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RINGKASAN

IRVAN FADLI WANDA. Studi DNA Barcoding Diospyros spp. Kawasan Malesia.
Dibimbing oleh TATIK CHIKMAWATI dan NINA RATNA DJUITA.

Diospyros spp. di kawasan Malesia memiliki keanekaragaman yang tinggi
dan berpotensi sebagai komoditi ekonomi. Namun, banyak Diospyros spp. yang
pelum teridentifikasi dan kurang tepat dalam identifikasi serta penamaannya
sehingga keanekaragaman tersebut perlu dikonfirmasi. Identifikasi hingga tingkat
ienis pada marga Diospyros spp. sulit dilakukan karena keberadaan organ generatif
{bunga dan buah) jarang ditemukan sedangkan organ generatif merupakan ciri
pembeda yang biasa digunakan untuk identifikasi jenis dari marga Diospyros spp.
Pendekatan DNA barcoding pada daun dapat digunakan dalam identifikasi jenis
spesimen hidup Diospyros spp. di kawasan Malesia. Tujuan dari penelitian ini
untuk memberikan informasi mengenai keanekaragaman Diospyros spp. di
kawasan Malesia melalui pendekatan DNA barcoding dan mengungkapkan
informasi filogeni Diospyros spp. di kawasan Malesia.

Penelitian dilaksanakan pada bulan Mei 2020 hingga Februari 2021 di
Laboratorium Molekuler Pusat Penelitian Konservasi Tumbuhan dan Kebun Raya,
LIP1. Sampel Diospyros spp. diambil dari koleksi Kebun Raya Bogor. Prosedur
pengamatan DNA barcoding meliputi empat tahap utama yaitu ektraksi DNA,
amplifikasi, visualisasi DNA dan produk PCR, serta sekuensing. Primer barcoding
yang digunakan berasal dari plastida trnL-F intergenic spacer (IGS). Data sekuen
DNA barcoding dianalisis menggunakan perangkat lunak BioEdit untuk proses
konstruksi konsensus sekuen. Selanjutnya dilakukan data mining melalui BLAST
secara online untuk identifikasi kemiripan sekuen berdasarkan database yang
terdapat di National Center for Biotechnology Information (NCBI), Multiple
alignment sequences melalui multiple sequence comparison by log-expectation
(MUSCLE) dan konstruksi pohon filogenetik dengan metode Maksimum
Parsimoni (MP) dan algoritma Tree-Bisection-Regrafting (TBR) yang dilakukan
menggunakan perangkat lunak MEGA X dengan pairwise deletion option dan
bootstrap 1000x. Konstruksi pohon filogenetik menggunakan 20 aksesi Diospyros
spp yang disekuensing, 40 aksesi sekuen Diospyros spp. hasil BLAST dan empat
outgroup berasal dari database NCBI.

Keanekaragaman Diospyros spp. di kawasan Malesia telah diungkapkan
terhadap 20 aksesi yang mewakili 18 jenis Diospyros. melalui pendekatan DNA
barcoding dengan menggunakan primer trnL-F 1GS. Sepuluh jenis Diospyros
merupakan informasi sekuen baru yang dipublikasikan di Kawasan Malesia.
Berdasarkan lokasi asal aksesi, Diospyros paling banyak ditemukan di Pulau Jawa
(6 aksesi) dan Sulawesi (5 aksesi), sedangkan yang paling sedikit ditemukan di
Pulau Sumatra dan Filipina, masing-masing satu aksesi. Validasi pada 20 aksesi
Diospyros dengan data sekuen pada GenBank menunjukkan adanya hubungan
kekerabatan dengan 44 jenis Diospyros lainnya di dunia. Rata-rata frekuensi
ntikleotida pada sekuen trnL-F IGS dalam Diospyros spp. adalah 34,7 % (T),
24,0 % (C), 29,2 % (A), dan 15,0 % (G). Analisis filogenetik menggunakan metode
maksimum parsimoni dan 1000 ulangan bootstrap pada 68 DNA sekuen (64
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Diospyros spp. dan empat outgroup) menghasilkan satu pohon filogeni yang kokoh
dengan nilai consistensy index (Cl) 0,82 dan retention index (R1) 0,89.

Semua Diospyros spp. yang dianalisa membentuk satu kelompok monofiletik
dan selanjutnya terbagi menjadi tujuh klada. Ketujuh klada ini memperbarui data
filogenetik Diospyros di Kawasan Malesia. Hipotesis kedekatan biogeografi
mendukung hasil filogenetik. Distribusi jenis dalam klada ditentukan berdasarkan
kemiripan basa nukleotida dan juga dapat dikelompokkan berdasarkan sebaran dari
Diospyros tersebut: Kawasan Malesia (klada | dan V), Kawasan Malesia-Kaledonia
(klada Il dan 1V), Kosmopolit hampir di semua bioregion (klada Il, VI dan VII).

Kata kunci: eboni, filogeni, Malesia



SUMMARY

IRVAN FADLI WANDA. Barcoding DNA Study of Diospyros spp. in Malesian
Region. Supervised by TATIK CHIKMAWATI and NINA RATNA DJUITA.

Diospyros spp. in the Malesian region has a high diversity and potential as an
gconomic commodity. However, many Diospyros spp. have not been identified and
inaccurate in its identification and naming so that this diversity needs to be
confirmed. Identification to species level in the genus Diospyros spp. is difficult to
e done because generative organs (flowers and fruit) are rarely found, even though
the generative organs are a distinguishing feature commonly used to identify
species from the genus Diospyros. The leaf barcoding DNA approach can be used
to Identify the live specimens of Diospyros spp. in the Malesian region. This study
alms to provide information about Diospyros diversity in the Malesian region
through a barcoding DNA approach and disclosing phylogeny information of
Diospyros spp. in the Malesian region.

The research was conducted in May 2020 to February 2021 at the Molecular
Laboratory of the Research Center for Plant Conservation and Botanic Gardens,
LIP1. Sample Diospyros spp. was taken from the collection of the Bogor Botanical
Gardens. The barcoding DNA observation procedure included four main stages:
DNA extraction, amplification, visualization of DNA and PCR products, and
sequencing. The barcoding primer used comes from plastids (trnL-F intergenic
spacer) genome. Barcoding DNA sequence data were analyzed using BioEdit
software for the consensus sequence construction process. Furthermore, online data
mining of BLAST was carried out to identify similar sequences based on the
database available at the National Center for Biotechnology Information (NCBI),
multiple alignment sequences through Multiple Sequence Comparison by Log-
expectation (MUSCLE) and construction of phylogenetic trees using the Maximum
Parsimony (MP) method and the Tree-Bisection-Regrafting (TBR) algorithm which
was carried out using MEGA X software with pairwise deletion option and 1000x
bootstrap. Phylogenetic tree construction using 20 sequenced Diospyros spp.
accessions, 40 BLAST accessions of Diospyros spp. sequences and four outgroups
collected from the NCBI database.

The diversity of Diospyros spp. in the Malesian region has been disclosed on
20 accessions representing 18 species of Diospyros spp. through a barcoding DNA
approach using trnL-F intergenic spacer primers. Ten sequences of Diospyros
species from the Malesian Region are new sequence information published. Based
on the origin of the accessions, Diospyros were mostly found in Java (6 accessions)
and Sulawesi (5 accessions), while the least was found in Sumatra and the
Philippines, each one accession. Validation of 20 Diospyros accessions using
sequence data on GenBank showed that they had a kinship to 44 other Diospyros
species in the world. The mean nucleotide frequencies trnL-F intergenic spacer
sequence in Diospyros spp. were 34.7% (T), 21.0% (C), 29.2% (A), and 15.0% (G).
Phylogenetic analysis using the maximum parsimony method with 1000 bootstrap
feplications on 68 DNA sequences (64 Diospyros spp. and four outgroups) resulted
asrobush tree with a consistency index (CI) of 0.82 and a retention index (RI) of
0.89.
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All Diospyros spp. analyzed form a monophyletic group and are further
divided into seven clades. The clades update the phylogenetic data of Diospyros in
the Malesian Region. The biogeographic proximity hypothesis supports the
phylogenetic results. Thus, this study supports that the distribution of species in
clades is determined based on the similarity of nucleotide bases as well as the
distribution of Diospyros : Malesian region (clades | and V), Malesian-Caledonian
region (clade Il and 1V), cosmopolitan in almost all bioregions (Clade I1, V1, and
VII).

Keywords: ebony, Malesia, phylogeny
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