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ABSTRACT  

    

The study aims to isolate and molecularly identify lipolytic bacteria from mangrove sediment in Kendari 
Bay, Southeast Sulawesi. Lipolytic bacteria were inoculated into Nutrient Agar Rhodamin B containing 
an olive oil emulsion and 2% NaCl by spread plate, then incubated at room temperature for 24-48 hours. 
Genomics DNA was extracted using the saline tris-edta (STE) method, while 16S rRNA gene was 
amplified using PCR technique involving universal primers 63F and 1387R. PCR conditions consisting 
of pre-denaturation (94ºC for 5 min), denaturation (95ºC for 30 sec), primer annealing (55ºC for 30 sec), 
extension (72ºC for 1 min), and post extension (72ºC for 7 min) were carried out 35 cycles. 
Bioinformatics analysis of 16S rRNA gene include similarity analysis using NCBI Blast, genetic distance 
matrix as well as phylogenetic tree reconstruction. The results revealed that two bacterial isolates 
(LMA1 and LMB3) exhibited lipolytic activity and had 16S rRNA gene sequence lengths of 1292 and 
1283 bp, respectively. According to the results of BLAST analysis, the LMA1 isolate had a similarity 
value of 99.69% and a genetic distance of 0.0023 with Vibrio fluvialis, whereas LMB3 had a similarity 
value of 99.69% and a genetic distance of 0.0008 with Acinetobacter junii. This is also compatible with 
the phylogenetic tree classification of the two isolates. As a result, based on the partial 16S rRNA gene 
sequence, isolates LMA1 and LMB3 have the most genetic resemblance and/or are the same species 
as Vibrio fluvialis and Acinetobacter junii, respectively.    
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ABSTRAK  
   

Tujuan penelitian adalah mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri lipolitik secara molekuler yang 
berasal dari sedimen mangrove Teluk Kendari Sulawesi Tenggara. Bakteri lipolitik dari sedimen 
mangrove diinokulasi dengan menggunakan media NA rhodamin B yang mengandung emulsi minyak 
zaitun dan NaCl 2% dan ditumbuhkan pada suhu ruang selama 24-48 jam. Ekstraksi DNA genom isolat 
lipolitik dilakukan dengan menggunakan metode saline tris-edta (STE). Gen 16S rRNA diamplifikasi 
melalui teknik PCR dengan melibatkan primer 63F dan 1387R. Kondisi PCR terdiri dari pra-denaturasi 
(94ºC selama 5 menit), denaturasi (95ºC selama 30 detik), penempelan primer (55ºC selama 30 detik), 
pemanjangan rantai (72ºC selama 1 menit), dan post-extension (72ºC selama 7 menit) yang dilakukan 
sebanyak 35 siklus. Analisis bioinformatika dari sekuen gen 16S rRNA isolat lipolitik terdiri dari analisis 
similaritas, matriks jarak genetik dan rekonstruksi pohon filogenetik. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa terdapat dua isolat lipolitik, yaitu LMA1 dan LMB3 yang diisolasi dari sedimen mangrove Teluk 
Kendari. Gen 16S rRNA LMA1 dan LMB3 yang berhasil diurutkan dengan aplikasi bioedit masing-
masing sebesar 1292 pb dan 1283 pb. Hasil analisis BLAST menunjukkan bahwa isolat LMA1 memiliki 
nilai similaritas 99.69% dan jarak genetik 0.0023 dengan Vibrio fluvialis, sedangkan LMB3 memiliki nilai 
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similaritas 99.69% dan jarak genetik 0.0008 dengan Acinetobacter junii. Hal ini konsisten pula dengan 
pengelompokkan pohon filogenetik dari kedua isolat tersebut. Oleh karena itu, dapat disimpulkan 
bahwa berdasarkan sekuen gen parsial 16S rRNA isolat LMA1 dan LMB3 memiliki kemiripan genetik 
paling dekat dan/atau dapat diidentifikasi sebagai spesies yang sama masing-masing dengan Vibrio 
fluvialis dan Acinetobacter junii.  

 

Kata Kunci: Bakteri lipolitik, gen 16S rRNA, sedimen mangrove 

 
PENDAHULUAN 

 
Eksplorasi bakteri lipolitik kini menarik 

perhatian besar karena mampu 

menghasilkan enzim lipase yang memiliki 

bioprospek yang besar untuk diaplikasikan 

pada berbagai industri bioteknologi. Enzim 

lipase dapat berperan sebagai biokatalis 

dalam produksi biodiesel, formulasi 

deterjen dan industri farmasi (Contesini et 

al. 2020; Cavalcante et al. 2021; Gurkok & 

Ozdal 2021; Godoy et al. 2022). Sutapa et 

al. (2015) memproduksi biodiesel dari 

minyak Calophyllum inophyllum L. dengan 

menggunakan lipase sebagai 

biokatalisatornya. Produksi biodiesel 

secara enzimatik menghasilkan biodiesel 

yang lebih murni dibandingkan dengan 

menggunakan metode kimia (Sebastian et 

al. 2016). 

Bakteri lipolitik dapat ditemukan pada 

berbagai ekosistem, diantaranya pada 

ekosistem mangrove (Bibi et al. 2017). 

Komponen biota yang terdapat pada 

ekosistem mangrove memiliki karakteristik 

unik yang berbeda dengan ekosistem 

lainnya, diantaranya organisme yang 

berasosiasi pada ekosistem tersebut 

toleran terhadap kadar garam yang tinggi. 

Araujo et al. (2020) berhasil 

mengidentifikasi carboxylesterase novel 

dari bakteri yang berasal dari sedimen 

mangrove Brazil yang memiliki similaritas 

sekitar 80% dengan esterase dari 

Gammaprotebacteria Porticoccus 

hydrocarbonoclasticus. Selain itu, bakteri 

lipolitik yang diisolasi dari akar mangrove 

Rhizophora apiculata sangat beragam 

diantaranya Acinetobacter sp., Micrococcus 

sp., Bacillus sp., Xanthomonas sp., dan 

Moraxella sp. (Varghese et al. 2023). 

Sumber sampel yang dapat digunakan 

sebagai sumber bakteri lipolitik di ekosistem 

mangrove sangat  bervariasi, seperti  

rhizosfer mangrove, tanah atau sedimen 

mangrove.   

Beberapa penelitian melakukan 

skrining bakteri lipolitik dengan 

menggunakan media seleksi seperti 

nutrient agar (NA) yang ditambahkan 

dengan rhodamin B dan minyak zaitun. 

Indikator lipolitik ditandai dengan adanya 

pendaran fluoresens pada koloni bakteri 

ketika diiradiasi dengan sinar UV (Putra et 

al. 2019; Syah et al. 2022). Selain itu, Bibi 

et al. (2017) menggunakan media tributyrin 

agar untuk melihat aktivitas lipolitik pada 

bakteri dengan indikator terbentuknya zona 

bening. Kedua media seleksi tersebut dapat 

digunakan sebagai acuan untuk 

menganalisis aktivitas lipolitik secara 

kualitatif. Intensitas pendaran fluoresens 

yang tinggi atau zona bening yang luas 

dapat mengindikasikan aktivitas lipolitik 

yang baik.  

Hasil skrining bakteri lipolitik dapat 

diidentifikasi dengan pendekatan molekuler 

untuk memperoleh hasil yang lebih akurat. 

Gen 16S rRNA masih digunakan menjadi 

marka molekuler utama dalam identifikasi 

bakteri (Bibi et al. 2017; Ramnath et al. 

2017; Giri et al 2021). Penggunaan 

berbagai primer menjadi salah satu 

perbedaan utama para peneliti dalam 

mengamplifikasi gen 16S rRNA dengan 

menggunakan teknik PCR. Namun, hal 

tersebut tidak mempengaruhi akurasi dalam 

identifikasi bakteri secara molekuler. 

Beberapa primer yang digunakan dalam 

amplifikasi gen 16S rRNA, diantaranya 

sepasang primer 27F-1492R (Soleha & 

Retnaningrrum 2020; Pham et al. 2021), 
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primer 27F-1107R (Habibollahi & 

Salehzadeh 2018), dan primer 63F-1387R 

(Susilowati et al. 2018; Syah 2022). 

Analisis similaritas dan rekonstruksi 

filogenetik dengan menggunakan sekuen 

gen 16S rRNA menjadi basis data dalam 

penentuan identitas bakteri. Nilai similaritas 

99-100% antara sampel dengan sekuen 

gen 16S rRNA yang terdapat di GenBank 

cenderung dikategorikan sebagai satu 

spesies yang sama. Selain itu, penentuan 

identitas tersebut didukung dengan 

hubungan filogenetik yang membentuk satu 

klad atau monoklad dengan nilai jarak 

genetik yang sangat kecil. Hal inilah yang 

mendasari penggunaan pendekatan 

molekuler dalam mengidentifikasi bakteri 

lipolitik yang diisolasi dari sedimen 

mangrove Teluk Kendari Sulawesi 

Tenggara. 

 

METODE PENELITIAN 
 

Waktu dan Tempat   

Penelitian ini dilaksanakan pada tahun 

2022 yang bertempat di laboratorium 

genetika dan laboratorium Biomolekuler 

dan Lingkungan Fakultas MIPA, Universitas 

Haluu Oleo (UHO) Kendari. Sampel 

sedimen mangrove diambil di ekosistem 

mangrove Teluk Kendari.  

 
Alat dan Bahan   

 Alat-alat utama yang digunakan dalam 

penelitian ini terdiri dari: Thermal cycler ABI 

Applied Biosystem Veriti PCR, perangkat 

elektrofresis Mupid Exu, sentrifugasi, 

mikropipet, spin down, dan waterbath, 

sedangkan bahan-bahan utama yang 

digunakan terdiri dari: Green Taq Master 

Mix (Gotaq), primer 63F dan 1387R (10 

ng/ul), loading dye 6x, nutrient broth 

(Merck), agarosa, fenol kloroform, minyak 

zaitun, polivinil alkohol (PVA), rhodamin B 

0.1%, sodium asetat, etanol absolut, larutan 

TAE 1x (Tria-acetic EDTA) dan etidium 

bromida.    

Prosedur Kerja 

Isolasi Bakteri Lipolitik 

Sampel sedimen mangrove sebanyak 

10 g dimasukan ke dalam 90 ml larutan 

NaCl 0.85% dan divorteks hingga homogen. 

Setelah itu, suspensi sampel diambil 1 ml 

dan dilarutkan ke dalam 9 ml larutan 

pengencer. Tahap ini dilakukan hingga 

pengenceran ke-6. Sebanyak 100 µl 

suspensi sampel dari pengenceran ke-5 

dan ke-6 di inokulasikan ke media nutrient 

agar (NA) yang mengandung rhodamin B 

0.1%, minyak zaitun, PVA 2% dan NaCl 2% 

dengan menggunakan metode sebar, dan 

diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. 

Koloni bakteri lipolitik ditandai dengan 

adanya pendaran fluoresens ketika 

diiradiasi di bawah sinar UV.    

Ekstraksi DNA genom 

Ekstraksi DNA genom dilakukan 

dengan menggunakan metode STE (Salt 

Tris EDTA) yang telah dimodifikasi (Miller et 

al. 1988; Morono et al. 2014). Kultur cair 

bakteri diambil sebanyak 1.5 ml dan 

disentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm 

selama 5 menit dengan suhu 10ºC, 

perlakuan ini diulang sebanyak 6 kali. 

Setelah dilakukan sentrifugasi, pelet diambil 

dan ditambahkan dengan 500 µl bufer STE 

serta dihomogenkan menggunakan vortex. 

Larutan pelet ditambahkan dengan larutan 

TE 500 µl dan SDS 100 µl kemudian 

diinkubasi di waterbath selama 1 jam pada 

suhu 60ºC. Setiap 5 menit di bolak-balik 

untuk mengoptimalkan lisis sel. 

Selanjutnya, ditambahkan larutan fenol 

kloroform sebanyak 500 µl dan 

disentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm 

dengan suhu 16ºC selama 15 menit. 

Setelah itu, supernatan diambil sebanyak 

400 µL dan ditambahkan etanol absolut 

sebanyak 800 µl dan sodium asetat 400 µl 

lalu diinkubasi di dalam freezer pada suhu 

4ºC semalaman.  

Langkah selanjutnya, larutan sampel 

disentrifugasi dengan kecepatan 13.000  

rpm pada suhu 10ºC selama 15 menit, dan 
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supernatan dibuang serta menyisahkan 

pelet yang terletak di dasar mikrotub. Pelet 

ditambahkan dengan etanol 70% sebanyak 

500 µL dan disentrifugasi kecepatan 13.000  

rpm selama 2 menit. Setelah itu, supernatan 

dibuang dan pelet dikering-anginkan 

selama 15-30 menit atau bisa dimasukkan 

ke dalam oven pada suhu 40ºC selama 5 

menit. Pelet yang telah dikeringkan 

ditambahkan sebanyak 30-50 µL nuclease 

free water (NFW) sebagai ekstrak DNA 

genom. Keberhasilan ekstraksi DNA dapat 

diuji dengan proses elektroforesis.  

Migrasi DNA dengan Elektroforesis 

Ekstrak DNA genom sebanyak 4 µl 

ditambahkan dengan 2 µl loading dye 

dimasukan ke dalam sumuran gel agarosa 

1% yang telah terendam oleh bufer TAE 1x 

dalam perangkat elektroforesis. Langkah 

selanjutnya, migrasi DNA dengan 

menggunakan elektroforesis Mupid Exu 

100 volt dan arus listrik 0.4 A selama 60 

menit. Gel agarosa kemudian dimasukkan 

ke dalam larutan etidium bromida selama 

10 menit, dan ke dalam akuades selama 5-

10 menit. Visualisasi dilakukan di bawah 

sinar UV dengan menggunakan Geldoc 

atau photophoresis dengan indikator 

keberhasilan berupa pita DNA yang 

berpendar.  

Amplifikasi dan Sekuensing Gen Parsial 

16S rRNA 

Gen 16S rRNA isolat lipolitik 

diamplifikasi menggunakan teknik PCR 

dengan komposisi yang terdiri atas DNA 

genom 1 µl, primer 63F (5’-

CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’) dan 

1387R (5’-GGCGGAWGTGTACAAGGC-

3’) masing-masing 0.5 µl, Gotaq Master Mix 

5 µl, dan NFW 3 µl (volume total 10 µl). 

Kondisi PCR, meliputi pra-denaturasi (94ºC 

selama 5 menit), denaturasi (95ºC selama 

30 detik), penempelan primer (55ºC selama 

30 detik), pemanjangan rantai (72ºC selama 

1 menit), dan post-extension (72ºC selama 

7 menit) yang dilakukan sebanyak 35 siklus 

dengan menggunakan PCR veriti ABI 

Applied Biosystem. Hasil amplifikasi gen 

parsial 16S rRNA diuji dengan teknik 

elektroforesis pada gel agarosa 1%. Produk 

amplifikasi dilakukan sekuensing 

menggunakan metode Sanger melalui jasa 

PT. Genetika Science Indonesia, Jakarta.   

Analisis Bioinformatika 

Analisis bioinformatika gen 16S rRNA 

meliputi pengurutan sekuen DNA, analisis 

similaritas, jarak genetik dan rekonstruksi 

filogenetik. Hasil sekuensing gen 16S rRNA 

diurutkan dengan menggunakan aplikasi 

BioEdit. Analisis similaritas dilakukan 

dengan membandingkan sekuen gen 16S 

rRNA isolat lipolitik dengan sekuen 

referensi yang terdapat di data GenBank 

melalui fitur NCBI BLASTn (Basic Local 

Alignment Search Tools for nucleotide), 

sedangkan matriks jarak genetik dianalisis 

dengan pendekatan p-distance. Keakuratan 

hasil analisis similaritas memperhatikan 

rendahnya skor E-value dan tingginya nilai 

query cover. Selain itu, pohon filogenetik 

direkonstruksi menggunakan aplikasi 

MEGA 6.0 dengan metode maximum 

parsimony dan boostraps 1000x.  

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  
 
Isolasi Bakteri Lipolitik  

Bakteri lipolitik dari sampel sedimen 

mangrove Teluk Kendari telah berhasil 

diisolasi dengan menggunakan media NA 

rhodamin B yang ditambahkan dengan 

minyak zaitun dan NaCl 2%. Hal ini ditandai 

dengan adanya koloni bakteri yang 

menghasilkan pendaran fluoresens ketika 

diiradiasi di bawah sinar UV (Gambar 1). 

Pendaran tersebut mengindikasikan 

adanya aktivitas hidrolisis substrat minyak 

zaitun yang terdapat pada media yang 

dikatalisis oleh lipase yang disekresikan 

bakteri lipolitik. Hal ini sesuai dengan 

penelitian sebelumnya yang menunjukkan 

bahwa aktivitas lipolitik bakteri pada media 

yang mengandung rhodamin B ditandai 

dengan terbentuknya pendaran fluoresens 
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(Al-Tameemi et al. 2021; Sedijani et al. 

2022; Syah 2022). 

  
Gambar 1. Koloni bakteri lipolitik yang 

berpendar di bawah sinar UV 

yang ditumbuhkan di media NA 

yang mengandung rhodamin B 

0.1% dan minyak zaitun 

 

Asam lemak bebas sebagai salah satu 

produk hidrolisis triasilgliserol minyak zaitun 

membentuk kompleks dengan rhodamin B 

sehingga memicu terbentuknya pendaran 

fluoresens pada koloni bakteri ketika 

diiradiasi dengan sinar UV. Penambahan 

NaCl pada media bertujuan untuk 

menciptakan kondisi salinitas pada media 

pertumbuhan bakteri. Hasil isolasi bakteri 

lipolitik dari sampel sedimen mangrove 

Teluk Kendari diperoleh dua isolat (LMA1 

dan LMB3) yang dilanjutkan pada tahap 

identifikasi molekuler. 

 

Ekstraksi DNA Genom 

Hasil isolasi DNA genom isolat LMA1 

dan LMB3 menunjukkan adanya pita 

tunggal yang berpendar dan disertai 

dengan pola smear yang terdapat pada sisi 

bawah gel agarosa 1% ketika 

dielektroforesis selama 45 menit (Gambar 

2). Pita tunggal yang berpendar 

engindikasikan bahwa DNA genom kedua 

isolat tersebut telah berhasil diekstraksi dan 

dapat digunakan sebagai DNA cetakan 

untuk amplifikasi gen 16S rRNA. Pendaran 

fluoresens terbentuk karena terjadi 

pembentukan kompleks DNA dengan 

etidium bromida sehingga ketika disinari di 

bawah sinar UV akan menghasilkan 

pendaran. 

 
 

Gambar 2. Hasil elektroforesis DNA Genom 

pada gel agarosa 1% selama 45 

menit, 1: LMA1, 2: LMB3 

 

Pola smear yang terdapat pada gel 

agarosa mengindikasikan bahwa hasil 

ekstrak DNA yang diperoleh masih 

mengandung senyawa kontaminan, seperti 

protein, garam-garam organik, atau molekul 

RNA. Hal ini dapat dipengaruhi oleh kurang 

optimalnya kerja fenol kloroform dalam 

mendegradasi protein dan tidak ada 

penambahan larutan RNase yang dapat 

menghilangkan molekul RNA selama 

proses ekstraksi DNA.  

 

Amplifikasi Gen 16S rRNA 

Gen 16S rRNA isolat LMA1 dan LMB3 

diamplifikasi dengan melibatkan sepasang 

primer universal 63F dan 1387R yang 

dikatalisis oleh enzim DNA Polymerase Taq 

(Thermus aquaticus). Hasil visualisasi 

elektroforesis  pada gel agarosa 1% 

menunjukkan adanya pita DNA yang 

berpendar dengan sedikit pola smear pada 

kedua produk PCR (Gambar 3a). Hal ini 

mengindikasikan bahwa gen 16S rRNA 

kedua isolat telah berhasil teramplifikasi, 

namun kedua produk PCR tersebut masih 

perlu dioptimasi untuk meningkatkan 

kemurnian dan spesifisitas amplikon. 

Produk PCR yang masih memiliki pola 

 1       2 

Pita DNA 

Pola smear 
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smear dapat berpengaruh terhadap kualitas 

hasil sekuensing DNA.    

 

          
 

Gambar 3. Hasil visualisasi produk PCR 

gen 16S rRNA pada gel 

agarosa 1% setelah direndam 

ke dalam larutan etidium 

bromida, 1: LMA1, 2: LMB3, a: 

DNA genom tanpa 

pengenceran, b: DNA genom 

diencerkan 50x 

 

Gambar 3b menunjukkan bahwa hasil 

visualisasi produk PCR yang memiliki pita 

tunggal dan tidak terdapat pola smear 

setelah DNA cetakan dilakukan 

pengenceran 50x. Pada dasarnya, 

konsentrasi optimal DNA genom yang 

dibutuhkan dalam proses PCR adalah 30-

300 ng/ul. Konsentrasi DNA genom yang 

terlalu tinggi dapat menganggu optimalisasi 

dalam amplifikasi DNA, sedangkan 

konsentrasi DNA genom yang terlalu 

rendah dapat menghasilkan produk 

amplikon yang rendah.      

Hasil pengurutan DNA dengan 

menggunakan metode Sanger 

menunjukkan bahwa gen 16S rRNA isolat 

LMA1 dan LMB3 yang berhasil 

teramplifikasi bersifat parsial dengan 

ukuran masing-masing 1292 pb dan 1283 

pb. Hal ini sesuai dengan penelitian 

sebelumnya yang menunjukkan bahwa 

produk gen 16S rRNA yang diamplifikasi 

dengan primer 63F dan 1387R memiliki 

ukuran ± 1300 pb (Susilowati et al. 2018; 

Syah 2022).    

Produk gen 16S rRNA berperan penting 

sebagai salah satu penyusun sub unit kecil 

ribosom pada bakteri. Ribosom berfungsi 

sebagai organel yang melakukan sintesis 

protein pada sel organisme. Pada dasarnya 

ribosom prokariotik maupun eukariot hanya 

disusun oleh molekuler RNA dan protein-

protein. Perbedaan utama kedua kelompok 

organisme tersebut terletak pada ukuran 

rRNA pada masing-masing bagian ribosom. 

Ribosom subunit besar disusun oleh 

molekul 23S rRNA dan 5S rRNA, 

sedangkan ribosom subunit kecil disusun 

oleh molekul 16S rRNA (Alzubaidy et al. 

2016; Bibi et al. 2017).  

Gen 16S rRNA menjadi salah satu 

marka molekuler yang hingga saat ini masih 

populer digunakan sebagai acuan standar 

identifikasi bakteri secara molekuler dan 

studi filogenetika diantara spesies bakteri. 

Ukuran gen 16S rRNA sekitar 1500 pb yang 

dapat diklasifikasikan ke dalam 4 domain. 

Gen ini memiliki sembilan daerah yang 

sangat bervariasi dengan ukuran sekitar 30-

100 pb yang akan membentuk struktur 

sekunder (Bartram et al. 2011; Sanschagrin 

dan Yergeau 2014; Yang et al. 2016).    

 

Analisis Similaritas Gen Parsial 16S 

rRNA 

Hasil analisis similaritas gen 16S rRNA 

menggunakan NCBI BLASTn menunjukkan 

bahwa isolat LMA1 memiliki nilai similaritas 

99.69% dengan bakteri Vibrio fluvialis strain 

IMP-BGBO33 (KY952877.1), sedangkan 

LMB3 memiliki nilai similaritas 99.69% 

dengan bakteri Acinetobacter junii strain 

ZM06 (CP077415.1). Hal ini 

mengindikasikan bahwa LMA1 dan LMB3 

kemungkinan besar masing-masing satu 

spesies yang sama dengan Vibrio fluvialis 

dan Acinetobacter junii. Pada dasarnya, 

nilai similaritas gen 16S rRNA ≥99% 

cenderung dikategorikan sebagai satu 

spesies yang sama, namun dalam 

perkembangan penelitian taksonomi bakteri 

masih ditemukan nilai similaritas di atas 

 1      2    1       2 

 a                              b 
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99% dengan spesies bakteri yang berbeda. 

Oleh karena itu, beberapa penelitian dalam 

taksonomi bakteri menggunakan gen 

gyrase B (gyrB) untuk konfirmasi atau 

penguatan terhadap identifikasi molekuler 

bakteri yang melibatkan gen 16S rRNA 

(Corney et al. 2008; Radl et al. 2020; Dia et 

al. 2021).    

Akurasi hasil penjajaran menggunakan 

NCBI Blast dapat dilihat pada beberapa 

parameter, seperti tingginya nilai query 

cover dan rendahnya nilai E-value. Nilai 

query cover pada hasil penjajaran pada 

masing-masing sampel sebesar 100% 

dengan E-value 0.0. Hal ini 

mengindikasikan bahwa hasil penjajaran 

pada kedua sampel tersebut akurat. Nilai 

query cover menunjukkan persentase 

jumlah nukleotida yang terakomodir untuk 

dibandingkan dengan nukleotida referensi 

yang terdapat pada GenBank. Berbeda 

halnya dengan E-value yang merupakan 

nilai probabilitas yang memungkinkan 

diperolehnya hasil yang berbeda ketika 

analisis penjajaran dilakukan berulang kali. 

Semakin kecil nilai E-value maka semakin 

baik hasil penjajaran yang diperoleh.    

 

Analisis Jarak Genetik  

Hasil analisis jarak genetik dengan 

menggunakan pendekatan p-distance 

menunjukkan bahwa LMA1 memiliki jarak 

genetik yang paling dekat dengan Vibrio 

fluvialis strain IMP-BGBO33 (0,0023) dan 

yang paling besar dengan Vibrio cholerae 

strain TS-15B (0,0727), sedangkan LMB3 

memiliki jarak genetik paling dekat dengan 

Acinetobacter junii strain ZM06 (0,0008). 

Nilai jarak genetik yang semakin kecil dapat 

mengindikasikan hubungan genetik yang 

sangat dekat. Jarak genetik tidak hanya 

memperlihatkan gambaran hubungan 

genetik antar spesies, tetapi dapat 

digunakan untuk mengestimasi potensi 

terjadinya mekanisme transfer gen antar 

bakteri (Ellabaan et al. 2021; Arnold et al. 

2022). 

    

  

 
Gambar 4. Matriks jarak genetik isolat LMA1 dan LMB3 dengan bakteri referensi berdasarkan 

sekuen gen 16S rRNA yang dianalisis  dengan pendekatan p-distance  

 

Rekonstruksi Pohon Filogenetik 

Hasil rekonstruksi pohon filogenetik 

menunjukkan bahwa LMA1 membentuk 

monoklad dengan Vibrio fluvialis dan LMB3 

membentuk mono klad dengan 

Acinetobacter junii. Hal ini mengindikasikan 

bahwa LMA1 dan LMB3 masing-masing 

berkerabat dekat dengan Vibrio fluvialis dan 

Acinetobacter junii. Pohon filogenetik ini 

membuktikan adanya konsistensi terhadap 

data dari hasil analisis similaritas dan jarak 

genetik yang telah disajikan sebelumnya. 

Hasil penelitian sebelumnya telah 

menunjukkan bahwa Vibrio fluvialis memiliki 

aktivitas lipolitik, meskipun eksplorasi 

lipolitik dari bakteri ini masih jarang (Myatt 

et al. 1989). Berbeda dengan, 

Acinetobacter junii yang telah banyak 

dieksplorasi terkait dengan aktivitas lipolitik 

dari bakteri tersebut, diantaranya mampu 
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berperan dalam biodegradasi pada 

pencemaran limbah minyak di lingkungan 

dan aktivitas lipolitik lainnya (Tan et al. 

2022; Jiang et al. 2023).

       
Gambar 5. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik isolat LMA1 dan LMB3 berdasarkan gen 

parsial 16S rRNA menggunakan metode maximum parsimony dengan 

bootstraps 1000x 

 
KESIMPULAN 
 

Gen parsial 16S rRNA isolat LMA1 dan 

LMB3 yang berhasil dikarakterisasi memiliki 

ukuran masing-masing 1292 pb dan 1283 

pb. Berdasarkan hasil analisis similaritas, 

jarak genetik dan rekonstruksi filogenetik 

dengan menggunakan marka molekuler 

gen parsial 16S rRNA dapat disimpulkan 

bahwa isolat LMA1 dan LMB3 memiliki 

kemiripan genetik yang sangat tinggi 

dan/atau dapat diidentifikasi sebagai satu 

spesies yang sama masing-masing dengan 

Vibrio fluvialis dan Acinetobacter junii. 

Identifikasi molekuler dapat diperkuat 

kedepannya dengan penggunaan 

housekeeping gene, seperti gen gyrase B 

(gyrB).  
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