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IDENTIFICATION OF ACTINOMYCETES PRODUCING
ANTIBACTERIAL COMPOUNDS BASED ON SCANNING ELECTRON
MICROSCOPE VISUALIZATION AND 16S rRNA DNA-BARCODE

Wahid Herlanda
08041281823107

SUMMARY

Actinomycetes are one of the microorganisms that have commercial value
because of their ability to produce antibiotics. 80 % of antibiotics on the market
today are produced by Streptomyces. Exploration of Actinomycetes from
swampland revealed 19 isolates and 4 isolates of which ACT 8, ACT 10, ACT 11
and ACT 13 had high antibacterial activity against Escherichia coli ATCC25922
and Staphylococcus aureus ATCC25923, based on morphological and
biochemical characterization of the four isolates suspected to be genus
Streptomyces.

In determining the identity of Actinomycetes, microbiologists combined
various components such as morphological, biochemical and genomic characters
in polyphasic studies. The character of the surface ornamentation of
Actinomycetes spores is the key to identify that distinguishes among the species.
Identification of Actinomycetes using DNA-barcoding and adding the ornamental
character of the spore surface were able to determine the type of Actinomycetes
accurately. In this study, antibacterial activity was tested, morphological structure
visualization using Scanning Electron Microscope (SEM) and molecular analysis
using DNA-barcoding 16S rRNA gene, so the identity of the four isolates of
Streptomyces spp. can be known with accurately.

Four isolates of Streptomyces spp. had a strong ability to inhibit the growth
of gram-negative bacteria (E. coli) while against gram-positive bacteria (S. aureus)
ACT 8 had strong abilities, isolates ACT 10, ACT 11 and ACT 13 had moderate
abilities. Four isolates had the same hyphal structure with many branches forming
a complex mycelium such as root fibers and found sporophores and had many
spores with similar shapes, which is called spiral chains. The shape of the spore
chain is a characteristic that is found in the genus Streptomyces. Based on the
results of homology search, ACT 8 had the highest percent identity against S.
samsunensis strain M1463 with a value of 99.72% while isolates ACT 10, ACT
11 and ACT 13 had the highest percent identity against S. malaysiensis strain
NBRC 16446 with a value of 99.45 % to 99.79%. Genetic distance analysis and
phylogenetic tree reconstruction showed that the four isolates were closely related
to Streptomyces samsunensis sp. nov. and Streptomyces malaysiensis sp. nov. with
a genetic distance ranging from 0.001 to 0.006 and belongs to the clade
Streptomyces violaceusniger.

Keywords : Actinomycetes, Antibacteria, SEM, DNA-barcoding, Phylogenetic,
Streptomyces
References : 98(1971-2021)
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IDENTIFIKASI ACTINOMYCETES PENGHASIL SENYAWA
ANTIBAKTERI BERBASIS VISUALISASI SCANNING ELECTRON
MICROSCOPE DAN DNA-BARCODE GEN 16S rRNA

Wahid Herlanda
08041281823107

RINGKASAN

Actinomycetes menjadi salah satu mikroorganisme yang memiliki nilai
komersial karena kemampuannya dalam menghasilkan antibiotik. Delapan puluh
persen antibiotik yang beredar dipasaran saat ini diproduksi oleh Streptomyces.
Eksplorasi Actinomycetes dari tanah rawa didapatkan 19 isolat dan 4 isolat
diantaranya yaitu ACT 8, ACT 10, ACT 11 dan ACT 13 memiliki aktivitas yang
tinggi sebagai antibakteri terhadap Escherichia coli ATCC25922 dan
Staphylococcus aureus ATCC25923, berdasarkan karakterisasi secara morfologi
dan biokimia keempat isolat tersebut diduga merupakan genus Streptomyces.

Ahli  mikrobiologi dalam menentukan identitas  Actinomycetes
menggabungkan berbagai komponen seperti karakter morfologi, biokimia dan
genomik dalam kajian polifasik. Karakter ornamentasi permukaan spora
Actinomycetes menjadi kunci identifikasi yang membedakan antar spesiesnya.
Identifikasi Actinomycetes menggunakan DNA-barcoding dan menambahkan
karakter ornamentasi permukaan sporanya dapat menentukan jenis Actinomycetes
secara akurat. Pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas antibakteri, visualisasi
struktur morfologi menggunakan Scanning Electron Microscope (SEM) dan
analisis secara molekuler menggunakan DNA-barcoding gen 16S rRNA sehingga
identitas keempat isolat Streptomyces spp. dapat diketahui secara pasti.

Keempat isolat Streptomyces spp. memiliki kemampuan yang kuat dalam
menghambat pertumbuhan bakteri gram negatif (E. coli) sedangkan terhadap
bakteri gram positif (S. aureus) isolat ACT 8 memiliki kemampuan kuat, isolat
ACT 10, ACT 11 dan ACT 13 memiliki kemampuan sedang. Keempat isolat
memiliki struktur hifa yang sama dengan banyak cabang membentuk miselium
yang kompleks seperti serabut akar dan ditemukan tangkai spora (sporophore)
serta memiliki banyak spora dengan bentuk yang serupa yaitu spiral chain.
Bentuk spora rantai (chain) merupakan ciri khas yang dijumpai pada genus
Streptomyces. Berdasarkan hasil homology search BLAST isolat ACT 8 memiliki
persen identity tertinggi terhadap S. samsunensis strain M1463 dengan nilai
99,72% sedangkan isolat ACT 10, ACT 11 dan ACT 13 memiliki persen identity
tertinggi terhadap S. malaysiensis strain NBRC 16446 dengan nilai 99,45%
hingga 99,79%. Analisis jarak genetik dan rekontruksi pohon filogenetik
menunjukkan bahwa keempat isolat memiliki kekerabatan yang dekat dengan
Streptomyces samsunensis sp. nov. dan Streptomyces malaysiensis sp. nov.
dengan jarak genetik yang berkisar antara 0,001 hingga 0,006 serta termasuk
dalam clade Streptomyces violaceusniger.

Kata Kunci : Actinomycetes, Antibakteri, SEM, DNA-barcoding, Filogenetik,
Streptomyces

Kepustakaan : 98 (1971-2021)
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BABI
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Actinomycetes menjadi salah satu mikroorganisme yang memiliki nilai
komersial karena kemampuannya dalam menghasilkan antibiotik. Actinomycetes
termasuk kedalam kelompok bakteri gram positif yang tumbuh lambat. Pembeda
Actinomycetes dengan bakteri gram positif lainnya yaitu adanya perkembangan
miselium aerial dan miselium substrat. Actinomycetes menjadi terkenal beberapa
tahun terakhir karena kemampuannya yang tinggi dalam menghasilkan antibiotik
selain itu Actinomycetes tersebar luas pada berbagai ekosistem memiliki peran
yang penting dalam siklus biogeokimia terutama siklus daur ulang senyawa
organik (Javed et al. 2020).

Delapan puluh persen antibiotik yang beredar dipasaran saat ini diproduksi
oleh Streptomyces. Streptomyces menjadi genus yang sangat penting bagi industri
karena jumlahnya yang melimpah, produksi metabolit sekunder sangat tinggi,
peranannya dalam mendaur ulang bahan organik serta kemampuannya dalam
mendegradasi  kitin  dan  lignoselulosa. Genus  Micromonospora,
Saccharopolyspora, Amycolatopsis dan Aktinoplane juga diketahui sebagai
penghasil senyawa bioaktif dan biomolekul komersial (Khanna et al. 2011).

Isolasi Actinomycetes dari sampel tanah yang belum pernah dieksplorasi
sebelumnya dapat memberikan informasi terbaru mengenai aktivitas metabolit
sekunder Actinomycetes yang potensial. Berdasarkan penelitian yang dilakukan

oleh Alimatussya’adah (2021), mengenai eksplorasi Actinomycetes dari tanah
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rawa didapatkan 19 isolat Actinomycetes dan 4 isolat diantaranya yaitu ACT 8,
ACT 10, ACT 11 dan ACT 13 memiliki aktivitas yang tinggi sebagai antibakteri
terhadap Escherichia coli ATCC25922 dan Staphylococcus aureus ATCC25923.

Karakterisasi morfologi yang dilakukan oleh Alimatussya’adah (2021),
menunjukkan bahwa pertumbuhan koloni isolat ACT 8, ACT 10, ACT 11 dan
ACT 13 pada medium yeast extract-malt extract agar, oatmeal agar dan
inorganic salts- starch agar secara makroskopis memiliki ciri yang sama, baik
bentuk koloni, tepian, elevasi, warna dari miselium aerial dan substrat serta
bersifat aerob. ACT 8 dan ACT 11 memiliki elevasi flat sedangkan ACT 10 dan
ACT 13 memiliki elevasi raised.

Uji biokima keempat isolat menunjukkan hasil keempat isolat tersebut
mampu menghidrolisis pati dan kasein, kemudian cepat dalam menghidrolisis
gelatin serta uji katalase memberikan hasil positif. Isolat ACT 8 dan ACT 11
mampu memanfaatkan sitrat sebagai sumber karbon serta mampu menghidrolisis
urea dengan menghasilkan enzim urease. Pewarnaan gram menunjukkan bahwa
keempat isolat tersebut bersifat gram positif dengan sel dan hifa berwarna ungu.
Secara mikroskopis, hifa yang didapatkan pada keempat isolat Actinomycetes
memiliki tipe yang berpilin membentuk gulungan menyerupai spiral dan memiliki
spora yang banyak (Alimatussya’adah, 2021).

Hasil yang didapatkan berdasarkan karakterisasi morfologi dan biokimia
dibandingkan dengan buku Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology Edisi
9 oleh Holt et al. (1994) dan berbagai referensi lainnya menunjukkan bahwa

keempat isolat tersebut memiliki kemiripan yang tinggi dengan Streptomyces.
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Identifikasi berdasarkan karakter morfologi dan biokimia dapat memprediksi
genus mikroorganisme secara sederhana namun akurasinya cukup rendah serta
jenisnya belum dapat diketahui.

Ahli  mikrobiologi dalam  menentukan identitas  Actinomycetes
menggabungkan berbagai komponen seperti karakter morfologi, biokimia dan
genomik dalam kajian polifasik sehingga karakter pembeda antar spesies dapat
diuraikan dengan baik. Berdasarkan kajian polifasik karakter ornamentasi
permukaan spora Actinomycetes menjadi kunci identifikasi yang membedakan
antar spesiesnya. Identifikasi Actinomycetes menggunakan DNA-barcoding dan
menambahkan karakter visualisasi ornamentasi permukaan sporanya dapat
menentukan jenis Actinomycetes secara akurat (Goodfellow et al. 2007; Sazak et
al. 2011).

Struktur vegetatif dan reproduktif Actinomycetes merupakan salah satu
kunci determinasi yang digunakan untuk membedakan jenis yang satu dengan
lainnya. Pengamatan morfologi menggunakan mikroskop cahaya biasa tidak bisa
memvisualisasikan  struktur morfologi Actinomycetes secara 3 dimensi.
Berdasarkan penjelasan Kumar et al. (2011), pemeriksaan mikroskop elektron
(Scanning Electron Microscope) sangat membantu karakterisasi Actinomycetes
karena dapat memvisualisasikan hifa vegetatif, hifa reproduktif, susunan sel serta
bentuk dan susunan spora secara jelas.

Scanning  Electron Microscope (SEM) mampu memvisualisasikan
permukaan objek dengan memindai permukaan menggunakan sinar elektron yang

terfokus dengan perbesaran hingga skala tertentu. Elektron mampu berinteraksi
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dengan atom dalam sampel, menghasilkan berbagai sinyal yang berisi informasi
tentang topografi permukaan dan komposisi sampel. SEM menghasilkan gambar
hitam putih 3 dimensi. Perbesaran gambar yang dihasilkan SEM dapat mencapai
10 nm, interaksi elektron dengan permukaan objek yang intens memberikan
kedalaman pandang yang lebih besar dan resolusi yang lebih tinggi menghasilkan
visualisasi permukaan objek secara rinci (Choudhary and Priyanka, 2017).

Pendekatan genomik dengan menggunakan informasi DNA dapat
memperkuat hasil identifikasi secara morfologi dan biokimia. Teknologi DNA-
barcoding ~merupakan metode yang paling umum digunakan untuk
mengidentifikasi spesies organisme. DNA-barcoding ialah metode analisis dan
identifikasi untaian DNA pendek yang secara akurat dapat menentukan jenis suatu
organisme berdasarkan urutan basa nukleotida. Teknik ini memiliki banyak
keunggulan seperti tidak membutuhkan sampel dalam jumlah besar, bekerja
secara spesifik karena membaca DNA dalam untaian pendek sehingga
memperkecil kemungkinan terjadinya kesalahan dalam identifikasi (Lebonah ef al.
2014).

Berdasarkan uraian yang telah dijabarkan maka pada penelitian ini akan
dilakukan uji aktivitas antibakteri isolat Streptomyces sp. ACT 8§, ACT 10, ACT
11 dan ACT 13 terhadap Escherichia coli ATCC25922 dan Staphylococcus
aureus ATCC25923 untuk memastikan kembali potensi dari keempat isolat
tersebut, selain itu juga dilakukan visualisasi struktur morfologinya menggunakan

Scanning Electron Microscope (SEM) dan analisis secara molekuler
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menggunakan DNA-barcoding 16S rRNA sehingga dapat diketahui jenis dan

kekerabatannya.

1.2 Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan maka dapat dirumuskan
permasalahan sebagai berikut:
1. Bagaimanakah morfologi isolat Streptomyces sp. ACT 8, ACT 10, ACT 11 dan
ACT 13, berdasarkan visualisasi SEM?
2. Berdasarkan analisis sekuensing gen 16S rRNA, termasuk jenis apakah isolat
Streptomyces sp. ACT 8, ACT 10, ACT 11 dan ACT 13?
3. Bagaimanakah kekerabatan isolat Streptomyces sp. ACT 8, ACT 10, ACT 11

dan ACT 13?

1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dari penelitian ini, yaitu:
1. Menganalisis struktur morfologi hasil visualisasi SEM isolat Streptomyces sp.
ACT 8, ACT 10, ACT 11 dan ACT 13.
2. Mengidentifikasi jenis isolat Streptomyces sp. ACT 8, ACT 10, ACT 11 dan
ACT 13.
3. Merekontruksi pohon filogenetik isolat Streptomyces sp. ACT 8, ACT 10, ACT

11 dan ACT 13.
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1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat sebagai salah satu sumber
informasi ilmiah tentang jenis dan kekerabatan serta struktur morfologi
Actinomycetes dari tanah rawa yang memiliki potensi sebagai produsen penghasil

senyawa antibakteri.
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