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ABSTRAK

Genus Zanthoxylum merupakan anggota dari suku Rutaceae yang tersebar luas di Asia Tengah
dan Amerika Utara. Genus ini memiliki potensi yang sangat besar dalam bidang medis karena dapat
menghasilkan minyak esensial serta dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai sumber obat. Saat ini
penelitian genus Zanthoxylum terfokus pada bidang fitokimia. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
hubungan kekerabatan spesies dalam genus Zanthoxylum menggunakan DNA kloroplas sekuen gen matk.
Data sekuen gen matK diperoleh dari National Center for Biotechnology. Sebanyak 22 spesies dari genus
Zanthoxylum yang berasal dari 13 negara digunakan dalam analisis ini. Data sekuen kemudian dianalisis
hubungan kekerabatan dengan menggunakan program MEGA 7. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
rata-rata jumlah nukleotida pada sekuen matK adalah 35,5% (T), 19,6% (C), 26,9% (A), dan 18,0% (G).
Hasil analisis filogenetik menunjukkan bahwa sekuen gen matK pada spesies dalam genus Zanthoxylum
mengelompok ke dalam satu kelompok dan terpisah dari outgroup-nya (Citrus paradisi dan Melicope
vitiflora). Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa DNA kloroplas sekuen gen matK dapat
digunakan untuk mengelompokkan spesies dalam genus Zanthoxylum terpisah dari genus lainnya (antar
spesies) tetapi kurang dapat memisahkan spesies dalam genus yang sama (intra spesies). Hasil penelitian
ini dapat dimanfaatkan sebagai informasi awal untuk menganalisis hubungan kekerabatan spesies dalam
genus Zanthoxylum menggunakan berbagai penanda molekuler.

Kata Kunci: Zanthoxylum, DNA Kloroplas, matK, Analisis Filogenetik

RELATIONSHIP SPECIES OF SPECIES IN GENUS Zanthoxylum USING SEKUEN GEN
MATURASE K (matK) CHLOROPLAST DNA

ABSTRACT

The genus Zanthoxylum is a member of the Rutaceae tribe which is widespread in Central Asia and North
America. This genus has enormous potential in the medical field because it can produce essential oils and
be used by the community as a source of medicine. Currently the Zanthoxylum genus study focuses on
phytochemicals. This study aims to analyze the relationship of species kinship in the genus Zanthoxylum
using chloroplast DNA sequences of matK gene. Sequence data of matK gene was obtained from National
Center for Biotechnology. A total of 22 species of the Zanthoxylum genus originating from 13 countries
were used in this analysis. The sequence data was then analyzed by using the MEGA 7 program. The
results showed that the average number of nucleotides in the matK sequence was 35.5% (T), 19.6% (C),
26.9% (A), and 18.0% (G). The results of phylogenetic analysis show that the sequences of the matK gene
in species within the Zanthoxylum genus clumped into one group and separated from their outgroup
(Citrus paradisi and Melicope vitiflora). Based on the results of the study, it can be concluded that the
chromosome DNA of the mole genomes of matK can be used to group the species within the genus
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Zanthoxylum apart from the other (inter-species) but less able to separate species within the same genus
(intra-species). The results of this study can be utilized as preliminary information to analyze the
relationship of species kinship within the Zanthoxylum genus using various molecular markers.

Keyword: Zanthoxylum, Chloroplast DNA, matK, Phylogenetic Analysis

Pendahuluan

Bioinformatika merupakan cabang ilmu
biologi yang lahir seiring dengan berkembang
pesatnya ilmu pengetahuan dan teknologi.
Bioinformatika merupakan kombinasi dari
berbagai disiplin ilmu biologi dan teknologi
informasi (Lesk, 2002). Disiplin ilmu yang
dimaksud sangat berkaitan dengan tools
komputasi yang menjadi metode dalam
menganalisis data biologi dalam jumlah besar.
Menurut Chou (2004), bioinformatika merupakan
gabungan dari ilmu biologi, biokimia, matematika,
dan komputer dengan memanfaatkan kemajuan
teknologi untuk mengolah data biologi berupa
sekuen DNA, RNA, dan protein. Perkembangan
bioinformatika tidak terlepas dari dukungan tiga
organisasi besar yaitu National Center for
Biotechnology (NCBI), Data Bank of Japan (DDBJ),
dan European Bioinformatics Institute (EBI)
(Mathura & Kangueane, 2009). Pada bidang biologi
molekuler, bioinformatika merupakan bagian
penting dalam analisis data-data biologi khususnya
data sekuen DNA maupun informasi genetik
lainnya.

Genus Zanthoxylum merupakan anggota
dari suku Rutaceae. Genus ini merupakan sumber
minyak esensial, tanaman obat, dan kuliner serta
memiliki kandungan metabolit yang menjadikan
sebagai sumber obat (Kumar et al. 2014; Zhang et
al. 2014). Genus dapat mengobati berbagai
penyakit seperti sakit perut, disentri, sakit gigi, dan
menyembuhkan gigitan binatang berbisa (Guo et
al, 2011). Zanthoxylum tersebar luas di wilayah
Asia Tengah dan Amerika Utara (Hartley, 1966).

Saat ini, penelitian genus Zanthoxylum
terfokus pada bidang fitokimia (Li et al, 2015).
Beberapa penelitian menggunakan penanda
molekuler seperti RAPD (Putri et al, 2015;
Sembiring et al, 2015), ISSR (Deng et al. 2008),
AFLP (Gupta & Mandi, 2013) dan SSR (Yoshida et
al. 2010) telah dilakukan untuk menganalisis

keragaman genetik diantara spesies dalam genus
Zanthoxylum. Namun, penelitian tentang hubungan
filogenetik dalam genus Zanthoxylum masih jarang
dilakukan (Feng et al., 2016).

DNA kloroplas merupakan DNA dengan
tingkat rekombinasi genetik yang rendah dan
berasal dari garis keturunan maternal (Wang et al.,
2013). DNA Kkloroplas telah banyak digunakan
dalam studi hubungan kekerabatan berbagai
tanaman angiospermae (Jing et al, 2011). Gen
kloroplas terdiri dari berbagai gen seperti trnL-F,
rbcl, dan matK (Kress & Erickson, 2007). Gen matK
merupakan gen yang direkomendasikan oleh The
Concortium for the Barcode of Life (Hollingworth et
al,, 2009).

Salah satu spesies dari genus Zanthoxylum
yang banyak dimanfaatkan oleh masyarakat di
provinsi Sumatera Utara, Indonesia adalah
Zanthoxylum acanthopodium DC atau yang dikenal
dengan nama Andaliman. Buah dari tanaman ini
banyak dimanfaatkan sebagai bumbu khas
masakan tradisional suku Batak di Sumatera Utara
(Suriawati & Kristanty, 2015). Tanaman ini juga
banyak digunakan untuk mengawetkan makanan
seperti ikan mentah dan tahu (Parhusip et al,
2007). Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
hubungan kekerabatan antar genus Zanthoxylum
menggunakan sekuen matK dari berbagai wilayah
geografi.

Bahan dan Metode

Penelitian ini memanfaatkan data sekuen
matK DNA kloroplas pada tanaman dari genus
Zanthoxylum. Data sekuen diperoleh dari genebank
penyedia data sekuen NCBI. Sebanyak 22 spesies
dari genus Zanthoxylum yang berasal dari 13
negara dianalisis hubungan kekerabatannya
berdasarkan gen matK DNA kloroplas. Analisis ini
menggunakan outgroup Citrus paradisi dan
Melicope vitiflora. Data sekuen yang digunakan
dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Sekuen DNA kloroplas gen matK yang digunakan dalam penelitian

No Spesies Nomor Aksesi Asal
1 Zanthoxylum holtzianum ]X518057.1 Afrika Selatan
2 Zanthoxylum capense ]JQ025016.1 Afrika Selatan
3 Zanthoxylum leprieurii JF271006.1 Afrika Selatan
4 Zanthoxylum humile JF271005.1 Afrika Selatan
5 Zanthoxylum davyi JX517950.1 Afrika Selatan
6 Zanthoxylum clava-herculis MF350254.1 Amerika Serikat
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7 Zanthoxylum avicennae HQ415288.1 China

8 Zanthoxylum armatum KX344556.1 India

9 Zanthoxylum nitidum AB925028.1 Kamboja
10 Zanthoxylum gilletii KC627917.1 Kamerun
11 Zanthoxylum fagara JQ589092.1 Kosta Rika
12 Zanthoxylum melanostictum ]Q589556.1 Kosta Rika
13 Zanthoxylum acuminatum ]Q589550.1 Kosta Rika
14 Zanthoxylum delagoense KX146326.1 Mozambik
15 Zanthoxylum setulosum GQ982131.1 Panama

16 Zanthoxylum ekmanii GQ982130.1 Panama

17 Zanthoxylum punctatum KJ012828.1 Puerto Rico
18 Zanthoxylum monophyllum KJ012827.1 Puerto Rico
19 Zanthoxylum flavum KJ012826.1 Puerto Rico
20 Zanthoxylum brachyacanthum KM894730.1 Australia
21 Zanthoxylum americanum EF489101.1 Spanyol

22 Zanthoxylum simulans EF489100.1 Swiss

23 Citrus x paradisi (outgroup) JN315360.1 India

24 Melicope glabra (outgroup) KJ709002.1 Singapore

Sekuen DNA yang telah diperoleh
dianalisis menggunakan program MEGA 7 untuk
melihat hubungan kekerabatannya. Seluruh
sekuen DNA yang diperoleh kemudian di
alignment menggunakan menu Clustal W pada
program MEGA 7 dan kemudian kontruksi pohon
filogenetik menggunakan menu pembuatan pohon
filogenetik dengan metode Neighbor-Joining dan
Maximum Parsimony pada program MEGA 7.

Hasil dan Pembahasan

Sekuen DNA yang diperoleh dianalisis
menggunakan program MEGA 7. Hasil alignment
menunjukkan bahwa sekuen matK pada genus
Zanthoxylum terdiri dari 865 karakter. Dari data
tersebut terdapat 768 karakter konservatif, 25
karakter berpotensi parsimony informativ, dan 95
karakter merupakan wilayah variabel. Hasil

alignment juga menunjukkan bahwa adanya gap
yang disebabkan adanya insersi dan delesi pada
urutan  basa  nitrogen. Hasil  alignment
menunjukkan bahwa spesies pada genus
Zanthoxylum memiliki tingkat homologi yang
tinggi (88,78%) berdasarkan gen matK DNA
kloroplas.

Rata-rata jumlah nukleotida pada sekuen
matK adalah 35,5% (T), 19,6% (C), 26,9% (A), dan
18,0% (G). Sekuen ini kaya akan T/A yaitu sebesar
62,4% sedangkan G/C sebesar 37,6% (Tabel 2). Li
(1997) menyatakan bahwa komosisi nukleotida
yang paling banyak pada daerah nonkoding DNA
kloroplas adalah Adenin dan Timin. Di sisi lain,
rasio transisi/transversi cukup tinggi (R = 0,85)
dimana laju subtitusi sebesar 11,51% dan laju
transversi 6,75%.

Tabel 2. Variasi komposisi nukleotida pada sekuen matK pada Genus Zanthoxylum

Sekuen genus Zanthoxylum T C A G Total G/C A/T
Zanthoxylum acuminatum (JQ589550.1) 355 19.2 26.9 18.3 698 37.5 62.4
Zanthoxylum americanum (EF489101.1) 34.8 20.1 27 18 859 38.1 61.8
Zanthoxylum armatum (KX344556.1) 34.3 19.5 26 20.2 565 39.7 60.3
Zanthoxylum avicennae (HQ415288.1) 353 20.5 26 18.2 828 38.7 61.3
Zanthoxylum brachyacanthum (KM894730.1) 35.2 19.9 27 17.9 559 37.8 62.2
Zanthoxylum capense (JQ025016.1) 349 18.9 27.9 18.3 739 37.2 62.8
Zanthoxylum clava-herculis (MF350254.1) 35.6 20.6 25.8 18 822 38.6 61.4
Zanthoxylum davyi (JX517950.1) 35.6 189 27.6 17.9 756 36.8 63.2
Zanthoxylum delagoense (KX146326.1) 354 20.4 26.5 17.7 804 38.1 61.9
Zanthoxylum ekmanii (GQ982130.1) 37 18.6 27.5 17 625 35.6 64.5
Zanthoxylum fagara (JQ589092.1) 354 19.4 27.2 18 772 37.4 62.6
Zanthoxylum flavum (K]J012826.1) 34.8 19.6 26.9 18.6 709 38.2 61.7
Zanthoxylum gilletii (KC627917.1) 37.1 18.6 27.6 16.7 609 35.3 64.7
Zanthoxylum holtzianum (JX518057.1) 35.7 19.1 27.3 17.9 765 37 63

Zanthoxylum humile (JF271005.1) 36 18.4 27.8 17.8 645 36.2 63.8
Zanthoxylum leprieurii (JF271006.1) 36.1 18.8 26.9 18.1 739 36.9 63

Zanthoxylum melanostictum (JQ589556.1) 38 19 27.3 15.7 421 34.7 65.3
Zanthoxylum monophyllum (K]012827.1) 355 20 26.1 18.4 724 38.4 61.6
Zanthoxylum nitidum (AB925028.1) 34.9 20.1 26.9 18.1 840 38.2 61.8
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Zanthoxylum punctatum (KJ012828.1) 35.8 19.6 26.4 18.2 731 37.8 62.2
Zanthoxylum setulosum (GQ982131.1) 353 20.5 26 18.2 774 38.7 61.3
Zanthoxylum simulans (EF489100.1) 34.5 20.5 27 18 840 38.5 61.5
Rata-rata 35.5 19.6 26.9 18 719.3 37.6 62.4

Variasi urutan sekuen yang berbeda pada
cpDNA umumnya disebabkan oleh mutasi
nukleotida tunggal yang merepresentasikan
mutasi yang terjadi pada jangka waktu yang sangat
lama (Fitmawati & Hartana, 2010). Gen matK
merupakan gen yang mengekspresikan ezim
maturase sub-unit K yang terdapat pada genom
kloroplas tanaman dengan urutan sekitar 1500 pb
(Soltis et al, 1998). Gen matK merupakan gen
kloroplas yang diwariskan secara maternal
sehingga hubungan kekerabatan genetik genus
Zanthoxylum pada penelitian ini dapat tercermin
terhadap tetua betinanya. Perbedaan panjang
sekuen matK terjadi akibat adanya mutasi pada

wilayah tertentu, meskipun perubahan yang
terjadi pada DNA kloroplas sangat kecil
dibandingkan dengan genom inti, tetapi informasi
yang diberikan dari perubahan ini
menggambarkan proses evolusi karena cpDNA
diwariskan secara maternal dan perubahan yang
kecil pada genom ini membutuhkan waktu yang
sangat lama (Hancock, 2003).

Pohon filogenetik disajikan dan dibangun
dengan metode Maximum Parsimony (Gambar 1)
dan Neighbour joining (Gambar 2) dengan 1000x
bootstrap untuk melihatkan dan menganalisis
similaritas antar sampel.
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Gambar 1. Pohon filogenetik sekuen matK dari spesies dalam genus Zanthoxylum dan outgroup (Citrus
paradisi dan Melicope vitiflora) hasil rekontruksi dengan menggunakan metode Maximum parsimony.

Berdasarkan analisis Maximum Parsimony
pada Gambar 1, Z branchyacanthum merupakan
aksesi dengan cabang terpanjang dan muncul lebih
awal sehingga diduga Z. branchyacanthum sebagai
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informasi penting tentang leluhur tanaman
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kelompok genus Zanthoxylum terpisah dari
kelompok outgroup berupa Citrus paradisi dan
Melicope vitiflora. Pemisahan ini menunjukkan
bahwa sekuen matK DNA Kkloroplas yang
digunakan mampu mengelompokkan spesies
dalam genus Zanthoxylum.

Pohon dalam kelompok yang dihasilkan
merupakan pohon monofiletik dengan 2 kelompok
utama. Kelompok pertama merupakan kelompok
yang terdiri spesies dalam genus Zanthoxylum dan
kelompok kedua merupakan outgroup yang
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digunakan dalam analisis. Keunikan cabang-
cabang yang terbentuk dari spesies dalam genus
Zanthoxylum disebabkan oleh perbedaan letak
geografi aksesi yang digunakan serta terbentuknya
relung ekologi yang berbeda dan spesifik sehingga
memungkinkan terjadinya perubahan yang
signifikan pada sekuen basa nukleotida matK DNA
kloroplasnya. Taberlet et al. (1991) menyatakan
bahwa DNA Kkloroplas baik digunakan dalam
analisis kekerabatan antar spesies namun belum
dapat memisahan kekerabatan intraspesies.
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Gambar 2. Pohon filogenetik sekuen matK dari spesies dalam genus Zanthoxylum dan outgroup (Citrus
paradisi dan Melicope vitiflora) hasil rekontruksi dengan menggunakan metode Neighbor-Joining.

Pengelompokan yang dihasilkan oleh
analisis Neighbor-joining sama dengan
pengelompokan yang dihasilkan dengan analisis
Maximum Parsimony. Hal ini menunjukkan bahwa
DNA kloroplas sekuen matK dapat digunakan
untuk mengelompokan antar spesies dalam genus
Zanthoxylum tetapi kurang dapat
mengelompokkan genus Zanthoxylum intra
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spesies. Diperlukan kombinasi penanda untuk
dapat mengelompokkan spesies dalam genus
Zanthoxylum ke dalam kelompok yang terpisah.
Sekuen matK dapat membedakan genus
Zanthoxylum dari genus lainnya yang digunakan
sebagai outgroup (Citrus paradisi dan Melicope
vitiflora).
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Tabel 3. Koefisien jarak genetik spesies dalam genus Zanthoxylum berdasarkan DNA Kloroplas sekuen matK

Zal Zal Zal Zal Zal Zal Zal Zal Zal Zal Za2 Za2
Zal Za2 Za3 Za4 Za5 Za6 Za7 Za8 Za9
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1
Zal
0.00
Za2 9
0.00 0.00
Za3 6 3
0.01 0.02 0.01
Za4 9 2 9
0.03 0.04 0.03 0.03
Za5 8 1 8 5
0.01 0.02 0.01 0.02 0.04
Za6 9 2 9 5 8
0.00 0.01 0.00 0.02 0.04 0.02
Za7 9 2 9 2 1 2
0.01 0.02 0.01 0.02 0.04 0.00 0.02
Za8 9 2 9 5 8 0 2
0.01 0.02 0.01 0.02 0.04 0.00 002 0.00
Za9 9 2 9 5 8 6 2 6
Zal 0.01 0.01 0.01 0.02 004 0.01 0.01 001 0.01
0 2 6 2 5 4 9 5 9 9
Zal 0.00 0.00 0.00 0.1 003 0.01 0.00 001 0.01 0.01
1 6 9 6 9 8 9 9 9 9 2
Zal 0.01 001 0.01 0.01 004 0.01 001 001 0.01 0.01 0.01
2 2 5 2 9 1 9 5 9 9 9 2
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Zal 0.01 0.02 0.01 0.02 0.04 0.00 002 000 000 0.01 0.01 0.01

3 9 2 9 5 8 6 2 6 6 9 9 9

Zal 0.01 0.01 001 0.02 0.04 0.00 001 0.00 0.00 001 001 0.01 0.00

4 5 9 6 2 4 3 9 3 3 5 5 5 3

Zal 0.01 0.01 001 0.02 0.04 000 001 0.00 0.00 001 001 0.01 0.00 0.00

5 5 9 6 2 4 3 9 3 3 5 5 5 3 0

Zal 0.01 0.01 001 0.02 0.04 000 001 0.00 0.00 001 001 0.01 0.00 0.00 0.00

6 5 9 6 2 4 3 9 3 3 5 5 5 3 0 0

Zal 0.00 0.00 0.00 o0.01 0.03 001 000 001 001 001 000 001 001 001 o001 o0.01

7 6 9 6 9 8 9 9 9 9 2 6 2 9 5 5 5

Zal 0.01 0.01 001 0.02 0.04 0.02 001 002 002 001 001 001 0.02 002 002 0.0z 0.01

8 2 6 2 5 4 5 5 5 5 9 2 9 5 2 2 2 2

Zal 0.01 0.01 001 0.00 0.02 0.01 001 o001 o001 001 001 o001 0.01 001 001 001 0.01 0o0.01

9 2 6 2 6 8 9 6 9 9 9 2 2 9 6 6 6 2 9

Za2 0.00 0.00 0.00 0.01 0.03 0.01 000 o001 o001 001 000 001 001 o001 o001 001 0.00 001 o0.01

0 0 9 6 9 8 9 9 9 9 2 6 2 9 5 5 5 6 2 2

Za2 0.00 0.01 0.00 0.01 0.04 o0.01 001 o001 001 o001 000 001 0.01 o001 o001 001 0.00 001 o001 o0.00

1 9 2 9 9 1 9 2 9 9 5 9 5 9 5 5 5 9 5 6 9

Za2 0.00 0.00 0.00 0.02 0.04 0.02 001 0.0z 0.02 001 000 001 0.02 o001 o001 001 000 001 001 0.00 ©o0.01
2 9 0 3 2 1 2 2 2 2 6 9 5 2 9 9 9 9 6 6 9 2
Keterangan:

Zal: Zanthoxylum acuminatum (JQ589550.1); Za2: Zanthoxylum americanum (EF489101.1); Za3: Zanthoxylum armatum (KX344556.1 ); Za4:
Zanthoxylum avicennae (HQ415288.1); Za5: Zanthoxylum brachyacanthum (KM894730.1); Za6: Zanthoxylum capense (JQ025016.1); Za7: Zanthoxylum
clava-herculis (MF350254.1); Za8: Zanthoxylum davyi (JX517950.1); Za9: Zanthoxylum delagoense (KX146326.1); Zal0: Zanthoxylum ekmanii
(GQ982130.1 ); Zall: Zanthoxylum fagara (JQ589092.1); Zal2: Zanthoxylum flavum (K]J012826.1); Za13: Zanthoxylum gilletii (KC627917.1); Zal4:
Zanthoxylum holtzianum (JX518057.1); Zal5: Zanthoxylum humile (JF271005.1); Zal6: Zanthoxylum leprieurii (JE271006.1); Zal7: Zanthoxylum
melanostictum (JQ589556.1); Za18: Zanthoxylum monophyllum (KJ012827.1); Za19: Zanthoxylum nitidum (AB925028.1); Za20: Zanthoxylum punctatum
(KJ012828.1); Za21: Zanthoxylum setulosum (GQ982131.1); Za22: Zanthoxylum simulans (EF489100.1)
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Tabel 3 menunjukkan jarak genetik antar
spesies dalam genus Zanthoxylum. Jarak genetik
tertinggi terdapat pada Zanthoxylum
brachyacanthum dengan rata-rata jarak genetik
0,042 (4,2%) terhadap spesies lainnya. Hal ini
menunjukkan bahwa Z. brachyacanthum memiliki
karakter sekuen matK paling unik diantara spesies
dalam genus Zanthoxylum lainnya. Jarak genetik
tertinggi adalah 0,48 terdapat pada Z
brachyacanthum dengan Z. capense, Z. davyi, Z.
delagoense, dan Z. gilletii. Pengelompokan spesies
genus Zanthoxylum tidak dipengaruhi oleh
pengelompokan geografis. Hal ini ditunjukkan
dengan pohon filogenetik yang secara acak
menempatkan setiap spesies pada cabang pohon
filogenetik.

Kesimpulan

Berdasarkan  hasil  penelitian  dapat
disimpulkan bahwa Sebanyak 22 aksesi spesies pada
genus Zanthoxylum bersama-sama membentuk satu
cabang utama dan tidak terkelompok secara
geografi.  Zanthoxylum  brachyacanthum  asal
Australia memiliki ruas terpanjang dan diduga
sebagai nenek moyang bersama dari spesies dalam
genus Zanthoxylum. Zanthoxylum brachyacanthum
juga merupakan spesies dengan rata-rata jarak
genetik yang paling tinggi (4,2%) terhadap spesies
lainnya. DNA kloroplas sekuen gen matK dapat
digunakan sebagai DNA barcoding untuk spesies
dalam genus Zanthoxylum.
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