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PENETUAN BARCODE DNA BERDASARKAN LOKUS GEN
rbcL PADA Zingiber loerzingii Valeton

ABSTRAK

Barcode DNA merupakan salah satu tenik molekuler yang digunakan untuk
mengidentifikasi dan mengklasifikasi makhluk hidup. Zingiber loerzingii Val.
adalah salah satu tumbuhan langka dan endemik yang hanya terdapat di Sumatera
Utara. Pengkajian ilmiah mengenai Z. loerzingii masih sangat sedikit yang sudah
dilakukan sehingga informasi mengenai tumbuhan ini terbatas sementara identitas
yang jelas pada suatu tumbuhan benar-benar diperlukan untuk dapat dimanfaatkan
secara maksimal. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik
molekuler Z. loerzingii dengan menggunakan barcode DNA serta mengkaji
hubungan filogenetiknya berdasarkan lokus gen rbcL. DNA diisolasi dengan kit
komersial. Lokus gen rbcL pada genom kloroplas Z. loerzingii diamplifikasi
dengan teknik Polymerase Chain Reaction menghasilkan amplikon dengan
panjang + 600 bp. Penyatuan sekuens konsensus menghasilkan sekuens dengan
panjang 576 bp. Rekonstruksi pohon filogenetik dilakukan dengan menggunakan
metode Neighbor-Joining dan model perhitungan Kimura-2-Parameter
menunjukkan Z. loerzingii termasuk dalam kelompok monofiletik dengan
Zingiber zerumbet dan Zingiber officinale sebagai sister taxa. Hasil analisis
keragaman molekuler Z. loerzingii menunjukkan bahwa pada seluruh sampel Z.
loerzingii yang dikoleksi dari Cagar Alam Sibolangit tidak ada keragaman
molekuler atau keragaman genetik. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa
barcode DNA dengan lokus gen rbcL dapat digunakan sebagai metode untuk
mengidentifikasi Z. loerzingii secara molekuler serta efisien dalam menentukan
hubungan kekerabatannya dengan spesies lain.

Kata kunci : Barcode DNA, Zingiber loerzingii, rbcL



DETERMINATION OF DNA BARCODE BASED ON THE rbcL
GENE LOCUS ON Zingiber loerzingii VALETON

ABSTRACT

DNA barcode is one of the molecular techniques used to identify and classify
living things. Zingiber loerzingii Val. is currently reported as a rare and endemic
plants that is only found in North Sumatra. Scientific studies for Z. loerzingii is
measly done so that the information about this plant is limited while a clear
identity on a plant is essential to discover the potential. This study aims to
determine the molecular characteristics of Z. loerzingii by using DNA barcodes
and assessing the phylogenetic relationship based on the rbcL gene locus. DNA
was isolated with a commercial kit. The rbcL gene locus in the chloroplast
genome of Z. loerzingii amplified using the Polymerase Chain Reaction technique
to produce amplicon with the length approximately 600 bp. Consensus sequence
merging generate a sequence with 576 bp length. The phylogenetic tree
reconstruction was carried out using the Neighbor-Joining method and the
Kimura-2-Parameter calculation model showed Z. loerzingii included in the
monophyletic group with Zingiber zerumbet and Zingiber officinale as the sister
taxa. The results for the molecular diversity analysis of Z. loerzingii point out that
in all samples of Z. loerzingii which collected from Cagar Alam Sibolangit have
no molecular diversity or genetic. Therefore, it can be concluded that DNA
barcoding with the rbcL gene locus can be used as a method to identify Z.
loerzingii molecularly and efficient in determining their phylogenetic with other
species.

Key words : DNA barcode, Zingiber loerzingii, rbcL
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Zingiberaceae merupakan salah satu famili dari Ordo Zingiberales yang
pada sebagian besar spesiesnya dimanfaatkaan rimpangnya untuk berbagai
keperluan. Famili Zingiberaceae terkenal dengan sebutan jahe-jahean dan
memiliki nilai pengobatan yang besar (Tushar, 2010). Zingiberaceae terdistribusi
terutama pada hutan-hutan tropis di seluruh dunia. Pemanfaatan Zingiberaceae
semakin meningkat seiring dengan berkembangnya ilmu pengetahuan yang
mendukung luasnya pengkajian tumbuhan-tumbuhan dari famili ini (Dewi, 2012).

Genus Zingiber yang merupakan anggota dari Famili Zingiberaceae
menjadi salah satu penyusun tumbuhan bawah (terna) di hutan tropis. Zingiber
bersifat abadi atau hidup sepanjang tahun (perennial), ditemukan terutama pada
tempat-tempat lembab dan pada hutan sekunder (Thelaide, 1996). Salah satu
spesies dari Genus Zingiber adalah Zingiber loerzingii Valeton. Z. loerzingii
adalah salah satu tanaman herba dengan status rawan langka (Vurnarable)
berdasarkan daftar International Union for Conservation of Nature (IUCN) Red
List (IUCN, 2019). Status rawan langka diberikan karena tumbuhan ini sulit untuk
didapat dan jumlah populasinya yang sedikit di alam. Z. loerzingii tersebar
disepanjang Bukit barisan antara Kecamatan Ketambe, Aceh hingga ke Cagar
Alam Sibolangit, Sumatera Utara (Rugayah, et al., 2017).

Zingiber loerzingii Valeton belum banyak dikaji dan diteliti sehingga
informasi mengenai spesies ini masih sangat sulit didapat. Penelitian mengenai
karakter morfologi dan molekuler Z. loerzingii dilakukan oleh Dewi (2012)
dengan mengamati filogenetik Z. loerzingii menggunakan analisis biomolekuler
gen Internal Trancribed Spacer (ITS). Sampai saat ini, belum ada publikasi
ilmiah mengenai penelitian DNA barcoding dari tanaman Z. loerzingii dengan
menggunakan lokus gen rbcL yang tersimpan pada BOLD (Barcode of Life

Database) Systems.



Pengidentifikasian terhadap Z. loerzingii sangat dibutuhkan untuk
membantu upaya konservasi dan mencegah tumbuhan tersebut punah sebelum
diketahui identitasnya. Proses pengidentifikasian konvensional dengan mengacu
pada morfologi suatu organisme membutuhkan waktu yang lama dan terkendala
dengan ahli taksonomi yang terbatas dibanding dengan jumlah spesimen yang
harus diidentifikasi (Chase & Fay, 2009; Li, et al., 2011) dan hanya dapat
mengidentifikasi ketika spesimen masih dalam keadaan yang utuh (Rahayu &
Jannah, 2019). Upaya konservasi dengan tujuan mengungkapkan dan
mempertahankan  biodiversitas  Indonesia  diperlukan  untuk  menjamin
keberlangsungan suatu jenis makhluk hidup atau spesies langka terhadap
ekosistem. Strategi yang dapat dilakukan untuk hal ini diantaranya dengan
mengusahakan penemuan dan pengidentifikasian spesies baru di alam dengan
waktu yang lebih cepat dibandingkan dengan mengidentifikasi makhluk hidup
berdasarkan ciri morfologi tubuhnya, mengoreksi kesalahan pada identifikasi
sebelumnya dan menentukan hubungan filogeni antar spesies di alam (Rahayu &
Nugroho, 2015). Kajian karakterisasi makhluk hidup tidak hanya dapat dilakukan
dengan melihat perbandingan morfologi saja. Pengkajian secara molekuler juga
sangat dibutuhkan karena menjanjikan hasil yang lebih cepat, otomatis dan akurat
(Hubert & Hanner, 2015).

Teknik pengkajian molekuler yang dapat digunakan untuk identifikasi
tumbuhan dapat dilakukan dengan pengujian barcode DNA (Kress et al., 2005;
Youm, et al., 2016). Barcode DNA dewasa ini menjadi alat bantu yang memiliki
manfaat sangat penting bagi taksonomi terutama dalam pengungkapan spesies-
spesies langka dan endemik (Kim, et al., 2014; Hashim, et al., 2020; Alaklabi, et
al., 2021). Barcode DNA memiliki potensi yang besar untuk diterapkan pada
tumbuhan Famili Zingiberaceae terutama dalam bidang konservasi (Vinitha et al.,
2014). Barcode DNA digunakan untuk mengonfirmasikan identitas makhluk
hidup secara molekuler dengan menggunakan region gen yang spesifik dan
terstandardisasi dari sekuens pendek DNA (Hebert, et al., 2003; Hollingsworth,
2011; Liu, et al., 2012). Barcode DNA dapat digunakan untuk mengidentifikasi
semua tingkatan kehidupan bahkan potongan tubuh yang tidak utuh (Zein &



Prawiradilaga, 2013). Barcode DNA sejauh ini diketahui memberikan dampak
yang besar dalam pengkajian keanekaragaman hayati dan keperluan analisis
variasi genetik makhluk hidup di alam (Rahayu & Jannah, 2019).

Berdasarkan latar belakang diatas, penulis kemudian tertarik untuk
melakukan penelitian dengan judul “Penentuan Barcode DNA berdasarkan lokus
Gen rbcL pada Zingiber loerzingii Valeton” untuk mendapatkan DNA barcode
dari tumbuhan Z. loerzingii Pada penelitian ini, penulis akan menggunakan primer
untuk lokus gen rbcL yang dalam penggunaannya lebih mudah untuk dilakukan
proses amplifikasi.

1.2. Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah :
1. Bagaimana karakteristik molekuler sekuens lokus gen rbcL pada tumbuhan
Z. loerzingii?
2. Bagaimanakah keragaman molekuler (keragaman genetik) tumbuhan Z.
loerzingii menggunakan barcode DNA berdasarkan lokus gen rbcL?
3. Bagaimana hubungan filogenetik Z. loerzingii dengan menggunakan lokus

gen rbcL?

1.3 Batasan Masalah

Adapun batasan masalah dalam penelitian ini adalah menentukan
bagaimana barcode DNA pada tumbuhan Z. loerzingii. Penelitian ini
menggunakan lokus gen rbcL sebagai salah satu lokus standar untuk barcoding
DNA tumbuhan. Sampel penelitian berasal dari Cagar Alam Sibolangit,

Kabupaten Deli Serdang, Provinsi Sumatera Utara.

1.4 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini adalah :
1. Untuk mendapatkan karakteristik molekuler sekuens lokus gen rbcL dari

tumbuhan Z. loerzingii.



2. Untuk mengetahui keragaman molekuker (keragaman genetik) tumbuhan
Z. loerzingii menggunakan barcode DNA berdasarkan lokus gen rbcL.
3. Untuk melihat hubungan filogenetik Z. loerzingii dengan menggunakan

lokus gen rbcL.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini dintaranya dapat dijadikan
sebagai sumber informasi tambahan, bahan rujukan dan data ilmiah bagi
mahasiswa, dosen, peneliti maupun masyarakat umum mengenai data molekuler
tumbuhan Z. loerzingii terutama dalam penentuan barcode DNA berdasarkan

lokus gen rbcL.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Zingiber loerzingii Valeton

Zingiber loerzingii Valeton adalah salah satu tumbuhan yang termasuk
kedalam Famili Zingiberaceae. Menurut Govaerts R (2017), Taksonomi Z.
loerzingii adalah :

Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta

Kelas - Liliopsida

Ordo : Zingiberales

Famili : Zingiberaceae

Genus : Zingiber

Spesies : Zingiber loerzingii Valeton

Zingiberaceae merupakan famili terbesar dari Ordo Zingiberales yang
terdiri dari 50 genus dan lebih dari 1.300 spesies diseluruh dunia dengan pusat
keanekaragamannya terdapat di daerah tropis Asia Selatan dan Asia Tenggara
(Wu & Larsen, 2000). Sistem klasifikasi untuk Zingiberaceae pertama Kkali
diperkenalkan pada tahun 1889 dengan didasarkan pada perbedaan karakteristik
morfologi seperti perbedaan jumlah lokul, bentuk plasenta di dalam ovari dan
perbungaan (Kress, et al., 2002; Shi, et al., 2011). Klasifikasi Genus Zingiber
yang dipakai sekarang diperkenalkan oleh Schumann pada tahun 1904 dan
Valeton pada tahun 1918. Spesies Zingiber yang telah diidentifikasi hingga saat
ini sekitar 135 spesies (Theilade, 1996).

Zingiberaceae terkenal dengan rimpang yang beraroma kuat dan
bentuknya besar sehingga menyerupai umbi. Daun tumbuhan yang termasuk
dedalam famili ini memiliki pertulangan daun sejajar, tersusun berseling dan
terdiri atas helaian daun, tangkai dan upih. Batang terdapat di atas tanah dengan
ukuran yang sangat pendek (Tjitrosoepomo, 1994). Zingiber termasuk kedalam
salah satu genus dari famili Zingiberaceae dengan ciri berupa tubuhan herba yang

hijau sepanjang tahun. Pada genus Zingiber, bunga terpisah dari daun, tersusun



dengan kepala yang berbentuk kerucut letaknya bertumpu pada batang (Brickell,
2012). Z. loerzingii merupakan tumbuhan dengan perawakan berupa terna dengan
tinggi sekitar 1,5-2,5 m. Salah satu karakteristik tumbuhan ini adalah rimpang
dengan warna putih keabu-abuan (Rugayah, et al., 2017). Bunga memiliki tekstur
berlendir dengan warna umumnya putih kekuningan kecuali pada bagian bibir

bunga dan kepala sari yang berwarna jingga tua.

Gambar 2.1.  Zingiber loerzingii Valeton
(Sumber : Dokumentasi Pribadi, 2021)

Gambar 2.2. Bunga Zingiber loerzingii Valeton
(Sumber : ITUCN, 2019)

Zingiberaceae merupakan jenis tumbuhan herba yang habitat alaminya
berada pada hutan tropis. Klasifikasi Zingiber yang berasal dari Famili
Zingiberaceae termasuk kedalam tumbuhan langka dan rawan punah terlebih
habitat dari tumbuhan ini yang juga sebagian besar berada di lereng-lereng bukit

sehingga menyebabkan tumbuhan-tumbuhan ini jadi sulit untuk dikoleksi dan



dibuat dokumentasi lebih lanjut. Identifikasi pada Zingiberaceae juga termasuk
sulit untuk dilakukan karena tidak beragamnya perbedaan morfologi dan siklus
perbungaan yang pendek (Vinitha, et al., 2014). Habitat dan penyebaran Z.
loerzingii terdapat di daerah lembah dengan lingkungan yang basah dan
membutuhkan naungan serta masih ditemukan hanya di daerah Sumatera (Dewi,
2012).

Famili Zingiberaceae lebih sering digunakan sebagai tanaman obat,
rempah-rempah, sayuran, pestisida alami dan juga tanaman hias (Kala, 2005;
Tushar, et al., 2010; Shi, et al., 2011). Pemanfaatan Zingiberaceae sangat besar
terutama pada bidang kesehatan seperti penggunaan rimpang Zingiber montanum
J.Kbnig dalam mencegah dan mengurangi gejala Covid-19 (Musdja, 2021),
pemanfaatan Zingiber Officinale Rosc. untuk suplemen anti kanker pada pankreas
manusia (Wang, et al., 2021), pewarna alami dan parfum (Jantan, et al., 2003).
Genus Zingiber merupakan anggota dari Zingiberaceae yang dibudidayakan untuk
dimanfaatkan rimpangnya (Brickell, 2012). Salah satu spesies dari genus Zingiber
yang belum dikaji secara maksimal adalah Z. loerzingii Z. loerzingii belum

memiliki informasi dan publikasi ilmiah yang cukup untuk dijadikan sebagai data.

2.2. DNA Barcoding

DNA Barcoding atau Barcode DNA merupakan metode yang diterima
secara universal dalam mengidentifikasi spesies dengan cara yang cepat dan
akurat tanpa menyertakan ciri morfologis (Hebert, et al., 2003; Wattoo, et al.,
2016; Hu, et al., 2019). Barcode DNA menggunakan perbedaan nukleotida yang
terdapat pada lokus gen tertentu yang sifatnya mudah untuk diamplifikasi dan
unik pada tiap spesies sebagai dasar penentuan perbedaan makhluk hidup
(Maloukh, et al., 2017; Hashim, et al., 2020). Gen ini didata pada perpustakaan
digital (untuk data urutan sekuens barcode) dan kemudian dapat digunakan untuk
mengidentifikasi makhluk hidup yang belum diketahui identitasnya.
Pengaplikasian Barcode DNA tidak hanya untuk mengidentifikasi tapi juga
mengklasifikasi makhluk hidup sama seperti fungsi barcode UPC (Universal

Product Code) yang dipindai pada produk-produk di supermarket (Blaxter, 2003).



Barcode DNA pertama kali dikenal pada kalangan ilmuan ketika Hebert,
et al. (2003) dari Guelph University, Kanada mempublikasikan jurnal mereka
yang berjudul “Biological Identification through DNA Barcodes” dengan
mengevaluasi potensi gen COI (Cytochrome C Oxidase ) sebagai alat bantu untuk
taksonomi. Hebert dan timnya melakukan tes terhadap kemampuan gen tersebut
untuk mengidentifikasi invertebrata dari kelas Lepidoptera. Hebert juga
menyarankan pembuatan inventaris barcode molekuler untuk taksa-taksa yang
telah diketahui dan menjadi pusat data bagi identifikasi taksonomi.

Barcode DNA sebagai alat identifikasi bergantung pada basis data sekuens
yang telah dibuat (de Vere et al., 2012). Pangkalan data sekuens DNA untuk
barcode DNA makhluk hidup tersimpan di Barcode of Life Database. Sekuens
barcode dari spesimen yang belum diketahui identitasnya kemudian dibandingkan
dengan data sekuens pada CBOL (Hajibabaei, et al., 2007). Data yang tersimpan
dapat dijadikan acuan untuk pengidentifikasian makhluk hidup, informasi spesies
kriptik (belum diketahui identitasnya), pencegahan eksploitasi spesies langka dan
inventaris data molekuler makhluk hidup (Kress, 2017).

Penggunaan Barcode DNA secara luas dapat ditemukan pada bidang
ekologi, biomedikasi, epidemiologi, evolusi, konservasi dan bio-industri. Barcode
DNA telah digunakan sebagai alat dalam mengidentifikasi makhluk hidup secara
tepat meskipun keadaan tubuhnya tidak utuh, mengidentifikasi spesies yang
belum dikenali (Liu, et al., 2011), memonitor kualitas air (Kaur, 2015),
mengidentifikasi polen (serbuk sari) yang terkumpul pada tubuh hewan serangga
polinator, memonitor perdagangan hewan dan tumbuhan langka dan dilindungi
(Baker, 2008), mengidentifikasi tumbuhan obat (El-Atroush, et al., 2015) dan
pemeriksaan produk-produk kesehatan herbal serta suplemen makanan (Lo &
Shaw, 2018; Sarvananda, 2018). Barcode DNA sangat membantu dalam
mengungkapkan mislabeling dan food fraud (pemalsuan bahan baku makanan)
seperti pada seafood (Minoudi, et al., 2020; Pardo & Jiménez, 2020) dan produk
hasil susu (Uncu & Uncu, 2020). Produk hasil dari tumbuhan dan hewan seperti
madu (Valentini, et al., 2010) teh herbal (Uncu, et al., 2015), minyak Zaitun



(Kumar, et al., 2010) dan sirip ikan Hiu (Holmes, et al., 2009) juga dapat
diverifikasi dengan Barcode DNA.

Barcode DNA vyang ideal harus terdiri dari sekuens pendek dengan
panjang sekitar 400-800 bp (basepair) yang telah terstandardisasi secara
internasional dan dapat digunakan untuk mengkarakterisasi semua jenis makhluk
hidup (Savolainen et al., 2005; Kress & Erickson, 2012). Karakteristik yang juga
harus dimiliki barcode DNA diantaranya lokus gen yang digunakan memiliki
tingkat kemiripan yang tinggi untuk individu pada spesies yang sama tetapi
berbeda pada tiap spesies. Region gen yang digunakan harus memiliki informasi
filogenetik yang cukup agar spesies yang belum diketahui dapat dimasukkan
kedalam kelompok taksonomi yang sesuai. Region gen tersebut juga harus sangat
kuat serta dapat diamplifikasi dan disekuensing dengan mudah (Valentini, et al.,
2008; Bruni, et al., 2010).

Barcode DNA pada awal publikasinya masih didesain dan diaplikasikan
untuk hewan (Maia, et al., 2012). Barcode DNA untuk tumbuhan tidak seketika
berhasil dan diterima oleh komunitas ilmuan hingga beberapa tahun kemudian.
Lokus gen COI tidak sesuai untuk untuk dilakukan barcode DNA pada hampir
semua tumbuhan darat (Chase, et al., 2005). CBOL (Consortium for the Barcode
of Life) Working Group menyetujui penggunaan lokus gen matK, rbcL, trnH-psbA
dan ITS sebagai lokus standard untuk aplikasi barcode DNA pada tumbuhan
(Kress, 2017). Kombinasi dari lokus gen matK dan rbcL adalah yang disarankan
sebagai lokus gen universal untuk identifikasi dan autentikasi bagi tumbuhan darat
dan tumbuhan berbunga (Liu, et al., 2011; Yan, et al., 2015; Wattoo, et. al., 2016).

2.3. Gen rbcL (RuBisCO)

Plastida merupakan sumber utama yang digunakan pada barcode DNA
untuk tumbuhan karena laju substitusi nukleotida yang rendah pada DNA
mitokondria tumbuhan (Maia, et al., 2012; Meena et al., 2020). Dua region gen
dari genom plastida yaitu gen rbcL (Ribulose-1,5-biphosphate carboxylase-
oxygenase large subunit gene sering disebut dengan gen RuBisCO) dan gen matK

(maturase K) ditetapkan sebagai sekuens utama dalam barcode DNA untuk untuk
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tumbuhan pada tahun 2009 oleh 3™ World DNA Barcode Conference (Yu, et al.,
2021). Region gen rbcL telah digunakan secara luas untuk barcoding DNA pada
tumbuhan darat karena memiliki tingkat universalitas yang tinggi dan mudah
untuk diamplifikasi (Newmaster, et al., 2006). Gen rbcL sangat membantu dalam
perbandingan dan analisis data karena dimiliki oleh banyak tumbuhan darat
(Cumming, et al., 2013). Salah satu keuntungan Gen rbcL yang menjadikannya
lokus terstandard adalah tingkat keberhasilan yang tinggi untuk dilakukan
bidirectional sequencing (sekuensing dua arah dengan menggunakan primer
reverse dan forward) (Basith, 2015).

A mzoo"ws) n —————Pending to be investigated

Gambar 2.3. Kandidat Region Barcode pada Kingdom Plantae
(Sumber : Chen, et al., 2010)
Gen rbcL merupakan region barcoding yang paling banyak dikarakterisasi

pada GenBank dengan lebih dari 17.000 sekuens rbcL dari tumbuhan darat yang
telah tersimpan (Newmaster, 2006). Gen rbcL memiliki panjang sekitar 500-1400
bp dan sesuai jika dilakukan studi filogenetik (CBOL, 2009). Gen rbcL memiliki
tingkat kemiripan yang tinggi antar-spesies dan memiliki tingkat mutasi yang
rendah. Hal ini menyebabkan studi variasi genetik dan filogenetik makhluk hidup
dapat dilakukan secara mendalam dengan menggunakan region gen ini (Basith,
2015; Nurhasanah & Papuangan, 2019).
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2.4. Isolasi DNA

DNA memiliki informasi genetik yang diturunkan secara herediter pada
makhluk hidup sehingga dapat dijadikan salah satu media untuk identifikasi (Fatih,
2009). DNA dapat diambil dari bagian tubuh makhluk hidup, pada tumbuhan
DNA bisa diisolasi terutama dari daun (Maftuchah, et al., 2014). Isolasi DNA
pada umumnya terdiri dari beberapa tahapan yaitu isolasi sel, lisis (penghancuran)
dinding dan membran sel, ekstraksi dalam larutan, purifikasi (pemurnian) dan
presipitasi. Prinsip dasar dari isolasi DNA adalah mendapatkan DNA murni yang
terpisah dari organel-organel sel, karbohidrat, protein dan lipid (Murtyaningsih,
2017).

Tahap pertama dari isolasi DNA adalah dengan menghancurkan (lisis)
dinding dan membran sel tumbuhan. Lisis dapat dilakukan baik dengan secara
fisik melalui penggerusan, freeze thaw dan beadmill homogenization serta secara
kimia dengan menggunakan senyawa SDS (Sodium Dedocyl Sulfate) yang
biasanya terdapat pada detergent dan CTAB (Cetyltrimethylammonium Bromide)
(Murtyaningsih, 2017). Pelisisan jaringan tumbuhan dilakukan dengan
mengaplikasikan enzim pencerna yang pada umumnya menggunakan Proteinase-
K yang mendegradasi protein dan menonaktifkan enzim nuklease dengan cepat
sehingga mempermudah proses selama isolasi dan purifikasi DNA (Knebelsberger
& Stoger, 2012). Tahap kedua yaitu menghilangkan protein dari DNA. Tahap
ketiga dilakukan dengan menghilangkan RNA menggunakan enzim RNase.
Tahapan terakhir adalah dengan presipitasi DNA dengan menggunakan dua jenis
alkohol yaitu isopropanol dan etanol (Puspitaningrum, et al., 2018).

Metode yang dilakukan dalam mengisolasi DNA tumbuhan bergantung
pada jenis tumbuhan, morfologi dan fisiologi tumbuhan yang ingin diisolasi.
Teknik isolasi DNA yang umum digunakan pada tumbuhan annual (tahunan)
memerlukan beberapa modifikasi dari metode yang sudah ada, contohnya dengan
menambahkan antioksidan polivinilpolipirilidon (PVPP) dan merkaptoetanol juga
menggunakan nitrogen cair untuk menghancurkan jaringan dan membantu
memperpanjang masa simpan sampel sebelum dipurifikasi (Syafaruddin, et al.,

2011). DNA yang baru diisolasi memiliki banyak kontaminan berupa polisakarida
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dan senyawa metabolit sekunder yang berisiko menghambat pengamatan DNA.
Pita-pita DNA yang terbentuk dalam elektogram bisa tidak terlihat dengan jelas.
Untuk menghindari masalah tersebut maka sangat diperlukan teknik isolasi DNA
yang tepat untuk tiap tumbuhan agar didapat DNA dengan kualitas yang baik
sehingga mudah untuk dilakukan proses amplifikasi (Dewi, 2012).

2.5. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polymerase Chain Reaction atau reaksi berantai polimerase adalah sebuah
teknik saintifik dalam ilmu biologi molekuler dimana sekuens nukleotida tertentu
pada DNA diamplifikasi (diperbanyak secara terus-menerus) secara in-vitro
menggunakan sistem suhu dan bantuan enzim (Maftuchah, et al., 2014).
Singkatnya, reaksi berantai polimerase dapat dikatakan sebagai mesin “fotokopi
molekuler”. Polymerase Chain Reaction dikembangkan oleh Kary Mullis, seorang
ahli biokimia Amerika pada tahun 1983 dan mengantarkannya meraih Nobel pada
tahun 1993 (Bartlett & Stirling, 2003). Pada dasarnya Polymerase Chain Reaction
menggunakan prinsip penggandaan untai DNA dengan bantuan dua primer yang
sebelumnya telah dideskripsikan oleh Gobin Khorana pada tahun 1971. Teknik
PCR telah sangat umum digunakan terutama pada bidang kesehatan dan penelitian
biologi molekuler (Joshi & Despande, 2010).

PCR dapat bekerja dengan sangat cepat untuk menganalisis campuran
DNA yang kompleks dan dapat dilakukan meskipun isolasi DNA sebelumnya
menggunakan teknik sederhana (Dewi, 2012). PCR memungkinkan penggandaan
sekuens DNA tertentu dalam jumlah yang sangat besar dan memiliki tingkat
efisiensi yang tinggi. Satu molekul DNA dapat diperbanyak menjadi dua, empat,
delapan dan seterusnya. Penggandaan yang selalu berkelanjutan pada proses PCR
dibantu oleh enzim polimerase yang dapat mengikat tiap untaian DNA yang
digandakan membentuk untai yang lebih panjang. Pada PCR juga dibutuhkan
primer yang akan menempel pada kedua ujung untai DNA yang digandakan untuk

membentuk untai baru yang lebih panjang (Joshi & Despande, 2010).
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Gambar 2.4.  Tahapan Polymerase Chain Reaction
(Sumber : Campbell, 2008)

Komponen yang sangat esensial dalam melakukan PCR diantaranya
Templat DNA yang berisi genom DNA sampel yang akan diperbanyak, primer
yang merupakan oligonukleotida pendek, beruntai tunggal, dan melengkapi ujung-
ujung templat DNA, larutan buffer untuk mempertahankan pH, Tag DNA
Polymerase, dan Deoxynucleoside triphosphates (dNTPs) standard yang terdiri
atas Deoxycytidine triphosphate (dCTP), deoxythymidine triphosphate (dTTP),
Deoxyadenosine triphosphate (dATP), dan Deoxyguanosine triphosphate (dGTP)
(Etisham, 2016). Reaksi PCR standard membutuhkan 0,1-0,5 pm primer untuk
tiap ujung DNA yang dapat digunakan untuk 30 kali siklus amplifikasi atau
perbanyakan untai DNA. Taq DNA Polymerase harus stabil terhadap suhu tinggi
dan tidak mengalami denaturasi pada suhu 94-95°C. PCR membutuhkan larutan
buffer yang mengandung MgCl, karena konsentrasi ion Mg?* dapat
mempertahankan tingkat pH pada kisaran 8,3-8,8 dan meningkatkan aktivitas
enzim secara maksimal (Dewi, 2012). Untuk pengamplifikasian segmen DNA
yang memiliki panjang untai lebih dari 500 bp (basepair), diperlukan 50mM
larutan KCI (Ruano & Kid, 1991).

Tahapan pada PCR terdiri atas Denaturasi, Annealing atau penempelan
primer dan Extension (Elongation) atau tahap pemanjangan. Pada tahap denaturasi
DNA untai ganda dibuka untuk menjadi templat DNA untai tunggal. Tahapan ini

memerlukan suhu sekitar 94-95°C dalam waktu 5 menit sehingga DNA menjadi
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tidak stabil dan ikatan hidrogen terputus sehingga terjadi denaturasi. Tahap kedua
yaitu tahap annealing dilakukan pada kisaran suhu 50-60°C dan merupakan
tahapan dimana primer menempel pada templat DNA dibagian yang urutan
basanya komplementer. Tahap Extension atau pemanjangan biasanya
menggunakan Taq Polymerase yang memulai aktivitasnya untuk memperpanjang
DNA primer dari ujung 3’ dan dilakukan pada suhu 72°C. Setelah tahap
pemanjangan selesai, siklus PCR kembali diulang dari tahap pertama (Joshi &
Despande, 2011; Dewi, 2012).

2.6. Elektroforesis

Elektroforesis merupakan teknik pemisahan molekul berdasarkan ukuran,
muatan dan bentuk pada suatu medium yang dialiri listrik (Fatchiyah, et al., 2011).
Konsep elektroforesis ditemukan beberapa abad lalu ketika Ruess melakukan
sebuah percobaan dengan mengalirkan arus listrik melalui suspensi tanah liat di
dalam air dan menemukan adanya perpindahan partikel menuju katoda (kutub
negatif) (Chin, et al., 2013). Arne Tiselius, pada tahun 1937, menganalisis protein
dengan menggunakan elektroforesis batas gerak (Zone-boundary electrophoresis)
(Roberts & Dryden, 2013). Elektroforesis berkembang secara signifikan dan
digunakan oleh ilmuan bidang genetika ketika Hunter dan Moller melakukan
eksperimen terhadap enzim sebagai katalisator untuk melihat pengaruh kimia
histologinya (Harahap, 2018).

Salah satu tujuan dilakukannya elektroforesis adalah untuk menguiji
kualitas DNA dengan menganalisis fragmen-fragmen DNA yang telah dipotong
oleh enzim restriksi dan mengukur panjang untaiannya (Yuwono, 2010). Molekul
yang memiliki muatan akan bergerak ke medan elektroda yang berlawanan.
Molekul DNA yang bermuatan negatif karena adanya gugus fosfat (Roberts &
Dryden, 2013) bergerak menuju anoda (kutub positif) dalam medan listrik. Pada
proses perpindahannya, matriks gel menyebabkan molekul yang memiliki untaian
lebih panjang sulit bergerak sehingga DNA terpisah berdasarkan panjang
untaiannya (Campbell, et al., 2008).
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Gambar 2.5. Alat Elektroforesis
(Sumber : Campbell, 2008)

Elektroforesis memerlukan media penyangga sebagai tempat molekul
DNA bermigrasi dan mencegah terjadinya difusi karena panas yang timbul dari
aliran listrik (Fatchiyah, et al., 2011). Media penyangga yang digunakan
tergantung pada bahan yang akan dianalisis. Gel agarosa adalah media penyangga
yang paling umum digunakan untuk elektroforesis molekul DNA (Wastermeier,
2016). Agarosa merupakan polisakarida linear alami D-galaktosa dan 3,6-
anhidrigalaktosa, diekstrak dari rumput laut dan ketika dipanaskan dengan buffer
dapat membentuk matriks gel dari ikatan hidrogen (Magdeldin, 2012). Pita DNA

dalam gel dapat diamati sebagai flouresensi dengan bantuan sinar ultra violet.

2.7. Sekuensing

Sekuensing DNA adalah sebuah metode analisis yang digunakan untuk
membaca informasi genetik yang tersedia pada sekuens DNA (Rosenberg, 2017).
Sekuensing DNA pertama kali dikembangkan oleh Frederick Sanger dan timnya
dengan membuat metode sekuens dideoxy yang didasarkan pada perpanjangan
untai DNA oleh enzim DNA polimerase. Metode sekuens kedua dipelopori oleh
Maxam dan Gilbert pada rentang waktu yang berdekatan dengan Sanger. Metode
Maxam dan Gilbert dilakukan dengan mendegradasi fragmen DNA secara kimia
(Pierce, 2016). Sekuensing DNA Sanger pada akhirnya digunakan sebagai
prosedur standar yang lebih banyak digunakan karena penggunannya yang lebih
mudah dan lebih cepat secara teknis (Graham & Hill, 2001; McGinn & Gut, 2012).

Metode sekuensing Sanger berpedoman pada proses replikasi. Pada

metode ini digunakan substrat khusus untuk mensintesis DNA. DNA umumnya
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disintesis dari deoxyribonucleoside triphosphates (dNTPs), akan tetapi pada
metode Sanger, DNA disintesis dengan dideoxyribonucleoside triphosphate
(ddNTP) (Pierce, 2016). Sekuensing DNA dengan metode Sanger membutuhkan
beberapa komponen seperti DNA target; primer; campuran ddNTP yang terdiri
dari ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP dan enzim polimerase (Graham & Hill,
2001).

Metode sekuensing Sanger juga disebut dengan cycle sequencing karena
reaksinya dilakukan dengan metode siklus pada thermocycler. Campuran dari
sampel dimasukkan kedalam thermocycler yang akan memanaskan campuran
pada suhu 96°C, dimana pada suhu ini templat sampel DNA akan mengalami
denaturasi. Selanjutnya, suhu diturunkan sehingga primer dapat menempel pada
templat DNA dan suhu kemudian menyesuaikan untuk proses sintesis salinan
DNA oleh DNA polimerase sampai ddNTP tergabung (Clark, 2019). Hasil akhir
dari reaksi sekuensing adalah sejumlah potongan DNA dengan panjang untaian
yang bervariasi. Untai DNA memiliki akhiran nukleotida yang beragam sesuai
dengan campuran pada dNTP. DNA akan berakhir dengan nukleotida A jika
dNTP dicampur dengan ddATP, berakhir dengan nukleotida T jika dicampur
dengan ddTTP, berakhir dengan nukleotida C jika dicampur dengan ddCTP dan
berakhir dengan nukleotida G jika dNTP dicampur dengan ddGTP (Dewi, 2012).



BAB Il1
METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret sampai dengan bulan Mei
2021. Sampel dikoleksi dari Cagar Alam Sibolangit, Kabupaten Deli Serdang.
Pengerjaan proses DNA Barcoding dilaksanakan di laboratorium Bioselmolekuler,

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Negeri Medan.

3.2. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain plastik klip kedap
udara (plastik zip-lock), spidol atau penanda permanen, gunting, pinset, kamera
digital, gloves, kertas parafilm, labu erlenmeyer 500 ml (Pyrex), Tube Eppendorf
300 pl dan 1,5 ml, labu ukur 100, 250 dan 500 ml, aluminium foil, spatula,
lumpang dan alu, mikro pipet (Rainin) dengan volume 10 pl ; 20 ul ; 100 pl ; dan
1000 pl, tip mikro pipet kuning ; biru dan putih, rak tip, spatula, botol reagen,
lemari es, Ice box, vortex (Biosan Multi-Vortex V-32), microcentrifuge (Kitman
K24) sentrifuge, tabung UV (Ultra violet), PCR gradient : Labcycler
(SensoQuest), (Polymerase Chain Reaction), tabung PCR, mini horizontal
electrophoresis HU10 (Scie-Plas), alat Gel Documentation (BIOSTEP), PTC
(Programmer Thermal Cycler), dan freezer.

Bahan yang digunakan dalam penelitian Barcode DNA pada tumbuhan Z.
loerzingii, diantaranya sampel jaringan daun tumbuhan Z. loerzingii yang diambil
dari Cagar Alam Sibolangit, Kabupaten Deli Serdang, Sumatera Utara, alkohol
70%, akuades steril, loading dye (Thermo-scientific), RNase (Thermo-scientific),
TBE (tris HCI, asam borat, dan EDTA) 10x (1% Base), DNA Ladder 100 bp
(Geneaid), primer reverse dan forward (Tabel 3.1.), DNA loading dye, Gel
Agarose (Infitrogen), red gel stain (Infitrogen), Taq Polymerase, KIT PCR (Myfi
mix Bioline), DNA Mini Kit (Plant) Geneaid dan ddH,O (deionized water) atau

akuabides.
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Tabel 3.1. Daftar Primer

Identifikasi s .
Primer Sequence (5°-3°) Referensi
(El-Atroush, et al., 2015;
rbelLaf 5’-ATG TCA CCA CAA ACA GAG | Dechbumroong, et al., 2018;

ACT AAA GC-3° Arif et al, 2019;
Hashim, et al., 2021)
s (El-Atroush, et al., 2015;
rbcLa-rev éGC_;;—,A AAATCA AGT CCA CCR Avrif, et al, 2019;
Hashim, et al., 2021)

3.3.  Prosedur Penelitian

Karakterisasi molekuler tumbuhan Z. loerzingii dilakukan dengan
tahapan : pengoleksian sampel, isolasi dan ekstraksi DNA, PCR (Polymerase
Chain Reaction), elektroforesis, sekuensing dan analisis hasil sekuens.
Karakterisasi morfologi tumbuhan Z. loerzingii dilakukan dengan pengamatan

karakter morfologi yang terlihat dan studi literatur.

3.3.1. Koleksi Sampel

Penelitian Barcode DNA pada tumbuhan Z. loerzingii ini menggunakan
sampel jaringan daun Z. loerzingii yang diambil dari Cagar Alam Sibolangit.
Bagian tumbuhan yang dipakai adalah daun yang telah dewasa dan masih segar.
Sampel daun segar disemprot dengan alkohol 70%, disimpan dalam plastik kedap
udara (zip-lock) dan dimasukkan gel silika untuk mencegah pembusukan dengan
menyerap kelebihan air, lalu semua sampel daun disimpan dengan suhu rendah (-

20°C) agar masa penyimpanan bisa lebih panjang.

3.3.2. Isolasi DNA

Isolasi DNA dilakukan dengan menggunakan Plant DNA Mini Kit
komersil dengan merek Geneaid dan prosedur isolasi mengikuti protokol yang
telah tersedia. Daun sampel sebanyak 100 mg dihaluskan dengan menggunakaan
lumpang dan alu. Sampel yang telah halus dimasukkan kedalam tabung
microcentrifuge 1,5 ml, lalu ditambahkan larutan buffer GP 1 sebanyak 400 ul dan

RNase 5 ul. Campuran tersebut kemudian dihomogenkan menggunakan vortex
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selama 10 detik lalu diinkubasi pada suhu 60°C selama 10 menit. Selama masa
inkubasi, campuran sampel divortex tiap 5 menit selama 10 detik.

Larutan Elution buffer sebanyak 200 pl/sampel dipanaskan pada suhu
60°C selagi menunggu inkubasi selesai. Larutan ini akan digunakan pada tahap
akhir isolasi DNA. Sampel yang telah selesai diinkubasi ditambahkan 100 pl
buffer GP2 dan divortex selama 10 detik. Sampel kemudian diinkubasi kembali
kedalam es selama 3 menit. Selama inkubasi, filter column ditempatkan dalam 2
ml collection tube. Sampel hasil inkubasi dimasukkan kedalam filter column lalu
disentrifuge dengan kecepatan 1000 x g (kali gravitasi) selama 1 menit. Filter
column kemudian dibuang dan cairan pada collection tube dipindahkan 300 pl ke
mikrosentrifuge tube kemudian ditambahkan 400 ul buffer GP3 sebanyak volume
cairan. Campuran divortex selama 10 detik.

Setelah campuran selesai divortex, ditempatkan GD column pada
collection tube dan cairan yang terdapat pada microcentrifuge tube dipindahkan
sebanyak 700 pl kedalam GD column. Campuran disentrifuge dengan kecepatan
16000 x g selama 2 menit. Larutan pada collection tube dibuang dan GD column
diletakkan kembali. Campuran sampel disentrifuge lagi dengan kecepatan 16000
x g selama 30 detik kemudian larutan yang terdapat pada collection tube dibuang
dan GD column diletakkan kembali.

Larutan buffer W1 ditambahkan sebanyak 400 ul ke GD column lalu
disentrifuge dengan kecepatan 16000 x g selama 30 detik. Larutan yang ada pada
GD column dibuang kedalam colletion tube. Larutan Wash buffer ditambahkan
kedalam GD column sebanyak 600 ul lalu disentrifuge dengan kecepatan 16000 X
g selama 30 detik, lalu larutan yang terdapat dalam GD column dibuang kembali
kedalam collection tube. Campuran disentrifuge lagi dengan kecepatan 16000 x g
selama 3 menit.

Tahap selanjutnya, GD column dipindahkan ke mikrosentifuge tube 1,5 ml
steril. Larutan Elution buffer yang telah dipanaskan pada tahap awal ekstraksi
ditambahkan kedalam GD column sebanyak 100 ul dan didiamkan selama 5 menit.

Campuran disentrifuge dengan kecepatan 16000 x g selama 30 detik. Larutan
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yang terdapat dalam mikrosentrifuge tube merupakan DNA murni. DNA murni

disimpan pada suhu -20°C.

3.3.3. Analisis Kualitatif DNA

Analisis kualitatif DNA dilakukan dengan menggunakan elektroforesis gel
agarosa menggunakan Mini Horizontal Electrophoresis — HU10 (DNA). Analisis
ini bertujuan untuk mengetahui kualitas hasil isolasi DNA genom total maupun
amplifikasi DNA. Amplifikasi diawali dengan pembuatan gel agarosa 0,8%
dengan melarutkan 0,8 gr agarosa kedalam 10 ml larutan TBE buffer dan 90 ml
akuades. Larutan dipanaskan pada suhu medium sampai muncul gelembung.
Agarosa harus larut sepenuhnya dan warna larutan dipastikan tetap bening.
Setelah agarosa larut dengan sempurna, larutan dibiarkan menghangat, lalu
ditambahkan red gel stain sebanyak 5 pl. Larutan gel dituang kedalam cetakan
yang telah dilengkapi dengan sisir lalu didiamkan hingga mengeras. Gel kemudian
dimasukkan kedalam alat elektroforesis dan direndam dengan campuran larutan
buffer TBE 30 ml dan 270 ml akuades, lalu dilepaskan sisir secara perlahan.

Marker DNA ladder 100 bp sebanyak 5 pl dimasukkan kedalam sumur
yang berada pada bagian paling Kiri. Larutan sampel DNA vyang telah
diamplifikasi diambil sebanyak 8 pl lalu dicampurkan dengan 2 ul loading dye di
atas kertas parafilm dan dimasukkan kedalam sumur elektroforesis. Setelah
seluruh sampel selesai dimasukkan, mesin elektroforesis melakukan running
selama 45 menit dengan voltase sekitar 70 V dan arus 100 mA. Marker DNA
digunakan sebagai acuan untuk mengukur panjang pita DNA. Selanjutnya, gel
diamati dengan menggunakan bantuan sinar ultraviolet. Proses visualisasi hasil
elektroforesis DNA dilakukan dengan bantuan Gel documentation. Profil DNA
yang terlihat kemudian disimpan dalam perangkat dokumentasi gel. Perangkat
dokumentasi gel adalah alat yang terdiri atas kotak berbahan metal tempat
penyinaran sinar ultraviolet yang dihubungkan dengan kamera digital. Kamera
digital tersebut terpasang pada komputer dengan kelengkapan program yang dapat

menyimpan fotografi dari hasil elektroforesis. Dokumentasi gel berfungsi untuk
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mengambil foto gel hasil elektroforesis kemudian menyimpannya dalam bentuk

data fotografi.

3.3.4. Amplifikasi atau PCR (Polymerase Chain Reaction)

Pada proses PCR dilakukan amplifikasi yang bertujuan untuk
memperbanyak DNA di daerah lokus yang akan digunakan untuk proses
barcoding. Amplifikasi sampel DNA menggunakan dua jenis primer yaitu primer
reverse dan primer forward. Volume untuk pembuatan master mix PCR (untuk
satu reaksi PCR) adalah 50 pl dengan komposisi larutan yaitu, 5 pl primer
forward dan 5 pl primer reverse (Tabel 3.1), 5 pl larutan DNA sampel, 10 pl
akuabides, 25 pl KIT PCR (Myfi Mix Bioline) yang dimasukkan kedalam tabung
eppendorf 300 pl. Sampel dimasukkan kedalam alat PCR gradient untuk
diamplifikasi.

Proses amplifikasi dilakukan sebanyak 35 siklus. Tahapan amplifikasi
pada tiap primer umumnya sama, hanya terdapat perbedaan pada proses annealing.
Pada tahap awal hot start dilakukan pada suhu 97°C selama 4 menit. Tahapan
selanjutnya dilakukan masing-masing 35 siklus. Pada primer rbcL, Denaturasi
dilakukan dengan suhu 94°C selama 45 detik, penempelan primer (annealing)
dilakukan pada suhu 52°C selama 50 detik dan Pemanjangan DNA (Extension)
memerlukan suhu 72°C selama 1 menit. Pita DNA hasil dari PCR kemudian
dielektroforesis menggunakan agarosa 1% dan divisualisasikan dengan
menggunakan UV transluminator. Tahapan Amplifikasi yang lebih jelas dan
singkat dapat dilihat pada Tabel 3.2.

Tabel 3.2. Tahapan Amplifikasi DNA

Tahapan Suhu (°C) \(/gstl?tkl; Siklus
Hot Start 97 240 1
Denaturasi 94 45
. rbcLaF 52
Annealing bl rev 5 50 35
Extension 72 60
Final Extension 72 420 1
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3.3.5. Sekuensing

Sekuensing DNA Z. loerzingii berguna untuk memperoleh data urutan
nukleotida pada lokus gen yang diamati dari sampel Z. loerzingii. Sekuensing
pada penelitian ini dilakukan dengan menggunakan jasa perusahaan Biologi
Molekuler 1% BASE Malaysia. Produk hasil amplifikasi DNA Z. loerzingii

dijadikan sebagai sampel dalam reaksi sekuensing.

3.3.6. Analisis Data

Hasil sekuensing berupa kromatogram diedit menggunakan aplikasi
Geneious Prime versi trial untuk melihat kualitas basa dan aplikasi Bioedit versi
7.2.5 untuk memperoleh sekuens konsensus berdasarkan sekuens konservatif yang
dihasilkan dari sekuensing primer rbcLaf dan rbcLa-rev. Sekuens konsensus yang
telah diperoleh kemudian dialignment menggunakan Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) dari National Center for Biotechnology Information
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Data dengan similaritas yang tinggi dengan
sampel diikutkan dalam analisis pohon filogenetik. Pohon filogenetik dibangun
dengan menggunakan program Molecular Evolutionary Genetic Analysis
(MEGA) X. Analisis dilakukan untuk menghitung persentase similaritas, GC
Content dan jarak genetik. Keragaman genetik antar sampel Z. loerzingii
diidentifikasi dengan aplikasi DnaSP versi 6. Pengilustrasian nukleotida DNA
hasil ~ sekuensing dilakukan dengan bantuan  website  http://biorad-
ads.com/DNABarcodeWeb/.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Karakteristik Molekuler Sekuens lokus gen rbcL pada tumbuhan
Zingiber loerzingii Valeton.
Karakteristik molekuler pada tumbuhan Z. loerzingii dapat diamati dari
hasil sekuensing dan barcoding DNA menggunakan lokus gen rbcL. Berikut ini
hasil tahapan dari karakteristik molekuler yang telah dilakukan terhadap

tumbuhan Z. loerzingii.

4.1.1. Hasil Isolasi DNA Zingiber loerzingii Valeton

Identifikasi molekuler terhadap Z. loerzingii diawali dengan tahapan
isolasi DNA yang bertujuan untuk mengekstraksi DNA murni yang kemudian
digunakan pada proses PCR (Polymerase Chain Reaction) dan Sekuensing. DNA
berkualitas tinggi sangat dibutuhkan untuk keakuratan identifikasi menggunakan
Barcode DNA. Isolasi DNA harus dilakukan dengan sangat teliti, cepat, praktis
dan menggunakan peralatan yang steril untuk mencegah DNA terdegradasi dan
menghindari kontaminasi yang bisa menghambat reaksi pada proses PCR serta
dapat digunakan dalam berbagai analisis molekuler (Moyo, et al., 2008; Chen, et
al., 2014). Untuk mendapatkan hasil DNA murni dengan cepat dan tingkat
kontaminasi yang rendah, isolasi dilakukan dengan menggunakan Kit isolasi
komersial. Metode isolasi dengan menggunakan Kit komersial dilakukan
berdasarkan penelitian sebelumnya terhadap isolasi DNA Famili Zingiberaceae
(Shi, et al., 2011; Basak, et al., 2019; Saha, et al., 2020; Yang, et al., 2020).

DNA diisolasi dari daun dengan menggunakan Kit komersial dari Geneaid
yang dioptimasikan untuk memurnikan baik DNA genom, DNA mitokondria
maupun DNA Kkloroplas yang berasal dari berbagai spesies tumbuhan (Geneaid
Protocol, 2020). Proses isolasi DNA diawali dengan pelisisan membran dan
dinding sel dengan menggunakan buffer GP1. DNA diikat pada GD Column
menggunakan buffer GP3. Residu-residu seperti RNA dibersihkan dengan RNase

23



24

dan protein dibersihkan dengan buffer W1. DNA murni didapatkan dari hasil elusi
menggunakan elution buffer (Rau, et al., 2018).

Hasil isolasi DNA diuji kualitas pitanya dengan menggunakan uji
elektroforesis dengan gel agarosa 0,8%. Pengujian kualitas DNA dilakukan unutk
mengetahui tingkat keberhasilan pada tahap isolasi DNA. Gel agarosa konsentrasi
0,8% memiliki Kisi-kisi serat polimer yang tidak sepadat gel agarosa pada
konsentrasi 1%. Penggunaan konsentrasi sebanyak 0,8% bertujuan untuk
menghindari sulitnya molekul DNA dengan pita berukuran panjang untuk turun
ke arah kutub positif.

3000 Dp s

1500 D s—

1000 bp=—1 N

500 D e—
400 D w—
300 DP s—
200 bp e—
100 bp = 5
=
Marker
DNA

Gambar 4.1. DNA Zingiber loerzingii (L1, L2, L3 dan La)
hasil isolasi metode Kit komersial.

Sampel DNA Zingiber loerzingii Val.

Pada penelitian ini, informasi mengenai kualitas DNA hasil isolasi terlihat
baik, dimana hasil pembacaan pada Gel Documentation menunjukkan terdapat
DNA dengan panjang lebih dari 3000 bp. Smear yang terdapat pada hasil isolasi
DNA isolasi tumbuhan Z. loerzingii diakibatkan oleh konsentrasi DNA yang
relatif tinggi dengan berbagai ukuran panjang basa sehingga DNA tersebar pada

sepanjang jalur elektroforesis (Komalasari, 2009).

4.1.2. Hasil Amplifikasi dengan PCR (Polymerase Chain Reaction)
Tahapan amplifikasi DNA pada penelitian ini dilakukan dengan bantuan
pasangan primer rbcLa-rev dan rbcLaf sebagai primer spesifik untuk membatasi

daerah region DNA yang akan diamplifikasi. Primer rbcLaf (primer forward) dan
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rbcLa-rev (primer reverse) merupakan primer yang berguna sebagai penanda
untuk daerah genom pada kloroplas (cpDNA). Primer rbcL telah digunakan untuk
identifikasi molekuler pada tumbuhan dari Famili Zingiberaceae (Ahmad, et al.,
2008; Basak, et al., 2019; Li, et al., 2019; Gui, et al., 2020). Sekuens pada lokus
gen rbcL memiliki efisiensi yang tinggi dengan tingkat keberhasilan pada
amplifikasi hampir mendekati 100% dan menyajikan keuntungan berupa tingkat
universalitas yang tinggi (Shi, et al., 2019; Newmaster, et al., 2006) menjadi
alasan kuat digunakannya lokus gen rbcL pada analisis molekuler Z. loerzingii.

Amplifikasi DNA dengan PCR dilakukan dengan tiga tahapan utama yaitu
Denaturasi, Annealing dan Extension. Proses PCR sangat bergantung pada
ketepatan suhu dan waktu yang digunakan pada tiap tahapan. Pada tahap awal
dilakukan tahapan Hot-start dengan suhu 97°C dan waktu 4 menit (240 detik)
sebagai awal dari Denaturasi. Denaturasi dilakukan pada suhu 94°C dan waktu 45
detik sebagai tahap untuk mengurai untai ganda pada DNA sehingga terbentuk
cetakan DNA tunggal. Waktu Denaturasi tidak boleh terlalu lama karena dapat
merusak kualitas DNA. Setelah melalui denaturasi, amplifikasi dilanjutkan
dengan penempelan dan pengenalan (Annealing) primer untuk mendapatkan lokus
gen target. Suhu untuk annealing dilakukan pada angka 52°C dengan waktu 50
detik. Kesesuaian suhu saat annealing mempengaruhi keberhasilan amplifikasi,
suhu terlalu rendah (dibawah 37°C) atau terlalu tinggi (diatas 60°C) akan
mengakibatkan mispriming dan primer tidak dapat menempel (Fatchiyah, et al.,
2011).

Tahap amplifikasi DNA selanjutnya adalah tahap pemanjangan atau
Extension. Pada tahapan ini, untai baru terbentuk dimulai dari posisi basa
nukleotida yang ditempeli oleh primer mulai dari ujung 5’ menuju ke ujung 3’.
Tahap Extension dilakukan pada suhu 72°C dan waktu 60 detik. Tahap akhir
setelah semua siklus berakhir adalah tahapan Final Extension yang bertujuan
untuk memastikan semua basa nukleotida pada untai DNA dari lokus gen target
sudah terbentuk. Final Extension berlangsung selama 7 menit (420 detik) dengan

suhu 72°C. Seluruh siklus amplifikasi pada PCR, dilakukan berulang-ulang
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sebanyak 35 siklus untuk memenuhi jumlah kelipatan segmen DNA yang
diperlukan (Fatchiyah, et al., 2011).

Hal lain yang berpengaruh pada keberhasilan proses amplifikasi adalah
pemilihan primer yang tepat. Pengunaan dan pemilihan primer sangat krusial
dalam reaksi PCR. Primer berfungsi sebagai agen yang menginisiasi proses
amplifikasi DNA pada sampel secara in-vitro dengan menandai template DNA
yang diinginkan. Kesalahan dalam memilih primer akan menyebabkan primer
menempel pada bagian lain dari DNA dan amplikon yang dihasilkan tidak sesuali
dengan yang diharapkan (Rahayu & Jannah, 2019).

Amplifikasi DNA dengan menggunakan primer rbcL diuji secara kualitatif
dengan metode elektroforesis gel agarosa 1% dan menghasilkan amplikon berupa
pita / band DNA yang sangat baik. Amplikon Z. loerzingii sampel Li, Lo, L3 dan
L, yang terlihat pada media gel agarosa terlihat tebal dan jelas. Profil pita DNA
yang terlihat berpendar jelas dan tebal merupakan salah satu syarat DNA yang
bisa untuk disekuensing karena semakin tebal dan terang pita DNA yang terlihat
menunjukkan bahwa amplikon yang terbentuk semakin banyak. Dari hasil
pembacaan melalui Gel-Doc (gambar 4.2.), terlihat profil pita DNA memiliki

panjang fragmen dengan kisaran 600 bp.

= Sampel DNA

3000 bp, = Zingiber loerzingii Val.
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Gambar 4.2. Profil Pita DNA Z. loerzingii (L1, L2, L3 dan L4)
hasil amplifikasi Polymerase Chain Rection (PCR).
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4.1.3. Sekuens DNA Zingiber loerzingii Valeton

DNA sampel Z. loerzingii (L1, L2, Ls dan Ls) disekuensing dengan
menggunakan bantuan perusahaan penyedia jasa sekuensing 1% Base di Malaysia.
Amplikon sampel Z. loerzingii (L1, L2, Ls dan Ls4) dipurifikasi dan disekuensing
dengan menggunakan sepasang primer yaitu rbcLaf (5’-ATG TCA CCA CAA
ACA GAG ACT AAA GC-3’) (El-Atroush, et al., 2015; Dechbumroong, et al.,
2018; Arif et al, 2019; Hashim, et al., 2021) sebagai primer forward dan rbcLa-
rev (5’-GTA AAA TCA AGT CCA CCR CG-3’) (El-Atroush, et al., 2015; Arif et
al, 2019; Hashim, et al., 2021) sebagai primer reverse. Purifikasi bertujuan untuk
memurnikan dan benar-benar membersihkan fragmen DNA amplikon dari
kontaminan, sisa kelebihan primer forward dan reverse pada PCR serta sisa debris
sel tumbuhan yang kemungkinan masih ada. DNA disekuensing untuk membaca
urutan nukleotida dari DNA amplikon (Rahayu & Jannah, 2019). Hasil
pembacaan sekuens kemudian digunakan sebagai bahan untuk penentuan Barcode
DNA, karakteristik molekuler dan analisis filogenetik pada Z. loerzingii.

Hasil sekuens sampel Z. loerzingii (L1, L2, L3 dan L4) didapatkan berupa
kromatogram dengan bentuk file berformat .AB1 yang terdiri dari pembacaan dua
arah dari primer forward dan reverse secara terpisah. Kromatogram DNA sampel
dibaca sebagai grafik berupa elektroferogram yang mewakili seluruh nukleotida
hasil pembacaan mesin. Basa-basa nitrogen pada DNA (A,C,G,T) diterjemahkan
dari puncak (peak) untuk analisis hasil sekuens. Kualitas DNA yang baik adalah

ketika peak pada grafik tinggi dan tidak saling tumpang tindih.
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Gambar 4.3.  Kromatogram sampel DNA Z. loerzingii sampel L1
hasil sekuensing
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Gambar 4.4. Kromatogram sampel DNA Z. loerzingii sampel L
hasil sekuensing.
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Gambar 4.5. Kromatogram sampel DNA Z. loerzingii sampel L3
hasil sekuensing.
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Gambar 4.6. Kromatogram sampel DNA Z. loerzingii sampel L4
hasil sekuensing.

Kurva pada grafik hasil pembacaan sekuens DNA terdiri dari beberapa
warna untuk memudahkan penentuan basa nukleotida. Adenin (A) ditandai
dengan kurva berwarna hijau, Timin (T) ditandai dengan kurva berwarna merah,
Guanin (G) ditandai dengan kurva berwarna hitam dan Sitosin (C) ditandai
dengan kurva berwarna biru. Dari gambar diatas terlihat bahwa kromatogram hasil

sekuensing sampel Z. loerzingii (L1, L2, Ls dan L4) menunjukkan kualitas yang
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baik dengan peak yang tinggi dan kurva pada grafik hampir seluruhnya tidak
saling tumpang tindih kecuali pada bagian ujung awal dan ujung akhir. Beberapa
nukleotida yang memiliki kurva tumpang tindih di bagian awal dan akhir tidak
terlalu berpengarun pada analisis DNA Z. loerzingii selanjutnya. Dari
kromatogram sampel Z. loerzingii juga dapat dilihat persentase GC content dan
AT content yang memperlihatkan persentase komposisi nukleotida sampel
(disajikan pada Tabel 4.1.) pada lokus gen rbcL.

Tabel 4.1. Persentase Basa Nukleotida Z. loerzingii (L1, L2, Lz dan L)
hasil sekuensing.

sampel Basa Nukleotida (%0) ALT %) | G+C (%)
A T G C
L1 rbcL_a f 27.83 | 29.57 | 22.96 | 19.65 57,39 42,61
L1 rbcl_a rev | 29.57 | 27.83 | 20.35 | 22.26 57,39 42,61
L2 rbcL_a f 27.83 | 29.57 | 22.96 | 19.65 57,39 42,61
L2 rbcl_a rev 29.74 | 27.83 | 20.35 | 22.09 57.57 42.43
L3 rbcL_a f 27.65 | 29.57 | 23.13 | 19.65 57.22 42.78
L3 rbcl_a_rev 29.62 | 27.87 | 20.21 | 22.30 57.49 42.51
L4 rbclL_a f 27.70 | 29.62 | 23.00 | 19.69 57.32 42.68
L4 rbcl_a_rev 29.27 | 28.05 | 20.38 | 22.13 57.32 42.51

Kromatogram yang didapatkan dari hasil pembacaan mesin sekuensing
masih merupakan sekuens konservatif yang berasal dari pembacaan primer
forward dan reverse secara terpisah sehingga harus diperoleh sekuens konsensus
untuk memudahkan analisis molekuler. Untuk mendapatkan sekuens konsensus,
sekuens forward dan reverse dari masing-masing sampel disatukan agar
didapatkan satu sekuens yang utuh dan lengkap. Penyatuan (Contig) sekuens
dilakukan dengan menggunakan aplikasi Bioedit versi 7.2.5. Contig diawali
dengan memotong bagian ujung setiap sekuen yang memiliki kualitas kurang baik
dengan indikator kualitas berupa posisi kurva yang tumpang tindih, peak yang
rendah dan kualitas Qscore basa dibawah standard 40. Kualitas basa dilihat
menggunakan aplikasi Geneious prime versi trial. Contig dilakukan dengan

modifikasi terhadap sekuens dengan melakukan reverse complement pada kedua
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sekuen sampai didapatkan sekuen konsensus yang digunakan pada tahap analisis

molekuler selanjutnya.

4.1.4. DNA Barcoding Zingiber loerzingii Valeton

Barcode DNA telah diakui sebagai salah satu metode yang kuat dalam
identifikasi dan menemukan kekerabatan genetik pada makhluk hidup (Hashim, et
al., 2020). Identifikasi secara molekuler dengan menggunakan metode barcode
DNA telah berhasil dilakukan pada beberapa tumbuhan dari Famili Zingiberaceae
(Shi, et al., 2011; Vinitha, et al., 2014; Zhang, et al., 2014; Wijayasiriwardene, et
al., 2017). Meskipun begitu, publikasi mengenai barcode DNA yang spesifik pada
genus Zingiber masih cukup sulit untuk ditemukan karena keterbatasan data. Hasil
sekuensing pada keempat sampel Z. loerzingii menunjukkan urutan dan komposisi
nukleotida dengan tingkat similaritas 100% (Tabel 4.2.) sehingga dapat
digunakan sebagai barcode DNA.

. Tabel 4.2. Urutan nukleotida DNA Z. loerzingii sampel L1, L2, LzdanLa

hasil sekuensing.

Sampel Urutan Sekuens

AACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTTAAAGCTGGTGTTAA
AGATTACAAATTGACTTATTATACTCCTGACTACGAAGTCAA
AGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACC
TGGAGTTCCACCCGAAGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCCGA
ATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACTGATGGACT
TACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATCGA

I(I)Del:_lz'?nzi i GGCTGTTATTGGGGAGGATAATCAATATATTGCTTATGTAGC
sampel gL TTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACAT
1

GTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTGTTTGGTTTCAAAGCCTT
ACGAGCTCTACGTTTGGAGGATCTGCGAATTCCCACTTCCTA
TTCCAARACTTTCCAAGGCCCGCCTCACGGCATTCAGGTTGA
AAGAGATAAGTTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATG
TACTATTAAACCAAAATTGGGATTATCTGCAAAAAACTACGG
TAGAGCAGTTTATGAGTGTCTACGCGGTGG

AACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTTAAAGCTGGTGTTAA
AGATTACAAATTGACTTATTATACTCCTGACTACGAAGTCAA
AGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACC
DNA Z. TGGAGTTCCACCCGAAGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCCGA
loerzingii ATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACTGATGGACT
sampel L, | TACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATCGA
GGCTGTTATTGGGGAGGATAATCAATATATTGCTTATGTAGC
TTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACAT
GTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTGTTTGGTTTCAAAGCCTT




ACGAGCTCTACGTTTGGAGGATCTGCGAATTCCCACTTCCTA
TTCCAAAACTTTCCAAGGCCCGCCTCACGGCATTCAGGTTGA
AAGAGATAAGTTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATG
TACTATTAAACCAAAATTGGGATTATCTGCAAAAAACTACGG
TAGAGCAGTTTATGAGTGTCTACGCGGTGG

DNA Z.
loerzingii
sampel L3

AACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTTAAAGCTGGTGTTAA
AGATTACAAATTGACTTATTATACTCCTGACTACGAAGTCAA
AGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACC
TGGAGTTCCACCCGAAGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCCGA
ATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACTGATGGACT
TACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATCGA
GGCTGTTATTGGGGAGGATAATCAATATATTGCTTATGTAGC
TTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACAT
GTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTGTTTGGTTTCAAAGCCTT
ACGAGCTCTACGTTTGGAGGATCTGCGAATTCCCACTTCCTA
TTCCAAAACTTTCCAAGGCCCGCCTCACGGCATTCAGGTTGA
AAGAGATAAGTTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATG
TACTATTAAACCAAAATTGGGATTATCTGCAAAAAACTACGG
TAGAGCAGTTTATGAGTGTCTACGCGGTGG

DNA Z.
loerzingii
sampel L4

AACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTTAAAGCTGGTGTTAA
AGATTACAAATTGACTTATTATACTCCTGACTACGAAGTCAA
AGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACC
TGGAGTTCCACCCGAAGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCCGA
ATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACTGATGGACT
TACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATCGA
GGCTGTTATTGGGGAGGATAATCAATATATTGCTTATGTAGC
TTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACAT
GTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTGTTTGGTTTCAAAGCCTT
ACGAGCTCTACGTTTGGAGGATCTGCGAATTCCCACTTCCTA
TTCCAAAACTTTCCAAGGCCCGCCTCACGGCATTCAGGTTGA
AAGAGATAAGTTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATG
TACTATTAAACCAAAATTGGGATTATCTGCAAAAAACTACGG
TAGAGCAGTTTATGAGTGTCTACGCGGTGG
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Barcode DNA dapat dilakukan dengan menggunakan region lokus pada

nukleus maupun pada organel (organellar genome) (Hebert, et al., 2003). Pada

penelitian ini Barcode DNA dilakukan dengan menggunakan organellar genome

pada kloroplas (cpDNA) di lokus rbcL (ribulose-1,5-biphosphate carboxylase-

oxygenase large subunit gene). Genom pada kloroplas memiliki keuntungan

seperti diturunkan dari parental tunggal (gen hanya diturunkan dari gen maternal)

dan tidak adanya rekombinasi (Xu, et al., 2021). Gen yang diturunkan secara

maternal memiliki sifat yang jauh lebih stabil dan lebih mudah untuk
disekuensing (Chase & Fay, 2009).



Barcode DNA pada tumbuhan Z. loerzingii ditentukan dari urutan
nukleotida yang didapatkan dari hasil sekuensing (Tabel 4.2.). Pada penelitian ini,
lokus gen rbcL berhasil digunakan dalam pembuatan Barcode DNA untuk
tumbuhan Z. loerzingii Lokus gen rbcL mudah untuk dilakukan proses amplifikasi
dan sekuensing, panjang urutan nukleotida pada fragmen DNA amplikon 575 bp
dan mudah untuk dilakukan pensejajaran dalam analisis filogentik. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Wang, et al. (2017) bahwa ciri yang perlu dimiliki pada
barcode DNA diantaranya adalah memiliki urutan nukleotida yang pendek
(<1000 bp), mudah untuk dilakukan amplifikasi dan sekuensing serta mudah
untuk dilakukan pensejajaran (alignment) tanpa harus dilakukan pengeditan

manual.
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DNA Z. loerzingii sampel L.

—_— =
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DNA Z. loerzingii sampel L4

0
|

Gambar 4.7. llustrasi nukleotida DNA dengan warna berbeda (A=hijau,
T=merah, C=biru dan G=hitam) dan angka yang menunjukkan
panjang dari sekuen DNA yang dapat digunakan sebagai informasi
sekuens DNA Z. loerzingii yang jelas.

4.2. Keragaman Molekuler (Keragaman Genetik) Zingiber loerzingii
Valeton menggunakan barcode DNA berdasarkan lokus gen rbcL
Berdasarkan hasil analisis seluruh sekuen dengan alignment menunjukkan

terdapat 476 karakter yang dapat diobservasi. Terdapat 429 karakteristik yang
terkonservasi. Daerah terkonservasi merupakan daerah yang posisi pada basanya
tidak ada perubahan apapun. Daerah ini merupakan daerah plesiomorfik. Selain
itu terdapat juga 47 karakter variable, 24 karakter parsimony dan 23 karakter
singleton. Pada analisis keragaman molekuler parameter yang dilihat berupa
analisis variasi dan persentase AT content dan GC content, koefisien similaritas
sampel dan out-groups (Pairwise Distance) analisis haplotype dan keragaman

nukleotida dan analisis single nucleotide polymorphism.

4.2.1. Analisis Variasi dan Persentase AT Content dan GC Content

Hasil analisis komposisi nukleotida dari seluruh sampel dalam penelitian
menunjukkan keempat sampel Z. loerzingii memilki AT content (56,51%) dan GC
content (43,49%) yang sama. Jumlah komposisi nukleotida pada sampel memiliki
kesamaan dengan spesies outgroup Pontederia cordata dan Dilatris ixioides.
Komposisi AT content dan GC content pada Z. loerzingii juga hampir mirip dengan
komposisi AT content dan GC content pada Zingiber officinale. Diantara seluruh
spesies, Z. zerumbet (b) memiliki jumlah presentase GC content paling rendah

sedangkan Z. officinale memiliki persentase yang paling tinggi.
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Tabel 4.3. Analisis Variasi dan Persentase AT Content dan GC Content

No Species Komposisi Nukleotida (%)
T C A G A+T | C+G
1 | Z. loerzingii (L4) 29,83 21,43 26,68 22,06 56,51 | 43,49
2 | Zloerzingii (L3) 29,83 21,43 26,68 22,06 56,51 | 43,49
3 | Z. loerzingii (L2) 29,83 21,43 26,68 22,06 56,51 | 43,49
4 | Z. loerzingii (L1) 29,83 21,43 26,68 22,06 56,51 | 43,49
5 | C.longa 29,64 20,46 27,53 22,37 57,17 | 42,83
6 | C.longa 29,47 20,53 27,38 22,62 56,85 | 43,15
7 | C. zedoaria 29,52 20,57 27,43 22,48 56,95 | 43,05
8 | C. zedoaria 29,47 2053 27,38 22,62 56,85 | 43,15
9 | H. coronarium 29,13 19,82 27,93 23,12 57,06 | 42,94
10 | H. coronarium 29,20 20,41 27,47 22,92 56,67 | 43,33
11 | Z. officinale 29,62 21,22 26,68 22,48 56,30 | 43,70
12 | Z. officinale 29,62 21,22 26,68 22,48 56,30 | 43,70
13 | Z.officinale 29,62 21,22 26,68 22,48 56,30 | 43,70
14 | Z. officinale 29,62 21,22 26,68 22,48 56,30 | 43,70
15 | Z. zerumbet (a) 29,85 20,72 26,81 22,62 56,66 | 43,34
16 | Z. zerumbet (b) 30,30 20,20 26,99 22,52 57,29 | 42,72
17 | P. cordata 30,04 21,64 26,47 21,85 56.51 | 43,49
18 | D. ixioides 29,20 22,27 27,31 21,22 56.51 | 43,49
Avg. 29,64 20,93 27,04 22,39 56,68 | 43,32

Pada tabel dapat dilihat persentase AT content lebih tinggi dibandingkan
dengan persentase CG content. Hal ini disebabkan karena komposisi nukleotida
pada kloroplas sebagian besar tersusun atas basa nukleotida Adenine (A) dan
Tymine (T) (Li, 1997). Analisis komposisi nukleotida bertujuan untuk mengetahui
tingkat keprimitifan makhluk hidup melalui laju evolusi dan laju mutasi.
mengetahui tingkat keprimitifan makhluk hidup melalui laju evolusi dan laju
mutasi dibandingkan pasangan basa nukleotida Adenosine (A) dan Tymine (T)
pada untai DNA (Claverie & Notradame, 2007). Genom yang memiliki jumlah
basa nukleotida Guanine (G) dan Cytosine (C) lebih tinggi memiliki tingkat
densitas gen, laju mutasi dan level rekombinasi yang lebih tinggi dibandingkan
dengan genom yang jumlah Guanine (G) dan Cytosine (C) lebih rendah (Niu, et
al., 2017). Rendahnya persentase CG content juga menunjukkan spesies tersebut

lebih primitif (Hapsari, 2015). Variasi GC content pada beberapa spesies Zingiber



36

dengan menggunakan lokus gen rbcL berkisar 35,75%-36,27% (L1, et al., 2020)
dan 44% (Osathanunkul, et al., 2017).

4.2.2. Koefisien Similaritas (Jarak Genetik) Sampel dan Out-groups
(Pairwise Distance)

Perhitungan pairwise distance bertumpu pada perbedaan nukelotida antar
sekuens dengan menunjukkan ada tidaknya subtitusi transisi maupun substitusi
transversi (Hall, 2018). Perhitungan nilai pairwise distance memperkuat analisis
filogenetik dan digunakan untuk menjelaskan status tiap spesies pada takson
(Jarulis, et al., 2021). Jarak genetik antara populasi yang lebih dari (>) 3,0%
menunjukkan bahwa spesies yang dibandingkan merupakan spesies yang sangat
berbeda dan tidak termasuk kedalam populasi takson yang diamati (Hebert, et al.,
2003). Jarak genetik antar populasi yang sama umumnya berkisar dibawah (<)
1,0% atau dibawah (<) 2,0% (Xiong, 2006). Pairwise distance dapat dihitung
dengan berbagai model yang berbeda (Higgs & Attwood, 2005). Pada penelitian
ini, model yang digunakan adalah Kimura-2-Parameter.

Tabel 4.4. menunjukkan nilai jarak genetik (Pairwase distance) pada
seluruh spesies yang dianalisis. Hasil perhitungan pairwise distance pada seluruh
spesies berkisar antara 0,0 hingga 0,073. Nilai pairwise distance diantara Famili
Zingiberaceae berkisar antara 0,0 hingga 0,011. Pada keempat sampel Z.
loerzingii nilai pairwise distance adalah 0,0. Hal ini menujukkan bahwa seluruh
sampel Zingiber loerzingii similar dan tidak ada jarak genetik. Nilai pairwise
distance berbanding terbalik dengan dekatnya kekerabatan antar spesies, nilai
angka yang tinggi menunjukkan semakin jauh kekerabatan antar spesies
sedangkan nilai yang mendekati 0,0 menunjukkan kekerabatan dan jarak genetik
yang semakin dekat. Hasil perhitungan pairwise distance pada seluruh sampel Z.
loerzingii menandakan tidak adanya jarak genetik pada seluruh sampel. Nilai
pairwise distance antara Z. loerzingii dengan Z. zerumbet menunjukkan angka
0,004 sedangkan pada Z. officinale berkisar 0,006 yang mengindikasikan jarak
genetik antara Z. loerzingii lebih dekat dengan Z. zerumbet dibandingkan dengan

Z. officinale.



Tabel 4.4. Koefisien Similaritas sampel dan out-group (pairwise distance)
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Species 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Z. loerzingii
(L4)
(ZI._:!)())erzmgn 0.000
(ZI'_Z'S’”Z'"Q" 0.000  0.000
(ZI'_B’”Z'"Q" 0.000 0.000 0.000
C. longa 0004 0004 0004 0004
C. longa 0004 0004 0004 0004 0.000
C.zedoaria | 0004 0004 0004 0004 0000 0.000
C.zedoaria | 0.004 0004 0004 0004 0000 0.000 0.000
H. coronarium | 0.004 0004 0004 0004 0008 0010 0010 0.010
H. coronarium | 0.004 0004 0004 0004 0008 0010 0010 0010 0.000
Z officinale | 0.006 0.006 0006 0006 0011 0011 0011 0011 0011 0011
Z officinale | 0.006 0.006 0006 0006 0011 0011 0011 0011 0011 0011 0.000
Z officinale 0006 0006 0006 0006 0011 0011 0011 0011 0011 0011 0000 0.000
Z officinale | 0.006 0.006 0006 0006 0011 0011 0011 0011 0011 0011 0000 0.000 0.000
Z.zerumbet 0004 0004 0004 0004 0008 0008 0008 0008 0010 0010 0011 0011 0011 0.011
Z zerumbet | 0.004 0004 0004 0004 0008 0010 0010 0010 0008 0008 0011 0011 0011 0011 0.002
P. cordata 0069 0069 0069 0069 0071 0071 0071 0071 0069 0069 0076 0076 0076 0076 0073 0.073
D. ixioides 0059 0059 0059 0059 0064 0064 0064 0064 0064 0064 0064 0064 0064 0064 0064 0064 0057
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4.2.3. Analisis Keragaman Haplotype (Hd) dan Keragaman Nukleotida
(m)

Analisis keragaman genetik dengan menentukan nilai haplotype dan
keragaman nukleotida dilakukan dengan bantuan aplikasi DnaSP versi 6.
Haplotype merupakan sekelompok gen yang tidak mengalami rekombinasi atau
pindah silang sehingga terletak sangat berdekatan dan diturunkan bersamaan dari
satu parental pada satu kromosom (Lesk, 2002). Hasil analisis menunjukkan pada
keempat sampel Z. loerzingii terdapat 1 jumlah haplotype dengan nilai keragaman
haplotype (Hd) 0,0 dan nilai keragaman nukleotida () 0,0. Nilai keragaman
haplotype (Hd) dan keragaman nukleotida (m) Z. loerzingii dari hasil analisis
menunjukkan tidak adanya keragaman genetik pada sampel Z. loerzingii yang
dikoleksi dari Cagar Alam Sibolangit. Hal ini dapat disebabkan karena Z.
loerzingii merupakan salah satu tumbuhan langka dengan daerah penyebaran yang
sangat sempit (endemik) dan populasi yang sedikit sehingga tidak memungkinkan

terjadinya peristiwa kawin silang (interbreeding) dan aliran gen (gene flow).

4.2.4. Analisis Variable Site dan Parsimony Site

Analisis keragaman genetik dapat juga dilakukan dengan melihat variasi
variable site dan parsimony site. Variable site dan parsimony site dianalisis pada
aplikasi MEGA X dan dilakukan pengecekan pada aplikasi DnaSP versi 6 untuk
memperkuat perolehan data. Variable site merupakan daerah pada nukleotida
yang terdapat perubahan. Beberapa variable site dapat berupa Single Nucleotide
Polymorphism atau Parsimony Site. Posisi yang tidak termasuk sebagai variable
site termasuk kedalam conserved site. Pada hasil analisis didapatkan untuk spesies
Z. loerzingii tidak terdapat variable site yang artinya tidak ada perbedaan apapun
pada keempat sampel yang dianalisis. Pada tingkat genus, variable site terletak
pada posisi nukleotida nomor 366, 448, 450, 475 dan 476. Hasil analisis untuk
tingkat famili pada Zingiberaceae menunjukkan variable site terdapat pada
nukleotida dengan posisi nomor 11, 81, 102, 204, 366, 448, 450, 475 dan 476.



Tabel 4.5. Hasil Analisis Variable Site
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Tabel 4.6. Hasil Analisis Parsimony Site

Sampel

Posisi Nukleotida
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Karakter parsimony sangat penting untuk merekonstruksi topologi pohon
filogenetik. Karakter parsimony memiliki dua basa yang muncul dua kali pada
tiap posisi (Hidayat & Pancoro, 2008). Pada keempat sampel Z. loerzingii
ditemukan dua posisi parsimony yaitu pada nomor 447 dan 449. Karakter
parsimony ini membantu dalam mengelompokkan sampel dengan spesiesnya
sendiri dan mencegahnya bergabung dengan spesies Zingiber lain pada pohon
filogenetik. Karakter parsimony untuk analisis pada tingkat genus terdapat
sebanyak 5 nukleotida pada posisi 365, 447, 449, 474 dan 475. Pada tingkat
Famili karakteristik parsimony terdapat sebanyak 9 posisi dengan urutan
nukleotida nomor 10, 80, 101, 203, 365, 447, 449, 474 dan 475. Karakter
parsimony pada tingkat genus memisahkan Genus Zingiber dengan genus lain
pada Famili Zingiberaceae dan memisahkan Famili Zingiberaceae dengan
kelompok out-groups pada pohon filogenetik.

Selain karakter variable site dan parsimony site, dianalisis juga single
nucleotide polymorphism dan conserved site. Single Nuleotide polymorphism
(SNP) merupakan tipe variasi genetik yang paling sederhana dan paling melimpah
pada genom makhluk hidup (Mukhopdhyay, et al., 2018). SNP termasuk salah
satu marka molekuler yang sering diamati. Polimorfisme terjadi dikarenakan
mutasi berupa basa yang tertukar, bertambah atau terhapus pada untai DNA (Lesk,
2002). Pada SNP mutasi yang terjadi adalah mutasi titik (point mutation) yang
menyebabkan adanya variasi pada urutan DNA. SNP terjadi setidaknya 1% pada
suatu populasi (Choudhuri & Kotewicz, 2014).

Pada hasil analisis SNP keempat sampel Z. loerzingii tidak ditemukan
adanya single nucleotide polymorphism yang berarti pada urutan nukleotida
sampel di lokus gen rbcL tidak terjadi mutasi atau polimorfisme. Hal ini juga
menunjukkan tidak adanya keragaman Z. loerzingii yang dikoleksi dari Cagar
Alam Sibolangit. Untuk tingkatan genus dan famili juga tidak ditemukan adanya
single nucleotide polymorphism site.

Conserved site merupakan daerah pada sekuens nukleotida yang tidak
terdapat perubahan pada basanya. Daerah conserved biasanya mengindikasikan

hubungan evolusioner antar spesies (Choudhuri & Kotewicz, 2014). Pada hasil
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analisis, dikarenakan conserved site adalah daerah yang tidak mengalami
perubahan, maka conserved site adalah semua nukleotida yang ada pada seluruh
sekuens kecuali nukleotida yang ada pada variable site. Pada keempat sekuens Z.
loerzingii sampel seluruh nukleotidanya termasuk kedalam conserved site. Pada
Genus Zingiber semua nukleotida merupakan conserved site kecuali pada
nukleotida nomor 365, 447, 449, 474 dan 475. Pada Famili Zingiberaceae semua
nukleotida merupakan conserved site kecuali nukleotida dengan urutan nomor 10,
80, 101, 203, 365, 447, 449, 474 dan 475.

4.3. Analisis Hubungan Filogenetik Zingiber loerzingii Valeton
berdasarkan lokus gen rbcL
Analisis Filogenetik atau analisis hubungan kekerabatan merupakan kajian
sejarah evolusi makhluk hidup yang digunakan untuk mengevaluasi tingkatan
sistematika organisme dengan menggunakan perbandingan molekuler (genetik)
maupun perbandingan morfologi (fenetik). Analisis filogenetik bertujuan untuk
menjelaskan  hubungan  kekerabatan makhluk hidup beserta dengan
keanekaragamannya menggunakan diagram yang menyerupai pohon untuk
mewakili silsilah sistematikanya (Xiong, 2006). Diagram ini disebut pohon
filogenetik. Pada filogenetik, terdapat prinsip bahwa seluruh organisme berkerabat
satu sama lain dan memiliki variasi tidak terbatas yang diturunkan oleh nenek
moyang (common ancestor) yang sama (Hidayat & Pancoro, 2008; Hall, 2018).
Analisis hubungan filogenetik pada Z. loerzingii dimulai dengan alignment
(penyejajaran) keempat sampel dengan spesies lain. Untuk mendapatkan sekuens
DNA dari spesies lain, sekuens DNA Z. loerzingii sampel dilakukan analisis
penyejajaran di Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) pada website
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov untuk membandingkan sekuens sampel dengan data
yang tersimpan di GenBank. Nilai similaritas atau homologi yang digunakan
dalam analisis filogenetik pada penelitian ini adalah sekuens yang memiliki nilai
homologi > 92% (Chen, et al., 2012). Data hasil analisis BLAST tersaji pada tabel

4.3. Data yang memiliki nilai similaritas tinggi pada Genus Zingiber dan Famili


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Zingiberaceae akan diambil sebagai kelompok in-group serta data sekuens yang
memiliki nilai similaritas tinggi diluar Famili Zingiberaceae diambil sebagai
kelompok out-group.

Tabel 4.7. Perbandingan Sekuens Sampel dengan sekuen rbcL beberapa

spesies Zingiberaceae dan outgroup pada GenBank.

N Sample Accession Max | Total | Query | E- Per. Acc.
0 code score | Score | Cover | Value | ldent ldent
1 | Z. zerumbet KX756185.1 | 1048 | 1048 | 99% 0.0 99,65% | 575
2 | Z. zerumbet MHO069864.1 | 1048 | 1048 | 99% 0.0 99,65% | 575
3 | Z. officinale KU043478.1 | 939 | 939 88% 0.0 99,80% | 514
4 | Z. officinale KUO043479.1 | 939 | 939 88% 0.0 99,80% | 514
5 | Z. officinale KUO043480.1 | 939 | 939 88% 0.0 99,80% | 514
6 | Z. officinale KU043481.1 | 939 | 939 88% 0.0 99,80% | 514
7 | C.longa KX832045.1 | 1048 | 1048 | 99% 0.0 99,65% | 573
8 | C.longa KX758495.1 | 1048 | 1048 | 99% 0.0 99,65% | 573
9 | C.zedoaria KM977980.1 | 1037 | 1037 | 98% 0.0 99,65% | 567
10 | C. zedoaria KM977978.1 | 1035 | 1035 | 98% 0.0 99,65% | 566
11 | H. coronarium | KX344697.1 | 1007 | 1007 | 96% 0.0 99,46% | 662
12 | H. coronarium | KX344696.1 | 1002 | 1002 | 95% 0.0 99,46% | 688
13 | P. cordata MK526404.1 | 815 | 815 94% 0.0 93,59% | 549
14 | D. ixioides KP110257.1 | 837 | 837 95% 0.0 94,02% | 552

Hasil BLAST yang menunjukkan tingkat homologi Z. loerzingii dengan
sekuens pada GenBank. Nilai Max Score menunjukkan nilai keakuratan berupa
skor tertinggi hasil alignment DNA sampel dengan sekuens yang terdapat pada
database. Nilai Total Score merupakan jumlah nilai alignment dari semua segmen
yang sejajar pada DNA sampel dan sekuens database. Nilai <50 pada Total Score
menunjukkan tidak adanya kemiripan antar sekuen. Kesamaan nilai pada Total
Score dan Max Score juga merupakan indikasi semakin miripnya sekuens sampel
dengan sekuens pada database (Clavarie & Notradame, 2007; Hall, 2018).

Query Coverage menunjukkan seberapa besar (%) kesamaan panjang
sekuens nukleotida sampel dengan yang terdapat pada database. Tingkat homologi
akan semakin tinggi apabila nilai persentse Query Coverage juga semakin tinggi
(Mukhopadhay, et al., 2018). Nilai E-Value (Expectation Value) merupakan nilai
hipotesis yang menunjukkan signifikansi tingkat homologi sekuens sampel
dengan sekuens pada database. Semakin dekat nilai E-Value dengan 0, maka
database.

sampel semakin homolog dengan sekuens dari Percentage of

Identification merupakan angka yang menunjukkan seberapa besar tingkat



43

similaritas sekuens sampel dengan sekuens pada database (Clavarie & Notradame,
2007; Hall, 2018).

Sekuens DNA yang disertakan dalam analisis filogenetik diambil sebanyak
4 sekuens Z. loerzingii, 6 sekuens Zingiber serta 8 sekuens dari genus lain.
Seluruh sekuens dialignment (sejajarkan) dengan menggunakan program
ClustalW yang terintegrasi aplikasi MEGA X (Kumar, et al., 2018). ClustalW
umum digunakan untuk alignment pada sejumlah nukleotida yang bersifat
homolog. Alignment dilakukan untuk menentukan tingkat homologi dari seluruh
sekuens DNA yang dianalisis dan menjadikan setiap set sekuens nukleotida
menjadi ekuivalen. Pada hasil alignment terdapat gap berupa garis putus-putus
yang mengindikasikan adanya proses mutasi (Dewi, 2012).

Pohon filogenetik direkonstruksi berdasarkan hasil alignment seluruh
sekuens DNA. Pohon filogenetik diuji dengan menggunakan metode Neighbor-
Joining (Kumar, 2000). Penentuan genetic pairwise distance (jarak genetik)
dilakukan dengan model Kimura-2-Parameter (Tamura, et al., 2011). Model
Kimura-2-Parameter merupakan salah satu model yang sesuai untuk jarak yang
kecil dan menyediakan model perhitungan yang lebih realistis dengan
menganalisa baik tingkat substitusi transisi maupun transversi (Xiong, 2006;
Gogoi & Bhau, 2018). Hasil rekonstruksi pohon filogenetik kemudian dilakukan
uji statistik dengan metode bootstrap (Felsenstein, 1985) untuk menentukan
tingkat kepercayaan (reliability) dengan prinsip distribusi data sangat dipengaruhi
oleh efek acak (pseudorepeats) (Hall, 2018). Pengujian bootstrap dilakukan
sebanyak 1000 kali ulangan.

Pohon filogenetik untuk melihat kekerabatan Z. loerzingii direkonstruksi
dengan metode Neighbor-Joining. Metode Neighbor-Joining merupakan salah
satu metode yang luas dipakai karena menghasilkan pohon yang relatif lebih
akurat dan tingkat komputasi yang cepat (Kumar, 2000; Claverie & Notradame,
2007). Metode Neighbor-Joining juga merupakan metode yang standard untuk
digunakan bagi pemula. Neighbor-Joining mengacu pada nilai jarak evolusioner
dan jarak filogenetik antar taksa yang mengasumsikan bahwa setiap percabangan
memiliki laju evolusi yang berbeda (Hills, 1996; Xiong, 20016). Model kalkulasi
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distance pada Neighbor-Joining bisa dipilih sesuai data dan bisa diaplikasikan
dengan berbagai jenis data ketika jarak genetiknya diketahui. Metode ini tidak
membangun kluster tapi secara langsung menghitung jarak ke nodus internal (Hall,

2018).
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Gambar 4.8. Hasil alignment sekuens rbcL sampel Z. loerzingii dengan sampel
lain dari database GenBank didapatkan jumlah nukleotida sebanyak
476 bp setelah alignment.

Rekonstruksi pohon filogenetik dilakukan dengan menambahkan spesies P.
cordata (Pontederiaceae) dan D. ixioides (Haemodoraceae) (Smith, et al., 1993)
yang berperan sebagai kelompok out-group. Kelompok out-group sangat
dibutuhkan dalam menghasilkan polarisasi karakter pada kladistik. Polarisasi
karakter dapat berupa plesiomorfik yang dimiliki oleh kelompok out-group dan
karakter apomorfik yang dimiliki oleh kelompok in-group. Karakter plesiomorfik
merupakan sifat primitif yang dipertahankan dari nenek moyang (common
ancestor) sepanjang evolusi. Karakter apomorfik adalah karakter yang berubah
secara independen pada satu kelompok organisme tertentu (Hidayat & Pancoro,
2008).

Hasil rekonstruksi pohon filogenetik berdasarkan lokus gen rbcL
menunjukkan bahwa seluruh spesies pada pohon membentuk 3 klad dengan P.

cordata (Pontederiaceae) dan D. ixioides terpisah menjadi out-group. Genus
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Gambar 4.9. Pohon Filogenetik Z. loerzingii dengan kerabatnya beserta out-group berdasarkan lokus gen rbcL direkonstruksi
dengan metode Neighbour-Joining berdasarkan model Kimura-2-Parameter.
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Zingiber membentuk klad tersendiri yang mengindikasikan bahwa Zingiber
termasuk kedalam kelompok monofiletik. Kelompok monofiletik merupakan
kelompok yang semua taksanya diturunkan dari satu nenek moyang (common
ancestor) yang sama, tidak pada garis keturunan atau taksa yang lain (Hall, 2018).
Genus Zingiber terpisah pada klad yang berbeda dengan genus Hedychium yang
merupakan sesama anggota Famili Zingiberaceae. Pada pohon filogenetik dapat
dilihat bahwa genus Curcuma berkerabat lebih dekat dengan Genus Zingiber
dibandingkan dengan genus Hedychium.

Kekerabatan antar spesies Zingiber juga dapat dilihat pada pohon
filogenetik yang telah direkonstruksi. Z. loerzingii berada pada satu klad dengan Z.
zerumbet dan Z. officinale sebagai sister taxa. Sister taxa adalah spesies yang
bersifat monofiletik dan berada dalam satu taksa sehingga memiliki kekerabatan
yang sangat dekat dibandingkan dengan spesies lain yang ada pada pohon (Higgs
& Attwood, 2005; Xiong, 2006).



BAB V
PENUTUP

51. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan maka didapat kesimpulan
sebagai berikut :

1. Berdasarkan hasil analisis molekuler keempat Zingiber loerzingii Val.
didapatkan hasil sekuens sepanjang 576 bp dengan urutan nukleotida
yang serupa. Hasil penyatuan (contig) pada sekuens konservatif untuk
mendapatkan sekuens konsensus juga didapatkan 4 sekuens konsensus
yang serupa sehingga sesuai untuk dijadikan Barcode DNA pada
tumbuhan Z. loerzingii

2. Sekuens Z. loerzingii dianalisis dengan aplikasi MEGA X dan DnaSP
versi 6 untuk melihat tingkat keragaman genetik. Dilakukan
perhitungan jarak genetik (pairwise distance), perhitungan GC content,
variable site, parsimony site, single nucleotide polymorphism,
conserved site serta analisis perhitungan haplotype dan keragaman
nukleotida. Perhitungan GC content menunjukkan nilai GC content
pada Z. loerzingii lebih rendah dibandingkan AT content yang
mengindikasikan spesies Z. loerzingii sifatnya lebih primitif. Hasil dari
analisis single nucleotide polymorphism serta analisis perhitungan
haplotype dan keragaman nukleotida didapatkan nilai 0,0 yang
menunjukkan bahwa tidak adanya keragaman molekuler atau
keragaman genetik pada seluruh sampel Z. loerzingii yang dikoleksi
dari Cagar Alam Sibolangit, Kabupaten Deli Serdang, Provinsi
Sumatera Utara.

3. Berdasarkan hasil rekonstruksi pohon filogenetik, didapatkan seluruh
spesies terbagi menjadi 3 klad besar dimana Z. loerzingii berada dalam
satu kelompok monofiletik dengan Zingiber zerumbet dan Zingiber

officinale sebagai sister taxa.

47
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5.2. Saran

Beberapa saran yang dapat dilakukan untuk penelitian selanjutnya :

1. Penelitian ini hanya menggunakan marka molekuler rbcL dengan
panjang sekuens 576 bp sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
dengan menggunakan complete sequence rbcL dan perlu juga untuk
dilakukan penelitian dengan menggunakan whole genome untuk
mendapatkan data yang lengkap mengenai karakter molekuler Z.
loerzingii.

2. Metode rekonstruksi pohon filogenetik pada penelitian ini dilakukan
dengan hanya menggunakan metode Neighbor-Joining sehingga perlu
dilakukan analisis lebih lanjut mengenai hubungan filogenetik dengan

menggunakan metode lainnya.
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Lampiran 3. Diagram Kegiatan Secara umum

Pengoleksian Sampel Z. loerzingii

4

Ekstraksi Sampel menggunakan Plant DNA
Mini Kit untuk mendapatkan DNA murni.

U

Uji Kualitatif DNA dengan Elektroforesis.

4

Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk
mengamplifikasi (memperbanyak) DNA.

4

Sekuensing untuk memperoleh data urutan

nukleotida pada lokus gen yang diamati.

J

Analisis urutan Nukleotida untuk Barcode

dan Analisis Filogenetik.




Lampiran 4. Alur Tahap Isolasi DNA Plant DNA Mini Kit Merk Geneaid

100 mg sampel o Digerus
-y

.

Sampel + GP1 + RNase [mu Lisis.
\d’

Inkubasi 10 menit, (+) GP2

Sampel, disentrifuge &_ﬁ Persiapan dan Filtrasi

Buang Filter column

R,

Sampel + GP3 [mu Pengikatan DNA

\

Sampel, disentrifuge W<
16000 x g, 120 s =

Sampel + W1 ;
Sentrifuge 16000 x g, 30 &? Pencucian dengan Buffer

Buang larutan, Filter dipindahkan

column; Sentrifuge

Sampel + WB ke GD &? Pencucian dengan Buffer
16000 x g, 30 s

Buang larutan, Filter dipindahkan

(+) Elution Buffer; WU Pelepasan DNA dari membran
Sentrifuge 16000 x g, 30 s \/

Diamkan 5 menit; DNA murni didapatkan.



Lampiran 5. Pengoleksian sampel Zingiber loerzingii Valeton.




Lampiran 6. Hasil BLAST pada NCBI
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Zingiber mioga isolate 1 complete genome 1059 1059 100% 0.0  99.83% 163541 MW285081.1
Zingiber mioga partial genome 1059 1059 100% 0.0  99.83% 159868 MWO0E7011.1
giber mioga chloroplast. partial genome 1059 1059 100% 0.0  99.83% 161698 MWO0G7010.1
Zingiber complete genome 1059 1059 100% 0.0  99.83% 164464 NC_053656.1
giber officin. te genome ber officinale 1053 1053 100% 0.0  99.65% 161519 MN736958
giber officinale chloroplast, complete genome ber officinale 1053 1053 100% 0.0  99.65% 162621 NC_0447751
giber officinale chloroplast, complete genome Zin, 1053 1063 100% 0.0  99.65% 162621 MH1614281
Zingiber isolate 95-825A plastid, partial genome Zingiber specta... 1053 1053 100% 0.0  99.65% 124767 MH6034491
plastid_partial genome Zingiber officinale 1053 1053 100% 0.0  99.65% 124816 MH603448
large chain (LOC122001764). mRNA 1053 1053 100% 0.0  99.65% 1984 XM_042556670.1
1053 1053 100% 0.0  99.65% 155890 JX088661.1
Zingiber zerumbet complete genome 1048 1048 100% 0.0  99.46% 169183 MT239400.1
Zingiber zerumbet isolate Zi1 ribulose-1.5 large subunit (tbel) gene... 1048 1048 99% 0.0 99.65% 575 KX756185.1
Zingiber zerumbet complete genome ber zerumbet 1048 1730 100% 0.0  99.48% 163580 MK262726.1
Zingiber zerumbet complete genome ber zerumbet 1048 1045 100% 0.0  99.48% 169183 NC_049006.1
Zingiber rubens isolate Zi2 ribulose-1.5 large subunit (rbcl) gene, p... Zingiber rubens 1044 1044 99% 0.0 99.48% 574 KX756186.1
Zingiber sp. MA-2017 voucher ADP 2767 ribulose-1,5 large subunit ... Zingiber ultralim... 1042 1042 100% 0.0  99.31% 723 KU891637
PREDICTED: Zingiber officinale ribulose large chain-like (LOC122033398) mR... Zingiber officinale 1042 1042 100% 0.0  99.31% 1905 XM_042592405 1
Zingiber sp. MA-2021 isolate W168 ribulose-15 large subunit (tbcl .. Zingiber sp MA .. 1042 1042 100% 00  9931% 720 MTO070786
Zingiber officinale voucher PS0523MT01 ribulose-15 large subunit ... Zingiber officinale 1037 1037 98% 0.0 9965% 703 GUI1805231
Zingiber mioga voucher PS0528MT01 ribulose-1,5-bi large subunit (tb... Zingiber mioga 1037 1037 98% 0.0 9965% 703 GQA36408.1
Zingiber officinale isolate GI1 ribulose-1.5 large subunit (tbcl) gene, .. Zingiber officinale 1035 1035  97% 0.0 99.82% 565 KX756187.1
Zingiber bul (tbcl ) gene. partial cds. gene for chlor .. Zingiber gra 018 1018 97% 0.0 9929% 1328 AF243850.1
Zingiber officinale gene for ribulose-1.5: large subunit_p... Zingiber officinale 1014 1014  95% 0.0 99.82% 552 LC4G1747.1
Zingiber engganoensis voucher Enggano190 (BO) ribulose- larg . Zingiber enggan... 1009 1009 100% 00  9826% 732 KI0261391
PREDICTED: Zingiber officinale ribulose large chain-like (LOG121966535), mR... Zingiber officinale 1003 1003 100% 0.0  98.09% 631 XM_042540501.1
Zingiber isolate 95948780 ribulose-1.5 large subunit (rbc .. Zingiber specta .. 985 985 93% 0.0 9963% 539 JX978690.1
PREDICTED: Zingiber officinale ribulose large chain-like (LOC121979441), mR... Zingiber officinale 970 970 100% 0.0  97.05% 631 XM_042531432.1
Zingiber officinale voucher A2769 ribulose-1.5 large subunit (rbcl) ... Zingiber officinale 968 968  92% 0.0 99.62% 605 MH069862.1
giber isolate 95948771 ribulose-1,5 large subunit (the .. Zingiber specta.. 966 986  90% 0.0 100.00% 523 JX978689.1
Zingiber ottensii voucher A2392 ribulose-1,5 large subunit (thcl) ge... Zingiber ottensii 963 983 92% 0.0 99.43% 605 MH089863 1
Zingiber woucher ZSH01 ribulose-15. large subunit (rbcl) gene,_part.. Zingiber montan... 963 963  90% 0.0 99.81% 524 KC5980291
Zingiber sp. ZSHO6 ribulose-15 large subunit (rbcl ) gene_partial cds! ingibersp ZS . 952 952  90% 0.0 9943% 524 KC5980341
Zingiber zerumbet voucher ZSH04 ribulose-1 5. large subunit (tbcl ) gene. parti... iber zerumbet 952 952 90% 0.0 9943% 524 KC5980321
Zingiber officinale isolate Z10GS ribulose-1.5 large subunit (rbel) g... Zingiber officinale 939 939 88% 0.0 99.80% 514 KU0434811
Zingiber officinale isolate Z9G10 ribulose-15 large subunit (thel) g... Zingiber officinale 939 939 88% 0.0 99.80% 514 KU0434801
giber officinale isolate Z8G1 ribulose-1,5. large subunit (rbel) ge oi 939 939 88% 0.0 99.80% 514 KU043479.1
giber officinale isolate Z7GA ribulose-1,5- large subunit (rbcl) ge 939 939  88% 0.0 99.80% 514 KU0434781
Zingiber officinale isolate Z6G 12 ribulose-1.5 large subunit (rbel ) g 939 939  88% 0.0 99.80% 514 KU043477.1
Zingiber officinale voucher KUFC2 ribulose-1.5. (tbel) gene. partial .. 924 924 8T% 0.0 9960% 516 MN394838.1
Zingiber officinale ribulose-1.5 large subunit (rbcl) gene. partial cds. 924 924  88% 0.0 99.41% 509 MK244674.1
ingiber officinale isolate Z5G 10 ribulose-15- large subunit (rbel) g 863 863 82% 0.0 9958% 476 KU0434751
Zingiber officinale isolate Z2G9 ribulese-1,5- large subunit (rbcl) ge 863 863 82% 0.0 9958% 477 KU0434721
Zingiber officinale isolate CS5d ribulese-1,5- large subunit (rbcl) ge... 852 852 80% 0.0 99.78% 464 MW509057.1
Zingiber ribulose 1.5- (rbcl) gene, partial cds; gene forc.. 848 848 96% 0.0 93.56% 1345 L05465.1
ingiber officinale isolate Z4G10 ribulose-1,5 large subunit (thel) g .. Zingiber officinale 780 780  74% 0.0 9953% 436 KU0434731
Zingiber officinale isolate Z5G13 ribulose-1.5 large subunit (thel) g... Zingiber officinale 774 774 74% 0.0 9930% 428 KU0434761
Zingiber officinale isolate Z5G8 ribulose-1,5. large subunit (thel) ge... Zingiber officinale 752 752  71% 0.0 9952% 418  KUD43474
Zingiber officinale isolate MGGM_AGERI_224 ribulose-1.5 large su .. Zingiber officinale 647 647  92% 0.0 8858% 645 KUS556652.1
ingiber parishii isolate Zn_34.2 ribulose-15. large subunit (tbel) ge . Zingiber parishii 422 422 40%  1e-116 99.57% 922 KF304181.1
Zingiber isolate Zn_23 5 ribulose-1.5 large subunit (rbcl .. Zingiber odorife .. 422 422 40% 1e-116 99.57% 922  KF304180.1
Zingiber isolate Zn_23 2 ribulose-1.5 large subunit (rbel .. Zingiber odorife.. 422 422 40% 1e-116 99.57% 922 KF304178.1
giber nimmonii isolate Zn_3 2 ribulose-1,5 large subunit (tbcl) g... Zingiber nimmonii 422 422 40%  1e-116 99.57% 922 KF3041751
ingiber isolate 5.2 ribulose 1.5 large subunit (rbcl) gene partialc .. 366 366 34% 5e-100 99.50% 855 KM9B3AT71
Zingiber isolate 5.1 ribulose 1.5 large subunit (rbcl) gene partialc .. 366 366 34% 5e-100 99.50% 855 KM9B3476.1
Zingiber ligulatum isolate 4 2 ribulose 1.5 large subunit (rbcl) gene._partial cds. 366 366 34% 5e-100 99.50% 855 KM9B34751
Zingiber ligulatum isolate 4 1 ribulose 1.5 large subunit (rbcl) gene._partial cds. 366 366 34% 5e-100 99.50% 855 KM9B34741
giber roseum isolate 21.3 ribulose 1,5 (bl ) gene. partial cds; pl 366 366 34% 5e-100 99.50% 855 KJB71880.1
ingiber roseum isolate 21.1 ribulose 1,5 (bl ) gene. partial cds; pl 366 366 34% 5e-100 99.50% 855 KJB71878.1
Zingiber parishil isolate 34.1 ribulose 1, (tbcl) gene, partial cds; 366 386 34% 5e-100 99.50% 855  KJST1876.1
Zingiber nimmonii isolate 3.1 rbulose 1.5 tbel) gene, partial cds p... Zingiber nimmonii 366 366 34%  5e-100 99.50% 855  KJ371865.1
ingiber isolate 16 2 ribulose 1,5 tbel) gene _partial cds .. Zingiber montan... 366 386  34%  5e-100 99.50% 855 KJ871358.1
Zingiber isolate 16.1 ribulose 1,5 tbel) gene _partial cds. .. Zingiber montan... 366 366 34%  5e-100 99.50% 855  KJ871357.1
giber nimmonii ribulose-1,5 large subunit (thcl) gene_partial cds. .. Zingiber nimmonii 363 363 35% 6299 98.54% 905 KX9383521
giber capitatum isolate 15.2 ribulose 1.5-bisphosphate carboxylase large subunit (rbcl) gene. partial cd __Zingiber capitatum 361 361  34% 2298 99.00% 855 KM98334731
giber capitatum isolate 151 ribulose 1.5-bisphosphate carboxylase large subunit (rbcl) gene. partial cd . Zingiber capitatum 361 361  34% 2298 99.00% 855 KM9834721
ingiber officin: e 35 1 ribulose 15 (tbcl) gene, partial cds; .. Zingiber officinale 361 361 34% 2298 99.00% 855 KJS71871.1
Zingiber zerumbet isolate 1.1 ribulose 1.5 (rbel ) gene, partial cd: Zingiber zerumbet 355 356 34% 1296 9851% 855 KJBT18831
Zingiber officinale partial rbel gene for ribulose-1.5 large subunit s... Zingiber officinale 274 274 25%  3e72 100.00% 148  LS999855.1




Lampiran 7. Tahap Isolasi DNA




Lampiran 8. Tahap Elektroforesis




Lampiran 9. Tahap PCR
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Lampiran 10. Alat dan Bahan







