman rebah dan akhirnva mat

Infcksi /6 sedani pada lapisan akar yiama dan pangkal batany menunjukkan
gejala khas galah terjadinga pembusukan perakaran dan pungkal batang vang
berwarna  kecoklai-voklatan, kemudian membentuk  semacam  kanke cekung
berwama coklat kemergh-merahan Kanker dapat meluas ke atas dan tanaman
menjudi lavu kemudian mati (Rukmana dan Yuniarsih, 1996,

Menurat Agrios (1996) tanaman yang terserang M sodond, apabila dicabur
dan chbelah, pada pangkal batang berwama coklat sampar heilame Hal imi dischabkan
adanyva kematian jarngan pangkal batang akibat infeks & voduns, yang selanjulnyg
meluas ke bagian yung sehat

[Jaun yang teninfecksi & solan/ akan menunjukkan gepala pada mulanva
bercak tampak schagai bagian kebasah-basahan berwarna jau kelabu dan akbirmya
berubah menjadi coklal muda, coklat atau hitam, kadang-kadang dengan tep coklat
kemerah-merahan, biasanva infeksi di mular dari pangkal fangkai daun, Bercak
tersebut dapat berkembang dengan cepat pada kondisi lembab. pada daun-daun vany

tennfeks akan muncul benang-benang seperti sarang laba-laha sehingea daun terikar

sall sama fain (Semangun, 1993)




Polong yang tennfekss K. sodani akan menunjukhan gejala bereak berbentuk
tiddak beraturan dengan permukasn cekung, ukuran 2 em. dan berwarna hecoklat-
voklatan. Bercak tersebut menghasilkan miselia atau sklerotium vang berwarma [t
kecoklat-coklatan. Apabila misclia menvebar ke seluruh permukaan polone akibatnva

palong menjad busuk (Anonim, 19590},

213 Penycbaran dan Faktor yang Mempengaruhi Perkembangan Patogen

. selum merupakan patogen vang bersifal parasit fakubtaul dan dapal
bertahan di dalam tanah pada sisa-sisa tanaman secara saprofit apabila ndak dijumpun
tangman mang. Fksudal-cksudat akar dan lobak, kedelar, khususnve worsel, dan
tomal diketahw dapat menatkkan pertumbuhan saprofit dan /2 el Suhu untuk
pertumbuhan saprofitk £ solum berkisar antars 20-30C, sedangkan suhu optimum
untuk menimbulkan kerugian maksimal pada tanaman antara 16-237°C (Domsch o
wh, 19807 Menurut Dwidioseputro (1990} mekanisme Lertahan wang  lerutama
dengan struktur dorman vaitu sklerotivm, Mass dorman akan herakhir apabila kondis
lingkungan cocok untuk perkecambahannva. Menuryl Domsch o o | i 19801
sklerotium dapat bertahan hidup terus untuk beberapa bulan bahkan apabila masak
dapat mencapail beberapa tahun.

Mekanisme bertahan hidup £ selans vang lain adalah berlahan hidup pada
tanaman inang lain {alternaty fosi). B volam mempunyai kisaran INAng yany sangat
‘uas meliputl graminae, leguminosae, dan solanaceae {Semangun, [993),

Tanah merupakan lingkunpgan kompleks di dalam ekositem tanah dan Jmur
£ wolani akan infektif jika dekat dengan tanaman inang {Anonim |928] Menurul
Semangun (1993} kelembaban vang tingoy dan air hujan merupakan faktor vanp
paling penting untuk perkembangan dan penyebaran penyakil Rhizocwonia Penvakit
terutama berkembang apabila cuaca lembab, tanaman yang mengandung miseliym

dan sklerotium 2. selani dapat terbawa oleh percikun air hujan dan mencapai daun-

daun bapian bawah sehingga tanaman menjadi terinfelsi.
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Penvukil Rhizoctoms pada kedelal akan meningkat apabila anaman tumsul
dalam tanah yang kekuranzan kalsium, bess, magpesium, mirozen, [osfor, belerung
atatl kombinast dan unsur-unsur hars terscbut (Anomim, 1992} Gralma juca dapat
burperan dalam siklus penyebaran penvakil, scbagai inang pengpanti pada sast

tanaman yang dibudidayakan ndak ada di lapang (Anonsm, 1995

1.2 Pengendalian Penvakit Rhizoctonia

Usaha penpendabian vang dapat dilakukan untuk mengarangi inteksi
f wodars antara lain dengan mengurang kelembaban di selotar anaman, pengaturan
Pl lansh, penggunaan benth sehat bebas palogen, dan aplikasi fungisiga,
Pengendalian dengan aplikasi fungisida tanah mungkin dapal menchan infeksi
Ko osolam, namun residu yang  ditinggalkan  tetap menjadi masalab yung
berkepanjangan (Anonim, 1992) Menurut Mudyiono (1992 penppunaan vanielas
manan merupakan salah satu tekmk pengendalian organisme penpgangpe tanaman,
Hal 1m dapat menpurangl aplikasi pestisida pada perianaman pertanian, karena
penggunaan varncetas tahan tidak menimbulkan elek negatif pada hngkungan. Mamun
pada kenyataannva pelaksansan cara pengendalian tersebut masih belum elekaf
sehinggn  hesilnyas belum  memuaskan, oleh karena 1w dican  alternatf cara
pengendalian lain misalnya secara biologi yaitu dengan pemantaatan mikroorganisme

AlVatoants

2.3 Psendomonad Fluoresens
2.3.1 Sifat Morfologi dan Fisiologi Pseudomonad Fluoresens

Menurut  Palleront (1984)  genus  Pseudomonad  mempunyar  ciri-vic
morfolog: gram negatip, berbentuk batang, sel berukuran = lebar 0510 wm dan
pamjang 1,54 um, bergerak dengan flagella polar. Sedangkan cin-cin tisiolog

obligat aerob, katalase nepatip dan tidak fermentatif, kebanvakan strain menghasilkan

pigmen fluorcsen, arginin hidrolase positip (termasuk dalam kelompok ini adalab
L posiup P




4]

o derwginosg, P puatda, P fluorescens, P chlororaphis, dan 1. W EGIICTE N ),
sedangkan yang argimin dihidrolasenya negatip adalab /. syemgae dan M caehor
dan kelompok ini biasanva bersifat [Tupatogen

Spesics- spesies Pscudomonad Fluotesens ditandai oleh kemampuannya
dalem mengekskresikan pigmen- pigmen hijau-kuming vany larot dan Nuoresen
di bawah sinar uloaviolet (panjang gelombang 260 nm)  Pigmen- Pigmen ini
lerutama  dibasilkan dalam media vanp defisiensi besi utaun media King's 13
(Oedppono, 19949

L31 Fakior-faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan dan Perkembangan
Psendomonad Fluoresens

Faktor-faklor vang mempengaruhi perlumbuhan dan perkembangan bakeern
Pscudomonad  Fluoresens adalah © suhuy, derajal  keasaman, media tambub,
kelembaban udara, nuinisi, kandungan garam, dan intensitas cahava mutghar
(Arwiyanto, 1997},

Menurul Dijatmika {19987 tanah vang banvak mengandung bahan organik
tampaknya merupakan substral yang paling cocok bagl pertumbuhan Pseudomonad
Fluoresens, hal ini ditunjukkan dan banyakmyva jumlah isolat yang i dapat pada tanah
vang banvak mengandung bahan organik, Perkembangan populasi Myevdomonas spp
di dalam media sanpat dipengaruhi olch keadaan media tersehut lamlah populasi
antagons yang terdapat dalam media akan menemukan keefektifan bakter tersehut

Penckanan penvakit oleh Pseudomonad  Fluoresens  lehih lingzi pada
keadaan subu 18-22'C dibanding subu 22-23°C (Mulya, 1997}, Kalani hakieri secara
et veerer, mampuy tumbuh pada NaCl dengan konsentrasi 0-20%. Kisaran suhu hag
pertumbubian bakteri  vaitu 4-41°C, suhy opimal untuk  pertumbuhan bakten
Pseudomonad Fluoresens antara 25-30°C (Palleroni, 19843 Bakieri ini juga dapal

tumbuh dengan cepal pada keadaan asam alau pH rendah, pH optiunal untuk

pertumbuhan bakier antara 5-10 (Widivastuti dan Arwiyanto, 2001




2.3.3 Potensi Pseudomonad Fluoresens sebagai Agensia Hayati

Pengendahan patogen pada tanaman dapat dilakukan dengan beberapy cura.
antam lain denpan cara kimiawa, bielogl, maupun dengan penpendalian secara
terpadu, Salah satu aspek pengendalian terpadu yang belum dikembanghan secars
opiimal adalah pengendahan biologt dengan memanfaatkan bakien vang bersifat
antagonis, di antaranya adalah fsewdomonas kelompok Fluoresens ( Anonim, 2001

Menarut Kurmiawan (1996) sebapian besar bakteri antaponis pada lanaman
bersifat saprofitik serta lebih mudah beradaptasi terhadap lingkungan yang kurang
baik {misalnya, pada suhu ekstrem, pengaruh antibiotk dan pestdsidad bila
dibandmgkan dengan parasil maman. Mekanisme anlagonis antara apensia anlygonis
dengan pategen dapat terjadi dengan cara kompetsi, parasitisme, dan antibiosis

Menurut Oedjyone (1994) spestes Psewdomonsd  Fluoresens  urmmnyy
terdapat di dalam tanah air, sebagian strain ada vang bersilil patogen baik pada
manusia, hewan maupun twmbuhan, Disamping itu, sebagian strain dikenal mampuy
menckan pertumbuhan atan membunuh patogen jamur maupun bakteri. 131 antam
spesies-spesics Pseudumonas vang berfluoresen adalsh - P aerusmovg, Pooowida,
dan /. fluoresceny.

Beberapa 1solal Pseudomonad Fluoresens 1elah banvak dilaparkan mampu
menckan berbagan jamur patogen di antaranya K. sofand, Pythoun spp, Aliernaria sp.
Versicillium sp, Fusarinm spp, Peaictdfium sp, dan Paaphihora spp (Weller, 198%)

Kurmiawan (1996) menyatakan pada media King s 13, spesics-spesies hakten
Peeudomonad Fluoresens merupakan kelompok fluoresen vang mampu menghasilkan
pigmen warna hijau terang ataw hijau kebiruan, Pigmen- Pigmen terschut biasanyd
dikeluarkan olch spesies-spesics bakteri penghasil antibiotik,

Akltivitas pigmen  Pseudomonad  Fluoresens  menghambar  pertumbuhan
berbagal jamur uji pada medium biakan discbabkan oleh kemampuannya untuk
mengambil unsur besi {Fe '} dari medium  komplek besi-pgmen.  Kelompok

FMuoresens tersebul lebih memperlibatkan sifat funmistatik dani pada fungisidal

{ Misaghn et al |, 1982)




Menurat  Cook (1991 bakten  Pseudomonad  Fluoresens  merupakan
kelompok Msedomonas terbesar penghasil antibiotik. Menurul Oedjijone (1994
antibiotik merupakan hasil dari proses metabolit. Antibiotik tersebut di antaranyy
Phepazine - f - carboxylate (Cook, 19913 Pyreolritein (Rodriguez dan Prender,
19971, Streptomyein dan Oxpretracyeling (Lindow o0 af., 1998 Pvocvanine.,
Phenazime dan Pyolsteorsr (Oedjijono, 1994), Selain antibiotik, Pseudomona
Fluoresens menghasilkan siderofor vaity Pseudobaciin, Senvawa ini mengkelat Fe
menpdi - bentuk senyawa homplek schingpa  mikroba  nzoster adak  dapa
memanlagtkan Fe untuk perkembangannya terutama dalam lingkunpan denpan Te
terbatas (Cook, 19917,

Menurut Raalimakers er al, (1995) Pscudomonad  Fluoresens  dapat
mengimbas  kelahanan  sistemik tanaman dengan menghasiikan  senyawa fenol.
Pseudomonad Fluoresens pada sckitar perakaran lanaman juga dapat membanty
pertumbuhan tanaman. al ind sesuai denpan pendapat Klocpper dan Schrolh {1996
el L, 1995) vang menvatakan bahwa  Pscudomonad  Fluoresens M
mengkolon akar dan pada umumnyva menguntungkan  perlumbuban tanaman

sehingga dischutr PGPR (Plame Groweh Promating Rlizobacteria)

2.4 Hipotesis

|, Bakren yang diambil dan rizosler kedelai di dasrah Jember adalah bakieri
] v il
Pseudomonas fluorescens,

= Bakteri Pseodomaonas Fluoresens dapat menghambat perkembangan koloni jamue

K. salgni pada tanaman kedelal secara i virro,
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1L METODOLOGE PENELITIAN  ———————

Penclitan 1 dilaksanakan di Laboratorium  Ilmu Penvakit Tombuhan
Program Studi llmu Hama dan Penvakil Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas

lember, vang di mulai bulan April 2001 sampa; Oktober 200

3.1 Bahan dan Alat

Bahan yangz digunakan © air suling steril, bemh kedelai, tanah bekas tanaman
kedelas, makan murni Rkizoctonia selani dan Fyerslomonay vang berflucresens,
media baktern (NAL jamur (PDA) dan King's B, media NE { Nurricns Hendl), media
YIHCA (Fewst Dekstrosa Agary, media indol, media nitrat, media pati. media levan
sukrosa, media oksidati-fermentaut, media pencairan gelating air steril ofboiod T0%
kapas, label, spints KOH 3%, M0, plukosa 5%, minvak parafin. larutan iodim,
umbi kentang mentah, tanaman tembakan, reagen kovac, reagen indin pat

Alat vang digunakan : cawan petri, tabung reaksi, pipet ubur, faminary ur
fow, jarum wse, jarum preparat, mikroskop, antokiay, kompor listrik, klorok 3%,

gelas obvek, lampu bunsen, erlenmeyer, dan peralatan tulis.

3.2 Metode Penelitian
3.2.1 Pengadaan Isolat R, selani

R sofuni diisolasi dari bagian pangkal tanaman kedelai vang lerserang
patogen lersebut dan ditumbubkan ke dalam medium PDA. 'solat tersebut kemudiun
diidentifikasi sesual dengan ciri-cini jamur & solan: vang ada, dan kemudian
diperbanyak. Isolasi dilakukan dengan cars menghilangkan koloran  pada bagian
ldnaman yang menunjukkan gejala dengan menggunakan alkohol 70% serta mencuei
dengan air steril. Memolong bagian tanaman vang terletak di antara bagian vanp sakil
dan vung sehal dengan ukuran 2-3 mum’ Potongan-potongan terschul kemudian
dicelupkan ke dalam klorok 3% selama 1-2 menit dan basuh dengan aquades sieril

dengan cara memindahkan 3 kali sccara berturut-turu petongan-polongan bahan
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lersebut di letakkan pada kertas saning stenil dan dipimdah pada media P4 vang wiah
distaphan dalam cawan petrt 4-5 potong dengan jarak vang sama, untuk menghimdan
konaminasi bakien teteskan 2-3 tetes 20M% asam laktat schelum media PDA
dipindahkan dalam cawan petn. Inkubasi pada tempal vang teduh pada subu kamar
Chandra, 1983, Screlah dua han miselivm jamur vang  twmbuh pada petongan-
potongan bahan fersebul diamati sccara mikroskips densan mencocokkan ciri-ciri
Jumur WhZocfmae sederm vang ada (Adexopoulus dan Mims, 1979 Serclah
rendapatkan gamar vang dimaksud, kemudian bigkan jamur 4i pindahkan pada media
SEA ague mureng wntuk brakan inurni, diperhanyak dan dibust stob. Cimi-cin Jmmur 1

sitbany dhapat dilthat pada Gambar 1 dan 2,

Gambar 1. Morfolog Koloni B solani dan Tanaman Kedelai
A= Miselia X solani, B= Sklerota 2. coleei vang muda.
O Skleroba K sofand yang sudah Lus




Ciambar 2, Morfologi . volani dengan Cin Percabsnuzn i

Lepak Lurus,

3.2.2 Isolasi dan Identifikasi Bakteri Antagonis (Preadomonad Muoresens)
A dsobat bakieri Pseudomonad fluoresens

sampel famah diperoleh dari 1anah perakaran kedelai di daerah Ajung, Arjasa
dan Fanggul, vang tidak menunjukkan pejala serangan penyakil

solast baktenl dilukukan dengan menpounakan melode pengenceran b opram

tansh dart perakaran kedelai dalam 10 ml air steri] kemudian dibust pegenyeran 147

v

Durt pengenceran 107 diambil 1 ml dan inckulasikan parda cawan pelri vang bansi
medin Kinps T dan diinkubasi pada subu kamar sefamsy hga hari,  Amat
pertumbuhan koloni bakter. Koloni bakteri vang berflyoresen ¢ warna he
kekumingan diambil dan dimumnikan pada media Kme's B, selanjutnya isolal bakter:
torsehut di wji sifal-sifat fisiologis serly potensinyva untuk  menshambat jamu

R, salant secara i vien (Dedjijono, 1994
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B. Pengujian Sifat-Sifat Fisiologi Bakteri

idennlikast dilakukan dengan menerapkan scrangkaian pengupan secas
Nsivlowis yang mengacu pada metode vang didesknpsikan oleh Fahy dan Havward
(19830, melipuli up oksidatef-fermentatil, wji produksi pigmen fluorescens, up
hdrodisa pab, up reduks: mierat, up pembentukan imdol, upe pembentukan levan
sukrosa. il oksidase, up YDCA, uyi pembusukan pada F2mang. up pertumbuhan
pada subu 4°C. 11°C, 25°C, 30°C 37°C, 41°C, uji hipersensitif pada tembakau
I, Uji Gram

Pacda pengunan i digunakan biakan bakteni vang berumur 24 jam. Gelas
obyek dibersihkan dengan menggunakan alkohol 70% untuk menehiangkan koloran
atau lemak vang ada. Kemudian gelas obyek dikeringkan dengan cara memanaskan di
atas apl bunsen, Pady gelas obvek tersebut diteteskan | tetes KON 3%, kemudwn
diletakkan | ose isolat bakteri vang akan divji. dicampur dan diaduk ssmpai merata,
Seteluh kurang lebih 10 detik campuran 1solat bakieri dengan campuran KO 3% i
diangkal perlahan-lahan denpan menggunakan jarum ose Jika campuran bersita:
lengkel setelah dianghat sekitar | em, maka bakter tersehut bersifar pram negatil’ dan
reaksi tersebul merupakan reaksi positif {Fahy dan Hayward, 19833
I, Uji katalase

Mengpunakan biakan bakteri vang berumur 24 jam dan pelas obvek yvang
telah dibersihkan ditetesi dengan satu tetes HyO- 3%, Kemudian satu ose bakten yang
digoreskan dalam NA diambil dan diletakkan diatasnya, dicampur dan diaduk sampai
merala. Reaksi positif ditandai dengan terdapatnya gelembung-gelembung udars, air
dan  oksigen. Sedanghan reaksi nepant ditandai denpan  tidak  terbentuknyva
gelembung-pelembung udara (Frobisher, 1962,
3. Uji Oksidatil-fermentatif

Ut oksidatif-fermentatit” ini dilakukan dengan menusubkan isolat balkeen vang
berumur 24 ym pada hedua jenis media oksidatif-fermentatit vait media vang dizutup

dengan parafin cair dan vang tidak ditatup dengan parafin cair. Ditnkubasi pada suhy
o 2 L (= P i

kamar selama 14 hari. Bila terjadi perubahan warna dan biru menjadi kuning pada




B. Pengujian Sifat-Sifat Fisiologi Bakieri

[dentifikast dilakukan dengan meperapkan serangkaman pengupan secary
fistologis vang mengacu pada metode vang didesknpsikan oleh Fahy dan Hayward
L1985 mebputi up oksidaufermentatit, wji produks: pizmen Noorescens, uji
hidrsdisa pan, wp reduks) mitad, wy pembemukan indol, up pembentukan levan
sukrosa. wi oksidase, uji YDCA, wji pembusukan  pada | entang, uji perturmbuahan
pada suhu 4°C. 11°C, 25°C, 30°C 37°C, 41°C, uji hipersensitil pada tembakau.
1. Ujitiram

Pada pengujian im digunakan biakan bakten vang berumuor 24 jam. Gelas
obyek dibersihkan dengan mengsunakan alkohol 70% untuk menghlangkan kotoran
atau lemak vang ada, Kemudian pelas obyek dikeringkan dengan cara memanaskan di

=

aas api bunsen, Pada gelas obvek tersebut diteteskan 1 tetes KOH 3%, kemudian
dilelakkan | ose isolat bakien vang akan divji, dicampur dan diaduk sampai merata
Setelah kurang lebih 10 detik campuran isolat bakient dengan campuran KOH 3% tadi
ciangkat perfahan-laban dengan menggunakan jarum ose. Jika campuran bersilal
lengket setefah diangkat sckitar 1 em, maka bakien tersebut bersifat gram negatil dan
reaksl tersebut merupakan reakst positif {Fahy dan Hayward, 19833,
L. Lji Katalasc

Menguunakan biakan bakieri vang berumur 24 jam dan gelas obvek vang
telah dibersihkan ditetesi dengan satu tetes HaO: 3%, Kemudian satu osc bakten Vang
digoreskan dalam NA diambil dan diletakkan diatasnya, dicampur dan diaduk Al
merata. Reaksi posiif ditandai dengan terdapatnva gelembung-pelembung udars, air
dan  oksipen. Sedangkan reaksi negatif ditandai denpan tilak  terbentuknva
pelembung-pelembung udara {Frohisher, 1962),
3. Lji Oksidatif-fermentatif

Uji oksidatif-fermentatif’ ini dilakukan dengan menusukkan isolat bakien yany
perumur 24 ym pada kedua jenis media oksidanf-fermentatil’ vailu media yang ditutup

dengan parafin cair dan vang tidak ditutup dengan parafin carr, Dimkubasi pada subu

wamar selama |4 hari. Bila tenadi perubahan warna dan biru menjadi kuning pada




kamar selama 14 han Bila terjadi perubahan warna dar hing menjadi kuning pada
media yang tidak terttup parafin cair, maka bakteri bersifsl oksidail Dan ftha
perubaban warna teradi pada media vang tedlutup parafing maks bakten hersiisg
termentatif. (Fahy dan Havward, 1983),
4. Uji Produksi Pigmen fluoresensi

Tsolat bakieri vang beruimur 24 jam ditumbuhkan pada mediom & seege s Bodan
diinkubasi sclama tiga hari pada suhu kamar. Bila di bawah sinar ultra violel bakterd
herwarna hyau kebiruan, maka bakterd menghasilkan senyvawa flucrescens dan s
berstlat posiif ( Lelhiote dan Stead, 1987,
& Liji Hidrolisa Pati

lsolel bakten yang berumur 24 jam ditnokukesi pada cawan pedrd vang berisi
madium pati 5-10 ml dan selanjuinya dinkubasikan selama 3-5 hap packa suki
hamar, Setelah dinkubasikan, bigkan kemudian ditambah dengan faratan joedin 1 2%
Rol = Qg 21 sebanvak 2-3 letes, Keaksi ﬂ';fg:“iﬂl-'l'- ditarcai L‘I-;_‘.]'lg.;'l.j] 1:,‘_[.;:”[1ﬂ||-|1r'ﬂ !':f."fj_'iilrl
Mecium vang Kontras pada sekitar kolont, dun seluruh medivm berwasms Titsm dan
reaksl positil terdapat bagian vang transparan disekitar koloni bakien (Lelliot dan
stead, 1987,
6. Hji Redulsi Nitrar

Fertama-tama isolat bakier yang becumur 24 jam diombubikan pada medim
wang mengandung nitrat dalam tabung, Kemuadian disnkubasikan selama 3-7 hari Pada
subu roang. Sctelah dunkubasi, ditetes: dengan reagent jodin pati ¢ larutan A
larutan B} sebanyak 5-10 tetes, reaksi posinl ditandai dengan lenadinya warna biru
pacda medium seielah ditetesi reagent indium pat Lay, 1994,
7o Lji Pencairan Gelatin

Pedia yang relah disterilkan diinokulast densan binkan bakeao vang hernmnul
kurang febih 24 jam dengan menggunakan Jaruin ose pada tabung biakan Selanjatog

dinkubasikan pada subu kamar (27" C) selama 48 jam, Untuk mengctabu reaksinva

tabung vang telah dimkubasikan terlebih dabuly disimpan pada suhy 5°C selama




Kurumg lebib 2 jam. Reaks posttaf ditandai dengpan cairnva pelatin padn labung vany
duinekulas i Lelliol dan Stead, 987,
& Uji Pembentukan Indol

boaltur  bakten yang berumur 24 lam  ditumbubban pada mediom  dan
dimkubasi selama 2-5 han pada suhu ruang. setelsh dimbobasi, biakan ditetesi
dengan reagen kovace sebanyvak 1) sampai 12 tetes, Heakst positii’ giundai danean
terbentuknyva warna merah pada medium setelah ditetes: reaget, vang berarti bakien
dapat membentuk indol (Fahy dan Havward, 1983)
% Uji Pembentukan Levan Sukrose

Isolar bakteri vang berumur 24 jam ditumbuhkan dalsm cawar peln yang
berts: 3-10 ml NA vang telah ditambah 5% sukrose. Kemudian diinksubasikan pad
subu kamar selama 2 han Reaksi positl ditandai dengan tumbuhnyvs koloni vang
lampuk mengkilat. berlendir dan cembung, sedangkan reals yang nepmil ditanda
dengan tumbubnya koloni vang berhenuk cekung dan tidak berendin tFahwv dan
flavward, 983
10, Uji ¥DCA

it ase bakten yang beromur 24 jam diinokulusikan secaia soresdn ke dalam
bitwan peirt vang mengandung media YDCA. Diinkubasikan pada suby ruang selama
tujuh hari, Mefakukan pengamatan wama koloni yang twmbuh pada wedin YA,
'L Uji Pertumbuhan pada Berbagai Suho

atu ose 1solat bakien yang berumor 24 jam diinokalasikan ke dalam tabng
reahsi vang berist media nutrient broth. Kemuodian meletakkan media uniuk suhu 4°C
ke dalam leman es, 11°C, 25°C, 30°C 37°C. dan 41°C Ji dalam inkubalor, sctelah
dilumbuhkan selama 4% jam, tabune reaksi di Locok dan dinnsd fngka
kekeruhamnya (Lav, 1994)
12.Uji Pembusukan Pada Kentang

Lot umbi kentang vang sehat, di bersihkan dari tanah dengan air dan sabumn.

Ahapel di bersihkan dengan larman alkohel 709% kemudian diparaskan, Lmbi

kentang dikupas lal dipotong-potong menjadi irisan setehal 7-8% mm. Selaninya
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rnisan tersebut diletakkan diatas keras saring vang ditetesi air sterf] pada cawan [,
satu ose bakleri beramor 24 jam diinokulasikan dengan cara menggoreskannya di
bagian fengan permukaan irsan kentang entuk tap iselat Untak kontral eoreskan an
steril pada permukaan tersebut Jan diinkubasikan selama 24-4% 1am, Terjadmya
warng coklat dan busuk kehitaman menandakan terfadinea reaks: posinl” {Sand,
RN TUEN
13, Uji Hipersensitil Pada Tembakan

suspenst bakten yang berumur 24 jam dinjeksikan ke ruang amtar sel pada
davn lembakau menggunakan jarum suntik dengan voluime | m) sampal memhanh
ruang interseluler dari mesofil daun vane terlihat duri jaringan vang kebusah-basahan
Sebapm konirel ditngeksikan air steril pada daun tembakiy dan diinkubasilan gracd

frm

suhu kurang dart 30°C selama twuh han, Reaksi positil ditunjukkan den
muncidnya gejala nekrosis pada tanaman scelama tujuh han pengsmatan (e inen
ef aql., 1990
4. Ui Hidrolisis Arginin

Satu ose bakieri vang berumur 24 jam di inekulasikan dengan carn ditusukican
ke dalam tabunp reaks: berist media vang menganding arginin. Bemadian wedicm
diiutup dengan parafin cair. Diinkubasikan selama tujuh hae el sishu Tuanpgan.
Hasil positit” detunjukkun olels perubaban wama medium dan merah ua menjad

merah muda atau orange (Oedjijono, 1994),

C. Lji Silat Antagonisine Seeara fn Vireo

tntuk mengetahui efektifitas bakteri antuponis terhadap mur & soki
pada perlakuan diuj dengan mengambil satu ose bakiers wour 29 am dienserhan
datam HEmlair stenl untuk dibual suspensi. Setelah it menviapkan pertimgman kortas
bieting sterd] diameter 5 mm antuk dimasukkan dalim suspenst tersebal Melelakba
smpal patong kertas bloting steril vang wlah mengandung Pscodomonad flocresens

pada empat Wk di dalam cawan petri vang telah berisi medin PDA dan secary

bersamaan ditnokulasikan jamur & solar di bagian tengah dan smpat hortas bloting




seeril vang mengandung Pseudomonad fluoresens, Untuk seflap cavean beris empal

ts bloting sten] vang mengundung isolal Pseudomanad Nuorcsens dari satu lokasi

Leris

vang suma dan jamur &, sefar {Gambar 3)
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umbar 3 Tata Letak Isolal 2 sofans dan Bakter: Anlggoms
pada Pengugion Mn vitre

L= &, wralerms 2= Pseudomanad NMuorescns

Pengujian di lakukan dengan mengpunakan Rancangan Acak 1enskap

(RALY sutu faktor, yaity asal wsolul Senap perlakuan dinlang § kali
Pengamatan ada tidaknya penghambatan 03 lakukan setiap hart hinppa harf ke

tujuh setelah diinokulasi (hsi) dengan menguhur diameter kolond e pada
T

perlakuan dan pada kontrol Persentase penghambatan pertumbuhan Jamur dihi

berdasarkan rumus di bawah ini.

':-1 I \.l_'-
[= A 100% (Fokhema dafanr Abad:

ey
o f

dl

helerangan [ - Persentase penghambatan

d= diameter koloni jamur vang hersebhesangan ¢ kontrol

Al dimeter koloni jamur yang berhadapun

dengan bakten ¢ perlakuan
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IV. HASIL DAN PEMBALIASAN

4.1 Isolat Bakieri Fseudumﬁnud Fluoresens

Pada penelitian ini menggunakan isolat dar daerah Arjasa. Ajung, dap
Tangpul Ketipa 1solat bakteri diambil dasi dacrah perakaran peranaman hedelai yang
schat beseria bagian akarnya, Masing- -masing solat memnliki nama vang berbeda,

nama 1selat dan Jokas: pengambilan sampel tanah tercantom pada Tahel |

Tabet 1. Lokasi Sampel Tanah dan Nama [solat

Lokasi Pengambilan [3aerah Penpambilan Sampel Tanah Nama lzolat Bakier

Sampel lanah

l. Arjasa Pacrah peranaman kedela di ﬁr_;aq AR E
2. Ajpung Crzerah pertanaman kedela d) Ajung Al
3. Tunggul [racrah pertanaman kedelar -.J| Tangs ul Te 1

K uIL'raﬁlié}srl + = Reaksi Positif ~m 20 B

Reakst hegalif

Ketiga isolat vanu Arl, Aj | Lg. 1 merupakan dsolar bakieri yang
memgandung senyaws fuoresens pada medium king's B. sehinpgs ketips isoiat

fersebutl dapat dipergunakan untuk penelitian

4.2 Identifikasi Karakteristik Fisiologi Bakteri Pseudomonad Fluoresens
Berdasarkan wji fisiologi bakteri memberikan reaksi negatif pada pengujian
hidrolisis pati, pembentukan indol, reduksi nitrat, dan hpersensiif tembakag, Untuk
wi hswlogi yang menghasilkan reaksi posit adalah wp gram, katalase, oksidani
fluorescens, Tevan sukrosa, permbusukan kentang dan pencairan pelating bakter dapan
tumbuk pada suhu 4°C, 11°C, 25%C, 30°C. 37°C dan bakier tidalk tumbuh pada suhu
4V, ui hidrolisis argini menghasilkan reaksi serly pada uj YDCA bakier

berwarna krem, Hustl uji tersaji pada Tabel 2

20




Fabel 2 karakieristtk Fisiologis Bakten lsolat Ar 1, Ajl dan Te 1 dibandingkan
denpan Karaktenstik dari Palleroni (1984, Stolp dan Gadkari {19% | 1 serla
Lelliot dan Stead (19875,

Sifat- sifat ~ Hasil Uji [solat Hastl Ui P. fTuorescens menurul
Morfolog! dan fisiolog Arl AL Te 1 Palleromi Stolp Ll lion
{1984, dan dan
Gadkan Stead
_ _ _ (1981 (1987
1. LTtam - = = =
2 Katalase | 4 -
3 Oksidatif — fermentatif 0 ] O {1
4, Fluorescens ! 3 - i i+

5. Hidralisis pati - -
B Heduks) nitrat S - -
7. Pembentukan indot - - -

B Lavan sukrosa : | -

9 Pembusukan kentang + |
10 Pencairan gelatin + ! -

L. Phpersensitif tambakau - .

{2 YDCA kremm  krem krem krom

I3 Pertumbialan

pada subuy

$'C e | +

{1°C -+t F+ -

il 4 - | =

A e I —t

] b ++ :
41"C E £

+

|4 Fhidrobisis Arginin i

Pada pengunan gram dengan menggunakan KOH 3% ketiga 1solal bakier
tersebul bercakst posiil” sehingga bakteri lersebut bersifal gram negati! hal ini
ditandal dengan terbentuknya lendir vang tkut terangkat Ichih dan 1 om oleh jsrum
ase (Fahy dan Havward, 1983,

Isolat bakter bercaksi positif pada uji katalase vang dibukeokan denpan

timbulnva gelembung- gelembung udara pada 3% Hak setelab dicampur dengan

biakan bakteri. Stolp dan Gadkari (1981 ) menunjukkan bahwa bakteri bereaksi positif
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padd un katalase. Menurut Scelev dan Denmark (1971 timbulnva  getembung-
gelembung udara pada uj katalase membuktikan bahwa baklert menghasilkan envin
katalase sehigga mampu mengubah hidrogen peroksida menjadi air dan oksipen
[solat bakten terbukti bereaks: posinf pada upi oksidatif dan bereaks neaulil
pada wi fermemani!, Reaksi positif ditandai dengan perubabhan warna hijau menjudi
kumng vang dimufai dar permukaan media yang tidak tertutup minvak paralin
setelah masa inkubasi 7-14 hari, Hasil uji tersehut sesuai deng n deskrips: Stolp dar
Gudkart {1981} bahwa bakteri membutuhkan oksigen  uniuk  fumbub dan
mermprodukst asam dalam kondisi acrob, sehingga bakieri termasuk dalam solongan
bakter acrobitk (Fahy dan Hayvward, 1983) Menorut Palleroni {1984) habwa silal
penus Pscudomonas  merupakan  bakteri  kemoorganotrofik, sangat aerobh, dan
metabalisme melatui respiras: tidak pernah fermentatif. Hasil uji oksidatif-fermentatit

disapkan pads Gambar 4

—
—

Crambar 4. Hasil Ui Oksidati-Fermentan i
[solar Pseudomonad Fluoresens
A=Art,B=Aj 1,C-Te t.




Isolat bakier menumukkan reaksi positil pada wp tluoresens, Reaksi positif
tersebut karena pada media King' B ketipa 1solat bakten mengeluarkan warna hijau
vany mengkilap dan berpendar pada saat bakten disinan lampu ullraviolet Mener
Stolp dan Cradkan (1981 serta Pallerom {1984 bakteri Pseudomonas bereaksi positif
pacla up Nuoresens. Lelliot dan Stead (1987) menvatakan bahwa adanva piemen
flunresens setelah bakieri Pseudomonas divji pada medium king's B menunjukkan
bahwa ketiga solat bakter: tersebut adalah bakten I’seudmﬁmms kelompok fluoresens

 Preudomoenad Muoresens) Hasit up Nooresens dapat dilvhat pada

Crmibar 5

{rambar 5. Hasil Ui Fluoresens Bakteri Pseudomoenad Fluoresens
rada Media King's B
A=Arl, B~ Aj I,C=Tg L.
Pada un mdrolisis pati, ketipa Isolat bakten menunjukkan reaksi neganf
vang dicinkan dengan warna hitam pada arca vang ditumbuhi bakteri setelah dietesi

reagen odium pate. Hal ini sesuai dengan pendapat Palleroni (1984} serta Stolp dan
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Cradhan (1981} vang menyatakan bahwa bakteri Pseudomoenas bereahsi negslif’ pada
it hudrohises pat. Menurur Hadioetomo (1983) reaksi negatif tersebul menunfukkan
bahwa haklen tidak menghasilkan enzim amilase vang dapal menghidrotisis pali

menjadi maltosa dan glukosa Hasil uji hidrolisis pati disajikan pada Gambar 6.

Cambar . Hasil U Hidrolisis Pati pada lsolat Hakiari
Pseudomonad Fluoresens
A=Ar I B=aAL Y C=Tg 1.

Pada pengujian reduksi nitrat, ketiza isolat bakler bersifat negatel. Hal 1m
ditandal dengan tidak terbentuknya wama bire pada isolat bakten selelah ditetes:
dengan iodin pate (larutan A + lanatan B), isolat hakteri terbukti bereaksi nepatil
sesugl denpan Pscudomonas vang diidentifikasi Lelhot dan Stead (19871 wvang
menyvatakan bahwa tidak terbentuknva wama biru pada medium sctelah ditetes

dengan jodin pat (laratan A - larutan B} menunjukkan babwa bakien tidsk Mampu
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meredukst mtrat menjadi mitnt dan tidak memproduks: gas dan niteat melalin proses

denitrilikas, Hasil up redukst nitral dhisajikan pada Gambae 7.
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Cambar 7. Hast] Un Reduksi Nitrat pada lsolat Bakteri
Pseudomaonad Fluoresens
A= Ar ] . B=Aj. 1, C=Tg L
Reakst negatif ditunjukkan isolat bakteri pada uji pembentukan indol
(Ciambar ¥) dengan tdak terbentuknya lapisan merah pada permukaan media serelah
ditetos: reagen kowvacs. Hal ini sesuai dengan identifikasi Lelliot dan Stcad (1987
yang menunjukkan bahwa bakter bereaksi negatil pada uii indol. Menurut Alcano
{19831 regkst negatif pada pembentukan indol tersebut berani bakien  (iclak
menghasilkan enzim mptotan sehingga lidak mampu menghidrolisis asam amino
triptofan menjadi indol dan asam piravat, Palleroni (1981) menyatakan bahwa bakien
Pseudomonad tidak pernah memproduks indo] dan enzim triptofan vang berarti pula

bahwa baklen adalah dan genus Pseudomonas
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Crambar 8. Hasil U Pembentukan Indol pada 1solat Bakten
Pseudomonad Fluoresens
A=A Ly B= AR L C=TE. 1
lzolat bakteri menunjukkan reaksi positif pada uji pembentukan levan yang
dicirikan dengan kolom yang tampak mengkilal. berlendir dan cembung (Fahy dan
Havward, 1983 | (Crambar %) Ilasil tersebul sesumr dengan identifikasi Palleron
{19841 Dwidjoseputro (1990) menyatakan bahwa adanya aktivitas cnzim levan
sukrosa vang dihasilkan olch bakten menvebabkan bakier mampu mengubah sukrosa
menjadi glukosa dan fruktosa, Menurut Fahy dan Havward (1983 ) serta Lellion dan
stead ( 1987) kolom yvang semuala tampak transparan akan menjadi buram setelah 2-3
hart dan mencair pada biskan tua, Menurur Palleroni (1981) Bakter Pseudomonad
Fluoresens wang mampu  memproduksi  levan  sukrosa adalah  Pseadomomseey

Huorescens, . cholororaphis. P, awreofaciens, sedanvkan P gerugmosg duan
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£, putida tidak mampu memproduks) levan dan sukrosa. Uji pembentukan levan

sering digunakan untuk untuk membedakan funipe-bicdipe dan P fuorescens.

CGambar 9. Hasil Liji Pembentukan Levan Sukrosa pada
Isclat Bakten PHI:L[-let'.IDIIﬂd Fluoresens
A=Arl B=Aj 1,C=Tg. 1

Pada pengujian gelatin, ketiza isolat bakren bereaksi posinl” Hal i ditandi
dengan tetap mencairnya (Udak membeku) tabung pelatin vang telah dinokulasi
haktori, setelah disimpan dafam lemari pendingin subu 5'C selama 2 jam. Palleroni
(1984 serta Lay (1994) menyatakan bahwa reaksi positii menunjukkan bahwa
bakteri mampu mencerna gelatin, Menurut hasil penelitian den Dooren de JTong ( 1976
dalam Palleroni, 1981). salah satu bakteri vang termasuk dalam Pscudemonad
fluoresens vaitu /. putide merupakan spesies fluorescens yang lidak mempunyai
kemampuan  untuk  memecah  gelatin,  sedangkan  Psewdomonas fuorescens

mempunyal kemampuoan untuk memecah gelatin,
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Isolal bakten terbukti menumukkan reakst positif pada up pembusubun
wentang, vang dirunjukkan dan bekas goresan kentang vang membusuk dan berwarng
kehiaman (Gambar 107 Menurut Lelliot dan Stead {1987) bakien bereaks: posiit
pada wi pembusukan kentang yang berarti telah terjadi akuvitas pektolitik olzh

balkien.

Gambar 10, Hasil Uji Pembusukan Kentang pada [salar Rakiers
Pseudomuonad Fluoresens
A=Ar 1, B=4A) 1,C=Te 1

Pada wpr YI3CA, ketiga isolat bakierr vang diup selama tujuh har pada
mecha YDICA merunjukkan warna kolom krem. Menurut Stolp dan Gadkari (19811,
bakteri Pseudomonad Nuoresens vang  ditumbuhkan pada media YDOA  aban
menunjukkan wama kolom yang berbeda-beda vaitu Pascudomomay Susresoenis
menghasilkan warna koloni krem, P, chororaphis menghasilkan wama hijau dsn &
avFeafaciens menghasilkan koloni oranve merah sedangkan merurut Patleron (1951 )
Fooweryginoso yang ditumbubkan pada media YDCA akan menshasilkan warra

wolom bicw kehijausn. Hasil uji Y1OA dapat dilihat pada Gambar 11




"

Crambar 11 Hasil Uji YDCA pada 1solat Balten
Pseudomanad Fluasresens

A=Ar, 1LB=Ag: 1.0=Tw |

=

[solat bakters juga menunjukkan reaksi negaul’ pada uii hipersensitil
lembakan sesuan dengan disknpsi Lelliot dan Stead { 1987) vang menyatakan bahwa
restkst negatit ditunguldan dengan tidak munculnya gejala nekrotik setelak dinekulasi
secara sunhikan dengan suspenst baktert dalam waktu tujuh hari {Ganbar 127 Hal ini

menunjukkan bahwa ketrga isolat bakteri tersebul bukan merupakan bukéen patogan

tuimbhan tetap bakten saprofit.
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Cambar 12 Hasil Lijn Hipersesinf Tembakau pada 1solas Bakten
Pseudomonad Flusresens
A=Kontrol, B~ Ar. |LC=Af 1. 5="Tu. |

Pada pengujun subu, terlithat bahwa kE1:E_e; isulal bakterr tersebur mampu
tumbuh bask pada suhe optimam 25 €, 30° C. 37" C vang dimndikasikan denssn
lingginva tingkat kekeruhan pada media nutrient beoth. Pada suhy 4" C dan 117 C
media nutrient broth teddihat agak kerub, hal ini menonjukkan bahwe bakieri masih
mampu lumbuh walaupun tdak optimal, Pada media areicnr beodd vang disimpan
pada suhu 417 ¢ masih terlibat jernib, ini menunjukkan pada subu terscbut bakeeri
sudoh  hdak mempu tumboh. Meourut Palleroni (19847 suhu opumum  untul

; T | . ;
pertumbuhan  bakten  Vsewdfomonad flioreseny 257 C - WY C yaitu bakter

0 uerescens, P putida, tetapn ketiga solal bakleri vang divji mempunyar subu

e L o

optimum 257 C - 37" C. Perbedaan i mungkin disebabkan oleh adanya perbedaan

fablor lingkungan anezra t2mpat penelitian asal penelite sebelumnva denpan tempal
= N p F. o]




peschitian i Laboratoriom fmuo Penyakic Tumbuhan Fakuitas Pertanan Linversie
Jember. Suhu optimum untuk bakier 72 ruginoseg adalah 37C habter im HTETR
Pertahan hidup pada suhe 41° . sedang subu optimien untuk bakicr Chiagearanii
Jdan £ coveverforcrens adalah =30 ¢

Reaksi bakier bereaks pasttil terbudap Bidrolisis areining hily terpadh
merubahan warna pads media vang mengandung arginin dani waima merah tus
menjud omanpee. Menurat Bergey’s Manual of Determinative Bacteriolowny {Buchanm
dan Citbbor, 1974) kelompok Pseudamonas fluoresens bercaks positf terhadap
budrolisis arginin, diantaranva Psewdomonees Hueorescens, [ pugicl, | A T
S chlororaphis don P cwcliors dan kelompok ini bersif it fitopatogen Hasil ap

terlihat pada Gambrar |2

Gambar 13, Hasil Uy Hidrolisis Arginin Pada [zola
Pseudomonad Fluoresens
A= Kontrol, B= Ar, | C= Al T, D=

I.
o




Berdasarkan hasit upi fisiologis bakteri ( Tabel 11 terschut, maka isolai baken

Ar 1, AL L Te 1 adalah bakiers Pycudomonas ffuorescens

4.3 Hasil Pengujian Antagonisme Seeara fn vifre
Hasil wii w veire terhadap pertumbuhan koloni jamur & sedon dan kantmol
dapat dilihal pada tabel 3

Tabel 5 Rata-rata Thameter Koloni (mm} & sedam pada Pengujizn Aptagonisme

15 v,
) Perlakuan T _F.‘r[:mnEKu]uni (rm ) Hart | e- o
| 1l i1 1V v Vi Wil
| Fontrol f 228 e 3BT 497 a3 WD
X A 1 0.4 o5 154 16,2 Lo, X7
3OAf T { 3.7 5.3 73 108 129 176
4 Tu | i 3.3 7.7 LR |id: & 16,7 |56

label % Menunjukkan bahwa semua isalat antagonis vang «dipunokan

lermvata mampu menghambat pertumbuhan jamur & solan, Penghambatan tersebut
terjach mulal pada han ke- 2 setelah mokulasi. Pada pengamatan hari ke-7 (hisi) ruty
rala pertumbuhan jamor & sofans pada ketipa isolat parlakuan, bakten anlagons
mencapar 1964 mm, sedungkan pada kontrol pertumbubhannya dapat mencapai
B0 i,

Berdasarkan data Tabel 3 dapat diketahui besarnya persentase penghambaion

masing-masing antgonis terhadap pertumbuhan & sefame Data wersebur dapat difikae

pady Tabel 4




Pabal 4. Rata-rals Persentase Penghambatan P ffiyorese sy Terhadap B, sodur

* Perlskuan Penghumbatan Pertumbuban Koloni (%) Har K- fhsis
i 11 (11 Y ') b il
T Wontrol i Ue e T Qe  fh " 0h it
2, A ta o3 7 h 6,7 1y B 3 | fh 5y 71492 FREET
ST (1l n Bimg Bl.2a Bl 0a Tl e T
4 T | f1a 6.7 ab 125 ab 74. 1 ab T2y Td B . 4n

Anpkd pada satu kolom difkun oleh huref vang sama menunjubkan heda tidak nvalg
[ uji Duncan 3%

Pada Tabel 2 menunjukkan hahwa semua isola amagonis M Fuorescens
mampu menghambal  pertumbuhan jamur B solew. MNamun andsr perlakuan
menunjukkan  berbeda tidak mvata dan berbeda nyata dengan kentrol.  [ai
pengamatan hari ke 7 ihsi) persentase penghambatan oleh bakleri # Muirresceny
mencapai 736 (Ar 11 77.R (ALTY dan 77,1 (Tg.1) Kemampusn bakieri
Huorescens dalam menghambal pertumbuban ® sedum tersebut dicluga akibai dan
senvawa antibionk, siderofor, dan substansi folatil { Gambar 13]

Menurut Misaphi ef «f (1982) aktivitas P fliorescens menzhaimbal
pertumbuhan berbagai jamur pada berbagai media  biakan, dischabkan  olch
Lemampuannya untuk mengambil unsur besi (Fe ') dar media denoan membaniuk
komplek hesi-pigmen. Pigmen vang dihasitkan bakteri lebih memperhihatkan sifat
fungistank. Weller {1988 menyatakan babhwa kemampuan £ ffucrescens menuambil
unsur best (Fe™) dari media memacy terbentuknva siderofor dan antibionik Vang
sangai berperan dalam menekan pertumbyhaan patogen, erutama pelongan janur
Perun  senyaws tersebut ditentukan oleh  faktor-faktor lingkungan vang  dupu

mempengaruhi produktivitas bakten dalam menghasitkan siderafor dan antitiolis

Mulva, 1997). Pada kontrol tidak tefadi penghambaran (0%, hal ini lerzadh karena




pada kontral Gedak mendapar penghambatan . fuerescens schingpa permmbishan
heloni &, serfare tidak terbambat oleh anobiotik vang dikeluarkan P fuorcscens.
semampuan bakiern antagons dalam menghambat pertumbehan & sodaar
rada penuugian sccara o vefro membuoklikan babhwa bakteri tersebut mempunyai
potenst umuk digunakan sebagal agensia havan dalam mengendalikan pemvakit

rhizoctonis vang dischabkan oleh jamur &, solam,

ambar 14, Penghambatan 7 Tuoresc eny Terthadap B sofom
pada Media PDA
A-Kontral, B=Ar |, C=7y. |, D="Fe. 1
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V. Kesimpulan Dan Saran —— —————_

5.0 Kesimpulan,

Berdasarkan pengupan sifae fisiologis serta hasil dan pombahasun dapat
disimpulkan babwa bakteri isolat Ar, 1, Aj. 1, dan Te | adatah bakten 7 fuorese v,
beetiga isolal P fuorescens tersebut mempunyal potenst  untuk menghamba
perkembangan koloni % solor secara in vieeo, dan persentase penghambatar

. fluorescens teringg vanu isolat Aj 1, sehesar 77.76%.

5.2 Saran
Perlu  dilakukan  peneliian  lanjutan  untuk mengelahui  elekiivitas
£ flworesceny isolat Ar 1, Aj 1, dan Te. 1 dalam menekan pertumbuhan 2. sedunr

pada persanaman kedelar secara o vive di lapang.
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Lamyprran 2. Sidik Ragam Diameter Kolom Jamur & sodas: Pengamatan Hart Ke-2

Sumber af= Jumiah Kuadret F it F-tabg
Waragaman Kuadrat Tangah 50, L
Perizkusn 3 117408750 391 34583 188170161 * 324 529
Galal 16 33,10000 2 DBBTS
Tatal 1 1207 13750 =

LL]

Fetarangzan

Beroads sangal nyvars

cy = 14 GRS

Lampiran 3. Sidik Ragam Diameter Koloni Jamuar 2. sedond Pengamatan Har Ko-3

—

Sumaer als Jurnish Kusdrat F-rutung F-iatel
Keragaimar Kurorat Tengah 5% 1%
ParlaLan 3 171393750  573,31250 175,540945 324 532

Ciglat 16 S0, B0 217500
Tohal 9 1754 TATED n 0N B=_
Kelorangan Berbeda sangsat nyata

oy = 13 5484

Lampiran 4. Sidik Ragam Diameter Koloni Jamur #. oo Pengamulan Hari Ke-d

Sumber n]=] Jumian Kuedrat S F-lat=
Karagamar Kuadrat Tergah B 1%
Pariakuar 3 313225000 104408333 198 165283 - 324 579
Galat R B4, 30000 H 26875

Total 18 3216 55000

Katarsngan . *

o=

Berbeda sangal nyata
13, 230%

Lampiran 5. Sidik Ragam [hameter Koloni Jamur 2 sodani Pengamatan Han Ke-3

Sumber dB Jurmlak Kuacrst F-nilung Ftabel
Keramaman Kuadra! Tengah 5% 1%
Parlakuar 3 4BTY.35000  1826.45000 137 6077E0 374 52g

Gaiat 16 188, 70000 11,79375
Toal 18 5068,05000 N
Kelerangan " Berbeda sangat nyata

cv = 1.3 365%




Lampiran 6, Sidik Ragam Diameter Koloni Jamur . sofom Pengamanan Hart be-6

260445013 **

Sumber dB Jumlan Kuadral r-;'l-'l.h"ll;J
Heragamen Kuadrat Tengah
Perrkuzn 3 954683750 3182 31750
Galat il 185 50000 1221875
Tatal 19 6747 43750 s
Keterangan **  Berbada sangal nyata

cv=122%71%

F-lageal
0% 1%
324 528

Lampiran 7 Sidik Ragam Diameter Koloni Jamur & soian Pengumatan |an Ke-7

Surmbar dB Jumlah Kuadrat F-hitung F-rabel
Heragaman Kuadrat Tangah % T%
Perakuan 3 1655571400 EE1B 57133 273 4B0OGAS 374 L
Galat 15 322 BRBOD 2018050

Tota! 1% 18878 60200
Keterangan **  Berbedz sangat nyats

ov = 17300

Lampiran 8 Sidik Ragam Persentase Penghambatan P foworescens Pengamatan Har

be-2
sumber a8 Jumnizh Kuadrat - hitLirsg F-tatal
Haragaman Kuedrat Tangah 5% 13%

Farta<uan o 22510 42550 7503 47517 202 032480 == 324 B
elat 15 o494 24000 AT 14000

Tota 15 23104 66550

Keterangan - = Barbesa sargat nyata

ov = 10.601%

l.ampiran ¥, Sidik Ragam Persentase Penghambatan P, Hricrescens Pengamatan Har

=

Bog=a
Sumber dB Jumiah FLadrat F-hitung F-iabel
Keragaman Muzdral Tengah = EE?
Ferlakuzn 4 20844 20200 694806733 175562647 + 374 54
Galal H : B33, 21800 38 57800
latal 19 21477 41800
Keterangan. ** Berbeda Eangst nyala

cv = 17 395%




Tabar basil uji bada jarak bergenda Duncan

Periakuan  Rate-ata  Ranking SSA 5% DMWRT 8%  Notasi

P2 81,18 1 323 1285134 1
P3 T2, 5 o 315 1253304 gk
B B&, 74 e 3 11.83523 b
Kanirol 0 d o)

El&-angan Huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nvata
pada ujr Duncar taraf 5%

Fampiran 10 Suhik Rugam Persentase Penghambatan P, fiorescons Penpamatan Har

Puio=d
Sumber | Jumlah Kuzdrat F-hitung F-tabe
Karegaman Kuadrat Tengah N o' 1%
Perakuan S Z20BET 54400 695251487 196914847 324 529
Galat 15 28 A&7 35, 30725
Totzl 18 21422 48000
Meterarngan  * Berbedsz sangat nyats
Cv = 10, TEAG

Taba! hasii uji bada jarak bergands Duncan
Perdgkuan  Rata-rata  Ranking SSR 5% DMRT 5%  Notasi

Ay A 1 323 12138487
=] 74,08 2 31% 11,8284 ab
P &6 32 3 A 11,27413b
Kortal | 4 g

Ef.:'larar-n a1 Huruf yang sama menunjukkan tidak narbada rvats
pada ujt Duncan taraf 5%

Lampiran 17, Sidik Rapam Persentase Penghambatan & M fuorescens Pengamutan Hari

Ke-5
Sumber dE Jurnlah  Kusdrat F-huturg F-latsi
Keragaman Muadrat Tergah Sa 1%
Perlakusn 3 2001365800 BB71,21533 128614215 — 3,24 520
5alat 16 A329, 92000 51, 87000
Tatal 19 20843 S7BO0 :

Helerangan - ™ Berbeds sangat nyatz
cv= 13.242%




Taoel nagl uji bada jarax cergsnda Duncan
Perizkuzn Reta-rata  Ranking S8R 5% DMRT 5% Molas

Pr2 77,7 1 ' 323 14712848
Py T2 54 2 218 1434824 &
PF1 55,52 3 3 13,65499 3
Kanirs ] 4 5

Ketsrangan  Hunf yang sama menunjukkan Lidak berbeds nvaia
gada uji Duncan taraf 5%

Lampiran 12, Sidiik Ragam Persentase Penghambatan £, fuorescens Pengamatan

Hari Ke-56
" Sumoer ¢ Jumilah Kuadrat F-hituing F-tabel
Heragaman Kuadrat Tangah S qap
Penaruan 3 2189724950 723241850 PAAQOOSS3 ~ 374 Gog
Galal 16 430 34000 26, BoE2H
Total 18 23127 58850

Kelsiangsn ™ Beroeds sangal nyala
A T

Tabe nasil uji bada jarax bargande Duncan
Parlasuan  Rata-rate  Ranking SSR 5% DMRT 5%  Notesi

pra ol 52 1 323 1050445 g
Fra 74,78 2 315 1033205 5
Fi1 .4 3 3 9B40045 a
Kontrol il 4 b

Kaiers r'gah . Huruf yang sama mariuniukkaﬂ tcak barbeda nyata
pada uji Duncan taref 53%

Lampiran 123 Sidik Ragam Persentase Penghambatan 2. funrescens Fengamatan |ar;

F.e-7
Sumiber dB Jurnizh Kuadrat F-hiturig F-tabgl
Keragamar Kuadrat Tengah S04 1%
Perlakuzn 3 21790BB550 /263 GZB50 326 249533 324 529
Cialai 16 356, 22400 22, 26400
Tatal 19 22147 10950 '

Kelerangar "  Berbeda sengart nyale
ov = B PE3%




Taoel nasil wi beda jzrak bargands Duncan

Pariakuan
Py )

P3

Ff1

Kanora!

Keterangan ;

Rata-raia  Ranking S5R %% DMRET 5% Nowas
77,78 1 323 9635047 a
7T 2 315 5200308 5
73,56 3 J BB52ETE B
i} d Fa

Huruf yang sama menunjukian tdak berbeda nyata
pada uj Duncar tarsf 5%

Lampiran 4. Komposisi Bahan Medium Oksidatif Fermentatif

| ho _ Jenis/ Bahan Jumlah 1
bl | Pepton .0 p
I : E HT‘[_HIFF}-I | 1.4 &
| 3 | KCIL, {0 2p
| 4 MgS0, TH-0 02y
2 Bromothvmol Blue 08
L6 | Agar | Loy
Lampiran |5, Komposisi Bahan Medium King s 13 z
No Ldenis! Bahan Jumlah
i Protease Pepton (Difeo) 200 p
2 | KaHPO, 150
| 3 | WSO, THAO) | .5 @
4 Agar [ 150ga
5 Gliserol | 1oge
Lampiran 16 hum}:uml:l Bahan Medium Hidrolisis Pan 3
| No Jenis/ Bahan Jumilah
| I | Arar |50 1
[ | Pat 208 !
3 Pepton | 5.0 g !
!

Lampiran 17, humpuml Bahan Medium Pengujian Indod

i

~

Lampiran 8. Kompesisi Bahan Reagen Kovacs
e —— et b= i | |

M

|'-.-:l I

liee] Extract | T

I Jumibah

Jenis/ Bahan

Tripton NN
Aquades | LI

Jumibah
L

75 ml

Jenm" Bahan
Para dlr‘nE1h1r| _aming benzaldehy e
Aol alkoholbutil alkobol

HCL pekat (37% | 25 ml

i1




Lampiran 19, E-;-_:-mpnm:au Bahan Medium Levan Sukrose

N _ N Jenis! Bahan Jumiah
| | | Pepron 5o
. Beef Extract Ju
| 3 Glukoses Sukrose 253/85%
4 | Dextrose agar 5 |
3 Aguades | 100 ml |
[ampiran 20, komposisi Bahan Nutrient Apar e
No : Jenis/ Bahan | Jumlah
| | Pepton 1.1 g
| 2 Beef Extract 20p
i Ciluskogrse B
‘ 4 i Agmar 120p
|3 Sukrosa 5 % wiv) :

Lampiran 21 M:-mgmla Bahan :-:muen A+DB

| NO ) Jenis! Bal'mu Jumlah
[1 “-.1|‘.|h:-1 nunphtylamine Su
H.50); 48 ml
: Aquadest 1TH0 ] _
2 | Asam sulfanilat R '
Ha 50 440 |
. Aquadest l 100060 ml

lampiean 22. Komposisi Bahan Medium Pencairan Gelatin
‘ No '

Jenis/ Bahan Jumlsh
| Pepton 500

|
. | Yeast Extract EAVE
s e Agar e _ |is0ng |

Lampiran 23, hnmpl‘-mm Bahan Media YDCA

T"*D M ~ Jenis! Bahan Jumlah
| ‘east Extract L3 g
2 Nekstrosa (Glukosa) 20
3 Kalsium Karbonat (USP, Light Powder) 201 g |
g | Agar | 1508

Lampran 24 hu MPOsISE Hﬂhun "n-fu:ha fedia Mutrient Broth

| No Jenis/ Bahan | Jumlah '
I "».’ulm_nt Broth ‘
2 "-.Lua | U el




Lampiran 25 Komposisi Media Hidrohisis Arginin

! il — Jenis/Bahan __|Jdumlabh
|1 | Pepton Ia g

I Mai | | 5,00

A | K:HPO L3 5

g Penol Ked [ 0] @
i [ L. = Aroinin L Mg

§ Auar [ 30 e
(3 [ Aguadess HIO ]




