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Abstrak

Barkode DNA merupakan sekuen DNA berukuran pendek yang digunakan untuk identifikasi
organisme secara molekuler. Penelitian bertujuan menganalisis empat barkode DNA pada
tumbuhan pandan (Benstonea sp.) asal Danau Kajuik, Riau. Metode meliputi isolasi DNA, PCR,
elektroforesis, purifikasi, sekuesing, serta analisis bioinformatika. Pada penelitian ini telah
diperoleh sekuen DNA untuk atpB-rbcL IGS, trnV-ndhC IGS, ndhF-rpl32 IGS, dan trnQ-5rpsi6
IGS sepanjang 812 pb, 924 pb, 952 pb, dan 886 pb, secara berturut-turut. Aksesi yang muncul
paling atas pada analisis BLASTn pada keempat sekuen tersebut tidak ada yang memiliki kemiripan
100% dengan Benstonea sp. asal Danau Kajuik, Riau. Walaupun nilai query cover tinggi (93—
100%) dan E-value sebesar 0,00. Pada keempat barkode DNA yang diteliti, terdapat beberapa
perbedaan nukleotida yang disebabkan oleh mutasi insersi-delesi (indel) (6,99%) maupun subtitusi
(4,96%). Mutasi indel paling banyak dijumpai pada sekuen trnV-ndhC 1GS dan mutasi subtitusi
paling banyak terjadi pada sekuen ndhF-rpl32 1GS. Nukleotida kritis yang menjadi penciri bagi
Benstonea sp. asal Danau Kajuik, Riau, dijumpai pada sekuen ndhF-rpl32 1GS dan trnQ-5 rpsi6
IGS. Simpulan, dua sekuen DNA vyaitu ndhF-rpl32 IGS dan trnQ-5rps16 IGS berpotensi menjadi
barkode DNA untuk identifikasi tumbuhan ini secara molekuler. Ketersediaan barkode DNA pada
database publik sangat diperlukan untuk menunjang identifikasi organisme secara molekuler.

Kata kunci: atpB-rbcL 1GS; Barkode DNA,; Benstonea sp.; ndhF-rpl32 IGS; trnQ-5 rpsi6 IGS; trnV-ndhC
IGS

Abstract

DNA barcode is a piece of short DNA that is developed for molecular identification of organisms. This study
aims to analyze four DNA barcodes in pandan plant (Benstonea sp.) from Kajuik Lake, Riau. Methods
included DNA extraction, PCR, electrophoresis, purification, sequencing, and bioinformatics analysis. The
DNA sequences of atpB-rbcL IGS, trnV-ndhC IGS, ndhF-rpl32 IGS, and trnQ-5rpsi6 IGS have been
obtained with the length of 812 pb, 924 pb, 952 pb, and 886 pb, respectively. The top accession in BLASTn
analysis results showed that there was no accession that had 100% similarity to Benstonea sp. from Kajuik
Lake, Riau even though the query cover high (93-100%) and E-value of 0,00. There were some nucleotide
variations caused by insertion-deletion (indel) mutation (6,99%) and subtitution (4,96%). Indel was most
occur in trnV-ndhC IGS and subtitution in ndhF-rpl32 IGS. Critical nucleotides that were be a characteristic
for Benstonea sp. from Kajuik Lake, Riau were seen in ndhF-rpl32 IGS and trnQ-5 rps16 IGS. Conclusion,
both of ndhF-rpl32 IGS and trnQ-5 rps16 IGS are potentially as DNA barcodes for molecular identification
of this plant. The avaibility of the DNA barcodes is very important to support of organisms molecular
identifications.
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PENDAHULUAN

Danau Kajuik di Kabupaten Pelalawan yang terletak di Provinsi Riau menyimpan
keanekaragaman flora dan fauna. Flora yang tumbuh di dalam dan di sekitar danau tersebut sangat
penting untuk menunjang kehidupan ekosistem danau, terutama ikan selais yang sering migrasi ke
danau untuk bertelur, memijah, dan merawat anak-anak ikan (Elvyra & Yus, 2012). Namun, pada
beberapa flora yang tumbuh di ekosistem Danau Kajuik belum teridentifikasi, seperti jambu liar
(Syzygium sp.) dan pandan (Benstonea sp.) yang telah diidentifikasi sebelumnya secara morfologi
oleh Roslim et al. (2016a; 2017; 2018; 2019).

Identifikasi tumbuhan dapat dilakukan dengan melakukan pengamatan morfologi pada daun,
batang, bunga, dan buah. Cara ini lebih mudah dan murah, namun memiliki beberapa kendala
seperti harus menunggu tumbuhan berbunga lalu berbuah. Kendala lainnya, apabila spesimen yang
dikumpulkan rusak misal benang sari rusak, buah busuk, atau daun rusak. Untuk mengatasi hal
tersebut ilmuwan telah mengembangkan banyak sekuen barkode DNA untuk identifikasi tumbuhan
dengan teknik barkoding DNA. Teknik ini menggunakan sekuen barkode DNA, yaitu sekuen DNA
berukuran pendek (sekitar 700-1.500 pb) yang sudah diketahui lokasinya di genom organisme
(Hebert et al., 2003). Sampai saat ini telah dikembangkan beberapa barkode DNA terstandarisasi
untuk identifikasi tumbuhan secara molekuler. Sekuen rbcL dan matK adalah dua sekuen DNA
yang pertama kali terstandarisasi sebagai barkode DNA untuk identifikasi tumbuhan (CBOL Plant
Working Group, 2009). Keduanya sama-sama menyandikan protein namun sekuen DNA dari rbcL
lebih konservatif dari pada matK (Guo et al., 2016). Teknik barkoding DNA memiliki kelebihan
bahwa spesimen yang rusak atau tidak lengkap tetap dapat diidentifikasi (Hebert et al., 2003)
asalkan database sekuen DNA di GenBank tersedia dalam jumlah melimpah (Roslim, 2018).

Identifikasi tumbuhan secara molekuler memerlukan kombinasi lebih dari dua barkode DNA
(CBOL Plant Working Group, 2009). Barkode DNA yang telah dikembangkan, yaitu rbcL dan
matK. Selain itu, barkode DNA yang telah dikembangkan, yaitu pada daerah intron dan di antara
dua buah gen (intergenic spacer, 1GS). Daerah DNA tersebut bukan penyandi protein. Beberapa
sekuens DNA tersebut, yaitu rpl16 intron, rpsl6 intron, trnL-trnL-trnF IGS, ndhC-trnV IGS, rpll16
intron, atpB-rbcL IGS, trnQ-rpsl6 1GS, trnV-ndhC IGS, ndhF-rpl32 IGS (Biffin et al., 2006; Shaw
et al., 2007; de-Groot et al., 2011; Buerki et al., 2016). Kelebihan dari intron dan IGS dibandingkan
daerah DNA penyandi protein adalah intron dan IGS mudah mengalami mutasi dan dengan
demikian memiliki laju mutasi yang tinggi (Kress et al., 2005). Oleh karena itu, variasinya antar
spesies yang dihasilkan juga tinggi. Daerah DNA ini dapat membedakan antar spesies dan sangat
baik digunakan untuk mengidentifikasi tumbuhan dengan teknik barkoding DNA.

Teknik barkoding DNA digunakan dalam mengidentifikasi Benstonea sp. yang merupakan
genus baru dari famili Pandanaceae. Genus ini awalnya anggota dari genus Pandanus sect.
Acrostigma (Buerki et al., 2012). Sampai saat ini telah terdeteksi 60 spesies di dalam genus
Benstonea (Callmander et al., 2012). Salah satu spesiesnya ditemukan di Kabupaten Pelalawan,
Provinsi Riau, Indonesia dan disebut Benstonea sp. asal Danau Kajuik, Riau. Tumbuhan ini telah
dikonfirmasi sebagai Benstonea sp. berdasarkan barkode DNA rbcL, matK, dan trnL-trnF
intergenic spacer (Roslim et al., 2017). Oleh karena itu, belum diketahui nama spesies dari
Benstonea sp. asal Danau Kajuik, Riau tersebut. Maka dari itu, penelitian ini dilakukan dengan
menganalisis empat sekuens barkode DNA pada Benstonea sp. asal Danau Kajuik, Riau.

MATERIAL DAN METODE
Material Penelitian

Bahan tanaman yang digunakan adalah tumbuhan pandan (Benstonea sp.). Tumbuhan ini
diambil dari Danau Kajuik yang berlokasi di Kecamatan Langgam, Kabupaten Pelalawan, Provinsi
Riau, Indonesia yang juga telah dikoleksi dan dibuat herbariumnya tahun 2018. Spesimen
herbarium telah disimpan di Herbarium Bogoriense (DIR001) dan Herbarium Universitas Andalas
(DIR002). Daunnya digunakan untuk isolasi DNA total. Empat pasang primer digunakan untuk
mengamplifikasi empat sekuen barkode DNA (Tabel 1).
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Tabel 1. Empat pasang primer untuk amplifikasi empat sekuen barkode DNA

Suhu
Nama primer 57 mmmmmmmae 3’ Daerah DNA  annealing referensi
(°C)
atpB-1 ACATCKARTACKGGACCAATAA Chiang et
thelL-1 AACACCAGCTTTRAATCCAA atpB-rbel-IGS 50,2 "(1q9g)
tnQ(UUG)  GCGTGGCCAAGYGGTAAGGC S
pS16x1 GTTGCTTTYTACCACATCGTTT  [MQ-I7psi6-1GS 58,0
trnV(UAC)x2 GTCTACGGTTCGARTCCGTA Shaw et a
ndhC TATTATTAGAAATGYCCARAAAAT 3trnV-ndhC-IGS 48,7 2007)
ATCATATTC
rpI32-R CCAATATCCCTTYYTTTTCCAA
ndhF GAAAGGTATKATCCAYGMATATT NdnF-rpld2-IGs 503

Prosedur Penelitian
Ekstraksi DNA Total

Daun pandan diambil untuk keperluan ekstraksi DNA. Tulang daun utama dan tepi daun yang
berduri dibuang. Helaian daun dipotong-potong menggunakan gunting steril. Potongan daun
ditimbang sebanyak 100 mg dan digerus menggunakan mortar dan pestel dengan bantuan nitrogen
cair. Bubuk daun dipindahkan ke dalam tabung 1,5 mL. Ekstraksi DNA dilakukan menggunakan
Genomic DNA Mini Kit (Plant) mengikuti prosedur instruksi pabrik (Geneaid) (Roslim et al., 2020).
Sebanyak 2 uL larutan DNA total yang diperoleh dimigrasikan pada 1% gel agarosa dengan buffer
1x TBE pH 8,0 dengan teknik elektroforesis untuk menentukan keberhasilan ekstraksi DNA dan
memperkirakan konsentrasi DNA berdasarkan pita-pita DNA pada 1 kb DNA ladder (Thermo
Scientific). Elektroforesis dilakukan pada tegangan 50 V selama 20 menit. Pita-pita DNA pada gel
divisualisasikan di atas lampu UV lalu didokumentasikan menggunakan kamera digital berfilter UV
(Roslim et al., 2020).

Amplifikasi dengan Teknik Polymerase Chain Reaction (PCR)

Larutan DNA total yang diperoleh, digunakan sebagai cetakan untuk mengamplifikasi sekuen
barkode DNA dengan teknik PCR. Komponen PCR yang digunakan mengacu instruksi pabrik
(Thermo Scientific), yaitu 1x buffer PCR (+ Mg?*), 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM primer forward, 0,5 uM
primer reverse, 2 unit dreamTag DNA polymerase, 2 pL DNA total dan ddH.O untuk
menggenapkan reaksi PCR menjadi 50 pL. Program PCR mengikuti instruksi pabrik (Thermo
Scientific), meliputi pra-PCR pada 94 °C selama 5 menit; diikuti 35 siklus terdiri dari denaturasi
pada 94 °C selama 45 detik, penempelan primer (annealing) pada suhu annealing seperti yang
tertera di Tabel 1 untuk setiap pasangan primer selama 45 detik, elongasi 68 °C selama 1 menit 30
detik; dan diakhiri dengan pasca-PCR 68 °C selama 10 menit. Keberhasilan PCR dideteksi dengan
teknik elektroforesis. Sebanyak 2 pL produk PCR dimigrasikan pada 1% gel agarosa dengan 1x
buffer TBE pH 8,0 pada tegangan 50 V selama 30 menit. Pita-pita DNA pada gel divisualisasikan di
atas lampu UV lalu didokumentasikan menggunakan kamera digital berfilter UV.

Sekuensing

Tabung PCR yang berisi produk PCR (lebih kurang 45 pL) dan masing-masing primer
forward dan reverse sebanyak 30 pL di dalam tabung 1,5 mL ditutup rapat dengan bantuan
parafilm. Produk PCR dan primer tersebut dikirim ke PT Genetika Science Indonesia sebagai agen
perantara sekuensing dari perusahaan 1% Base Malaysia.

Analisis Data

Data sekuen DNA forward dan reverse disatukan menggunakan program BioEdit versi 7.
Sekuen DNA tersebut dianalisis menggunakan program BLASTn untuk menentukan kemiripannya
dengan sekuen yang ada di database GenBank dengan opsi Highly similar sequences (megablast).
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Semua sekuen DNA dari genus Benstonea yang muncul pada hasil analisis BLASTn diunduh untuk
keperluan analisis menggunakan program MEGA versi 6.

HASIL

Molekul DNA total diperoleh dengan pita yang tebal, utuh, dan layak untuk digunakan
sebagai cetakan pada proses PCR. Produk PCR setiap barkode DNA diperoleh berupa pita DNA
tunggal dengan ukuran sesuai target, yaitu ukuran pita DNA pada atpB-rbcL 1GS sekitar 900 pb,
trnV-ndhC 1GS 1250 pb, ndhF-rpl32 1GS 1000 pb, dan trnQ-5 rps16 IGS 900 (Gambar 1). Pita-pita

DNA tersebut layak disekuensing untuk menentukan urutan DNA masing-masing barkode DNA.
1 L1 b . 2 3 L2 b L1 4 5

Gambar 1. Profil pita DNA total dan produk PCR. Pita DNA total (1); produk PCR: atpB-rbcL 1GS
(2), trnV-ndhC IGS (3), ndhF-rpl32 IGS (4), dan trnQ-5"rpsi6 IGS (5). 1 kb DNA
ladder (L1) dan 100 bp DNA ladder (L2) (Thermo Scientific)

Setelah dilakukan sekuensing dan pengolahan data sekuen DNA, diperoleh sekuen DNA
untuk atpB-rbcL IGS, trnV-ndhC IGS, ndhF-rpl32 IGS, dan trnQ-5 rpsi6 IGS sepanjang 812 pb,
924 ph, 952 pb, dan 886 pb secara berturut-turut. Keempat sekuen tersebut didaftarkan di database
GenBank dengan nomor registrasi secara berturut-turut MT702739, MT702735, MT702736, dan
MT702737. Rata-rata frekuensi basa nitrogen A (34,66%) dan T/U (37,15%) pada keempat sekuen
barkode DNA yang diteliti lebih besar daripada C (14,41%) dan G (13,79%) (Tabel 2).

Tabel 2. Frekuensi basa nitrogen (%) pada empat sekuen barkode DNA yang dianalisis
. : 5
Daerah DNA Frekuensi basa nitrogen (%)

A T/U C G
atpB-rbcL 1GS 32,88 37,33 15,17 14,62
trnV-ndhC 1GS 33,88 38,73 13,86 13,53
ndhF-rpl32 1GS 39,78 34,76 13,58 11,88
trnQ-5'rps16 1GS 32,09 37,77 15,02 15,12
Rata-rata 34,66 37,15 14,41 13,79

Analisis BLASTn pada keempat sekuen barkode DNA menunjukkan bahwa pada aksesi yang
muncul paling atas tidak ada yang memiliki kemiripan 100% dengan Benstonea sp. asal Danau
Kajuik, Riau walaupun nilai query cover tinggi, yaitu 93-100% dan E-value sebesar 0,00 (Tabel 3).

Tabel 3. Hasil analsis BLASTn empat sekuen barkode DNA Benstonea sp. asal Danau Kajuik, Riau

Daerah DNA Jumlah aks_es_i Yang - aksesi teratas Query cover E-value Kemiripan
dianalisis (%) (%)
atpB-rbcL 1GS 40 B. korthalsii 94 0,00 99,35
trnV-ndhC IGS 38 B. copelandii 97 0,00 92,97
ndhF-rpl32 1GS 53 B. monticola 100 0,00 98,12
trnQ-5'rpsl16 1GS 66 B. copelandii 93 0,00 98,63

Nukleotida kritis yaitu nukleotida yang menjadi penciri bagi Benstonea sp. asal Danau Kajuik,
Riau, dijumpai pada sekuen DNA ndhF-rpl32 IGS dan trnQ-5rps16 IGS (Tabel 4, Lampiran 1, 2,
3, dan 4). Enam nukleotida kritis dijumpai pada sekuen DNA ndhF-rpl32 I1GS. Dua nukleotida kritis
yang berada pada posisi nukleotida ke-576 dan 588 terjadi karena mutasi subtitusi. Nukleotida ke-
576 pada Benstonea sp. asal Danau Kajuik, Riau berupa Adenin (A) dan pada spesies lain berupa
Guanin (G). Sementara itu, pada posisi ke-588, nukleotida pada Benstonea sp. asal Danau Kajuik,
Riau berupa Timin (T) dan pada spesies lain berupa G dan delesi pada B. fortuita vocher
Callmander 1197. Empat nukleotida kritis lainnya berada pada posisi nukleotida ke 615-618 dan
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perbedaan tersebut karena mutasi delesi, yaitu TTAT pada Benstonea sp. asal Danau Kajuik, Riau
dan delesi pada spesies lain yang dianalisis (Tabel 5, Lampiran 1, 2, 3, dan 4).

Tabel 4. Perbedaan nukleotida, mutasi, dan jumlah nukleotida kritis pada empat sekuen barkode
DNA yang dianalisis
Perbedaan nukleotida ~ Mutasi indel Mutasi subtitusi  Nukleotida kritis
Daerah DNA

(pb) () (b)) (%) (b)) (%) (b (%)
atpB-rbcL 1GS 50 6,16 9 111 41 505 0 0
trnV-ndhC 1GS 119 12,88 103 11,15 16 173 0 0
ndhF-rpl32 IGS 159 1670 83 872 76 798 6 0,63
tnQ-5'rps16 1IGS 107 1208 62 700 45 508 3 0,34
Rata-rata 108,75 11,95 6425 699 4450 496 2,25 0,24

Tabel 5. Nukleotida kritis yang dijumpai pada sekuen DNA ndhF-rpl32 IGS
Nomor nukleotida
8 615 616 617 618
T T A T

Spesies

a1
(o]

. sp. from Riau

. monticola isolate T0143

. lauterbachii isolate T0151

. lauterbachii vc Sands 7218

. affinis isolate TO072

. affinis vc Buerki 326

. affinis vc Callmander 1018

. affinis vc Dowe 290809A

. aff. inquilina SB-2017 vc Callmander 1192
. gibbsiana vc Callmander 1030

. gibbsiana vc Perreira SAN150851

. foetida vc Zanan 4

. nana vc Beentje 75773

. nana vc Callmander 1055

. thomissophylla vc Callmander 1009
. ornata vc Callmander 998

. ornata vc Callmander 997

. atrocarpa vc Callmander 987

. platystigma vc Callmander 1001

. permicron vc Wiriadinata HW 13274
. brunigii vc Callmander 1012

. serpentinica vc Buerki 342

. serpentinica vc Callmander 1187

. herbacea vc Beentje 75785

. herbacea vc Callmander 1053

. epiphytica vc Callmander 1193

. brevistylis vc Callmander 1199

. tunicata vc Callmander 1026

. pectinata vc Callmander 1024

. alticola vc Callmander 1010

. rupestris vc Callmander 1028

. rustica vc Callmander 1011

. fortuita vc Callmander 1197

. kurzii vc Callmander s.n.

. stenocarpa vc Bau s.n.2

. stenocarpa vc Bau s.n.3

. copelandii vc Gallaher 7/21/12-002

NN NONONONONANONONONNA NN NANANONO NN NONANINANONONO NN

seiios Moo RlveRveRivsRveRiveMveliveMvelos Mve o Ave o livelive Mo livelvs velvsRivelos R velive B volios Mo Boe lvs Bive s B ve B us)
OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOZDg

OOOO
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Tiga nukleotida kritis dijumpai pada sekuen DNA trnQ-5rpsi6 IGS. Nukleotida tersebut
berada pada posisi nukleotida ke-258, 402, dan 530. Tipe perbedaannya disebabkan oleh mutasi
substitusi, yaitu TCT pada Benstonea sp. asal Danau Kajuik, Riau dan CAC pada spesies lain yang
dianalisis (Tabel 6, Lampiran 1, 2, 3, dan 4).

Tabel 6. Nukleotida kritis yang dijumpai pada sekuen DNA trnQ-5 rps16 IGS

Nomor nukleotida

Spesies 258 402 530

. sp. from Riau

. copelandii vc Gallaher 8/4/12-001
. copelandii vc Gallaher 7/21/12-002
. fortuita vc Callmander 1197

. affinis isolate TO072

. affinis vc Low s.n.

. affinis vc Callmander 1018

. affinis vc Dowe 290809A

. affinis vc Buerki 326

. aff. pumila SB-2017 vc Callmander 1036
. aff. inquilina SB-2017 vc Callmander 1192
. aff. pilaris SB-2017 vc Low s.n.

. ashtonii vc Low 217

. brevistylis vc Callmander 1199

. monticola isolate T0143

. thwaitesii vc Zanan 58

. gibbsiana vc Perreira SAN150851
. gibbsiana vc Callmander 1030

. foetida vc Zanan 4

. pectinata vc Callmander 1024

. nana vc Beentje 75788

. kurzii vc Callmander s.n.

. brunigii vc Callmander 1012

. thurstonii vc Callmander 40963

. pectinata vc Buerki 331

. serpentinica vc Callmander 1187

. serpentinica vc Buerki 342

. nana vc Callmander 1055

. stenocarpa vc Bau s.n.1

. stenocarpa vc Bau s.n.3

. herbacea vc Beentje 75785

. herbacea vc Callmander 1051

. herbacea vc Callmander 1053

. pachyphylla vc Callmander 1020

. ornata vc Callmander 998

. platystigma vc Callmander 1001

OWWWWWWWWWWWWoooWwWWoWWoWooWWoowoWwowoowowooWwwoww
sXeXeleXeXeReXeXeXeReXeReXeReXeXe ke XeReNeXeXeXeXeReXeReReXeRe e Re Re Re Bu
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>P>>>>>>>>>P>>P>P>0
0000000000000 000000000000000000000O

PEMBAHASAN

Teknik barkoding DNA untuk menentukan nama spesies tumbuhan telah teruji asalkan
database sekuen barkode DNA target tersedia di database publik seperti GenBank. Pada penelitian
ini, analisis empat barkode DNA pada daerah IGS telah dilakukan dan sekuen tersebut telah
didaftarkan di database GenBank untuk memperkaya database sekuen DNA tumbuhan pandan
sehingga dapat diakses dan dimanfaatkan publik untuk identifikasi secara molekuler.

Pada penelitian ini, ketiadaan aksesi di GenBank yang mirip 100% dengan Benstonea sp. asal
Danau Kajuik, Riau mengindikasikan dua kemungkinan bahwa tumbuhan ini merupakan spesies
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yang telah teridentifikasi namun sekuennya belum tersedia di database GenBank atau spesies baru
yang belum dilaporkan. Diperlukan langkah selanjutnya untuk memastikannya, yaitu dengan
mendeskripsikan dan membandingkan karakter kunci dengan seluruh spesies Benstonea yang ada.

Pada penentuan status taksonomi tumbuhan, suatu spesies dikatakan sama apabila memiliki
nilai identiti atau nilai kemiripan 100%, query cover 100%, dan E-value 0,0 (Roslim et al., 2016b;
Roslim & Herman, 2017). Lebih lanjut, untuk identifikasi tumbuhan dengan teknik barkoding DNA
membutuhkan lebih dari dua barkode DNA. Oleh karena itu, ilmuwan telah mengembangkan dan
menguji beberapa kombinasi barkode DNA serta mengembangkan primer universal untuk tujuan
tersebut (Taberlet et al., 1991; Chiang et al., 1998; Shaw et al., 2005; 2007).

Genom kloroplas merupakan pilihan terbaik untuk studi filogenetik molekuler pada
tumbuhan. Daerah yang pertama kali diteliti dan dikembangkan primer universalnya adalah trnT-
trnL-trnL-trnF IGS (Taberlet et al., 1991) dan atpB-rbcL I1GS (Golenberg et al., 1993; Chiang et al.,
1998). Analisis menggunakan barkode DNA atpB-rbcL IGS telah menempatkan Eugenia boerlagei
(Merr.) Govaerts ke dalam genus Syzygium, sehingga E. boerlagei direvisi menjadi S. boerlagei
(Widodo et al., 2019).

Sejak tahun 1995 sampai 2002 terjadi peningkatan studi filogenetik berbasis daerah DNA
non-penyandi pada genom Kloroplas, yaitu daerah intron dan intergenic spacer. Daerah trnL-trnL-
trnF 1GS dan trnK-matK IGS telah memadai untuk membedakan spesies pada beberapa taksa.
Namun untuk memberikan resolusi yang lebih baik maka sekuen tersebut sering dikombinasikan
dengan barkode DNA yang lain (Shaw et al., 2005).

Shaw et al. (2007) melaporkan bahwa sembilan barkode DNA, diantaranya trnV-ndhC IGS,
ndhF-rpl32 I1GS, dan trnQ-5 rpsi6 IGS, memiliki nilai PIC (potentially informative character) yang
tinggi dibandingkan trnL-trnL-trnF 1GS dan trnK-matK 1GS serta 19 barkode DNA lain yang diteliti
oleh Shaw et al. (2005). Lebih jauh lagi, ndhF-rpl32 IGS dan trnQ-5'rpsi6 IGS memiliki
variabilitas lebih tinggi dibandingkan trnV-ndhC IGS (Shaw et al., 2007).

Perbedaan nukleotida yang terdeteksi pada penelitian ini mengimplikasikan adanya variasi
nukleotida pada barkode DNA yang diteliti (Tabel 4). Pada penelitian ini, variasi yang tinggi
dijumpai pada tiga barkode DNA yang diteliti selain atpB-rbcL 1GS. Lebih lanjut, tingginya
perbedaan nukleotida pada sekuen DNA ndhF-rpl32 IGS menunjukkan bahwa laju mutasi pada
daerah ini lebih tinggi dibandingkan tiga barkode DNA lainnya yang diteliti. Hal ini didukung
dengan total frekuensi mutasi indel dan subtitusi yang lebih besar pada daerah ndhF-rpl32 IGS
(Tabel 4), yaitu 16,70% (8,72% + 7,98%), dibandingkan pada tiga sekuen DNA IGS lainnya.

Pada tumbuhan dari genus Gratiola dan Trillium telah dilaporkan mengalami mutasi indel
yang tinggi pada sekuen DNA trnV-ndhC IGS, ndhF-rpl32 IGS, dan trnQ-5"rpsi6 IGS. Sebagai
contoh, pada sekuen DNA trnQ-5"rps16 IGS ada 53 pb indel pada Gratiola dan 54 pb pada Trillium
(Shaw et al., 2005; Timme et al., 2007). Enam nukleotida kritis pada sekuen DNA ndhF-rpl32 IGS
dan tiga pada trnQ-5'rpsi6 IGS merupakan nukleotida penciri bagi Benstonea sp. asal Danau
Kajuik, Riau yang diteliti. Kedua sekuen DNA tersebut berpotensi menjadi barkode DNA untuk
identifikasi tumbuhan ini secara molekuler.

Identifikasi organisme dengan barkode DNA merupakan hal yang menjanjikan bagi setiap
orang yang ingin melakukannya walaupun tidak mempunyai keahlian di bidang taksonomi. Namun
ada beberapa tahapan yang perlu dilalui untuk melakukan identifikasi secara molekuler. Tahapan
penggunaan barkode DNA untuk identifikasi organisme meliputi (1) identifikasi secara morfologi
untuk memperkirakan status taksonominya pada tingkatan famili, genus, atau spesies; (2)
melakukan pencarian di database publik seperti GenBank untuk mendeteksi sekuen barkode DNA
apa saja yang telah tersedia melimpah pada famili, genus, atau spesies tersebut; dan (3) melakukan
pencarian primer universal untuk barkode DNA target.

SIMPULAN DAN SARAN

Sekuen DNA untuk atpB-rbcL IGS, trnV-ndhC IGS, ndhF-rpl32 IGS, dan trnQ-5rpsi6 IGS
telah diperoleh sepanjang 812 pb, 924 pb, 952 pb, dan 886 pb secara berturut-turut. Keempat
sekuen tersebut telah didaftarkan di database GenBank dengan nomor registrasi secara berturut-
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turut MT702739, MT702735, MT702736, dan MT702737. Berdasarkan hasil analisis empat sekuen
barkode DNA, nama spesies dari tumbuhan pandan yang diteliti masih belum dapat ditentukan.
Namun demikian, dua sekuen DNA, vyaitu ndhF-rpl32 IGS dan trnQ-5"rpsi6 IGS, berpotensi
menjadi barkode DNA untuk identifikasi tumbuhan Benstonea sp. asal Danau Kajuik, Riau secara
molekuler. Ketersediaan sekuen barkode DNA pada database publik sangat diperlukan untuk
menunjang identifikasi organisme secara molekuler.
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Lampiran 1. Perbedaan nukleotida berdasarkan sekuen DNA dari atpB-rbcL intergenic spacer

Nomor nukleotida*

11222223333333333333333333444444444444444

No Spesies
33345678902455880000000111223555789234667889999999
25738571576846382345678458088259729498120090123456
1 B.sp. from Riau TAATGCAGCGTAGTGA- ---TTTTTTTCTTTTA- ATTAAGAATTGCGCCA
2 B.verruculosa vc Callmander 1151 .. . . . ... . ... ... BT L G..
3 B.korthalsii vc Callmander 1002 ... ... ... .. s AL L
4 B.gibbsiana vc Callmander 1030 ... . ... .- - AL e G...... C
5 B.gibbsiana vc Perreira SAN150851 ... .. ... ... s AL L G...... C
6 B.atrocarpavc Beentje 75760 ... ... ... A - - L
7 B.atrocarpa vc Callmander 987 DAL e e L
8 B.nanavcBeentje75788 L s L
9 B.nanavc Callmander 1055 ... e L
10 B.copelandii vc Gallaher 8/4/12-001 ... ... .. T e e - - G..
11 B.copelandii vc Gallaher 7/21/12-002 .. .. .. .. T, e - C.. o
12 B.thomissophylla vc Callmander 1008 ... ... .. ... .. A --ee - - - A. .
13 B.thomissophylla vc Callmander 1009 .. . . ... ... ... A -- - - - A.
14 B.rupestris vc Callmander 1028 ... ... L - m e T
15 B.pectinatavcBuerki331l ... L. C......------- LG
16 B.ornata vc Callmander 990 G......... G --TT. LA A T
17 B.ornata vc Callmander 998 G......... G --TT. LA AT
18 B. ornata vc Callmander 997 G......... G --TT. 0. T..... - G.C.G...C. T
19 B.rusticavc Callmander 1011 .. ... e e PSS
20 B.tunicatavc Callmander 1026 .. . . ... ... . .. ... e G..G. -T...... T C
21 B. herbacea vc Beentje 75785 G....... CCG G--TT. -CAL L AT
22 B. herbacea vc Callmander 1053 G....... C.G...GATTT L AT
23 B.alticola vc Callmander 1010 G..T....... AA. - --- - - - A. .
24 B.stenocarpavcBausn3 L e e e
25 B.stenocarpavcBausn2 L s e . AG. . - G..... G
26 B.rostellata ve Willis118 .o s e L
27 B.serpentinica vc Callmander 1187 .. . . .. ... .. ... .- - - L
28 B.serpentinicavcBuerki342 L e L
29 B.lauterbachiivc Sands 7218 ..o T T, L
30 B.brevistylis vc Callmander 1199 .. ... ... ... L T T L
31 B.aff.inquilina SB-2017 vc Callmander 1192 .. . . ... .. C...... L T T - N
32 B.epiphytica vc Callmander 1193 .. .. .. G...... A -- - - - A. . Ce
33 B. fortuita vc Callmander 1197 G......... G....------ L A. .
34 B. kurzii vc Callmander s.n. C. . G. A ... meeee- G- L
35 B.permicron vc Wiriadinata HW 13274 .. . . . . .. ... ... .. - ===~ S C..

50 Perbedaan nukleotida

Nomor nukleotida disusun secara vertikal
(*) mengikuti sekuen B. sp. asal Riau

() nukleotida sama dengan nukleotida pada B. sp. asal Riau
(-) delesi

(vc) vou
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Lampiran 2. Perbedaan nukleotida berdasarkan sekuen DNA dari trnV-ndhC intergenic spacer

Spesies

o

Nomor nukleotida*

111111111222222333333333333333333333333333333333333333333
369558999999000045000001111222222333333333344444444445555555
771361456789012702067890123456789012345678901234567890123456

. sp. from Riau

. thurstonii vc Callmander 40963
. atrocarpa vc Beentje 75760

. rustica vc Callmander 1011

. korthalsii vc Callmander 1002

. brunigii vc Callmander 1012

. pectinata vc Callmander 1024

. pectinata vc Buerki 331
B. aff. pumila SB-2017 vc Callmander
1036

10B. stenocarpa vc Bau s.n.3

OO N O O &~ W N -
W W W W W W o @

11 B. stenocarpa vc Bau s.n.2

12 B. stenocarpa vc Bau s.n.1

13B. alticola vc Callmander 1010

14 B. thomissophylla vc Callmander 1008
15B. thomissophylla vc Callmander 1009
16 B. affinis vc Buerki 326

17 B. affinis vc Callmander 1018

18 B. gibbsiana vc Perreira SAN150851
19B. gibbsiana vc Callmander 1030

20 B. thwaitesii vc Zanan 58

21B. verruculosa vc Callmander 1151
22 B. copelandii vc Gallaher 8/4/12-001
23 B. copelandii vc Gallaher 7/21/12-002
24 B. parva vc Callmander 999

25B. ornata vc Callmander 997

26 B. ornata vc Callmander 990

27 B. ornata vc Callmander 998

28 B. tunicata vc Callmander 1026

29 B. rupestris vc Callmander 1028

30B. nana vc Callmander 1055

31B. nana vc Beentje 75788

32B. nana vc Beentje 75773

33B. herbacea vc Callmander 1053
34B. herbacea vc Beentje 75785

35B. kurzii vc Callmander s.n.

36 B. foetida vc Zanan 4

37 B. platystigma vc Callmander 1001
38 B. pachyphylla vc Callmander 1020

TCGCCGCATGGGAAGCCACATCTAAATTATTTAAAT- - - - - - - - - e e e o e e e - - -

AL e

DAL e

S g e
T 8 e

B 2 P
................. c..
................. c..
................. c..
[ s
G A i s
G A e A e
AAATATATT- == - - mmmmmom e = -

........................... A .
........................... A .
Govo T e A e
. AAATATATTTTAAATTATTTAAAT

o S . AAATATATTTTAAATTATTTAAAT
G T Al el
G T Al el
G T Al el
G T Al el
AAATATATT- =« - = c-- - o= = -
e
e
GT. ... «--emmnn- e
N Al el
N Al el
G. . T e
G. . - Al e
G....A - Al e
GT....<--====-- AAATATATT-----------=--

10.15408/kauniyah.v15i2.25261 | P-ISSN: 1978-3736, E-ISSN: 2502-6720 | 108



AL-KAUNIYAH: Jurnal Biologi, 16(1), 2023

Nomor nukleotida*

N Spesies 333333333333333333334444444444444444440444444444444444444444
0 55566666689999999999000000000011111111112222222223344444445
78901234590123456789012345678901234567890123456790601234582
1B. sp. from Riau AAATATATTATCTAATATCTAATAT- - - - - AT- cmm e e oo o CAAC- - - - - - TA
2B. thurstonii vc Callmander 40963 . . . .. . e e e e e e e e e e e -
3B.atrocarpa vc Beentje 75760 . L. . e s e e e e e e e e
4B. rustica vc Callmander 1011 TACTAT . - - cm s s e e e e e oo e
5B. korthalsii vc Callmander 1002 TACTAT . - - cm s s e e e e e oo e
6B. brunigii vc Callmander 1012 CTACTAT . - - e mmmme e e e o eeeaa- -
7B. pectinata vc Callmander 1024 CTACTAT . - s - m s e e mm e e = - e e L
8B. pectinata vc Buerki 331 . TACTAT. - - - m e e me e e e - o eeeaa- -
9B. aff. pumila SB-2017 vc Callmander CTACTAT . - - e mmmme e e e e -
1036
L(B. stenocarpa vc Bau s.n.3 DA m e e e e e e e e e
L1B. stenocarpa vc Bau s.n.2 DA m e e e e e e e e e
LzB. stenocarpa vc Bau s.n.1 DA m e e e e e e e e e
LiB. alticola vc Callmander 1010 . . . . e e e e e e e e e -
L4B. thomissophylla vc Callmander 1008 . . . .. .. ... .. .. . . it e e e e e e ee e e
LB. thomissophylla ve Callmander 1009 . . . .. .. ... .. .. . . it i e e e e e ee e e
L€B. affinis vc Buerki 326 e TACTAT . s s - e e e o e e .
L7B. affinis vc Callmander 1018 - - - ---- -~ e ... . TACTAT. CT- AATATTACTATTAT. G- ---- - CG
LEB. gibbsiana vc Perreira SAN150851 .ATCTA. . ATTACTATTATTATAT. G. GTTTAT. .
L¢B. gibbsiana vc Callmander 1030 .ATCTA. . ATTACTATTATTATAT. G. GTTTAT. .
2(B. thwaitesii VC Zanan 58 L L e e e e e e e e e e e e e e oo CA---- -
21B. verruculosa vc Callmander 1151 g
22B. copelandii vc Gallaher 8/4/12-001 .ATCTA. . AT------ TACTATT. . . . ------ ..
2:B. copelandii vc Gallaher 7/21/12-002 CA- - - CCT- AATATTACTATT. . . . - ----- L
2#B. parva vc Callmander 999 L L L s mm e s s e e e e e e e e aa oo oo - ---- -
2£B. ornata vc Callmander 997 i
2€B. ornata vc Callmander 990 i
2iB. ornata vc Callmander 998 B I I e e e . .
2¢B. tunicata vc Callmander 1026 e e e e e e eee e TACTATT. . . . ------ L
2B. rupestris vc Callmander 1028 - - - -- - - -- O [ ACTATT. . . . - -=---- L
3(B. nana vc Callmander 1055 CATCTA. . AT-- - -- - TACTATT. . . . ------ L
31B. nana vc Beentje 75788 CATCTA. . AT-- - - - - TACTATT. . . . ------ L
32B. nana vc Beentje 75773 . ATCTA. . AT-- - - - - TACTATT. . . . ------ L
32B. herbacea vc Callmander 1053 . . . .. .. ... ... mme e e e e e oo oo CA---- -
3B. herbacea vc Beentje 75785 L L L L . e e e e e e e e e e oo - CA---- -
3EB. kurzii ve Callmander S.n. e e e e e e e e e ee e e e e -
3B.foetida ve Zanand L e e e e e e e oo CA---- -
3iB. platystigma vc Callmander 1001 . . . .. .. ... ... s e e e e e e e e oo e
3¢B. pachyphylla vc Callmander 1020 - - - - - - - - - A- - -- - . CT- AATATTACTATT. . . . ------

119 Perbedaan nukleotida

Nomor nukleotida disusun secara vertikal

(*) mengikuti sekuen B. sp. asal Riau
() nukleotida sama dengan nukleotida pada B. sp. asal Riau
(-) delesi

(vc) voucher
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Lampiran 3. Perbedaan nukleotida berdasarkan sekuen DNA dari ndhF-rpl32 intergenic spacer

Spesies

Nomor nukleotida*

111111111111

122222222222222222

11122222233444444567799123378888888904445577888899999
58901234512012346260945014990123456172891212678901234

. sp. from Riau

. monticola isolate T0143

. lauterbachii isolate T0151
. lauterbachii vc Sands 7218
. affinis isolate T0072

. affinis vc Buerki 326

. affinis vc Callmander 1018

. affinis vc Dowe 290809A
B. aff. inquilina SB-2017 vc Callmander
1192

10 B. gibbsiana vc Callmander 1030

O N o g A~ W N
W W W T W W W W

11 B. gibbsiana vc Perreira SAN150851
12 B. foetida vc Zanan 4

13 B. nana vc Beentje 75773

14 B. nana vc Callmander 1055

15 B. thomissophylla vc Callmander 1009
16 B. ornata vc Callmander 998

17 B. ornata vc Callmander 997

18 B. atrocarpa vc Callmander 987

19 B. platystigma vc Callmander 1001
20 B. permicron vc Wiriadinata HW 13274
21 B. brunigii vc Callmander 1012

22 B. serpentinica vc Buerki 342

23 B. serpentinica vc Callmander 1187
24 B. herbacea vc Beentje 75785

25 B. herbacea vc Callmander 1053

26 B. epiphytica vc Callmander 1193

27 B. brevistylis vc Callmander 1199

28 B. tunicata vc Callmander 1026

29 B. pectinata vc Callmander 1024
30B. alticola vc Callmander 1010

31B. rupestris vc Callmander 1028

32 B. rustica vc Callmander 1011

33 B. fortuita vc Callmander 1197

34 B. kurzii vc Callmander s.n.

35 B. stenocarpa vc Bau s.n.2

36 B. stenocarpa vc Bau s.n.3

37 B. copelandii vc Gallaher 7/21/12-002

. AAAAAAAAG. .
. AAAAAAAA- G.

TAAAAA- - - - ..

B i T - W

AACCC. . .......T.
AACCC. . C........

N

TGCCTGTTC---------
R N
R N
A.G. G..---------
LALG G- -
DAL TAGTATAGT

...... G. .- - -

......... TAGTA-- - -

A T- AGTA-- - -

...... G, .----mem -

R T

DAL TAGTA- - - -
DAL TAGTA- - - -
DAL TAGTA- - - -

AL TTAGTA-- - -

AL T TAGTA-- - -
AL T TAGTA-- - -

AL TAGTA- - - -
A A T- AGTA-- - -
AL TAGTA- - - -
_A...G..TAGTA-- - -
A e
.A...G..TAGTA-- - -
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Nomor nukleotida*

22222333333333333333344444444444555555555555555555566

No Spesies

99999000111123345888900023358888223336788888888999911

56789012145660327028402661383478590895623456789016756
1 B.sp.fromRiau - AGGACAGTATATA- ATTTAGAGC- TAA- - GGCACTACTAT[TTT- -TT
2 B.monticola isolate T0143 - - - - L e - - - .Gl . G- -
3 B. lauterbachii isolate TO151 - - - - - Lo A oo . - - - .Gl . A R
4 B.lauterbachii vc Sands 7218 - - - - - - .C.C....... A oo . - - - .Gl . B R
5 B. affinisisolate TOO72 - -- - -~ Ao e -A - - - .Gl . A R
6 B.affinisvc Buerki326 - ----- Ao A - -A - - - .Gl . G- -
7 B. affinis vc Callmander 1018 - - - - - - A ..C....... e -A - - - .Gl . B CRE
8 B. affinis vc Dowe 290809A - - - - - - AL Co L e -A - - - B c/a B R
9 B. aff. inquilina SB-2017 vc Callmander ATAGTA. . . ... ... .. .. - G..-A .-- .G . N CRE

1192

10B. gibbsiana vc Callmander 1030 - ----- . . ... ... ... .. e - - - .Gl . Gl T -
11B. gibbsiana vc Perreira SAN150851 - - - - -- . .. ... e - - - .Gl . LGl TTE -
12 B. foetidavc Zanan4 - .- - .- Lo e - -- L ALG . G-
13B. nana vc Beentje 75773 - -- - -~ LT T - - - .G . B R
14 B. nana vc Callmander 1055 - - - - - - LT T - - - B c/a G-
15 B. thomissophylla vc Callmander 1009 - - - - - - LT T - - - .G . R R
16 B. ornata vc Callmander 998 - ----- . .. .. C....... - .G - - - .G . B R
17 B.ornata vc Callmander997 - - - - - - CACTO T - -A. |Gl B R
18 B. atrocarpa vc Callmander 987 - - - - - - LT T - - - .G . Gl T -
19 B. platystigma vc Callmander 1001~ - -- - -- . .. . ... ... ... - B CTE - . AA. L TG . G-
20 B. permicron vc Wiriadinata HW 13274 - - - - - - . . . ... ... ... S - - - R c/a. R IR
21B. brunigii vc Callmander 1012~ - - - - - - ... S - AGG- - LGl . G-
22 B. serpentinica vc Buerki 342 - .- - - Lo P A -A . -- R c/a. R IR
23 B. serpentinica vc Callmander 1187 - - - - -- . ... ... ... ... P A -A . -- LGl . G-
24 B. herbacea vc Beentje 75785 - - - - - - . C....... P A. - - - R c/a R IR
25B. herbacea vc Callmander 1053 - ----- . .. .. C....... - A A - - - (G| . G- -
26 B. epiphytica vc Callmander 1193 - - - - - - LT L - - - B c/a B I
27 B. brevistylis vc Callmander 1199 - - - - -~ . . ... L - AGG- - R c/a. B IR
28 B.tunicata vc Callmander 1026 - -----. ... ... ..., .. e - AGG- - (G| . G- -
29 B. pectinata vc Callmander 1024 - - - - -~ ... ... - G..-A .-- R c/a. B IR
30B. alticola vc Callmander 1010 - ----- T.AA AT, . - ... .. .. - - - (G| . G- -
31B. rupestris vc Callmander 1028 - ----- . . . ... ... ... . CAGG- - .G . B R
32B.rustica vc Callmander 1011~ - ----- .. L e - AGG- - (G| . G- -
33B. fortuita vc Callmander 1197 - ----- . . ... - . G.. - AAL L LIGF--- - - - - - - - -
34B. kurzii vc Callmandersn. - ----- CACTL e - -AL (G G- -
35B.stenocarpavcBausn2 0 - ----- L e - - - N (C/ G-
36 B. stenocarpavcBausn3 - ----- . C....... e - - - N (C/ G-
37B. copelandii vc Gallaher 7/21/12-002 - - - - --. ... ... GG. C-CCC..... G- . --A .G . N
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No Spesies

Nomor nukleotida*
66666666666666677777777777777777888888888888888888888
11235577777779934444455666677777011111112222222222337
78044912346790143456759678901234534567890123456789030

. sp. from Riau

. monticola isolate T0143

. lauterbachii isolate T0151
. lauterbachii vc Sands 7218
. affinis isolate T0072

. affinis vc Buerki 326

. affinis vc Callmander 1018
. affinis vc Dowe 290809A

© 00 N o O b~ W N -
W W W W T W W W W

=
o
o

. gibbsiana vc Callmander 1030

11 B. gibbsiana vc Perreira SAN150851
12 B. foetida vc Zanan 4

13 B. nana vc Beentje 75773

14 B. nana vc Callmander 1055

15 B. thomissophylla vc Callmander 1009
16 B. ornata vc Callmander 998

17 B. ornata vc Callmander 997

18 B. atrocarpa vc Callmander 987

19 B. platystigma vc Callmander 1001
20 B. permicron vc Wiriadinata HW 13274
21 B. brunigii vc Callmander 1012

22 B. serpentinica vc Buerki 342

23 B. serpentinica vc Callmander 1187
24 B. herbacea vc Beentje 75785

25 B. herbacea vc Callmander 1053

26 B. epiphytica vc Callmander 1193

27 B. brevistylis vc Callmander 1199

28 B. tunicata vc Callmander 1026

29 B. pectinata vc Callmander 1024

30 B. alticola vc Callmander 1010

31 B. rupestris vc Callmander 1028

32 B. rustica vc Callmander 1011

33 B. fortuita vc Callmander 1197

34 B. kurzii vc Callmander s.n.

35 B. stenocarpa vc Bau s.n.2

36 B. stenocarpa vc Bau s.n.3

37 B. copelandii vc Gallaher 7/21/12-002

. aff. inquilina SB-2017 vc Callmander 1192} -|. . . . .

IATIGACAAA- - GCCCAGACATATT- - -- - - -- - Acco oo GT
e e ..
A e
A e
A e
A e T T e ool
A S--T. e ool
A S--T. e ool
- s
H R c T T e el
A cee T e el
A - - T. A e el
A cee T e ool A
A T T A oo e el A
A cee T e ool
A ST e ool c
N ST e ool c
A e -
- - T..AA .. T...... e e e
- - 1P
I .- -T. e e e e e e e e e e e e e e e e
I B
I B
. A-T....A e e e
. S A - ATTATATTT. -oc e e e e e e -
T .- i U
A e c
T e T T e e e e e e e e e e e e e e e oo
A e TLTT. L e e e
T .- A m mm e e e e e e e e e e e e e e oo
I .- ST e e e e e e e e e e e e e e e e e e ea e
LT .- T e . TTATGAAAAAACTATTAT. .
I .- ST e e e e e e e e e e e e e e e e e e ea e
I .- T- A. e e e e e e e e e e e e e e e e e e ea e
I .- T- A. e e e e e e e e e e e e e e e e e e ea e
I .- T. A. e e e e e e e e e e e e e e e e e

159 Perbedaan nukleotida
Nomor nukleotida disusun secara vertikal
(*) mengikuti sekuen B. sp. asal Riau

() nukleotida sama dengan nukleotida pada B. sp. asal Riau

(-) delesi
(vc) voucher

nukleotida di dalam kotak = nukleotida kritis
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Lampiran 4. Perbedaan nukleotida berdasarkan sekuen DNA dari trnQ-5'rps16 intergenic spacer

Nomor nukleotida*

N Spesies 111222222222223
0 233344444444455555555556666666667777789124000011566890
801812345678901234567890134567890128909978678928879855
1 B. sp. from Riau ATA- ATA- - - - - - - - - - - - TATATGAT-TGTTATT- GTCGGC- - - - GC[T|IGCACG
2 B. copelandii vc Gallaher 8/4/12-001 R TA. . - - IR © A
3 B. copelandii vc Gallaher 7/21/12-002 R TA. . - - I ©
4 B. fortuita vc Callmander 1197 T, . - - e - - - - TA. . - - ---- ¢
5 B. affinis isolate T0072 S I I I R .- - - . P ----LC
6 B. affinis vc Low s.n. I I I I I .- - . P IR © A
7 B. affinis vc Callmander 1018 S I I I R .- - - . P ----LC
8 B. affinis vc Dowe 290809A S I I .- - . P ----C
9 B. affinis vc Buerki 326 B i I I I R A - . P ----C
10B. aff. pumila SB-2017 vc Callmander 1036 . . . - . .. - === == = = = = == == - - - . P IR © U
11 B. aff. inquilina SB-2017 vc Callmander -...G----TGTATTG. TAT. - . - CEEEEIE I © R
1192
12 B. aff. pilaris SB-2017 vc Low s.n. I I I I I - - P I © R
13 B. ashtonii vc Low 217 I I I I I - TG. . - I © R
14 B. brevistylis vc Callmander 1199 I I I I I - - . P I © R
15 B. monticola isolate T0143 I I I I I e A e GATT. . [C. . . ..
16 B. thwaitesii vc Zanan 58 -------ATATATATA - . GT- ----..C .. A
17 B. gibbsiana vc Perreira SAN150851 I I I I I .- - . - ----. . C G..
18 B. gibbsiana vc Callmander 1030 I I I I I .- - . L. ----. . C G..
19 B. foetida vc Zanan 4 --------ATATATATA - . GT- ----T.[C. ... A
20 B. pectinata vc Callmander 1024 I I I I I .- -G. . - EEEIE T © N
21 B. pectinata vc Buerki 331 R I I I T R R - - EEEIE T © N
22 B. nana vc Beentje 75788 S i I I N TGC. .. .. T. ... .. ----.ACL ...
23 B. nana vc Callmander 1055 S I I I I S TG- ... .. T. ... .. ----LAC ..
24 B. kurzii vc Callmander s.n. S I I I I S TG- ... .. - T ----LAC ..
25 B. brunigii vc Callmander 1012 S I e - - . - R © R
26 B. thurstonii vc Callmander 40963 I I I I e e AL e GATT. . [C. . . ..
27 B. serpentinica vc Callmander 1187 S i I I N - . - R © R
28 B. serpentinica vc Buerki 342 S i I I N L . - R © R
29 B. stenocarpa vc Bau s.n.1 LG e e e e s AL e e GATT. . [CA. .
30 B. stenocarpa vc Bau s.n.3 S I R B - T GATT. . [CA. . ..
31 B. herbacea vc Beentje 75785 .-...--TATATATAT--- - - - - . GT- ----..C .. TA
32 B. herbacea vc Callmander 1051 ... - .. - -TATATATATA. . . - -. . .- . GT- ----. ¢ .. A
33 B. herbacea vc Callmander 1053 . AC-. .. - -TATATATATA. . . . ... . -. .. . GT- ----. ¢ .. A
34 B. pachyphylla vc Callmander 1020 S i I R TG- ... .. T...... ----.ACL ...
35B. ornata vc Callmander 998 B I I A ... - GT-T...----.AC .G..
36 B. platystigma vc Callmander 1001 T..-T.. ATTATATATATA. . . . ... .- GTA. . . T----..[Cl.....
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Nomor nukleotida*
33334444444444444444444445555555555555556666666666666

No Spesies
13450122222223333333477772334566666677891222223334455
57172704567890123456456785089012345604391567890123427
1 B. sp. from Riau CACAICCAA- - - - -------- TAATTG[TITCA----TTTTAACTTCCGGTCCGGG
2 B. copelandii vc Gallaher 8/4/12-001 CCAVAL L e e e & A I
3 B. copelandii vc Gallaher 7/21/12-002 CCAVAL L e e e O A
4 B. fortuita vc Callmander 1197 A I I I Q. TTT-- - C.ovv i A
5 B. affinis isolate T0072 CTOAL L e e e e e O R I N I P I A DAL
6 B. affinis vc Low s.n. CACAL L e e e e Q.. TTTT. T A.
7 B. affinis vc Callmander 1018 CTOAL L e e e e e O A I I I I A R AL
8 B. affinis vc Dowe 290809A CTOAL e e e e & R I A
9 B. affinis vc Buerki 326 CACAL L - e e e Q. TTTT.Co oo A
10 B. aff. pumila SB-2017 vc Callmander 1036 . . A. |Al . . - - - - - == - - - - - CoUC . TTT--N A
11 B. aff. inquilina SB-2017 vc Callmander 1192. . A. |Al . . - - - - === - = - - - Q. TTT-- - A
12 B. aff. pilaris SB-2017 vc Low s.n. CACAL L - e e e Q. TT----. . Co A
13 B. ashtonii vc Low 217 CACAL L s e e e e A o A AL
14 B. brevistylis vc Callmander 1199 CACAL L - e e e LCoU . TTT--- A
15 B. monticola isolate T0143 CACAL L - e e e Q. TTT- L
16 B. thwaitesii vc Zanan 58 CAVAL L G e e Q.. T . C. T...... A
17 B. gibbsiana vc Perreira SAN150851 L CAL L e e CACL L - -
18 B. gibbsiana vc Callmander 1030 CACIAL L - e e e e e JACL L - -
19 B. foetida vc Zanan 4 CACAL L e e e e ... T----....CA T...... A
20 B. pectinata vc Callmander 1024 CACAL L e e e e B @ CG............ A
21 B. pectinata vc Buerki 331 CLAVAL L e e e QT A
22 B. nana vc Beentje 75788 ALA A G - --- - - - - - - C. . TT-- - - C
23 B. nana vc Callmander 1055 AA A G ------------ Q. TT- - - - C
24 B. kurzii vc Callmander s.n. CACAL L e e e ....CcC.CC..TT---- C.. . A
25 B. brunigii vc Callmander 1012 B T .G.C..[C .CTTTT--. ... .. ........ A
26 B. thurstonii vc Callmander 40963 CACAL L e e T &
27 B. serpentinica vc Callmander 1187 AVJAL . GCTACTCATTTA. . . ... Cl. . . TTT---. ... ... ... ... A
28 B. serpentinica vc Buerki 342 AVJAL . GCTACTCATTTA. . . ... Cl. . . TTT---. ... ... ... ... A
29 B. stenocarpa vc Bau s.n.1 B T B A
30 B. stenocarpa vc Bau s.n.3 CCACAL L e e e B A R B
31 B. herbacea vc Beentje 75785 CTACAT. - - - m - - LG T.TTT- - .C.. T...... A.
32 B. herbacea vc Callmander 1051 CTAVAT. T---- -2 - - - Q.. TTT- - . C.. T...... A.
33 B. herbacea vc Callmander 1053 CTAVAT. T---- -2 - - - Q.. T---- . C.. T...... A.
34 B. pachyphylla vc Callmander 1020 ALA A G - --- - - - - o - C. T - .C.. C
35 B. ornata vc Callmander 998 CCAVAL L e e - c .- LCo T. A
36 B. platystigma vc Callmander 1001 L g .. T----- LCo A

107 Perbedaan nukleotida

Nomor nukleotida disusun secara vertikal

(*) mengikuti sekuen B. sp. asal Riau

() nukleotida sama dengan nukleotida pada B. sp. asal Riau
(-) delesi

(vc) voucher

nukleotida di dalam kotak = nukleotida kritis

10.15408/kauniyah.v15i2.25261 | P-ISSN: 1978-3736, E-ISSN: 2502-6720 | 114



