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ABSTRAK

Amorphophallus sp. merupakan genus tumbuhan dari famili Araceae dapat ditemukan
tumbuh secara liar di alam yang memiliki nilai ekologis dan ekonomi signifikan. Spesies-spesies
Amorphophallus menunjukkan variasi morfologi yang cukup tinggi. Tingginya variasi ini

menunjukkan adanya keragaman genetik yang perlu untuk dikaji sebagai upaya konservasi genetik.

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis hubungan kekerabatan, jarak, dan variasi genetik pada
18 spesies Amorphophallus berdasarkan gen rbcL. Metode yang digunakan yaitu mengoleksi data
sekuens DNA, mengurutkan sekuens DNA, serta sekuen yang telah disejajarkan dilanjut untuk
dianalisis jarak genetik dan variasi genetiknya. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik
Amorphophallus sp. menunjukkan bahwa pada region rbcL terbagi menjadi 3 (tiga) clade ingroup
dan satu outgrup. Clade 1 terdiri dari A. variabilis, A. tinekeae, A. lambii, A. beccarii, A.
discophorus, A. decus-silvae, A. titanum, A. borneensis, A. gigas, dan A. hewitii. Clade 2 terdiri
dari A. paeoniifolius, A. koratensis, dan A. prainii. Clade 3 terdiri dari A. haematospadix, A. manta,
A. pendulus, A. hirsutus, dan A. muelleri. Outgrup yang digunakan yaitu Alocasia macrorrhizos
Jarak genetik antar spesies Amorpophallus sp. relatif sempit yaitu antara 0,00-0,02. Pada wilayah
DNA barcode rbcL. memiliki 17 variasi pada nukleotida Amorphophallus.
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara kepulauan yang mempunyai keanekaragaman hayati
tinggi (Indahsari, 2023). Berdasarkan sifat kepulauan dan sejarah geologisnya, flora dan
fauna di Indonesia telah mengalami evolusi yang beragam secara global, sehingga
dikatakan bahwa negera Indonesia mempunyai tanaman endemik yang tinggi, salah
satunya yang banyak berkembang yaitu Amorphophallus (Von Rintelen et al., 2017).
Amorphophallus sp. merupakan genus tumbuhan dari famili Araceae dapat ditemukan
tumbuh secara liar di alam yang memiliki nilai ekologis dan ekonomi signifikan.
Tumbuhan Amorphophallus memiliki keistiwewaan, bunganya akan menghasilkan bau
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busuk yang menyengat ketika bertunas (Wahyu et al., 2022). Tanaman ini banyak
dimanfaatkan untuk industri kosmetik, bioetanol, dan pangan fungsional (Supriati, 2016).
Selain itu, Amorphophallus sp. berpotensi dijadikan sebagai pangan fungsional bagi
pasien diabetes melitus karena mengandung glukomanan yaitu karbohidrat serat yang
berperan memperlambat laju penyerapan makanan di usus kecil, sehingga dapat
menurunkan lonjakan glukosa dan insulin postprandial, serta memperbaiki sensitivitas
insulin perifer (Thelmalina & Wirasuta, 2022).

Di Indonesia terdapat beragam spesies Amorphophallus yang tersebar di berbagai
pulau, antara lain Amorphophallus paeoniifolius, Amorphophallus variabilis, A. titanum,
A. borneensis, A. gigas, A. lambii, A. costatus, A. borneensis, A. gigas, A. haematospadix,
A. prainii, A. decus-silvae. Spesies-spesies Amorphophallus menunjukkan variasi
morfologi yang cukup tinggi, baik dari bentuk daun, ukuran umbi, ukuran, dan struktur
bunga. Tingginya variasi ini menunjukkan adanya keragaman genetik yang perlu untuk
dikaji sebagai upaya konservasi genetik (Santosa & Sugiyama, 2016; Supriati, 2016).
Namun, berdasarkan data The IUCN Red List of Threatened Species, populasi A. titanum
mengalami penurunan (decreasing) sejak tahun 2018 pada tingkat global. Kondisi ini
menunjukkan pentingnya upaya konservasi genetik untuk mempertahankan keberagaman
plasma nutfah spesies tersebut, sekaligus mencegah hilangnya variasi genetik yang
berpotensi penting bagi adaptasi dan kelangsungan hidup populasi di habitat alaminya
(Yuzammi & Hadiah, 2018).

Pengenalan dan penentuan status genetik suatu jenis atau spesies sangat diperlukan
untuk mendukung kegiatan konservasi (Bhandari et al., 2017). Identifikasi organisme pada
awalnya hanya berdasarkan pada karakter morfologi. Namun, pengenalan dan penentuan
status dengan penanda morfologis memiliki keterbatasan yaitu memerlukan waktu yang
lama dan sangat dipengaruhi oleh pengaruh lingkungan (Anumalla et al., 2015). Di era
saat ini identifikasi organisme telah berkembang ke arah taksonomi molekuler dengan
pengelompokannya dilakukan berdasarkan kemiripan gen yang dimiliki organisme
tersebut. Analisis molekular diperlukan untuk memperkuat dan mendukung identifikasi
spesies secara morfologi. Hal tersebut dikarenakan karakter molekuler lebih stabil
terhadap pengaruh lingkungan (Rahayu and Jannah, 2019).

Identifikasi menggunakan marka molekuler dapat dilakukan dengan DNA
barcoding karena lebih cepat, konsisten, dan dapat dipertanggungjawabkan secara ilmiah
(Irawan et al., 2016). DNA barcoding memanfaatkan fragmen DNA tertentu sebagai
penanda genetik untuk mengidentifikasi atau membedakan spesies secara molekuler
(Lima et al., 2018). Sekuens DNA yang diperoleh dapat digunakan untuk mengetahui
hubungan kekerabatan dari suatu jenis dengan cara mengkonstruksi pohon filogenetik.
Karakterisasi dan analisis filogenetik sangat penting dalam konservasi genetik dan sebagai
dasar dalam penyusunan kebijakan pengelolaan sumber daya hayati (Sari et al., 2023).

DNA barcoding memiliki prinsip standar, minimalis, dan skalabilitas dengan target daerah
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genetik tertentu. Pada tanaman, pendekatan multilokus pada gen kloroplas banyak
digunakan salah satunya gen ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (rbcL)
yang mudah disejajarkan dan dapat mengindentifikasi tingkat genus. Selain itu, gen
Maturase-K (matK) juga sering digunakan karena memiliki tingkat polimorfisme yang
tinggi, sehingga mampu membedakan spesies yang berkerabat dekat (Coissac et al., 2016).

Berdasarkan urgensi konservasi dan potensi pemanfaatan Amorphophallus sp,
serta keterbatasan metode indentifikasi konvensional berbasis morfologi, diperlukan
pendekatan yang lebih akurat dan efisien. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
hubungan kekerabatan, jarak, dan variasi genetik pada 18 spesies Amorphophallus
berdasarkan gen rbcL. Hasil yang diperoleh diharapkan dapat memberikan gambaran
keragaman genetik pada genus Amorphophallus yang dapat mejadi dasar dalam kajian
taksonomi molekuler, identifikasi spesies, serta mendukung upaya pelestarian dan
pengelolaan sumber daya genetik.

METODE PENELITIAN
Penelitian ini menggunakan metode in silico yang terbagi menjadi tiga tahapan,
sebagai berikut

1. Tahap pertama : mengoleksi data sekuens DNA yang diperoleh dari database
GenBank (NCBI) dengan menggunakan fitur pencarian berdasarkan nama spesies
dan gen spesifik yang diinginkan. Sekuens DNA yang diperoleh kemudian dipilih
berdasarkan kriteria gen rbcl dari spesies Amophophallus yang ditemukan dan
dipelajari di Indonesia. Data yang didapatkan disimpan dalam format FASTA.
Informasi data yang diperlukan meliputi accession number, panjang nukleotida,
dan sekuens nukleotida yang dianalisis.

2. Tahap kedua : mengurutkan sekuens DNA menggunakan tools Clustal W pada
software MEGA X. Hal ini berguna untuk menentukan persamaan dan perbedaan
dalam urutan basa nukleotida dari spesies yang dianalisis.

3. Tahap ketiga yaitu sekuens yang telah disejajarkan dianalisis jarak genetiknya
menggunakan metode pairwise distance (p distance), sehingga didapatkan hasil
jarak genetik dalam Ms. Excel. Kemudian konstruksi pohon filogenetik
menggunakan software MEGA X dengan UPGMA model Kimura-2 Parameter
dan bootstrap 1000x. Kemudian Variasi genetik dianalisis menggunakan data
alignment sekuens Amorphophallus sp. dalam format FASTA menggunakan
perangkat MULTALIN.
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Tabel 1. Sekuens gen rbcl spesies Amorphophallus sp. yang Diperoleh dari NCBI

No. Nama Spesies Accession Length (bp)
Number
1 Amorphophallus hewitii DQ012490.1 1.432
2 Amorphophallus muelleri MT850229.1 683
3 Amorphophallus titanum AF497102.1 1.466
4 Amorphophallus borneensis MT818211.1 543
5 Amorphophallus decus-silvae AF497071.1 1454
6 Amorphophallus discophorus DQ012487.1 1.400
7 Amorphophallus gigas KT794040.1 1363
8 Amorphophallus beccarii AF497064.1 1488
9 Amorphophallus lambii AF497082.1 1473
10 Amorphophallus manta KT794058.1 1378
11 Amorphophallus prainii KT794071.1 1381
12 Amorphophallus paeoniifolius AF497091.1 1479
13 Amorphophallus koratensis KT794052.1 1,363
14 Amorphophallus haematospadix KT794042.1 1381
15 Amorphophallus pendulus DQO012501.1 1,459
16 Amorphophallus variabilis AF497103.1 1,476
17 Amorphophallus hirsutus AF497077.1 1,482
18 Amorphophallus tinekeae DQ012505.1 1427

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
Rekonstruksi Pohon Filogenetik

Terdapat 18 sekuens gen rbcL yang diperoleh dari NCBI dan dianalisis untuk
merekonstruksi pohon filogenetik. Gen rbcL berasal dari gen kloroplas yang menyadi
subunit enzim ribulose-1,5-bisfosfat karboksilase/oksigenase (RuBisCO) yang terlibat
dalam proses fotosintesis. Gen ini bersifat konservatif sehingga digunakan dalam
barcoding karena memiliki tingkat keberhasilan amplifikasi dan sekuensing yang tinggi,
serta mampu memberikan hubungan filogenetik yang baik dalam tingkat genus dan famili
(Gholave et al., 2017). Hasil rekonstruksi pohon filogenetik dapat dilihat pada Gambar 1.
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AF497103.1 Amorphophallus variabilis -
DQO012505.1 Amorphophallus tinekeae
AF497082.1 Amorphophallus lambii
AF497064.1 Amorphophallus beccarii
DQO012487.1 Amorphophaillus discophorus

— Clade 1
AF497071.1 Amorphophallus decus-silvae

AF497102.1 Amorphophalius titanum
MT818211.1 Amorphophallus borneensis
KT794040.1 Amorphophallus gigas

DQO12490.1 Amorphophallus hewitii -
AF497091.1 Amorphophallus paeoniifolius

KT794052.1 Amorphophallus koratensis } Clade 2
KT794071.1 Amorphophallus prainii

KT794042.1 Amorphophallus haematospadix

KT794058.1 Amorphophallus manta
DQ012501.1 Amorphophailus pendulus Clade 3

AF497077.1 Amorphophallus hirsutus
MT850229.1 Amorphophallus muelleri
PP913783.1 Alocasia macrorrhizos — Outgrup

Gambar 1. Rekonstruksi pohon filogenetik Amorphophallus sp. menggunakan metode
UPGMA dengan model Kimura-2 Parameter dan menggunakan nilai bootstrap 1000x

Pohon filogenetik digunakan untuk menganalisis hubungan kekerabatan antar
organisme, yang divisualisasikan dalam bentuk garis bercabang menyerupai struktur
pohon (Kinene et al., 2016). Hasil rekonstruksi pohon filogenetik Amorphophallus sp.
(Gambar 1) menunjukkan bahwa pada region rbcL terbagi menjadi 3 (tiga) clade ingroup
dan satu outgroup. Clade 1 terdiri dari A. variabilis, A. tinekeae, A. lambii, A. beccarii, A.
discophorus, A. decus-silvae, A. titanum, A. borneensis, A. gigas, dan A. hewitii. Clade 2
terdiri dari A. paeoniifolius, A. koratensis, dan A. prainii. Clade 3 terdiri dari A.
haematospadix, A. manta, A. pendulus, A. hirsutus, dan A. muelleri. Pengelompokan
tersebut terjadi karena terdapat kemiripan susunan nukleotida pada setiap sampel.
Outgroup pada penelitian ini adalah Alocasia macrorrhizos, spesies tersebut dipilih
menjadi outgroup karena masih satu famili yang sama dengan Amorphophallus sp. yaitu
famili Araceae. Pemilihan outgroup dapat dilakukan secara acak ataupun berdasarkan
hubungan kekerabatan yang jelas antara ingroup dan outgroup (Luo et al., 2010).
Outgroup dapat membantu memisahkan clade dalam suatu genus yang diteliti dan
menentukan arah evolusi (Grant, 2019).

Rekonstruksi pohon filogenetik dilakukan menggunakan metode UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) dengan model Kimura-2
Parameter dan menggunakan nilai bootstrap 1000x. Prinsip UPGMA adalah
mengelompokkan organisme berdasarkan tingkat kemiripan atau jarak evolusioner di
antara mereka. UPGMA mengasumsikan bahwa laju evolusi berlangsung secara konstan
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atau seragam pada semua garis keturunan, sehingga pohon yang dihasilkan bersifat terakar
dan mencerminkan waktu divergensi antar spesies (Sneath & Sokal, 1973). Bootstrap
replications yang tertera pada pohon filogenetik digunakan untuk menguji validitas
topologi pohon filogenetik (Hoang et al., 2018). Panjang seluruh sekuen Amorphophallus
sp. pada DNA barcode rbcL adalah 519 bp.

Jarak Genetik Amorphophallus sp.

Analisis filogenetik diperkuat dengan perhitungan nilai jarak genetik (pairwise
distance). Analisis jarak genetik ini dilakukan untuk mengetahui hubungan kekerabatan
Amorphophallus sp. Jarak genetik berguna untuk menunjukkan hubungan kekerabatan
antar sampel. Jika jarak genetik semakin kecil antar sampel, maka kemiripan basa
nukleotida DNA semakin besar, sehingga hubungan kekerabatannya dekat. Sementara,
jarak genetik yang semakin besar antar sampel menunjukkan kemiripan basa nukleotida
DNA semakin kecil, sehingga hubungan kekerabatannya semakin jauh (Hermawan, 2023)

Hasil analisis jarak genetik terhadap 18 spesies Amorphophallus dengan penanda
gen rbcL dapat dilihat pada Tabel 2. Gen rbcL bersifat konservatif dengan rentang jarak
genetik antar spesies Amorpophallus sp. relatif sempit yaitu antara 0,00-0,02. Beberapa
pasangan spesies yang menunjukkan jarak genetik terdekat (0,00) satu sama lain,
mengindikasi hubungan kekerabatan sangat dekat dan kemungkinan berasal dari leluhur
yang sama. Spesies yang menunjukkan jarak genetik 0,01 terhadap beberapa spesies,
mengindikasi posisi transisi atau berada diantara klaster konservatif dan divergen. Spesies
yang memiliki jarak genetik terjauh (0,02) terhadap beberapa spesies, mengindikasi
spesies tersebut mengalami divergensi lebih awal atau memiliki evolusi yang relatif
terpisah karena faktor geografis yang berbeda.

Tabel 2. Perkiraan jarak evolusi dalam sekuens gen rbcL antara 18 spesies

Amorphophallus

X1/

\|/

[}

1\

Spesies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

17

PP e
BhEBowo~vourwnR

=
w

. hewitii
. muelleri 0.02
. titanum 0.00 0.02

. borneensis 0.01 0.02 0.00
. decus-silvae 0.00 0.02 0.00 0.00

discophorus 000 002 0.00 0.00 0.00

gigas 0.01 002 0.00 0.00 0.00 0.00

beccarii 0.00 002 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

lambii 0.00 002 000 0.00 0.00 000 0.0 0.00

manta 001 001 001 001 001 001 001 0.01 0.01

. prainii 002 002 001 001 001 001 001 001 001 o001
0.02 002 001 001 001 001 001 001 001 001 0.00

>>>>>>>>>> >

paeoniifolius
A. koratensis 002 002 001 001 001 00L 001 001 001 001 000 0.00
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001 001 001 001 001 001 001 0.01 001 001 001 001 o0.01

001 001 001 001 001 001 001 0.01 0.01 0.00 000 000 0.00 o0.00

0.00 002 000 000 000 000 000 000 000 001 001 001 001 001 001
001 001 001 001 001 001 001 001 001 0.00 001 001 0.00 0.1 o0.00
0.00 002 000 000 000 000 000 000 000 001 001 001 001 001 o001

0.01
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Analisis Variasi Genetik Amorphophallus sp.

Spesies Amorphophallus yang diteliti memiliki variasi genetik seperti yang tersaji
pada Gambar 2.

DOo12490,1
AF497102,1
AF497071.1
DO 2505, 1
DO012487 .1
AF497103,1
AF497064,1
AF497082,1
HTB18211,1
KT794040.1
KT794058,1
DOo12501.1
AF497077,1
KT794071.1
AF497091,1
KT794052,1
KT794042,1
HT850229,1
Consensus

DQ012490.1
AF497102,1
AF497071,1
DOo12605,1
DQO12487 .1
AF497103.1
AF497064,1
AF497082.1
HTB18211,1
KT794040.1
KT794058,1
DQo12501 .1
AF497077.1
KT794071,1
AF497091.1
KT794052,1
KT794042.1
HT850229,1
Consensus

DQo12490,.1
AF497102.1
AF497071,1
DO012505.1
DO012487 .1
AF497103,1
AF497064.,1
AF497082,1
HT818211.1
KT794040,1
KT794058.1
DR 2501 .1
AF497077.1
KT794071,1
AF497091,1
KT794052.1
KT794042,1
HTB50229.1
Consensus

DRo12430,.1
AF497102.1
AF497071.1
DOO12505,1
DO012487 .1
AF497103.1
AF497064.1
AF497082.1
HTg18211.1
KT794040,1
KT794058,1
DOo12501.1
AF497077 .1
KT794071.1
AF497091 .1
KT794052.1
KT794042 .1
HT850229.1
Consensus
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ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTACGAGTARCTCCTCAACCCEGAGT TCCGCCCGARGARGCGEGGGCTGCAGTAGC TECCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCGGAGTTCCGCCCGARGAAGCGEGGGCTGCAGTAGCTECCGARTC
AAGATTACARAT TGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCEGAGT TCCGCCCGARGAAGCGEGGGC TGCAGTAGCTECCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCEGAGTTCCGCCCGARGARGCGEGGGCTGCAGTAGC TRCCGARTC
AAGATTACARAT TGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCEGAGT TCCGCCCGARGAAGCGEGGGC TGCAGTAGCTECCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCEGAGTTCCGCCCGARGARGCGEGGGCTGCAGTAGC TRCCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCGGAGTTCCGCCCGARGARGCGEGGGCTGCAGTAGCTECCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCEGAGTTCCGCCCGARGARGCGEGGGCTGCAGTAGC TRCCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCGGAGTTCCGCCCGARGAAGCGEGGGCTGCAGTAGCTECCGARTC
AAGATTACARAT TGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCEGAGT TCCGCCCGARGAAGCGEGGGC TGCAGTAGCTECCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCGGAGTTCCGCCTGARGAAGCAGGGGCTGCAGTAGCTECCGARTC
AAGATTACARAT TGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCEGAGT TCCGCC TGARGAAGCAGGGGC TGCAGTAGCTECCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCGGAGTTCCGCCTGARGARGCAGGGGC TGCAGTAGC TECCGARTC
AAGATTACARAT TGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCEGAGT TCCGCC TGARGAAGCAGGGGC TGCAGTAGCTECCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCEGAGTTCCGCCTGARGARGCAGGGGCTGCAGTAGC TERCCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCGGAGTTCCGCCTGARGAAGCAGGGGCTGCAGTAGCTECCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCAACCCEGAGT TCCGCCTGARGARGCAGGGGCTGCAGTAGC TECCGARTC
ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCGGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCGGAGTTCCGCCTGARGAAGCAGGGGC TGCAGTAGCTECCGARTC
AAGATTACARATTGACTTATTATACTCCLGACTATGAGACARARGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTARCTCCTCARCCCEGAGT TCCGCCEGARGAAGCaGGGGC TGCAGTAGCTECCGARTC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 |
TTCTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAARGGACGGTGCTACCACATCGARCCCGTTGTT TCAATATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TICTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGEACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGETGC TACCACATCGARCCCGTTGTTEGGGAGGARARTCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TTCTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGETGC TACCACATCGARCCCGTTGTTEGGGAGGARARTCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TICTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACT TACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGETGC TACCACATCGAACCCGT TGT TEGGGAGGARRATCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TTCTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGETGC TACCACATCGARCCCGTTGTTEGGGAGGARARTCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TICTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGETGC TACCACATCGAACCCGTTGT TEGGGAGGARRATCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TTCTACTGGTACATEGACARCTGTGTGGACTGATGEACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGETGC TACCACATCGARCCCGTTGTTEGGGAGGARARTCARTATATTECTTATGTAGCTTACCCT
TICTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGETGC TACCACATCGAACCCGTTGT TEGGGAGGARRATCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TICTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGETGC TACCACATCGARCCCGTTGTTEGGGAGGARARTCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TTCTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGETGC TACCACATCGARTCCGTTGTTEGGGAGGARARTCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TICTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGEACTTACCAGCCTTGATCGTTACARAGGACGATGC TACCACATCGARTCCGTTGTTEGGGAGGARARTCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TTCTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGATGC TACCACATCGARTCCGTTGTTEGGGAGGARARTCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TICTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGATGC TACCACATCGAATCCGTTGT TEGGGAGGARRATCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TTCTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGATGC TACCACATCGARTCCGTTGTTGGAGAGGARARTCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TICTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGATGC TACCACATCGARTCCGTTGT TGGAGAGGARRATCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TICTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGATGC TACCACATCGARTCCGTTGTTEGAGAGGARARTCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TICTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGATGC TACCACATCGARGCCGTTGT TEGGGAGGARRATCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TICTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACARAGGACGATGC TACCACATTGARGCCGTTGTTEGGGAGGARARTCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT
TTCTACTGGTACATGGACARCTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCACATCGAR . CCGTTGTTEGEGAGGARARTCARTATATTGCTTATGTAGCTTACCCT

261 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 370 380 390

1 |
TTAGACCTTTTTGARGARGGTTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARRRCTT
TTAGACCTTTTTGARGARGGTTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTAATGTATTTGGGTTTAAAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGAT TTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARRACTT
TTAGACCTTTTTGARGAAGETTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGEATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARARCTT
TTAGACCTTTTTGARGARGGTTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGC TTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARRRCTT
TTAGACCTTTTTGARGAAGETTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGEATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARARCTT
TTAGACCTTTTTGARGARGGTTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARARCTT
TTAGACCTTTTTGARGARGETTCTGT TACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGC T TTACGAGCTCTACGTCTGGAGEATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARRACTT
TTAGACCTTTTTGARGARGGTTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARARCTT
TTAGACCTTTTTGARGARGGTTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTAATGTATTTGGGTTTAAAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGAT TTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARRACTT
TTAGACCTTTTTGARGARGETTCTGTTACTARCATETTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGEATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARRRCTT
TTAGACCTTTTTGARGARGGTTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTAATGTATTTGGGTTTAAAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGAT TTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARRACTT
TTAGACCTTTTTGARGAAGETTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGEATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARARCTT
TTAGACCTTTTTGARGAAGGTTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGATTTGCGAARTTCCTCCCGCTTATTCCARARCTT
TTAGACCTTTTTGARGAAGETTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGEATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARARCTT
TTAGACCTTTTTGARGARGGTTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARARCTT
TTAGACCTTTTTGARGARGGTTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTAATGTATTTGGGTTTAAAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGAT TTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARRACTT
TTAGACCTTTTTGARGARGGTTCTGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARARCTT
TTAGACCTTTTTGARGARGGTTCCGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTAATGTATTTGGGTTTAAAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGGAT TTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARRACTT
TTAGACCTTTTTGARGARGETTCLGTTACTARCATGTTTACTTCTATTGTAGGTARTGTATTTGGGTTTARAGCTTTACGAGCTCTACGTCTGGAGEATTTGCGARTTCCTCCCGCTTATTCCARARCTT

391 400 410 420 430 44 450 460 470 480 490 500 510 519

1 1
TCGARGGCCCGCCTCACGGTATCCARAGCGARAGAGATARAT TGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARARTTEGGATTATCCGCGARRRACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARGAGATARATTGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARAATTEGGATTATCCGCGARRRACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARGAGATARAT TGAARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARAAT TEGGATTATCCGCGARARACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARGAGATARATTGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARAATTEGGATTATCCGCGARRRACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARGAGATARAT TGAARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARAAT TEGGATTATCCGCGARARACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARGAGATARAT TGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARARTTEGGATTATCCGCGARRRACTACGG TAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARGAGATARAT TGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARART TEGGATTATCCGCGARRRACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARAGAGATARAT TGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARARTTEGGATTATCCGCGARRRACTACGG TAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARGAGATARATTGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARAATTGGGATTATCCGCGARRRACTACGGTAGAGCGTTTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGARAGAGATARAT TGAACARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TRARACCARART TEGGATTATCCGCGARARAC TACGG TAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARGAGATARATTGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARAATTEGGATTATCCGCGARRRACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARGAGATARAT TGAARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARAAT TEGGATTATCCGCGARARACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGTCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARGAGATARATTGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACEAT TARACCARARTTEGGATTATCCGCGARRRACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATTCARAGCGAARGAGATARAT TGAARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARAAT TEGGATTATCCGCGARARACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATTCARAGCGAAAGAGATARAT TGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARARTTEGGATTATCCGCGARRRACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATTCARAGCGAARGAGATARAT TGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARAATTGGGATTATCCGCGARRRACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TTGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAAAGAGATARAT TGARCARGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARARTTEGGATTATCCGCGARRRACTACGGTAGAGCGTGTTATG
TCGARGGCCCACCTCACGGTATCCARAGCGAARGAGATARATTGARCARRTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARAATTGGGATTATCCGCGARRRACTATGGTAGAGCGTGTTATG
TeGARGGCCCACCTCACGGTATcCARAGCGARAGAGATARATTGARCARg TATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACGAT TARACCARART TEGGATTATCCGCGARARACTACGG TAGAGCGTGTTATG

Gambar 2. Variasi genetik Amorphophallus sp. berdasarkan DNA barcode rbcL
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Berdasarkan Gambar 2 menunjukkan bahwa Amorphophallus sp. pada wilayah
DNA barcode rbcL memiliki 17 variasi yaitu pada nukleotida nomor 29, 68, 98, 107, 176,
197, 209, 213, 224, 284, 392, 398, 401, 413, 440, 503, dan 515. Variasi genetik tersebut
disebabkan oleh beberapa faktor diantaranya karena sekuen yang diteliti berasal dari
spesies yang berbeda. Perbedaan spesies menyebabkan variasi genetik karena setiap
spesies memiliki urutan nukleotida yang berbeda-beda. Selain itu, adanya mutasi, faktor
lingkungan seleksi alam, dan isolasi reproduktif juga sangat berpengaruh terhadap variasi
genetik. Perbedaan spesies pada dasarnya merupakan hasil dari variasi genetik yang terus
berkembang dan diwariskan antar generasi (Coyne & Orr, 2004). Variasi genetik juga
dapat disebabkan karena adanya mutasi yang terdiri dari delesi, insersi, transisi, dan
tranversi. Persamaan serta perbedaan karakter yang dimiliki antar spesies tersebut
digunakan untuk mengetahui hubungan kekerabatannya (Chika, 2024).

Gen rbcL (Ribulosa-1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase large subunit gene)
digunakan sebagai salah satu kandidat DNA barcode pada tumbuhan untuk menganalisis
variasi genetik, karakteristik molekuler, hubungan kekerabatan (Syahreza et al., 2023).
DNA Barcode rbcL dan merupakan DNA kloroplas yang berasal dari keturunan maternal
(Chika & Zahro, 2024). Menurut Consortium Barcode of Life atau CBOL (2009), gen
rbcL memiliki tingkat mutasi lebih rendah dibandingkan penanda DNA Kkloroplas lainnya,
sehingga dapat digunakan sebagai penanda yang baik dalam analisis sistematika
tumbuhan. Menurut penelitian Cumming (2003), menyatakan bahwa gen rbcL memiliki
tingkat keberhasilan yang tinggi dalam proses sekuensing dua arah menggunakan primer
forward dan reverse (bidirectional sequencing) jika dibandingkan dengan kandidat DNA
barcode yang lainnya.

PENUTUP

Berdasarkan hasil rekonstruksi pohon filogenetik menunjukan bahwa daerah rbcL
terbagi menjadi tiga clade ingroup dan satu clade outgroup. Pengelompokan tersebut
terjadi karena terdapat kemiripan susunan nukleotida pada setiap sampel. Jarak genetik
terhadap 18 spesies Amorphophallus dengan penanda gen rbcL dengan rentang jarak
genetik antar spesies Amorpophallus sp. relatif sempit yaitu antara 0,00-0,02. Variasi
genetik Amorphophallus sp. dari DNA barcode rbcL menunjukkan bahwa
Amorphophallus sp. pada wilayah DNA barcode rbcL memiliki 17 variasi yaitu pada
nukleotida nomor 29, 68, 98, 107, 176, 197, 209, 213, 224, 284, 392, 398, 401, 413, 440,
503, dan 515. Variasi genetik tersebut disebabkan oleh beberapa faktor diantaranya karena
sekuen yang diteliti berasal dari spesies yang berbeda, adanya mutasi, faktor lingkungan
seleksi alam, dan isolasi reproduktif juga sangat berpengaruh terhadap variasi genetik.
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