IDENTIFIKASI MOLEKULER Citrus sp. (RUTACEAE)
KOLEKSI KEBUN RAYA BOGOR BERDASARKAN SEKUEN
DNA BARCODE rbcL dan psbA-trnH INTERGENIC SPACER

SKRIPSI

Diajukan sebagai salah satu syarat untuk memperoleh gelar Sarjana Sains di
Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam

Universitas Sriwijaya

OLEH:
AMELYA GUSTIA SARI
08041281823097

JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS SRIWIJAYA
2023



HALAMAN PERSETUJUAN SKRIPSI
Judul Proposal Skripsi : ldentifikasi Molekuler Citrus sp. (Rutaceae) Koleksi

Kebun Raya Bogor Berdasarkan Sekuen DNA Barcode

rbcL dan psbA-trnH Intergenic Spacer

Nama Mahasiswa : Amelya Gustia Sari
NIM : 08041281823097
Jurusan . Biologi

Telah disetujui untuk disidangkan pada tanggal 21 Maret 2023

Indralaya, 16 Maret 2023

Pembimbing:

1. Dr. Laila Hanum, S.Si., M.Si.
NIP. 197308311998022001

2. Muhammad Rifqgi Hariri, M.Si.
NIP. 199005212018011004

Universitas Sriwijaya



HALAMAN PENGESAHAN SKRIPSI

Judul Skripsi - Identifikasi Molekuler Citrus sp. (Rutaceae) Koleksi
Kebun Raya Bogor Berdasarkan Sekuen DNA
Barcode rbcL dan trmH-psbA Intergenic Spacer

Nama Mahasiswa : Amelya Gustia Sari
NIM 1 08041281823097
Jurusan : Biologi

Telah dipertahankan dihadapan Pembimbing dan Pembahas pada Sidang Sarjana
di Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam, Universitas
Sriwijaya pada tanggal 21 Maret 2023 dan telah diperbaiki, diperiksa, serta

disetuju’ sesuai dengan masukan yang diberikan.

indralaya, Maret 2023

Pembimbing:

1. DI. Laila Hanum, S.Si.. M,Si.
NIP. 107308311558022001

. Muhammad Rifq1 Hariri, M.51,

=t

NIP. 1SONGE21 201807 1004

]

Pembahas:

1. Dra. Mubemi X 5
AP, 156306631552057001

2. Dra Nita avainasth, M.P,
NIP. 196205171993032001

Mengetahui,
Ketua Jurusan Biologi

. Setiawan, M.Si.
NIP. 197211221998031001

Universitas Sriwijaya

Dipindai dengan CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

PERNYATAAN KEASLIAN KARYA ILMIAH

Yang bertanda tangan di bawabh ini :
Judul Proposal Skripsi  : Identifikasi Molekuler Citrus sp. (Rutaceae) Koleksi
Kebun Raya Bogor Berdasarkan Sekuen DNA Barcode

rbcL dan psbA-trnH Intergenic Spacer

Nama Mahasiswa : Amelya Gustia Sari
NIM : 08041281823097
Fakultas/Jurusan : Biologi

Menyatakan bahwa skripsi ini adalah hasil karya sendiri dan karya ilmiah ini belum
pernah diajukan sebagai pemenuhan persyaratan untuk memperoleh gelar
kesarjanaan Strata Satu (S1) dari Universitas Sriwijaya maupun perguruan tinggi
lain.

Semua informasi yang dimuat dalam skripsi ini yang berasal dari penulis lain baik
yang dipublikasikan atau tidak telah diberikan penghargaan dengan mengutip nama
sumber penulis secara benar. Semua isi dari skripsi ini sepenuhnya menjadi
tanggung jawab saya sebagai penulis.

Demikianlah surat pernyataan ini saya buat dengan sebenarnya.

Indralaya, Maret 2023
Penulis

Amelya Gustia Sari

NIM 08041281823097

iii
Universitas Sriwijaya



HALAMAN PERSETUJUAN PUBLIKASI KARYA ILMIAH UNTUK
KEPENTINGAN AKADEMIS

Sebagai civitas akademik Universitas Sriwijaya, yang bertanda tangan di bawah

ini:
Nama Mahasiswa : Amelya Gustia Sari
NIM : 08041281823097
Fakultas/Jurusan : MIPA/Biologi
Jenis Karya : Skripsi

Demi pengembangan ilmu pengetahuan, saya menyetujui untuk memberikan
kepada Universitas Sriwijaya ‘“Hak bebas royaliti non-ekslusif (non-exclusively
royaliy-free right)” atas karya ilmiah saya yang berjudul: “ldentifikasi Molekuler
Citrus sp. (Rutaceae) Koleksi Kebun Raya Bogor Berdasarkan Sekuen DNA
Barcode rbcL dan psbA-trnH Intergenic Spacer”

Dengan hak bebas royaliti non-ekslusif ini Universitas Sriwijaya berhak
menyimpan, mengalih media/memformatkan, mengelola dalam bentuk pangkalan
data (database), merawat, dan mempublikasikan tugas akhir atau skripsi saya
selama tetap mencantumkan nama saya sebagai penulis/pencipta dan sebagai
penulis/pencipta dan sebagai pemilik hak cipta.

Demikianlah pernyataan ini saya buat dengan sesungguhnya.

Indralaya, Maret 2023

Penulis

g

Amelya Gustia Sari
NIM 08041281823097

Universitas Sriwijaya



HALAMAN PERSEMBAHAN

apr vdllegazodl ey 20

“Jika kalian bersyukur maka akan ku tambahkan nikmatku kepada kalian”

(QS. Ibrahim : 7)

“Bukan tentang cepat atau lambat, tapi tentang bagaimana tetap untuk bertahan.

®
L X4

X/
L X4

Setiap orang ada masanya, setiap masa ada orang nya”

Kupersembahkan skripsi ini untuk:

Allah S.W.T. dan Nabi Muhammad S.A.W. beserta Agama Islamku
Orang tua ku tercinta Bapak Legiono dan Ibu Hoironiza yang
selalu mendukung dan medoakan ku disetiap langkah ku
Pembimbing skripsiku Ibu Dra. Laila Hanum, S,Si., M,Si. dan Bapak
Muhammad Rifgi Hariri, M.Si. yang bersedia membimbing selam
perskripsian

Teman satu angkatanku, Bioers 2018

Almamaterku, Universitas Sriwijaya

Universitas Sriwijaya



KATA PENGANTAR

Puji syukur atas kehadirat Allah Yang Maha Esa yang telah memberikan
rahmat dan karunia-Nya, penulis dapat menyelesaikan skripsi yang berjudul
“Ildentifikasi Molekuler Citrus sp. (Rutaceae) Koleksi Kebun Raya Bogor
Berdasarkan Sekuen DNA Barcode rbcL dan psbA-trnH Intergenic Spacer”
sebagai syarat untuk memenuhi gelar Sarjana Sains di Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya.

Terima kasih saya sampaikan kepada selaku dosen pembimbing lbu Dr. Laila
Hanum, S.Si., M.Si. dan Bapak Muhammad Rifqi Hariri, M.Si. yang telah
memberikan bimbingan, arahan, saran, dukungan, dedikasi, nasihat dan
ketulusannya selama pelaksanaan penelitian serta penulisan skripsi ini. Ucapan
terima kasih juga disampaikan kepada selaku dosen pembahas Dra. Muharni, M.Si.
serta Dra. Nita Aminasih, M.P. yang telah memberikan saran dan arahan kepada

penulis sehingga dapat menyelesaikan skripsi ini dengan lebih baik.

Penulis menyadari berkat bantuan, bimbingan, dan masukan dari berbagai
pihak, penulis dapat menyelesaikan skripsi ini dengan baik. Penulis juga

mengucapkan terima kasih kepada:

1. Prof. Hermansyah, S.Si, M.Si. Ph.D selaku Dekan Fakultas Matematika dan
IImu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya.

2. Dr. Arum Setiawan, M.Si selaku Ketua Jurusan Biologi, Fakultas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya.

3. Dr. Sarno, M.Si selaku Sekretaris Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan

vi
Universitas Sriwijaya



Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya.

4. Dr. Laila Hanum, S.Si., M,Si. selaku dosen pembimbing akademik yang telah
memberikan bimbingan dan nasihat selama proses perkuliahan.

5. Seluruh Dosen dan staff karyawan Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan
IImu Pengetahuan Alam Universitas Sriwijaya, yang tidak dapat disebutkan
satu- persatu.

6. Sahabat Ambyar (Tiara Putri Nabilah, Alifia Anisya, Dinda Sari, Novita
Yulinda, Widia Juni Arti) yang selalu menjadi sahabat yang selalu ada di kala
senang maupun susah saat perkuliahan berlangsung.

7. Seluruh rekan angkatan Biologi 2018. Serta pihak-pihak lain yang tidak dapat

penulis sebutkan satu persatu.

Harapan penulis, mengharapkan skripsi ini dapat bermanfaat bagi civitas
akademik dan masyarakat umum atau dapat dijadikan sebagai penelitian lebih

lanjut.

Indralaya,  Maret 2023

Penulis

g

Amelya Gustia Sari
NIM 08041281823097

vii
Universitas Sriwijaya



Molecular Identification of Citrus sp. (RUTACEAE) Bogor Botanical Garden
Collection Based on DNA Barcode Sequence rbcL and psbA-trnH Intergenic
Spacer

Amelya Gustia Sari
08041281823097

Molecular identification is identificatE)enSl\JNr?t?\ a molecular approach, one of which
is with a DNA sequence called a DNA barcode. DNA barcode is short sequence of
DNA that have been standardized and can be used for identification. Molecular
identification is generally done to confirm the identity and classification of existing
species as well as for species that are not yet identified. Citrus sp. that Bogor
Botanical Garden collected from West Sumatra has not been identified to the level
of the species because it has not produced generative organs. Hence, the
identification of Citrus sp. molecularly is more effective to do. This study aims to
compare the primary discrimination ability of rbcL and trnH-psbA (IGS) against
Citrus sp. collection of Bogor Botanical Garden from West Sumatra as well as
identifying species-level taxons from Citrus sp. Bogor Botanical Garden collection
from West Sumatra. This research was carried out in July 2022 — Februari 2023, at
the Treub Laboratory, Plant Conservation Research Center, Botanical Garden and
Forestry — National Research and Innovation Agency, JI. Ir. H. Juanda No. 13
Bogor, West Java, Indonesia. The research methods are DNA isolation,
electophoresis, DNA amplification, DNA sequencing, data analysis and data
presentation. This study used primer rbcL and psbA-trnH intergenic spacers. The
results of the study obtained that rbcL primers have not been able to discriminate
against Citrus sp. at the species level whereas primary psbA-trnH primers classifies
Citrus sp. to Citrus japonica based on the philogeny tree and leaf morphology of

Citrus sp.

Keywords: Citrus sp., Molecular identification, psbA-trnH intergenic spacer gene
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Identifikasi Molekuler Citrus sp. (RUTACEAE) Koleksi Kebun Raya Bogor
Berdasarkan Sekuen DNA Barcode rbcL dan psbA-trnH Intergenic Spacer

Amelya Gustia Sari
08041281823097
Ringkasan

Identifikasi molekuler merupakan identifikasi dengan pendekatan molekuler
salah satunya dengan sekuen DNA yang disebut DNA barcode. DNA barcode
adalah sekuen pendek DNA yang telah distandarisasi dan dapat digunakan untuk
identifikasi. ldentifikasi molekuler umumnya dilakukan untuk mengkonfirmasi
identitas dan pengklasifikasian spesies yang sudah ada maupun untuk spesies yang
belum diketahui identitasnya. Citrus sp. koleksi Kebun Raya Bogor yang dikoleksi
dari Sumatra Barat belum teridentifikasi sampai tingket spesies karena belum
menghasilkan organ generatif. Oleh karena itu identifikasi Citrus sp. secara
molekuler lebih efektif untuk dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk
membandingkan kemampuan diskriminasi primer rbcL dan trnH-psbA (IGS)
terhadap Citrus sp. koleksi Kebun Raya Bogor dari Sumatra Barat serta
mengidentifikasi takson tingkat spesies dari Citrus sp. koleksi Kebun Raya Bogor
dari Sumatra Barat. Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Juli 2022 — Februari
2023, bertempat di Laboratorium Treub, Pusat Penelitian Konservasi Tumbuhan,
Kebun Raya dan Kehutanan — Badan Riset dan Inovasi Nasional, JI. Ir. H. Juanda
No. 13 Bogor, Jawa Barat, Indonesia. Metode penelitian yang dilaksanakan yaitu
isolasi DNA, elektoforesis, amplifikasi DNA, sekuensig DNA, analisis data dan
penyajian data. Penelitian ini menggunakan primer rbcL dan psbA-trnH intergenic
spacer. Hasil penelitian yang didapatkan bahwa primer rbcL belum mampu
mendiskriminasi Citrus sp. pada tingkat spesies sedangkan primer psbA-trnH
mengklasifikasikan Citrus sp. adalah spesies Citrus japonica berdasarkan pohon

filogenetik dan morfologi daun Citrus sp.

Kata Kunci: Citrus sp., Identifikasi molekuler, Gen psbA-trnH intergenic spacer
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia adalah negara megabiodiversitas (memiliki keanekaragaman hayati
yang tinggi), dengan luas sekitar 1,3% dari luas bumi dan memiliki kurang lebih
17.500 pulau (Kusmana dan Hikmat, 2015). Keanekaragaman hayati yang tinggi
menjadi acuan dasar bagi Indonesia untuk mengkonservasi flora dan fauna yang
ada di Indonesia. Konservasi organisme dilakukan sebagai inventarisasi maupun
perlindungan terhadap kepunahan, konservasi juga dapat dimanfaatkan sebagai
media edukasi maupun penelitian (Handayani, 2020). Konservasi ada dua cara yaitu
secara ex situ dan in situ. Indonesia memiliki Kebun Raya Bogor sebagai salah satu
konservasi ex situ khusus tumbuhan. Kebun Raya Bogor mengoleksi tumbuhan dari
Indonesia maupun tumbuhan dari mancanegara (Lestari, 2021).

Langkah awal dalam konservasi adalah identifikasi yang bertujuan untuk
mengetahui, mengenal, dan memahami identitas dari tumbuhan yang dikonservasi.
Handayani (2020), mengatakan tujuan identifikasi adalah untuk memberi nama
ilmiah yang benar pada tumbuhan. Salah satu koleksi tumbuhan yang dikonservasi
di Kebun Raya Bogor yaitu Citrus sp. dengan nomor koleksi kebun XXIV.A.224-
a-b dikoleksi dari Sumatra Barat dan belum teridentifikasi pada tingkat spesies
(Ariati et al., 2019).

Koleksi Citrus sp. di Kebun Raya Bogor dari Sumatra Barat baru teridentifikasi
pada tingkat genus karena koleksi tersebut belum mampu menghasilkan organ

generatif. Menurut (Dewi, 2014), dibutuhkan waktu 2 sampai 4 tahun untuk Citrus
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sp. yang ditanam dari biji menghasilkan organ generatif. Namun, karakter bunga
sangat berguna dalam Kklasifikasi tumbuhan (Adelina et al., 2017). Astuti dan
Ajiningrum (2019), mengatakan bahwa bunga dan buah menjadi karakter penentu
dalam membedakan dua jenis Citrus hystrix.

Umumnya, identifikasi tumbuhan dilakukan secara morfologi dan anatomi
menggunakan daun, batang, bunga, buah, maupun biji (Handayani, 2020).
Identifikasi morfologi memiliki kekurangan karena ada faktor yang
memengaruhinya yaitu faktor lingkungan dan perbedaan umur tumbuhan (Mantang
et al.,, 2018). Sedangkan identifikasi anatomi tidak terlepas dari identifikasi
morfologi karena merupakan data pendukung dari identifikasi morfologi. Adelina
et al. (2017), mengatakan bahwa identifikasi secara morfologi mudah dilakukan
karena karakter morfologi yang mudah dilihat sedangkan identifikasi anatomi dapat
menunjukkan korelasi antara karakter anatomi dengan karakter yang lain sehingga
memperkuat batasan takson.

Identifikasi molekuler merupakan jenis identifikasi yang banyak digunakan
saat ini dengan menggunakan pendekatan molekuler, identifikasi molekuler dapat
dilakukan salah satunya dengan cara sekuen DNA dengan menggunakan DNA
barcode. DNA barcode adalah sekuen pendek DNA tertentu yang sudah
distandarisasi yang dapat digunakan untuk identifikasi (Annisa dan Hafzari, 2020).
Identifikasi molekuler dapat digunakan untuk mengkonfirmasi pengklasifikasian
spesies berdasarkan karakter morfologi yang sudah ada maupun untuk identifikasi

tumbuhan yang belum diketahui identitasnya (Mantang et al., 2018).
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Kriteria umum yang dimiliki DNA barcode sebagai penanda genetik yaitu
universalitas (mudah untuk diamplifikasi dan disekuensing), kualitas sekuen, dan
kekuatan diskriminasi (Hollingsworth et al., 2011). Kekuatan diskriminasi sangat
penting dimiliki oleh DNA barcode, karena untuk mengidentifikasi suatu spesies
artinya membedakan suatu spesies dengan spesies yang lain. Diskriminasi spesies
menggunakan DNA barcode dapat menggunakan beberapa metode, menurut
Sandionigi et al. (2012), metode untuk mendiskriminasi atau membedakan
hubungan antarspesies yaitu metode similiaritas atau jarak genetik, metode
pengelompokan hirarki atau tree-based, serta metode diagnostik dan berdasarkan
karakter.

DNA barcode pada tumbuhan yang akan digunakan pada penelitian ini
yaitu psbA-trnH intergenic spacer dan rbcL. Kedua region tersebut merupakan
DNA barcode kloroplas yang disebut juga dengan cpDNA (Kress dan Erickson,
2007). Genom plastida lebih tereksploitasi dibandingkan genom nukleus, genom
plastida diwariskan dari induk tunggal, tidak rekombinan, dan memiliki struktur
genom yang stabil (Kress et al., 2005).

rbcL dianjurkan menjadi DNA barcode untuk sekuen DNA tumbuhan oleh
Consortium for the Barcode of Life (CBOL) karena struktur ekson yang stabil
sehingga universal dapat digunakan pada semua tumbuhan (Alshehri et al., 2019).
Selain itu, pada penelitian yang dilakukan oleh Liu et al. (2021), DNA barcode
rbcL diindikasikan sebagai DNA barcode yang memiliki level tinggi terhadap

stabilitas genetik pada Citrus reticulata. rbcL adalah DNA barcode daerah coding,
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artinya DNA yang dapat mengkode protein dan memiliki tingkat mutasi yang
sangat rendah (Rahayu dan Jannah, 2019).

Anakha dan Hari (2021), mengatakan bahwa psbA-trnH intergenic spacer
mampu mengidentifikasi sampai pada tingkat spesies. Diperkuat oleh penelitian
yang dilakukan Mahadani dan Ghosh (2014), yang megatakan bahwa
teriidentifikasi inverted repeat sepanjang 54 bp yang unik dalam urutan psbA-trnH
intergenic spacer hanya di Citrus. psbA-trnH intergenic spacer adalah DNA
barcode daerah noncoding, yakni daerah yang tidak mengkode protein sehingga

memiliki tingkat mutasi yang tinggi (Taberlet et al., 1991)

1.2. Rumusan Masalah

Citrus sp. salah satu koleksi Kebun Raya Bogor yang di koleksi dari daerah
Sumatra Barat baru memiliki organ vegetatif dan belum mampu menghasilkan
organ generatif karena pertumbuhan organ generatif Citrus sp. yang ditanam dari
biji membutuhkan waktu 2 sampai 4 tahun, oleh karena itu identifikasi secara
molekuler diperlukan dan lebih efektif untuk digunakan dalam menentukan spesies
Citrus sp. yang ditanam di Kebun Raya Bogor. ldentifikasi molekuler untuk
mendapatkan sekuen DNA dari Citrus sp. menggunakan DNA barcode yaitu rbcL
dan psbA-trnH intergenic spacer dengan membandingkan kemampuan

diskriminasi kedua DNA barcode ini.

1.3. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini diantaranya sebagai berikut:
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1. Membandingkan kemampuan diskriminasi primer rbcL dan psbA-trnH
intergenic spacer terhadap Citrus sp. koleksi Kebun Raya Bogor dari
Sumatra Barat.

2. Mengidentifikasi takson tingkat spesies dari Citrus sp. koleksi Kebun

Raya Bogor dari Sumatra Barat.

1.4. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah memberikan informasi tentang spesies
Citrus sp. koleksi Kebun Raya Bogor dari Sumatra Barat dan juga diharapkan dapat
menjadi informasi identifikasi molekuler dengan menggunakan DNA barcode rbcL

dan psbA-trnH intergenic spacer.
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