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ABSTRACT

Fluorescent pseudomonad is a biological agent that can be used as a controlling plant disease,
increasing plant growth and phosphate availability for plants, as well as producing compounds that are
signals for plants to produce secondary metabolites that are antimicrobial. Pseudomonad fluorescent
can be grown in various growing media. The purpose of the study was to find out the number of
pseudomonad fluorescent bacteria in Cas isolates grown in various formulas. This research is an
experimental study. The design used complete random design (RAL) with 5 treatments and 3 replays. The
treatment is formula M1 (molasses 10 g/L+ ZA 5 g/L), M2 (molasses 10 g/L+ ZA 10 g/L), M3 (molasses 5
g/L+ ZA 5 g/L), M4 (molasses 5 g/L+ ZA 10 g/L), and M5 (NB 8 g/). The data obtained was analyzed
with Anova and DNMRT advanced tests at a real rate of 5%. The results showed that pseudomonad
fluorescent isolate Cas grown in formula M3 ( molasses 5g/L + ZA 5 g/L) produced the highest number of
bacteria which is 118.3 x 10° while the lowest number of bacteria in formula M5 ( NB 8g/L) is 9.76 x 10°
cfu/mL.
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ABSTRAK

Pseudomonad fluoresen merupakan agen hayati yang dapat digunakan sebagai pengendali penyakit
tanaman, meningkatkan pertumbuhan tanaman dan ketersediaan fosfat bagi tanaman, serta
menghasilkan senyawa yang merupakan sinyal bagi tanaman untuk memproduksi metabolit sekunder
yang bersifat antimikroba. Pseudomonad fluoresen dapat ditumbuhkan dalam berbagai media tumbuh.
Tujuan penelitian untuk mengetahui jumlah bakteri Pseudomonad fluoresen isolat Cas yang ditumbuhkan
dalam berbagai formula. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen. Rancangan yang digunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan tersebut adalah formula
MI(molase 10 g/L+ ZA 5 g/L), M2 (molase 10 g/L+ ZA 10 g/L), M3 (molase 5 g/L+ ZA 5 g/L), M4
(molase 5 g/L+ ZA 10 g/L), dan M5 (NB 8 g/). Data yang diperoleh dianalisis dengan Anova dan uji
lanjut DNMRT pada taraf nyata 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa Pseudomonad fluoresen isolat
Cas yang ditumbuhkan pada formula M3 ( molase 5g/L + ZA 5 g/L ) menghasilkan jumlah bakteri
tertinggi yaitu 118,3 x 105, sedangkan jumlah bakteri terendah pada formula M5 ( NB 8g/L) yaitu 9,76 x

10° cfu/mL.

Kata Kunci : Pseudomonad Fluoresen, Formula, Jumlah Bakteri, Molase, Za
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PENDAHULUAN

Pseudomonad fluoresen merupakan agen hayati yang dapat digunakan sebagai pengendali
penyakit tanaman. Advinda et al., (2013) menyatakan, disamping dapat mengendalikan penyakit
tanaman, Pseudomonad fluoresen dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman, meningkatkan
ketersediaan fosfat bagi tanaman, dan menghasilkan senyawa yang merupakan sinyal bagi tanaman
untuk memproduksi metabolit sekunder yang bersifat antimikroba (fitoaleksin).

Pseudomonad fluoresen mampu menghasilkan enzim kitinase, siderofor dan antimikroba yang
dapat menghambat pertumbuhan patogen (Jatnika et al., 2013). Produksi dari senyawa antimikroba
dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor, diantaranya media tumbuh. Pertumbuhan Pseudomonad
fluoresen sebagai agen hayati dipengaruhi oleh komposisi nutrisi yang terkandung dalam media
tumbuh (Advinda et al., 2018). Di dalam media tumbuh terdapat sumber karbon yang berbeda-beda,
dan akan mempengaruhi pertumbuhan serta aktivitas antagonis suatu agen hayati (Addy, 2008).

Penelitian yang berkembang saat ini tentang perbanyakan Pseudomonad fluoresen secara
massal, masih menggunakan media padat dalam cawan petri. Bahan dasar media ini dibuat oleh
pabrik- pabrik sedemikian rupa sehingga harganya cukup mahal. Pseudomonad fluoresen yang masih
berada dalam cawan petri tidak mempunyai masa simpan yang panjang. Disamping itu, untuk aplikasi
Pseudomonad fluoresen dalam jumlah banyak mengalami kesulitan karena harus menunggu
perbanyakan dari laboratorium terlebih dahulu. Berdasarkan hal tersebut Pseudomonad fluoresen
harus diproduksi dalam bahan pembawa tertentu, agar mudah diaplikasi, disimpan, dikomersilkan dan
digunakan di lapangan (Advinda et al., 2020).

Molase adalah salah satu bahan pembawa yang dapat digunakan untuk menumbuhkan
pseudomonad fluoresen. Menurut Advinda et al., (2020) jumlah bakteri terbanyak ditemukan pada
medium molase setelah 2 minggu inkubasi. Disamping molase, perbanyakan Pseudomonad fluoresen
juga dapat menggunakan air kelapa, alginat dan tepung tapioka. Molase sering dijadikan bahan
alternatif sebagai sumber karbon dalam media fermentasi karena molase mengandung nutrisi yang
cukup tinggi untuk kebutuhan bakteri. Pramana (2006) menyatakan molase merupakan hasil
sampingan dari pembuataan gula tebu, dan masih mengandung gula 48-56% dengan kandungan
sukrosa 30-40% serta glukosa 4-9% .

Pupuk ZA (Amonium sulfat) dapat ditambahkan ke dalam media tumbuh bakteri untuk
memenuhi kebutuhan nitrogen. Menurut Sumantha et al., (2006), nitrogen merupakan faktor penting
yang mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme dan sangat diperlukan dalam pertumbuhan sel.
Nitrogen adalah unsur hara utama untuk pertumbuhan yang berperan untuk menyusun protein.

Pseudomonad fluoresen isolat Cas merupakan salah satu agen hayati yang memiliki
kemampuan sebagai penghasil senyawa antimikroba, dan mempunyai sifat antagonis terhadap patogen
(Advinda et al., 2018). Penelitian ini melaporkan tentang jumlah bakteri Pseudomonad fluoresen isolat

Cas yang ditumbuhkan dalam berbagai formula media tumbuh.
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METODE

Alat yang digunakan dalam penelitian ini ialah petridish, beaker glass, tabung reaksi, rak
tabung reaksi, batang pengaduk, spatula, pinset, gelas ukur, kompor listrik, lampu spritus, vortex,
setrifus, timbangan digital, waterbath, mikropipet, tip, jarum ose, erlenmeyer, oven, shaker, autoclave,
kertas label, spidol, plastik wrap, gelas ukur, alumunium foil, kertas cakram, kamera digital, alat alat
tulis, dan botol balsem 100 mL. Bahan yang diperlukan adalah Pseudomonad fluoresen isolat Cas
(koleksi Advinda), medium NA, medium NB, molase, sukrosa, ZA, dan akuades steril.

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimen. Isolat yang digunakan adalah Pseudomonad
fluoresen isolat Cas. Perlakuan terdiri dari formula M1 (molase 10 g/L + ZA 5 g/L), M2 (molase 10
g/L + ZA 10 g/L), M3 (molase 5 g/L + ZA 5 g/L), M4 (molase 5 g/L + ZA 10 g/L), dan M5 (NB 8
g/L). Pengamatan dilakukan terhadap jumlah bakteri yang tumbuh dalam setiap formula. Penelitian ini
dilaksanakan di Laboraturium Fisiologi Tumbuhan Jurusan Biologi FMIPA UNP.

Peremajaan dan Perbanyakan Pseudomonad Fluoresen

Pseudomonad fluoresen isolat Cas diremajakan dalam cawan petri pada medium NA dengan
metode gores, dan diinkubasi selama 2 x 24 jam. Selanjutnya, perbanyakan inokulum dilakukan
dengan mengambil satu ose biakan murni dalam petri, kemudian dibiakkan dalam 25 mL medium NB,
dan dishaker selama 24 jam dengan kecepatan 100 rpm.

Perbanyakan Inokulum dalam Formula

Untuk membuat kepadatan populasi bakteri 3x10® cfu/mL (skala 1 Mc.Farland’s) dilakukan
dengan cara mengambil suspensi Pseudomonad fluoresen isolat Cas sebanyak 1 mL, dimasukkan ke
dalam 9 mL akuades steril, kemudian dibandingkan dengan skala 1 Mc.Farland’s yang sudah ada.
Mengambil masing-masing 1 mL suspensi, dan memasukkan ke dalam setiap formula yang telah
dipersiapkan. Kemudian dishaker selama 2 x 24 jam dengan kecepatan 100 rpm.

Jumlah Bakteri

Suspensi Pseudomonad fluoresen yang ada dalam setiap formula, diambil sebanyak 1 mL
(skala 1 Mc.Farland’s), kemudian memasukkannya ke dalam petri steril. Selanjutnya dituangkan
medium NA ke dalam petri tersebut, dan dihomogenkan dengan cara memutar petri seperti angka
delapan. Inkubasi dilakukan selama 2 x 24 jam.

Jumlah bakteri Pseudomonad fluoresen isolat Cas dihitung dengan menghitung bakteri yang
tumbuh setelah diinkubasi selama 2 x 24 jam. Jumlah koloni yang tumbuh dihitung setelah masa
inkubasi dengan menggunakan rumus Klement ef al., (1990) sebagai berikut:

JB=A xB
JB = jumlah bakteri per Ml
A = jumlah koloni bakteri

B = faktor pengenceran
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Berdasarkan hasil penelitian didapatkan data rata rata jumlah bakteri. Hasil analisis ragam

menunjukkan bahwa pemberian konsentrasi molase dengan Za yang berbeda tidak berpengaruh

terhadap jumlah bakteri Pseudomonad fluoresen isolate Cas (Tabel 1.).

Tabel 1. Rata-rata jumlah bakteri Pseudomonad fluoresen isolat Cas yang ditumbuhkan dalam

berbagai formula.

No Formula Jumlah Bakteri (cfu/mL)
1. Ml (Molase 10 g/L + ZA 5 g/L) 41,6 x 10®

2. M2 (Molase 10 g/L + ZA 10 g/L) 70 x 108

3. M3 (Molase 5 g/L+ZA 5 g/L) 118,3x 108

4. M4 (Molase 5 g/L + ZA 10 g/L) 47 x 108

5 MS5S(NBS8gL) 9,76 x 10®

Untuk lebih jelasnya, jumlah bakteri yang tumbuh pada setiap formula dapt dilihat Gambar 1.

Gambar 1. Jumlah bakteri dalam formula M1, M2, M3, M4, dan M5.

Pembahasan

Jumlah bakteri Pseudomonad fluoresen isolat Cas tertinggi dihasilkan pada formula media
tumbuh M3 (Molase 5 g/L + ZA 5 g/L) yaitu 118,3 x 10® cfu/mL, dan yang terendah M5 (NB 8 g/L)
yaitu 9,76 x 10® cfu/mL. Namun setelah data dianalisis secara statistik, terlihat jumlah bakteri
Pseudomonad fluoresen isolat Cas yang ditumbuhkan dalam berbagai formula tidak berbeda nyata.
Kelima formula dapat menumbuhkan Pseudomonad fluoresen isolat Cas dengan baik. Perbanyakan
bakteri dengan menggunakan kombinasi antara molase (sebagai sumber karbon) dan ZA (sebagai
sumber nitrogen) dapat digunakan untuk pertumbuhan pseudomonad fluoresen, walaupun konsentrasi
pemberian molase dengan ZA berbeda antara yang satu dengan lainnya. Ashnaei et al., (2008)
melaporkan formula molase dan urea (sebagai sumber nitrogen) juga dapat memperbanyak
Pseudomonad fluoresen P-5 dan Pseudomonad fluoresen P-6.

Pertumbuhan Acetobacter xylinum dalam pembuatan nata membutuhkan sumber nitrogen

berupa ZA. Untuk meningkatkan polisakarida yang terbentuk, diperlukan peningkatan ZA yang
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ditambahkan pada medium tumbuh bakteri ini. ZA sebagai sumber nitrogen merupakan faktor yang
dapat merangsang pertumbuhan 4. xylinum sehingga jumlah bakteripun meningkat. Konsentrasi ZA
0,8% dalam medium tumbuh mampu meningkatkan jumlah bakteri A. xylinum hingga 11,27 cfu/mL
(Rossi dkk, 2008). Menurut Patria er al., (2013) konsentrasi ZA 0,7% menghasilkan nata de soya

paling tebal. Lapisan selulosa pada nata merupakan hasil sekresi sel bakteri 4. xy/inum.

KESIMPULAN

Formula media tumbuh M3 (Molase 5 g/L + ZA 5 g/L) menghasilkan jumlah bakteri
Pseudomonad fluoresen isolat Cas tertinggi yaitu 118,3 x 10® cfu/mL, dan yang terendah M5 (NB 8
g/L) yaitu 9,76 x 108 cfu/mL.
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