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ABSTRAK

Payena acuminata (Blume) Pierre merupakan salah satu
spesies dari marga Payena yang hanya terdapat satu nomor
koleksi dan satu individu di Kebun Raya Bogor. Payena
acuminata koleksi Kebun Raya Bogor memiliki karakteristik
yang berbeda dengan P. acuminata (KF686292 dan HF542856)
pada umumnya yang memiliki permukaan abaksial daun
berwarna coklat - kuning. Hal ini berbeda dengan morfologi P.
acuminata koleksi Kebun Raya Bogor yang memiliki
permukaan abaksial berwarna putih keperakan. Penelitian ini
bertujuan untuk memverifikasi P. acuminata koleksi Kebun
Raya Bogor menggunakan pendekatan morfologi dan
pendekatan molekuler. Hasil penelitian pendekatan morfologi
menunjukkan bahwa P. acuminata koleksi Kebun Raya Bogor
memiliki karakteristik morfologi yang sama dengan P.
acuminata var. acuminata, yang membedakan hanya dari
warna abaksial daun putih keperakan. Hasil dendogram
menunjukkan bahwa P. acuminata koleksi Kebun Raya Bogor
mengelompok dengan P. acuminata var. acuminata. Hasil
penelitian pendekatan molekuler mendukung pendekatan
morfologi, yang ditandai dengan mengelompoknya sekuen P.
acuminata disertai nilai bootstrap tinggi pada rekonstruksi
pohon filogenetik. Hasil analisis menggunakan MultAlin dan
jarak genetik menunjukkan bahwa P. acuminata koleksi Kebun
Raya Bogor memiliki sekuen yang sama dengan P. acuminata,
diperkuat dengan hasil jarak genetik 0,000 dengan P.
acuminata. Hasil analisis menggunakan pendekatan morfologi
dan pendekatan molekuler dengan region ITS dapat
memverifikasi P. acuminata koleksi Kebun Raya Bogor.

Kata kunci: Karakteristik, Payena acuminata, Verifikasi
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ABSTRACT

Payena acuminata (Blume) Pierre is one of the species from
the Payena genus, which only has one collection number and one
individual in the Bogor Botanical Gardens. Payena acuminata
Bogor Botanical Gardens collection has different characteristics
from P. acuminata (KF686292 and HF542856) generally, which
has a brown-yellow leaf abaxial surface. This differs from the
morphology of P. acuminata in the Bogor Botanical Gardens
collection, which has a silvery white abaxial surface. This study
aims to verify the P. acuminata Bogor Botanical Garden
collection using a morphological approach and a molecular
approach. The results of the morphological approach showed
that P. acuminata in the Bogor Botanical Garden collection had
the same morphological characteristics as P. acuminata var.
acuminata, which differed only from the abaxial color of the
silvery white leaves. The dendogram results showed that P.
acuminata in the Bogor Botanical Gardens collection was
grouped with P. acuminata var. acuminata. The results of the
molecular approach research support the morphological
approach, which is characterized by the grouping of P.
acuminata sequences accompanied by high bootstrap values in
the phylogenetic tree reconstruction. The analysis using MultAlin
and genetic distance showed that the Bogor Botanical Gardens
collection of P. acuminata had the same sequence as P.
acuminata, reinforced by the genetic distance of 0.000 with P,
acuminata. The analysis results using a morphological approach
and a molecular approach with the ITS region can verify P.
acuminata in the Bogor Botanical Gardens collection.

Keywords: Characteristics, Payena acuminata, Verification
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BAB 1
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Sapotaceae merupakan suku pantropical terdiri dari 62
genus yang tersebar di daerah tropis dan sub-tropis
khususnya di hutan basah dan dataran rendah seperti di
Amerika Tengah, Amerika Selatan, Afrika, Madagaskar, Asia
dan Kepulauan Pasifik (Pennington, 2004). Karakter kunci
dari suku Sapotaceae adalah memiliki getah berwarna putih
yang lengket, susunan daun berseling, bunga biseksual, ovari
superior dan buah yang bisa dimakan (Timothy dan Gemma,
2015). Sapotaceae termasuk kedalam suku yang relatif sulit
untuk diidentifikasi karena sangat bergantung pada karakter
generatif. Berdasarkan studi filogenetik, marga di dalam suku
ini polifiletik sehingga cukup sulit untuk menentukan
hubungan kekerabatan yang pasti (Bartish et al, 2005).
Payena merupakan marga yang termasuk ke dalam suku
Sapotaceae khususnya masuk ke dalam tribe Isonandreae
sesuai klasifikasi menurut Hartog pada tahun 1878 (Hartog,
1878). Payena termasuk ke dalam marga kecil dengan jumlah
spesies 16 spesies (Bruggen, 1958). Struktur morfologi kunci
dari marga ini adalah adanya dua lapisan calyx yang
bertumpuk dan dalam satu lapisan terdiri dari 2 atau 3 calyx,

calyx imbricate, lobus mahkota berjumlah 2-3 kali lebih
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banyak daripada jumlah calyx, tidak terdapat staminode, dan
memiliki bagian hilum atau scar seed di bagian adaksial.
Payena acuminata (Blume) Pierre merupakan salah satu
spesies dari marga Payena yang hanya terdapat satu nomor
koleksi dan satu individu di Kebun Raya Bogor (Ariati et al.,
2019). Ciri khusus yang hanya dimiliki pada Payena
acuminata adalah memiliki permukaan abaksial daun yang
tertutupi oleh rambut halus, ciri lainnya adalah ujung tulang
daun sekundernya saling menyatu (brachidodromous) serta
posisi daun distichous (Pennington, 1991). Payena acuminata
memiliki berbagai manfaat seperti batangnya dapat
digunakan sebagai bahan bangunan, pintu ukir dan
terkadang dijadikan sebagai bahan pembuat perahu (Sutisna
et al, 1998), selain itu getahnya dapat dijadikan sebagai
bahan pembuatan kabel bawah laut. Buah dari Payena
acuminata dapat konsumsi baik hewan ataupun manusia.
Payena acuminata merupakan spesies pantropical yang
memiliki persebaran di daerah hutan basah dan dataran
rendah seperti di Borneo, Jawa, Malaya, Sumatra, Thailand
(POWO, 2022). Menurut GBIF (2022), Payena acuminata
yang tersebar di Pulau Jawa hanya ditemukan di tiga lokasi
yaitu di Gunung Beser, Cianjur; Gunung Parang, Purwakarta
dan Gunung Salak, Bogor tepatnya di Kebun Raya Bogor
(koleksi ex-situ) (Naturalis Biodiversity Center (NL) - Botany,



2022). Payena acuminata koleksi Kebun Raya Bogor memiliki
karakteristik yang berbeda dengan Payena acuminata pada
umumnya yang memiliki permukaan abaksial daun berwarna
coklat - kuning (Bruggen, 1958; Lam, 1925; Pennington,
1991). Hal ini berbeda dengan morfologi Payena acuminata
koleksi Kebun Raya Bogor yang memiliki permukaan
abaksial berwarna putih keperakan. Selain adanya
perbedaan morfologi pada permukaan abaksial, ketiadaan
karakter penciri generatif pada P. acuminata koleksi Kebun
Raya Bogor yang berupa bunga dan buah menjadi dasar
sulitnya dilakukan verifikasi hanya berdasarkan karakter
morfologi sehingga perlu ditambahkan pendekatan
molekuler.

Identifikasi tumbuhan di Kebun Raya Bogor secara
tradisional dilakukan dengan pendekatan morfologi oleh
tenaga identifikator atau peneliti. Pendekatan morfologi
adalah pendekatan yang relatif mudah dan murah, namun
identifikasi di level spesies melalui observasi karakter
morfologi akan sulit dilakukan saat berhadapan dengan
ketiadaan karakter penting seperti karakter generatif dan
variasi vegetatif dan infraspesifik yang hilang akibat adaptasi
dari lingkungan (Prehadi et al, 2015). Identifikasi secara
morfologi memiliki banyak kelemahan karena membutuhkan

waktu yang lama untuk menunggu karakter generatif muncul
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dan sulitnya membedakan antar spesies yang memiliki
banyak kemiripan (Cahyarini et al., 2004). Identifikasi secara
molekuler memiliki keunggulan yaitu dapat mengidentifikasi
lebih rinci, proses identifikasi lebih cepat dibandingkan
dengan identifikasi secara morfologi. (Hebert et al., 2003).
Identifikasi secara molekuler perlu dilakukan untuk
mendukung identifikasi morfologi. Identifikasi molekuler
dapat dilakukan dengan metode DNA Barcoding yang
merupakan teknik pengidentifikasian suatu spesies
menggunakan urutan gen pendek dari genom yang memiliki
fungsi untuk membantu identifikasi dan verifikasi secara
molekuler yang mendukung metode identifikasi dan
verifikasi secara morfologi (Kress et al., 2005). Penanda
molekuler yang digunakan dalam proses identifikasi dan
verifikasi sangat beragam seperti Internal Transcribed Spacer
(ITS) yang bersumber dari DNA inti; rbcL, ndhF, matK, atpB,
rp116 yang bersumber dari DNA kloroplas; CO1, 16S5-rDNA,
Cyt-b yang berasal dari DNA mitokondria (Rahayu dan
Jannah, 2019). Penanda molekuler yang sering digunakan
untuk suku Sapotaceae adalah ITS (Armstrong et al., 2014a;
Richardson et al, 2014; Vivas et al, 2014). Penanda
molekuler ITS merupakan penanda yang baik untuk studi
filogenetik suku Sapotaceae (Bartish et al., 2005; Gonzalez et
al, 2008; Swenson et al,, 2007, 2008). Penggunaan primer



ITS kerap digunakan sebagai analisis filogenetik molekuler
pada tumbuhan karena daerah ITS memiliki karakteristik
unggul, dan banyak memiliki salinan dalam genom inti.
Karakter inilah yang membuat primer ITS mudah untuk
diamplifikasi, dan dianalisis (Darmono, 1996; Hidayat et al.,
2008). Hal tersebut menjadi alasan digunakannya penanda
molekuler ITS untuk DNA Barcoding P. acuminata koleksi
Kebun Raya Bogor.

Pendekatan molekuler menjadi penting untuk
mempermudah dan mempercepat proses verifikasi jenis P.
acuminata koleksi Kebun Raya Bogor. Akurasi dari identitas
koleksi Kebun Raya Bogor menjadi sangat penting karena
koleksi kebun raya menjadi referensi dan acuan bagi
penelitian sistematik dan penelitian-penelitian aplikatif
lainnya. Hal ini yang mendasari dilakukannya penelitian ini
untuk memverifikasi Payena acuminata koleksi Kebun Raya
Bogor dengan menggunakan sekuen ITS (Internal
Transcribed Spacer). Pendekatan morfologi juga digunakan
dalam verifikasi P. acuminata mengingat kinerja DNA
Barcoding yang cukup rendah untuk identifikasi beberapa
klad yang memiliki banyak spesies seperti suku Sapotaceae
dan Lauraceae (Gonzalez et al, 2009). Kombinasi antara
pendekatan molekuler dan morfologi akan mendukung satu

sama lain, dan mempercepat proses verifikasi P. acuminata.



Maka penulis melaksanakan penelitian tentang “Verifikasi
Payena acuminata (Blume) Pierre Koleksi Kebun Raya Bogor
Melalui Pendekatan Morfologi dan Molekuler”. Berdasarkan
penelitian terdahulu, penggunaan sampel spesies P.
acuminata jarang digunakan untuk penelitian, dan metode
verifikasi yang menggabungkan antara pendekatan
morfologi dan molekuler belum pernah digunakan untuk
mendeskripsikan morfologi dan memverifikasi serta

menentukan posisi P. acuminata dalam pohon filogenetik.

B. Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Bagaimana karakter morfologi dan karakteristik sekuen
dari Payena acuminata (Blume) Pierre koleksi Kebun Raya
Bogor?

2. Apakah Payena acuminata (Blume) Pierre koleksi Kebun
Raya Bogor mengalami kesalahan dalam proses
identifikasi?

3. Apakah terdapat variasi karakter morfologi yang
membedakan Payena acuminata (Bulme) Pierre koleksi
Kebun Raya Bogor dengan P. acuminata lainnya atau
bentuk variasi dari spesies?

4. Bagaimana posisi Payena acuminata (Blume) Pierre
koleksi Kebun Raya Bogor dalam pohon filogenetik

berdasarkan sekuen ITS?



C. Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mengkonfirmasi karakter morfologi dan karakteristik
sekuen dari Payena acuminata (Blume) Pierre koleksi
Kebun Raya Bogor;

2. Memverifikasi jenis Payena acuminata (Blume) Pierre
koleksi Kebun Raya Bogor;

3. Mengetahui variasi karakter morfologi yang membedakan
Payena acuminata (Bulme) Pierre koleksi Kebun Raya
Bogor dengan P. acuminata lainnya atau bentuk variasi
dari spesies;

4. Menentukan posisi Payena acuminata (Blume) Pierre
koleksi Kebun Raya Bogor dalam pohon filogenetik

berdasarkan penggunaan sekuen ITS.

D. Manfaat Penelitian
Dengan diadakannya penelitian ini diharapkan dapat
memberikan beberapa manfaat antara lain:
1. Manfaat Teoritis
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat
bagi perkembangan ilmu pengetahuan dalam bentuk studi
literatur sekaligus menjadi tambahan referensi dalam
bidang molekuler dan morfologi mengenai Payena

acuminata bagi penelitian selanjutnya.



Manfaat Praktis

Bagi penulis

Sebagai bentuk sarana yang bermanfaat dalam
mengimplementasikan ilmu dan keterampilan mengenai
identifikasi masalah dan verifikasi tumbuhan.

Penelitian ini dapat menyalurkan ilmu pengetahuan
sebagai referensi untuk penelitian selanjutnya.

Serta penelitian ini dapat menambah wawasan ilmu yang
berkaitan dengan karakter morfologi dan molekuler
Payena acuminata.

Bagi masyarakat

Penelitian ini bermanfaat dalam Kkonfirmasi spesies
Payena acuminata agar tidak terjadi kesalahan dalam
identifikasi.

Memberikan informasi mengenai cara pengidentifikasian
spesies secara cepat.

Memberikan informasi mengenai karakter morfologi
Payena acuminata.

Bagi institusi kampus UIN Walisongo Semarang
Penelitian ini bermanfaat dalam kontribusi pencapaian
Visi Misi menjadi Univeristas Islam riset terdepan
berbasis kesatuan ilmu pengetahuan.

Penelitian ini bermanfaat dalam kontribusi untuk

menambah referensi di perpustakaan UIN Walisongo.



Penelitian ini bermanfaat dalam menyalurkan
pengalaman penelitian kepada mahasiswa Biologi UIN
Walisongo.

Penelitian ini bermanfaat dalam wupaya konservasi
lingkungan.

Bagi Kebun Raya Bogor

Penelitian ini bermanfaat dalam mendukung proses
identifikasi yang benar.

Penelitian ini membantu menyediakan data molekuler
jenis Payena acuminata di Kebun Raya Bogor.

Penelitian ini bermanfaat untuk mendapatkan informasi
dari penulis mengenai koleksi melalui pendekatan

morfologi dan molekuler Payena acuminata.



BAB I
LANDASAN PUSTAKA

A. KAJIAN TEORI
1. Payena acuminata (Blume) Pierre
a. Klasifikasi
Payena acuminata (Blume) Pierre merupakan spesies
yang termasuk ke dalam marga Payena dari suku Sapotaceae,
yang memiliki basionym Mimusops acuminata Blume dan
memiliki nama lokal Natu, Nyatoh Merah, Nyatoh Rian (GBIF,
2022). Berdasarkan Bruggen van (1958) Payena acuminata
memiliki nama lokal (Sumatra) Balam Durian, Balam Suntek,
Balam Timah, Geneng, Genong, Kaju Kentan, Ontan, Mahang
Bulan, Majang Damanik, Majam Lisak, Njatuh Balam, Punti,
Simartarung. Nama lokal P. acumianata dari Jawa yaitu
Djenggot, Djenkot, Getta, Kellau, Ki, Kituwah, Matak
Rasberassan Santenan, Tandjungan, Taun, Tendjang. Nama
lokal di Borneo adalah Baitis, Manatu, Matu, Monongan
Najah, Natu, Nyatoh, Nyatoh Merah, Nyatoh Laka, Sendi,

Tinkawang Lilin.
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Klasifikasi Payena acuminata berdasarkan Global

Biodiversity Information Facility (GBIF) (2022) yaitu:

Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Ericales

Famili : Sapotaceae

Genus : Payena

Spesies : Payena acuminata (Blume) Pierre

Menurut Van Bruggen (1958) Payena acuminata yang
berada di Kalimantan terbagi menjadi dua varietas yaitu var.
acuminata dan var. pulchra. Kedua varietas ini cukup sulit
dibedakan karena tidak ada karakter yang stabil untuk
mewakili dua kelompok yang berbeda (Pereira, 1997).

b. Morfologi

Payena acuminata merupakan pohon berukuran
besar yang dapat tumbuh mencapai tinggi 42 m dengan
diameter 0,92 m (Bruggen, 1958). Bentuk daun P. acuminata
elliptic hingga ovate sedangkan bentuk daun mudanya
lanceolate dengan ujung daun P. acuminata dan pangkal
daunnya cuneate sampai rounded serta lebih ramping kecil
yang terlihat pada Gambar 2.1 bagian A dan B. Payena
acuminata var. acuminata memiliki karakter pangkal daun

lebih ramping, bentuk daunnya eliptic, panjang daun 6,5 - 24
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cm, lebar daunnya 2,8 - 8,7 cm, memiliki panjang petiol 1-2,8
cm, tulang daun sekundernya sangat tipis dan tidak
menonjol, jumlah tulang daun sekunder 14-17 dengan
panjang pedicel 0,7-1,3 cm. Karakteristik Payena acuminata
var. pulchra yaitu pangkal daunnya melebar dengan tepi
bagian bawah menyempit, bentuk daunnya runcing, panjang
daunnya 11-22 cm, lebar daunnya 9-14,5 cm panjang
petiolnya 1,5-2 cm, tulang daun sekunder tajam menonjol,
jumlah tulang daun sekunder 14-24 dan panjang pedicel 0,4-
1,4 cm (Lam, 1925). Menurut Pereira (1997) Payena
acuminata var. acuminata memiliki urat daun lateral agak
tebal menonjol dan tipis pada bagian abaksial. Lebar daun
sekitar 4-7 cm lebih kecil dibandingkan dengan P. acuminata
var. pulchra. Permukaan adaksial licin (glabrous) sedangkan
permukaan abaksial berambut yang berwarna coklat
kemerahan (Bruggen, 1958), kuning keemasan atau putih
keperakan (Backer dan Van Den Brink, 1965). Karakter yang
khas dari P. acuminata adalah susunan daunnya berseling
dan posisi daunnya bagian adaksial menghadap ke atas
sedangkan bagian abaksial menghadap ke bawah disebut
dengan distichous (Chantaranothai, 1967). Gambaran
morfologi P. acuminata berdasarkan herbarium dari
spesimen tipe koleksi Naturalis Biodiversity Centre, formerly

Leiden University (L), L061427 disajikan pada Gambar 2.1.
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bagian C. Bunga P. acuminata muncul di ketiak daun atau
bekas daun (scar leaf) yang berjumlah 4-8 bunga dengan
panjang sepal 5-6,5 mm dan panjang tangkai bunga 1-1,2 cm.
Buah berbentuk ovoid sampai obovate yang ketika masih
muda memiliki rambut halus, terdapat 1-2 biji di dalamnya.
Biji P. acuminata cukup besar dan memiliki bagian kasar yang

cukup luas (Bruggen, 1958).

Gambar 2.1 Payena acuminata. A) Habitus, B) Spesimen basah
(dokumentasi pribadi, 2022) C) Spesimen herbarium tipe
(Jstore, 2022)
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c. Persebaran

Payena acuminata tersebar luas pada daerah
Sumatra, Malaysia Barat, Riau, Simalur, Borneo, Jawa dan
bahkan sampai ke Filipina (POWO, 2022). Dari persebaran
yang cukup meluas membuat Payena acuminata termasuk ke
dalam kondisi stabil, hal ini sesuai dengan pernyataan dari
IUCN (International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources). Jika dilihat status [UCN Payena acuminata
menunjukkan status Least Concern (LC) yang memiliki
tingkat resiko yang rendah (IUCN, 2022). Spesies ini dapat
dikatakan Least Concern apabila suatu satu ekosistem yang
sudah dievaluasi berdasarkan kriteria risiko kepunahan
menunjukkan hasil tidak memenuhi salah satu syarat sebagai
kategori kritis (Critically endangered), genting (endangered),
rentan (vulnerable), maupun hampir terancam (near
threatened).

d. Manfaat

Payena acuminata memiliki berbagai manfaat seperti
batangnya dapat digunakan sebagai bahan bangunan karena
memiliki kayu yang berat dan berkualitas tinggi, yang cocok
untuk konstruksi rumah yang tidak langsung mengenai
tanah, pintu ukir dan terkadang dijadikan sebagai bahan
pembuat perahu (Sutisna et al., 1998), selain itu getah yang
dihasilkan dapat dijadikan sebagai bahan pembuatan kabel
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bawah laut sebelum ditemukannya plastik. Hampir semua
spesies dari suku Sapotaceae ini memiliki buah yang dapat
dimakan seperti buah dari spesies Payena acuminata

(Bruggen, 1958).

2. DNA Barcoding

DNA Barcoding merupakan metode pengidentifikasian
suatu spesies menggunakan urutan gen pendek dan genom,
metode ini berfungsi untuk membantu identifikasi secara
molekuler yang mendukung metode identifikasi secara
morfologi (Kress et al., 2005). Adanya DNA Barcoding ini
sangat membantu para ahli taksonomi untuk melakukan
identifikasi secara cepat dan akurat dengan memanfaatkan
sekuen DNA karena sekuen yang digunakan merupakan
sekuen yang pendek dan unik, biasanya panjang sekuen DNA
yang dipakai sekitar 600-900 bp. DNA Barcoding pertama kali
dikemukakan oleh Hebert seorang ahli biologi yang berhasil
mengidentifikasi serta mendeferensiasi spesies mengunakan
sekuen gen pendek non-nuklear CO1 pada hewan di tahun
2003 (Hebert et al., 2003). Adapun kegunaan DNA Barcoding
yaitu identifikasi spesies yang kompleks, untuk
memonitoring keragaman hayati, food safety, autentikasi
tanaman obat. Namun demikian DNA Barcoding memiliki
beberapa kekurangan yaitu spesimen identifikasi yang

ambigu, tidak adanya platform untuk analisis data standar,
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resolusi cukup rendah dari beberapa klad karena
penangkapan Kkloroplas dan peristiwa hibridisasi. Dalam
bidang botani DNA Barcoding digunakan untuk
mengidentifikasi dan verifikasi jenis, analisis kekerabatan
antar jenis, determinasi kompleks jenis dan filogeografi.
Penanda molekuler yang sering digunakan dalam proses
identifikasi tumbuhan sangat beragam karena belum
memiliki penanda universal sedangkan penanda molekuler
pada hewan sudah memiliki penanda molekuler yaitu
Cytochrome Oxidase sub unitl (CO1) (Kochzius et al., 2010).
Penanda molekuler Internal Transcribed Spacer (ITS)
merupakan penanda molekuler yang direkomendasikan
untuk proses identifikasi karena berasal dari DNA inti.
Adapun beberapa penanda molekuler yang sering digunakan
dalam proses identifikasi dapat berasal dari DNA inti, DNA
kloroplas dan DNA mitokondria. Sumber DNA Barcoding
dapat dilihat pada Gambar 2.2. Penanda molekuler tumbuhan
yang berasal dari DNA inti yaitu ITSI1, ITS2. Penanda
molekuler yang berasal dari DNA kloroplas yaitu ribulosa-1,5-
bifosfat karboksilase Large subunit (rbcL), ndhF, Maturase K
(matK), atpB, rp116. Penanda molekuler tumbuhan yang
berasal dari DNA mitokondria yaitu 16S-rDNA, dan
Cyrochrome b (Cyt-b) (Rahayu dan Jannah, 2019).
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Other plastid genes
or their introns

—————Pending to be investigated

Gambar 2.2 Sumber DNA Barcoding (Chen et al., 2010)

DNA Barcoding merupakan teknik identifikasi
menggunakan sekuen pendek yang tahapannya meluputi:
1. Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA merupakan metode untuk memisahkan
DNA dengan makromolekul seperti lipid, atau protein.
Tahapan dalam ekstraksi DNA yaitu ada tiga, perusakan
dinding sel (lisis), ekstraksi atau pemisahan DNA dari bahan
padat seperti selulosa, protein dan pemurnian DNA (Chi et al.,
2009). Ekstraksi DNA dapat dilakukan dengan berbagai
macam metode, seperti metode konvensional maupun
metode modern yang menggunakan kit. Metode ekstraksi
DNA secara konvensional dapat dilakukan dengan metode
CTAB (Cetyl Trimethylammonium Bromide), SDS (Sodium
Dodecyl Sulfat), dan metode fenol atau kloroform. Sedangkan

metode ekstraksi DNA secara modern dapat menggunakan
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berbagai macam kit seperti kit TianGen, Gene]et, Geneaid dan
lain-lain (Fitriya et al., 2015).
2. Amplifikasi menggunakan PCR (Polymerase Chain

Reaction)

Prinsip dari PCR ini adalah untai ganda DNA akan
dipisahkan melalui proses denaturasi kemudian didinginkan
hingga mencapai suhu tertentu untuk memberikan waktu
pada primer untuk menempel pada daerah sekuen target.
Kemudian DNA polymerase akan memperpanjang primer
sehingga DNA target akan meningkat secara eksponensial
dan DNA non-target akan meningkat secara linear (Newton
dan Graham., 1994).

3. Sekuensing

Sekuensing merupakan pengurutan nukleotida pada
suatu segmen molekul DNA. Pengurutan segmen DNA akan
menghasilkan kode genetik dari molekul DNA yang
selanjutnya dibandingkan dengan sekuen DNA lain. Metode
sekuensing yang pertama kali dikenal adalah metode Sanger
(Sanger et al., 1997) selain itu terdapat metode NGS (Next
Generation Sequencing) merupakan metode sekuensing yang
menghasilkan data sekuen lebih cepat dibandingkan dengan

metode Sanger.
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4. Analisis Data Sekuensing

Hasil sekuensing dibandingkan dengan database yang
ada dengan cara mensejajarkan dan menyambung sekuen
fragmen DNA berdasarkan bagian sekuen yang tumpang
tindih menggunakan aplikasi berupa MEGA atau BLAST
(Sunaryo, 2015).

3. Sekuen ITS (Internal Transcribed Spacer)

Primer ITS (Internal Transcribed Spacer) merupakan
primer yang memiliki wilayah bervariasi dari gen RNA
ribosomal yang sangat membantu dalam studi molekuler
pada tingkat spesifik dan terkadang intraspesifik. Primer ITS
terletak diantara gen RNA ribosomal 18S dan RNA ribosomal
26S seperti yang tersaji dalam Gambar 2.3. ITS terbagi
menjadi 2 yaitu ITS 1 dan ITS 2 dengan masing-masing terdiri
dari gen RNA ribosom 18S, ITS-1, gen 5.8S rRNA, ITS-2, dan
gen rRNA 26S, dipisahkan oleh spacer intergenik
nontranskrips (1GS) (Orhan, 2021). IGS dikatakan sering lebih
bervariasi daripada ITS-1 dan ITS-2 (Shaw et al., 2002).

Primer ITS mengkode daerah non-coding yang dimana
memiliki tingkat mutasi yang tinggi sehingga cukup akurat
untuk membandingkan interspesies dan intraspesies. Selain
itu daerah non-coding sangat bervariasi dan memiliki potensi
besar untuk mempelajari hubungan antara genera atau

spesies yang terkait erat karena laju evolusi yang lebih cepat



20

(Chen et al,, 2010) hal ini yang menjadi alasan primer ITS
digunakan.

Penggunaan primer ITS untuk suku Sapotaceae baik
digunakan untuk DNA Barcoding sesuai dengan publikasi
(Armstrong et al, 2014a) yang berhasil membuat pohon
filogenetik yang baik pada tingkat spesies. Selain itu
penggunaan primer ITS kerap digunakan sebagai analisis
filogenetik molekuler pada tumbuhan karena daerah ITS
memiliki karakteristik unggul, dan banyak memiliki salinan
dalam genom inti. Karakter tersebut yang membuat primer
ITS mudah untuk diamplifikasi, dan dianalisis (Darmono,

1996; Hidayat et al., 2008).

ITS1 spacer ITS2 spacer
e ) ' —
—& +— — —
— a4 — — -

T3l sequence 152 sequence b Sodcias-toacil jelads

Unbesnial primen

b

T4 spquence

Gambar 2.3 Gen Internal Transcribed Spacer (ITS) (Orhan,
2021)

4. Hubungan Kekerabatan

Hubungan kekerabatan berdasarkan jenis datanya
dibedakan menjadi dua yaitu kekerabatan fenetik dan
kekerabatan filetik (filogenetik). Hubungan kekerabatan

fenetik merupakan hubungan kekerabatan yang berdasarkan
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pada persamaan sifat yang dimiliki sekelompok tumbuhan
tanpa melihat sejarah keturunannya. Sedangkan hubungan
kekerabatan filetik merupakan hubungan kekerabatan yang
berdasarkan laju evolusi pada sekelompok tumbuhan
sebagai acuan utama (Stuessy, 1990). Menurut
Tjitrosoepomo (2009) hubungan kekerabatan filogenetik
dapat dilihat dari genetiknya atau susunan dari DNA.
Hubungan kekerabatan fenetik tidak hanya dilihat dari sifat
yang dimiliki atau ciri morfologi yang dapat dilihat secara
langsung tetapi dilihat dari segi anatomi, fitokimia, dan
embriologi (Hardiyanto et al., 2007). Hubungan kekerabatan
antara spesies satu dengan spesies lainnya yang
digambarkan dengan filogram dapat dilakukan dengan cara
metode analisis filogenetik (Hidayat et al, 2008). Analisis
filogenetik merupakan metode yang mengkombinasikan
antara pendekatan molekuler dan pendekatan morfologi.
Konsep dasar dari filogenetik yaitu semua organisme yang
ada memiliki hubungan kekerabatan antara satu organisme
dengan organisme lainnya dan memiliki satu nenek moyang
(common ancestor) yang sama. Organisme dianggap memiliki
hubungan kekerabatan apabila mempunyai sifat atau
karakter yang sama (Hidayat dan Pancoro, 2016).

Dasar terminologi untuk mendefinisikan karakter yang

membedakan antar spesies terbagi tiga yaitu synapomophy
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(seluruh anggota akan membentuk klad yang sama jika
memiliki karakter yang sama), apomorphy (karakter yang
mengalami perubahan secara individu dan masuk ke dalam
klad grup), dan plesiomorphy (karakter primitif)(Hidayat et
al., 2008). Rekonstruksi pohon filogenetik membutuhkan
outgrup yang memiliki karakter plesiomorphy dan
apomorphy sehingga menghasilkan pohon berakar (rooted
tree) untuk memperjelas batasan (Hidayat dan Pancoro,
2016).

Menurut Cavalli dan Balfourier (1997) analisis filogenetik
dapat dilakukan dengan tiga tahap yaitu: (1) alignment, (2)
rekonstruksi pohon filogenetik dan (3) uji statistik untuk
evaluasi pohon filogenetik. Rekonstruksi pohon filogenetik
dapat digolongkan menjadi dua yaitu distance based method
dan character based method. Rekonstruksi pohon filogenetik
berbasis distance based yaitu Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean (UPGMA) (Sneath dan Sokal, 1973),
Neighbor-Joining (N]) (Saitou dan Nei, 1987), dan Fitch-
Margoliash  (Fitch dan Margoliash, 1967). Metode
rekonstruksi pohon filogenetik yang menggunakan character
base yaitu Maximum parsimony (MP), Maximum likelihood
(ML) (Lemey et al., 2009) dan Bayesian Inference (Septiadi,
2019).
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5. Pemanfaatan Tumbuhan dalam Perspektif Islam
Tumbuhan merupakan makhluk hidup yang dapat
menghasilkan makan atau disebut juga sebagai produsen.
Manusia memerlukan tumbuhan untuk bertahan hidup
karena memiliki tumbuhan memilki berbagai manfaat.
Berbagai manfaat tumbuhan bagi manusia sudah tercantum

dalam Al-quran Al-an’am ayat 99:
B T N T S L PR P T Ee o v
£ JS Qi 4y U JAL ela sland) Ga A1 ) 38 9

2Ak 0 - Grerowd qFo A% A 3% (s e A% g% 373
Ladla (e Jadl) (e g L) e L dda A 1 3uad Ada L A8

65 iaa SNy GF NG e (a cuing 4ia ()58
o2t WG e kte o2 % O A N I Y
o381 cuY A% 08 Sfdaiy JaTl 1) B Al ) 13 ki) 4 L5

Qe
Artinya: “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari
langit, lalu Kami tumbuhkan dengan air itu segala macam
tumbuh-tumbuhan maka Kami keluarkan dari tumbuh-
tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari
tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari
mayang kurma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan
kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan
delima yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah
buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pula)
kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu ada
tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang
beriman.” (QS. Al-An'am ayat 99) (Qur'an Kemenag. 2022)

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT

menurunkan air sehingga tumbuh berbagai tumbuhan hijau
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yang beraneka ragam jenis, dan rasa sebagai bentuk
kekuasaan Allah (Al-Jazairi dan Jabir, 2007). Kemudian
dijelaskan juga dari tumbuhan itu mengeluarkan buah
seperti buah dari suku Sapotaceae yang hampir semua buah
dari Sapotaceae dapat dimakan. Setiap bagian dari tumbuhan
memiliki banyak manfaat bagi manusia yang bisa diteliti
dalam kehidupan dan banyak hal yang dapat dipelajari untuk
lebih mengetahui akan keajaiban yang terkandung dalam
bagian tersebut (Imani, 2005). Islam memiliki pandangan
yang cukup khas tentang hubungan manusia dan alam. Hal ini
lah yang menjadi dasar peradaban Islam salah satunya

pemanfaatan dan konservasi lingkungan (Sabiq, 2013).
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B. KAJIAN HASIL PENELITIAN YANG RELEVAN

Beberapa penelitian terdahulu yang relevan dengan

penelitian ini diantaranya yaitu:

1.

Penelitian yang pernah dilakukan oleh Richardson et al.,
(2014) dengan judul penelitian “The Influence Of
Tectonics, Sea-Level Changes And Dispersal On Migration
And Diversification Of Isonandreae (Sapotaceae)”.
Penelitian ini menjelaskan bahwa region ITS digunakan
untuk menentukan pola penyebaran suku Sapotaceae
khususnya tribe Isonandreae di seluruh wilayah Malesia
dengan cara merekonstruksi menggunakan metode
Bayesian dan Maximum Parsimony (MP). Salah satu
spesies yang berhasil direkonstruksi menggunakan region
ITS adalah Payena acuminata. Hasil penelitian tersebut
menunjukkan bahwa penggunaan region ITS berhasil
untuk merekonstruksi pohon filogenetik spesies dari
Isonandreae.

Penelitian penggunaan region ITS juga dilakukan oleh
Vivas et al, (2014) dengan judul “DNA Barcoding In
Atlantic Forest Plants: What Is The Best Marker For
Sapotaceae Species Identification?” yang meneliti tentang
penggunaan berbagai region untuk identifikasi suku
Sapotaceae. Dalam penelitian tersebut diketahui bahwa

penggunaan region ITS paling baik untuk mengidentifikasi
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spesies dari suku Sapotaceae dibandingkan dengan region
lainnya. Untuk diskriminasi spesies, ITS memberikan hasil
terbaik, disusul matK, trnH-psbA dan rbcL.

Penelitian yang dilakukan oleh Armstrong et al, (2014)
dengan judul “Patterns of Diversification Amongst Tropical
Regions Compared: A Case Study in Sapotaceae”. Penelitian
ini menjelaskan bahwa DNA Barcoding dapat menentukan
hubungan filogenetik dari dua marga endemik
Madagascar yang belum jelas. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa rekonstruksi pohon filogenetik
dapat menggunakan ITS dan psbA-trnH sehingga
menghasilkan topologi pohon yang sama dari subsuku
Sopotoideae.

Penelitian yang dilakukan oleh De Faria et al., (2017)
dengan judul “Towards a Natural Classification of
Sapotaceae Subfamily Chrysophylloideae in the Neotropics”.
Penelitian ini menjelaskan bahwa pendekatan molekuler
menggunakan sekuen eksternal dan internal transcribed
spacer dan pendekatan morfologi yang dianalisis dengan
inferensi Bayesian dan Jackknifing parsimony dapat
menentukan batasan genetik dari Chrysophyllum dan
Pouteria.

Penelitian yang dilakukan oleh Algarni (2022) dengan
judul “Molecular Identification and Phylogenetic Analysis of
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Aloe shadensis From Saudi Arabia Based on matK, rbcL and
ITS DNA Barcode Sequence”. Penelitian ini menjelaskan
bahwa pendekatan yang paling tepat untuk
mengidentifikasi tanaman langka Aloe shadeensis
menggunakan pengurutan beberapa penanda genomik
seperti matK, rbcL, dan ITS. Hasil penelitian menjelaskan
bahwa penggunaan sekuen matK dan ITS dapat
mengidentifikasi  Aloe  shadeensis  dengan  baik
dibandingkan dengan sekuen rbcL.

Penelitian terkait dengan identifikasi Sapotaceae pernah
dilakukan oleh (Armstrong et al., 2014; Richardson et al., 2014
dan Vivas et al., 2014). Keterbaruan penelitian ini dari artikel
tersebut adalah tidak dilakukannya identifikasi secara
pendekatan morfologi dan molekuler. Penelitian yang khusus
membahas mengenai Payena acuminata belum pernah
dilakukan serta belum ada penelitian yang membahas
mengenai perbedaan abaksial daun dari Payena acuminata
khususnya pada bagian trikomanya. Berdasarkan penelitian
terdahulu perlu dilakukan varifikasi Payena acuminata melalui

pendekatan morfologi dan molekuler



BAB III
METODE PENELITIAN

A. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Treub Kebun
Raya Bogor khususnya pada Bagian Laboratorium Molekuler
Genetika Konservasi pada bulan Januari-Februari 2022.
Penelitian dilanjutkan di Laboratorium Bioteknologi Fakultas
Sains dan Teknologi UIN Walisongo Semarang dan
Laboratorium Biosistematika Herbarium Bogoriense pada

bulan Oktober 2022-Maret 2023.

B. Alat dan Bahan
1. Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian diantaranya
mortar, pestle, erlenmayer (Iwaki), gelas beker (Pyrex),
gelas ukur (Pyrex), cetakan dan sisir gel elektroforesis,
elektroforesis (Mupid dan Nyxtechnik), thermal cycler
(Takara), sentrifuge (Spectrafuge 24D- Labnet), spindown
(EMS-myfuge), vortex (VWR-Digital Vortex Digital),
heatblock (VWR-DIgital Heatblock), microwave (Sharp),
mikropipet (Eppendorf) [biru (100-1000 ul), kuning (10-
100 pl), putih (0,5-2 pl), abu-abu (1-10 pl)], GelDoc (BIO-
RED EZ imager), kulkas (LG), freezer (LG), UV Tray,
spatula, neraca analitik (Precisa), gunting, gunting dahan,

galah, kamera (Realme 5 Pro), penggaris.
28
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2. Bahan

Bahan penelitian yang digunakan meliputi sampel
herbarium dan DNA Payena acuminata koleksi Kebun
Raya Bogor (IV.C.78), pasir kuarsa, Plant Genomic DNA kit
Tiangen (DP304-03), PCR Mix (2x Mytaq HS Red Mix)
nuclease free water (ddH,0) (Promega), kloroform, gel
agarose (Thermoscientific), larutan Tris Acetate EDTA
(TAE 1X) (Ultra Pure Grade), Gel Red Nucleic Acid Stain
(Biotium), primer rbcL Forward (5 — ATG TCA CCA CAA
ACA GAG ACT AAA GC - 3"), primer rbcL Reverse (5" - GTA
AAA TCA AGT CCA CC RCG - 3’) (CBOL, 2009), primer ITS
Forward (17SE 5’ - ACG AAT TCA TTG TCC GGT GGA GTG
TTC G - 3’), primer ITS Reverse (26SE 5’ - TAG AAT TCC
CCG GTT CGC TCG CCG TTA C - 3")(Sun et al.,, 1994), Taq
polymerase, marker (Thermoscientific SM0311 1kb DNA
ladder), label gantung, silica gel, teabag, plastik ukuran

40x60, dan alumunium foil.

C. Metode
1. Pendekatan Morfologi
a) Pengambilan Sampel
Sampel P. acuminata diambil dari koleksi tumbuhan di
vak IV.C.78 Kebun Raya Bogor yang dapat dilihat pada
Gambar 3.1. Sampel yang diambil bagian cabang batang

yang bersih dan terhindar dari hama. Sampel yang diambil



30

akan dijadikan dua bagian yaitu untuk pembuatan
herbarium dan untuk ekstraksi DNA. Sampel yang
dijadikan ekstraksi DNA yaitu daun dengan urutan ketiga
atau keempat dari pucuk daun. Selanjutnya sampel
dimasukkan ke dalam kantong plastik dan diberi label

sesuai kode pohon.

Filipina .‘“ Indonesia
indonesia

Singapura

Negara Indonesia

Keterangan

D : Lokasi
Pengambilan

Sampel

Gambar 3. 1 Peta Pengambilan Sampel. A (Indonesia); B (Jawa
Barat); C (Bogor); D (Kebun Raya Bogor)(Ariati et al., 2019)
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b) Pengamatan Morfologi

Pengamatan karakter morfologi dilakukan di
Laboratorium Biosistematika Tumbuhan di Herbarium
Bogoriense (BO). Pengamatan awal dilakukan pada semua
spesimen herbarium P. acuminata di BO untuk
mempelajari karakter-karakter penting dalam batasan
spesies serta variasi morfologi yang menandakan dua
varietas. Pengamatan morfologi dilanjutkan dengan
membandingkan antara herbarium sampel Kebun Raya
Bogor nomor koleksi [V.C.78 dengan 6 spesimen BO yang
terpilih, khususnya yang memiliki karakter vegetatif dan
generatif yang lengkap. Pengumpulan data morfologi
dilakukan dengan mengacu pada buku “Manual of Leaf
Architecture ” karya Ellis et al., (2009) dan “Classification
of The Architecture of Dicotyledonous Leaves” karya Hickey
(1973). Adapaun karakter yang diamati sebanyak 29
karakter seperti yang tersaji pada Tabel 3.1. Tabel hasil
perbandingan dianalisis fenetik menggunakan aplikasi

NTSYS.
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Tabel 3.1 Karakter Morfologi Payena acuminata Koleksi Kebun
Raya Bogor dan Herbarium

Karakter

Sifat Ciri
Payena acuminata

P. Herbarium Herbarium ... Herbarium
acuminata 1 2 6
(IV.C.78)

Daun
Bentuk
Ujung
Pangkal
Panjang
Lebar
Tepi
Warna

Permukaan

Adaksial
(trikoma)
Warna

Permukaan

Abaksial
(trikoma)
Tulang
Daun
Tulang
daun
sekunder
Jumlah
Secondary
Vein
Sudut
Secondary
vein
Petiol
Panjang
Petiol
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Tabel 3.1 Lanjutan

Sifat Ciri
Payena acuminata

P. Herbarium Herbarium ... Herbarium
Karakter acuminata 1 2 6
(IV.C.78)

Permukaan
petiol
Bunga
Letak
Bunga
Permukaan
pedicel
(pubescent)
Panjang
pedicel
Panjang
sepal
Lebar sepal
Permukaan
Sepal luar
bagian
dalam
Permukaan
Sepal luar
bagian luar
Permukaan
Sepal dalam
bagian
dalam
Permukaan
sepal dalam
bagian luar
Tepi sepal
Jumlah
corolla
Panjang
corolla
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Tabel 3.1 Lanjutan

Sifat Ciri
Payena acuminata

P. Herbarium Herbarium ... Herbarium
Karakter acuminata 1 2 6
(IV.C.78)

Permukaan
corolla
Ujung
anther
Jumlah
stamen

c) Analisis Data Morfologi

Data hasil karakter morfologi berupa tabel deskriptif
diubah menjadi data multivariat dengan memberikan skor
1, 2, 3 dan seterusnya menyesuaikan variasi data karakter
morfologi yang dihasilkan dengan menggunakan aplikasi
Microsoft exel kemudian disimpan dalam bentuk tab
delimited. Data dibuka pada bagian folder untuk
memastikan bahwa data sudah benar-benar masuk,
kemudian dihapus bagian spasi atau enter di bagian
bawah hasil, lalu disimpan ulang. Data Hasil tersebut
diedit menggunakan aplikasi NTedit untuk mengkonversi
data dalam bentuk (extention) *NTS sehingga
memudahkan pembuatan dendogram pada aplikasi

NTSYS.
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d) Pembuatan Dendogram

Dibuka aplikasi NTSYS kemudian dipilih ikon similarity
dan dipilih qualitative data dengan Kklastering SAHN
(Sequential Aglommerative Hierarchical and Nested)
metode UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Aritmatic  Mean) serta nilai indeks similaritas
menggunakan SSM (Simple Matching). Apabila muncul
dendogram lebih dari satu maka dipilih dendogram yang
paling merepresentasikan kenyataan karakter P.

acuminata yang diamati.

2. Pendekatan Molekuler

a) Penggerusan sampel

Sampel daun yang sudah diambil, dipotong
menggunakan gunting menjadi ukuran Kkecil dan
diletakkan pada mortar. Sebanyak satu spatula pasir
kuarsa ditambahkan ke dalam mortar kemudian digerus
hingga menjadi serbuk. Serbuk daun yang sudah halus
dimasukkan ke dalam tubel, 5 mL sebanyak 0,1 mL yang
akan digunakan untuk ekstraksi. Sisa serbuk sampel daun
dimasukkan ke dalam tube 2 mL sebagai sampel stok.
b) Ekstraksi

Ekstraksi DNA dilakukan sesuai dengan manual Plant
Genomic DNA kit (TianGen) yang telah dimodifikasi.

Sebanyak dua spatula serbuk daun dimasukkan ke dalam
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tube 1,5 mL kemudian ditambahkan dengan buffer GP1
sebanyak 700 pL dan divortex selama 10-20 detik, lalu
diinkubasi menggunakan heatblock selama 20 menit pada
suhu 65 °C dan (setiap 5 menit dilakukan inversi).
Sebanyak 700 pL kloroform ditambahkan ke dalam tube
1,5 mL dan dilakukan inversi, lalu disentrifugasi selama 5
menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Supernatan diambil
menggunakan mikropipet dan dipindahkan ke dalam tube
baruberukuran 2 mL, kemudian ditambahkan dengan 700
uL buffer GP2 dan diinversi tiga kali. Semua larutan dalam
tube dipipet dan dipindahkan ke dalam spin column CB3
kemudian disentrifugasi selama 1 menit dengan
kecepatan 12.000 rpm lalu filtrat hasil sentrifugasi
dibuang.

Sebanyak 500 mL buffer GD yang sebelumnya sudah
ditambahkan dengan etanol 96-100% ditambahkan ke
dalam spin column CB3 kemudian disentrifugasi selama 1
menit dengan kecepatan 12.000 rpm dan filtrat yang ada
di collection tube dibuang. Sebanyak 600 mL larutan PW
yang sudah ditambahkan etanol 96% ditambahkan ke
dalam spin column CB3 lalu disentrifugasi selama 1 menit
dengan kecepatan 12.000 rpm dan dibuang filtrat yang
ada di collection tube. Sebanyak 600 mL larutan PW yang
sudah ditambahkan etanol 96% ditambahkan ke dalam
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spin column CB3 untuk mencuci membran, lalu
disentrifugasi selama 2,5 menit. Spin column CB3
dipindahkan ke dalam ke tube 1,5 mL dan ditambahkan
dengan 100 pl buffer TE lalu diinkubasi selama 2-5 menit
pada suhu ruang kemudian disentrifugasi selama 2 menit
dengan kecepatan 12.000 rpm.
c) Konfirmasi Hasil Isolasi

Amplifikasi menggunakan primer rbcL dilakukan
untuk konfirmasi keberadaan DNA hasil isolasi. Komposisi
untuk amplifikasi menggunakan primer rbcL yaitu PCR
Mix sebanyak 13 pL, ddH;0 sebanyak 3 pL, sampel DNA
sebanyak 2 uL dan primer rbcL forward sebanyak 1 uL. dan
primer rbcL reverse sebanyak 1 pL. Kondisi PCR yang
dipakai untuk primer rbcL terdiri dari pra-denaturasi
dengan suhu 94°C selama 1 menit 30 detik, tahap
denaturasi dengan suhu 94°C selama 15 detik, tahap
annealing dengan suhu 52°C selama 15 detik, tahap
ekstensi pada suhu 72°C selama 20 detik, dan tahap pos-
ekstensi pada suhu 72 °C selama 4 menit. Tahap terakhir
dalam PCR yaitu tahap terminasi (penyimpanan) pada
suhu 4°C.
d) Amplifikasi

Komposisi untuk amplifikasi menggunakan gen ITS

yaitu PCR Mix sebanyak 25 pl, ddH;0 sebanyak 11 uL,
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sampel DNA sebanyak 10 pL dan primer ITS forward
sebanyak 2 uL dan primer ITS reverse sebanyak 2 pL.
Kondisi PCR yang dipakai untuk gen ITS terdiri dari pra-
denaturasi dengan suhu 95°C selama 1 menit, tahap
denaturasi dengan suhu 95°C selama 15 detik, tahap
annealing dengan suhu 58°C selama 15 detik, tahap
ekstensi pada suhu 72°C selama 10 detik, dan tahap pos-
ekstensi pada suhu 72 °C selama 5 menit. Tahap terakhir
dalam PCR yaitu tahap terminasi (penyimpanan) pada
suhu 4°C.
e) Elektroforesis

Sampel hasil amplifikasi dielektroforesis
menggunakan gel agarose konsentrasi 1%. Sebanyak 0,80
gr agarose dilarutkan dalam TAE 1X 80 mL pada
erlenmeyer. Larutan agarose ditutup menggunakan
alumunium foil dan dimicrowave selama 1 menit.
Sebanyak 1 uL gel red ditambahkan ke dalam erlemneyer
dan dituangkan ke dalam cetakan yang sebelumya sudah
dipasang sisir elektroforesis lalu didiamkan hingga
larutan memadat. Gel agarose yang sudah memadat
dimasukkan ke dalam bak elektroforesis yang berisi
larutan TAE 1X. Sebanyak 2 pL DNA ladder dimasukkan ke
dalam sumuran paling ujung kiri menggunakan

mikropipet dan 5 pL sampel DNA dimasukkan ke dalam
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sumuran menggunakan mikropipet. Mesin elektroforesis
diatur tegangannya 100 volt dengan waktu 45 menit
kemudian divisualisasi menggunakan UV-Tray.
f) Sekuensing

Sekuensing dilakukan dengan produk PCR daerah
target dari sampel Payena acuminata dikirimkan ke jasa
pihak ketiga Genetika Science di Laboratorium 1st Base
Singapura. Tahapan ini berfungsi untuk memperoleh data
urutan nukleotida daerah target. Sekuensing dilakukan
dengan menggunakan metode Sanger.
g) Analisis Data Sekuen

Urutan sekuen yang telah diperoleh dianalisis
kesamaan sekuen dengan data gene bank menggunakan
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (Kumar
et al,. 2018) dan website NCBI. Data awal yang diperoleh
berupa elektroforegram forward dan reverse disunting
dengan bagian awal dan bagian akhir dipotong +20 sekuen
bp. Hasil sekuensing dari primer reverse dikomplemen
melalui reverse complement. Hasil pemotongan
digabungkan menggunakan aplikasi MEGA dan
disejajarkan menggunakan ClustallW  sehingga
menghasilkan contig kemudian disimpan dalam bentuk

mega file dan fasta file.
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h) BLASTing
Hasil contig ITS dianalisis menggunakan Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST) dari website NCBI
Nucleotide BLAST di-klik kemudian akan masuk ke dalam
jendela BLASTn. Hasil contig disalin kemudian ditempel
ke kolom BLAST, kemudian klik BLAST pada bagian
bawah. Hasil BLAST akan muncul dengan menampilkan
100 sekuen nukleotida yang memiliki tingkat kemiripian
dengan sekuen contig. 10 sekuen hasil BLAST dari genus
Payena dipilih dengan cara klik kolom kotak yang ada di
samping deskripsi hingga muncul simbol centang. Sekuen
terpilih diunduh dengan cara klik download kemudian
pilih FASTA (aligned sequence) dan akan terunduh dalam
bentuk seqdump.txt.

i) Rekonstruksi Pohon Filogenetik

Rekonstruksi pohon filogenetik dilakukan dengan

aplikasi MEGA 11. Diedit hasil unduhan dari website NCBI
menggunakan MEGA 11 dengan memasukkan data hasil
kemudian dilakukan penyejajaran dengan dipilih seluruh
sekuen lalu pilih alignment menggunakan ClustalW. Hasil
penyejajaran kemudian disimpan dalam dua format yaitu
format mega file dan format fasta file. Rekonstruksi pohon
filogenetik dilakukan menggunakan metode UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Aritmatic Mean) dan
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model  substitusi Kimura 2-parameter dengan

pengulangan bootstrap 1000 kali.



BAB1V
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. DESKRIPSI HASIL PENELITIAN
1. Perbandingan Karakter Morfologi
Perbandingan karakakter morfologi antara Payena acuminata KRB nomor koleksi IV.C.78 dan 6
koleksi Herbarium Bogoriense P. acuminata yang masing-masing tiga dari var. acuminata dan 3 dari
var. pulchra. Hasil perbandingan karakterisasi morfologi diperoleh 29 karakter yang berbeda pada
daun dan organ generatif. Hasil perbandingan dapat dilihat pada Tabel 4.1 di bawah ini.

Tabel 4.1 Perbandingan Karakter Morfologi Payena acuminata

Karakter Sampel Payena acuminata var. acuminata Payena acuminata var. pulchra
IV.C.78 0092250 151779 0092903 0092803 0094717 0090644
Daun
Bentuk Eliptic Eliptic Eliptic Eliptic Eliptic Eliptic Eliptic
Ujung Acuminate Acuminate Acuminate Acuminate Acute Acuminate Acuminate
Pangkal Cuneate Cuneate Cuneate Cuneate Cuneate Membulat Membulat
Panjang 11-20 cm 8-11 cm 5-13 cm 8-11 cm 6,5-9 cm 13-15cm 13-20 cm

42
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Karakter Sampel Payena acuminata var. acuminata Payena acuminata var. pulchra
IV.C.78 0092250 151779 0092903 0092803 0094717 0090644
Lebar 4-7,5 cm 3-4,5 cm 2-4 cm 2,7-5,5 cm 3-5cm 5-6 cm 5-7,5 cm
Tepi Rata Rata Rata Rata Rata Rata Rata
Warna Putih Cokelat Cokelat Cokelat Trikoma Cokelat Cokelat
Permukaan keperakan tidak ada
Adaksial
Warna Putih Cokelat Cokelat Cokelat Cokelat Cokelat Cokelat
Permukaan keperakan transparan  transparan  transparan
Abaksial
Tulang
Daun
Sudut 70-75° 60-70° 50-55° 65-70 60-70° 65-70° 55-60
Secondary
vein dengan
primary
vein
Jumlah 14-16 13-15 12-14 14-16 13-14 16-19 16-18
Secondary

Vein
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Karakter Sampel Payena acuminata var. acuminata Payena acuminata var. pulchra
IV.C.78 0092250 151779 0092903 0092803 0094717 0090644
Secondary Tipis Tipis Tipis Tipis Tipis Tajam Tajam
Vein menonjol menonjol
dan jarak
nya lebih
rapat
Petiol
Panjang 10-13mm 10-12 mm 15-20mm 12-20mm 16-20 mm 13,5- 14,8 15-20 mm
Petiol mm
Permukaan  Tertutupi Tertutupi Tertutupi Tertutupi  Tertutupi Tertutupi Tertutupi
Petiol trikoma trikoma trikoma trikoma trikoma trikoma trikoma
banyak banyak banyak banyak banyak banya
(warna

coklat)
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Karakter

Sampel

Payena acuminata var. acuminata

Payena acuminata var. pulchra

IV.C.78 0092250 151779 0092903 0092803 0094717 0090644
Bunga
Letak Bunga - Ketiak daun Ketiak Ketiak Cabang Ketiak Ketiak daun
daun, ujung daun, batang, daun
batang cabang ketiak
batang daun,
ujung
pohon
Permukaan  Tertutupi Tertutupi Tertutupi Tertutupi Tertutupi  Tertutupi Tertutupi
Tangkai trikoma trikoma trikoma trikoma trikoma trikoma trikoma
Bunga banyak banyak banyak banyak
Panjang 12 mm 5-7 mm 8 mm 5-7 mm 3 mm 5 mm 5 mm
Tangkai
Bunga
Permukaan Ya Ya Ya Ya Ya Ya ya
Tangkai
Bunga

(pubescent)
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Karakter Sampel Payena acuminata var. acuminata Payena acuminata var. pulchra
IV.C.78 0092250 151779 0092903 0092803 0094717 0090644
Sepal
Panjang 4 4,5 mm 5 mm 5 mm 3,5 mm 6,5 mm 3,5 mm
Sepal
Lebar sepal 4 4 mm 4 mm 4.5 mm 3 mm 4,5 mm 3 mm
Permukaan  Pubescent Pubescent Pubescent Pubescent Pubescent Pubescent Pubescent
Sepal luar
bagian luar
Permukaan Berambut  Glabrous Berambut Glabrous Glabrous Berambut Berambut
sepal luar dibagian di tepi berambut sedikit di di tepi
bagian tepi sedikit tepi
dalam subGlabrous
Permukaan  Pubescent Pubescent, Pubescent Pubescent, Pubescent Pubescent Pubescent
sepal dalam bagian tepi tidak
bagian luar tepi tidak berambut
berambut
Permukaan Glabrous Glabrous Glabrous Glabrous Glabrous Glabrous Glabrous
dalam luar

bag. dalam




Tabel 4.1 Lanjutan

47

Karakter Sampel Payena acuminata var. acuminata Payena acuminata var. pulchra
IV.C.78 0092250 151779 0092903 0092803 0094717 0090644
Tepi Sepal  Berambut Berambut  Berambut Berambut  Berambut  Berambut Berambut
dalam
Jumlah 8 8 8 8 8 7 8
Corolla
Panjang 6 mm 6mm 6,5 mm 7 mm 4 mm 6 mm 4 mm
Corolla
Permukaan  Glabrous Glabrous Glabrous Glabrous Glabrous Glabrous Glabrous
Corolla
Ujung Lancip Lancip Bergerigi Bergerigi, Lancip Lancip,Berg Lancip
anther bergerigi, bergerigi, melebar Bergerigi erigi Bergerigi,
melebar melebar melebar melebar
bergerigi
Jumlah 16 16 16 16 16 16 16
stamen
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Berdasarkan Tabel 4.1 dapat diketahui bahwa dari ketujuh
herbarium P. acuminata yang diamati, sampel P. acuminata
nomor koleksi IV.C.78 memiliki persamaan dengan enam
herbarium pembanding pada bentuk daunnya yang eliptic,
permukaan sepal dan corolla yang glabrous, jumlah stamen 16
dan jumlah corolla delapan. Sampel P. acuminata nomor
koleksi IV.C.78 secara morfologi termasuk ke dalam P.
acuminata var. acuminata karena memiliki kesamaan yang
lebih banyak dibandingkan dengan karakter yang ada pada P.
acuminata var. pulchra. Karakter yang paling membedakan
antara var. acuminata dengan var. pulchra adalah tulang daun
sekunder. Pada P. acuminata var. acuminata tulang daun
sekundernya tipis dan tidak menonjol sedangkan pada P.
acuminata var. pulchra tulang daun sekundernya tajam dan
menonjol. Satu dari dua herbarium yang dijadikan acuan P.
acuminata var. pulchra memiliki tulang daun yang cukup tipis
yaitu pada nomor koleksi 0092803. Dokumentasi
perbandingan herbarium dapat dilihat pada Tabel Lampiran 1
dan Gambar Lampiran 3.

Karakter morfologi sampel P. acuminata (IV.C.78)
memiliki permukaan abaksial daun berwarna putih keperakan.
Warna putih keperakan konsisten dan tidak mengalami
perubahan pada daun muda dan daun dewasa. Sedangkan

koleksi hidup Kebun Raya Bogor P. acuminata (IV.B.55A)
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memiliki warna permukaan abaksial daun yang berubah dari
warna putih keperakan pada daun muda dan warna kecoklatan
pada daun dewasa (Gambar 4.1). Hal ini menunjukkan
kemungkinan spesimen P. acuminata dapat mengalami
perubahan warna permukaan abaksial dari putih keperakan

menjadi coklat.

Gambar 4.1 Koleksi hidup Kebun Raya Bogor. A (IV.C.78)
(Dokumentasi Pribadi). B (IV.B.55A)(Prima, 2022)

Rekonstruksi dendrogram hasil karakterisasi morfologi
menggunakan aplikasi NTSYS (Numerical Taxonomy and
Multivariat Analysis System) menghasilkan dendogram.
Dendogram yang dihasilkan dapat dilihat pada Gambar 4.2.
Gambar 4.2 menunjukkan bahwa terbentuk dua klaster besar
dengan matriks similaritas 0,54 - 0,79. Klaster I terdiri dari
lima spesimen herbarium dengan nomor koleksi yaitu IV.C.78
(A), 0092250 (B), 151779 (C), 0092903 (D), dan 0092803 (E)

sedangkan klaster II hanya terdiri dari 2 spesimen herbarium
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yaitu 0094717 (F) dan 0090644 (G). Klater I dibagi menjadi
dua subklaster dengan matriks similaritas 0,55. Subklaster 1A
terdiri dari 4 spesimen yaitu A, B, C, dan D sedangkan pada
subklaster IB hanya terdiri dari 1 spesimen yaitu E (P.
acuminata var. pulchra (0092803)). Subklaster IA
menunjukkan bahwa sampel P. acuminata koleksi Kebun Raya
Bogor 1V.C.78 bergabung membentuk kelompok P. acuminata

var. acuminata dengan matriks similaritas 0,59.

1Al

1A ~

2

. 1A2 g

g

1 |
IB

7 101sepy

Gambar 4.2 Dendogram karakter morfologi P. acuminata

2. Verifikasi melalui Pendekatan Molekuler
a. Hasil Isolasi dan Amplifikasi Payena acuminata

Hasil isolasi dan amplifikasi menggunakan kit Tiangen
dapat memisahkan DNA dari komponen sel lain yang
ditunjukkan dengan munculnya pita DNA pada proses
visualisasi menggunakan elektroforesis. Hasil elektroforesis
menggunakan primer rbcL dapat dilihat pada Gambar 4.3
(kiri). Pita DNA yang muncul menunjukkan bahwa telah
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terkonfirmasi DNA dari tumbuhan yang berhasil diisolasi

dengan panjang sekuen 500 bp.

500 bp

Gambar 4.3 Hasil visualisasi elektroforesis verifikasi hasil
isolasi (kiri). Hasil visualisasi elektroforesis ITS (kanan)

Hasil elektoforesis yang dilakukan oleh pihak jasa
sekuensing memperlihatkan pita DNA yang terbentuk cukup
tebal dengan rentang panjang pita DNA +800 bp. Pita DNA yang
terbentuk memiliki rentang panjang yang sesuai dengan target
amplifikasi ITS yaitu +800 bp, selain itu juga tidak terdapat
primer dimer yang terletak di ujung sumuran. Hasil visualisasi

dapat dilihat pada Gambar 4.4.
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800 bp

Gambar 4.4 Hasil visualisasi elektroforesis sebelum
sekuensing

Data hasil dari sekunsing berupa file dengan format AB1.
File tersebut berisi 2 data yang masing masing berupa sekuen
forward dan reverse. Sekuen yang diberikan masih berupa data
mentah yang berbentuk elektroforegram (puncak) dengan
warna yang berbeda-beda. Warna nukleotida yang berbeda
mewakili nukleotida purin dan pirimidin tertentu. Warna biru
menujukkan nukleotida C (Deoksitidilate), warna merah
menunjukkan nukleotida T (Deoksitimidilate), warna hijau
menunjukkan nukleotida A (Deoksiadenilate) dan warna hitam
menunjukkan nukleotida G (Deoksiguanilate).

Hasil elektroforegram sampel P. acuminata (1V.C.78)
koleksi Kebun Raya Bogor bagus karena memiliki puncak yang
saling terpisah dan memiliki puncak tinggi. Data
elektroforegram dapat dilihat pada Gambar 4.5. Selain itu,
terdapat sekuen dengan huruf N yang bukan berupa

nukleotida A, T, G, dan C pada elektroforegram forward di
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urutan pertama. Sekuen forward memiliki panjang 822 bp dan
sekuen reverse memiliki panjang 823 bp. Panjang sekuen yang

sudah dilakukan diediting (contig) yaitu 818 bp (Lampiran 3).

or (FAizza\TA\data mining\1st BASE 4414551 NIN29_ITS R ab1) - o x
Search  Display  Help

E=slee«00u/Qs &~ 3E []

50 60 70 80 90 100 110 120 130
[TAAACT CAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCGCBACCG AGGCCCCGTGAAAACGGTGCTTTAGGGBTCAACCCGGGBGCGBTCGAGA

\/\/\/\(\/\N\N ’
>
B ¢ sech Diply  Hep

el B «00N @S 2w aE ]

10 20 30 40 50 80 70 80 90
NGCCGCG/HGTGGGCGGTTCGCTGCCGGCGACGTCG CGAGAAGTCCACTG AACCT TATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTT

Keterangan
Biru: C (Deoksitidilate); Merah: T (Deoksitimidilate); Hijau: A
(Deoksiadenilate); dan Hitam: G (Deoksiguanilate).

Gambar 4.5 Elektroforegram parsial hasil sekuensing sampel
P. acuminata. A (reverse); B (forward)

Sepuluh sekuen yang diunduh terdiri dari P. acuminata (2),
P. maingayi (2), P. lucida (3), P. leerii (1), P. ferruginea (1), dan
P. obscura (1). Hasil BLAST menunjukkan bahwa P. acuminata
muncul pada barisan paling atas dan memiliki percent identity
100% yang menandakan bahwa sekuen contig memiliki
persamaan dengan Payena acuminata (KF686292 dan
HF542856). Sepuluh sekuen hasil BLAST dapat dilihat pada
Tabel 4.2. Sepuluh sekuen terpilih memiliki nilai E. value 0,0


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF686292.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF542856.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VHPDKTNF013
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dan 8 dari sepuluh sekuen memiliki percent identity diatas
90%. sekuen P. acuminata (KF686292 dan HF542856) dan P.
lucida (KF686295 dan HF542857) memiliki nilai query cover
90%.

Tabel 4.2 Sepuluh sekuen hasil BLAST

Scientific Max  Total Que. E. Perc. Acc No Aksesi
Name Score score cover Val Ident [en
P. 1365 1365 90% 0.0 100.0 743 KF686292
acuminata 0
P. 1365 1365 90% 0.0 100.0 762 HF542856
acuminata 0
P. lucida 1077 1077 90% 0.0 92.77 761 KF686295
P. lucida 1077 1077 90% 0.0 92.77 779 HF542857
P. 1075 1075 76% 0.0 9747 632 KF686298
maingayi
P. 1048 1048 75% 0.0 97.25 618 KF686299
maingayi
P. leerii 920 920 76% 0.0 92.78 649 KF686294
P. lucida 893 893 75% 0.0 9250 638 KF686296
P. 887 887 76% 0.0 9188 649 KF686293
ferruginea
P.obscura 852 852 76% 0.0 9095 647 KF686300

b. Analisis Filogenetik P. acuminata

Berdasarkan penggunaan beberapa jenis metode
rekonstruksi pohon filogenetik menunjukkan bahwa metode
rekonstruksi  yang dapat merepresentasikan  hasil
penyejajaran adalah metode UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Aritmatic Mean) model substitusi Kimura 2

parameter. Pohon hasil rekonstruksi menunjukkan bahwa 13


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF686292.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF542856.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF686295.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF542857.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=VHPDKTNF013
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sekuan yang direkonstruksi membentuk 2 klad besar dan 1
klad kecil dari sekuen outgrup. Klad 1 terbentuk dari sekuen P.
lucida, P. obscura, P. leerii, P. ferruginea. Sedangkan klad 2
terbentuk dari sekuen P. acuminata dan P. maingayi. Sampel P.
acuminata koleksi KRB dengan nomor koleksi IV.C.78
bergabung dengan kelompok P. acuminata KF686292 dan P.
acuminata HF542856 yang memiliki nilai bootsrap 100
(Gambar 4.6). Hasil pohon filogenetik menunjukkan bahwa P.
acuminata berkerabat dekat dengan P. maingayi yang
diperlihatkan dengan mengelompok dalam satu klad yang

Sama.

KF686295.1:1-757 Payena lucida
HF542857 .1:1-757 Payena lucida
KF686300.1:1-647 Payena obscura I
KFE86294 1:1-649 Payena leerii
KFE86293.1:1-649 Payena ferruginea
KF686296 1:1-638 Payena lucida
KFE86298.1:1-632 Payena maingayi
KFE86299.1:1-618 Payena maingayi
KF686292 1:1-739 Payena acuminata |11

HF542856.1:1-739 Payena acuminata

sampel P. acuminata KRB

KFE86268.1 Palaquium impressinervium

I11

KFG86236.1 Madhuca utilis

Gambar 4.6 Pohon filogenetik menggunakan metode UPGMA
model substitusi Kimura 2-Parameter bootstrap 1000 kali
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Analisis lebih lanjut menggunakan MultAlin untuk melihat
variasi sekuen nukleotida dari sekuen hasil BLAST. Hasil
analisis menggunakan MultAlin menunjukkan bahwa terdapat
94 variasi nukleotida dari 13 sekuen. Sekuen nukleotida
sampel P. acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor
memiliki nukleotida sama dengan dua sekuen P. acuminata
unduhan dari NCBI, yang menjadi pembeda hanyalah panjang
sekuennya. Sekuen sampel P. acuminata (IV.C.78) koleksi
Kebun Raya Bogor memiliki sekuen yang lebih panjang 1 bp
yaitu 740 dibandingkan dengan dua sekuen P. acuminata
unduhan dari NCBI (KF686292 dan HF542856) yang memiiki
panjang sekuen 739 bp.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF686292.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF542856.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VHPDKTNF013
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KFB86292.1:1-739  AGAGGARGGAGAAGTCGTARCARGGT TTCCRTAGG TGARCCTGCGGARGGATCAT TGTCGAARCCTGCCARGCAGARCGACCCGCGARC TTGTATARG: CAACC--ACTGEEEETCCTCGTE
HF542856.1:1-739 AGAGGARGGAGAAGTCGTARCARGGT TTCCGTAGG TGARCCTGCGGARGGATCAT TGTCGAARCCTGCCARGCAGARCGACCCGCGAAC TTGTATARG:
sanpel GAGAGGARGGAGARGTCGTARCARGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAT TGTCGARACCTGCCARGCAGARCGACCCGCGARC TTGTATARC:
KFB86295.1:1-/57  AGAGGARGGAGAAGTCGTARCARGGT TTCCETAGGTGAACCTGCGGARGGAT CAT TGCCGAAACCTGCCARGCAGGACARCCCGCGARC TAGTATATGG-"
HF542857,1; AGAGGAAGGAGAAGT CGTARCARGGT TTCCGTAGG TGAACCTRCGGAAGEATCAT TGCCGARACCTGCCARGCAGGACARCCE GCGARC TAGTATATGG~
KF686236,1  AGAGGARGGAGRAGTCGTARCARGGTTTCCGTAGG TGAACCTGCGGARGGATCATTGTCGAARCETGCCARGCAGARCARCCTGCGAAC TAGTATATAG-"
KFE8629d,1:1-549 CGBAAGGATCAT TGTCGAARCCTGCCARGCAGGACARCCCGCGARC TAGTATATGG-
KFE86293,1:1-64! CGGAAGGATCATTGTCGAARCCTGCCARGCAGGACARCCCGCGARC TAGTATATGG--
CGGAAGGATCATTGCCGAARCCTGCCARGCAGGACARCCCGCGARC TAGTATGTGG—-
CGGARGGATCAT TGTCGAARCC TGCGARGCAGARCGACCCGCGAAC TAGTATATGGT

o
bl
9

l:l:El:mﬂl:tl:mﬁl:‘rnnnnnnl:nnntl:l:tﬁm:El:ﬁnmml:ETl:nnﬁﬁnnl:TITnnTﬁnnmnnmcntﬁttctﬁm
CEEECEEGCTTCRTTTGCTECCCCCRCTCTCTETEIICCTCGCCREETRRCTRCETTTCCTTEECTRRRRI'I-CRRRCCCCERCECERRTTGCETCRREGRRCTTC ICAR===-=GAGGAGCAC CCC-—-
GCCAGETGCGC-TCT TTCCTTEECTRRRRI'IRCRRRCCCCERCECERI'ITTGCETCRREGRRCTTTERTERCTTRRRTRCRCGCECCCC-
IIECHITIEEITEEETHHHHIIHEHHHEECEEHEECEHIIIIEEETEHHEEHHCTITHHTEHEITHHHTHEHEEEECEETE
cl:ECHITIECETEEETHNHHNHcnnuu:cusm;EEEnmIEEETEMNEEHHETITHHTEnnmnnmcncncccccm
CCECATTTCCTTGGCTAARARACARACCCCGACGCGAGT TGCGTCARGGARCT TTA IGCGCCCCC-

KFG86298. CGGAAGGATCAT TGTCGAARCC TGCCAAGCAGARCGACCCGCGAAC TAGTATARG
KF686299. 11 CGGAAGGATCAT TGTCGAARCC TGCCAAGCAGARCGACCCGCGAAC TRGTATARAT. CAACC--ATTGEEEETCCTCGTE
KFBHSZEB 1 CGGARGGATCAT TGTCGAARCT TACTARGCAGARCARCTCGCGAAC TAGTATTATG-- GCAACC--AGCGEGCATCTCTATG
CGGARGGATCAT TGt CGAARCGT¢CoARGCAGAACaACCCGCGAAC TaGTATabeg. « o o .. CARCE. . AckGGGEETCb o TR
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
KFB86292.1:1-739 - CCCCTCGECAGETGORC-TCTTEAG-—-~CCECATTTCCTTGECTARAAR-CARACCCCEACGCGART TRCGTCARGGARCT TTAACAR AGGAGCGCCCC
HF542856.1:1-739 - CCCCTCGECAGETGOBC-TCTTEAG===~CCECATTTCCTTGECTARAAR=CARACCCCEACGCGART TRCGTCARGGARCT TTAACAR AGEAGCGCCCC
sampel = CCECATTTCCTTGGCTAARAR=CARACCCCGACGCGART TGCGTCARGGAACT TTARCAR: IGCGCCCC
KFB86295,1:1-/57 = -CCGCATTTCCCTGECTARAARACARACCCCGACGCGART TGCGTCAAGGAACT TTARTGACT TARATACACGCCCCRTG
HF542857,1:1=757 =
Ll

KFE86236.1
KFE86294,1:1-649
293.1:1-649

CCECGTTTCCTTGGCTAARAR- EHHHEEEEEH[EEEHHIIEEETEHHEEHHETITEHEHH HEEHEEEL‘.L‘.EE
-618 CCECGTTTCCTTGGCTAARAR-CARACCCCGACGCGART TGCGTCARGGARCT TTCACAR: AGEAGCGCCCC
KF686268.1 CGECGTTTCCTTGECTAARAR-CARACCCCGACGCGART TGCGTCARGGARCTTTARCAR---~GAGEAGCGCCCC
Consensus CCCCTCGECAGETGCEC TCTTGAg  CoGCaTTTCCETGGCTAAAAR. CARACCCCGACGCGAAT TGCGTCARGGARCTTTaAcaN. . . . gAggagCaLCLL. . .
261 270 280 290 300 310 320 30 3do 350 360 370 380 330
KF686292,1:1-739  CCGCTCTCGTTCGCGAGTARAGT TAGCGGEG-~GGGAGCAT~TCT TCATGAGCATARCGACTCTCOGCARCGGATATCTCGGECTCTCGCATCGATGARGARCGTAGCGAAATGCGATACTTGETGTGART

HF542856,1:1=739  CCGCTCTCGTTCGCGAGTARAGT TAGCGGEG--
sanpel CCGCTCTCETTCGCGAGT ARAGT TAGCGGEG="
KFB86295.1:1-/57 CTGCTCTCGTTCGCGAGTARAGT TA-COBGG--GETAGCAT-GCTTCATGARCATARTGACT CTCAGCARCGEATATCTCGECTCTCRCATCGATGARGARCGTAGCGARATGCGATACTTGGTGTGAAT
HF542857.1:1=757 CTGCTCTCGTTCGCGAGTARAGT TA-COGBGG--GG TAGCAT-GCTTCATGARCATAATGACT CTCGGCARCGGATATCTCGECTCTCRCATCGATGARGARCGTAGCGARATGCGATACTTGGTGTGAAT
krsﬂﬁaas 1 l:Tm:Tl:Tl:ETIEEEEHEIEnnmTnl:liﬁlinGtmm:ml:nTEITITTnTﬁnm:nmnl:ﬁm:rl:Tl:l;m:nm:ﬁnmrm:rEEGI:H:TIEI:rm:l;nmnnﬁnnl:ﬁmm:ﬁnnnTm:l;nTm:TmﬁmmnuT
CTGCTCTCETTCGCGAGTARAGT TA-COGGE--GGTAGCAT-ECT TCATGARCATARTGACTCTCGGCARCGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGTAGCGARATECGATACTTGGTGTGAAT

GGEAGCAT— E[IT[HTEHEEHIHHEEH[I[TEEE[HH[EEHIHI[IEEE[I[TEEEHTEEHTEHHEHHEEIHE[EHHHTEEEHTHETIEEIEIEHHT

-618 CTGCTCTCGTTCGCGAGTARAGT TAGCGGGG--G6GAGCAT-GCT TCATGAGCATARCGACT CTCGGCARCGGATATCTCGECTCTCGCATCGATGARGARCGTAGCGARATGCGATACTTGGTGTGAAT
86268, 1 ITEETET[ETIEEEEHEIEHHEITEEEEEEEEIHEETEEHTEITIE[HTEHHIHIHHEEHEIETEEEEHHEEEHIHIEIEEEEIETEEEHTEEHTEHHEHHEEIHEEEHHHTEEEHTHETIEEIEIEHHT
Consensus  ctGCTCTCGTTCGCGAGTAAAGT Ta, 666G, .26, aGCAT. geTtC TCTCGGCARCGGATATCTCGRCTC

391 400 410 420 430 440 a50 a60 470 480 430 500 510 520

TGCAGARTCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCARGTTGCGCCCGARGCCATTAGECCGAGGECACGCCTGECTGEGCGTCTCACAGTECGTCGCCCCCCCACCCTETGCCCGCARAGGGTTCATAGE
TGCAGARTCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCARGTTGCGCCCGARGCCATTAGECCGAGGECACGCCTGECTGEGCGTCTCACAGTECGTCGCCCCCCCACCCTETGCCCGCARAGGET TCATAGE
TGCAGARTCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGARCGCARGTTGCECCCGARGCCATTAGECCGAGGECACECCTGECTGRGCGTCTCACAGTECGTCGCCCCCCCACCCTRTGCCCGCARAGGET TCATAGE
KFG86295 TGCAGARTCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGARCGCARGTTGLECCCGARGCCATTAGECCGAGGECACGCCTGECTGEGCGTCTCACATTECGTCGCCCCCC-ACCCTRTGCCCGCGARGGET ICTTGGE
I|F542857 1‘ -757 TGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGARCGCARGTTGCGCCCGARGCCATTAGGCCGAGGECACECCTGCCTGGGCGTCTCACAT TGCGTCECCCCCC-ACCCTRTGCCCGCGARGGGT TCTTGGE
FE86236.1 TGCAGAATCCCGTGARCCATCGAGTCTTTGARCGCARGTTGCGCCCGARGCCATTAGGCTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCTCACATCGCGTCGCCCCC T-ACCCTGTGCCCGCARAGGGT TCTTGGE
KFGaszad 1:1-649 TGCAGAATCCCRTGAACCATCGARTCTTTGARCGCARGTTGEACCCEARGCEATTAGECCGAGGECACECCTGEC TORGCRTCTCACAT TECATCACCCCCC-ACCCTRTGECCACGARGGET TCTTAGE
KFE86293,1:1-649  TGCAGAATCCCGTGARCCATCGAGTCTTTGARCGCARGTTGCGCCCGARGCCATTAGGECGAGRGCACGCE TRECTGRECGTCTCACATTGCGTCGCCCCCC-ACCCTRTGCCCGERARGGGTTCTTAGE
KFGB6: :1-647 TGCAGAATCACGTGARCCATCGAGTCTTTGARCGCARGTTGCGCCCEARGCCATTAGGECGAGGECACECCTGECTOAGCETCTCACATTRCGTCECCCCCC-ACCCTATGCCCGCGARGGETTETTGAE
KF686296,1:1-638  TGCAGAATCCCGTGARCCATCGAGTCTTTGARCGCARGTTGCGCCCGARGCCATTAGGECGAGRGCACGCE TRECTGGECGTCTCACATTGCGTCGCCCCCC-AGCCTGTGCCCGCARAGGGTTCTTAGE
TGCAGARTCCCETGAACCATCGAGTCTTTGARCGCARGTTGCACCCEARGCCATTAGECCGAGGECACECCTGECTGEGCGTCT CACAGTECGTCGCCCCCCCACCTTRTGCCCGCARAGGET TCATAGE
TGCAGARTCCCETGAACCATCGAGTCTTTGARCGCARGTTGCACCCEARGCCATTAGECCGAGGECACECCTGECTGEGCGTCT CACAGTECGTCGCCCYCCCACCTTRTGCCCGCARAGGET TCATAGE
KFE86268.1 TGCAGAATCCCGTGARCCATCGAGTCTTTGARCGCARGTTGCECCCEARGCCABTAGGCCGAGGECACECCTGECTGRGTATCTCACATCECGTCECCCCCCEACCCTRTGCCCGTARAGGET TCTTGEG
Consensue  TGCAGARTCCCGTGARCCATCGAGTCTTTGARCGCARGTTGCGCCCEARGCC AL TAGECCGAGEGECACECCTGCCTEGGCgTCTCACALLGCETCECCCCCC. ACCe TRTGCECGCaRAGGET TCE TG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

KF686292,1:1-739  TTGAGGGGG-~CGGATTTTGECCCCCCGTGTECCCCAGTTCGEGETCGGCCTARATACARGTCTCAGGGCRATGARCE TCACGACGAGTGETGERTGT G-=ATRACCGTTGCGTCATGTCGTGCACETETC
HF542856,1:1-733  TTGAGGGGG=~CGGATTTTGECCCCCCGTGTECCCCAGTTCGEGETCGGCCTARATACARGTCTCAGGGCGATGARCG TCACGACGAGTGETGEATGT G-
COGATTTTGECCCCCCGTGTECCCCAGTTCGOGETCGRCCTARATACARGTCTCAGGGCGATGARCGTCACGACGAGTGETGGATGT G-
COGATTTTGECCCCCCGTGTECCCCAGGCCGEGETCGGCTTARATACARGTCTCGEGECGATGARCGTCACGACGAGTGETGGEGTGTT—
CGGATTTTGGCCCCCCGTGTECCCCAGGCCGEGETCGHCTTARATACARGTCTCGEGGCGATGARCGTCACGACGAGTGETGGEGTGTT—
TIGAGGGG6--CGGATT TTRECCCCCCGTGTGCCCGAGTTCGEGETCGGCCTARATACGAGTCCC-GETCEACARACE TCACGAGGAGT GG TGEATGT G~
TIGAGGGEEEECGEATT TTGECCCCCCGTGTGCCCCARGCCGEEETCGGCTTAAATACARGTCTCGEEGCGACGAACE TCACGACGAGT GETGEATGT G~

sampel TT
KFGBG295.1:1-757  TTGAGGGGG-

- TIGAGGGEGE-CGEATT TTGECCCCCCGTGTRCCCCARCCCGEGETCGGCCTARATACARGTCTCGEEGECGACGARCE TCACGACGAGTGETGEATGTG--ATACCGTTGCGTCATGTCGTGCACGTCTC
KF686268.1 TTGAGGGGGG-CGGATTTTGECCCCCCGTGTGCCCTAGTTCGCEGTCGGCCTARATGCARGTCCC-GGGCGATGARCGTCACGACGAGTGGTGGATGTGTGATATCGTTGCGTCACGTCGTGCACGTCTT
Consensus  TTGAGGGGGe .CEGATTTTGECCCCCCGTRTGCCCOAG, cCALGETCEGCGTARATaCARGTCEC¢6EECGACGARCETCACGACGAGTGETGEATGT e, \ATACCETT2CGTCALGTCGTGCACETCTG

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

KF686292,1:1-739  GACGC-CCCGGGTTE:
HF542856,1:1-733 ﬁncﬁc-ttcﬁﬁﬁnﬁ

ACCCTARRGCACCGTTTTCACGAGGCCTCRGTCGCGACE CCAGRTCAGGEGEERTTACCCECTGAGTTTARGCATATCARTARGEGGAGGARARGARRCTTA
m:l:l:mnnﬁl:nl:l:ETITItncﬁﬁﬁEl:ETI:EETI:EI:ERl:l:l:tnliﬁTl:nﬁEl:Eﬁﬁancl:tﬁETEnETITnnEl:nmn:nnmnﬁl:Ennﬁﬁnnnnﬁnnntﬂn

GACGC-CCCEEG] CTAARGCACCGT TTTCACGEGGCCTCEGTCGCGACCCCAGETCAGGCGGEAT TACCCGCTEAGTTTAAGCATATCARTARGEGGAGGARAAGAARCTTA
Em:ﬁl:n:l:l:nﬁmmnn —TITITEml:l:mnnﬁl:m:l:ETITmm:ﬁlinlil:ETEEETEEEEHl:l:l:tnliﬁTl:nﬁEl:Eﬁﬁmml:l:l:nETGNGTITHMEl:nIrm:nnmmil:Eﬁnﬁﬁnnnnﬁnnntnn
GACGCTCCCGEGTTGTTTTG-~TTTTTGATCC TARAGCACCGT TTTGACGGAGCC TCGETCECGACCCCAGGTCAGGCGEGATTACCCGCTGAGTTTARGCATATCARTARGCGGAGGARARGARACTTA

GACCC-CCGGEETTGTTTTG:
GACGCTCCCGEGTTGCTTTG:
GACGCTCCCGEGTTGTTTTG:
GACGCTCCCGRGCTGTTTTG:
ERCEETEEEEEETTETTTTE
GACGG=CCCGE
GACGG- l:l:l:nﬁmm l:mrmﬁl:m:l:ETIntm:ﬁlinﬁl:ETEEGTEEEEHEEEEHEETENEE

Krssszsﬂ 1 GCCC--CCCGEGTCGTTCTTETTTTITGACCCTARRGCACCGT TTCCACGGAGCCTCGACTGTGACCCCAGETCAGGEGGEATTACCCE

GaCgc, CCCH tt. & gAcCLTAARGCACCHTTTECACGEGCLTChet cGoGACCCCAGETCH

—TIEIEEHEE[IHHHEEHIIETITITHEEEHEHETEEEEEEIEHE[EEHEETEHEE[EEEHITHEEEEETEHETITHHEEHIHIEHHIHHE[EEHEEHHHHEHHHETIH
~TTTTTGATCC TARAGCACCGT TTTCACGGAGCCTCGETCGCGACCCCAGGTCAGGCGEGATTACK
-TITITEHImnnnﬁcnccETITIEHCEEHEl:nTcEETcEcEHccccnﬁETcnﬁﬁtEEEancccﬁ
-TTTTTERTECTRRREI:REI:ETTTTERCEEREEETEEETEEEEREEEtREETEREEEEEERTTREEEE
-Tmmﬁmttmnnﬁl:ﬁl:l:ETITItncﬁﬁnEl:l:Tl:nﬁTml:ﬁnu:l:m

HHEEHIIETITIEHEEEHEEETEEETEEEEHEEEEHEETEHEEEEEEHITHEEEE

Gambar 4.7 Hasil penyejajaran menggunakan MultAlin
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Tabel 4.3 Komposisi nukleotida 13 sekuen hasil penyejajaran

menggunakan MEGA
No Komposisi Nukleotida (%)
Total
Sekuen T C A G (bp)

1. KF686292.1 P.

acuminata 19,9 27,7 23,4 28,9 739
2. HF542856.1 P.

acuminata 19,9 27,7 23,4 28,9 739
3. KF686295.1 P.

lucida 21,5 26,9 22,8 28,6 757
4, HF542857.1 P.

lucida 21,5 26,9 22,8 28,6 757
5. KF686298.1 P.

maingayi 19,6 29,2 21,3 29,7 632
6. KF686299.1 P.

maingayi 19,9 29,4 21,2 29,3 617
7. KF686294.2 P.

leerii 21,7 288 20,8 28,6 649
8. KF686296.1

Payena lucida 21,7 27,5 20,8 29,7 638
9. KF686293.1 P.

ferruginea 21,7 28,5 21,1 28,6 649
10. KF686300.1 P.

obscura 21,4 29,0 20,7 28,7 647
11. KF686268.1

Palaquium

impressinervium 22,6 28,2 20,8 28,2 648
12. KF686236.1

Madhuca utilis 22,4 264 22,7 28,3 779
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Tabel 4.3 Lanjutan

No Komposisi Nukleotida (%)
Total
Sekuen T C A G (bp)
13. sampel P.
acuminata KRB 19,8 27,7 23,3 29,0 740
Rata-rata 21,08 27,97 22,04 28,89 691,61

Komposisi nukleotida menggunakan MEGA dapat dilihat
pada Tabel 4.3. Hasil analisis komposisi nukleotida
menunjukkan bahwa komposisi antara sampel P. acuminata
(IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor dan dua sekuen P.
acuminata (KF686292 dan HF542856) tidak jauh berbeda.
Masing-masing komposisi nukelotida antara sampel P.
acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor dan dua sekuen
P. acuminata (KF686292 dan HF542856) hanya selisih 0,1
untuk nukelotida T, A dan G serta selisih 1 bp untuk panjang
sekuennya. Komposisi nukleotida C pada sekuen sampel P.
acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor dan dua sekuen
P. acuminata (KF686292 dan HF542856) memiliki komposisi
nukelotida C yang sama yaitu 27,7. Tingkat kesamaan
komposisi nukleotida setelah P. acuminata (KF686292 dan
HF542856) yaitu P. maingayi. Hal ini karena P. maingayi

berkerabat dekat dengan P. acuminata.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF686292.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF542856.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF686292.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF542856.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF686292.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF542856.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF686292.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF542856.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VHPDKTNF013
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Analisis jarak genetik memperkuat bahwa sampel P.
acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor adalah benar P.
acuminata, yang ditunjukkan dengan nilai jarak genetik yang
kecil yaitu 0,000 pada spesies P. acuminata (KF686292 dan
HF542856). Nilai jarak genetik terjauh dengan nilai 0,111 oleh
Madhuca utilis. Hasil jarak genetik dapat dilihat pada Tabel 4.4.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF686292.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF542856.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VHPDKTNF013

Tabel 4.4 Jarak Genetik
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No

Sekuen

10

11

12

13

KF686292.Payena
acuminata

HF542856.Payena
acuminata

KF686295.Payena
lucida

HF542857.Payena
lucida

KF686298.Payena
maingayi

KF686299.Payena
maingayi

KF686294.Payena
leerii

0,000

0,056

0,056

0,024

0,024

0,049

0,056

0,056

0,024

0,024

0,049

0,000

0,060

0,061

0,020

0,060

0,061

0,020

0,009

0,049

0,048
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Tabel 4.4 Lanjutan

No Sekuen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
KF686296.Payena

8 lucida 0043 0,043 0044 0044 0045 0043 0035
KF686293.Payena

9 ferruginea 0051 0051 0015 0015 0051 0052 0010 0,035
KF686300.Payena

10 obscura 0062 0062 0007 0007 0061 0063 0022 0047 0017
KF686268.Palaquium

11 impressinervium 0097 0097 0129 0129 0100 0105 0129 0121 0131 0133
KF686236.Madhuca

12 utilis 0111 0111 0136 0136 0116 0118 0133 0134 0130 0140 0137
Sampel P. acuminata

13 KRB 0000 0000 0056 0056 0024 0024 0049 0043 0051 0062 0097 0111



63

B. PEMBAHASAN HASIL PENELITIAN

Verifikasi P. acuminata Berdasarkan Karakter
Morfologi

Berdasarkan perbandingan karakter dari 121 herbarium
Bogoriense, terdapat 6 sampel herbarium yang dijadikan
sebagai perwakilan dari P. acuminata var. acuminata dan P.
acuminata var. pulchra. Hasil perbandingan terhadap 29
karakter mengonfirmasi bahwa sampel P. acuminata (1V.C.78)
koleksi Kebun Raya Bogor mendekati karakter P. acuminata
varietas acuminata. Duapuluh Sembilan karakter yang diamati
meliputi karakter kualitatif dan kuantitatif. Karakter kualitatif
merupakan karakter yang dimiliki pada tumbuhan yang
tampak berdasarkan pengamatan visual sedangkan karakter
kuantitatif merupakan karakter yang didasarkan oleh satuan
ukuran (Permadi et al., 2016). Dari 29 karakter yang diamati
terdapat 13 karakter dianggap informatif dan merupakan
karakter kunci dalam identifikasi jenis P. acuminata yaitu
warna abaksial daun (Pereira, 1997), pangkal daun, panjang
petiol, ukuran bunga, panjang pedicel, warna calyx, warna
corolla, permukaan buah (Backer, 1965), bentuk daun, jumlah
tulang daun sekunder, sudut tulang daun sekunder dan stipula
(Bruggen, 1958)

Berdasarkan hasil perbandingan antara dua varietas,

karakter informatif yang membedakan dua varietas P.
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acuminata adalah pertulangan daunnya. Pertulangan daun
yang diamati termasuk ke dalam karakter kualitatif dan
kuantitatif. Karakter kualitatif pada tulang daun sekunder
berupa tebal tipisnya tulang daun dan karakter kuantitatif
pada tulang daun sekunder berupa jumlah tulang daun
sekunder dan sudut tulang daun sekunder. Karakter kunci
yang menjadi pembeda antar var. acuminata dan var. pulchra
adalah tulang daun sekundernya. Tulang daun sekunder
(secondary vein) merupakan tulang daun yang muncul dari
percabangan tulang daun primer (ibu tulang daun) yang
memiliki ukuran lebih kecil dibandingkan dengan tulang daun
primer (Latifa, 2015). Pada P. acuminata var. acuminata tulang
daun sekundernya tipis dan tidak menonjol sedangkan pada P.
acuminata var. pulchra tulang daun sekundernya tajam dan
menonjol (Bruggen, 1958; Lam, 1925; Pereira, 1997). Pada
sampel P. acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor
tulang daun sekundernya tipis dan tidak menonjol, sehingga P.
acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor termasuk ke
dalam P. acuminata var. acuminata.

Karakter lain yang disebutkan di monograf (Bruggen,
1958; Lam, 1925) yang menjadi pembeda antar var. acuminata
dan var. pulchra yaitu ukuran daunnya. Ukuran daun pada var.
acuminata lebih ramping dibandingkan dengan ukuran daun

pada var. pulchra yang relatif lebar. Menurut Lam (1925)
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ukuran daun pada var. acuminata yaitu panjang daunnya 6, 5-
24 cm dan lebar 2,8- 8,7 cm sedangkan pada var. pulchra yaitu
panjang daunnya 11-22 c¢cm dan lebar daunnya 14,5-9 cm.
Sedangkan menurut Bruggen (1958) ukuran daun pada var.
acuminata panjang daun 6,5-24 dan lebar daun 4-7 cm, pada
var. pulchra memiliki lebar daun 7-15 cm. Dalam pengamatan
morfologi, ukuran daun kurang relevan dijadikan karakter
pembeda karena daun dapat mengalami perubahan seiring
bertumbuhnya tanaman. Karakter pada daun yang berupa
ukuran daun termasuk ke dalam karakter vegetatif. Karakter
vegetatif merupakan fase perkembangan organ non
reproduktif seperti pada akar, batang dan daun. Karakter
vegetatif tidak informatif untuk dijadikan acuan pembeda
antar spesies karena karakter vegetatif dapat mengalami
perubahan seiring proses pertumbuhan, karena masih dalam
proses pertumbuhan maka ukuran tidak dapat kembali pada
keadaan semula atau bersifat irreversibel (Arimbawa, 2016).
Perubahan ukuran daun pada karakter vegetatif dikarenakan
adanya adaptasi dari lingkungan dan dapat juga dipengaruhi
oleh faktor genetik (Muttagien dan Rahmawati, 2019).
Analisis dendogram menunjukkan bahwa dari enam
spesimen yang sudah dikarakterisasi mengelompok sesuai
dengan kesamaan karakter yang dimiliki pada masing-masing

spesimen (Arfan, 2022). Matriks similaritas yang dihasilkan
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yaitu 0,54 - 0,79, jika dilihat dari nilai matriks similaritas yang
hampir mendekati 1 maka antar organisme memiliki
hubungan kekerabatan yang cukup dekat. Hal ini sesuai
dengan pendapat Yatim (1991) yang menyatakan bahwa
hubungan kekerabatan akan semakin dekat jika nilai matriks
similaritasnya mendekati 1 begitu pula sebaliknya, jika nilai
matriks similaritasnya mendekati 0 maka hubungan
kekerabatannya semakin jauh.

Sampel Payena acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya
Bogor memiliki karakteristik yang berbeda dengan Payena
acuminata pada umumnya yang mendeskripsikan permukaan
abaksial Payena acuminata berwarna coklat - kuning
(Bruggen, 1958; Lam, 1925; Pennington, 1991). Karakterstik
berbeda yang dimaksud adalah warna abaksial yang berwarna
putih keperakan. Warna putih keperakan pada trikoma bagian
abaksial hanya ditemukan pada sampel hidup koleksi Kebun
Raya Bogor (IV.C.78 - IV.B.55A). Pengamatan pada sampel P.
acuminata (IV.C.78) warna trikoma bagian abaksial tidak
mengalami perubahan warna baik pada daun muda ataupun
daun dewasa, yaitu tetap berwarna putih keperakan
sedangkan pada koleksi hidup Kebun Raya Bogor (IV.B.55A)
memperlihatkan bahwa terdapat perubahan warna trikoma

dari abaksial daun muda ke daun yang lebih dewasa. Pada daun



67

muda berwarna putih keperakan dan pada daun dewasa
berwarna kecoklatan.

Perubahan warna trikoma pada P. acuminata Kkoleksi
hidup Kebun Raya Bogor (IV.B.55A) diduga karena adanya
pengaruh lingkungan seperti pengaruh polutan. Adanya
pengaruh polutan terhadap perubahan warna trikoma telah
dijelaskan pada penelitian yang dilakukan oleh Maulida (2016)
yang menjelaskan bahwa perubahan warna trikoma pada daun
jadi dikarenakan adanya polutan yang menempel pada daun.
Selain itu, perubahan warna trikoma dikarenakan adanya
kerusakan pada bagian epidermis yang terjadi akibat adanya
silvering pada permukaan daun karena menempelnya partikel
dan polutan (Baldisserotto et al, 2004). Penelitian yang
dilakukan oleh Ambardini et al, (2015) menyatakan bahwa
perubahan warna menjadi putih pada daun muda dikarenakan
tingginya kandungan logam berat pada tanah pasca tambang.
Hal ini dapat terjadi karena terhambatnya enzim penyintesis
klorofil.

Warna putih keperakan pada abaksial daun P. acuminata
hanya ditemukan pada sampel hidup P. acuminata KRB.
Monograf dari (Bruggen, 1958; Chantaranothai, 1967;
Chantarnothai, 1999; Lam, 1925; Pennington, 1991, 2004;
Pereira, 1997) menyebutkan bahwa warna abaksial daun dari

P. acuminata berwarna coklat kemerahan. Tetapi monograf



68

dari Backer, A dan Van Den Brink, (1965) menyebutkan bahwa
warna abaksial daun dari P. acuminata berwarna kuning
keemasan atau keperakan. Satu-satunya monograf yang
mendukung bahwa P. acuminata memang memiliki range
warna dari coklat keemasan-keperakan. Deskripsi warna
abaksial P. acuminata dalam “Flora of Java” yang ditulis oleh
Backer, A dan Van Den Brink, (1965) diduga merupakan hasil
observasi secara langsung pada spesimen koleksi P. acuminata
Kebun Raya Bogor pada rentang tahun 1905-1925, sehingga
hanya Backer yang menyebutkan bahwa warna putih
keperakan pada abaksial daun P. acuminata. Sampel P.
acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor berasal dari
Banten dan ditanam pada tahun 1955, jauh setelah observasi
Backer, memiliki perbedaan dari segi warna abaksial daunnya
saja yang berwarna putih keperakan sedangkan dari 121
herbarium P. acuminata memiliki warna abaksial coklat. Hal ini
tidak begitu informatif karena perbandingannya dari
herbarium yang daunnya sudah mengalami pengeringan
sehingga diasumsikan warna trikoma juga ikut berubah
(Morales et al., 2002).

Varietas atau biasa disebut dengan var. merupakan
tingkatan takson dibawah spesies. Varietas tanaman adalah
suatu jenis tanaman yang memiliki bentuk tanaman,

pertumbuhan tanaman dan kombinasi genotip atau ekspresi
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karakteristik genotip yang dapat membedakan dari jenis atau
spesies yang sama (KP-KIAT, 2006). Terdapat dua varietas
yang dimiliki oleh P. acuminata yaitu var. typica /acuminata
dan var. pulchra (Lam, 1925). P. acuminata var. acuminata dan
P. acuminata var. pulchra cukup sulit untuk dibedakan. Hal ini
diperkuat dengan herbarium nomor koleksi BO-151385 yang
identifikasinya belum jelas, dan juga seperti pada koleksi
herbarium B0O-151385 (Gambar Lampiran 2) yang memiliki
kerancuan penamaan yang dilakukan oleh Bruggen sendiri
yaitu “P. acuminata var. acuminata var. pulchra”. Hal ini
menunjukkan bahwa antara var. acuminata dan var. pulchra
masih sulit dibedakan dengan karakter vegetatif. Pengamatan
melalui karakter vegetatif tidak informatif karena pada organ
vegetatif dapat mengalami perubahan seiring proses
pertumbuhan (Arimbawa, 2016).
2. Verifikasi P. acuminata melalui Pendekatan

Molekuler
a. Hasil Isolasi dan Amplifikasi P. acuminata

Hasil isolasi dan amplifikasi menggunakan primer rbcL
menunjukkan bahwa DNA dapat terisolasi dengan sempurna
yang ditandai dengan munculnya pita DNA pada visualisasi
elektroforesis. Pita DNA yang muncul memiliki panjang sekitar
+500 bp, yang sesuai dengan target panjang primer rbcL. Hal

ini relevan dengan literatur hasil penelitian (Kress dan Ericson,
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2007) yang menjelaskan bahwa panjang pita DNA yang
menggunakan primer rbcL. umumnya menghasilkan pita DNA
dengan panjang 500-650 bp untuk tanaman darat. Tetapi
umumnya panjang pita DNA yang menggunakan primer rbcL
yaitu 600 bp sesuai dengan penelitian (Perwitasari et al,
2020).

Penggunaan gen rbcL digunakan untuk mengecek ada
tidaknya pita DNA sampel yang sudah diekstraksi. Tetapi
penggunaan gen rbcL hanya dapat membedakan sampel pada
sampai tingkat marga, untuk membedakan sampel pada
tingkat spesies tidak begitu baik karena gen rbcL. merupakan
gen yang mengode daerah conserverd (daerah yang tidak
mengalami mutasi atau daerah yang tidak banyak variasinya)
sehingga tidak begitu akurat untuk membedakan sampel pada
tingkat spesies (Kolondam et al., 2012). Tetapi gen rbcL juga
memiliki kelebihan yaitu mampu mengamplifikasi untuk
banyak spesies dan mudah untuk sekuensing (Hollingsworth,
2011).

Hasil amplifikasi menggunakan primer ITS
memperlihatkan pita DNA yang terbentuk cukup tebal dengan
rentang panjang pita DNA *800 bp. Panjang pita yang
dihasilkan sesuai dengan target ITS yaitu #800 bp. Hal ini
sesuai dengan pendapat Gusmiati (2018) dan Shaw (2000)
yang menyatakan bahwa rentang panjang pita DNA yang



71

diamplifikasi menggunakan gen ITS 1 dan ITS 2 memiliki
panjang 700-900 bp. Hal tersebut menunjukkan bahwa DNA
berhasil teramplifikasi dengan sempurna menggunakan
sekuen ITS (Baldwin et al., 1995).

Hasil visualisasi menggunakan sekuen ITS sebelum
dilakukan proses sekuensing terdapat pita DNA yang berada di
bawah marker yang disebut primer dimer (Setiyawan et al.,
2015). Primer dimer merupakan pita yang terbentuk karena
pasangan primer saling menempel pada saat proses
amplifikasi, hal ini dapat dikarenakan konsentrasi primer yang
terlalu tinggi atau terlalu rendah (Setyawati dan Zubaidah,
2021)

Hasil sekuensing P. acuminata KRB memiliki
elektroforegram yang baik ditandai dengan tidak adanya
puncak yang saling menumpuk dan memiliki puncak yang
tinggi. Hal ini sesuai dengan pendapat Bangol, I. dan M.
Kumaunang (2014) yang menjelaskan bahwa kualitas
amplikon yang baik adalah memiliki puncak yang tinggi dan
tidak memiliki puncak ganda (doublepick) dan saling terpisah
antara satu dengan yang lainnya. Selain itu terdapat sekuen
dengan huruf N yang bukan berupa nukleotida A, T, G, C pada
sekuen forward urutan ke 37. Pada sekuen forward terdapat
gap di awal urutan sekuennya sedangkan pada sekuen reverse

terdapat gap di akhir urutan sekuennya dan pada urutan ke
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817 dan 819. Adanya gap dalam suatu sekuen menunjukkan
bahwa terdapat delesi atau insersi dari karakter sekuen selama
proses evolusi (Indi, 2011).

Sekuen contig memiliki panjang sekuen 740 bp, dengan
komposisi nuklotida T sebesar 19,8%, nukleotida C sebesar
27,7%, nukleotida A sebesar 23,3% dan nukleotida G sebesar
29,0%. komponen nukelotida yang paling banyak yaitu
nukelotida C dan G, hal ini sesuai dengan penelitian Magandhi
dan Hariri, (2020) yang menyatakan bahwa keragaman gen
yang diamplifikasi menggunakan primer ITS memilki
nukelotida C dan G yang lebih banyak dibandingkan dengan
nukleotida A dan T.

Hasil dari BLAST yaitu berupa 100 sekuen yang hampir
mirip dengan sekuen sampel P. acuminata KRB. Dari 100
sekuen hasil BLAST hanya ada 10 sekuen yang dari genus
Payena yaitu P. acuminata, P.lucida, P. maingayi, P. leerii, P.
obscura dan P. frugenia dengan nilai tingkat percent identity
dengan rentang 90 % - 100%. Semakin tinggi nilai percent
identity semakin tinggi pula tingkat kemiripan nukleotidanya.
Percent identity adalah nilai yang menunjukkan besarnya
tingkat kesamaan sekuen sampel dengan sekuen yang ada di
database (Claverie dan Notradame, 2007). Hasil BLAST 10
sekuen memiliki nilai e-value 0,0 yang menunjukkan bahwa

sekuen yang telah diunduh memiliki tingkat kesamaan yang
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cukup tinggi dengan sekuen sampel. Hal ini sesuai dengan
pendapat Sharon et al., (2005) yang mengemukakan bahwa
nilai expectation-value yang semakin mendekati nol
menunjukkan tingkat kepercayaan yang mendekati 100%.
Sepuluh sampel hasil BLAST yang diunduh memiliki

kriteria positif sesuai pendapat Waterman dan Smith (1981)
yang menyatakan bahwa kriteria sekuen sampel yang positif
adalah memliki skor BLAST diatas 156, nilai e-value dibawah
10-40 dan nilai percent identity diatas 75%. Tingginya skor hasil
BLAST suatu sekuen dengan sekuen sampel menunjukkan
bahwa hubungan antar sekuen memiliki kedekatan yang tinggi
(Hall, 2001)
b. Analisis Filogenetik P. acuminata

Analisis filogenetik menggunakan MEGA 11 metode
Unweighted Pair Group Method with Aritmatic Mean (UPGMA)
dengan parameter Kimura 2-parameter. Analisis filogenetik
merupakan analisis yang menggambarkan hubungan
kekerabatan yang biasanya digambarkan dalam bentuk
cabang-cabang yang membentuk seperti pohon (Irawan,
2013). Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan metode
UPGMA, yang merupakan metode yang cukup mudah dan
sederhana untuk merekonstruksi pohon filogenetik (Andriani,

2016). Metode ini termasuk ke dalam metode yang berbasis
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jarak evolusi (distance based) dalam merekonstruksi pohon
filogenetik (Andriani, 2016).

Hasil rekonstruksi pohon filogenetik menunjukkan bahwa
sampel P. acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor
mengelompok dengan P. acuminata (KF686292 dan
HF542856) dengan nilai bootstrap tinggi yaitu 100 (Gambar
4.6). Nilai bootsrap merupakan nilai yang memiliki fungsi
untuk menguji seberapa baik set data model yang digunakan
(Indi, 2011). Nilai bootsrap yang dihasilkan termasuk ke dalam
kategori tinggi. Nilai bootstrap yang dihasilkan dalam pohon
dikatakan tinggi apabila memiliki nilai diatas 85% hal ini
sesuai dengan pendapat Lestari dan Rodiyati (2018) yang
menyatakan bahwa nilai bootstrap memiliki beberapa kategori
yaitu tinggi (>85%), moderat (70-85%), lemah (50-69%) dan
sangat lemah (<50%). Penelitian yang dilakukan oleh
Muzzazinah (2017) yang menjelaskan bahwa pohon yang baik
adalah pohon yang memiliki nilai bootstrap diatas 70.

Tiga klad terbentuk dalam rekonstruksi pohon filogenetik
yang terdiri dari dua klad besar dan satu klad kecil. Klad satu
berisi dengan P. lerii, P. lucida, P. obscura dan P. ferrugenia.
Sedangkan klad dua berisi dengan P. acuminata dan P.
maingayi. Sampel P. acuminata (IV.C.78) Koleksi Kebun Raya
Bogor mengelompok dengan P. acuminata dan P. maingayi

dalam satu klad dengan nilai bootstrap tinggi 98-100. P.
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acuminata menjadi satu kelompok dengan P. maingayi karena
memiliki hubungan kekerabatan yang cukup dekat
dibandingkan dengan genus Payena yang lain. hal ini
dikarenakan karakter yang dimiliki P. acuminata dan P.
maingayi sama, karakter yang menjadi pembeda hanyalah
ukuran sepal yang lebih kecil pada spesies P. maingayi (NG,
1972)

Klad tiga terdiri dari outgrup yaitu Palaquium
impressinervium dan Madhuca utilis. Penambahan outgrup
bertujuan untuk mengetahui karakter primitif dari kelompok
ingorup dan juga berfungsi untuk menentukan titik awal
rekonstruksi  pohon filogenetik (Muzzazinah, 2017).
Palaquium impressinervium dan Madhuca utilis dipilih menjadi
outgrup dalam rekonstruksi pohon filogenetik karena
memiliki hubungan kekerabatan terdekat dengan ingroup
tetapi tidak sedekat anggota kelompok dalam ingroup
(Campbell et al., 2003).

Hasil analisis menggunakan MultAlin ditemukan bahwa
terdapat sebanyak 94 variasi nukelotida dari 13 sekuen.
Adanya variasi dikarenakan sekuen yang disejejarkan bukan
hanya dari satu spesies. Sekuen P. acuminata memiliki
nukelotida yang sama dengan sampel P. acuminata (1V.C.78).
Hal ini diperkuat oleh komposisi nukleotida yang memiliki

perbedaan nukelotida 1 bp karena pada sampel P. acuminata
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(IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor memiliki panjang sekuen
yang selisih 1 bp. Hasil jarak genetik menunjukkan nilai 0,000
yang dimiliki oleh P. acuminata (KF686292 dan HF542856).
Semakin kecil nilai jarak genetik yang dihasilkan maka
semakin dekat hubunggan kekerabatan antar organisme
begitu pula sebaliknya, semakin besar nilai jarak genetik maka
semakin jauh hubungan kekerabatan antar organismenya
(Irawan et al., 2016; Tallei,. et al., 2016).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa sampel P.
acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor melalui
pendekatan morfologi terverifikasi masuk ke dalam jenis P.
acuminata var. acuminata. Hal ini ditunjukkan dengan
kesamaan karakter yang dimiliki oleh sampel sampel P.
acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor dengan P.
acuminata var. acuminata disertai dengan hasil dendogram
yang mengelompok dengan P. acuminata var. acuminata. Dari
pendekatan morfologi yang dilakukan masih terdapat
keraguan seperti pada pengamatan trikoma di bagian abaksial
daun, karena pada karakterisasi morfologi spesimen yang
diamati dari herbarium. Untuk mendukung pendekatan
morfologi dilakukan pula pendekatan molekuler. Dari hasil
pendekatan molekuler yang dilakukan menunjukkan bahwa
sampel P. acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor

merupakan spesies dari P. acuminata. Hal ini membuktikan


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF686292.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VHPDKTNF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF542856.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VHPDKTNF013

77

bahwa verifikasi menggunakan pendekatan morfologi dan
pendekatan molekuler dapat mengidentifikasi serta dapat
memverifikasi sampel P. acuminata (1V.C.78) koleksi Kebun

Raya Bogor.



BABYV

SIMPULAN DAN SARAN
A. SIMPULAN
Berdasarkan hasil dan pembahasan dapat disimpulkan
bahwa:

1. Karakter morfologi dari P. acuminta (IV.C.78) koleksi

Kebun Raya Bogor memiliki ciri khusus yaitu susunan
daunnya distichous, bentuk daun elliptic, ujung daun
acuminate, pangkal daun cuneate, tulang daun sekunder
tipis, abaksial daun berwarna putih keperakan, adaksial
daun berwarna hijau glabrous, tepi daun rata, permukaan
petiol dan permukaan tangkai bunga memiliki rambut.
Karakteristik sekuen dari P. acuminata menggunakan ITS
memiliki panjang sekuen 740 bp dengan komposisi
nukleotida C dan G yang tinggi dibandingkan dengan
komposisi nukleotida A dan T;

Payena acuminata (Blume) Pierre (IV.C.78) koleksi Kebun
Raya Bogor secara pendekatan morfologi dan molekuler
masuk kedalam P. acuminata pada umumnya sehingga P.
acuminata terverifikasi benar dalam proses identifikasi;
Variasi karakter morfologi yang membedakan Payena
acuminata (Bulme) Pierre (IV.C.78) koleksi Kebun Raya
Bogor dengan P. acuminata lainnya adalah warna abaksial
daun yang berwarna putih keperakan sedangkan P.

acuminata pada umumnya memiliki abaksial daun
78
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berwarna kecoklatan yang merupakan bentuk variasi dari
spesies;

4. Posisi sampel Payena acuminata (IV.C.78) koleksi Kebun
Raya Bogor dalam pohon filogenetik menunjukkan
mengelompok dengan P. acuminata (KF686292 dan
HF542856) membentuk satu klad dengan nilai bootstrap
tinggi yaitu 100.

B. SARAN
Berdasarkan keterbatasan penelitian, saran peneliti
untuk penelitian selanjutnya yaitu:

1. P. acuminata (1V.C.78) koleksi Kebun Raya Bogor perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengamatan
trikoma menggunakan mikroskop SEM agar memperkuat
kesimpulan dan proses verifikasi;

2. Spesies tumbuhan yang dijadikan pembanding sebaiknya
memliki organ vegetatif dan organ generatif yang lengkap.
Herbarium pembanding sebaiknya dalam kondisi utuh,
tidak rusak dan berasal dari wilayah yang sama;

3. Informasi sampel seperti persebaran dan parameter
lingkungan perlu ditambahkan untuk melengkapi dan

merperkuat data morfologi sampel.
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LAMPIRAN

Gambar Lampiran 1 Dokumentasi kegiatan selama penelitian
skripsi. A-C (pengambilan sampel; pembuatan herbarium;
penggerusan sampel), D-F (isolasi DNA menggunakan kit

TianGen; PCR ITS; Elektroforesis dan visualisasi), G
(pengamatan herbarium)
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Gambar Lampiran 3 Enam spesimen herbarium pembanding.
Atas (P. acuminata var. acumnata); Bawah (P. acuminata var.
pulchra)
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Lampiran 4 Sekuen Payena acuminata
#4414550_P. acuminata_ITS_F
------------------------------------ GCTGCCGGCGACGTCGCGAGAAGT

CCACTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG
TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAACCTGCC
AAGCAGAACGACCCGCGAACTTGTATAAGCAACCACTGGGGGTC
CTCGTGCCCCTCGCCAGGTGCGCTCTTGAGCCGCATTTCCTTGGC
TAAAAACAAACCCCGACGCGAATTGCGTCAAGGAACTTTAACAA
GAGGAGCGCCCCCCGCTCTCGTTCGCGAGTAAAGTTAGCGGGGG
GGAGCATTCTTCATGAGCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCT
CGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAA
GTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCG
TCTCACAGTGCGTCGCCCCCCCACCCTGTGCCCGCAAAGGGTTCA
TAGGTTGAGGGGGCGGATTTTGGCCCCCCGTGTGCCCCAGTTCG
CGGTCGGCCTAAATACAAGTCTCAGGGCGATGAACGTCACGACG
AGTGGTGGATGTGATACCGTTGCGTCATGTCGTGCACGTCTCGA
CGCCCCGGGTTGACCCTAAAGCACCGTTTTCACGGGGCCTCGGT
CGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACCCGCTGAGTTTAAGCATA
TCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTTACAAGGATTCCCTTAGTA
ACGGCGAGC

#4414551_P. acuminata_ITS_R

GGTGAAGTGTTCGGATCGCGGCGACGTGGGCGGTTCGCTGCCGG
CGACGTCGCGAGAAGTCCACTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGG
AGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC
ATTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGCGAACTTGTATAA
GCAACCACTGGGGGTCCTCGTGCCCCTCGCCAGGTGCGCTCTTG
AGCCGCATTTCCTTGGCTAAAAACAAACCCCGACGCGAATTGCG
TCAAGGAACTTTAACAAGAGGAGCGCCCCCCGCTCTCGTTCGCG
AGTAAAGTTAGCGGGGGGGAGCATTCTTCATGAGCATAACGACT



95

CTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAG
CGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCAT
CGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCTCACAGTGCGTCGCCCCCCCACCCTG
TGCCCGCAAAGGGTTCATAGGTTGAGGGGGCGGATTTTGGCCCC
CCGTGTGCCCCAGTTCGCGGTCGGCCTAAATACAAGTCTCAGGG

CGATGAACGTCACGACGAGTGGTGGATGTGATACCGTTGCGTCA
TGTCGTGCACGTCTCGACGCCCCGGGTTGACCCTAAAGCACCGT

TTTCACGGGGCCTCGGTCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACC

CGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAA------------------

#contiq

GGTGAAGTGTTCGGATCGCGGCGACGTGGGCGGTTCGCTGCCGG
CGACGTCGCGAGAAGTCCACTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGG
AGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC
ATTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGCGAACTTGTATAA
GCAACCACTGGGGGTCCTCGTGCCCCTCGCCAGGTGCGCTCTTG
AGCCGCATTTCCTTGGCTAAAAACAAACCCCGACGCGAATTGCG
TCAAGGAACTTTAACAAGAGGAGCGCCCCCCGCTCTCGTTCGCG
AGTAAAGTTAGCGGGGGGGAGCATTCTTCATGAGCATAACGACT
CTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAG
CGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCAT
CGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGG
GCACGCCTGCCTGGGCGTCTCACAGTGCGTCGCCCCCCCACCCTG
TGCCCGCAAAGGGTTCATAGGTTGAGGGGGCGGATTTTGGCCCC
CCGTGTGCCCCAGTTCGCGGTCGGCCTAAATACAAGTCTCAGGG
CGATGAACGTCACGACGAGTGGTGGATGTGATACCGTTGCGTCA
TGTCGTGCACGTCTCGACGCCCCGGGTTGACCCTAAAGCACCGT
TTTCACGGGGCCTCGGTCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATTACC
CGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTTA
CAAGGATTCCCTTAGTAACGT
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Tabel Lampiran 1. Spesimen Herbarium Payena acuminata

No

Asal

Label

Identifikasi

Ket.

1.

Jawa

P. suringariana - P.
sericea var. typica
1927- P. sericea var.
acuminata (Bruggen,
1955)

P. suringariana - P.
sericea var. typica
1927- P. sericea var.
acuminata (
Bruggen, 1955)

P. suringariana
Burck var.
junghuhuiana - P.
sericea (Koordes
1912) - P. sericea
var. typica (Lam,
1927) - P. acuminata
var. acuminata
(Bruggen, 1955)

P. suringariana
Burck var.
junghuhuiana - P.
sericea (Koordes,
1912) - P. sericea
var. typica (Lam,
1927) - P. acuminata
var. acuminata
(Bruggen, 1955)

P. suringariana
Burck - P. sericea
(Koordes, 1912) - P.
sericea var. typica
(Lam, 1927) - P
acuminata var.
acuminata (Bruggen
1955)

var.

acuminata

var.

acuminata

var.

acuminata

var.

acuminata

var.

acuminata

151387

0092053

151405
No
10166

151406
No
10166

col

col

0092044

No
10173

col
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No Asal Label Identifikasi Ket.

6. P. suringariana var. 0092043
Burck (Koordes, ,

1905)- P. sericea var. acuminata
typica (Lam, 1927) -
P. acuminata var.
acuminata (Bruggen,
1955)
7. P. suringariana var. 0092046
Burck (Koordes, , .
1912) - P. sericea var. acuminata Djember
typica (Lam, 1927) -
P. acuminata var.
acuminata (Bruggen,
1955)
8. P. suringariana var. 0092048
Burck (Koordes, .
1905) - P. sericea var. acuminata
typica (Lam, 1927) -
P. acuminata var.
acuminata (Bruggen,
1955)

9 P. sericea (R.wind. var. 0092251
1919) - P. sericea var. acuminata Kolektor
typica (Lam,1927) - R.win
P. acuminata var. (4018)
acuminata (Bruggen pekalonga
1955) n

10 P. sericea var. 0092252
(WF.winckel) - P. acuminata Kolektor
sericea var. typica WF.
(Lam,1927) - P. Winckel
acuminata var. (248)
acuminata (Bruggen TJidadap,
1955) tjibebeer
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No

Asal

Label

Identifikasi

Ket.

11

12

13

14

15

16

P. sericea — P. sericea
var. typica
(Lam,1927) - P.
acuminata var.
acuminata
(Bruggen,1955)

P. sericea - P. sericea
var. typical
(Lam,1927) - P
acuminata var.
acuminata (Bruggen,
1955)

p.junghuiana Burck -
P. sericea var. pulchra
(Lam,1927) - P.
acuminata var.
acuminata (Bruggen,
1955)

P. sericea (Blume,
1923) - P. sericea
(Lam,1927) - P
acuminata

(Ismail, 1986)
Mimusops acuminata
(Blume) - P. sericea
(Lam,1923-1927) -
P. acuminata var.
acuminata (Bruggen,
1955)

P. suringariana var.
junghuiana (Houter)-
P. sericea var. typica
(Lam,1924,1927) - P.
acuminata var.
acuminata (Bruggen,
1955)

var.
acuminata

var.
acuminata

var.
acuminata

var.
acuminata

var.
acuminata

var.
acuminata

151384
Pekalongan

0091751

151365
s.n

0092238

depok

151350

0091753
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No Asal Label Identifikasi Ket.
17 P. junghuiana var. 0091750
(SHK) - P acuminata

sericea var. typica
(Lam,1927)- P.
acuminata  var.
acuminata
(Bruggen, 1955)

18 P. acuminata var. var. 0092050
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

19 P. acuminata var. var. 0092049
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

20 P. acuminata var. var. 0092055
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

21 P. acuminata var. var. 151407
acuminata acuminata (batoehideung)
(Bruggen, 1955)

22 P. acuminata var. var. 0092250
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

23 P. acuminata var. var. 0092241
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

24 P. acuminata var. var. 0092256
acuminata acuminata (Jepara)
(Bruggen, 1955)

25 P. acuminata var. var. 151385
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

26 P. acuminata var. var. 0091752
acuminata acuminata (buitenzorg)
(Bruggen, 1955)

27 P. acuminata var. var. 0092240
acuminata acuminata

(Bruggen, 1955)
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No Asal Label Identifikasi Ket.
28 P. acuminata var. var. 0092253
acuminata acuminata

(Bruggen, 1955)

29 P. acuminata var. var. 0092249
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

30 P. acuminata var. var. 151403
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

31 P. acuminata var. var. 0092248
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

32 P. acuminata var. var. 0092047
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

33 P. acuminata var. var. 0092045
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

34 P. acuminata var. var. 0092255
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

35 P. acuminata var. var. 0090663
typica acuminata
(Ismail, 1986)

36 P. acuminata var. var. 0092904
typica (Ismail,  acuminata
1986)

37 P. acuminata var. var. 0092906
typica acuminata
(Ismail, 1986)

38 P. acuminata var. var. 0092903
typica (Ismail,  acuminata
1986)

39 P. acuminata var. var. 0092905
typica (Ismail,  acuminata

1986)
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No Asal Label Identifikasi Ket.

40 P. acuminata var. var. 0090667
typica acuminata
(Ismail, 1986)

41 P. acuminata var. var. 0090668
typica acuminata (10174)
(Ismail, 1986)

42 P. acuminata var. var. 0090669
typica acuminata (15230)
(Ismail, 1986)

43 P. acuminata var. var. 0090666
typica acuminata (23989)
(Ismail, 1986) Pasoeroean

44 P. acuminata var. var. 0090665
typica acuminata (11103)
(Ismail, 1986) bandjarnegara,

banjoemas

45 P. acuminata var. var. 0090671
typica acuminata (djember)
(Ismail, 1986)

46 P. acuminata var. var. 0090670
typica acuminata (djember)
(Ismail, 1986)

47 P. acuminata var. var. 0092900
typica acuminata (biotenzorg)
(Ismail, 1986)

48 P. acuminata var. var. 0092929
typica acuminata (tjiiandjoer)
(Ismail, 1986)

49 P. acuminata var. var. 0092923
typica acuminata
(Ismail, 1986)

50 P. acuminata var. var. 0092921
typica acuminata
(Ismail, 1986)

51 P. acuminata var. var. 0092902
typica acuminata

(Ismail, 1986)
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52 P. acuminata var. var. 0090664
typica (Ismail, acuminata

1986)

53 P. acuminata var. var. 0092882
typica (Ismail, acuminata (tjiidadap)
1986)

54 P. acuminata var. var. 0092899
typica acuminata (tjidadap)
(Ismail, 1986)

55 P. acuminata var. var. 0092926
typica acuminata
(Ismail, 1986)

56 P. acuminata var. var. 0092925
typica acuminata
(Ismail, 1986)

57 P. acuminata var. var. 0091176
typica acuminata (palembang)
(Ismail, 1986)

58 P. acuminata var. var. 0092884
typica acuminata
(Ismail, 1986)

59 P. acuminata var. var.pulchra 173467
typica
(Ismail, 1986)

60 P. acuminata var. var. 0092924
typica acuminata
(Ismail, 1986)

61 P. acuminata var. var. 0092880
typica acuminata
(Ismail, 1986)

62 P. acuminata var. var. 0092901
typica acuminata
(Ismail, 1986)

63 P. acuminata var. var. 0092907
typica acuminata

(Ismail, 1986)
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No Asal Label Identifikas Ket.
i
64 P. acuminata var. var. 0092927
typica acuminata  (djember)
(Ismail, 1986)
65 P. acuminata var. var. pulchra 0092922
typica (djember)
(Ismail, 1986)
66 P. acuminata var. var. 0092928
typica acuminata  (soekaboe
(Ismail, 1986) mi)
67  Sumatra P. acuminata var. 1428513
acuminata  (herbariu
m leiden)
68 P. acuminata var. pulchra 1484650
69 P. acuminata var. 0090238
acuminata
70 P. acuminata var. pulchra 0091756
71 P. acuminata var. pulchra 0091754
72 P. acuminata var. pulchra 0091755
73 P. acuminata var. pulchra 1953099
74 P. acuminata var. var. pulchra 151390
acuminata
(Bruggen,1955)
75 P. acuminata var. var. 0093488
acuminata acuminata
(Bruggen,1955)
76 P. acuminata var. var. pulchra 151389
acuminata
(Bruggen,1955)
77 P. acuminata var. var.pulchra 0093489

acuminata
(Bruggen,1955)
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No Asal Label Identifika Ket.
si

78 P. sericea var. var. 0093487
pulchra - P. pulchra
acuminata  var.
acuminata
(Bruggen, 1955)

79 P. acuminata var. var. 0093485
acuminata acuminata
(Bruggen,1955)

80 P. acuminata var. var. 0093486
acuminata acuminata
(Bruggen, 1955)

81 P. acuminata var. var. 1958236
typica acuminata (riau)

82 P. acuminata var. var. 1958237
typica acuminata (riau)

83 P. acuminata var. var. 0092914
typica acuminata

84 P. acuminata var. var. 0092913
typica acuminata

85 P. acuminata var. var. 1964712
typica acuminata

86 P. acuminata var. var. 1964711
typica acuminata

87 P. acuminata var. var. 0092920
typica pulchra

88 P. acuminata var. var. 0092915
typica acuminata
(Ismail, 1986)

89 P. acuminata var. var. 0092917
typica acuminata
(Ismail, 1986)

90 P.. acuminata var. var. 0090676
typica acuminata

(Ismail, 1986)
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No Asal Label Identifikasi Ket.

91 P. acuminata var. var. 0091181
typica acuminata
(Ismail, 1986)

92 P. acuminata var. var. 0092918
typica acuminata
(Ismail, 1986)

93 P. acuminata var. var. 0092873
typica acuminata
(Ismail, 1986)

94 P. acuminata var. var. 0092912
typica acuminata
(Ismail, 1986)

95 P. acuminata var. var. 0092911
typica acuminata
(Ismail, 1986)

96 P. acuminata var. var. 0092909
typica acuminata
(Ismail, 1986)

97 P. acuminata var. var. 0091179
typica acuminata
(Ismail, 1986)

98 P. acuminata var. var. 0091177
typica acuminata
(Ismail, 1986)

99 P. acuminata var. var. 0091178
typica acuminata
(Ismail,1986)

100 P. acuminata var.  var. pulchra 0092822
pulchra (Ismail,
1986)

101 P. acuminata var.  var.pulchra 0092816
pulchra (Ismail,
1986)

102 P. acuminata var.  var. pulchra 0092815

pulchra (Ismail,
1986)
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No Asal Label Identifika Ket.
si
103 P. acuminata var. var. 0092813
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
104 P. acuminata var. 1981103
pulchra
105 P. acuminata var. var. 0092817
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
106 P. acuminata var. var. 0093709
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
107 P. acuminata var. var. 0090644
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
108 P. acuminata var. var. 0090647
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
109 P. acuminata var. var. 0090649
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
110 P. acuminata var. var. 0092821
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
111 P. acuminata var. var. 0092814
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
112 P. acuminata var. var. 0092812
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
113 P. acuminata var. var. 0090645
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
114 P. acuminata var. var. 0094716
pulchra (Ismail, pulchra

1986)
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si
115 P. acuminata var. var. 0090648
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
116 P. acuminata var. var. 0092811
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
117 P. acuminata var. var. 0092810
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
118 P. acuminata var. var. 0092818
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
119 P. acuminata var. var. 0092819
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
120 P. acuminata var. var. 0092820
pulchra (Ismail, pulchra
1986)
121 P. acuminata var. var. 0090646
pulchra (Ismail, pulchra

1986)




108

DAFTAR RIWAYAT HIDUP
A. IDENTITAS DIRI

1. Nama Lengkap : Nur Izza Navida

2. Tempat & Tgl. Lahir :Kendal, 27 November
2001

3. Alamat Rumah : Taman Gede RT 05 RW 01,
Kec. Gemuh, Kab. Kendal

4. HP : 0895346584716

5. E-mail : izzanavida@gmail.com

B. RIWAYAT PENDIDIKAN

1. Pendidikan Formal
a. TK Pertiwi Kendal
b. SDN 2 Taman Gede Kendal
¢. MTs Nu Nurul Huda Semarang
d. SMAN 1 Pegandon

2. Pendidikan Non Formal
a. TPQ Al-Furgon Taman Gede
b. PP Al-Ishlah Mangkang Kulon Semarang
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