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Abstrak 

Diospyros merupakan genus tumbuhan yang terdaftar 
dalam IUCN Red List of Threatened Species sebagai tumbuhan 
terancam (threatened) dan rentan (vulnerable) serta harus 
dilindungi berdasarkan Peraturan Menteri Kehutanan 
Nomor:P.57/MENHUT-II/2008. Koleksi Diospyros sp. yang 
belum banyak teridentifikasi di Kebun Raya Bogor berasal dari 
wilayah Sumatra dan diduga berpotensi sebagai jenis baru. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi Diospyros sp. 
asal Sumatra koleksi Kebun Raya Bogor berdasarkan 
pendekatan secara morfologi dan molekuler. Tahapan 
penelitian yang dilakukan berupa pengambilan sampel, 
pengamatan karakter morfologi, ektraksi DNA menggunakan 
KIT GeneJET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit K0971 
(Thermo scientific), amplifikasi menggunakan region ITS, 
elektroforesis, visualisasi hasil elektroforesis, dan analisis data 
hasil sekuensing.  
   Hasil pendekatan morfologi menunjukkan sampel LZ05 
memiliki ciri khusus yang sama dengan dengan Diospyros 
ferrea (Wild.) Bakh. dan sampel LZ08 memiliki ciri khusus yang 
sama dengan Diospyros sumatrana Miq. var. decipiens (Clarke) 
Bakh. asal Malay penn. Hasil pendekatan molekuler 
menunjukkan karakter sekuen sampel LZ05 memiliki panjang 
616 bp dan sampel LZ08 memiliki panjang 877 bp. Analisis 
filogenetik menujukkan sampel LZ05 berkerabat dekat dengan 
Diospyros stigrosa dengan nilai boostrap 98% dan sampel LZ08 
berkerabat dekat dengan Diospyros philippensis, Diospyros 
rubra dan Diospyros maclurei dengan nilai boostrap 99%. 
Karakteristik sekuen ITS sampel LZ05&LZ08 mengandung 
banyak basa C dan G sesuai dengan komposisi nukleotida 
sekuen ITS. Hasil pendekatan secara morfologi lebih 
meyakinkan dibanding pendekatan secara molekuler. Hal ini 
dikarenakan kurangnya data pembanding di genbank NCBI 
sehingga pendekatan molekuler tidak memenuhi syarat dalam 
identifikasi. 
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Abstract 

Diospyros is a plant genus registered on the IUCN Red List of 
Threatened Species as threatened and vulnerable and must be 
protected based on Minister of Forestry Regulation Number: 
P.57/MENHUT-II/2008. Collection of Diospyros sp. which has 
not been identified in the Bogor Botanical Gardens originates 
from the Sumatra region and is suspected as a potential new 
species. This study aims to identify Diospyros sp. from Sumatra, 
the collection of the Bogor Botanical Gardens based on 
morphological and molecular approaches. The stages of the 
research were sampling, observation of morphological 
characters, DNA extraction using the GeneJET Plant Genomic 
DNA Purification Mini Kit K0971 (Thermo Scientific), 
amplification using the ITS region, electrophoresis, 
visualization of electrophoretic results, and analysis of 
sequencing data. 
   The results of the morphological approach showed that the 
LZ05 sample had the same special characteristics as Diospyros 
ferrea (Wild.) Bakh. and sample LZ08 has the same special 
characteristics as Diospyros sumatrana Miq. var. decipiens 
(Clarke) Bakh. from Malay Penn. The results of the molecular 
approach show that the character sequence of sample LZ05 has 
a length of 616 bp and sample LZ08 has a length of 877 bp. 
Phylogenetic analysis showed that sample LZ05 is closely 
related to Diospyros stigrosa with a bootstrap value of 98% and 
sample LZ08 is closely related to Diospyros philippensis, 
Diospyros rubra and Diospyros maclurei with a bootstrap value 
of 99%. Characteristics of the ITS sequence of samples 
LZ05&LZ08 contain many C and G bases according to the 
nucleotide composition of the ITS sequence. The results of the 
morphological approach are more convincing than the 
molecular approach. This is due to the lack of comparative data 
in the NCBI GenBank so the molecular approach does not meet 
the requirements for identification. 
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BAB I  

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang Masalah 

Negara Indonesia termasuk dalam sepuluh daftar negara 

megabiodiversitas tertinggi setelah Brazil. Tingginya 

keanekaragaman hayati di Indonesia disebabkan oleh 

beberapa faktor seperti siklus iklim yang stabil, geografis 

yang terletak diantara pusat biota Australia-Asia, dan 

banyaknya jumlah pulau kecil hingga besar (Efendi dkk., 

2013). Salah satu keanekaragaman hayati yang berpotensi 

dimanfaatkan berasal dari marga Diospyros (suku: 

Ebenaceae). Tumbuhan Diospyros memiliki ciri berupa 

habitus pohon berbunga, percabangan monopodial, batang 

hitam bercorak, tipe daun tunggal, tidak bergetah, 

umumnya terdapat bintik hitam kembar di bagian belakang 

daun (gland) (Santoso, 2002). Tumbuhan ini menghasilkan 

banyak manfaat, mulai dari akar, batang, daun, bunga, buah, 

dan biji. Beberapa Diospyros spp. mempunyai buah yang 

bisa dimakan yaitu buah kesemek (D. kakii) dan merupakan 

penghasil kayu berkualitas tinggi yaitu kayu eboni (D. 

celebica) (Kurniawan dan Bayu, 2010). Selain itu, 

masyarakat Indonesia banyak memanfaatkan tumbuhan 

Diospyros sebagai bahan konstruksi dan sumber ekonomi. 

Tumbuhan yang banyak dimanfaatkan oleh masyarakat 
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tanpa adanya pemeliharaan lanjutan berpotensi mengalami 

kepunahan. Proses kepunahan dapat terjadi bahkan 

sebelum jenis tumbuhan tersebut teridentifikasi namanya. 

Beberapa jenis Diospyros terdaftar dalam IUCN Red List of 

Threatened Species sebagai kategori tumbuhan terancam 

(threatened) dan rentan (vulnerable) serta harus dilindungi 

berdasarkan Peraturan Menteri Kehutanan 

Nomor:P.57/MENHUT-II/2008. Oleh karena itu, upaya 

konservasi terhadap Diospyros spp. perlu dilakukan untuk 

mengantisipasi kepunahan. Salah satu upaya konservasi 

yang dapat dilakukan adalah inventarisasi dan identifikasi 

jenis-jenis tumbuhan Diospyros (Andila dan Peneng, 2017). 

Marga Diospyros spp. yang tersebar di daerah tropis dan 

subtropis kawasan Asia Pasifik berhasil di inventarisasi 

dengan jumlah sekitar 300-500 jenis (Wanda, Djuita, & 

Chikmawati, 2021). Pusat keragaman Diospyros spp. 

terdapat di benua Asia dan Indo-Pasifik, khususnya di 

kawasan Malesiana yang dilaporkan memiliki sekitar 167 

jenis Disopyros spp. (APG IV 2016). Beberapa Diospyros spp. 

telah dikonservasi secara ex-situ dan in-situ seperti di Kebun 

Raya ataupun Taman Nasional (Wanda, Djuita, & 

Chikmawati, 2021). Kebun Raya Bogor merupakan salah 

satu tempat konservasi ex-situ yang mengkonservasi 32 

jenis tumbuhan Diospyros dan sebanyak 41 nomor koleksi 
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tumbuhan Diospyros masih belum teridentifikasi jenisnya. 

Nomor koleksi Diospyros sp. yang belum banyak 

teridentifikasi di Kebun Raya Bogor berasal dari wilayah 

Sumatra dan diduga berpotensi sebagai jenis baru. 

Informasi mengenai jenis Diospyros spp. asal Sumatra juga 

masih belum terdata dengan baik dari segi klasifikasi, 

bahkan publikasi mengenai identifikasi Diospyros spp. asal 

Sumatra belum pernah ditemukan dan dilakukan.  

Identifikasi Diospyros sp. dapat dilakukan secara 

morfologi dan molekuler. Identifikasi morfologi bisa 

dilakukan ketika organ vegetatif dan generatif Diospyros sp. 

tersedia lengkap. Namun, beberapa Diospyros spp. koleksi 

Kebun Raya Bogor secara morfologi sulit diidentifikasi 

karena organ generatif tidak tersedia, sehingga proses 

identifikasi morfologi hanya dapat dilakukan berdasarkan 

bagian vegetatif seperti batang dan daun. Hal ini 

menjadikan proses identifikasi karakter morfologi 

membutuhkan waktu yang sangat lama.  Selain itu, karakter 

dioceous pada Diospyros spp. dan variasi interspesies 

Diospyros spp. yang komplek menyebabkan sulitnya proses 

identifikasi morfologi Diospyros sp. hingga tingkat jenis. 

Identifikasi secara molekuler dibutuhkan untuk 

melengkapi, mempermudah dan mempercepat proses 

identifikasi Diospyros sp. asal Sumatra koleksi Kebun Raya 
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Bogor dengan nilai akurasi yang relatif lebih tinggi (Prehadi 

dkk., 2015). Identifikasi Diospyros spp. secara molekuler 

dapat menggunakan penanda DNA yang lokasinya berada 

didalam kloroplas (cNA), mitokondria (mDNA) dan inti sel 

(nDNA). Beberapa penanda DNA yang digunakan untuk 

identifikasi Diospyros spp. adalah penanda pada bagian 

tertentu seperti pada kloroplas berupa Gen Ribulose-1,5- 

Bisphosphate Carboxylase/Oxygenase Large Subunit (rbcL), 

ndhF, atpB, psbA-trnH dan Gen Maturase K (matK); dan pada 

bagian inti dapat menggunakan Internal Transcribed Spacer 

(ITS) Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2), Internal 

Transcribed Spacer 1 (ITS1), 18S, dan 16S (Jannah dkk., 

2021).  

Internal Transcribed Spacer (ITS) diduga dapat 

digunakan untuk identifikasi tumbuhan Diospyros sp. asal 

Sumatra koleksi Kebun Raya Bogor hingga ke tingkat jenis 

berdasarkan penelitian yang pernah dilakukan terhadap 

takson lain (McCullooug dkk., 1998). Identifikasi tumbuhan 

tingkat jenis secara molekuler seringkali menggunakan 

primer Internal Transcribed Spacer (ITS) yang merupakan 

penanda pada inti sel dengan nillai akurasi 92,7% ( Ali dkk., 

2014; Chen dkk., 2010; Buys dkk., 2016). Primer ITS 

digunakan karena memiliki banyak kelebihan seperti 

jumlah salinannya lebih banyak, merupakan primer 



5 
 

 
 

universal sehingga lebih mudah untuk dianalisis, dapat 

membedakan antara inter dan intra spesies, dan hasil 

amplifikasi yang dihasilkan lebih informatif (Hidayat dkk., 

2008). Pada penelitian Tang dkk., (2014) berhasil 

melakukan identifikasi tumbuhan Diospyros sp. di provinsi 

Zhejian Selatan, China berdasarkan penanda barcode ITS. 

Hasil penelitian tersebut menunjukkan penanda ITS mampu 

memisahkan spesies dari marga Diospyros berdasarkan 

posisi filogenetik.  

Penelitian identifikasi Diospyros sp. dilakukan untuk 

melihat keberhasilan pendekatan molekuler dan morfologi 

dalam mengidentifikasi Diospyros sp. asal Sumatra koleksi 

Kebun Raya Bogor yang sebelumnya belum pernah 

dilakukan. Penelitian ini mampu memberikan informasi 

terkait kajian Diospyros sp. berdasarkan morfologi, 

rekonstruksi pohon filogenetik, dan identifikasi identitas 

jenis Diospyros sp. tersebut. Hal ini merupakan salah satu 

bagian dari upaya konservasi tumbuhan Diospyros sp. yang 

ada di Indonesia. 

B. Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian ini antara lain:  

1. Bagaimana karakteristik morfologi Diospyros sp. asal 

Sumatra koleksi Kebun Raya Bogor?  



6 
 

 
 

2. Bagaimana karakteristik sekuen Internal Transcribed 

Spacer pada Diospyros sp. asal Sumatra koleksi Kebun 

Raya Bogor? 

3. Bagaimana kekerabatan filogenetik Diospyros sp. asal 

Sumatra koleksi Kebun Raya Bogor berdasarkan sekuen 

Internal Transcribed Spacer dibandingkan dengan data 

di NCBI? 

C. Tujuan Penelitian  

Tujuan dari penelitian ini antara lain: 

1. Mendeskripsikan karakteristik morfologi Diospyros sp. 

asal Sumatra koleksi Kebun Raya Bogor; 

2. Menganalisis karakteristik sekuen Internal Transcribed 

Spacer pada Diospyros sp. asal Sumatra koleksi Kebun 

Raya Bogor; 

3. Menganalisis kekerabatan filogenetik Diospyros sp. 

berdasarkan sekuen Internal Transcribed Spacer 

dibandingkan dengan data di NCBI. 

D. Manfaat Penelitian  

Berdasarkan tujuan dari penelitian, diharapkan 

penelitian ini memiliki manfaat seperti:  

1. Manfaat Teoritis 

Penelitian ini bermanfaat dalam menambahkan kajian 

dan wawasan mengenai karakteristik Diospyros sp. dan 

sekuen Internal Transcribed Spacer (ITS). 
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Menambahkan informasi mengenai klasifikasi dan 

kekerabatan dari tumbuhan Diospyros berdasarkan 

sekuen Internal Transcribed Spacer (ITS). Menyediakan 

data molekuler dan data global di GenBank (NCBI). 

2. Manfaat Praktis  

a. Bagi penulis 

Manfaat penelitian ini bagi penulis adalah untuk dalam 

memperdalam ilmu pengetahuan di bidang genetika 

dan molekuler tumbuhan, menambah keterampilan 

lapangan dan laboratorium yang berkaitan dengan 

molekuler tumbuhan, serta menerapkan ilmu yang 

berhubungan dengan bioinformatika dan evolusi.  

b. Bagi masyarakat   

Manfaat penelitian bagi masyarakat adalah membantu 

penamaan tumbuhan sehingga tidak terjadi kekeliruan 

dalam pemanfaatan tumbuhan Diospyros spp. dan 

menyadarkan masyarakat dalam pembudidayaan 

tanaman langka, sehingga masyarakat tidak terlalu 

berlebihan dalam memanfaatkan tumbuhan Diospyros 

spp. 

c. Bagi institusi UIN Walisongo  

Manfaat penelitian bagi institusi UIN Walisongo 

Semarang adalah upaya kontribusi dalam tercapainya 

visi dan misi UIN Walisongo yang berbasis Universitas 
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Islam riset terdepan berbasis kesatuan dan ilmu 

pengetahuan.  

d. Bagi kebun raya bogor  

Manfaat penelitian bagi Kebun Raya Bogor sebagai 

upaya konservasi tumbuhan yang ada di Indonesia dan 

mendukung proses identifikasi tumbuhan koleksi 

Kebun Raya Bogor.  
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BAB II 

LANDASAN PUSTAKA 

A. Kajian Teori  

1. Tumbuhan Diospyros  

a) Klasifikasi  

Diospyros merupakan salah satu marga terbesar 

dari suku Ebenaceae yang berkerabat dekat dengan 

marga Euclea, Royena dan Lissocarpa. Lebih dari 500 

jenis Diospyros spp. yang ada didunia tersebar di 

kawasan tropis dan sub tropis Asia Afrika. Jumlah 

persebaran Diospyros spp. paling banyak ditemukan di 

kawasan Asia tenggara seperti Malaysia, Filipina, dan 

Indonesia (Rana, 2020).   

Adapun klasifikasi dari Diospyros sp. sebagai berikut: 

Kingdom  : Plantae 

Subkingdom: Viridiplantae  

Division  : Tracheoophyta 

Subdivision  : Spermatophytina 

Class  : Magnoliopsida 

Subclass   : Asteranae 

Ordo  : Ericales 

Famili  : Ebenaceae 

Genus  : Diospyros 

Spesies  : Diospyros discolor (POWO, 2023) 
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b) Habitus  

Tumbuhan Diospyros mempunyai ciri tertentu 

seperti habitus yang disajikan pada Gambar 2.1 berupa 

pohon berbunga, tinggi pohon sekitar 1 m – 40 m, 

percabangan monopodial, tumbuhan berumah dua, 

batang kuat dan berwarna hitam, kulit batang memiliki 

corak alur, tipe daun tunggal, terletak secara berseling, 

tidak bergetah, tidak memiliki stipula, axila pada 

cabang muda atau terkadang timbul dari kayu tua dan 

lateral, bertepi rata dengan percabangan yang 

menyirip, dan umumnya bagian belakang daun 

terdapat bintik hitam kembar (gland) (Santoso, 2002) 

tipe biji rekalsitan atau tidak bisa disimpan dalam 

waktu lama, ovary superior, biji berwarna agak gelap, 

dalam 1 buah berisi 1- 100 biji, tipe biji rekalsitran yang 

harus cepat ditanam ketika sudah berkecambah, 

bentuk buah (lonjong, bulat, membulat), ukuran buah 

1-4 inci, tekstur buah lembek dan sebagian besar dapat 

dimakan seperti yang disajikan pada gambar 2.2 

(Hiern, 1873). Tumbuhan dari genus Diospyros yang 

tersaji pada Gambar 2.1 umumnya berbentuk pohon 

ataupun perdu yang berbunga. Ciri khas pada pohon ini 

ada pada kayu hitam yang memiliki kualitas tinggi dan 

buahnya yang bisa dimakan (Hendramono dan Allo, 
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2008). Namun, tidak semua buah dari jenis tumbuhan 

Diospyros dapat dimakan, terdapat juga yang beracun 

seperti buah dari jenis Diospyros toxicaria (Hiern, 

1873). Kulit batang dari jenis Diospyros physocalycina 

juga mengandung racun yang biasa digunakan untuk 

berburu ikan (Suryawan, Ady., Kinho, J., dan Mayasari 

2011)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Tumbuhan Diospyros sp. (Dokumentasi 

penelitian, 2021) 

 

Gambar 2.2 Buah dan Biji Diospyros discolor(Hestiati, 
dkk., 2019)  
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c) Persebaran  

Tumbuhan Diospyros pada kawasan Malesiana 

paling banyak tersebar di pulau-pulau Filipina dan 

wilayah Indonesia seperti Sumatra, Sulawesi, 

Kalimantan dan Papua seperti yang disajikan pada 

Gambar 2.3 (Ariati dkk., 2019). Diospyros ferrea 

merupakan jenis yang paling banyak tersebar di 

wilayah Indonesia seperti Maluku, Sulawesi, Nusa 

Tenggara, seluruh Jawa dan jenis yang penyebarannya 

hanya ada di Sulawesi yaitu Diospyros celebica 

(Alrasyid 2002).  

 

Gambar 2. 3 Peta Persebaran Tumbuhan Diospyros 
(POWO, 2023) 

Terdapat 10 jenis tumbuhan Diospyros yang 

ditemukan pada wilayah Sulawesi Utara yaitu D. 

buxifolia, D. Celebica, D. javanica, D. macrophylla, D. 



13 
 

 
 

hebecarpa, D. minahassae, D. maritima, D. rumphii, D. 

khortalsiana, dan Diospyros sp. yang tersebar dan 

dikelola oleh kawasan konservasi Taman Nasional 

Bogani Nani Wartabone dan BKSDA Sulawesi Utara.  

d) Ekologi  

Tumbuhan Diospyros memiliki tingkat 

pertumbuhan yang cukup lambat dan dapat hidup di 

berbagai jenis tanah seperti pasir, tanah berkapur, 

tanah berbatu, hingga tanah liat yang tidak terlalu 

tergenang air dan berbagai macam jenis tanah lain 

seperti podsolik ataupun altosol. Namun, pertumbuhan 

Diospyros sp. tetap membutuhkan kualitas tanah 

dengan daya serap yang baik (Wihermanto 2003). 

Tumbuhan Diospyros dapat hidup di curah hujan 1230 

- 2750 mm/tahun, dengan ketinggian 50 - 400 m di atas 

permukaan laut dengan maksimum ketinggian 600 m 

di atas permukaan laut. Jenis marga Diospyros 

seringkali ditemukan pada hutan alam atau primer dan  

perbukitan hujan tropika, jarang sekali ditemukan di 

kawasan hutan sekunder. Diospyros umumnya tumbuh 

mengelompok (clumping) dan menjadi komponen 

utama dari vegetasi hutan pertumbuhannya. Jenis 

Diospyros yang sering ditemukan dengan pola 
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pertumbuhan tersebut adalah Diospyros celebica 

(Steup 1935) 

e) Manfaat dan Kandungan Fitokimia 

Tumbuhan Diospyros memliki banyak manfaat yang 

dapat digunakan oleh masyarakat seperti contoh pada 

buah Diospyros perfida Bakh. dimanfaatkan oleh 

masyarakat Kalimantan sebagai racun alami untuk 

ikan, kulit batang dari jenis Diospyros physocalycina 

menghasilkan racun alami untuk berburu ikan 

(Suryawan dkk., 2011), Buah bisbul yang berasal dari 

jenis Diospyros discolor mengandung senyawa 

flavonoid dapat dimanfaatkan sebagai antioksidan 

(Arrisujaya dkk., 2019), batang pohon dari jenis 

Diospyros celebica Bakh. dapat dijadikan sebagai 

perabotan rumah tangga ataupun furniture rumah 

tangga (Martawijaya dkk, 2005 dalam Agung dkk, 

2021), terdapat juga Diospyros kaki L yang banyak 

dibudayakan dan menghasilkan buah terbaik yaitu 

buah kesemek, spesies lain yang dapat menghasilkan 

buah yang dapat dikonsumsi seperti D. blancoi, D lotus, 

D. malabarica, D. mespiliformis, D. digyna, D. glandulosa, 

D. decandra, D. rhodocalyx. Jenis Diospyros yang 

menghasilkan kayu yaitu D. mespiliformis, D. ebenum, D. 
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dendo, D. celebica, dan D. melanoxylon (Aji, Palupi, & 

Budiyati, 2016).  

2. Konservasi Genetik  

Konservasi genetik merupakan suatu upaya dalam 

menanggung eksistensi spesies dan habitat agar tetap stabil 

dalam berinteraksi dengan perubahan lingkungannya 

(Sulistyawati, Widyatmoko & Nurtjahjaningsih, 2014). 

Tujuan dari konservasi genetik sendiri adalah untuk 

melindungi keanekaragaman secara maksimal, sehingga 

spesies makhluk hidup mampu beradaptasi dan berevolusi 

(Widyatmoko dan Shiraishi, 2013). Berkembangnya 

teknologi genetika molekuler akan memberikan perubahan 

ilmu dari konservasi genetik menjadi konservasi genomik 

(Byrne, 2018). Kegiatan konservasi genetik sangat 

membutuhkan kontribusi genetika molekuler, karena pada 

bidang genetika memiliki keterkaitan antara struktur 

dengan aktivitas materi genetik dalam makhluk hidup, 

terutama pada gen-gen pengatur sifat. Sehingga, genetika 

molekuler mempunyai peran penting dalam 

mengumpulkan berbagai macam informasi mengenai 

strategi penyusunan genetik dengan metode yang lebih 

efektif dan efesien. Penerapan genetika molekuler 

bertujuan untuk memperoleh berbagai macam informasi 

genetik dari spesies yang dilindungi, sehingga 
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keberadaannya dapat dipertahankan (Nurtjahjaningsih, 

Haryanti & Indrioko,2015). 

3. DNA Barcoding 

DNA barcoding merupakan salah satu teknik 

pengidentifikasian organisme berdasarkan dengan sekuen 

gen pendek yang telah terstandarisasi. Menurut Hebert 

dkk., (2003) sekuen DNA pendek dapat mengidentifikasi 

spesies secara tepat, cepat dan akurat.  Sehingga dapat 

membantu mengidentifikasi keanekaragaman hayati, 

filogeni dan evolusi. DNA barcoding memiliki keunggulan 

yaitu lebih murah dan lebih cepat dibandingkan metode 

berbasis DNA yang lainnya seperti Random Amplification of 

Polymorphic DNA (RAPD), Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP), Microsatellites (SSRs), Single 

Nucleotide Polymorphisms, Multi-locus Fingerprints, dan 

Allozymes (Protein-Electrophoresis). Diantara semua 

keunggulan, DNA barcoding ini sangat diandalkan 

kepabilitas dan kecepatannya dalam proses autentikasi 

produk profitabel. Berdasarkan keunggulannya tersebut 

DeSalle dan Goldstein (2019) melaporkan penggunaan DNA 

barcoding telah banyak dilakukan sekitar 2 tahun yang lalu 

dari tahun 2004-2018. Hal ini ditandai dari banyak nya 

jumlah artikel yang terbit yaitu sekitar 3.756 artikel. 
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DNA barcoding mampu memberikan solusi terkait 

identifikasi spesies yang dilakukan secara konvensional. 

Namun, bukan berarti taksonomi konvensional menjadi 

tidak penting, sebaliknya, DNA barcoding dijadikan sebagai 

pendekatan (tools) baru bagi seorang ahli taksonomi untuk 

melengkapi proses identifikasi dengan cepat (Waldchen, 

Rzanny, & Seeland, 2018). Teknik ini disebut juga sebagai 

taksonomi modern yang menggabungkan sekuen DNA 

dengan karakter morfologi untuk identifikasi dan klasifikasi 

spesies (Kowalska, Pniewski, & Latała, 2019).  Teknik DNA 

barcoding di bagi menjadi 4 bagian yaitu: ekstraksi DNA 

sampel, menentukan dan memperbanyak wilayah target 

DNA menggunakan PCR, pengurutan produk hasil PCR, dan 

penyesuaian hasil urutan dengan spesies yang sudah 

teridentifikasi pada pusat informasi (Database) seperti 

yang disajikan pada Gambar 2.4 (Kress 2012).   

 

 

 

 

 

 

Karakteristik yang harus dimiliki oleh DNA barcode yaitu 

sekuen DNA bersifat ortolog, variabilitas harus rendah 

Gambar 2. 4 Teknik DNA barcoding  (Kress 2012) 
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untuk membedakan individu yang masih dalam satu spesies 

dan variabilitas harus cukup untuk membedakan tingkat 

spesies. Selain itu, dalam pemilihan metode DNA barcode 

juga harus memperhatikan beberapa hal seperti bersifat 

homolog, harus ada dalam semua taksa yang akan 

dibandingkan, memiliki pengetahuan mengenai gen dan 

wilayah genom untuk mengembangkan primer yang akan 

digunakan, antara tingkat evolusi gen dengan tingkat  

takson harus sesuai dengan yang diteliti, dan mudah 

dialignment (Virgilio, Jordaens, & Breman, 2012).  

Pada penggunaan DNA barcoding harus 

memperhatikan pemilihan marka barcoding dan primer 

universal yang akan digunakan. Sumber DNA yang 

digunakan untuk DNA barcoding digolongkan berdasarkan 

lokasinya seperti mitokondria (mDNA), inti sel (nDNA), dan 

kloroplas (cpDNA). Terdapat beberapa region yang 

digunakan untuk pengidentifikasian DNA secara spesifik, 

seperti spesifikasi region mitokondria biasanya digunakan 

Cytochrome c oxidase I (CO1) dan Cytochrome b (Cyt b). 

Region tersebut tidak disarankan untuk mengidentifikasi 

mitokondria pada tumbuhan, hal ini dikarenakan tumbuhan 

memiliki mutasi yang lebih rendah dibanding hewan 

sehingga hasil dari variasi nya juga rendah. Sedangkan 

spesifikasi region yang disarankan untuk tumbuhan pada 
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kloroplas yaitu Gen ribulose-1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL), ndhF, atpB, 

psbA-trnH dan Gen maturase K (matK); spesifikasi pada 

region inti dapat menggunakan Internal Transcribed Spacer 

(ITS), Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2), Internal 

Transcribed Spacer 1 (ITS1), 18S, dan 16S (Jannah dkk., 

2021). Terdapat dua syarat dalam penggunaan penanda 

DNA barcoding yaitu variabilitas interspesies tinggi dan 

variasi intraspesies yang rendah (2%) (Kowalsk, Pniewski, 

& Latała, 2019). 

4. Region Internal Transcribed Spacer (ITS) 

Gen ITS biasa digunakan dalam penelitian tumbuhan 

ditingkat spesies dengan melihat daerah non coding dan 

digunakan untuk mengidentifikasi DNA tumbuhan yang 

letaknya di inti sel dengan primer universal (Ali dkk., 2014). 

Sekuen daerah ITS memiliki tingkat variasi lebih tinggi 

dan merupakan daerah evolusioner. Dalam urutan 

nukleotida sekuen ITS terdapat daerah coding dan non-

coding. ITS 1 dan ITS 2 merupakan daerah non coding yang 

letaknya berada diantara daerah coding yaitu rRNA 18S, 

rRNA 5.8S dan 26S (Articus 2004).  
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Gambar 2. 5 Sekuen daerah Internal Transcibed Spacer (Liu 
dkk., 2014) 

Daerah non- coding yaitu ITS 1 dan ITS 2 memiliki panjang 

sekitar 600 – 900 bp. Sedangkan daerah coding seperti 

rRNA 5.8S memilki panjang sekitar 2600 bp dan 26S 

memiliki panjang sekitar 3300 bp. Daerah pengkode 

merupakan suatu urutan yang sangat terkonveksi dalam 

menyimpulkan hubungan filogenetik dalam filum utama, 

sedangkan 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 (Ai dkk., 2010) 

Internal Transcibed Spacer pada bidang evolusi biasa 

digunakan sebagai pembanding di tingkat genus hingga 

spesies, mampu menjawab beberapa masalah filogenetik 

serta mampu memahami keanekaragaman pada tumbuhan. 

ITS memiliki beberapa kelebihan seperti mudah 

diamplifikasi, ukurannya yang relative kecil (600 - 900 

bp)(Ekasari, Retnoningsih, & Widianti, 2012), tingkat 
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perbanyakan lebih tinggi, banyak salinan gen rRNA, serta 

disetiap komponen nya terdapat derajat konservasi, dan 

derajat variasi yang dimiliki tinggi bahkan antar spesies 

terkait erat karena adanya penyisipan atau penghapusan 

sekuen. Selain itu, daerah ITS juga sangat bagus dijadikan 

sebagai salah satu kandidat DNA barcoding. Hal ini 

dikarenakan sekuen ITS mampu dijadikan sebagai penanda 

filogenetik karena dapat membentuk kelompok secara 

khusus, gambar yang dihasilkan lebih informatif, dan 

seringkali digunakan dalam rekonstruksi pohon filogenetik 

dari tingkat genus hingga spesies (Chen dkk., 2010). 

Menurut Aprilianingsih (2021) penanda DNA barcoding ITS 

mampu mendeskriminasi kedudukan Homalomena pexa 

dengan nilai akurasi 97%. Hal ini didukung oleh penelitian 

Mahmudah (2021)  yang membuktikan penanda ITS dapat 

digunakan dalam konfirmasi spesies dari suku Costaceae. 

5. Keanekaragaman Tumbuhan dalam Islam  

Islam telah menjelaskan di dalam AL-Qur’an 

bahwasannya Allah SWT telah menciptakan berbagai 

macam jenis tumbuhan di bumi dengan ciri khas nya 

masing- masing. Adanya keanekaragaman tumbuhan yang 

ada di bumi merupakan salah satu bukti kekuasaaan-NYA. 

Pembahasan mengenai tumbuhan terdapat didalam surah 

Ar-Rad ayat 4 Allah Berfirman:  
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نخَِيالٌ  عٌ وَّ زَرا ناَبٍ وَّ نا اعَا جَنّٰتٌ م ِ تجَٰوِرٰتٌ وَّ ضِ قِطَعٌ مُّ رَا وَفِى الْا

لُ بعَاضَهَا عَلٰى بعَاضٍ فِى  نفُضَ ِ احِدٍٍۙ وَّ قٰى بمَِاۤءٍ وَّ غَيارُ صِناوَانٍ يُّسا صِنا وَانٌ وَّ

نَ  قِلوُا مٍ يَّعا يٰتٍ لِ قوَا كُُلِِۗ انَِّ فِيا ذٰلِكَ لَْٰ  الْا

Artinya: Dan di bumi terdapat bagian-bagian yang 
berdampingan, kebun-kebun anggur, tanaman-tanaman, 
pohon kurma yang bercabang, dan yang tidak bercabang; 
disirami dengan air yang sama, tetapi Kami lebihkan 
tanaman yang satu dari yang lainnya dalam hal rasanya. 
Sungguh, pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda 
(kebesaran Allah) bagi orang-orang yang mengerti (Qur'an 
Kemenag. 2022) 

Surah Ar-Rad ayat 4 menerangkan bahwa Allah SWT 

telah menciptakan sesuatu secara berdampingan. Kata 

berdampingan pada ayat tersebut merujuk pada berbagai 

macam tanah yang ada di bumi. Contoh pada bagian tanah 

yang baik (subur) dapat menumbuhkan beranekaragam 

tanaman yang dapat dimanfaatkan oleh manusia, 

sedangkan pada tanah yang asin dan berpasir tidak dapat 

menumbuhkan berbagai macam tanaman (Katsir dan Ibnu 

2004). Menurut pendapat Ibnu Abbas, Mujahid, & Sa’id bin 

Jubair ayat ini mengandung beberapa bukti 

keanekaragaman tumbuhan yang diciptakan oleh Allah 

seperti pada potogan ayat yang memiliki arti berbagai 

macam tanaman, kebun anggur, serta pohon kurma yang 

bercabang dan tidak bercabang (Katsir dan Ibnu 2004). 

Salah satu keaneragaman tumbuhan yang terdapat di 

Indonesia adalah tumbuhan Diospyros. Kandungan ayat Al-
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qur’an di atas memberikan gambaran kepada kita untuk 

memperhatikan keanekaragaman yang sudah diberikan 

sebagai wujud rasa syukur. Salah satu bentuk rasa syukur 

dan peduli atas nikmat yang diberikan oleh Allah SWT. 

dengan melakukan dilakukan identifikasi tumbuhan 

Diospyros sp.  

B. Kajian Penelitian Yang Relevan  

Kajian penelitian yang relevan digunakan dalam 

penelitian ini meliputi: 

1) Discriminant Analysis of "Jinzaoshi" from Persimmon 

(Diospyros kaki Thunb.; Ebenaceae): A Comparative 

Study Conducted Based on Morphological as well as ITS 

and matk Sequence Analyses. Penelitian yang dilakukan 

oleh Tang dkk (2014) berhasil mengkonfirmasi 

tumbuhan “Jinzaoshi” asal China yang dikatakan mirip 

dengan kultivar Diospyros kaki Thunb berdasarkan 

penanda ITS dan matK. Hasil analisis filogenetik 

filogenetik menggunakan metode NJ dan ML 

menunjukkan bahwa tumbuhan “Jinzaoshi” tidak 

mengelompok dengan Diospyros kaki Thunb. yang 

mungkin tergolong dalam spesies baru dari marga 

Diospyros (Ebenaceae).  

2) Polymorphism of Simple Sequence Repeat Regions of 

Sulawesi Ebony (Diosphyros celebica Bakh.) in 
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Experimental Forest of Hasanuddin University 

Provenance.  

Penelitian Larekeng, Restu, & Gusmiaty (2016) 

mengevaluasi kemampuan penanda mikrosatelit suku 

Ebenaceae untuk mengamplifikasi DNA Ebony dan 

untuk menentukan suhu annealing PCR yang sesuai. 

Hasil visualisasi alel menunjukkan sembilan dari 17 SSR 

primer mampu mengamplifikasi DNA Ebony dengan 

suhu annealing sekitar 530-560 C. sehingga, sembiran 

primer tersebut direkomendasikan sebagai studi masa 

depan dalam keragaman genetik serta analisis pola 

penyebaran serbuk sari. 

3) Variasi Fenotip dan Genotip Eboni (Diospyros Celebica 

Bakh.) pada Hutan Alam dan Hutan Tanaman Di 

Sulawesi Tengah dan Sulawesi Barat.  

Pada penelitian Wahyuningsih, Muslimi & Yusran 

(2017) dilakukan identifikasi molekuler untuk 

menentukan keragaman fenotipe dan genotipe antar 

populasi kayu hitam (Diospyros celebica Bakh.) di hutan 

di Sulawesi khususnya dari Sulawesi Tengah dan 

Sulawesi Barat. Hasil penelitian menunjukkan sembilan 

sampel daun yang diambil pada berbagai populasi eboni 

memperlihatkan kenampakan pola pita yang khas pada 

fragmen DNA yang berasal dari daerah Lende  
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4) Molecular Phylogenetics and Evolution.  

Pada penelitian Duangjai dkk, (2009) dilakukan 

Identitifikasi kekerabatan Diospyros berdasarkan pohon 

filogenik menggunakan urutan DNA dari delapan 

daerah plastid (rbcL, atpB, matK, ndhF, trnK intron, trnL 

intron, trnL-trnF spacer, and trnS-trnG spacer). Hasil 

penelitian ini mengkonfirmasi monophyly Diospyros dan 

memberikan gambaran yang lebih jelas hubungan 

dalam genus dibandingkan dengan penelitian 

sebelumnya. Bukti dari analisis filogenetik 

menunjukkan bahwa Diospyros menjajah kaledonia 

baru beberapa kali. Empat garis keturunan Diospyros di 

kaledonia baru juga berbeda dalam tingkat 

versifikasinya. Data molekuler menunjukkan bahwa 

satu garis keturunan adalah paleoendemik yang berasal 

dari spesies Australia purba. Tiga garis keturunan 

lainnya lebih dekat dengan beberapa spesies Asia 

Tenggara, dua di antaranya adalah neoendemik, dan 

satu telah menyebar dengan cepat baru-baru ini. 

5) Molecular phylogenetics of Malesian Diospyros 

(Ebenaceae) based trnL-F spacer sequences. 

Penelitian Wanda, Djuita, & Chikmawati (2021) telah 

berhasil menungkapkan informasi filogenetik serta 

keanekaragaman spesies Diospyros melalui DNA 
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barcoding terhadap 20 jenis Diospyros aksesi koleksi 

Kebun Raya Bogor, 40 Diospyros aksesi, dan empat 

aksesi outgroup yang diperoleh dari database NCBI. 

Primer barcode DNA yang digunakan berasal dari 

plastid (trnL-trnF Intergenic Spacer).  

Penelitian ini memiliki beberapa perbedaan dengan 

penelitian sebelumnya, seperti: tempat pengambilan 

sampel yang berbeda; nomor aksesi sampel yang 

digunakan berbeda; penelitian mengenai sampel 

Diospyros spp. yang berasal dari wilayah Sumatra belum 

pernah dilakukan; metode identifikasi penelitian 

sebelumnya hanya menggunakan pendekatan DNA 

barcoding, namun pada penelitian ini menggabungkan 

pendekatan secara morfologi dan molekuler berupa DNA 

barcoding; metode penelitian DNA barcoding sebelumnya 

menggunakan 8 primer berupa rbcL, atpB, matK, ndhF, 

trnK intron, trnL intron, trnL-trnF spacer, and trnS-trnG 

spacer, sedangkan pada penelitian ini menggunakan 

primer Internal Transcribed Spacer (ITS). 

Berdasarkan perbedaan tersebut, Penelitian mengenai 

Identifikasi Diospyros sp. Asal Sumatra Koleksi Kebun 

Raya Bogor Berdasarkan Karakter Morfologi dan 

Molekuler merupakan suatu penelitian baru yang 

sebelumnya belum pernah dilakukan. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

A. Tempat dan Waktu Penelitian  

Penelitian ini dilakukan pada tanggal 3 Januari - 25 

Februari 2022 di Laboratorium Treub, Pusat Riset 

Konservasi Tumbuhan dan Kebun Raya-BRIN. Analisis data 

dilakukan pada Oktober 2022 – Februari 2023 di 

Universitas Islam Negeri Walisongo Semarang dan di 

Herbarium Bogoriense (BO)-BRIN.  

  
 

   

                 
 

A 

B 

      Lokasi Pengambilan Sampel 
A. XXIV.A.264  
B. IV.C.106 

Negara Indonesia Prov. Jawa Barat 

Kota Bogor 

Kebun Raya Bogor 

Gambar 3.1 Peta Lokasi Penelitian. 
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B. Alat dan Bahan  

1. Alat  

Alat yang digunakan dalam kegiatan ini adalah 

timbangan analitik (Precisa), spatula, erlenmeyer 125 ml 

(Iwaki), gelas ukur 100 ml (Pyrex), gelas beker (Pyrex), 

microwave (Sharp), cetakan & sisir cetakan agarose, mortar 

dan pestle, gunting, alat tulis, plastik, label gantung, gunting 

dahan, kantoh teh, kamera, plastik koleksi ukuran 40 x 60, 

RHS Colour Chart, pisau, plastik zip lock, PCR-Thermal Cycler 

(Takara), mikropipet (Eppendorf) ukuran 0,1 μL -2 μL, 0,5 

μL- 2,5 μL, 2 μL-20 μL, 10 μL-100 μL, 100 μL-1000 μL. 

microtube ukuran 0,2 mL, 1,5 mL, 2 mL. microtip AXYGEN 

TR-222-C, TR-222 Y, blue tip 1000 (onemed), vortex (VWR-

Digital Vortex Mixer), spindown (EMS-Myfuge), heatblock 

(VWR-Dgital Heatblok), sentrifuge (Spectravuge 24D-

labnet), elektroforesis (Mupid & NyxTecnik), GelDoc (Bio-

RED EZ imager), UV Tray, PCU Komputer, kulkas (LG), 

frezeer (LG), rak microtube, pipet serologi (20 mL), dan bulp 

pipet. 

2. Bahan  

Bahan yang digunakan dalam kegiatan ini adalah pasir 

kuarsa, PCR Mix (2x Mytaq HS Red Mix), marker 

(Thermoscientific SM0311 1 kb DNA Ladder), Water 



29 
 

 
 

Double-distilled water (ddH2O) (Promega), silica gel, 

alumuinium foil, gel agarosa 1% (Thermoscientific), Buffer 

Tris-acetate EDTA (TAE) 1X (Ultra Pure Grade), primer rbcL 

forward (5’-ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT AAA GC -3’) 

dan reverse (5’- GTA AAA TCA AGT CCA CCRCG -3’) (CBOL, 

2009), primer ITS konsentrasi 5 μM forward (5’- ACG AAT 

TCA TGG TCC GGT GAA GTG TTC G -3’) dan reverse (5’- TAG 

AAT TCC CCG GTT CGC TCG CCG TTA C-3’) (Sun dkk., 1994), 

GelRedTM Nucleid Acid 10,000x In Water (Biotium 

41003), GeneJET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit 

K0971 (Thermo scientific), dan Etanol absolut (Merck).  

C. Metode  

1. Pengambilan Sampel 

Pengambilan sampel tanaman Diospyros sp. dilakukan di 

kawasan Kebun Raya Bogor di vak XXIV.A.264 dan IV.C.106 

yang disajikan pada Gambar 3.1. Langkah awal, tangkai 

tumbuhan yang berisi empat sampai delapan daun diambil 

dari masing-masing sampel pada Tabel 3.3 dan tiga helai 

daun digunakan sebagai sampel DNA. Daun dimasukkan 

dalam kantong teh, diberi label kemudian disimpan dalam 

toples yang berisi silica gel. Tangkai daun yang sudah 

diambil diberi label gantung berisi kode tanaman, nama 

tumbuhan, tanggal pengambilan dan nomor vak. tanaman, 
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kemudian dimasukkan ke dalam plastik sampel berukuran 

40 x 60.  

Tabel 3.1 Data Sampel 

No.  Nama 
Tumbuhan  

Kode 
sampel  

Lokasi 
Tumbuhan 

Asal koleksi  

1.  Diospyros 
sp.  

LZ 05 XXIV.A.264 Sumatra  

2.  Diospyros 
sp.   

LZ 08 IV.C.106 Sumatra 
Barat 

 

2. Pembuatan dan Pengamatan Karakteristik Morfologi 

Diospyros sp. 

Pengamatan karakteristik morfologi dilakukan dengan 

lagkah awal tiga tangkai tumbuhan yang berisi empat 

hingga delapan daun diambil dari masing-masing sampel 

Diospyros LZ 05 dan LZ 08. Setiap tangkai diberi label, 

didokumentasikan menggunakan kain hitam dan diberi 

penggaris sebagai alat kalibrasi. Sampel yang sudah 

didokumentasikan dibuat herbarium, langkah awal 

pembuatan herbarium yaitu sampel diletakan diatas koran 

dan ditutup, setiap sampel dibuat tiga spesimen herbarium 

yang diletakan pada koran berbeda sebagai ulangan. Setiap 

spesimen diberi tanda diatas koran. Semua sampel yang 

sudah dibungkus koran ditumpuk menggunakan kardus 

dan diletakan diantara dua sasak kemudian diikat. Sampel 

dimasukkan ke dalam oven selama tiga hari dengan suhu 
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600 C. setelah semua sampel kering, dilakukan pengamatan 

morfologi secara kualitatif dan kuantitatif.  

Pengamatan morfologi secara kuantitatif digunakan 

parameter organ generatif seperti batang, petiol, dan daun. 

Alat kalibrasi yang digunakan untuk pengukuran adalah 

penggaris. Panjang daun diukur dari ujung hingga pangkal 

daun, lebar daun diukur dari tepi kanan hingga kiri daun 

(bagian terlebar), dan rasio daun diukur mulai dari bagian 

terlebar daun hingga ke pangkal daun. Sedangkan, bagian 

batang diukur berdasarkan perkiraan tinggi seseorang. 

Pengamatan morfologi secara kualitatif mengacu pada 

buku “Manual of Life Architecture” karya Ellis dkk., (2009), 

“Clasification ogf The Architecture of Dicotyledonous Leaves”  

karya Hickey (1973) dan “The Kew Plant Glossary” karya . 

RHS Colour Chart digunakan dalam proses pengamatan 

warna pada semua bagian tumbuhan. Parameter utama 

pengamatan morfolologi terdapat pada Tabel 3.2. 

Tabel 3. 2 Parameter Pengamatan Morfologi  

No Ciri morfologi  Sifat Ciri Diospyros sp. 

XXIV.A.264 IV.C.106 

1.  Habitus    

 Batang    

2.  Percabangan    

3.  Warna   
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Tabel 3.2 Lanjutan 

No Ciri morfologi  Sifat Ciri Diospyros sp. 

XXIV.A.264 IV.C.106 

4.  Corak/ alur    

 Daun    

5.  Tipe    

6.  Bentuk   

7.  Ujung   

8.  Pangkal   

9.  Tepi    

10.  Letak    

11.  Warna 
Adaksial Daun 
Dewasa 

  

12.  Warna 
Abaksial Daun 
Dewasa 

  

13.  Warna 
Adaksial Daun 
Muda 

  

14.  Warna 
Abaksial Daun 
Muda 

  

15.  Permukaan 
Atas 

  

16.  Permukaan 
Bawah 

  

17.  Warna Tangkai 
Daun 

  

18.  Petiol daun   

19.  Gland   

20.  Letak Trikoma   
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Tabel 3.2 Lanjutan 

No Ciri morfologi  Sifat Ciri Diospyros sp. 

XXIV.A.264 IV.C.106 

 Tulang Daun    

21.  Warna    

22.  Vena Sekunder   

23.  Warna   

24.  Vena Sekunder   

25.  Vena tersier    

26.  Tinggi 
Tumbuhan 

  

27.  Panjang daun    

28.  Lebar daun    

29.  Panjang petiol    

30.  Rasio Panjang 
Lebar Daun 

  

 

3. Ekstraksi DNA  

Pada tahap penggerusan sampel yaitu satu helai daun 

dipotong kecil-kecil dengan gunting untuk memudahkan 

penggerusan. Pasir kuarsa ditambahkan sebanyak 1 spatula 

untuk memudahkan penggerusan dengan mortar & pestle. 

Setiap proses pemotongan sampel, gunting di sterilisasikan 

menggunakan alkohol dan setiap penggerusan sampel 

digunakan mortar dan pestle yang berbeda. Sampel yang 

sudah halus dimasukkan ke dalam 2 buah tube 2 mL. Tube 
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pertama digunakan sebagai sampel dan tube 2 mL kedua 

sebagai stock. Setiap tube diberi kode tanaman.  

Ekstraksi dilakukan menggunakan KIT berupa 

GeneJET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit K0971 

(Thermo scientific). Tahap pertama ekstraksi adalah Buffer 

A ditambahkan sebanyak 350 μL ke dalam setiap sampel 

lalu divortex. Buffer B ditambahkan sebanyak 50 μL dan 

RNAse ditambahkan sebanyak 20 μL, lalu divortek kembali. 

Setiap sampel diinkubasi dalam heatblock dengan suhu 600 

selama 20 menit dan  di inverting setiap 5 menit sekali. 

Larutan presipitasi ditambahkan sebanyak 130 μL, 

diinverting, dan diinkubasi di freezer selama 5 menit. 

Sampel disentifugasi selama 7 menit dengan kecepatan 

13.000 rpm. Supernatan hasil sentrifugasi diambil 400 μL 

dan dipindahkan ke dalam tube 2 mL baru. Larutan gDNA 

Binding Solution ditambahkan sebanyak 400 μL dan ethanol 

96% ditambahkan sebanyak 400 μL ke dalam tube yang 

sudah berisi supernatan. Sehingga larutan total didalam 

tube adalah 1.200 μL. Setengah dari larutan total (600 μL) 

dimasukkan ke dalam spin column, disentifugasi selama 1 

menit dengan kecepatan 8.000 rpm kemudian flow-through 

dibuang. Setengah larutan total (600 μL) dimasukkan ke 

dalam spin column, disentifugasi selama 1 menit dengan 

kecepatan 8.000 rpm kemudian flow-through dibuang. 



35 
 

 
 

Larutan wash buffer I ditambahkan sebanyak 500 μL ke 

dalam spincolumn, disentrifugasi selama 1 menit dengan 

kecepatan 10.000 rpm kemudian flow-through dibuang. 

Larutan wash buffer II ditambahkan sebanyak 500 μL ke 

dalam spincolumn, disentrifugasi selama 5 menit dengan 

kecepatan 13.000 rpm, flow-through dan tube dibuang, filter 

column dipindahkan ke tube 1,5 mL. Larutan Elution Buffer 

ditambahkan sebanyak 100 μL, diamkan selama 5 menit 

disuhu ruang, disentrifugasi 1 menit dengan kecepatan 

10.000 rpm, filter column dibuang. Hasil ekstraksi DNA 

berupa larutan yang terdapat didalam tube 1,5 mL. 

4. Verifikasi Hasil Ekstraksi DNA Menggunakan Sekuen 

rbcL 

Tahap amplifikasi menggunakan region rbcL dilakukan 

untuk konfirmasi keberadaan DNA hasil ekstraksi pada 

tahap sebelumnya, terdiri dari region PCR Mix dalam 

microtube berukuran 1,5 mL sebanyak 13 μL dengan 

komposisi enam μL PCR Mix (Taq polymerase), satu μL 

primer rbcL forward (5’-ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT 

AAA GC -3’), satu μL primer rbcL reverse (5’- GTA AAA TCA 

AGT CCA CCRCG -3’), dan tiga μL ddH2O, dan masing-masing 

sampel DNA ditambahkan sebanyak dua μL, di spindown 

sekitar 5-10 detik. Region PCR Mix dimasukkan ke dalam 

mesin Thermal Cycler untuk proses amplifikasi DNA selama 
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1.30 jam. Volume disesuaikan dengan larutan total yaitu 13 

μL. Amplifikasi region rbcL dimulai dengan pra denaturasi 

dengan suhu 94° C selama 1:30 detik, kemudian diulang ke 

35 siklus yaitu: denaturasi dengan suhu 94° C selama 15 

detik, annealing dengan suhu 52° C selama 15 detik dan 

elongasi dengan suhu 72° C selama 20 detik. Kemudian 

tahap post elongasi selama 4 menit dengan suhu 72° C dan 

simpan disuhu 40 C (CBOL, 2009). 

5. Amplifikasi Sekuen ITS  

Tahap amplifikasi sekuen ITS terdiri dari region PCR Mix 

yang disiapkan dalam microtube berukuran 1,5 mL 

sebanyak 50 μL dengan komposisi 25 μL PCR Mix (Taq 

polymerase), dua μL primer ITS forward (5’- ACG AAT TCA 

TGG TCC GGT GAA GTG TTC G -3’), dua μL primer ITS reverse 

(5’- TAG AAT TCC CCG GTT CGC TCG CCG TTA C-3’), 11 μL 

ddH2O, dan masing-masing sampel DNA ditambahkan 

sebanyak 10 μL, dispindown selama lima detik. Region PCR 

Mix dimasukkan ke dalam mesin Thermal Cycler untuk 

proses amplifikasi selama 1.20 jam. Volume disesuaikan 

larutan total didalam tube yaitu 50 μL. Amplifikasi Region 

ITS dimulai dari pra denaturasi dengan suhu 95°C selama 

satu menit, kemudian diulang ke 35 siklus yaitu:  denaturasi 

dengan suhu 95°C selama 15 detik, annealing dengan suhu 

58°C selama 15 detik dan elongasi dengan suhu 72°C selama 
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10 detik. kemudian masuk tahap post elongasi selama lima 

menit dengan suhu 72°C dan simpan disuhu 40 C (Sun dkk., 

1994).  

6. Elektroforesis dan Visualisasi DNA  

Teknik elektroforesis diperlukan gel agarosa dengan 

konsentrasi 1%, sehingga dibutuhkan serbuk agar 

sebanyak 0,8 gr yang dilarutkan dengan TAE 1X 80 mL, 

larutan dihomogenkan, Bagian mulut erlenmeyer ditutup 

menggunakan alumunium foil, diberi lubang. Larutan agar 

dimasukan ke microwave selama satu hingga dua menit 

sampai bubuk agar larut. Setelah selesai, gel red 

ditambahkan sebanyak 1 μL ke dalam agar, dihomogenkan, 

lalu larutan agar dimasukkan ke dalam cetakan. Penuangan 

larutan agar dilakukan satu arah sehingga pemadatan agar 

bisa merata. Setelah mengeras, cetakan sisir diangkat dan 

gel agar dipindahkan ke alat elektroforesis. Pastikan gel 

agar yang dimasukkan ke alat elektroforesis terendam TAE 

1X.  

DNA ladder 1 kb dimasukkan ke dalam sumur pertama 

sebanyak 2 μL, sampel DNA dimasukkan sebanyak 5 μL ke 

dalam masing-masing sumur, alat elektroforesis dinyalakan 

dan waktu diatur 45 menit dengan tegangan 100 Vol. 

Setelah selesai, gel diangkat dan pastikan tidak ada larutan 

TAE 1X yang terbawa. Gel dipindahkan ke atas layar UV Tray 
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dengan didorong secara perlahan dari cetakanya. Pastikan 

tidak ada gelembung di bawah gel dan posisi gel 

disesuaikan. Visualisasi DNA hasil elektroforesis dengan UV 

Tray tersebut dimasukkan ke dalam GelDoc (Bio-RED EZ 

imager). Kemudian hasil visualisasi DNA dapat dilihat di 

layar computer. 

7. Sekuensing  

Sekuensing dilakukan dengan mengirimkan produk PCR 

kepada pihak 1st Base Singapura, melalui PT. Genetika 

Science Indonesia.  

D. Analisis Data  

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisis 

menggunakan aplikasi berupa Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis (MEGA11) (Kumar dkk., 2018). Data awal 

yang didapat setelah melakukan sekuensing adalah sekuen 

DNA berbentuk kromatogram forward & reverse. Sekuen 

DNA forward & reverse dimasukan dan dicek kromatogram 

nya terebih dahulu, bagian ujung depan dan belakang 

sekuen forward & reverse dipotong (trimming) sebanyak 20 

basa nitrogen. Sampel disejajarkan (alignment) 

menggunakan ClustalW, dibuat contig dengan melihat 

perbedaan basa nitrogen antara forward dan reverse. Hasil 

contig dianalisis menggunakan BLAST (Basic Local Aligment 

Search Tool) di website genbank NCBI (National Center for 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Biotechnology Information (nih.gov). Hasil BLAST dari 

masing-masing sampel akan muncul 100 sekuen dan 

diambil lima sekuen terbaik dari setiap sampel berdasarkan 

nilai perc. Ident, E-value, dan Quary Cover tertinggi. Data 

hasil BLASTn diunduh dan di disejajarkan (alignment) 

dengan sampel menggunakan ClustalW pada aplikasi MEGA. 

Rekontruksi pohon dilakukan menggunakan neighbour 

joining (NJ) dan Kimura-2 parameter dengan nilai bootstrap 

1000 kali.   

Data selanjutnya dianalisis menggunakan situs website 

Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) 

https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/ab gdweb.html. 

File fasta hasil Alignment dimasukan pada halaman awal. 

Pengaturan pada nilai Pmax diubah menjadi 0,03 dan 

gunakan distance kimura.  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/ab%20gdweb.html
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

A. Deskripsi Hasil Penelitian  

1. Karakter Morfologi Diospyros sp.  

Persamaan karakter morfologi Diospyros sp. LZ05 & 

LZ08 merupakan ciri dari genus Diospyros berupa habitus 

pohon, percabangan pohon monopodial, tipe daun tunggal, 

letak daun berseling dan tepi daun rata. Karakter khusus 

sampel LZ05 berupa adanya kelenjar (gland) di bagian 

abaksial daun, vena sekunder Brochidodromous, memiliki 

trikoma di bagian ranting, petiol dan abaksial daun. 

Sedangkan, karakter khusus sampel LZ08 berupa trikoma 

yang terletak pada bagian tangkai dan petiol daun, vena 

sekunder Brochidodromous dan tegas, vena tersier 

Alternate percurrent dan ujung daun meruncing panjang 

yang disajikan pada Tabel 4.1.  

Perbandingan karater morfologi secara langsung antara 

sampel LZ05&LZ08 dengan semua koleksi Diospyros spp. di 

Herbarium Bogoriense menunjukkan terdapat 14 

persamaan karakter morfologi. Persamaan tersebut 

dimiliki oleh sampel LZ05 dengan Diospyros ferrea (Wild.) 

Bakh. dan sampel LZ08 dengan Diospyros sumatrana Miq. 

var. decipiens (Clarke) Bakh. asal Malay penn. yang disajikan 

pada Tabel 4.2. dan herbarium pembanding disajikan pada 
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Gambar 4.1 dan 4.2. Dokumentasi perbandingan karakter 

khusus morfologi Diospyros sp. XXIV.A.264 dan IV.C.106 

disajikan pada Tabel Lampiran 2.  

Tabel 4.1 Hasil Karakter Morfologi Diospyros sp.   

No Ciri Morfologi  Diospyros sp.  

XXIV.A.264 
(LZ05) 

IV.C.106 (LZ08) 

1.  Habitus Pohon  Pohon  
 Batang    

2.  Percabangan Monopodial  Monopodial  
3.  Warna Dark Greyish 

Reddish Brown 
Brownish Grey B   

4.  Corak/ alur  Coklat 
kehitaman 

Coklat  

 Daun    
5.  Tipe Tunggal  Tunggal   
6.  Bentuk Lanceolate  Oblanceolate  
7.  Ujung Meruncing  Meruncing  
8.  Pangkal Obtus  Attenuate  
9.  Tepi Rata  Rata  
10.  Letak Berseling 

(Alternate) 
Berseling 
(Alternate) 

11.  Warna 
Adaksial 
Daun Dewasa 

Dark Yellowish 
Green A  

Greyish Olive 
Green A 

12.  Warna 
Abaksial 
Daun Dewasa 

moderat Yellow 
Green C  

Moderat Yellow 
Green B 

13.  Warna 
Adaksial 
Daun Muda 

Strong Yellow 
Green A 

stong yellow 
green A 144 

14.   Warna 
Abaksial 
Daun Muda 

Strong Yello 
Green B 

stong yellow 
green C 143 

15.  Permukaan 
Atas 

Licin  Licin  
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Tabel 4.1 Lanjutan 

N
o 

Ciri 
Morfologi  

Diospyros sp.  
XXIV.A.264 (LZ05) IV.C.106 (LZ08) 

16.  Permukaan 
Bawah 

Ber trikoma  Halus  

17.   Warna 
Tangkai 
Daun 

Dark Greyish 
Yellowish Brown  

Moderat Olive 
Brown  

18.  Petiol daun porrect porrect 
19.  Kelenjar 

(Gland) 
Bintik Hitam  Tidak ada  

20.  Letak 
Trikoma 

Bagian abaksial 
daun, ranting, 

tangkai & petiol 
daun 

Tangkai, petiol 

21.  Warna coklat  coklat  
22.  Vena 

Sekunder 
Tidak tegas Tegas 

23.  Jumlah 
Vena 
Sekunder  

5-8 pasang 5-7 pasang 

24.  Ujung Vena 
Sekunder 

Brochidodromous Brochidodromous 

25.  Vena 
Tersier  

Random reticulate Alternate 
percurrent 

26.  Tinggi 
pohon  

± 6 M ± 8 M 

27.  Panjang 
daun  

6 – 8,8 cm 11 – 15 cm 

28.  Lebar daun  2- 3,5 cm 3,5–4,4 cm 
29.  Panjang 

petiol  
0,3 – 0,4 cm  0,4 – 06 cm 

30.  Rasio 
Panjang 
Lebar Daun 

3 – 4,1 cm  6 – 8 cm 
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A                                                      B 

Gambar 4. 1 Herbarium Diospyros sp. A: sampel Diospyros 
LZ05; B: D. ferrea (Wild.) Bakh 

 

         

A                                                              B 

Gambar 4. 2 Herbarium Diospyros sp. A: sampel Diospyros 
LZ08; B:  D.sumatrana Miq. var. decipiens (Clarke) Bakh 
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Tabel 4.2 Perbandingan Sampel LZ05 & 08, D.sumatrana Miq. var. decipiens (Clarke) Bakh. dan D. 
ferrea (Wild.) Bakh 

Ciri morfologi  Sampel LZ05 D. ferrea (Wild.) 
Bakh 

LZ08  D.sumatrana Miq. 
var. decipiens 
(Clarke) Bakh 

Tipe daun Tunggal  Tunggal Tunggal Tunggal 
Letak daun  Berseling  Berseling  Berseling Berseling  
Bentuk daun  Lanceolate Lanceolate Oblanceolate Oblanceolate 
Ujung daun  Meruncing Meruncing Meruncing Meruncing 
Pangkal daun  Obtus  Obtus Attenuate Attenuate 
Tepi daun  Rata  Rata  Rata  Rata  
Permukan adaksial 
daun 

Licin  Licin  Licin  Licin  

Permukaan 
abaksial daun  

Ber trikoma  Ber trikoma  Halus  Halus  

Kelenjar (Gland)  Ada  Ada  Tidak ada  Tidak ada 
Trikoma  Bagian abaksial 

daun, ranting, 
tangkai, petiol 
daun, dan daun 
muda 

Bagian abaksial 
daun, ranting, 
tangkai, petiol 
daun, dan daun 
muda 

Tangkai, petiol, dan 
daun muda  

Tangkai, petiol, dan 
daun muda 

Jumlah  Vena 
Sekunder  

5-8 pasang 5-8 pasang  5-7 pasang  5-7 pasang  
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Tabel 4.2 Lanjutan  

 

 

 

Ciri Morfologi Sampel LZ05 D. ferrea (Wild.) 
Bakh 

LZ08 D.sumatrana Miq. 
var. decipiens 
(Clarke) Bakh 

Alur Vena Sekunder  Tidak tegas  Tegas  Tegas  Tegas  
Ujung  Vena 
Sekunder 

Brochidodromous Brochidodromous Brochidodromous Brochidodromous 

Vena Tersier  Random reticulate Random reticulate Alternate 
percurrent 

Alternate 
percurrent 

Panjang petiol  0,3 – 0,4 cm  0,3 – 0,5 cm 0,4 – 06 cm 0,3 – 05 cm 
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2. Verifikasi dan Amplifikasi DNA Diospyros sp.  

Ekstraksi DNA Dispyros sp. asal Sumatra koleksi Kebun 

Raya Bogor dilakukan sesuai protokol GeneJET Plant 

Genomic DNA Purification Mini Kit K0971 (Thermo 

scientific). Verfikasi hasil ekstraksi menggunakan primer 

rbcL menunjukkan terdapat pita DNA sesuai target yaitu di 

rentang 400-500 bp yang disajikan pada Gambar 4.1 Hal ini 

menunjukkan bahwa kedua sampel berhasil diekstraksi 

menggunakan KIT GeneJET.  

 

Gambar 4.3 Verifikasi hasil ekstraksi Diospyros sp.; M: 
Marker; A; Sampel. LZ05; D: Sampel. LZ08 

Amplifikasi sampel Dispyros sp. LZ05 & LZ08 

menggunakan pasangan primer ITS berhasil dilakukan yang 

ditunjukan dengan adanya pita DNA pada hasil visualisasi. 

Rentang pita DNA hasil visualisasi sudah sesuai target, yaitu 

± 800 bp yang disajikan pada Gambar 4.2 Pita sampel LZ05 

terlihat sangat tipis dan tidak memenuhi standar untuk 

proses sekuensing. Sehingga perlu dilakukan proses 

    M     A    B     C     D 

250 bp   

500 bp   



47 
 

 
 

amplifikasi dan sekuensing ulang ke 1st BASE DNA 

Sequencing Services, Singapura. 

 

Gambar 4.4 Hasil visualisasi produk PCR Diospyros sp.; 5: 
Sampel Diospyros sp. LZ05; 6: Sampel Diospyros sp. LZ08 

Visualisasi sampel LZ05 menunjukkan terdapat pita DNA 

multiband disertai dengan excess primer. Pita DNA yang 

dipilih untuk tahap sekuensing yaitu pita DNA dengan 

rentang ± 800 bp yang disajikan pada Gambar 4.3.  

 

Gambar 4.5 Hasil visualisasi produk PCR Diospyros sp.; M: 
Ladder 1kb; L5: Sampel Diospyros sp. LZ05 

750 bp 

bp  500 bp   

1000 bp   

250 bp   

1000 bp   

750 bp 

bp  
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3. Elektroforegram Sekuen Diospyros sp.  

Data hasil sekuensing diterima dalam format AB1 

sebanyak dua file berupa file sekuen forward dan sekuen 

reverse. Data dari setiap file berupa elektroforegram yang 

terdiri dari empat warna pada setiap puncak-puncak 

kromatogram yang senada dengan jenis nukleotida seperti 

warna biru (Deoksitidilate /C), warna merah 

(Deoksitimidilate/T), warna hitam (Deoksiguanilate /G), 

dan warna hijau (Deoksiadenilate /A). 

Elektroforegram pada sampel Diospyros sp. LZ05 tidak 

terlalu bagus karena terlalu banyak peak tumpang tindih 

yang disajikan pada Gambar 4.4 Elektroforegram pada 

sampel Diospyros sp. LZ08 bagus karena puncak yang 

dihasilkan jelas serta saling terpisah antara puncak satu 

dengan puncak lain (tidak tumpang tindih) yang disajikan 

pada Gambar 4.5. 

Setiap sekuen pada sampel memiliki panjang yang 

berbeda-beda, pada sampel Diospyros sp. LZ05 memiliki 

panjang forward 616 bp dan reverse 682 bp yang disajikan 

pada Lampiran 3. Sampel Diospyros sp. LZ05 memiliki 

sekuen reverse yang tidak bagus sehingga proses analisis 

selanjutnya hanya dapat menggunakan sekuen forward 

(tidak ada contig). Pada sampel Diospyros sp. LZ08 memiliki 

panjang forward 885 bp dan reverse 885 bp yang disajikan 
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pada Lampiran 4, hasil dicontig Diospyros sp. LZ08 memiliki 

panjang 877 bp yang disajikan pada Lampiran 5.  

 

Gambar 4.6 Elektroforegram parsial hasil sekuensing 
sampel Diospyros sp. LZ05. Atas (forward); Bawah 

(reverse); Biru: Deoksitidilate (C); Merah:  
Deoksitimidilate (T); Hitam: Deoksiguanilate (G); Hijau: 

Deoksiadenilate (A) 

 

Gambar 4.7 Elektroforegram parsial hasil sekuensing 
sampel Diospyros sp. LZ08. Atas (forward); Bawah 

(reverse); Biru: Deoksitidilate (C); Merah:  
Deoksitimidilate (T); Hitam: Deoksguanilate (G); Hijau: 

Deoksiadenilate (A) 

4. Hasil BLASTn Diospyros sp. 

Analisis mengunakan metode BLAST pada program 

Nucleotide BLAST (BLASTn) menunjukkan sampel 

Diospyros sp. LZ05 memiliki kemiripan dengan tiga spesies 

Diospyros dan 15 genus lain yang disajikan pada Tabel 
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Lampiran 6. Sedangkan sampel Diospyros sp. LZ 08 memiliki 

kemiripan dengan 23 spesies dari genus Diospyros yang 

disajikan pada Tabel Lampiran 7.  

Sebanyak tiga sekuen hasil BLASTn dari LZ05 dan lima 

sekuen dari LZ08 diambil untuk proses aligment dan 

pembuatan pohon filogenetik. Hasil BLASTn diambil 

berdasarkan nilai perc. Ident, E-value, dan Quary Cover 

tertinggi yang disajikan pada Tabel 4.4 dan Tabel 4.5.  

Proses pensejajaran (Aligment) sampel Diospyros sp. 

(LZ05 & LZ08), delapan sekuen hasil BLASTn, dan satu 

outgrup menggunakan program ClustalW disajikan pada 

Tabel Lampiran 9. Terdapat conserve sebanyak 396 dan 

variasi sebanyak 511 dari 11 sekuen yang disajikan pada 

Tabel Lampiran 10. Berdasarkan hasil perbandingan 

organisasi sekuen sampel LZ05 & LZ08 dengan Diospyoros 

stigrosa menunjukkan terdapat lebih banyak variasi pada 

bagian ITS 1 dan ITS 2 yang disajikan pada Tabel 4.3. 

Tabel 4.3 Perbandingan Jumlah Organisasi Sekuen ITS 

 18S ITS1 5.8 s ITS2 2.6S 

Conserve 104 154 125 206 89 
Variasi  59 110 6 66 4 
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Tabel 4.4 Hasil BLAST Sekuen sampel Diospyros sp. LZ05 yang diambil 

No. Deskripsi  Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover  

E Value Percent 
Identity 

Eccession 

1.  D.howii 346 346 85% 3e-90 79.52% KU378689.1 
2.  D.xishuangbannaensis 342 342 85% 4e-89 79.60% KU378828.1 

3.  D.stigrosa 267 267 26% 2e-66 98.04% MF171071.1 
_:1648-2649 

 

Tabel 4. 5 Hasil BLAST Sekuen sampel Diospyros sp. LZ08 yang diambil 

No. Deskripsi  Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover  

E Value Percent 
Identity 

Eccession 

1.  D.strigrosa 660 660 100% 0.0 80.85% MF171071.1 ; 
1620-2509 

2.  D. philippensis  592 592 82% 5e-164 81.88% KU378787.1 

3.   D.rubra 580 580 82% 1e-160 81.77% KU378750.1 

4.    D.rhombifolia 580 580 82% 1e-160 82.00% KU878686.1 

5.   D.maclurei   571 571 82% 7e-158 51.56% KU378746.1 
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Jumlah komposisi nukleotida hasil aligment 

menunjukkan sampel LZ05 tidak memiliki kesamaan 

dengan spesies hasil BLAST. Jumlah komposisi nukleotida  

sampel LZ08 memiliki kesamaan dengan Diospyros strigosa 

pada nukleotida G yaitu sebanyak 31.7%, Namun, terdapat 

perbedaan pada  komposisi nukleotida A sebanyak 1,8%, C 

sebanyak 4.5% dan T(U) sebanyak 2.5%. Rata-rata 

persentase komposisi nukleotida banyak mengandung 

nukleotida C sebesar 34.7% dan G sebesar 32.1% yang 

disajikan pada Tabel 4.6 dan Tabel 4.3.  

Tabel 4.6 Komposisi Nukleotida Sampel Diospyros sp. 
LZ05&LZ08, 8 Sekuen Hasil BLASTn dan 1 Outgrup 

 T(U) C A G Total 

Sampel LZ08  17.5 28.7 22.1 31.7 878 
MF171071.1:1620-
2509 Diospyros 
strigosa 13.6 33.2 20.8 32.4 891 
MF171071.1 :1648-
2649 Diospyros 
strigosa 14.0 33.6 20.8 31.7 587 

Sampel LZ05  15.1 33.9 22.6 28.5 576 
KU378750.1:1-724 
Diospyros rubra 11.2 38.3 16.6 33.9 725 
KU378828.1:1-491 
Diospyros 
xishuangbannaensis 14.7 34.6 20.6 30.1 491 
KU378693.1:1-491 
Diospyros howii 14.5 35.0 20.2 30.3 491 
KU378787.1:1-727 
Diospyros philippensis 11.8 36.7 17.6 33.8 727 
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Tabel 4.6 Lanjutan  

 T(U) C A G Total 
KU378686.1:1-706 
Diospyros rhombifolia 13.0 35.8 18.8 32.4 707 
KU378746.1:1-732 
Diospyros maclurei 11.5 37.4 17.1 34.0 732 
DQ499077.1 Euclea 
crispa subsp. Linearis 13.2 35.9 18.5 32.4 638 

Rata-rata  13.6 34.7 19.5 32.1 676.6 

 

5. Analisis Filogenetik  

Hasil Aligment selanjutnya dikonstruksikan dalam 

bentuk pohon filogenetik menggunakan metode statistik 

Neighbor Joining (NJ) dengan parameter Kimura-2 

parameter model dan nilai bootstrap 1000 kali. Hasil pohon 

filogenetik dapat dilihat pada Gambar 4.6.  

Pohon filogenetik menunjukkan terbentuknya III klada 

berupa, klada I yang terdiri dari D. stigrosa, D. Stigrosa, 

D.xishuangbannaensis, D.howii dan sampel LZ05. Klada II 

terdiri dari D.philippensis, D.rubra, D.maclurei, dan sampel 

LZ08. Klada III terdiri dari D.rhombifolia. Sampel LZ05 

membentuk sub cabang dengan Diospyros stigrosa dengan 

nilai boostrap 98% dan sampel LZ08 membentuk sub 

cabang dengan Diospyros philippensis, Diospyros rubra dan 

Diospyros maclurei dengan nilai boostrap 99%.  
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Gambar 4.8 Pohon Filogenik Diospyros sp. Berdasarkan 
metode Neighbor Joining parameter Kimura-2 

parameter model dan nilai bootstrap 1000 

Analisis DNA barcoding dilanjutkan dengan menentukan 

nilai jarak genetik menggunakan pairwise distance yang 

menunjukkan nilai jarak genetik bervariasi. Jarak genetik 

terendah dimiliki oleh sampel LZ05 dengan 

Diospyros_xishuangbannaensis yaitu 0.255 dan sampel LZ08 

dengan Diospyros_maclurei yaitu 0.186. Nilai jarak genetik 

tertinggi sampel LZ05 dengan Euclea_crispa_subsp._linearis 

yaitu 0.499 dan sampel LZ08 dengan Diospyros_strigosa 

yaitu 0.505 yang disajikan pada Tabel 4.8.  

I 
III 

II 
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6. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) Diospyros 

sp. sekuen ITS 

Data DNA barcoding diperkuat menggunakan Automatic 

Bacode Gap Discovery (ABGD). Terdapat 3 gap yang 

dihasilkan pada histogram dengan rentang distance value 

dari 3%-48%. Hasil jarak divergensi terkecil sebesar 0.0100 

dan jarak divergensi terbesar yaitu 0.0300. Hasil analisis 

menggunakan ABGD menunjukkan terbentuknya 9 group 

yang disajikan pada Gambar 4.7 dan Tabel 4.7. Sampel LZ05 

masuk kedalam group kelima dan sampel LZ08 masuk ke 

dalam group pertama.  

 

Gambar 4.9 Divergensi intraspesifik pengelompokan 
spesies menggunakan ABGD 
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Tabel 4. 7 Pengelompokan sekuen menggunakan Automatic 
Barcode Gap Discovery (ABGD) 

Group 1 Sampel LZ08 
Group 2 MF171071.1:1620-2509 

Diospyros strigosa MF171071.1 
:1648-2649 Diospyros strigosa 

Group 3 Sampel LZ05 
Group 4 KU378750.1Diospyros rubra 
Group 5 KU378828.1:1-491 Diospyros 

xishuangbannaensis 
KU378693.1:1-491 Diospyros 
howii 

Group 6 KU378787.1:1-727 Diospyros 
philippensis 

Group 7 KU378686.1:1-706 Diospyros 
rhombifolia 

Group 8 KU378746.1:1-732 Diospyros 
maclurei 

Group 9 DQ499077.1 Euclea crispa subsp. 
linearis 

 

 

Gambar 4.10 Histogram Automatic Barcode Gap Discovery 

(ABGD)
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Tabel 4. 8  Jarak genetik sekuen Diospyros sp. menggunakan model kimura-2 parameter 

NO.   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1.   
MF171071.1:1620-
2509_D.strigosa            

2.  
MF171071.1_:1648-
2649_D.strigosa 0.007           

3.  
KU378750.1:1-
724_D.rubra 0.436 0.198          

4.  
KU378828.1:1-491_D. 
xishuangbannaensis 0.145 0.157 0.154         

5.  
KU378693.1:1-491_D. 
howii 

0.160 
0.172 0.148 0.029        

6.  
KU378787.1:1-727_D.  
philippensis 0.427 0.209 0.096 0.159 0.159       

7.  
KU378686.1:1-706_D.  
rhombifolia 0.405 0.171 0.174 0.155 0.166 0.178      

8.  
KU378746.1:1-
732_Dmaclurei 0.431 0.185 0.083 0.145 0.145 0.111 0.183     

9.  SAMPEL_LZ08 0.505 0.241 0.186 0.235 0.229 0.189 0.238 0.185    
10.  SAMPEL_LZ05 0.334 0.344 0.398 0.255 0.258 0.400 0.419 0.383 0.433   

11.  
DQ499077.1_Euclea_c
rispa_subsp._linearis 0.461 0.241 0.294 0.234 0.231 0.291 0.249 0.295 0.387 0.499  



58 
 

 
 

B. Pembahasan Hasil Penelitian  

1. Morfologi Sampel LZ05 &LZ08, D.ferrea (Wild.) Bakh 

dan D. sumatrana Miq. var. decipiens (Clarke) Bakh. 

Berdasarkan morfologi sampel LZ05 dan LZ08 

menunjukkan karakter khusus dari genus Diospyros berupa 

habitus pohon/perdu, tipe daun tunggal, letak daun 

berseling, tepi daun rata, dan beberapa jenis memiliki 

kelenjar (gland) pada bagian abaksial daun. Perbandingan 

morfologi yang digunakan hanya dari bagian daun karena 

tidak tersedianya organ generative. Namun, proses 

identifikasi tetap dapat dilakukan karena morfologi daun 

merupakan salah satu pusat taksonomi dan sistematika 

pada tanaman yang digunakan sebagai dasar pengenalan 

dan penyusunan pada klasifikasi tumbuhan (Viscosi dan 

Cardini, 2011).  

Hasil perbandingan sampel LZ05 dengan D.ferrea (Wild.) 

Bakh menunjukkan bahwa kedua sampel memiliki 

kesamaan karakter khusus yang menjadikan mereka mirip 

yaitu letak trikoma, bagian vena sekunder daun 

brochidodromous, vena tersier tipe random reticulate, dan 

adanya kelenjar (gland) pada bagian abaksial yang tidak 

dimiliki oleh setiap spesies Diospyros.  

Hasil perbandingan sampel LZ08 dengan D. sumatrana 

Miq. var. decipiens (Clarke) Bakh. menunjukkan bahwa 
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kedua sampel memiliki kesamaan karakter khusus yang 

menjadikan mereka mirip yaitu pada bagian alur vena 

sekunder yang tegas dengan tipe brochidodromous dan vena 

tersier berupa alternate percurrent. Pada penelitian Fujita 

(2006) menjelaskan bahwa setiap jenis tumbuhan memiliki 

pola vena yang berbeda-beda. Namun ukuran daun sampel 

LZ08 lebih besar dibadingkan dengan D. sumatrana Miq. 

var. decipiens (Clarke) Bakh. Hal ini dapat dikarenakan 

morfologi daun dan luas daun dapat dipengaruhi oleh 

beberapa faktor lingkungan seperti intensitas cahaya dan 

suhu (Salisbury dan Ross 1992).  

2. Verifikasi dan Amplifikasi Diospyros sp. Asal 

Sumatra Koleksi Kebun Raya Bogor  

Verifikasi hasil ekstraksi menggunakan primer rbcL 

berhasil dilakukan yang ditandai dengan adanya pita DNA 

sesuai target yaitu 400-500 bp berdasarkan ukuran DNA 

Ieadder 1 kb (CBOL, 2009). Primer rbcL merupakan 

spesifikasi gen dalam kloroplas yang mengkode sub unit 

besar riboluse-1,5-bisphosphate carboxylase (RubisCo) dan 

sangat mudah diamplifikasi, sehingga bagus digunakan 

untuk memastikan keberhasilan proses ekstraksi (Hebert, 

dkk., 2003).  

Hasil visualisasi produk PCR sampel Diospyros sp. LZ05 

& LZ08 menggunakan ITS menunjukkan adanya pita DNA 
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yang sesuai target dari sekuen ITS yaitu 800 bp 

berdasarkan ukuran DNA Ieadder 1 kb (Chen, dkk 2010). 

Pita DNA sampel Diospyros sp. memiliki ketebalan yang 

berbeda-beda, pada sampel LZ05 terlihat adanya pita DNA 

tipis, sedangkan pada sampel LZ08 terlihat adanya pita DNA 

yang tebal dan terang. Secara kualitatif, pita DNA tipis 

menunjukkan bahwa konsentrasi DNA yang berhasil 

terekstraksi rendah, sedangkan pita DNA tebal dan terang 

menunjukkan konsentrasi DNA yang terekstraksi tinggi 

(Bernstein 2020).  

Hasil amplifikasi sampel LZ05 menunjukkan adanya 

excess primer dikarenakan sisa-sisa primer yang tidak 

menempel, sehingga menghasilkan pita DNA yang 

multiband/tidak spesifik.  Pita DNA yang dipakai untuk 

sekuensing berada pada rentang 800 bp karena sesuai 

dengan target dari sekuen ITS.  

3. Elektroforegram Sekuen Diospyros sp. 

Elektroforegram berfungsi untuk melihat kualitas 

sekuen serta letak mutasi pada gen (Dale, 2010). Hasil 

elektroforegram sampel Diospyros sp. LZ05 terlihat kurang 

baik karena puncak grafik pendek serta tidak terpisah 

antara puncak satu dengan puncak lain (ganda). Kualitas 

elektroforegram pada sampel LZ08 terlihat sangat baik 
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karena puncak grafik yang tinggi serta saling terpisah 

antara puncak satu dengan puncak lain (Bangol., 2014).  

Hasil sekuensing dengan adanya noise seperti pada 

sampel LZ05 dikarenakan adanya multi template sekuen 

yang mengganggu penentuan posisi basa pada DNA.  Hal ini 

sesuai dengan Naipospos,  Miftahudin & sobir (2014) yang 

menyatakan bahwa hasil suatu elektroforegram dapat 

dipengaruhi oleh multiple template dari suatu primer yang 

digunakan. Multiple template sendiri merupakan suatu 

sekuen atau plot yang dapat menghasilkan beberapa 

puncak pada setiap posisi basa nitrogen yang disebabkan 

oleh faktor primer ataupun kontaminan pada sampel.  

Hasil elektroforegram pada LZ05 tidak dibuat contig 

karena elektroforegram bagian reverse tidak dapat 

digunakan, sehingga proses analisis selanjutnya hanya 

menggunakan sekuen bagian forward dengan panjang 616 

bp. Sedangkan hasil contig dari sampel LZ08 memiliki 

panjang 877 bp. Pembuatan contig merupakan suatu 

pensejajaran dua arah (bi-direksional) yang memiliki 

keuntungan seperti dapat mencakup sekuen yang tidak 

dapat dibaca dan apabila terdapat kesalahan pada 

pembacaan sekuens DNA maka dapat dipastikan ulang 

dengan melihat sekuens komplementernya (Untu dkk., 

2015). 
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Hasil contig sampel LZ08 dan sekuen forward LZ05 

dianalisis menggunaan BLASTn pada pencarian similaritas 

sekuen (BLAST) yang menampilkan 100 spesies dengan 

kemiripan urutan basa nitrogen. Hasil BLAST tertinggi dari 

sekuen sampel LZ05 yaitu D.howii dengan nilai max/total 

score dan Quary cover yang tinggi. Namun, nilai percent 

identity yang dimiliki hanya 79.52%. Hasil BLAST dengan 

nilai percent identity tertinggi yaitu 98.04% dan E-value 

terendah yaitu 2e-66 dimiliki oleh D.stigrosa 

(MF171071.1:1648-2649) dengan nilai max/total score dan 

Quary cover yang rendah. Semakin rendah nilai persentase 

max/total score maka semakin sedikit kesamaan susunan 

basa nitrogen sekuen sampel dengan sekuen data genbank 

dan semakin rendah nilai Quary Cover maka semakin 

pendek panjang sekuen yang sesuai dengan panjang sekuen 

di genbank (Kusumah, Revi & kurniawati, 2017). 

Hasil BLAST tertinggi dari sekuen sampel LZ08 yaitu 

D.stigrosa dengan nilai percent identity 80.85% dan E-value 

0.0. Hasil BLAST dengan nilai percent identity 80-100% 

sudah dapat menunjukkan tingkat kesamaan atau 

kedekatan dari suatu spesies. Semakin tinggi niai perc. 

Identity maka semakin mirip karakter sekuen sampel 

dengan sekuen di genbank (Nurkholidah, 2019) dan 
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semakin rendah nilai E-value maka semakin signifikan 

kesamaannya (Nguyen dkk, 2015).   

4. Hasil BLASTn Diospyros sp. 

Sekuen hasil BLAST disejajarkan (Aligment) dengan 

kedua sampel dan 1 sekuen dari genus Euclea sebagai 

outgrup yang diambil dari GenBank NCBI berdasarkan 

region ITS. Proses pensejajaran (Aligment) menggunanakan 

program ClustalW dilakukan untuk melihat kesamaan dari 

urutan basa nitrogen sampel Diospyros sp. dengan beberapa 

sekuen lain. Hasil pensejajaran dari 934 bp sekuen 

menunjukkan adanya Gap yang disajikan pada Tabel 

Lampiran 9. Gap yang muncul pada proses pensejajaran 

disebabkan adanya conserve dan variasi pada daerah ITS 

yang menandakan terdapat perubahan mutasi pada sekuen 

berupa insersi, delesi ataupun penyusunan ulang materi 

genetik (Dharmayanti, 2011). Pensejajaran sekuen 

menunjukkan terdapat conserve sebanyak 396 dan variasi 

sebanyak 511 dari delapan sekuen. Perbandingan variasi 

pada daerah 18S, ITS 1, 5.8S, ITS2 dan 2.6S menunjukkan 

bahwa variasi terbanyak berada pada daerah ITS1 dan ITS2. 

Hal ini sesuai dengan Aprilianingsih (2021) yang 

menyatakan bahwa banyak nya variasi pada daerah ITS 

dikarenakan ITS merupakan daerah dengan laju evolui yang 

cepat.  
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Analisis jumlah komposisi basa nitrogen bertujuan 

untuk mengetahui tingkat kemiripan makhluk hidup 

berdasarkan laju mutasi dan laju evolusi. Jumlah komposisi 

basa nitrogen sampel LZ05 tidak memiliki kesamaan 

dengan sampel pembanding. Sedangkan, jumlah komposisi 

basa nitrogen sampel LZ08 memiliki kesamaan dengan 

Diospyros strigosa berdasarkan basa G yaitu 31.7%. Analisis 

jumlah komposisi dan variasi basa nitrogen dapat dijadikan 

sebagai informasi untuk menentukan kesamaan genetik 

dan mendukung identifikasi atau kedekatan suatu spesies 

pada pengelompokan percabangan pohon filogenetik.  

Rata-rata komposisi basa nitrogen menjukkan bahwa 

basa nitrogen terbanyak terdapat pada basa C sebesar 

34.7% dan basa G sebesar 32.1%.  Hal ini sesuai dengan 

komposisi dari sekuen ITS yang mengandung banyak basa 

nitrogen C dan G dibanding dengan basa nitrogen lain 

(Aprilianingsih, 2021). Menurut penelitian Niu dkk., (2017) 

menjelaskan bahwa gen basa nitrogen C dan G yang tinggi 

memiliki laju mutasi, level rekombinasi dan densitas gen 

yang tinggi.  

5. Analisis Filogenetik  

Analisis filogenetik menggunakan metode Neighbor 

Joining (NJ) dan Kimura-2 Parameter (Kimura, 1980) 

dengan nilai bootstrap 1000 kali (Felsenstein, 1985) 
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menghasilkan panjang cabang yang berpengaruh pada 

posisi setiap sekuen, karena cabang pohon terbentuk 

berdasarkan tingkat variasi yang dipengaruhi oleh 

perubahan evolusi (William, Pearson & Gabriel Robins, 

1999). Metode Neighbor Joining (NJ) memiliki kelebihan 

yaitu tingkat perhitungan yang cepat dan menghasilkan 

pohon yang lebih akurat  (Kumar, dkk., 2018).  

Pohon filogenetik menggunakan Neighbor Joining (NJ) 

menunjukkan jenis percabangan monofiletik yang artinya 

mereka berasal dari satu nenek moyang yang sama. Cabang 

hasil dari filogram menunjukkan adanya kemiripan basa 

nitrogen pada masing-masing sampel (Ubaidillah dan 

Sutrisno, 2009). Terdapat III klada yang terbentuk, klada I 

menunjukkan sampel LZ05 berkerabat dekat dengan D. 

stigrosa dengan nilai bootstrap 98%. Klada II menunjukkan 

sampel LZ08 berkerabat dekat dengan D.philippensis, 

D.rubra dan D.maclurei dengan nilai bootsrap 99%. Nilai 

bootstrap menunjukkan tingkat kepercayaan topologi 

pohon hasil dari rekontruksi (Ubaidillah dan Sutrisno, 

2009). Pohon dengan nilai bootstrap ≥ 95% merupakan 

percabangan yang dapat dipercaya dan nilai bootsrap ≤50% 

merupakan percabangan yang tidak dapat dipercaya 

(Felsenstein, 1985). 
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Klada III terdiri dari satu spesies yaitu D.rhombifolia 

yang memisah dengan jenis Diospyros lain. Namun, 

D.rhombifolia masih memiliki hubungan kekerabatan 

dengan nilai bootstrap 54% dan percabangan yang panjang. 

Semakin panjang cabang yang tebentuk maka semakin 

besar perubahan evolusi yang terjadi, sehingga semakin 

jauh pula kekerabatannya (Zein dan Sulandari, 2009). 

Outgroup yang digunakan dalam pembuatan pohon berasal 

dari genus Euclea. Penambahan outgroup bertujuan untuk 

mengetahui karakter derivate dan primitif dari kelompok 

ingroup serta dapat menentukan titik awal pembentukan 

pohon filogenetik (Muzzazinah 2017).  

Analisis pohon filogenetik diperkuat oleh perhitungan 

jarak genetik. Analisis jarak genetik adalah suatu perbedaan 

gen yang dihitung melalui kuantitas numerik (Saitou and 

Nei, 1987). Analisis jarak genetik menggunakan parwise 

distance menunjukkan bahwa 8 sekuen Diospyros dan 1 

outgrup Euclea memiliki nilai jarak genetik yang bervariasi. 

Nilai dugaan dari jarak genetik menetukan hubungan 

kekerabatan antar spesies, semakin dekat kekerabatannya 

maka semakin rendah nilai jarak genetik suatu spesies 

(Ingman, 2000) 

Nilai jarak genetic terdekat dimiliki oleh LZ05 dengan 

dengan Diospyros xishuangbannaensis yaitu 0.255 dan 
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sampel LZ08 dengan Diospyos maclurei yaitu 0.185. Hal ini 

sesuai dengan kekerabatan hasil dari pohon filogenetik 

yang menunjukkan kedua sampel masih berada dalam satu 

klada yang sama. Sedangkan jarak genetic terjauh dimiliki 

oleh sampel LZ05 dengan Euclea crispa subsp. linearis yaitu 

0.499 dan sampel LZ08 dengan Diospyros_strigosa yaitu 

0.505. 

6. Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) Diospyros 

sp. sekuen ITS 

Analisis Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) dapat 

menentukan letak celah (gap) pada sekuen berdasarkan 

jarak intraspesifik dan interspesifik, sehingga dapat 

terbentuk suatu pengelompokan sekuen berdasarkan celah 

barcode (Puillandre, dkk., 2012). Nilai Pmax 0,03 atau 3% 

yang digunakan dalam analisis sekuen menunjukkan nilai 

threshold dalam menentukan spesies yang sama (Octavia, 

2022). Hal ini sesuai dengan Magoga, Fontaneto & 

montagna (2021) yang telah menjelaskan mengenai nilai 

minimal yang digunakan untuk determinasi tingkat jenis 

dalam batasan jarak yaitu sebesar 3% atau 0.03.  

Berdasarkan batasan jarak sebesar 3% menujukkan 

adanya tiga gap yang terbentuk. Nilai jarak pada histogram 

yang terbentuk menunjukkan jumlah sekuen pada jarak 

tersebut. Jarak sekuen yang terbentuk memiliki rentang 3% 
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- 48% yang meliputi dua sekuen DNA memiliki jarak 3%, 

dua sekuen DNA memiliki jarak 5%, terdapat lima sekuen 

yang memiliki jarak 18%, dan terdapat lima sekuen yang 

memiliki jarak 30%. Semua sekuen tidak memiliki jarak 

sebesar 8%, 33% & 38%.  

Sumbu X pada gambar divergensi menunjukkan jumlah 

group yang terbentuk dari pengelompokan sekuen dan 

sumbu Y menunjukkan nilai perbedaan jarak genetik. 

Partisi awal yang digunakan dianggap lebih stabil dan 

biasanya lebih baik mewakili kelompok yang didefinisikan 

oleh ahli taksonomi (Liu, dkk., 2014). Partisi awal yang 

digunakan untuk mengelompokan sekuen berasal dari nilai 

divergensi terendah yaitu 0.0100. Hal ini dikarenakan nilai 

divergensi rendah dianggap sebagai divergensi 

intraspesifik, sedangkan divergensi yang lebih tinggi 

merupakan divergensi interspesifik (Puillandre, dkk., 

2012).  

Hasil pengelompokan sekuen menunjukkan bahwa 

sampel tidak mengelompok dengan spesies hasil BLAST, 

dimana LZ05 berada pada group 3 dan LZ08 berada pada 

group 1. Hal ini menunjukkan bahwa sekuen sampel 

terpecah menjadi kelompok spesies yang berbeda selama 

deliminasi spesies dan sekuen pembanding yang 
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mengelompok merupakan spesies yang sama (Puillandre, 

dkk., 2012). 

Identifikasi sampel Diospyros sp. LZ05&LZ08 asal 

Sumatra koleksi Kebun Raya Bogor mengutamakan data 

morfologi dan menjadikan data molekuler sebagai 

pelengkap. Hal ini dikarenakan kurangnya data di genbank 

sehingga pendekatan molekuler tidak memenuhi syarat 

dalam identifikasi sampel LZ05&LZ08 hingga ke tingkat 

jenis. Pendekatan molekuler hanya dapat digunakan untuk 

mempercepat proses identifikasi dan menunjukan 

hubungan kekerabatan yang lebih jelas dibanding karakter 

morfologi (Kubicek and Harman, 1989).  

Proses identifikasi secara morfologi dapat dilakukan 

untuk menentukan jenis dari sampel LZ05&LZ08 meski 

tidak tersedianya organ generative, karena kedua sampel 

tersebut memiliki karakter khusus berupa adanya trikoma, 

letak trikoma, pola vena, dan juga adanya kelenjar (gland) 

seperti pada sampel LZ05. Perbandingan antara sampel 

LZ05&LZ08 dengan semua koleksi lengkap Diopyros spp. di 

Herbarium Bogoriense menjukkan bahwa sampel LZ05 

memiliki karakter morfologi dan ciri khusus yang mirip 

dengan Diospyros ferrea (Wild.) Bakh.  Sampel LZ08 

memiliki karakter morfologi dan ciri khusus yang mirip 
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dengan Diospyros sumatrana Miq. var. decipiens (Clarke) 

Bakh. asal Malay penn.  

 

C. Keterbatasan Penelitian  

Keterbatasan pada penelitian ini dapat dijadikan sebagai 

bahan pertimbangan bagi peneliti selanjutnya agar 

didapatkan hasil penelitian yang lebih baik, berikut 

beberapa keterbatasan pada penelitian ini antara lain: 

1. Pendekatan secara morfologi hanya menggunakan ciri 

khusus pada bagian vegetatif tanpa adanya organ 

generative, sehingga proses identifikasi hingga ke 

tingkat jenis sulit dilakukan; 

2. Kurangnya data sekuen Diospyros spp. menggunakan 

region ITS di genbank NCBI sehingga pendekatan 

molekuler tidak memenuhi syarat dalam identifikasi 

hingga ke tingkat jenis.   
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BAB V  

SIMPULAN DAN SARAN 

A. Simpulan  

Berdasarkan penelitian dan analisis hasil penelitian yang 

telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa: 

1. Diospyros sp. asal Sumatra koleksi Kebun Raya Bogor 

memiliki karakter morfologi berupa habitus 

pohon/perdu, tipe daun tunggal, letak daun berseling, 

tepi daun rata, dan beberapa jenis memiliki kelenjar 

(gland) pada bagian abaksial  daun. Diospyros sp. asal 

Sumatra dengan nomor koleksi XXIV.A.264 (LZ05) 

memiliki karakter morfologi khusus yang mirip dengan 

Diospyros ferrea (Wild.) Bakh. dan Diospyros sp. asal 

Sumatra dengan nomor koleksi IV.C.106 (LZ08) 

memiliki karakter morfologi khusus yang mirip dengan 

Diospyros sumatrana Miq. Var. decipiens (Clarke) Bakh. 

asal Malay penn.  

2. Karakteristik sekuen Internal Transcribed Spacer pada 

Diospyros sp. asal Sumatra koleksi Kebun Raya Bogor 

memiliki rata-rata komposisi basa nitrogen terbanyak 

pada basa C sebesar 34.7 % dan basa G sebesar 32,1%. 

Diospyros sp. asal Sumatra dengan nomor koleksi 

XXIV.A.264 (LZ05) memiliki karakteristik sekuen 

dengan panjang 616 bp dan Diospyros sp. asal Sumatra 
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dengan nomor koleksi IV.C.106 (LZ08) memiliki 

karakteristik sekuen dengan panjang 877 bp yang tidak 

jauh berbeda dari rata-rata sekuen ITS. 

3. Hasil analisis filogenetik menjukkan bahwa sampel LZ05 

berkerabat dekat dengan Diospyros stigrosa dan sampel 

LZ08 berkerabat dekat dengan Diospyros philippensis, 

Diospyros rubra dan Diospyros maclurei.  

 

B. Saran 

Berdasarkan keterbatasan penelitian dan analisis hasil 

penelitian ini, terdapat saran dari peneliti untuk diberikan 

kepada peneliti selanjutnya, antara lain:  

1. Penggunaan sekuen region lain (seperti trnL-trnF dan 

psbA-trnH) juga perlu dilakukan untuk mengetahui 

perbandingan keefektifan barcode dalam identifikasi 

Diospyros sp. secara molekuler 

2. Pendekatan secara morfologi akan lebih efektif jika 

terdapat bagian generative dari tumbuhan Diospyros sp. 

untuk proses identifikasi.  

3. Perlu mengupayakan penambahan jumlah database 

sekuen ITS Diospyros spp. sebagai pembanding penelitan 

selanjutnya.  
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Tabel Lampiran 2 Perbandingan Ciri Khusus Karakter morfologi sampel LZ05 dengan D.ferrea (Wild.) 
Bakh dan LZ08 dengan D. sumatrana Miq. var. decipiens (Clarke) Bakh 

Parameter XXIV.A.264 (LZ05) D.ferrea (Wild.) Bakh  IV.C.106 (LZ08) D. sumatrana Miq. var. 
decipiens (Clarke) Bakh 

Kelenjar 
(Gland)  

 
 

 

- - 

Secondary 
vein  
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Tabel Lampiran 3 Lanjutan 

Parameter XXIV.A.264 (LZ05) D.ferrea (Wild.) Bakh 
dan sampel LZ08 

IV.C.106 (LZ08) D. sumatrana Miq. var. 
decipiens (Clarke) Bakh 

Tersier 
vein 

 
    

Trikoma  
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Lampiran 4 Sekuen sampel Diospyros LZ05 hasil sekuensing 

>1st_BASE_4422295_LZ05_ITS_F 

ACCGAGCGGCGAAGTGGGCGGTTCGCTGCCGGCGACGTCGCGAG

AAGTCCACTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAAC

AAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGCCC

TGCAAGAGCAGAACGACCCGCGAACACGTAACTCTACTCCGTGC

CCGGCGGAGGGGGCGACCCTTCCCCGGCCACCCTCGTCGCGGGGG

GCGCGGGCGGGTGCGGCGGCCTCTGGCGACCTCGCGCCCCCTCGC

GAGCAGGAACCGACACGGGAACGGGACGCGCCAAGGAAAGACCA

AGACACCCATAACGGCCGCGACCCCCCCTACGGCCTTTAACGTGC

GCCACATCCTTCACTTACGCAAAAAGACCGTCTCTCGCAGATAT

GACGAATCTCGCATCGATGAATAACTGAGGTAAATGGCAAAATC

CGGGGGACTTTCAAAATTCCGAAAACCATCGAGGCTTTAAACCC

TTGTGCCGACGGAACCCATTCCGGGGAGGGAACCTCTGCGTGGG

CCTCACGCCCGCCGTCGCCCCCCCACCCCGCTTCGCCCCCCCACG

TGGACGGAAAACTGGGGCCCCGGTGCCCAAGAAGGCCCCC  

 

>1st_BASE_4422296_LZ05_ITS_R 

TTAGGGAACTCGTTAGTTTCTCTTCCTCCGCTTATTGATATGCT

TAAACTCAGCGGGTAGTCCCGCCTGACCTGGGGTCGCGTCGTGG

GCGACGCGCGGGGGCGTCGCTCGGGGGGTCGCGGGGGGGCACTC

CCGTCGATGAAGGGGCACTCCCCCAAAACCGAAAGTTTGACAAC

CACCACCGGCCCTGAACGCTGCCACCCGGATTCCCCTTTTTTGGC

CCAACGGGCCCTTGCCGGCACCGGGGGCCAACTTTCCGCCCCACC
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CCCCCCCCCCCCTCCCCCTGGGGGGAACAACCAGGGCGGGGGGGG

AAACGGCGTGTTTAACCCCAAGGAAAATTTCCCCCGGCCAAAAG

GTTTTCGGGCCAAATTTGTTTTAAAAAACTCAAGGTTTCAGGGA

ATTCTAAATTTCACCCAAAATTTCCTTTTTCCCTACTTTTTTCT

TCAATGAAAAACCCAAAAATTCCTTTGCGAAAACTCTTTTTGCT

AAGATAAAAAAACCCAACCCCCCGTCCCCCCCTTTGCGGGGCTC

CGGGCCNNTCTTTTTGTTTTATTTTTCCTTTGGCGCTTCCCGCC

CCGGTTTCCTTTTTCCTTCGCGAGGGGCCACGAAAAAGCCCGAA

GACGCCCCACCCACGCTCGCCCCCAAAGNNAGAGGCCCCCCGTA

AAGGGACAGAACTACTCCT 
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Lampiran 5 Sekuen sampel Diospyros LZ08 hasil sekuensing 

>1st_BASE_4414554_LZ08_ITS_F 

TGAGCGGGAATTGGCCGGTTCGCTGCCGGCGATGTCGCGAGAAG

TCCACTAAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAG

GTTTCCGTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCATTGTCGAGCCCCGC

GATAGCAGAACGACCCGTGAACCAGTTATATGCACGCTCAGGAG

GGGGCGACCCTTCCCGTCTCGCGGGGAGCTCGGACGCAGCCCCTC

GGCCGCGCCGCGTCTTCCCCGTGACGAACAATGAACACTGGCGC

TGGACGCTCCAAGGAATCGAAACGAACGGGCTGGCCCCGACCCT

CGCGAAGTCGGGGGAGACGAGGCGACGCTTTATTCGCGTTATGC

AAAACGACTCTCAGTAATGGATATCTTAGCTCTCGCATCGATGA

AGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCT

GTGAACCATCAAGTCTTTGAACGCAAGTTGCACCCAAAGCCAGA

CGCCGAGGGCACGTTTGCCTGGGCGTCACGCACGCCGTGGCCCCC

CGCCCTGTGCCGCCCTACCCCAATTGGATGGAGGGCGCTCGCAC

GGGCCGACGGGGGTGGAGTTTGGCCCCCTCATGCCCGCGAGGGC

GCGGTTGGCCGAAAAAGAGGGATCCGGGTGAGAGCGGTCACGGT

CGGCGGTGGTTGTCGATTAGGCCTTCGTGTCTCGGCGAGTGCCC

TCTCATAACGGGAATGCCCCGCTCGAGACCCCGGAAGGGGGACG

CCCCAGGGTGCCGCCCACGAAGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACT

ACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGTGCAGGAAAAGAAAC

TAACCAGGATTTCCCTAGTAACGGCGAGCGAACGGGGGAAATTC

TAAA 
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>1st_BASE_4414555_LZ08_ITS_R 

TANGGAACTGGGTTAAGTTTCTTTTCCTGCACTTATTGATATGC

TTAAACTCAGCGGGTAGTCCCGCCTGACCTGGGGTCGCTTCGTG

GGCGGCACCCTGGGGCGTCCCCCTTCCGGGGTCTCGAGCGGGGC

ATTCCCGTTATGAGAGGGCACTCGCCGAGACACGAAGGCCTAAT

CGACAACCACCGCCGACCGTGACCGCTCTCACCCGGATCCCTCTT

TTTCGGCCAACCGCGCCCTCGCGGGCATGAGGGGGCCAAACTCC

ACCCCCGTCGGCCCGTGCGAGCGCCCTCCATCCAATTGGGGTAG

GGCGGCACAGGGCGGGGGGCCACGGCGTGCGTGACGCCCAGGCA

AACGTGCCCTCGGCGTCTGGCTTTGGGTGCAACTTGCGTTCAAA

GACTTGATGGTTCACAGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGC

ATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCTAAGATATCCATT

ACTGAGAGTCGTTTTGCATAACGCGAATAAAGCGTCGCCTCGTC

TCCCCCGACTTCGCGAGGGTCGGGGCCAGCCCGTTCGTTTCGAT

TCCTTGGAGCGTCCAGCGCCAGTGTTCATTGTTCGTCACGGGGA

AGACGCGGCGCGGCCGAGGGGCTGCGTCCGAGCTCCCCGCGAGA

CGGGAAGGGTCGCCCCCTCCTGAGCGTGCATATAACTGGTTCAC

GGGTCGTTCTGCTATCGCGGGGCTCGACAATGATCCTTCTGCAG

GTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTCTCCTTCCTCTAAAT

GATAAGGTTTAGTGGACTTCTCGCGACATCGCCGGCAGCGAACC

GGCCATATCGCCGCGATCCGAACACTTCACCGACATNGAAATTC

GTAA 
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Lampiran 6 Sekuen hasil contig Diospyros sp. LZ08 

>LZ08 Hasil Contig 

GAAGTGTTCGGATCGCGGCGATATGGCCGGTTCGCTGCCGGCGA

TGTCGCGAGAAGTCCACTAAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGA

AGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCATT

GTCGAGCCCCGCGATAGCAGAACGACCCGTGAACCAGTTATATG

CACGCTCAGGAGGGGGCGACCCTTCCCGTCTCGCGGGGAGCTCG

GACGCAGCCCCTCGGCCGCGCCGCGTCTTCCCCGTGACGAACAAT

GAACACTGGCGCTGGACGCTCCAAGGAATCGAAACGAACGGGCT

GGCCCCGACCCTCGCGAAGTCGGGGGAGACGAGGCGACGCTTTA

TTCGCGTTATGCAAAACGACTCTCAGTAATGGATATCTTAGCTC

TCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAA

TTGCAGAATCCTGTGAACCATCAAGTCTTTGAACGCAAGTTGCA

CCCAAAGCCAGACGCCGAGGGCACGTTTGCCTGGGCGTCACGCA

CGCCGTGGCCCCCCGCCCTGTGCCGCCCTACCCCAATTGGATGGA

GGGCGCTCGCACGGGCCGACGGGGGTGGAGTTTGGCCCCCTCAT

GCCCGCGAGGGCGCGGTTGGCCGAAAAAGAGGGATCCGGGTGAG

AGCGGTCACGGTCGGCGGTGGTTGTCGATTAGGCCTTCGTGTCT

CGGCGAGTGCCCTCTCATAACGGGAATGCCCCGCTCGAGACCCC

GGAAGGGGGACGCCCCAGGGTGCCGCCCACGAAGCGACCCCAGG

TCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGTGCA

GGAAAAGAAACTAACCAGGATTTCCCTAGTAACGGCGAG 
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Tabel Lampiran 7 Tabel hasil BLASTn di NCBI sampel 
Diospyros sp. LZ05 

No. Nama Ilmiah Jumlah 
(Sekuen) 

1.  Diospyros howii 6 
2.  Diospyros Xishuangbannaensis 2 
3.  Diospyros stigrosa 1 
4.  Pelargonium minimum  1 
5.  Codonopsis javanica 1 
6.  Plukenetia loretensis 1 
7.  Plukenetia brachybotrya 1 
8.  Plukenetia stipellata 4 
9.  Plukenetia volubilis 4 
10.  Plukenetia lehmanniana 1 
11.  Caryodendron orinocense  1 
12.  Caryodendron grandifolium 1 
13.  Tragia tenuifolia 1 
14.  Tragia preussii 1 
15.  Tragia cf. petiolaris 1 
16.  Edmondia sesamoides 1 
17.  Pelargonium odoratissimum  1 
18.  Pelargonium ionidiflorum 1 
19.  Pelargonium grossularioides 1 
20.  Pelargonium exstipulatum 1 
21.  Pelargonium cotyledonis 1 
22.  Pelargonium album 1 
23.  Pelargonium tragacanthoides 1 
24.  Pelargonium fragrans 1 
25.  Pelargonium griseum 1 
26.  Pelargonium reniforme 1 
27.  Osteopermum ecklonis 1 
28.  Tanacetum vulgare 1 
29.  Pelargonium xerophyton 1 
30.  Pelargonium viscosissimum 1 
31.  Pelargonium triste 1 
32.  Pelargonium schizopetalum 1 
33.  Pelargonium pulchellum  1 
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Lanjutan  

No. Nama Ilmiah Jumlah 
(Sekuen) 

34.  Pelargonium pseudoglutinosum 2 
35.  Pelargonium panduriforme 1 
36.  Pelargonium nanum 1 
37.  Pelargonium luridum 1 
38.  Pelargonium limoneum 1 
39.  Pelargonium laxum 1 
40.  Pelargonium incrassatum 1 
41.  Pelargonium hirtun 1 
42.  Pelargonium glutinosum 1 
43.  Pelargonium gibbosum 1 
44.  Pelargonium vulgidum 1 
45.  Pelargonium englerianum  1 
46.  Pelargonium echinatum 1 
47.  Pelargonium denticulatum 1 
48.  Pelargonium cuculatum 1 
49.  Pelargonium crispum 1 
50.  Pelargonium citronellum 1 
51.  Pelargonium camosum 1 
52.  Pelargonium capitatum 1 
53.  Pelargonium australe 1 
54.  Pelargonium hirtipetalum 1 
55.  Pelargonium radicatum  1 
56.  Pelargonium radens  1 
57.  Pelargonium littorale 1 
58.  Pelargonium grandiflorum 2 
59.  Pelargonium desertorum 1 
60.  Pelargonium crassicaule 1 
61.  Pelargonium klinghardtense 1 
62.  Pelargonium gravaolens 1 
63.  Pelargonium appendiculatum  1 
64.  Pelargonium pillansii 1 
65.  Pelargonium wuppertalense 1 
66.  Pelargonium luridum 1 
67.  Pelargonium aff. lobatum 1 
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Lanjutan  

No. Nama Ilmiah Jumlah 
(Sekuen) 

68.  Pelargonium auritum 1 
69.  Pelargonium sp. 1 
70.  Valeriana officinalis 1 
71.  Pelargonium pillansii 1 
72.  Pelargonium wuppertalense 1 
73.  Pelargonium luridum 1 
74.  Pelargonium aff. lobatum 1 
75.  Pelargonium auritum 1 
76.  Pelargonium sp. 1 
77.  Valeriana officinalis 1 
78.  Pelargonium officinalis 1 
79.  Valeriana excelsa subsp. sambucifolia 1 
80.  Helichrysum italicum subsp. Picardi  2 
81.  Pseudognaphalium sandwicensium var 

hawaiiense 
1 

82.  Pseudognaphalium luteoalbu 1 
83.  Pseudognaphalium sp.  4 
84.  Valeriana dioca 1 
85.  Logfia minima 1 
86.  Pennantia endlicheri 1 
87.  Pennantia cunninghamii 1 
88.  Pennantia corymbosa 1 
89.  Pennantia baylisiana 1 

 Jumlah 100 
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Tabel Lampiran 8 Tabel hasil BLASTn di NCBI sampel 
Diospyros sp. LZ08 

No. Nama Ilmiah Jumlah 
(Sekuen) 

1.  Diospyros dumetorum 5 
2.  Diospyros stigrosa 1 
3.  Diospyros philippensis 7 
4.  Diospyros rubra 5 
5.  Diospyros rhombifolia 15 
6.  Diospyros maclurei 1 
7.  Diospyros discolor 1 
8.  Diospyros cathayensis 10 
9.  Diospyros mollis 3 
10.  Diospyros xiangguiensis 4 
11.  Diospyros armata 4 
12.  Diospyros morrisiana 4 
13.  Diospyros punctilimba 1 
14.  Diospyros susarticulata 2 
15.  Diospyros miaoshanica 8 
16.  Diospyros mun 1 
17.  Diospyros hasseltii 4 
18.  Diospyros tutcheri  3 
19.  Diospyros susarticulata 2 
20.  Diospyros howii 6 
21.  Diospyros vaccinioides 6 
22.  Diospyros siderophylla 6 
23.  Diospyros ebenum 1 

 Jumlah 100 
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Gambar Lampiran 9 Hasil alignment sekuen sampel, 8 sekuen 
hasil BLAST dan 1 outgrup Euclea 
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Gambar Lampiran 10 Bagian Gap conserve dan variasi hasil 
alignment sekuen sampel, 8 sekuen hasil BLAST dan 1 outgrup 
Euclea  
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