Alimuddin Ali SR

KERAGAMAN

ACTINO
BACTERIA

SULAWES| SELATAN

dan Aplikasinya dalam
Bioteknologi Tanaman




UNDANG-UNDANG REPUBLIK INDONESIA
NOMOR 28 TAHUN 2014
TENTANG HAK CIPTA

PASAL 113
KETENTUAN PIDANA

Setiap orang yang dengan tanpa hak melakukan pelanggaran hak ekonomi sebagaimana dimaksud
dalam Pasal 9 ayat (1) huruf i untuk Penggunaan Secara Komersial dipidana dengan pidana penjara
paling lama 1 (satu) tahun dan/atau pidana denda paling banyak Rp. 100.000.000,00 (seratus juta
rupiah).

Setiap orang yang dengan tanpa hak dan/atau tanpa izin Pencipta atau pemegang Hak Cipta melakukan
pelanggaran hak ekonomi Pencipta sebagaimana dimaksud dalam Pasal 9 ayat (1) huruf c, huruf d,
huruf f, dan/atau huruf g untuk Penggunaan Secara Komerial dipidana dengan pidana penjara paling
lama 3 (tiga) tahun dan/atau pidana denda paling banyak Rp. 500.000.000,00 (lima ratus juta rupiah).
Setiap orang yang dengan tanpa hak dan/atau tanpa izin Pencipta atau pemegang Hak Cipta melakukan
pelanggaran hak ekonomi Pencipta sebagaimana dimaksud dalam Pasal 9 ayat (1) huruf a, huruf b,
huruf e, dan/atau huruf g untuk Penggunaan Secara Komersial dipidana dengan pidana penjara paling
lama 4 (empat) tahun dan/atau pidana denda paling banyak Rp 1.000.000.000,00 (satu miliar rupiah).
Setiap orang yang memenuhi unsur sebagaimana dimaksud pada ayat (3) yang dilakukan dalam bentuk
pembajakan, dipidana dengan pidana penjara paling lama 10 (sepuluh) tahun dan/atau pidana denda
paling banyak Rp. 4.000.000.000,00 (empat miliar rupiah)




W7
Global Research and Consulting Institute (Global-RCI) ‘:‘_
N

Keragaman Actinobacteria di Sulawesi
Selatan dan Aplikasinya dalam
Bioteknologi Tanaman

Alimuddin Ali

2017



Keragaman Actinobacteria di Sulawesi Selatan dan Aplikasinya
dalam Bioteknologi Tanaman

Penulis :  Alimuddin Ali

Hak Cipta ©2017 pada penulis.

Hak penerbitan pada Pustaka Ramadhan. Bagi mereka yang ingin memperbanyak
sebagian isi buku ini dalam bentuk atau cara apapun harus mendapat izin tertulis dari
penulis dan Penerbit Global RCI.

Penyunting ¢ Prof. Dr. H. Hamzah Upu, M.Ed.
Perancang Sampul ¢ Muhammad Iswan Achlan

Penata Letak : Muhammad Yusran Basri

Isi ¢ Sepenuhnya tanggung jawab penulis
Diterbitkan Oleh:

Global Research and Consulting Institute (Global-RCI)

Kompleks Alauddin Business Center (ABC)

Jalan Sultan Alauddin No. 78 P, Makassar, Indonesia, 90222. Telepon: 08114100046,
Homepage: http://www.global-rci.com.

ISBN 978-602-50355-0-0

Cetakan Pertama, Oktober 2017
Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang

AllRights Reserved

Perpustakan Nasional: Katalog dalam Terbitan (KDT)

Alimuddin Ali

Keragaman Actinobacteria di Sulawesi Selatan dan Aplikasinya dalam Bioteknologi
Tanaman /Alimuddin Ali: -- cetakan | -- Makassar: Global RCl, 2017

X +146al.;16 x 23 cm



KATA PENGANTAR

Buku ini mengulas berbagai aspek tentang Actinobacteria
seperti morfologi, struktur, dan karakteristik. Aspek lain yang
dibahas dalam buku ini adalah cara mengisolasi, mengidentifikasi dan
mengkarakteriasi serta aplikasinya dalam bioteknologi tanaman.
Disamping itu, aplikasi Actinobacteria dalam berbagai bidang seperti
kesehatan, farmasi, pangan, industri juga diulas dalam buku ini.

Berkenaan dengan penulisan buku referensi ini, maka penulis
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dalam rangka penelitian Hibah Penelitian Berbasis Kompetensi
Tahun 2015/6. Terima kasih pula saya sampaikan kepada semua
kolega di Jurusan Biologi FMIPA Universitas Negeri Makassar Prof.
Dr. Ir. Yusminah Hala, MS; Oslan Jumadi, Si,Si, M.Phil, Ph.D, Dr.
Ir. Muhammad Junda, M.Si dan Hartono, S.Si, M.Biotech atas
kerjasamanya yang sangat menyenangkan.

Pada kesempatan ini penulis menyampaikan terima kasih
kepada istri tercinta Dr.Herlina Rante, S.Si, M.Si, Apt, serta putri-
putri tersayang Istiftah A, Dini Naswah Alimuddin, Salwa Intani
Alimuddin dan Rizhany Afseen Alimuddin sebagai inspirasi atas
pengertian serta waktu yang terabaikan menemani mereka di saat-
saat penulisan naskah buku ini.

Buku ini disusun mengacu pada berbagai referensi utama
seperti buku teks, jurnal maupun review yang berbahasa Inggris serta
hasil penelitian yang dilakukan oleh penulis. Oleh sebab itu
diharapkan uluran saran dan kritikan yang membangun untuk
perbaikan dimasa datang. Akhirnya penulis berharap semoga buku
referensi ini dapat digunakan sebagai salah satu wahana
pembelajaran untuk mencerdaskan anak bangsa.
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Pengertian Actinobacteria

Actinobacteria atau yang lazim dikenal dengan istilah
Actinomycetes [baca: aktinomiset] merupakan mikrobia yang
memiliki sejumlah keunikan dibandingkan dengan mikrobia lainnya.
Actinobacteria pertama kali diperkenalkan oleh Ferdinand Cohn
pada tahun 1875 sewaktu berhasil mengisolasi Actinomyces brovis.
Mikrobia yang ditemukan tersebut lalu dinamakannya sebagai
Actinomycetes atau ray-fungi yang dapat diartikan sebagai fungi
radian. Makna fungi radian disebabkan oleh susunan filamen-filamen
bercabang yang menyerupai jari-jari lingkaran. Selanjutnya kata nzykes
[bahasa Yunani| yang melengkapi nama Actinomycetes tersebut
merujuk pada makna fungi. Hal ini disebabkan oleh bentuk atau
morfologi dari Actinobacteria tersebut memiliki kemiripian dengan
fungi. Namun demikian Actinobacteria bukanlah fungi atau jamur
yang termasuk kelompok eukariotik melainkan bakteri yang
termasuk dalam kelompok prokariotik.

Actinobacteria dipandang sebagai bentuk transisi antara
bakteri dan fungi, sehingga kadang-kadang istilah Actinobacteria
disebut juga “bakteri tingkat tinggl” atau “bakteri berfilamen”. Komposisi
dinding sel Actinobacteria berbeda dengan fungi, karena tidak
ditemukan adanya &zz/n dan selulosa yang umumnya ditemukan pada
dinding sel fungi. Penjelasan lebih rinci tentang morfologi dan
karakter Actinobacteria akan dipaparkan pada Bab berikutnya.

Tidak ada definisi resmi untuk " Actinomycetes" karena kata
itu kehilangan statusnya sebagai kelas dalam waktu yang lama pada
nomenklatur bakteri. Namun, kebanyakan digunakan istilah
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"Actinomycetes" sebagai istilah yang merujuk pada bakteri dati ordo
Actinomycetales (yaitu, Streptomyces dan sejenisnya).

Actinomycetes merupakan kelas dalam klasifikasi kerajaan
bakteri (domain) yang telah berubah namanya dan diganti menjadi
kelas Actinobacteria, namun masih digunakan dalam literatur
sampai saat ini karena nama tersebut sudah menjadi lazim. Akan
tetapi bagi sebagian orang, Actinomycetes dan Actinobacteria adalah
hal yang sama. Jika kita melakukan pencarian nama tersebut di situs
internet dengan kata "Actinomycetes", hasilnya, kita justru diarahkan
ke halaman yang mencantumkan kata Actinobacteria. Disitu
dinyatakan bahwa definisi: "Actinobacteria atau Actinomycetes
adalah kelompok bakteri Gram-positif yang memiliki nisbah/rasio
G+C yang tinggi. Jadi Actinomycetes dengan Actinobacteria
dinyatakan sebagai nama yang sama atau sinonim sebagai kelas dalam
urutan klassifikasi.

Tampaknya bahwa "Actinomycetes" adalah nama lama untuk
kelas, dan kemudian digantikan menjadi "Actinobacteria”. Tetapi
jika dicermati lebih lanjut untuk menelusuri lebih jauh klasifikasi dari
Actinomycetes  tersebut, maka akan ditemukan bahwa
Actinobacteria juga sebagai nama filum. Dengan demikian apakah
Actinobacteria (kelas atau filum) sama dengan Actinomycetes?
Penjelasan tentang hal tersebut dapat dipahami jika topik
pembicaraan tentang istilah Actinomycetes [sinonim Actinobacteria]
merujuk pada bakteri berfilamen yang merupakan anggota dari ordo
dari Actinomycetales (salah satu dari 5 ordo dalam filum
Actinobacteria). Sebaliknya jika pembicaraan merujuk pada filum,
maka istilah Actinobacteria merupakan filum yang beranggotakan
ordo Acidimicrobiales [genus _Acidimicrobinm), Bifidobacteriales
|genus  Bifidobacterium), Coriobacteriales [genus  Coriobacterium),
Rubrobacteriales [genus Rubrobacter] serta Actinomycetales [genus
Streptomyces| itu sendiri..
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Gambar 1.1. Pohon filogenetik yang menggambarkan hubungan antar familia
dan ordo dari kelompok Actinomycetes berdasarkan hasil analisis sekuen gen 16S
rRNA (Stackebrandt ef a/., 1997).

Dengan demikian istilah Actinomycetes dan Actinobacteria
dapat dibedakan jika tema pembicaraan didasarkan atas posisi dari
kedua istilah tersebut, yaitu sebagai kelompok bakteri, kelas atau
filum.

Dalam taksonomi modern, Actinobacteria dimasukkan ke
dalam Super Kerajaan bakteri yaitu berada dalam Domain Bacteria
sebagaimana yang diusulkan oleh Woese, 1990, seperti pada
Gambar. 1.2.
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Gambar. 1.2. Pohon filogenetik universal yang dikonstruksi berdasarkan
perbandingan sekuen RNA ribosomal

Berdasarkan analisis gen penyandi RNA ribosomal, maka
Actinobacteria bergabung bersama-sama dengan bakteri lainnya dan
berpisah dengan Arhaea dan jamur. Demikian pula dalam kelompok
bakteri ini sendiri dipisahkan dengan bakteri lainnya berdasarkan
kandungan %GC yaitu subdivisi G+C tinggi (Gambar 1.3). Berikut
ini kedudukan taksonomi kelompok Actinobacteria yaitu genus
Streptomyces sebagai berikut:

Domain : Bacteria

Filum : Actinobacteria
Kelas : Actinobacteria
Ordo : Actinomycetales
Familia : Streptomycetaceae
Genus : Streptomyces
Spesies 2 Streptomyces coelicolor

-‘ Alimuddin Ali
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Gambar. 1.3. Pengelompokan bakteri berdasarkan kandungan G+C

Actinobacteria mudah dikenal karena memiliki kekhasan bau
(bau tanah basah) akibat pembentukan geosmin jika ditumbuhkan
pada media agar. Geosmin, secara harfiah berarti “bau tanah”
merupakan suatu senyawa organik yang menyebabkan aroma atau
bau khas yang biasanya timbul jika tanah kering tiba-tiba terguyur air,
misalnya saat hujan turun atau jika kita mengaduk-aduk tanah. Hal
ini disebabkan populasi Actinobacteria dalam tanah umumnya lebih
tinggi dibandingkan dengan populasi mikrobia lainnya yang secara
langsung membangun bau khas tanah tersebut.

CH;

HO

Gambar 1.4. Struktur kimia geosmin

Geosmin dihasilkan oleh beberapa kelas mikrobia termasuk
Cyanobacteria (alga biru-hijau) dan Actinobacteria (khususnya genus

Keragaman Actinobacteria dan Aplikasinya _



Streptomyces), dan tetlepas jika mikrobia tersebut tumbuh.
Masyarakat yang menggunakan air permukaan, biasanya secara
berkala memiliki pengalaman yaitu air tampungan berbau kurang
sedap/bau tanah. Hal ini terjadi jika populasi Actinobactetia dalam
air tersebut tinggi, sehingga menyebabkan terjadinya pelepasan
geosmin dalam air. Manusia yang memiliki tingkat sensitifitas tinggi
terhadap bau geosmin, mampu mencium bau tersebut meski dalam
konsentrasi di bawah 5 ppm.

Arti penting Actinobacteria

Actinobacteria merupakan prokariotik yang memiliki nilai
ckonomi dan bioteknologi paling penting. Mikrobia ini
menghasilkan sekitar separuh dari jumlah metabolit sekunder
bioaktif yang telah ditemukan baik antibiotik, bahan antitumor,
imunosupresif, maupun enzim. Rekam jejak (#rack record) yang sangat
tingei ini menyebabkan Actinomycetes mendapat perhatian khusus
selama lebih dari 50 tahun. Selain itu keragaman struktur kimia yang
menakjubkan serta aktivitas biologi dari senyawa tersebut yang
sangat beragam, menjadi alasan utama perhatian para ilmuwan untuk
terus mengkaji mikrobia ini. Sejumlah upaya intensif dilakukan dan
difokuskan untuk mencari Actinobacteria baru yang diharapkan
menghasilkan senyawa baru melalui proses skrining dari berbagai
sumber.

Pustaka ilmiah melaporkan bahwa kurang lebih 4000an paten
yang didaftarkan terkait dengan produk dan proses produksi dari
Actinobacteria. Sekitar 22.500 dari total metabolit sekunder atau
mencapai  10.100 (45%) yang dilaporkan dihasilkan oleh
Actinobacteria (763) terutama oleh kelompok Streptomyces dan
2470 merupakan produk dari Actinobacteria non-Streptomyces.
Jumlah senyawa bioaktif tersebut yang berasal dari Actinobacteria
dan kelompok senyawa yang dihasilkannya tertera pada Tabel 1.1
dan Tabel 1.2.

Tabel 1.1. Jumlah senyawa yang ditemukan pada kelompok Actinobacteria

Genus 1974 | 1980 | 1984 | 1988 1992 | 1996 | 2005
Streptomyces 1934 | 2784 | 3477 | 4877 5645 | 6600 | 7630
Micromonospora 41 129 269 398 492 535 740
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Actinomadura 0 16 51 164 248 315 345
Streptoverticillinm 19 41 64 168 169 244 258
Nocardia 45 74 107 262 270 287 357
Actinoplanes 6 40 95 146 169 195 248
Streptosporanginm 7 20 26 39 57 66 79

Tabel 1.2. Kelompok utama metabolit sekunder bioaktif

Jenis aktivitas Actinobacteria Fungi | Bakteri | Total
lainnya

Bahan aktif farmasi/ 230 750 80 1060
imunologis
Inhibitor enzim 380 150 40 570
Fitotoksin/herbisida 80 380 50 510
Pestisida 360 85 10 455
Pengatur mikrobia 30 30 20 80
Bahan aktif lainnya 320 2305 700 3325
Jumlah total 1400 3700 900 6000
Antibiotika 8700 4900 2900 16.500
Metabolit sekunder aktif (total) 10100 8600 3800 22.500

Sumber: Text book of Microbiology, P.C. Trivedi, Sonali Pandey, Seema Bhadauria, Firsz
Published in 2070 by Prem C. Bakliwal

Metabolit sekunder yang dihasilkan oleh Actinobacteria
menunjukkan aktivitas biologik yang beragam. Metabolit sekunder
tersebut menunjukkan struktur yang sangat komplit sehingga
dibutuhkan banyak enzim untuk proses sintesisnya. Sebagai contoh
adalah pembentukan antibiotik Strepromycin yang memerlukan
kurang lebih 30 enzim berbeda yang terlibat dalam proses sintesis
senyawa tersebut. Proses sintesis yang sangat komplit ini tidak
mudah dilakukan dengan proses secara kimiawi biasa. Bahkan
metabolit sekunder tunggal tersebut justru mampu menunjukkan
aktivitas biologik yang sangat beragam. _Avermectin merupakan
contoh metabolit tunggal yang dihasilkan oleh S. hygroscopicus
menunjukkan aktivitas beragam seperti antibakteri, antifungi,
antiparasit dan insektisida. Contoh lainnya adalah _Ascomycin yang
diproduksi oleh . hygroscopicus var. ascomyceticns dilaporkan bersifat
sebagai antifungi. Kajian lebih lanjut menunjukkan bahwa senyawa
tersebut juga aktif sebagai imunosupresif. Analisis yang dilakukan
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mengungkap bahwa ascomycin tersusun atas dua senyawa yaitu
FR900520 dan FR900523 yang berkaitan erat dengan senyawa
FK506 sebagai imunosupresif dihasilkan oleh S. ftsukubaensis.
Keragaman dan kekhasan aktivitas senyawa yang dihasilkannya
tersebut, maka tidak berlebihan jika dikatakan bahwa Actinobacteria
merupakan mikrobia paling penting dalam industri.

Ribuan  metabolit sekunder yang  dihasilkan  oleh
Actinobacteria ditemukan selama kurun waktu antara tahun 1988-
1992. Sebagian besar senyawa tersebut dihasilkan oleh berbagai
spesies khususnya dari genus Streptomyces. Dilaporkan pula bahwa
lebih dari 60% insektisida dan herbisida baru dalam 5 tahun terakhir
ini ditemukan pada kelompok genus Streptomyces (Tanaka dan
Omura 1993). Diperkirakan pula bahwa tiga perempat dari semua
spesies Streptomyces spp mampu menghasilkan antibiotik seperti
tertera pada Gambar 1.5.

Algicdes Antivirals Antibacterials

Antiparasitics S
Immunomodulators Herbicides I 'J"W‘S
Pharmacologicals

Antitumors
Antifungals

Gambar 1.5. Metabolit yang berasal dari Actinobacteria

Hal yang menarik lainnya adalah bahwa Actinobacteria
menghasilkan antibiotik dengan berbagai struktur kimiawi yang
beragam seperti poliketida, 3-laktam dan peptida. Selain itu berbagai
metabolit sekunder lainnya memiliki aktifitas sebagai antifungi,
antitumor dan imunosupresif (Behal, 2000). Metabolit sekunder
yang paling banyak diperoleh dari Actinobacteria adalah dari
kelompok antimikrobia.

-‘ Alimuddin Ali




Actinobacteria memainkan pula peranan yang penting dalam
dekomposisi bahan organik seperti selulosa dan kitin. Aktivitas ini
menambah cadangan hara di dalam tanah dan merupakan bagian
penting dari pembentukan humus. Kemampuan Actinobacteria
untuk hidup di lingkungan bernutrisi rendah dan menguraikan
lignoselulosa (lignin dan selulosa, zat-zat penyusun kayu yang
biasanya sukar diurai oleh kebanyakan bakteri tanah) menyebabkan
Actinobacteria mendominasi habitat tanah, bahkan pada bebatuan
kapur (karst). Hal ini terlihat pada tanah yang diberi pupuk kandang
yang kaya selulosa akan meningkatkan populasi Actinobacteria di
tanah. Sebaliknya pemberian pupuk seperti amonium atau nitrat
yang terus-menerus justru dapat menekan populasi Actinobacteria.
Kelompok Actinobacteria tidak menyukai pH dibawah 6 (suasana
asam), namun pengapuran untuk menaikkan pH (suasana alkali)
dapat menaikkan populasi Actinobacteria.

Perhatian besar yang ditujukan Actinobacteria pada aplikasi
bioteknologi adalah produk alami dengan keragaman yang sangat
tingei dari mikrobia ini serta asosiasinya dengan lingkungan.
Actinobacteria merupakan kelompok mikrobia yang memiliki
keunikan diantara prokaritoik lainnya dalam hal perbedaaan karakter
morfologi, kultur, biokimia dan fisiologi.

+» Antibiotik

Actinobacteria diketahui sebagai mikrobia penghasil antibiotik
paling banyak. Bahkan dinyatakan bahwa produk utama
Actinobacteria adalah antimikrobia yang dihasilkan paling dominan
diantara genera Actinobacteria. Saat ini dua pertiga dari antibiotik
diperoleh dari mikrobia ini. Antibiotik yang cukup penting dalam
bidang pengobatan antara lain antrasiklin, aminoglikosida, 3-laktam,
kloramfenikol, makrolida, tetrasiklin, nukleosida, peptida dan
polieter (Tabel 1.3).
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Tabel 1.3. Kelompok utama antibiotik dan genera Actinobacteria penghasil

antibiotik
Kelompok kimiawi antibiotik Actinobacteria penghasil
Aminoglikosida Streptomyces
Makrolida dan Ansamakrolida Micromonospora
Depsipeptida Actinoplanes
Polieter ionofor Actinomadnra

Tabel 1.4. Senyawa alami non-antibiotik yang dihasilkan  oleh
Actinobacteria

Senyawa Aktivitas biologis

Antrasiklin Antitumor

Siklipostin Inhibitor lipase

Higromisin Imunosupresif

Piperastatin A Inhibitor serin karboksipeptidase
Streptozotosin Diabetogenik

Bafilomisin Inhibitor ATP-ase mikrobia dan sel hewan
Valinomisin Tonofor, toksik untuk prokariotik dan eukariotik

Besarnya usaha eksploitasi metabolit dari Actinobacteria
khususnya kelompok Streptomyces, menyebabkan terjadinya
penurunan penemuan senyawa baru dari kelompok mikrobia
tersebut. Saat ini, pencarian senyawa baru difokuskan pada
kelompok Actinobacteria yang bukan Streptomyces yang biasa
disebut rare  Actinomycetes  seperti  _Actinomadura,  Actinoplane,
Ampullariella, Actinosynnema dan  Dactylosporanginm. Teknik biologi
molekular dikembangkan untuk melakukan pencarian senyawa
antimikrobia baru dari Actinobacteria.

Il Streptomyces E Actinomycetes lainnya 4 Bakteri tak berfilamen m Fungi

55%
-

22%
11% 12%

B [~

Gambar 1.6. Sumber senyawa aktif dari kelompok mikrobia
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“ Enzim

Selama bertahun-tahun, Actinobacteria telah diketahui sebagai
sumber penghasil antibiotik. Selanjutnya, diketahui bahwa ternyata
Actinobacteria juga sebagai penghasil enzim yang sangat
menjanjikan.  Sejumlah  besar enzim yang diperoleh dari
Actinobacteria cukup telah diterapkan dalam proses bioteknologi
seperti proses enzimatis dalam industri, kimia klinik dan terapi
kesehatan (Tabel 1.5). Enzim-enzim tersebut cukup memuaskan
karena memiliki stabilitas tinggi, aktif pada suhu tinggi dan tidak
membutuhkan substrat spesifik.

Tabel 1.5. Kelompok enzim yang dihasilkan oleh Actinobacteria

. Aktivitas Jenis industri yang Mikrobia
Enzim . . . Pustaka
biologik memanfaatkan penghasil
Ligno- Hidrolisis lignin Industri kertas Thermomonospor | Tuncer
sellulolitik a fusca BD25 et al, 1999
O-amilase | Pembuatan Industri makanan
glukosa-maltosa Streptomyces
spp
Lipase Penghilang Industri makanan S cinnamoneus Vishnu-
lemak dan laundry } priya et al,
S. griseus 2010
Protease Degradasi Industri tekstil S Lvidan TIK
protein 24
Xilanase Hidrolisis Industri kertas dan Kansoh e
polisakarida non | pakan hewan al, 2004
selulosa pada . galbus
bubur kertas
Xilosa Konversi glukosa Industri makanan Jorgensen e
isomerase menjadi fruktosa S murinus al, 1988
S.thermovulgaris

Kolesterol oksidase dari

Nocardia

dan  Streptomyces  telah

digunakan dalam penentuan kolesterol serum darah. Kolin oksidase
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dari Streptomyces digunakan dalam uji penentuan kadar pospolipid
pada serum darah pasien. Protease yang dihasilkan  oleh
Actinobacteria telah banyak digunakan sebagai bahan tambahan
pada deterjen atau digunakan dalam proses industri penyamakan
kulit. Glukosa isomerase juga digunakan dalam industri untuk
menghasilkan sirop fruktosa. Enzim-enzim bakteriolitik dan
mikolitik dari Actinobacteria digunakan untuk penjernihan bir dan

minuman anggur atau bertindak sebagai pengawet makanan yang
tidak toksik.

% Inhibitor enzim

Leupreptin yang dihasilkan oleh Streptomzyces dapat menghambat
papain, plasmin dan tripsin. Awfipain  mengambat papain,
kimotripsin, tripsin, dan catepsnin B. Inhibitor enzim lainnya
digunakan untuk pengobatan kanker misalnya revistin, suatu enzim
yang dihasilkan oleh S#eptomyces digunakan untuk menghambat
transkriptase balik (reverse transcryptase). Hal yang sama ditunjukkan
oleh enzim streptonigrin dan retrostatin yang dihasilkan oleh St#reptomyces
juga menghambat transkriptase balik. .A/stragin yang dihasilkan oleh
S.roseoviridis menghambat enzim karboksipeptidase.

+» Bioremediasi

Beberapa teknik telah diaplikasikan untuk membersihkan
tanah-tanah yang terkontaminasi senyawa beracun. Dalam dekade
terakhir bioremediasi telah diterima sebagai metode alternatif untuk
menghilangkan  polutan. Bioremediasi didefinisikan  sebagai
penggunaan mikrobia atau tanaman untuk mengurangi konsentrasi
dan atau toksisitas berbagai senyawa kimia seperti turunan minyak
bumi, pelarut industri, pestisida dan logam.

Pencemaran tanah dan air limbah akibat senyawa kimia seperti
minyak bumi dan turunannya, pelarut, senyawa terklorinasi atau
herbisida merupakan problema lingkungan di negara industri. Tanah
dan air yang terkontaminasi oleh logam berat mempengaruhi
struktur komunitas mikrobia baik secara kualitatif maupun
kuantitatif mengakibatkan aktivitas metabolisme dan biomassa serta

-‘ Alimuddin Ali




keragaman menurun. Masalah yang timbul akibat polusi misalnya
penyakit baik secara langsung atau melalui kontaminasi makanan.

Perhatian besar sekarang ditujukan pada proses remediasi oleh
mikroba. Beberapa mikrobia mampu mendekomposisi atau
mengubah senyawa kimia beracun/polutan menjadi senyawa yang
kurang atau tidak beracun. Kajian menunjukkan bahwa tanah yang
terkontaminasi logam berat ternyata ditemukan populasi mikrobia
paling banyak dari kelompok Actinobacteria. Jumlah tersebut
mencapai 56 - 86% dari semua bakteri yang diisolasi pada agar nutrisi
(non-selektif). Dari jumlah itu, ditemukan hingga 95% menunjukkan
karakter secara morfologis merupakan genus Strepromyces. Selain
Streptomyces, juga ditemukan genera seperti Pseudomonas, Alcaligenes,
Ralstonia,  Burkholderia dan — Sphingopyxis yang juga mungkin
memainkan peran aktif dalam proses dekontaminasi.

% Actinobacteria sebagai PGPR

Upaya untuk mengembangkan biokontrol (pengendali hayati)
komersil dan produk pemacu pertumbuhan tanaman (PGPR)
melalui pemanfaatan rizobakteri semakin giat dilakukan. Oleh
karena itu sangat penting untuk memahami secara komprehensif
kehadiran berbagai mikrobia yang membentuk populasi atau
mikrobiota di sekitar perakaran tanaman. Untuk itu kajian mengenai
interaksi antara jenis PGPR dan simbion tanaman inang secara
spesifik bahkan dalam satu jenis tanaman budidaya terus digalakkan.
Hal ini penting dilakukan agar rigobakteri yang diperoleh dapat
digunakan untuk memacu pengaruh positif terhadap satu tanaman
dan tidak mempengaruhi tanaman lain. Bahkan dapat juga digunakan
untuk menghambat pertumbuhan tanaman lainnya yang tidak
diinginkan seperti halnya gulma.

Meski sejarah Streptomyces telah terdokumentasi secara baik
sebagai biokontrol, bukti awal menunjukkan bahwa kelompok
mikrobia tersebut mampu meningkatkan pertumbuhan tanaman.
Meski demikian kajian terhadap spesies S#reptonzyces masih diperlukan
untuk mengetahui secara detail potensinya sebagai PGPR. Hal ini
cukup menjanjikan karena Streptomyces memiliki prosentase yang
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melimpah dari mikroflora tanah, lebih efektif sebagai kolonisasi akar
pada sistem perakaran tanaman. Selain itu kemampuannya untuk
bertahan dalam kondisi lingkungan ekstrim melalui mekanisme
pembentukan spora.

PGPR dapat mempengaruhi pertumbuhan tanaman dengan
dua cara, baik secara langsung maupun tidak langsung. Pemacuan
secara tidak langsung terjadi kettka PGPR mengurangi atau
mencegah efek berbahaya dari satu atau lebih mikrobia merugikan.
Hal ini terutama dilakukan melalui mekanisme biokontrol, atau
antagonisme patogen tanaman. Secara khusus, kolonisasi atau
biosintesis antibiotik serta adanya produksi metabolit sekunder
lainnya dapat mencegah invasi patogen yang merugikan tanaman.

% Patogen Manusia

Actinobacteria tentu tidak semuanya menguntungkan manusia.
Beberapa diantaranya justru merugikan manusia baik secara langsung
maupun tidak. Secara langsung dengan menyebabkan penyakit pada
manusia, sedangkan secara tidak langsung menimbulkan penyakit
pada hewan atau tanaman budidaya manusia.

Berdasarkan literatur beberapa spesies dari genus Streptomyces
yaitu S. somaliensis dikenal patogen manusia. Spesies tersebut
menyebabkan actinomycetoma, yaitu infeksi kronis yang merusak
dan infeksi progresif kulit, jaringan subkutan dan bahkan tulang.
Penyakit ini endemik di iklim tropis dan subtropis seperti di Kenya,
Mali (Mahe ez al., 1996), Arab Saudi (Bendl e 4/, 1987), Somalia,
India Selatan (Klokke ez al, 1968) dan Sudan. Streptomyces spp
lainnya yang diisolasi dari manusia (Trujilo & Goodfellow, 2003;
Mossad ez al, 1995;. Unaogu & Gugnani 1990) termasuk S.
violaceornber, S. coelicolor Miiller, S. griseus, S. albus dan S. candidus dari
pasien streptotrichosis paru, karies gigi, darah, amandel, kulit, dahak
dan tulang. S. a/bus telah dilaporkan sebagai penyebab alveolitis alergi
(Dutkiewicz et al., 2001).

Kelompok non-streptomycetes juga menyebabkan penyakit
ini, terutama Actinomadura madurae, Actinomadura pelletieri, Nocardia
otitidiscaviarnm dan Nocardia transvalensis. Bahkan penyakit kulit yang
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biasa menginfeksi kulit terutama wajah (jerawat) disebabkan oleh
Propionibacterium acne.

% Patogen tanaman

Sampai saat ini, 12 spesies dianggap sangat mematikan bagi
tanaman: S. scabiei, S. acidiscabies, S. turgidiscabies, S. europascabiei, S.
stelliscabiei, S. reticuliscabiei, S. caviscabies, S luridiscabiei, S.puniscabiei, .
niveiscabies dan S. cheleniumii. Selanjutnya tujuh spesies telah diketahui
kurang virulen pada kentang yaitu S. aureofaciens, S. griseus, S. roches, S.
setonis, S. Tendae, S. venezuelae.

Hampir semua riset ditujukan pada patogen tanaman oleh
Streptomycetes yang mengacu pada pembentukan keropeng tanaman
kentang (Solanum tuberosum) karena dampak ekonominya yang
signifikan. Perkiraan mendasar kerugian akibat penyakit ini di
Tasmania saja lebih dari € 2.100.000 per tahun. Laporan pertama
penyakit ini yang memaparkan bahwa Oospora scabies (dinamai ulang
sebagai S. scabiei oleh Waksman & Henrici, 1943) sebagai organisme
penyebab penyakit tersebut.

Meskipun penyakit ini memiliki dampak yang kecil pada hasil
total panen, namun kualitas umbi yang terkena menurun, kandungan
dan kualitas pati umbi juga menurun. Gejala penyakit kudis ini
tergantung pada beberapa faktor lingkungan dan tanaman itu sendiri
misalnya masa infeksi, tingkat pertumbuhan kentang, kultivar
kentang, dan virulensi streptomycete yang menginfeksi.

Penyakit penting kedua yang berdampak ekonomi terjadi pada
daerah beriklim hangat yang disebabkan oleh . ipomoea. Mikrobia ini
menyebabkan busuk tanah (juga disebut sebagai cacar) ubi jalar
(Ipomoea batatas) dan menunjukkan dua gejala (1) tanaman kerdil dan
pertumbuhan pohon anggur layu atau mati; sistem akar kurang
berkembang, sebagian besar akar membusuk dan banyak yang mati
(i) ditemukan lubang atau rongga pada kentang matang kasar
bergerigi atau tidak teratur.
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A. Karakter Umum Actinobacteria

Bagi anda yang pernah punya pengalaman menumbuhkan
atau mengisolasi mikrobia khususnya dari sampel tanah tetapi
belum pernah melihat koloni Actinobacteria sebelumnya, maka
boleh jadi anda keliru dan mengira kalau itu adalah koloni
jamur/fungi. Koloni Actinobacteria yang tumbuh pada media agar,
sepintas agak sulit membedakannya dengan koloni fungi. Hal itu
wajar karena memang koloni kedua mikrobia tersebut memiliki
kemiripan (Gambar 2.1)

Gambar 2.1. Morfologi koloni Actinobacteria yang ditumbuhkan pada media
Starch Nitrate agar. [Perhatikan perbedaan koloni Actinobacteria, tanda panah
(A) dengan fungi, tanda panah (B)|(Dok. penulis)

Awalnya Actinobacteria dinyatakan sebagai kelompok
mikrobia yang memiliki sifat antara bakteri dan fungi. Bahkan
bakteri ini pernah dimasukkan dalam klasifikasi fing/ dengan nama
Actinomycota. Hal ini disebabkan oleh ada anggotanya yang
membentuk berkas-berkas mirip Az serta menghasilkan antibiotik.
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Actinobacteria merupakan mikrobia yang memiliki karakter
yang dimiliki oleh bakteri maupun fungi. Adanya dinding sel
(peptidoglikan) pada Actinobacteria menunjukkan bahwa mikrobia
tersebut memiliki ciri sebagai prokariotik, akan tetapi secara
morfologi pembentukan filamen dan rantai konidia menunjukkan
bahwa mikrobia tersebut memiliki ciri yang dekat dengan
eukariotik.

Sifat bakteri ditunjukkan oleh hasil pengecatan sebagai Gram
positif, sedangkan sifat fungi atau jamur ditunjukkan oleh
pembentukan spora dan hifa yang bercabang-cabang membentuk
miselium. Akan tetapi penelitian secara cermat terhadap komposisi
kimia dan strukturnya (terutama DNA), menunjukkan bahwa
Actinobacteria merupakan kelompok prokariotik dan ditempatkan
dalam Domain BACTERIA. Menurut Bergy’s Manual of
Systematic Bacteriology (Ludwig e al, 2011) Actinobacteria
dimasukkan ke dalam filum Actinobacteria berdasarkan hasil analisis
gen 16S rRNA.

Keterkaitan antara Actinobacteria dengan bakteri didasarkan
pada karakter sebagai berikut:

1. Actinobacteria mirip dengan bakteri karena dalam struktur selnya
memiliki peptidoglikan pada dinding selnya dan ada yang memiliki
flagela yang mirip dengan flagela bakteri.

2. Selain itu Actinobacteria sensitif terhadap antibiotik antibakteri
namun tidak terhadap antibiotik antifungi. Oleh karena sifatnya
yang Gram positif, maka Actinobacteria juga sensitif terhadap
lisozim (memecah ikatan B 1,4-glikosida pada NAM dan NAG
peptidoglikan).

3. Actinobacteria berbeda dengan fungi dalam hal komposisi
selulernya seperti tidak memiliki kitin dan selulosa yang
ditemukan pada dinding sel fungi.

4. Diameter filamen dan spora Actinobacteria lebih mirip dengan
bakteri daripada jamur.

5. Banyak Actinobacteria bereproduksi dengan fragmen atau oidia
yang memiliki bentuk dan ukuran yang sama dengan bakteri
bentuk batang dan bulat.
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. Banyak Actinobacteria terutama yang bersifat patogen, tidak

membentuk miselium udara, sehingga mirip dengan sifat
pertumbuhan bakteri yang mengalami pleomorfisme terutama
anggota genus Corynebacterinm

Banyak Actinobacteria bersifat acid-fast (tahan-asam) yang secara
morfologi dan fisiologi mirip dengan bakteri misalnya genus
Mycobacterium. Kelompok tertentu dari Actinobacteria
khususnya genus Actinomyces dan Nocardia sangat mirip dengan
Mycobacteria.

Selanjutnya Actinobacteria memiliki kedekatan karakter

dengan fungi terutama Fungi Imperfecti (Jamur Tak Sempurna)
antara lain:

1.

Tingkatan percabangan miselium udara pada beberapa kelompok
Actinobacteria terutama genus Streptomyces dan Micromonospora
sangat mirip dengan jamur.

Pembentukan miselium udara dan konidia pada kebanyakan
Actinobacteria memiliki tipikal yang mirip dengan fungi.

>

. Pertumbuhan koloni pada permukaan media cair dan padat

memiliki kemiripan dengan fungi dibandingkan dengan bakteri.
Hal lain yang juga mirip dengan jamur yaitu tidak terbentuknya
kekeruhan jika ditumbuhkan pada media cair.

B. Struktur Umum Actinobacteria

Sebelum tahun 1940an, Actinobacteria telah menarik

perhatian pada ilmuwan karena mikrobia ini menunjukkan adanya
keragaman warna jika ditumbuhkan pada media. Selain itu mikrobia
ini merupakan agen penyebab berbagai penyakit baik pada hewan,
manusia maupun pada tumbuhan.

Mikrobia ini umumnya tumbuh membentuk filamen

dibanding sebagai sel-sel tunggal. Actinobacteria yang tumbuh
mampu menghasilkan filamen bercabang-cabang yang rumit dan
disebut juga dengan smiselium. Miselum tersebut dapat juga
dinyatakan sebagai miselium aerial/ ndara karena tumbuh pada
permukaan media. Sebaliknya yang tertancap masuk ke dalam
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media disebut sebagai mizselium substrat. Ukuran miselium umumnya
memiliki diameter 0,5-1,0 um, dengan panjang yang tidak tentu, dan
tidak memiliki sekat pada fase vegetatif (Madigan ez a/. 1997).

Sebagian besar Actinobacteria mampu menghasilkan spora
seperti halnya fungi atau jamur. Spora Actinobacteria disebut
eksospora, karena terbentuk tidak dari dalam sel serta memiliki
dinding vyang tidak terlalu tebal (Janse, 2005). Beberapa
Actinobacteria  seperti  Mycobacterium  sp, Nocardia sp tidak
membentuk miselia dan tumbuh sebagai plomorfik. Makna
pleomorfik adalah bentuk varian atau bentuk sel bakteri yang tidak
lazim dari sel normalnya yang mungkin disebabkan oleh pengaruh
faktor luar (faktor lingkungan). Hal ini biasa terjadi pada biakan
murni (kultur isolat tunggal) ditemukan berbagai bentuk seperti
batang panjang, batang gemuk atau menyerupai hifa (pseudobypae)
pada biakan yang berumur tua. Beberapa Actinobacteria tidak
membentuk spora secara langsung pada miselium udara, tapi justru
membentuk sporangia. Anggota genus Streptomyces memiliki
miselium permanen; miselium udaranya seringkali berkembang
dengan baik dan mengandung hifa udara (sporofor).

1. Dinding sel

Dinding sel merupakan salah satu komponen sel prokariotik
yang sangat penting karena menentukan bentuk dan kekuatan sel.
Selain itu juga berperan menjaga sel agar tidak lisis (pecah) akibat
tekanan osmotik, mencegah sel dari substansi atau senyawa toksik
serta berfungsi dalam pembelahan sel, pertumbuhan dan
komunikasi antar sel. Dinding sel mempunyai komponen struktural
terbesar yang disebut: Peptidoglikan, kadang-kadang dinamakan

mnrein.
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Gambar 2.2. Struktur umum peptdigoglikan (R = variasi asam amino)

Peptidoglikan merupakan polimer yang tersusun menyerupai
jaring dengan subunit yang identik. Polimer tersebut mengandung
dua derivat gula yaitu asam N-asezzlglukosamin (NAG) dan asam N-
asetilmuramat (NAM) serta beberapa asam amino yang berbeda.
Kedua macam ikatan peptidoglikan, yaitu ikatan glikosida pada
NAG-NAM dan ikatan peptida pada rantai tetrapeptida
menyebabkan suatu bentuk anyaman jala (mata jala molekuler) yang
kuat dari dinding sel, sehingga dapat menahan tekanan dari luar.
Secara umum, komposisi subunit peptidoglikan dapat dilihat pada
Gambar 2.2.

Selanjutnya tiga jenis asam amino yang menyusun rantai
peptida pada peptidoglikan tersebut yaitu D-asam glutamat, D-alanin
dan asam meso-diaminopimelat yang terhubung pada gugus karbonil
dari NAM. Meski demikian, banyak bakteri mengganti weso-
diaminopimelat dengan asam diamino lainnya dan biasanya adalah
L-lisin (Gambar 2.3).
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Gambar 2.3. Asam diamino pada peptidoglikan

Sangatlah menarik bahwa ketiga asam amino yang terlibat
dalam jalinan—silang peptidoglikan memiliki konfigurasi D-isomer.
Padahal pada umumnya protein hanya terdiri atas asam amino L,
maka penyimpangan dari keadaan normal inilah merupakan sifat sel
prokariotik yang tidak lazim. Keberadaan asam amino konfigurasi
D tersebut justru memiliki keuntungan karena sel terhindar dari
degradasi enzim peptidase, yang hanya mengenali residu asam
amino L-isomer.

NAM -NAG-
LJA.Ia ) COOH
D-Iglu @ ,CO-D-Al (4 H2N-|CH
Me]so-DAP(3) —(NH Meslo-DAP @) (C|H2)3
D—lAla @ D—gllu @ H2N-(|3N

L,Lm ) (|:00H
-l\lIAM-NAG
(a). Peptidoglikan (b). meso-DAP

Gambar 2.4. Tipe peptidoglikan pada beberapa bakteri.
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Keterangan :Catatan (NAM=asam N-asetilmuramat; NAG= asam N-
asetilglukosamin; L-Ala= L-Alanin; D-glu= asam glutamat; Meso-DAP= zeso-
diaminopimelat). Angka dalam kurung (x) menunjukkan posisi asam amino dari
rantai samping peptidoglikan

Struktur peptidoglikan memiliki variasi diantara kelompok
bakteri gram positif. Banyak bakteri gram positif (hampir semua
gram negatif) mempunyai struktur peptidoglikan dalam mana asam
meso-diaminopimelat pada posisi 3 secara langsung berikatan
dengan gugus amino bebasnya dengan karboksil bebas dari ujung
D-alanin pada rantai peptida (Gambar 2.4).

-NAM -NAG-
L!eua (1)
I
D-GIluNH?2 (2) - == D-Ala (4
[ - J
L Lis @ == L Lis 3)
I l
D-Ala @ (Gli-Gli-Gli-Gli-Gli) D-GluNH2 (2)
(L-Ala-Gli-Gli-Gli-Gli) [
(@L-Ala-L-Ala-L-Ala) L-Ala 6))
(L-Ala-L-ser)

|
Jembatan intrapeptida - NAM-NAG
Gambar 2.5. Variasi asam amino pada jembatan intrapeptida pada peptidoglikan.

Keterangan : (NAM=asam N-asetilmuramat; NAG= asam N-asetilglukosamin;
L-Ala= L-Alanin; D-GIluNH2= asam glutamat; L-Lis= L-Lisin; Gli=Glisin;L-
ser= L-Serin). Angka dalam kurung (x) menunjukkan posisi asam amino dari
rantai samping peptidoglikan, angka dalam kurung krawal {} menunjukkan
beberapa variasi asam amino yang menyusun jembatan intrapeptida

Tipe lainnya adalah Lisin yang menggantikan asam DAP
pada posisi 3, dan subunit peptida dari rantai glikan berikatan silang
melalui jembatan intrapeptida yang mengandung asam L-amino
monokarboksilat atau glisin atau keduanya (Gambar 2.5). Tipe ini
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dapat ditemukan pada genus Saphylococcus, Streptococeus, Lactobacillus,
dan Micrococcus.

2. Dinding sel bakteri dan Actinobacteria
Kemiripan Actinobacteria dengan bakteri karena dalam
struktur selnya memiliki peptidoglikan pada dinding selnya dan ada
yang memiliki flagela yang mirip dengan flagela bakteri. Selain itu
Actinobacteria sensitif terhadap antibiotik antibakteri namun tidak
terhadap antibiotik antifungi. Karena sifatnya yang Gram positif,
maka Actinobacteria juga sensitif terhadap /Zsozim, suatu enzim yang
memutuskan ikatan -1,4 glikosida pada kedua gula amino (NAG
dan HAM) peptidoglikan dinding sel bakteri. Actinobacteria
berbeda dengan fungi dalam hal komposisi selulernya seperti tidak
memiliki kitin dan selulosa yang ditemukan pada dinding sel fungi.
Actinobacteria memiliki dinding sel yang cukup variatif yang
membedakannya dengan kelompok lainnya. Bahkan perbedaan
tersebut digunakan sebagai salah satu faktor penting dalam
taksonomi. Ada empat tipe utama dari dinding sel Actinobacteria
yang dapat dibedakan berdasarkan komposisi dan struktur
peptidoglikan, yaitu asam amino pada posisi 3 rantai samping
tetrapeptida, adanya glisin pada jembatan interpeptida serta
kandungan gula-gula peptidoglikan.

Tabel 2.1. Pola-pola gula sel utuh Actinobacteria

Tipe-tipe pola Gula-gula Contoh Genus
gula? karakteristik
A Arabinosa, galaktosa Nocardia, Rhodococcus
B Madurosa® Actinomadnra, Streptosporanginm
C Tidak ada Thermonospora, Geodermatophilus
D Arabinosa, Xilosa Micromonospora, Actinoplanes

aPola-pola gula tersebut hanya ada pada dinding sel tipe II-1V.
bMadurosa adalah 3-O-metil-D-galaktosa

Bahkan sel yang memiliki tipe II, III dan IV pun
menunjukkan gula-gula khas yang dapat dijadikan sebagai
ciri/karakter dalam proses identifikasi (lihat Tabel 2.1. Pola-pola
gula sel utuh Actinobacteria).
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Tipe peptidoglikan seperti pada Gambar 2.4, dapat
ditemukan pada genus  Bacillus,  Mycobacterinm, — Nocardia,
Corynebacterium ~ (tiga genus terakhir merupakan kelompok
Actinobacteria). Pada genus Streptomyces dan beberapa kelompok
Actinobacteria lainnya, posisi eso-diaminopimelat pada posisi 3
diganti dengan .- meso-diaminopimelat dan satu residu glisin yang
bertindak sebagai jembatan intrapeptida.

Actinobacteria dapat dikelompokkan ke dalam genera yang
berbeda berdasarkan sifat morfologi, fistka dan kimia.
Actinobacteria memiliki tipe dinding sel I — IV, tergantung pada
adanya L-diaminopimelic acid (DAP) dan glisin (type I), 7zeso-DAP
dan glisin (type II), meso-DAP (type III), atau meso-DAP,
arabinosadan galaktosae (Type IV) seperti tertera pada Tabel 2.2
(Goodfellow, 1989).

Tabel 2.2. Tipe-tipe dinding sel Actinobacteria

Tipe Isomer Glisin pada | Gula- Contoh Genus
dinding asam jembatan gula
sel Diamino- interpeptida
pimelat
1 L,L + NA® Streptomyces
1I Meso + NA Micromonospora,
Actinoplanes
111 Meso - NA Actinomadura,
Frankia
v meso - Arabino Nocardia,
sa, Saccharomonospor
galaktos a
a

aNA, tidak terdeteksi

Genus Streptomyces diketahui secara umum memiliki dinding
sel tipe 1. Micromonospora dan Actinoplanes tipe 11, Thermoactinobacteria,
Microtetraspora, Actinomadura dan Frankia merupakan genera tipe I11.
Dinding sel tipe IV terdiri atas dua familia yang memiliki asam
mikolat  (Mycobacteriaceae) ~ dan  tanpa  asam  mikolat
(Psendonocardiaceae). Genera dari Familia Pseudonocardiaceae antara lain
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Amycolatopsis,  Ampycolata,  Pseundocardia, — Saccharomonospora, — dan
Saccharopolyspora (Euverink, 1999).

Asam mikolat

Selain peptidoglikan, senyawa lain yang menyusun dinding sel
Actinobacteria adalah asam mikolat. Asam mikolat merupakan
asam lemak rantai panjang yang ditemukan secara ekslusif di dalam
dinding sel bakteri taksa yang disebut mikolata (lthat Gambar 2.6).
Asam mikolat ditemukan pada genus Corynebacterinm, Dietzia,
Gordonia, Mycobacterinm, Nocardia, Rbhodococeus, Skermania, and
Tsukamurella.

Permukaan glikolipid i ; ’ l E
o mBs | e | |38 Bk
~ B8
Asam Mikolat # = §
g 2
2 y ~
<
> Arabinogalaktan
Peptidoglikan

Lipida Bilayer

Gambar 2.6. Diagram komponen penyusun dinding sel mikolata

Gambar 2.7. Tipikal asam mikolata M. tuberculosis.
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Asam mikolat merupakan asam lemak berantai panjang yang
dihubungkan dengan arabinogalaktan oleh ikatan glikolipid dan
dengan peptidoglikan oleh jembatan fosfodiester (Gambar 2.7).
Asam mikolat tersusun atas rantai 3-hidroksi yang lebih pendek
dengan rantai samping o-alkil. Setiap molekul tersusun antara 60
sampai 90 atom karbon (C60 — C90). Jumlah yang sebenarnya dari
karbon bervariasi berdasarkan spesies.

Meskipun namanya asam mikolat, namun hal ini tidak
berkaitan dengan fungi atau jamur. Unsur lain yang terdapat pada
dinding sel bakteri kelompok mikolata tersebut adalah polisakarida
seperti arabinogalaktan dan arabinomanan. Struktur dinding sel
yang kompleks tersebut menyebabkan bakteri seperti M. fuberculosis
bersifat tahan asam, yaitu apabila sekali diwarnai akan tetap tahan
terhadap upaya penghilangan zat warna tersebut dengan larutan
asam-alkohol.

Anggota mikolata diketahui menunjukkan kedekatan jika
dilakukan analisis secara kemotaksonomi, sistematika molekular
dan taksonomi numerik. Banyak karakter kemotaksonomi yang
berkontribusi penting terhadap definisi takson ini yang berkaitan
dengan komposisi selubung selnya termasuk keberadaan dan
ukuran asam mikolat. Anggota genus Rbodococcns sebagai contoh,
mensintesis asam mikolat yang mengandung 30-54 karbon,
sedangkan Corynebacteria memiliki 22-38 karbon dan Mycobacterium
60-90 karbon.

3. Asam lemak

Analisis lemak telah digunakan secara luas dalam sistematika
bakteri dan memberi informasi yang sangat banyak dan berguna
untuk klasifikasi dan identifikasi Actinobacteria. Fokus paling
utama adalah analisis asam lemak rantai panjang, kuinon isoprenoid
dan posfolipida. Analisis yang dilakukan sebelumnya menunjukkan
bahwa Actinobacteria tipe dinding sel I'V mengandung terutama iso
dan anteiso-metil asam lemak bercabang. Menakuinon
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tetrahidrogenasi, dengan 8 atau 9 unit isoprena dan berbagai
postolipida.

Komposisi asam lemak membran bakteri dapat dipengaruhi
oleh suhu, sehingga perubahan yang sangat sedikit, menyebabkan
sulit untuk memprediksi dan tidak tampak secara jelas pada semua
strain. Kajian saat ini menunjukkan bahwa komposisi asam lemak
Saccharopolyspora hirsuta tidak dipengaruhi secara nyata oleh suhu
inkubasi. Sebaliknya, pertumbuhan Saccharomonospora caesia pada
45°C menunjukkan bahwa produksi asam lemak rantai jenuh lebih
tinggi pada dibandingkan senyawa mono tak jenuh pada suhu suhu
30°C.

Anggota genus Streptomzyces memiliki asam lemak rantai lurus
dan rantai bercabang dengan panjang rantai karbon dari 14 - 18
atom. Beberapa spesies juga memiliki ester metil terhidroksilasi.
Analisis asam lemak telah digunakan untuk membedakan diantara
genera bakteri. Hal ini juga telah digunakan dalam memisahkan
kelompok spesies pada Bacterivides dan penentuan strain
Corynebacterium.

4. Ribosom

Ribosom merupakan suatu partikel ribonukleo-protein subsel
berupa komplek RNA dan protein yang berfungsi sebagai tempat
sintesis protein seluler. Bentuknya bulat dengan diameter 17-23 nm
(Gambar 2.7). Bila ribosom prokariotik disentrifugasi, maka akan
diperoleh koefisien sedimentasi 70S (S, unit Svedberg) yang terdiri
atas dua subunit yaitu 50S dan 30S (Gambar 2.8). Hal ini berbeda
dengan koefisien sedimentasi eukariotik yaitu 80S yang terdiri atas
subunit 60S dan 408S.

50S
508 = =—3m — —
= —

(a) Small subunit (b) Large subunit (c) Complete 70S
ribosome

Gambar 2.7. Struktur ribosom dan sub-sub unitnya
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Gambar 2.8. Subunit ribosom prokariotik (Lehninger, 1993)

Pada prokariotik terdapat tiga jenis RNA ribosomal, yaitu 58,
16S, dan 23S rRNA. Di antara ketiganya, 16S rRNA yang paling
sering digunakan sebagai penanda molekuler. Gen 16S rRNA
merupakan pilihan karena gen ini terdapat pada semua prokariota
dan fungsi yang identik pada seluruh organisme serta memiliki
bagian atau sekuen konservatif dan sekuen lainnya yang sangat
bervariasi (Madigan e# a/. 1997), lihat Gambar 2.9. Molekul 58
rRNA memiliki urutan nukleotida terlalu pendek, sehingga tidak
ideal dari segi analisis statistika dan mengandung informasi yang
kurang representatif. Selanjutnya molekul 23S rRNA memiliki
struktur sekunder dan tersier yang cukup panjang sehingga

menyulitkan dalam praktek dan analisis.
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B region

Y region

Gambar 2.9. Struktur sekunder gen 16S tDNA Streptomyces coelicolor. Lokasi
yang digunakan untuk menentukan kelompok Streptomyces ditandai dengan

(o, B dan )

Penggunaan gen 16S rRNAa telah digunakan sebagai
parameter sistematik molekular yang universal, representatif, dan
praktis untuk mengkonstruksi kekerabatan filogenetik pada tingkat
spesies (Woese ez al. 1990).

C.PERTUMBUHAN ACTINOBACTERIA

1. Mekanisme pembentukan hifa

Perbedaan seluler Actinobacteria dengan bakteri uniselular
lainnya tampak dalam pertumbuhan, pembesaran dan pembelahan
selnya. Hifa vegetatif tumbuh memanjang berupa kumpulan
filamen bercabang-cabang tetapi tanpa mengalami pembelahan sel,
hanya genom saja yang mengalami pembelahan sehingga hasilnya
adalah sel panjang dengan multiple copy genom (Paradkar ez al., 2003)
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Siklus hidup Actinobacteria menunjukkan dua fase yang
berbeda (i) fase pembentukan miselium vegetatif (ii) fase sporulasi.
Proses sporulasi dimulai ketika kondisi lingkungan kurang
menguntungkan atau  kekurangan nutrisi.  Siklus  hidup
Actinobacteria  dimulai  dengan  proses  germinasi  atau
perkecambahan suatu spora. Spora yang berkecambah akan
membentuk hifa yang bercabang-cabang atau membentuk jalinan
yang disebut mizselium (Gambar 2.10). Hifa biasanya dipisahkan oleh
sekat yang disebut sepza yang membagi hifa menjadi sel-sel panjang
(20um atau lebih) yang mengandung beberapa nukleoid.
Pemanjangan dan pembentukan cabang-cabang filamen pada
permukaan media membentuk hifa yang disebut Aifa aerial atau
miselium aerial (miselium udara), sedangkan yang menerobos masuk
ke dalam media kultur membentuk hifa yang disebut wziselinm
vegetatif atau miselium substrat. Miselium substrat melakukan penetrasi
ke dalam media berfungsi untuk mengambil nutrisi dengan
menggunakan enzim-enzim hidrolitik ekstraselluler. Pertumbuhan
hifa merupakan proses yang sangat kompleks vyaitu bahan
pembentuk dinding hifa dibawa ke ujung melalui tekanan turgor
oleh cairan intraseluler.

Pertumbuhan hifa ini mengikuti kinetika pertumbuhan secara
eksponensial.

Tabung kecambah

Spora Hifa
O— @ — @l —
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Spora bebas Perkecambahan (10 jam)
Danpertumbuhan (-2 hari)

—
Rantai spora _— ° —_\\

(4-6 hari) e N

N

4 Miselium
vegetatif (-2 hari)
X\

Hifa udara (-2 hari)

Pembentukan r
sekat (2 hari!) \

N\
"y Metabolit
sekunder

Gambar 2.10. Daur hidup Szreptomyces sp. Spora tunggal yang berasal dari
miselium vegetatif mengalami proses perkecambahan lalu diitkuti dengan
pertumbuhan hifa aerial. Hifa ini selanjutnya mengalami proses penyekatan lalu
akhirnya membentuk rantai spora untuk akhirnya mengalami siklus baru
kembali (Kieser e a/, 2000)

Actinobacteria membentuk miselium udara yang ukurannya
lebih ramping dibandingkan dengan fungi dan kebanyakan spesies
menghasilkan spora aseksual. Miselium udara selanjutnya
membentuk spora berdinding tipis melalui proses pembentukan
sekat-sekat hifa yang nantinya akan terbentuk menjadi rantai spora
(Gambar 2.11). Spora yang terbentuk pada miselium udara
(tepatnya ujung hifa udara) disebut konidia (tanggal: konidiun) atau
konidiospora.

i [ I. Miselium udara/aerial
\ ] Rantauspora—D“ By
T AN ‘ /
Permukaan JILLEe R e ‘
mediaagar 1% ¥ ) ]
B8

Gambar 2.11. Penampang melintang pertumbuhan Actinobacteria pada media
agar

Miselium substrat
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Spora tersebut dinamakan eksospora karena proses
pembentukannya tidak di dalam sel induk seperti halnya endospora
pada Bacillus dan Clostridium. Jika spora-spora tersebut terbentuk
(berada) di dalam sporangium (jamak: sporangia, semacam kantung),
maka spora disebut sporangiospora (Gambar 2.12). Bentuk dan
susunan sporangiospora dapat digunakan untuk identifikasi taksa
Actinobacteria.Oleh karena itu koloni Actinobacteria yang tampak
lebih kasar dan seperti tepung disebabkan oleh pembentukan spora
aseksual atau konidia. Meski demikian, tidak semua kelompok
Actinobacteria membentuk spora, misalnya ditemukan pada genus
Rhodococens, Nocardia, Gordonia, Mycobacterinm, dan Dietzia.

(2)
Gambar 2.12. (a).Sporangium, hifa membentuk kantung pada Spirillospora, (b).
Konidiospora atau konidia, ujung hifa bersekat-sekat membentuk rantai spora

pada Streptomyces sp.GMR22 (Dok. Penulis)

Proses pertumbuhan hifa pada Actinobacteria menunjukkan
adanya perbedaan antara hifa yang tumbuh pada susbtrat (wiselinm
substraf) dengan hifa udara (wiselinm ndara) seperti terlihat pada
Gambar 2.13. Perbedaan ini dapat dibagi atas dua model
pertumbuhan hifa yaitu: pertumbuhan hifa utama yang diikuti
pembentukan cabang hifa seiring dengan bertambah panjangnya
hifa utama. Cabang hifa utama akan membentuk hifa cabang lagi
sechingga menghasilkan percabangan yang banyak. Model
pertumbuhan  hifa ini akan menghasilkan pertumbuhan
eksponensial hifa karena adanya peningkatan panjang hifa menjadi
dua kali lipat. Model pertumbuhan hifa ini menguntungkan karena

Keragaman Actinobacteria dan Aplikasinya _



fungsi dari miselium vegetatif atau substrat yang harus mencari
sumber nutrisi untuk menunjang pertumbuhan mikrobia yang
bersangkutan. Model ini akan meningkatkan zona pertumbuhan
miselium secara cepat layaknya pertumbuhan akar tanaman pada
tumbuhan untuk mencari sumber nutrisi.

Model pertumbuhan lainnya yaitu hifa utama tumbuh
memanjang tanpa disertai dengan pertumbuhan cabang hifa. Model
ini biasanya ditemukan pada miselium udara. Pertumbuhan hifa
terus memanjang seiring dengan bertambahnya waktu. Akibatnya,
hifa yang mengalami penuaan dan akhirnya membentuk sekat-sekat
pada ujung hifa yang selanjutnya akan menjadi rantai spora sebagai
alat perkembangbiakan secara aseksual (konidia).

Miselium udara:

Pembentukan cabang dihambat
Miselium substrat:

Tumbuh lurus di ujung
Terjadi peningkatan jumlah cabang

23

4 6 8 2 4 6 8

Waktu (jam) 2
Panjang total 1 21 41 81 1 2141 81
Jmlh zona tumbuh 1 1 2 4 1 11 1
A v J \ Y J
Ujung Interkalar

Gambar 2.13. Model pertumbuhan hifa pada Actinobacteria

Seperti pada bakteri lainnya, maka Actinobacteria membentuk
spora sebagai respon terhadap kondisi lingkungan yang mulai
kekurangan nutrisi. Akan tetapi sebagian besar spora
Actinobacteria bukan untuk perlindungan terhadap suhu tinggi,
namun lebih difungsikan sebagai tanggapan terhadap kekeringan
untuk proses adaptif. Berbeda dengan endospora bakteri, maka
struktur spora pada Actinobacteria merupakan bagian dari proses
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reproduksi. Proses perkembangan filamen untuk pembentukan
spora Actinobacteria tidak serumit dibandingkan dengan
pembentukan endospora bakteri. Proses ini sangat sederhana yaitu
pembagian filamen menjadi sekat-sekat yang masing-masing berisi
kromosom (Gambar 2.14). Selanjutnya terjadi diferensiasi menjadi
spora yang matang. Selama proses ini, maka dinding sel mengalami
pengkerutan dan menyebabkan sitoplasma ke keadaaan yang tidak
aktif sehingga spora menjadi lebih tahan terhadap suhu tinggi dan
bahan kimia meski tidak lebih resisten dibanding dengan
endospora.

GY YYYY
AA AAANI [ ]
0
mﬂ"au U J
%_/
Rantai spora
Growth Tip Partitioning  Cell walls Spores 8
phase curls of tip thicken mature
and constrict

(a) (b)

Gambar 2.14. Skema tahapan pembentukan spora (konidia) dari Strepromyees, yaitu
tetrjadinya perubahan pada hifa melalui pembentukan sekat-sekat yang akan
menjadi rantai spora (a), dan Bacillus sp (b)
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Miselium udara

Perkecambahap  Miselium vegetatif

TIRE IRE

Gambar 2.15. Mekanisme pembentukan rantai spora

Spora Actinobacteria mampu bertahan dalam jangka waktu
yang lama (selama bertahun-tahun) dan dapat berkecambah
kembali menjadi sel vegetatif jika kondisi lingkungan
memungkinkan untuk tumbuh. Banyak genera yang berbeda
mampu membentuk spora jenis ini dan kemampuan membentuk
struktur ini tampaknya tidak berkorelasi dengan kelompok
mikrobia lainnya.

2. Mekanisme Pembentukan Rantai Spora Actinobacteria
Jika miselium primer telah mencapai tahap atau stadium
tertentu dalam proses pertumbuhan, maka hifa akan membentuk
gelendong, anyaman dan gulungan (Gambar 2.16).
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Gambar 2.16. Mekanisme pembentukan rantai spora pada Actinobacteria

Keterangan: 1. Spora, 2. Perkecambahan spora (jenis A. gardneri), 3. Pembentukan
tiga tabung perkecambahan, 4. Miselium primer, spora masih tampak (Septa tidak
dicantumkan), 5, 6. Pembentukan filamen sarang (Septa dan struktur inti tidak
dicantumkan), 7. Munculnya sel-sel pemula (Septa dan struktur inti  tidak
dicantumkan), 8. Sel-sel pemula. 9, 10. Miselium sekunder muda, 11. Silinder inti hifa
sekunder terpisah ke dalam kromosom, 12. Pasangan 'kromosom' membentuk inti
spora, 13. Spora baru yang terbentuk masih bersambung antara satu dengan
lainnya, 14. Spora matang.

Pada kasus seperti spesies A. gardeners, tampak anyaman
bersifat kompak dan menyerupai sarang burung, dan yang lainnya
membentuk gulungan dan percabangan. Bila 4. garderii ditumbuhkan
pada media yang merangsang pembentukan spora, maka anyaan-
anyamana filamen akan mulai terbentuk pada hari kedua masa
pertumbuhan dan mulai tampak jika diamati dibawah mikroskop
meski dengan perbesaran rendah.

Beberapa ciri yang dapat dijadikan sebagai karakter dalam
taksonomi adalah morfologi dan warna miselium serta sporangia,
yaitu konfigurasi dan susunan rantai, ornamen permukaan spora,
persen kandungan G+C pada DNA, komposisi pospolipid
membran sel serta resistensi spora terhadap panas. Konfigurasi
rantai spora dan ornamen spora ditentukan dengan pengamatan

Keragaman Actinobacteria dan Aplikasinya _



menggunakan mikroskop elektron (SEM) antara lain: strazght,
Sflexcuous, spirales dan verticilliate, seperti terlihat pada Gambar 2.17).

Ornamen spora dibedakan atas: swooth (permukaan spora
tampak halus), spiny (permukaan spora tampak berduri), rugose
(permukaan spora tampak seperti bopeng-bopeng atau berceruk)
dan bairy (permukaan spora tampak seperti berambut) seperti
terlihat pada Gambar 2.18.

Kadang-kadang penentuan antar ornamen yang satu dengan
yang lainnya sulit jika pembentukan spora belum matang atau
karena terjadinya variabilitas strain. Meski media yang digunakan
cukup bagus, beberapa kasus menyebabkan kegagalan strain
melakukan proses sporulasi. Oleh karena itu dibutuhkan waktu
inkubasi selama 2 hingga 4 minggu bahkan lebih untuk melihat
pembentukan rantai spora terutama pada genus-genus tertentu
yang sulit membentuk spora dalam waktu singkat.

Fascicled Monoverticillate

Open loops Monoverticillate Flexous
spiral primitif spiral
hook

Gambar 2.17. Konfigurasi konidiospora atau rantai spora
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Spiny Hairy Smooth Rugose
Gambar 2.18. Ornamen permukaan rantai spora pada Streptomyces

Berbeda dengan filamen fungi yang biasanya memiliki ukuran
hifa yang lebih besar dibanding hifa dari Actinobacteria seperti
Streptomyces. Sebagai kelompok eukariotik, maka fungi memiliki
struktur internal lebih kompleks misalnya sitoskeleton, organel dan
membrannya yang berbeda dengan Actinobacteria.

Tetlepas dari semua perbedaan ini, maka fungi dan
Actinobacteria memiliki kesamaan morfologi sebagai organisme
berfilamen. Sementara itu secara umum dapat diterima bahwa
tekanan turgor memiliki pengaruh dominan sebagai kekuatan
pendorong utama pada pertumbuhan hifa Actinobacteria. Akan
tetapi perannya dalam pertumbuhan jamur masih menjadi topik

perdebatan (Money, 1997)
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BAB METABOLISME DAN METABOLIT
Il ACTINOBACTERIA

A.Pengertian metabolisme

Metabolisme merupakan serangkaian reaksi biokimia yang
terjadi dalam organisme hidup untuk mempertahankan hidupnya.
Melalui proses ini, maka organisme memungkinkan untuk tumbuh
dan bereproduksi, menjaga struktur sel, dan merespon pengaruh
lingkungan. Metabolisme biasanya dibagi menjadi dua kategori yaitu
Katabolisme dan Anabolisme. Katabolisme memecah bahan organik,
untuk mendapatkan energi dalam proses respirasi selular.
Anabolisme, menggunakan energi untuk membangun komponen sel
seperti protein dan asam nukleat. Proses ini dimungkinkan
berlangsung karena adanya peranan enzim untuk menggerakkan
reaksi yang diperlukan. Enzim bertindak sebagai katalis reaksi-reaksi
kimiawi dengan cepat dan efisien. Enzim juga memungkinkan
pengaturan jalur metabolik dalam menanggapi perubahan
lingkungan sel atau sinyal sel lain.

Keseluruhan rangkaian proses yang terlibat dalam sintesis
serta menggunakan senyawa-senyawa karbohidrat, protein, lemak,
vitamin disebut metabolisme primer. Senyawa yang dihasilkan
pada proses tersebut termasuk dalam golongan metabolit primer. Selain
metabolisme primer juga terdapat suatu metabolisme lain yang
terjadi hanya pada spesies tertentu. Metabolisme ini menghasilkan
produk-produk yang tidak biasa (berlainan) tergantung spesiesnya.
Oleh karena metabolisme ini bersifat tidak esensil bagi kehidupan
organisme, schingga dinamakan metabolisme sekunder. Produk
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metabolit sekunder menghasilkan senyawa yang disebut wetabolit

sekunder.
Ada tiga jalur utama metabolisme: Embden Meyerhoff-Parnas

(EMP), Entner-Duodorof dan jalur Heksosa Monofosfat (HMP).
Jalur EMP menghasilkan dua molekul piruvat melalui intermediet
posfat triosa (Gambar 3.1). Jalur ini paling banyak ditemukan pada
hewan, tumbuhan, khamir, dan bakteri. Namun banyak mikrobia
menggunakan jalur ini sebagai satu-satunya jalur untuk penggunaan
glukosa.
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Gambar 3.1. Jalur Embden Meyerhoff-Parnas (EMP)
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Gambar 3.2. Jalur metabolisme glukosa.

Keterangan: Tanda panah abu-abu menunjukkan enzim dari jalur Entner-Doudoroff.
Tanda panah putus-putus menunjukkan enzim dari jalur pentosa posfat, sedangkan
panah hitam menunjukkan enzim dari jalur glikolisis.1, hexokinase; 2, glucose-6-
phosphate (GO6P) isomerase; 3, phosphofructokinase; 4, fructose-1,6-bisphosphate
(F1,6P2) aldolase; 5, triosephosphate isomerase; 6, 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate
(KDPG) aldolase; 7,6 phosphogluconate (6PG) dehydrase; 8, glucose-6-phosphate
dehydrogenase; 9, 6-phosphogluconate dehydrogenase; 10, ribose-5-phosphate (Ri5P)
isomerase; 11, ribulose-5-phosphate (Ru5P) epimerase; TK, transketolase; TA,
transaldolase; FOP, fructose-6-phosphate; GAP, glyceraldehyde-3-phosphate; X5P,
xylulose-5-phosphate.

Biasanya Actinobacteria menggunakan jalur EMP untuk
metabolisme glukosa karena lebih efisien daripada jalur ED. Namun,
satu spesies Actinobacteria yaitu Mycobacterium smegmatis, telah
ditemukan sebagai hal istimewa yaitu justru menggunakan jalur ED.
Bakteri ini sekarang digunakan untuk menghasilkan antibiotik
komersil untuk pengobatan multiresisten bakteri Gram positif
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B. Metabolit primer Actinobacteria

Metabolit primer dibutuhkan oleh sel untuk penggunaan
nutrisi dalam lingkungannya seperti senyawa berberat molekul
rendah untuk aktivitas selular. Metabolit primer merupakan kerangka
dasar untuk makromolekul, intermediet dalam reaksi-reaksi
pembangkitan senyawa kaya energi (ATP), koenzim dan vitamin.
Metabolit sekunder tidak memiliki peran yang demikian dalam
metabolisme, tetapi masih berperan penting dalam siklus suatu
organisme. Jika organisme berhenti tumbuh dan memasuki fase
istirahat, maka terjadi akumulasi metabolit primer. Hal ini berpotensi
buruk dan cenderung terspekulasi sehingga sel menghindarinya dan
memulai menghasilkan metabolit sekunder.

Ada beberapa kesamaan antara jalur yang menghasilkan
metabolit primer dan seckunder, yaitu produk dari suatu reaksi
menjadi substrat untuk reaksi berikutnya. Demikian pula pengaturan
jalur metabolisme sekunder berkaitan erat dengan kompleksitas
terthadap mekanisme pengaturan metabolisme primer. Proses
metabolisme primer dan sekunder saling terkait, yaitu metabolit
sekunder terjadi melalui proses biosintesis yang menggunakan
prekursor senyawa-senyawa metabolit primer. Aseil-CoA yang
merupakan metabolit primer mempunyai peran sebagai prekursor
biosintesis metabolit sekunder golongan isoprenoid, terpenoid dan
poliketida.

Beberapa jalur metabolit primer telah diketahui sebagai sumber
prekursor sintesis metabolit sekunder. Metabolisme asam lemak
(asetat dan propionat untuk biosintesis poliketida), metabolisme
asam amino (misalnya serin, sistein, valin, tirosin), metabolisme
karbohidrat (heksosa posfat, pospogliserat, pospoenulpiruvat,
piruvat), metabolisme purin dan pirimidin (AMP).

Metabolit primer menghasilkan senyawa sederhana yang
terdistribusi dengan luas dan memiliki berat molekul rendah seperti
asam karboksilat pada lajur Krebs, asam amino, karbohidrat, lemak
dan protein. Senyawa-senyawa tersebut merupakan senyawa induk
atau dikenal sebagai prekursor untuk metabolit sekunder tertentu
berkaitan erat dengan enzim-enzim dalam metabolit primer.
Termasuk enzim antibiotik sintetase dalam biosintesis antibiotika,
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misalnya phenoxazinone syntase yaitu suatu enzim pada jalur
pembentukan actznomysin dari Streptomyces antibioticus (Betina, 1983).
Meski demikian metabolisme sekunder dapat berkompetisi dengan
metabolisme primer. Penambahan inhibitor yang menghambat
biosintesis protein selama fase idiofase memacu pembentukan
actinomysin

Proses keseimbangan regulasi dalam pertumbuhan biasanya
dikontrol oleh sejumlah enzim-enzim kunci baik pada aras aktivitas
maupun sintesisnya. Sebagai contoh, laju penggunaan glukosa
dikontrol oleh aras transportasi gula (misalnya: sistem glukosa-PTS),
posporilasi glukosa (glukosa kinase) dan pada tahap glikolisis,
misalnya konversi fruktosa 6-posfat (F-6-P) menjadi fruktosa-1,6-
biposfat (F-1,6-P2) oleh enzim posfofruktokinase atau konversi
posfoenolpiruvat (PEP) plus ADP ke dalam ATP oleh enzim
piruvat kinase.

Meskipun Actinobacteria mampu menggunakan sejumlah
besar gula untuk pertumbuhan, sampai saat ini, pemahaman tentang
jalur metabolisme karbohidrat dan regulasinya masih sangat terbatas
diketahui.
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Gambar 3.3. Hubungan antara beberapa prekursor metabolisme
primer dan produksi antibiotika.

Keterangan: Nomor yang ditulis miring menunjukkan enzim yang mengkatalisis setiap
tahapan  glikolisis 1, hexokinase; 2, glucose-6-phosphate isomerase; 3,
phosphofructokinase; 4, fructose-1,6-bisphosphate aldolase; 5, triose phosphate
isomerase; 6, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; 7, phosphoglycerate kinase; 8,
phosphoglycerate mutase; 9, enolase; 10, pyruvate kinase.

C. Metabolisme sekunder Actinobacteria

Metabolit sekunder adalah senyawa yang dihasilkan oleh proses
metabolisme sekunder makhluk hidup. Senyawa ini hanya disintesis
oleh spesies tertentu dalam jumlah terbatas dan merupakan ciri khas
bagi spesies tertentu. Fungsi senyawa ini diduga bermacam-macam,
seperti pertahanan diri terhadap kompetitor (parasit atau predator),
komunikasi, meningkatkan kemampuan pertumbuhan, dan ada juga
yang belum jelas fungsinya. Metabolit sekunder banyak memberi
manfaat bagi manusia atau makhluk hidup lain karena beberapa
diantaranya berfungsi sebagai obat, vitamin, hormon, dan lain—lain
(Dewick, 2002).
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Metabolisme sekunder merupakan proses metabolisme yang
tidak esensial untuk pertumbuhan dan reproduksi organisme itu
sendiri. Proses metabolisme sekunder melalui lintasan biosintesis
yang terdiri atas rangkaian reaksi biokimiawi dari suatu “starting
material’ (prekursor universal) seperti asetil-CoA, asam amino, atau
shikimat. Reaksi ini menggunakan bantuan enzim spesifik hasil
ckspresi gen tertentu sehingga menjadi suatu produk metabolit
sekunder.

Biosintesis senyawa metabolit sekunder merupakan rangkaian
proses reaksi kimia yang sangat kompleks. Meski rumit, namun pola
biosintesis senyawa secara umum merupakan bagian atau melibatkan
empat jalur utama yaitu: Jalur asam sikimat, Jalur mevalonat, Jalur
poliketida dan Jalur asam amino.

Senyawa metabolit sekunder terbentuk secara ekstraseluler,
sehingga dapat diekstraksi dari medium cair pertumbuhan bakteri.
Beberapa kelas senyawa ini adalah terpen, poliketida, fenol, iridoid,
steroid, non ribosomal peptida dan lain sebagainya.

Biosintesis metabolit sekunder mencakup beberapa tahapan
berikut:

- Penyerapan nutrisi ke dalam sel dan mengubahnya menjadi
senyawa intermediet pada metabolisme pusat

- Akumulasi metabolit primer dan pengenalan molekul yang
menginduksi pembentukan metabolit sekunder

- Terbentuknya metabolit primer yang masuk ke dalam jalur
pembentukan senyawa spesifik seperti antibiotika.

Antibiotika dan produk-produk mikrobia lainnya seperti
mikotoksin, giberellin dan alkaloid merupakan metabolit sekunder.
Metabolit sekunder dibentuk melalui jalur khusus dari metabolit
primer, memiliki karakteristik untuk setiap genera, spesies atau galur
tertentu, tidak bersifat esensial bagi pertumbuhan organisme yang
memproduksinya, namun berperan bagi kelangsungan hidupnya di
alam.

Actinobacteria merupakan kelompok bakteri penghasil
metabolit sekunder yang bermanfaat sebagai senyawa bioaktif
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(Moore et al; 1999, Oskay e al., 2004; Bentley ez al., 2002; Yehuda,
2005; Magarvey et al., 2004; Pelaez, 2005). Terdapat 14 jenis obat
yang telah digunakan secara klinis berasal dari Szreptomyces spp. Selain
menghasilkan ~ senyawa  antimikrobia,  Actinobacteria  juga
menghasilkan berbagai senyawa lainnya seperti enzim-enzim
hidrolitik ekstraselluler (Paradkar e a/, 2003).

Sebagian besar mikrobia penghasil antibiotik menggunakan
karbohidrat sebagai prekursor atau glukosa sebagai sumber karbon
utama dan energi, sehingga ketersediaan glukosa sangat penting
dalam medium produksi antibiotika atau dalam bentuk polisakarida
dan disakarida. Beberapa antibiotika yang berasal dari glukosa,
seperti streptomycin, kerangka atomnya tersusun dari 3 molekul
glukosa.

Antibiotika lainnya yang berasal dari prekursor karbohidrat
yaitu asam amino glikosida dan makrolida. Asam kojat juga
merupakan salah satu metabolit sekunder fungi yang berasal dari
glukosa. Glukosa polisakarida (misalnya pati), oligosakarida
(misalnya laktosa) dan minyak (misalnya metiloleat) merupakan
sumber karbon yang baik digunakan dalam proses fermentasi
berkaitan dengan pembentukan metabolit sekunder. Sumber karbon
lain yang berperan dalam metabolit sekunder adalah gliserol yang
merupakan sumber karbon pembentukan antibiotika jenis
actinomysin, cephalosporin, sikloserin, eritromysin dan peptida K-
582 (Hoskisson ez a/, 2001)

Fase Pertumbuhan dan Sintesis Metabolit Actinobacteria
Dalam kultur cair fermentasi, maka produksi metabolit primer

dimulai ketika sel berada pada fase eksponensial. Selama fase ini
mikrobia menghasilkan produk esensial untuk pertumbuhan sel
seperti: asam amino, protein, karbohidrat dan lemak. Oleh karena itu
fase eksponensial disebut juga sebagai fase tropofase yang berarti
pertumbuhan; trophos (bahasa Latin), artinya: tumbuh.

Selanjutnya mikrobia memasuki fase pertumbuhan terhambat
atau konstan yang disebut fase stasioner. Selama fase ini berbagai
produk metabolit sekunder yang penting artinya bagi industri
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dihasilkan. Fase ini disebut juga sebagai fase idiofase, yang berarti fase
dihasilkannya produk atau senyawa yang tidak biasa; idios (bahasa
Latin), artinya: tidak biasa.

Proses awal biosintesis antibiotik ditentukan dan dipengaruhi
oleh berbagai faktor fisiologis dan lingkungan, seperti laju
pertumbuhan, difusi sinyal molekul y-butyrolactone,
ketidakseimbangan metabolisme dan berbagai tekanan fisiologis.
Sintesis antibiotik juga berkaitan dengan represi metabolit dan atau
gangguan oleh sumber nitrogen (umumnya NH4+), posfat dan atau
glukosa. Streptomyces memproduksi metabolit sekunder bila dalam
media atau lingkungannya nutrien mulai terbatas untuk mendukung
proses pertumbuhannya yaitu pada fase iodofase (Gambar 3.4).

1
Tropofase J lodofase

nutrien dan metabolit

Konsentasi biomassa,

Jumlah Sel Hidup
Sintesis Metabolit

Metabolit Sekunder

v

Waktu Waktu
Gambar 3.4. Pembentukan metabolit sekunder pada siklus hidup
mikrobia.

Jalur metabolit sekunder juga dipengaruhi oleh sumber N yang
sangat penting untuk pertumbuhan, misalnya garam ammonium.
Sumber N organik seperti protein (misalnya tepung kedelai)
dilaporkan berperan penting sebagai sumber nitrogen untuk
meningkatkan produksi metabolit sekunder (Demain, 1989).

Beberapa senyawa antara (intermediate) yang terbentuk dalam
proses pemecahan glukosa, menjadi kerangka karbon bagi semua
asam amino yang menyusun protein. Beberapa asam amino tertentu
merupakan prekursor bagi antibiotika peptida. Jadi antibiotika dan
produk metabolit sekunder lain merupakan derivat metabolit primer
yaitu sakarida, asam shikimat dan asam amino aromatik, asam amino
trikarboksilat, purin dan pirimidin.
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Suatu jenis mikroba dapat menghasilkan metabolit yang sangat
berbeda. Streptomyces griseus dan  Bacillus  subtillus masing-masing
menghasilkan lebih dari lima puluh antibiotik yang berbeda sebagai
metabolit sekunder.

Umumnya metabolit sekunder dihasilkan oleh kelompok
familia yang memiliki kedekatan senyawa terkait. Struktur kimia dan
aktivitas yang dihasilkan mencakup berbagai kemungkinan, termasuk
antibiotik, alkaloid ergot, naphtalenes, nukleosida, peptida,
phenazines, quinolines, terpenoid dan beberapa faktor tumbuh yang
kompleks. Produk tersebut memiliki nilai ekonomi penting seperti
antibiotik sebagai salah satu kegiatan utama bioproses industri.

Sejak ditemukan pertama kali Actinobacteria di laboratorium
Selman Waksman Univeritas Rutgers tahun 1943, yang diikuti
dengan penemuan St#reptomycin tahun 1943 sebagai obat yang cukup
efektif dalam pengobatan tuberculosis, maka Actinobacteria mulai
terkenal sebagai organisme penghasil antibiotik dan senyawa
metabolit sekunder bioaktif lainnya.
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Gambar 3.5. Struktur kimia Streptomycin

Selama masa keemasan penemuan antibiotik, maka pada tahun
1950-an dan 1960-an telah dikenal banyak obat antibakteri seperti
tetrasiklin, eritromycin, dan kanamycin; obat antifungi (candicidin,
nystatin) serta senyawa antikanker (adrymanicin). Total antibiotik
yang dihasilkan oleh bakteri dan fungi mencapai 5.000 jenis meski
ada yang melaporkan mencapai dua kali lipatnya. Dari jumlah
tersebut, maka Actinobacteria merupakan penghasil dua pertiga dari
total jumlah tersebut. (Challis dan Hopwood, 2003).
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Gambar 3.6. Struktur kimia Eritromisin
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Gambar 3.7. Struktur kimia Candicidin

D.Biosintesis Senyawa Poliketida

Umumnya antimikrobia yang dihasilkan oleh kelompok
Actinobacteria merupakan poliketida dan peptida nonribosomal
(NRPS) yang banyak digunakan dalam industri farmasi. Poliketida
adalah blok pembangun (building block) untuk berbagai produk-produk
alami. Hipotesis poliketida dipertelakan oleh Birch pada tahun 1975
dan memiliki kontribusi penting pada bidang biogenesis poliketida.
Hasil kajian tersebut menunjukkan adanya korelasi yang bernilai
antara struktur dari sebagian besar produk alami aromatik dan cara
biosintesisnya melalui hubungan ikatan kepala-ekor dari unit asetat
(Robinson, 1991). Beberapa senyawa poliketida yang dihasilkan oleh

kelompok Actinobacteria antara lain eritromisin (antibaktert),
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nystatin dan ampotericin A/B (antifungi), avermicin (antiparasit),
daunorubicin (antitumor).

Biosintesis senyawa metabolit sekunder poliketida memiliki
kemiripan dengan biosintesis asam lemak (kondensasi Claisen).
Keduanya melalui proses kondensasi asil-CoA dengan malonil-
CoA. Pada biosintesis asam lemak kondensasi diikuti oleh proses
lain seperti reduksi, dehidrasi yang menghasilkan pemanjangan
karbon dalam bentuk alkil. Sementara itu pada kondensasi
poliketida asetil-CoA seringkali disebut sebagai prekursor szarter,
sedangkan malonil-CoA dikenal sebagai prekursor extzender (Nedal,
2007). Meski demikian, berbeda dengan biosintesis asam lemak,
maka pada biosintesis poliketida tahapan reduksi dan seterusnya
tidak selalu terjadi tetapi proses kondensasi hanya menghasilkan
ester poli-B-keto. Bentuk poli-B-keto ini selanjutnya mengalami
proses siklisasi mengikuti mekanisme kondensasi aldol dan Claissen
yang diikuti berbagai modifikasi yang menjadikan struktur poliketida
menjadi beragam. Demikian pula pada poliketida, maka terdapat
struktur ester koenzim A yang sangat bervariasi yang berasal dari
berbagai jalur biosintesis lain termasuk jalur shikimat. Proses ini
yang menghasilkan berbagai struktur yang menjadikannya
variabilitas pada struktur poliketida. Enzim utama yang terlibat
dalam biosintesis poliketida adalah poliketida sintase atau yang
dikenal sebagai PKS (Polyketide Synthase).

Tiga jenis PKS bakteri yang telah diketahui sampai saat ini yaitu
(i) PKS Tipe I adalah enzim multifungsi yang tersusun dalam modul,
yang masing-masing terkelompok sebagai satu perangkat yang
berbeda, non-iteratif yang bertanggung jawab atas katalisis satu siklus
pemanjangan rantai poliketida. (i) PKS Tipe II adalah kompleks
multienzim yang membawa satu set aktivitas iterasi dan minimal
terdiri dari B-sintase ketoasil (KS) o dan subunit § dan protein
pembawa asil (ACP). [Subunit KSB juga dikenal sebagai faktor rantai
panjang atau faktor rantai-inisiasi]. Tipe Iteratif synthases poliketida
IT terbentuk dari protein multifungsi sangat besar. Sisi aktif dari
synthases ini tersebar diantara beberapa polipeptida kecil yang
biasanya monofungsional. Poliketida synthases Tipe II mengkatalisis
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pembentukan molekul yang membutuhkan aromatisasi dan siklisasi
tanpa reduksi ekstensif atau siklus reduksi/dehidratasi. Synthase ini
analog dengan synthase asam lemak pada bakteri. Poliketida
synthases Tipe II iteratif bertanggung jawab terhadap biosintesis
actinorhodin pada §. coelicolor dan juga pada biosintesis
tetracenomycin dan doxorubicin. Semua enzim tipe II dan beberapa
tipe I merupakan iteratif, yang berarti bahwa suatu enzim tunggal
melakukan rentetan kondensasi ganda untuk menghasilkan produk
poliketida. Akan tetapi, beberapa produk poliketida memerlukan
tungsi terkoordinasi dari beberapa enzim tipe I di dalam suatu proses
pembentukan secara berurutan (Mayer ez a/., 2007). (1ii) PKS Tipe 111,
juga dikenal sebagai PKS sintase-mirip-kalkon, banyak ditemukan
pada tanaman meski telah ditemukan pula pada mikrobia (Cheng,
2003).

1. Senyawa makrolida pada Actinobacteria

Pembentukan senyawa yang melibatkan mikrobia (jamur,
bakteri) tidak hanya menghasilkan antibiotika, tetapi juga
menghasilkan senyawa kimia atau kumpulan senyawa kimia lain yang
strukturnya berbeda, disebut sebagai lakton makrosiklik (macrocyclic
lactones) atau singkatnya makrolida (macrolides) atau makrolakton
(macrolactones).

Istilah makrolida digunakan oleh Woodward untuk
menunjukkan senyawa yang berciri: mempunyai cincin lakton
bersegi 12, 14 atau 16; mempunyai nitrogen pada cincin dan memiliki
sejumlah subtitusi pada cincin yang meliputi satu sampai tiga gula
yang melekat pada cincin ataupun melekat satu sama lain. Makrolida
merupakan senyawa poliketida yang banyak digunakan sebagai obat
(khususnya antibiotik). Aktivitasnya disebabkan karena keberadaan
cincin makrolida, cincin lakton besar yang berikatan dengan satu atau
lebih gula deoksi, biasanya cladinose dan desosamine.

Genetika dan biokimia biosintesis poliketida pada bakteri
Streptomyces sp telah diketahui. Senyawa poliketida makrolida
dibentuk dalam proses yang mirip dengan biosintesis asam lemak
yaitu melalui proses kondensasi berulang dari asam karboksilat

Keragaman Actinobacteria dan Aplikasinya _



sederhana oleh PKS tipe I. PKS tipe I tersusun ke dalam unit-unit
berulang (modul), yaitu masing-masing unit bertanggung jawab
terhadap satu siklus kondensasi sintesis rantai poliketida. Manipulasi
terhadap gen PKS tipe I mengakibatkan terjadinya perubahan yang
dapat diprediksi pada struktur kimia makrolida. Hal ini menunjukkan
bahwa modus operasi proses ini telah dikenali.

2. Modifikasi pasca-PKS

Sintesis dan siklisasi poliketida biasanya dimodifikasi melalui
proses hidroksilasi, glikosilasi, metilasi dan/atau asiklasi. Modifikasi
akhir ini diyakini sangat penting untuk kegiatan biologik dari
makrolida. Proses modifikasi pasca PKS umumnya dikatalisis oleh
enzim-enzim seperti oksigenase, oksidase, peroksidase,
dehidrogenase dan kelompok transferase. Enzim ini sangat
penting untuk menambahkan gugus-gugus penting pada kerangka
poliketida dan menjadi faktor utama yang menyebabkan
terbentuknya keragaman struktur dan aktivitas biologik senyawa
bahan alam ini.

v" Oksigenase

Oksigenase mengkatalisis reaksi yang menyebabkan keragaman
struktur yang sangat besar dari banyak produk PKS, membuat enzim
ini menarik untuk biosintesis kombinasi. Jenis oxygenase paling
umum diketahui adalah sitokrom monooxygenase P450 (CYP450),
flavin dependen mono-dan dioksigenase, dan antron oksigenase, dan
yang luar biasa adalah karena keduanya tidak membutuhkan
NADPH/NADH atau kofaktor lainnya. Kebanyakan antibiotik
makrolida yang dihasilkan oleh bakteri mengandung satu atau lebih
sitokrom P450 monooxygenases terlarut dalam kelompok gen
antibiotik, dimana sitokrom individu menunjukkan spesifisitas
substrat yang relatif luas. Reaksi klasik sitokrom P450
monooxygenases adalah memindahkan atom oksigen dari Oz untuk
berbagai substrat dengan menggunakan elektron yang dipasok dari
NAD(P)H melalui ferrodoxin (FDX) dan ferredoxin oxidoreductase
(FDR).
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4 Kelompok transferase

Istilah kelompok transferase merujuk pada enzim yang
memiliki aktivitas transferase yang mengantarkan gugus fungsional
baru pada produk. Kelompok enzim ini mengandung enzim penting
seperti amino transferase, alkil (biasanya metil) transferase, asil
(biasanya asetil) transferase, glycosyltransferase (GTS) dan kinase.
Metil dan glycosyltransferases merupakan enzim modifikasi pasca
PKS yang paling penting.

Glycosyltransferase mungkin merupakan enzim
biotransformasi paling penting di alam, setidaknya dalam hal
kuantitatif. GT bertanggung jawab terhadap pencantelan gugus gula,
paling sering gula-deoxy, yang menambahkan fitur penting pada
molekul dan seringkali memainkan peran penting dalam bioaktifitas
pada banyak produk natural berbasis obat. Beberapa GT juga
menunjukkan fleksibilitas yang tak terduga terhadap substrat baik
dengan substrat akseptor (biasanya alkohol atau fenol) maupun
gula(deoksi) donor co-substrat, atau bahkan kadang-kadang untuk
keduanya.

Methyltransferase menggunakan S-adenosylmethionine (SAM)
sebagai kofaktor dan dapat pula metilasi atom O, N atau C. Methylasi
O dan N meningkatkan lipofilisitas molekul dan juga menghilangkan
sisi donor ikatan hidrogen. Reaksi metilasi dapat terjadi baik pada
bagian aglikon poliketida atau pada residu gula, baik sebelum atau
setelah pemindahan glikosil

Penggunaan enzim modifikasi pasca-PKS ini terjadi dalam
biosintesis kombinasi. Biosintesis kombinasi diperkenalkan oleh C.
Khosla sebagai " suatu cara yang melibatkan rekayasa genetik jalur
biosintesis sedemikian rupa sehingga memungkinkan rekonstruksi
kombinasi untuk menghasilkan perpustakaan molekul kecil baru yang
sesuai untuk digunakan dalam skrining obat baru".

Tahap-tahap sulaman pasca PKS diperlukan guna
menambahkan gugus fungsional penting untuk bioaktifitas senyawa
sehingga hal ini sangat penting dalam proses biosintesis tersebut.
Inaktivasi gen target dari enzim-enzim pasca PKS tidak hanya
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menjadi instrumen penting terhadap elusidasi jalur biosintesis, tetapi
dapat pula digunakan dalam konteks biosintesis kombinasi untuk
menghasilkan produk "tidak alami" dengan sifat biologis yang
berubah.

Peningkatkan keragaman biokimia dapat dilakukan melalui
perubahan substrat spesifik untuk enzim seperti sitokrom P450
oxidoreductases, transferase metil dan glycosyltransferase serta
ekspresi heterolog jalur gula-deoxy secara menyeluruh sehingga dapat
memperbesar kemungkinan menemukan senyawa bioaktif poliketida
baru dengan sifat-sifat yang diinginkan.

GT merupakan hal yang sangat penting sebagai instrumen untuk
pendekatan biosintesis kombinasi. GT dapat digunakan sendiri atau
gugus glikosidik dapat dimodifikasi melalui perubahan biosintesis
gugus gula-deoxy.

Manipulasi genetik gen oxygenase memberikan informasi
penting terhadap fungsi dan karakteristik enzim-enzim terprogram
tersebut; tujuan akhirnya menjadikan desain yang rasional dengan
hasil berupa produk natural hibrida baru. Adapun GTS, juga penting
untuk mengidentifikasi dan mengkarakterisasi monooxygenases guna
meningkatkan jumlah target poliketida baru yang diperoleh melalui
teknik kombinasi tersebut.

E.Mekanisme Biosintesis Nystatin

Salah satu senyawa poliketida yang cukup penting dalam bidang
kesehatan adalah nystatin yaitu untuk pengobatan penyakit yang
disebakan oleh fungi. Nystatin yang juga dikenal dengan nama
fungicidin merupakan anggota dari kelompok makrolida polyene
pertama dari antibiotik antifungi yang ditemukan oleh Hazer dan
Brown pada tahun 1950. Strain Streptomyces yang ditemukan sebagai
penghasil nystatin pertama kali di karakterisasi pada tahun 1953 oleh
Ettlinger dan menamakannya S. noursei. Kemudian nystatin
dinamakan berdasarkan tempat penemuan lokasi sampel yaitu di New
York State (Gambar 3.8). Selanjutnya strain lainnya yang dilaporkan
menghasilkan juga nystatin adalah S. fungicidicus ATCC 27432 dan
S.albus ATCC 12757. Akan tetapi produksi nystatin secara komersil
sejauh ini hanya dari S. noursei.
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Berdasarkan uraian diatas, maka berikut dijelaskan mekanisme
pembentukan senyawa nystatin:

Gambar 3.8. Struktur kimia Nystatin

1. Klaster gen biosintesis nystatin

Gen-gen biosintesis antibiotik makrolida pada Streptomyces
diorganisir di dalam bentuk kluster (tandan). Kloning dan sekuensing
DNA secara lengkap dari spesies tersebut telah diketahui adanya
beberapa antibiotik makrolida yang dihasilkan oleh Streptomyces,
termasuk avermectin, pikromycin, rapamycin, pimaricin dan nystatin.

Pada DNA S. noursei diketahui mengandung gen untuk proses
biosintesis nystatin, dan ditemukan ada enam gen yang mengkode
suatu modul sintase poliketida (PKS), gen untuk thioesterase, gula-
deoxy biosintesis dan pencantelan, modifikasi pasca-PKS, transportasi
dan protein regulasi. Produk gen dari kluster nystatin dan fungsi
putatif atau eksperimental tercantum pada Tabel 3.

2. Modul PKS

Berdasarkan alignment (pensejajaran) urutan asam amino,
perbandingan dengan gen PKS yang telah diketahui serta hasil
penelitian perusakan gen tersebut, diketahui bahwa gen nysA, nysB,
nysC, nysl, nys] dan nysK mengkode modul-modul PKS yang
diperlukan untuk perakitan dan siklisasi cincin makrolakton nystatin
(Tabel 3.1, Gambar 3.9)
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Tabel 3.1: Gen-gen PKS, gen modifikasi Post-PKS dan gen regulasi serta

gen transpor yang diketahui pada kluster gen dalam biosintesis nystatin dari

S. nourset

Gen Produk

Fungsi

Gen PKS

nysA PKS Tipe I
nysB PKS Tipe 1
nysC PKS Tipe 1
nysl PKS Tipe 1
nys] PKS Tipe 1
nysK PKS Tipe 1
nyskE Thioesterase

Nystatin PKS (loading modul)
Nystatin PKS (modul 1 dan 2)
Nystatin PKS (modul 3-8)
Nystatin PKS (modul 9-14)
Nystatin PKS (modul 15-17)
Nystatin PKS (modul 18 + TE)
Pelepasan rantai poliketida dari
PKS

Gen modifikasi Post-PKS

nysDI Glycosyltrans
ferase

mysDII  Aminotrans
ferase

nysDIII  GDP-mannose-4,6-
dehydratase

nysE 4’-Phosphopantheteine
transferase

nysL. P450 monooxygenase
nysM Ferredoxin

nmysN

P450 monooxygenase

Penyantelan mycosamine pada
macrolactone

Biosintesis Mycosamine
Biosintesis Mycosamine
Modifikasi Post-translasi PKS

Hidroksilasi pada C-10
Pemindah elektron pada sistem
P450

Oksidasi gugus metil pada C-16
makrolakton

Gen Regulasi dan Transpor

mysRI Aktivator transkripsi
nysRIT Aktivator transkripsi
mysRIII Aktivator transkripsi

Regulator positif biosintesis
nystatin
Regulator positif biosintesis
nystatin
Regulator positif biosintesis
nystatin
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mysRIV”  Aktivator transkripsi Regulator positif biosintesis

nystatin
nysG ABC transporter Efflux nystatin
nmysH ABC transporter Efflux nystatin
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Gambar 3.9: Biosintesis makrolakton nystatin pada S. nourse; ATCC 11455.

Keterangan: Panah merah menunjukkan protein PKS, dan panah biru adalah modul
dalam modul PKS. KSS adalah ketosynthase dengan Cys — Ser subtitusi sisi aktif;
KS adalah ketosynthase; AT adalah asetiltransferase; ACP adalah protein pembawa
asil; KR adalah ketoreductase; DH adalah dehidratase; ER enoyl reduktase; TE
thioesterase dan domain diawali dengan "i" adalah mungkin tidak aktif (Nedal, 2007)

F. Mekanisme Biosintesis Herbimycin A
Contoh lain proses biosintesis senyawa kelompok poliketida
adalah pembentukan herbimycin A (Gambar 3.10).
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Herbimisin A Progeldanamisin

Gambar 3.10. Jalur biosintesis Herbimycin A

Keterangan: Pengawalan dari ADHNA sebagai starter unit Ansamycin kemudian diikuti
oleh prosesi PKS melalui 7 unit rantai pemanjangan (modul 1-7) untuk membentuk
progeldanamycin intermediat hipotesis, yang selanjutnya diikuti pembentukan
Herbymicin A melalui serangkaian proses enzimatis PKS (dikutip dari Rascher ef 4/,
2005)

Ada tujuh domain yang menyusun sebuah poliketida sintase
untuk pembentukan senyawa tersebut antara lain:
Asil-transferase (AT) bertanggung jawab untuk memuat starter,
extender dan intermediate asil unit, biasanya asetil-CoA atau malonil-
CoA. Protein pembawa Asil (ACP) memegang 51 rantai yang
sedang tumbuh sebagai ester tiol. [B-keto-asil synthases (KS)
mengkatalis ~ pemanjangan  rantai.  B-keto-reduktase  (KR)
bertanggung jawab untuk reduksi pertama menjadi alkohol yang
fungsional. Dehidratase (DH) menghilangkan air untuk
memberikan thiolester tak jenuh. Enoil reduktase (ER)
mengkatalisis reduksi akhir sampai jenuh. Thiolesterase (TE)
bertanggung jawab melepaskan muatan dan siklisasinya makrolida
(Rascher et al., 2005)

Poliketida disintesis menggunakan satu atau lebih enzim
poliketida sintase (PKS) yang terspesialisasi dan sangat kompleks.
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PKS mempolimerisasi asam-asam lemak menjadi suatu ragam
struktur kimia yang disebut poliketida. Informasi genetik dari 3 gen,
yang diorganisir menjadi 6 modul (setiap modul mengandung
domain fungsional ganda) yang ditentukan setiap 2 unit karbon dari
produk akhir dirakit. Domain fungsional —mengkatalisis
pemanjangan rantai (KS=ketosynthase, AT=acyltransferase; ACP= acyl
carrier protein), mengubah tingkat oksidasi (KR= ketoreductase
DH=dehydratase, ~ ER=enoyl  reductasey  dan  makrosiklisasi
(TE=thioesterase). Modul dalam rantai polipeptida dipisahkan oleh
linker peptida pendek yang memfasilitasi rekayasa genetika untuk
mematikan modul. Interaksi rantai-rantai polipeptida dengan yang
lainnya di dalam urutan yang benar melalui interaksi protein-protein
yang di mediasi secara parsial oleh Znker intermodular dan peptida
linker interpolipeptida kecil. Unit fungsional terakhir yaitu TE
mengkatalisis pelepasan dan siklisasi rantai poliketida (Komaki &
Harayama, 20006).

PKS diorganisir ke dalam unit-unit ulangan atau “mwodule”.
Setiap module bertanggungjawab mengkatalisis satu siklus
lengkap/utuh dari pemanjangan rantai poliketida atau polipeptida
serta modifikasi rantai. Penggunaan teknologi genetika molekuler
memungkinkan dilakukan perubahan jumlah, kandungan atau
urutan module ini, sehingga menyebabkan pula perubahan struktur
molekul sehingga membentuk produk natural yang tidak alamiah
(Hughes, 2003).

Gen yang mengkode PKS telah diidentifikasi dan
dikarakterisasi untuk mempercepat penemuan jumlah senyawa aktif.
PKS tipe I merupakan enzim multifungsi, sedangkan PKS tipe 11
terdiri atas enzim-enzim fungsi tunggal yang berasosiasi untuk
membentuk kompleks seperti pada Gambar 3.11. (Ayuoso ez al.,
2005).
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Gambar 3.11. Gen membentuk modul yang bertanggung jawab terhadap
penggabungan asam amino yang dikenali pada aras protein.

Keterangan: Modul dapat dibagi lagi menjadi domain yang membawa aktivitas katalisitik
untuk aktivasi substrat (Domain A), pembawa kovalen (domain CP), pembentukan
ikatan peptida (Domain C). Modul tanpa domain C digunakan untuk mengawali sintesis
peptida nonribosom, dengan demikian pemuatan C domain tersebut memenuhi syarat
untuk pemanjangan (Dikutip dari: Finking & Marahiel, 2004)

Semua enzim tipe II dan beberapa tipe I merupakan iteratif,
yang berarti bahwa suatu enzim tunggal melakukan rentetan
kondensasi ganda untuk menghasilkan produk poliketida. Akan
tetapi, beberapa produk poliketida memerlukan fungsi terkoordinasi
dari beberapa enzim tipe I di dalam suatu proses pembentukan
secara berurutan (Mayer ¢/ al, 2007). Domain asetiltransferase
menyeleksi starter atau wuit extender, yang kemudian diikatkan secara
kovalen pada pembawa pospopantethein dari domain yang
berdekatan.

Kondensasi unit tersebut pada rantai dilakukan pada sisi aktif
sistein dari domain ketosintase (KS). Rantai poliketida yang
terbentuk biasanya diakhiri oleh suatu domain tioesterase atau
siklase. Domain opsi PKS meliputi c-metilase, ketoreduktase,
dehidratase, dan enoyl reductase. Sebagai contoh, PKS nonreduksi
tidak memiliki domain dehidrase, ketoredukstase, dan enoil
reduktase, dan kemudian menghasilkan poliketida yang dioksidasi
secara penuh (Ketela ef a/, 2002).
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G.Metabolit Actinobacteria Laut (Marine)

Laut merupakan lingkungan yang sangat kompleks dan
menjadi rumah bagi berbagai jenis mikrobia yang memiliki
keragaman akan lingkungan ekstrem seperti tekanan, salinitas dan
suhu. Sekitar 70% permukaan bumi ini ditutupi oleh laut sehingga
beberapa tempat yang menjadi habitat mikrobia belum pernah
dilakukan kajian. Mikrobia laut memiliki kerumitan dan keragaman
bentuk-bentuk kehidupan mikroskopik, yang menurut perkiraan
baru 1% yang diketahui dan berhasil diidentifikasi (Bernan ez a/,
2004).

Selain itu, bakteri laut seperti Actinobacteria ditemukan hidup
berasosiasi secara simbiosis dengan berbagai invertebrata laut
khususnya spon. Kajian menunjukkan bahwa Actinobacteria laut
mendapat perhatian besar karena menghasilkan metabolit dan
fisiologis yang unik. Metabolit tersebut tidak hanya menjamin
kelangsungan hidupnya dalam kondisi ekstrem tapi juga potensi
senyawa yang dihasilkan misalnya antitumor dan aktivitas
farmakologik menarik lainnya yang tidak ditemukan pada mikrobia
teresterial (Piel, 2004).

Menjelang seperempat akhir abad ke 20, penelitian
Actinobacteria telah dilakukan pada lingkungan laut seperti sedimen
pantai dan laut dalam. Hal ini menujukkan bahwa meski bumi
tertutupi 70% laut, ternyata memiliki keragaman ekosistem yang
besar dan dikenal sebagai sumber habitat Actinobacteria baru.
Actinobacteria membentuk spora resisten yang dapat tumbuh
kembali setelah dorman selama bertahun-tahun dan hal ini
menguatkan alasan bahwa Actinobacteria laut berasal dari spora-
spora Actinobacteria tanah lalu tercuci masuk ke dalam lingkungan
perairan laut.

Berbagai  senyawa telah dilaporkan  diperoleh  dari
Actinobacteria laut antara lain: Senyawa antitumor dari
Actinobacteria marine strain = Salinispora  arenicola  CNR-005
menghasilkan senyawa kelompok poliketida yaitu Arenicolide. Strain
ini diisolasi dari sampel sedimen yang diambil dari sedimen laut pada
kedalaman 20 m di pulau Guam. Arenicolide A diketahui bersifat
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sitotoksik moderat terthadap cel/ line adenocarcinoma HCT-116 usus
besar manusia dengan nilai ICso 30pg/mL (Williams ez /., 2007).

Senyawa poliketida bisiklik Sa/niketal A dan B juga dihasilkan
oleh strain yang sama menghambat penginduksi tumor saluran
kencing dengan 1Cso 1,95ug/mlL sehingga dapat digunakan sebagai
kemopreventif karsinoma (Williams ez @/, 2007). Struktur kimia
senyawa tersebut dapat dilihat pada Gambar 3.12.

H3C._ O
TS
\lmn" .‘."’I’CH:,
Saliniketal A, R=H Arenicolide A, R=
CH;
Saliniketal B, R=OH Arenicolide B, R=
H

Chalcomycin R=H  Chalcomycin B, R= COCH,CHj;

Gambar 3.12. Struktur kimia senyawa Saliniketal, Arenicolide dan
Chalcomycin

Senyawa dilaporkan oleh (Wu ez a/., 2007) sebagai senyawa yang
dihasilkan oleh S#reptomyces sp.M491 diisolasi dari pantai Qingdao
(China). Kelompok senyawa yang sama vyaitu chalcomzycin B dihasilkan
oleh Streptomyces sp. B7064 hasil isolasi dari sedimen mangrov di
Hawai. Sebagaimana yang dilaporkan oleh (Kwon e a/., 2006) bahwa
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senyawa tersebut mampu menghambat sintesis protein ce// /line
carcinoma servic Hel a.

Kelompok senyawa poliketida baru yang dinamakan
marinomycin dihasilkan oleh Marinospora sp. CNQ-140 hasil isolasi dari
sampel sedimen yang diambil di Lajolla California (Gambar 3.13).
Senyawa ini dapat menghambat proliferasi sel kanker [LCso 0,2-2,7
uM] terhadap ce// /ine kanker. Marinomycin A diketahui aktif terhadap
cell line melanoma manusia LOX IMVI, M14, SK-MEL-5, UACC-
257 dan UACC-62. Selanjutnya marinomycin B dan C (Gambar 3.14)
diketahui memiliki potensi aktivitas terhadap ce// /ine yang sama
dengan rata-rata aktivitas masing-masing L.Cso 0,9 dan 0,2 uM (Li e7
al., 2005)

Marinomycin A
Gambar 3. 13. Struktur kimia senyawa Marinomycin A

Daryamide A sampai C yang juga merupakan familia senyawa
manumycin (Gambar 3.14 dan Gambar 3.15) diisolasi dari Streptomzyces
strain CNQ-085 bersifat sitotoksik terhadap cell line karsinoma usus
besar manusia (Asolkar ez al., 2000).

CHy CH; CH,

N NN CH;

(o]

Manumycin A
Gambar 3.14. Struktur kimia senyawa Manumycin A
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Gambar 3.15. Struktur kimia senyawa Daryamide

Salinispora pacifica CNS-237 yang diisolasi dari pulau Palau,
Samudera Pasifik diketahui menghasilkan 4 senyawa poliketida baru
yaitu Salinipyrone (A-B), dan Pacificanone (A-B).

CHy CHy CHj3 CHy CHs
H NS S OH NN
[ T s
HaC Hy  Hs Hgf CHy
[o] o OH
Salinipyrone A Sahmpyrone B
CH CH CH CHsy CHs
30H 3 3
ENGFN w\ ~
Hs CHy
(o]
Pacificanone A Pacificanone B

m(ﬂmi/@}
e et

Nonactin
Gambar 3.16. Struktur kimia Salinipyrone, Pacificanone, Nonactin

Keempat senyawa tersebut menunjukkan aktivitas biologik
terhadap sel kanker usus besar sebagaimana yang dilaporkan oleh
(Oh et al., 2008). Isolat lainnya yang diperoleh dari sampel sedimen
laut dalam di barat Samudera Pasifik dan diberi kode S#repromyces sp.
KORDI-3238 diketahui menghasilkan nonactin (Jeong et al., 2000).

Poliketida aromatik yang disintesis oleh PKS tipe II dan
selanjutnya dibagi menjadi kelompok struktural yang berbeda seperti
anthracycline, —angucycline, dan  tetracycline. Salah satu  kelompok
anthracycline adalah komodoguinone A-B  yang dihasilkan oleh
Streptomyces sp. KS3 (Itoh et al., 2003). Senyawa lainnya adalah
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chartreusin yang diisolasi dari strain Streptomyces sp.QD518 yang
ditemukan di Quinadao China. Chartrensin merupakan senyawa
poliketida aromatik glikosilat (Wu ez a/., 2000).

] OH
Hsy
I

i
O ©O OH OH
HsC 07 on

oH N(CH3)2

Komodoquinone A

Chartreusin

Gambar 3.17. Struktur kimia Komodoquinone dan Chartreusin
Senyawa lainnya yang dihasilkan oleh Actinobacteria adalah
tetracenomycin. - D dan  resistomycin - oleh  Streptomyces  sp.B8005
sebagaimana yang dilaporkan oleh (Kock et al., 2005).

R. ,CHs

o HO. (o]
HO. OH
OH O OH CHj OH O OH

Tetracenomycin D Resistomycin
Gambar 3.18. Struktur kimia Tetracenomycin dan Resistomycin

Struktur kelompok angucycline yang juga dihasilkan oleh
Actinobacteria, strain CNH990 dinamakan marmycn A dan B.
Senyawa lainnya adalah griseorhodin A yang diisolasi dari Streptomyces
sp.JP95 yang berasosiasi dengan _Aplidium lenticulum di pulau
Queensland Australia (Tresselt et al., 1978).
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Marmycin A, R=H Griseorhodin A
Marmycin B, R= Cl
Gambar 3.19. Struktur kimia senyawa Marmycin dan Griseorhodin

Kelompok Senyawa Peptida Non Ribosom (NRPS)

Sintesis peptida nonribosomal juga membutuhkan paling tidak
3 protein. Domain A menyeleksi asam amino lalu mengkatifkan
asam amino tersebut menjadi asil adenilat, seperti halnya aa-
tRINAsintetase, tetapi secara struktural tidak terkait dari kelompok
enzim ini. Asam amino yang teraktivasi tersebut kemudian ditransfer
ke PCP, yang dianggap memiliki fungsi yang mirip dengan tRNA
karena sebagai unit transpor pada intermediat teraktivasi. Domain C
yang pada langkah akhir mengkatalisis pembentukan ikatan peptida.
Hal ini dianggap bahwa enzim ini memiliki sisi akseptor untuk
nukleofil dan sisi donor untuk elektrofil yang jika dibandingkan
dengan istilah dari fungsi tersebut menunjukkan beberapa analogi
terthadap sisi A dan P pada ribosom. Akan tetapi kedua sintesis

peptida tersebut memiliki perbedaan yang sangat berbeda.
Gen NRPS

P e e T W(FOG DG D

Al A2 A3 A4 A5 A6 AT A8 A9 Al10

Adenilasi Thiolasi

700 nt ~{ ATR
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Gambar 3.20. Gen NRPS dan primer PCR degenerated target terhadap
gen NRPS pada sekuen dari Actinobacteria.

Sintesis peptida melalui ribosom memiliki tingkat keakuratan
dalam metabolisme primer karena adanya mekanisme baca ulang,
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sedangkan pada sistem nonribosomal tidak ditemukan. Demikian
pula jumlah asam amino hanya 20 sebagai kerangka pembentuk
protein, namun pada sistem NRPS diketahui sampai saaat ini ada
ratusan. Oleh karena itu ditemukan adanya keragaman struktural
peptida yang dihasilkan oleh sistem NRPS tersebut (Finking &
Marabhiel, 2004)

Selanjutnya beberapa senyawa kelompok peptida yang
dihasilkan oleh Actinobacteria antara lain Actinomycin seperti pada
Gambar 3.21.

Actinomycin
Gambar 3.21. Struktur kimia senyawa Actinomycin

Senyawa kelompok NRPS yang juga dihasilkan oleh
Actinobacteria laut diantaranya Proximicin yang merupakan antibiotik
aminofuran (Fiedler ¢f /., 2008 dan Schneider ez a/., 2008). Senyawa
ini diketahui disintesis oleh sistem NRPS yang dihasilkan oleh
Verrucosispora sp.

Selanjutnya sebagaimana yang dilaporkan oleh (Kanoh ef 4/,
2005) bahwa strain Thermoactinomyces sp menghasilkan senyawa
Mechercharmycin yang merupakan senyawa kelompok NRPS.

Proximicin Mechercharmycin
Gambar 3.22. Struktur kimia Proximicin dan Mechercharmycin
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Micromonospora  sp.L-13-ACM2-092 merupakan strain yang
diketahui menghasilkan senyawa #hiocoraline (Pérez et al., 1997). Strain
ini diperoleh dari hasil isolasi sampel yang dikumpulkan di Samudera
Hindjia.

RCORPET E@%

H; Hy Ry Hy
Arenamide A Piperazimycin A

Gambar 3.23. Struktur kimia Thiocoraline, Arenamide, Piperazimycin

Ditemukan pula 3 senyawa cyclohexadepsipepetida yang
dinamakan arenamida yang dihasilkan oleh strain Streptomyces arenicola
CNT-088 (Azolkar ez al., 2009). Selanjutnya piperazimycin merupakan
hexadepsipeptida siklik yang diidentifikasi dari hasil isolasi strain
Streptomyces sp. Strain CNQ-593 (Miller ez al., 2007).

Senyawa lainnya yang dihasilkan oleh Actinobacteria
merupakan gabungan antara PKS dengan NRPS. Salah satu senyawa
yang merupakan kelompok gabungan ini adalah salinosporamide.
Senyawa ini dihasilkan oleh Streptomyces tropica strain CNB-392 dan
beberapa strain lainnya diketahui juga menghasilkan senyawa yang
sama (Feling ez al., 2003). Lajollamycin yang juga merupakan gabungan
poliketida dan non-ribosomal peptida dihasilkan oleh S#epromyces
nodosus strain NPS007994 (Manam e al., 2005).
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Gambar 3.24. Struktur kimia Salinosporamide dan Lajollamycin
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A. Actinobacteria penghasil senyawa obat

Sejarah menunjukkan bahwa alam merupakan sumber utama
obat yang umum digunakan oleh manusia. Obat asal bahan alam
telah digunakan untuk pengobatan berbagai penyakit pada berbagai
negara. Bahan alam merupakan metabolit sekunder dari organisme
seperti hewan, tumbuhan dan mikrobia.

Banyak bahan alam baik dari darat maupun dari laut telah
digunakan untuk pengobatan infeksi oleh bakteri maupun fungi juga
berbagai infeksi parasit. Mikrobia merupakan sumber paling banyak
dibanding organisme lainnya, misalnya untuk pengobatan penyakit
infeksi  (penicillin, erythromycin, streptomycin, tetracycline,
vancomycin, amphotericin B), Kanker (daunorubicin, doxorubicin,
mitomycin, bleomycin), penolakan transplan (cyclosporin, FK-500,
rapamycin) dan penurun kolesterol (lovastatin dan mevastatin).

ON

Gambar 4.1. Struktur tetrasiklin dan kloramfenicol

Senyawa bioaktif yang digunakan dalam bidang kesehatan
banyak yang diproduksi oleh mikrobia. Pencarian mikrobia terutama
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Actinobacteria menjadi fokus banyak periset. Beberapa genus dari
Actinobacteria yang mampu menghasilkan senyawa antimikrobia
misalnya Frankia sp (Myers dan Tisa, 2004); Actinomadura sp (Kim
et al., 2000; Badji et al., 2000); Nocardia sp (Lemriss et al., 2003).

Saat ini, bakteri asal laut dianggap sebagai sumber potensil
penemuan struktur kimia yang menjanjikan untuk produk
farmakologi. Senyawa asal bakteri tersebut selain memiliki aktivitas
biologik juga menjadi senyawa penuntun untuk penemuan obat-
obatan. Diantara bakteri asal laut tersebut, Actinobacteria
merupakan sumber paling utama yang memiliki daya tarik sebagai
senyawa dengan beragam aktivitas biologis untuk tujuan klinis.
(Fenical and Jensen 20006; Solanki ez a/. 2008; Olano et al. 2009;
Asolkar ez al. 2010; Kekuda ef o/ 2010; Orhan e a/. 2010). Sebagai
contoh, beru-baru ini ditemukan obat yang berasal dari
Actinobacteria yaitu marinomycin A-D yang merupakan kelas baru
poliketida. Senyawa ini diisolasi dari Marinospora dan menunjukkan
aktivitas antibakteri (Gram positif) dan juga patogen yang resisten
obat MRSA dan VRE. Bahkan senyawa ini menunjukkan aktivitas
yang potensil dan aktiivtas selektif tinggi terhadap cell line misalnya
sel melanoma (Fenical ez a/. 2009).

Urauchimycin merupakan anggota kelompok antimycin, yang
diketahui bersifat antifungi (Barrow ef al, 1997). Senyawa ini aktif
menghambat aliran elektron pada rantai respirasi mitokondria.
Antimycin diproduksi oleh Streptomyces yang diisolasi dari
integumen semut attine (Schoenian ez a/., 2011).

Urauchimycin A dan B diperoleh strain S#epromyces sp. yang
diisolasi dari spon laut. Pada tahun 2006, berhasil ditemukan dua
urauchimycin baru yaitu urauchimycin C, diisolasi dari Streptomyces
sp. B1751 asal sedimen laut, sedangkan urauchimycin D, di isolasi
dari Streptomyces sp. AAM21 yang diperoleh dari sampel tanah (Yao ez
al., 2000). Kajian yang dilakukan oleh Imamura dan timnya 1993
mengungkap bahwan urauchimycin A dan B menckan diferensiasi
motfologi C.albicans pada konsentrasi 10 pg/mL.
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B. Lingkungan dan Actinobacteria

Actinobacteria berperan penting di lingkungannya karena
mampu melakukan biotransformasi dan proses metabolisme dalam
kisaran sangat luas (Bentley ez a/, 2002). Populasi Actznobacteria di
alam dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti suhu, pH, kandungan
organik dan kedalaman. Actnobacteria tumbuh pada tanah yang
lembab karena untuk pertumbuhannya memerlukan air. Selain itu
Actinobacteria banyak ditemukan pada permukaan tanah lembab
karena pada daerah ini terdapat kombinasi pH dan kandungan air
yang cocok untuk pertumbuhan. Umumnya S#repromzyces tambuh baik
pada pH yang agak basa, tetapi ada pula pada pH kurang dari 5. Lee
& Hwang, (2002) mendapatkan isolat Actznobacteria dengan kisaran
pH pertumbuhan pada tanah, kelembaban dan kandungan bahan
organik masing-masing 4,0-7,0; 2,0-20 dan 4,0-11,0%.

Lee & Hwang, (2002) mengisolasi berbagai .Actznobacteria pada
tanah-tanah di bagian barat Korea. Jumlah _Actinobacteria yang
ditemukan berkisar antara 1,17x106 — 4,20x10¢ cfu/g kering tanah.
Sebanyak 1510 isolat Actinobacteria telah diisolasi dan sebagian besar
genus Streptomyces. Sementara itu Nishimura ef a/. (2002) menemukan
Streptomyces paling banyak di daerah sekitar perakaran tanaman.
Actinobacteria tidak hanya ditemukan pada habitat tanah, namun juga
pada organisme lain seperti manusia dan hewan.

Selman Waksman pada awal abad ke 20 memiliki sumbangan
besar terhadap penjelasan mengenai ekologi Actinobacteria. Bahkan
dia telah mempublikasi lebih dari 200 paper dan banyak buku yang
terkait banyak mengenai Actinobacteria tanah.

Actinobacteria ditemukan pada habitat yang cukup luas,
misalnya pada tanah-tanah beku di daerah kutub, tanah kering di
gurun, minyak mentah, tanah terkontaminasi logam berat, sedimen
air tawar dan air laut. Umumnya Actinobacteria bersifat sebagai
saprofit dan beberapa yang membentuk asosiasi parasitik maupun
simbiosis dengan hewan maupun tanaman. Penyebaran
Actinobacteria di lingkungan perairan laut dan ekologinya sangat
memegang peranan penting namun belum banyak dikaji.
Actinobacteria menghasilkan spora resisten yang tetap hidup dan
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mampu bertahan selama bertahun-tahun. Hal ini dapat dikatakan
bahwa Actinobacteria yang ditemukan diperairan laut merupakan
spora-spora yang berasal dari lingkungan darat yang telah mengalami
pencucian di lautan.

C.Pertanian dan Actinobacteria

1. Actinobacteria rizosfer

Definisi rizosfer dipertelakan oleh Hiltner pada tahun 1904
sebagai bagian dari tanah yang dipengaruhi oleh akar, dan sebagai
titik sentral terjadinya proses-proses penting terbentuknya nutrisi
tanaman. Pengaruh rizosfer menggambarkan fenomena yang terjadi
sebagai interaksi antara tanah, biomassa dan aktivitas mikrobia yang
meningkat sebagai akibat dari eksudasi senyawa-senyawa yang
dihasilkan oleh akar tanaman (Berg e¢7 a/., 2005). Interaksi yang amat
kompleks tersebut terjadi di dalam rizosfer yaitu, interaksi antara
patogen tanah dan antagonisnya menjadi bagian yang sangat penting
untuk ketersediaan nutrisi dan kesehatan tanaman (Whipps, 2001).

Tanah merupakan habitat kompleks sebagai tempat terjadinya
interaksi berbagai macam bakteri, fungi, protozoa dan alga. Hanya
10% mikrobia tanah yang dapat dikultur sehingga masih terbuka
lebar untuk dipelajari menyangkut tanah sebagai lingkungan untuk
kehidupan mirobia. Mikrobia ditemukan hidup secara bebas atau
menempel pada permukaan partikel-partikel tanah, tetapi sebagian
besar bakteri tanah melakukan interaksi dengan akar-akar tanaman
yang dikenal dengan istilah 7:zosfer. Mikrobia ini biasa dinamakan
Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR).

Rizosfer merupakan bagian dari tanah yang dipengaruhi oleh
akar, dan sebagai titik sentral terjadinya proses-proses penting
terbentuknya nutrisi tanaman. Lynch, 1990 membagi rizosfer
menjadi endorizosfer, rizoplan dan ektorizosfer berdasarkan kaitan
dengan bagian jaringan akar, permukaan akar dan yang berasosiasi
dengan akar. Pengaruh rizosfer menggambarkan fenomena yang
terjadi sebagai interaksi antara tanah, biomassa dan aktivitas
mikrobia yang meningkat sebagai akibat dari eksudasi senyawa-
senyawa yang dihasilkan oleh akar tanaman (Berg ez 4/, 2005).
Interaksi yang amat kompleks tersebut terjadi di dalam rizosfer yaitu,
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interaksi antara patogen tanah dan antagonisnya menjadi bagian yang
sangat penting untuk ketersediaan nutrisi dan kesehatan tanaman
(Whipps, 2001).

Penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi bakteri yang
ditemukan disekitar akar tanaman umumnya lebih besar
dibandingkan dengan tanah disekitarnya. Bahkan jumlah
Actinomyetes rizosfer dapat mencapai dua kali lipat (Crawford ez 4/,
1993) atau tiga kali lipat (Sembiring, 2009) dibandingkan dengan
daerah di luar rizosfer. Hal ini diduga karena daerah tersebut
mendukung laju pertumbuhan dan aktivitas mikrobia yang lebih
tingei dibanding dengan daerah yang jauh dari akar.

Ketersediaan sumber C, N, dan energi yang berasal dari akar
yang berguna untuk mikrobia patogen maupun non-patogen (Lynch,
1983). Meski demikian, maka alasan utama yang dapat diterima
adalah meningkatnya laju ketersediaan senyawa organik terlarut yang
berasal dari eksudasi akar tanaman. Dalam hal ini yang menjadi
tipikal adalah monomer karbohidrat, asam amino dan gula-gula.
Komposisi dan jumlah eksudat akar sangat tergantung pada spesies
tanaman juga kondisi abiotik seperti kandungan air, dan suhu
(Séderberg & Baith 1998).

Mikrobia rizosfer meningkatkan eksudasi akar melalui
pembentukan hormon tanaman atau secara langsung melalui
kerusakan fisik akar (Grayston e# al., 1996). Secara umum, rizosfer
kaya nutrisi secara alami melakukan kolonisasi oleh kemanfaatan
bakteri dan fungi patogen yang berpengaruh pada pertumbuhan,
perkembangan dan produktivitas tanaman. Beberapa interaksi antara
bakteri, fungi dan akar dapat memberi manfaat, kerugian atau
pengaruh netral terhadap tanaman yang sangat tergantung pada tipe
interaksi simbion serta kondisi tanah (Smolander & Sundman, 1987)

Actinobacteria  diketahui sebagai kelompok mikrobia yang
tersebar luas di alam dan juga dikenal sebagai saprofit di tanah.
Umumnya Actinobacteria di dalam tanah didominasi oleh kelompok
Streptomyces. Actinobacteria banyak ditemukan di daerah rizosfer
tanaman dan banyak mendapat perhatian karena dapat dimanfaatkan
untuk menghambat pertumbuhan fungi patogen tanaman (Suzuki ez
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al., 2000). Kemampuan menghambat pertumbuhan fungi patogen
tersebut disebabkan oleh senyawa antifungi ataupun enzim-enzim
yang dihasilkan oleh mikrobia ini yang dapat merusak dinding sel
fungi (Getha et al., 2005).

Tumbuhan dan mikrobia diketahui menunjukkan interaksi
yang sangat kompleks dengan lingkungan dengan menghasilkan
produk alami berupa senyawa-senyawa yang sangat bermanfaat
terhadap kelangsungan hidup antar keduanya. Peranan senyawa
tersebut menunjukkan aktivitas biologik yang cukup besar, sehingga
dapat digunakan untuk pengembangan atau proses lebih lanjut untuk
penemuan obat-obatan (Pupo ez al., 2000).

Hasil penelitian yang dilaporkan oleh Ali et al, 2012
menunjukkan bahwa Actinobacteria yang diisolasi pada rizosfer
tanaman kayu putih menunjukkan keragaman dan kemampuan
menghasilkan antifungi. Sebanyak 20 isolat yang umumnya diduga
genus Streptomyces diketahui menghambat berbagai jenis fungi.
Satu isolat yang diberi kode strain GMR22 diketahui menghasilkan
senyawa antifungi dan antibakteri (Gram positif). Senyawa antifungi
yang dihasilkan merupakan kelompok geldanamicin.

2. Actinobacteria endofit

Mikrobia endofit merupakan mikrobia yang hidup di dalam
jaringan tumbuhan selama periode tertentu dari siklus hidupnya.
Endofit membentuk koloni dalam jaringan tanaman tanpa
membahayakan inangnya. Dalam suatu jaringan tanaman dapat
ditemukan beberapa jenis mikrobia endofit yang memiliki asosiasi
dengan tumbuhan seperti mutualisme.

Beberapa peneliti membuktikan bahwa penyakit yang
disebabkan oleh fungi, bakteri, virus dan bahkan beberapa kerusakan
yang disebabkan oleh serangga atau nematoda dapat dicegah dengan
cara melakukan inokulasi endofit pada tanaman (Kerry, 2000; Sturz
et al., 2000; Ping & Boland, 2004; Berg & Hallmann, 20006). Asosiasi
mikrobia pada tanaman telah dilaporkan antara lain: pada kelompok
Actinobacteria seperti Saccharopolyspora endophytica sp. nov berhasil
diisolasi dari akan tanaman Maytenus austroyunnanensis, suatu jenis

tanaman obat tradisional di Chinese (Qin e a/. 2008). Ezra ez al. 2004
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berhasil mengisolasi Actinobacteria dari tumbuhan semacam anggur
(Monstera sp.) yang menghasilkan coronamycin yang menunjukkan
aktivitas penghambatan terhadap fungi Pythiaceous. Senyawa
tersebut diketahui pula menghambat pertumbuhan jamur patogen
manusia, Cryptococcus neoformans.

Menurut Hasegawa e a/, 2006 Actinobacteria yang hidup bebas
telah digunakan dalam bidang pertanian untuk menghasilkan
senyawa pemacu pertumbuhan seperti auksin dan giberellin.
Demikian juga dengan Actinobacteria endofit memiliki kemampuan
menghasilkan berbagai metabolit termasuk promotor pertumbuhan
tanaman, antibiotik, enzim hidrolitik. Senyawa bioaktif berupa IAA
(Indol-3-Acetic Acid) yang dihasilkan oleh Actinobacteria dapat
memicu pertumbuhan tanaman. IAA berfungsi sebagai pengatur
proses fisiologis tanaman.

CH, COOH

N
H

Gambar 4.2. Struktur kimia auksin, indole-3-acetic acid

Auksin merupakan kelompok senyawa cincin indol yang
memiliki kemampuan meningkatkan pertumbuhan tanaman dengan
cara memicu pemanjangan sel, inisiasi akar, perkecambahan dan
pertumbuhan biji. Senyawa ini juga menekan pertumbuhan akar
tetapl memacu pertumbuhan rambut akar sehingga meningkatkan
kemampuan tanaman menyerap nutrisi tanah. Selain itu ada
beberapa proses perkembangan yang disebabkan oleh pengaruh
auksin, misalnya perkembangan embrio dan buah, organogenesis,
diferensiasi jaringan pembuluh dan tropistik (Paciorek ez al., 2000;
Dobbelaere ef al., 1999; Bennett ez al.,1998).

Diperkirakan  sekitar 80%  bakteri  rizosfer ~mampu
mensekresikan IAA. S#eptomyces spp. yang menghuni rizosfer
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berbagai jenis tanaman dianggap sebagai mikrobia penghasil IAA
paling baik.

Hasil penelitian yang dilaporkan oleh Ali ez a/ 2014,
menemukan isolat Actinobacteria penghasil IAA yang diisolasi dari
endofit tanaman ekosistem karst. Sebanyak 15 isolat yang mampu
menghasilkan IAA dengan konsentrasi rendah sampai tinggi (17,65-
89,29 pg/ml). isolat tersebut memiliki keragaman warna seperti
putih, merah, kuning dan hitam.

3. Actinobacteria sebagai Biofertilizer

Kesuburan tanah merupakan salah satu faktor utama dalam
bidang pertanian. Tanah yang miskin hara berperan penting
menurunkan produksi terutama di negara berkembang. Peranan hara
pada budidaya tanaman sangat penting dan terdapat 16 hara penting
yang harus tersedia untuk mencapai target produksi yang diinginkan.
Banyak kajian membuktikan bahwa N, P dan K merupakan unsur
yang membuat tanaman tahan terhadap tekanan lingkungan. Hara
penting seperti N, P, K, Ca,Mg dan S digolongkan sebagai
makronutrien, sedangkan Fe, Zn, Cu, Mo, Mn, B dnd ClI sebagai
mikronutrien.

Penggunaan pupuk kimiawi yang terus-menerus dalam bidang
pertanian menjadi penyebab kerusakan ekologis sistem pertanian.
Penggunaan pupuk kimiawi dalam jangka panjang berpotensi serius
mencemari lingkungan, penurunan kualitas tanah dan ketersediaan
air. Oleh karena itu, berbagai upaya untuk mengganti pupuk kimia
tersebut dengan bahan yang ramah lingkungan seperti biofertilizer
(pupuk hayati). Biofertilizer merupakan pupuk ramah lingkungan
yang tidak hanya mencegah kerusakan sumber alami tetapi lebih dari
iru mampu membersihkan lingkungan dari presipitasi pupuk kimiawi
(Food and Agtricultural Organization, 2008).
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Biofertilizer (Pupuk Hayati)
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Gambar 4.3. Aktivitas mikrobia yang berkaitan dengan biofertilizer

Pupuk hayati mengandung mikrobia hidup hasil seleksi yang
berperan memicu pertumbuhan tanaman melalui mekanisme
meningkatkan ketersediaan kebutuhan hara primer (nitrogen dan
pospor) pada tanaman inang. Pupuk hayati juga berperan
menyediakan hara yang dibutuhkan tanaman dan membantu
meningkatkan kualitas tanah dengan mikrobia alami. Lingkungan
bersahabat ini diciptakan oleh mikrobia untuk mengubah elemen
penting dari bentuk yang tidak terpakai menjadi bentuk yang tersedia
untuk digunakan dalam proses biologik. Pupuk hayati dapat pula
bertindak sebagai penjaga tanah agar udara dan air bersinergi
membuat tanah menjadi kompak dan mencegah erosi.

Beberapa mikrobia digunakan untuk pupuk hayati seperti
kemampuan mengikat nitrogen, pelarut posfat dan mikoriza mampu
mengikat nitrogen atmosferik atau melarutkan posfat di dalam tanah.
Ketersediaan P dalam tanah umumnya sangat rendah karena P
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biasanya terikat menjadi Fe-Posfat dan Al-Posfat pada tanah masam
atau Ca-P [Ca3(PO4)2 pada tanah basa. Posfor di dalam tanah diserap
oleh tanaman dalam bentuk ion ortoposfat terlarut seperti HoaPOq4 1,
HPO42 dan PO43. Secara umum, tingkat ketersediaan ion ini untuk
diserap oleh tanaman meliputi HPO41> HPO43>PO43.
Keberadaan tipe ion ortoposfat tergantung pada reaksi tanah. Pada
kondisi pH rendah 4-5, maka biasanya ortoposfat berbentuk ion
H>POy4 1. Meningkatnya pH maka ion HpO4? diubah menjadi ion
PO4? yang menyebabkan tanah menjadi basa.

Actinobacteria sebagai salah satu mikrobia yang dapat
digunakan untuk pupuk hayati karena mikrobia ini diketahui mampu
menghasilkan senyawa yang dapat melarutkan posfat. Actinobacteria
menghasilkan enzim pospatase dan asam-asam organik yang dapat
melarutkan  posfat. Beberapa peneliti membuktikan bahwa
Actinobacteria mampu melarutkan mineral/hara baik secara 7 vitro
maupun aplikasi secara 7 planta.

Pencarian Actinobacteria pada daerah rizosfer pada beberapa
jenis tanaman di Sulawesi Selatan dan Sulawesi Barat yang dilaporkan
oleh Ali e a/, 2014 menemukan ratusan isolat Actinobacteria dengan
karakter koloni yang beragam. Hasil pengujian kemampuan
melarutkan posfat ditemukan beberapa isolat yang memiliki ratio
hidrolisis posfat tinggi pada uji secara 7 vitro.

Actinobacteria yang diisolasi dari endofit tumbuhan pada
ckosistem karst diperoleh 11 isolat yang menunjukkan aktivitas
pelarut posfat. Satu isolat yang diberi kode SBx menunjukkan
aktivitas pelarut posfat tertinggi dengan nilai ratio hidrolisis sekitar
2, 27 pada ujt in vitro. Isolat dengan kode MRS1 yang diisolasi dari
sampel rizosfer tanaman ubi kayu menunjukkan aktivitas pelarut
psofat yang tinggi seperti tertera pada Gambar 4.4.
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Isolat SBx Isolat MRS1

Gambar 4.4. Isolat pelarut posfat hasil isolasi dari risofer dan endofit
(Dokumen Penulis).

4. Actinobacteria sebagai Biokontrol (Pengendali Hayati)

Banyak laporan peneliti membuktikan bahwa spesies
Actinobacteria memiliki kemampuan secara efektif mengendalikan
perkembangan fungi dan bakteri patogen pada tanaman. Dalam
banyak kasus, tingkat pengendalian hayati yang ditemukan pada
berbagai Actinobacteria baik kajian di laboratorium maupun pada
lingkungan terkontrol lainnya diperoleh indikasi bahwa penggunaan
Actinobacteria bersifat andal dan efektif. Oleh karena itu
penggunaan Actinobacteria untuk pengendalian patogen tanaman
dapat dijakan sebagai alternatif pengganti pestisida kimiawi.

Oleh karena itu, beberapa patogen tanaman berhasil
dikendalikan oleh spesies Actinobacteria, tetapi berbagai upaya yang
dilakukan untuk mengembangkan formulasi pengendalian hayati
tersebut menemui kendala dalam penggunaannya di lapangan.
Untuk mengembangkan Actinobacteria sebagai bahan biokontrol
untuk tujuan komersil, maka konsistensi formula ini harus terus
dikembangkan. Untuk mencapai hal tersebut, maka dibutuhkan
penelitian dalam area yang lebih beragam. Hal ini disebabkan
pengendalian secara hayati memiliki interaksi yang rumit diantara
inang, patogen, antagonis dan lingkungan.
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Kasugamycin merupakan metabolit dari S#reptomyces kasugaensis
yang bersifat antibakteri dan antifungi. Antibiotik ini sifat
toksikologiknya sangat unggul yaitu bertindak sebagai suatu inhibitor
biosintesis protein pada mikrobia, tetapi tidak toksis pada mamalia.
Senyawa ini telah dikembangkan oleh industri kimiawi Hokko yang
memformulasi produk berbahan aktif kasugamycin untuk
pengendalian Pyricularia oryzae penyebab penyakit karat padi dan
penyakit yang disebabkan oleh bakteri Pseudomonas pada tanaman.

Polyoxin B dan D yang diisolasi dari metabolit Streptonyces
cacaoi var asoensis pada tahun 1965 oleh Isono sebagai kelompok baru
fungisida alami. Cara kerja polyoxin yang bagus ini memungkinkan
senyawa tersebut diterima sebagai bahan yang lebih ramah
lingkungan. Senyawa ini bekerja dengan cara menggangu proses
sintesis dinding sel fungi melalui penghambatan secara spesifik kitin
sintase. Polyosin B dapat juga digunakan untuk mengendalikan
beberapa fungi yang merusak buah-buahan dan sayuran, sedangkan
Polyoxin D dipasarkan oleh beberapa perusahan untuk tujuan
pengendalian Rhzzoctonia solani.

Familia Validamycin yang ditemukan oleh peneliti, Takeda
pada tahun 1968 digunakan untuk menghambat trehalase pada sel
fungi. Senyawa ini cukup selektif karena tidak mengganggu aktivitas
fisiologik vertebrata. Senyawa lainnya adalah mildiomycin yang
diisolasi dari Streptoverticillium rimofaciens cukup kuat mengendalikan
penyakit powdey mildew pada beberapa tanaman pangan. Cara kerja
senyawa ini adalah menghambat biosintesis protein fungi.

Contoh utama bahan pengendali hayati dari Streptomyces
adalah Streptomyces griseoviridis. Strain ini diisolasi dari Sphagnum peat
dan dilaporkan digunakan untuk pengendalian patogen tanaman
seperti Alternaria brassicola, Botrytis cinerea Pers., Fusarinm avenaceunm, F.
culmornm, F. oxysporum, Pythium debaryanum, Phomopsis sclerotioides,
Rhizoctonia solani dan Sclerotinia sclerotiorum (Tahvonen and Avikainen
1987).

Streptomyces griseoviridis strain K61 telah digunakan pada nutrien
tumbuh bunga potong, tanaman dalam pot, timun serta berbagai
tanaman sayuran. Bahkan strain ini telah diproduksi dengan nama
MycostopTM sebagai biofungisida berbahan aktif S. griseoviridis
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Suatu mikrobia yang memiliki sifat mampu melakukan
kolonisasi pada akar dipandang sangat ideal digunakan sebagai bahan
pengendali hayati penyakit asal tanah. S. griseoviridis merupakan
contoh baik Actinobacteria yang mampu berkolonisasi pada akar
tanaman. Strain ini bersifat antagonis terhadap mikrobia dan efektif
menghambat penyakit tanaman seperti layu Fusarium, damping-off
pada kol dan penyakit busuk akar timun.

Banyak spesies Streptomyces yang bersifat dekomposer
lignoselulosa dan penghasil antibiotik. Strain dengan dua
kemampuan sekaligus tersebut misalnya mampu mengurai
lignoselulosa dan penghambat fungi patogen akar berpotensi baik
digunakan untuk pengembangan produk pengendali hayati.
(Chamberlain dan Crawford 2000).

Protein yang diproduksi oleh Actinobacteria dapat juga
digunakan sebagai bahan pengendali hayati. Sebagai contoh,
Vernekar ez al., 1999 menemukan penghambat protease alkalin (API)
suatu kelompok baru protein antifungi yang menghambat fungi
titopatogenik seperti Alternaria, Fusarium, and Rhizoctonia. Aktivitas
API terjadi dengan cara menghambat serine alkalin protease dari
tungi, yang sangat diperlukan oleh fungi untuk pertumbuhannya.

Streptomyces violacensniger Y CEDY merupakan salah satu model
yang baik sebagai contoh potensi Streptomyces sebagai bahan
pengendali hayati. Strain diisolasi pada tahun 1990 pada tanah
rizosfer. Strain ini digunakan untuk menekan dumping off pada selada
yang disebabkan oleh Pythium ultinum (Crawtord et al., 1993). Kajian
lebih lanjut menunjukkan bahwa strain ini menghasilkan 3 senyawa
antimikrobia yaitu nigericin, geldanamycin dan suatu fungisida
komplek yang menyerupai senyawa polyene yang disebut AFA (Anz-
Fusarium Activity).

Riset yang dilakukan oleh Ali et al 2015 terhadap kemampuan
actinomycetes yang berasosiasi dengan tumbuhan, terutama markisa
diperoleh beberapa strain streptomyces yang menghambat
pertumbuhan fungi penyebab layu markisa, Fusarium sp. Pengujian
secara in vitro menunjukkan bahwa strain tersebut selain
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menghambat fungi juga menunjukkan kemampuan menghasilkan
senyawa Plant Growth Promoting (IAA).

Hasil uji antagonis antara isolat Actinomycetes terhadap fungi uji
Fusarium oxcysporum f. sp Passiflorae diketahui bahwa isolat Actznonzycetes
EML-D1As menghambat fungi uji sebesar 83%; isolat EML-A1Nj3
(81%); isolat EML-A2P1 (70%); isolat EML-D1A3 66%) dan isolat
Actinomycetes EML-A111 (53%) seperti tertera pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1. Uji antagonis strain Streptomyces spp yang direcovery dari
tumbuhan Markisa ungu
No Kode isolat Diameter zona hambatan (%0)

Fusarium oxysporum

1. EML-DiAs 83
2. EML-AN3 81
3. EMIL-A2Pq 70
4, EML-Di1A3 66
5. EML-A1lL4 53

Pengamatan secara mikroskopik miselium fungi Fusarium:
oxysporum f. sp passiflorae yang diambil disekitar zona hambatan pada
uji antagonis secara in vitro tertera pada Gambar 4.3.
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Gambar 4.3 A. Miselium Fusarium oxysporum [. sp. passiflorae tanpa diberi
strain Streptomyces, B Miselium Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae yang
diberi strain Streptomyces setelah uji antagonis. (Dokumen Penulis)

5. Actinobacteria penghasil pestisida

Berbagai jenis mikrobia seperti fungi, bakteri, nematoda dan
virus yang telah diteliti menunjukkan aktivitas antagonistik terhadap
serangga. Salah satu kelompok bakteri yang memegang peranan
penting dalam pengendalian serangga secara hayati adalah
Actinobacteria.

Selama kurun waktu tahun 1988 sampai 1992 telah ditemukan
lebih dari 1000 metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
Actinobacteria. Berkisar 60% dari insektisida dan herbisida baru
yang dilaporkan justru dihasilkan oleh Streptomyces.

Actinobacteria diketahui memproduksi senyawa yang bersifat
insektisida terhadap lalat rumah Musa domsestica. Mortalitas larva dan
pupa mencapai 90% lebih setelah diberi perlakuan dengan
Actinobacteria (Hussain e a/., 2002). Demikian juga Actinobacteria
diketahui efektif memberantas Culex guinguefasciatus (Sundarapandian
et al., 2002). Chitinase merupakan enzim yang dihasilkan oleh strain
Actinobacteria. Enzim ini mampu memecah struktur Kkitin
polisakarida selama proses molting dari serangga sehingga
dimanfaatkan untuk mengendalikan fungi patogen tanaman.

Menurut  Okazaki,  beberapa  strain  Actinobacteria
menghasilkan herbisida. Herbicidin H merupakan suatu metabolit
yang dihasilkan oleh S#epromyces sp. strain SANK 63997 yang
diisolasi dari daun Sezaria viridis var. pachystachys. Microbispora sp. Strain
SANK 62597 yang diisolasi dari Carex kobomugi menghasilkan g-
glutamylmethionine sulfoximine pada cairan kultur fermentasi.

D.PANGAN DAN ACTINOBACTERIA

Actinobacteria merupakan bakteri yang dapat digunakan dalam
industri pangan (susu probiotik atau yoghurt) seperti: Bifidobacteria.
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Secara alamiah  Bifidobacteria sp merupakan mikrobia yang
mendominasi mikrobiota yaitu mencapai 26% lebih pada orang
dewasa dan 80% pada bayi (sekitar 108 sampai 109 cfu/g). Bakteri ini
memiliki karakteristik Gram positif, bersifat anaerobik, tidak
bergerak (non motil), berbentuk batang tanpa spora. Bakteri ini
memiliki persen G+C tinggi seperti pada anggota Actinobacteria
lainnya yang mencapai 55-67%. Secara umum sel tampak
berpasangan dan membentuk seperti huruf V atau Y (Gambar 4.06).
Secara umum Bifidobacteria sp tumbuh pada kisaran suhu optimal
mencapai 37 sampai 41°C dan pH 6,5-7.

Gambar 4.6. Karakteristik morfologi sel Bifidobacteria sp

Secara fisiologik Bifidobacterinm bersifat sakarolitik dan mampu
menghasilkan asam laktat dan asam asetat tanpa CO.. Bakteri ini
termasuk organisme fastidius (rewel), sehingga tidak dapat tumbuh
di sembarang media. Salah satu media yang dapat digunakan untuk
menumbuhkan Bifidobacterinm adalah agar MRS (de Man, Rogosa and
Sharpe).

Penelitian menunjukkan bahwa Bifidobacteria sp sebagai
probiotik memiliki manfaat yang sangat vital mencegah dan
memelihara gangguan saluran cerna pada manusia atau hewan

(Gambar 4.7)
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Gambar 4.7. Peranan Bifidobacteria pada manusia dan hewan

Bakteri ini pertama kali ditemukan oleh Tissier dari feses bayi.
Bakteri yang ditemukannya tersebut memiliki karakter morfologi
bifid (artinya dapat dibagi menjadi dua bagian oleh sekat tengah),
sehingga kemudian dinamakannya sebagai Bacillus bifidus. Bakteri ini
pernah dimasukkan ke dalam genus Bacillus, Bacteroides, Nocardia,
Lactobacillus, dan Corynebacterium. Pada tahun 1974 bakteri
tersebut dipisahkan menjadi genus baru yaitu Bifidobacteria.

Bifidobacterinm bifidum dominan pada membran mukus di sekitar
usus besar dan saluran vagina. Spesies ini dimanfaatkan sebagai
probiotik yang mampu meningkatkan asimilasi mineral yang penting
untuk kesehatan tulang, contohnya besi, kalsium, magnesium, dan
seng. Kajian menunjukkan bahwa pemberian secara oral B. longum
berkorelasi terhadap peningkatan kekuatan tulang pada tikus model
osteoporesis (Igarashi ez al, 1994). Peningkatan kekuatan dan
kerapatan tulang tersebut diyakini akibat pengaruh peningkatan
absorpsi mineral oleh pengaruh Bifidobacterium. Mekanisme ini
berkaitan dengan peningkatan kelarutan mineral akibat asam lemak
rantai pendek yang diproduksi bakteri. Selain itu terjadinya perluasan
permukaan absorpsi oleh proliferasi enterosit yang dipengaruhi oleh
produk fermentasi bakteri yaitu laktat dan butirat. Hal lainnya adalah
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peningkatan ekspresi calsium  binding  protein. Sementara itu
peningkatan kerapatan tulang disebabkan oleh pembentukan
vitaminseperti C, D, K dan folate yang terlibat dalam metabolisme
kalsium (Scholz-Ahrens e al., 2007)

Bifidobacterium infantis Spesies ini memengaruhi sistem imun
karena mampu menstimulasi agen imunomodulasi seperti sitokinin
dan memiliki efek antibakteri terhadap patogen seperti Clostridium,
Shigella, dan Salmonella.

Bifidobacterinm lactis ditemukan dalam jumlah besar di usus besar
manusia. Spesies ini bermanfaat bagi penderita eksim, serta dapat
meningkatkan imunitas tubuh dengan meningkatkan sel limfosit-T
dan sel pembuluh alami (natural kill cell, NK). Bakteri ini sangat
potensial sebagai probiotik karena tahan asam lambung dan garam
empedu schingga dapat sampai ke saluran pencernaan setelah
dikonsumsi. B. /lactis terbukti bermanfaat meringankan sejumlah
masalah kesehatan termasuk alergi gluten, mengurangi risiko kanker,
meningkatkan sistem pencernaan secara keseluruhan, dan
meningkatkan fungsi sistem kekebalan tubuh.

Bifidobacterinm  longnm memiliki aktivitas antimikroba yang
efektif untuk mengobati diare dan penyakit mewabah lainnya.
Spesies ini juga dapat menstimulasi sistem imun dan mencegah
beberapa jenis kanker. Apabila tubuh memiliki Bifidobacterinm dalam
jumlah yang cukup, maka bakteri tersebut dapat menempel pada
usus dan berkompetisi mendapatkan makanan dan tempat untuk
hidup dengan organisme patogen lain. Patogen yang tidak dapat
bertahan akan keluar dari dalam tubuh melalui saluran pencernaan
(Gambar 7.8).

Bifidobacterinm juga dapat hidup di tempat yang tidak ada
oksigen dan di lingkungan asam karena menghasilkan asam asetat
dan asam laktat. Tubuh akan terlindungi dari bakteri lain yang
memerlukan oksigen atau lingkungan basa untuk hidup.
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Gambar 4.8. Mckanisme peran Bifidobacteria pada usus manusia dan
hewan

Gambar 4.9. Produk komersil probiotic Bifidobacterium

Bifidobacterium spp telah dibuat produk komersil dalam bentuk
sediaan cair atau padat. Produk ini biasanya menggunakan bakteri
yang diisolasi dari flora mikrobia manusia atau hewan (Gambar 4.9).
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Biakan dalam produk ini dapat berupa biakan tunggal atau campuran
beberapa spesies.

Bakteri ini juga memiliki beberapa manfaat positif bagi
kesehatan manusia, seperti mampu menghasilkan beberapa vitamin
B-kompleks yang bermanfaat bagi tubuh, membantu pengaturan diet
bagi sebagian manusia yang menderita kondisi liver tertentu, dan
mencegah bakteri yang mengubah nitrat (pada air dan makanan)
menjadi nitrit, yang merupakan penyebab kanker. Mekanisme
lainnya yang disebut carcinogenesis, proses pembentukan kanker
tersebut memiliki hubungan dengan flora usus yang diduga sebagai
konsekuensi pembentukan enzim-enzim oleh bakteri seperti {3-
glucuronidase, azoreductase dan nitroreductase. Enzim tersebut
bertanggung jawab terhadap transformasi procarcinogen menjadi
carcinogen aktif (Picard ez al., 2005).

Ditemukan pula beberapa bukti kuat bahwa bifidobacteria
dapat memproteksi carcinogen pada inang dengan cara mengurangi
pembentukan carsinogen melalui mekanisme penurunan aktivitas
enzim spesifik. Penelitian lain membuktikan bahwa konsumsi susu
termentasi yang mengandung bifidobacterium menurunkan aktivitas
enzim B-glucuronidase dan nitroreductase yang memicu
pembentukan senyawa penyebab kanker pada manusia.
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BAB METODE RISET KERAGAMAN
'] ACTINOBACTERIA

A. Metode Analisis Keragaman Actinobacteria

1. Isolasi Actinobacteria

Bahan penelitian berupa tanah dari daerah rizosfer berbagai
tanaman yang diambil dari beberapa wilayah di Sulawesi-Selatan.
Tanah diambil secara aseptis dengan menggali sedalam 15cm di
sekitar perakaran tanaman ubi kayu lalu dimasukkan ke dalam plastik
untuk dibawa ke laboratorium. Sampel tanah sebanyak 5 g
dimasukkan ke dalam labu etlenmeyer 250 mL. lalu disuspensikan
dengan larutan NaCl faali. Suspensi diencerkan secara desimal
sampai diperoleh pengenceran 10, Sebanyak 0,1 ml dari tiga
pengenceran terakhir diinokulasikan secara sebar pada permukaan
media cawan SCNA yang diberi 100 pg nistatin/mL media. Tiga
pengenceran terkahir dilakukan plating secara pour plate pada
masing-masing media yaitu Starch Nitrate Casein agar terdri atas
[20 g soluble starch; 0,3 g Casein: 0,5 g NaCl; 1 ¢ KNOs3; 0,5 ¢
K>oHPO4.3H20; 0,5 g MgSO4.7H20; 0,01 g FeSO4.7H20; 20 g agar,
1000 mL aquades, (pH media diatur menjadi 7,2-7,4 sebelum
sterilisasi)]. Semua cawan media diinokulasikan pada suhu 35°C
selama 7 hari sampai koloni menunjukkan pertumbuhan yang dapat
dibedakan dengan koloni lainnya. Isolasi mikrobia yang
menunjukkan koloni yang berbeda pada setiap cawan dilakukan pada
media yang sama secara berulang-ulang sampai diperoleh koloni
tungeal yang menunjukkan kemurnian isolat. Isolat yang telah murni

Keragaman Actinobacteria dan Aplikasinya ‘ 93



digoreskan pada media agar miring untuk digunakan sebagai stok
penelitian selanjutnya.

2. Karakterisasi morfologi dan ornamen rantai spora

Actinobacteria yang telah murni dilakukan karakterisasi
morfologi dan fisiologi. Pengamatan morfologi dilakukan dengan
menggunakan metode culture slide, yaitu: 1isolat _Actinobacteria
ditumbuhkan pada medium SNA, selanjutnya pada medium
ditancapkan kaca slide steril pada media dengan posisi kemiringan
45 berdekatan dengan koloni mikrobia. Inkubasi dilakukan pada
suhu 30°C selama 20 hari sampai isolat tumbuh pada kaca slide.
Setelah terbentuk spora, maka kaca slide diambil dan diamati
pembentukan rantai spora dengan menggunakan mikroskop
perbesaran 400X. Untuk memperjelas hasil pengamatan morfologi
dan ornamen rantai spora, maka isolat dilakukan pengamatan dengan
menggunakan SEM (Scanning Electrone Micrograph).

Warna miselium

Isolat ditumbuhkan pada medium Oatmeal agar selama 7-10
hari pada suhu 30°C. Pengamatan warna miselium dilakukan dengan
mengamati secara visual bagian tepi koloni (miselium udara) dan
bagian tengah koloni (substrat miselium) diamati dengan cara
membalikkan petri untuk melihat pembentukan reverse side pigment.
Pengamatan pigmen terlarut dilakukan dengan melihat adanya
pembentukan warna terdifusi medium. Isolat yang menghasilkan
warna terdifusi pada medium dinyatakan sebagai isolat pembentuk
pigmen terlarut sedangkan sebaliknya dinyatakan tidak membentuk
pigmen terlarut.

3. Karakterisasi biokimiawi

Karakaterisasi ~ fisiologis  dari  Actznobacteria  dilakukan
berdasarkan karakteristik penggunaan sumber C, suhu, pH dan
cekaman terhadap NaCl (Shirling dan Gottlieb, 1966) meliputi warna
koloni (color grouping) diamati pada berbagai medium antara lain ISP2,
ISP3, ISP4 dan ISP5, NA, Gzapeks Agar, Bennett Medium,
sedangkan pembentukan pigmen melanoid dilakukan uji pada media
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pepton-extract yeast-iron agar (ISP6) dan Tyrosine agar (ISP7)
(Nishimura ez al., 2000).

Penggunaan sumber karbon dan nitrogen: Isolat
ditumbuhkan pada medium ISP9 (g/L) (sumber karbon 10,0;
(NH4)2SO4 2,64; KHoPO4 2.38; KoHPOy4 5,65; MgSO4.7Hzo 1,0;
CuSO4.5H20 0,1; FeSO4.7H20 0,1; MnCl2.4H20O 0,1; ZnSO4.7H0
0,0015; Agar 15,0; akuades 1,0 liter; pH 6.8 — 7 dalam tabung reaksi
yang diberi sumber karbon atau nitrogen sebanyak 0,1% (w/w).

Sumber karbon dan nitrogen disterilisasi terpisah dengan
menggunakan dietileter sebelum dicampur dengan media tumbuh.
Medium ISP9 dengan sumber karbon dan nitrogen yang berbeda
dibuat media agar miring dalam tabung-tabung reaksi yang bertutup
ulir. Satu perlakuan tabung yang tidak diberi sumber karbon sebagai
kontrol negatif, sedangka 1 perlakuan yang diberi D-glukosa sebagai
kontrol prositif. Selanjutnya isolat ditumbuhkan dengan cara streak
pada permukaan media, lalu diinkubasi selama 20 hari pada suhu
30°C.

Pengamatan dilakukan dengan melihat adanya pertumbuhan
koloni pada media tumbuh pada masing-masing sumber karbon atau
nitrogen berbeda. Masing-masing isolat ditumbuhkan dalam tabung-
tabung reaksi yang dibuat dengan 5 ulangan.

Keterangan  pengamatan  dinyatakan sebagai  berikut:
penggunaan karbon/nitrogen sangat positif dengan tanda (++),
yaitu jika pertumbuhan pada media sumber karbon/ nitrogen satu-
satunya sama dengan kontrol positif (D-glukosa). Penggunaan
karbon/nitrogen  positif/moderat dengan tanda (+), jika
pertumbuhan isolat kurang baik dibanding dengan kontrol positif,
tapi lebih baik dibandingkan dengan medium basal tanpa sumber
karbon/nitrogen.

Penggunaan  karbon/nitrogen meragukan (+/-), jika
pertumbuhan isolat pada sumber karbon yang diuji tidak lebih baik
dibandingkan dengan medium basal tanpa karbon/nitrogen dan
secara tidak nyata lebih sediktit dari kontrol positif. Selanjutnya
penggunaan karbon/nitrogen negatif (-), jika pertumbuhan isolat
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mirip atau tidak tumbuh pada media basal tanpa sumber karbon atau
nitrogen.

Hidrolisis pati, dilakukan dengan cara menumbuhkan isolat
pada medium S7arch agar dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 7
hari. Selanjutnya media digenangi dengan larutan J-KJ dan diamati
terjadinya zona jernih disekitar koloni yang menunjukkan adanya
hidrolisis pati.

Hidrolisis gelatin, dilakukan dengan cara menumbuhkan
isolat pada medium Nutrien Gelatine agar pada tabung reaksi dan
diinkubasi pada suhu 30°C selama 7 hari. Isolat diinokulasi secara
tusukan (s7zb) pada media tegak, lalu diinkubasi selama 4-5 hari pada
suhu optimum. Setelah inkubasi, diamati terjadinya pencairan
gelatine setelah dimasukkan ke dalam refrigator selama 2 jam.

Hidrolisis casein, dilakukan dengan cara menumbuhkan
isolat pada medium Casein agar steril yang telah ditambahkan skim
milk yang telah dipanasi pada suhu 115 selama 10 menit. Media
dituang ke dalam cawan petri dan biarkan memadat, lalu diinokulasi
isolat secara gores. Pengamatan terbentuknya zona bening disekitar
koloni isolat yang menunjukkan terjadinya hidrolisis casein.

Hidrolisis Tween, media peptone agar disterilisasi terpisah
dengan tween-80 yang telah diatur menjadi pH 5,4. Isolat
diinokulasikan secara goresan, lalu diinkubasi selama 7 hari pada
suhu 30°C, lalu diamati perubahan media menjadi warna pink
menunjukkan terjadinya hidrolisis tween.

Uji produksi melanin, pengujian ini digunakan untuk
menentukan apakah suatu isolat menghasilkan pigmen melanin atau
tidak. Pengujian dilakukan dengan menggunakan media ISP7 agar
miring (g/L) (gliserol 15; L- tyrosine 0,5; L-aspargine 1,0; KoHPO4
(anhidrat) 5,0; MgSO4. 7TH20 5,0; NaCl 5; FeSO4. 7H20 0,1; larutan
trace garam 1 ml; agar 20; akuades 1,0 liter; pH 7.0. Langkah yang
dilakukan adalah: isolat diinokulasi pada tabung reaksi yang berisi
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media tersebut diatas dengan cara goresan (digunakan kultur yang
berumur kurang dari 3 minggu, kecuali isolat yang lambat
membentuk spora). Pengamatan produksi melanin dilakukan setelah
inkubasi 2 atau 4 hari pada suhu 30°C, media yang tidak diinokulasi
isolat (gunakan sebagai kontrol). Pembentukan pigmen coklat
kehijauan atau coklat tua yang terbentuk pada media dinyatakan
sebagai positif (+) dan negatif (-) jika tidak terbentuk warna tersebut.

Ketahanan terhadap senyawa kristal violet, isolat diiokulasi
pada medium ISP2 cair yang mengandung 0 sampai 0,01g/L kristal
violet. Selanjutnya isolat diinkubasi selama 10 hari pada suhu 30°C.
Pengamatan dilakukan dengan melihat adanya pertumbuhan pada
masing-masing konsentrasi kristal violet. Isolat yang mampu tumbuh
pada konsentrasi tertinggi dinyatakan sebagai isolat tahan terhadap
kristal violet pada konsentrasi tersebut.

Ketahanan terhadap senyawa NaCl, isolat diiokulasi pada
medium ISP2 cair yang mengandung 0 sampai 15g/L NaCl.
Selanjutnya isolat diinkubasi selama 10 hari pada suhu 30°C.
Pengamatan dilakukan dengan melihat adanya pertumbuhan pada
masing-masing konsentrasi NaCl. Isolat yang mampu tumbuh pada
konsentrasi tertinggi dinyatakan sebagai isolat tahan terhadap NaCl
pada konsentrasi tersebut.

Ketahanan terhadap senyawa lizosim, isolat diiokulasi pada
medium ISP2 cair yang mengandung O sampai 0,1g/L lisozim.
Selanjutnya isolat diinkubasi selama 10 hari pada suhu 30°C.
Pengamatan dilakukan dengan melihat adanya pertumbuhan pada
masing-masing konsentrasi lisozim. Isolat yang mampu tumbuh
pada konsentrasi tertinggi dinyatakan sebagai isolat tahan terhadap
lisozim pada konsentrasi tersebut.

Ketahanan terhadap senyawa fenol, isolat diiokulasi pada
medium ISP2 cair yang mengandung O sampai 1g/L fenol.
Selanjutnya isolat diinkubasi selama 10 hari pada suhu 30°C.
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Pengamatan dilakukan dengan melihat adanya pertumbuhan pada
masing-masing konsentrasi fenol. Isolat yang mampu tumbuh pada
konsentrasi tertinggi dinyatakan sebagai isolat tahan terhadap fenol
pada konsentrasi tersebut

Ketahanan terhadap senyawa natrium telurit, isolat
diiokulasi pada medium ISP2 cair yang mengandung 0 sampai
0,1g/L natrium telurit. Selanjutnya isolat diinkubasi selama 10 hati
pada suhu 30°C. Pengamatan dilakukan dengan melihat adanya
pertumbuhan pada masing-masing konsentrasi natrium telurit. Isolat
yang mampu tumbuh pada konsentrasi tertinggi dinyatakan sebagai
isolat tahan terhadap natrium telurit pada konsentrasi tersebut

Ketahanan terhadap senyawa natrium azide, isolat
diiokulasi pada medium ISP2 cair yang mengandung 0 sampai
0,2g/L natrium azide. Selanjutnya isolat diinkubasi selama 10 hari
pada suhu 30°C. Pengamatan dilakukan dengan melihat adanya
pertumbuhan pada masing-masing konsentrasi natrium azide. Isolat
yang mampu tumbuh pada konsentrasi tertinggi dinyatakan sebagai
isolat tahan terhadap natrium azide pada konsentrasi tersebut.

Ketahanan terhadap antibiotik (mg/L), isolat diiokulasi
pada medium ISP2 cair yang mengandung 5 sampai 100mg/L
antibiotik. Selanjutnya isolat diinkubasi selama 7 hari pada suhu
30°C. Pengamatan dilakukan dengan melihat adanya pertumbuhan
pada masing-masing konsentrasi antibiotik. Isolat yang mampu
tumbuh pada konsentrasi tertinggi dinyatakan sebagai isolat tahan
terhadap antibiotik pada konsentrasi tersebut.

Optimasi pH pertumbuhan, isolat diiokulasi pada medium
ISP2 cair yang telah diatur pHnya dari 3 sampai 12. Selanjutnya isolat
diinkubasi selama 10 hari pada suhu 30°C. Pengamatan dilakukan
dengan melihat adanya pertumbuhan pada masing-masing pH
pertumbuhan. Isolat yang mampu tumbuh pada pH terendah dan
tertinggi dinyatakan sebagai kisaran pH pertumbuhan isolat.
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Optimasi suhu pertumbuhan, isolat diiokulasi pada medium
ISP2 cair yang telah diatur pH optimumnya. Selanjutnya isolat
diinkubasi selama 10 hari pada suhu 0°C sampai 50°C. Pengamatan
dilakukan dengan melihat adanya pertumbuhan pada masing-masing
suhu pertumbuhan. Isolat yang mampu tumbuh pada suhu terendah
dan tertinggi dinyatakan sebagai kisaran suhu pertumbuhan isolat.

4. Analisis Molekular Isolat

Isolat terpilih dilakukan ekstraksi genom sebelum dilakukan
amplifikasi gen PKS dan gen 16S rRNA. Isolat ditumbuhkan pada
medium TS broth selama 24 jam pada suhu 35°C pada shaker
inkubator. Biomassa diunduh dengan menggunakan sentrifugasi
pada kecepatan 5.000 rpm selama 20 menit. Pellet yang diperoleh
dicuci dua kali dengan aquabides. Selanjutnya pellet tersebut
digunakan untuk ekstraksi DNA dengan mengikuti langkah sebagai
berikut: sampel dicampur dalam 800 pL larutan lisis cair (100
mmol/L Tris-HCl, pH7; 20 mmol/L. EDTA; 250 mmol/L NaCl;
2% m/v SDS; 1 mg/mL Lysozime), 5 pL larutan 50 mg/mL RNAse
ditambahkan, selanjutnya suspensi diinkubasi pada suhu 37°C
selama 60 menit. Setelah itu ditambahkan 10 pL larutan proteinase
K (50 mg/ml) dan larutan lisis diinkubasi pada suhu 65°C selama
30 menit. Lisat diekstraksi dengan fenol dengan volume yang sama
dan disentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm selama 10 menit.
Lapisan cairan (supernatan) diekstraksi kembali dengan fenol (50%-
50%v/v), kemudian dengan kloroform (50%-50%v/v). DNA
diperoleh dari fase cair melalui penambahan NaCl (150 mmol/L
konsentrasi akhir) dan 2 kali volume etanol 95% v/v dingin sebelum
disentrifugasi. Presipitat DNA dibersihkan dengan 50 pL etanol
70% v/v, lalu disentrigasi (13.000 rpm 10 menit), diresuspensi
dengan 50 pL buffer TE (10 mmol/L Tris-HCI pH 7,4; 1 mmol/L
EDTA, pH 8) dan disimpan pada suhu —20°C. Kemurnian larutan
DNA dichek dengan menggunakan spektrofotometer pada Azgo dan
A280 nm.
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Amplifikasi sekuens gen PKS dan 16S rRNA

Sekuen gen PKS diamplifikasi dengan menggunakan primer
KI1F (5’TSAAGTCSAACATCGGBCA3), MO6R
(5’CGCAGGTTSCSGTACCAGTAD), sedangkan gen 16S rRNA
diamplifikasi dengan menggunakan primer 27F
(5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) dan 1492R
(5’GGTTACCTTGTTACGACTT-3’). Kondisi termal siklus diatur
sebagai berikut: denaturasi DNA target pada suhu 950C selama 3
menit dilanjutkan dengan 30 siklus pada suhu 940C selama 1 menit,
annealing primer pada suhu 560C selama 1 menit (untuk gen PKS),
dan suhu 570C (untuk gen 16S rRNA) dan ekstensi primer pada suhu
720C selama 5 menit. Pada akhir siklus, reaksi pencampuran diatur
pada suhu 720C selama 5 menit dan selanjutnya didinginkan pada
suhu 40C. Hasil amplifikasi PCR dideteksi dengan menggunakan gel
elektroforesis agarosa dan divisualisasi dengan UV flouroscen
setelah diberi warna dengan etidium bromida.

Data sekuen gen PKS dan 16S rRNA isolat terpilih dilakukan
alignhment sequence dengan menggunakan program CLUSTAL-X
versi 1.6 (Thompson et al.,, 1997). Pohon filogeni dikonstruksi
dengan membandingkan sekuen gen yang diperoleh dari Genebank
DNA database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Pohon filogeni
dikonstruksi dengan menggunakan program Phylip versi 3.5 dengan
algoritma neighbour joining (Saitou & Nei, 1987). Pohon filogeni
divisualisasi dengan program Treeview. Posisi akar pada pohon
tanpa akar (unrooted) ditentukan berdasarkan metode neighbour
joining. Selanjutnya matrik similaritas dan perbedaan jumlah
nukleotida gen ribosomal antar tipe spesies dari database dianalisis
dengan program Phydit (The Phylogenetic Moleculaer Sequences
Editor) versi 3,0 (Chun, 1999).

B. Keragaman Actinobacteria dari Rizosfer Tanaman

Tanaman ubi kayu

Hasil  isolasi  actinobacteria  dianalisis ~ keragamannya
berdasarkan kategori perbedaan warna dan morfologi koloni. Isolat
tersebut diberi kode berdasarkan lokasi sampling (Tabel 5.1)
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Tabel 5.1. Isolat kelompok Actinobacteria rizosfer tanaman ubi kayu

No Kode sampel Jumlah Isolat
1 TKLR3 3
2 TKLR1A 2
3 TKLR1B 4
4 PTLS2 1
5 SDRI1 2
6 SDR2 3
7 GW1 4
8 GW3 0
9 PRG2 3
10 PRG3 2
11 PR1 3
12 PR2 2
13 LRPG 2 3
14 PGKP1 4
15 JNPT1 2
16 JNPT2 1
17 MRS2 1
18 SKG 1 4
TOTAL 50

Terdapat 50 isolat yang menunjukkan karakter koloni dan
warna yang berbeda yang diperoleh dari rizosfer tanaman ui kayu.
Perbedaan tersebut diduga sebagai perbedaan genus atau spesies.
Secara umum, warna koloni yang ditemukan cukup variatif yaitu
merah, hijau, coklat, kuning dan putih. Namun secara umum warna
putih lebih dominan dibanding warna lainnya. Diduga genus yang
diperoleh umumnya kelompok St#reptonzyces spp.

Tanaman Markisa
Keragaman actinobacteria pada tanaman markisa ditunjukkan
pada Gambar 5.1 berikut. Tampak bahwa rizosfer markisa
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khususnya markisa ungu menunjukkan keragaman tinggi pada
kelompok actinobacteria anggota Streptomyces spp. Hal ini
ditunjukkan oleh beragamnya warna dan kenampakan koloni yang
tumbuh pada media yang sama. Hasil membuktikan bahwa daerah
rizosfer tanaman markisa di dominasi oleh kelompok Streptomyces
dengan ragam strain atau bahkan mungkin ragam spesies. Kehadiran
mikroba pada daerah perakaran tanaman menjadi faktor penting
dalam proses pertumbuhan tanaman. Beberapa tanaman mengambil
keuntungan baik secara langsung maupun tidak terhadap metabolit
mikroba tersebut.

Gambar 5.1.Isolat Acznobacteria yang di isolasi dari rizosfer tanaman
markisa ungu (Passiflora edulis)
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Tanaman karst

Keragaman Actinobacteria pada tanaman yang tumbuh pada
ckosistem  karst juga ditemukan cukup tinggi khususnya
Actinobacteria penghasil senyawa pemacu tumbuh (hormon) seperti
IAA. Hal ini menunjukkan bahwa potensi sumber mikroba pada
tanaman untuk diterapkan sebagai agen penghasil senyawa yang
bermanfaat bagi pengembangan bioteknologi tanaman cukup
potensil. Keragaman Actinobacteria yang diisolasi pada tanaman
karst tersebut tertera pada Tabel 5.2
Tabel 5.2. Keragaman Actinobacteria pada tanaman ekosistem karst
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Selanjutnya isolat yang memiliki kemampuan menghasilkan
senyawa antibakteri dikarakterisasi berdasarkan karakteristik
morfologi dan ornamen rantai spora. Hasil pengamatan ditampilkan
pada Gambar 5.2 berikut ini.

/ 4 2 g ‘- > - - '\ "' |
P sl | i
Gambar 5.2. .Morfologi rantai spora berdasarkan hasil pengamatan secara
mikroskopik (perbesaran 400X). (A) isolat KMR 1E,, (B) isolat
SDR 2a, (C) isolat SDR 9.9 dan (D) isolat SMT 1

1. Karakterisasi warna miselium isolat

Isolat Actinobacteria selanjutnya dikarakterisasi yang meliputi
kemampuan pembentukan warna miselium pada beberapa medium
pertumbuhan. Isolat terpilih ditumbuhkan pada medium ISP
(International S'treptomyces Project) 1, ISP 2, ISP 3, ISP 4, ISP 5, SCA,
SNA, PDA, NA, TSA, Zcapeks-Dox, dan Bennets Agar medium.
Parameter pengamatan yang dilakukan meliputi karakterisasi warna
koloni, warna aerial miselium dan substrat miselium serta ada atau
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tidak pigmen terlarut (Soluble pigment). Adanya perbedaan warna yang
beragam pada media yang berbeda disebabkan perbedaan
kemampuan dari masing-masing _Actinobacteria dalam mencerna
komponen-komponen media tersebut juga karena perbedaan
kandungan pigmen dalam selnya, sesuai dengan masing-masing
Actinobacteria. Hasil pengamatan karakterisasi warna miselium
disajikan pada Tabel 5.3 berikut.

Tabel 5.3 Karakteristik isolat Actinobacteria pada berbagai media tubuh

Miselium Udara

Miselium Substrat

Soluble
No Medium Kode Isolat Kode_ Warna Kode_ Warna TurrFl,buh Pigment
Harmonika Pengamatan Harmonika Pengamatan (P) (SP)
warna warna

1 ISP1 KMR 1E; RAL 1013 Oyster White RAL 8000 Green Brown + -
SDR 2a RAL 9002 Grey White RAL 2000 Yellow Orange + -
SDR 9.9 RAL 1015 Light Ivory RAL 1002 Sand Yellow + -
SMT 1 RAL 9010 Pure White RAL 1023 Traffic Yellow ++ -
2 ISP2 KMR 1E; RAL 9001 Cream RAL 3005 Whine Red ++ +
SDR 2a RAL 9001 Cream RAL 1003 Signal Yellow ++ +
SDR 9.9 RAL 1012 Lemon Yellow RAL 1012 Lemon Yellow + -
SMT 1 RAL 9010 Pure White RAL 1018 Zink Yellow + -
3 ISP4 KMR 1E; RAL 9003 Signal White RAL 1032 Broom Yellow ++ -
SDR 2a RAL 9003 Signal White RAL 2004 Pure Orange ++ -
SDR 9.9 RAL 1013 Oyster White RAL 1011 Brown Beige + -
SMT 1 RAL 9000 Cream RAL 1000 Green Beige + -
4 ISP5 KMR 1E RAL 1023 Traffic Yellow RAL 1002 Sand Yellow + -
SDR 2a RAL 7030 Stone Grey RAL 7044 Silk Gray + -
SDR 9.9 RAL 1013 Oyster White RAL 1024 Ochre Yellow + -
SMT 1 RAL 9010 Pure White RAL 1006 Maize Yellow + -
5 SCA KMR 1E; RAL1001  Beige RAL 2008 g;fnhgteREd + ;
SDR 2a RAL 9003 Signal White RAL 1032 Broom Yellow ++ -
SDR 9.9 RAL 9002 Grey White RAL 1023 Traffic Yellow ++ -
SMT1 RAL 9010 Pure White RAL 1007 $2{&Tve ++ -
6 PDA KMR 1E; RAL 9001 Cream RAL 1012 Lemon Yellow + -
SDR 2a RAL 1002 Sand Yellow RAL 1006 Maize Yellow ++ -
SDR 9.9 RAL 9001 Cream RAL 1005 Honey Yellow + -
SMT 1 RAL 9010 Pure White RAL 1014 Ivory + -
7 NA KMR 1E2 RAL 1013 Oyster White RAL 3020 Traffic Red ++ -
SDR 2a RAL 9010 Pure White RAL 1007 52?&”&9 ++ -
SDR 9.9 RAL 9001 Cream RAL 1016 Traffic White + -
SMT 1 RAL 9000 Cream RAL 1018 Zinc Yellow + -
8 Oatmeal KMR 1E RAL 1013 Oyster White RAL 1006 Maize Yellow + +
SDR 2 RAL1013  OysterWhite Rl 1007 Chrome + +
SDR 9.9 RAL 1024 Ochre Yellow RAL 1027 Curry + -
SMT 1 RAL 9003 Signal White RAL 7039 Quarts Grey + -
9 TSA KMR 1E; RAL 9016 Traffic White RAL 1006 Maize Yellow + +
SDR 2a RAL 9003 Signal White RAL 8024 Beige Brown + -
SDR 9.9 RAL 1016 Sulfer Yellow RAL 1016 Sulfer Yellow + -
SMT 1 RAL 9010 Pure White RAL 1023 Traffic Yellow + -
10 SNA KMR 1E; RAL 9000 Cream RAL 1003 Signal Yellow ++ +
SDR 2a RAL 7044 Silk Grey RAL 2004 Pure Orange ++ +
SDR 9.9 RAL 9002 Grey White RAL 1018 Zinc Yellow ++ -
SMT 1 RAI9010 Pure White RAL 8007 Fawn Brown + -
11 Czapek’s- KMR 1E; RAL 9016 Sulfer Yellow RAL 7036 Platinum Grey + -
Dox Agar SDR 2a RAL 7032 Pebble Grey RAL 1005 Honey Yellow + -
SDR 9.9 RAL 7035 Light Grey RAL 7044 Silk Grey + -
SMT 1 RAL 9010 Pure White RAL1018 Zinc Yellow + -
12 Bennetts KMR 1E2 RAL 1005 Honey Yellow RAL 1027 Curry + -
SDR 2a RAL 1005 Honey Yellow RAL 1004 Golden yellow + -
SDR 9.9 RAL 1016 Sulfer Yellow RAL 1016 Sulfer Yellow + -
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SMT 1 RAL 9010 Pure White RAL 1017 Saffron Yellow +

Keterangan:

++ : Pertumbuhan isolat sangat baik

+  : Pertumbuhan isolat baik/positif adanya soluble pigmen
: Isolat tidak tumbuh/negatif adanya soluble pigmen

Semua isolat Actznobacteria yang diperoleh pada tegakan
tersebut diduga adalah genus S#reptomyces spp. Kesimpulan ini
diperoleh dari hasil pengamatan morfologi koloni dan morfologi sel
secara mikroskopik. Meski karakter ini tidak dapat membedakannya
dengan kelompok lain seperti Kitatospora dengan Streptomyces, namun
perbedaan morfologi keduanya harus dilakukan analisis dinding sel
untuk menentukan perbedaan tersebut. Lee dan Hwang (2002)
mendapatkan 50% dari 1510 _Actinobacteria yang diisolasi dari
berbagai lokasi di Korea adalah S#epromyces spp. Lebih lanjut
dilaporkan oleh Lemriss e a/ (2003) bahwa genus Streptomyces
merupakan genus yang paling dominan dari semua sumber
Actinobacteria yang mencapai 49% dari 54 isolat menunjukkan
aktivitas sebagai antifungi. Dominansi populasi yang ditunjukkan
oleh Actinobacteria khususnya genus Streptomyces spp disebabkan oleh
kemampuan tumbuh yang cepat dan memiliki keragaman metabolit
sehingga mampu melakukan adaptasi dan kompetisi di lingkungan
atau habitatnya. Selain itu Actinobacteria memegang peranan penting
dalam siklus karbon dan mampu tumbuh pada konsentrasi senyawa
berkarbon rendah (Rifaat, 2003).

5. Analisis Molekular Actinobacteria

Analisis gen 16S rRNA isolat

Karakterisasi pendahuluan melalui pendekatan profile matching,
yaitu karakter kunci sebagai acuan dasar untuk mendeksripsikan
strain/isolat yang digunakan. Isolat Actinobacteria menunjukkan
kesamaan dengan ciri genus Streptomyces sp yaitu Gram positif,
dengan rantai spora spiral. Hasil analisis sekuen gen 16S rRNA isolat
tersebut digunakan untuk melakukan konstruksi filogenetik dengan
membandingkan sekuen gen 16S rRNA dari semua #pe species
anggota genus seperti terlihat pada Gambar 5.3.
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Streptomyces AJ276351
Streptomyces strain B-762 HQ605916
Streptomyces strain SV23 GU143805
48 | Streptomyces strain H171 JX515571
5589 Streptomyces strain GA1-5 AY162126
Streptomyces naquosu EU138467
— Streptomyces atrophaeus AB021181
Streptomyces X60615
100 Actnobacteria Sul-Sel
Streptomyces strain NBIGP7 JF304289
Streptomyces strain GUFBSS253-84 JIN315893
Streptomyces 284588
Streptomyces AB190217
treptomyces brevis EU931557
Streptonzyces strain CA15 GQ355961
Streptomyces strain ZK2 JQ773351
97 Streptomyces strain 22 FJ435215
Streptomyces circulans AY724690
Streptonzyces flexus AB021185
Stireptomyces megaterium D16273
78] o5 Streptomyces halodurans AJ302709
77 S #reptomyces alcalophilus X76436
Streptomyces akibai AB043858
Streptomyces clausii X76440
trepiomyces gibsonii DSM 8722X76446
Streptomyces murimartini AJ316316
99 | 98— Siplomyees agaradhaerens DSM 8721X76445
Streptomyees aidingensis DQ504377
85 100 Streptomyces ubi kayuisoli AB245376
Streptomyces limnophilus AB112717
Streptomyces brevis AB271756
96 — S#repromyces choshinensis AB112713
Streptomyces amylolyticus D85396

50

100

76+ 64

100

79

Bacillus subtilis strain NSP1 JX489606
Bacillus amyloliquefaciens AB681485
93 * Bacillus subtilis strain Aj0807181A-25 HQ727971
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Gambar 5.3. Pohon filogeni yang dikonstruksi berdasarkan algoritma
Neighbour-joining gen 16S tRNA isolat. Angka pada percabangan
mengindikasikan nilai bootstrap (%) dengan 1000 kali replikasi. Jarak skala
mengindikasikan jumlah perubahan yang diharapkan 1 per 100 nukleotida
per posisi sequence gen

Analisis filogenetik menunjukkan bahwa sekuen gen 16S
rRNA isolat tersebut mengelompok dengan genus Streptomyces spp
dan lebih dekat dengan Strepromyces strain NBIGP7 JF304289. Hal
ini memperkuat kesimpulan bahwa isolat terpilih tersebut
merupakan strain dari anggota genus S#reptomyces. Janda dan Abbot,
2007 menyatakan bahwa strain mikrobia diidentifikasi sebagai satu
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spesies jika nilai similaritas sekuen gen 16S rRNA dengan #ype strain
minimal 99%. Analisis similaritas menunjukkan bahwa isolat terpilih
memiliki nilai similaritas dengan #pe strain yang berkerabat kurang
dari 99%.

Berdasarkan jumlah nukleotida yang berbeda antara
Streptomyces akibai ABO43858 dengan Streptomyces alcalophilns X76436
ada 57 dari 1497 nukleotida yang dibandingkan sudah menunjukkan
sebagai spesies baru. Dengan demikian, maka isolat terpilih dapat
dinyatakan status kebaruannya. Adanya perbedaan jumlah
nukleotida 80 yang berbeda diantara 1352 nukleotida yang
dibandingkan dengan  Streptomyces strain  NBIGP7  JF304289
mengindikasikan pula bahwa isolat Actinobacteria yang ditemukan
dinyatakan juga sebagai spesies baru. Streptomyces brevis pertama kali
dideskripsikan pada tahun 1990 (Baek ez a/., 2006) dan diklassifikasi
ulang sebagai spesies baru sebagai Streptomyces dengan genus baru
yaitu Brevibacillus. Selanjutnya ditemukan spesies baru seperti
Streptomyces invocatus (Logan et al., 2002) dan Streptomyces linmophilus
(Goto et al., 2004)

Masih terbatasnya proses karakterisasi yang dilakukan yaitu
analisis fisiologi dan biokimiawi dan sekuen gen 16S rRNA
menyebabkan sulitnya menentukan secara pasti spesies isolat atau
strain tersebut (Angel ez al., 2005; Jurado ez al., 2005).

Pendekatan molekuler untuk isolasi dan karakterisasi
Streptomyces endotit dilaporkan oleh (Zinniel ef al., 2002; Franks ez al,
2006. Komunitas mikrobia yang ditemukan pada akar, batang dan
umbi berbagai varietas tanaman yang dianalisis berdasarkan gen 16S
rRNA menunjukkan keragaman genus seperti  Cellulomonas,
Clavibacter, Curtobacterium, Psendomonas dan Microbacterium.
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BAB METODE RISET ACTINOBACTERIA
Ui PELARUT POSFAT

Kesuburan tanah dan tanaman mempengaruhi hasil produksi
pertanian. Untuk meningkatkan produksi pertanian masih terdapat
banyak kendala dalam kesuburan tanah terutama ketersediaan unsur
hara esensial dalam tanah. Kekurangan fosfor (P) merupakan salah
satu kendala utama dalam produksi pertanian di Indonesia. Masalah
penting dari pupuk P adalah efisiensi yang rendah karena fiksasi P
yang cukup tinggi pada tanah terutama tanah masam. Salah satu
upaya dalam mengatasi ketersediaan P pada tanah terutama tanah
masam adalah pemanfaatan mikrobia (Premono, 1994).

Fosfor merupakan unsur esensial kedua setelah N yang
berperan penting dalam proses pertumbuhan tanaman, serta
metabolisme dan proses mikrobiologi tanah. Fosfor dalam tanah,
70% berada dalam keadaan tidak larut (Ilmer & Schinner, 1995), hal
tersebut sangat berpengaruh terhadap serapan hara lain, khususnya
pada saat unsur P menjadi faktor pembatas (Foth dan Ellis, 1988).
Ketersediaan unsur P dalam tanah ternyata sangat bergantung pada
aktivitas mikrobia dalam tanah, seperti adanya aktivitas dari
kelompok bakteri pelarut fosfat/ BPF (Goldstein, 1986).

Bakteri pelarut fosfat (BPF) merupakan bakteri tanah yang
bersifat non patogen dan termasuk dalam katagori bakteri pemacu
pertumbuhan tanaman. Bakteri tersebut menghasilkan vitamin dan
fitohormon yang dapat memperbaiki pertumbuhan akar tanaman
dan meningkatkan serapan hara (Glick, 1995). Bakteri pelarut fosfat
merupakan satu-satunya kelompok bakteri yang dapat melarutkan P
yang terjerap permukaan oksida-oksida besi dan almunium sebagai
senyawa Fe-P dan Al-P (Hartono, 2000). Bakteri tersebut berperan
juga dalam transfer energi, penyusunan protein, koenzim, asam
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nukleat dan senyawa-senyawa metabolik lainnya yang dapat
menambah aktivitas penyerapan P pada tumbuhan yang kekurangan
P (Rao, 1994).

Hasil penelitian Ali, A et al, 2006 menunjukkan bahwa
beberapa mikrobia tanah yang berhasil diisolasi dari beberapa tempat
di Kabupaten Sidrap berpotensi digunakan sebagai mikrobia pelarut
posfat dan kalium. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kelompok
jamur  Aspergillus sp dan  Penicilliums sp memiliki kemampuan
melarutkan kedua unsur tersebut. Hal ini terlihat dari uji secara
kualitatif pada media tertentu. Hasil yang sama yang ditunjukkan
oleh gensu Bacillus sp dan Pseudomonas sp. Menurut hasil penelitian
Bolton e# al,1992 mikroba yang diinokulasikan kedalam rhizosfer
mereka dapat memberikan dampak positif (mutualisme atau
komensalisme), dampak negatif (parasitisme, kompetisi atau amensalisme)
atau tidak memberikan pengaruh apa-apa (netralisme). BPF
memerlukan karbohidrat dan protein untuk pertumbuhannya yang
diambil dari hasil fotosintat tanaman inangnya.

Integrasi kemampuan untuk mengaplikasikan potensi
penggunaan teknologi rekayasa lingkungan tanah meniru
kemampuan humus menjadi penting dilakukan. Humus merupakan
bahan yang berfungsi sebagai penjerat ion atau hara dalam tanah.
Schmuhl, 2001 melaporkan bahwa kitosan memiliki kemampuan
berikatan dengan logam krom. Sifat interaksi secara kovalen antara
kitosan dengan beberapa logam tersebut bahkan telah diaplikasikan
dalam bidang biomedis (Berger, 2004). Kemampuan menjerat ion
oleh kitosan menjadikan bahan ini perlu dikembangkan sebagai
humus sintetik. Penelitian untuk mencari sumber kitin selain dari
hewan bercangkang seperti udang dan kepiting telah dilaporkan oleh
Ali, A dan Hasri (2006) pada jamur isolat lokal. Kemampuan
mengikat ion tertentu seperti K, P, Mg dan Al telah dibuktikan
melalui konversi membentuk jembatan untuk ion-ion tersebut. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa kemampuan menjerat ion tidak sama
antara semua ion yang diuji (Hasri dan Ali, A, 2007)

Rizosfer ~merupakan lingkungan biologik unik yang
mendukung keragaman mikrobia karena besarnya input senyawa
organik yang dihasilkan oleh akar tanaman dan eksudat akar
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(Merckx ez al., 1987). Lebih lanjut Hasegawa e a/ (2006) menyatakan
bahwa keberadaan _Actinobacteria pada daerah rizosfer justru
memegang peranan penting karena mampu mempengaruhi
pertumbuhan dan asimilasi nutrisi oleh metabolit sekunder yang
dihasilkannya.

Penelitian yang berkaitan dengan isolasi mikrobia pada rizosfer
telah dilaporkan oleh banyak peneliti antara lain kelompok
Actinobacteria (Pandey dan  Palni, 2007; Khamna ez a/ (2009),
sedangkan isolasi fungi daerah rizosfer tanaman kayu putih
dilaporkan oleh Rosruen dan Pornpakakul (2008). Menurut Gheseva
(2002) bahwa daerah rizosfer dipengaruhi oleh banyak faktor seperti
jumlah dan kualitas eksudat yang disekresikan akar pada tanaman
spesies tertentu. Pengaruh eksudat tersebut dapat menstimulasi
ataupun menghambat pertumbuhan mikrobia tertentu tergantung
umur tanaman. Actinobacteria tanah yang mengkolonisasi akar akan
mempengaruhi dan meningkatkan asimilasi besi serta nutrisi tanah
pada tanaman.

Menurut Chamberlain  dan  Crawford (1999) bahwa
Actinobacteria terutama spesies Streptomyces sering bertindak sebagai
komunitas rizobakteri. Beberapa strain mampu menghasilkan
antibiotik baik yang terdapat pada tanah maupun pada dedaunan
tanaman yang bersifat antagonis terhadap fungi patogen. Kompetisi
lainnya dapat pula berupa kompetisi nutrisi melalui proses
pengkhelatan, misalnya pembentukan sidergpore untuk mengikat ion
Fe. Kekurangan ion ini menyebabkan mikrobia lainnya yang
membutuhkan ion tersebut dalam proses metabolismenya dalam
proses pertumbuhan dan perkembangbiakan tidak mampu tumbuh.

A. Pengujian Actinobacteria Pelarut P
Isolat Actinobacteria yang berpotensi melarutkan posfat tak larut
menjadi posfat larut dilakukan seleksi pada medium Pikovskaya
yang terdiri atas [tricalcium phosphate 2,5 g; glucose 13g; (NH4)SO4
0,5 g; NaCl 0,2 g; MgSO4.7H20 0,1 g; KC1 0,2 g; Yeast Extract 0,5
g; MnSO4 trace; FeSO4.7H20 trace; Agar 15 g; pH 7.2 dalam 1000
ml akuades|. Koloni Actinobacteria dan fungi yang menunjukkan
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karakter morfologi berbeda diisolasi kembali sampai murni. Seleksi
dilakukan berdasarkan kemampuan melarutkan P. Isolat yang
menunjukkan kemampuan melarutkan P diberi kode sesuai dengan
sumber site sampling. Isolat murni disimpan pada media agar miring
untuk digunakan pada penelitian selanjutnya.

B. Seleksi kandidat Actinobacteria
Isolat yang diperoleh dilakukan seleksi terhadap kemampuan
dari 3 parameter uji. Untuk kemampuan melarutkan P dilakukan
penentuan rasio antara diameter zona bening dengan diameter
koloni. Isolat yang menunjukkan rasio tinggi pelarut P dipilih untuk
dilakukan berikutnya. Skematis pengujian isolat pelarut P dapat
dilihat pada Gambar 6.1.

Isolat Actinobacteria

Media Pikovskaya

Gambar 6.1. Skematis pengujian mikroba pelarut posfat. Isolat
mikroba ditumbuhkan pada media yang mengandung P tak larut. Isolat
pelarut P jika terbentuknya zona bening disekitar koloni isolat

Gambar 6.2. Hasil uji isolat Actinobacteria pelarut posfat

Beberapa pengujian yang dilakukan antara lain uji sinergi antar
isolat. Isolat yang menunjukkan kemampuan tinggi (rasio besar) diuji
kemampuan sinergi dengan cara menumbuhkan isolat pada 2 sisi
yang berlawanan. Skema pengujian dapat dilihat pada Gambar 6.3.
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Isolat A Isolat B

Gambar 6.3. Skematis pengujian sinergi antar isolat. Isolat sinergi jika
diantara keduanya tidak saling menghambat pertumbuhan.

A B
Gambar 6.4. Hasil uji sinergi antar isolat terpilih (A) tidak sinergis (B)
sinergis

Isolat akan tumbuh ke semua arah dan jika salah satu isolat
mendapat tekanan pertumbuhan yang ditandai dengan terhambatnya
pertumbuhan koloni ke arah isolat lainnya, maka dinyatakan isolat
tidak sinergi, dan sebaliknya. Isolat yang menunjukkan sinergi antar
isolat dicatat untuk dilakukan pengujian berikutnya.

Formulasi pupuk hayati pelarut P

Pupuk hayati dibuat dari bahan aktif isolat Actinobacteria yang
menunjukkan kemampuan melarutkan posfat tinggi dan sinergi antar
isolat lainnya. Proses pembuatan pupuk hayati dilakukan dengan cara
sebagai berikut:

a. Perbanyakan biomassa Actinobacteria
Isolat Actinobacteria terpilih yang menunjukkan kemampuan
dari 3 parameter uji ditumbuhkan dalam cawan petri yang berisi
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media SCA. Isolat berumur 14 hari yang ditandai dengan
terbentuknya spora digunakan sebagai sumber inokulum. Inokulum
dibuat dengan cara mensuspensikan spora Actinobacteria pada
larutan NaCl fis, selanjutnya inokulum dihitung sporanya dengan
metode hitungan langsung (hemasitometer). Sebanyak 1% inokulum
yang berisi 106 spora/ml. diinokulasikan ke dalam 150 mlL. media
SCB dalam labu etflenmeyer 500mL.

Campuran media dengan inokulum diinkubasi selama 2
minggu dalam shaker kecepatan 150 rpm (batch culture). Setelah 2
minggu masa inkubasi, maka cairan hasil kultivasi disentrifuse pada
kecepatan 3000 rpm selama 15 menit. Supernatan dibuang dan pellet
dicuci dengan akuades steril lalu disentrifuse kembali pada kecepatan
yang sama selama 10 menit. Supernatan dibuang, dan pellet
dikumpulkan lalu dikeringkan pada suhu 40°C selama 2 hari dalam
oven. Setelah kering, maka biomassa telah siap digunakan untuk
produksi pupuk hayati Actinobacteria.

Pembuatan pupuk hayati dilakukan dengan cara sebagai
berikut: mencampurkan biomassa Actinobacteria ke dalam bahan
yang terdiri dari abu gosok 70g; tepung tapioka 25%; CaCOs3 1,5%;
Actinobacteria 2,5g berat kering dan gum arab 3% (dari 15% larutan
stok). Semua bahan dicampur secara merata, lalu dibuat adonan
sampai bahan tidak mudah berhambur setelah dikepal. Selanjutnya
dibuat butiran dengan menggunakan alat molem mini plat berputar.
Selanjutnya butiran dikeringkan dalam oven selama semalam pada

suhu 45°C.

6. Aplikasi pupuk hayati secara in planta

Aplikasi secara in planta dilakukan dengan sistem tunggal dan
kombinasi antara kedua terseleksi. Tanaman ubi kayu ditumbuhkan
pada plot yang dibagi ke dalam 9 perlakuan. Aplikasi dilakukan pada
tanaman ubi kayu umur 1 bulan sejak tanam. Perlakuan diberikan
dengan cara menebar pupuk pada sekitar perakaran tanaman. Setiap
tanaman diberi sebanyak 50g disekitar perakaran dengan cara
membenam (bukan ditebar dipermukaan tanah). Respon tanaman
berdasarkan data pertumbuhan dan produksi digunakan sebagai
parameter untuk menyeleksi kandidat setelah 4 bulan masa tanam.
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Analisis data

Analisis data penelitian dibedakan atas dua kelompok yaitu
secara kuantitatif berupa jumlah berat/volume (ug atau mg elemen
dalam tiap berat atau volum) dari pupuk hayati yang dibuat. Analisis
secara statistik untuk mengetahui respon paling tinggi dari tiap jenis
pupuk hayati yang dibuat. Respon tanaman dilakukan dengan
rancangan acak kelompok pola faktorial untuk mengetahui
perlakuan paling signifikan data dianalisis dengan DMRT pada level
kepercayaan 95%.
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Rizosfer merupakan lingkungan biologik unik yang
mendukung keragaman mikrobia karena besarnya input senyawa
organik yang dihasilkan oleh akar tanaman dan cksudat akar
(Merckx ez al., 1987). Lebih lanjut Hasegawa ez a/ (2006) menyatakan
bahwa keberadaan _Ac#nobacteria pada daerah rizosfer justru
memegang peranan penting karena mampu mempengaruhi
pertumbuhan dan asimilasi nutrisi oleh metabolit sekunder yang
dihasilkannya.

Penelitian yang berkaitan dengan isolasi mikrobia pada rizosfer
telah dilaporkan oleh banyak peneliti antara lain kelompok
Actinobacteria (Pandey dan  Palni, 2007; Khamna ez 4/ (2009),
sedangkan isolasi fungi daerah rizosfer tanaman kayu putih
dilaporkan oleh Rosruen dan Pornpakakul (2008). Menurut Gheseva
(2002) bahwa daerah rizosfer dipengaruhi oleh banyak faktor seperti
jumlah dan kualitas eksudat yang disekresikan akar pada tanaman
spesies tertentu. Pengaruh eksudat tersebut dapat menstimulasi
ataupun menghambat pertumbuhan mikrobia tertentu tergantung
umur tanaman. Ac#znobacteria tanah yang mengkolonisasi akar akan
mempengaruhi dan meningkatkan asimilasi besi serta nutrisi tanah
pada tanaman.

Menurut  Chamberlain  dan  Crawford (1999) bahwa
Actinobacteria terutama spesies Streptomyces sering bertindak sebagai
komunitas rizobakteri. Beberapa strain mampu menghasilkan
antibiotik baik yang terdapat pada tanah maupun pada dedaunan
tanaman yang bersifat antagonis terhadap fungi patogen. Kompetisi
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lainnya dapat pula berupa kompetisi nutrisi melalui proses
pengkhelatan, misalnya pembentukan sidergpore untuk mengikat ion
Fe. Kekurangan ion ini menyebabkan mikrobia lainnya yang
membutuhkan ion tersebut dalam proses metabolismenya dalam
proses pertumbuhan dan perkembangbiakan tidak mampu tumbuh.

Banyak mikroba yang telah dilaporkan mampu melarutkan
posfat sehingga digunakan sebagai bahan aktif dalam formula pupuk
hayati. Hasil penelitian yang dilakukan ditemukan beberapa isolat
actinobacteria yang mampu melarutkan P berdasarkan uji secara in
vitro seperti tertera pada Tabel 7.1

Tabel 7.1 Rasio kemampuan melarutkan posfat isolat Actinobacteria pada media
Pikovskaya, masa inkubasi 2 minggu, suhu 37°C

Diameter Diameter Rasio
No Kode Isolat Zona Bening Koloni DZB/DK
(mm) (mm)

1 TKLR 3A 6 3 2

2 TKILR 3B 5 2 2,5
3 TKLR 3C 8 2

4 TKLR 1A 4 2

5 TKLR 1A1 4 2 2

6 TKLR1B1 5 3 1,7
7 TKILR1B2 4 3 13
8 TKLR1B3 6 3 2

) TKLR1B4 0 3 0
10| prrs2 3 2 15
11 | spri 12 3 4
12} spria 0 4

13| spr2A 0 2 0
14| sproB 3 2 1,5
15| sproc 7 3 23
161 Gwia 5 2 2,5
171 GwiB 0 4 0
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18

GW1C 0 3 0
19 GW1D 5 3 1,7
20 GW3A 0 4
21 GW3B 0 2
22| GwiC 4 2
23 GW3D 7 3 23
24| GW3E 7 2 3,5
25 | GW3F 0 3 0
26 | PRG2A 6 3 2
27 PRG2B 5 2 2,5
28 PRG2C 0 4
29 | PRG3D 0 3
30 | PRG3E 0 4
31 PRIA 3 2 1,5
32 PR1B 5 2 2,5
Tabel 3. Lanjutan.......
Diameter Diameter Rasio
No Kode Isolat Zona Bening Koloni DZB/DK
(mm) (mm)
33 PR1C 3 2 1,5
34 | PR2A 0 3 0
35 PR2B 0 4 0
36 | LRPG 2A 5 4 1,25
37 | LRPG 2B 6 3 2
38 | LRPG 2C 4 2
39 | PGKP1A 3 2 1,5
40| pGKP1B 0 4 0
41 PGKP1C 0 3 0
42 | pGKP1D 0 4 0
43 | JNPTIA 7 4 1,75
44 | INPTIB 6 2 3
S | INPTO2C 5 3 1,7
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46 MRS2 4 2
47 SKG 1A 0 1
48 SKG 1B 0 3
49 SKG 1C 5 2 2,5
50 SKG 1D 6 4 1,5

Kemampuan  melarutkan = posfat  pada  kelompok
Actinobacteria mencapai 62% dari seluruh isolat yang diuji (31
isolat), sedangkan rasio pelarutan posfat yang menunjukkan nilai
rasio 2 atau lebih mencapai 38% (19 isolat). Hal ini menunjukkan
bahwa isolat yang diperoleh memiliki kemampuan melarutkan posfat
lebih dari separuh dari total isolat Actinobacteria yang diperoleh.
Dua isolat yang menunjukkan kemampuan melarutkan posfat secara
in vitro yang lebih besar dibandingkan dengan isolat lainnya (rasio
mencapai 4) digunakan sebagai kandidat terpilih.

Hasil uji sinergi antar isolat menunjukkan bahwa semua isolat
yang diujikan memiliki sifat saling menghambat atau tidak sinergi
kecuali 2 kelompok isolat yaitu isolat yang diberi kode SDR 1 dan
TKLR 1 (Actinobacteria) yang tidak saling menghambat. Kedua
isolat tersebut dilakukan pengujian sinergi untuk menentukan isolat
kandidat untuk pupuk hayati. Tiga isolat yaitu SDR1, Sengkang 17
dan Jeneponto II menunjukkan kategori terbaik. Akan tetapi isolat
TKLR 1 menunjukkan adanya kecenderungan menghambat
pertumbuhan JNPT II dan SKG 17. Penghambatan diduga tidak
dilakukan melalui sekresi senyawa antifungi, tetapi kemungkinan
sekresi sideropore. Hal ini ditandai tidak adanya zona hambatan yang
ditunjukkan jika dilakukan uji blok agar.

A. Aplikasi pupuk hayati skala in planta
Aplikasi dilakukan pada lahan terbatas sebagai uji iz planta
terthadap tanaman ubi kayu. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan respon tanaman yang diberi perlakuan pupuk
hayati dan pupuk kimiawi dengan kelompok kontrol (tanpa diberi
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perlakuan). Hasil ini ditandai dengan pertumbuhan vegetatif pada
kelompok perlakuan lebih cepat dibandingkan dengan kontrol.
Jumlah tangkai daun, tinggi tanaman (dari pangkal batang
terbentuknya tunas) dan jumlah tunas menunjukkan bahwa tinggi
tanaman antara kontrol dengan perlakuan berbeda nyata, sedangkan
jumlah tangkai dan jumlah tunas berbeda tidak nyata denga
perlakuan. Hal ini disebabkan oleh singkatnya waktu aplikasi (2
minggu) sehingga data penelitian belum dapat disimpulkan. Meski
demikian, terdapat kecenderungan adanya pengaruh perlakuan
dengan kontrol yang digunakan.

Hasil penelitian ini dapat dianalisis produktivitas tanaman ubi
kayu karena masa tanaman baru mencapai sekitar 2 bulan. Oleh
karena itu, sampai penelitian ini dilaporkan, data produktivitas ubi
kayu belum dapat ditentukan.

Tabel 7.2. Pertumbuhan vegetatif ubi kayu secara in planta yang diberi
erlakuan pupuk hayati, aplikasi selama 3 minggi pertama

Perlakuan Tinggi Jumlah tangkai Jumlah Tunas

tanaman (cm) daun
Kontrol 25,122 7,632 2,122
PH-SDR 1 36,12b 7,782 4,51b
PH-SKG 17 38,78P 8,982 2,092
PH-JNPT II 38,08> 0,972 3,242
PUPUK 38,98b 7,882 3,562
KIMIA

Keterangan: Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang
sama berarti berbeda tidak nyata pada aops
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Gambar 71. Plot percobaan setelah aplikasi 2 minggu secara i planta

Aplikasi pupuk hayati pada skala lapang

Penelitian aplikasi skala lapang terbatas dilakukan pada lokasi
penelitian di 4 kabupaten yang ada di Sulawesi Selatan yaitu Sidrap I,
Sidrap II, Gowa dan Maros. Keempat lokasi penelitian ini memiliki
karakter tanah yang berbeda dengan lokasi lainnya. Karakter tanah
di kabupaten Sidrap I berbatu tapi masih cocok ditanamai ubi kayu
berdasarkan pengalaman masyarakat disana yang memang tanam ubi
kayu. Hal berbeda dengan karakter tanah di kab. Sidrap II yang
berpasir. Hal yang sama juga terlihat karakter tanah di kabupaten
Gowa, meski tidak betbatu/pasir tetapi secara umum karakter
tanahnya coklat tapi kurang subur. Sementara itu karakter tanah di
kabupaten Maros, berpasir dengan warna tanah abu-abu.
Penanaman ubi kayu dilakukan pada awal Maret 2015 untuk Kab.
Gowa dan akhir Januari untuk Kab. Sidrap dan Maros. Lokasi
penanaman didasarkan pada perbedaan karakteristik tanah. Karakter
tanah bermacam-macam antara lain berpasir, bebatuan, coklat dan
abu-abu (Gambar 7.2)
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Gambar 7.2. Lokasi pengambilan sampel penelitian

Pembuatan dan Aplikasi Pupuk HS

Pembuatan pupuk hayati mengacu pada proses yang dilakukan
pada penelitian sebelumnya, meski dilakukan modifikasi. Modifikasi
dilakukan berdasarkan hasil percobaan uji terbatas sebelumnya.
Berdasarkan uji tersebut menunjukkan bahwa penambahan 1 isolat
Actinobacteria penghasil IAA (zat pengatur tumbuh) dan 3 (tiga)
isolat Actinobacteria pelarut posfat mampu meningkatkan
pertumbuhan vegetatif tanaman ubi kayu hampir 2x lipat dari
kontrol.

Pembuatan pupuk haati yang dihasilkan masih dalam bentuk
pellet (dengan ukuran diameter 2-3 mm). Pupuk hayati yang

dihasilkan berwarna abu-abu seperti tertera pada Gambar 7.3.
T

Gambar 7.3. Pupuk hayati hasil rakitan yang digunakan dalam penelitian
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Produksi hayati mengacu pada kemampuan produk untuk
mengingat ion-ion penting dalam tanah sebagai pengaruh dari
pelarutan senyawa oleh isolat. Pupuk yang dihasilkan merupakan
paduan antara arang sekam sebagai core dan kitosan dan hidrotalsit
sebagai pengingat. Hasil pengujian menunjukkan bahwa ketiga
bahan tersebut dapat dibuat dalam bentuk pelet. Penggunaan
senyawa pengikat gum arabic dan cmc cukup bagus digunakan pada
konsentrasi 8% karena terbentuk pelet yang tidak mudah pecah.
Persiapan lahan untuk uji coba pada masing-masing daerah tertera
pada Gambar 7.4. Lokasi penanaman yang dipilih adalah sesuai
dengan lokasi tempat budidaya tanaman ubi kayu yang banyak
ditanam masyarakat setempat.

Varietas ubi kayu yang ditanaman menyesuaikan dengan
varietas tiap wilayah penanaman. Lahan penanaman pada minggu
pertama pertumbuhan ubi kayu dapat dilihat pada Gambar 7.5.
Secara umum tanaman ubi kayu pada minggu pertama tampak masih
seragam dalam hal tinggi dan performance tanaman. Daun yang
tumbuh rata-rata 5 tangkai daun untuk setiap tanaman dan tinggi
berkisar 20-25 ¢cm dari pangkal batang tempat tumbuhnya daun

muda.
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Gambar 7.5. Areal enanan ubi kayu ada inggu pama (sebelum aplikasi
pupuk hayati)

Penggunaan pupuk hayati dilakukan setelah satu sampai dua
bulan masa tanam. Pemberian dilakukan dengan cara mengubur
sedalam 10-15 cm di sekitar perakaran (Gambar 7.6). Pemberian
pupuk hayati yang tidak seragam antar lokasi tanam karena
perbedaan musim hujan antar daerah yang tidak memungkinkan
aplikasi bersamaan antar satu lokasi dengan lokasi lainnya.

Gambar 7.6. Aplikasi pupuk hayati pada tanaman ubi kayu setelah 2 bulan masa
penanaman
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A. Hasil Pertumbuhan Tanaman Ubi Setelah Aplikasi pupuk
hayati 3 Bulan

Hasil pertumbuhan vegetatif tanaman setelah aplikasi dengan
pupuk hayati pada 3 bulan setelah masa tanam berturut-turut dapat
dilihat pada Gambar 7.7. Tampak bahwa pertumbuhan tanaman
antar satu lokasi penanaman dengan yang lainnya berbeda dalam hal
performance tanaman. Hal ini disebabkan oleh varietas dan jenis
tanah lokasi penanaman yang berbeda-beda. Meski demikian yang
menjadi tujuan dari aplikasi ini adalah untuk mengetahui perbedaan
pertumbuhan vegetatif dan produksi tanaman yang menggunakan
pupuk hayati dengan kontrol.

Gambar 6. Areal penanaman ubi kayu pada 3 bulan (tanpa aplikasi pupuk hayati)
di Kab. Gowa

Gambar 7.7. Areal penanaman ubi kayu pada 3 bulan (setelah aplikasi pupuk
hayati) di Kab. Gowa (A), tidak dibeti pupuk hayati (B)

Tampak bahwa pertumbuhan vegetatif ubi kayu untuk kedua
perlakuan sangat berbeda dalam hal tinggi tanaman. Pertumbuhan
tanaman seperti ditunjukkan pada Gambar 7.7 mencapai rata-rata
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80 cm (sebatas pinggang orang dewasa). Hal berbeda ditunjukkan
oleh perlakuan yang mencapai 170 sampai 180 cm.

Kemampuan isolat-isolat terpilih yang digunakan dalam
formula pupuk hayati tersebut diyakini mampu meningkatkan
ckosistem tanah yang dapat menunjang aktivitas pertumbuhan ubi
kayu. Konsorsium isolat yang memiliki kemampuan melarutkan
posfat, kalium serta penghasil zat pemacu pertumbuhan tanaman
(IAA) menjadi faktor utama respon tanaman tersebut dibandingkan
kontrol.

Produktivitas ubi kayu hasil panen (umur 7 bulan) masa
penanaman menunjukkan hasil yang berbeda antara perlakuan
dengan kontrol (Tabel 7.3). Berdasarkan hasil panen tersebut
diperoleh berat ubi kayu untuk lahan perlakuan berbeda 1 sampai 3,5
ton per hektar dengan lahan kontrol. Hasil penelitian ini
membuktikan bahwa perlakuan bahan pupuk yang diberi
konsorsium Actinobacteria mampu memacu pertumbuhan dan
produktivitas ubi kayu.

Tabel 7.3. .Produktivitas ubi kayu lahan yang diberi perlakuan dan
kontrol

Rata-Rata Berat Ubi Kayu Selisih Rata-
Lokasi (Kg/Ha) Rata
Perlakuan Kontrol Kg)
Kab. Gowa 19.175 17.051 2.124
Kab. Sidrap 1 21.556 18.035 3.521
Kab. Sidrap 11 19.017 18.005 1.102
Kab. Maros 19.945 17.033 2912
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Gambar 7.8. Profil tanaman ubi kayu umur 6 bulan yang tidak diberi perlakuan
(Kontrol) pada lahan pertanaman Kab. Gowa (A), dan yang diberi pupuk hayati

®)

Gambar 7.9. Profil umbi tanaman ubi kayu umur 6 bulan yang tidak diberi
perlakuan (Kontrol) pada lahan pertanaman Kab. Gowa (A); yang diberi pupuk

hayati (B)

Hasil yang sama ditunjukkan pada lokasi berbeda juga terjadi
perbedaan respon pertumbuhan tanaman antara perlakuan dengan
kontrol (Gambar 7.10). Performance pertumbuhan tanaman tampak
berbeda meski ditanam pada lokasi yang sama.

Penanaman yang dilakukan pada setiap lokasi berbeda masa
tanam sesuai dengan kesiapan lahan yang digunakan sebagai lokasi
penelitian. Lokasi penanaman di Kab. Sidrap I dan II lebih dulu
menanam karena persiapan lokasi penanaman lebih awal sesuai
dengan jadwal yang diberikan oleh petani. Hal berbeda ditunjukkan
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oleh Kab. Gowa yang agak terlambat menyiapkan lahan. Hal ini
akibat masa panen tanaman palawija yang belum dilakukan sehingga
menunggu sampai panen berakhir untuk dapat digunakan sebagai
lokasi percobaan penanaman ubi kayu. Selain itu, kesiapan petani
untuk mengolah lahan juga molor dari jadwal yang disepakati.

Gambar 7.10. Profil umbi tanaman ubi kayu yang diberi perlakuan pupuk hayati
7 bulan masa tanam di Kab. Sidrap I (A), tidak diberi pupuk hayati (B)

Gambar 7.11. Areal penanaman ubi kayu pada 5 bulan (setelah aplikasi pupuk
hayati) di Kab. Sidrap II (Tanda panah yang diberi arsir: aplikasi pupuk
hayati)(Tanda panah tidak diberi arsir: kontrol)
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Berdasarkan uji coba yang dilakukan, tampak bahwa tidak ada
perbedaan respon pertumbuhan tanaman terhadap varietas ubi yang
digunakan. Hal yang sama ditunjukkan oleh jenis tanah pada lahan
penanaman ubi juga tidak menunjukkan respon yang berbeda
terthadap pertumbuhan tanaman yang diaplikasi dengan yang
kontrol.

A B

Gambar 7.13. Areal penanaman ubi kayu pada 5 bulan (setelah aplikasi pupuk
HS/MOT) di Kab. Maros (A), tidak dibeti pupuk hayati (kontrol) (B)

Respon pertumbuhan vegetatif tanaman justru berbeda dengan
lokasi penanaman ubi di Kab. Maros. Tampak bahwa antara
perlakuan (aplikasi pupuk hayati) tidak berbeda dengan kontrol.
Kedua tanaman tidak terlihat adanya perbedaan yang signifikan
dalam hal tinggi tanaman. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh
keterlambatan aplikasi pupuk hayati yang dilakukan oleh petani.
Perlakuan diberikan setelah 3 bulan masa tanam. Keterlambatan
disebabkan oleh kesibukan petani menggarap lahan lainnya (Lahan
palawija) sehingga respon positif tanaman tidak tampak. Meski
demikian, diharapkan adanya perbedaan dalam produktivitas
nantinya. Profil produk pupuk hayati berbahan aktif Actinobacteria
terlihat pada Gambar 7.13
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Gambar 7.13. Profil pupuk hayati berbahan aktif Actinobacteria
yang dipacking dalam bentuk padat dan cair
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