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ABSTRAK

Nama : Jauharotun Nafiisah
NIM : 1908016054
Program Studi: S1 Biologi

Judul :  Reidentifikasi Cercestis mirabilis dan
Komparasinya Dengan Anthurium
pentaphyllum Berdasarkan Ciri
Morfologi dan  Sekuen  trnL-trnF
Intergenic Spacer

Cercestis mirabilis dan Anthurium pentaphyllum
merupakan jenis tanaman koleksi Kebun Raya Bogor yang
berbeda. Kedua tanaman ini memiliki karakter dan bentuk
morfologi yang mirip, sehingga diperkirakan terdapat
kerancuan pada penamaan jenis tanaman. Identifikasi jenis
secara morfologi dan barcoding dilakukan sebagai upaya
mengungkapkan keanekaragaman tumbuhan. Salah satu
region yang digunakan dalam barcoding yaitu trnL-trnF

Intergenic Spacer. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis

perbandingan ciri morfologi dan mengetahui hasil identifikasi

C. mirabilis dan komparasinya dengan A. pentaphyllum

berdasarkan sekuen trnL-trnF IGS. Data hasil isolasi DNA C.

mirabilis dan A. pentaphyllum koleksi Kebun Raya Bogor

sesuai dengan prosedur kit TIANGEN. Tahapannya dimulai
dari amplifikasi PCR dilanjutkan elektroforesis dan
sekuensing 1st BASE Singapura. Analisis data dilakukan
menggunakan software Molecular Evolutionary Genetics

Analysis (MEGA 11). Alignment dilakukan menggunakan

ClustalW dan dianalisis menggunakan Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST) di laman National Center for

Biotechnology Information (NCBI). Rekontruksi pohon

filogenetik menggunakan Neighbor Joining (N]) dengan nilai

bootstrap 1000 kali. Analisis lanjut menggunakan Multiple

Vii
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Sequence Alignment by Florence Corped (MultAlin). Hasil
penelitian menunjukan terdapat kemiripan morfologi antara
C. mirabilis dan A. pentaphyllum yang ada di KRB setelah
dibandingkan dengan A. pentaphyllum yang ada di referensi.
Hasil pohon filogenetik menunjukan C. mirabilis (CM KRB)
adalah jenis dari A. pentaphyllum (AP KRB) setelah
dikomparasi, sehingga perlu dikonfirmasi ulang bahwa
terdapat kerancuan dalam penamaan tanaman di vak KRB.

Kata Kunci  : Anthurium pentaphyllum, Barcoding, Cercestis
mirabilis, Morfologi, trnL-trnF IGS.



ABSTRACT

Nama : Jauharotun Nafiisah
NIM : 1908016054
Program Studi: S1 Biologi

Judul :  Reidentifikasi Cercestis mirabilis dan
Komparasinya Dengan Anthurium
pentaphyllum Berdasarkan Ciri
Morfologi dan  Sekuen  trnL-trnF
Intergenic Spacer

Cercestis mirabilis and Anthurium pentaphyllum are
different types of plants in the Bogor Botanical Gardens
collection. These two plants have similar morphological
characters and forms, so it is thought that there is confusion
in the naming of plant species. Identification of morphological
species and barcoding was carried out as an effort to reveal
plant diversity. One of the regions used in barcoding is trnL-
trnF Intergenic Spacer. This study aims to analyze the
comparison of morphological characteristics and determine
the results of the identification of C. mirabilis and its
comparison with A. pentaphyllum based on the trnL-trnF IGS
sequence. Data on the results of DNA isolation of C. mirabilis
and A. pentaphyllum from the Bogor Botanical Garden
collection according to the TIANGEN kit procedure. The stages
started with PCR amplification followed by electrophoresis
and 1st BASE Singapore sequencing. Data analysis was
performed using Molecular Evolutionary Genetics Analysis

(MEGA 11) software. Alignment was performed using

ClustalW and analyzed using the Basic Local Alignment Search

Tool (BLAST) on the National Center for Biotechnology

Information (NCBI) website. Phylogenetic tree reconstruction

using Neighbor Joining (N]) with a bootstrap value of 1000

times. Further analysis using Multiple Sequence Alignment by

iX



Florence Corped (MultAlin). The results showed that there
were morphological similarities between C. mirabilis and A.
pentaphyllum in KRB when compared with A. pentaphyllum in
the reference. The results of the phylogenetic tree showed
that after comparison, C. mirabilis (CM KRB) was the type of A.
pentaphyllum (AP KRB), so it needed to be reconfirmed that
there was confusion in the naming of plants in the KRB area.

Keywords : Anthurium pentaphyllum, Barcoding, Cercestis
mirabilis, Morphology, trnL-trnF IGS.
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BAB I
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kebun Raya Bogor merupakan salah satu pusat
konservasi ex situ tumbuhan di Indonesia yang
memiliki lima fungsi utama, yakni Kkonservasi,
penelitian, pendidikan, wisata, dan jasa lingkungan.
Berdasarkan Perpres No. 93 tahun 2011 tentang
Kebun Raya, kebun raya sebagai kawasan konservasi
tumbuhan secara ex situ merupakan Kawasan yang
memiliki koleksi tumbuhan terdokumentasi dan
disusun berdasarkan klasifikasi taksonomi, bioregion,
tematik, atau kombinasi dari beberapa pola tersebut
untuk kegiatan konservasi, penelitian, pendidikan,
wisata, dan jasa lingkungan (Suyanto et al., 2017).

Sebanyak 12.370 spesimen yang terdiri dari
3.555 spesies, 1.202 genera, dan 191 famili yang
merupakan koleksi tumbuhan telah terkonservasi di
KRB. Namun, terdapat 1.377 spesimen yang belum
teridentifikasi meliputi 120 famili tak tentu, 1.255
spesies tak dikenal, dan 2 genus Dubius (Katalog KRB,
2019). Banyaknya spesimen di Kebun Raya Bogor

yang terkena dampak perubahan label individu akan



dilakukan secara berkala. Jadi, masih terdapat
beberapa perbedaan antara nama katalog dan label
spesimen di tanaman (Ariati et al., 2019).

Di Indonesia, jenis tumbuhan memiliki ciri
khas yang berbeda-beda, salah satunya adalah
Araceae. Araceae memiliki corak dan bentuk daun
yang sangat unik dan beranekaragam sehingga
banyak dimanfaatkan sebagai tanaman hias (Qodriyah
et al,, 2021). Di Kebun Raya Bogor terdapat tanaman
Araceae diantaranya genus Cercestis dan Anthurium,
yaitu spesies Cercestis mirabilis dan Anthurium
pentaphyllum yang secara umum memiliki sebaran
distribusi dari kawasan tertentu. Akan tetapi di Kebun
Raya Bogor masih terdapat kerancuan pada
penamaan jenis Araceae (Ariati et al, 2019). Famili
Araceae memiliki batang herba dan arah tumbuhnya
tegak lurus, pangkal helaian daun berlekuk, dan
memiliki daun tunggal (Sinaga et al, 2017). Famili
Araceae umumnya ditemukan di 3 habitat yaitu darat,
air, dan epifit (Kurniawan & Asih, 2012).

Dalam upaya mengungkapkan
keanekaragaman  tumbuhan  perlu  dilakukan
identifikasi jenis, salah satunya dengan identifikasi

morfologi, karena identifikasi morfologi hanya dapat



dilihat secara kasatmata saja maka diperkuat dengan
identifikasi molekuler. Dalam penelitian ini, tanaman
yang akan dikaji adalah C mirabilis dan A.
pentaphyllum yang ada di Kebun Raya Bogor. Dikebun
Raya Bogor, kedua tanaman ini memiliki kenampakan
morfologi yang sama, tetapi terdapat perbedaan nama
pada vak tanaman. Identifikasi dengan molekuler
digunakan karena memiliki keakuratan yang tinggi,
spesifik, dan lebih cepat.

Salah satu metode yang digunakan untuk
identifikasi molekuler yaitu metode barcoding.
Metode barcoding dapat digunakan dalam identifikasi,
analisis keanekaragaman genetik dari jenis tumbuhan
(Fattah, 2014). Penanda yang digunakan adalah trnL-
trnF Intergenic Spacer (1GS). Sekuen trnL-trnF dipilih
karena gen  kloroplas  informatif, = mampu
menunjukkan hubungan antar jenis, digunakan untuk
identifikasi hingga tingkat jenis, substitusi rate
tertinggi dibanding matK dan rbcL (Chen et al.,, 2013;
Hoggard et al., 2004).

Penelitian dengan cakupan reidentifikasi
koleksi hidup di KRB ini perlu dilakukan secara rutin
dalam rangka menyediakan informasi detail yang

tepat. Selain itu, kegiatan ini juga diharapkan dapat
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membantu upaya pemutakhiran dokumentasi koleksi
secara berkala sehingga kerancuan dalam pemberian

identitas koleksi dapat dihindari.

B. Rumusan Masalah
1. Bagaimanakah perbandingan ciri morfologi C.
mirabilis dan A. pentaphyllum?
2. Bagaimanakah hasil identifikasi C. mirabilis
dan komparasinya dengan A. pentaphyllum

berdasarkan sekuen trnL-trnF IGS?

C. Tujuan Penelitian
1. Menganalisis perbandingan ciri morfologi C.
mirabilis dan A. pentaphyllum.
2. Mengetahui hasil identifikasi C. mirabilis dan
komparasinya dengan A. pentaphyllum

berdasarkan sekuen trnL-trnF IGS.

D. Manfaat Penelitian
Hasil dari penelitian ini diharapkan memiliki
banyak manfaat dalam bidang keilmuan meliputi:
1. Manfaat Teoritis
Secara umum, penelitian ini dapat
digunakan untuk pengembangan ilmu
pengetahuan dalam bidang biologi secara

literatur atau sebagai referensi dalam bidang



morfologi dan genetika molekuler terkait

dengan C. mirabilis dan A. pentaphyllum bagi

penelitian selanjutnya.

2. Manfaat Praktis

a.

Bagi penulis, penelitian ini bermanfaat
dalam mengimplementasikan ilmu
pengetahuan dibidang biologi,
bioinformatika, dan molekuler.

Bagi masyarakat, penelitian ini
bermanfaat dalam konfirmasi spesies
C. mirabilis dan A. pentaphyllum agar
tidak  terjadi = kealahan dalam
penamaan jenis tumbuhan.

Bagi kampus UIN Walisongo Semarang,
penelitian ini bermanfaat dalam upaya
pencapaian Visi dan Misi UIN
Walisongo Semarang untuk menjadi
Universitas Islam riset terdepan
berbasis kesatuan ilmu pengetahuan.
Bagi PRKTKRK, penelitian ini dapat
menjadi informasi dasar yang dapat
digunakan dalam upaya pemutakhiran
dokumentasi koleksi di Kebun Raya

Bogor.



BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

A. Kajian Teori
1. Cercestis mirabilis
Cercestis mirabilis merupakan anggota
famili Araceae dengan perawakan herba yang
tumbuh epifit. Jenis ini berasal dari beberapa
kawasan. C. mirabilis dapat tumbuh subur di
Indonesia.

Klasifikasi tumbuhan C. mirabilis:

Kingdom : Plantae

Division : Mangnoliophyta
Class : Liliopsida

Order : Arales

Family : Araceae

Genus : Cercestis

Spesies : Cercestis mirabilis

(itis.gov 2022, diakses 18 April 2022)



Gambar 2.1 Cercestis mirabilis
(Sumber : natureloveyou.sg)

Cercestis mirabilis sinonim Nephthytis
picturata, Rhektophyllum congense,
Rhektophyllum mirabile, serta memiliki nama
lokal Keladi tato atau Keladi kraton. Sebagian
besar orang menyebutnya dengan Keladi Tato,
karena memiliki corak yang menyerupai batik.
C. mirabilis memiliki bentuk morfologi batang
yang herba, daun yang tunggal, dan tidak
memiliki sendi pada pangkal daun. C. mirabilis
tersebar di kawasan Angola, Benin, Cameroon,
Central African Repu, Congo, Gabon, Gulf dari

Guinea, Nigeria, Uganda, dan Zaire.



2. Anthurium pentaphyllum

Anthurium pentaphyllum merupakan
salah satu tumbuhan yang hidup di daerah
tropis dan merupakan tumbuhan herba yang
tumbuh epifit. Anthurium pentaphyllum
termasuk kedalam famili Araceae. Selain itu, 4.
pentaphyllum merupakan salah satu dari
spesies aroid yang terpisah antara Amazonia
dan hutan Atlantik (Mayo, 1983).
Klasifikasi tumbuhan A. pentaphyllum:

Kingdom : Plantae

Division : Tracheophyta

Class : Mangnoliopsida

Order : Alismatales

Family : Araceae

Genus : Anthurium

Spesies : Anthurium pentaphyllum

(itis.gov 2022, diakses 18 April 2022)



Gambar 2.2 A. Perbungaan Anthurium
pentaphyllum; B. Daun Anthurium
pentaphyllum C. Anthurium pentaphyllum var.
bombacifolium; D. Anthurium pentaphyllum
var. pentaphyllum
(Sumber : Powo, 2022)

Anthurium  pentaphyllum  memiliki
sinonim Dracontium pentaphyllum, Pothos

pentaphyllus, serta memiliki nama lokal
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papaya. A. pentaphyllum memiliki bentuk
morfologi batang yang herba, daun yang
majemuk, dan memiliki sendi pada pangkal
daun. A. pentaphyllum tersebar dikawasan
Belize, Bolivia, Brazil North, Brazil Northeast,
Brazil  Southeast, Brazil  West-Central,
Colombia, Costa Rica, Ecuador, French Guiana,
Guatemala, Guyana, Honduras, Mexico Central,
Mexico Gulf, Mexico Northeast, Mexico
Southeast, Mexico Southwest, Nicaragua,
Panama, Suriname, Trinidad-Tobago, dan

Venezuela.

Kajian Tumbuhan dalam Perspektif Islam
Al-Quran sebagai sumber dari segala
sumber ilmu yang mencakup semua
kehidupan. Fungsi utama al-Quran yaitu huda
linnas bagi seluruh umat manusia, baik dalam
hubungannya dengan Tuhan, manusia,
maupun alam raya. Peran tumbuhan dan
hewan sangat dominan dalam kehidupan
sehari-hari. Al-Quran menegaskan bahwa
tumbuhan sangat istimewa karena kaya akan
manfaatnya (Tim Lajnah, 2011), sebagaimana

firman Allah dalam surah Ar-Ra’d ayat 4:
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“Dan di bumi terdapat bagian-bagian yang
berdampingan, kebun-kebun anggur, tanaman-
tanaman, pohon kurma yang bercabang dan
yang tidak bercabang. Disirami dengan air
yang sama, tetapi kami lebihkan tanaman yang
satu dari yang lainnya dalam hal rasanya.
Sungguh, pada yang demikian itu terdapat
tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang-
orang yang mengerti.” (ar-Ra’d/13: 4).

Abu Hayyan menjelaskan tentang
tumbuhan dengan keanekaragaman hayati
adalah kuasa Allah, sehingga antara tumbuhan
dan tanah memiliki keterkaitan. Tanah yang
subur akan mengeluarkan tumbuh-tumbuhan
yang baik dan bermanfaat. Syaikh Tanthawi
Jauhari mengatakan bahwa semua yang ada di
alam harus dipelajari lebih lanjut untuk
melihat kekuasaan dan kebesaran Allah,
sebagaimana dalam firmanNya surah Al-A’raf

ayat 58:
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“Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya

tumbuh subur dengan seizin Allah; dan tanah

yang tidak subur, tanaman-tanamannya hanya

tumbuh merana. Demikianlah kami mengulangi
tanda-tanda kebesaran Allah.”

Kuasa Allah menciptakan beragam
tumbuhan atas keanekaragaman hayati,
berbagai karakter yang ada seperti morfologi
maupun genetik. Manfaat kajian dan penelitian
ini sebagai bentuk atas kemukjizatan al-Quran
serta menjadikan pembelajaran dan rasa
syukur atas nikmat yang diberikan Allah

kepada manusia.

Isolasi DNA

Isolasi DNA merupakan pemisahan
molekul DNA dari komponen sel lain yang
memiliki dua prinsip yaitu sentrifugasi dan
presipitasi. Perbedaan berat molekul menjadi
prinsip  kerja  sentrifugasi, sedangkan
pengendapan DNA yang terpisah dari zat lain
dalam sel menjadi prinsip kerja presipitasi.

Tahapan isolasi DNA yaitu sentrifugasi,
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presipitasi, inkubasi, pencucian, elusi, dan
pengeringan (Wahyuni, 2011).

Isolasi DNA umumnya terdiri dari
beberapa tahapan diantaranya penghancuran
dinding sel, pemisahan DNA komponen padat
(protein dan selulosa), seta pemurnian DNA
(Damanis et al., 2015; Syafaruddin, Randriani,
& Santoso, 2011).

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase  Chain  Reaction (PCR)
merupakan teknik perbanyakan fragmen DNA
spesifik secara in vitro atau melibatkan
beberapa tahap berulang (siklus). Siklus PCR
yang selalu terulang dalam 30-40 siklus yaitu
denaturasi, annealing, elongasi (Damanis et al.,
2015).

Komponen yang diperlukan dalam
proses PCR adalah template DNA, primer,
dNTPs, buffer PCR, PCR mix. Proses PCR
melibatkan beberapa tahap diantaranya
adalah pradenaturasi, denaturasi, annealing,
elongasi, dan pascaelonbgasi. tahap denaturasi

hingga elongasi merupakan tahapan berulang



14

dimana setiap siklus terjadi duplikasi jumlah
DNA (Yuenleni, 2019).

Annealing adalah tahap penempelan
primer pada DNA template. Hal ini bisa terjadi
jika suhu yang digunakan sudah optimum,
sehingga suhu yang digunakan dalam tahap
annealing merupakan faktor keberhasilan
amplifikasi DNA metode PCR. Suhu annealing
yang terlalu tinggi dapat menyebabkan
ketidakberhasilan amplifikasi DNA, sedangkan
suhu annealing yang terlalu rendah dapat
menyebabkan primer menempel pada tempat
yang tidak spesifik (Pertiwi et al. 2019;
Astriani et al. 2014).

Exponentsal amplificunon

Teins
A e

& |

Gambar 2.3 Skema Tahapan PCR
(Vierstraete, 1999)
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Elektroforesis dan Visualisasi

Elektroforesis merupakan teknik untuk
pemisahan molekul organik seperti DNA, RNA,
atau protein berdasarkan kecepatan migrasi
setiap molekul dalam medan listrik. Molekul
DNA yang akan menuju kutub positif pada
proses elektroforesis karena molekul DNA
bermuatan negative (Yuwono, 2005).

Visualisasi hasil elektroforesis
menggunakan Geldoc digunakan untuk
membaca hasil pita DNA yang telah
terelektroforesis. Pita DNA lader dijadikan
sebagai patokan ukuran pita DNA sampel
untuk mengetahui besaran DNA yang berhasil
divisualisasi oleh UV transilluminator. Prinsip
kerja geldoc yaitu memanfaatkan sinar UV
sebagai pemancar ke gel agarosa dimana sinar
UV akan berpendar untuk memvisualisasikan
hasil pendaran dari pewarna yang menempel

pada pita DNA (Maftuchah, 2014).

DNA Barcode
DNA barcoding merupakan pendekatan
baru untuk mengidentifikasi spesies suatu

organisme. Pendekatan ini memerlukan
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sekuen genetik pendek sebagai standar genom
suatu organisme. DNA barcoding dapat
membedakan organisme berdasarkan daerah
spesifik DNA genom. Pendekatan ini terbukti
menjadi penanda digaris keturunan penting
(Hebert et al., 2003).

DNA barcoding merupakan suatu teknik
yang digunakan sebagai identifikasi taksonomi
menggunakan daerah DNA standar yang
secara universal terdapat dalam garis
keturunan target dan memiliki variasi urutan
yang cukup untuk mengenali spesies dan
mengidentifikasi individu dengan tepat
(Hebert et al., 2003; Kress et al., 2005).

Perbedaan dalam sekuen DNA untuk
mengenali organisme digunakan pendekatan
genomik untuk taksnomi (Kurtzman, 1994).
Proses DNA barcoding meliputi membangun
perpustakaan data DNA barcode spesies yang
diketahui dan mencocokkan sekuen barcode
sampel yang tidak diketahui penanda
pustakanya untuk identifikasi. Syarat penanda
DNA yang baik dan sesuai yaitu rendahnya

variasi intraspesifik (kurang dari 20%) dan
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tingginya  variabilitas  diantara  spesies
(Kowalska et al, 2019). Penanda harus
berlaku universal atau bisa digunakan di taksa
yang berbeda dan tingkat keberhasilan
amplifikasi DNA tinggi (Hollingsworth, 2011).

Sekuen trnL-trnF Intergenic Spacer (1GS)
Salah satu sekuen DNA yang dapat
digunakan sebagai penanda moleluker untuk
analisis filogeni tanaman adalah sekuen trnL-
trnF intergenic spacer (1GS) dari trnL (UAA) 5’
exon hingga trnF (GAA) (Adjie et al., 2008).
Gen plastid trnL. (UAA) dan trnF (GAA)
merupakan daerah non-coding (intron) di
genom kloroplas yang terletak diantara gen
RNA transfer trnL (UAA) dan trnF (GAA)
terdapat 1000 bp (Holt et al., 2005; Quandt et
al, 2004). Sekuen trnL-trnF intergenic spacer
(IGS) mampu menunjukkan hubungan filogeni
tanaman, memiliki kecepatan substitusi
tertinggi dibandingakan matK dan rbcL (Chen
et al.,, 2013; Hoggard et al., 2004), ukurannya
relatif pendek (600-1000 bp) dan mudah
diamplifikasi serta dianalisis (Hidayat et al.,

2008; Dong et al., 2012), memiliki evolusi dan
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mutasi yang tinggi tetapi tidak bertanggung
jawab dalam pembentukan protein (Chiang &
Schaal, 2000), sehingga membuat karakter
trnL-trnF intergenic spacer (IGS) cukup baik
digunakan sebagai penanda barcode DNA
(Wan et al., 2004).

Gambar 2.4 Lokasi region trnL-trnF
(Sankar et al., 2011)

B. Kajian Penelitian Relevan

Menurut informasi, daerah trnL-trnF kloroplas
telah terbukti berguna secara filogenik dari tingkat
spesies hingga tingkat famili. Sekuen trnL-trnF
intergenic spacer memiliki kecepatan substitusi
tertinggi dibandingakan matK dan rbcl, memiliki
evolusi dan mutasi yang tinggi, ukurannya relatif
pendek, dan mudah diperkuat (Chen et al, 2013).
Pada penelitian seblumnya, pohon trnL-trnF
dibandingkan dengan studi Araceae berdasarkan

sistem Kklasifikasi bahwa pohon trnL-trnF mengenali 7
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clade yang mewakili subfamili Araceae yang meliputi
Gymnostachydoideae,  Orontioideae, Lemna  sp.,
Pothoideae, Monsteroideae, Lasioidese, dan Aroideae
(Mayo et al, 1997; French et al, 1995; Bogner dan
Nicolson, 1991; Hay dan Mabberley, 1991; dan
Grayum, 1990). Pohon trnL-trnF berkontribusi pada
studi filologis Araceae dan telah menghasilkan
hipotesis  tertentu yang dapat diuji untuk
meningkatkan pemahaman tentang kelompok liana
yang beragam secara morfologis dan geografis.
Karakter membuat trnL-trnF intergenic spacer
cukup baik sebagai penanda barcode DNA. Sekuen
trnL-trnF intergenic spacer telah digunakan untuk
mengungkapkan  hubungan filogeni  berbagai
kelompok tumbuhan, seperti mangga (Fitmawati &
Hartana. 2010; Fitmawati et al, 2017), pisang
(Retnoningsih et al., 2014), Pandanaceae (Callmander
et al, 2012; Callmander et al., 2013; Buerki et al,
2012; Gallaher et al., 2015; Santos et al., 2011; Zanan
& Nadaf, 2012), gandaria (Harsono et al, 2017),
anggrek (Kocyan et al, 2004), rubus (Yang & Pak,
2006), pinus (Liston et al., 2003), paku-pakuan (Li et
al., 2008; Chen et al,, 2013), dan Annonaceae (Gosline
et al, 2019). Pendekatan melalui DNA barcode
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diharapkan dapat membantu konfirmasi, evaluasi,
identifikasi makhluk hidup, dan memvalidasi spesies
C. mirabilis dan A. pentaphyllum yang ada di Kebun
Raya Bogor.

Marka DNA yang sering dan banyak digunakan
pada Diospyros adalah marka plastid seperti rbcL,
matK, dan trnL-trnF. Dalam penelitian tersebut,
primer trnL-trnF intergenic spacer efektif dalam
menentukan Diospyros, bahkan dengan panjang
sekuen yang relative pendek (Duangjai et al., 2018;
Samuel et al.,, 2019). Selain itu, tidak banyak data yang
memuat tentang sekuens C. mirabilis dan A.
pentaphyllum yang menggunakan primer ini. Oleh
karna itu, penelitian ini bertujuan untuk
memprofilkan trnL-trnF intergenic spacer
menggunakan urutan untuk  mengungkapkan

hubungan filogenetik tanaman tersebut.

Kerangka Berfikir

Sebelum dilakukan penelitian terdapat
beberapa step yang harus diulalui meliputi pengajuan
surat izin untuk masuk ke Kebun Raya Bogor

bersamaan dengan masuknya surat kegiatan Kerja
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Praktik (KP), observasi dan pengambilan sampel ke
lapangan, melakukan identifikasi morfologi, analisis
obyek penelitian dengan sampel daun untuk
dilakukan identifikasi molekuler hingga diperoleh
hasil penelitian, analisis data penelitian dilakukan
dengan mengolah data sehingga diperoleh data yang
tepat untuk memastikan bahwa terdapat kesamaan
jenis tanaman antara C. mirabilis dan A. pentaphyllum
yang ada di vak Kebun Raya Bogor berdasarkan

sekuen trnL-trnF.

I Cercestis mirabilis vs Anthurium pentaphvllum I
I

Penelitian terdahulu hanya mengidentifikasi secara
morfologi

Dilakukan ekstraksi DNA Cercestis mirabilis dan

Anf'hnri”m npnf'nnhw”um {‘]ﬂh cpI(npncinU

Penelitian dilakukan untuk mengetahui karakter
nukleotida Cercestis mirabilis dan Anthurium
pentaphyllum pada sekuen trnL-trnF

[
I Pemhnatan nnhan filnoenik ]

I

[ Analisis Data I
I

[ Kesimpulan I

Gambar 2.5 Skema Kerangka Berfikir




BAB III
METODE PENELITIAN

A. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini akan dilakukan di Laboratorium
Treub, Pusat Riset Konservasi Tumbuhan, Kebun
Raya, dan Kehutanan (PRKTKRK) - Badan Riset dan
Inovasi Nasional (BRIN) di Jalan Ir. H. Juanda No. 13,
Paledang, Kota Bogor, Jawa Barat. Penelitian akan

dilaksanakan pada Februari - Desember 2022.

B. Alat dan Bahan
1. Alatyang digunakan
Mortar, Pistil, Mikropipet (Eppendorf,

ukuran 2 pl, 10 pl, 20 pl, 100 pl dan 1000 pl),
Vortex (VWR), heatblock (VWR), Kulkas,
Freezer, Timbangan analitik (Precisa XT220A),
centrifuge (Gyrozen Mini), spin down (My Fuge
Mini), thermal cycler (Takara), Erlenmeyer
125 ml (Pyrex), Spatula, Gelas ukur 100 ml
(Iwaki), Microwave (Sharp), set Elektroforesis
(Mupid), Geldoc wuv trans-illuminator (EZ
Imager Bio-Rad), RHS Color Chart.

2. Bahan yang dibutuhkan

22
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Sampel daun C. mirabilis (Vak
X1.B.VIIL.215), A. pentaphyllum (Vak Y.46a),
pasir silika, Mikrotube (Axygen, ukuran 0,2 ml,
1,5 ml, dan 2 ml), filter spin column, Aluminum
foil, Tiangen Plant DNA Extraction Kit
(DP305), Kkloroform, primer forward dan
reverse trnL-trnF 1GS (Tabel 3.1), ddH,0, Taq
polymerase (MyTaq HS Redmix, Bioline),
agarose (Thermoscientific 00635263), TAE 1X,
gel red (Biotium GelRed 41003), DNA ladder 1
kb (Thermoscientific), label, dan plastik klip.

Tabel 3.1 Daftar Primer trnL-trnF IGS yang
digunakan (Taberlet et al., 1991)

Primer Kode Sekuen Nukleotida (5'-

3)
Forward  B49873 5" - GGT TCA AGT CCC
TCTATCCC-3
Reverse  A50272 5 - ATT TGA ACT GGT
GACACGAG-3

C. Tahap Penelitian
1. Pengambilan Sampel
Sampel A. pentaphyllum diambil secara
langsung di Kebun Raya Bogor vak Y.46a dan
C. mirabilis di vak XL.B.VIIL.215 (Gambar 4).
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Spesimen yang diambil berupa bagian daun,
tangkai, batang, dan akar yang tidak terkena
penyakit dan dibagi dua bagian yaitu untuk
pengamatan morfologi dan ekstraksi DNA
(Rugayah et al., 2004). Ciri vegetatif morfologi
yang diamati terdiri dari daun, batang, hingga
ciri khusus yang dipaparkan pada Tabel 3.2.
Pengamatan warna dicocokan dengan gradient
warna sesuai kelompok dan nama warna yang

tertera pada RHS Color Chart (Lampiran 3).



et

Gambar 3.1 A. Peta Indonesia; B. Peta Jawa
Barat; C. Peta Bogor; D. Peta Kebun Raya Bogor;
E. Peta Lokasi Pengambilan Sampel vak XI.B.VIII

215 (kotak merah) dan vak Y.46a (kotak hijau)
(Sumber: Bidang Registrasi PRKTKRK)
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Tabel 3.2 Ciri Mofologi yang akan diamati

Jenis

Organ Karakter A. C
pentaphyllum  mirabilis

Akar Jenis

Warna ujung
Warna pangkal
Batang Jenis
Bentuk
Warna
Daun Jenis
Bentuk
Pangkal
Ujung
Tepi
Warna adaksial
Warna abaksial
Panjang
Lebar
Bentuk tangkai

2. Ekstraksi DNA

Sampel daun dihaluskan dan
ditambahkan pasir silica sebanyak 1-2 spatula
kemudian digerus hingga halus dengan mortar
dan pistil. Sampel yang telah halus
dimasukkan ke dalam 2 mikrotube berukuran
2 ml untuk stok dan pengujian. Ekstraksi DNA
Kit TianGen dilakukan dengan penambahan
700 pl larutan buffer GP1 ke dalam tabung

sampel dalam kemudian divortex. Selanjutnya
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tabung diinkubasi selama 20 menit dalam
heatblock bersuhu 65°C (setiap 5 menit
dihomogenkan). Setelah diinkubasi kemudian
ditambahkan 700 pl kloroform dihomogenkan
dan disentrifugasi selama 5 menit kecepatan
12.000 rpm. Supernatant dipindahkan ke
tabung mikro baru 2 ml untuk ditambahkan
700 pl buffer GP2 dan dihomogenkan
kemudian diambil 700 pl campuran tadi ke
dalam spin column dan disentrifugasi selama 1
menit 12.000 rpm. Larutan dibawah spin
column dibuang (dilakukan 2 kali) kemudian
ditambahkan 500 pl buffer GD yang
disentrifugasi selama 1 menit 12.000 rpm dan
dibuang lagi. Setelah larutan bawah tabung
spin column dibuang selanjutnya ditambahkan
600 pl buffer PW disentrifugasi selama 1 menit
12.000 rpm, larutan dibawah spin column
dibuang (dilakukan 2 kali). Spin column
dikembalikan  ketube koleksi dan di
sentrifugasi selama 2 menit, tabung koleksi
dibuang. Spin column dimasukan ke mikrotube
1,5 ml, ditambahkan 100 pl buffer TE

diinkubasi selama 5 menit suhu ruang,
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disentrifugasi selama 2 menit 12.000 rpm
untuk dielusi, dan spin column dibuang.
Sampel dalam mikrotube 1,5 ml ditutup dan
disimpan dalam freezer.
3. Amplifikasi Sekuen trnL-trnF IGS
a. Konfirmasi DNA
Konfirmasi DNA  dilakukan
dengan larutan PCR mix sebanyak 13 pl
dalam tube 0,2 ml. Komposisi larutan
terdiri dari 1 pM primer trnL-trnF
forward dan reverse, 3 ul ddH,0, 6 uM
PCR master mix, dan 2 pul DNA.
b. Perbanyakan DNA
Perbanyakan DNA dilakukan
dengan larutan PCR mix sebanyak 50 pl
dalam tube 0,2 ml. Komposisi larutan
terdiri dari 2 pM primer trnL-trnF
forward dan reverse, 11 pl ddH,0, 25
uM PCR master mix, dan 10 pl DNA.

Proses PCR dilakukan dengan 3 tahapan
yaitu denaturasi, annealing, dan extension.
Kondisi reaksi PCR dilakukan dengan
predenaturasi suhu 94°C selama 1 menit 30

detik dilanjutkan 35 siklus yang terdiri dari
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denaturasi 94°C selama 15 detik, annealing
suhu 52°C selama 15 detik dan extension suhu
72°C selama 20 detik. Selanjutnya post-
extension pada suhu 72°C selama 4 menit dan

dilanjutkan dengan terminasi suhu 4°C.

Elektroforesis dan Visualisasi Pita DNA

Gel agarosa 1% dibuat dengan
penimbangan 0,8 g bubuk agarosa dan
ditambahkan TAE 1X hingga volume 80 ml
dalam tabung Erlenmeyer. Tabung Erlenmeyer
kemudian ditutup dengan aluminum foil dan
dididihkan dalam Microwave selama 2 menit.
Jika larutan gel sudah mendidih maka
dikeluarkan dari Microwave dan didiamkan
pada suhu ruang selama 1 menit. Selanjutnya
ke dalam erlenmeyer ditambahkan 1 pl gel red
dan dihomogenkan. Larutan gel dituang dalam
cetakan dan dibiarkan selama 30 menit hingga
padat.

Gel agarosa yang telah dimasukkan ke
dalam kotak alat elektroforesis yang telah
berisi larutan buffer TAE 1x. Sampel DNA hasil
PCR sebanyak 5 pl dimasukkan dalam

sumuran gel dan ladder ukuran 1 kb sebanyak
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3 pl. Mesin elektroforesis Mupid dijalankan
pada 100 volt selama 45 menit.

Setelah elektroforesis selesai, maka gel
agarose diangkat dan diletakkan ke atas gel
tray untuk dilakukan visualisasi. Pita DNA
dilihat dengan bantuan UV Trans-illuminator
GelDoc Analyzer berupa amplikon (tipis atau
tebal) berwarna putih. Pita DNA yang baik
adalah pita DNA yang jelas, terang, dan utuh.
Sekuensing

Sekuensing DNA dilakukan di 1st Base,
Singapura, dengan pengiriman produk PCR ke
jasa PT. Genetika Science Indonesia. Proses
sekuensing yaitu metode untuk memperoleh
urutan nukleotida dari suatu spesies. Metode
sekuensing yang digunakan yaitu metode
Sanger, prinsipnya  berdasarkan  pada
pendekatan sintesis molekul DNA baru dan
pemberhentian sintesis tersebut pada basa
tertentu (Sanger et al,, 1997).

Analisis Data

Data hasil sekuensing berupa

kromatogram sekuen forward dan reverse

diolah dan disunting terlebih dahulu untuk
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dapat sekuen contig dengan aplikasi MEGA 11.
Penyuntingan sekuen dilakukan dengan
pemotongan (trimming) 20 basa di bagian
awal dan akhir dari sekuen forward maupun
reverse. Ujung sekuen yang kurang bagus
berupa gap lebih dari setengah jumlah sekuen
dipotong dan disatukan hingga dapat sekuen
utuh (Nurkholidah, 2019).

Sekuen contig diunggah ke laman NBCI
untuk dibandingkan dengan data genbank

melalui proses Basic Local Alignment Search

Tool Blast (BLAST)
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/. BLAST

bertujuan untuk mencari identitas awal
sampel A. pentaphyllum dan C. mirabilis
merupakan jenis yang serupa atau tidak
berdasarkan database yang terdapat di NCBI
(Nurkholidah, 2019).

Hasil BLAST diunduh dalam bentuk
FASTA untuk selanjutnya dianalisis lebih
lanjut menggunakan MEGA 11 guna
mengetahui dan mengurutkan kesamaan tiap
sekuen DNA (Mello, 2018; Hariri et al,, 2021).

Sekuen sampel dan sekuen NCBI selanjutnya


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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disejajarkan agar setiap sekuen sama Panjang.
Kontruksi pohon filogenetik dilakukan dengan
metode Neighbour-Joining (N]) (Saitou & Nej,
1987) dan model Tamura3-parameter (T92)
dengan 1000 kali bootstrap (Tamura, 1992).

D. Alur Penelitian

—

[ Pengambilan sampel

|
[ Ekstraksi DNA TianGen

e N

PCR dengan trnL-trnF 13 pl

\. J

e 2

Elektroforesis dan Visualisasi

. J

PCR dengan trnL-trnF 50 pl

Elektroforesis dan Visualisasi

Gambar 3.2 Alur Penelitian



BAB1V
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Deskripsi Hasil Penelitian
1. Karakterisasi Morfologi C. mirabilis dan A.
pentaphyllum

Karakterisasi morfologi digunakan untuk
mengetahui jenis tanaman melalui pengamatan organ
dan karakternya. Organ tanaman meliputi sistem
perakaran, daun, batang, bunga, buah, dan biji.
Sedangkan karakternya meliputi warna (Lampiran 3),
bentuk, panjang, lebar, jenis, dan sebagainya.

Cercestis mirabilis (X1.B.VII1.215) merupakan
herba yang tumbuh memanjat dan memiliki sistem
perakaran serabut dengan warna ujung akar moderate
yellowish brown A dan pangkal akar moderate brown
C. Batang berpelepah, bersendi, berwarna moderate
yellow green C. Daun majemuk menjari (palmate),
anak daun menjarum (acicular), tepi berliku, pangkal
miring (oblique), ujung mengekor (caudate), warna
permukaan atas daun greyish olive green, dan warna
permukaan bawah daun moderate yellow green C.

Anthurium pentaphyllum (Y.46a) merupakan

herba yang tumbuh memanjat dan memiliki sistem

33
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perakaran serabut dengan warna ujung dan pangkal
dark greyish yellowish brown A. Batang berpelepah,
bersendi, berwarna moderate yellow green C, memiliki
ciri daun majemuk menjari (palmate), anak daun
menjarum (acicular), tepi berliku, pangkal miring
(oblique), ujung mengekor (caudate), warna
permukaan atas daun dark yellow green A, dan warna

permukaan bawah daun moderate yellow green C.

Gambar 4.1 Cercestzs mirabilis koleksi KRB (Y.46a); A.
Habitat; B. Perawakan; dan Anthurium pentaphyllum
koleksi KRB (XI.B.VII.215); C. Habitat; D. Perawakan

(Sumber : Dokumentasi penelitian)
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1.AKAr SErabUL.......ccciieriiiiie e s 2
2.a. Pangkal akar Moderate Brown A..............cccee. C. mirabilis
2.b. Pangkal akar Dark greyish yellowish brown
A e A. pentaphyllum

3.a. Ujung akar Moderate yellowish brown C........C. mirabilis

3.b. Ujung akar Dark greyish yellowish brown

A s A. pentaphyllum

4. Batang herba........ccocovvvininiiiiic e 2
5. Berpelepah.......ccciiiiiiiii 2
6. Batang Moderate yellow green C.........ccooeeeevvmrenierseesneennns 2
7. Daun majemuk menjari (palmate).......ccceervreiernerenienene 2
8. Daun menjarum (acicular)........ccccvevecinrieene 2
9. Pangkal daun berduri-miring (curnateae-oblique)........... 2
10. Ujung daun mengekor (caudate).........ccvveevernrreenerrennn s 2
11. Tepi daun berliKu........cccciir i 2

12.a. Daun adaksial Greyish olive green A.............C. mirabilis
12.b. Daun adaksial Dark yellow green A......A. pentaphyllum
13. Daun abaksial Moderate yellowish green C..................... 2
14, BerSendi.....uccceinriuiieiriiee sttt e et e 2

Gambar 4.2 Kunci determinasi Cercestis mirabilis dan
Anthurium pentaphyllum

Perbandingan karakter morfologi C. mirabilis

dan A. pentaphyllum koleksi KRB dengan deskripsi

masing-masing jenis (Lampiran 4) menunjukkan

bahwa C. mirabilis koleksi KRB memiliki deskripsi
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yang hampir sama dengan A. pentaphyllum yang ada
di referensi. Hal ini tidak menunjukan adanya
kesamaan ciri antara C. mirabilis koleksi KRB dengan

C. mirabilis yang ada di referensi.

Karakterisasi Sekuen trnL-trnF IGS C. mirabilis dan

A. pentaphyllum
a. Visualisasi Pita Sekuen trnL-trnF IGS

DNA Cercestis mirabilis dan Anthurium

pentaphyllum teramplifikasi dengan baik

menggunakan sekuen trnL-trnF IGS. Pita DNA

yang dihasilkan C. mirabilis dan A

pentaphyllum terlihat tebal, jelas, dan tunggal.

Pita DNA C. mirabilis dan A. pentaphyllum

berhasil teramplifikasi pada posisi kisaran 450

bp (Gambar 4.2).
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100bp
e —

Gambar 4.3 Visualisasi amplikon pita DNA
trnL-trnF IGS Anthurium pentaphyllum KRB (8)
dan Cercestis mirabilis KRB (9) DNA ladder 100

bp.

Hasil amplifikasi sekuen trnL-trnF IGS
dari produk PCR C mirabilis dan A.
pentaphyllum  disekuensing dan dikirim
sebanyak dua file (forward dan reverse)
dengan hasil data berupa kromatogram yang
berkualiatas tinggi, dimana pucuk yang
dihasilkan jelas dan tidak saling tumpang
tindih, semakin tinggi nilai High Quality (HQ)
maka semakin bagus puncak kromatogramnya

(Taariwulan et al, 2021). Gambar
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kromatogram  disajikan pada  Gambar
Lampiran 5. Hasil sekuensing C. mirabilis dan
A. pentaphyllum meliputi empat macam basa
yaitu adenin (A), sitosin (C), guanin (G), dan
timin (T). Setiap sekuen memiliki panjang yang
berbeda, pada sekuen C. mirabilis memiliki
panjang forward 419 bp dan reverse 423 bp
sedangkan pada sekuen A. pentaphyllum
memiliki panjang sekuen forward 420 bp dan
reverse 416 bp. Sekuen C. mirabilis memiliki
panjang 415 bp dan A. pentaphyllum memiliki
panjang 413 bp setelah di contig. Hasil contig
masih berada pada panjang kisaran 400 bp
karena overlap (tumpang tindih) sekuen
antara forward dan reverse yang jauh mesti

sudah di trimming.

Hasil BLAST C. mirabilis dan A.
pentaphyllum

Hasil BLAST sekuen C. mirabilis dan A.
pentaphyllum koleksi KRB dengan sekuen
database di NCBI memiliki kemiripan dengan
15 genus dari 75 spesies Araceae yang

disajikan pada Lampiran 8. Genus dengan
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kemiripan tertinggi merupakan Anthurium
dengan rentang kemiripan berkisar 95%-99%
Sebanyak 13 spesies. Nilai percent query cover
tertinggi berada pada rentang 75% hingga
100%, nilai expectation value rendah berada
pada rentang 1e-167 hingga 6e-180 (C.
mirabilis KRB) dan 2e-165 hingga 9e-178 (A.
pentaphyllum KRB), serta nilai percent identity
tinggi berada pada rentang 95.76% hingga
99.44% (C. mirabilis KRB) dan 95.48% hingga
99.16% (A. pentaphyllum KRB). Hasil BLASTn

disajikan pada Lampiran 6 dan 7.

Analisis Filogenetik dan MultAlin C
mirabilis dan A. pentaphyllum Region trnL-
trnF 1GS

Sebanyak 24 sekuen dari hasil BLAST
diambil untuk dilakukan proses alignment
menggunakan program ClustalW  dan
rekontruksi pohon filogenetik. Hasil analisis
pohon filogenetik (Gambar 4.3)
memperlihatkan bahwa hubungan kekerabatan
terbagi menjadi dua klad. Klad [ yaitu genus

Anthurium yang terdiri dari 12 spesies dari
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NCBI dan 2 spesies sampel C. mirabilis dan A.
pentaphyllum koleksi KRB yang juga tergabung
dalam satu klad yang sama dikarenakan
banyaknya kemiripan pada urutan sekuen, klad
Il memuat genus Cercestis yang terdiri dari 7
spesies dari NCBI, serta 1 spesies sebagai
outgrup dari NCBI. Analisis lebih lanjut
menggunakan MultAlin (Gambar  4.4)
menunjukkan adanya variasi intraspesies,
variasi basa nukleotida terdapat 35 titik.

AY290835.1, Anthurium ravenii
AY290833 1, Anthurium ochranthum
OL435721.1 Anthurium huixtlense
AY260834 1, Anthuriumsalgarense
AY290831.1, Anthurium cordifolium
AY290830.1, Anthurium propinguum
AY290829.1, Anthuriumradicans
KJ128248 1, Anthurium leuconeurum Klad
OL435719.1 Anthurium andraeanum Anthurium
AY290832 1, Anthurium watermaliense
AY555155.1, Anthurium consobrinum
AY054730.1 . Anthurium jenmannii
Anthurium pentaphyllum (CM :\:x.a.vm.msil
Anthurium pentaphyllum (AP Y462)
AY054729.1, Anthurium quildingii
KJ128249 1, Anthurium wendlimgeri
AY054701.1 Cert igmaticus
AMI33361.1 Cercestis mirabilis
KU7276781 Cercestis afzelii

Klad,

KU727677.1 Cercestis camerunensis

Gambar 4.4 Pohon Filogenetik Cercestis dan

Anthurium metode Neighbor Joining (N]) dan

Tamura-3parameter dengan bootstrap 1000
kali.
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1 10 a0 50
TIECT: TICACTATRT
APXRB  TICCTIMGCT VTCRCTRTGT
EF Corcostin_nirabil TICCTANGRT TICRCTATGT
R Cercestis_nirabil 1TCCTARGERT TTCRETRTGT
TTeCTMc! TICAETITGT
51 60 90 100
CHKRS  T1ICORT I TACTCIRETCTTIC
APKRE  TTTCCATTTICTETRETETTTO
EF Cercestis_nirabil 111CCHTITACTCIRETETTIC
A_Cercestiz_nirabil TTTCCATTIACTCTRETETTIL
TITCAT T TRCTCTRETETT T
01 110 120 130 140 150

GITTAGCCCARGT T TTTRTGORATACHCT TRCAAA TGARGRTRTRTGTRC

AP_KRB GV TIAGCCCANGT T T T TRTRORATACHCS TRCASATGARGNTRTITGTRC

EF _Cercestiz nirabil GTTTAGCCCARGTTTTTGTROARTACACS TRCRRSTOARGRTATITRTRC
M _Cercestin _nirabil GITTRGCCOARGT T T TGTGUARATACHCG TINCRSSTTRAGHTINTINTG TN
GUTTAGLCCARGTTTTIRTRCANTACACH TRCRARTGARGATATATGTAC

:ﬂ 160 1o 180 1% 200

e AT "
GINTTGNTINTICHCTI
201 210 220 2 240 250
& TTRCAC T TRTRAATHTCHARARG TC TR ——

Cr kee LS

L TTRCHC TTRTRASTH TCARAANG [ C IR
EF Cercestin nirabll &1 TTRCRCTTRTRAATATCARAANGTCIFCC R TTTTRT TTRARGEC
M _Cercostin_nirabil &7 TTRCRCTTRTASITATCARAAAGTC IR T
Consensus  G7 TTRCRCT TRTRARTHTCARARARGTC T, JRGRC

1 260 270 280 290 0
TTCCAGE e TECRTTTTTTTTGICETT
AP_KRE 11 CCAG G T HAGIG T TITTGICETT
EF _Corcostinnirabil T TCLAGEERT TRGGTANGGET froverecne
RI_Cercest.is_nirabil T TCCAGEET TRBGGTHAGEE | TTTTGTCCT
TTCCAGGS. . . . . . TIGGGT TITIGIECET
1 A0 0 0 340 ]
CHKRS 1 TANTGERCATIRACACARGCCCTC THATE T 16en
APKRS  T1ANTGGACHTRRRCACRRGCCLTCT T TGCR
£F Cercestin nlrabll  TIRSTGHACHTRAMCACARGECL-C 1= 1L T T6CR
R Corcestisonirabil  TTRNTGHACATRARCRCRMGLCTC TH=TC TGER
Consensus 11N GEACATIACACANGCOTLL TilaT TGER
;360 w 280 0 397
T TCGEERTAGE TORGT 166G THARRA
AP 1 TCRGERTAGL TONGT 166 LRI
EF Lercestisnirabil 1 TCGOGATRGETCAGT TG6 TGRARAR
M_Cercestis_nirabil 1 TCGGERTASETONG T 166 TGO
T TCGOGATRGCTCAGT 166 TRARRR

Gambar 4.5 Hasil Alignments Cercestis mirabilis
(CM) dan Anthurium pentaphyllum (AP) KRB
dengan Cercestis mirabilis NCBI menggunakan
MultAlin.
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2 Pembahasan Hasil Penelitian

Cercestis mirabilis dan A. pentaphyllum koleksi KRB
memiliki kenampakan morfologi yang mirip, sehingga
perlu dilakukan identifikasi morfologi dengan cara
membandingan antara koleksi KRB dengan yang ada di
referensi. Berdasarkan perbandingan ciri dengan deskripsi
dari Londres and Jeune, 1775; Bull, 1887; British and
Foreign, 1882; dan Madison, 1978 semakin memperkuat
bahwa C. mirabilis koleksi KRB adalah Jenis dari A.
pentaphyllum dengan Ciri pembeda utama antara CM dan
AP terletak pada sendi di pangkal daunnya.

Pita trnL-trnF IGS memperlihatkan pita DNA tebal,
jelas, dan tunggal pada kisaran 450 bp seperti yang
terdapat pada Gambar 4.3. Terlihatnya pita DNA
menunjukan bahwa proses isolasi dan amplifikasi telah
berhasil. Ketebalan pita DNA dipengaruhi tingginya
konsentrasi DNA (Setiati et al, 2020). Faktor yang
mempengaruhi keberhasilan dalam amplifikasi PCR yaitu
konsentrasi DNA, komponen PCR, kemurnian hasil
ekstraksi, efisiensi, primer spesifik, dan ketepatan proses
annealing (Sasmito et al., 2014). Poduk PCR yang berhasil
diisolasi akan dibaca melalui proses sekuensing.

Sekuen hasil contig memiliki panjang 415 bp (CM)
dan 413 bp (AP) yang muncul 1 variasi dan 412 conserv,
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serta terdapat Gap pada DNA sekuen karena adaya variasi
dan conserv pada sekuen trnL-trnF. Munculnya Gap karena
mempresentasikan adanya delesi, insersi, dan penyusunan
ulang materi genetik dari karakter sekuen (Tnah et al,
2019).

Sekuen hasil contig dianalisis melalui BLASTn sepeti
pada gambar Lampiran 6 dan 7, terdapat 100 sekuen yang
hampir sama dengan sekuen C. mirabilis dan A.
pentaphyllum koleksi KRB. Semakin tinggi tingkat
kemiripan (Perc.ident) maka semakin tinggi tingkat
homologi dari kedua jenis. Nilai dugaan (E.value) memiliki
nilai nol (0) atau <0,05 karena menunjukkan bahwa semua
sekuen yang sejajar yaitu signifikan (Perwitasari et al.,
2020).

Sebanyak 24 sekuen hasil dari BLAST dilakukan
penyejajaran (aligment). Aligment digunakan untuk
mengetahui kemiripan antar sekuens baik inter-spesifik
maupun intra-spesifik dengan cara membandingkan
variasi genetik dan homologinya (Meshoul, et al., 2005).

Proses analisis pembuatan pohon filogenetik
dilakukan setelah proses pensejajaran. Metode yang
digunakan dalam rekonstruksi pohon filogenetik yaitu
Neighbour-Joining (NJ]) (Lampiran 10) karena waktu

komputasi lebih cepat, mampu mempertimbangkan laju
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evolusi serta jarak keturunan terpisah yang dapat dilihat
pada Gambar 4.3. Hubungan kekerabatan akan
membentuk gabungan menjadi satu klaster. Adanya
kekerabatan antar jenis dari nenek moyang yang berbeda
dapat dibandingkan dan diketahui kedekatannya melalui
pohon filogenetik (Su’'udi, 2018).

Berdasarkan hasil dendrogram pada Gambar 4.3
menggunakan NJ], C mirabilis KRB (CM) memiliki
kemiripan dengan A. pentaphyllum KRB (AP). Dari
identifikasi pohon filogenetik, CM KRB (C. mirabilis)
terkonfirmasi sebagai AP KRB (A. pentaphyllum) karena
memiliki kemiripan sesuai dengan pengamatan morfologi
yang telah dilakukan. Selain itu CM KRB (C. mirabilis) dan
AP KRB (A. pentaphyllum) memiliki nilai bootstrap 99,
dimana nilai bootstrap diatas 85 adalah nilai bootstrap
yang kuat karena mampu memperlihatkan tingkat
kepercayaan dari cabang yang terbentuk (Lestari,
Azrianingsih, & Hendrian, 2018). Dari hasil pensejajaran
sekuen yang dianalisis menggunakan software MultAlin
v5.4.1,, ditemukan adanya variasi intraspesies pada urutan
nukleotida C. mirabilis dan A. pentaphyllum koleksi KRB
dengan pembanding C. mirabilis dari NCBIL Hal ini

menunjukkan bahwa C. mirabilis dan A. pentaphyllum
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koleksi KRB dengan pembanding C. mirabilis dari NCBI

tidak memiliki keidentikan.



BABV
PENUTUP

A. Kesimpulan
Berdasarkan analisis data penelitian dapat
disimpulkan bahwa:

1. Secara kenampakan morfologi terdapat
kemiripan antara C. mirabilis dan A.
pentaphyllum yang ada di KRB setelah
dibandingkan dengan A. pentaphyllum yang
ada di referensi.

2. Berdasarkan hasil analisis sekuen trnL-trnF
IGS C. mirabilis (CM KRB) adalah jenis dari A.
pentaphyllum (AP KRB) setelah dikomparasi,
sehingga perlu dikonfirmasi ulang bahwa
terdapat kerancuan dalam penamaan tanaman
di vak KRB.

B. Saran
Berdasarkan penelitian ini, saran dari peneliti
untuk penelitian selanjutnya yaitu perlu dilakukan
penambahan database sekuen DNA barcoding
umumnya untuk jenis Araceae KRB dan khususnya
jenis A. pentaphyllum mengingat masih terbatasnya

sekuen yang terdapat di NCBL Selain itu,

46
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pemutakhiran data untuk koleksi herba seperti
Araceae perlu dilakukan lebih intensif agar catatan
melalui dinamika koleksi tumbuhan herba lebih tepat
dan mutakhir sehingga terhindar dari kesalahan

penamaan maupun identifikasi jenis.
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Keterangan: A. Pengambilan sampel CM; B. Pengambilan
sampel AP; C. Ekstraksi DNA; D. PCR; E. Elektroforesis; F.
Visualisasi pita DNA
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Lampiran 2. Tabel Daftar Primer trnL-trnF IGS yang
digunakan (Taberlet et al., 1991)

Primer Kode Sekuen Nukleotida (5’-3’)

Forward  B49873 5" - GGT TCA AGT CCC TCT ATCCC -3’

Reverse  A50272 5" - ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG - 3’
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Lampiran 3. Gambar Colour Card




Lampiran 4. Tabel Morfologi C. mirabilis dan A. pentaphyllum

64

Jenis
Organ Pengamatan Referensi
A. pentaphyllum C. mirabilis A. pentaphyllum C. mirabilis
Akar Serabut Serabut
Dark greyish Moderate
yellowish brown A yellowish brown
(N200) C (N199)
Dark greyish Moderate brown
yellowish brown A A (165)
(N200)
Batang Herba Herba Herba (Londres and Herba (Bull,
Didot Jeune, 1775) 1887)
Berpelepah Berpelepah Berpelepah Berpelepah
(Londres and Jeune, (British and
1775) Foreign, 1882)
Moderate yellow  Moderate yellow Hijau keunguan Hijau (British
green C (137) green C (137) (Madison, 1978) and Foreign,
1882)
Daun Majemuk menjari Majemuk Majemuk menjari
(palmate) menjari (palmate) (Londres
(palmate) and Jeune, 1775)
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Lanjutan Lampiran 4. Tabel Morfologi C. mirabilis dan A. pentaphyllum

Jenis
Organ Karakter Pengamatan Referensi
A. pentaphyllum C. mirabilis A. pentaphyllum C. mirabilis
Daun Bentuk Menjarum Menjarum Acicular Menjantung
(acicular) (acicular) (Menjarum) (Bull, 1887)
(Londres and
Jeune, 1775)
Pangkal Berduri-miring Berduri-miring Tumpul hingga
(curnateae- (curnateae- cuneate
oblique) oblique) (Madison, 1978)
Ujung Mengekor Mengekor Acuminate
(caudate) (caudate) (Meruncing)
(Madison, 1978)
Tepi Berliku Berliku Berliku
(Madison, 1978)
Warna Dark yellow green Greyish olive Hijau cerah
adaksial A (139) green A (NN137) putih keperakan
(Bull, 1887)
Warna Moderate yellow  Moderate yellow Hijau (British
abaksial green C (137) green C (137) and Foreign,

1882)



Lanjutan Lampiran 4. Tabel Morfologi C. mirabilis dan A. pentaphyllum

66

Jenis
Organ Karakter Pengamatan Referensi
A. pentaphyllum C. mirabilis A. pentaphyllum C. mirabilis
Daun Panjang 22,5 cm 33,5cm
Lebar 10 cm 16 cm
Bentuk Bersendi Bersendi

tangkai
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Lampiran 5. Gambar Kromatogram Hasil Sekuensing Produk

PCR C. mirabilis dan A. pentaphyllum

a. C. mirabilis

b. A. pentaphyllum

YR - )



Lampiran 6. Tabel daftar sekuen genus Cercestis hasil BLAST

68

No Deskripsi Max Total Query E Value Per. Acc.Len Accession
Score Score Cover Ident
1.  Anthurium consobrinum 719 719 100% 0.0 97.84% 983 AY555155.1
2. Anthurium leuconeurum 712 712 100% 0.0 97.60% 994 KJ128248.1
3.  Anthurium huixtlense 712 712 100% 0.0 97.60% 163116 NC_051870.1
4.  Anthurium andraeanum 676 676 93% 0.0 97.95% 812 0L435719.1
5.  Anthurium huixtlense 656 656 92% 0.0 97.65% 804 0L435721.1
6.  Anthurium guildingii 654 654 89% 0.0 98.39% 938 AY054729.1
7.  Anthurium eminens 652 652 86% 0.0 99.44% 907 MK797082.1
8.  Anthurium watermaliense 643 643 89% 6e-180 97.86% 391 AY290832.1
9. Anthurium radicans 628 628 89% 2e-175 97.07% 393 AY290829.1
10. Anthurium ochranthum 627 627 89% 6e-175 97.05% 391 AY290833.1
11. Anthurium ravenii 617 617 89% 3e-172 96.54% 393 AY290835.1
12. Anthurium salgarense 616 616 89% le-167 96.51% 390 AY290834.1
13. Anthurium jenmannii 614 614 84% 5e-171 98.29% 896 AY054730.1
14. Anthurium cordifolium 603 603 89% le-167 95.76% 395 AY290831.1
15. Anthurium jenmannii 542 542 75% 2e-149 97.78% 784 MK797083.1




Lampiran 7. Tabel Daftar sekuen genus Anthurium hasil BLAST

69

No Deskripsi Max Total Query E Value Per. Acc.Len Accession
Score Score Cover Ident
1.  Anthurium consobrinum 710 710 100% 0.0 97.59% 983 AY555155.1
2. Anthurium leuconeurum 702 702 100% 0.0 97.34% 994 KJ128248.1
3.  Anthurium huixtlense 702 702 100% 0.0 97.34% 163116 NC_051870.1
4.  Anthurium andraeanum 671 671 94% 0.0 97.70% 812 0L435719.1
5.  Anthurium huixtlense 651 651 92% 0.0 97.39% 804 0L435721.1
6.  Anthurium guildingii 649 649 90% 0.0 98.12% 938 AY054729.1
7.  Anthurium eminens 645 645 86% 2e-180 99.16% 907 MK797082.1
8.  Anthurium watermaliense 636 636 89% 9e-178 97.58% 391 AY290832.1
9. Anthurium radicans 621 621 89% 3e-173 96.79% 393 AY290829.1
10. Anthurium ochranthum 619 619 89% 9e-173 96.77% 391 AY290833.1
11. Anthurium ravenii 610 610 89% 6e-170 96.27% 393 AY290835.1
12. Anthurium salgarense 608 608 89% 2e-169 96.24% 390 AY290834.1
13.  Anthurium jenmannii 608 608 84% 2e-169 98.01% 896 AY054730.1
14. Anthurium cordifolium 595 595 89% 2e-165 95.48% 395 AY290831.1
15. Anthurium jenmannii 534 534 75% 3e-147 97.45% 784 MK797083.1
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Lampiran 8. Tabel hasil BLAST NCBI Cercestis dan Anthurium

CoNTAwN R Z

WWWWWWWNNNNNNNNNNR R R R R R R P B3
U AEWNPFPOOVONNTEWNRFE,OOONNUTEWNREO

Nama Spesies
Anthurium consobrinum
Anthurium leuconeurum
Anthurium huixtlense
Anthurium andraeanum
Anthurium guildingii
Anthurium eminens
Anthurium watermaliense
Anthurium radicans
Anthurium ochranthum
Anthurium ravenii
Anthurium salgarense
Anthurium jenmannii
Anthurium cordifolium
Spathiphyllum patulinervum
Spathiphyllum tenerum
Spathiphyllum cannifolium
Spathiphyllum kochii
Spathiphyllum floribundum
Spathiphyllum patinii
Spathiphyllum wallisii
Spathiphyllum cochlearispathum
Spathiphyllum pygmaeum
Holochlamys beccarii
Pothos scandens
Pothos repens
Pothos junghuhnii
Alloschemone occidentalis
Stenospermation popayanense
Stenospermation multiovulatum
Stenospermation ulei
Stenospermation andreanum
Stenospermation sp.
Rhodospatha guanchensis
Rhodospatha sp.
Rhodospatha oblongata
Rhodospatha falconensis

Jumlah Sekuen

R NRPRRRPRRPRPRWNNRRWWURRPRNNRNWRNRNRRRRR,RRRARNERR
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Lanjutan Lampiran 8. Tabel Hasil BLAST NCBI Cecestis dan

Anthurium
No Nama Spesies
37.  Monstera deliciosa
38. Monstera oblique
39.  Monstera falcifolia
40. Monstera adnansonii
41. Rhaphidophora pertusa
42.  Rhaphidophora latevaginata
43.  Rhaphidophora glauca
44. Rhaphidophora Africana
45.  Rhaphidophora decursiva
46. Rhaphidophora schlechteri
47.  Rhaphidophora luchunensis
48.  Rhaphidophora crassicaulis
49.  Rhaphidophora spuria
50. Rhaphidophora megaphylla
51. Rhaphidophora crassifolia
52.  Rhaphidophora korthalsii
53.  Rhaphidophora beccarii
54. Rhaphidophora peepla
55.  Rhaphidophora hookeri
56. Rhaphidophora megasperma
57. Rhaphidophora agustata
58.  Rhaphidophora nicolsonii
59.  Rhaphidophora schottii
60. Rhaphidophora angulate
61. Rhaphidophora sylvestris
62.  Rhaphidophora elliptifolia
63.  Rhaphidophora lobbii
64. Amydrium medium
65.  Amydrium magnificum
66. Amydrium hainanense
67. Epipremnum aureum
68. Epipremnum pinnatum
69. Zantedeschia aethiopica
70.  Zamioculcas zamiifolia

Jumlah Sekuen

NP RPRNRRWRRRRPRRPREPRRPRRPERPRRPRRRRRERRERRR NR R R
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Lanjutan Lampiran 8. Tabel Hasil BLAST NCBI Cecestis dan

Anthurium

No Nama Spesies Jumlah Sekuen

71.  Pothoidium lobbianum 1

72. Anadendrum sp. 2

73.  Anadendrum microstachyum 1

74.  Anchomanes hookeri 1

75.  Anchomanes difformis 1
Jumlah 100
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Lampiran 9. Gambar Hasil Alignment C. mirabilis (CM KRB)
dan A. pentaphyllum (AP KRB) dengan Cercestis mirabilis NCBI

menggunakan MultAlin.

1 10 20 30 40 50

1 1

CH_KRB TTCCTARGTCTTTTTCCTCTTTTTCATTGGTGGCTCARRATTCACTATGT

AP_KRB TTCCTARGTCTTTTTCCTCTTTTTCATTGGTGGGTCARRATTCACTATGT
EF_Cercestis_nirabil TTCCTARGTATTTTTCCTCTTTTCCGTCGGTGGCTCARRATTCACTATGT
AH_Cercestis_nirabil TTCCTARGTATTTTTCCTCTTTTCCGTCGGTGGCTCARRATTCACTATGT
Consensus TTCCTARGTGTTTTTCCTCTTTTECaTLGGTGG:TCARRATTCACTATGT

51 60 70 80 90 100

1 1

CH_KRB TTTCCATTTACTCTACTCTTTCACARARARAAGARTCTGAGCATT-TTAT

AP_KRB TTTCCATTTACTCTACTCTTTCACARARARAAGARTCTGAGCATT-TTAT
EF_Cercestis_nirabil TTTCCATTTACTCTACTCTTTCACARRRAGATCCGAGCGTTTTTTGTTTT
AH_Cercestis_nirabil TTTCCATTTACTCTACTCTTTCACAARRAGATCCGAGCGTTTTTTGTTTT

Consensus

CH_KRB
AP_KRB

EF_Cercestis_nirabil
AH_Cercestis_nirabil

Consensus

CH_KRB
AP_KRB

EF_Cercestis_nirabil
AH_Cercestis_nirabil

TTTCCATTTACTCTACTCTTTCACARARAaRagaat.ctGageal T, TTaT

101 110 120 130 140 150
1 1
GTTTAGCCCARGTTTTTGTGCARTACACGTACARATGARGATATATGTAC
GTTTAGCCCARGTTTTTGTGCARTACACGTACARATGARGATATATGTAC
GTTTAGCCCARGTTTTTGTGCARTACACGTACARATGARGATATATGTAC
GTTTAGCCCARGTTTTTGTGCAATACACGTACARATGARGATATATGTAC
GTTTAGCCCARGTTTTTGTGCARTACACGTACARATGARGATATATGTAC

151 160 170 180 190 200
I I
ARARGACTCTTGAGTATTGARTTATTCACTATTTGCARTCTACGTTGTTAG
ARAGACTCTTGAGTATTGARTTATTCACTATTTGCAATCTACGTTGTTAG
ARAGACTCTCGAGTATTGAATTATTCACTATTCACAATCTATATTGTTAG
AAARGACTCTCGAGTATTGARTTATTCACTATTCACARTCTATATTGTTAG

Consensus AARGACTCTEGAGTATTGARTTATTCACTATTLgCARTCTAcgTTGTTAG
201 210 220 230 240 250

1 1

CH_KRB GTTACCCTTACACTTATARATATCARARAGTCTTACTTTTTA----AGAC
AP_KRB GTTACCCTTACACTTATRAATATCARARRAGTCTTACTTTTTA----AGAC

EF_Cercestis_nirabil GTTATCCTTACACTTATARATATCARRRAGTCTTCCTTTTTATTTARGAC
AH_Cercestis_nirabil GTTATCCTTACACTTATARATATCARRRAGTCTTCCTTTTTATTTARGAC
Consensus GTTAcCCTTACACTTATARATATCARRAAGTCTTACTTTTTA. .. .AGAC

251 260 270 280 290 300
1 1
CH_KRB CCA-ARAATTCCAGGG==-=-—-—- TARGGGTTTTCCATTTTTTTTTGTCCTT
AP_KRB CCA-ARAATTCCAGGG=—=-——- TARGGGTTTTCCATTTTTTTTTGTCCTT

EF_Cercestis_nirabil CCCCARAATTCCAGGGATTAGGTAAGGGTTTTARAACCTTTTTTGTCCTT
AN_Cercestis_nirabil CCCCARARTTCCAGGGTTAAGGTAAGGGTTTTARRACCTTTTTTGTCCTT

Consensus

CH_KRB
AP_KRB

EF_Cercestis_nirabil
AN_Cercestis_nirabil

Consensus

CH_KRB
AP_KRB

CCa,.ARAATTCCAGGAG, .. ... TARGGGTTTTecALLLTTTTTTGTCCTT

301 310 320 330 340 350
1 1
TTARTGGACATARRCACRAAGCCCTCTAATCTAATAAGATAAGGTGATGCA
TTAARTGGACATARRCACAAGCCCTCTARTCTAATAAGATAAGGTGATGCA
TTAARTGGACATARRCACRAGCCC-CTA-TC-AGTAAGATAAGGCGATGCA
TTAARTGGACATARRCACARGCCC-CTR-TC-AGTAAGATAAGGCGATGCA
TTAARTGGACATAARCACARGCCCLCTAaTCLAaTAAGATAAGGLGATGCA

351 360 370 380 330 397
1 1
TGGAARRGGGTCGGGATAGCTCAGT TGGTARAGCAGAGGACTGAAAR
TGGAARAGGGTCGGGATAGCTCAGT TGGTARAGCAGAGGACTGAAAR

EF_Cercestis_nirabil TGGRAARATGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACTGAARAR
AH_Cercestis_nirabil TGGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACTGAAAR
Consensus TGGAAAAgGGTCGGGATAGCTCAGT TGGTAaAGCAGAGGACTGAAAR
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Lampiran 10. Gambar Pencarian model dan parameter terbaik untuk data sekuen C. mirabilis dan A.

pentaphyllum

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nuclectide substitution models

Model Parameters _ BIC AlCc InL ___(+I) (+G) R _AA] AT) AC) AG) riAT) rAC) rAG) rTA) r(1C) r(1G) riCA) riCT) riCG) riBA} rGT) rAGC)
Ta2+G 48 2784501 2442.543 -1173.016 n/a 0.40 0.66 0.330 0.330 0.170 0.170 0.085 0.040 0.072 0.085 0.072 0.048 0.085 0.130 0.040 0.130 0.085 0.049
Taz+l 48 2700601 2448.733 -1176.111 0.38 n/a 0.65 0.330 0.330 0.170 0.170 0.096 0.048 0.071 0.086 0.071 0.048 0.085 0.130 0.040 0.130 0.085 0.049
T2+G+ 49 2708.512 2440.440 -1175.454 0.20 0.62 0.86 0.330 0.330 0.170 0.170 0.085 0.040 0.072 0.085 0.072 0.048 0.085 0.140 0.040 0.140 0.085 0.049
Taz 47 27TQ6.702 2463.858 -1184.684 n/a nfa 0.65 0.330 0.330 0.170 0.170 0.096 0.048 0.071 0.086 0.071 0.048 0.085 0.138 0.048 0.138 0.085 0.048
HKY#G 50 28014.542 2448.357 -1173.802 n/a 0.40 0.65 0.312 0.340 0.176 0.184 0.101 0.051 0.088 0.080 0.074 0.047 0.080 0.147 0.047 0.131 0.101 0.051
TNO3+G 51 2812.234 2448.037 -1173.181 n/a 0.40 0.66 0.312 0.340 0.176 0.164 0.100 0.051 0.084 0.080 0.061 0.047 0.080 0.120 0.047 0.160 0.100 0.051
HKY =+ 50 2813.044 2456.850 -1178.153 0.30 n/a 0.65 0.312 0.340 0,176 0.164 2,101 2.051 0.060 0.081 0.074 0.048 0.081 0.145 0.048 0.131 0.101 0.051
HIY 4G+ 51 2814850 2451.361 -1174.383 0.18 0.81 0.65 0.312 0.340 0.176 0.184 0.101 0.051 0.088 0.080 0.074 0.047 0.080 0.147 0.047 0.131 0.101 0.051
Hi<Y 40 2816.000 2467.620 -1184.640 n/a n/a 065 0.312 0.340 0.176 0.164 0.102 0.051 0.068 0.081 0.073 0.048 0.081 0.145 0.048 0.130 0.102 0.051
TNB3+ 51 2823.802 2480.304 -1178.865 0.38 nia 0.85 0.312 0.340 0.176 0.184 0.101 0.051 0.081 0.080 0.062 0.047 0.080 0.124 0.047 0.154 0.101 0.051

THO3+G+ 52 2824500 2454.180 -1174.786 0.20 0.61 0.66 0.312 0.340 0.176 0.164 0.100 0.051 0.084 0.080 0.060 0.047 0.080 0.120 0.047 0.160 0.100 0.051
THE3 50 2825.832 2480.647 -1184.547 n/a nia 0.65 0.312 0.340 0.176 0.184 2.101 0.051 0.070 0.081 0.084 0.047 0.081 0.127 0.047 0.150 0.101 0.051
GTR:G 54 2830.437 2445.805 -1168.580 n/a 0.40 0.57 0.312 0.340 0.176 0.184 0.081 0.083 0.088 0.081 0.081 0.033 0.165 0.122 0.041 0.131 0.070 0.044
JC+G 48 2835.760 2500.030 -1208.285 n/a 0.38 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
GTR# 54 2840.789 2456.157 -1173.756 0.38 nia 0.84 0.312 0.340 0.176 0.184 0.080 0.082 0.080 0.078 0.062 0.034 0.164 0.123 0.024 0.153 0.073 0.028
Jo+l 48 2842 420 2514.680 -1211.111 0.38 n/a 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
GTR 53 2842.085 2485.443 -1170.411 n/a nia 0.85 0.312 0.340 0.176 0.184 0.088 0.080 0.078 0.078 0.083 0.036 0.158 0.126 0.027 0.150 0.077 0.028
K2+G 47 2843 865 2500.021 -1207.266 n/a 0.38 0.6 0.250 0.250 0.250 0.250 0.075 0.075 0.08 0.075 0.088 0.075 0.075 0.088 0.076 0.088 0.076 0.075
GTRHG+| 55 2847.330 2455.506 -1172.464 0.23 0.65 0.65 0.312 0.340 0.176 0.164 0.092 0.095 0.084 0.082 0.060 0.033 0.168 0.118 0.017 0.160 0.070 0.019
JC+G+ 47 2840.352 2514.508 -1210.008 0.21 0.5 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083

Jc 45 2852518 2532.003 -1220.777 n/s nfa 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
K2+l 47 2856.830 2521.785 -1213.853 0.38 n/a 0.85 0.250 0.250 0.250 0.250 0.076 0.076 0.088 0.076 0.088 0.076 0.076 0.088 0.076 0.088 0.076 0.078
K2+G+ 48 2856.912 2514.054 -1209.222 0.22 0.61 0.6 0.250 0.250 0.250 0.250 0.075 0.075 0.088 0.075 0.088 0.075 0.075 0.088 0.076 0.088 0.076 0.075

K2 45 2858.6870 2531.140 -1219.336 nfa nfa 0894 0.250 0.250 0.250 0.250 0.07% 0.07% 0.098 0.076 0.088 0.079 0.07% 0.088 0.07G 0.008 0.075 0.078
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