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ABSTRAK

Berdasarkan hasil penelitian Chandra, Nurainas, dan Syamsuardi. (2015)
ditemukan 10 jenis Zingiber yang ada di Sumatera Barat. Dari hasi penelitian ini
ditemukan 2 jenis Zingiber yang belum teridentifikasi sampai tingkat spesies yaitu
Zingiber cf. loerzingii dan Zingiber spl. Pada saat survey ke lapangan, peneliti juga
menemukan 2 jenis Zingiber tidak teridentifikasi. Selain karakter morfologi,
dibutuhkan karakter pendukung untuk mengklarifikasikan status taksonomi jenis
Zingiber yang masih belum jelas dan diragukan. Pada penelitian kali ini karakter
pendukung yang digunakan yaitu penanda molekuler ITS dan MatK. Sampel
dikoleksi di beberapa lokasi. Penelitian ini° menggunakan metode survey dan
deskriptif. Isolasi DNA menggunakan metode sesuai dengan prosedur kit isolasi
dan untuk sekuensing DNA produk PCR dikirim ke laboratorium 1st Base
Sequencing Services di Selangor, Malaysia. Adapun hasil penelitian ini adalah
hubungan kekerabatan Zingiber berdasarkan kedua penanda adalah Zingiber sp1,
Z. album, Zingiber sp2, Zingiber sp3 berada pada kluster | (section Zingiber)
sedangkan Zingiber cf. loerzingii dan Z. loerzingii berada pada kluster Il (section
Cryptanthium). Klarifikasi status taksonomi menghasilkan bahwa Zingiber sp1 dan
Zingiber sp3 diduga sebagai spesies baru dan Zingiber sp2 memiliki kecenderungan
sebagai spesies yang berbeda dengan Zingiber lainnya serta Zingiber cf. loerzingii
memiliki kecendrungan sebagai subspecies dari Z. loerzingii.

Kata Kunci: Zingiber, hubungan kekerabatan, Klarifikasi, ITS, MatK



ABSTRACT

Based on the results of research by Chandra, Nurainas, and Syamsuardi. (2015)
found 10 types of Zingiber in West Sumatra. The results of this study found 2 types
of Zingiber that have not been identified to the species level, namely Zingiber cf.
loerzingii and Zingiber spl. During the field survey, researcher also found that 2
Zingiber species were not identified. In addition to morphological characters,
supporting characters are needed to clarify the taxonomic status of the Zingiber
species which is still unclear and doubtful. In this study, the supporting characters
used were ITS and MatK molecular markers. Samples were collected in several
locations. This study uses survey and descriptive methods. The DNA was isolated
using the method according to the isolation kit procedure and for DNA sequencing
the PCR product was sent to the 1st Base Sequencing Services laboratory in
Selangor, Malaysia. The results of this study are phylogeny of Zingiber based on
the two markers, Zingiber spl, Z. aloum, Zingiber sp2, Zingiber sp3 are in cluster |
(section Zingiber) while Zingiber cf. loerzingii and Z. loerzingii are in cluster Il
(Cryptanthium section). Clarification of taxonomic status results that Zingiber spl
and Zingiber sp3 are suspected as new species and Zingiber sp2 has a tendency to
be different species from other Zingiber and Zingiber cf. loerzingii tends to be a
subspecies of Z. loerzingii.

Keywords: Zingiber, phylogeny, clarification, ITS, MatK



RINGKASAN

KLARIFIKASI STATUS TAKSONOMI BEBERAPA JENIS Zingiber Mill.
(Zingiberaceae) DI SUMATERA BARAT BERDASARKAN PENANDA
INTERNAL TRANSCRIBED SPACER (ITS) DAN MATURASE K GEN
(MATK)

Oleh: INDAH SUKAJO

(Dibawah bimbingan Dr. Nurainas dan Prof. Dr. Syamsuardi)

Zingiber merupakan salah salah satu genus dalam family Zingiberaceae dengan
jumlah sekitar 100 sampai 150 spesies yang telah terdeskripsi. Zingiber terutama
terdistribusi di daerah tropis dan subtropis dengan pusat distribusi di wilayah Indo
Malaya, tetapi meluas melalui Afrika tropis ke Amerika Tengah dan Selatan.
Distribusi  Zingiber di Indonesia dilaporkan sebanyak 52 jenis dan 6 jenis
diantaranya merupakan jenis Zingiber yang terdistribusi di Sumatera.

Pada tahun 2015 Chandra, Nurainas, dan Syamsuardi melaporkan ada 10
jenis Zingiber yang ditemukan di Sumatera Barat. Jenis Zingiber yang ditemukan
yaitu 7 jenis Zingiber, Zingiber ‘cf loerzingii dan 2 Zingiber tidak teridentifikasi.
Selanjutnya Nurainas dan Arbain (2017) melaporkan-17 jenis Zingiber yang
terdistribusi dari Sumatera. Salah satu jenis yang dilaporkan adalah jenis Zingiber
tidak teridentifikasi sebelumnya oleh Chandra, Nurainas, dan Syamsuardi (2015).
Jenis tersebut dikenal dengan Zingiber album. Dari data ini, ditemukan 2 jenis
Zingiber yang belum jelas status taksonominya yaitu Zingiber cf loerzingii dan 1

Zingiber tidak teridentifikasi yang diberi label Zingiber spl. Selain itu, berdasarkan
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hasil survei peneliti ke lapangan, ditemukan juga jenis Zingiber yang berbeda dari
Zingiber lainnya. Kedua jenis tersebut ditemukan di loksai yang berbeda yaitu di
Simanau diberi label pengenal Zingiber sp2 dan di Surian diberi label pengenal
Zingiber sp3.

Dari kasus Zingiber ini karakter morfologi memiliki keterbatasan untuk
batasan suatu taksa sehingga ditemukan jenis Zingiber tidak teridentifikasi dan
masih diragukan. Genus Zingiber merupakan salah satu genus yang sulit untuk
diidentifikasi. Hal ini dikarenakan adanya karakter morfologi terutama
perbungaaan dari Zingiber yang sulit ditemukan dan tidak lengkap. Oleh karena itu
diperlukan teknik pendukung yaitu teknik molekuler untuk melengkapi data
morfologi dan mendukung status taksonomi Zingiber yang masih diragukan dan
belum teridentifikasi. Penanda molekuler yag digunakan dalam penelitian adalah
ITS dan MatK yang dianggap dapat mendeterminasi spesies (Kress et al., 2005).
Penelitian sebelumnya yang telah menggunakan penanda molekuler MatK dan ITS
dalam analisis Zingiberaceae diantaranya Kress et al. (2002, 2005); Selvaraj,
Sarma, dan Ramalingam (2008); Poulsen et al. (2018) dan Saha dan Sinha (2020).

Sampel berupa daun segar Zingiber dikoleksi dari jalur pendakian Gunung
Merapi, Tanah Datar (Zingiber spl), Nagari Simanau Kabupaten Solok (Z.album
dan Zingiber sp2), Nagari Surian (Zingiber sp3), Bukit Pinang, Kota Padang
(Zingiber cf. loerzingii) dan Batu Katak, Kabupaten Langkat (Z. loerzingii). Isolasi
DNA menggunakan prosedur Kit Isolasi dan amplifikasi menggunakan penanda ITS
dan MatK. Analisis hubungan kekerabatan menggunakan metode Neighbour-

Joining dan Maxmum-likehood dalam program MEGA.
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Hasil yang didapatkan adalah karakter molekuler Zingiber berdasarkan
penanda ITS memiliki karakter informatif yang lebih tinggi dibandingkan penanda
MatK. Karakter informatif berupa perbedaan basa paling sedikit adalah berdasarkan
penanda MatK yaitu Zingiber cf. loerzingii dengan Z. loerzingii sebanyak 4 basa
dan terbanyak adalah berdasarkan penanda ITS yaitu Z. loerzingii dengan Z.
officinale sebanyak 92 basa. Hubungan kekerabatan Zingiber dengan kerabatnya
berdasarkan kedua penanda bersifat monofiletik. Posisi Zingiber spl, Z. album,
Zingiber sp2, Zingiber sp3 berada pada kluster | (section Zingiber) sedangkan
Zingiber cf. loerzingii dan Z. loerzingii berada pada kluster 11 (section
Cryptanthium). Klarifikasi status taksonomi Zingiber yang diamati menghasilkan
bahwa Zingiber sp1 dan Zingiber sp3 diduga sebagai spesies baru dan Zingiber sp2
memiliki kecenderungan sebagai spesies yang berbeda dengan Zingiber lainnya
serta Zingiber cf. loerzingii memiliki kecendrungan sebagai subspecies dari Z.

loerzingii.
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BAB | PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Zingiber merupakan salah salah satu genus dalam family Zingiberaceae dengan
jumlah sekitar 100 sampai 150 spesies yang telah terdeskripsi (Theeralkupisut et
al., 2012). Zingiber terutama didistribusikan di daerah tropis dan subtropis dengan
pusat distribusi di wilayah Indo Malaya, tetapi meluas-melalui Afrika tropis ke
Amerika Tengah dan Selatan (Kress et al., 2002). Pusat keanekaragamannya berada
di selatan Asia dan Asia Tenggara (Takano dan Okada 2003). Zingiberaceae
merupakan tumbuhan dari hutan tropis yang banyak ditemukan tumbuh di tempat
yang rindang dan lembab, dan terkadang dapat ditemukan di hutan sekunder.
Beberapa jenis dapat bertahan hidup di tempat terbuka dan tumbuh pada kemiringan
yang tinggi (Delta, Ardinis, dan Syamsuardi, 2013).

Distribusi Zingiber di Indonesia dilaporkan sebanyak 52 jenis dan 6 jenis
diantaranya merupakan jenis Zingiber yang terdistribusi di Sumatera. 6 jenis
Zingiber tersebut yaitu Z. loerzingii, Z. macradenium, Z. officinale, Z. gracile, Z.
macroglossum, dan Z. macrorrhynchus (Newman, Lhuillier dan Poulsen, 2004).
Sebelumnya Miquel (1862) melaporkan 3 jenis Zingiber di Sumatera yaitu Z.
officinale, Z.zerumbet, dan Z. montanum. Selanjutnya, Chandra, Nurainas, dan
Syamsuardi (2015) mencatat 10 jenis Zingiber di Sumatera Barat. Jenis Zingiber
yang ditemukan yaitu Z. kunstleri, Z. macradenium, Z. officinale, Z. gracile, Z.
zerumbet, Z. montanum, Z. multibracteatum, Zingiber cf loerzingii dan 2 Zingiber

tidak teridentifikasi. Selanjutnya Nurainas dan Arbain (2017) melaporkan 17 jenis



Zingiber yang terdistribusi dari Sumatera. Salah satu jenis yang dilaporkan adalah
jenis Zingiber yang telah dieksekusi dari Zingiber tidak teridentifikasi sebelumnya
dari hasil inventarisasi oleh Chandra, Nurainas, dan Syamsuardi (2015). Jenis
tersebut dikenal dengan Zingiber album.

Dari data ini dapat kita ketahui adanya penambahan jenis Zingiber yang
ditemukan saat eksplorasi. Selain itu, dapat diasumsikan juga bahwa distribusi
Zingiber di Sumatera Barat cukup banyak dan dapat mewakili distribusi Zingiber
di Sumatera. Namun masih ada 1 jenis Zingiber tidak teridentifikasi dan masih
diragukan yaitu Zingiber cf. Loerzingii yang mirip dengan Zingiber loerzingii.
Namun, Zingiber cf. Loerzingii yang ditemukan d Sumatera Barat ini memiliki
perbedaan pada warna bunga dengan Zingiber loerzingii yang ditemukan di
Sumatera Utara. Diketahui Zingiber loerzingii merupakan spesies endemik
Sumatera dan selama ini dilaporkan hanya ditemukan di bagian Utara Sumatera
(LIPI, 2022).

Selanjutnya, 1 jenis Zingiber tidak teridentifikasi yang ditemukan oleh
Chandra, Nurainas, dan Syamsuardi (2015) di jalur merapi yang diberi label
pengenal Zingiber spl juga memiliki kemiripan warna braktea dengan Z. album.
Diketahui, warna braktea putih pada genus Zingiber hanya dimiliki Z.album saja.
Selain itu, berdasarkan hasil survei peneliti ke lapangan, ditemukan juga jenis
Zingiber yang berbeda dari Zingiber lainnya. Kedua jenis tersebut ditemukan di
lokasi yang berbeda yaitu di Simanau diberi label pengenal Zingiber sp2 dan di
Surian diberi label pengenal Zingiber sp3. Kedua jenis ini belum teridentifikasi

sampai tingkat spesies. Keduanya memiliki kemiripan di braktea namun Zingiber



sp2 tidak dikonsumsi sedangkan Zingiber sp3 dikonsumsi oleh masyarakat
setempat.

Dari kasus Zingiber ini karakter morfologi memiliki keterbatasan untuk
batasan suatu taksa sehingga ditemukan jenis Zingiber tidak teridentifikasi dan
masih diragukan. Genus Zingiber merupakan salah satu genus yang sulit untuk
diidentifikasi. Hal ini dikarenakan adanya karakter morfologi terutama
perbungaaan dari Zingiber yang sulit ditemukan dan tidak lengkap (Theilade,
1999). Oleh karena itu diperlukan teknik pendukung yaitu teknik molekuler untuk
medukung Klarifikasi status taksnomi Zingiber yang masih diragukan dan belum
teridentifikasi. Teknik ini juga dapat membantu mengidentifikasi, memperjelas
hubungan taksa sebagai upaya pemanfaatan yang berkelanjutan (Syamsuardi,
Chairul, dan Murni, 2018), mengeksplorasi hubungan filogenetik (Purty dan
Chatterjee, 2006) mendukung kestabilan sistem klasfikasi dalam taksonomi (Hebert
et al., 2005) dan konservasi sumber daya (Roviglioni et al. 2000).

Penanda molekuler yang umum digunakan pada tumbuhan diantaranya ITS
(Internal Transcribed Spacer) untuk genom inti, rbcl, MatK, trnH-psbA, rpl16 dan
trnl-F yang terletak di genom kloroplas. Kombinasi dari genom inti dan genom
kloroplas akan memberikan data yang lebih akurat dan-efektif (Fazekas et al.,
2009). Penanda molekuler yang digunakan dalam penelitian adalah ITS dan MatK
yang dianggap dapat mendeterminasi spesies (Kress et al. 2005). Penelitian
sebelumnya yang telah menggunakan penanda molekuler MatK dan ITS dalam
analisis Zingiberaceae diantaranya Kress et al., (2002, 2005); Selvaraj, Sarma, dan

Ramalingam (2008); Poulsen et al., (2018) dan Saha dan Sinha (2020).



Berdasarkan pendahuluan diatas, maka dilakukan penelitian ini untuk

mengidentifikasi dan mengklarifikasi beberapa jenis Zingiber yang ditemukan

berdasarkan penanda molekuler ITS dan MatK sehingga hasil yang didapatkan bisa

digunakan sebagai data pendukung dalam identifikasi dan klarifikasi yang lebih

akurat.

B. Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, dapat dirumuskan masalah sebagai berikut:

1.

Bagaimana karakter molekuler Zingiber yang diamati berdasarkan penanda
molekuler ITS dan MatK?

Bagaimana hubungan kekerabatan Zingiber yang diamati berdasarkan
penanda molekuler ITS dan MatK?

Bagaimana Klarifikasi status taksonomi Zingiber yang diamati berdasarkan

penanda ITS dan MatK?

C. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah:

1.

Untuk menganalisis karakter molekuler Zingiber yang diamati berdasarkan
penanda ITS dan MatK.

Untuk menganalisis hubungan kekerabatan Zingiber yang diamati
berdasarkan penanda ITS dan MatK.

Untuk mengklarifikasi status taksonomi Zingiber yang diamati berdasarkan

penanda ITS dan MatK.



D. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah data hasil penelitian dapat mengisi khazanah ilmu
pengetahuan terutama di bidang taksonomi molekuler Zingiberaceae. Penanda
molekuler yang digunakan serta data sekuensing yang dihasilkan dapat menjadi

referensi untuk penelitian terkait selanjutnya.



BAB I1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Zingiber Mill.

Nama Zingiber kemungkinan berasal dari bahasa arab “Zanjabil” yang dalam
bahasa sanskerta “Bingabera” yang berarti berbentuk seperti tanduk. Hal ini
mengacu pada bentuk morfologi-rimpang dari anggota genus Zingiber atau famili
Zingiberaceae. Kemudian memunculkan nama klasik yaitu zingiberi dan akhirnya
disebut dengan Zingiber dalam bahasa latin (Larsen et al., 1999). Karakter pembeda
genus Zingiber dengan genus lain yaitu pada karakter tangkai daun dan anther crest
yang berbentuk tanduk (horn-shaped). Tangkai daun Zingiber mempunyai
pembengkakan pada pangkal tangkai daun yang dikenal dengan pulvinus (Bai,
Leong-Skornickova, dan Xia, 2015).

Zingiber memiliki rimpang yang dekat dengan permukaan tanah dan jarak
antara daun berdekatan. Daun memiliki tesktur yang tipis, panjang daun jarang yang
sampai 50 cm. Ligula berukuran pendek sampai panjang. Braktea cukup besar,
biasanya berwarna cerah (merah, hijau, kuning, putih). Bunga rapuh, berumur
pendek dan satu bunga terdapat di setiap braktea (Holtum, 1950). Pada umumnya
Zingiber banyak ditemukan pada tempat yang lembab, sebagian di hutan yang hijau
sepanjang tahun dan hutan dengan tanah yang kaya bahan organik, tetapi juga bisa
tumbuh pada hutan sekunder, tepi hutan habitat yang terbuka serta pada semak
bambu di tanah bebatuan (De Guzman dan Siemonsma, 1999).

Genus Zingiber dikelompokkan dalam family Zingiberaceae ordo

Zingiberales, kelas Liliopsida, divisi Magnoliophyta. Klasifikasi family



Zingiberaceae ini diusulkan pertama kali pada tahun 1889 oleh Petersen dan
disempurnakan menjadi empat subfamili dan empat tribus yang didasarkan pada
data molekuler (Kress et al., 2002). Sejauh ini daerah yang diketahui kaya akan
Zingiberaceae adalah wilayah Malaysia, Indonesia, Brunei, Philipina, dan Papua
(Larsen et al., 1999). Pusat keanekaragamannya berada di selatan Asia dan Asia
Tenggara (Takano dan Okada 2003).

Penelitian yang dilakukan Kress et al. (2002) mengenai phylogeny dan
klasifikasi Zingiberacea berdasarkan penanda ITS dan MatK. Hasil yang
didapatkan menerangkan hubungan kekerabatan antar genus dalam Zingiberacea
dengan baik. Klasifikasi baru yang dikemukan berupa pengenalan 4 subfamili dan
4 tribus. Hasil penelitian ini juga melaporkan bahwa banyak dari genus terbesar
dalam family ini mungkin adalah parafiletik dan diperlukan banyak sampel untuk
memastikan pengelompokkan dalam taksa ini (Amomum, Alpinia, Etlingera,
Boesenbergia, dan Curcuma).

Klasifikasi Zingiber berdasarkan inflorescense habit atau bentuk
perbungaan dikelompokkan menjadi 4 section vyaitu sect. Zingiber, sect.
Dymczewiczia, sect. Cryptanthium dan sect. Pleuranthesis (Backer 1894; Schuman
1904; Valeton 1918; cif. Theeralkupisut, 2012). Namun- Theilade et al., (1993)
mengusulkan sect. Dymczewiczia bergabung dengan sect. Zingiber berdasarkan
kesamaan bentuk serbuk sari dari kedua sekte ini. Selanjutnya Theralkupisut (2012)
menganalisis phylogeny genus Zingiber menggunakan penanda molekuler ITS.

Didapatkan hasil bahwa sect. Dymczewiczia yang diwakilkan oleh Zingiber



pellitum berada pada kelompok sect. Zingiber. Hasil ini mendukung usulan
Theiladae et al. (1993).

Pemanfaatan Zingiber telah banyak digunakan oleh masyarakat dalam
kehidupan sehari-hari. Beberapa spesies Zingiber digunakan sebagai bumbu masak,
obat-obatan, rempah, tanaman hias, bahan kosmetik, bahan minuman, bahan tonik
rambut, penunjang upacara adat, dan sebagainya (Auliani, fitmawati dan Neri,
2014). Zingiber officinale merupakan jenis yang umum digunakan sebagai obat-
obatan dan bumbu masak oleh masyarakat luas sejak dulu (Syahrajabian, Sun, dan
Cheng, 2019). Zingiber macradenium terdistribusi di Simanau, Solok yang
dimanfaatkan masyarakat lokal sebagai obat gigi (Ristoja., 2012; Agustin et al.,
2014). Zingiber album merupakan spesies baru yang dipublikasi tahun 2017 oleh
Nurainas dan Arbain yang dimanfaatkan sebagai oalahan masakan oleh masyarakat
local (Sukarjo, 2021).

Di Indonesia dilaporkan sebanyak 52 jenis Zingiber dan 6 jenis diantaranya
merupakan jenis Zingiber yang terdistribusi di Sumatera yaitu Z. loerzingii, Z.
macradenium, Z. officinale, Z. gracile, Z. macroglossum, dan Z. macrorrhynchus
(Newman, Lhuillier dan Poulsen 2004). Selanjutnya, Chandra, Nurainas, dan
Syamsuardi (2015) mencatat ada 10 jenis Zingiber yang ditemukan di Sumatera
Barat yaitu Z. kunstleri, Z. macradenium, Z. officinale, Z. gracile, Z. zerumbet, Z.
montanum, Z. multibracteatum, Zingiber cf loerzingii dan 2 Zingiber tidak
teridentifikasi. Salah satu dari keduanya dipublikasi sebagai spesies baru dengan

nama Z. alboum (Nurainas dan Arbain, 2017).



Dari data yang dilaporkan Chandra, Nurainas, dan Syamsuardi (2015) masih
ada permasalahn taksonomi yang belum diselesaikan yaitu Zingiber cf loerzingii
dengan Zingiber loerzingii yang memiliki morfologi yang sama dan hanya berbeda
pada warna bunga. Diketahui bahwa Zingiber loerzingii merupakan jenis Zingiber
asli Sumatera dan merupakaan spesies endemik di Sumatera Utara. Berdasarkan
data IUCN red list, Zingiber loerzingii berada pada kategori threatened spesies.
Penyebarannya sangat terbatas dan ukuran populasinya tidak lebih dari seribu
individu (LIPI, 2022).

Satu Zingiber tidak teridentifikasi ditemukan di jalur pendakian gunung
Merapi sehingga jenis ini diberi label Zingiber spl. Secara morfologi Zingiber spl
memiliki kemiripan dengan Z. album yaitu warna susunan bractea putih (Lampiran
2). Diketahui bahwa warna susunan bractea putih hanya dimiliki oleh Z. album.
Berdasarkan persebarannya, Z. album dilaporkan di Sumatera Utara, Kabupaten
Solok dan Kabupaten Pasaman Sumatera Barat. Masyarakat nagari Simanau
mengenal Z. aloum dengan nama penggalan. Secara ekonomis, jenis ini dikonsumsi
oleh masyarakat setempat sebagai olahan masakan.

Selain itu, saat di lapangan ditemukan 2 jenis Zingiber yang belum
teridentifikasi sampai tingkat spesies. Jenis pertama, Zingiber ditemukan di
Simanau dan diberi label Zingiber sp2. Jenis kedua, Zingiber yang ditemukan di
Surian dan diberi label Zingiber sp3. Masyarakat local solok mengenal Zingiber
sp3 dengan nama bilongkiang dan dikonsumsi sebagai olahan masakan.
Berdasarkan morfologi braktea Zingiber sp2 dan Zingiber sp3 keduanya memiliki

kemiripan (Lampiran 1). Namun pada saat di lapangan karakter morfologi Zingiber



sp2 ditemukan pada fase yang tidak berbunga sehingga perbandingan karakter

morfologinya kurang lengkap.

B. Penggunaan ITS dalam Family Zingiberaceae.

Region internal transcribed spacer (ITS) terletak diantara daerah 18S, daerah 5.8S
dan derah 26S. Pada bagian antara daerah 18S dan daerah 5.8S terdapat beberapa
ratus pasang basa DNA yang disebut ITS1 dan di antara daerah 5.8S dengan 26S
terdapat daerah ITS2. Gen ribosom tersebut mempunyai tingkat konservasi yang
sangat tinggi (Gomes et al., 2002; O’Brien et al., 2005). Menurut Soltis dan Soltis
(1998) ITS pada daerah 18S-26S rDNA nuklear menjadi fokus utama untuk
digunakan pada rekonstruksi filogenetik. Hal ini dikarenakan daerah ITS memiliki
tingkat variasi yang tinggi dibandingkan dengan daerah lainnya pada rDNA subunit

kecil dan subunit besar.
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Gambar 1. Region ITS target (Baraket, 2006)
ITS (internal transcribed spacer) merupakan penanda molekuler yang
banyak digunakan dalam studi filogenetik tumbuhan karena tingginya kemampuan
diskriminasi spesies dan teknik amplifikasi yang mudah (Alvarez dan Wendel,

2003; Kress et al., 2005). Penggunaan ITS didasarkan pada rDNA yang secara



alamiah terkonservasi dibandingkan dengan penanda molekuler lainnya, ITS
merupakan penanda molekuler yang paling banyak data publikasinya. Berdasarkan
hasil penelusuran penelitian Sukarjo (2021), ditemukan sekuen Zingiber
berdasarkan penanda molekuler ITS sebanyak 280 sekuen data yang tersedia di
GeneBank NCBI. Kemampuan diskriminasi lokus ITS2 adalah 99,5% pada tingkat
genus dan 73,1% pada tingkat tingkat spesies dan diusulkan menjadi 1TS2 sebagai
barcode DNA untuk identifikasi Zingiberacea (Shi, 2011).

Penelitian sebelumnya yang telah menggunakan penanda molekuler ITS
diantaranya Sukarjo (2021) mengenai autentikasi Zingiber album Tumbuhan
endemic Sumatera, Zaveska et al. (2012) yang menganalisis hubungan kekerabatan
Curcuma dan mengajukan subgenus baru dalam Curcuma yang dinamai Ecodemata
dengan penanda kloroplas lainnya, dan Ngamriadsakul et al. (2004) mengenai
analisis tribe Zingiberae dan meneukan tribe ini mengelompok menjadi 2 kelompok
utama yaitu kelompok Hedhycium dan kelompok Curcuma dengan marker
kloroplas lainnya,.

Daerah ITS mengalami perubahan atau mutasi sehingga bervariasi.
Perkembangan sekuen rDNA subunit kecil 18S relatif lambat dan digunakan
dalamm studi hubungan kekerabatan pada tingkat spesies-suatu organisme. Daerah
ITS dalam pengulangan rrna berkembang relatif cepat dan memungkinkan terjadi
variasi diantara spesies dan populasi (Jamil, 2005). Analisis filogenetik dengan
penanda ITS dapat digunakan untuk mengevaluasi hubungan antar jenis. Sekuens

daerah ITS pada umumnya tetap atau dapat mengalami sedikit perubahan dalam



suatu jenis, namun masih memperlihatkan adanya perbedaan di antara jenis dalam
suatu genus (Edel, 1998).

Daerah ITS mempunyai kelebihan dibandingkan dengan daerah molekuler
target lain, diantaranya yaitu memiliki tingkat sensitivitas tinggi karena mempunyai
sekitar 100 ulangan dalam genom. Daerah ITS juga memiliki laju evolusi yang
tinggi dan terdapat pada semua gen rDNA eukaryot (Jorgensen et al., 1987).
sensitivitas cukup tinggi karena berukuran kecil (kurang lebih 700 bp), serta

memiliki salinan yang banyak di dalam genom inti (Baldwin et al., 1995).

C. Penggunaan MatK dalam Family Zingiberaceae

Menurut Yu et al. (2011), kesulitan dalam memilih gen spesifik untuk digunakan
sebagai DNA barcoding tanaman disebabkan oleh ketidaksempurnaan dari setiap
gen pada tanaman, baik kloroplas, mitokondria atau inti genom. Gen yang terdapat
pada mitokondria tanaman perkembangannya lambat, sehingga tidak efektif untuk
membedakan antar spesies tanaman yang berbeda. CBOL (Consortium Barcode of
Life) dari kelompok kerja tanaman merekomendasikan pemakaian gen pada
kloroplast yaitu ribulosa-1, 5-bifosfat karboksilase oksigenase subunit besar (rbcL)

dan maturase K (MatK) sebagai barcode standar pada tanaman (CBOL, 2009).
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Gambar 2. Daerah MatK (Duffy, 2009)



Berdasarkan hasil penelusuran data di GeneBank NCBI sebelumnya, selain
ITS ketersedian data Zingiber menggunakan MatK lebih banyak dibandingkan
dengan penanda molekuler lainnya. Gen Maturase K (MatK) kloroplas sangat
terkonservasi dalam sistematika tanaman yang terlibat dalam penyambungan intron
Grup Il dan memiliki panjang 1500 bp yang terletak di intron trnK (Selvaraj, 2008).
Gen Kkloroplas MatK merupakan sebagian besar variable gen coding dari
angiospermae (Yu, 2011) dan diusulkan untuk menjadi barcode pada Zingiberaceae
(Vinitha et al., 2014).

Penelitian sebelumnya yang telah menggunakan penanda molekuler MatK
diantaranya Kress et al. (2002) mengenai phylogeny Zingiberaceae dengan hasil
pengelompokkan family  Zingiberaceae menjadi 4 subfamyli yaitu
Siphonochiloideae, Tamijioideae, Alpinioideae, dan Zingiberideae. Selanjutnya
Jiranan et al. (2006) mengenai analisis genetik diversity dan identifikasi
Boesenbergia Thailand, didapatkan hasil Boesenbergia mengelompok menjadi 3
kelompok utama dan pengelompokkan ini sejalan dengan pengelompokkan bentuk
inflorescense dari Boesenbergia. Selvaraj, Sarma, dan Ramalingam (2008) yang
menganlisis phylogeny sekuen Zingiberaceae berdasarkan gen MatK yang tersedia
di NCBI dan mendapatkan hasil MatK memberikan data yang baik untuk barcoding

tumbuhan.

Penanda molekuler MatK dibuat berdasarkan DNA kloroplas (cpDNA).
Menurut Clegg et al. (1986) cpDNA sangat cocok untuk mempelajari evolusi dan
filogenetik suatu tumbuhan. Hal ini dikarenakan cpDNA merupakan komponen

yang cukup melimpah pada keseluruhan DNA pada tumbuhan sehingga sangat



mendukung dalam ekstraksi DNA beserta analisisnya. Kelebihan lain dari cpDNA
dibandingkan dengan marka molekuler lainnya adalah jika sekuens cpDNA
diketahui dapat ditelusuri mengenai perubahan gen, perubahan struktur genom, dan
tingkat kecepatan evolusi gen. Selain itu, perubahan sekuens cpDNA dapat
digunakan untuk memecahkan hubungan filogenetik tumbuhan pada tingkat evolusi
yang paling dalam (Soltis et al., 1998).

MatK adalah gen yang telah diusulkan untuk menjadi barcode pada tanaman
(Yu et al., 2011). MatK merupakan gen yang ada pada genom kloroplas tanaman
yang mengandung domain maturase. MatK sebagai wilayah pengkodean memiliki
laju evolusi yang sangat tinggi dan dapat diaplikasikan dalam merekontruksi
filogenetik taksonomi tingkat tinggi baik genus maupun species. MatK memiliki
daerah yang menunjukkan tingkat mutasi yang tinggi (Hilu dan Liang, 1997).

MatK juga salah satu bagian pengkodean yang paling cepat berkembang
dari genom plastid dan diperkirakan dapat menjadi analog tanaman terdekat seperti
barcode pada hewan yaitu CO1 (Hollingsworth et al., 2011). Menurut Tamura
(2004) urutan MatK berisi banyak indel (penyisipan atau penghapusan) di seluruh
monokotil. Akan tetapi, jika dilakukan analisis yang tepat dapat memberikan data
yang berguna dan signifikan untuk analisis molekuler taksa tingkat tinggi.

Kunci keberhasilan menggunakan penanda MatK yaitu dengan
mengembangkan primer yang sesuai terhadap sampel tumbuhan yang digunakan,
memiliki primer yang lebih spesifik dengan cara memilah — milah posisi dari region

yang digunakan (Dunning dan Savolainene, 2010; Wicke dan Quand, 2009).



BAB Ill. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan dari bulan September 2021 sampai April 2022. Lokasi
pengambilan sampel dilakukan mengacu pada lokasi specimen Zingiber (Chandra,
Nurainas dan Syamsuardi, 2015; Nurainas dan Arbain, 2017) yaitu di Nagari Surian
Kabupaten Solok, Nagari Simanau-Kabupaten Solok, Bukit Pinang Kota Padang,
Gunung Merapi Kabupaten Tanah Datar, dan Batu Katak kabupaten Langkat
(Gambar 3). Kemudian pengolahan dan analisis data dilakukan di Herbarium
Universitas Andalas (ANDA) dan Laboratorium Genetika dan Biomolekuler

Jurusan Biologi FMIPA, Universitas Andalas Padang.
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B. Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode survei dan eksperimen.
Metode survei digunakan pada tahapan observasi dan pengoleksian sampel
langsung di lapangan. Metode eksperimen digunakan pada tahap pengerjaan di

laboratorium. Kemudian data yang didapatkan dianalisis secara deskriptif.

C. Material, Alat dan Bahan

1. Material
Material yang digunakan adalah daun dari 6 jenis Zingiber yang dikoleksi di

beberapa lokasi (Gambar 3).

2. Alat dan Bahan di Lapangan
Adapun alat yang digunakan dalam pengoleksian sampel di lapangan adalah
kantung plastic, kantung teh, spidol, label gantung, dan alat tulis. Sedangkan bahan

yang digunakan dalam pengoleksian sampel di lapangan adalah silica gel.

3. Alat dan Bahan di Laboratorium

Adapun alat yang digunakan adalah mesin PCR, pipet mikro, waterbath, cooling
box, seperangkat elektroforesis, parafilm, mesin vortex, timbangan analitik, hot
plat, oven, UV transluminator, lemari es, unit gel dokumentasi, tissue, sarung
tangan, masker, spidol permanen, laptop dan alat tulis. Sedangkan bahan yang
digunakan adalah sampel daun kering dari tumbuhan Zingiber yang dikoleksi di
lapangan. Bahan-bahan lainnya, antara lain: alkohol 70%, ethanol, isopropanol

dingin, agarose, ethdium bromida, DNA loading dye, ddH.O, buffer TE, buffer



TBE, DNA, MasterMix, nitrogen cair, aquadest, silica gel, kit isolasi dan dua
pasang primer.

Tabel 1. Primer yang digunakan dalam analisis

Primer Sekuens (5°-3°) Referensi

ITS

ITS5-F GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White (1990)

ITS4-R TCCTCCGCTTATTGATATGC

MatK

Trnk1F CTCAACGGTAGAGTACTCG Manos and Steele, 1997
M1R CGTTTCACAAGTACTGAACTA Kress et al. 2002

D. Prosedur Kerja

1. Pengoleksian Sampel

Pengoleksian sampel tumbuhan dilakukan di beberapa lokasi (Gambar 3). Sampel
dikoleksi berupa daun segar Zingiber dan organ generative lainnya. Kemudian
organ generative dilanjutkan pekerjaannya di Herbarium ANDA dan ditanam di
rumah kaca. Adapun sampel daun segar dimasukkan ke dalam gel yang telah diisi

dengan silica gel dan dibawa ke laboratorium untuk dilakukan isolasi DNA.

2. Isolasi DNA

Isolasi DNA pada penelitian ini dilakukan sesuai dengan protokol Isolate 11 Plant
DNA Kit Bioline. Isolasi DNA diawali dengan penyedian material daun muda
tanaman Zingiber sebanyak 20 mg. Material ini dihaluskan menggunakan mortar
dengan penambahan nitrogen cair. Hasil gerusan dipindahkan ke dalam tabung
eppendrof 1.5 dan ditambahkan larutan lisis buffer PAL sebanyak 400 pl. Sampel

dihomogenkan dengan vortex lalu diinkubasi selama 10 menit pada suhu 65 °C.



Filter isolate Il (ungu) diletakkan ke dalam tube 2 mL dan dituangkan semua
larutan isolasi kedalamnya. Kemudian semua sampel disentrifugasi pada suhu
ruang dengan kecepatan 11000xg selama 2. Selanjutnya dikumpulkan larutan yang
turun atau terpisah ke tube 2 mL dan filter isolate Il (ungu) dibuang. Jika pelet masih
terlihat atau terbawa di tube 2 mL, maka pindahkan supernatan yang jernih ke tube
baru tanpa mengaduk dan membawa pelet tersebut.

Selanjutnya sampel ditambahkan 450 pl. binding buffer PB kemudian di
vortex. Kemudian sampel dituangkan ke tube koleksi 2 mL baru yang telah
diletakkan spin column isolate Il (hijau) diatasnya (sampel dituangkan max 700
ul.). Selanjutnya sampel disentrifuse dengan kecepatan 11000xg selama 1 menit
pada suhu 27 °C. Larutan yang melewati spin column dibuang secara perlahan.
Kemudian, sampel ditambahkan 400 ul wash buffer PAW1. Selanjutnya sampel
disentrifugasi dengan kecepatan 11000xg selama 1 menit pada suhu 27 °C
danbuang larutan yang melewati spin column.

Kemudian, sampel ditambahkan 700 pl wash buffer PAW2. Selanjutnya
sampel disentrifugasi dengan kecepatan 11000xg selama 1 menit pada suhu 27 °C
dan buang larutan yang melewati spin column. Selanjutnya, sampel ditambahkan
200 pl wash buffer PAW?2 dan disentrifugasi dengan kecepatan 11000xg selama 2
menit pada suhu 27 °C untuk remove wash buffer dan mengeringkan membran
dengan komplit. Kemudian spin column diletakkan ke tube 1,5 mL baru dan
ditambahkan 50 pl buffer elusi yang telah dipanaskan sebelumnya (65 °C).

Sampel diinkubasi selama 5 menit pada suhu 65 °C. Kemudian sampel

disentrifugasi dengan kecepatan 11000xg selama 1 menit pada suhu 27 °C.



Kemudian sampel ditambahkan 50 ul buffer elusi yang telah dipanaskan
sebelumnya (65 °C). Sampel diinkubasi selama 5 menit pada suhu 65 °C. Kemudian

sampel disentrifugasi dengan kecepatan 11000xg selama 1 menit pada suhu 27 °C.

3. Elektroforesis Hasil Isolasi
Elektroforesis dilakukan untuk melihat kualitas DNA hasil isolasi. agarosa 1gram
ditimbang lalu dilarutkan-dengan larutan buffer TBE 0.5kali sebanyak 100 Ml
kemudian dipanaskan hingga larut dan ditambahkan-0.5 ‘ul ethidium bromida
(EtBr). Agarosa didinginkan pada suhu kamar sampai hangat. Selanjtnya larutan
dituangkan ke catatan gel elektroforesis yang sudah dipasangi sisir (cetakan sumur)
dan ditunggu sampai gel padat. 3 pl sampel DNA yang telah diisolasi lalu
dicampurkan 1 ul DNA loading dye. Campuran tersebut diinjeksikan ke dalam
sumur gel pada gel agarosa.

Elektroforesis dijalankan menggunakan tegangan sebesar 100volt selama
30 menit (jika diperlukan penambahan waktu dapat dilakukan, menyesuaikan posisi
pita DNA dengan kecepatan perpindahan dan jarak tempuh DNA). Hasil
elektroforesis diamati di bawah UV transluminator lalu didokumentasikan untuk
mengetahui kualitas DNA. Uji kuantitas DNA dilakukan dengan melihat
konsentrasi DNA melalui panjang gelombang A260 dan A280 menggunakan

NanoDrop Spektrofotometer.

4. Amplifikasi DNA
Hasil isolasi DNA yang telah diperoleh selanjutnya akan diamplifikasi

menggunakan konsentrasi DNA hasil yang digunakan. Hasil uji konsentrasi dengan



NanoDrop digunakan sebagai acuan pengenceran DNA hasil isolasi.Cocktail PCR
yang digunakan terdiri atas 12,5 pl MasterMix, 3,5 ul ddH20, 5 ul DNA hasil
isolasi, dan 2 pl masing-masing primer forward dan reverse untuk amplifikasi
Zingiber (komposisi cocktail PCR dapat diubah, disesuaikan dengan kondisi pita
saat didokumentasi). Kondisi PCR yang digunakan diatur sedemikian rupa sesuai
dengan primer yang digunakan (Tabel 2).

Tabel 2. Prosedur kerja PCR sesuai dengan primer yang digunakan

Primer Tahapan Suhu Durasi Siklus  Reference
Denaturasi awal 95°C 2 Menit
Denaturasi 95°C 45 Detik

ITS Annealing 50-55°C 30 Detik 35  Poulsen,
Ekstensi 72°C 30 Detik 2018
Ekstensi akhir 72°C 6 Menit
Denaturasi awal 95°C 2 Menit
Denaturasi 95°C 45 Detik

MatK  Annealing 50-55°C 30 Detik 35 Poulsen,
Ekstensi 72°C 30 Detik 2018
Ekstensi akhir 72°C 6 Menit

Hasil amplifikasi selanjutnya divisualisaikan mengunakan gel elektroforesis
sesuai dengan prosedur pada bagian 3. Namun pada proses kali ini, DNA hasil
amplifikasi tidak ditambahkan loading dye. Proses amplifikasi dinyatakan berhasil
apabila hasil visualisasi memperlihatkan adanya satu pita DNA (fragmen)

berukuran sesuai dengan ekspektasi ukuran amplikon dari masing-masing primer.

5. Purifikasi Produk PCR dan Saquensing DNA
Produk PCR selanjutnya dikirim untuk purifikasi dan analisis sequensing dua arah

ke First Base Sequencing Service di Malaysia.



E. Analisis Data
1. Penyatuan Sekuen DNA (Contig DNA)

Hasil sekuen forward dan reverse DNA kemudian dicontig (disatukan)
menggunakan program DNA STAR (Burland, 2000) sehingga diperoleh urutan
DNA utuh. Kemudian dilakukan pengecekan dan koreksi secara manual jika
terdapat sekuen yang memiliki tanda minus (-) dan huruf selain A, C, T dan G pada
urutan basa nukleotida. Untuk lebih memastikan hasil penyatuan sekuen telah benar
maka dilakukan pengkoreksian kembali dengan melihat puncak-puncak
elektroforegram pada setiap basa nukleotida.

Hasil penyatuan sekuen DNA menggunakan DNA STAR kemudian
dijadikan input dalam pencarian kesamaan gen menggunakan BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Analisis ini bertujuan
untuk mengidentifikasi dan memverifikasi suatu spesies dengan membandingkan
sekuens spesies yang diperoleh dengan sekuens-sekuens gen yang terdaftar dalam
databse situs resmi NCBI (National Centre of Biotechnology Information)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) menggunkan program BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) yang telah tersedia.
2. Analisis Karakter Molekuler

Sekuen yang telah disejajarkan dengan menginput data sekuen DNA ke file
ClustalX dalam bentuk program pearson (Fasta) (Thompson et al., 1997). Hasil
alignment kemudian diperiksa dengan menggunakan program Bioedit (Hall, 1999).

Kemudian dilanjutkan dengan analisis sekuen polimorfik. Data dianalisis



menggunakan program MEGA X (Kimura et al., 2018). Proses ini dilakukan
dengan memasukkan data dalam format fasta. Analisis sekuen dilakukan untuk

melihat perubahan basa nukleotida.

Selain itu juga dilakukan analisis jarak genetik untuk menghitung jarak
genetic antar spesies yang dianalisis menggunakan program MEGA X. Analisis
untuk menghitung jarak genetik dilakukan dengan cara menginput data sekuen
align dalam bentuk format Fasta pada lembar kerja MEGA. Kemudian klik analyze
dan pilih nucleotida sequence. Selanjutnya, pilih menu distance untuk menghitung
sequence divergence, pilih Compute between Group Mean Distance dan pilih
Kimura-2-parameter model pada Method. Selanjutnya, data disimpan dalam format

excel.

3. Analisis Hubungan Kekerabatan

Analisis ini dilakukan dengan penambahan sekuen Zingiber dan outgroup (Tabel 3
dan 4) vyang didapatkan dari data GenBank. Analisis pohon filogenetik
menggunakan program MEGA X.3.2 (Moleculer Evolutionary Genetics Analysis)
(Kimura et al, 2018). Pertama, data sekuen align dari semua sekuen diinput
kedalam lembar kerja MEGA dengan format data fasta dengan mengklik file dan
pilih open file/session. Selanjutnya klik open dan akan muncul pilihan analyze or
alignment file. Pilih analyze dan nucleotide sequence. Selanjutnya pilih Phylogeny
untuk membuat pohon filogenetik. Analisis filogenetik dilakukan dengan
pembuatan pohon filogenetik menggunakan kombinasi metode Neighbour-joining

(NJ) dan Maximum Likelihood (ML).



Metode Menurut Saitou dan Nei (1987) metode Neighbor-Joining (NJ)
bekerja pada jumlah perubahan diantara masing-masing pasangan dalam kelompok
untuk mengkonstruksi pohon filogenetik. Pasangan sekuen yang mempunyai
jumlah perubahan terkecil diantara mereka disebut dengan neighbours. Maximum-
Likelihood menggunakan kalkulasi untuk menemukan pohon terbaik dalam set
sekuen. Metode ini mempertimbangkan untuk masing-masing pohon, jumlah
perubahan sekuen atau mutase yang terjadi, yang memeberikan variasi sekuen
(Dharmayanti, 2011). Resampling bootstrap dilakukan dengan iterasi
(pengulangan) sebanyak 1000 kali.

Tabel 3. Daftar spesies pembanding dari genebank untuk analisis hubungan
kekerabatan berdasarkan penanda ITS

No Nama Spesies Nomor Akses  Keterangan
1.  Zingiber wrayi AF478802
2.  Zingiber kawagoi HM116885
3. Zingiber zerumbet KC582876
4.  Zingiber capitatum JQ409991
5. Zingiber gramineum AF478800
6.  Zingiber sulphureum AF478801
7. Zingiber shuanglongensis HM116886
8.  Zingiber citriodorum DQ064591
9.  Zingiber corallinum DQ064587
10. Zingiber isanense DQ064586
11. Zingiber montanum DQ064585
12. Zingiber ottensii DQ064582
13.  Zingiber barbatum DQ064578
14. Zingiber newmanii DQ064575
15.  Zingiber parishii DQ064576
16. Zingiber mioga KJ025068 Ingrup
17. Zingiber spectabile AF414499
18. Zingiber coloratum AF414498
19. Zingiber pellitum MK811016
20. Zingiber wightianum KM983550
21. Zingiber ligulatum KM983543
22. Zingiber papuanum KU215127
23. Zingiber roseum KJ872281
24. Zingiber odoriferum KJ872246
25. Zingiber nimmonii KJ872244




26. Zingiber neesanum KJ872236

27. Zingiber teres EF488009
28. Zingiber ultralimitale KU891639
29. Zingiber striolatum HM116888
30. Zingiber longipedunculatum AB097254
31. Zingiber acuminatum MN803333
32. Zingiber officinale DQ064590
33. Alpinia galanga MN545635 Outgrup
34. Globba paniculata AB049296

Tabel 4. Daftar spesies pembanding, dari- GeneBank untuk analisis Hubungan
kekerabatan berdasarkan penanda MatK

No Nama Spesies Nomor Akses Keterangan
1.  Zingiber officinale AB047756

2. Zingiber gramineum HM116885

3. Zingiber zerumbet KC582876

4.  Zingiber spectabile JQ409991

5. Zingiber corallinum AF478800 Inaru
6.  Zingiber sulphureum AF478801 grup
7. Zingiber acuminatum HM116886

8.  Zingiber wrayi DQ064591

9.  Zingiber loerzingii DQ064589

10. Zingiber ellpiticum DQ064587

11. Globba paniculata DQ064586 Outgrup

12. Alpinia galanga DQ064585




BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

Proses isolasi DNA dari enam sampel daun Zingiber telah berhasil dilakukan
dengan menggunakan protokol isolasi Kit Bioline. Hasil Isolasi DNA dari enam
sampel daun Zingiber memunculkan pita DNA yang jelas dan terang (Lampiran 3).
Keseluruhan sampel telah diamplifikasi menggunakan ITS dan Matk. Berdasarkan
keberhasilan proses amplifikasi, penanda ITS cenderung lebih sulit didapatkan bila
dibandingkan dengan penanda MatK karena diperlukan beberapa kali pengulangan
untuk mendapatkan optimasi suhu annealing dengan hasil pita yang baik. Masing-
masing primer dan sampel Zingiber memiliki suhu optimum annealing yang

berbeda-beda yang ditampilkan pada Tabel 5.

Tabel 5. Optimasi suhu annealing masing-masing jenis Zingiber

Jenis Suhu annealing (°C)
ITS MatK
Zingiber spl 53,2 52,6
Zingiber sp2 55,2 52,6
Zingiber sp3 55 50,9
Zingiber album 51 55,2
Zingiber loerzingii 50,6 53,2
Zingiber cf loerzingii 53,2 54

Berdasarkan Poulsen et al. (2018) suhu yang disarankan pada tahap
annealing untuk ITS dan MatK adalah 55 °C. Namun, pada saat proses PCR untuk
mendapatkan suhu optimum annealing dilakukan modifikasi suhu pada ITS dan
MatK vyaitu pada kisaran suhu 50,6-55 °C (Tabel 5). Hasil sekuen forward dan
reverse masing-masing sampel Zingiber memiliki peak yang bagus sehingga bisa

disatukan untuk mendapatkan sekuen lengkap dari masing-masing penanda

25



A. Analisis Karakter Molekuler

Analisis karakter molekuler dilakukan dari analisis sekuen menggunakan BLAST
untuk verifikasi sekuen hasil sekuensing dengan data sekuen yang ada di website
NCBI. Hasil yang didapatkan adalah keenam sekeun Zingiber diidentifikasi sebagai
kelompok Zingiber (Lampiran 4). Tingkat kesamaan (homolog) hasil BLAST
penanda ITS berkisar 92,72-99,22% dan penanda MatK berkisar 98,56-99,67%
(Lampiran 4). Nilai tersebut menunjukkan rentang kesamaan sampel yang
digunakan berdasarkan penanda ITS dan MatK. Adapaun perbedaan hasil
identifikasi yang didapatkan saat di lapangan dan di BLAST diduga kuat karena
kurang tersedianya data sekuen pada GenBank terkait jenis-jenis Zingiber terutama
di wilayah Sumatera. Contohnya Zingiber album teridentifikasi sebagai Z.
spectabile dan Zingiber sp2 sebagai Z. Spectabile.

Hasil sekuen yang telah di BLAST dan disejajarkan (Allignment) kemudian
dilakukan pengamatan menggunakan program MEGA untuk mendapatkan
perbandingan karakteristik sekuen berdasarkan dua penanda yang digunakan (Tabel
6). Karakteristik sekuen DNA ditentukan berdasarkan keenam sampel yang
diisolasi dan ditambah sekuen Z.officinale dari GenBank sebagai type species untuk
Zingiber sebagai data pembanding dalam analisis karakteristik sekuen.

Panjang fragmen sampel yang didapatkan berbeda antara penanda ITS dan
MatK. Kisaran panjang fragmen sampel Zingiber menggunakan penanda ITS
adalah 665-714 bp Sedangkan kisaran panjang fragmen sampel Zingiber
menggunakan penanda MatK adalah 914-1012 bp (Tabel 6). Kisaran panjang

fragmen sekuen yang dihasilkan ini tidak jauh berbeda dengan hasil penelitian



sebelumnya. Kisaran panjang sekuen DNA menggunakan penanda ITS adalah 500-
700 (Alvarez dan Wendel, 2003; Kress et al., 2005; Theralkupisut, 2012).
sedangkan penanda MatK adalah 900-1240 bp (Vinitha et al., 2014; Kress et al.,
2005; Syamsuardi et al., 2018).

Tabel 6. Perbandingan karakteristik sekuen Zingiber berdasarkan penanda ITS dan

MatK
No Karakteristik Sekuen ITS MatK
1. Panjang Sekuen (pb) 665-714 914-1012
2. Panjang Sekuen dalam Analisis data (pb) 641 974
3. Persentase Jumlah G+C (%) 58,8 30,6
4. Persentase Jumlah A+T (%) 41,2 69,4
5. Rentang Jarak Genetik (%) 1-17 0,4-3,5
6. Karakter konservatif(%) 487 910
7. Karakter informatif (%) 138 46

Persentase komposisi basa G-C genus Zingiber berdasarkan penanda ITS
lebih tinggi yaitu 58,8% dibandingkan dengan penanda MatK yaitu 30,6%.
Sedangkan komposisi basa A-T genus Zingiber berdasarkan penanda MatK lebih
tinggi yaitu 69,4% dibandingkan dengan penanda ITS yaitu 41,2% (Tabel 6). Hal
ini sesuai dengan Degtjareva et al. (2012) bahwa genom kloroplas memiliki
kandungan A + T yang lebih banyak, dimana ditemukan juga di region noncoding
seperti penanda psbA-trnH.

Penelitian lain oleh Theralkupisut (2012) pada genus Zingiber berdasarkan
penanda ITS, mendapatkan kandungan A + T vyaitu 41,91% dan G + C vyaitu
58,08%. Analisis konten GC dari urutan nukleotida gen matK dalam yang
leguminosae berkisar antara 27,29% sampai 30,71% (Udensi et al., 2017).
Berdasarkan hal ini, dapat dikatakan bahwa komposisi G—C pada genom inti lebih

tinggi bila dibandingkan dengan kloroplas. Kandungan GC lebih rendah di



tumbuhan dikotil dibandingkan tumbuhan monokotil (Li dan Du, 2014).
Kandungan GC monokaotil bervariasi antara 33,6-48,9% (Smarda et al., 2014).

Jarak genetik yang didapatkan berdasarkan penanda ITS dan Matk
menunjukan data yang berbeda. Penanda ITS memiliki rentang jarak genetik
intraspesifik genus Zingiber yang lebih besar yaitu 1-17% sedangkan Penanda ITS
memiliki rentang jarak genetik genetik intraspesifik genus Zingiber yaitu 0,4-3,5%
(Tabel 6). Hasil ini tidak jauh berbeda dari rentang jarak genetik dalam satu genus
Alpinia (Zingiberaceae) berdasarkan penanda ITS yaitu 0,2-12,3% (Maulidah et al.,
2019). Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan Vinitha et al. (2014)
menggunakan penanda MatK, didapatkan bahwa kisaran jarak genetik intrapesifik
dalam Zingiberaceae adalah 0,03-0,09% dan interspesifik adalah 1,9-2,9 %.

Total panjang basa dari keseluruhan sampel yang disejajarkan dalam
analisis data menggunakan penanda ITS adalah 641 bp, dimana terdapat 487 bp
karakter konservatif dan 138 bp karakter informatif. Sementara itu, panjang basa
menggunakan penanda MatK adalah 974 bp, dimana terdapat 910 bp karakter
konservatif dan 46 bp karakter informatif (Tabel 6). Berdasarkan jumlah karakter
informatif basa ketujuh sekuen'Zingiber didapatkan hasil bahwa penanda ITS
memiliki karakter informatif yang lebih tinggi dibandingkan dengan penanda MatK
sehingga dapat diartikan penanda MatK memiliki karakter yang lebih konstan
dibandingkan dengan penanda ITS.

Berdasarkan penanda ITS dari ketujuh sampel yang diamati, ditemukan 138
karakter informatif dengan 68 karakter parsimony dan 70 singleton. Karakter

informatif menggambarkan jumlah basa berbeda yang dimiliki oleh ketujuh



Zingiber yang dianalisis. Perbedaan basa paling banyak dengan Z. officinale adalah
Z. loerzingii yaitu 92 basa. Sedangkan perbedaan basa paling sedikit dengan Z.
officinale adalah Zingiber sp3 yaitu 65 basa. Zingiber sp2, Zingiber spl, Z album,
dan Zingiber cf. loerzingii secara berturut-turut memiliki perbedaan basa dengan Z.
officinale sebanyak 66, 70, 74, 80 (Tabel 7). Urutan posisi perbedaan basa Zingiber
yang dikoleksi berdasarkan penanda ITS dapat dilihat pada Lampiran 7.

Tabel 7. Perbedaan basa Zingiber yang dikoleksi berdasarkan penanda ITS.

No Spesies 1 2 3 4 5 6 7
1.  Z officinale

2. Z. album 74

3. Zingiber spl 70 34

4.  Zingiber sp2 66 12 25

5. Zingiber sp3 65 18 28 7

6.  Zingiber cf. loerzingii 80 77 62 67 67

7. Z. loerzingii 92 87 75 77 77 19

Perbedaan basa ini dapat dikaitkan dengan hubungan kekerabatannya.
Semakin banyak perbedaan basa yang dimiliki maka semakin jauh hubungan
kekerabatannya dan begitu pula sebaliknya. Berdasarkan analisis hubungan
kekerabatan yang dilakukan dari ketujuh sampel yang diamati, penanda ITS dan
MatK memberikan hasil pengelompokkan yang mirip yaitu terdapat dua kluster
yang terdiri dari Kluster | dan kluster Il. Kluster | terdiri dari Zingiber sp1, Zingiber
sp2, Zingiber sp3, Z album, dan Z. officinale sedangkan kluster Il terdiri dari Z.
loerzingii dan Zingiber cf. loerzingii (Gambar 4 dan 5).

Berdasarkan hubungan kekerabatan ketujuh sampel Zingiber, Z album
dengan Zingiber spl berada pada subkluster yang berbeda. Perbedaan jumlah basa
yang banyak menjadi salah satu faktor terpisah Z album dengan Zingiber spl pada

pohon filogeni (Gambar 4). Perbedaan basa yang dimiliki Z album dengan Zingiber



spl sebanyak 34 basa. Zingiber sp2 memiliki sister taksa dengan Z album dan
memiliki perbedaan basa sebanyak 12 basa. Sementara itu, Zingiber sp2 dengan
Zingiber sp3 memiliki perbedaan basa sebanyak 7 basa dan Zingiber cf. loerzingii

dengan Z. loerzingii memiliki perbedaan basa sebanyak 19 basa (Tabel 7).

P Zingiber album
= | F Zingiber sp2
7 Zingiber sp3 Kluster I

Zingiber spl

Zingiber officinale_ DQ064590

[ Zingiber cf. loerzingii
| 7o . Kluster IT
100 Zingiber loerzingii

Jr—
0.02

Gambar 4. Fenogram hubungan kekerabatan Zingiber yang dikoleksi berdasarkan
penanda ITS

Berdasarkan penanda MatK ditemukan 46 karakter informatif dengan 13
karakter parsimony dan 33 singleton. Perbedaan basa paling banyak dengan Z.
officinale adalah Zingiber cf. loerzingii yaitu 31 basa. Sedangkan perbedaan basa
paling sedikit dengan Z. officinale adalah Zingiber album yaitu 21 basa (Tabel 8).
Secara berturut-turut perbedaan basa antara Z. officinale dengan Z. loerzingii,
Zingiber spl, Zingiber sp2, dan Zingiber sp3 adalah sebanyak 27, 28, 29, dan 29.

Tabel 8. Perbedaan basa Zingiber yang dikoleksi berdasarkan penanda MatK

No Spesies 1 2 3 4 5 6 7
1.  Z. officinale

2. Z.album 21

3. Zingiber spl 28 8

4.  Zingiber sp3 29 9 12

5. Zingiber sp2 29 9 11 8

6.  Zingiber cf. loerzingii 31 13 14 15 9

7. Z. loerzingii 31 9 12 15 14 4




Perbedaan basa Z. album dengan Zingiber spl dan Zingiber sp2 dengan
Zingiber sp3 masing-masingnya adalah 8. Sementara itu, perbedaan basa paling
sedikit dari ketujuh sampel yang dianalisis berdasarkan penanda MatK yaitu pada
Zingiber cf. loerzingii dengan Z. loerzingii yang memiliki perbedaan basa sebanyak
4 basa. Berdasarkan analisis hubungan kekerabatan yang dilakukan, Zingiber cf.
loerzingii dengan Z. loerzingii berada pada kluster yang sama dan keduanya
menjadi sister taksa pada analisis 1TS dan MatK (Gambar 4 dan 5). Urutan posisi
perbedaan basa Zingiber cf. loerzingii dengan Z. loerzingii berdasarkan penanda
MatK yaitu pada urutan 950, 951, 973, 974 (Lampiran 8).

Berdasarkan analisis hubungan kekerabatan dari ketujuh sampel Zingiber
yang dilakukan, terbentuk dua kluster besar yaitu kluster I terdiri dari Zingiber sp1,
Zingiber sp2, Zingiber sp3, Z album, dan Z. officinale sedangkan kluster Il terdiri
dari Z. loerzingii dan Zingiber cf. loerzingii (Gambar 5). Z. officinale memiliki
sister taksa dengan Zingiber album. Perbedaan basa yang sedikit dibandingkan
Zingiber lainnya menjadi salah satu faktor dekatnya hubungan kekerabatan antara

Z. album dengan Z. officinale.

i'_ Zingiber officinale AB047756
Zingiber album

_74|_7 Zingiber sp2
Zingiber sp3

Zingiber spl

Kluster I

Zingiber cf. loerzingii

Zingiber loerzingii Kluster IT

0.0050

Gambar 5. Fenogram hubungan kekerabatan Zingiber yang dikoleksi berdasarkan
penanda MatK



B. Hubungan Kekerabatan Zingiber

Pada analisis hubungan kekerabatan jumlah sekuen Zingiber yang digunakan dari
genbank untuk penanda ITS dan MatK tidak sama banyak. Hal ini disebabkan
karena keterbatasan jumlah sekuen jenis-jenis Zingiber yang tersedia untuk
penanda ITS dan MatK. Jumlah data sekuen penanda MatK lebih sedikit tersedia
dibandingkan dengan jumlah data ITS di genbank.

Analisis hubungan kekerabatan Zingiber berdasarkan penanda ITS telah
dilakukan dengan menggunakan 6 sekuen Zingiber koleksi pribadi dan 34 sekuen
Zingiber dari genbank, yang terdiri dari 32 sekuen Zingiber dan 2 sekuen sebagai
outgrup vyaitu Alpinia galanga dan Globba paniculata. Sedangkan analisis
hubungan kekerabatan Zingiber berdasarkan penanda MatK telah dilakukan dengan
menggunakan 6 sekuen Zingiber koleksi pribadi dan 12 sekuen dari genbank, yang
terdiri dari 10 sekuen Zingiber dan 2 sekuen yang dijadikan outgrup yaitu Alpinia
galanga dan Globba paniculata.

Penambahan outgroup dalam analisis dilakukan untuk mendapatkan
informasi yang lebih meyakinkan dari sekuen yang berdekatan dengan kelompok
taksa yang sedang diteliti. Outgroup sangat dibutuhkan sebagai pembanding dan
dilibatkan dalam analisis kekerabatan (Rahayu dan Nugroho, 2015). Menurut Li
dan Graur (1991) pemilihan outgroup yang terlalu jauh hubungan kekerabatannya
dapat menyebabkan kesalahan dalam memprediksi pohon filogenetik yang
diakibatkan oleh perbedaan sekuen yang random dan terlalu banyak. Oleh karena
itu, pada penelitian ini dipilih 2 spesies yang dijadikan outgroup yang berasal dari

subfamily yang sama dengan genus Zingiber yaitu Zingiberoideae.



Hasil rekonstruksi fenogram hubungan kekerabatan Zingiber yang
terbentuk berdasarkan penanda ITS dari analisis NJ/ML secara umum memiliki
hasil pengelompokkan yang mirip. Didapatkan hasil bahwa genus Zingiber
mengelompok dari satu cabang pohon yang sama dan terpisah dari outgroup
(Gambar 6). Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa Zingiber berada pada
posisi pohon yang bersifat monofiletik.

Fenogram hubungan kekerabatan berdasarkan penanda ITS mendapatkan
hasil bahwa genus Zingiber mengelompok menjadi dua kluster besar yaitu kluster
I dan kluster 11. Kluster I. Kluster I terdiri dari 25 spesies dengan nilai boostrap
87/83% pada NJ/ML dan Kluster Il terdiri dari 13 spesies dengan nilai boostrap
94/98% pada NJ/ML. Pengelompokan dua Kkluster ini didukung oleh
pengelompokan berdasarkan habit perbungan pada Zingiber yaitu section Zingiber
dan section Cryptanthium (Gambar 6).

Section Zingiber memiliki habit perbungaan dengan spike tegak dan
biasanya memiliki peduncle yang panjang sedangkan section Cryptanthium radikal
dengan spike muncul di permukaan tanah (Theralkupisut et al., 2012; Ardiyani et
al. 2017). Pada kluster I terdiri dari jenis Zingiber section Zingiber dan pada kluster
Il terdiri dari jenis Zingiber section Cryptanthium. Pada kluster | juga ditemukan
Zingiber pellitum yang merupakan jenis Zingiber section Dymczewiczia dengan
habit perbungaan di ujung.

Hasil fenogram hubungan kekerabatan yang menunjukan bahwa section
Dymczewiczia bergabung dengan section Zingiber tidak jauh berbeda dengan

Jayakrishnan et al. (2021) bahwa section Dymczewiczia mengelompok dengan



jenis Zingiber section Zingiber lainnya. Selain itu, morfologi pollen section
Zingiber dan section Dymczewiczia memiliki bentuk yang sama yaitu spherical
pollen dengan cerebroid sculpturing (Jayakrishnan et al., 2021; Theralkupisut et al.,
2012). Pengelompokan yang dekat antara section Zingiber dengan section
Dymczewiczia mendukung usulan sebelumnya oleh Theilade et al. (1993) bahwa
section Dymczewiczia digabungkan dengan section Zingiber.

Pada kluster | ditemukan Z. album, Zingiber spl, Zingiber sp2, dan
Zingiber sp3. Keempat spesies ini memiliki percabangan yang dekat dengan Z.
sulphureum dan Z.acuminatum. Percabangan ini didukung oleh nilai boostrap yang
tinggi yaitu 90/93% pada NJ/ML dan menurut Kress et al. (2002) nilai boostrap ini
dikelompokkan dalam kategori kuat. Selain itu, jarak genetik dari percabangan ini
berkisar 0,04-3,1% (Tabel 11). Menurut Qin et al. (2017) menyatakan bahwa nilai
jarak genetik berdasarkan barcode 1TS2 pada kelompok angiospermae intraspesifik
yaitu 1,20% dan interspesifik 7,88%.

Selain itu pada kluster | juga ditemukan Z. officinale yang merupakan type
spesies genus Zingiber dan berada pada kluster I (Gambar 6). Pada kluster I terdiri
dari jenis Zingiber section ‘Zingiber dansection Dymczewiczia. Hasil
pengelompokan ini tidak jauh berbeda dengan penelitian sebelumnya oleh Ardiyani
et al. (2017) yang menempatkan Z. officinale pada section Zingiber bersama 16

spesies Zingiber lainnya.



Zingiber sulphureum AF478801

2

Zingiber album

Zingiber sp2.

Zingiber acuminatum MN803333
Zingiber sp3.

Zingiber spl.

Zingiber ottensii DQ064582
Zingiber spectabile AF414499

[— Zingiber longipedunculatum AB097254

» -I__ Zingiber coloratum AF414498
4 Zingiber wrayi AF478802
Zingiber ultralimitale KUS91639

Zingiber zerumbet KC582876 Kluster I | Sect. izing{ber

Zingiber papuanum KU215127
Zingiber gramineum AF478800

Zingiber corallinum DQ064587

Zingiber odoriferum KJ872246
Zingiber barbatum DQ064578
Zingiber isanense DQ064586
Zingiber montanum DQ064585
Zingiber capitatum JO409991
Zingiber neesanum KJ872236

Zingiber pellitum DQ064574

o Zingiber officinale DQ064590

4t Zingiber citriodorum DQ064591

Zingiber shuanglongensis HM116886

Zingiber mioga KJ025068

Zingiber striolatum HMI116888
Zingiber teres EF488009

Zingiber kawagoi HM116885

Zingiber recurvatum HM236154

Zingiber cf. loerzingii Kluster I} Sect.Cryptanthium

Zingiber loerzingii
Zingiber loerzingii MN803334

o Zingiber ligulatum KM983543
Zingiber nimmonii KJ872244

& Zingiber wightianum KM983550

Zingiber roseum KJ872281

Alpinia galanga MN545635
4' Outgrup
00 Globba paniculata AB049296

0020

Gambar 6. Fenogram hubungan kekerabatan Zingiber berdasarkan penanda
ITS (NJML). Nama spesies dengan warna merah merupakan
Zingiber yang dikoleksi dalam studi ini.



™ | Zingiber spl.
Zingiber sp3.

— Zingiber sp2.

— Zingiber gramineuin AF478902
Zingiber spectabile MH603449
Zingiber corallinum AF478900

—1 Section Zingiber
Zingiber album
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Zingiber acuminatum MN803374

* Zingiber sulphureum AF478904
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Zingiber zerumbet MT239400
Zingiber wrayi AF478905

Zingiber officinale AB047756

Zingiber ellipticum AF478901 I Section Pleuranthesis

Zingiber cf. loerzingii

Zingiber loerzingii MNS03375 Section Cryptanthium

o9
Zingiber loerzingii

Globba paniculata AB049286

Outgrup

Alpinia galanga AF478815

00050

Gambar 7.Fenogram hubungan kekerabatan Zingiber berdasarkan penanda MatK
(NJ/ML). Nama spesies dengan warna merah merupakan Zingiber yang
dikoleksi dalam studi ini.
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Tabel 11. Nilai jarak genetik Zingiber dengan sekuen pembanding berdasarkan penanda ITS

No Spesies 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 3 33 34 3 36 37 38 39
1 Z. officinale

2 Z.album 0,0724

3 Zingiber spl. 0,0652

4 Zingiber sp2. 0,0585 0,0207 0,0186

5 Zingiber sps. 0,0585 0,0207 0,0186 [GIG0A

6 Z.cf. Loerzingii 0,0841 0,0815 0,0789 0,0650 0,0650

7 Z loerzingii 0,188 0,1108 0,1081 0,0934 0,093 BTSRRI

8 2 loerzingii 0,086 0,0839 0,0813 0,0674 0,0674 0,0020 0,0358

9z wightianum 0,0942 0,0840 0,0814 0,0675 0,0675 0,0165 0,0424 0,0186

10 Z. ligulatum 0,0892 0,0815 0,0790 0,0651 0,0651 0,0123 0,045 0,0144 0,0082

11 Z. roseum 0,0919 0,0792 0,0766 0,0628 0,0628 0,0144 0,0468 0,0165 0,0103 0,0061

12 Z. nimmonii 0,0941 0,088 0,0862 0,0721 0,0721 0,0229 0,0558 0,0250 0,0186 0,014 0,0165

13 Z. pellitum 0,0471 0,0678 0,0652 0,0517 0,0517 0,0698 0,1010 0,0721 0,0795 0,0747 0,0772 0,0794

14 Z.citriodorum 0,0562 0,0674 0,0649 0,0491 0,0491 0,0674 0,1010 0,0698 0,0793 0,0745 0,0721 0,0866 0,0607

15 Z. capitatum 0,0518 0,0563 0,0515 0,0406 0,0406 0,0677 0,0962 0,0701 0,0750 0,0702 0,0679 0,0774 0,0451 0,0470

16 Z. neesanum 0,0542 0,0608 0,059 0,049 0,049 0,071 0,1062 0,0795 0,0846 0,0797 0,0774 0,0870 0,0474 0,0538 0,014

17 Z. corallinum 0,0682 0,0606 0,058 0,0425 0,0425 0,0745 0,1034 0,0769 0,0819 0,070 0,0747 0,0842 0,0542 0,0629 0,0316 0,0382

18 Z. odoriferum 0,0590 0,0515 0,0468 0,0338 0,0338 0,0652 0,0936 0,0676 0,0725 0,0677 0,0654 0,0748 0,0476 0,0538 0,0230 0,0296 0,8181

19 7. isanense 0,0561 0,059 0,0535 0,0403 0,0403 0,0721 0,1009 0,0745 0,0770 0,0721 0,0698 0,0793 0,0470 0,0536 0,0229 0,0271 3,3584 29325

20 Z. barbatum 0,0613 0,0539 0,0515 0,0383 0,0383 0,0582 0,0863 0,0606 0,0630 0,0583 0,0561 0,0653 0,0474 0,0563 0,0231 0,033 2,9374 2,0863 29374

21 7. montanum 0,0685 0,0634 0,0584 0,0474 0,0474 0,0725 0,1013 0,0749 0,0800 0,0750 0,0727 0,0823 0,0568 0,0586 0,0145 0,0251 3,8232 2,9579 31567 2,9667

22 7. zerumbet 0,0585 0,0358 0,0335 0,0207 0,0207 0,0627 0,0934 0,0650 0,0675 0,0628 0,0605 0,0698 0,0494 0,0514 0,0383 0,049 44761 35996 4,0259 3,6076 45137

23 7. papuanum 0,0538 0,0357 0,0314 0,0207 0,0207 0,0626 0,093 0,0649 0,0673 0,0626 0,0604 0,0696 0,0492 0,0513 0,0382 0,0448 44634 35866 4,0162 35926 44928 12321

24 7. ultralimitale 0,0563 0,0358 0,0336 0,0208 0,0208 0,0628 0,0935 0,0651 0,0676 0,0628 0,0606 0,0698 0,0495 0,0492 0,0339 0,0405 4,0323 31633 35866 3,1708 4,0682 12364 12325

25 7. acuminatum 0,0609 0,0229 0,0207 0,0020 0,0020 0,0674 0,0959 0,0698 0,0698 0,0675 0,052 0,0746 0,0541 0,0514 0,0428 0,0472 44761 35996 42503 40577 49750 272878 2,2832 2,2916

26 7. sulphureum 0,0630 0,0229 0,0228 0,0082 0,0082 0,069 0,0983 0,0720 0,0721 0,0697 0,0674 0,0768 0,0562 0,0536 0,0449 0,0493 46892 38088 4,4634 4,656 51837 24970 2,4950 2,4995 10255

27 7. ottensii 0,0654 0,0314 0,0292 0,014 0,014 0,0696 0,0958 0,0720 0,0697 0,0673 0,0627 0,074 0,0515 0,0536 0,0404 0,0448 42391 33650 40162 38155 47216 22832 2,2825 2,2850 16504 18596

28 7. spectabile 0,0631 0,0293 0,0271 0,0123 0,0123 0,0673 0,0934 0,0697 0,0674 0,0650 0,0604 0,0721 0,0493 0,0513 0,0382 0,0426 40206 3,1511 37984 35996 45028 20719 2,0705 2,0740 14417 16496 0,2033

29 Z. coloratum 0,0630 0,0424 0,0357 0,0272 0,0272 0,0720 0,0983 0,0720 0,0745 0,0697 0,0674 0,0768 0,0538 0,0605 0,0427 0,0470 4,165 40323 4,301 40398 4,9519 22878 22832 22016 29374 3,1466 2,0740 18640

30 Z. longipedunculatum 0,0586 0,0358 0,0336 0,0208 0,0208 0,0628 0,0910 0,0651 0,0605 0,0605 0,0582 0,0675 0,049 0,0515 0,0339 0,0405 4,323 3,633 3,5866 31708 40682 16522 1,6496 16549 22016 2,4995 14417 102340 16522

31 Z wrayi 0,0631 0,0402 0,0379 0,0250 0,0250 0,0673 0,0959 0,0697 0,0698 0,0650 0,0628 0,0721 0,0493 0,059 0,0382 0,0403 40206 3,1511 37984 35996 40482 18640 18601 1,8674 27153 29258 1,8601 1,6504 16522 12340

32 7. gramineum 0,0583 0,047 0,0424 0,0294 0,0294 0,0674 0,0959 0,0698 0,0722 0,0675 0,0652 0,0746 0,0517 0,0605 0,0427 0,0470 49165 04032 42391 4,0398 49519 29287 29239 2,9325 31567 33659 2,7121 2,4995 3,1466 24995 29258

33 7. kawagoi 0,0772 0,07210,0673 0,0560 0,0560 0,046 0,0742 0,0468 0,0492 0,0446 0,0470 0,0491 0,0702 0,069 0,0610 0,0703 6,7662 58511 62915 53942 65770 53678 53555 53755 58314 60486 6,0486 58232 60486 53755 58232 6,0486

34 Z. striolatum 0,0698 0,0745 0,0673 0,0582 0,0536 0,0468 0,0766 0,0491 0,0514 0,0468 0,0492 0,0513 0,0677 0,0722 0,0632 0,0726 6,759 58407 65185 56169 68037 55914 55797 55988 55914 62752 62752 6,0486 62752 55988 6,0486 62752 1,8640

35 Z.shuanglongens 0,080 0,1016 0,0937 0,0845 0,0845 0,0629 0,0937 0,0653 0,072 0,0724 0,0749 0,071 0,0946 0,0845 0,0750 0,0846 8,6834 7,7351 B8,6834 7,0182 84969 82001 8,1752 7,9671 86982 B,0196 89196 86834 84216 7,7215 8,6834 84216 40577 42574

36 .z mioga 0,0722 0,0867 0,0815 0,0701 0,0701 0,0536 0,0838 0,0559 0,0630 0,0583 0,0608 0,0629 0,0798 0,0747 0,0656 0,0750 7,7215 6,7901 7,7215 58511 7,5354 67662 67466 6,776 7.2473 74650 7,650 7,354 69848 6,776 7,2354 6,9848 27379 2,374 20740

37 Z.teres 0,0772 0,070 0,0696 0,0607 0,0607 0,0491 0,0790 0,0514 0,0492 0,0446 0,0470 0,0514 0,0750 0,0748 0,0658 0,0752 7,2473 6,3242 67662 58625 7,614 58314 58160 53755 63013 65185 6,2828 6,0566 672828 56073 60566 62828 2,0812 1,8640 4,0398 3,1633
38 7. recurvatum 0,0676 0,0627 0,0580 0,0468 0,0468 0,0357 0,0648 0,0379 0,0424 0,0402 0,0424 0,0468 0,0607 0,0605 0,0563 0,0655 62915 53843 58232 4,9321 60991 49102 49009 4,9165 49102 51274 51274 4,9050 55850 49165 53611 55850 1,6549 1,8640 4,0398 2,7247 2,0812
39 A. galanga 0,1562 0,1621 0,1638 0,1480 0,1480 0,1463 0,1706 0,1492 0,1494 0,1494 0,1526 0,1579 0,1539 0,1675 0,1403 0,1461 14,7678 14,2830 14,7678 13,7396 14,6078 14,5088 14,4493 13,3961 15,0921 15,3209 15,3209 15,0594 15,0281 13,9639 15,0594 15,3209 13,5975 13,9062 16,1132 14,9981 13,3687 13,8793

40 G. paniculata 0,14830,1312 0,1414 10,1289 0,1289 0,1437 0,1678 0,1465 0,1411 0,1440 0,1471 0,1494 0,1461 0,1535 0,1327 0,1406 13,9947 12,9503 14,573512,9818 14,1306 13,1718 13,1154 13,2018 13,1718 13,3961 13,3961 13,1429 14,2511 12,6404 13,7086 13,4546 13,3427 13,3179 15,9133 15,0281 13,6789 12,2407 13,0179



Tabel 12. Jarak genetik Zingiber dengan sekuen pembanding berdasarkan penanda MatK

© o~ o s wNn e Z

R R R =N
N o o h wWRN P O

Spesies
Zingiber officinale_AB047756
Z. album
Zingiber spl.
'Zingiber Sp2.
Zingiber sp3.
Z cf. loerzingii
Z. loerzingii
Z. loerzingii_MN803375
Z. ellipticum_AF478901
Z. zerumbet_MT239400
Z. acuminatum_MN803374
Z. sulphureum_AF478904
Z.wrayi_AFA478905
Z. spectabile MH603449
Z. gramineum_AF478902
Z. corallinum_AF478900
Globba paniculata AB049286
Alpinia galanga AF478815

1

2,2971
2,2971
2,4217
2,5453
2,5468
2,5468
2,5468
2,2985
2,4217
2,2971
2,2971
2,2971
2,1741
2,2971
2,1741
3,6788
5,6249

2

0,3555
0,4745
1,1983
1,1983
1,1983
0,7149
0,1183
0,0000
0,0000
0,0000
0,1182
0,2368
0,1182
2,4253
4,4487

3

0,3555
0,2367
1,1983
1,1983
1,1983
0,7149
0,3555
0,2368
0,2368
0,2368
0,1182
0,2368
0,1182
2,4253
4,5796

4

1,3204
1,3204
1,3204
0,8355
0,4746
0,3555
0,3555
0,3555
0,2367
0,3555
0,2367
2,5509
4,7109

5

1,4413
1,4413
1,4413
0,9553
0,5938
0,4745
0,4745
0,4745
0,3555
0,4745
0,3555
2,6744
4,8396

6

0,0000
0,7149
1,3204
1,1983
1,1983
1,1983
1,0780
1,1983
1,0780
2,1756
4,5796

7

0,0000
0,7149
1,3204
1,1983
1,1983
1,1983
1,0780
0,0120
1,0780
2,1756
4,5796

8

0,7149
1,3204
1,1983
1,1983
1,1983
1,0780
1,1983
1,0780
2,1756
4,5796

9

0,8355
0,7149
0,7149
0,7149
0,5956
0,7149
0,5956
1,9291
4,3209

10

0,1183
0,1183
0,1183
0,2367
0,3555
0,2367
2,5509
4,5796

11

0,0000
0,0000
0,1182
0,2368
0,1182
2,4253
4,4487

12

0,0000
0,1182
0,2368
0,1182
2,4253
4,4487

13

0,1182
0,2368
0,1182
2,4253
4,4487

14

0,1182
0,0000
2,3023
4,4514

15

0,1182
2,4253
4,5796

16

2,3023
4,4514

17

4,0576

38

18
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Z. album memiliki sister taksa dengan Z. sulphureum. Keduanya memiliki
jarak genetik 2,29%. Hasil ini tidak jauh berbeda dengan penelitian Sukarjo (2021),
yang mendapatkan hasil bahwa Z. album memiliki sister taksa dengan Z.
sulphureum dan Z. acuminatum dan memiliki rentang jarak genetik 2,79-3,1%
berdasarkan penanda ITS. Sementara itu Zingiber sp2 memiliki sister taksa Z.
acuminatum. Kedua spesies ini_memiliki jarak genetik sebesar 2%. Secara
morfologi keduanya memiliki susunan dan bentuk bractea yang sama dengan warna
merah. Sedangkan Zingiber sp3 dan Zingiber spl berada pada subkluster yang
dekat. Keduanya berada dalam kluster yang sama dan subkluster yang berdekatan
dengan Zingiber sp2, Z sulphureum, Z. album, dan Z.acuminatum.

Berdasarkan daerah persebarannya, Z. album dilaporkan terdistribusi di
Sumatera Barat dan Sumatera Utara (Nurainas dan Arbain 2017) Zingiber
sulphureum merupakan native dari Peninsula Malaysia dan holotypenya berada di
Pahang, Malaysia (IPNI, 2022). Z. acuminatum dilaporkan terdistribusi di kawasan
Jawa (Newman, Lhuillier and Poulsen 2004) dan Zingiber sp2 merupakan spesies
yang baru ditemukan di Simanau, Kabupaten Solok dan belum teridentifikasi
tingkat spesies.

Berdasarkan penanda MatK, genus Zingiber mengelompok menjadi dua
kluster besar yaitu kluster | dan kluster Il. Pengelompokan kluster ini didukung oleh
nilai boostrap 97/98% pada NJ/ML. Pada kluster | terdiri dari jenis Zingiber section
Zingiber dan Section Pluerenthesis. Section Pluerenthesis diwakilkan oleh Zingiber

ellipticum. Berdasarkan habit perbungaannya, section Pluerenthesis memiliki
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perbungaan yang muncul dari pelepah daun secara lateral (Theralkupisut et al.,
2012; Ardiyani et al., 2017).

Z. album, Zingiber spl, Zingiber sp2, dan Zingiber sp3 juga berada pada
Kluster yang sama yaitu pada kluster I section Zingiber (Gambar 6 dan 7). Zingiber
spl memiliki sister taksa dengan Zingiber sp3. Secara morfologi keduanya
memiliki ujung braktea acuminate dan memiliki bracteola. Namun Zingiber sp3
memiliki ukuran bracteola yang lebih besar. Muharani (2022) melaporkan bahwa
Zingiber sp3 memiliki ukuran bracteola yang lebih besar dibandingkan dengan
Zingiber lainnya yaitu 2-2,5 cm.

Zingiber sp2 berada pada posisi cabang yang terpisah dan mengelompok
sendiri. Hal ini berbeda dengan percabangan Z. album yang memiliki sister taksa
dengan Z. Zerumbet, Z. acuminatum, Z. wrayi, dan Z. sulphureum. Z. Percabangan
ini memiliki nilai boostrap sebesar 63/63 pada ML/NJ dan nilai jarak genetik
sebesar 0-0,12%. Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan Vinitha et al (2014),
didapatkan bahwa Kkisaran jarak genetik interspesifik dalam Zingiberaceae
berdasarkan penanda MatK adalah 1,9-2,9 %. Namun nilai ini cukup tinggi
dibandingkan nilai yang didapatkan untuk jarak genetik interspesifik Z.album
dengan lainnya. Oleh karena itu, perlu kajian lebih lanjut mengenai jenis ini dengan
penanda molekuler lainnya. Secara morfologi, Z.album Z. Zerumbet, Z.
acuminatum, Z. wrayi, dan Z. sulphureum memiliki persamaan pada habit
perbungaan yang tegak namun berbeda pada bentuk braktea dan bunga.

Sedangkan Zingiber cf. loerzingii dan Z. loerzingii berada pada kluster 1l

subkluster D section Cryptanthium dengan dukungan nilai boostrap 81/73% pada
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ML/NJ. Keduanya berada pada percabangan yang sama dengan Z. loerzingii yang
diambil dari GenBank. Jarak genetik dari percabangan ini yaitu 0,02-3,3%.
Sedangkan berdasarkan analisis pohon filogenetik dengan penanda MatK,
didapatkan hasil bahwa ketiga spesies ini berada pada percabangan yang sama yaitu
Kluster 11 section Cryptanthium dan memiliki jarak genetik 0%. Secara morfologi

keduanya memiliki kesamaan pada bentuk braktea(Lampiran 2).

C. Klarifikasi Status Taksonomi Zingiber yang Diamati

Berdasarkan praduga awal, secara morfologi Zingiber spl memiliki kemiripan
dengan Z. album, Zingiber sp2 memiliki kemiripan dengan Zingiber sp3 dan
Zingiber cf. loerzingii memiliki kemiripan dengan Zingiber cf. loerzingii. Setelah
dilakukan analisis secara molekuler berdasarkan penanda ITS dan Matk, didapatkan
hasil bahwa dari keenam sampel yang diteliti, diduga ada sebagai spesies baru dan

kecendrungan sebagai subspecies baru.

w — Zingiber sulphureum AF478801 A

Zingiber album B
. {Zérfgéber sp2. C

w

Zingiber acuminatum MN803333 D

- Zingiber sp3. E

Zingiber spl. F

-|- Zingiber ottensii DO064582
sz 1 Zingiber spectabile AF414499
— Zingiber longipedunculatum AB097254

59 -I__ Zingiber coloratum AF414498
4 Zingiber wrayi AF478802

Gambar 8. Fenogram hubungan kekerabatan berdasarkan penanda ITS (NJ/MP )
dan gambar morfologi Zingiber
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Menurut Zhachos (2016), batasan untuk karakter spesies bersifat objektif
sehingga dibutuhkan bukti yang pasti dan karakter pembeda dominan untuk
membatasi perbedaan pada taksa spesies sedangkan untuk subspesies merupakan
taksa dibawah spesies yang digolongkan pada secondary rank (IAPT, 2018) dimana
bersifat subjektif dan tidak memiliki status ontologis sebagai unit evolusioner.

1. Kilarifikasi Status Taksonomi Zingiber spl dengan Z. album

Secara morfologi, Zingiber spl dengan Z. album memiliki karakter yang berbeda
pada arah braktea dan bentuk pinggir bunga. Zingiber spl memiliki arah braktea
yang saling menyatu dengan ujung tertutup sedangkan Z. album tidak saling
menyatu dengan ujung terbuka. Selain itu, bentuk pinggir labelum dari Zingiber spl

adalah entire sedangkan Z. album adalah repand (Gambar 9).

Gambar 9. Bunga pada Zingiber (A) Zingiber spl. (B) Zingiber album

Hubungan kekerabatan Zingiber spl dengan Z. album berada pada
percabangan pohon filogenetik yang berbeda. Nilai jarak genetik dari keduanya
berdasarkan penanda ITS adalah 3,1% sedangkan penanda MatK adalah 0,24%.

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan Maulidah et al. (2019) yang meneliti
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genus Alpinia menggunakan penanda ITS mendapatkan hasil jarak genetik antar

spesies dalam satu genus Alpinia adalah 0,2-12,3%.

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan Vinitha et al. (2014)
menggunakan penanda MatK, didapatkan bahwa kisaran jarak genetik intrapesifik
dalam Zingiberaceae adalah 0,03-0,09% dan interspesifik adalah 1,9-2,9 %.
Berdasarkan karakter morfologi-dan karakter molekuler yang didapatkan, maka
dapat disimpulkan bahwa keduanya diduga sebagai spesies yang berbeda dan

Zingiber spl merupakan spesies baru yang belum pernah dilaporkan.

2. Kilarifikasi Status Taksonomi Zingiber sp2 dengan Zingiber sp3.

Secara morfologi Zingiber sp2 dan Zingiber sp3 memiliki perbedaan pada
ligula. Zingiber sp2 memiliki ligula berlobus sedangkan Zingiber sp3 memiliki
ligula entire (Gambar 10). Selain itu, bentuk susunan braktea Zingiber sp2 ellipsoid
sedangkan Zingiber sp3 narrowly avoid (Lampiran2). Namun saat pengoleksian
sampel, organ generatif Zingiber sp2 tidak ditemukan karena tidak sedang fase
berbunga sehingga keduanya tidak bisa dibandingkan dari morfologi bunga.

Berdasarkan hubungan kekerabatan Zingiber sp2 dengan Zingiber sp3
keduanya berada pada percabangan pohon filogenetik yang berbeda namun masih
dalam kluster dan subkluster yang sama. Pengelompokkan keduanya berdasarkan
penanda ITS Zingiber sp3 mengelompok sendiri sedangkan Zingiber sp2
mengelompok dekat dengan Z. acuminatum. Sedangkan berdasarkan penanda
MatK, Zingiber sp2 mengelompok sendiri sedangkan Zingiber sp3 mengelompok

dekat dengan Zingiber spl.
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Gambar 10. Ligula pada Zingiber (A) Zingiber sp2. (B) Zingiber sp3.

Nilai jarak genetik dari Zingiber sp2 dan Zingiber sp3 berdasarkan penanda
ITS adalah 0,4% sedangkan penanda MatK adalah 0,56%. Jarak genetik yang jauh
untuk nilai intraspesifik pada Matk. Analisis molekuler mendukung keduanya
sebagai jenis yang berbeda.Oleh karena itu dapat disimpulkan bahwa keduanya
diduga merupakan spesies yang berbeda dan Zingiber sp3 merupakan spesies baru
yang belum pernah dilaporkan. Karakter morfologi Zingiber sp2 yang tidak lengkap
mengakibatkan Zingiber sp2 belum dapat diduga sebagai spesies baru. Namun
berdasarkan karakter morfologi yang ada dan didukung oleh karakter molekuler,
Zingiber sp2 memiliki kecenderungan berbeda dari Zingiber lainnya. Oleh karena
itu, diperlukan kajian morfologi yang lengkap Zingiber sp2 untuk membuktikan
dugaan ini.
3. Klarifikasi status taksonomi Zingiber cf. loerzingii dengan Z. loerzingii
Zingiber cf. loerzingii dengan Z. loerzingii secara morfologi memiliki bentuk
braktea yang sama namun berbeda pada warna braktea dan bunga serta bentuk

bunga yang berbeda (Gambar 11). Sementara itu, hubungan kekerabatan antara
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Zingiber. cf loerzingii dengan Z. loerzingii berdasarkan kedua penanda

menunjukkan hasil bahwa keduanya mengelompok pada subkluster yang sama.

2" 1

hh
e

Gambar 11. Bunga dan braktea pada Zingiber
(A) Z. loerzingii. (B) Zingiber cf. loerzingii

Pengelompokan Zingiber cf. loerzingii dengan Z. loerzingii didukung oleh
nilai boostrap yang tinggi yaitu 85/81% pada NJ/ML berdasarkan penanda ITS dan
99/98% pada NJ/ML berdasarkan penanda MatK. Menurut Kress et al (2002)
pengelompokan nilai boostrap dapat dikategorikan menjadi kuat (>85%), sedang
(70-85%), lemah (50-69%).

Nilai jarak genetik dari keduanya berdasarkan penanda ITS adalah 3,3%
sedangkan penanda MatK adalah 0,0%. Jarak genetik yang tidak ada memiliki
perbedaan diduga karena saat pensejajaran basa yang berbeda pada Z. cf loerzingii
dan Z. loerzingii terpotong. Alasan ini dikarenakan pada saat analisis karakter
molekuler keduanya memiliki basa yang berbeda sebanyak 4 basa pada urutan
(Tabel 8). Berdasarkan karakter morfologi dari kedua jenis ini memiliki bentuk
bunga yang berbeda dan didukung oleh jarak genetic yang sama maka disimpulkan
bahwa diduga keduanya merupakan spesies yang sama dan Zingiber cf. loerzingii
memiliki kecendrungan sebagai subfamily dari Z. loerzingii. Namun diperlukan

karakter pendukung lainnya untuk mendukung hasil ini.



BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat diambil kesimpulan

sebagai berikut:

1.

Karakter molekuler Zingiber berdasarkan penanda ITS memiliki karakter
informatif yang lebih tinggi' dibandingkan pada penanda MatK. Karakter
informatif berupa perbedaan basa paling sedikit adalah berdasarkan penanda
MatK yaitu Zingiber cf. loerzingii dengan Z. loerzingii sebanyak 4 basa dan
terbanyak adalah berdasarkan penanda ITS yaitu Z. loerzingii dengan Z.
officinale sebanyak 92 basa.

Hubungan kekerabatan Zingiber dengan kerabatnya berdasarkan kedua
penanda bersifat monofiletik. Posisi Zingiber spl, Z. album, Zingiber sp2,
Zingiber sp3 berada pada kluster I (section Zingiber) sedangkan Zingiber cf.
loerzingii dan Z. loerzingii berada pada kluster Il (section Cryptanthium).
Klarifikasi status taksonomi Zingiber yang diamati menghasilkan kesimpulan
bahwa Zingiber sp1 dan Zingiber sp3 diduga sebagai spesies baru dan Zingiber
sp2 memiliki kecenderungan sebagai spesies yang berbeda dengan Zingiber
lainnya serta Zingiber cf. loerzingii memiliki kecendrungan sebagai subspecies
dari Z. loerzingii.

Saran

Berdasarkan hasil penelitian direkomendasikan penelitian selanjutnya yaitu

mengenai karakterisasi morfologi lengkap Zingiber sp2 dan Zingiber cf.
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loerzingii, fenologi pembungan dan kajian genetika populasi pada Zingiber
yang diduga dan memiliki kecendrungan sebagai spesies baru dan subfamily
baru menggunakan penanda molekuler lainnya. Hal ini dilakukan untuk
penguat dugaan dan kecenderungan dari hasil masing-masing Zingiber yang

diamati.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Jenis Zingiber yang diamati dalam peneltian

Gambar 1. Jenis Zingiber sampel penelitian:
(A) Z.loerzingii (B) Z.cf loerzingii (C) Z.album
(D) Zingiber spl (E) Zingiber sp2 (F) Zingiber sp3
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Lampiran 2. Perbandingan karakter morfologi Zingiber yang diamati

57

Karakter Z. album Zingiber spl. Zingiber sp2. Zingiber sp3. Z. cf loerzingii Z. loerzingii
Warna Rizom Putih Putih kecoklatan Putih kecoklatan ~ Putih kekuningan  Putih kecoklata Putih ke
Pseudotem Licin Licin Licin Licin Licin Licin
Lamina Lanseolate Lanseolate Lanseolate-ellips. . Ellips-avoid Lanseolate- Lanseolate-
oblonga oblonga
Ligula Tidak ada- sangat Ada,rounded Ada, bilobed Ada, entire Ada, scariosa Ada, scariosa
pendek
Susunan bractea Elongated,like- Elipsoid Elipsoid Narrowly Avoid = Crymbiformes Crymbiformes
rose
Ujung susunan braktea Emargine Acuminate Acuminate Acuminate Rounded Rounded
Arah braktea Arah braktea Arah braktea Arah braktea Arah braktea Arah braktea Arah braktea
tidak saling saling menyatu saling menyatu saling menyatu saling menyatu saling menyatu
menyatu dan dan ujung dan ujung tertutup dan ujung tertutup dan ujung tertutup dan ujung tertutup
ujung terbuka tertutup
Ujung braktea Acute Acute Acute Acute Runcing menyatu  Runcing menyatu
Warna braktea Putih Putih Merah muda Hijau kecoklatan- Coklat kemerahan Putih
pekat merah muda pekat
Bracteola Ada Ada > Ada Ada Ada
Warna bunga Putih kekuningan Kuning oren * Kuning cerah Kuning dengan Merah
bintik ungu
Margin labellum Repand Entire * Avoid Crenate
Pemanfatan Dikonsumsi - - Dikonsumsi - -
sebagai makanan sebagai makanan
Sumber Chandra 2015, Chandra, 2015 Koleksi Pribadi Muharani, 2022 Chandra, 2015 Ardiyani, 2017

Nurainas 2017

*Saat di lapangan tidak ditemukan organ generatif yang lengkap(tidak fase berbunga)
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Lampiran 3. Gambar hasil isolasi dan purifikasi DNA Zingiber

-

Gambar 2. Profil pita hasil isolasi DNA Zingiber (a) Z.album (b) Z. loerzingii (c) Zingiber
cf. loerzingii (d) Zingiber spl (e) Zingiber sp2 (f) Zingiber sp3

Gambar 3. Profil pita purifikasi DNA Zingiber berdasarkan penanda ITS: (6) Zingiber spl (7)
Zingiber sp2,(8) Zingiber sp3 (9) Z. album (10) Zingiber cf. loerzingii (11) Z. loerzingii dan
MatK: (12) Zingiber spl (13) Zingiber sp2 (14) Zingiber sp3 (15) Z. album (16) Z. loerzingii
(17) Zingiber cf. loerzingii
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Lampiran 4. Tingkat kesaman identifikasi kedua penanda menggunakan BLAST

Identifikasi Analisis BLAST Ketepatan Identifikasi (%)
Lapangan

ITS MatK ITS MatK
Z. album Z. spectabile Z. zerumbet 94,55 99,59
Zingiber spl Z. spectabile Z. acuminatum 92,72 99,67
Zingiber sp2 Z. spectabile Z. acuminatum 97,75 98,56
Zingiber sp3 Z. acuminatum  Z. acuminatum 99,22 99,12
Z. loerzingii Z. loerzingii Z. loerzingii 96,12 99,48
Z. cf. loerzingii Z. loerzingii Z. loerzingii 99,09 99,68

Lampiran 5. Komposisi Nukleotida Zingiber yang dikoleksi berdasarkan penanda

ITS

No Spesies T C A G Total
1.  Z officinale 205 272 200 322 624
2. Z.album 211 261 214 314 612
3. Zingiber spl. 206 269 208 3138 607
4.  Zingiber sp2. 205 26.7 203 325 606
5. Zingiber sp3. 205 272 199 324 599
6 Z. cf. loerzingii 216 263 201 320 612
7. Z.loerzingii 20.7 258 20.2 332 608

Rata-rata 208 266 204 322 609.7

Lampiran 6. Komposisi Nukleotida Zingiber yang dikoleksi berdasarkan penanda

MatK
No Spesies T C A G Total
1.  Z. officinale 349 140 352 158 891
2. Z.album 341 146 349 164 911
3. Zingiber spl. 342 146 348 164 909
4.  Zingiber sp2. 339 149 349 164 921
5. Zingiber sp3. 338 149 350 16.3 912
6 Z. cf. loerzingii 342 141 360 157 952
7 Z. loerzingii 344 142 359 155 953

Rata-rata 342 145 352 16.1 0921.3
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Lampiran 7. Urutan posisi basa berbeda pada Zingiber yang dikoleksi berdasarkan penanda ITS

vy ¥y ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥y ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ F ¥ ¥ ¥

1111111111112223333344444444444444444444

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ F ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ F ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ F F F F F F F F F ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ F F F F F F F F F F F F F

Spesies 111223333344 44455567 788888801334566667815747899000000111112456677708
6 794574801468024680585670123482737072458838643030813458923569222672360
Zofficinale A GGTAACTGTCATCTATTTCT- GCCACGTTAGCCGCTCGAGGCACTTTTCTCTCCGTGTCTGGGTCAGTA
Z. album ACT. . T....CTCGAT. GG. -. T.TT.T..A. AA.GA...A-G.CT.AC..T.CCCC. . AAG
Zingiber spL. ACT. . T CTCGAT.GG. -.T.T..T..A.A..G....A-G.CT.AC.CT.C..C. GG
Zingiber sp2. ACT. .T....CTCGAT. GGC-.T.T..T..A.A..G.C..A-G.CT.AC.CT.C..C. G -
Zingiber sp3. .. . ACT.. T CCTCGAT. GGC-.T.T..T..AGA. .G.....-G.CT.AC.CT.C..C...G-
Z.cf. loerzingii AC.T........... T.CA. GGTGCTAT.AT....A.TG..GC. AGGCTAA. C.T.C..CTC. G-
Zloerzingi G AAACGTA. . GGAGGGA. . T. CA-TGGTGCTAT. ATGG. . A. TG. . GC. AGGCTAA. C. TCC. . CTC. G-
4ﬁﬁﬁﬁl%%%%%%B%%%%%B%%%%%B%%%%%B%%%%%%%%%%%%%%bh%%%%b%h%%%%%h%%b%hh%%
Spesies '8 8 8 9 9 9 0 3 3 4 4 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 7 7 7 8 8 8 9 9 9 9 9 9 9 o o o o o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 4
367 14542314346789012345604724701245672356789012345678901346789012350
Zofficinale G GGTCGCGGCCCGACTGAATTCC- AACCCTCGGGGCAGCTCGGAATGAAAGAATGCCGCCGTGCCT- C
Z. album A.. TCTAT. . TCGAC. .GCC.TC.G. .T....AC. GCGAA. A. .GA. .GCGCC. T. CATCAA. T. T.
Zingiber spl. TCT.T.G.C. ACA. CCC---C. AGTAGC. CC. GC. AAAA. .. A.. . CCCCCTGC. TTCA. T. G.
Zingiber sp2. TCT.T..-CGAC..GCC.--.G..T....AC. GCGAA. A. .GA. . GCGCC. T. CATCAA. T. T.
Zingibersp3. C .. .TCT.T...A.-C..GCC.--.G..T....AC. GCGAA. A..GA..GCGCC.T.CATCAA. T. T.
Z.cf. loerzingii C. TCT.AG. G. . TGAGCCCT. ACG. TT. T. TCATC-A. . AACT. . TGGCCCCAA----TCAGGCAA
Z loerzingii CCTCT.AG.G. . TGAGCCCT. A.G.TT.T. TCATC-A...ACT. . TG-CCCCAA----TCAGG- A-

Lampiran 8. Urutan posisi basa berbeda pada Zingiber yang dikoleksi berdasarkan penanda MatK

| AN SEN SEEn SEEn Sum o

1111111111111 2224455555577 7888890909099

Spesies 113800155666 779099902233990909099579004415577
2903238591 79040346114184567895718902501374
7 officinale CGTGCGAAAAATACATTTAGACGGCTAGACATATAGGTGTA
Z. album TAATAGGGGTAGTCACATAC. . . . o o o v v Coiii i
Zingiber spl. TAATAGGGGTAGTCACATAC. . TGCTAG. .C. .. .....G
Zingiber sp2. ATAATAGGGGTAGTCACATAC. ... ......CTGCA. .. AG
Zingiber sp3. ATAATAGGGGTAGTCACATAC. . . ... ....C.....GAAG
Z.cf. loerzingii TAA. AGGGGTAGTCACATACTAT. ... .TGC. ... AGAAG
Z.loerzingii TAA. AGGGGTAGTCACATACTAT. . ... TGC. .. .A.
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