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ABSTRAK

Nematoda entomopatogen isolat lokal bersimbiose dengan bakteri
Xenorhabdus spp. atau Photorhabdus spp. Bakteri simbiose yang diisolasi dari
nematoda entomopatogen isolat lokal Pujon, Cemoro Lawang dan X
nematophilus identik dengan Xenorhabdus spp. dan isolat Ngadas identik dengan
Photorhabdus luminenscens. Beberapa isolat seperti Xenorhabdus sp. (isolat
Pujon) dan P. luminenscens (isolat Ngadas) mempunyai  kemampuan
menghasilkan antibiotik menekan Bucillus pumilus dan hasil uji virulensi dua
Jenis bakteri (Y. nematophilus dan P. luminenscens (isolat Ngadas)) terhadap
Plutella xylostella dan serangga pembanding Tenebrio molitor menunjukkan
virulensi yang besar untuk 2. luminenscens (isolat Ngadas) apabila bakteri
diinjeksikan kedalam tubuh serangga. Sedangkan dengan mencampurkan bakteri
ke dalam kubis, virulensi yang besar ditunjukkan oleh .. nematophilus.

ABSTRACT

Local isolates of entomopathogenic nematode is symbiotic bacteria of
Xenorhabdus spp. or Photorhabdus Spp. symbionts bacteria which isolated from
local isolate of entomopathogenic nematode of Pujon, Cemoro Lawang and X.
nematophilus identically with Xenorhabdus spp and isolat of Ngadas identically
with Photorhabdus luminescens. Some isolates, such as Xenorhabdus (Isolat of
Pujon) and P. luminescens (isolate of Ngadas) have capability in producing
antibiotic suppress to Bacillus pumillus. And the result of virulence test from two
kinds of bacteria (X, nematophuilus and P. luminescens (1solate of Ngadas)) to
Plutella xytlostella and another insect Tenebrio molitor indicates high virulence
for P. luminescens (isolate of Ngadas) when the bacteria is injected into
haemolymph of insect. While, by mixing up the bacteria into cabbage, high
virulence indicated by Xenorhabdus nematophilus.

Xii
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RINGKASAN

Mardianto Harahap, F1E195246, Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan
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Fisiologi Beberapa Isolat Lokal Bakteri Simbiose Nematoda Entomopatogen
Kompleks Serta Uji Virulensi Pada Larva Plutella xylostella”, dibawah
bimbingan Dr. Ir. Didik Sulistyanto dan Dr. Ir. Bambang Sugiharto,
M.Agr.Sc.

Di Indonesia telah ditemukan Nematoda entomopatogen dari berbagai
daerah. Sebagai bagian dari asosiasi dengan Nematoda, bakteri Xenorhabdus dan
Photorhabdus spp. mempunyai peranan penting dalam membunuh serangga dan
memiliki prospek sebagai bioinsektisida dimasa datang. Sebagai isolat lokal yang
baru perlu diidentifikasi lebih lanjut dan diteliti kemampuannya dalam membunuh
S€rangga terutama pada hama daun kubis Plurella xylostella.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mempelajari karakteristik beberapa
bakteri simbiose nematoda entomopatogen isolat lokal (Xenorhabdus spp. dan
Photorhabdus spp.) dan menguji virulensi beberapa bakteri simbiose nematoda
entomopatogen kompleks (Xenorhabdus spp. dan Photorhabdus spp.) isolat lokal
pada larva Plutella xylostella.

- Karakteristik yang diamati adalah karakteristik morfologi bakteri
(Xenorhabdus sp. (isolat Pujon), Xenorhabdus sp. (isolat Cemoro Lawang),
Xenorhabdus nematophilus dan Photorhabdus luminenscens (isolat Ngadas)) pada
media pertumbuhan Nutrient Agar, Mc. Conkey dan NBTA, karakteristik
fisiologis dengan beberapa uji seperti gram, katalase, flourenscens, antibiotik
melawan Bacillus pumulus serta bioluminenscens. Sedangkan pada uji virulensi,
bakteri Xenorhabdus nematophilus dan Photorhabdus luminenscens di uji
kemampuannya dalam membunuh serangga Plutella xylostella dan Tenebrio
molitor dengan menggunakan metode oral dan metode injeksi.

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat diperoleh beberapa kesimpulan sebagai
berikut : :
1. Bakteri nematoda entomopatogen isolat lokal (isolat Pujon dan Cemoro

Lawang) di identifikasi sebagai Xenorhabdus spp. yang bersimbiose dengan

Xiii
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nematoda Steinernema spp. dan bakteri isolat lokal Ngadas sebagai
Photorhabdus  luminenscens yang bersimbiose dengan nematoda
Heterorhabditis indicus.

Virulensi yang tinggi dalam mengendalikan Plutella xylostella dengan metode
oral ditunjukkan oleh bakteri Xenorhabdus nematophilus dengan LCs,
695171,57 sel/ml

Virulensi yang tinggi dalam mengendalikan Plutella xylostella dengan metode
injeksi ditunjukkan oleh bakteri P. luminenscens (isolat Ngadas) dengan LCs
masing-masing 1,9x10” :

Kemampuan bakteri dalam membunuh serangga dapat dipengaruhi oleh
senyawa antibiotik yang dihasilkan bakteri, faktor lingkungan, serta

persistensi bakteri pada pakan diluar simbiose dengan nematoda.

Xiv
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Xenorhabdus spp. dan Photorhabdus spp. merupakan bakteri yang
berasosiasi secara spesifik dengan nematoda jenis Steinernema spp. dan
Heterorhabditis spp. famili Enterobacteriaceae (Ehlers, 1996). Bakteri simbiose
tersebut terdapat dalam intestine nematoda Steinernema yang kemudian akan
dilepaskan di dalam tubuh serangga, berperan dalam proses terbunuhnya serangga
inang dengan memproduksi toksin dan menyebabkan fatal septisemia (Jarosz,
1996).

Nematoda entomopatogen dan asosiasinya dengan bakteri aman bagi
binatang berdarah panas dari vertebrata, dan manusia. Bakteri simbion
Xenorhabdus dan Photorhabdus diketahui mengeksresikan beberapa senyawa
metabolisme didalam medium broth. Penelitian lebih jauh melaporkan bahwa
bakteri simbion tidak bersifat toksik dan berisiko rendah bagi manusia terhadap
alergi akibat reaksi melawan protein spesifik dari kompleksitas nematoda-bakteri
(Boemare er al., 1996).

Spesies-spesies bakteri simbiose nematoda entomopatogen kompleks yang
ditemukan diberbagai belahan dunia berbeda satu sama lain sesuai dengan strain
Steinernema. Menurut Boemare et al.(1996) X. nematophilus bersimbiose dengan
S. carpocapsae; X. poinarii dengan S. glaseri; X. bovienii dengan S. feltiae, S.
afinis, S. kraussei dan S. intermedia, sedangkan S. scapterisci bersimbiose dengan
bakteri Xenorhabdus spp. dan Photorhabdus luminescens bersimbiose dengan
Heterorhabditis bacteriophora.

Pemanfaatan Steinernema spp dan Heterorhabditis spp. sebagai
pengendali serangga telah banyak dikembangkan. Hal ini berkaitan dengan
adanya resistensi, resurjensi dan pencemaran lingkungan oleh pestisida kimiawi
(Sulistyanto, 1998). Pestisida kimia telah banyak dilaporkan tahan terhadap
serangga hama terutama terhadap Plutella xylostella seperti golongan Carbamat,

organophosphorus, pyrethroid, piperonyl butoxide (PB), benzolyl phenyl urea
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(BPU) dan abamectin (Sun, 1992). Selain itu adanya ketahanan P. xylostella
terhadap Bacillus thuringiensis seperti yang dilaporkan Tabashnik et a/. (1992) di
Hawaii menyebabkan penggunaan agensia pengendali serangga yang lain mulai
dikembangkan.

Di Indonesia telah ditemukan Nematoda entomopatogen dari berbagai
daerah. sebagai bagian dari asosiasi dengan Nematoda, bakteri Xenorhabdus dan
Photorhabdus mempunyai peranan penting dalam membunuh serangga. Beberapa
penelitian telah mengetahui kemampuan bakteri simbion X nematophilus dan
Photorhabdus dalam mengendalikan beberapa serangga seperti Galleria
mellonella, Popilia japonica dengan persentase kematian rata-rata diatas 60 %
(Yeh & Alm, 1992), tetapi untuk serangga Plutella xylostella belum ada laporan
lebih lanjut. Untuk itu perlu diuji kemampuan bakteri simbiose tersebut dalam
membunuh serangga terutama hama P. xylostella terlepas dari simbiosenya
terhadap nematoda entomopatogen sehingga dapat diketahui potensinya sebagai

bioinsektisida.

1.2 Tujuan
1. Mempelajari karakteristik beberapa bakteri simbiose nematoda entomo-
| patogen isolat lokal.
2. Menguji virulensi beberapa bakteri simbiose nematoda entomopatogen

kompleks isolat lokal pada larva Plutella xylostella

1.3 Kegunaan

Hasil penelitian dapat digunakan sebagai informasi mengenai beberapa
Jenis bakteri simbiose nematoda entomopatogen kompleks isolat lokal baik
morfologi, fisiologi maupun virulensinya pada larva serangga uji Plutella

xylostella, sehingga diketahui potensinya sebagai bioinsektisida di masa depan.
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II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Nematoda Entomopatogen
2.1.1 Patogenisitas Nematoda Entomopatogen

Nematoda patogen serangga dari famili Rhabditidae terdapat dua genus
antara lain Steinernematidae dan Heterorhabditidis. Nematoda entomopatogen ini
mempunyai perilaku bermacam-macam, seperti perilaku penyerang “hunters”
karena mempunyai kemampuan mencari serangga inang yang tinggi, contohnya
Steinernema  glaseri dan  Heterorhabditis sp., sedangkan vperilaku diam
“ambusher” dan menunggu inang sampai berada didekatnya terdapat pada S.
carpocapsae (Gaugler, 1993 dalam Ehlers, 1996).

Nematoda entomopatogen memenetrasi kedalam tubuh serangga melalui
lubang alami seperti mulut, anus, trakhea, stigma dan atau langsung menembus
kutikula yang didukung oleh aktivitas enzim protease yang dihasilkannya
(SimGes, 1998). Di dalam proses infeksi nematoda patogen serangga terhadap
inangnya terdapat adanya interaksi mutualisme antara nematoda patogen serangga
dengan bakteri simbion. Setiap nematoda patogen serangga mempunyai interaksi
yang sangat spesifik hanya dengan satu spesies Xenorhabdus atau Photorhabdus,
akan 'tetapi interaksi bakteri simbion dapat terjadi dengan lebih dari satu
nematoda patogen serangga (Akhurst & Boemare, 1990). Didalam tubuh serangga
nematoda melepaskan bakteri dari intestine kedalam haemolimpa dan
menyebabkan fatal septicemia. Sel-sel bakteri bermultiplikasi dan menjadi
makanan nematoda sambil bereproduksi (Jarosz, 1996).

Dalam hal ini nematoda yang melepaskan bakteri kedalam tubuh inang
memperoleh keuntungan antara lain (1) membunuh inang dengan cepat, 24-48
jam, (2) memproduksi antibiotik agar lingkungan cocok bagi perkembangan
bakteri dan menghambat invasi dari mikroorganisme sekunder dan (3)
menyediakan nutrisi bagi nematoda sedangkan nematoda dibutuhkan bakteri

sebagai pelindung dari kondisi yang tidak sesuai serta melindungi bakteri dari
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kemungkinan adanya protein anti bakteri yang dikeluarkan serangga inang
(Ehlers, 1996; Jarosz, 1996).

Gejala yang dialami oleh serangga inang antara lain perubahan warna,
tubuh menjadi lembek, bila dibedah konstitusi jaringan menjadi cair dan tidak
berbau busuk (Sim&es & Rosa, 1996).

Dari  karakteristik tersebut maka nematoda Steinernema spp. dan
Heterorhabditis spp. mempunyai potensi yang besar sebagai agens pengendali
hayati serangga hama yang berwawasan lingkungan. Nematoda entomopatogen
telah banyak dipergunakan untuk mengendalikan serangga hama baik pada
tanaman pangan, perkebunan, rumput lapangan golf serta hortikultura
(Sulistyanto, 1998).

2.1.2 Potensi Nematoda Entomopatogen

Nematoda entomopatogen  telah  banyak dipergunakan  untuk
mengendalikan serangga hama baik pada tanaman pangan, perkebunan, rumput
lapangan golf serta tanaman hortikultura (Sulistyanto, 1998). Selain dapat
diisolasi  dari berbagai tempat diseluruh belahan  dunia, nematoda
Steinernematidae dapat dengan baik mengendalikan hama-hama golongan
Lepidoptera seperti Galleria mellonella, Spodoptera exiqua, Agrotis ipsilon
mencapai 100 % kematian, Ostrinia nubilalis mencapai 72 -100% (Caroli e/ al,
1996); golongan Coleoptera seperti Tenebrio molitor mencapai 20 - 100 %
kematian (Caroli ef al, 1996), P. japonica mencapai 17,8 - 99,4 % (Yeh & Alm,
1992) dan golongan Diptera seperti Liriomyza trifolii mengalami kematian
mencapai 48 - 98 %,

Nematoda entomopatogen Steinernematidae maupun Heterorhabditidae
Juga merupakan agens pengendali yang baik bagi hama kubis 2. xylostella yang
dikenal secara luas dengan sebutan Diamond Back Moth (DBM). DBM yang
relatif mampu membentuk sistem kekebalan terhadap insektisida maupun
terhadap Bacillus thuringiensis ternyata dapat dikendalikan oleh nematoda

Steinernema carpocapsae (All strain) sebesar 68 %, S. glaseri 62 % dan isolat
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lokal (Bumiaji) sebesar 48 % dengan nilai LCs, semakin besar seiring besarnya
instar larva P. xylostella (Zuroidah, 1999).

Karena asosiasinya dengan bakteri yang menyebabkan serangga hama
mati, maka beberapa penelitian mencoba menggunakan bakteri secara terpisah
dengan nematoda. Menurut Yeh & Alm (1992) melalui injeksi sel bakteri
terhadap P. japonica dan G. melonella, Xenorhabdus poinarii menunjukkan suatu
fenomena bahwa semakin besar konsentrasi sel bakteri (2 - 20.000) maka
kematian kedua serangga tersebut cenderung menurun, sedangkan bakteri X
nematophilus dan X. luminenscens menunjukkan kematian yang semakin besar
hingga mencapai 100 %.

Untuk itu perlu diteliti lebih lanjut kemungkinan bakteri nematoda
entomopatogen digunakan secara terpisah dalam mengendalikan serangga hama

terutama P. xyllostella dan T. molitor yang belum banyak dipublikasikan.

2.2 Bakteri Simbiose Nematoda Entomopatogen
2.2.1 Biologi Bakteri Simbiose Nematoda Entomopatogen

Steinernema spp. dan Heterorhabditis Spp. masing-masing bersimbiose
dengan bakteri genus Xenorhabdus dan Photorhabdus famili Enterobacteriaceae
(Ehlers & Hokkanen, 1996). Xenorhabdus spp. dan Photorhabdus spp. merupakan
bakteri Gram negatif, anaerob fakultatif dan berbentuk batang dengan flagela
yang peritrik (Boemare er al., 1996). Hanya dua spesies bakteri yang diketahui,
yaitu X. nematophilus dan Photorhabdus luminenscens. Akhurst (1983) membagi
X. nematophilus menjadi empat subspesies antara lain X nematophilus, X.
bovienii, X. poinarii, dan X, beddingii. Semua strain tumbuh pada suhu 28°C
tetapi tidak semua dapat tumbuh pada suhu 37 °C, .

Nematoda dauer juveniles (DJs) dapat membawa 0 - 250 sel bakteri
simbion pada bagian anterior usus yang disebut vesikula. Di dalam DJs, bakteri
dilindungi dengan baik dari kondisi yang mengganggu di dalam tanah, sehingga
bakteri simbiose tidak pernah diisolasi dari lingkungan tanah (Ehlers, 1996).
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Dalam mekanisme kematian serangga, bakteri dilepaskan oleh nematoda
dalam haemolimph setelah nematoda masuk kedalam tubuh serangga melalui
lubang alami seperti mulut, anus, spirakel atau langsung menembus kutikula
serangga. Didalam tubuh serangga bakteri bereprodusi atau berkembang biak dan
menghasilkan kondisi yang sesuai buat pertumbuhan dan perkembangan
nematoda. Nematoda memakan sel bakteri dan jaringan inang. Tanpa bakteri
simbion dalam serangga inang, nematoda tidak bisa bereproduksi (Ehlers, 1996).

Menurut Jarosz (1996) dan Ehlers (1996), dalam haemolimph serangga
bakteri menghasilkan toksin yang dapat menyebabkan faral septicemia pada
serangga setelah 2 — 4 hari jika mekanisme pertahanan tubuh serangga tidak
sukses dalam mengatasi kompleksitas simbiose nematoda — bakteri Serangga
inang yang terbunuh tidak mengalami pembusukan sampai timbul generasi
selanjutnya dari nematoda infektive juveniles (IJs). Hal ini berkaitan dengan
senyawa yang dihasilkan oleh bakteri simbion (Jarosz, 1996).

Menurut penelitian Simdes (1998), entomotoksin yang dihasilkan oleh
kompleksitas simbiose nematoda S, carpocapsae dengan bakteri X, nematophilus
berupa EtScXn pada media biakan serta Entomotoksin B pada larutan garam yang
diberi haemolimph Galleria melonella. Toksin-toksin tersebut dilepaskan pada
saat nematoda memasuki tubuh serangga, tetapi mode of action dari toksin-toksin
tersebut tidak diketahui secara pasti sinkronisasi antara aktifitas toksin dengan
kematian serangga. Penyuntikan dengan dosis lethal (LD) menyebabkan serangga
berperilaku yang progresif, berlanjut dengan kelumpuhan dan kejang-kejang otot
selama tujuh menit sebelum serangga mati. Dalam hal ini patut dipertimbangkan
enzim-enzim yang dilepaskan bakteri simbion seperti protease, lipase, lecithinase,
DNAase dan phosphatase dalam membunuh serangga inang,

Bakteri Xenorhabdus maupun Photorhabdus cenderung menghasilkan dua
bentuk fase berbeda yang disebut dengan bentuk primer (fase I) dan bentuk
sekunder (fase II) (Ehlers er al, 1990). Fase primer selalu dapat diisolasi dari
nematoda DJs (Akhurst, 1980).
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Menurut Boemare er al. (1996), bakteri fase I terdapat dalam bentuk yang
tidak stabil dengan bentuk batang pendek sebesar 80 — 90 % dan batang panjang
(pleomorphic). Selain itu dalam bentuk primer, bakteri simbion menghasilkan
senyawa antibiotik, lecithinase, bioluminescens (Woodring & Kaya, 1988), serta
menyerap bahan tertentu dari media pertumbuhan. Sebaliknya, bentuk sekunder
kurang baik dalam karakteristik ini. Oleh karena itu menurut Krasomil-Osterfeld
(1994), karakteristik ini memungkinkan membedakan diantara dua bentuk yang
berbeda dari morfologi koloni. Fase I tidak dapat bertahan lama dan akan segera
berubah ke fase Il yang mempunyai kecenderungan stabil dan sel bakteri

berbentuk batang panjang.

2.2.2 Karakteristik Morfologi dan F isiologi Bakteri Simbiose Nematoda

Entomopatogen

Dalam mengidentifikasi suatu isolat baru perlu diketahui karakteristik
bakteri tersebut, baik morfologi maupun fisiologi. Xenorhabdus maupun
Photorhabdus mempunyai dua fase berbeda sehingga menurut Krasomil-Osterfeld
(1994), karakteristik ini memungkinkan membedakan diantara dua bentuk yang
berbeda dari morfologi koloni.

- Menurut Poinar et al. (1989) dalam Kaya & Koppenhofer ( 1996) yang
meneliti aktifitas lytic, aktifitas ini hanya dijumpai pada fase I dan tidak dijumpai
pada fase II. Hal ini menunjukkan, fenomena fase yang berbeda dalam morfologi
dan fisiologi bakteri dipengaruhi oleh aktifitas Iytic.

Karakteristik morfologi dari bakteri simbion Xenorhabdus spp. dan
Photorhabdus spp. dapat dilihat dengan menumbuhkan pada beberapa media agar
diantaranya McConkey, NBTA, dan NA (Krasomil-Osterfeld, 1994). Pada media
McConkey terjadi penyerapan neutral red, sedangkan pada NBTA menyerap
BTB. Morfologi koloni primer secara umum adalah granuler, convex, opaque,
circulair dengan tepi agak rata dan ukuran lebih kecil dibandingkan dengan
koloni sekunder yang berbentuk flat, translucent dengan tepi rata (Woodring &
Kaya, 1988; Krasomil-Osterfeld, 1994, modifikasi Akhurst, 1980).
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Bakteri Xenorhabdus Spp. mempunyai karakteristik fisiologi antara lain
Gram negatif, katalase negatif, bioluminenscens negatif kecuali jenis
Photorhabdus, memfermentasi laktosa, pencairan gelatin positif, mempunyai
aktifitas antibiotik terhadap bakteri tertentu (Woodring & Kaya, 1988), anaerob
fakultatif, dan non fluorencent (Aguillera, et al., 1993).

Bakteri Xenorhabdus dan Photorhabdus menghasilkan enzim lekitinase,
protease serta entomotoksin (eksotoksin dan endotoksin) yang mempengaruhi
proses kematian pada serangga (Boemare er al., 1996) dan warna kemerahan yang
disebabkan bakteri Photorhabdus  dikarenakan bakteri ini menghasilkan
bioluminescens (Woodring & Kaya, 1988). Bioluminescens merupakan proses
biooksidasi yang merubah energi kimia menjadi energi sinar akibat pengambilan
elektron-elektron substrat yang diteruskan secara langsung dari NADH, kepada
FMN (flavin mononukleotide) dimana elektron tersebut dipindahkan ke molekul-
molekul oksigen melalui reaksi enzimatik khusus yang dapat menghasilkan
cahaya dan dalam pengangkutan elektron tersebut tidak terbentuk ATP (Jutono er,
al., 1972).

Senyawa antibiotik yang dihasilkan oleh bakteri yang berupa hydrocyl-
dan acetoxyl- yang merupakan turunan senyawa indol, 4-ethyl- dan 4-
isophrophyl-3,S-dihydroxy-transitive stilbenes (Paul er o/, 1981 dalam Jarosz,
1996), molekul organik (xenocoumarins dan xenorhabdins) dan bakteriosin
seperti xenorhabdisin menciptakan suasana yang ideal bagi pertumbuhan dan
perkembangan bakteri dan menghambat bakteri sekunder lain di dalam tubuh
serangga (Boemare ef al., 1996).

Menurut Jarosz ( 1996), fase I X nematophilus dapat menghambat
beberapa bakteri Bacillus SPp. (B. cereus, B. brevis, B, subtilis, dan B. alvei),
Escherichia coli, Micrococcus luteus, dan Enterobacter cloacae, tapi fase 1I tidak.
Selain itu Kaya & Koppenhofer (1996) mengemukakan bahwa antibiotik yang
dikeluarkan bakteri simbion juga dapat menghambat pertumbuhan  fungi

Beauveria bassiana. 1ebih Jauh Jarosz (1996) mengemukakan bahwa aktivitas
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antibiotik dapat menghambat bakteri sekunder dalam proses infeksi tetapi hal itu

bukan merupakan mekanisme yang pasti.

2.2.3 Patogenisitas Bakteri Simbiose Nematoda Entomopatogen

Menurut Boemare & Givaudan (1998), beberapa Xenorhabdus Spp.
kecuali X. poinarii dan beberapa Photorhabdus sedikitnya bersifat patogenik
terhadap Galleria melonella tetapi sebagian besar patogenik terhadap serangga
pertanian yang dapat mempertinggi keberadaan pengendalian hayati. Mereka
mengemukakan nilai LDs, bakteri . nematophilus terhadap G. melonela sebesar
1-10° sel hidup dengan metode injeksi dan X. poinarii 10° —10° sel hidup.
Sedangkan menurut Yeh & Alm (1992), bakteri simbion X, nematophilus dan
Photorhabdus luminescens dalam mengendalikan serangga Galleria mellonella
dan Popilia japonica memperoleh persentase kematian rata-rata diatas 60 %. Tapi
untuk Plutella xylostella belum ada penelitian yang lebih lanjut terhadap
kemampuan bakteri dalam membunuh serangga.

Dalam kemampuan membunuh serangga tidak terlepas dari substrat-
substrat yang dikeluarkan oleh bakteri seperti protease, lipase, lecithinase,
DNAase dan phosphatase. Selain ity adanya entomotoksin (eksotoksin dan
endotoksin) mempengaruhi proses kematian pada serangga (Boemare et aly
1996), menghasilkan perilaku yang progresif dan berlanjut dengan kelumpuhan
dan kejang-kejang otot selama tyuh menit sebelum serangga mati (Simdes,
1998).

2.3 Hama Daun Kubis Pluzella xylostella
2.3.1 Biologi dan Gejala Serangan Hama Plutella xylostella

Plutella xylostella merupakan hama penting pada sayur-sayuran seperti
kubis, sawi, kol, petsai dan lobak. Hama ini terkenal dengan sebutan ulat kubis
karena selalu dijumpai pada pertanaman kubis. Kadang-kadang disebut juga
sebagai hama putih karena kubis yang telah diserangnya menjadi putih akibat
tinggal epidermisnya yang tertinggal (Tjahjadi, 1993).

MILIK PERPUSTAKAAN
UNIVEKo.iA> JEMBER
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Hama ini mempunyai siklus hidup holometabola (sempurna) mulai telur-
larva-pupa-imago. Telur berbentuk bulat panjang, lebarnya + 0,26 mm dan
panjangnya 0,49 mm yang diletakkan dibalik daun satu per satu kadang-kadang
dua-dua atau tiga-tiga. Telur mengelompok dalam satu daun atau daun yang
berlainan tanaman. Stadium telur 3-4 hari untuk ketinggian 1100 - 1200 m dpl
dan 2 hari dibawah 250 m dpl (Pracaya, 1993).

Larva P. xylostella berukuran kecil £ 9-10 mm dan larva yang baru
menetas berwarna hijau pucat sedangkan yang telah dewasa lebih tua dengan
warna kepala lebih pucat dengan bintik-bintik atau garis-garis coklat. Ulat
bersembunyi dibalik daun sambil makan dan apabila terganggu maka larva akan
menjatuhkan diri dengan mengeluarkan benang untuk menyelamatkan diri. Larva
terdiri dari empat instar dengan stadia larva 12 hari untuk 1100-1200 m dpl dan
sembilan hari pada ketinggian dibawah 250 m dpl (Kalshoven, 1981).

Menurut Pracaya, (1993) larva instar pertama memakan daun kubis
dengan jalan membuat lubang galian kedalam permukaaan bawah daun,
kemudian larva membuat liang-liang korokan kedalam jaringan parenkim sambil
makan daun. Larva instar kedua keluar dari liang-liang korok yang transparan dan
makan jaringan daun pada permukaan bawah daun Demikian juga larva ketiga
dan keempat. Larva ketiga dan keempat makan bagian daun lebih banyak
sehingga meninggalkan ciri yang khas, bekas gigitan larva akan pecah dan
menimbulkan lubang besar pada daun kubis.

Setelah cukup umur larva mulaj membuat kepompong dari bahan seperti
benang sutera abu-abu putih dibalik permukaan daun untuk menghindari panasnya
sinar matahari (Tjahjadi, 1993). Pembentukan kepompong mula-mula dibuat
dasarnya, sisi, kemudian tutupnya yang masih terbuka pada pagian ujung untuk
keperluan pernapasan. Pembuatan kepompong diselesaikan dalam 24 jam
(Pracaya, 1993). Setelah selesai ulat berubah menjadi pupa. Mula-mula pupa
berwarna hijau muda kemudian menjadi hijau tua dan akhirnya menjadi ngengat
(Kalshoven, 1981).
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2.3.2 Pengendalian Hama Kubis P. xylostella

Pestisida kimia telah banyak dilaporkan tahan terhadap serangga Plutella
xylostella seperti golongan Carbamat, organophosphorus, pyrethroid, piperonyl
butoxide (PB), benzolyl phenyl urea (BPU) dan abamectin (Sun, 1992). Selain itu
adanya ketahanan P. xylostella terhadap Bacillus thuringiensis seperti yang
dilaporkan Tabashnik et /. (1992) di Hawaii menyebabkan penggunaan agensia
pengendali serangga yang lain mulai dikembangkan. .

Di Indonesia telah ditemukan Nematoda entomopatogen dari berbagai
daerah. Plutella xylostella yang dikenal secara luas dengan sebutan Diamond
Back Moth (DBM) yang relatif mampu membentuk sistem kekebalan terhadap
insektisida maupun terhadap Bacillus thuringiensis ternyata dapat dikendalikan
oleh nematoda Steinernema carpocapsae (All strain) sebesar 68 %, S. glaseri 62
% dan isolat lokal (Bumiaji) sebesar 48 % dengan nilai LCs, semakin besar
seiring besarnya instar /arva P. xylostella (Zuroidah, 1999).

Sebagai bagian dari asosiasi dengan Nematoda, bakteri Xenorhabdus
mempunyai peranan penting dalam membunuh serangga. Tapi untuk Plutella
xylostella belum ada penelitian yang lebih lanjut terhadap kemampuan bakteri
dalam membunuh serangga. Untuk itu perlu diuji kemampuan bakteri simbiose
tersebut dalam membunuh Serangga terutama hama P. xylostella terlepas dari
simbiosenya terhadap nematoda entomopatogen  sehingga dapat diketahui

potensinya sebagai bioinsektisida.

2.4 Hipotesis
1. Ada perbedaan morfologi dan fisiologi dari beberapa bakteri simbiose
nematoda entomopatogen kompleks isolat lokal pada berbagai media.
2. Ada perbedaan virulens; beberapa bakteri simbiose nematoda
entomopatogen kompleks isolat lokal pada uji oral dan dermal dengan

menggunakan larva P. xylostella,
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IIIl. METODOLOGI

3.1 Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan di laboratorium Perlindungan Tanaman
Program Studi Imu Hama dan Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian

Universitas Jember.

3.2 Metodologi Penelitian.
3.2.1 Isolat Nematoda Entomopatogen

Nematoda entomopatogen yang dipergunakan dalam penelitian ini
adalah isolat lokal Pujon, Ngadas, Cemoro Lawang dan Steinernema
carpocapsae (All strain) yang diperoleh dari koleksi yang ada di
laboratorium Perlindungan Tanaman Program Studi Ilmu Hama dan

Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Jember.

3.2.2 Isolasi Bakteri Simbiose Nematoda Entomopatogen

Bakteri yang berada dalam intestine nematoda di isolasi dengan cara
menginokulasi larva 7. molitor dalam Petridish dengan nematoda
entomopatogen dan diinkubasi selama 24 - 48 jam. Serangga yang mati atau
hampir mati disterilkan dengan alkohol 70 % selama 2 - 3 menit, setelah itu
dibilas dengan air steril tiga kali dan dikeringkan. Haemolimph serangga
diambil dengan memotong bagian tertentu pada tubuh serangga dan
digoreskan pada media Mc. Conkey. Hasil goresan di inkubasi selama 24
jam untuk mendapatkan bakteri bentuk primer. Koloni merah yang muncul
diambil dengan jarum ose dan dibiakkan pada media YS selama 24 jam
yang digoyang 400-500 rpm dalam gelap. Setelah itu bakteri diberi glycerol
15 % dan dimasukkan dengan mikropipet Eppendorf dalam caps berukuran

2 ml serta disimpan pada suhu -20 °C.
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3.2.3 Identifikasi Bakteri Dengan Uji Karakteristik Morfologi
Identifikasi bakteri nematoda entomopatogen isolat lokal dilakukan
dengan melihat karakteristik morfologi bakteri yang ditumbuhkan pada
beberapa media yang berbeda antara lain NA, McConkey, dan NBTA
(Gerritsen & Krasomil-Osterfeld, 1994) dan mengamati penyerapan warna,
besar koloni serta bentuk koloni dari masing-masing isolat. Untuk
pengamatan secara mikroskopis digunakan pewarnaan negatif dengan
menggunakan tinta cina (Lay, 1994). Gelas obyek yang telah dibersihkan
dengan alkohol 70 % ditetesi satu tetes tinta cina, bakteri yang telah
ditumbuhkan 24 jam diambil sebanyak satu mata ose, diletakkan pada tinta
cina dan dicampur. Dengan gelas obyek yang lain campuran tersebut
digesekkan kesisi lain dari gelas obyek kemudian dikeringanginkan. Hasil
ulasan tersebut diamati dengan mikroskop pada pembesaran 1000x untuk

membandingkan besar dan bentuk sel masing-masing bakteri.

3.2.4 1dentifikasi Bakteri Dengan Uji Fisiologis

Selain menguji dengan memperhatikan karakteristik morfologi,
identifikasi bakteri nematoda entomopatogen isolat lokal juga di uji dengan
beberapa pengujian fisiologis seperti uji Gram, uji katalase, dan uji
flouresence.
A. Identifikasi Bakteri Dengan Uji Gram

Uji Gram dengan menggunakan KOH 3% bertujuan untuk
membedakan sifat reaksi gram bakteri. Pada pengujian ini digunakan
biakan bakteri yang berumur 24 Jam. Gelas obyek dibersihkan dengan 70%
alkohol untuk menghilangkan kotoran atau lemak yang ada. Kemudian gelas
obyek dikeringanginkan dengan cara memanaskan diatas api bunsen. Pada
gelas obyek tersebut diteteskan satu tetes KOH 3%, kemudian diletakkan
satu ose isolat bakteri yang akan diuji, dicampur dan diaduk sampai merata.
Setelah kurang lebih 10 detik, campuran isolat bakteri dengan KOH 3% tadi

diangkat perlahan-lahan dengan menggunakan jarum ose. Jika campuran
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bersifat lengket setelah diangkat sekitar 1 cm, maka bakteri tersebut
bersifat gram negatif dan reaksi tersebut merupakan reaksi postif (Fahy &
Hayward, 1983).

B. Identifikasi Bakteri Dengan Uji Katalase

Pada pengujian ini digunakan biakan bakteri yang berumur 24 jam
dalam. Gelas obyek yang telah bersih ditetesi dengan satu tetes H,O, 3%,
kemudian satu “ose” bakteri yang digoreskan dalam NA diambil dan
diletakkan diatasnya, dicampur dan diaduk sampai merata. Reaksi positif
ditandai dengan terdapatnya gelembung-gelembung udara, karena bakteri
menghasilkan enzim Katalase yang menghidrolisis H,O, 3% menjadi air
dan oksigen. Sedangkan reaksi negatif ditandai dengan tidak terbentuknya

gelembung-gelembung udara.

C. Identifikasi Bakteri Dengan Uji Fluorenscens

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui ﬂuoresehsi, pijaran warna
hijau atau biru. Bakteri yang akan diuji ditumbuhkan pada medium King’s
B dan diinkubasi selama tiga hari pada suhu kamar. Bila dibawah sinar ultra
violet bakteri berpendar hijau kebiruan, maka bakteri menghasilkan

senyawa fluorenscens dan uji bersifat positif (Lelliot & Stead, 1987).

D. Identifikasi Bakteri Dengan Uji Bioluminenscens

Pengujian ini bertujuan untuk membedakan Jenis bakteri dari
golongan Xenorhabdus dan Photorhabdus. Nematoda entomopatogen dari
golongan Heterorhabditis bersimbiose dengan bakteri Photorhabdus yang
menghasilkan bioluminescens (Boemare er al, 1996). Bakteri yang diuji
disuntikkan kedalam tubuh serangga Tenebrio molitor, dan serangga yang
mati diamati perubahan warna tubuh serangga. Warna kemerahan pada
tubuh serangga yang mati menunjukkan bakteri positif dari golongan
Photorhabdus. Sedangkan warna coklat karamel pada tubuh serangga

menunjukkan bakteri tersebut berasal dari golongan Xenorhabdus.
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3.2.5 Uji Aktifitas Antibiotik (Akhurst, 1982, modifikasi) terhadap

Bacillus pumilus

Uji aktifitas antibiotik bertujuan untuk mengetahui kemampuan
antibiotik dari bakteri simbiose nematoda entomopatogen melawan Bacillus
pumilus. Bakteri dititikkan pada media NA sebanyak 4 titik dan diinkubasi
selama 48 jam. Bakteri B. pumilus dibiakkan dalam media YS dan
diinkubasi selama 24 jam dalam shaker 400-500 rpm. Setelah diinkubasi,
biakan B. pumilus diberi 40 % NA bersuhu + 50 °C dan dituang
kepermukaan biakan bakteri 48 jam membentuk lapisan diatas bakteri
simbiose nematoda entomopatogen. Dua lapis agar tersebut di inkubasi
selama 24 — 48 jam dan diamati zona penghambatan disekitar bakteri

nematoda entomopatogen.

3.2.6 Uji Virulensi Bakteri Simbiose Nematoda Entomopatogen
Terhadap Larva Plutella xylostella dan Tenebrio molitor

Bakteri yang diuji karakteristiknya dipilih dua isolat yaitu
Xenorhabdus nematophilus dan Photorhabdus luminenscens (isolat Ngadas)
untuk diuji virulensinya terhadap dua jenis larva yaitu Plutella xylostella
dan Tenebrio molitor dengan menggunakan dua metode uji yaitu metode
injeksi dan metode oral. Bakteri yang diuji virulensinya berada pada fase
primer sedangkan larva Plutella xylostella yang digunakan untuk perlakuan
injeksi adalah instar empat dan untuk metode oral menggunakan larva instar
tiga. Serangga yang diuji sebanyak 10 larva untuk masing-masing perlakuan

konsentrasi dan diulang sebanyak 3 kali.

A. Metode Injeksi

Dalam pengujian ini bakteri fase primer disuntikkan kedalam tubuh
serangga dengan menggunakan mikroshyringe sebanyak 5 ul dan 2 pl
masing-masing untuk larva 7. molitor dan P. xylostella. Dalam metode ini
dilakukan uji pendahuluan dengan menyuntikkan 0 (Kontrol), 86, 860,
8.600, 86.000, 860.000 sel/ml bakteri X. nematophilus dan 0 (Kontrol), 12,
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120, 1.200, 12.000, 120.000 sel/ml bakteri Photorhabdus luminenscens
(isolat Ngadas) ke masing-masing serangga. Melalui regresi sederhana
untuk mencari 50% kematian, diperoleh konsentrasi untuk pengujian
bakteri X. nematophilus sebesar 0 (Kontrol), 500, 1500, 2500, 3500, dan
4500 sel/ml untuk P. xylostella dan 0 (Kontrol), 100, 318, 537, 755, dan
1000 sel/ml untuk 7. molitor. Sedangkan untuk bakteri P. luminenscens
(isolat Nadas) diperoleh konsentrasi sebesar 0 (Kontrol), 20, 70, 120, 170,
dan 220 sel/ml untuk P. xylostella dan 0 (Kontrol), 10, 40, 60, 100, dan 130

sel/ml untuk 7. molitor. Kematian serangga diamati selama 24 — 72 jam.

B. Metode Oral

Bakteri fase primer yang diuji diambil dari caps, ditumbuhkan dalam
medium YS selama 24 jam dan dilakukan seri pengenceran dari 10 s/d 10
dengan diketahui jumlah konsentrasi bakteri yang ada dalam medium.
Kubis sebagai pakan dipotong-potong sebesar 3 x 3 cm, digores dan
direndam dalam masing-masing seri pengenceran selama 5 menit kemudian
diberikan pada masing-masing serangga sebagai pakan. Kematian serangga

diamati 24 — 72 jam.

3.3 Ahalisa Data

Uji Pendahuluan dari penelitian dianalisa dengan menggunakan
analisa regresi sederhana untuk menemukan konsentrasi bakteri yang
menyebabkan kematian serangga mencapai 50 %. Data yang diperoleh dari
hasil penelitian dianalisa ANOVA (RAL), untuk membedakan antar rerata
perlakuan digunakan uji kisaran Jarak berganda Duncan (DMRT) pada taraf
5%, dan analisa Probit untuk mendapatkan nilai LCs; (Prijono, 1988).


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Identifikasi Karakteristik Bakteri Nematoda Entomopatogen Isolat Lokal
4.1.1 Karakteristik Morfologi

Xenorhabdus spp. merupakan bakteri berbentuk batang yang bersimbiose
mutualistik dengan nematoda Steinernema spp. didalam vesikel intestine
nematoda (Boemare er al., 1996). Bakteri simbiose nematoda entomopatogen
yang diisolasi dan diuji dalam penelitian ini antara lain X. nematophilus yang
bersimbiose dengan nematoda S. carpocapsae (Akhurst & Boemare, 1988),
Xenorhabdus spp. (isolat Pujon dan Cemoro Lawang) yang bersimbiose dengan
Steinernema spp. serta bakteri Photorhabdus luminescens (isolat Ngadas) yang
bersimbiose dengan nematoda Heterorhabditis indicus (1solat Ngadas) (Bahari,
1999).

Hasil isolasi keempat isolat bakteri pada media Nutrient Agar (NA),
McConkey dan NBTA menunjukkkan karakteristik morfologi yang secara umum

sulit dibedakan (gambar 1).
EREEOS Bl it Tyt

Gambar 1. Karakteristik morfologi bakteri Xenorhabdus spp. dan
Photorhabdus luminescens isolat lokal pada berbagai media
(a) McConkey; (b) Nutrient Agar; (c) NBTA
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Karakteristik keempat bakteri pada media NA, McConkey dan NBTA

(tabel 1) merupakan karakteristik morfologi yang umum ditunjukkan oleh

golongan Xenorhabdus spp. maupun Photorhabdus spp. jika ditumbuhkan pada

masing-masing media tersebut (Wooding & Kaya, 1988; Akhurst, 1980 dalam
Gerritsen & Krasomil-Osterfeld, 1994).

Tabel 1. Hasil Pengamatan Karakteristik Morfologi Koloni Bakteri
Nematoda Entomopatogen Isolat Lokal Pada Beberapa Media

Karakteristik
Morfologi

Bakteri Simbiose Nematoda Entomopatogen Isolat Lokal

P.luminescens ~ Xenorhabdus sp. Xenorhabdus sp. Xenorhabdus
(isolat Ngadas) (isolat Pujon) (Isolat C. Lawang) nematophilus

Koloni pd media
Nutrient Agar
Primer

Sekunder

Bulat mengkilat menyerupai lendir, cembung, tepi agak rata dengan struktur
dalam meneruskan cahaya, warna koloni putih susu

Bulat, agak cembung, tepi agak rata, struktur dalam menyerupai pasir dengan
warna koloni putih susu kekuningan.

Koloni pd media

McConkey
Primer

Sekunder

Bulat mengkilat menyerupai lendir, cembung, tepi agak rata dengan struktur
dalam meneruskan cahaya, warna koloni merah jernih, terjadi penyerapan
neutral red dengan memperlihatkan zona jernih pada media.

Bulat, agak cembung, tepi agak rata, struktur dalam menyerupai pasir halus
dengan meneruskan sinar meskipun benda dibawahnya tidak semua terlihat
dengan jelas, warna koloni bagian tengah merah dengan bagian tepi berwarna
lebih muda, tidak terjadi penyerapan neutral red dengan tidak adanya zona

jernih pada media

Koloni pd media
NBTA
Primer

Sekunder

Bulat, cembung, tepi agak rata, struktur dalam meneruskan cahaya, warna biru
jernih, terjadi penyerapan B7B dengan memperlihatkan zona jernih pada media.

Bulat, cembung, tepi agak rata, struktur dalam menyerupai pasir halus dan
meneruskan sinar meskipun benda dibawahnya tidak semua terlihat dengan jelas,
warna koloni bagian tengah merah dengan bagian tepi berwarna lebih muda,

tidak terjadi penyerapan B7B dengan tidak adanya zona jernih pada media

Bakteri Xenorhabdus maupun Photorhabdus cenderung menghasilkan dua

bentuk fase berbeda yang disebut dengan bentuk primer (fase I) dan bentuk
sekunder (fase II) (Ehlers et al, 1990).
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Dalam bentuk primer, bakteri simbion menyerap bahan tertentu dari media
pertumbuhan. Sebaliknya, bentuk sekunder kurang baik dalam karakteristik ini.
Oleh karena itu menurut Krasomil-Osterfeld (1994), karakteristik ini
memungkinkan membedakan diantara dua bentuk yang berbeda dari morfologi
koloni.

Bentuk morfologi secara umum dari tiga jenis bakteri isolat lokal dan
Xenorhabdus nematophilus koloni berbentuk bulat mengkilat menyerupai lendir,
cembung, tepi agak rata dengan struktur dalam meneruskan cahaya, sedangkan
fase sekunder menunjukkan karakteristik koloni berbentuk bulat, agak cembung,
tepi agak rata, struktur dalam menyerupai pasir halus dengan meneruskan sinar
meskipun benda dibawahnya tidak semua terlihat dengan jelas (gambar 2)
(Woodring & Kaya, 1988).

Gambar 2. Bentuk koloni bakteri simbiose nematoda entomopatogen
a. bentuk koloni primer pada media McConkey;
b. bentuk koloni sekunder pada media NBTA
Pada media McConcey koloni fase primer berwarna merah jernih, terjadi
penyerapan neufral red dengan memperlihatkan zona jernih pada media.
Sedangkan koloni fase sekunder mempunyai karakteristik bagian tengah merah
dengan bagian tepi berwarna lebih muda, tidak terjadi penyerapan neutral red
dengan tidak adanya zona jernih pada media. Pada media NBTA fase primer
keempat bakteri tersebut menunjukkan warna biru jernih, terjadi penyerapan B7B
dengan memperlihatkan zona jernih pada media. Sedangkan fase sekunder

menunjukkkan warna koloni bagian tengah merah dengan bagian tepi berwarna
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lebih muda, tidak terjadi penyerapan B7B dengan tidak adanya zona jernih pada
media (Woodring dan Kaya, 1988; Krasomil-Osterfeld, 1994, modifikasi Akhurst,
1980).

Perbedaan yang jelas terlihat pada morfologi koloni antara lain fase primer
cenderung dan bahkan lebih kecil dari pada fase sekunder. Dari hasil pengukuran
terhadap fase primer dan sekunder terlihat bahwa koloni bakteri isolat Ngadas
yang merupakan Photorhabdus luminescens lebih besar dibandingkan koloni
isolat lainnya (tabel 2). Koloni primer bakteri Photorhabdus luminescens (1solat
Ngadas) berdiameter rata-rata 1,72 mm (1,3 — 2 mm), diikuti Xenorhabdus sp.
(isolat Pujon) 1,66 mm (1,3 — 2 mm), X. nematophilus 1,53 mm (1,3 - 1,7 mm)
dan Xenorhabdus sp. (isolat Cemoro Lawang) 1,26 mm (1 — 1,8 mm), sedangkan
diameter koloni sekunder berturut-turut Photorhabdus luminescens (isolat
Ngadas) 3,1 mm (2 — 4 mm), Xenorhabdus sp. (isolat Pujon) 2,38 mm,
Xenorhabdus sp. (isolat Cemoro Lawang) 1,86 mm dan .X. nematophilus 1,625

Gambar 3. Bentuk sel fase primer bakteri simbiose nematoda entomopatogen
pada pembesaran 1000 kali dengan mikroskop cahaya
a) P. luminescens (isolat Ngadas); b) X. nematophilus;
¢) Xenorhabdus (isolat Pujon); d) Xenorhabdus (isolat C.
Lawang)
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Dari bentuk sel secara morfologi, keempat bakteri mempunyai bentuk
batang pendek untuk fase primer kecuali Photorhabdus luminescens (1solat
Ngadas) yang tidak tetap (gambar 3).

Dalam hal ini Boemare ez al. (1996) mengemukakan bahwa bakteri fase |
terdapat dalam bentuk yang tidak stabil dengan bentuk batang pendek sebesar
80 — 90 % dan batang panjang (pleomorphic). Fenomena fase yang berbeda dalam
morfologi dan fisiologi bakteri menurut Poinar e al. (1989) dalam Kaya &
KoppenhOfer (1996) dipengaruhi oleh aktifitas Iytic yang hanya dijumpai pada

" fase I dan tidak dijumpai pada fase II.

Tabel 2. Hasil Pengamatan Bentuk dan Ukuran Bakteri Nematoda Entomo-

patogen Isolat Lokal

Karakteristik Bakteri Simbiose Nematoda Entomopatogen Isolat Lokal
morfologi P.luminescens Xenorhabdus sp. Xenorhabdus sp. Xenorhabdus
(isolat Ngadas) (isolat Pujon) (Isolat C. Lawang) nematophilus
Diameter koloni
Primer 1,3-2mm 1,3-2 mm 1-1,8mm 1,3-1,7mm
Rata-rata 1,72 mm 1,66 mm 1,26 mm 1,53 mm
Sekunder 2—4mm 2-3mm 1,2-2,5mm 1,2-2,1 mm
Rata-rata 3,1 mm 2,38 mm 1,86 mm 1,625 mm
Morfologi Sel
Bentuk Sel
Primer batang pendek Batang pendek Batang pendek Batang pendek
dan ada yang
agak panjang
Panjang Sel
Primer 1,69 - 5,2 um 1,82 um 1,56 pm 1,95-2,6 ym
Rata-rata 2,99 um 2,1 um
Lebar Sel
Primer 1,04 um 1,04 um 1,04 um 1,04 um

Dalam tabel 2 terlihat bahwa Xenorhabdus sp. (isolat Cemoro Lawang)

berukuran lebih kecil dan P. luminescens (isolat Ngadas) yang paling besar.
Ukuran sel dalam pembesaran 1000 x tersebut berturut-turut P. /uminescens
(isolat Ngadas) berkisar 1,69~52 x 1,04 um, X; nematophilus berkisar 1,95 - 2.6
X 1,04 pum, Xenorhabdus sp. (isolat Pujon) berkisar 1,82 x 1,04 um dan
Xenorhabdus sp. (isolat Cemoro Lawang) berukuran 1,56 x 1,04 um.
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4.1.2 Karakteristik Fisologis

Identifikasi secara fisiologis terhadap keempat bakteri yang diuji
menunjukkan persamaan fisiologis dari bakteri jenis Xenorhabdus atau
Photorhabdus yang telah diteliti sebelumnya. Hasil pengamatan dapat dilihat pada
tabel 3 beserta uji fisiologis yang pernah dilakukan.

Tabel 3. Hasil Pengujian Sifat-sifat Fisiologis Bakteri Simbiose Nematoda
Entomopatogen Isolat Lokal

Hasil uji fisiologis isolat Xenorhabdus menurut

No Jenis Pengujian NG| P CL Xn | Woodring & Kaya | Aguillera et al.
(1988) (1993)

Gram - - - - - -
Katalase - - - - -
Fluorescens - - - - -
Fermentasi ¥ = % e i
Laktosa
(Mc. Conkey)
5 | Pigmentasi pada + - - - (+) pada
serangga Photorhabdus
(Bioluminescens) luminescens
6. | Aktifitas antibiotik + @ - -

Melawan Bacillus
pumilus

ban e

Diameter zona

penghambatan (mm)
a. 24 jam Gl g A A
b. 48 jam L5 | 25 g '

Keterangan :
NG = Bakteri Photorhabdus luminescens (isolat Ngadas)
CL = Bakteri Xenorhabdus sp. (isolat Cemoro Lawang)
P = Bakteri Xenorhabdus sp. (isolat Pujon)
Xn = Bakteri Xenorhabdus nematophilus (All strain)

Dari hasil pengujian, terlihat bahwa bakteri P. luminescens (isolat Ngadas)
merupakan bakteri gram negatif karena bereaksi positif dengan KOH 3% yang
ditandai dengan terbentuknya lendir yang ikut terangkat oleh jarum ose. Demikian
juga dengan bakteri Xenorhabdus sp. (isolat Pujon), Xenorhabdus sp. (isolat
Cemoro Lawang) dan X, nematophilus menunjukkan reaksi positif yang
mengidentifikasikan mereka kedalam gram negatif,

Hasil pengujian katalase terhadap P. [luminescens (isolat Ngadas),

Xenorhabdus sp. (isolat Pujon), Xenorhabdus sp. (isolat Cemoro Lawang) dan X.
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nematophilus menunjukkan reaksi negatif yang ditandai dengan tidak
terbentuknya gelembung-gelembung udara karena bakteri jenis Xenorhabdus atau
Photorhabdus merupakan bakteri fakultatif anaerob (Woodring & Kaya, 1988)
dan tidak terdapat enzim katalase yang dapat mengubah H,0, menjadi H,0 dan
O, seperti pada bakteri yang tumbuh pada lingkungan aerob (Lay, 1994).

Hasil pengujian fluorescens terhadap keempat bakteri uji 72 jam yang
disinari dengan ultra violet menunjukkan reaksi negatif yang mengindikasikan
keempat bakteri uji tidak mengandung Fluor yang dapat berpendar bila terkena
ultraviolet. Dalam hal ini Aguillera et al. (1993) menemukan fenomena yang
sama pada Xenorhabdus spp. yang bersimbiose dengan Steinernema scapterisci.

Hasil uji terhadap pertumbuhan di McConkey menunjukkan reaksi positif
dimana keempat bakteri dapat memfermentasikan laktosa dan Wi ini positif
terhadap jenis Xenorhabdus dan Photorhabdus spp. (Wooding & Kaya, 1988).

Bioluminescens dilihat dari gejala serangan pada serangga Plutella
xylostella dan Tenebrio molitor yang mati terinfeksi oleh bakteri uji. Serangga
yang terinfeksi P. /uminescens (isolat Ngadas) menunjukkan gejala coklat agak
kemerahan yang identik dengan P. luminescens dikarenakan bakteri ini
menghasilkan bioluminescens (Woodring & Kaya, 1988). Bioluminescens
merupakan proses biooksidasi yang merubah energi kimia menjadi energi sinar
akibat pengambilan elektron-elektron substrat yang diteruskan secara langsung
dart NADH, kepada FMN (flavin mononukleotide) dimana elektron tersebut
dipindahkan ke molekul-molekul oksigen melalui reaksi enzimatik khusus yang
dapat menghasilkan cahaya dan dalam pengangkutan elektron tersebut tidak
terbentuk ATP (Jutono er al., 1972). Sedangkan serangga yang terinfeksi
Xenorhabdus sp. (isolat Cemoro Lawang), Xenorhabdus sp. (isolat Pujon) dan X
nematophilus berwarna coklat kehitaman yang menunjukkan terinfeksi bakteri
Xenorhabdus spp. (Bahari, 1999).

Ketika serangga dibunuh oleh bakteri, ada kemungkinan bakteri-bakteri
sekunder maupun mikroorganisme sekunder masuk ke dalam jaringan tubuh
serangga. Tetapi dari gejala kematian serangga yang terinfeksi Xenorhabdus spp.

maupun Photorhabdus spp. tidak mengalami pembusukan. Fenomena ini menurut
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Jarosz (1996) diduga karena adanya aktifitas antibiotik yang dihasilkan bakteri
Xenorhabdus dan Photorhabdus spp. fase primer yang dapat menghambat
aktifitas bakteri atau mikroorganisme sekunder walaupun ternyata dari uji yang
dilakukannya hal tersebut tidak berkorelasi langsung. Tetapi secara umum bakteri
Xenorhabdus ini mempunyai aktifitas antibiotik (Woodring & Kaya, 1988) yang
menyebabkan adanya zona jernih pada permukaan agar yang dapat menghambat
Bacillus cureus, B. subtilis, E. coli, dll. (Jarosz, 1996).

Dari  pengujian aktifitas antibiotik bakteri simbiose nematoda
entomopatogen P. /uminescens (isolat Ngadas), Xenorhabdus sp. (isolat Pujon),
Xenorhabdus sp. (isolat Cemoro Lawang) dan X, nematophilus melawan B.
pumilus terlihat adanya aktifitas yang berbeda seperti yang ditunjukkan pada
tabel 3.

Hasil Pengujian terhadap X. nematophilus dan Xenorhabdus sp. (isolat
Cemoro Lawang) menunjukkan tidak terdapat aktifitas antibiotik melawan B5.
pumilus atau bisa dikategorikan sangat lemah. Hal ini ditunjukkan dengan tidak
terlihat adanya zona penghambatan pada lapisan agar. Sedangkan hasil uji
terhadap Xenorhabdus sp. (isolat Pujon) dan P. luminescens (isolat Ngadas)
menunjukkan adanya aktifitas antibiotik melawan B, pumilus setelah 24 jam
dengan diameter zona yang berbeda pada masing-masing bakteri (gambar 4).

Dengan adanya aktifitas antibiotik tersebut dapat disimpulkan bahwa
Xenorhabdus sp. (isolat Pujon) dan P. luminescens isolat Ngadas mempunyai
virulensi dan aktifitas menghambat mikroorganisme sekunder yang cukup besar.
Senyawa antibiotik yang dihasilkan oleh bakteri berupa hydrocyl- dan acetoxyl-
yang merupakan turunan senyawa indol, 4-ethyl- dan  4-isophrophyl-3,5-
dihydroxy-transitive stilbenes (Paul et al., 1981 dalam Jarosz, 1996), molekul
organik (xenocoumarins dan xenorhabdins) dan bakteriosin seperti xenorhabdisin
menciptakan suasana yang ideal bagi pertumbuhan dan perkembangan bakteri dan

menghambat bakteri sekunder lain di dalam tubuh serangga (Boemare er af.,
1996).
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Gambar 4. Zona penghambatan bakteri simbiose nematoda entomopatogen
melawan Bacillus pumilus.

Perkembangan penghambatan yang berbeda dari P. luminescens (isolat
Ngadas) dengan Xenorhabdus sp. (isolat Pujon) dapat dipengaruhi oleh dua
faktor. Pertama, adanya perubahan bentuk fase bakteri dari primer ke sekunder
yang cepat. Bakteri fase primer mempunyai aktifitas antibiotik yang baik
dibandingkan fase sekunder (Jarosz, 1996). Selain itu adanya aktifitas lytic pada
bakteri fase primer yang tidak dapat dijumpai pada bakteri fase sekunder dapat
mempengaruhi aktifitas bakteri dalam menghasilkan senyawa antibiotik (Poinar et
al., 1989 dalam Kaya & KoppenhoOfer, 1996). Kedua, besarnya populasi atau
konsentrasi bakteri B. pumilus dan bakteri uji (Xenorhabdus atau Photorhabdus)
yang hidup mempengaruhi kemampuan menghambat. Dalam hal ini penelitian
yang dilakukan tidak melihat berapa besar konsentrasi bakteri B. pumilus yang
akan diuji sehingga korelasi antara perkembangan bakteri dan aktifitas
penghambatan oleh bakteri uji tidak bisa digambarkan. Hal ini perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut.

Adanya aktifitas menghambat bakteri lain seperti halnya B. pumilus dapat
menyebabkan adanya kompetisi dengan mikroorganisme patogen serangga yang
lain sehingga memungkinkan kompatibilitas pengendalian serangga berkurang
terutama dengan agensia pengendali hayati yang menggunakan bakteri dan jamur.
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Hal ini berkaitan dengan adanya laporan Kaya & KoppenhGfer (1996) yang
mengemukakan bahwa antibiotik yang dikeluarkan bakteri simbion juga dapat
menghambat pertumbuhan fungi Beauveria bassiana.

Dari perbedaan lemah dan kuatnya aktifitas bekteri ini Jjuga menunjukkan
adanya perbedaan jenis dari keempat isolat bakteri simbiose nematoda
entomopatogen isolat lokal terutama dalam tingkat sub spesies. Menurut
Woodring dan Kaya (1988), aktifitas antibiotik yang lemah bahkan tidak ada
identik dengan Xenorhabdus nematophilus subspesies. poinarii seperti yang
ditunjukkan Xenorhabdus sp. (isolat Cemoro Lawang) dan X nematophilus
sedangkan P. luminescens identik dengan P. luminescens (isolat Ngadas) dan
Xenorhabdus sp. (isolat Pujon) identik dengan subspecies nematophilus, sub

spesies bovienii atau subspesies beddingii.

4.2 Uji Virulensi Bakteri simbiose Nematoda Entomopatogen

Dari keempat isolat bakteri yang diuji karakteristiknya diambil dua isolat
yaitu X. nematophilus dan P. luminescens (isolat Ngadas) untuk diuji virulensinya
terhadap hama daun kubis Plurella xylostella dan dibandingkan dengan serangga
lain yang lebih besar yaitu Tenebrio molitor.

' Gejala serangan yang terlihat dari serangga P. xylostella dan 7. molitor
yang terinfeksi X. nematophilus adalah terjadinya perubahan warna tubuh yang
semula hijau dan coklat muda untuk masing-masing serangga menjadi coklat
karamel dan akhirnya coklat kehitaman, sedangkan untuk gejala yang disebabkan
oleh P. luminescens (isolat Ngadas) menunjukkan perubahan warna menjadi
coklat agak kemerahan (gambar 5).

Dalam kemampuan membunuh serangga tidak terlepas dari substrat-
substrat yang dikeluarkan oleh bakteri seperti protease, lipase, lecithinase,
DNAase dan phosphatase. Selain itu adanya entomotoksin (eksotoksin dan
endotoksin) mempengaruhi proses kematian pada serangga (Boemare er al.,
1996), menghasilkan perilaku yang progresif dan berlanjut dengan kelumpuhan

dan kejang-kejang otot selama tujuh menit sebelum serangga mati (Simdes,
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1998). Warna kemerahan yang disebabkan bakteri Photorhabdus dikarenakan
bakteri ini menghasilkan bioluminescens (Woodring & Kaya, 1988).

Gambar 5. Serangga yang terinfeksi bakteri simbiose nematoda entomopatogen
(A1) Larva P. xylostella sehat; (A2) Larva P. xylostella terinfeksi
X. nematophilus; (A3) ) Larva P. xylostella terinfeksi P. luminescens
(isolat Ngadas); (B1) Larva T. molitor sehat; (B2) Larva T. molitor
terinfeksi P. luminescens (isolat Ngadas); (B3) Larva T. molitor
terinfeksi X. nematophilus

Hasil pengujian virulensi bakteri P. luminescens (isolat Ngadas) terhadap
Plutella xylostella metode injeksi dengan konsentrasi yang diuji sebesar 0, 20, 70,
120, 170, dan 220 menunjukkan kondisi yang berbeda sangat nyata pada
persentase kematian seperti yang ditunjukkan pada tabel 4.

Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi bakteri mempengaruhi kematian
dari serangga hama. Nilai LCs, yang diperoleh sebesar 1,9 x 107 sel/ml dengan
selang kepercayaan 95% (-12,01) — 29,11. Sedangkan LCs yang diperoleh adalah
146 sel/ml.

Nilai LCso yang diperoleh berada diluar range konsentrasi yang ada karena
persentase kematian sampai pada hari ketiga lebih dari 50% bahkan mencapai
80% dengan persamaan regresi y=5,97 + 0,14x.
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Nematoda Entomopatogen dengan

Metode Injeksi
Serangga | Konsen- Persentase kematian serangga pada
Isolat Bakteri | Uji trasi bakteri hari ke-
(sel/ml) 1 2 3
0 (Kontrol) | 20.00 a 26.67 a 30.00 a
500 | 73.33 de 83.33 bede | 83.33 bede
Plutella 1500 | 70.00 bede | 76.67 bede | 76.67 bede
xylostella 2500 | 56.67 b 70.00 b 70.00 b
3500 | 63.33bed | 73.33 be 73.33 be
Xenorhabdus 4500 | 56.67 be 73.33bed | 73.33 bed
nematophilus 0 (Kontrol) { 0.00 a 0.00 0.00
100 | 3.33 abed 20.00 23.33
Tenebrio 318 | 0.00 ab 23.33 26.67
molitor 537 | 0.00 abc 23.33 26.67
755 | 6.67 de 16.67 23.33
1000 | 10.0 e 33.33 40.00
0 (Kontrol) | 20.00 a 26.67 a 30.00 a
20 | 90.00 be 90.00 be 90.00 be
Plutella 70 | 90.00 bede | 93.33 bede | 93.33 bed
xylostella 120 | 90.00 bed | 90.00 bed | 93.33 bede
170 | 96.67 bede | 96.67 cde 100.0 bede
Photorhabdus 220 | 80.00 b 80.00 b 86.67 b
luminenscens 0 (Kontrol) | 0.00 0.00 a 00 a
(isolat Ngadas) 10 | 0.00 23.33b 30.00 b
Tenebrio 40 | 3.33 43.33 bede | 43.33 bede
molitor 68 | 0.00 23.33 be 33.33 bed
100 | 3.33 40.00 bede | 40.00 bede
130 | 0.00 26.67bed | 30.00 be

Keterangan: 1. Nilai pada baris yang diikuti huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak
nyata

2. Angka yang tidak diikuti huruf menunjukkan berbeda tidak nyata

Hasil pengujian virulensi bakteri X nematophilus terhadap Plutella
xylostella metode injeksi dengan konsentrasi yang diuji sebesar 0, 500, 1.500,
2.500, 3.500, dan 4.500 menunjukkan kondisi yang berbeda sangat nyata pada
persentase kematian seperti yang ditunjukkan pada tabel 4.

Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi bakteri mempengaruhi kematian
dari serangga hama. Nilai LCs, yang diperoleh sebesar 4704,4 sel/ml dengan

selang kepercayaan 95% (-0,57) — 1,42. Sedangkan LCys yang diperoleh adalah
646 sel/ml.
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Nilai LCs yang diperoleh berada diluar range konsentrasi yang ada karena
persentase kematian sampai pada hari ketiga lebih dari 50% dan terdapatnya
fenomena semakin kecil konsentrasi menunjukkan persentase kematian yang
besar dengan persamaan regresi y = 7.85 — 0,77x. Hal ini menunjukkan
konsentrasi bakteri yang dapat membunuh serangga Plutella xylostella mencapai
puncak maksimum (83,33%) pada konsentrasi 500 sel/ml (Gambar 6B) dan
penambahan konsentrasi yang lebih besar mengakibatkan penurunan persentase
kematian,

Dibandingkan dengan bakteri P. /uminescens (isolat Ngadas) yang dapat
membunuh serangga Plutella xylostella mencapai konsentrasi maksimum (100%)
pada konsentrasi 170 sel/ml (Gambar 6A), konsentrasi ini lebih rendah
dibandingkan konsentrasi tertinggi X. nematophilus. Hal tersebut menunjukkan
bahwa bakteri isolat lokal (. luminescens) lebih virulen dibandingkan isolat luar

(X. nematophilus).
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Gambar 6. Grafik persen kematian serangga P. xylostella dan T. molitor
akibat bakteri #. .uminescens (isolat Ngadas) dan
X. nematophilus dengan metode in jeksi pada hari ke-3
Sedangkan hasil pengujian virulensi bakteri P. luminescens (isolat

Ngadas) terhadap 7. molitor metode injeksi dengan konsentrasi yang diuji sebesar
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0, 10, 40, 68, 100 dan 130 sel/ml menunjukkan kondisi yang berbeda tidak nyata
pada hari pertama karena persentase kematian serangga sangat kecil akibat
konsentrasi bakteri yang kecil sehingga membutuhkan waktu yang cukup lama
untuk berkembang biak. Dan pada hari kedua dan ketiga hasil pengujian
memperlihatkan hasil yang berbeda nyata seperti yang ditunjukkan pada tabel 4.

Hasil berbeda nyata menunjukkan terdapatnya pengaruh konsentrasi
terhadap kematian serangga. Dari hasil uji diperoleh nilai LCs, sebesar 2 x 10’
sel/ml dengan selang kepercayaan 95% 3,96 — 5,20. Sedangkan LC,s yang
diperoleh adalah 34 sel/ml. Nilai LCsy yang diperoleh berada diluar range
konsentrasi yang ada karena persentase kematian sampai pada hari ketiga kurang
dari 50% dan dengan konsentrasi 34 sel/ml sudah dapat membunuh serangga
sebesar 25 %, dengan persamaan regresiy =45+ 0,1x.

Dilain pihak hasil pengujian virulensi bakteri X, nematophilus terhadap 7.
molitor metode injeksi dengan konsentrasi yang diuji sebesar 0, 100, 318, 537,
755, dan 1.000 menunjukkan kondisi yang berbeda nyata pada hari pertama
karena tidak ada kematian pada konsentrasi 318 dan 537 akibat konsentrasi
bakteri yang kecil sehingga membutuhkan wakty yang cukup lama untuk
berkembang biak. Dan  pada hari kedua dan ketiga hasil pengujian
memper]ihatkan hasil yang berbeda tidak nyata seperti yang ditunjukkan pada
tabel 4.

Nilai LCso yang diperoleh sebesar 37592 sel/ml dengan selang
kepercayaan 95% 3,22 — 5,53, Sedangkan LCys yang diperoleh adalah 220 sel/ml.
Nilai LCs, yang diperoleh berada diluar range konsentrasi yang ada karena
persentase kematian sampai pada hari ketiga kurang dari 50% dan fenomena yang
muncul adalah semakin besar konsentrasi menunjukkan persentase kematian yang
besar persamaan regresi y = 3,63 + 0,3x.

Gambar 6C menunjukkan konsentrasi bakteri P. luminescens (isolat
Ngadas) yang dapat membunuh serangga 7. molitor mencapai puncak maksimum
(43,33%) pada konsentrasi 40 sel/ml dan penambahan konsentrasi yang lebih
besar mengakibatkan fluktuasi persentase kematian tetapi berada dibawah nilai

maksimum. Dibandingkan dengan bakteri Y. nematophilus yang dapat membunuh
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serangga 7. molitor mencapai konsentrasi maksimum (40%) pada konsentrasi
1000 sel/ml (Gambar 6D), konsentrasi ini lebih tinggi dibandingkan konsentrasi
tertinggi P. luminenscens isolat Ngadas. Hal tersebut menunjukkan bahwa bakteri
isolat lokal (P. luminenscens) lebih virulen dibandingkan isolat luar (X
nematophilus).

Persentase kematian terbesar oleh P. luminescens (1solat Ngadas) terhadap
Plutella xylostella maupun 7. molitor dimungkinkan dengan keberadaan bakteri
isolat lokal lebih mampu beradaptasi didalam tubuh serangga yang juga hidup
didaerah tropis dengan mengeluarkan toksin dan senyawa antibiotik (Jarosz,
1996, Boemare, et al., 1996). Senyawa antibiotik yang diuji pada B. pumilus
memperlihatkan bahwa P.  luminescens (isolat Ngadas) lebih mampu
mengeluarkan substrat penghambatan dibandingkan X, nematophilus yang
menurut Hominick, ef al. (1996) berasal dari negara-negara subtropis. Hal inilah
yang mendasari kemampuan aktifitas membunuh serangga lebih besar pada isolat
lokal dari pada isolat luar. ‘

Hasil pengujian virulensi bakteri X, nematophilus terhadap Plutella
xylostella metode oral dengan konsentrasi pengenceran yang diuji sebesar 107
sampai dengan 10 menunjukkan kondisi yang berbeda tidak nyata seperti yang
ditunjukkan pada tabel 5.

Sampai pada hari ketiga terlihat bahwa pengenceran 107 mempunyai
kemampuan membunuh yang baik yaitu sebesar 67 %. Berbeda dengan metode
injeksi yang konsentrasinya cenderung lebih kecil. Ini disebabkan karena dengan
perlakuan pakan bakteri membutuhkan waktu yang lama untuk masuk kedalam
tubuh serangga dan pengaruh faktor luar dapat mempengaruhi kematian bakteri
sebelum termakan oleh serangga. Nilai LCs, yang diperoleh sebesar 695171,57
sel/ml dengan selang kepercayaan 95% 7,28 — 5,04. Sedangkan LC,s yang
diperoleh adalah 1062,92 sel/ml dengan persamaan regresi y =3,61+ 0,24x.

Hasil pengujian virulensi bakteri P. luminescens (isolat Ngadas) terhadap
Plutella xylostella metode oral dengan konsentrasi pengenceran yang diuji sebesar
10" sampai dengan 10° menunjukkan kondisi yang berbeda nyata pada hari

pertama dan kedua sedangkan hari ke tiga menunjukkan berbeda sangat nyata
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seperti yang ditunjukkan pada tabel 5. Hal ini menunjukkan adanya pengaruh

konsentrasi bakteri terhadap kematian serangga .

Tabel 5. Virulensi Bakteri Simbiose

Nematoda Entomopatogen dengan

Metode Oral
Isolat Serangga | Konsentrasi Persentase kematian serangga pada hari
Bakteri Uji bakteri (sel/ml) ke-
/ pengenceran 1 2 3
0 (Kontrol) | 0.00 0.00 0.00
160/10° | 10.0 26.67 26.67
Plutella 1.600/107 | 6.67 16.67 20.00
xylostella 16.000/10™ | 3.33 13.33 20.00
160.000/10% | 0.00 33.33 50.00
Xenorhabdus 1.600.000/10 | 0.00 43.33 66.67
nematophilus 16.000.000/10" | 4.33 36.67 56.67
0 (Kontrol) [ 0.00 0.00 0.00
160/10° | 0.00 0.00 0.00
Tenebrio 1.600/10° | 0.00 0.00 0.00
molitor 16.000/10* | 0.00 0.00 0.00
160.000/10° | 0.00 0.00 0.00
1.600.000/102 | 0.00 0.00 0.00
16.000.000/10" | 0.00 0.00 0.00
0 (Kontrol) | 0.00 a 0.00 a 0.00 a
160/10° | 30.00 bedef | 30.00 abedef | 30.00 abed
Plutella 1.600/10° | 16.67 abc | 16.67 abc 20.00 ab
xylostella 16.000/10™ | 23.33 abed | 26.67 abed | 30.00 abcde
160.000/10° | 16.67 ab 16.67 ab 20.00 abe
Photorhabdus 1.600.000/10° | 36.67 bedef | 53.33 def 56.67 def
Luminescens 16.000.000/107" | 23.33 26.67 abcde | 30.00 abcdef
(isolat Ngadas) abcde
0 (Kontrol) | 0.00 0.00 0.00
160/10° | 0.00 0.00 0.00
Tenebrio 1.600/10% | 0.00 0.00 0.00
molitor 16.000/10* | 0.00 0.00 0.00
160.000/10° | 0.00 0.00 0.00
1.600.000/102 | 0.00 0.00 0.00
16.000.000/10" | 0.00 0.00 0.00

Keterangan: 1.

nyata

Nilai pada baris yang diikuti huruf yang sama menunjukkan berbeda tidak

2. Angka yang tidak diikuti huruf menunjukkan berbeda tidak nyata

Sampai pada hari ketiga terlihat bahwa pengenceran 107 mempunyai

kemampuan membunuh yang baik yaitu sebesar 56,67 %
berkisar antara 20 — 30 %.

konsentrasi yang paling baik terletak pada pengenceran 1072

dan konsentrasi lainnya
Sama halnya seperti X, nematophilus, ternyata

. Nilai LCsy yang

diperoleh sebesar 5,8 x 10° sel/ml dengan selang kepercayaan 95% (-55) — 4,85.
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Sedangkan LC,s yang diperoleh adalah 2046,44 sel/ml dengan persamaan regresi
y=399+0,1x

Pada pengujian toksisitas bakteri dalam membunuh P. xylostella dengan
menggunakan pakan ternyata yang paling virulen adalah X, nematophilus. Gambar
7 menunjukkan konsentrasi bakteri P. luminescens (isolat Ngadas) yang dapat
membunuh serangga P. xylostella mencapai puncak maksimum (56,67%) pada
konsentrasi 1.600.000 sel/ml.

2100
® 80
E 60 - =
T 4 -
20 e * s
8 0 & T T T =
2 4 6 8
log konsentrasi
@ P.luminenscens terhadap P. xylostella
B X nematophilus terhadap P. xylostella
=

Gambar 7. Grafik persen kematian serangga P. xylostella akibat bakteri
P. luminescens (isolat Ngadas) dan X. nematophilus dengan
metode oral pada hari ke-3.

Dibandingkan dengan bakteri X nematophilus yang dapat membunuh
serangga P. xylostella mencapai konsentrasi maksimum (67%) pada konsentrasi
yang .sama (gambar 7), persentase kematian ini lebih tinggi dibandingkan
persentase kematian tertinggi yang disebabkan P. Juminescens (isolat Ngadas).
Selain itu LCs, bakteri X nematophilus lebih kecil daripada bakteri P,
luminescens (isolat Ngadas).

Fenomena ini berbeda dengan metode injeksi dimana bakteri yang virulen
pada metode injeksi adalah P. luminescens (isolat Ngadas). Hal ini kemungkinan
besar disebabkan perbedaan persistensi pada permukaan daun dan faktor luar,
yang dalam hal ini X, nematophilus lebih mampu mengatasinya dibandingkan P.
luminescens (isolat Ngadas). Menurut Ehlers (1996) bakteri membutuhkan
nematoda untuk melindungi dirinya dari kondisi luar yang dapat membunuhnya,
sehingga kepekaan terhadap kondisi lingkungan sangat menentukan hidup atau
matinya sel bakteri (Jutono er al., 1972).

A"&% © MILIK PERPUSTAKAAN
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Pengaruh lingkungan seperti cahaya mempengaruhi pertumbuhan bakteri,
selain itu suhu lingkungan yang tinggi seperti suhu kamar dapat mempercepat laju
kerja enzim (Lay, 1994) sehingga dapat mempercepat perubahan bentuk dari
primer ke bentuk sekunder. Kandungan air pada permukaan kubis dapat
‘menyebabkan kondisi yang menyebabkan bakteri mengalami plasmolisis akibat
lingkungan sekitar bakteri tidak mengandung cukup cairan (Lay, 1994). Hal
tersebut dapat didukung dengan waktu yang dibutuhkan serangga untuk memakan
kubis yang diberikan, karena pada saat pakan diberikan, serangga tidak akan
langsung memakan pakan tersebut. Dalam kasus ini asumsi sementara bakteri .
luminescens (isolat Ngadas) lebih rentan dengan kondisi lingkungan dibandingkan
Xenorhabdus nematophilus. Hal ini yang menyebabkan grafik kematian P.
xylostella terhadap log konsentrasi mengalami fluktuasi.

Sedangkan hasil pengujian virulensi bakteri Xenorhabdus nematophilus
dan P. luminescens (isolat Ngadas) terhadap 7. molitor metode oral dengan
konsentrasi pengenceran yang diuji sebesar 10 sampai dengan 10° tidak
menghasilkan kematian pada serangga uji (tabel 5).

Hasil pengujian pakan terhadap 7. molitor tidak menyebabkan kematian
karena serangga kurang begitu suka terhadap kubis sehingga bakteri yang terdapat
pada tanaman kubis tidak termakan dan faktor lingkungan menyebabkan bakteri
dapat mati.

Dari kedua bakteri yang diuji baik dengan menyuntikkan sel bakteri
kedalam tubuh serangga maupun dengan melalui pakan terlihat bahwa bakteri
simbiose nematoda entomopatogen terutama isolat lokal mempunyai potensi yang
baik sebagai agensia pengendali serangga hama terutama hama daun kubis
Plutella xylostella dan hama gudang Tenebrio molitor, dan diharapkan dapat
berperan serta dalam pertanian Indonesia yang berkelanjutan. Hanya yang perlu
dipikirkan lebih lanjut adalah bagaimana memformulasikan dan bagaimana
membuat bakteri mampu bertahan pada lingkungan terlepas dari simbiose dengan
nematoda. Untuk beberapa tahun mendatang lebih baik memanfaatkan
kompleksitas simbiose dari nematoda-bakteri karena mode of entry dari keduanya
telah terbukti dan dapat bertahan lebih lama.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

S.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan maka dapat diperoleh
beberapa kesimpulan sebagai berikut :

1. Bakteri nematoda entomopatogen isolat lokal (isolat Pujon dan Cemoro
Lawang) di identifikasi sebagai Xenorhabdus Spp. yang bersimbiose dengan
nematoda Steinernema spp. dan bakteri isolat lokal Ngadas sebagai
Photorhabdus  luminenscens yang bersimbiose dengan nematoda
Heterorhabditis indicus.

2. Virulensi yang tinggi dalam mengendalikan Plutella xylostella dengan metode
oral ditunjukkan oleh bakteri Xenorhabdus nematophilus dengan LCs,
695171,57 sel/ml

3. Virulensi yang tinggi dalam mengendalikan Plutella xylostella dengan metode
injeksi ditunjukkan oleh bakteri P. luminenscens (isolat Ngadas) dengan LCs,
masing-masing 1,9x107

4. Kemampuan bakteri dalam membunuh serangga dapat dipengaruhi oleh
senyawa antibiotik yang dihasilkan bakteri, faktor lingkungan, serta

persistensi bakteri pada pakan diluar simbiose dengan nematoda.

4.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap bakteri simbiose nematoda
entomopatogen isolat lokal dengan uji fisiologis yang lengkap, analisis DNA dan
toksin yang dihasilkan melalui elektroforesis, serta kemampuan virulensi bakteri
isolat lokal yang lain terhadap serangga hama kubis Plutella xylostella, sehingga
diperoleh isolat lokal yang benar-benar mempunyai potensi yang besar dalam
pengembangan bioinsektisida dimasa datang. Selain itu perlu bagaimana
memformulasikan dan membuat bakteri mampu bertahan pada lingkungan
terlepas dari simbiose dengan nematoda. Untuk beberapa tahun mendatang lebih
baik memanfaatkan kompleksitas simbiose dari nematoda-bakteri karena mode of

entry dari keduanya telah terbukti dan dapat bertahan dari kondisi lingkungan.
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Lampiran 1

KOMPOSISI BAHAN PERTUMBUHAN DAN UJI BAKTERI
1. Yeast Salt

40

No. Jenis Bahan Jumlah
8 NH4H2PO4 0.5 £
2. | K;HPO, 05¢g
3. | MgSO,.7H,0 02¢g
4. | NaCl S5g
5. | Ekstrak Yeast 5¢g
6. | Aquadest 1000 ml

2. Nutrient Agar

No. Jenis Bahan Jumlah
1. | Standart-I-Nutrient Agar 37¢
2. | 1000 ml 1000 ml
3. NBTA
No. Jenis Bahan Jumlah
1. | Standart-I-Nutrient Agar 37¢g
2. | Bromthymol Blue (BTB) 0.025 g
3. | Aquadest 1000 ml
pH 2> 38,5
setelah 50 °C ditambah
4. | TTC (tambahkan 2-3 ml aquadest 0.04
dan sterilkan lewat millipore 0,2
pm)
4. McConkey
No. Jenis Bahan Jumlah
1. | McConkey 50g
2. | Aquadest 1000 ml
S. King's B
No. Jenis Bahan Jumlah
1. | Protease Pepton 20g
3. | MgS0,.7H,0 12g
4. | Agar 15¢
5. | Gliserol 10g
6. | Aquadest 1000 ml



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

LAMPIRAN 2

ANALISA PROBIT


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

42

YEEBZ L = g
Ly0- = Zq lejiu €L°6 =Zelejiu
SL0 = 1qieju 02’9 = leleju
19°0 (+/+) ¥10 =qleju veZ0 (/+) L6S =eleju
(1B) jwyies  €ov201°62 s z600Z)- €965609°0 =(@s :qiemeqiees ¥€Z0 =(e)s :elepunyeqiepe
05 071 16eq %g6 ueehessaday Buejsg 920122 =y : sejuabous)ay Jopj
(121 1591631 "s1od uebusp ueyejeAulp jedep yepy 1819¢° 2L =26 (usbowoy yepy ejep) |12qe} 2X < 4y 2x
(stsop Boj) x uep (uqoud) A 1eju = | < 6) 860¥29'9 = LB (l,gey)  z8'2 = (50'0'¢) ¢
6v.Z'18) =b (Bumpy) gzog1'8 = 2x
z81'¢ =(sz00'e)} (1espenyy 1yy) seusiuaBowo
G=p
IW/jes L0-36°'F =05 21
206129~ DOTLNY
|sesjuasuoy Boj Jw/les 9y =06 01 2061’9 =0S9O
§¢ 02 Sl 0’} g0 00 > ZyvSesol e Bojguy S =0SA
i . : . - 08'S w ¥¥SS91°2 =06 01 L6'S =€
el e 2 009 ¥ 82'9 =06 A ¥1°0 =q
" i . L o 0z9 2
dwesg Sul ore 2 yivpz9 =A el
4 09983 16S + Xy =A L9916} =X Ejesd
08'9 2
G089'€6S GOG6'8€6) |6E€02'681 [9/61°60¢ 1606'v6 |08LS 6% yejwnp 0¢ 6 0¢ i 0
Y00 919 PELL V6 9018'8EY 90lz° 02 LE8E2L €PES'GL  |00O¥6°LL 86€°0 2909 b4 ] 209 |8 006 L2 0¢ 10€°}L |02
S0°0- €29 20S.L'6L1 ¥265°60¥% 2010°G6¢ 8106'¥9 06.6'8L |0¥8Z 0L £VE0 LIE9 829 0€9 |S06 £'e6 14 0 S¥8'L |04
80°0- .29 (455K A} £968°08¢ LLLE MY £€6.€£°09 8/68'6L |00.56 61€°0 60€9 Ge'9 0€'9 |506 £€6 274 (015 6.0C |0C}
Lo 629 74 241} 4] 229¢'9¢Y 92.0°G¥ ¥9.8°29 6.02°0Z |0090°6 20g’0 0¥6'9 0v'9 G99 |0°00} 000} 0¢ 0¢ 0egz |0L)
€0 I€9  |oEg6'ELl  |6¥62°ELZ 68€5 LY £099'8 8¥62°0Z |0¥998 6820 919'G 99 88'G (018 1'98 9z 0¢ Zye’e 022
M A A id od 1 u X w (juyjes)
(A-zA) ZA Amu AMmu XXMU Amu XMU Mu joqoquiad | Bunyybuad | uedesey |yuidwa 1S)210).3) uen uey [iln eb6uel | isenuas Isel}
yisies joqog usisyya0y Jqoidq 1uqoid 39014 |uepewsay 9, “BWSY 9%, | -eway | -asyp | -uoy Boj | -uasuoy
ISM3rNI 3aol13n

el19}S0JAX ejf9pnd dvavH¥3L (SYAVON 1v10SI) sudasuaujwny snpqeyiojoyy H431MVE ISNITINYIA SISITVYNY LI90¥d


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

w/jjes 0Z's 5 96'¢

80l =g
06 O7116eq %6 ueekeosaday Buejeg 00k =y
96°1 = S20'07 =S20
(191uy) 1521621 "s1ad uebuap ueyejeAulp jedep yepy (uaBowoy ejep) leqe} zx >y .
(stsop Boj) x uep (yqoud) A ieju = | < 6) 166G =6
(legey)  28°2 =(s0°0'¢) :
18} =X
J (Jeipeny) 1yY) sepsiuabowo
1seuasuoy boj 006 =p
052 002 0s'L 00'} 0S50 000 JW/eS 00 ¢ JwAeS £0+32 =0591
_ - _ 3 : Sv'y €5'h  Bopuy =ge O 6z,  Bomuy
r0SY - €51 =6€ 01 62, =060
(uedesey "qoiq) sesur] . i mmuw W 19y =GEA 06 =0GA
uedesey ‘qoid - PR e [ ow.v .m. 1Sy =B
dw3qolq e I mw..v m 00 =q
-0LY g
- = ‘b =
| wmw E 29 = A ejess;
X L gg'p X 00 % ISy =A (YA} =X Bjels;
6690614 |v€9G Ly6L |9eS6'6.Z [v8196Ly |69GEGSL  |0OSZ 06 yejwnpe 000 [00°0 00°0€ % 000
€0°0- LSV |€20L°08 ¥€2Z'19¢ 00€0°'81 €20L°08 00€0°8} 00€0°8} 109°0 9lv'y 09y 8y'y 0'0¢ 0'0¢ (006 00°0¢ 000} (000}

100~ LY [6EVPOPL LiZL'vey L90S°9% 9%99'/8 £620'62 00Z}°81 ¥09°0 8¢8'y 29y €8y LR} 4 €er |00¢E) 00°0€ 209’ |00°0¥
000 €9V 96025} |625)°6.€ L666°09 868628 G/8Z'¢E 0s91°81 909°0 695y €9y VA 4 tee €€e |000} 00°0¢ €€8°L 10089
000 Yo'y |22Z6TLL  |2L15°0)p 00¥8°2L L19¥'98 002v'9¢ 0oiz8l £09°0 8YL'y L 4 SL'y oo¥ 0'0¥ (002} 00°0¢ 000'C 0000}

000 S9v [0226'2LL |/8%5'99¢ 12.5°18 200818 0065'8¢ 056281 6090 18¥'v G9'¥ 8¥'y 0'0¢ 0'0€ [00'6 00°0¢ 11’2 |00°0€L
M CTe A & d od 1 u x  w(jwyes]
2z b zx Axmu AAmu XXMU Amu XMU Mmu jeqoquiad | Bunyybuad | uedesey |yudws 1S)210)19) | uegew ueg [iln ebbues| 1senuas Isen
yisiies joqog | usisya0yy ugoid 3qoid | ¥qold pegewsy ol -ay o, | -eway | -asypr | -uoy Boj | -uasuoy
ISM3rNI 3aoL13w

foHjoul 01qaus | dvavHYAL (SYAVON Lv10SI) Suadsuauswn) snpqeyio3oyd 1431 v ISNITNNIA SISITVNY LISO¥d


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

L1€T61L2¢ S €¥6092.2°0 Iw/es 661511 3 82¥695°0- 882656 = g
=y
6L O116eq %6, ueekeosaday Buejeg 05 071 16eq %66 ueekesiaday| Buejeg oo e 52007 = S
(usBowoy ejep) 129e)} 2x > Jy
(Ja1ul} 1se1Ba1 's1ad uebuap ueyejeAulp jedep
(sisop Boj) x uep (uqoid) Atepu= | >6)  ggog'p = 6 (°qe3)  zg'2 =(s0'0'¢)
(Bunpy) zgzop'h =gzx
(Jespeny) 1yy) sepsiuabou
Isenuasuoy Boj
S=p
14 4 I 0 :
: : L 08y IW/eS 9¥9 =6.01 IW/es SEv0LY =08 O
3 8208 Bojuy 29¥2.9't DOTINY
e 00'S m 9111082 =6.901 9¥2L9E =06§¢
(1) owr ) 0z 3 19' =GIA g = 0SA
dayag ee N\ -3 c8°. =B
dupid « V./ ov's .m' 120 =q
\ 096G 2
¢ 60’6 E ShpIZG =AeRRID
X 120 + S8'. =A 9Zgle’e =Xxejesn
bWy LISL  |8€€°9252 019'900} |ZL9'12% S.y'00€E |2S5°06 yejwnpe 00°0€ 6 0¢ Z 0 !
LE¥00'0 | SL'S [881'6€2 |2€88'505 6060°€L} [6129'88 GlO6'Ly  |0S2ZS'SL 8160 80L'G GL'S (VA] 2'9L £E°E8 74 0¢ L6869°C|005
bO¥00'0| 8E'S |8S19ZIE  |0099'¥ES G98.28) [8lZ¥'86 ¥.L0SS°LS |002)'8) ¥09°0 er's 8€'G €V's L'99 199/ (574 (1] 609.1°€[00S}
L2000 12 [09v90eE  (29/Z%0S C66L91Z |8L0¢'L6 LE08'€9 (042281 9290 28l F A 8L'G b'LS 0002 4 0¢ ¥6.6€°€|005C
6v600°0| OL'S [18S¥'26€  [SLO9PES cClo'6EC  [6098°00+ |LO¥b'29  |0620°61 v€9'0 00¢'S 60°G 0€'S 619 €EEL t44 0¢ LOVYS'€1005€
26v000| 10'S |6265°/€€  |cole o ClZ6'¥SZ  |¥E6EZ6 008269 |0LOL'BL L£9°0 LE8'F 10'S 0¢'S %44 €L (44 0¢ 12€G9°'€|005Y
M I3 X d od 1 u X w (jwyes
(A-ZA) ZA Axmu Amu XXMU Amu XMU mu joqoquiad | BunyyBuad | uedesey [yuidwa [STENOTEN ue |iin ebbues| isenuas Isel}
yisies jogog | uaisyaoy |  yqoiyg Hq0id | Hqoid penewsy yluenewsy o[ -ewey | -asyp [ -uoy Boj | -ussuoy

ISM3rNI 3A0L13IN eyeysojhx eyapnid dyayHNIL snjiydojewsu snpqeyiousy IH31MVE ISNITINAIA SISITYNY LIG0¥d


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

LLll€810°E

vigleerve

G/ 07 16eq 9,6/, ueeheosaday| Buejeg

(191U 1sa1621 “s1ad ueBusp ueyejekuip jedep

w/ies  Zovy8es's

§l60S1lZ'¢

05 07 16eq %g6 ueeAeoladay Buejeg

(sisop Boy) x uep (uqosd) A jepu = | > 6) zpppszy =6

121866 = g
L=y
96} = §20'07 = S20'C
(uaBowoy eyep) 12983 2X > Iy Z

(logey)  z8‘2 =(50'0'e) 2
(Bunpy) 9g297°) =2x

(yespeny) 1yy) seysiuabouio}
Isenuasuoy 6oy
¥ ¢ z } 0 ok
! ' : ! L oLy w/es 02e =620 W/leS 266.€ =05 01
0z 3 €zve'z Bopuy 6805.5'% DOTILNY
0ty : 1822¥€C =62 01 60S.6Y =060
(g 1) monry o e eey = GZA S = 0SA
" . ovy 3 :
H3d Y . B €9'¢ =e
dwaad o 05y = . is
. o B 0€0 =q
09'¥ 3
0Ly 3
. 0g'd = 2e6Ly v =Aejeiay
X 0€0 & €9t =A Y66£9C =X EjRlay
9/8€€86 [1Z98'€¥9l |1€€9'G6S [989€L/€ [Szpe lzz  Joccove yejwnp 000 0 0¢ % 0 |
100 €C¥ |2L0S 0} 1666°8.2 0950°19 9€62'69 0825°0¢ 0¥oT'Gl 6050 STy 'y v £€C EC EC L 0¢ 2|00}
2000- | s€¥ [9zI8'18) y662°81¢€ ¥1S8°€0} S¥e92L 1G2005° LYy |0¥8G 9l €550 18€Y 8E'¥y 8y’ L'92 1992 8 0¢ £veosc|8le
¥000- | S¥'¥ |9z voz 8619°/2¢ voee L2l |ZSispL 9199 0S80°L1 0450 6LV Sv'y 8e'y 192 1992 8 0¢ L662L°C|LES
6000- | 6¥'v |S9P8'VLZ  |GL82'61¢ €G9E' VYL |L299%. 9291°0S 00EY'LL 1850 £8Z'¥ 0S¥ Zy £'ee U L 0¢ G6..8'C(S5L
€100- | €5¥ [2//6°152 £0S2'66¢€ 00€0'65} |9266'¢c8 0010°€S 00492} 6850 €SL'Y Sy SL'y 0'0% 00°0¥ Zl 0¢ £]000}
M A A id od 1 u X |w (uiyes)
(A2} Zx Axmu Ahmu XXMU Amu XMU Mmu joqoquiad | Bunpybuad | uedesey |yuidws | isyaloxia) uey |ifn ebBuei| 1senuas Iseq
ysiles jogog | uaisyaoy 3qoig }gqo.d | 31qoid peneway olueneway o | -eway | -as yr | -uoy Boj | -ussuoy

ISM3rNI 30013 Jopjow ouqaus) dyqyHy3L Snydojewsu SNPQeqiousx 1¥31Mve ISNITNYIA SISITVNY 1ig0dd



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

46

€60°20€ = =g
waes  1/2G¢€68v & SG- 125€88°02 7 €€6812'G =y
0§ 07 16eq %66 ueeAessaday) Buejeg SZ 071 16eq %66 ueeAeasoday Buejeg 96'} = §20'07 = S20
(1211} 191631 “s1ad uebuap uexejeAuip jedep yepy (usbowoy ejep) 19qe} 2X > 1Y ;
(stsop Boj) x uep (uqoid) A epu = | <B6) 62y} =6 (12qe))  6¥'6 = (50'0'¥) ;
(Bunuy) zozop'e = 2x
(321pENY YY) seysiuaBowo
isenuasuoy Boj
08 09 (137 0T 00 9=p
= L L L £ 000 wnes ¥¥'9v0z =6201 W/I8s 60+38'S =05 O
00° m Lige Bojguy L8€09.'6 OOTIINY
(dng 1) seoury— P x 98560l€'€ =62 01 6€09.6 =0S§O
i i B 315 4 =GZA G =0GA
Yid 00'¢ m 66°€ =e
dwesd . . 0% g 0k0 =9
e =)
s 006 =
009 vzesyy =Aejessy
h 66°¢ + X010 =A 8098Ly =X EjRId
G612'5922 |1s89's0le  [08ie'/89Z [zovs 9op 0G/€'86% |00E€L ¥0L yejwnp 0 0 0¢ 5 0
60°0- | Z2¥ [¥E89°2S) 1/16'86C  |2€L6°LL 81.2'69 19.¢°6¢ 00509} G€S0 ole'y (£ 4 8v'y 0'0¢ 0°0¢ 6 0¢ yozz (091
L0°0- | 2e'¥ |8EV6'222 €9/1°062 €G€6°0L}) $085'69 98YE'eS 0059'9} G550 6L1'y 6E'Y 9’y 0oz 002 9 0¢ ¥02'€ [009)
v0'0- | Z¥'v |98€8'ZZE L6EI'EVE 9962'€0¢ 0162'9L YXad %Al 00912} 2lS0 Siv'y 9’y 8h'y 0'0¢ 0°0¢ 6 0¢ ¥0Z'¥ |00091
L0'0- | €57 |8999'58¢ 6808°01€ PSS 8Ly 080} %L 89G6'1L6 0049°L1 6850 ¥6l'¥ Sy 128 4 00z 00z 9 0¢ ¥02'S  |00009}
L0 | €9% |22ZSE¥8S 0885°68F  |885¥'L69 8.81'v6 L8l¥'ZLL  |00ZL'8L ¥09'0 861'G 29y LV'S 195 195 Ll o€ Y029 [90+39'}
€00 | €Ly |80€2 L6S 1668°LLE 6660656 £106'28 LZEL'eEl  |008¥'8) 9190 98¥'y 0Ly 8¥'y 0'0¢ 00¢ 6 0¢ ¥0Z'L |L0+39'L
A A A id od 1 u X w (juyjes)
A-zA) | zA Axmu AMmu XXMU Amu XMU mu joqoquiad | BunyyBuad | uedesey |yuidws 1S)2.10%13} uen uey |iln ebBuel| 1senuas Isen
yisies jogog uaisyaoy 3q0.d #90id | Hq0.d |uepeway v, Feway o | -eway | -asyjp | -uoy Boj | -uasuoy

NVYVd 3A0.L3N
e/19}s0jAX ejfenid dyavH¥3L (SYAVON Lv10S)) SudJsusulwn| snpqeyi0}oyd 1431Mvg ISNITNNHIA SISITYNY L190¥d


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

47

jwyjes ¥0'G = 8¢/ oL’} = £€6'¢ G020¢ = >g
05 071 16eq %66 ueekeotaday Buejpg GZ 07 16eq %66 ueeAessadey Buejag 00 =y
96| = S20'07 = 520"
(121u) 1se1631 "s1ad uebusp ueyejeAuip jedep yepy
(sisop Bo)) x uep (uqoud) £ 1eju = | < B) 2Z0 =6 (uabowoy eyep) 19GB} 2X > Y 7
: (1oqey) 6v'6 = (S0'0'¥) 2
(Bunpy) g2 =X
P 1‘ (1e1peny 1yy) sepsiuaBouol
‘ Iseuasuoy Boj
m 08 09 0% 07 00 009 =p
k L L £ 0070 W/IeS 26°2901 =62 01 IW/I8S 00'891G69 =06 21
; ﬁ 00} 3 £0'¢ Bojuy e SOTLNY
] iy = €0'¢ =621 ¥8'G =080
_ (dayag) seau] —— ﬁ 002 m ec'd =GZA 00§ = 0SA
h diyig 00t & 19°¢ =k
“ dwold = 00 ww 2o =q
| 006 =
_ﬁ 009 SL'y = A ejesay
M 19°¢ 3 X 20 =A 6LV =X Bjelay
-
SG1G'8EYZ  |G190'€/€2 |081E°2892 LE8Y V6 0S.£86v |00EL'#0L yejwnp 000 000 00°0¢ r 000
900 | €L’y |646€°9G) LIoL'ELE 2eL6'LL 1256°02 192¢°6¢ 00509} GES0 (¥4 24 0% 8E'y L'92 L9z 008 00°0¢ 022 00091
00 LE'Y |L€29'222 61¥6°682 £GE6°0L) S08v'69 989€°€S 006991 GSS0 €LY {3438 4 9Ly 002 0'0c 009 00°0¢ yoz'e 000091
¥0'0 L9'v |2.26°20¢ £866°20¢ 9962°€0¢ 8¥S0'ZL L2v1°2L 0091} 2.8°0 661y LSV 9l'y 002 0'0¢ 00’9 00°0¢ voZy 000009}
200 G8'v |0¥8L'6SY 00SL'Lvy ZYSS'8LY 005€°88 89G6°|6 00492} 6850 000°S €8y 00°S 008 008 00°GL 00°0¢ y0Z'S 00009}
100 60°G |S1Z¥ 609 8961°2¢S 886Y°L69 G822'86 18121} 00218} Y090 ¥4 4] 80'G e¥'s 1’99 1’99 0002 00°0¢ 02’9 90+39'L
¢0'0- | 2e's [219¢°289 vE19'Z6% 6660656 44348 1CELVEEL  |oosy 8l 9190 £€91°G $e'g LL'S L'9S 1’96 00°L) 00°0¢ 02, 20+39°}
M A - i d od 1 u X w (Jwyjes)
-ZA) | za Amu AMmu XXMU Amu XMU MU jogoquiad | Bunyybuad uedesey |[yuidwa | 1syeloyia) uen ueg [iln ebBues| isenuas Iseq
yisias jogqog | uaisyaoy | Jgoig ¥90id | Hq0.d |uBjEWR)Y o [BWaY % -eway | -asyr | -uoybo] | -ussuoy |

NVXVd 30013 e//9}sojhx elppnid dvavHyIL snjydojewsu Snpgeyiousx [¥31Mve ISNITNAIA SISITYNY L190¥d


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

LAMPIRAN 3

RANCANGAN ACAK LENGKAP
DAN UJI JARAK BERGANDA DUNCAN


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

49

ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI| BAKTERI Photorhabdus fuminenscens

(ISOLAT NGADAS) TERHADAP Plutella xylostella DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi |Persentase kematian serangga (%) = 6
bakteri hari ke - 1 Total Rata-rata = 3
(seliml) 1 2 3 FK= 108888.9

0 10 30 20 60 20 JKT= 13711.11
20 a0 80 90 270 90.00 JKP = 12444.44
70 100 70 100 270 90.00 JKG = 1266.667
120 80 100 90 270 90.00 dbt = 1l
170 100 100 90 290 96.67 dbp = 5
220 70 80 90 240 80.00 dbg = 12
Total 1400 KTP = 2488.889
KTG = 105.5556
F-hitung = 23.57895

ANOVA

Sumber db JK KT F-hitung F Tabel

Keragaman : 5% 1%

Perlakuan 5| 12444 44| 2488.889| 23.58** 3.11 5.06

Galat 12| 1266.667| 105.5556
Total 171 (93791 14 ]
F-hitung (23.58) > F-tabel 1% (5,06) = Perlakuan berbeda sangat nyata
Uji Jarak Duncan 5%
UJD = taltdbg) x VKTG/r
2 3 4 ! 6
3.08 325 3,88 3.80 3.4 X 5.93
18.27 19.16 19.75 19.93 20. %%
0 220 20 120 70 170
20 80.00 90.00 90.00 90.00 96.67
170196.67 1687  16.67 6.67 6.67 6.67 0.00
70(90.00 70:00”* = 10/00 0.00 0.00 0.00
120{90.00 70.00 ¥ =518 00 0.00 0.00
20{90.00 I8.00%* 1000 0.00
220(80.00 60.00 " 0.00
0|20 0.00
0 220 20 120 70 170
20.00 80.00 90.00 90.00 90.00 96.67
a b bc bed bede bcde

Ket : Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan
berbeda tidak nyata
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Photorhabdus luminenscens

(ISOLAT NGADAS) TERHADAP Plutelia xylostella DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi |Persentase kematian serangga (%) = (6]
bakteri hari ke - 2 Total Rata-rata r= 3
(sel/ml) 1 2 3 FK= 1135805.6

0 20 30 30 80| 26.6C367 JKT = 11294.44
20 90 90 90 270 90.00 JKP = 10494.44
70 10C 80 100 280 93.33 JKG = 800
120 80 100 90 270 90.00 dbt = 17
170 100 100 90 290 96.67 dbp = 5
220 70 80 90 240 80.00 dbg = 12
Total 1430 KTP = 2098.889
KTG = 66.66667
F-hitung = 31.48333
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 5| 10494.44| 2098.889| 31.48** il 5.06
Galat 12 800| 66.66667
Total 17] 11294 .44
F-hitung (31.48) > F-tabel 1% (5,06) = Perlakuan berbeda sangat nyata
Uji Jarak Duncan 5%
UJD = tattidbg) x YKTGIr
2% = 4 5 6
3.08 3.28 333 3.36 3.4 X 4.71
14.52 15.23 15.70 15.84 16.03
0 220 20 120 70 170
26.67 80.00 90.00 90.00 93.33 96.67
170196.67 0.0B X" 18674 BG7 6.67 3.33 0.00
70{93.33 68:64L" < -13:38 3.33 3:33 0.00
120|90.00 63.33"* 10.00 0.00 0.00
20(90.00 68:.33*"  .10.00 0.00
220{80.00 53.33"7  0.00
0]26.67 0.00
0 220 20 120 70 170
26.67 80.00 90.00 90.00 93.33 96.67
a b bc bed bcde cde

Ket : Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan
berbeda tidak nyata
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Photorhabdus luminenscens
(ISOLAT NGADAS) TERHADAP Plutella xylostella DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi

Persentase kematian serangga (%)

T =

bakteri hari ke - 3 Total Rata-rata r=
(sel/mi) 3 2 3 FK =
0 30 30 30 90 30 JKT =
20 90 90 90 270 90.00 JKP =
70 100 80 100 280 98.33 JKG =
120 80 100 100 280 93.33 dbt =
170 100 100 100 300/ 100.00 dbp =
220 70 80 100 260 86.67 dbg =
Total 1480 KTP =
KTG =
F-hitung =
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan olel0111. 155202222 24.27** 3.1 5.06
Galat 12 1000{ 83.3333
Total 7] THaE
F-hitung (24,27) > F-tabel 1% (5,06) = Perfakuan berbeda sangat nyata
Uji Jarak Duncan 5%
UJD = ta(tdbg) x VKTG/r
2 3 4 o 8
3.08 323 293 3.36 3.4 X 5.27
16.23 17.02 1799 1.0 17.92
0 220 20 70 120 170
30 86.67 90.00 93.33 93.33 100.00
170}100.00 70:00 #5103 33 10.00 6.67 6.67 0.00
120193.33 63,3305, 8.67 3.33 0.00 0.00
70|93.33 63.33" 338 338 0.00
20{90.00 60.00™ 3.33 0.00
220|86.67 56.6 7" =500
0[30 0.00
0 220 20 70 120 170
30.00 86.67 80.00 93.33 83.33  100.00
a b bc bed bcde bcde

Ket : Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan
berbeda tidak nyata

6

3
121688.9
1111111
10111.11
1000

i

5

12
2022.222
83.33333
24.26667
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Photorhabdus luminenscens
(ISOLAT NGADAS) TERHADAP Tenebrio molitor DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi |Persentase kematian serangga (%) t=6
bakteri hari ke - 1 Total Rata-rata r=3
(sel/mi) 1 2 3 FK= 2222

0 0 0 0 0 0 JKT = 177.78
10 0 0 0 0 0.00 JKP = 44.44
40 0 0 10 10 3.33 JKG = 133.33
68 0 0 0 0 0.00 dbt= 17
100 10 0 0 10 3.33 dbp=5
130 0 0 0 0 0.00 dbg = 12
Total 20 KTP = 8.89
KTG = 11.11
F-hitung = 0.8
ANOVA

Sumber db JK KT F-hitung F Tabel

Keragaman 5% 1%

Perlakuan 5| 44.44444| 8888889 0.8 3.1 5.06

Galat 12| 133.3333] 11.11111
Total 174 VTTZL78

F-hitung (0,8) < F-tabel 5% (3,11) =

Perlakuan berbeda tidak nyata
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Photorhabdus fuminenscens
(ISOLAT NGADAS) TERHADAP Tenebrio molitor DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi |Persentase kematian serangga (%) t=6
bakteri hari ke - 2 Total Rata-rata r=3
(sel/ml) i 2 3 FK= 1227222
0 0 0 0 0 0 JKT = 5427.78
10 40 10 20 70 23.83 JKP = 3561.11
40 30 70 30 130 43.33 JKG = 1866.67
68 20 30 20 70 2333 dbt= 17
100 40 30 50 120 40.00 dbp=5
130 30 20 30 80 26.67 dbg = 12
Total 470 KTP = 712.22
KTG = 155.56
F-hitung = 4.58
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 5| 3661.111| 712.2222 458 * 21 5.06
Galat 12| 1866.667| 155.5556
Total 17| 5427.778

F-tabel 1% (5,086) >F-hitung (4,58) > F-tabel 5% (3,11) = Perlakuan berbeda nyata

Uji Jarak Duncan 5%
UJD = ta(t:dbg) x \KTG/r
2 3 4 S 6
3.08 3.23 3.33 3.36 3.4 X 7.20
2218 23.26 23.98 2419 24.48
0 10 68 130 100 40
0.00 2339 23.33 26.67 40.00 43.33
40143.33 43.33* 20.00 20.00 16.67 5.33 0.00
100{40.00 40.00** 16.67 16.67 13.38 0.00
130|26.67 28075 900 3.33 0.00
68123.33 23:33%*~_0.00 0.00
10]23.33 23:33 0.00
0/0.00 0.00
0 10 68 130 100 40
0.00 23.33 23.33 26.67 40.00 43.33
a ab bc bed bcde bede

Ket : Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan
berbeda tidak nyata
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Photorhabdus luminenscens
(ISOLAT NGADAS) TERHADAP Tenebrio molitor DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi |Persentase kematian serangga (%) t=6
bakteri hari ke - 3 Total Rata-rata r=3
(sel/ml) 1 2 3 FK = 15605.56
0 0 0 0 0 0| JKT = 5694.44
10 50 10 30 80 30.00f JKP = 3561.11
40 30 70 30 130 43.33] JKG = 2133.33
68 40 30 30 100 33:38 dbt= 17
100 40 30 50 120 40.00 dbp=5
130 30 30 30 90 30.00 dbg = 12
Total 530 KTP = 712.22
KTG = 177.78
F-hitung = 4.01
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan Si 3961411 712222 4.01* 311 5.06
Galat 12] 208338 " 111118
Total 17| 5694.44

F-tabel 1% (5,06) >F-hitung (4,58) > F-tabel 5% (3,11) Perlakuan berbeda nyata

Uji Jarak Duncan
UJD = ta(tdbg) x VKTGIr

5%

25 3 4 5 6
3.08 e 9.93 3.36 3.4 X 7 Erde,
23.71 24.86 25.63 25.87 26.17
0 10 130 68 100 40
0 30.00 30.00 33.33 40.00 43.33
40]43.33 43:33%. '-13.33 13.33 10.00 3.33 0.00
100{40.00 4000* 10.00 10.00 6.67 0.00
68(33.33 SS83Y._ 000 3.33 0.00
130(30.00 30.00* 0.00 0.00
10{30.00 30.00" 0.00
0)0 0.00
0 10 130 68 100 40
0.00 30.00 30.00 33 .38 40.00 43.33
a b be bed bcde bcde

Ket : Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan
berbeda tidak nyata
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Xenorhabdus nematophilus

TERHADAP Plutella xylostella DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi |Persentase kematian serangga (%) =
bakteri hari ke - 1 Total Rata-rata =
(sel/ml) 1 2 9 FK=

0 20 30 30 80| 26.6667 JKT =
500 70 70 80 220 73.33 JKP =
1500 70 70 70 210 70.00 JKG =
2500 60 60 50 170 56.67 dbt =
3500 60 80 50 190 63.33 dbp =
4500 50 60 60 170 56.67 dhg =
Total 1040 KTP =
KTG =
F-hitung =
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan S| 4177.78| 835.556| 13.67** 341 5.06
Galat 12 N33, 33368 111
Total 171 4911.11
F-hitung (13.67) > F-tabel 1% (5,06) = Perlakuan berbeda sangat nyata
Uji Jarak Duncan 5%
UJD = ta(t:dbg) x VKTG/r
2\ 3 4 5 6
3.08 3.23 233 3.36 3.4 X 4.51
13.90 14.58 15.03 15.16 4555
0 2500 4500 3500 1500 500
26.6667 56.67 56.67 63.33 70.00 73.33
500173.33 46.67 ** 16.67*" 16.67** 10.00 3.33 0.00
1500{70.00 43.33%" 1333 13.33 6.67 0.00
3500{63.33 3667°" 667 6.67 0.00
4500(56.67 30.00"*" 0.00 0.00
2500156.67 30.00* 0.00
0]26.6667 0.00
0 2500 4500 3500 1500 500
26.67 56.67 S56.67 63.33: 70.00 73.33
a b bc bed bcde de

Ket : Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan
berbeda tidak nyata
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3
60088.889
4911.1111
4177.7778
73333383
17

5

12
835.565556
o f e B B
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Xenorhabdus nematophilus
TERHADAP Plutella xylostella DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi  |Persentase kematian serangga (%) t=6
bakteri hari ke - 2 Total Rata-rata r=3
(sel/ml) 1 2 3 FK = 78672.22
0 10 30 20 60 20 JKT = 9227.778
500 90 70 90 250 83.33 JKP = 7961.111
1600 90 70 70 230 76.67 JKG = 1266.667
2500 80 70 60 210 70.00 dbt = 17
3500 80 80 60 220 13,33 dbp=5
4500 80 70 70 220 73.33 dbg = 12
Total 1190 KTP = 1592.22
KTG = 105.56
F-hitung = 15.08
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan S| 7961.11) 1592.22| 15.08** 514 5.06
Galat 12| 1266.67| 105.556
Total 171 9227.78
F-hitung (15.08) > F-tabel 1% (5,086) = Perlakuan berbeda sangat nyata
Uji Jarak Duncan 5%
UJD = ta(t;dbg) x YKTG/r
2 3 4 S 6
3.08 328 8.33 3.36 3.4 X 5.93
18.27 19.16 19.75 19.93 20.17
0 2500 3500 4500 1500 500
20 70.00 73.33 7833 76.67 83.33
500(83.33 £3.53"* <1538 10.00 10.00 6.67 0.00
1500(76.67 5667  8.67 3.33 3.33 0.00
4500(73.33 53.33"" ~3.33 0.00 0.00
3500(73.33 53:30% & 293 0.00
2500(70.00 50.00"  0.00
0j20 0.00
0 2500 3500 4500 1500 500
20.00 70.00 73:08 1303 76.67 83.33
a b bc bcd becde bcde

Ket : Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan
berbeda tidak nyata
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Xenorhabdus nematophilus
TERHADAP Plutella xylostella DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi |Persentase kematian serangga (%)
bakteri hari ke - 3 Total Rata-rata
(selimi) 1 2 )
0 30 30 30 90 30
500 90 70 90 250 83.33
1500 90 70 70 230 76.67
2500 80 70 60 210 70.00
3500 80 80 60 220 3.33
4500 80 70 70 220 7393
Total 1220
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan S| 5444 44| 1088.89| 12.25** 3.11 5.06
Galat 12| 1066.67| 88.8889
Total 17] 6511.11

F-hitung (12.25) > F-tabel 1% (5,06) =

Uji Jarak Duncan 5%
UJD = talt;dbg) x \KTG/r

t=6
r=3
FK = 82688.89
JKT = 6511.111
JKP = 5444 444
JKG = 1066.667
dbt= 17
dbp=5
dbg = 12
KTP = 1088.889
KTG = 88.88889
F-hitung = 12.25

Perlakuan berbeda sangat nyata

2 3 4 5 6
3.08 3.23 3.33 3.36 3.4 X 5.44
16.77 1758 1813 1820 _ 1851
0 2500 3500 4500 1500 500
30 70.00 7333 7333 7667 8333
500(83.33 53.33**" 1333  10.00 +. 4000 667 0.00
1500{76.67 4667"" 667 3.33 3.33 0.00
4500(73.33 4333"" 333 0.00 0.00
3500(73.33 43.33*" 333 0.00
2500/70.00 40.00**  0.00
0|30 0.00
0 2500 3500 4500 1500 500
3000 70.00 7333 7333 7667 8333
a b be bed bcde bede

Ket : Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan

berbeda tidak nyata
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n

ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Xenorhabdus nematophilus

TERHADAP Tenebrio molitor DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi

Persentase kematian serangga (%)

bakteri hari ke - 1 Total Rata-rata r=
(sel/ml) 1 2 o FK =
0 0 0 0 0 0 JKT =
100 0 10 (0] 10 338 JKP =
318 0 0 0 0 0.00 JKG =
937 0 0 0 0 0.00 dbt =
755 10 0 10 20 6.67 dbp =
1000 10 10 10 30 10.00 dbg =
Total 60 KTP =
KTG =
F-hitung =
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 5| 266.6667| 53.33333| 48* 3.1 5.06
Galat 1213333851 1. 1111
Total 17 400
F-tabel 5% (3.11) < F-hitung (4.8) < F-tabel 1% (5,06) = Perlakuan berbeda nyata
Uji Jarak Duncan 5%
UJD = ta(tdbg) x Y KTG/
2 3 4 5 6
3.08. 328 333 3.36 3.4 X 1.92
5.93 6.22 6.41 6.47 6.54
0 318 Loy 100 755 1000
0 0.00 0.00 3.33 6.67 10.00
1000{10.00 J0.00% 4000 10.00 ¥ 6.67 7 3.33 0.00
755|6.67 6.67" 867" 867 3.33 0.00
100(3.33 383 3.33 333 0.00
§37{0.00 0.00 0.00 0.00
318|0.00 0.00 0.00
0|0 0.00
0 318 537 100 755 1000
0.00 0.00 0.00 3.33 6.67 10.00
a ab abc abcd de e

Ket : Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan

berbeda tidak nyata
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40
266.666
133.333
1

1
93.3333
11111
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Xenorhabdus nematophilus
TERHADARP Tenebrio molitor DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi

Persentase kematian serangga (%)

bakteri hari ke - 2 Total Rata-rata r=
(sel/ml) 1 2 3 FK =
0 0 0 0 0 0 JKT =
100 0 30 30 60 20.00 JKP =
318 30 20 20 70 23:33 JKG =
537 30 0 40 70 23:33 dbt =
755 10 20 20 50 16.67 dbp =
1000 20 40 40 100 K dbhg =
Total 350 KTP =
KTG =
F-hitung =
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman . 5% 1%
Perlakuan 5| 1827.78| 365556| 235 S 506
Galat 12| 1866.67| 155.556
Total 17| 3694.44

F-hitung (2.35) < F-tabel 5% (3,11) =

Perlakuan berbeda tidak nyata
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1866.66667
17

5

12
365.555656
155.555556
2.35


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

60

ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DAR! BAKTERI Xenorhabdus nematophilus
TERHADAP Tenebrio molitor DENGAN METODE INJEKSI

Konsentrasi |Persentase kematian serangga (%) t=
bakteri hari ke - 3 Total Rata-rata r=
(sel/ml) 1 2 3 FK =

0 0 0 0 0 0 JKT =
100 0 40 30 70 23.33 JKP =
318 30 20 30 80 26.67 JKG =
537 40 0 40 80 26.67 dbt =
D9 10 40 20 70 23.33 dbp =
1000 20 50 50 120 40.00 dbg =
Total 420 KTP =
KTG =
F-hitung =
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung [ F Tabel
Keragaman % 1%
Perlakuan 5| 2533.33 506.667| 1.98in 3.11 5.06
Galat 12| 3066.67| 255.556
Total 17 5600

F-hitung (1.98) < F-tabel 5% (3,11) =

Perlakuan berbeda tidak nyata

6

3

9800

5600
2533.3333
3066.6667
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5

12
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Photorhabdus luminenscens
(ISOLAT NGADAS) TERHADAP Plutella xyiostella DENGAN METODE PAKAN

Konsentrasi |Persentase kematian serangga (%) =
I seri peng- hari ke - 1 Total Rata-rata =
enceran i ! 3 FK=
0 0 0 0 0 0.00 JKT =
10 (-6) 30 30 30 80 30.00 JKP =
10 (-5) 30 10 10 50 186.67] JKG =
10 (-4) 20 30 20 70 23.33 dbt =
10 (-3) 10 10 30 50 16.67 dbp =
10 (-2) 40 40 30 110 36.67 dbg =
10 (-1) 10 30 30 70 2309 KTP =
Total 370 KIG =
F-hitung =
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 6| 3514.29| 585.714| 3,19* 2.85 4.46
Galat 14! 2566.67| 183.333
Total 20| 6080.95

F-tabel 5% (2,85) < F-hitung (3,19) <F-tabel 1% (4,46) =

Uji Jarak Duncan 5%
UJD = ta(t;dbg) x VKTG/r

7
3
6519.048
6080.952
3514.286
2566.667
20

6

14
585.7143
183.3333
3.194805

Perlakuan berbeda nyata

2 3 4 5 6 7
3.08. 3:23 333 3.36 3.4 3.42 X 7.82
24.08 2525 26.03 26.27 26.58 26.74
0 10 (-5) 10 (-3) 10(-4) 10(-1) 10 (-6) 10 (-2)
0 16.67 16.67 2383 23.33 30.00 36.67
10 (-2){36.67 86.672% - 2000 20.00 13.33 13.338 6.67 0.00
10 (-6)|30.00 30.00* 13.33 13.83 6.67 6.67 0.00
10 (-1)|23.33 23.33 6.67 6.67 0.00 0.00
10 (-4)(23.33 23.33 0.00 6.67 0.00
10 (-3){16.67 16.67 0.00 0.00
10 (-5)|16.67 16.67 0.00
00 0.00
0 10 (-3) 10 (-5) 10 (-4) 10(-1) 10(-6) 10 (-2)
0.00 16.67 16.67 23.38 2333 30.00 36.67
a ab abc abed abcde bedef bcdef

Ket : Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan

berbeda tidak nyata
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Photorhabdus luminenscens
(ISOLAT NGADAS) TERHADAP Plutella xylostella DENGAN METODE PAKAN

Konsentrasi__|Persentase kematian serangga (%) t= 7
/ seri peng- hari ke - 2 Total Rata-rata r= <]
enceran 1 2 3 FK = 8804.762
0 0 0 0 0 0.00 JKT = 9695.238
10 (-6) 30 30 30 90 30.00f JKP= 6228.571
10 (-5) 30 10 10 50 16.67| JKG = 3466.667
10 (-4) 20 40 20 80 26.67 dbt = 20
10 (-3) 10 10 30 50 16.67 dbp = 6
10 (-2) 60 50 50 160 $3:33 dbg = 14
10 (-1) 10 30 40 80 26.67| KTP= 1038.095
Total 430 KTG= 247619
F-hitung = 4.192308
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 6| 6228.57| 1038.095( 4,19 * 2.85 4.46
Galat 14| 3466.67| 247.619
Total 20| 9695.24
F-tabel 5% (2,85) < F-hitung (4,19) <F-tabel 1% (4,46)Perlakuan berbeda nyata
Uji Jarak Duncan 5%
UJD = ta(t,dbg) x \KTG/r
2 3 4 5 5] 7
3.08 3.23 333 3.36 3.4 3.42 X 9.09
27.98 29.34 3025 30.53 30.89 31.07
0 10 (-5) 10 (-3) 10(-4) 10(-1) 10(-6) 10 (-2)
0 16.67 18.8¢ 26.67 26.67 30.00 53.33
10 (-2)}53.33 93.833* 3667 3B67*-. 2867 26.67 2333 0.00
10 (-6)|30.00 30.00 13.33 13.33 3.33 3.33 0.00
10 (-1)|26.67 26.67 10.00 10.00 0.00 0.00
10 (-4){26.67 26.67 0.00 10.00 0.00
10 (-3)]16.67 16.67 0.00 0.00
10 (-5){16.67 16.67 0.00
0]0 0.00
0 10(-3) 10(-5) 10 (-4) 10(-1) 10(-6) 10(-2)
0.00 16.67 16.67 26.67 26.67 30.00 53.33
a ab abc abcd abcde  abcdef def

Ket . Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan
berbeda tidak nyata
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Photorhabdus luminenscens
(ISOLAT NGADAS) TERHADAP Plutella xylostella DENGAN METODE PAKAN

Konsentrasi _|Persentase kematian serangga (%) = i
/ seri peng- hari ke - 3 Total Rata-rata r= <
enceran 1 2 <! FK= 10519.05
0 0 0 0 0 0.00f JKT= 10480.95
10 (-6) 30 30 30 90 30.00f JKP= 6914.286
10 (-5) 30 10 20 60 20.00| JKG = 3566.667
10 (-4) 20 40 30 90 30.00 dbt= 20
10 (-3) 20 10 30 60 20.00 dbp = 5]
10 (-2) 60 60 50 170 56.67 dbg = 14
10 (-1) 20 30 40 90 30.00f KTP= 1152.381
Total 470 KTG = 254.7619
F-hitung = 4.523364
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 6| 6914.29f 1152.38| 4,52 ** 2.85 4.46
Galat 14| 3566.67| 254.762
Total 20| 10481
F-hitung (4,52) > F-tabel 1% (4,46) = Perlakuan berbeda sangat nyata
Uji Jarak Duncan 5%
UJD = ta(tidbg) x YKTG/r
2 3 4 5 6 4
3:08. 3.23 2033 3.36 3.4 3.42 X 9.22
28.38 29.77 30.69 30.96 31.33 31.52
0 10 (-5) 10 (-3) 10(6) 10(4) 10(1) 10(2
0 20.00 20.00 30.00 30.00 30.00 56.67
10 (-2)|56.67 SG.6T M, 360.67%F 38875 2867 26.67 26.67 0.00
10 (-1){30.00 30.00 10.00 10.00 0.00 0.00 0.00
10 (-4){30.00 30.00 10.00 10.00 0.00 0.00
10 (-6)|30.00 30.00 0.00 10.00 0.00
10 (-3)|20.00 20.00 0.00 0.00
10 (-5){20.00 20.00 0.00
0|0 0.00
0 10 (-5) 10 (-3) 10 (-6) 10(4) 10(-1) 10(-2)
0.00 20.00 20.00 30.00 30.00 30.00 56.67
a ab abc abcd abcde  abcdef def

Ket : Nilai pada kolom yang diikuti huruf yang sama menunjukkan

berbeda tidak nyata
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Xenorhabdus nematophilus
TERHADAP Plutella xylostella DENGAN METODE PAKAN

Konsentrasi |Persentase kematian serangga (%)
/ seri peng- hari ke - 1 Total Rata-rata
enceran 1 2 3
0 0 0 0 0 0.00
10 (-6) 20 10 0 30 10.00
10 (-5) 10 10 0 20 6.67
10 (-4) 0 0 10 10 3.33
10 (-3) 0 0 0 0 0.00
10 (-2) 0 0 0 0 0.00
10 (-1) 1 10 2 13 4.33
Total 60
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 6| 295.238| 49.2063| 1,57 tn 2.85 4.46
Galat 14| 438.333] 31.3095
Total 20]- 738.5¢1

F-hitung (1,57) < F-tabel 5% (2,85) =

Perlakuan berbeda tidak nyata

t=7
r=3
.FK = 171.4286
JKT = 733.5714
JKP = 295.2381
JKG = 438.3333
dbt = 20
dbp= 6
dbg = 14
KTP = 49.20635
KTG = 31.30952
F-hitung = 1.57161
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI BAKTERI Xenorhabdus nematophitus
TERHADAP Plutella xylostella DENGAN METODE PAKAN

Konsentrasi |[Persentase kematian serangga (%)
/ seri peng- hari ke - 2 Total Rata-rata
enceran 1 2> 3
0 0 0 0 0 0.00
10 (-6) 40 30 10 80 26.67
10 (-5) 20 10 20 50 16.67
10 (-4) 10 10 20 40 1333
10 (-3) 40 20 40 100 33,33
10 (-2) 50 50 30 130 43.33
10 (-1) 50 20 40 110 36.67
Total 400
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 6| 484762 807.937| 2,01tn 2.85 4.46
Galat 14| 5633.33| 402.381
Total 20 10481

F-hitung (2,01) < F-tabel 5% (2,85) =

Perlakuan berbeda tidak nyata

t=7
r=3
FK = 7619.048
JKT = 10480.95
JKP = 4847 619
JKG = 5633.333
dbt = 20
dbp=6
dbg = 14
KTP = 807.9365
KTG = 402.381
F-hitung = 2.00789
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ANALISA RANCANGAN ACAK LENGKAP DARI| BAKTERI Xenorhabdus nematophilus
TERHADAP Plutella xylostella DENGAN METODE PAKAN

Konsentrasi

Persentase kematian serangga (%)

/ seri peng- hari ke - 3 Total Rata-rata
enceran 1 2 3
0 0 0 0 0 0.00
10 (-6) 40 30 10 80 26.67
10 (-5) 20 20 20 60 20.00
10 (-4) 30 10 20 60 20.00
10 (-3) 50 40 60 150 50.00
10 (-2) 60 60 80 200 66.67
10 (-1) 80 30 60 170 56.67
Total 550
ANOVA
Sumber db JK KT F-hitung | F Tabel
Keragaman 5% 1%
Perlakuan 6| 10961.9{ 182698 2,12tn 2.85 4.46
Galat 14| 12033.3| 859.524
Total 20f 22995.2

F-hitung (2,12) < F-tabel 5% (2,85) =

Perlakuan berbeda tidak nyata

| A
= W

t
r
FK 4404.762
JKT = 22995.238
JKP = 10961.905
JKG = 12033.333
dbt = 20
dbp= 6
dbg = 14
KTP = 1826 98
KTG = 859.52
F-hitung = 2.13
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