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Abstract. Pseudomonad fluorescent is one of the rhizobacteria groups that could
potentially be developed as a crop endurance inducer. Several species of fluorescent
pseudomonad are able to produce siderophores. Siderophore is an antimicrobial
organic compound that plays a role in biological control of plant diseases. This study
aims to determine the best carbon source for the production of siderophores from the
fluorescent pseudomonad isolates PfCas3 and PfLAHp2. The carbon sources are
fructose, glucose, and glycerol. Detection of siderophores was measured using a
spectrophotometer at a wavelength of 410 nm. The results showed that the best
growth medium for producing siderophores was KB + glucose medium for both
PfCas3 and PfLAHp2 isolates. The best combination was the use of PfCas3 isolate
with the addition of carbon glucose source which resulted in the production of
siderophores of 1.574.
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1. PENDAHULUAN

Pseudomonad fluoresen adalah salah satu kelompok rizobakteria yang berpotensi
dikembangkan sebagai agen penginduksi ketahanan tanaman. Kelompok bakteri ini dapat
diisolasi dari daerah perakaran tanaman dengan tidak mempertimbangkan fungsinya pada
daerah perakaran tersebut. Beberapa jenis rizobakteria dapat menekan penyakit tanaman
melalui respon induksi ketahanan dan beberapa strain ini dapat meningkatkan pertumbuhan
tanaman (Chatri, 2006). Hasil penelitian Deshwal & Kumar (2013) mendapatkan beberapa
spesies dari pseudomonad fluoresen yang mampu menghasilkan siderofor, antimikroba
HCN, IAA, dan senyawa pelarut fosfat, serta memperlihatkan aktivitas pemacu pertumbuhan

tanaman.
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Senyawa siderofor adalah senyawa organik antimikroba yang berperan dalam
pengendalian hayati penyakit tumbuhan yang memiliki afinitas besi yang sangat tinggi, larut
dalam air dan cepat berdifusi. Kehadiran senyawa siderofor membuat pseudomonad
fluoresen dapat melarutkan fosfor yang dibutuhkan tanaman, sehingga pertumbuhan
tanaman lebih baik dan tahan terhadap penyakit (Habazar & Yaherwandi, 2006). Menurut
Lick & Pasternak (2003) kelompok utama siderofor adalah hidroksamat, katekolat,
karboksilat, dan etilendiamina. Umumnya siderofor tipe hidroksamat merupakan ciri khas
untuk cendawan, katekolat untuk bakteri, dan karboksilat untuk tumbuhan.

Kehadiran senyawa siderofor pada pseudomonad fluoresen dapat menekan
perkembangan penyakit Blood Disease Bacteria (BDB) pada bibit pisang. Advinda (2009)
melaporkan bahwa pseudomonad fluoresen isolat PfPj1, PfPj2, PfCas3, PfLAHP2, PfPb2,
PfPb3 dan PfPm1 mampu menekan perkembangan penyakit BDB pada bibit pisang serta
meningkatkan pertumbuhan tanaman pisang. Menurut Weller (2007), bakteri pseudomonad
fluoresen dijumpai hampir di semua jenis lahan pertanian dan mempunyai beberapa ciri-ciri
yang membuatnya cocok sebagai agen pengendali hayati penyakit tumbuhan terbawa tanah
dan nematoda.

Dalam bidang mikrobiologi untuk menumbuhkan dan mempelajari sifat-sifat
mikroorganisme diperlukan suatu media sebagai tempat pertumbuhan mikroorganisme.
Media pertumbuhan harus memenuhi persyaratan nutrisi yang dibutuhkan oleh suatu
mikroorganisme (Atlas, 2004). Pertumbuhan mikroba dapat terjadi dikarenakan adanya
sumber energi. Sumber energi itu disebut juga dengan nutrien yang merupakan substansi
organik dan anorganik yang dalam larutan melintasi membran sitoplasma. Nutrien tersebut
yang dibutuhkan mikroba adalah sumber karbon, sumber nitrogen, ion-ion anorganik
tertentu, dan metabolit penting (vitamin; mungkin juga asam amino), dan air (Volk &
Wheeler, 1988). Pertumbuhan dan perbanyakan agen biokontrol memerlukan suatu media
tumbuh. Komposisi kimia yang terkandung dalam media tumbuh dapat mempengaruhi
pertumbuhan agen biokontrol. Produksi antimikroba atau antibiotik dari agen biokontrol
dipengaruhi oleh komposisi kimia ataupun garam-garam mineral yang terdapat pada media
tumbuhnya (Advinda et al., 2018)

Sumber karbon secara umum diperlukan oleh mikroba untuk pertumbuhan dan
perkembangannya (Goto, 1992). Menurut Weinberg (1977), sumber karbon juga sangat
berpengaruh terhadap produksi senyawa antimikroba, transkripsi, promosi biosintesis,
ketersediaan nutrisi dan pH selain menjaga intergritas sel, juga sebagai katalisator enzim
dan protein. Berdasarkan penelitian Addy (2007), dilaporkan bahwa sumber karbon yang
diujikan berupa manitol, fruktosa, glukosa dan gliserol menunjukkan masing masing zat
memiliki peran yang berbeda dalam menstimulasi produksi senyawa antimikroba

pseudomonad fluoresen. Hal ini ditunjukkan dengan perbedaan pembentukan zona
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hambatan oleh pseudomonad fluoresen terhadap Erwinia carotovora subsp. carotovora
pada medium uji. Menurut Tarigan (1988), salah satu sumber energi adalah sumber karbon
yang diperlukan oleh semua senyawa-senyawa organik yang menyusun sel tubuh
mikroorganisme. Mikroorganisme yang tergolong kemoheterotrof memperoleh karbon dari
sumber energi berupa bahan-bahan organik seperti karbohidrat. Golongan mikroorganisme
yang kemoheterotrof memperoleh unsur karbon dari karbondioksida.

Perbedaan sumber karbon pada media tumbuh akan mempengaruhi pertumbuhan
dan hasil metabolit sekunder dari mikroba. Pada penelitian Ulya (2009), dilaporkan bahwa
Streptomyces spp. yang diuji mempunyai laju pertumbuhan yang berbeda. Isolat LSWO0S5,
LBR0O2, dan SSW02 mampu tumbuh pada media Yeast Malt Agar, sedangkan PS4-16
tumbuh baik pada media Oatmeal Agar. Perbedaan pertumbuhan tersebut menunjukkan
bahwa kemampuan isolat dalam memanfaatkan sumber karbon berbeda. Hasil Penelitian
Advinda (2010), dilaporkan bahwa isolat pseudomonad fluoresen dapat dilakukan
perbanyakan dengan menggunakan medium air kelapa. Air kelapa sebagai medium
produksi massal Pf, mempunyai jumlah bakteri tertinggi pada masa inkubasi 6 minggu.
Namun pada masa inkubasi 8 minggu terjadi penurunan jumlah bakteri.

Biomassa tertinggi dari bakteri Pseudomonas brassicacearum strain J12 dapat
dihasilkan jika sumber karbon dalam media tumbuh bakteri tersebut berupa glukosa,
sebaliknya jika sukrosa yang digunakan sebagai sumber karbon maka biomassa bakteri
tersebut rendah. Pseudomonas brassicacearum J12 tumbuh lebih baik pada sumber-
sumber nitrogen organik daripada anorganik. Tryptone adalah sumber nitrogen yang paling
baik untuk pertumbuhan dan aktivitas antagonistik bakteri P. brassicacearum J12 (Zhou et
al., 2012).

1. METODE PENELITIAN
2.1 Pembuatan medium peremajaan dan perbanyakan pseudomonad fluoresen
2.1.1 Pembuatan medium King’s B padat

Medium King’s B (Protease pepton, K:HPO4, MgS0..7H,0O, dan agar) ditimbang
sebanyak 42,23 g, ditambah gliserol 10 mL. Kemudian bahan-bahan tersebut dimasukkan
ke dalam gelas beaker, dan ditambahkan akuades sampai volume 1.000 mL. Larutan
dipanaskan sampai mendidih lalu dimasukkan ke dalam Erlenmeyer dan ditutup rapat
dengan kapas dan aluminium foil. Sterilisasi medium menggunakan autoclave pada suhu
121°C dan tekanan 15 psi selama 15 menit.
2.1.2 Pembuatan medium King’s B cair
2.1.1.1 Medium King'’s B + glukosa (konsentrasi 1,5%)

Masing-masing zat ditimbang dengan takaran berikut: Protease pepton sebanyak 5
g; K:HPO4 0,375 g;, MgS0.4.7H.0 0,375 g,dan ditambahglukosa 3,75 g. Kemudian bahan-

52



bahan tersebut dimasukkan ke dalam gelas beaker, dan ditambahkan akuades sampai
volume 250 mL. Larutan dipanaskan sampai mendidih lalu dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer dan ditutup rapat dengan kapas dan aluminium foil. Sterilisasi medium
menggunakan autoclave pada suhu 121°C dan tekanan 15 psi selama 15 menit.
2.1.1.2 Medium King’s B + fruktosa (konsentrasi 1,5%)
Masing-masing zat ditimbang dengan takaran berikut: Protease pepton sebanyak 5
g; K:HPO4 0,375 g; MgS0..7H,0 0,375 g dan ditambah fruktosa 3,75 g. Kemudian bahan-
bahan tersebut dimasukkan ke dalam gelas beaker, dan ditambahkan akuades sampai
volume 250 mL. Larutan dipanaskan sampai mendidih lalu dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer dan ditutup rapat dengan kapas dan aluminium foil. Sterilisasi medium
menggunakan autoclave pada suhu 121°C dan tekanan 15 psi selama 15 menit.
2.1.1.3 Medium King’s B + gliserol (konsentrasi 1,5%)
Masing-masing zat ditimbang dengan takaran berikut: Protease pepton sebanyak 5
g; K:HPO4 0,375 g; MgS04.7H,0 0,375 g dan ditambah gliserol 3,75 g. Kemudian bahan-
bahan tersebut dimasukkan ke dalam gelas beaker, dan ditambahkan akuades sampai
volume 250 mL. Larutan dipanaskan sampai mendidih lalu dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer dan ditutup rapat dengan kapas dan aluminium foil. Sterilisasi medium
menggunakan autoclave pada suhu 121°C dan tekanan 15 psi selama 15 menit.
2.1.1.4 Medium King’s B (kontrol)
Masing-masing zat ditimbang dengan takaran berikut: Protease pepton sebanyak 5
g; KzHPO4 0,375 g; MgS0..7H,0O 0,375 g dan ditambah gliserol 2,5 g. Kemudian bahan-
bahan tersebut dimasukkan ke dalam gelas beaker, dan ditambahkan akuades sampai
volume 250 mL. Larutan dipanaskan sampai mendidih lalu dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer dan ditutup rapat dengan kapas dan aluminium foil. Sterilisasi medium
menggunakan autoclave pada suhu 121°C dan tekanan 15 psi selama 15 menit.
2.2 Pembuatan medium uji kemampuan produksi siderofor
Medium produksi siderofor terdiri 20 g sukrosa; 2 g L-asparagin; 1 g K;HPO4 dan 0,5 g
MgSO, yang dilarutkan ke dalam akuades hingga volume 1 Liter. Kemudian disterilkan
dalam autoclave pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit.
2.3 Peremajaan dan perbanyakan pseudomonad fluoresen
Setiap isolat pseudomonad fluoresen diremajakan dalam cawan petri pada medium
King’s B padat. Perbanyakan inokulum dilakukan dengan mengambil satu ose biakan murni
dalam petri, kemudian dibiakkan dalam 25 mL medium King’s B cair dan dicampur sampai
merata menggunakan shaker selama 24 jam pada suhu ruangan.
2.4 Penanaman isolat pseudomonad fluoresen PfCas3 dan PfLAHp2
Isolat pseudomonad fluoresen PfCas3 dan PfLAHP2 ditumbuhkan pada setiap

medium yang telah dipersiapkan dengan cara mengambil 1 mL suspensi pseudomonad
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fluoresen populasi 3x10® sel/mL (skala 1 Mc. Farland’s). Kemudian suspensi tersebut
ditanamkan pada cawan petri yang telah berisi medium (sesuai perlakuan) dengan metode
tuang, dan dihomogenkan dengan cara diaduk membentuk angka delapan. Biakan kultur
bakteri diinkubasi pada suhu ruangan selama 2x24 jam.
2.5 Produksi Siderofor

Untuk mengetahui produksi siderofor setiap isolat, terlebih dahulu dilakukan
perbanyakan inokulum. Perbanyakan inokulum dilakukan dengan mengambil satu ose
biakan dalam cawan petri yang telah dipersiapkan, kemudian dibiakkan dalam 25 mL
medium King’s B cair dan diaduk menggunakan shaker selama 24 jam pada suhu ruangan.
Setelah 24 jam, diambil 1 mL suspensi, kemudian dipindahkan ke dalam 25 mL medium uji
produksi siderofor dan diinkubasi selama 24 jam di atas shaker pada suhu ruangan.

Suspensi yang dihasilkan, diambil sebanyak 10 mL kemudian disentrifus dengan
kecepatan 3.000 rpm selama 10 menit. Supernatan diambil dengan menggunakan
micropipet. Pendeteksian produksi siderofor oleh pseudomonad fluoresen dilakukan dengan
cara menambahkan 1 mL FeCl 0,01 M ke dalam 3 mL supernatan, sedangkan kontrol yang
digunakan adalah supernatan tanpa penambahan FeCl. Deteksi siderofor diukur
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 410 nm (Dirmawati, 2003 dalam

Agustiansyah et al., 2013).

2. HASIL DAN DISKUSI

Isolat pseudomonad fluoresen PfCas3 dan PfLAHp2 koleksi Advinda (Biologi, FMIPA,
Universitas Negeri Padang) diremajakan dengan medium King’s B padat. Kemudian
diperbanyak dengan medium King’s B cair. Dalam penelitian ini isolat PfCas3 dan PfLAHp2
yang sudah diperbanyak ditumbuhkan pada medium perlakuan yang telah ditambah dengan
beberapa sumber karbon (glukosa, fruktosa, dan gliserol). Selanjutnya dilakukan uji produksi
siderofor dari kedua isolat tersebut dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 410 nm. Hasil uji spektrofotometer didapatkan berupa angka Optical Density
(OD). Produksi siderofor dari bakteri pseudomonad fluoresen dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Produksi siderofor isolat pseudomonad fluoresen PfCas3 dan PfLAHp2 (OD pada
panjang gelombang 410 nm)

ISOLAT SUMBER KARBON Pengaruh Utama
Glukosa Fruktosa Gliserol  Kontrol | A (Jenis Isolat)
PfCas3 1,574d 0,528 a 0,567a 0,533a 0,801 a
PfLAHp2 1,354 ¢ 0,435 a 0,928b 1,027 b 0,936 b
Pengaruh Utama
B (Sumber 1,464 c 0,482 a 0,748b 0,780b
Karbon)

Keterangan: Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama berarti
berbeda tidak nyata
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Hasil pengamatan kemampuan isolat pseudomonad fluoresen PfCas3 dan PfLAHp2
dalam memproduksi siderofor yang ditumbuhkan pada medium dengan penambahan
sumber karbon yang berbeda menghasilkan angka OD yang berbeda pula.

Hasil produksi siderofor dari isolat pseudomonad fluoresen PfCas3 dan PfLAHp2 yang
telah ditumbuhkan pada medium berbeda menghasilkan angka OD yang berbeda pula.
Dalam penelitian ini terlihat biosintesis siderofor oleh pseudomonad fluoresen PfCas3 dan
PfLAHp2 dipengaruhi oleh medium tumbuhnya. Menurut Yeole et al., (2001) nutrisi yang
terkandung dalam suatu medium tumbuh pseudomonad fluoresen akan mempengaruhi
produksi siderofor. Hasil penelitian Giyanto & Tondok (2009), dilaporkan bahwa sumber
nutrisi yang berbeda yang ditambahkan pada media tumbuh Pseudomonas fluorescens
mempengaruhi pertumbuhan dan produksi senyawa antimikrobanya. Murugappan et al.,
(2006) menyatakan perbedaan biosintesis siderofor oleh mikroorganisme di samping nutrisi,
juga ruang, waktu, lingkungan dan kepadatan mikroorganisme.

Pada Tabel 1 terlihat bahwa isolat pseudomonad fluoresen PfLAHp2 menghasilkan
produksi siderofor tertinggi yaitu 0,936 dibanding isolat PfCas3 yang menghasilkan produksi
siderofor 0,801. Hasil analisis data pengaruh utama jenis isolat berpengaruh nyata terhadap
produksi siderofor. Selanjutnya dilanjutkan dengan uji lanjut, menggunakan uji lanjut
DNMRT (Duncan New Multiple Range Test) dan berdasarkan hasil uji lanjut didapatkan
bahwa isolat PILAHp2 menghasilkan produksi siderofor yang lebih baik dibandingkan isolat
PfCas3.

Pengaruh utama sumber karbon terhadap produksi siderofor pseudomonad
fluoresen menunjukkan bahwa penambahan sumber karbon glukosa menghasilkan produksi
siderofor tertinggi yakni sebesar 1,464 dan yang terendah adalah sumber karbon fruktosa
yaitu 0,4817. Hasil uji lanjut menunjukkan bahwa sumber karbon terbaik untuk produksi
siderofor dari isolat pseudomonad fluoresen adalah sumber karbon glukosa. Hal ini sesuai
dengan penelitian Duffy & Defago (1999) yang menyatakan bahwa senyawa antimikrobia
yaitu siderofor berupa pyoluteorin dan pyrrolnitrin oleh Pseudomonas fluorescens CHAO
dapat ditingkatkan dengan penambahan manitol maupun glukosa.

Interaksi antara kedua faktor pada penelitian yaitu antara faktor A (jenis isolat) dan
faktor B (sumber karbon) menunjukkan bahwa perlakuan dengan isolat PfCas3 dengan
penambahan sumber karbon glukosa pada media tumbuhnya menghasilkan produksi
siderofor tertinggi yaitu sebesar 1,574 dan yang terendah adalah pada isolat PfLAHp2
dengan penambahan sumber karbon fruktosa yaitu sebesar 0,435.

Hasil uji lanjut menunjukkan bahwa sumber karbon glukosa merupakan sumber
karbon terbaik untuk meningkatkan biosintesis siderofor dari isolat pseudomonad fluoresen
PfCas3 dan PfLAHp2. Sedangkan kombinasi terbaik adalah penggunaan isolat PfCas3

dengan penambahan sumber karbon glukosa yang menghasilkan produksi siderofor
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sebesar 1,574, dan kombinasi terbaik kedua adalah isolat PILAHp2 dengan penambahan
sumber karbon glukosa dengan produksi siderofor sebesar 1,354.

Berdasarkan penelitian Kumar (2017) yang menggunakan isolat bakteri VITVKS dan
VITVKG6, dan dianalisis untuk mencapai kondisi optimum mereka dalam menghasilkan
siderofor dengan sumber nutrisi berasal dari karbon dan nitrogen. Media pertumbuhan
dengan sumber karbon dapat meningkatkan kapasitas pertumbuhan bakteri dan
kemampuan produksi siderofor. Sumber karbon yang digunakan yaitu tiga sumber karbon
utama glukosa, fruktosa, dan sukrosa. Kedua isolat bakteri menunjukkan konsentrasi yang
lebih tinggi dari produksi siderofor ketika diberi sumber karbon sukrosa.

3. PENUTUP

Dari hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa penambahan sumber
karbon yang berbeda pada media tumbuh pseudomonad fluoresen mempengaruhi tingkat
produksi siderofor isolat PfCas3 dan PfLAHp2. Terdapat interaksi antara sumber karbon
yang diberikan terhadap produksi siderofor dari isolat PfCas3 dan PfLAHp2. Selanjutnya
perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh sumber karbon yang berbeda

terhadap produksi siderofor isolat pseudomonad fluoresen.
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