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ABSTRAK

Buah merah (Pandanus conoideus Lam.) adalah salah satu
tanaman endemik Papua dengan variasi kultivar yang tinggi.
Teknologi DNA barcoding digunakan untuk menjaga
keragaman genetik dalam upaya konservasi genetik. Gen matK
dipilih sebagai barcode karena memiliki variasi yang tinggi
dibandingkan dengan gen lain pada genom kloroplas tanaman,
sehingga efektif untuk identifikasi dan verifikasi tanaman.
Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan karakteristik
sekuens DNA dan analisis filogenetik berdasarkan gen penanda
matK dari kultivar buah merah yang berasal dari Timika dan
Nabire. Isolasi DNA pada sampel dilakukan dengan mengikuti
prosedur teknik manual Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(PROMEGA). Proses PCR dilakukan sebanyak 35 siklus, dan
hasilnya divisualisasikan melalui elektroforesis. Produk PCR
kemudian disekuensing di First Base (1st Base) Malaysia.
Analisis data dilakukan dengan menggunakan software
Molecular Evolutionary Genetics Analysis 11 (MEGA 11). Proses
aligment dilakukan menggunakan ClustalW dan data dianalisis
lebih lanjut menggunakan Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) yang tersedia di situs web National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Pohon filogenetik
direkontruksi menggunakan metode UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Average) dan perhitungan jarak
evolusi dihitung dengan menggunakan Tamura 3-parameter
dengan bootstrap replications 1000. Kedua sampel kultivar (P.
conoideus Lam.) asal Timika dan Nabire menunjukkan
kemiripan yang tinggi 99%. Dapat disimpulkan bahwa
keduanya merupakan spesies yang sama dan berkerabat dekat.

Kata kunci: DNA Barcoding, Pandanus conoideus Lam.,
molekuler.
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BAB 1
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Keanekaragaman hayati Indonesia, khususnya
tumbuhan, memberikan manfaat yang signifikan bagi
masyarakat (Sugiarti, 2023). Salah satu famili yang
selalu bersinggungan dalam kehidupan sehari-hari dari
tumbuhan HHBK (Hasil Hutan Bukan Kayu) adalah
Famili Pandanaceae (Sisillia et al., 2024). Penelitian
Sisilia et al. (2024) menunjukkan adanya pemanfaatan
famili Pandanaceae yang berbeda-beda antar wilayah di
Indonesia. Masyarakat Indonesia bagian timur
memanfaatkan Famili Pandanaceae, salah satu
contohnya yaitu Pandanus conoideus Lam. atau yang
dikenal dengan nama lokal buah merah, secara lebih
luas daripada masyarakat di wilayah lain di Indonesia.

Buah merah dengan berbagai variasi
kultivarnya memiliki nilai ekonomis yang tinggi karena
dapat dimanfaatkan sebagai bahan pangan (Mozes et
al, 2018), obat-obatan (Malik and Lestari, 2015) dan
produk untuk pemberdayaan masyarakat di wilayah
Indonesia bagian timur (Soni et al, 2023). Morfologi

setiap kultivar buah merah berbeda antara satu dengan



yang lain. Perbedaan ini dipengaruhi oleh faktor
genetik dan lingkungan. Buah merah membutuhkan
lingkungan lembab pada fase vegetatifnya (Wawo et al.,

2019).

Morfologi buah merah mempunyai bentuk,
ukuran dan warna buah yang bervariasi. Secara
morfologi warna buah merah ini terdiri dari dua
kelompok yakni merah dan kuning (Zebua et al, 2019).
Terdapat empat kultivar buah merah yang populer di
wilayah Pegunungan Tengah Papua yaitu Maler,
Bergum, Wona dan Wesi. Masyarakat setempat percaya
jika buah merah tumbuh di daerah yang berbeda, maka
nama Kkultivarnya juga berbeda. Oleh Kkarena itu,
identifikasi morfologi perlu dilakukan untuk
memetakan keberagaman buah merah secara akurat

(Wawo et al, 2019).

Pendataan dan identifikasi yang akurat ini
sangat penting dalam upaya konservasi genetik yang
mencakup tahapan taksonomi, morfologi dan DNA
barcoding (Halmschlag et al, 2022). Frankham et al
(2002) konservasi genetika merupakan salah satu dari

aplikasi ilmu genetika yang bertujuan



mempertahankan spesies sebagai entitas dinamis yang
memiliki kemampuan untuk mengatasi perubahan
lingkungan, dengan ruang lingkupnya mencakup
manajemen genetika populasi berukuran kecil,
pemecahan masalah ketidakpastian taksonomi,
penentuan unit manejemen intraspesifik, dan
penggunaan analisis genetik dalam kegiatan forensik

maupun dalam kajian biologi spesifik.

Analisis genetik yang digunakan dalam
konservasi genetik pada penelitian ini adalah DNA
barcoding. Dalam hal ini, penggunaan DNA barcoding
menjadi semakin penting sebagai teknik yang efektif
dalam konservasi genetik, melengkapi tahapan
taksonomi dan morfologi (Jannah, 2019). Identifikasi
spesies dilakukan sebagai langkah awal untuk
memastikan taksonomi suatu spesies dengan
mengamati ciri karakteristik tumbuhan seperti batang,

daun, bunga dan buah (Febriyanti, 2023).

Data morfologi dan DNA barcoding saling
mendukung dalam identifikasi spesies. Pendekatan
morfologi memberikan informasi visual dan karakter

fisik, namun seringkali terbatas jika spesies memiliki



kemiripan morfologi atau variasi morfologi yang tinggi
(Saleky dan Merly, 2021).Sementara itu, DNA
barcoding menggunakan sekuens DNA pendek dari gen
tertentu yang mampu mengidentifikasi spesies secara
cepat dan akurat, bahkan pada spesies yang sulit

dibedakan secara morfologi.

DNA barcoding memerlukan satu atau beberapa
gen penanda yang tepat (Martiansyah, 2021). Terdapat
dua gen penanda yang direkomendasikan oleh The
Consortium for the Barcode of Life (CBOL) untuk
identifikasi tanaman yaitu gen ribulosa-1,5- bifosfat
karboksilase (rbcL) dan gen maturase-K (matK). Gen
matK merupakan gen dengan variasi yang tinggi
dibandingkan dengan gen lain pada genom kloroplas
tanaman, sehingga dapat digunakan untuk identifikasi
dan verifikasi tanaman (Zoschke et al, 2010).
Penelitian yang dilakukan oleh Zebua et al. (2019)
menunjukkan bahwa enam kultivar sampel dari
Wamena yang diidentifikasi dengan menggunakan gen
matK memiliki kemiripan 99% dengan Pandanus
conoideus Lam., yang berarti bahwa gen matK dapat
digunakan untuk menentukan tingkat spesies pada

Pandan.
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Lokasi penelitian di Timika dan Nabire dipilih
karena keduanya memiliki jenis tanah yang berbeda.
Perbedaan ini disebabkan oleh kondisi ekologi dan
topologi yang mempengaruhi jenis kultivar yang cocok
tumbuh di suatu daerah. Sebagai contoh, penelitian
Batianoff dan Singh (2001) yang dikutip dalam
Sudarmono (2007) di Australia timur menunjukkan
bahwa kondisi tanah secara signifikan mempengaruhi
variasi jenis dan tingkat endemisitas tumbuhan

serpentin di dataran rendah dan dataran tinggi.

o oo e e o o

Gambar 1. 1 Jenis tanah Provinsi Papua



Nabire terletak dikawasan Teluk Cendrawasih yang
berpengaruh terhadap iklim dan kondisi alam.
(Maruanaya et al, 2023), tanah jenis Podsolik Coklat
Kelabu mendominasi kabupaten Nabire. Tanah
Podsolik coklat kelabu merupakan tanah yang bersifat
asam serta rendah unsur hara, oleh karena itu, tanah ini
tidak cocok untuk budidaya tanaman semusim (Suharta
dan Yatno, 2009). Sedangkan Timika memiliki
karakteristik pulau yang terbentuk karena endapan
pasir, lumpur dan bercampur tanah alluvial (Kalor et al,
2018).

Hal ini sesuai dengan jenis tanah yang dapat
diakses melalui laman (papua.go.id) bahwa kabupaten
Timika didominasi oleh tanah Organosol Aluvial yang
dapat dilihat pada Gambar 1.1. Tanah organosol
memiliki kandungan organik yang tinggi, namun tanah
ini cenderung bersifat asam (Wowor, 2013). Pada buah
merah asal Timika dan Nabire belum ada penelitian
yang menggunakan pendekatan morfologi dan DNA
barcoding dengan penanda gen matK. Hal tersebut
berarti hubungan filogenetik buah merah tersebut
dengan kerabat dekatnya yang terdaftar dalam sistem

NCBI belum pernah diidentifikasi.



B. Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian yang terdapat pada latar

belakang, rumusan masalah yang muncul dalam

penelitian ini yaitu:

1. Bagaimana perbandingan karakteristik sekuens
DNA berdasarkan gen penanda matK dari kultivar
buah merah (Pandanus conoideus Lam.) asal Timika
dan Nabire?

2. Bagaimana analisis filogenetik dari kultivar buah
merah (Pandanus conoideus Lam.) asal Timika dan
Nabire?

C. Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah dalam penelitian

ini, tujuan penelitian ini yaitu:

1. Membandingkan karakteristik sekuens DNA
berdasarkan gen penanda matK dari kultivar buah
merah (Pandanus conoideus Lam.) asal Timika dan
Nabire.

2. Menganalisis filogenetik dari kultivar buah merah
(Pandanus conoideus Lam.) asal Timika dan Nabire.

D. Manfaat Penelitian
Manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini

antara lain;



1. Manfaat teoritis

a.

b.

C.

Menambah referensi dan pemahaman
mengenai buah merah (Pandanus conoideus
Lam.) ditinjau dari sekuens matK dan ciri
morfologi.

Menambah data molekuler di NCBI.

Sebagai referensi untuk penelitian selanjutnya.

2. Manfaat praktis

a.

Bagi Peneliti

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat
meningkatkan  pengetahuan di  bidang
molekuler dan meningkatkan keterampilan di
laboratorium.

Bagi Instansi

Penelitian ini dapat mendukung misi program
studi Biologi untuk menyelenggarakan riset
dalam bidang biologi yang selaras dengan
kesatuan ilmu pengetahuan dan berwawasan
kearifan lokal.

Bagi Masyarakat

Sebagai acuan untuk memantau

keanekaragaman  hayati  dalam  upaya



perencanaan kawasan konservasi bagi buah

merah di wilayah Indonesia.



BABII
LANDASAN PUSTAKA

A. Kajian Pustaka

1. Buah Merah (Pandanus conoideus Lam.)

Buah merah (P. conoideus Lam.) adalah salah satu
tanaman endemik Papua. Tanaman ini termasuk dalam
kelompok pandan-pandanan, namun karena sebagian
besar buahnya berwarna merah, masyarakat Indonesia
menjulukinya sebagai buah merah. Zebua dan Walujo
(2016) mengklasifikan buah merah berdasarkan ciri
morfologi buah dan bijinya. Ukuran dan warna buah
bervariasi, ada yang berwarna merah dan kuning.

Beberapa kultivar yang ditampilkan dalam Gambar
2.1 dari penelitian Wawo et al. (2019) memperlihatkan
bahwa ukuran buah bervariasi antar kultivar. Kultivar
Bergum, Maler, Wona, dan Wesi memiliki ukuran buah
besar, sementara Uaghelu berukuran kecil, kelima
kultivar ini dapat tumbuh didaerah Jayawijaya.
Penelitian Aman et al (2019) menunjukkan bahwa
kultivar Edewewits, Memeri, dan Hibcau memiliki bentuk
penampang cepallum silinder meruncing. Panjang rata-
rata buah Edewewits dan Memeri berkisar antara 71-84

cm dengan berat 4-5,5 kg, sedangkan Hibcau memiliki

10
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panjang 47 cm dengan berat 4,2 kg. Ketiga kultivar ini
dapat tumbuh di daerah Manokwari, Universitas Papua.
Selain itu, Zebua et al. (2016) melaporkan kultivar
Sungkuar di daerah pegunungan Arfak-Manokwari.
Kultivar lain yang juga disebutkan adalah Yangeru
(kuning) dan Yangeru (merah) dari daerah pegunungan
Cyclops-Jayapura, serta kultivar Hene dan Pa dari

kabupaten Jayawijaya.

Yungsru

Hene Pa s -4 Sangkuar
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Gambar 2. 1 Macam-macam kultivar Buah Merah
(Baris atas (a) dari penelitian Wawo et al,, 2019; Baris
kedua (b) dari penelitian Aman et al, 2019; Baris ketiga
(c) dari penelitian Zebua et al,, 2016)

Penelitian eksplorasi yang dilakukan oleh Zebua et
al. (2016) mengungkapkan bahwa masyarakat Papua
memiliki sistem  Kklasifikasi tradisional untuk
membedakan varietas buah merah. Sistem klasifikasi ini
didasarkan pada karakteristik fisik buah, meliputi
ukuran buah, ukuran biji, warna buah, dan kualitas
minyak yang dihasilkan. Contoh beberapa bentuk umum
cepallum dari kultivar buah merah tersaji dalam Gambar
2.2. Menurut ilmu botani, istilah “cepallum” merujuk
pada buah, sedangkan istilah “drupe” merujuk pada biji,

seperti yang terlihat pada Gambar 2.3.

Gambar 2. 2 Bentuk umum cepallum dari beberapa
kultivar buah merah (Sumber: Sarungallo et al, 2019)
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Bulir (drupa)

Empulur
(pedicel)

Daging buah
(puip)

Biji

Gambar 2. 3 Diagram buah (a) Buah merah dengan
braktea (b) Buah merah utuh (cepallum) (c) Empulur
(pedicel) (d) Penampang melintang buah utuh dari buah
merah (e) Pemisahan biji dari empulur (f) Drupe dengan
sinkarp (g) Bulir (drupe) buah merah
(Sumber: Dokumentasi penelitian)

Klasifikasi dari buah merah (P. conoideus Lam.) menurut

ITIS (Integrated Taxonomic Information System) sebagai

berikut:
Kingdom : Plantae
Filum : Tracheophyta

Kelas : Liliopsida
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Ordo : Pandales

Famili : Pandanaceae

Genus : Pandanus Parkinson
Spesies : Pandanus conoideus Lam.

Allah SWT juga menjelaskan bahwa tumbuhan
memiliki karakteristik morfologi yang dapat diamati

dalam surah Al-An’am ayat 99

U520 o6 I8 S ey BB 2la Sl o U1 60T 505
G55 415 1338 Galls e JAA (05 USRS U5 &he £,50 s ds
5 T3J20,a3 ) 53T B 85 G0 BT 05T et 03

Oota 33 950 K05 Bl as

Artinya: “Dialah yang menurunkan air dari langit lalu
dengannya Kami menumbuhkan segala macam
tumbuhan. Maka, darinya Kami mengeluarkan tanaman
yang menghijau. Darinya Kami mengeluarkan butir yang
bertumpuk (banyak). Dari mayang kurma (mengurai)
tangkai-tangkai yang menjuntai. (Kami menumbuhkan)
kebun-kebun anggur. (Kami menumbuhkan pula) zaitun
dan delima yang serupa dan yang tidak serupa.
Perhatikanlah buahnya pada waktu berbuah dan

menjadi masak. Sesungguhnya pada yang demikian itu
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benar-benar terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah)

bagi kaum yang beriman.”

Penentuan kultivar berdasarkan karakter morfologi
organ buah merah dilakukan dengan meninjau beberapa
artikel yang ditulis oleh Santoso et al, (2011); Wawo et
al, (2019); (Sarungallo et al, 2019); dan Aman et al
(2019). Deskripsi karakter morfologi buah merah dari
masing-masing kultivar dapat dilihat pada Tabel 2.1.



Tabel 2. 1 Deskripsi karakter morfologi buah merah dari masing-masing kultivar

15

No Gambar Kultivar Karakterisasi Referensi
1. Monsor Warna buah merah tua mengkilap dan bulir buah Santoso et
telah bernas (berisi penuh) dan lebih lunak, buah al, (2011)
mengeluarkan minyak, bulir buah mudah dilepas
dari empulurnya dan daun seludung terbuka serta
mengering
2. Maler Panjang buah 85,33 cm, diameter buah 13 cm, Wawo et
berat kotor buah 9,65 kg, dan berat bersih buah al, (2019)
53 kg
3. 3 Bergum Panjang buah 83 cm, diameter buah 13,7 cm, berat Wawo et
= ; kotor buah 8,63 kg, dan berat bersih buah 4,75 kg al, (2019)
8
4. Edewewits Silinder meruncing memanjang dari pangkal dan (Sarungall
- tengah kemudian mengecil sampai ujung, panjang o etal,
: F buah 71-80 cm dan berat 4,6-6,4 kg 2019)




16

Tabel 2. 1 Lanjutan, Deskripsi karakter morfologi buah merah dari masing-masing kultivar

No Gambar Kultivar Karakterisasi Referensi
5. - Hibcau Buah membulat besar bagian pangkal dan Sarungall
g membesar pada bagian tengah kemudian o et al
S — mengecil sampai ujung, panjang buah 43-74 cm (2019)
dan berat 3,8-8,5 kg
6. Mbarugum  Buah membulat besar dari bagian pangkal Sarungall
kemudian mengecil sampai ke bagian tengahdan o et al
ujung, panjang buah 58-62 cm dengan berat 6,5- (2019)
9,3 kg
7. Wesi Buah berukuran besar, dengan berat bersih 3,05 Wawo et
kg dan berat kotor 5,45 kg, panjang buah 67 cm, al. (2019)
dan diameter buah 11,5 cm
8. Edewewits  Buah berukuran 4-4,7 kg, memiliki panjang 71- Aman et
74 cm dengan volume buah 0,0048-0.0051 m3 al (2019)

dan massa jenis buah 838,36-860,00 kg/m3
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Tabel 2. 1 Lanjutan, Deskripsi karakter morfologi buah merah dari masing-masing kultivar

No. Gambar Kultivar Karakterisasi Referensi

Uaghelu Buah berukuran kecil dengan berat kotor 3,5 Wawo et
kg da berat bersih 2,7 kg, panjang buah 54 cm  al. (2019)
dan diameter buah 10,7 cm

Memeri Buah berukuran 5,3-5,5 kg, memiliki panjang Aman et
80-84 cm dengan volume buah 0,0063- al (2019)
0.0069 m3® dan massa jenis buah 796,62-
835,92 kg/m?3

Hibcau Buah berukuran 4,2 kg, memiliki panjang 47 Aman et
cm dengan volume buah 0,0050 m3 dan massa al (2019)

jenis buah 839,62 kg/m3
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Tabel 2. 1 Lanjutan, Deskripsi karakter morfologi buah merah dari masing-masing kultivar

No. Gambar Kultivar Karakterisasi Referensi
12. Yangeru Buah kuning, memiliki ukuran panjang 40 Zebua
(kuning) cm, bentuk buah membulat, silindris dan dan
ujung buah tumpul Walujo
(2016)
13. Yangeru Buah berukuran 5,3-5,5 kg, memiliki Aman et
(merah) panjang 80-84 cm dengan volume buah al (2019)
0,0063-0.0069 m3 dan massa jenis buah
796,62-835,92 kg/m?
14. Kenen Buah berukuran kecil dengan rentang 3,7kg Wawo et
dengan panjang 58 cm al. (2019)
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Tabel 2.1 Lanjutan, Deskripsi karakter morfologi buah merah dari masing-masing kultivar

No. Gambar Kultivar Karakterisasi Referensi
15. Monsrus Buah berbentuk silinder yang membulat kecil Wawo et
_ pada bagian pangkal kemudian membesar al (2019)
[=—— —— pada bagian tengah dan mengecil dibagian
ujung, dengan panjang 42-52 cm, 1,3-2,8 kg
16. Menjib Buah berwarna kuning berbentuk silinder Wawo et
Rumbai meruncing yang membulat kecil pada bagian al (2019)

pangkal kemudian membesar pada bagian
tengah dan mengecil pada bagian ujung,
memiliki panjang 42-47 cm dengan berat 1,7-
2,2kg
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Persebaran tanaman buah merah merata di
seluruh Papua seperti terlihat pada Gambar 2.4 mulai
dari dataran rendah hingga dataran tinggi seperti
Jayapura, pegunungan Jayawijaya, Yahukimo, Mimika,
Merauke, daerah kepala burung meliputi Sorong,
Manokwari dan Nabire, serta kepulauan Biak dan Serui
(Maran et al, 2022). Wawo et al (2019) menemukan
dari hasil eksplorasinya bahwa buah merah di
Pegunungan Tengah Papua tumbuh di lingkungan yang
lembab, tekstur tanah berliat namun bercampur

dengan pasir.

Gambar 2. 4 Peta persebaran Pandanus conoideus Lam. di
Indonesia dan Papua New Guinea (GBIF, 2024)
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2. Konservasi Genetik

Konservasi genetik didefinisikan sebagai
aktivitas menjaga keberagaman genetik dalam
suatu populasi dan antarspesies. Dua alasan
mendasari pentingnya tindakan ini. Pertama,
dinamika perubahan lingkungan yang
berkelanjutan memerlukan adanya keragaman
genetik sebagai modal adaptasi, evolusi, dan
penyesuaian diri bagi makhluk hidup. Kedua, erosi
keragaman genetik dapat memicu potensi
perkawinan sedarah dan penurunan kebugaran
reproduktif (Frankham et al., 2002). Berdasarkan
urgensi ini, [IUCN merekomendasikan pelestarian
keragaman genetik sebagai salah satu dari tiga
prioritas konservasi global yang setara dengan
pelestarian  keanekaragaman  spesies  dan
pengurangan laju kepunahan.

Hal mendasar dalam konservasi genetik
adalah kejelasan taksonomi yang dapat diperoleh
melalui analisis morfologi maupun molekuler.
Kepastian ini penting untuk berbagai keperluan,
termasuk perlindungan hukum spesies terancam

punah, pemetaan distribusinya, penentuan status
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endemik atau invasif, serta identifikasi spesies
bernilai ekonomi (Utami & Budiantoro, 2022).
Dalam konteks ini, buah merah, yang merupakan
spesies endemik Papua (Maran et al, 2022),
menjadi salah satu contoh yang relevan. Meskipun
memiliki nilai penting, pengetahuan masyarakat
Indonesia tentang buah merah masih terbatas, dan
pemanfaatannya belum meluas di luar komunitas
lokal.

Dalam  konservasi  genetik,  upaya
pengelolaan konservasi spesies dengan
menggunakan pendekatan molekuler memegang
peranan yang sangat penting, seperti yang
dijelaskan oleh Frankham et al. (2002). Pada bidang
molekuler, penggunaan DNA barcoding menjadi
semakin penting (Jannah, 2019). Dalam penelitian
ini, marka DNA dianalisis menggunakan teknik DNA
barcoding, dengan fokus pada gen matK yang

berasal dari buah merah.

3. DNA Barcoding
DNA Barcoding diusulkan pertama kali oleh
Hebert et al (2003), yang menyebutkan bahwa

semua spesies organisme dapat diidentifikasi
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dengan menggunakan sekuens pendek dari gen
yang posisinya ada di dalam genom terstandarisasi.
Pemanfaatkan informasi genetik dari rangkaian
sekuens pendek DNA di wilayah gen harus
memenubhi tiga kriteria sebagai berikut: 1) memiliki
variabilitas dan divergensi genetik pada tingkat
spesies, 2) berisi daerah yang conserved untuk
membuat primer PCR, 3) memiliki panjang urutan
yang relatif pendek untuk memudahkan ektraksi
dan amplifikasi DNA (Rencellie et al, 2023).

DNA barcoding merupakan alat taksonomi
yang digunakan untuk mengidentifikasi spesies
dengan memanfaatkan satu atau lebih sekuens DNA
pendek yang terstandarisasi untuk tujuan
identifikasi takson (Antil et al, 2023). Selain itu,
data sekuens DNA mempunyai bentuk digital
sehingga memungkinkan semua orang dapat
mengaksesnya (Seprianto, 2017). Prinsip dasar
DNA barcode meliputi 2 tahapan utama, yaitu
mengisolasi dan memperbanyak target gen dengan
menggunakan teknik PCR.

Proses PCR memerlukan pasangan primer

yang spesifik untuk menargetkan gen yang diamati
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(Sunaryo, 2015). Consortium for Barcode of Life
(CBOL) mengusulkan berbagai gen penanda
molekuler seperti COI untuk hewan, ribulosa
bifosfat karboksilase (rbcL), maturase K (matK) dan
ITS untuk tumbuhan, dan gen 16S rRNA untuk
bakteri (Antil et al, 2023). Hewan memiliki penanda
genetik universal yaitu COI. Sebaliknya, tumbuhan
belum menemukan penanda molekuler yang dapat
digunakan secara umum untuk identifikasi spesies
(Hollingsworth et al, 2011).

Upaya untuk menemukan penanda genetik
yang berlaku umum pada semua jenis tumbuhan
masih terus dilakukan. Studi terbaru menunjukkan
bahwa gen ITS memiliki potensi besar untuk
menjadi penanda genetik universal pada tanaman,
meskipun penelitian lebih lanjut masih diperlukan
(Cheng et al, 2016). Selain itu, ada berbagai
prospek untuk DNA barcode, Menurut Barcode of
Life Data System (CboL) pada tahun 2009 gen
Kloroplas pada tanaman yaitu maturase K (matK)
dan ribulosa bifosfat karboksilase (rbcL) diusulkan
sebagai DNA barcode. Namun terdapat barcode



25

tambahan yang dapat digunakan yaitu urutan
sekuens trnH-psbA dan ITS (Hebert et al, 2004).
Gen penanda yang digunakan pada
penelitian ini yaitu gen matK. Gen ini dipilih karena
dapat membedakan tanaman sampai tingkat
spesies. Selain itu, gen matK memiliki kecepatan
evolusi yang tinggi dan urutan sekuens yang
bervariasi (Barthet 2006). Oleh karena itu, gen
matK dinilai lebih baik dan lebih akurat dalam
mengindentifikasi dan membedakan suatu spesies

(Kolondam et al. 2012).

4. Gen Maturase K

Maturase K adalah gen yang terdapat
didalam Kkloroplas yang mengkode protein
maturase  sebagai  katalis dalam  proses
penyambungan intron mRNA. Secara struktural,
gen matK terletak di antara dua exon gen trnkK.
(Su’'udi et al, 2023). Panjang keseluruhan gen matK
sekitar 1500 bp terlihat pada Gambar 2.5

rpst16pMtrnks

—

3506 a3 R 1368
s - -
F 1154 12168
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Gambar 2. 5 Struktur gen dan posisi primer matK

(Hilu and Liang, 1997)

Gen matK merupakan wilayah pengkodean
kloroplas secara konsisten berkembang pesat dan
konsisten menunjukkan tingkat deskriminasi yang
tinggi terutama pada Angiospermae (Mursyidin
dan Irfan, 2020). Penelitian terkait proses
identifikasi tanaman buah merah dari gen matK
dilakukan oleh Zebua et al (2019) yang bertujuan
untuk analisis kekerabatan kultivar buah merah
dari Wamena dengan kerabat dekatnya yang
terdaftar di NCBI. Proses identifikasi analisis
kekerabatan menggunakan gen matK menunjukkan
kemiripan yang tinggi yaitu 99% dengan Pandanus
conoideus Lam. dengan panjang urutan nukleotida
1474 bp.

Gen matK dianggap sebagai salah satu lokus
informatif yang digunakan dalam menentukan
hubungan filogenetik tanaman (Hilu et al, 2003).
Hal ini dikarenakan gen matK memiliki sifat
universal yang berarti gen matK dapat ditemukan
pada tumbuhan. Selain itu, sifat ini didukung oleh

perubahan pasangan basa DNA yang tinggi pada
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wilayah gen tersebut. Adanya tingkat substitusi
yang tinggi ini menghasilkan variasi urutan DNA
yang cukup besar antar spesies. Variasi urutan DNA
pada gen matK inilah yang kemudian dimanfaatkan
sebagai daerah barcode (Hollingsworth et al., 2011;
Lietal, 2011).

5. Sekuensing

Sekuensing DNA atau penentuan urutan
basa nukleotida dalam suatu fragmen DNA,
menghasilkan sekuens DNA. Informasi mendasar
ini krusial bagi pemahaman gen atau genom karena
memuat instruksi penting untuk perkembangan
organisme (Glick dan Patten, 2022). Proses
pengurutan asam nukleat ini memungkinkan
identifikasi kode genetik dalam molekul DNA. Lebih
lanjut, hasil sekuensing DNA dapat digunakan
untuk menentukan identitas maupun fungsi gen
atau fragmen DNA melalui perbandingan dengan
sekuens DNA yang telah diketahui (Rogers, 2011).

Sejak penemuan struktur 3D DNA oleh
Watson and Crick pada tahun 1953 (Watson dan
Crick 1953; Zallen 2003), telah banyak teknik

sekuensing yang sudah dikembangkan. Dalam
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penelitian Mohammad and Omid (2022),
sekuensing asam nukleat dikategorikan menjadi
tiga generasi. Generasi pertama penelitian ini fokus
pada pengurutan spesies RNA murni, seperti tRNA.
Proses ini memakan waktu selama 3 tahun dan
melibatkan 5 orang, dengan menggunakan 1 gram
bahan murni yang diambil dari 140 gram ragi untuk
menentukan 76 nukleotida (Holley et al, 1965).
Pada waktu yang sama, Fred Sanger
mengembangkan  metode  sekuens  dideoxy
berdasarkan untai DNA oleh enzim DNA
polimerase. Metode ini kemudian dikembangkan
lagi oleh Maxam dan Gilbert dengan melakukan
pendegradasian fragmen DNA secara kimia (Pierce,
2016). Alhasil, model Sanger adalah model
sekuensing yang banyak digunakan karena dapat
mengurutkan sekuens DNA dengan cepat dan
mudah dalam pengunaannya (Alex et al, 2020).
Metode Sanger bekerja dengan cara
menghentikan sintesis rantai DNA secara
terencana. Proses penghentian ini dicapai melalui
penambahan dideoxynucleotides triphosphates

(ddNTPs) seperti A, T, G, dan C, yang menyebabkan
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pemutusan untai DNA pada berbagai posisi. Dengan
demikian, urutan basa DNA dapat diidentifikasi.
Fragmen amplikon dengan panjang yang berbeda
dipisahkan pada gel yang berbeda untuk
sekuensing. Sequencer berbasis Sanger
menghasilkan panjang fragmen DNA sebesar 800-
1000 bp setiap proses sekuensing (Gupta and
Gupta, 2014).
6. Isolasi DNA

Isolasi DNA adalah teknik  untuk
mengisolasi DNA dari komponen sel lainya seperti
selulosa, protein dan RNA melalui lisis sel,
pemurnian dan presipitasi. Proses ini bertujuan
memperoleh DNA murni untuk berbagai aplikasi
molekuler seperti analisi genomik (Shyamkumar et
al, 2023). Proses pemerolehan DNA secara murni
melibatkan penghancuran atau lisis membran sel,
pemisahan DNA dari protein sel dan pemurnian
DNA. Tahap pemurnian DNA merupakan hal
terpenting dalam isolasi DNA karena tahap ini
dapat mengurangi jumlah kontaminan pada isolat

DNA seminimal mungkin sehingga dapat
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menentukan kemurnian dan konsentrasiisolat DNA
yang diperoleh (Sutanta et al., 2021).

DNA dapat diekstraksi dengan berbagai
cara, termasuk menggunakan buffer CTAB atau Kit
ekstraksi. Konsep ekstraksi DNA menggunakan
CTAB dan kit ekstraksi secara spesifik hampir
serupa, tetapi prosedur pengolahannya sedikit
berbeda (Tauhida et al, 2022). Buffer CTAB secara
universal digunakan untuk mengekstraksi DNA dari
bahan-bahan tertentu termasuk tanaman, hewan
dan bakteri (Aboul et al, 2019). Secara umum, kit
ekstraksi hanya digunakan untuk jenis sampel
tertentu seperti DNAeasy Plant Mini Kit untuk
isolasi DNA tanaman (Abdel et al, 2017).

7. Polymerase Chain Reaction

Polymerase Chain Reaction atau reaksi
berantai polymerase (PCR) merupakan teknik
amplifikasi gen in vitro yang memanfaatkan enzim
DNA polymerase 1 atau isolat dari Thermus
Aquaticus yang dikenal sebagai Taq Polymerase.
PCR berfungsi untuk mensintesis berulang kali
sekuens DNA spesifik pada kondisi termal siklik
(Lorenz, 2022). Metode PCR pertama kali
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diperkenalkan oleh Karry Mullis dari Cetus

Corporation (Williams et al, 1988) dengan

komponen yang diperlukan oleh reaksi PCR sebagai

berikut 1.) DNA template, yaitu fragmen DNA
sebagai cetakan, 2.) nukleotida (dNTPS) sebagai
bahan penyusun DNA baru, 3) Primer, sebagai
penanda awal replikasi 4) Enzim DNA Polymerase,
sebagai katalis reaksi serta, 5) Buffer reaksi sebagai
larutan penyangga untuk menjaga kondisi reaksi

tetap optimal (Triwibowo, 2006).

PCR terdiri dari lima tahapan yakni Pra-
Denaturasi, Denaturasi, Annealing, Extension dan
Pos-Extension. Penjelasan dari masing-masing
tahap adalah sebagai berikut:

1) Tahap Pra-Denaturasi memastikan DNA
template berada dalam keadaan tunggal sebelum
siklus PCR dimulai. Suhu yang digunakan pada
tahap ini umumnya sedikit lebih rendah
dibandingkan dengan tahap denaturasi utama,
dengan durasi 2-5 menit ini untuk
meminimalkan pembentukan struktur sekunder
pada DNA dan memastikan semua komponen

DNA siap diamplifikasi (Arifa et al., 2022).
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2) Tahap Denaturasi dalam PCR bertujuan untuk
memisahkan ikatan hidrogen antara pasangan
basa komplementer dari DNA untai ganda
menjadi untai tunggal pada suhu optimal sekitar
95°C selama 30 detik. Suhu denaturasi yang
tidak optimal dapat menyebabkan kegagalan
dalam amplifikasi DNA. Suhu yang terlalu rendah
akan menghambat  perlekatan  primer,
sedangkan suhu yang terlalu tinggi akan
menginaktivasi enzim DNA polymerase seperti
Taq Polymerase (Arifa et al., 2022).

3) Tahap Annealing melibatkan pendinginan DNA
yang terdenaturasi pada suhu berkisar antara
55-72 °C. Annealing memungkinkan primer
berikatan dengan DNA untai tunggal pada lokasi
komplemeternya masing-masing dimulai dari
ujung 3° DNA template (Ghannam, 2023).
Pengikatan primer ke situs komplementernya
pada DNA beruntai tunggal menghasilkan dua
molekul beruntai ganda. Untuk memulai fungsi
DNA polymerase, DNA untai ganda diperlukan
untuk terjadinya replikasi dan setelah itu DNA

polymerase mensintesis DNA dalam arah 3’
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hingga 5 menghasilkan untaian yang identik
dengan untaian cetakan (Green et al, 2019).

4) Tahap Extension
Pada tahap extension, enzim DNA polymerase
akan  menambahkan nukleotida secara
berurutan pada ujung 3’ primer, sehingga
membentuk untai DNA baru yang komplementer
dengan template DNA. Proses ini berlangsung
optimal pada suhu 72 °C selama 60-120 detik
(Deekshit et al., 2013).

5) Tahap Post-Extension
Tahap pemanjangan primer selama tahap

extension PCR (Deekshit et al., 2013).

8. Elektroforesis

Elektroforesis merupakan teknik
pemisahan molekul berdasarkan ukuran dan
muatan listriknya. Teknik ini sering digunakan
untuk memisahkan fragmen DNA. Prinsip kerjanya
adalah dengan menempatkan sampel DNA pada gel
agarose, suatu matriks berpori. Ketika arus listrik
dialirkan, molekul DNA yang bermuatan negatif
akan bergerak menuju kutub positif. Fragmen DNA

yang lebih kecil akan lebih mudah melewati pori-
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pori gel sehingga bergerak lebih cepat
dibandingkan fragmen DNA yang lebih besar
(Gumandi and Kandula, 2020).

Setelah proses migrasi selesai, fragmen
DNA akan dipisahkan berdasarkan ukurannya
membentuk pita-pita yang berbeda. Untuk
memvisualisasikan  pita-pita  DNA  tersebut
digunakan pewarna fluoresen seperti -etidium
bromide yang dapat berinteraksi dengan basa
nitrogen pada DNA. Saat diiluminasi dengan sinar
ultraviolet, @ DNA  yang terwarnai akan
memancarkan cahaya sehingga pita-pita DNA
menjadi terlihat jelas (Gumandi and Kandula,

2020).
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No /];ludrl;z lf;%r:}lllll; Metode Hasil Gap Penelitian
1. The DNA barcode of Ekstraksi DNA dilakukan Barcode DNA buah Penelitian dari
red fruit pandan dengan DNeasy Plant merah berdasarkan Zebua et al (2019)
(Pandanaceae) Mini  Kit  (QIAGEN), gen matK sepanjang menggunakan buah
cultivar from amplifikasi gen matK 1474 bp merah dari
Wamena, Papua menggunakan PCR, mengidentifikasi Wamena,
Province, Indonesia  visualisasi hasil PCR enam kultivar asal sedangkan
based on matK gene dengan  elektroforesis, Wamena hingga penelitian ini
(Zebuaetal, 2019) sekuensing dilakukan di tingkat spesies,yang menggunakan buah
PT Bioneer Indonesia, dikelompokkan merah dari Nabire
analisis data memakai sebagai satu jenis, dan Timika.
BioEdit versi 7.0 dan Pandanus conoideus.
BLAST (NCBI), serta
pembuatan pohon

filogenetik menggunakan
software khusus.
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No Judul/Penulis Metode Hasil Gap Penelitian

/Jurnal/Tahun
Clustal X versi 1.62b
dengan algoritma metode
Neighbour-joining
dengan 1000x replikasi.

2.  Buah Merah Metode eksplorasi yang Terdapat23 kultivar Metode penelitian
(Pandanus digunakan adalah buah merah di yang dilakukan
conoideus Lamk) wawancara  penduduk wilayah Wawo et al, (2019)
Bioresources lokal, pengamatan Pegunungan Tengah wupaya konservasi
Pegunungan Tengah morfologi tanaman, Papua. dengan ekplorasi
Papua: tanah, iklim mikro, Perkembangan buah serta identifikasi
Keanekaragaman spesies sekitar, serta dari muda hingga morfologi.
dan Upaya pengumpulan material matang berlangsung Sedangkan dalam
Konservasinya perbanyakan. selama 3-4 bulan penelitian ini
(Wawo et al, 2019) dan terbagi menjadi menggunakan

3 tahap. Upaya idemtifikasi
konservasi telah morfologi dan
dilakukan secara ex- molekuler

situ di Kebun Raya
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No Judul/Penulis Metode Hasil Gap Penelitian

/Jurnal/Tahun
Biologi  Beberapa
seperti Bergum,
Maler, Wona dan
Wesi telah
dibudidayakan.

3.  Morfologi dan Metode yang digunakan Pengamatan Penelitian yang
karakteristik tempat meliputi purposive morfologi dilakukan dilakukan Maran et
tumbuh tanaman sampling plot, pada karakter daun, al, (2022)
buah merah wawancara dengan Dbatang, akar, dan mengamati
(Pandanus responden masyarakat duri dari dua moroflogi buah
conoideus Lamk) di ~ setempat, observasi kultivar buah merah dari karakter

Kampung Eroma
Distrik Kurima
Kabupaten

lapangan, dan penelitian
dilakukan di Desa Eroma,
Distrik Kurima,
Kabupaten Yahukimo,
Provinsi Papua

merah, yaitu pendek
dan panjang.

daun, batang, akar
dan duri.
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No Judul/Penulis Metode Hasil Gap Penelitian
/Jurnal/Tahun
Yahukimo (Maran et tempat tumbuh Sedangkan
al, 2022) buah merah secara penelitian ini
liar dan dikebun melakukan
masyarakat  tidak pengamatan
berbeda secara menggunakan
signifikan. organ buah saja.
4.  DNA Barcoding of Metode ekstraksi DNA Analisis filogenetik Penelitian yang
Six Ethnomedicinal ~ dengan silika, identifikasi menggunakan dilakukan Joy et al,
and Economically morfologi di Biodiversity pendekatan N] (2021)
Important Pandanus Heritage Library, Genom menunjukkan menggunakan gen
Parkinson DNA di ekstraksi dengan bahwa trnH-psbA penanda molekuler
(Pandanaceae) in protokol Dneasy Plant memiliki matK, rbcl dan
the Philippines (Joy = Minikit Qiangen, Jerman). kemampuan yang trnH-. Sedangkan
etal, 2021). Amplifikasi gen penanda lebih baik untuk dalam penelitian ini
matK, rbcl dan trnH- menyelesaikan menggunakan gen
dengan KapaTaq PCR Kit. identitas spesiesdan penanda matK
Analisis sekuens dengan garis keturunan
SeaView Sequence eksklusif daripada
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No Judul/Penulis Metode Hasil Gap Penelitian
/Jurnal/Tahun
Aligner v.4, penentuan matK. Gen trnH-
jarak genetik psbA + matK yang
menggunakan Kimura 2- dirangkai mampu
Parameter (K2P) di menghasilkan
MEGA X resolusi spesies
yang lebih baik
5.  Genetic diversity, Metode ektraksi DNA keragaman genetik Pandanus
structure, and dengan metode CTAB, penanda boninensis dengan
demography of Amplifikasi wilayah mikrosatelit (SSR) gen penanda
Pandanus boninensis cpDNA—trnQ-rps16, berbasis Expressed cpDNA—trnQ-
(Pandanaceae) with matK, dan trnL-trnF Sequence Tag (EST), rpsl6, matK, dan
sea drifted seeds, dengan PCR, Urutan Kkeragaman trnL-trnF.
endemic to the nDNA dan cpDNA nukleotida dari Sedangkan
Ogasawara Islands diselaraskan urutan DNA nuklir, penelitian ini
of Japan: menggunakan clustalw, dan keragaman mengidentifikasi
Comparison dalam perangkat lunak haplotipe DNA Pandanus conoidues
between youngand  CodonCode Aligner kloroplas di pulau- Lam. dengan gen

pulau muda lebih

penanda matK
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No Judul/Penulis Metode Hasil Gap Penelitian
/Jurnal/Tahun
old islands (Setsuko  (Codon Code rendah daripada di
etal, 2020) Corporation) dan mega 5. pulau-pulau tua.
6. Identifikasi Jenis- Penelitian ini Di Pulau Pepaya, Penelitian yang
jenis Pandanaceae menggunakan  metode kawasan Taman dilakukan
di pulau pepaya deskriptif dengan teknik Nasional Teluk Parinding (2021)
pada kawasan survei lapang, Cenderawasih, mengidentifikasi
taman nasional wawancara semi- ditemukan tiga jenis secara morfologi.
teluk cenderawasih  terstruktur, dan studi pandan, yaitu Sedangkan dalam
(Parinding, 2021) literatur untuk Pandanus tectorius, penelitian ini
mengidentifikasi  jenis- Pandanus mengidentifikasi
jenis buah pandan di odoratissimus, dan menggunakan
Herbarium Pusat Pandanus karakter morfologi
Keanekaragaman Hayati polycephalus. dan molekuler

(PPKH) Universitas
Papua Manokwari.
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No /];ludrl:ll; lf;?rr:}llllllsn Metode Hasil Gap Penelitian
7.  Morfologi Buah Pengamatan  langsung Ukuran bulir Penelitian yang
Selama Tahap karakteristik morfologi mencapai dilakukan Santoso
Perkembangan dilakukan pada tiga maksimum saat et al, (2011)
Buah Merah kultivar buah merah buah matang dan mengamati
(Pandanus berumur 8 tahun pada mengeluarkan morfologi organ
conoideus) (Santoso empat tingkat minyak saat ditekan. buah selama masa
etal, 2011) kematangan: buah muda, Warna permukaan perkembangan
sedikit matang, matang, buah bervariasi buah. Sedangkan
dan lewat matang. antar kultivar, mulai dalam penelitian ini
dari merah muda mengamati organ
(buah muda) hingga buah saat buah
merah tua (buah sudah dipanen
matang)
8.  Identification Of Penelitian ini dendrogram yang Penelitian yang
Pandan Plant menggunakan tiga kode dihasilkan dilakukan Roslim (

(Benstonea Sp)
From Riau,

batang DNA: matK, rbcL,

menunjukkan
bahwa Pandan dari

2017)
menggunakan gen




Tabel 2. 2 Lanjutan. Penelitian terdahulu yang relevan

41

No /];ludrl:ll; lf;?rr:}llllllsn Metode Hasil Gap Penelitian
Indonesia Using dan intergenic spacer Riau memiliki penanda molekuler
Three Dna Barcodes trnL-trnF Metode hubungan terdekat matK, rbcl, dan
(Roslim, 2017) ekstraksi DNA dengan beberapa intergenic spacer

menggunakan Dneasy spesies Benstonea trnL-trnF.

Plant Mini Kit (QIAGEN), daripada Pandanus, Sedangkan dalam
amplifikasi DNA dengan Martellidendron, penelitian ini
PCR, Elektroforesis, dan Freycinetia. menggunakan gen
sekuensing.  Perangkat Dapat disimpulkan penanda matK

lunak BLASTn, BioEdit,
dan MEGA digunakan
untuk menganalisis data.

bahwa nama ilmiah

Pandan dari Riau
hanya dapat
ditentukan sampai

tingkat genus, yaitu
Benstonea sp. Hal

9.  The complete
chloroplast genome
of Pandanus

Ekstraksi DNA genomik
total dilakukan
menggunakan
FavorPrepTM Plant

Genom  Kkloroplas,
yang  panjangnya
157.839 bp,

mengandung total

Analisis data yang
digunakan dalam
penelitian Chin et al
(2024)
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No /];ludrlrllla/ 15?;:#:; Metode Hasil Gap Penelitian
amaryllifolius Roxb. Ekstraksi DNA genom 133 gen, termasuk menggunakan
ex Lindl. menggunakan Genomic 87 protein-coding NOVOWrap.Sedangkan
(Pandanaceae) and DNA Extraction Mini Kit (CDS), 38 tRNA, dan analisis data yang
its phylogenetic (Favorgen, Cina). Data delapan gen rRNA. digunakan dalam
relationship (Chin mentah diolah dengan Kandungan G/C penelitian ini
etal, 2024) NOVOWrap v1.20, secara keseluruhan menggunakan sofware
menggunakan urutan adalah 37,7%. MEGA-X
rbcL dari P. Analisis filogenetik
amaryllifolius menggunakan 79
(GenBank: MZ422731) CDS unik yang sama
sebagai benih. Genom mengungkapkan
dirakit dengan hubungan
Geneious Prime monofiletik di
v.2022.0.2. Pandanales.
10. Complete plastome Sekitar 6 Gb data bersih Plastom memiliki Pada penelitian Tan et

sequence of

dikumpulkan terhadap
plastom Carludovica

panjang 159.362 bp
dan mengandung

al, (2019)
menggunakan genom
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No Judul/Penulis Metode Hasil Gap Penelitian
/Jurnal/Tahun
Pandanus palmata (NC_026786.1) struktur gen plastom dari plastid atau
tectorius)Parkinson = menggunakan MITO bim angiosperma,Plastom Plastom (Genom

ex Du Roi
(Pandanaceae) (Tan
etal, 2019

v1.8. Plastom dianotasi
menggunakan Geneious
R8.0.2 terhadap plastom
Carludovica palmata
(NC_026786.1). Anotasi
dikoreksi dengan
DOGMA.

mengandung 114
gen, yang terdiri dari
80 gen pengkode
protein unik, 30 gen
tRNA unik, dan 4 gen
rRNA unik (5S rRNA,
4.5S rRNA, 23S rRNA,

dan 16S rRNA).
Kandungan A/T
secara keseluruhan

dalam plastom P
tectorius adalah
62,40%

Kloroplas).Sedangkan
pada penelitian ini
menggunakan whole
genom sequencing
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C. Kerangka Berpikir

Upaya identifikasi kultivar Pandanus conoideus
Lam. dari Timika dan Nabire dilakukan dengan
menggabungkan analisis morfologi dan molekuler.
Tujuan dari analisis morfologi adalah mengidentifikasi
kultivar berdasarkan karakteristik fisik buah melalui
studi literatur, observasi langsung, dan analisis fenetik.
Sementara itu, analisis molekuler bertujuan untuk
menentukan hubungan kekerabatan antar kultivar
menggunakan DNA barcoding dan analisis filogenetik.
Penggunaan kedua pendekatan ini diharapkan dapat
memberikan dasar ilmiah untuk mendukung program
konservasi kultivar buah merah. Gambaran umum
konsep penelitian ini disajikan dalam bagan alir di

Gambar 2.6.



[ Kultivar Pandanus conoideus

Lam. asal Timika dan Nabire
Pendekatan Morfologi

belum teridentifikasi

Pengamatan Spesmen

melmw
Buah Merah } [S‘w Qrean brrﬂ:d ]

Timika dan Na

Analisis Fenetik Data
Morfologl

Tendenchian Nama Kalowar
Busk Marsh aea] Tinsckes dan

Habire Berderian
Kanlmensk Organ Buah

Pendekatan Molekuler

Analisis Similaritas dan
Analisis Filogenetik

Upaya Konservasi

Gambar 2. 6 Alur kerangka berpikir penelitian
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BAB III
METODOLOGI PENELITIAN

A. Jenis Penelitian

Metode penelitian yang digunakan adalah kualitatif
deskriptif. Pendekatan ini dipilih karena DNA barcoding
berfungsi untuk mengidentifikasi jenis spesies
berdasarkan sekuens DNA tertentu, bukan untuk
mengukur jumlah atau frekuensi spesies dalam
populasi. Penelitian ini bertujuan untuk menggali dan
memperjelas fenomena identifikasi spesies melalui
DNA barcoding. Penelitian deskriptif dalam konteks ini
berfokus pada penggambaran Kkarakteristik dan
aplikasi DNA barcoding dalam penentuan spesies,
tanpa menguji hubungan antar variabel (Syahrizal dan
Jailani, 2023). Dalam DNA barcoding, selain
menggunakan metode kualitatif deskriptif, teknik lain
yang diterapkan adalah studi pustaka yaitu dengan
mencari referensi dari sumber internet, contohnya
sekuens DNA dalam BLAST (Hanfyah et al,, 2022).
B. Waktu dan Tempat Penelitian

Pengambilan sampel dilaksanakan pada bulan

September-Desember 2024 di dua lokasi yaitu

Kabupaten Timika dan Kabupaten Nabire, Provinsi

45
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Papua Tengah (Gambar 3.1.) Identifikasi secara
morfologi dan molekuler serta analisis data
dilaksanakan pada bulan Desember 2024 - April 2025
di Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Sains dan

Teknologi, Universitas Islam Negeri Walisongo

Semarang.
PETA ADMINISTRATIF = Legenda 7
LOKASI PENGAMBILAN SAMPEL IDENTIFIKASI DNA P $ . Lokasl Pengambilan Sampel Papua Tengah
BARCODING BUAH MERAH (Pandanus conoideus Lam.) A Kabupaten Nabire [ Nabire
ASAL PAPUA SEBAGAI UPAYA KONSERVASI ———— B.Kabupaten Mimika 1] Mimika

Gambar 3. 1 Lokasi Pengambilan Sampel A. Peta
Indonesia, B. Titik Lokasi Peta Papua, C. Peta (1)
Kabupaten Nabire dan (2) Kabupaten Timika (Sumber:
Google Earth Satelit QGIS 3.38.3)

A. Sumber Data

Sumber data adalah segala sesuatu yang dapat
memberikan informasi terkait data. Berdasarkan
teknik pengumpulannya, terdapat dua jenis data. Data
primer adalah data asli yang dikumpulkan langsung

oleh peneliti. Dalam penelitian ini, data primer



47

diperoleh melalui pengamatan morfologi dan
molekuler sampel buah merah dari Timika dan Nabire.
Sementara itu, data sekunder adalah data yang
diperoleh secara tidak langsung dari objek penelitian
melainkan dari situs internet atau referensi yang
relevan dengan topik penelitian. Contohnya, ciri
karakteristik buah merah yang digunakan dalam
pengamatan morfologi diambil dari beberapa referensi
artikel, dan sekuens DNA hasil BLAST yang digunakan
sebagai analisis data molekuler (Edi, 2016)

B. Metode dan Instrumen Pengumpulan Data
1. Alat dan Bahan
a. Karakterisasi Morfologi
Alat yang digunakan dalam penelitian ini
yaitu pita diameter, penggaris 30 cm
(BUTTERFLY), jangka sorong atau digital
scaliper 150 mm (KRISBOW), timbangan 100g
(STEELE), neraca analitik (METTLER TOLEDO),
Aplikasi Altimeter dan Google Earth, mikroskop
stereo, dan kamera HP.
Bahan tanaman yang digunakan dalam

penelitian ini adalah organ buah dan daun buah
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merah (P conoideus Lam.) dari Timika dan
Nabire, Provinsi Papua Tengah.
Karakterisasi Molekuler

Alat yang digunakan yaitu spatula,
Erlenmeyer 250 ml (IWAKI), gelas ukur 50 ml
(IWAKI), microwave, gel documentation set (BI0O
RAD), kit elektroforesis, mortar, pestle, gunting,
PCR-Thermal Cycler (SIMPLIAMP), Digital Dry
Bath (BIORAD), waterbath (LEICA)
microsentrifuge, oven, mikropipet (BIORAD),
BR-2000 vortexer (BIORAD), sentrifuge
(EPPENDORF 5424R), autoklaf (HIRAYAMA
HICLAVE HVE-50), UV Tray, PCU computer,
kulkas, dan rak microtube.

Bahan tanaman yang digunakan dalam
penelitian ini adalah organ buah dan daun buah
merah (P conoideus Lam.) dari Kabupaten
Timika dan Kabupaten Nabire, Provinsi Papua
Tengah. Bahan lain yang dibutuhkan dalam
penelitian ini antara lain Wizard® Genomic
DNA Purification kit PROMEGA, primer sub-
region matK, yaitu primer forward 5’-CGA TCT
ATT CAT TCA ATA TTT C-3’ dan primer reverse
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5-TCT AGC ACA CGA AAGTCG AAG T-3’
(Cuénoud et al, 2002), buffer TBE 1X (Tris-
Borate EDTA pH 8,3), Ready Mix PCR, primer
forward dan reverse primer, gel agarose, silica
gel, microtube, alumunium foil, pipet tip, etanol

absolut, GelRed, loading dye dan akuades.

2. Instrumen Pengumpulan Data

Identifikasi morfologi bertujuan menentukan
kultivar pada buah merah. Pengamatan morfologi
dua sampel organ buah dilakukan langsung. Warna
buah diamati secara visual, berat buah diukur
dengan penimbangan (kg), panjang buah diukur
dari pangkal hingga ujung (cm), dan bentuk
penampang buah diamati secara visual serta
didukung  referensi ilmiah. Karakterisasi
pengamatan morfologi menggunakan lembar
observasi pada Tabel 3.1 dari Aman et al. (2019).
Hal ini disebabkan P conoideus Lam. belum
memiliki panduan identifikasi morfologi buah
merah dan adanya keterbatasan sampling yang

hanya menggunakan organ buah.
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Identifikasi karakter molekuler dilakukan
dengan DNA barcoding, yaitu metode yang
menggunakan satu atau beberapa region DNA
untuk mengidentifikasi spesies (Khaira et al,
2024). Identifikasi molekuler diawali dengan
ekstraksi DNA untuk memperoleh DNA murni
dengan memisahkan DNA dari komponen lain
secara mekanis atau Kkimiawi. Selanjutnya,
dilakukan amplifikasi DNA dengan region matK,
diikuti proses sekuensing yang dikirimkan ke
penyedia jasa sekuensing. Terakhir, dilakukan
analisis data untuk mendapatkan hubungan
kekerabatan antar sampel dengan sekuens yang

terdaftar di NCBI.

3. Tahapan Penelitian

a. Pengambilan sampel

Lokasi pengambilan organ buah kultivar
buah merah (P. conoideus Lam.) di Kabupaten
Nabire dan Kabupaten Timika ditunjukkan
pada Peta Lokasi Administratif Gambar 3.1.
Lokasi sampel dipetakan menggunakan data
satelit QGIS 3.38.3. Data ketinggian (elevasi)

lokasi pengambilan sampel di Timika dan
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Nabire diperoleh dengan memanfaatkan
aplikasi  altimeter yang pengukurannya
didasarkan pada tampilan satelit dari Google
Maps. Buah merah yang diambil dalam keadaan
segar dan memiliki daun pelindung (braktea).
Untuk pengawetan, sampel daun dimasukkan
ke dalam kantong teh, diberi label, dan
dikeringkan dalam wadah berisi silika gel.
Sementara itu, buah disimpan dalam lemari
pendingin pada suhu -20°C untuk menjaga
sampel buah hingga proses identifikasi

morfologi dilakukan.

b. Identifikasi karakter morfologi
Pengamatan karakter morfologi pada
sampel Pandanus conoideus Lam. mengacu pada
artikel Santoso et al, (2011); Wawo et al,
(2019); (Sarungallo et al, 2019); dan Aman et al.
(2019), yang mencakup karakteristik organ
buah, meliputi buah utuh (cepallum) dengan
pengamatan warna, pengukuran panjang
menggunakan  penggaris dan  meteran,
penimbangan berat menggunakan timbangan

(kg), dan penentuan bentuk penampang secara
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visual, begitu pula dengan empulur (pedicel),
Sedangkan, karakteristik organ bulir biji buah
(drupe) diamati pada berat total bulir per buah
(kg), rata-rata panjang (mm), dan berat (g) bulir
di ujung, tengah, dan pangkal buah, yang
tercantum dalam Tabel 3.1.

c. Isolasi DNA

1) Penggerusan Sampel

Daun buah merah yang telah disimpan dan
dikeringkan dalam silika gel dibersihkan
dengan penyemprotan alkohol 70%.
Selanjutnya, daun-daun tersebut dibersihkan
dari kotoran atau hama yang mungkin masih
menempel dengan menggunakan tisu kering.
Pada tahap ini, kebersihan daun buah merah
harus dipastikan untuk mencegah kontaminasi
jamur selama penyimpanan.

Daun buah merah kering dipotong kecil-
kecil menggunakan gunting steril dan
dimasukkan ke dalam mortar dan alu yang telah
disterilkan. Serbuk daun sebanyak 40 mg
ditimbang menggunakan neraca analitik dan

dimasukkan ke dalam microtube 1,5 mL. Setelah
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itu, nitrogen cair ditambahkan ke dalam mortar,
dan daun digerus hingga menjadi serbuk atau
bubuk halus.

2) Isolasi DNA Metode kit Promega

DNA diekstraksi menggunakan kit Promega
dengan jenis Wizard® Genomic DNA Purification
Kit Technical Manual. Sebanyak 600 pl Nuclei
Lysis Solution ditambahkan ke sampel lalu
divortex selama 1-3 detik dan diikubasi pada
suhu 65°C selama 15 menit. Sampel
ditambahkan dengan 3 pl RNase Solution dan
diinvert sebanyak 2-5 kali. Sampel lanjut
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 15 menit.
Setelah itu sampel dibiarkan pada suhu
ruangan selama 5 menit, lalu ditambahkan 200
ul Protein Precipitation Solution dan divortex
selama 20 menit. Kemudian, sampel
disentrifugasi selama 3 menit pada 15.000x
gforce.  Setelah itu, supernatan yang
mengandung DNA dipindahkan ke microtube
1,5 ml yang berisi 600 pl isopropanol suhu
ruangan. Lalu, sampel diinvert hingga untaian

DNA terlihat seperti benang.
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Kemudian, sampel disentrifuge selama 1
menit pada 15.000x gforce pada suhu ruangan
25°C. Cairan supernatan dibuang dengan hati-
hati, lalu microtube dibalik di atas Kkertas
penyerap hingga pellet kering selama 15 menit.
Lalu, 100 pl DNA Rehydration ditambahkan
dengan menginkubasi pada suhu 65°C selama 1
jam dengan membolak-balikkan setiap 15
menit sekali. DNA disimpan pada suhu 4°C.

3) Amplifikasi DNA Barcode matK

Amplifikasi dilakukan dengan metode
Polymerase Chain Reaction (PCR) menggunakan
primer sub-region matK, yaitu primer 390F
(forward) 5’-CGA TCT ATT CAT TCA ATATTT C-
3’ dan primer 1326R (reverse) 5’-TCT AGC ACA
CGA AAGTCG AAG T-3’' (Cuénoud et al, 2002)
dengan gen target ~930 bp. Optimasi primer
menggunakan volume total 20 pl. Untuk
pengiriman sampel sekuensing, digunakan
volume total 50 pl yang terdiri dari 25 pL
PowerPol 2x PCR Mix, 20 uL NFW, 1 uL primer
forward, 1 pL primer reverse dan 3ulL DNA

template.
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Amplifikasi menggunakan gen matK
dilakukan dengan Thermal Cycler PCR
SimpliAmp. Tahap PCR dimulai dengan pre-
denaturasi pada suhu 95°C selama 5 menit,
diikuti dengan 35 siklus yang terdiri dari
denaturasi pada suhu 95°C selama 3 detik,
annealing pada suhu 50°C selama 30 detik, dan
extension 72°C selama 30 detik. Proses PCR
diakhiri dengan 1 siklus post-extension selama 5
menit pada suhu 72°C, dan pendinginan selama
10 menit pada suhu 20°C (Zebua et al., 2019).

4) Visualisasi DNA dan Sekuensing

Hasil amplifikasi divisualisasikan dengan
metode elektroforesis. Elektoforesis
membutuhkan gel agarose sebagai medianya.
Pada umunya, gel agarose yang digunakan untuk
elektroforesis adalah gel agarose konsentrasi
1%.

Gel agarose dibuat dengan penambahan 1
uL pewarna DNA (GelRed) Diamond™ Nucleic

Acid Dye Promega, lalu dipanaskan hingga larut.
Larutan agarose kemudian dituangkan ke dalam

cetakan gel yang telah dipasang sisir. Gel yang
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telah memadat ditempatkan dalam
elektroforesis yang berisi buffer TBE 1X.
Elektroforesis dilakukan pada tegangan
100volt selama 30 menit. Setelah selesai, gel
dipindahkan ke transilluminator UV untuk
visualisasi pita DNA menggunakan GelDoc. Hasil
visualisasi kemudian disimpan dalam format
digital dan dikirim untuk analisis sekuensing.
Hasil PCR diserahkan kepada perusahaan jasa
Laboratoriuum First Base (1st Base) Malaysia.
4. Analisis Data
a. Analisis Data Morfologi
Pengambilan data dalam penelitian ini
hanya difokuskan pada sifat fisik organ buah
meliputi buah utuh (cepallum) pada Tabel 3.1,
empulur (pedicel) Tabel 3.2 dan bulir biji buah
(drupe) yang tertera dalam Tabel 3.3
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Tabel 3. 1 Hasil Pengukuran Karakteristik
Fisik Cepallum, Empulur dan Bulir biji P.
conoideus Lam.

No Ciri buah utuh Sifat ciri

(cepallum) Timika Nabire

Warna

Panjang (cm)

Berat (kg)

Bentuk penampang

B W

Tabel 3. 2 Karakteristik Fisik Empulur P.
conoideus Lam.

No Ciri Empulur buah Sifat ciri
(pedicel) Timika Nabire

1. Warna

2. Panjang (cm)

3. Berat (kg)

4.  Bentuk penampang

Tabel 3. 3 Karakteristik Fisik Drupe P.
conoideus Lam.

No Ciri bulir biji buah Sifat ciri
(drupe) Timika Nabire
1. Berat total bulir per
buah (kg)

2. Panjang bulir (mm)
3.  Beratbulir (g)

b. Analisis Data Molekuler

Analisis hubungan kekerabatan

antar spesies dilakukan dengan
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menyejajarkan  sekuens DNA  hasil
sekuensing dalam format elektroforegram
AB1 dari gen matK menggunakan
perangkat lunak MEGA 11, kemudian diikuti
dengan evaluasi hasil penyejajaran melalui
pencarian BLAST di GenkBank NCBI
(National  Center  for  Biotechnology
Information)  untuk  mengidentifikasi

sekuens DNA dengan kemiripan tertinggi.

Berdasarkan analisis, hubungan
kekerabatan yang sangat dekat antar
spesies ditunjukkan oleh tingkat kemiripan
80-100%. Setelah penyejajaran, pohon
filogenetik  disusun dengan metode
Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Average (UPGMA) menggunakan
analisis bootstrap sebanyak 1000 Kkali
ulangan, seperti yang dijelaskan oleh
Retnaningati (2017). Untuk mendapatkan
parameter evolusi yang lebih akurat, model
evolusi Tamura 3-parameter diterapkan

pada gen matK.



BAB 1V
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Deskripsi Hasil

1.

Identifikasi Karakter Morfologi P. conoideus
Lam.

Sampel buah merah dari Timika menunjukkan
tingkat kematangan buah matang. Hal ini didukung
oleh ciri-ciri buah berwarna merah tua mengkilap,
bulir buah yang lebih lunak dan mudah dilepas dari
empulurnya, meskipun terdapat sedikit kesulitan
pada bagian pangkalnya. Sementara itu, buah
merah dari Nabire menunjukkan tingkat
kematangan sub fase 1 buah lewat matang, yang
dicirikan oleh bulir buah yang tidak melekat pada
empulurnya sehingga mudah terlepas sepanjang 3-
5 cm. Penentuan tingkat kematangan buah ini
didasarkan pada penelitian Santoso et al. (2011).

Informasi  ketinggian (elevasi) lokasi
pengambilan sampel di Timika dan Nabire
didapatkan melalui penggunaan aplikasi altimeter
yang pengukurannya berdasarkan tampilan satelit
Google Maps. Sampel dari Timika diambil dari

Kelurahan Pasar Sentral, Distrik Mimika Baru,

58
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Kabupaten Timika dengan ketinggian 19,22 meter
di atas permukaan laut. Sementara itu, sampel dari
Nabire berasal dari Kampung Kalisusu, Distrik
Nabire, Kabupaten Nabire yang ketinggiannya
18,65 meter di atas permukaan laut.

Pengamatan terhadap P. conoideus Lam. yang
berasal dari Timika dan Nabire telah diteliti, dengan
berfokus pada tiga bagian organ buahnya yaitu
buah utuh (cepallum), empulur buah atau (pedicel)
dan bulir biji buah atau (drupe) seperti yang tertera
pada Tabel 4.1. dan dapat dilihat pada Gambar 4.1

a. Karakteristik organ buah utuh (cepallum)
Tabel 4. 1 Hasil Pengukuran Karakteristik Fisik

Cepallum P. conoideus Lam.

No Ciri buah Sifat ciri
utuh Timika Nabire
(cepallum)

1. Warna Merah gelap Merah gelap
dibagian dibagian
pangkal dan pangkal dan
merah di merah di
pucuk pucuk

2. Panjang (cm) 39 48

3.  Berat (kg) 2,1 55

4. Bentuk Silinder Silinder

penampang  meruncing meruncing
pada ujung pada ujung
buah buah
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b. Karakteristik organ empulur buah (pedicel)

Tabel 4. 2 Hasil Pengukuran Karakteristik Fisik
empulur buah (pedicel) P. conoideus Lam.

No Ciri Empulur Sifat ciri
buah (pedicel) Timika Nabire

1. Warna Putih Putih

2. Panjang (cm) 38 47

3. Berat (kg) 1,15 31

4. Bentuk Silinder Silinder
penampang lancip pada tumpul pada

ujung buah ujung buah

C.

Karakteristik organ bulir biji buah (drupe)
Tabel 4. 3 Hasil Pengukuran Karakteristik Fisik
bulir biji buah (drupe) P. conoideus Lam.

No Ciri bulir biji buah (drupe) Sifat ciri
Timika Nabire
1. Berat total bulir per buah 1,1 2,4
(kg)
2.  Panjang bulir (mm) 14,43 16,06
3.  Beratbulir (g) 0,14 0,15
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30 cm

30 cm

10mm

Gambar 4.1 Bagian buah merah; cepallum (A); pedicel
(B) dan drupe (C) asal Timika (bagian atas); dan
Nabire (bagian bawah) (Sumber: Dokumentasi
penelitian)
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2. Isolasi DNA Genom P. conoideus Lam.

Isolasi DNA genom P conoideus Lam.
dilakukan pada tanaman dari setiap lokasi
pengambilan sampel. Sampel asal Timika diberi
kode PC1, sedangkan sampel asal Nabire diberi
kode PC2 yang dapat dilihat pada Gambar 4.2.
Isolasi DNA dilakukan sesuai dengan prosedur kit
PROMEGA dengan jenis Wizard® Genomic DNA

Purification Kit Technical Manual.

Gambar 4.2 Hasil visualisasi isolasi DNA genom
kedua buah merah; M: DNA Ladder 1Kb; (PC1)
buah merah asal Timika; (PC2) buah merah asal
Nabire (Dokumentasi penelitian)

Berdasarkan hasil visualisasi ekstraksi DNA

genom buah merah yang dapat dilihat pada Gambar 4.2
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dapat diketahui bahwa buah merah asal Timika (PC1)
memiliki kondisi pita band DNA genom yang cukup tipis
dan tidak ada smear (pengotor), sedangkan pada
sampel asal Nabire (PC2) memiliki pita band DNA
genom yang cukup tebal dan tidak ada smear. Kualitas
isolasi DNA genom yang baik akan berpengaruh pada

keberhasilan proses amplifikasi sampel.

3. Amplifikasi DNA Barcoding matK Buah Merah
Amplifikasi sampel P. conoideus Lam. PC1 dan
PC2 menggunakan pasangan primer matK berhasil
dilakukan, yang ditandai dengan munculnya pita DNA
pada hasil visualisasi. Pita DNA yang terlihat memiliki
ukuran sekitar + 900 bp yang disajikan pada Gambar
4.3. Berdasarkan Gambar tersebut terlihat bahwa
kualitas dari kedua sampel teramplifikasi dengan baik,
namun sampel PC2 memiliki kondisi pita DNA yang

tipis.
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1000 bp
750 bp

900 bp

Gambar 4.3 Hasil visualisasi amplikon DNA kedua buah
merah menggunakan DNA barcode matK; DNA Ladder 1Kb;
(1) buah merah asal Timika (PC1); (2) buah merah asal
Nabire (PC2)

4. Elektroforegram sekuens Buah Merah

Proses sekuensing dilakukan dari dua arah,
yaitua arah forward (5’ - 3’) dan arah reverse (3'> 5').
Data yang dihasilkan dari proses sekuensing berupa
elektroforegram yang merupakan representasi grafis
dari fragmen-fragmen DNA, dan disimpan dalam
format file AB1 (lampiran 1). File ini berupa dua file
yaitu file sekuens forward dan sekuens reverse seperti
yang terlihat di Gambar 4.4 dan 4.5. Setiap file berisi
elektroforegram dengan empat warna yang mewakili

jenis nukleotida. Warna biru menunjukkan sitosin (C),
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merah untuk timin (T), hitam untuk guanin (G), dan

hijau untuk adenin (A).

280 p! 3 310 320 330 340
ACAATCTTCTTA ACGATCAACATCTTCTGGAAC CTTGAGCGAACACA CTATGGAAAAA

Mt
A J\./\‘J\ YWY VYV

[ PV\ iy

A AW I f
VYTV VY ‘,Jl,l.‘ A

RATNASIA

Gambar 4.4 Elektroforegram amplikon sampel P.
conoideus Lam. asal Timika (PC1). Atas (forward);
Bawah (reverse); Hijau: Adenin (A); Merah: Timin (T);
Hitam: Guanin (G); Biru: Sitosin (C)

Panjang sekuens pada setiap sampel bervariasi.
Misalnya, pada sampel PC1, panjang sekuens forward
adalah 913 bp, sedangkan sekuens reverse memiliki
panjang 917 bp. Berdasarkan data elektroforegram,
bagian reverse dari sampel PC1 memiliki hasil yang
lebih baik karena kondisi puncaknya lebih stabil dan
terpisah dengan jelas, tidak tumpang tindih. Sementara
itu, bagian forward dari sampel PC1 memiliki hasil yang
kurang optimal karena masih terdapat beberapa peak

yang bertumpuk, seperti yang terlihat pada Gambar 4.4.
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760 ™ 7 70 £00 10 020
CATCCTAGTAGTAAGCCGATCTGGACCAATTTATCAGATTICTGATATTATTGATCGATTITGGTCGCATA

450 m 480
CTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGGATCCTTGAAGA
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Gambar 4.5 Elektroforegram amplikon sampel P.
conoideus Lam. asal Nabire (PC2). Atas (forward);
Bawah (reverse); Hijau: Adenin (A); Merah: Timin (T);
Hitam: Guanin (G); Biru: Sitosin (C)

Panjang sekuens forward dari sampel PC2
adalah 920 bp, sementara panjang sekuens reverse-nya
919 bp. Hasil sekuens kedua sampel dinyatakan baik
karena ukurannya berada dalam rentang gen target
primer forward dan reverse yang diperkirakan sekitar
930 pb (Cuénoud et al.,, 2002). Data elektroforegram
untuk sampel PC2 menunjukkan bahwa puncak pada
bagian forward dan reverse terpisah dengan jelas dan
tidak bertumpuk, terlihat pada Gambar 4.5.
Selanjutnya, hasil sekuensing akan melalui proses
contig, yaitu penggabungan antara sekuens forward dan

reverse untuk membentuk satu set sekuens DNA.

Analisis elektroforegram menunjukkan bahwa
hasil contig dari sampel PC1 memiliki panjang sekuens

895 pasangan basa (bp), sementara hasil contig sampel
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PC2 berukuran 893 bp. Kedua hasil contig ini tersedia
dalam format FASTA pada lampiran 3. Data ini
menguatkan hasil yang sudah ada sebelumnya terkait
ukuran panjang amplikon yang diperoleh dari proses
elektroforesis. Hal ini sesuai, dengan artikel Cuénoud et
al. (2002), bahwa primer 390F dan 1326R adalah
primer universal untuk angiospermae. Primer ini
menghasilkan fragmen DNA sepanjang ~930 bp dari

gen matK.

5. Hasil BLASTn P. conoideus Lam.

Sekuens sampel PC1 dan PC2 dianalisis
menggunakan metode Nucleotide Basic Local Aligment
Search Tool (BLASTn) untuk menyejajarkan dan
membandingkan urutan DNA dengan database NCBI.
Proses ini difokuskan pada pencarian sekuens
pembanding matK dari spesies P. conoideus Lam. asal
Timika dan Nabire. Metode ini memanfaatkan
algoritma penyejajaran untuk menganalisis kesamaan
sekuens nukleotida dalam database NCBI.  Hasil
analisis BLASTn menunjukkan bahwa sampel PC1
memiliki kesamaan dengan 72 spesies dari genus
Pandanus serta 14 genus lainya, yang dirangkum dalam

Tabel Lampiran 1. Sementara itu, sampel PC2
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menunjukkan kemiripan dengan 51 spesies dari genus
Pandanus serta 13 genus lainya, yang dapat dilihat pada
Tabel Lampiran 2.

Terkait dengan proses alignment dan
rekonstruksi pohon filogenetik, dipilih 10 sekuens dari
100 spesies yang muncul. Spesies yang digunakan
sebagai sekuens pembanding dipilih berdasarkan nilai
expectation value (E-value), percent identity, dan query
cover tertinggi, yaitu mendekati 100%, yang disajikan
pada Tabel 4.2 dan 4.3 Hasil aligment dengan 20
sekuens pembanding kedua sampel dan satu outgroup

dari database NCBI disajikan pada Gambar lampiran 1.
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Tabel 4.2 Daftar Sekuens Pembanding dari NCBI Berdasarkan Hasil BLASTn sampel PC1

No. Accession Nama Spesies Max Total Query E Per.Ident
number Score Score Cover value

1. LC491423.1 P. conoideus 1653 1653 100% 0.0 100.00%
2. LC491425.1 P. conoideus 1653 1653 100% 0.0 100.00%
3. LC491427.1 P. conoideus 1653 1653 100% 0.0 100.00%
4. LC491424.1 P. conoideus 1648 1648 100% 0.0 99.89%
5. LC491426.1 P. conoideus 1648 1648 100% 0.0 99.89%
6. LC491428.1 P. conoideus 1646 1646 100% 0.0 99.89%
7. AY952418.1 P. tectorius 1633 1633 100% 0.0 99.55%
8. NC_070105 P. amaryllifolius 1631 1631 100% 0.0 99.55%
9. NC_.070192 P. odorifer 1615 1615 100% 0.0 99.22%
10. ]JQ435565.1 P. vandermeeschii 1615 1615 100% 0.0 99.22%
11. KT205206.1 Cyclanthus *Sekuens di luar hasil BLAST yang digunakan sebagai

bipartitus* outgrup
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Tabel 4.3 Daftar Sekuens Pembanding dari NCBI Berdasarkan Hasil BLASTn sampel PC2

No. Accession Nama Spesies Max Total Query E Per.Ident
number Score Score Cover value
1. LC491423.1 P. conoideus 1644 1644 100% 0.0 99.89%
2. LC4914251 P. conoideus 1644 1644 100% 0.0 99.89%
3. LC491427.1 P. conoideus 1644 1644 100% 0.0 99.89%
4. LC491424.1 P. conoideus 1639 1639 100% 0.0 99.78%
5. LC491426.1 P. conoideus 1639 1639 100% 0.0 99.78%
6. LC491428.1 P. conoideus 1637 1637 100% 0.0 99.78%
7. AY952418.1 P. tectorius 1624 1624 100% 0.0 99.44%
8. NC_070105 P. amaryllifolius 1622 1622 100% 0.0 99.44%
9. NC_.070192 P. odorifer 1605 1605 100% 0.0 99.10%
10. ]JQ435565.1 P. vandermeeschii 1605 1605 100% 0.0 99.10%
11. KT205206.1 Cyclanthus *Sekuens di luar hasil BLAST yang digunakan sebagai
bipartitus* outgrup
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Komposisi nukleotida P. conoideus asal

Timika dan Nabire berbeda. Namun, kedua spesies

ini memiliki komposisi nukleotida sitosin (C) yang

sama sebanyak 17.8 % dan guanin (G) sebanyak

15.3 %. Data mengenai komposisi nukleotida untuk

sampel PC1 dan PC2 dapat dilihat pada Tabel 4.4

Tabel 4.4 Komposisi Nukleotida buah merah
berdasarkan gen penanda matK

Komposisi Nukleotida (%)

Panjang
No. Sampel sekuens
TU) C A G (bp)

1. PC1 362 17.8 30.2 15.3 895
2. PC2 37.0 17.8 29.9 15.3 893
3. P. conoideus 368 17.8 30.2 15.3 895
4. P. conoideus 368 17.8 30.2 15.3 895
5. P. conoideus 368 17.8 30.2 15.3 895
6. P. conoideus 368 17.8 30.3 15.2 895
7. P. conoideus 36.7 17.7 30.2 15.3 896
8. P. conoideus 36.8 17.8 30.2 15.2 894
9. P. tectorius 303 15.2 36.6 17.9 897
10. P. 30.2 15.3 36.5 18.0 895

amaryllifolius
11. P. tectorius 365 17.8 30.4 15.3 895
12. P 365 17.8 30.5 15.2 895

vandermeeschi

i
13.  P. conoideus 368 17.8 30.0 15.3 893
14. P. conoideus 368 17.8 30.0 15.3 893
15. P. conoideus 368 17.8 30.0 15.3 893
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Lanjutan. Tabel 4.4 Komposisi Nukleotida buah merah

berdasarkan gen penanda matK

Komposisi Nukleotida (%)

Panjang

No. Sampel sekuens
TU) C A G (bp)
16. P. conoideus 368 17.8 30.1 15.2 893
17.  P. conoideus 368 17.8 30.1 15.3 894
18. P. conoideus 369 17.8 30.0 15.1 892
19. P.tectorius 30.2 15.2 36.6 18.0 895
20. P 30.0 153 36.6 18.0 893

amaryllifolius

6. Analisis sekuens matK dari P. conoideus Lam.

Hasil analisis BLAST mengungkapkan
bahwa sampel PC1 memiliki kesamaan genetik
sangat tinggi (identity 99,89% - 100%) dengan
enam spesies P. conoideus Lam. Tingkat kesamaan
ini didukung oleh parameter kualitas analisis
seperti, nilai query cover 100%, E value 0,0 max
score dan total score (lihat Tabel 4.2). Sampel PC2
juga memiliki pola serupa, dengan nilai identity
99,78 %-99,89 % terhadap spesies yang sama.
Konsistensi hasil terlihat dari nilai query cover

100%, E value 0,0 max score dan total score
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tercantum pada Tabel 4.3. Selain itu, Tabel 4.2 dan
4.3 menyajikan daftar sekuens dan outgrup yang
digunakan dalam pembuatan pohon filogenetik

serta jarak genetiknya.

Hasil perhitungan jarak genetik dari
analisis BLAST dapat dilihat pada Tabel 4.5. Tabel
tersebut menunjukkan bahwa antara sampel PC1
dan sampel PC2 memiliki jarak genetik sebesar
0,0011, yang mengindikasikan bahwa kedua
sampel tersebut berkerabat dekat dan conserved.
Hal serupa juga ditemukan pada sampel PC2
dengan P Conoideus Lam. (nomor aksesi
LC491427.1; LC491423.1 dan LC491425.1) dengan
jarak genetik sebesar 0,0011. Sebaliknya, sampel
PC1 dengan P conoideus Lam. (nomer aksesi
LC491427.1; LC491423.1 dan LC491425.1)
memiliki jarak genetik sebesar 0,0000 yang
mengindikasikan bahwa keduanya berkerabat
paling dekat serta memiliki sekuens yang

conserved.
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Tabel 4.5 Jarak Genetik Buah Merah Asal Timika (PC1) dan Nabire (PC2) Berdasarkan Gen

Penanda Matk

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
1._Sampel PC1
2. _Sampel PC2 0,011
3. 1C491427.1 P. conoideus 0,0000 0,0011
4._1C491423.1 P. conoideus 0000000011 _0,0000
5. LC491425.1 P. conoideus 00000 00011 00000 0,0000
6. 1.C491426.1 P. conoideus 00011 0,0022 0,0011 00011 0,0011
7. LC491424.1 P. conoideus 0,0000 0,0022 0,0000 0,0000 0,0000 0,011
8. 1C491428.1 P. conoideus 0000000011 00000 0,0000 0,0000 0,000 0,0000
9. AY952418.1 P. tectorius 1,1693 1,1748 1,1693 1,1693 1,1693 1,1693 1,1693 1,1693
10. NC_070105.1 P. amaryllifolius 11716 1,1771 11716 1,1716 11716 1,1716 11716 1,1716 0,0022
11. MT046148.1 P. tectorius 00079 _0,0090 00079 00079 00079 0,090 00079 00079 11584 1,1607
12. JQ435565.1 P. vandermeeschii 0007900090 00079 00079 00079 00090 00079 00079 1,1627 11650 0,0045
13. 1.C491427.1 P. conoideus 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 00011 0,0011 00000 11693 11716 00079 0,0079
14. 1.£491423.1 P. conoideus 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000 0,0000 00011 0,0011 00000 1,1693 11716 0,0079 0,0079 0,0000
15. 1C491425.1 P. conoideus 00000 00011 00000 00000 00000 00011 00011 00000 11693 11716 00079 00079 00000 00000
16. 1C491426.1 P. conoideus 0,0000 0,0022 0,0000 0,0000 0,0000 0,011 0,0000 0,000 1,1693 11716 0,0079 0,0079 0,011 0,0011 0,0011
17. 1.£491424.1 P. conoideus 0,0000 0,0022 0,0000 0,0000 0,0000 00011 0,0000 00000 1,693 11716 00079 0,0079 00011 0,0011 00011 0,0000
18. LC491428.1 P. conoideus 00000 00011 00000 0,000 00000 00000 00011 00000 11693 11716 00079 00079 0,000 00000 0,0000 00011 00011
19. AY952418.1 P. tectorius 11586 1,640 11586 1,1586 11586 1,1586 11586 11586 00000 00022 11479 11521 1,1586 11586 1,586 11586 1,1586 11586
20. NC_ 070105.1 P. amaryllifolius 1,1609 1,1663 1,1609 1,1609 1,1609 1,1609 1,1609 1,1609 0,0022 00000 1,1502 1,1543 1,1609 1,1609 1,1609 1,1609 1,1609 1,1609 0,0022
21. MT046148.1 P. tectorius 0,0079 _0,0090 0,0079 0,0079 0,0079 0,0090 0,0079 0,0079 1,1584 1,1607 0,0000 00045 00079 00079 00079 00079 00079 00079 1,1479 1,1502
22. Q435565.1 P. vandermeeschii 00079 _0,0090 00079 00079 00079 00090 00079 00079 1,1627 11650 0,0045 00000 0,0079 00079 00079 00079 00079 00079 1,1521 11543 00045
23 KT205206.1 Gyelanthus bipartitus 00407 00420 00407 00407 00407 00419 00407 00407 11964 11988 00394 00394 00408 00408 00408 00408 00408 00409 11853 1,1877 00395 00395
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7. Analisis Filogenetik MultAlign P. conoideus

Lam. Region matK

Hasil rekonstruksi pohon filogenetik
disajikan pada Gambar 4.5. Rekontruksi ini
menggunakan metode UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Average) dan
perhitungan jarak evolusi menggunakan Tamura 3-
parameter dengan 1000 replikasi bootstrap
(Tamura et al, 2021). Dari hasil tersebut diketahui
bahwa dua sampel P. conoideus Lam. asal Timika
(PC1) dan Nabire (PC2) dengan keenam sekuens P

conoides Lam. dari NCBI membentuk satu klad.

Nilai boostrap sampel 1 (PC1) dengan
sampel 2 (PC2) sebesar 99 %, artinya kedua spesies
memiliki tingkat topologi pohon filogenetik yang
dapat diterima. Hal ini juga terjadi dengan sampel
PC2 dengan dua belas sekuens P. conoides Lam. dari
NCBI artinya, kedua sampel tersebut sangat mirip
satu sama lain berdasarkan urutan matK (Tabel 4.2
dan 4.3). Kedua sampel tersebut juga sangat mirip

berdasarkan karakter morfologinya (Tabel 4.1).
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KT205206.1 Cyclanthus bipartitus

LC491424.1:21-914 Pandanus conoideus
LC491428.1:13-904 Pandanus conoideus
LC491426.1:18-910 Pandanus conoideus
LC491425.1:16-908 Pandanus conoideus
LC491423.1:13-905 Pandanus conoideus
LC491427.1:14-906 Pandanus conoideus
LC491428.1:14-907 Pandanus conoideus
LC491424.1:22-917 Pandanus conoideus

LC491426.1:19-913 Pandanus conoideus
LC491425.1:17-911 Pandanus conoideus

LC491423.1:14-908 Pandanus conoideus

LC491427.1:15-909 Pandanus conoideus

Sampel 2

Sampel 1

98 MT046148.1:411-1305 Pandanus tectorius
]_': MT046148.1:410-1302 Pandanus tectorius

81 L‘: JQ435565.1:408-1302 Pandanus vandermeeschii
£ JQ435565.1:407-1299 Pandanus vandermeeschii

61 AY952418.1:516-1412 Pandanus tectorius
]—E AY952418.1:519-1413 Pandanus tectorius

100 \—E NC 070105.1:1978-2872 Pandanus amaryllifolius
61 NC 070105.1:1981-2873 Pandanus amaryllifolius

Gambar 4.5 Pohon Filogenetik P. conoideus Lam. asal

Timika (PC1) dan asal Nabire (PC2) yang dihasilkan dari
metode UPGMA. Model Tamura 3-parameter dengan nilai

bootstrap 1000 kali.



76

B. Pembahasan Hasil Penelitian

1. Karakter Morfologi P. conoideus Lam. asal
Timika dan Nabire

Guna melengkapi data konservasi spesies

secara molekuler yang mendukung upaya
konservasi genetik, diperlukan konfirmasi karakter
morfologi spesimen yang bersangkutan. Dengan
demikian, karakterisasi morfologi buah merah dari
kedua tempat tersebut menjadi penting untuk
dilakukan. Selain itu, data morfologi ini akan
menjadi landasan sebelum dilakukannya analisis

molekuler.

Warna cepallum pada kedua sampel
penelitian ini adalah merah. Warna buah
dipengaruhi oleh tingkat kematangan (Santoso et
al, 2016). Selain itu, warna merah pada buah merah
mengindikasikan adanya pembentukan karotenoid
(Sarungallo et al, 2016). Penampang cepallum buah
berbentuk menyerupai prisma segitiga dengan sisi-
sisi tidak lurus, sehingga lebih mendekati lingkaran
atau mirip silinder meruncing pada ujung buah.
Karakter ini sesuai dengan penelitian Sarungallo et

al, (2019), yang menyatakan bahwa
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cepallum memiliki bentuk silinder meruncing :
membulat memanjang di pangkal, melebar atau

menyempit di bagian tengah, dan mengecil di ujung.

Panjang cepallum buah merah dari Timika
adalah 39 cm, sedangkan dari Nabire 48 cm.
Murtiningrum et al. (2012) mengelompokkan buah
merah berdasarkan panjangnya menjadi buah
berukuran panjang (>50 cm), sedang (49-53 cm)
dan pendek (<35 cm). Berdasarkan hal tersebut,
buah merah asal Timika merupakan buah pendek,
sedangkan buah asal Nabire buah sedang. Berat
buah utuh dari Timika sebesar 2,1 kg, sedangkan
dari Nabire sebesar 5,5 kg. Hadad et al. (2006)
mengelompokkan buah merah menjadi kategori
kecil, dengan kisaran 4-7 kg, dan buah besar kisaran
5-10 kg. Berdasarkan hal tersebut buah merah asal
Timika termasuk buah kecil, sedangkan buah asal

Nabire buah besar.

Pedicel berbentuk silinder segitiga dengan
ujung meruncing. Bentuk pedicel mempengaruhi
bentuk cepallum (Sarungallo et al, 2019). Panjang
pedicel buah dari Timika adalah 38 cm, sedangkan
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buah dari Nabire 47 cm. Sarungallo et al. (2019)
mengklasifikasikan perbedaan ukuran panjang
pedicel menjadi tiga kategori: panjang (lebih dari 50
cm), sedang (antara 45 dan 50 cm), dan pendek
(kurang dari 45 cm). Berdasarkan Kkategori
tersebut, pedicel dari Timika tergolong pendek,
sedangkan dari Nabire tergolong sedang. Begitu
pula dengan berat pedicel buah dari Timika 1,15 kg,
sedangkan dari Nabire 3,1 kg. Berat pedicel yang
diukur berada dalam rentang yang sama dengan
hasil penelitian Sarungallo et al. (2019), yang
menemukan bahwa rata-rata berat pedicel dari 9

klon buah merah adalah antara 1 hingga 4,6 kg.

Drupe adalah bulir buah merah yang
memiliki struktur berupa biji yang dikelilingi oleh
daging buah (pulp) dan terletak di sisi luar pedicel
seperti terlihat pada Gambar 2.3. Panjang drupe
buah merah Timika rata-rata 14,43 (mm) dan
Nabire 16,06 (mm) yang diambil sebanyak 15 drupe
dari bagian ujung, tengah dan puncuk. Ukuran
drupe buah merah tidak seragam, dan variasi ini
dipengaruhi oleh berbagai faktor, termasuk jenis

dan asal buah (Murtiningrum et al, 2012). Berat
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per-drupe dari Timika rata rata 0,14 (g) dan drupe
Nabire rata rata 0,15 (g). Untuk berat total drupe
satu buah dari Timika 1,1 (kg), sedangkan dari
Nabire 2,4 (kg).

Penentuan kultivar buah merah dalam
penelitian ini merujuk pada penelitian Sarungallo
et al. (2019), Wawo et al. (2019), dan Aman et al.
(2019), yang mengidentifikasi karakteristik fisik
buah merah seperti panjang dan berat (tertera pada
Tabel 2.2). Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini
menunjukkan bahwa buah merah dari Timika
diduga kultivar Monsor, dan buah merah dari

Nabire diduga kultivar Hibcau.

Isolasi DNA Genom P. conoideus Lam.

Sampel DNA genom buah merah diambil
dari braktea atau daun pelindung buah yang masih
muda dan bebas dari penyakit. Pengambilan
sampel daun yang segar dan muda merupakan
pilihan baik untuk memperoleh DNA yang
berkualitas tinggi, meskipun setiap spesies

memiliki tantangan tersendiri. Akan tetapi, daun
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dewasa mengandung polifenol dan polisakarida

dalam jumlah lebih tinggi (Sahu et al, 2012).

Sampel daun disimpan dengan silica gel
untuk menyerap kelembapan dan mencegah
degradasi DNA serta membantu kualitasnya selama
penyimpanan. Hal ini sejalan dengan penelitian
Sunny et al. (2022) yang menunjukkan bahwa
penyimpanan sampel daun kering Garcia indica
dengan silica gel menghasilkan kualitas dan
kuantitas DNA yang baik. Kedua sampel berhasil
diisolasi menggunakan metode isolasi DNA dengan

kit Promega.

Kualitas DNA hasil isolasi dari buah merah
dianalisis secara kualitatif melalui elektrforesis,
seperti yang terlihat pada Gambar 4.1. Pita DNA
yang terbentuk tampak tunggal tidak ada smear dan
jelas, menunjukkan bahwa DNA utuh dan tidak
terdegradasi. Hal tersebut sesuai dengan penelitian
Rahmadara et al. (2022) yang menyatakan bahwa
kit Promega efektif dalam menghasilkan DNA
berkualitas baik dengan nilai 1,8-2,0 dan



81

konsentrasi DNA antara 79,65-157,68 ng/uL,

melebihi konsentrasi yang dihasilkan kit Geneaid.

Tebal dan tipis pita DNA menunjukkan
tinggi atau rendahnya konsentrasi DNA yang
diperoleh. Adanya smear di bawah pita DNA
mengindikasikan kerusakan fragmen DNA genom
selama proses ekstraksi (Uslan dan Pharwati,
2015), sedangkan untuk ketebalan band DNA
berkorelasi dengan kadar konsentrasi DNA
(Alfaruqi et al, 2021). Kriteria integritas DNA,
konsentrasi dan kemurnian DNA menjadi
parameter penilaian keberhasilan isolasi DNA.
Integritas DNA dapat dipastikan melalui visualisasi
pada elektroforesis gel agarosa, sedangkan
konsentrasi dan kemurnian DNA diukur dengan

spektrofotometri (Rahmadara et al,, 2022).

. Amplifikasi DNA Barcode matK Buah Merah (P.

conoideus Lam.)

Visualisasi hasil amplifikasi sampel buah
merah asal Timika (PC1) dan Nabire (PC2)
menunjukkan adanya pita DNA sesuai dengan

target gen matK yaitu 900 bp yang berada di antara
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750-1000 bp yang dapat dilihat pada Gambar 4.2.
Hal ini sejalan dengan penelitian Schmitz-
Linneweber et al, (2001) yang menggunakan
primer 390F dan 1326R untuk memperkuat ~930
pasangan basa. Pada posisi 429 hingga 1313 dari
sekuens matK di spesies Spinacia oleracea L.,
primer tersebut hampir bersifat universal untuk
Angiospermae. Beberapa faktor yang
mempengaruhi keberhasilan PCR meliputi: 1)
konsentrasi dan kualitas DNA, 2) temperatur
annealing untuk kedua primer, 3) konsentrasi
MgCl2, 4) enzim polymerase, 5) kualitas primer, 6)
jumlah siklus PCR, 7) deoksinukleotida triphosphate
(dNTP), dan faktor lainya seperti larutan buffer
(Gelfan dan White, 1990 dalam Setyawati &
Zubaidah (2021).

Pada Gambar 4.2, terlihat bahwa kedua
sampel memiliki ketebalan pita DNA yang berbeda.
Sampel PC1 menunjukkan pita DNA yang tebal dan
terang, sementara sampel PC2 memiliki pita DNA
yang lebih tipis. Pita DNA yang tipis pada proses
amplifikasi kemungkinan disebabkan oleh waktu

siklus dan suhu amplifikasi yang tidak optimal.
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Selain itu, komposisi PCR seperti jumlah DNA
template  yang  digunakan, juga  dapat
mempengaruhi hasil amplifikasi (Kusuma, 2022).
Salah satu penyebab rendahnya konsentrasi DNA
template adalah degradasi DNA yang terjadi selama
proses ekstraksi. Hal ini mengakibatkan
berkurangnya jumlah salinan DNA yang dihasilkan
selama amplifikasi, sehingga jumlah amplikon yang

diperoleh hanya sedikit (Alfaruqi et al. 2021).

Elektroforegram sekuens Buah Merah (P.
conoideus Lam.)

Hasil amplifikasi dikirim ke perusahaan
jasa sekuensing. Hasil yang diperoleh berupa dua
file berformat ABl (forward dan reverse) untuk
setiap sampel berupa elektroforegram, yang
tercantum dalam lampiran 1. Sampel PC1 memiliki
sekuens forward sepanjang 913 bp dan sekuens
reverse 917 bp, sedangkan sampel PC2
menghasilkan sekuens forward 920 bp dan sekuens

reverse 919 bp.

Elektroforegram menunjukkan urutan DNA

dalam bentuk “peak” dengan empat warna berbeda.
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Setiap warna mewakili salah satu dari empat
nukleotida (A,CGT) yang membentuk DNA
(Anazawa et al, 2022). Elektroforegram sampel
PC1 dan PC2 memperlihatkan kualitas sekuens
yang rendah pada bagian awal dan akhir. Mengingat
kesalahan sekuensing DNA sering terjadi pada area
tersebut, peneliti biasanya akan memangkas dan
menghilangkan bagian berkualitas buruk ini
sebelum melakukan analisis lebih lanjut. (Al-
Shuhaib et al, 2023). Oleh karena itu, proses
penyusunan contig diperlukan untuk
menggabungkan serangkaian sekuens DNA yang
saling tumpang guna menghasilkan sekuens genom

yang lebih lengkap.

Setelah kedua file digabungkan menjadi
contig, langkah selanjutnya adalah menyejajarkan
(aligment) urutan basa nitrogennya. Contig dari
sampel PC1 dan PC2 kemudian dianalisis
menggunakan BLASTn untuk mencari similaritas
sekuens dengan spesies lain. Hasil analisis
menunjukkan adanya 100 spesies yang memiliki
kemiripan urutan basa nitrogen. Dari 100 spesies

tersebut, dipilih 10 sekuens yang paling mirip dari
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sampel PC1 berdasarkan query cover, E value dan
percent identity-nya. Informasi detail mengenai
sekuens yang dipilih dapat dilihat pada Tabel 4.1,
dan Tabel 4.2 untuk sampel PC2.

Percent identity yang tinggi
mengindikasikan tingkat kemiripan dan homologi
antara dua sekuens, serta variasi genetik yang
rendah antar spesies (Perwitasari et al,, 2020). Nilai
E value sebesar 0,0 menandakan tingkat homologi
yang sangat baik (Lobbi, 2024) dan pensejajaran
sekuens yang akurat (Perwitasari et al, 2020).
Selain 20 sekuens hasil BLAST dari kedua sampel,
ditambahkan juga outgroup. Keberadaan outgroup
sangat penting dalam membangun pohon
filogenetik. Dalam hal ini, Cyclanthus bipartitus
dengan nomor aksesi KT205206.1 yang termasuk
famili Cyclanthaceae, ordo Pandanales dipilih
sebagai outgroup (Zebua et al,, 2019). Penambahan
outgroup ini bertujuan untuk mengidentifikasi
karakter primitif (plesiomorf) dan karakter
turunan (apomorf) pada kelompok yang diteliti (in
group), serta untuk menentukan titik awal evolusi

dalam pohon filogenetik (Subari et al,, 2021).



86

5. Hasil BLASTn Buah Merah (P. conoideus Lam.)

Sekuens  hasil BLAST  disejajarkan
(aligment) dengan kedua sampel dan satu sekuens
dari famili Cyclanthaceae sebagai outgroup. Proses
pensejajaran (aligment) menggunakan program
ClustalWW pada aplikasi MEGA11 untuk melihat
kesamaan dari urutan basa nitrogen sampel P
conoideus Lam. asal Timika dan Nabire dengan
sekuens hasil BLAST sekaligus outgroup. Hasil dari
proses pensejajaran terhadap 904 bp sekuens
menunjukkan adanya Gap yang terlihat pada
Gambar tabel 1. Gap yang muncul selama proses
pensejajaran disebabkan oleh adanya daerah
conserve dan variasi pada gen matK yang
mengindikasikan adanya mutasi, insersi, delesi atau
substitusi nukleotida (Pharwati & Rosiana, 2024).
Proses pensejajaran sekuens ini menunjukkan
bahwa terdapat 390 conserve dan 514 variasi dari
20 sekuens hasil BLAST dan satu outgroup. Gen
matK menunjukkan tingkat variasi yang tinggi pada
tingkat genus, tetapi tidak pada tingkat spesies
(Abbas et al., 2020).
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Data komposisi nukleotida gen
mengindikasikan adanya variasi genetik, baik di
dalam maupun antar populasi suatu spesies (Susan
et al.,, 2024). Sampel PC1 menunjukkan kemiripan
komposisi basa nitrogen dengan P. Conoideus Lam.,
terutama pada basa sitosin (17,8%), basa adenin
(30,2%), dan basa guanin (15,3%), tetapi terdapat
perbedaan pada basa timin (36,0%). Demikian
pula, sampel PC2 memiliki kesamaan dengan P
conoideus Lam. pada basa sitosin (17,8%) dan basa
guanin (15,3%), tetapi terdapat perbedaan pada
basa timin (37,0%) dan basa adenin (29,9%)

Kedua sampel tersebut memiliki
kandungan basa A dan T lebih tinggi dibandingkan
basa C dan G, yang sesuai dengan hasil penelitain
Retnaningati (2017) bahwa gen matK pada melon
mengandung lebih banyak basa A dan T daripada
basa G dan C. Tingginya kadar basa adenin (A) dan
timin (T) dalam materi genetik suatu spesies dapat
membawa dampak buruk. Penelitian dari Hakim et
al, (2023) mengungkapkan bahwa pasangan basa
guanin-sitosin (GC) memiliki tiga ikatan hidrogen

yang lebih kuat dibandingkan adenin-timin (AT)
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yang hanya memiliki dua ikatan hidrogen.
Berdasarkan analisis komposisi basa nukleotida P
conoideus Lam., terungkap bahwa ikatan basa AT
yang dominan lebih mudah terputus, yang
berpotensi meningkatkan laju mutasi pada spesies

tersebut.

Jarak Genetik

Perbandingan jarak genetik antara sampel
P. conoideus Lam. yang berasal dari Timika (PC1)
dan Nabire (PC2), dibandingkan dengan 20 sekuens
hasil BLAST dan satu outgroup, dilakukan
menggunakan metode neighbor joining seperti yang
ditunjukkan pada Tabel 4.4. Nilai jarak genetik yang
semakin kecil antara dua organisme menunjukkan
bahwa hubungan kekerabatan di antara keduanya

semakin dekat (Tallei et al, 2016).

Data dari Tabel 4.4 menunjukkan bahwa
jarak genetik antara PC1 dengan Pandanus
conoideus adalah 0,0000. Sementara itu, jarak
genetik sampel PC2 dengan Pandanus conoideus
berkisar 0,0011 hingga 0,0022. Jarak genetik antara
sampel PC1 dan PC2 adalah 0,0011. Jarak genetik
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terbesar ditemukan antara sampel PC1 dengan
Cyclanthus bipartitus yaitu 0,0407; dan juga antara
sampel PC2 dengan Cyclanthus bipartitus yaitu
0,0407.

Menurut Suryadi et al. (2019), jarak genetik
dikategorikan rendah jika nilainya antara 0,010-
0,099; sedang jika 0,1-0,99; dan tinggi jika 1,00-
2,00. Semakin kecil jarak genetik, semakin kecil
pula perbedaan genetik antara individu, yang
berarti hubungan kekerabatan semakin dekat. Oleh
karena itu, sampel PC1 dan PC2 memiliki hubungan
kekerabatan yang dekat dengan spesies Pandanus
conoideus, sedangkan hubungan kekerabatan
dengan spesies Cyclanthus bipartitus jauh karena

spesies tersebut merupakan out group.

. Analisis Filogenetik

Rekontruksi filogenetik dilakukan dengan
menggunakan metode UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Average) dan
perhitungan jarak evolusi menggunakan Tamura 3-
parameter dengan 1000 replikasi bootstrap

(Tamura et al, 2021). Rekontruksi filogenetik
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berdasarkan metode UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Average) digunakan
sebagai pendekan pengelompokan bertingkat
secara bottom-up dalam bioinformatika untuk
menyusun pohon filogenetik. Metode ini
mengasumsikan bahwa populasi yang diteliti
memiliki laju evolusi molekuler yang konstan di
mana perubahan genetik terjadi secara seragam
pada semua cabang pohon (Wuriningtyas, et al,
2014). Model ini digunakan berdasarkan
rekomendasi aplikasi MEGA11 dalam

merekontruksi pohon filogenetik seluruh sekuens.

Hasil dari rekonstruksi pohon filogenetik
tersebut menunjukkan bahwa seluruh sekuens
mengelompok dalam bentuk klad. Hal ini berarti
sampel yang memiliki hubungan kekerabatan dekat
akan menggabung menjadi satu klad (Mirabella,
2012). Nilai bootstrap merupakan sebuah nilai
untuk kepercayaan suatu cabang. Semakin kecil
nilai bootstrap maka semakin rendah tingkat
kepercayaan topologi hasil rekonstruksi pohon

tersebut (Syahputra et al, 2017). Maka nilai
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bootstrap yang baik dapat dikatakan sebagai nilai
yang mendekati 100.

Berdasarkan nilai bootstrap pada PC1 dan
PC2 maka peluang terjadinya perubahan susunan
pada klad sangat rendah karena memiliki nilai
bootstrap 99%. Hanya terdapat 1 sekuens
nukleotida yang berbeda di sampel PC2 berupa
basa T, yang seharusnya basa A. Namun, topologi
hasil rekonstruksi pohon filogenetik pada PC1 dan
PC2 memiliki tingkat kepercayaan yang tinggi.
Berdasarkan sekuens gen matK dengan
kekonsistenan topologi filogenetik yang dihasilkan,
penelitian ini menunjukkan bahwa sekuens matK
memiliki peran dan memenuhi kriteria kegiatan
identifikasi berbasis molekuler sebagai upaya

konservasi genetik P. conoideus Lam. di Indonesia.

Keterbatasan Penelitian

Hasil penelitian ini dapat dijadikan acuan
untuk studi lanjutan, dengan tujuan meningkatkan
kualitas penelitian di masa mendatang, Namun, ada
sejumlah keterbatasan yang perlu diperhatikan,

yaitu:
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Keterbatasan dalam pengambilan sampel
secara langsung menyebabkan penelitian ini
tidak menyertakan pengukuran parameter
lingkungan.

Penelitian ini hanya menggunakan satu wilayah
gen matK sebagai sekuens yang dianalisis.
Adanya keterbatasan informasi kultivar
menyebabkan penulis juga terbatas dalam
menyimpulkan nama kultivar buah merah.
Pengamatan  karakter morfologi dalam

penelitian ini hanya dilakukan pada organ buah.



BABV
PENUTUP

A. Simpulan

Berdasarkan hasil analisis data, dapat disimpulkan

bahwa:

1.

2.

Hasil analisis sekuens menunjukkan bahwa sampel
PC1 yang berasal dari Timika memiliki panjang 895
bp, sementara sampel PC2 dari Nabire memiliki
panjang 893 bp. Komposisi basa nukleotida pada
kedua kultivar memiliki komposisi basa nukleotida
yang sama untuk Sitosin (C) 17,8 % dan Guanin (G)
15,3 %, sedangkan untuk sampel asal Timika
memiliki komposisi basa Timin (T) 36,2 %, Adenin
(A) 30,2%; untuk sampel asal Nabire memiliki
komposisi basa Timin (T) 37,0 %, Adenin (A) 29,9%
Analisis filogenetik mengungkapkan bahwa sampel
buah merah asal Timika dan Nabire merupakan
spesies P conoideus Lam. karena memiliki
hubungan kekerabatan yang sangat erat, bahkan
kemungkinan merupakan spesies yang sama
dengan P. conoideus Lam. yang terdata di NCBI. Hal
ini didukung oleh posisinya dalam satu kelompok

(clade) utama dengan nilai bootstrap yang sangat
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tinggi (99%) dan nilai matriks jarak genetik yang
sangat rendah, berkisar antara 0,0000 hingga
0,0011.
B. Saran
Karena adanya beberapa keterbatasan dalam
penelitian ini, peneliti mengajukan saran-saran berikut

untuk penelitian lanjutan, yaitu:

1. Pengukuran parameter lingkungan perlu
dilakukan pada setiap titik pengambilan sampel

2. Pengambilan sampel dari lebih dari dua lokasi
akan menghasilkan data yang lebih akurat

3. Disarankan untuk melakukan penelitian
lanjutan dengan metode DNA fingerprinting
untuk memverifikasi kultivar buah merah,
berdasarkan hasil analisis perbedaan morfologi
yang diperoleh dari penelitian ini.

4. Untuk melihat variasi genetik, penelitian
lanjutan mengenai identifikasi Buah Merah (P
conoideus Lam.) menggunakan DNA barcoding
perlu dilakukan dengan mencoba penanda

molekuler yang berbeda.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil Sekuensing Pandanus conoideus Lam. asal Timika
(PC1)

>1st_BASE_5354955_1_1F
NNTAAGNANTATCGCATTTAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTCATCC
CATCCATTTGGAAATCTTGGTGCAAACCCTTCAATGCTGGATCCAAGATAT
TTCCTCTTTGCATTTATTGCGATTCTTTCTCCATGAATATCATAATTGGAG
TAGTTTCATTACTCTGAAGAAATCTATTTACGGTTTTTCAAAAGAAAATAA
AAGACTATTTCGATTCCTATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGT
ATTAGTTTTTTTTTGTAAACAATCTTCTTATTTACGATCAACATCTTCTGG
AACTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACATCTTAATCC
TATAGTAGTGTGTCGTAATTATTTTCTGAAGAACCCTTTGTTCTTCAAGGA
TCCTTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTCTGGTTTCAAA
AGGAACTCATCTTCTGATGGAAAAATGGGGATGTCACCTTGTCAATTTCTG
GCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATTCGTATAAACCG
ATTATCAAACCATTCCTTCTATTTTCTGGGTTATCTTTTAAGTCTACTAAT
AAATCCTTCGTCGGTAAGGAATCAAATGCTAGAAAATTCATTTCTAATGGA
TACTGTTACTAAAAAATTCGATCCCATAGTCCCAATTATTCCTCTTATTGG
GTCATTGTCTAAAGCTAAGTTTTGTACCGTATCGGGGCATCCTAGTAGTAA
GCCGATCTGGACCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGATTTGGTCG
CATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCACAGCGGATCCTCAAAAAAACAGAG
TTTGTATCGAATAAGGTATATACTTCACTCTTGGGGGGGCTAAAAA

>1st_ BASE_5354956_1_1R
NNNNTANNCGNANCAACTCTGTTTTTTTGAGGATCCGCTGTGATAATGAGA
AAGATTTCTACATATGCGACCAAATCGATCAATAATATCAGAATCTGATAA
ATTGGTCCAGATCGGCTTACTACTAGGATGCCCCGATACGGTACAAAACTT
AGCTTTAGACAATGACCCAATAAGAGGAATAATTGGGACTATGGGATCGAA
TTTTTTAGTAACAGTATCCATTAGAAATGAATTTTCTAGCATTTGATTCCT
TACCGACGAAGGATTTATTAGTAGACTTAAAAGATAACCCAGAAAATAGAA
GGAATGGTTTGATAATCGGTTTATACGAATCCTGTACGGTTGAGACCAAAA
GTGAAAATAATATTGCCAGAAATTGACAAGGTGACATCCCCATTTTTCCAT
CAGAAGATGAGTTCCTTTTGAAACCAGAATTGCTTTTCCTTGATATCGAAC
ATAATGCATGAAAGGATCCTTGAAGAACAAAGGGTTCTTCAGAAAATAATT
ACGACACACTACTATAGGATTAAGATGTTCTATTTTTCCATAGAAATGTGT
TCGCTCAAGAAAAGTTCCAGAAGATGTTGATCGTAAATAAGAAGATTGTTT
ACAAAAAAAAACTAATACAAATTCGCATTCAGATACATAAGAATTATATAG
GAATCGAAATAGTCTTTTATTTTCTTTTGAAAAACCGTAAATAGATTTCTT
CAGAGTAATGAAACTACTCCAATTATGATATTCATGGAGAAAGAATCGCAA
TAAATGCAAAGAGGAAATATCTTGGATCCAGCATTGAAGGGTTTGCACCAA
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GATTTCCAAATGGATGGGATGAGGTATTAGTATATCTGACACATAATTTAA
ATGCGATAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAATATAGGGAGAANNNNNNNNNN
Lampiran 1. Hasil Sekuensing Pandanus conoideus Lam. asal Nabire
(PC2)

>1st BASE_5354957_4_1F
CCNNTTNNNNATTATCGCATTTAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTCA
TCCCATCCATTTGGAAATCTTGGTGCAAACCCTTCAATGCTGGATCCAAGA
TATTTCCTCTTTGCATTTATTGCGATTCTTTCTCCATGAATATCATAATTG
GAGTAGTTTCATTACTCTGAAGAAATCTATTTACGGTTTTTCAAAAGAAAA
TAAAAGACTATTTCGATTCCTATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATT
TGTATTAGTTTTTTTTTGTAAACAATCTTCTTATTTACGATCAACATCTTC
TGGAACTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACATCTTAA
TCCTATAGTAGTGTGTCGTAATTATTTTCTGAAGAACCCTTTGTTCTTCAA
GGATCCTTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTCTGGTTTC
AAAAGGAACTCATCTTCTGATGGAAAAATGGGGATGTCACCTTGTCAATTT
CTGGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATTCGTATAAA
CCGATTATCAAACCATTCCTTCTATTTTCTGGGTTATCTTTTAAGTCTACT
AATAAATCCTTCGTCGGTAAGGAATCAAATGCTAGAAAATTCATTTCTAAT
GGATACTGTTACTAAAAAATTCGATCCCATAGTCCCAATTATTCCTCTTAT
TGGGTCATTGTCTAAAGCTAAGTTTTGTACCGTATCGGGGCATCCTAGTAG
TAAGCCGATCTGGACCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGATTTGG
TCGCATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCACAGCGGATCCTCAAAAAAACA
GAGTTTGTATCGAATAAGGTATATACTTCGATCTGGGGGGGGGCAAAAAAA
A

>1st_ BASE_5354958_4_1R
NNNNNNTNCGATNAACTCTGTTTTTTTGAGGATCCGCTGTGATAATGAGAA
AGATTTCTACATATGCGACCAAATCGATCAATAATATCAGAATCTGATAAA
TTGGTCCAGATCGGCTTACTACTAGGATGCCCCGATACGGTACAAAACTTA
GCTTTAGACAATGACCCAATAAGAGGAATAATTGGGACTATGGGATCGAAT
TTTTTAGTAACAGTATCCATTAGAAATGAATTTTCTAGCATTTGATTCCTT
ACCGACGAAGGATTTATTAGTAGACTTAAAAGATAACCCAGAAAATAGAAG
GAATGGTTTGATAATCGGTTTATACGAATCCTGTACGGTTGAGACCAAAAG
TGAAAATAATATTGCCAGAAATTGACAAGGTGACATCCCCATTTTTCCATC
AGAAGATGAGTTCCTTTTGAAACCAGAATTGCTTTTCCTTGATATCGAACA
TAATGCATGAAAGGATCCTTGAAGAACAAAGGGTTCTTCAGAAAATAATTA
CGACACACTACTATAGGATTAAGATGTTCTATTTTTCCATAGAAATGTGTT
CGCTCAAGAAAAGTTCCAGAAGATGTTGATCGTAAATAAGAAGATTGTTTA
CAAAAAAAAACTAATACAAATTCGCATTCAGATACATAAGAATTATATAGG
AATCGAAATAGTCTTTTATTTTCTTTTGAAAAACCGTAAATAGATTTCTTC
AGAGTAATGAAACTACTCCAATTATGATATTCATGGAGAAAGAATCGCAAT
AAATGCAAAGAGGAAATATCTTGGATCCAGCATTGAAGGGTTTGCACCAAG
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ATTTCCAAATGGATGGGATGAGGTATTAGTATATCTGACACATAATTTAAA
TGCGATAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAATATAGGAATTNNNNNNNNNNNNC
C

Lampiran 2. Sekuen hasil contig Pandanus conoideus Lam.

>Sekuen hasil contig P. conoideus Lam. PC1
TTTAGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACC
TCATCCCATCCATTTGGAAATCTTGGTGCAAACCCTTCAATGCTGGATCCA
AGATATTTCCTCTTTGCATTTATTGCGATTCTTTCTCCATGAATATCATAA
TTGGAGTAGTTTCATTACTCTGAAGAAATCTATTTACGGTTTTTCAAAAGA
AAATAAAAGACTATTTCGATTCCTATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGA
ATTTGTATTAGTTTTTTTTTGTAAACAATCTTCTTATTTACGATCAACATC
TTCTGGAACTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACATCT
TAATCCTATAGTAGTGTGTCGTAATTATTTTCTGAAGAACCCTTTGTTCTT
CAAGGATCCTTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTCTGGT
TTCAAAAGGAACTCATCTTCTGATGGAAAAATGGGGATGTCACCTTGTCAA
TTTCTGGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATTCGTAT
AAACCGATTATCAAACCATTCCTTCTATTTTCTGGGTTATCTTTTAAGTCT
ACTAATAAATCCTTCGTCGGTAAGGAATCAAATGCTAGAAAATTCATTTCT
AATGGATACTGTTACTAAAAAATTCGATCCCATAGTCCCAATTATTCCTCT
TATTGGGTCATTGTCTAAAGCTAAGTTTTGTACCGTATCGGGGCATCCTAG
TAGTAAGCCGATCTGGACCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGATT
TGGTCGCATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCACAGCGGATCCTCAAAAAA
ACAGAGTTTGTATCGAATAAGGTATATA

> Sekuen hasil contig P. conoideus Lam. PC2
TTTTAGAGGACAAATTATCGCATTTTAATTATGTGTCAGATATACTAATAC
CTCATCCCATCCATTTGGAAATCTTGGTGCAAACCCTTCAATGCTGGATCC
AAGATATTTCCTCTTTGCATTTATTGCGATTCTTTCTCCATGAATATCATA
ATTGGAGTAGTTTCATTACTCTGAAGAAATCTATTTACGGTTTTTCAAAAG
AAAATAAAAGACTATTTCGATTCCTATATAATTCTTATGTATCTGAATGCG
AATTTGTATTAGTTTTTTTTTGTAAACAATCTTCTTATTTACGATCAACAT
CTTCTGGAACTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACATC
TTAATCCTATAGTAGTGTGTCGTAATTATTTTCTGAAGAACCCTTTGTTCT
TCAAGGATCCTTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTCTGG
TTTCAAAAGGAACTCATCTTCTGATGGAAAAATGGGGATGTCACCTTGTCA
ATTTCTGGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATTCGTA
TAAACCGATTATCAAACCATTCCTTCTATTTTCTGGGTTATCTTTTAAGTC
TACTAATAAATCCTTCGTCGGTAAGGAATCAAATGCTAGAAAATTCATTTC
TAATGGATACTGTTACTAAAAAATTCGATCCCATAGTCCCAATTATTCCTC
TTATTGGGTCATTGTCTAAAGCTAAGTTTTGTACCGTATCGGGGCATCCTA
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GTAGTAAGCCGATCTGGACCAATTTATCAGATTCTGATATTATTGATCGAT
TTGGTCGCATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCACAGCGGATCCTCAAAAA
AACAGAGTTTGTATCGAATAAGGTAT



Tabel Lampiran 1. Hasil BLASTn di NCBI sampel PC1

TABEL LAMPIRAN
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No. Nama Ilmiah Jumlah
(Sekuen)

1. Pandanus conoideus 7
2. Pandanus tectorius

3. Pandanus amaryllifolius 3
4. Pandanus vandermeeschii 1
5. Benstonea copelandii 1
6. Pandanus odorifer 1
7. Martellidendrom hornei 1
8. Freycinetia banksii 1
9. Sararanga sinuosa 1
10.  Freycinetia formosana 1
11. Pandanus christmatensis 1
12.  Pandanus zea 1
13.  Benstonea sp. 1
14.  Pandanus longicaudatus 1
15.  Pandanus viscidus 1
16.  Pandanus pancheri 1
17.  Pandanus decumbens 2
18.  Pandanus peyrierasi 1
19.  Pandanus balansae 1
20.  Pandanus sp. 2
21.  Pandanus macrocarpus 1
22.  Pandanus urophyllus 1
23.  Pandanus microcarpus 1
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Lanjutan
No. Nama Ilmiah Jumlah
(Sekuen)

24. | Pandanus candelabrum

25. | Pandanus spiralis 1
26. | Pandanus platyphyllus 1
27. | Pandanus saxatilis 1
28. | Pandanus maximus 1
29. | Pandanus tsaratananensis 1
30. | Pandanus sambiranensis 1
31. | Pandanus icery 1
33. | Pandanus kirkii 1
34. | Pandanus sphaeroideus 1
35. | Pandanus thomensis 1
36. | Carludovica palmata 2
37. | Pandanus dubius 1
38. | Pandanus eydouxia 1
39. | Pandanus odoratissimus 1
40. | Pandanus pygmaeus 1
41. | Pandanus utilis 1
42. | Schultesiophytum choriantum 1
43. | Pandanus albifrons 1
44. | Pandanus joskei 2
45. | Pandanus basedowii 1
46. | Asplundia moritziana 1
47. | Thoracocarpus bissectus 1
48. | Pandanus austrosinensis 2
49. | Chorigyne cylindrica 1
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Lanjutan
No. Nama Ilmiah Jumlah
(Sekuen)

24. | Pandanus candelabrum

25. | Pandanus spiralis 1
26. | Pandanus platyphyllus 1
27. | Pandanus saxatilis 1
28. | Pandanus maximus 1
29. | Pandanus tsaratananensis 1
30. | Pandanus sambiranensis 1
31. | Pandanus icery 1
33. | Pandanus kirkii 1
34. | Pandanus sphaeroideus 1
35. | Pandanus thomensis 1
36. | Carludovica palmata 2
37. | Pandanus dubius 1
38. | Pandanus eydouxia 1
39. | Pandanus odoratissimus 1
40. | Pandanus pygmaeus 1
41. | Pandanus utilis 1
42. | Schultesiophytum choriantum 1
43. | Pandanus albifrons 1
44. | Pandanus joskei 2
45. | Pandanus basedowii 1
46. | Asplundia moritziana 1
47. | Thoracocarpus bissectus 1
48. | Pandanus austrosinensis 2
49. | Chorigyne cylindrica 1
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Lanjutan
No. Nama Ilmiah Jumlah
(Sekuen)
50. | Pandanus arapepe 1
51. | Pandanus alveolatus 1
52 | Pandanus borneensis 1
53. | Sphaeradenia woodsonii 1
54. | Cyclanthus bipartitus 2
55. | Pandanus dauphinensis 1
56. | Martellidendron kariangense 1
57. | Stelestylis surinamensis 1
58. | Pandanus altissimus 2
59. | Pandanus bernardi 1
60. | Pandanus solms-laubachii 1
61. | Pandanus neocaledonicus 1
62. | Pandanus serpentinicus 1
63. | Pandanus bilinearis 1
64. | Pandanus rigdifolius 1
65. | Pandanus reticulatus 1
66. | Pandanus austrosinensis 1
Total 100




Tabel Lampiran 2. Hasil BLASTn di NCBI sampel PC2
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No. Nama Ilmiah Jumlah
(Sekuen)
1. Pandanus conoideus 7
2. Pandanus tectorius 9
3. Pandanus amaryllifolius 3
4. Pandanus vandermeeschii 2
5. Benstonea copelandii 3
6. Pandanus odorifer 3
7. Martellidendrom hornei 1
8. Freycinetia banksii 1
9. Sararanga sinuosa 1
10. | Freycinetia formosana 1
11. | Pandanus christmatensis 1
12. | Pandanus zea 1
13. | Benstonea sp. 2
14. | Pandanus longicaudatus 1
15. | Pandanus viscidus 1
16. | Pandanus pancheri 5
17. | Pandanus decumbens 2
18. | Pandanus peyrierasi 1
19. | Pandanus balansae 2
20. | Pandanus sp. 2
21. | Pandanus macrocarpus 1
22. | Pandanus urophyllus 1
23. | Pandanus microcarpus 1
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Lanjutan
No. Nama Ilmiah Jumlah
(Sekuen)
24. | Pandanus candelabrum 1
25. | Pandanus spiralis 2
26. | Pandanus platyphyllus 1
27. | Pandanus saxatilis 1
28. | Pandanus maximus 1
29. | Pandanus tsaratananensis 1
30. | Pandanus sambiranensis 1
31. | Pandanus icery 1
33. | Pandanus kirkii 1
34. | Pandanus sphaeroideus 1
35. | Pandanus thomensis 1
36. | Carludovica palmata 2
37. | Pandanus dubius 1
38. | Pandanus eydouxia 1
39. | Pandanus odoratissimus 1
40. | Pandanus pygmaeus 1
41. | Pandanus utilis 1
42. | Schultesiophytum choriantum 1
43. | Pandanus albifrons 1
44. | Pandanus joskei 2
45. | Pandanus basedowii 1
46. | Asplundia moritziana 1
47. | Thoracocarpus bissectus 1
48. | Pandanus austrosinensis 1
49. | Chorigyne cylindrica 1
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Lanjutan
No. Nama Ilmiah Jumlah
(Sekuen)
50. | Pandanus arapepe 1
51. | Pandanus alveolatus 1
52 | Pandanus borneensis 1
53. | Sphaeradenia woodsonii 1
54. | Cyclanthus bipartitus 2
55. | Pandanus dauphinensis 1
56. | Martellidendron kariangense 1
57. | Stelestylis surinamensis 1
58. | Pandanus altissimus 2
59. | Pandanus bernardi 1
60. | Pandanus solms-laubachii 1
61. | Pandanus neocaledonicus 2
62. | Pandanus serpentinicus 1
63. | Pandanus bilinearis 1
64. | Pandanus rigdifolius 1
65. | Pandanus reticulatus 1
66. | Pandanus austrosinensis 1
68. | Pandanus spicatus 1
Total 100
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GAMBAR LAMPIRAN

Gambar Lamplran 1 Hasil aligment sekuens dua sampel, 20 sekuens hasil BLAST dan 1 outgroup
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Gambar Lampiran 1. Lanjutan, Hasil aligment sekuens dua sampel, 20 sekuens hasil BLAST dan 1 outgroup

#3ampel 1 GGA GTA GTT TCA TTA CTC TG- AAG AAA TCT ATT TAC GGT TTT TCA AAA GAA AAT AAA AG- -AC TAT TTC GAT TCC TAT [234]
#Sampel_2 T e T T TR T T B 13 |
#LC491427.1:15-908_Pandanus_conoideus [234]
#LC491423.1:14-908_Pandanus_conoideus [234]
#LC491425.1:17-911_Pandanus_conoideus [234]
#LC491426.1:19-913_Pandanus_conoideus [234]
#LC491424.1:22-917_Pandanus_conoideus . . R . [234]
#LC491428.1:14-907_Pandanus_conoideus e e B 13 |
H#A¥952418.1:516-1412 Pandanus_tectorius A.C T.T AGA Ca. GG AA. .A. .GG .AC .A. GGG .TC ... TT. TIT .. . AG. A.. T.. .AG 2L [234]
#NC7070105.1:1979’ZE727Pandanu57&maryl_‘.1ful_\.us A.C T.T AGA Ca. GG AA. .A. .GG .AC .A. GGG .TC ... TT. TIT .. . AG. A, T.. JAG AR [234]
HMT046148.1:411-1305_Pandanus_tectorius . [234]
#J0435565.1:408-1302_Pandanus_vandermeeschii [234]
#LC491427.1:14-906_pandanus_conoideus [234]
#LC491423.1:13-905_pandanus_conoideus [234]
#LC491425.1:16-908_pandanus_conoideus [234]
#LC491426.1:18-910_pandanus_conoideus [234]
#LC491424.1:21-914_pandanus_conoideus [234]
#LC401428.1:13-904_pandanus_conoideus et LT T -2- 3|
#a¥052418.1 19714137Pandanu57tectnr1u5 A.C T.T AGA CA. GG AA. (A, .GG .AC .A. GGG .TC ... TT. TTT . . AG. A.. T.. .AG A.A [z34]
#NC_070105.1:1981-2873_Pandanus_awaryllifolins A.C T.T AGA Ch. LA, .GG .AC .A. GGG .TC ... TT. TIT . T.. .26 . [234]
#MT046148.1:410-1302_Pandanus_tectorius [234]
#30435565.1: 407-1200_Pandanus_vandermeeschii e e e - - [234]
#ET205206.1_cyclanthus_bipartitus T Tl LT T TR 111 |
#SEmpEl_l ATA ATT CTT ATG TAT CTG AAT GCG AAT TTG TAT TAG TTT TTT TT- TTA TTT ACG ATC AAC [312]
#sewpel 2 [312]
#LC491427.1:15-909_Pandanus_conoideus 13121
#LC491423.1:14-908_Pandanus_conoideus 13121
#LC491425.1:17-811_Pandanus_conoideus 13121
#LC491426.1:19-813_Pandanus_conoideus 13121
#LC491424.1:22-917_Pandanus_conoideus 3121
#LC491428.1:14-907_Pandanus_conoideus e e e e AP N - F 3 |
#2¥952418.1:516-1412 Pandanus_tectorius TG, .T. C.T T.C CGA CGA AG. A.. .A. . CAG ARA .TA GAR GGA [31Z]
#0C_070105.1:1978-2872_Pandanus_amaryllifolius TG. . T.C TA. C.. T.. .T. C.T T.C CGA CGA AG. A.. .A. . CAG ARA .TA GAR GGA [31Z]
#MTD46148.1:411-1305_Pandanus_tectorius .. . Gur v e e e e . C e e e el [312]
#J0435565.1:408-1302_Pandanus_vandermeeschii [212]
#LCAD1427.1:14-006_Pandanus_conoideus [212]
#LC4D1423.1:13-005_Pandanus_conoideus [212]
#LC4D1425.1:16-008_Pandanus_conoideus [212]
#LC4D1426.1:18-010_Pandanus_conoideus [212]
#LC401424.1:21-014_Pandanus_conoideus [312]
#LC401428.1:13-004_Pandanus_conoideus e e e e B B3 |
#a¥052418. 19714137Fandanu57tectnr1us TG. . .T. C.T T.C CGA CGA AG. A.. .A. .AG .. A AC. CAG ABa .TA GAR GGA [31Z]
#I\TC707DIDS. 1931729'J37Pandsnu37marylllfnl1us TG. ... T.C TA. C.. T.. .T. C.T T.C CGA CGA AG. A.. .A. .AG .. A AC. CAG ABa .TA GAR GGA [31Z]
#MT046148 . 1:410-1302_Pandanus_tectorius G.. 13121
#J0435565.1:407-1299_Pandanus_vandsrmeeschii R 13121
HET205206.1_Cyclanthus_bipactitus Ceo el T 13121
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#sampel 1
#sampel 2

#LCAD1427.
HLC491423 .
HLC491425.
HLC491426.
HLC491424.
H#LC491428.
4952418,

#uC_070105.1:1978-2872_Fandanus_smaryllifolius

#MTO4E148 .
#IQ435565.
HLCAD1427.
H#LC491423 .
HLCA91425.
HLCA91426.
#LC491424.
#LC491428 .
#RYD52418.
#NC_070105.
HMTO46146 .

HTQ435565.
H#KTI05206.
#Ssmpel 1

#Ssmpel Z

#LC4ol427.
#LCAo1423.
#LC4ol423s.
#Lcaolale.
#LC4ol4i4.
#LC4olais.
#RYD52418.

#Nc¢_070105.1:1976-, 2872 Pandanus _swaryllifolius &G, G.C A.C

#MTO46148 .
#TQ433563.
#Lc491427
#LC4A91423.
#LC491423
#Lc4oldie.
#Lc4o1424.
#LC491428.
#RYD52418.

#Nc¢_070105.1:1981-, 2873 _Pandanus amaryll_\.fullus GG, G0 ALC

#MTO46148 .
#TQ433563.
#KTZ035206.

[ e

1:15-505_Pandanus_conoideus
1:14-908_Pandanus_conoideus
1:17-911_Pandanus_conoideus
1:19-913_Pandanus_conoideus
1:22-917_Pandanus_conoideus
1:14-907_Fandanus_conoideus
1:516-1412_Pandanus_tectorius

1:411-1305_Pandanus_tectorius
1:408-1302_Pandanus_vandermeeschii
1:14-006_Pandanus_conoideus
1:13-905_pandanus_conoideus
1:16-008_Pandanus_conoideus
1:18-010_Pandanus_conoideus
1:21-014_pandanus_conoideus
1:13-904_Pandanus_conoideus
1:519-1413 Pandanus_tectorius

1:410-1302 Pandsnua _tectorius
1:407-1299_Pandanus_vandermeeschii
1_Cyclanthus_bipartitus

1:15-909_Fandanus_conoideus
1:14-908_Fandanus_conoideus
1:17-911_Fandanus_conoideus
1:19-913_Fandanus_conoideus
1:22-917_Fandanus_conoideus
1:14-907_Fandanus_conoideus
1:516-1412_Pandanus_tectorius

:411-1305_Pandsans_tectorius
:408-1302_Pandanus_vandermeeschii
:14-906_Pandanus_conoideus
3-905_Pandanus_conoideus
6-908_Pandanus_conoideus
:16-910_Pandanus_conoideus
1-914_Pandanus_conoideus
:13-904_Pandanus_conoideus
:519-1413_Fandanus_tectorius

1:410-1302_Pandanus_tectorius
1:407-1200_Pandanus_vandermesschii
1_Cyclanthus_bipartitus

981-2873_Pandanus_amaryllifolins

ATC TTC TGG AAC TTT T-C TTG AGC GAA CAC ATT TCT ATG GAA AAA TAG AAC -AT CTT AAT CCT ATA 6TA GTG TGT CGT

WA TA.
WA TA.

LCE GET .
LCE 6T .

LA T.A
LA T.A

LG 6T
LG GT

LA TA.
LA TA.

.CG GGT .
.C8 G-T .

LaT.A
LaT.A

G G.T .
LG G.T .

DG
AAT TAT TTT CT& ARG AAC CCT TTG

LCC TT TTT ..A LCA
LCC VTT TTT . .6 .CA
T

GG, G.C A.C

G, G.C A.C .CC LTT TIT ..A

.. TC.
. TC.

TTC TTC

GRA GAT G..
GRA GAT G..

LCA GRA GAT G..

TG. A.G G.T ..
TG. A% G.T ..

TG. A4.G G.T

TG. A.G G.T ..

G .CC A.A LGT G.A AA,
G .CC AJA LGT G.A AA,

G .CC A.A .GT G.A RA.
G .CC A.A .GT G.A RA.

ARG GAT CCT TTC ATG CAT TAT GTT CGA

TTC .T.
TTC .T.

TTC .T.

LCC VTT TTT ..G .CA GAA GAT G.. TIC .T.
3 .T P
N .T 2
N

G LA,
G LA,

-
LG WAL

LCA G.A T.6 LTT
LCA G.A T.6 LTT

. AT,
. AT,

TAT ChA

LTC LTT
LTC LTT

GCC AG. AAT ..

GCC AG. AAT ..

GGA AMA GCA ATT CTG

Ch. RAT
Ch. RAT

LAT LTC LA
LAT LTC LA

LCA G.A T.§ LTT .TC .TT .AT .TC A,
LCA G.A T.¢ JTT .TC .TT .AT .TC LA,

Ch. RAT
Ch. RAT

[390]
[390]
[3a0]
[390]
[390]
[390]
[3g90]
(3901
(3901
[390]
(3901
(3901
(3901
[390]
[390]
[390]
[3a0]
[390]
[390]
[390]
[3g90]
(3901
(3901
[468]
[468]
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14681
14621
14621
14621
14621

129



130

Gambar Lampiran 1. Lanjutan, Hasil aligment sekuens dua sampel, 20 sekuens hasil BLAST dan 1 outgroup

#3smpel 1 GTT TCA ARA @GA ACT CAT CTT CTG ATG @AA ARA TGZ GGA T®T CAC CTT &IC AAT TTC TGE CAA TAT TAT TTIT CAC TTT [546]
#sanpel 2 [546]
#LC491427.1:15-909_Pandanus_conoideus [5461
#LC401423 . 1: 14-008_Pandanus_conoideus [546]
#LC491425.1:17-911_Pandanus_conoideus [5461
#LC401426.1:19-913_Pandanus_conoideus [546]
#LC491424.1:22-917_Pandanus_conoideus [5461
#LC401428 . 1: 14-007_Pandanus_conoideus N £ 13|
HAYOS5Z418. 1:515*14IZ_Fandanus_tE:tDrlus LCA .&. ..G (AT C.. TGA AGA ACA .A. .GT TCT .CA .A. AA. A.T TAC .A. .CA C.A CTA T.G G.. ..A &Aa. —-GT .C. [546]
#0C_070105.1:1978-2872_Pandanus_swaryllifolius .CA .6. ..G .AT C.. TGA AGA ACA .A. .GT TCT .CA .A. AA. A.T TAC .A. .CA C.A CTA T.G G.. ..A GA. -GT .C. [548]
#MTO046148.1:411-1305_Pandanus_tectorius .C. e e e e e . e e e e [546]
#J0435565.1:408-1302_Pandanus_vandermeeschii .. [546]
#LC401427.1: 14-006_Pandanus_conoideus [546]
#Lc401423.1:13-005_Pandanus_conoideus [546]
#LC401425.1: 16-008_Pandanus_conoideus [546]
#LC491426.1:18-910_Pandanus_conoideus [5461
#LC401424.1:21-014_Pandanus_conoideus [546]
#LC491428.1:13-904_Pandanus_conoideus N 4= 13
#avy952416. 1:519714137Pandanu37te:tnr1uﬁ .CA .G. ..G .AT C.. TGA AGA ACA .A. .GT TCT .Cx .A. AA&. A.T TAC .&. .CA C.& CTA T.G G.. ..A GAa. -GT .C. [548]
#0C_070105.1:1981-2873_Pandanus_swaryllifolius .CA .&. ..G .AT C.. TGA AGA ACA .A. .GT TCT .CA .A. AA. A.T TAC .A. .CA C.A CTA T.G G.. ..A GA. -GT .C. [546]
#MT046148. 1:410-1302_Pandanus_tectorius .c. e e e e e e e e e e e e e e e e .. [546]
#J0435565.1:407-1299_Pandanus_vandermeeschii .. C [5461
#KT205206.1_Cyclanthus_bipartitus - J P e [546]
#Fawpel 1 TGG TCT CAA CCG TAC AGG ATT CGT ATA AAC CGA TTA TCA AAC CAT TCC TAT TITT CTG &GT TAT CTT TTA AGT CTA [6Z4]
#saupel 2 [624]
#LC401427,1:15-909_Pandanus_conoideus [624]
#LC491423.1:14-908_Pandanus_conoideus [624]
#LC401425.1:17-911_Pandanus_conoideus [624]
#LC401426.1:10-913_Pandanus_conoideus [624]
#LC491424.1:22-917_Pandanus_conoideus [624]
#LC401428 . 1:14-907_Pandanus_conoideus e T, P e [624]
#AV952418.1:516-1412 Pandanus_tectorius ATT .T. .¢. TA. A.AT.T G.. ..C TC. .GA AA. 6.T C.. G.A G.. GTT CG. AAA TAA .AA G.. TG. [624]
#NC_070105.1:1976-26872_Pandanus_swaryllifolius ATT .T. .C. TA. A.A T.T G.. ..C TC. .GA AA. 6.T C.. G.A G.. GTT CG. AAA TAA .AA G.. TG. [624]
#MTO46148 . 1:411-1305_Pandanus_tectorius [624]
#T0435565.1:408-1302_Pandanus_vandermeeschii [624]
#LC491427, 1:14-906_Pandanus_conoideus [624]
#LC401423.1:13-905_Pandanus_conoideus [624]
#LC401425,1:16-908_Pandanus_conoideus [624]
#LC491426.1:18-910_Pandanus_conoideus [624]
#LC401424.1:21-914_Pandanus_conoideus [624]
#L.C401428,1:13-904_Pandanus_conoideus e P PR e [624]
#AYS52418.1:519-1413_ Pandanus_tectorius AIT .T. .¢. TA. A,AT.TG.. ..C TC. .GA AA, ¢.T C.. G.A G.. GTT GAT CG. AAA TAA .AA G.. TG. [624]
#NC_070105.1: 1981-2873_Pandanus smarylllfnlluﬁ ATT .T. .C. TA. A.& T.T G.. ..C TC. .GA AA. G.T C.. G.A G.. GTT GAT CG. AAA TAA .AA G.. TG. can -— [624]
#MTO46148 . 1:410-1302_Pandanus_tectorius [624]
#T0435565. 1:407-1209_Pandanus_vanderweeschii T, [624]
H#ET205206.1_Cyclanthus_bipartitus P [624]
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#3ampel 1 ©TA ATA AAT CCT TCG TCG GTA AGS RAT CAR ATG CTA GAA AAT TCA TTT CT-
#sampel 2 e e e e -
#LC491427.1:15-909_Pandanus_connideus

#LC491423 . 1:14-908_Pandanus_connideus

#LC491425.1:17-911_Pandanus_connideus

#LC491426.1:19-913_Pandanus_connideus

#L.¢401424,1:22-017_Pandanus_conoidens

#1.¢491426 . 1:14-907_Pandanus_conoideus A e e
#AY952416.1:516-1412_Pandanus_tectorius ..A .TA ATA CAR A.T C.C .T. LA AT AL L.
#Nc_070105.1:1978-2872_Pandanus_smaryllifolins LA .TA ATA CAA A.T C.C .T. ..G ..& .AT A.& ... .-. .A. AGG ...
#MTO46146.1:411-1305_Pandanus_tectorius

#T0435565.1:408-1302_Pandanus_vandermeeschii

#LC491427.1:14-906_Pandanus_connidens

#LC491423.1:13-905_Pandanus_connideus

#LC491425. 1:16-908_Pandanus_connideus

#LC491426.1:18-910_Pandanus_connideus

#L¢401424,1:21-014_Pandanus_conoidens

#1.¢401428.1:13-004_Pandanus_conoidens A e e
#AY952416.1:519-1413_Pandanus_tectorius LA LTA ATA CAR AT C.¢ .T. ..G ..A .AT A&
#Nc_070105.1:1981-2873_Pandanus_smaryllifolins L.A .TA ATA CAA A.T C.C .T. LA AT A6

#MTO46146.1:410-1302_Pandanus_tectorius
#T0435565.1:407-1299_Pandanus_vandermeeschii
#KTZ05206.1_Cyelanthus_bipartitus

#3ampel_1

#3ampel 2

#1,0481427.1:15-008_Pandanus_conoideus

#1,0481423.1:14-908_Pandanus_conoideus

#1,0481425.1:17-911_Pandanus_conoideus

#1,0481426.1:19-913_Pandanus_conoideus

#1,0481424.1:22-017_Pandanus_conoideus

#1,0491428.1:14-007_Pandanus_concideus e e e e e e
#A7052418.1:516-1412_Pandanus_tectorius TG A LAC . C AR ..A .G ARA CT. CT. €.. T.A

#NC_070105.1:1978-2872_Pandanus_smaryllifolius .T¢ 3.3 .AC . L=C AR LLA LG BAA CT. CT. C.. T.A

#MTO46148.1:411-1305 Pandanus_tectorius . AL
#T0435565.1:408-1302_Pandanus_vanderwesschii . AL
#LC491427.1:14-806_Fandanus_conoideus

#L,C491423.1:13-905_Pandanus_conoideus

#L,C491425.1:16-908_Pandanus_conoideus

#LC491426.1:18-910_Pandanus_conoideus

#LC491424.1:21-914 Pandanus_conoideus

#LC491428.1:13-904_Pandanus_conoideus e e e e PR
#27952418.1:519-1413_Pandanus_tectorius WTG ALA LAC . L.A .G AAA CT. CT. C.. T.A

#NC_070105.1:1981-2873_Pandanus_swaryllifolius .TG A.A .AC . WA ..G AAA CT. CT. C.. T.A
#MT046148.1:410-1302_Pandanus_tectorius e e e
#J0435565.1:407-1299_Pandanus_vandermeeschii

H#KT205206.1_Cyclanthus_bipartitus

AAT GGA TAC TGT TAC TAA ARA ATT CGA

[

<
.
.

A

A

G..

TTG TAC CGT ATC GGG GCA TCC

LA L.
LA L.

. AT AL JTT T.T T.

TAG TAG

LGA LT T-C .6 LA BA. GRA .C. C.A

LGA LT

[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]
[702]

[780]
[780]
[780]
[780]
[780]
[780]
[780]
[780]
17801
[780]
[780]
[780]
[780]
[780]
[780]
[780]
[780]
[780]
[780]
[780]
17801
[780]
[780]
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#Sampel 1
#3empel 2
#L0491427.1:15-909_Pandanus_conoideus

#1c4591423.1:14-908_Pandanus_conoideus
#1Lc4591425.1:17-911_Pandanus_conoideus
#Lc4591426.1:19-913_Pandanus_conoideus
#Lc491424.1:22-917_Pandanus_conoideus
#Lc491428.1:14-907_Pandanus_conoideus

#AY952418.1:516-1417_Pandanus_tectorius

#Wc_070105.1:1978-2872_Pandanus_swaryllifolius ...

#MT046148.1:411-1305_Pandanus_tectorius
#T0435565.1:408-1302_Pandanus_vandermeeschii
#1c4591427.1:14-906_Pandanus_conoideus
#1,c4591423.1:13-905_Pandanus_conoideus
#1,c4591425.1:16-908_Pandanus_conoideus
#LCA01426.1:18-010_Pandanus_conoideus
#Lc491424.1:21-914_Pandanus_conoideus
#1,c491428.1:13-904_Pandanus_conoideus
#AY952418.1:519-1413_Pandanus_tectorius

#Wc_070105.1:1981-2873_Pandanus_awaryllifolius .

#MT046148.1:410-130Z_Pandanus_tectorius
#70435565.1:407-1209_pandanus_vandermeeschii
#KTZ05206.1_cyclanthus_bipartitus

TG
TG

CGA TCT @GR CCA ATT

LA AGR .

T

-AT CAG ATT CTG ATA TTA TTG

LCR GCA T..
LCR GCA T..

LCR GCA T..
LCR GCA T..

LG GGT .
LAG GGT .

LAG GGT .
LAG GGT .

-AT CGA TTT GGT CGC ATA T@T AGA AAT CTT TCT

¢ LA GA. TTC LA
¢ LA GA. TTC LA

¢ LA GA. TTC LA
¢ LA GA. TTC LA

LG GA. 6.6 .TG MGG LA.
.G GA. 6.6 .TG AGG LA,

.G GA. 6.6 .TG AGG LA,
.G GA. 6.6 .TG AGG LA,

[858]
[858]
[858]
[6856]
[858]
18581
[858]
(6581
[858]
[858]
[858]
[858]
[6856]
[858]
18581
[858]
(6581
[858]
[858]
[858]
[858]
[6856]
[858]
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#3ampel 1 CAT TAT CAC AG-
#5ampel 2 -
#LC491427.1:15-908 Pandanus_conoideus -
#LC491423.1:14-908 Pandanus_conoideus -
#LC491425.1:17-911 Pandanus_conoideus -
#LC4591426.1:19-913 Pandanus conoideus -
#LC491424.1:32-917 Pandanus_conoideus -
#LC491428.1:14-907 Pandanus conoideus e
#2¥052415.1:516-1412 Pandanus tectorius T.% ... AT. T.2
#NC_070105.1:1978-2872_Pandanus_amaryllifolius T.G ... AT. T.2
#MTO46145.1:411-1305_Pandanus_tectorius -
#TQ435565.1:408-1302_Pandanus wvandermeeschii -
#LC491427.1:14-906 Pandanus_conoideus -
#LC491423.1:13-905 Pandanus_conoideus -
#LC491425.1:16-908_Pandanus conoideus -
#LC491426.1:18-910 Pandanus_conoideus -
#LC491424.1:21-914 Pandanus conoideus -
#LC4914258.1:13-904 Pandanus_conoideus P
#AY952418.1:519-1413 Pandanus teckorius T. & . AT. T.
#HC_070105.1:1981- 26873 Pandanus amarylllfallus T.G

#MTU‘16148 1:410-1302 Pandanus tectorius

#JQ435565. 1:407- 1299_Pandanus_vandermeEschll

#KT205206.1 Cyclanthus hipartitus

-
. AT. T.A .

Cos ATC CTC AAA AMA ACA GAG TTT GTA TCG AAT A [S04]

TG CG. T.A ...
TG CG. TWA ...

CoCTC T.A .
.CCTC T.A .

[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
[904]
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Gambar Lampiran 2. Dokumentasi Penelitian

Keterangan: (a) Pengambilan sampel; (b) Pengukuran panjang buah; (c)
Proses pemipilan buah; (d) Penimbangan pedicel buah; (e) Pengukuran
panjang bulir dengan jangka sorong;(f) penimbangan bulir buah; (g)
Proses penghancuran sampel dan isolasi DNA; (h) Proses elektroforesis
sampel; (i) Proses PCR; (j) Sterilisasi alat dengan autoklaf; (k) Proses
inkubasi sampel; (1) Proses homogenisasi sampel; (m) Proses
sentrifugasi; (n) Proses penimbangan sampel; (o) Proses pengiriman
amplikon ke 1lst BASE DNA Sequencing, Malaysia; (p) Proses visualisasi
hasil isolasi dan PCR.
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