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Abstrak

Indonesia merupakan negara tropis yang memiliki keanekaragaman yang tinggi untuk produk
pertanian. Salah satu tanaman tahunan yang berasal dari Asia, khususnya Indonesia, adalah jeruk.
Manfaat dari buah jeruk digunakan untuk industri produk buah kalengan, minuman, pektin, asam
sitrat, seed oil, peel oil, essential distilated oil dan lain sebagainya, selain itu kulitnya juga
dimanfaatkan sebagai penenang, penghalus kulit hingga obat anti nyamuk. Identifikasi hasil
pemuliaan tanaman jeruk dapat dilakukan secara molekuler. Maka pada penelitian ini dilakukan
studi in silico molekuler dengan memanfaatkan data sekuen tanaman jeruk di basis data NCBI.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melihat kekerabatan dari beberapa spesies Citrus
berdasarkan sekuens ITS menggunakan analisis pohon filogenetik. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa pohon filogenetik terbagi menjadi 2 kelompok. Kelompok in group terbagi dalam dua klad
besar yaitu klad 1 dan klad 2. Klad 1 terdiri dari 5 spesies yaitu Citrus hystrix 1, Citrus aurantiifolia
1, Citrus hystrix 2, Citrus limon 1 dan Citrus aurantiifolia 2. Klad 2 terdiri dari 9 spesies yaitu
Citrus maxima 1, Citrus aurantium 2, Citrus aurantium 1, Citrus maxima 2, Citrus sinensis 1,
Citrus limon 2, Citrus reticulata 2, Citrus sinensis 2 dan Citrus reticulata 1. Kemudian kelompok
out group terdiri dari 1 spesies yaitu Actinidia deliciosa.

Kata kunci: Indonesia; in silico; ITS; Jeruk (Citrus spp.); Analisis Pohon Filogenetik

Abstract

Indonesia is a tropical country that has a high diversity of agricultural products. One of the annual plants
originating from Asia, especially Indonesia, is citrus. The benefits of citrus fruits are used for the canned
fruit industry, beverages, pectin, citric acid, seed oil, peel oil, essential distillated oil and so on, besides that
the skin is also used as a sedative, skin softener and mosquito repellent. ldentification of citrus plant
breeding results can be done molecularly. So in this study, the identification of citrus plants was carried out
molecularly by means of analysis using a phylogenetic tree. The purpose of this study was to examine the
kinship of several types of Citrus species based on ITS sequences molecularly using phylogenetic tree
analysis. The results showed that the phylogenetic tree was divided into 2 groups. The in group group is
divided into two major clades, namely clade 1 and clade 2. Class 1 consists of 5 species, namely Citrus
hystrix 1, Citrus aurantiifolia 1, Citrus hystrix 2, Citrus limon 1 and Citrus aurantiifolia 2. Clad 2 consists of
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9 species, namely Citrus maxima 1, Citrus aurantium 2, Citrus aurantium 1, Citrus maxima 2, Citrus
sinensis 1, Citrus limon 2, Citrus reticulata 2, Citrus sinensis 2 and Citrus reticulata 1. Then the out group
consisted of 1 species, namely Actinidia deliciosa.

Keywords: Indonesia; in silico; ITS; Orange (Citrus); Phylogenetic Tree Analysis

PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara tropis yang memiliki keanekaragaman yang tinggi untuk
produk pertanian. Salah satu tanaman tahunan yang berasal dari Asia, khususnya Indonesia, adalah
jeruk (Hanifa et al., 2021). Tanaman ini dapat tumbuh baik di daerah tropis dan subtropis (Adelina
et al., 2017). Buah jeruk menjadi peringkat pertama dalam pasar buah internasional. Jeruk
merupakan salah satu komoditas hortikultura yang berfungsi sebagai sumber gizi, sumber
pendapatan, dan sumber devisa negara (Triani, 2020).

Pada umumnya buah jeruk merupakan sumber vitamin C yang berguna untuk kesehatan
manusia. Vitamin C pada buah jeruk terdapat dalam sari buah, daging dan kulit, terutama pada
lapisan terluar kulit buah (Adelina et al., 2017). Buah jeruk selain digunakan untuk konsumsi buah
segar dan minuman sari buah segar, buah jeruk juga banyak digunakan untuk industri produk buah
kalengan, minuman, pektin, asam sitrat, seed oil, peel oil, essential distilated oil, citrus alcohol,
citrus wines dan brandies, citrus jams, jelly dan gel yang dapat digunakan sebagai campuran dalam
industri makanan dan farmasi (Kosmiatin & Ali, 2018). Selain itu pada kulit jeruk juga banyak
memiliki manfaat diantaranya dapat dijadikan sebagai penenang, penghalus kulit hingga obat anti
nyamuk (Adelina et al., 2017).

Identifikasi hasil pemuliaan tanaman jeruk dapat dilakukan secara morfologi, anatomi,
sitogenetika dan molekuler (Triani, 2020). Sejak akhir abad ke-20, perkembangan biologi molekuler
mendukung penelitian di bidang biodiversitas dan sistematika tumbuhan. Salah satunya adalah
untuk identifikasi spesies tumbuhan secara molekuler (barcoding) (Sindiya et al., 2018). Salah satu
cara identifikasi secara molekuler yang dilakukan adalah dengan membuat pohon filogenetik
menggunakan data sekunder. Data sekunder yang digunakan berupa DNA atau protein yang berasal
dari website NCBI. Kemudian pada buah jeruk (Citrus) analisis kekerabatan perlu dilakukan untuk
mengetahui kekerabatan antar Citrus spp. mengikuti Anafarida dan Badruzsaufari (2020).

Pada penelitian ini yang digunakan adalah sekuen ITS (Internal Transcribed Spacer).
ITS merupakan salah satu penanda molekuler DNA vyang sering digunakan oleh para ahli
untuk menganalisis kekerabatan pada tumbuhan, baik tumbuhan tingkat tinggi maupun
tumbuhan rendah (Ramdhini & Jannah, 2021). Sekuen ITS dapat membedakan inter dan intra
spesies serta penelusuran hubungan kekerabatan dengan melihat perbedaan daerah conserved dan
melihat similaritas daerah variabel (Rahayu & Jannah, 2019). Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk melihat kekerabatan dari beberapa spesies Citrus spp. berdasarkan sekuens ITS secara
molekuler menggunakan analisis pohon filogenetik.

MATERIAL DAN METODE
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah aplikasi software MEGA X. Kemudian
untuk bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah data sekuens nukleotida yang diambil dari
GenBank melalui website NCBI. Data sekuen nukleotida yang diambil adalah dari spesies Citrus
yang sama yang digunakan sebagai perbandingan, hal ini bertujuan untuk melihat kekerabatan pada
spesies yang satu dengan yang lainnya.

Prosedur Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan data sekuens nukleotida sebanyak 14 spesies
genus Citrus dan 1 spesies dari genus yang berbeda. Data sekuens ini berasal dari GenBank melalui
website NCBI (National Center for Biology Information). Satu spesies dari genus yang berbeda

Bio Sains Jurnal Ilmiah Biologi, 2(2): 39-47, Maret 2023 63



tersebut adalah spesies out group. Spesies out group tersebut adalah Actinidia deliciosa. Berikut
adalah daftar spesies yang diperoleh dari data GenBank (Tabel 1).

Tabel 1. Sekuen Citrus spp. dan nomor aksesi dari NCBI

No. Spesies Genus Nomor Aksesi
1 Citrus maxima 1 Citrus GQ225854.1
2 Citrus maxima 2 Citrus HQ893875.1
3 Citrus reticulata 1 Citrus GQ225853.1
4 Citrus reticulata 2 Citrus HQ893877.1
5 Citrus sinensis 1 Citrus FJ641919.1
6 Citrus sinensis 2 Citrus MG702211.1
7 Citrus aurantiifolia 1 Citrus AB456118.1
8 Citrus aurantiifolia 2 Citrus FJ641964.1
9  Citrus hystrix 1 Citrus AB456053.1
10  Citrus hystrix 2 Citrus FJ641960.1
11 Citrus limon 1 Citrus FJ641963.1
12  Citrus limon 2 Citrus MG702204.1
13  Citrus aurantium 1 Citrus KU535472.1
14  Citrus aurantium 2 Citrus MG702216.1
15 Actinidia deliciosa Actinidia KC832314.1

Analisis Filogenetik

Sekuens nukleotida dianalisis pensejajaran sekuens (edit/alignment build) dengan Clustal-W
menggunakan software MEGA X. Analisis filogenetika menggunakan metode maximum likelihood
dengan bootstrap sebanyak 1000 menggunakan model Kimura 2-parameter.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelusuran mencari data sekuens nukleotida bahwa 15 data sekuens yang
dicari semuanya tersedia pada GenBank di website NCBI. Data sekuens tersebut terdiri dari 14 data
sekuens yang termasuk dalam genus Citrus dan 1 data sekuens adalah out group dari genus
Actinidia. out group sangat dibutuhkan dalam pembuatan pohon filogenetik. Out group bertujuan
untuk mengetahui karakter primitif (plesiomorf) dan karakter derivat (apomorf) dari kelompok in
group serta untuk menentukan titik awal pembentukan sebuah pohon filogenetik (Subari et al.,
2021). Rekonstruksi pohon filogenetik dengan metode maximum likelihood didapatkan pohon
filogenetik yang membentuk 2 kelompok in group dan 1 outgroup (Gambar 1).
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Gambar 1. Pohon Filogenetik Spesies Citrus

Kelompok in group terbagi dalam dua klad besar yaitu klad 1 dan klad 2. Klad 1 terdiri dari
5 spesies yaitu Citrus hystrix 1, Citrus aurantiifolia 1, Citrus hystrix 2, Citrus limon 1 dan Citrus
aurantiifolia 2. Klad 2 terdiri dari 9 spesies yaitu Citrus maxima 1, Citrus aurantium 2, Citrus
aurantium 1, Citrus maxima 2, Citrus sinensis 1, Citrus limon 2, Citrus reticulata 2, Citrus sinensis
2 dan Citrus reticulata 1. Kemudian kelompok out group terdiri dari 1 spesies yaitu Actinidia
deliciosa.

Berdasarkan letak cabang dan nilai bootstrap, kekerabatan terdekat dimiliki oleh Citrus
hystrix 1 dengan no. GenBank AB456053.1 dan Citrus hystrix 2 dengan no. GenBank FJ641960.1.
Nilai bootstrap pada kedua spesies tersebut yaitu 91. Nilai bootstrap merupakan nilai yang
digunakan untuk menguji seberapa baik set data model yang digunakan, jika nilai bootstrap rendah
maka sekuen dari analisis untuk mendapatkan sebuah pohon filogenetik menjadi tidak dapat
dipercaya. Pohon filogenetik yang tinggi dan baik adalah pohon filogenetik dengan nilai bootstrap
di atas 70 (Subari et al., 2021).

Pada kladogram gambar pohon filogenetik terlihat bahwa ada beberapa spesies yang sama
dan mengelompok, ada pula spesies yang sama tetapi tidak mengelompok. Citrus hystrix 1 dengan
no. GenBank AB456053.1 dan Citrus hystrix 2 dengan no. GenBank FJ641960.1 adalah spesies
yang sama dan mengelompok kemudian spesies lain juga terdapat pada Citrus aurantium 2 dengan
no. GenBank MG702216.1 dan Citrus aurantium 1 dengan no. GenBank KU535472.1. Penyebab
spesies yang sama tetapi tidak mengelompok yaitu disebabkan karena terjadinya evolusi divergen,
dimana spesies tersebut berasal dari garis keturunan yang sama serta bentuk morfologi yang sama,
akan tetapi keduanya tidak mengelompok, hal ini dikarenakan letak geografis spesies tersebut
berbeda, misalnya pada Citrus reticulata 2 dengan no. GenBank HQ893877.1 dan Citrus reticulata
1 dengan no. GenBank GQ225853.1.

Kladogram pada gambar tersebut memberi petunjuk bahwa 14 spesies dalam kelompok in
group mengelompok dalam masing-masing klad berdasarkan kemiripan sekuens nukleotida.
Persamaan serta perbedaan karakter yang dimiliki antar spesies tersebut digunakan untuk
mengetahui hubungan kekerabatannya (Anafarida & Badruzsaufari, 2020).

Analisis filogenetik diperkuat dengan adanya nilai jarak genetik. Adapun jarak genetik
spesies Citrus dapat dilihat pada Gambar 2.

Bio Sains Jurnal Ilmiah Biologi, 2(2): 39-47, Maret 2023 65



wise Distances (Alligment mega 3.meg)

pi

on Help
.

Display Average Capt
l:‘o o;x,\ B u ﬂ ..‘ [,_,[
1 ‘ > 3 4 s 6 7 ] ] 10 1n n 13 " 15
[1.6Q225854.1 Citrus maxima | [ | | | | | [ [ | [ | | | |
|2-MG702204.1 Citrus limon 00338
| 3. F1641963.1 Citrus fimon | 00473 00460
| 4 F1641960.1 Citrus hystrix | 00210 o030 00332
|'5. AB456053.1 Citrus hystrix 00242, 00352 00372 0.0031

| 6. MG702216.1 Citrus aurantium 00208 00438 00458 00368 00399
| 7. KUS35472.1 Citrus a 00129 00338 00351 00110 00143 00256
| 8. F1641964.1 Citrus au 00506 00751 00412 00477 00499 00748 0.0496

3 9. AB456118.1 Citrus a 00240 00348 0.0367 00031 0.0047 00395 00141 0.0511
| 10. KC832314.1 Actinidia deliciosa | 04746] 04618 05015 04462 04460 04885 04464 04614 0.4452
| 11, F1641919.1 Citrus sinensis 00887 00676 00954 00751 00795 00731 00771 01207 00787 05210
s | 00294 00142 00405 00174 00208 00352 00190 00604 00206 04364 00639
2 us reticulata 00324 00110 00460 00208 00240 00254 00225 00630 00238 04425 00693 00047
|14, HQes3875.1 Citrus mawima | 00360 00303 00513 00237 00272 00417 00254 00638 00269 04428 00765 00157 00191
[15.MG702211.1 Citrus sinensis | 00306 00030, 00423 00303 00335 00405 00321 00731 00332 04625 00633 00126 00094 00286-

Gambar 2. Nilai Jarak Genetik

Berdasarkan hasil analisis jarak genetik dapat diketahui bahwa jarak genetik terdekat adalah
pada spesies Citrus hystrix 1 dengan no. GenBank AB456053.1 dan Citrus hystrix 2 dengan no.
GenBank FJ641960.1. Nilai jarak kedua spesies tersebut yaitu 0,003 (0,3%). Sedangkan jarak
genetik terjauh yaitu pada spesies Citrus sinensis 1 dengan no. GenBank FJ641919.1 dan Actinidia
deliciosa dengan no. GenBank KC832314.1. Nilai jarak kedua spesies tersebut yaitu 0,521 (52,1%).

SIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pohon filogenetik terbagi menjadi 2 kelompok.
Kelompok in group terbagi dalam dua klad besar yaitu klad 1 dan klad 2. Klad 1 terdiri dari 5
spesies. Kemudian kelompok out group terdiri dari 1 spesies yaitu Actinidia deliciosa. Kekerabatan
terdekat dimiliki oleh Citrus hystrix 1 dan Citrus hystrix 2. Nilai bootstrap pada kedua spesies
tersebut yaitu 91. Selanjutnya untuk nilai jarak genetik terdekat analisis filogenetik yaitu pada
spesies Citrus hystrix 1 dan Citrus hystrix 2 sebesar 0,003 (0,3%). Sedangkan jarak genetik terjauh
yaitu pada spesies Citrus sinensis 1 dan Actinidia deliciosa sebesar 0,521 (5,21%).
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