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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui genus bakteri endofit asal putri malu,
dan untuk mengetahui kemampuanya sebagai agen biocontrol Alterneria porri
pada tanaman bawang merah. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) non factorial yang terdiri dari 5 perlakuan dengan 3 ulangan
perlakuan yang diuji terdiri dari : PO = Kontrol negative,P1 = Kontrol Positif, P2
= Penggunaan Bakteri Endofit Isolat 01, P3 = Penggunaan Bakteri Endofit Isolat
02, P4 = Penggunaan Bakteri Endofit Isolat 03, PS5 = Penggunaan Bakteri Endofit
Isolat 04. Sampel yg digunakan apa Hasil dari isolasi bakteri endofit dari tanaman
putri malu diperoleh 6 isolat bakteri endofit dominan dari tanaman putri malu
yang terdapat pada kode BEDPM 01, BEDPM 02,BEBPM 01, BEBPM 02,
BEAPM 01, BEAPM 02. Karakterisasi morfologi melibatkan pengamatan bentuk,
margin,elevasi, dan warna koloni bakteri endofit Karakterisasi morfologi dan
pewarnaan gram bakteri endofit Hasil morfologi dan pewarnaan gram
menunjukkan bahwa empat isolate (BEDPM 01 dan BEDPM 02) memiliki sifat
gram positif, sementara 2 isolat lainnya (BEDPM 01 dan BEDPM 02) memiliki
sifat gram negatif . Uji pH dilakukan untuk mengetahui seberapa asam atau basa
larutan tempat bakteri tumbuh. Hasil uji pH menunjukkan bahwa semua isolat
memiliki pH sekitar 6,5, yang merupakan kondisi netral untuk pertumbuhan
bakteri. Hasil uji menunjukkan variasi dalam zona hambat pertumbuhan mikroba
patogen pada hari ke-2 dan ke-3. Pada hasil analisis antimikroba isolat bakteri
endofit terhadap pertumbuhan mikroba pathogen uji memiliki kemampuan daya
hambat yang berbeda — beda. Isolat bakteri endofit dengan diameter zona dalam
menghambat pathogen Alternaria porri yang paling besar ditunjukan oleh 2 HSA
isolatbdengan kode BEDPM 2 (7.43%) dan 3 HSA isolate dengan kode BEAPM 02
(7.83%)

Kata Kunci: Bakteri Endofit ; Bawang Merah (a/lium cepa)
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BABI

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Tanaman bawang merah merupakan salah satu komoditi sayuran unggulan,
sehingga berbagai program dan kegiatan dilakukan dalam rangka meningkatkan
produktivitasnya. Khususnya didaerah Sumatera utara Berdasarkan data yang di
peroleh dari badan pusat statistik (BPS sumut) bahwa dinas tanaman pangan dan
holtikultura provinsi sumatera utara mencatat volume panen bawang merah di
sumatera utara sepanjang tahun 2020 adalah 26.000 ton. Jumlah tersebut baru
mampu memenuhi 60% kebutuhan bawang merah di Sumatera utara. Kebutuhan
kita lebih kurang 43.000 ton, produksi lebih kurang 26.000 ton per tahun. Ada
kekurangan sekitar 13.000 ton, (Dahler Lubis). Berdasarkan data yang di himpun
dari badan pusat statistik, produksi bawang merah di Sumatera utara sepanjang
tahun 2019 adalah 18.072 ton. Jadi produksi bawang merah di Sumatera utara
tahun 2020 meningkat sekitar 69% dibandingkan tahun 2019. Patogen yang
umum dijumpai pada bawang merah antar lain : Bakteri Alternaria porri
penyebab penyakit hawar daun bakteri (HDB), yang telah dilaporkan menyerang
tanaman bawang merah di Indonesia (Habazar dkk, 2007).

Alternaria porri mampu bertahan pada jaringan tanaman yang hidup
maupun yang mati, merupakan jamur pathogen tular tanah yang sukar
dikendalikan. Penyebaran pathogen dapat melalui air igrasi dari tanah yang
terkontaminasi. Perkembangan penyakit di lapangan dipengaruhi oleh suhu tanah,

drainase yang buruk, kelembapan tanah serta curah hujan yang tinggi. Kejadian
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penyakit akan meningkat bila terjadi kerusakan jaringan tanaman karena suhu
tinggi dan kekeringan. Penyakit tanaman yang disebabkan oleh pathogen tular
tanah dan serangan patogen nya melalui akar menimbulkan tantangan dalam
pengelolaan penyakit yang efektif karena inoculum (sumber penyakit) awal sudah
ada didalam tanah sebelum awal pertumbuhan tanaman inanga tau dapat juga di
introduksi oleh tanaman inang (BPTP, 2017).

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme didalam jaringan tanaman yang
sehat pada fase tertentu bahkan selama siklus hidupnya dan memiliki kemampuan
sebagai bakteri yang membantu tanaman memperoleh unsur hara N (Bandara,
2006; Elsas 2007). Unsur hara tersebut sering kali hilang akibat proses
volatilisasi, nitrifikasi, erosi maupun tercuci Bersama air, padahal unsur ini dapat
meningkatkan kandungan klorofil serta proses fotosintesis sehingga pertumbuhan
tanaman akan lebih baik (Ashari, 2006; Tania 2012).

Konsorsium bakteri endofit terseleksi tersebut belum pernah diuji
kemampuan antagonisnya terhadap putri malu (Mimosa pudica) pada bawang
merah Pada penelitian ini akan dilakukan uji antagonis konsorsium bakteri endofit
tersebut terhadap putri malu (Mimosa pudica) yang merupakan patogen utama
pada bawang merah. Pengujian kemampuan konsorsium sebagai pengendali
hayati penyakit bercak ungu dan pemacu pertumbuhan serta hasil bawang merah.
Diharapkan dari hasil penelitian ini akan diperoleh konsorsium bakteri endofit
yang memiliki multi mekanisme sehingga mampu mengendalikan patogen pada
bawang merah, (BPS SUMUT, 2019).

Mikroba endofit mampu memprodksi senyawa metabolit sesuai dengan

tanaman induknya, sehingga dapat dijadikan peluang dan dapat diandalkan untuk
2
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memproduksi metabolit sekunder dari mikroba endofit yang diisolasi dari

tanaman inangnya.

1.2. Rumusan masalah
1. Apa saja bakteri endofit yang terdapat pada putri malu ?
2. Bagaimana bakteri endofit Asal putri malu terhadap Alternaria porri

pada tanaman bawang merah dapat digunakan sebagai biocontrol ?

1.3. Tujuan penelitian
Adapun tujuan pelaksanaan penelitian ini dengan tujuan diantaranya
sebagai berikut :
1. Untuk mengetahui uji bakteri endofit asal putri malu terhadap Alternaria
porri pada tanaman bawang merah.

2. Untuk mengetahui genus bakteri endofit Asal putri malu,

1.4. Manfaat penelitian
Adapun manfaat pelaksanaan penelitian ini dengan manfaat yang
didapatkan diantaranya sebagai berikut :

1. Sebagai bahan penyusun skripsi yang merupakan salah satu syarat
memperoleh gelar sarjana (S1) di program studi Agroteknologi Fakultas
Pertanian Universitas Medan Area

2. Dapat menambah pengetahuan mengenai kemampuan bakteri endofit
sebagai pengendali pathogen pada tanaman, sehingga dapat membuka
peluang untuk penelitian lebih lanjut mengenai penggunaan bakteri

endofit sebagai pengendali pathogen pada tanaman lainnya
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1.5. Hipotesis
1. Didapatkan bakteri endofit asal putri malu yang dapat berfungsi sebagai
biocontrol terhadap Alternaria porri
2. Bakteri endofit asal putri mlau berpengaruh nyata dalam mengendalikan

Alternaria porri pada bawang merah.
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BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tanaman Putri Malu (Mimosa Pudica L)

Putri malu (Mimosa pudica L.) merupakan salah satu tanaman herbal yang
memiliki banyak aktivitas farmakologi seperti agen, anti-diabetes, antitoxin, anti-
hepatoxi, antioksidan dan penyembuh luka, (Montero, P., Martinez-Alvarez, O., &
Goémez-Guillén, 2020). Tanaman putri malu menunjukkan aktivitas antioksidan
yang tinggi yang bisa dikaitkan dengan kandungan flavonoid dan fenol, (Montero,
P., Martinez-Alvarez, O., & Gomez-Guillén, 2020). Berdasarkan penelitian yang
dilakukan oleh Montero, P., Martinez-Alvarez, O., & Gomez-Guillén, (2019) putri
malu memiliki potensi antioksidan berdasarkan uji aktivitas antioksidan yang

telah dilakukan yaitu IC50 46,06mg/mL yang masuk kategori antioksidan kuat.

2.2. Tanaman Bawang Merah (Allium Cepa)

Bawang merah adalah jenis tumbuhan semusim yang memiliki umbi
berlapis, berakar, serabut, dengan daun berbentuk silinder berongga, (Nurhasanah,
2012). Bawang merah Famili Alliaceae adalah spesies dengan ekonomi yang
penting di budidayakan secara luas diseluruh dunia khusus nya di benua Asia dan
Eropa, (Wulandari, H., 2012). Bawang merah disebut juga umbi lapis dengan
aroma spesifik yang dapat marangsang keluarnya air mata karena kandungan
minyak eteris alliin. Batangnya berbentuk cakram dan di cakram inilah tumbuh
tunas dan akar serabut. Bunga bawang merah berbentuk bongkol pada ujung
tangkai panjang yang berlubang di dalamnya. Bawang merah berbunga sempurna

dengan ukuran buah yang kecil berbentuk kubah dengan tiga ruangan dan tidak
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berdaging, (Salim, 2020). Tanaman bawang merah dapat diklasifikasikan sebagai
berikut, Kingdom : Plantae, Divisi : Spermathopyta, Kelas: Monocotyledonae,
Ordo : Liliales, Famili: Liliaceae, Genus: Allium, Spesies: Allium cepa L,
(Purnomo, 2020).

Bawang merah (Allium cepa L.) termasuk jenis tanaman semusim, berumur
pendek dan berbentuk rumpun. Tinggi tanaman berkisar 15-25 cm, berbatang
semu, berakar serabut pendek yang berkembang di sekitar permukaan tanah, dan
perakarannya yang dangkal, sehingga bawang merah tidak tahan terhadap
kekeringan. Daunnya berwarna hijau berbentuk bulat, memanjang seperti pipa,
dan bagian ujungnya meruncing, (Andini, 2021).

Tanaman bawang merah memiliki banyak varitas diantaranya Bima, Brebes,
Medan, dan Keling. Bawang merah mempunyai rasa dan aroma yang khas.
Bawang merah memiliki umbi ganda secara jelas, yaitu berupa benjolan di bagian
kiri dan kanannya. Benjolan umbi ganda tampak jelas karena hanya memiliki
lapisan pembungkus 2-3 helai saja. Setiap siung bawang merah dapat membentuk
umbi baru sekaligus umbi samping sehingga terbentuk rumpun yang terdiri dari 3-
8 umbi baru. Sementara itu, daun bawang merah berbentuk pipa berwarna hijau
muda. Akarnya berupa akar serabut yang merupakan perakaran dangkal sehingga

tidak tahan terhadap kekeringan, (Muchtar, 2020).

2.3. Peranan Endofit
Bakteri metabolit mampu menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang
diduga sebagai transfergenetik (genetic recombination) dari tanaman inangnya

kedalam bakteri endofit. Kmapuan bakteri endofit memproduksi senyawa
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metabolit sesuai dengan tanaman inangnya merupakan peluang yang sangat besar
dan dapat diandalkan untuk memproduksi metabolit sekunder dari bakteri endofit
yang diisolasi dari tanaman inang nya tersebut, (Tan, R.X., Zou, 2019). Bakteri
endofit dapat diisoladi dari bagian akar, batang dan daun. Bakteri endofit juga
mampu meningkatkan resistensi tanaman terhadap berbagai macam mikroba
pathogen dengan cara menginduksi ketahanan tanaman yang dikenal incuded
systematic resistance (ISR) sehingga mampu bertahan terhadap serangan

penyakit, (Cucu N., 2020).

2.4. Bakteri Endofit

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang hidup didalam jaringan
tumbuhan dan bersimbosis mutualisme dengan tumbuhan inangnya tanpa
menyebabkan penyakit, (Agollo AC, 2020).

Keberadaan diketahui bahwa bakteri endofit dalam jaringan tanaman
mendorong pertumbuhan tanaman dan melakukan pengendalian hayati. Selain itu,
bakteri endofit menawarkan banyak keuntungan dari berbagai bentuk kehidupan.
Sebagai penghasil metabolit sekunder. Kemampuan bakteri endofit untuk
menghasilkan metabolit sekunder sesuai dengan kemampuan tanaman inangnya
untuk menghasilkan metabolit sekunder yang merupakan peluang yang signifikan
dan dapat diandalkan, (Radji, 2005).

Kemampuan bakteri endofit memproduksi senyawa metabolit sekunder
sesuai dengan kemampuan tanaman inangnya dalam memproduksi metabolit
sekunder, hal ini peluang yang sangat besar dan dapat diandalkan sebagai
penghasil metabolit sekunder (Radji, 2005). Kemampuan bakeri endofit

7
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menghasilkan senyawa aktif tersebut merupakan potensi yang dapat
dikembangkan, mengingat umumnya senyawa aktif diperoleh dengan
mengekstraksi tanaman. Senyawa yang dihasilkan bakteri endofit tertentu
berpotensi dikembangkan dalam bakteri enofit dalam jaringan tanama, Dimana
tanaman yang satu tentunya berbeda. Oleh karena itu dianekaragaman bakteri

endofit sangatlah tinggi (Prasetyoputri dan Atmusukarto, 2006).

2.4 Alternaria Porri

Alternaria porri dengan kualitas morfologis miselium berskat dan bewarna
gelap. Hifa memiliki Panjang 8-20 mikrometer, terbagi halus, dan bercabang.
Konidiofor berwarna gelap, bengko terisolasi, dan muncul sendiri atau
berkelompok. Panjangnya 129 mikrometer, lebar 8-25 mikrometer, dan dapat
masuk ke epidermis atau keluar dari jaringan daun melalui stomata. Konidium

oval, memanjang, meruncing.

Gambar 1 Konidia Alternaria porri (Drill, 2016).
Konidium umumnya soliter, mempunyai ekor hamper setengah dari Panjang
keseluruhannya, berwarna gelap, berukuran 100-300 x 15-20 mikrometer, sekat

melintang berjumlah 8-12 buah dan membujur 0-3 buah. Pada bagian ujungnya
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yang meruncing, lemas dengan diameter 2-4 mikrometer dan berwarna hialim,

(Sastrahidayat, 2011).

Alternaria porri adalah jamur pathogen yang menyebabkan penyakit pada
bawang merah dan beberapa tanaman allium lainnya, beberapa penyakit yang
disebabkan oleh Alternaria porri adalah sebagai berikut :

1. Blight daun bawang merah : penyakit ini disebabkan oleh serangan jamur
Alternaria porri pada daun bawang merah yang mengakibatkan
terbentuknya bercak-bercak coklat pada daun. Bercak tersebut kemudian
akan membesar dan mengering, sehingga daun menjadi kering dan mati.

2. Bulb rot atau pembusukan umbi : Penyakit ini disebabkan oleh serangan
jamur Alternaria porri pada umbi bawang merah. Gejala awalnya adalah
terbentuknya bercak-bercak kecil berwarna coklat yang kemudian
membesar dan berubah menjadi lepuh. Lepuh ini kemudian akan pecah dan
menyebarkan spora jamur ke umbi bawang merah yang lain, sehingga
menyebab kan pembusukan yang lebih luas.

3. Leaf spot atau bercak daun : Penyakit ini disebabkan oleh serangan jamur
Alternaria porri pada daun bawang merah yang mengakibatkan
terbentuknya bercak-bercak kecil berwarna coklat. Bercak tersebut
kemudian berkembang menjadi bercak besar yang dapat menyebabkan
kerusakan pada daun dan mengganggu pertumbuhan tanaman.

Penyakit ini dapat menyebabkan kerusakan yang serius pada tanaman bawang
merah dan mengurangi hasil produksi. Oleh karena itu, pengendalian Alternaria
porri perlu dilakukan secara efektif untuk menghindari kerugian pada petani dan

memastikan pasokan bawang merah yang cukup untuk memenuhi kebutuhan
9
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pasar. Suhu yang merupakan faktor pembatas bagi kehidupan jamur merupakan
salah satu factor lingkungan yang mempengaruhi perkembangan penyakit
Alternaria porri. Perkembangan penyakit sering kali di perlambat oleh perubahan
suhu tertentu yang tidak sesuai untuk digunakan di lapangan. Kondisi hangat dan
basah dengan kelembapan relative 80-90% dan suhu antara 21 dan 30°C ideal
untuk pertumbuhan Alternaria porri. Tanaman dapat terinfeksi oleh pathogen
pada suhu antara 10 dan 33°C, dan perkecambahan dapat terjadi pada suhu ideal
antara 28-30°C. Dalam kondisi suhu dan kelembapan ideal, gejala muncul 2
hingga 3 hari setelah infeksi. Perkecambahan konidia juga dapat dihambat oleh
sinar matahari dan kelembapan tinggi, yang biasanya terjadi pada malam hari atau
siang hari pada cuaca mendung. Setelah 2 hari disinari selama 2 jam, sporulasi
tercepat terjadi. Setelah itu diinkubasi selama 48 jam itempat gelap.
Perkembangan jamur Alternaria pori dapat dipengaruhi oleh hujan.
Perkecambahan konidial membutuhkan permukaan air pada permukaan daun,
yang disediakan oleh kelembaban yang tinggi. Kelembaban 90% ideal untuk
sporulasi, (Sastrahidayat, 2011)

Gejala bercak daun ungu awal terjadi pada daun mula-mula terdapat bercak
klorosis berwarna keputih-putihan dan lumayan mengendap pada bagian tanaman
seperti daun, bunga dan batang. Selanjutnya gejala berkembang menjadi bercak
dan berbentuk elip berwarna coklat. Bercak tersebut mempunyai ukuran 30-40 ml.
Dalam keadaan yang menguntungan terbentuk bercak ungu dan di bagian atas
gejala terdapat massa spors. Bagian Tengah bercak berwarna lebih gelap dari pada
lingkaran luarnya dan bagian tepi berwarna kuning pucat. Bercak-bercak pada

daun menyebar secara acak. Tanaman yang mendapat serangan demikiian,
10
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semakin lama menjadi busuk dan tidak dapat memperoleh hasil menjelang masa

panen. Serangan berat dapat menyebabkan kematian daun tanaman bawang

merah, (Sastrahidayat, 2011).

11
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BAB III

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian telah dilaksanakan pada bulan agustus sampai dengan bulan
September 2023, isolasi dan perbanyak bakteri endofit dan uji antimikroba
dilaksanakan di Lab MIPA Universitas Sumatera Utara dan Lab Proteksi Tanaman
Universitas Medan Area, sedangkan penelitian dilapangan dilaksanakan dimedan

tembung, simpang durung, Sumatera Utara.

3.2 Bahan dan Alat
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel bawang merah
yang sehat, NA media, isolate Alternaria porri, PDA, alcohol 70% colorox,

aquades, putri malu.
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, Erlenmeyer,
beaker glass, gelas ukur, Bunsen, hot plate, object glass, jarum ose, autoclave,

gunting, cover glass, mikroskop, timbangan eletrik, Alat tulis dan kamera.

3.3 Metode Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) non faktorial yang terdiri dari 5 perlakuan dengan 3 ulangan
Perlakuan yang diuji terdiri dari :
PO = Kontrol negatif
P1 = Kontrol Positif

P2 = Penggunaan Bakteri Endofit Isolat 01
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P3 = Penggunaan Bakteri Endofit Isolat 02
P4 = Penggunaan Bakteri Endofit Isolat 03

PS5 = Penggunaan Bakteri Endofit Isolat 04

3.4 Metode Analisa
Analisis data menggunakan rancangan percobaan (RAL) non factorial jika
terdapat signifikan maka dilanjutkan dengan uji DMRT
(tr-1) (r.1) > 15
6r-6 >15
6r>21
r>2..x3

; > 22 =3 (Ulangan yang digunakan adalah 3 kali)

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Pelaksanaan Penelitian
Alat yang digunakan terlebih dahulu dilakukan sterilisasi agar tidak
ada mikroorganisme yang tidak diinginkan (sumber kontaminan),
Adapun prosedur kerja sterilisasi alat yaiyu peralatan dicuci bersih
setelah itu dimasukan kedalam autoclave pada suhu 121°C selama 20 —
30 menit.
3.5.2 Pembuatan Media
Dalam gelas beaker, 10 gr media PDA instan dilarutkan dalam 240
ml air suling sebaai media. Setelah itu gunakan hot plate stirrer untuk

menghomogenkan media dan memanaskannya hingga mendidih.
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Selama 15 menit, media disterilkan dalam autoclave dalam suhu 121°C
dan tekanan 1 kali. Kemudian pada saat itumedia di isi autoclave
selama 20 menit.

3.5.3 Penyediaan Isolat Bakteri Endofit Alternaria porri

Isolate  Alternaria porri yang digunakan adalah koleksi
Laboratorium Tanaman Universitas Medan Area Fakultas Pertanian.
Bakteri di subkultur pada media PDA yang baru.

Isolate yang telah berhasil diisolasi dari bagian daun dan akar
tanaman bawang merah lalu diinkubasi didalam incubator pada suhu
ruang kemudian dilakukan pengamatan secara morfologi baik secara
makoskopis.

3.5.4 Eksplorasi bakteri Endofit

Sampel jaringan tanaman putri malu yang sehat diambil dari daerah
di Medan tembung, simpang durung, Sumatera Utara. Pengambilan
sampel dilakukan dengan pemilihan kurang lebih 20 tanaman putri
malu. Sampel yang diambil akar beserta seluruh bagian tanaman putri
malu yang sehat, di masukan kedaalam kantong kertas dan dibawa ke
laboratorium untuk di isolasi.

3.5.5 Identifikasi Bakteri Endofit

Berdasarkan penampakan morfologi koloni, sel, dan aktivitas
biokimia, bakteri endofit di identifikasikan. Persepsi gambar sel
diselesaikan menggunakan metode pewarnaan gram. Permintaan

oksigien, katalase, fermentasi, laktosa, sukrosa, mannitol, maltose,
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urease, indole, sitrat, H,S, dan motilitas adalah beberapa aktivitas

biokimia yang diamati pada bakteri.

3.6 Parameter Penelitian
3.6.1 Pengamatan Morfologi

Pengamatan morfologi koloni bakteri asam laktat secara
mikroskopis di karakterisasi dengan menggunakan mikroskop pada
perbesaran 1000 kali, mencakup bentuk sel dan susunan sel, diamati

pada uji pewarnaan gram.

3.6.2 Pewarnaan Gram

Kultur bakteri endofit diaplikasikan pada permukaan plat kaca
menggunakan jarum ose. Kemudian bakteri endofit di tempelkan pada
permukaan pelat kaca dekat lampu spiritus dengan penjepit tabung
reaksi. Sekitas 3 tetes kristal violet diteteskan pada biakan yang
menempel, didiamkan selama 60 detik. Plat kaca kemudian dicuci
dengan air mengalir menggunakan botol semprot, ditambahkan 3 tetes
larutan yodium dan didiamkan selama 30 detik. Bilas larutan yodium
dengan air mengalir dan teteskan penghilang cat dan bilas dengan air
mengalir selama kurang lebih 5 detik. Pada Langkah terakhir,
tambahkan sekitar 3 tetes safranin dan biarkan selama 20 detik lalu di
cuci dengan air mengalir. Kemudian dilihat dibawah mikroskop dengan
perbesaran 100 kali. Pengamatan meliputi warna dan bentuk sel bakteri.
Bakteri gram positif ditandai dengan warna ungu karen mampu
mengikat kristal violet. Bakteri gram negatif dicirikan dengan
15
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terbentuknya warna merah jambu karena tidak dapat mengikat zat
warna kistal vi0let dan perwarnaanya hanya dengan safranin (Serdani,
2018).
3.6.4 Pengamatan secara Biokimia
Pengamatan secara biokimiawi meliputi uji kitinase, uji selulose,
uji antimikroba:
1. Uji Kitinase
Uji aktivitas kitinase dilakukan dengan menyiaapkan
sampel, kontol dan blanko. Sampel disiapkan dalam tabung reaksi
dengan menggunakan 0,75 ml ekstrak enzim kasar yang ditambah
dengan 0,75ml substrat kitin koloid 1% (b/v) dan 0,75 ml dapat
fosfat pH 7. Control dibuat dengan bahan yang sama dengan
sampel, tetapi pertama di nonaktifkan pada 100°C selama 10
menit sebelum inkubasi, dan blanko berisi 1,5ml air suling dan
0,75 dapar fosfat (pH 7). Sampel, control dan blanko diinkubasi
pada suhu 50°C selama 30 m3nit. 0,75ml reagen DNA
ditambahkan kesampel, kontol dan blanko dipanaskan sampai
100°C selama 10 menit. Campuran didinginkan, ditambahkan
0,75ml aquades (Mago, 2015) dan diukur absorbansinya pada A
540 nm (Sarah and Putro., 2010). Satu unit aktivitas kitinase
adalah jumlah enzim yang dapat menghasilkan 1 1 pmol
pereduksi permenit pada suhu 50°C (Wang et al., 2012). Aktivitas
enzim ditentukan dengan menggunakan kurva standar GlcNAC.

Menurut Mago (2015).
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2. Uji Selulosa

Isolate nakteri yang akan diuji secara kualitatif diperoleh
dari CMC agar miring dan ditotolkan pada cawan petri kecil yang
berisi media CMC. Inkubasi dilakukan pada suhu 370°C selama
48 jam. Aktifitas selulosa diuji dengan menggunakan metode
congo red. Larutan merah kongo (0,1% b/v) dituangkan kedalam
biakan dan dibiarkan selama 15 menit. Larutan kemudian di
buang dan dicuci dengan NaCl 0,2m sebanyak 3 kali selama 15
menit. Tujuan pencucian ini adalah menghilangkan merah kongo,
yang tidak ada hubungannya dengan polisakarida. Selanjutnya
pembentukan zona bening diselesaikan dengan inkubasi pada
suhu 40°C selama 48 jam, dan diamati zona bening yang
terbentuk. Isolate bakteri yang mampu mendegradasi CMC
terdeteksi dengan terbentuknya zona bening disekitar koloni
setelah dilakukan pemeriksaan dengan metode congo red. Indeks
aktivitas selulase dapat ditentukan dengan mengukur rasio
diameter zona bening terhadap diameter koloni. Isolate dengan
indeks aktivitas enzim tertinggi ditumbuhkan pada CMC miring
untuk pengujian lebih lanjut. Indeks aktivitas enzim = diameter

zona bening + diameter koloni.

3.  Uji Antimikroba
Uji antimikroba menggunakan metode difusi cakram,

bakteri endofit (klasifikasi sebagai bakteri gram negarif) dan
17
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(sebagai bakteri gram positif) digunakan sebagai bakteri uji jamur
Alternaria porri. Uji aktivitas antimikroba terhadap bakteri
indicator untuk mendeteksi aktivitas antimikroba yang
dihasilakan oleh bakteri endofit ditentukan dengan metode difusi
(Taheri et al. 2009, Heravi et al. 2011). Bakteri probiotik
dibiakkan dalam MRS broth dan diinkubasi secara anaerobic pada
suhu 37°C selama 18 jam. Cakram kertas steril direndam dalam
biakan bakteri probiotik dan diletakkan diatas permukaan media
NA yang digarisi dengan biakan bakteri indicator, yang diinkubasi
dalam 10ml media NB selama 24 jam. Timbang NA yang
beratnya 3,6 gr, lalu larutkan dalam 180ml aquades lalu
homogenkan dengan pengaduk diats hot plate. Cawan NA dan
alat yang digunakan yaitu cawan petri,cotton bud dan foceps
disterilkan dalam autoclave. Tuang media NA kedalam cawan
petri, dan setelah beku lapisi permukaan media NA dengan
bakteri indicator secara merata menggunakan kapas. Paper disk
dengan diameter 5 mm ditempelkan pada permukaan media NA,
yang terlebih dahulu direndam dalam kultur bakteri probiotik
kemudian disimpan pada suhu 4°C selama 3-4 jam untuk
menyebarkan kultur bakteri. Cawan petri disimpan dalam
incubator pada suhu 37°C. setelah 24 jam terbentuk zona bening.
Pengujian daya hambat mengikuti metode. Menurut (Ekowati 2000). Dalam

(Herlina, 2011) persentase daya hambat bakteri sebagai agen pengendali dapat

18
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diketahui melalui pertumbuhan koloni yang dihitung dengan menggunakan rumus

TE==2x100%
TE : Daya efikasi (penghabat) (%)

X : Luas pertumbuhan Alternaria porri pada control (cm)

Y : Luas pertumbuhan Alternaria porri dengan bakteri endofit.(cm)

19
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BABV

KESIMPULAN DAN SARAN

1.1. Kesimpulan
1. Uji Biokimia Bakteri Endofit
Uji biokimia dilakukan untuk mengetahui sifat-sifat biokimia
bakteri yang berkaitan dengan metabolism sel. Hasil biokimia
menunjukan variasi dalam kemampuan isolate bakteri dalam hal tsia,
gas, HyS, sitrat, gelatin, sim, dan katalase.

2.  UjipH

Uji pH dilakukan untuk mengetahui seberapa asam atau basa
larutan tempat bakteri tumbuh. Hasil uji pH menunjukkan bahwa
semua isolat memiliki pH sekitar 6,5, yang merupakan kondisi netral
untuk pertumbuhan bakteri.

3. Uji Antimikroba Bakteri Endofit

Uji antimikroba dilakukan untuk mengevaluasi kemampuan
bakteri endofit dalam menghasilkan senyawa antimikroba terhadap
mikroba patogen.

Hasil uji menunjukkan variasi dalam zona hambat pertumbuhan mikroba
patogen pada hari ke-2 dan ke-3. Isolat bakteri endofit dengan diameter zona
dalam menghambat patogen Alternaria porri yang paling besar ditunjukan oleh 2
HSA isolat dengan kode BEDPM 2 (7.43°) dan 3 HSA isolate dengan kode

BEAPM 02 (7.83").
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1.2. Saran

1. Lebih lanjut identifikasi dan karakterisasi molekuler dapat dilakukan untuk
mendapatkan informasi lebih rinci tentang bakteri endofit yang diisolasi

2. Melakukan uji lebih lanjut terkait aktivitas metabolik dan potensi aplikatif
bakteri endofit, misalnya dalam bidang pertanian atau kesehatan tanaman

3. Menganalisis faktor-faktor yang mempengaruhi perbedaan morfologi dan
karakteristik biokimia antar isolat bakteri endofit.

4. Memperluas cakupan uji antimikroba untuk lebih mendalam memahami
potensi bakteri endofit sebagai agen antimikroba.

5. Menyertakan kontrol positif dan negatif pada setiap uji untuk memvalidasi

hasil-hasil yang diperoleh.
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LAMPIRAN

1. Pembuatan Media

Ket : Media NA dibuat dengan cara melarutkan NA bubuk sebanyak 8,01
gram dalam 1 liter aquades. Media dihomogenkan dengan stirrer sekaligus
dipanaskan dengan menggunakan hot plate, kemudian disterilisasi dengan
autoklaf pada suhu 1210C selama 15 menit, sehingga didapatkan media

NA yang steril.
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2. Proses Isolasi Bakteri Endofit

Ket: Dimasukkan sumber isolat daun, batang dan akar putri malu kedalam
petri yang berisi media. Diinkubasi selama 1x24 jam di dalam inkubator.

3. Hasil isolasi yang di ambil dan proses pemurnian bakteri endofit

Ket hasil bakteri endofit yang diinkubasikan.

32
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4. Hasil Pemurnian

Ket : Proses pemurnian bakteri diambil 6 ose bakteri kemudian di
inokulasikan ke media NA dengan cara menggores sesuai tipe goresan yang
diinginkan (Sinambung, radian kuadran dan tipe goresan T). Lalu
dibungkus dengan kertas pembungkus, diinkubasi selama 1x24jam, diamati
goresan yang terbentuk.
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5. Hasil Pewarnaan Gram
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Ket : Pewarnaan gram salah satu teknik pewarnanan yang penting digunakan
untuk bakteri, proses pewarnaan dengan dibuat preparat ulas bakteri di beri
zat metilen blue dan dibiaran selama 1 menit di bilas dengan aquades dan di
amati di bawah mikroskop.

Ket : Gram positif : BEDPM 01,02,01,02 dan 06 Gram negatif: BEDPM 02
dan 01 Sel bakteri berwarna ungu mengindikasikan gram positif sedangkan
sel bakteri berwarna merah mengindiksikan Gram negatif.
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6. Uji Biokimia

Ket: Uji sitrat dilakukan untuk melihat terjadinya perubahan warna media yang
awalnya berwarna hijau berubah menjadi biru. Uji sitrat positif : Jika terdapat
perubaha warna Uji sitrat negatif: tidak mengalami perubahan warna.
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7. Pengamatan Antimikroba

Hari ke 2
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Hari ke 3

Ket: Diameter zona hambat yang dihasilkan besar kecil nya zona hambat
yang terbentuk mengartikan kepekaan bakteri uji semakin besar zona
hambat terhadap bateri patogen maka antimikroba mempunyai aktivitas
yang sangat bagus.
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8. Hasil pengukuran pH

Ket : larutan ini [bersifat asam/basa/netral] dengan nilai pH [nilai]. Hasil ini
memiliki implikasi [berkaitan dengan aplikasi atau tujuan tertentu].

9. Uji katalase

Ket: Dalam uji katalase, terlihat adanya gelembung-gelembung gas
oksigen yang dilepaskan ketika hidrogen peroksida ditambahkan ke dalam
sampel. Hal ini menunjukkan adanya aktivitas katalase dalam sampel

(positif).

Tidak terlihat adanya gelembung gas oksigen pada saat penambahan
hidrogen peroksida ke dalam sampel, menunjukkan bahwa katalase
mungkin tidak aktif atau tidak hadir dalam sampel yang diuji (negative).
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10. Hasil Analisis dengan Data SPSS Verb 2

Kode isolat Hari ke 2

Case Processing

Summary

C

a

s

Kode isolat e

s

Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Hari_Ke2 BEDPM 01 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
BEDPM 02 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
BEBPM 01 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
BEBPM 02 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
BEAPM 01 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
BEAPM 02 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Kontrol Negatif 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Kontrol Positif 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
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Descriptives®
Kode isolat Statistic Std. Error
Hari_Ke2 BEDI:M 01 Mean 7.2333 .03333
95% Confidence Interval for Lower 7.0899
BoundMean Upper 7.3768
Bound
5% Trimmed Mean
Median 7.2000
Variance .003
Std. Deviation .05774
Minimum 7.20
Maximum 7.30
Range .10
Interquartile Range
Skewness 1.732 1.225
Kurtosis
BEDPM 02 Mean 7.4333 .08819
95% Confidence Interval for Lower 7.0539
Bound™Mean Upper 7.8128
Bound
5% Trimmed Mean .
Median 7.4000
Variance .023
Std. Deviation 15275
Minimum 7.30
Maximum 7.60
Range .30
Interquartile Range
Skewness 935 1.225
Kurtosis
BEBPM 01 Mean 6.8667 .03333
95% Confidence Interval for Lower 6.7232
Bound™¢a" Upper 7.0101
Bound
5% Trimmed Mean
Median 6.9000
Variance .003
Std. Deviation .05774
Minimum 6.80
Maximum 6.90
Range .10
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Interquartile Range

Skewness -1.732 1.225
Kurtosis
Descriptives®
Kode _isolat Statistic Std. Error
BEBPM 02 Mean 6.7333 .03333
95% Confidence Interval for Lower Bound 6.5899
Mean Upper Bound 6.8768
5% Trimmed Mean .
Median 6.7000
Variance .003
Std. Deviation .05774
Minimum 6.70
Maximum 6.80
Range .10
Interquartile Range .
Skewness 1.732 1.225
Kurtosis
BEAPM 01 Mean 6.8667 .03333
95% Confidence Interval for Lower Bound 6.7232
Mean Upper Bound 7.0101
5% Trimmed Mean .
Median 6.9000
Variance .003
Std. Deviation .05774
Minimum 6.80
Maximum 6.90
Range .10
Interquartile Range .
Skewness -1.732 1.225
Kurtosis
BEAPM 02 Mean 7.3667 12019
95% Confidence Interval for Lower Bound 6.8496
Mean Upper Bound 7.8838
5% Trimmed Mean .
Median 7.3000
Variance .043
Std. Deviation 20817
Minimum 7.20
Maximum 7.60
Range .40
Interquartile Range .
Skewness 1.293 1.225
Kurtosis
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Descriptives”
Kode isolat Statistic Std. Error

Kontrol Positif K/Iean 13.2333 .08819

95% Confidence Interval for Lower Bound 12.8539

Mean Upper Bound 13.6128

5% Trimmed Mean .

Median 13.2000

Variance .023

Std. Deviation 15275

Minimum 13.10

Maximum 13.40

Range .30

Interquartile Range

Skewness 935 1.225

Kurtosis

a. Hari_Ke2 is constant when Kode_isolat = Kontrol Negatif. It has been omitted.

Tests of Normalityb
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kode_isolat Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Hari_Ke2 BEDPM 01 385 3 750 3 .000
BEDPM 02 253 3 .964 3 .637
BEBPM 01 .385 3 750 3 .000
BEBPM 02 385 3 750 3 .000
BEAPM 01 .385 3 750 3 .000
BEAPM 02 292 3 923 3 463
Kontrol Positif 253 3 .964 3 .637

a. Lilliefors Significance Correction

b. Hari_Ke?2 is constant when Kode isolat = Kontrol Negatif. It has been omitted.
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Descriptives
Hari Ke2
95% Confidence
Interval
N Mean Std. Deviation| Std. Error forMean
Lower | Upper Bound
Bound
BEDPM 01 3 7.2333 .05774 .03333 7.0899 7.3768
BEDPM 02 3 7.4333 15275 .08819 7.0539 7.8128
BEBPM 01 3 6.8667 .05774 .03333 6.7232 7.0101
BEBPM 02 3 6.7333 .05774 .03333 6.5899 6.8768
BEAPM 01 3 6.8667 .05774 .03333 6.7232 7.0101
BEAPM 02 3 7.3667 .20817 12019 6.8496 7.8838
Kontrol Negatif 3 6.0000 .00000 .00000 6.0000 6.0000
Kontrol Positif 3 |13.2333 15275 .08819 12.8539 13.6128
Total 24 7.7167 2.17589 44415 6.7979 8.6355
Descriptives
Hari Ke2
Minimum Maximum
BEDPM 01 7.20 7.30
BEDPM 02 7.30 7.60
BEBPM 01 6.80 6.90
BEBPM 02 6.70 6.80
BEAPM 01 6.80 6.90
BEAPM 02 7.20 7.60
Kontrol Negatif 6.00 6.00
Kontrol Positif 13.10 13.40
Total 6.00 13.40
Test of Homogeneity of Variances
Hari Ke2
Levene Statistic dfl df2 Sig.
3.440 7 16 .019
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ANOVA
Hari_Ke2
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 108.687 7 15.527 | 1202.065 .000
Within Groups 207 16 .013
Total 108.893 23
Post Hoc Tests
Homogeneous Subsets
Hari_ke2
Duncan®
Subset for alpha = 0.05
Kode isolat N 1 2 3 4
Kontrol Negatif 3 6.0000
BEBPM 02 3 6.7333
BEBPM 01 3 6.8667
BEAPM 01 3 6.8667
BEDPM 01 3 7.2333
BEAPM 02 3 7.3667
BEDPM 02 3 7.4333
Kontrol Positif 3 13.2333
Sig. 1.000 .192 .057 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Kode isolat Hari ke 3

Case Processing Summary

Cases
Val Missing Total

Kode isolat id
N Percent N Percent N Percent
Hari_Ke3 BEDPM 01 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
BEDPM 02 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
BEBPM 01 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
BEBPM 02 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
BEAPM 01 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
BEAPM 02 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Kontrol Negatif 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Kontrol Positif 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
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Descriptives™”*!
Kode isolat Statistic | Std. Error
Hari_Ke3 BEDPI\—/I 01 Mean 7.3333 .03333
95% Confidence Interval for Lower 7.1899
BoundMeanUpper Bound 74768
5% Trimmed Mean .
Median 7.3000
Variance .003
Std. Deviation .05774
Minimum 7.30
Maximum 7.40
Range .10
Interquartile Range .
Skewness 1.732 1.225
Kurtosis
BEDPM 02 Mean 6.5333 .08819
95% Confidence Interval for Lower 6.1539
BoundMean 6.9128
Up
per Bound
5% Trimmed Mean
Median 6.5000
Variance .023
Std. Deviation 15275
Minimum 6.40
Maximum 6.70
Range .30
Interquartile Range
Skewness 935 1.225
Kurtosis . .
BEAPM 02 Mean 7.8333 .03333
95% Confidence Interval for Lower 7.6899
BoundMean 7.9768
Up
per Bound
5% Trimmed Mean .
Median 7.8000
Variance .003
Std. Deviation .05774
Minimum 7.80
Maximum 7.90
Range .10
Interquartile Range .
Skewness 1.732 1.225
Kurtosis
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Descriptives™”*!

Kode _isolat Statistic Std. Error
Kontr-ol Positif Mean 13.6333 .08819

95% Confidence Interval for Lower 13.2539

BoundMean Upper 14.0128

Bound

5% Trimmed Mean .

Median 13.6000

Variance .023

Std. Deviation 15275

Minimum 13.50

Maximum 13.80

Range .30

Interquartile Range

Skewness 935 1.225

Kurtosis

a. Hari_Ke3 is constant when Kode isolat = BEBPM 01. It has been omitted.
b. Hari_Ke3 is constant when Kode_isolat = BEBPM 02. It has been omitted.
. Hari_Ke3 is constant when Kode isolat = BEAPM 01. It has been omitted.

d. Hari_Ke3 is constant when Kode_isolat = Kontrol Negatif. It has been omitted.

Tests of
Normalityb’c’d’e
Kolmogorov-Smirnov" Shapiro-Wilk

Kode_isolat Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Hari_Ke3 BEDPM 01 385 3 750 3 .000

BEDPM 02 253 3 .964 3 .637

BEAPM 02 385 3 750 3 .000

Kontrol Positif 253 3 .964 3 .637
a. Lilliefors Significance Correction
b. Hari_Ke3 is constant when Kode_isolat = BEBPM 01. It has been omitted.
C. Hari_Ke3 is constant when Kode isolat = BEBPM 02. It has been omitted.
d. Hari_Ke3 is constant when Kode_isolat = BEAPM 01. It has been omitted.
e. Hari_Ke3 is constant when Kode_isolat = Kontrol Negatif. It has been omitted.
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Descriptives
Hari ke3
- 95% Confidence
Interval
N Mean | Std. Deviation | Std. Error forMean
Lower Bound Upper
Bound
BEDPM 01 3 7.3333 05774 .03333 7.1899 7.4768
BEDPM 02 3 6.5333 15275 .08819 6.1539 6.9128
BEBPM 01 3 6.9000 .00000 .00000 6.9000 6.9000
BEBPM 02 3 6.9000 .00000 .00000 6.9000 6.9000
BEAPM 01 3 7.0000 .00000 .00000 7.0000 7.0000
BEAPM 02 3 7.8333 05774 .03333 7.6899 7.9768
Kontrol Negatif 3 6.0000 .00000 .00000 6.0000 6.0000
Kontrol Positif 3 | 13.6333 15275 .08819 13.2539 14.0128
Total 24 7.7667 2.32317 47421 6.7857 8.7477
Descriptives
Hari_Ke3
Minimum Maximum
BEDPM 01 7.30 7.40
BEDPM 02 6.40 6.70
BEBPM 01 6.90 6.90
BEBPM 02 6.90 6.90
BEAPM 01 7.00 7.00
BEAPM 02 7.80 7.90
Kontrol Negatif 6.00 6.00
Kontrol Positif 13.50 13.80
Total 6.00 13.80
Test of Homogeneity of Variances
Hari Ke3
Levene Statistic df1 df2 Sig.
5.469 7 16 .002
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ANOVA
Hari Ke3
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 124.027 7 17.718 | 2657.714 .000
Within Groups 107 16 007
Total 124.133 23
Post Hoc Tests
Homogeneus Subsets
Hari_ke3
Duncan®
Subset for
Kode_isolat N alpha = 0.05
1 2 3 4 5 6
Kontrol Negatif 3 6.0000
BEDPM 02 3 6.5333
BEBPM 01 3 6.9000
BEBPM 02 3 6.9000
BEAPM 01 3 7.0000
BEDPM 01 3 7.3333
BEAPM 02 3 7.8333
Kontrol Positif 3 13.6333
Sig. 1.000 1.000 174 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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