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ABSTRACT

Most of the plant species from the genus Momordica which originated from Asia and Africa have been
shown to have functional value, both as food and medicinal plants. However, the quality of utilization
of medicinal plants needs to be controlled through accurate authentication, for example through
molecular analysis based on DNA barcodes. The matK sequence is one of the most widely used DNA
barcode regions in plant molecular studies. Therefore, this study was conducted to determine the
genetic variation and phylogenetic relationships of several taxa from the genus Momordica, as well as
to analyze the effectiveness of the application of the matK gene as a barcode region in the genus
Momordica. The study was conducted by collecting matK sequence data from NCBI in order to obtain
sequence data from 12 taxa of the genus Momordica. The data were then aligned and analyzed using
MEGA 11 software, including analysis of genetic variation, reconstruction of phylogenetic trees based
on Maximum Parsimony, and calculation of genetic distance values using the Kimura-2-Parameter
substitution model. The results showed that the molecular analysis of 12 taxa from the genus
Momordica based on matK DNA barcode region had been successfully carried out, as evidenced by
the successful reconstruction of the phylogenetic tree which showed clear separation both at the
interspecies and intraspecies levels. However, the separation that has formed has not been able to
show the grouping of taxa based on the origin. Likewise, the calculation of genetic distance values
shows consistent results. All analyses also showed that the matK DNA barcode region has a
sequence composition that is quite effective for molecular analysis for the genus Momordica, but
further studies are required to improve the effectiveness and accuracy of the results provided.
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PENDAHULUAN kegunaan. Beberapa diantaranya ialah M.
cochinchinensis  yang mengandung
karotenoid dan 3-karoten (Bharathi et al.,
2011) dan M. balsamina yang terbukti
kaya akan bahan fitokimia (Ramabulana
et al., 2021), meskipun belum diteliti lebih
lanjut secara spesifik. Beberapa spesies
lain juga telah terkonfirmasi digunakan
sebagai tanaman obat. Salah satunya
ialah M. charantia yang terkonfirmasi

Genus Momordica (di Indonesia
dikenal sebagai kelompok tanaman pare
atau labu) terdiri dari 60 spesies dari
Afrika dan sekitar 10 spesies dari Asia
(De Wilde & Duyfjes, 2002; Schaefer &
Renner, 2011). Selain itu, data hasil
penelitan mengenai genus Momordica
juga cukup banyak ditemukan, baik terkait
identifil_<asi dgn klasifikasi, kandunga'n dan sebagai anti-inflamasi (Bortolotti et al.,
potensi, hingga data genomiknya. 2019), anti-virus dan anti-diabet (Fang &

tBTb:rtaps‘ igeS“;S d?"ti genus '\1{'°m°_rd‘°8: B Ng, 2011), anti-oksidan (Shan et al.,
€lah terbukli sebagai tanaman fungsiona 2012), anti-kanker (Ganguly et al.,

dengan  berbagai kandungan - dan 2000), serta sebagai  anti-diabet,
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immunomodulator, serta  anti-bakteri
(Samadov, 2022). Beberapa jenis lain
juga banyak digunakan sebagai bahan
pangan, meskipun belum ada kajian lebih
lanjut mengenai kandungan maupun
potensinya. Hal ini tentu berkaitan
dengan tingginya keragaman dan
rendahnya sumber daya yang diperlukan,
baik dari segi peneliti  maupun
keleluasaan budidayanya. Namun,
banyaknya kajian terkait beberapa
spesies Momordica sp. yang telah
dikembangankan menunjukkan bahwa
spesies dari genus Momordica memiliki
nilai fungsional yang cukup potensial.

Saat ini pendekatan molekuler
telah mengalami perkembangan yang
cukup pesat, seiring dengan
perkembangan teknologi dan informasi.
Salah satunya ialah adanya metode DNA
barcode yang juga didukung dengan
berbagai munculnya peralatan
pendukung yang canggih seperti mesin
PCR (Polymerase Chain Reaction), Next
Generation Sequencing, dan database
molekuler yang dapat diakses secara
global. Oleh karena itu, kajian-kajian yang
melibatkan produk hayati mengalami
pergeseran kea rah molekuler yang
bukan hanya berfokus pada identifikasi
biodiversitas. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa analisis molekuler
melalui DNA barcode dapat menunjukkan
resolusi spesies yang lebih tinggi
mengenai interaksi ekologis antara
tanaman dengan serangga herbivora
(Zhu et al.,, 2019). Hal tersebut bukan
hanya bermanfaat dalam identifikasi
biodiversitas dan kajian ekologis, tetapi
juga sangat berguna untuk keperluan
aplikasi  pengelolaan hama pada
komoditas pertanian agar hasilnya lebih
maksimal. Selain itu, DNA barcode juga
menjadi terobosan baru dalam
pengelolaan berbagai tanaman
hortikultura, misalnya pada tanaman buah
maupun tanaman pangan secara umum.
DNA barcode memiliki peranan besar

dalam identifikasi berbagai kultivar baru
hasil pemuliaan tanaman. Begitupula
dengan tanaman obat. Berdasarkan hasil
kajian sebelumnya, diketahui bahwa 80%
populasi dunia menggunakan produk
pengobatan herbal, sehingga DNA
barcode sangat diperlukan  untuk
otentikasi, quality control, dan deteksi
pemalsuan produk obat herbal tersebut
(Senapati et al.,, 2022). Salah satu
contohnya ialah kasus ditemukannya 3
sampel berlabel M. charantia yang dijual
bebas pada pasar obat traditional yang
ternyata terbukti palsu atau salah
pelabelan (Kumar et al.,, 2020). Hal ini
dapat terjadi karena produk herbal
umumnya dijual dalam bentuk Kkering,
sehingga pembeli maupun supplier tidak
dapat mengkonfirmasi keasliannya
terlebih dahulu secara langsung karena
keterbatasan metode karakterisasi dan
identifikasi secara tradisional. Oleh
karena itu, pendekatan molekuler melalui
DNA barcode menjadi salah satu solusi
untuk mencegah terjadinya hal serupa.

DNA barcode region maturase-K
(matK) termasuk salah satu gen pada
genom kloroplas yang memiliki panjang
mencapai 1500 bp dan berada diantara
gen trnK (Hilu & Liang, 1997). Gen matK
termasuk salah satu region yang paling
banyak  digunakan pada  analisis
molekuler tanaman. Berdasarkan
penelitian, sekuens gen matK tergolong
mudah diamplifikasi pada berbagai
tanaman dan dapat menggambarkan
variasi yang baik pada level genus (Ali et
al.,, 2015). Hal tersebut mempengaruhi
jumlah data sekuens matK dari berbagai
taxa tanaman yang cukup besar pada
database molekuler, seperti NCBI.
Adanya database tersebut semakin
mendorong kajian-kajian molekuler pada
tanaman, khususnya dengan
menggunakan DNA barcode region matK.

Berdasarkan uraian tersebut,
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
variasi genetik dan hubungan
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kekerabatan dari beberapa taxa genus
Momordica berdasarkan DNA barcode
region matK, serta  menganalisis
efektivitas aplikasi gen matK sebagai
barcode region pada kelompok genus
Momordica. Hasil penelitian ini
diharapkan dapat memberikan gambaran
variasi dan hubungan antar taxa dari
genus Momordica yang memiliki nilai
fungsional sebagai tanaman pangan
maupun tanaman obat dari sudut
pandang molekuler. Penelitian ini juga
diharapkan dapat memberikan
rekomendasi terkait aplikasi gen matK
sebagai salah satu DNA barcode region
pada tanaman.

METODOLOGI

Penelitian ini dilakukan dengan
terlebih dahulu memilih beberapa taxa
dari genus Momordica yang akan dikaji.
Pemilihan taxa dilakukan berdasarkan
nilai fungsional dan origin (diadaptasi dari
Bharathi & John, 2013), serta taxa
dengan data partial sequence matK yang
diperoleh dari database NCBI (National
Center for Biotechnology Information;
URL: http://www.nchi.nlm.nih.gov)
dengan kriteria tertentu. Kriteria tersebut
antara lain memiliki nomor aksesi dan
nama taxa Yyang terverifikasi, serta
panjang ukuran sekuens >700 bp.
Sekuens dari seluruh taxa terpilih
selanjutnya disimpan dalam file berformat
FASTA untuk dianalisis dengan software
MEGA 11 (Tamura et al., 2021). Software
tersebut  digunakan untuk analisis
panyejajaran atau Multiple Sequence
Alignment by Clustal W, analisis variasi
genetik, rekonstruksi pohon filogenetik
berdasarkan metode Maximum
Parsimony (MP), dan perhitungan nilai
jarak genetik antar taxa berdasarkan
pairwise distance dengan model subtitusi
Kimura-2-Parameter (K2P). Rekonstruksi
pohon filogenetik dan perhitungan nilai

jarak genetik dilakukan dengan
pengulangan bootsrap sebanyak 1000.
Semakin besar nilai jarak genetik, maka
semakin jauh hubungan kekerabatannya
(Aprilyanto & Sembiring, 2016).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan dengan
terlebih dahulu melalui studi literatur
mengenai  berbagai taxa (spesies,
subspecies, maupun varietas) dari genus
Momordica yang berasal Asia dan Afrika,
sebagian besar diantaranya terbukti
memiliki nilai fungsional. Selanjutnya
dilakukan pencarian data sekuens gen
matK pada database NCBI dari taxa yang
telah dipilih, sehingga diperoleh 12 taxa
yang memenuhi kriteria. Data tersebut
disajikan pada Tabel 1. Tabel 1
menunjukkan bahwa 7 dari total 12 taxa
genus Moordica yang diuji terbukti
memiliki nilai fungsional yang beragam
dengan tingkat kedalaman kajian yang
berbeda. Namun, belum ditemukan kajian
lebih lanjut mengenai 5 taxa lainnya.
Selain itu, panjang ukuran sekuens matkK
dari genus Momordica yang telah
terkumpul dan terverifikasi pada database
NCBI juga cukup beragam yaitu dengan
rentang 837 — 1207 bp. Disisi lain,
ditemukan pula banyak data sekuens gen
matK dari genus Momordica pada satu
taxa yang sama, dengan kode aksesi dan
voucher peneliti yang berbeda. Misalnya
spesies M. cochinchinensis yang memiliki
6 data sekuens matK terverifikasi pada
database NCBI dengan ukuran 770 —
1201 bp. Hal ini menunjukkan bahwa
kajian mengenai analisis molekuler pada
genus Momordica telah banyak dilakukan
dan masih terus berkelanjutan.
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Tabel 1. Data Taxa dan Ukuran Basa yang Diuji

X(k);nezri Taxa b‘;igl(?)?)) Origin Nilai Fungsional
GQ163352.1 M. balsamina 1207 Africa  Sebagai bahan obat tradisional seperti
obat malaria (Manuel et al., 2020; Silva
et al., 2015) dan diabetes (Ramalhete
et al., 2022), mengandung senyawa
golongan alkaloid, steroid, fenolik, dan
flavonoid (Minarti et al., 2021), kaya
akan bahan fitokimia (Ramabulana et
al., 2021), mengandung senyawa
alkaloid, tannin, saponin, Fe, Zn, dan
Mn (Karumi et al., 2004)
GQ163410.1 M. humilis 1204 Africa -
GQ163413.1 M. kirkii 1201 Africa -
GQ163435.1 M. rostrata 1204 Africa  Sebagai obat herbal tuberculosis
(Amuka et al., 2014)
GQ163437.1 M. sessilifolia 1207 Africa -
GQ163457.1 M. welwitschia 1138 Africa -
EF487561.1 M. cochinchinensis 1144 Asia  Memiliki kandungan karotenoid dan 3-
karoten (Aoki et al., 2002; Vuong et al.,
2006; Bharathi et al., 2011; Chuyen et
al., 2014, Ishida et al., 2014;), sebagai
anti oksidan (Kubola & Siriamornpun,
2011), mengandung asam lemak
(Ishida et al., 2014)
GQ163421.1 M. multiflora var. 1207 Asia -
albopilosa
GQ163451.1 M. subangulata 1198 Asia  Anti oksidan (Karmakar et al., 2019)
KT727056.1 M. dioica 844 Asia  Anti-inflamasi (Nagarani et al., 2014),
tinggi protein dan karotin (Gopalan et
al., 1982)
MFQ071482.1 M. charantia var. 837 Asia  Anti-inflamasi (Bortolotti et al., 2019),
muricata anti-virus dan anti-diabet (F Fang & B
MFQ071481.1 M. charantia var. 837 Asia  Ng, 2011), anti-oksidan (Shan et al.,
charantia 2012), anti-kanker (Ganguly et al.,

2000), serta sebagai anti-diabet,
immunomodulator, serta anti-bakteri
(Samadov, 2022)

Tabel 2 menunjukkan data hasil
analisis variasi genetik 12 taxa genus
Momordica berdasarkan DNA barcode

region matK setelah dilakukan
penyejajaran dan analisis  melalui
softwvare MEGA 11. Data tersebut
menggambarkan terdapat banyak

sekuens yang harus dipotong setelah
dilakukan Multiple Sequence Alignment,
sehingga diperoleh 744 bp dari total
rentang 775-1241 bp sekuens gen matK
pada seluruh taxa yang diuji. Data
tersebut juga menunjukkan bahwa gen
matK memiliki conserved site (sekuens
yang cenderung lestari/ tidak mudah

mengalami subtitusi) yang cukup besar
yaitu 697/744 bp, tetapi masih memiliki
variable site yang cukup untuk
menggambarkan variasi genetik vyaitu
47/744 bp. Disisi lain, 21/44 bp diantara
variable site tersebut merupakan Pi yang
sangat berperan sebagai dasar algoritma
rekonstruksi  pohon filogenetik dan
berbagai analisis molekuler lainnya
melalui DNA barcode. Begitupula dengan
adanya 26/47/744 bp singleton site yang
ditemukan pada hasil penyejajaran
tersebut. Situs informatif iniah yang
menjadi sekuens dasar pembeda antar
taksa (Aprilyanto & Sembiring, 2016).Hal
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ini menunjukkan bahwa gen matK dapat
digunakan sebagai DNA barcode region
untuk menggambarkan variasi genetik
dari anggota taxa genus Momordica.
Hasil tersebut juga sejalan dengan
penelitian yang menunjukkan bahwa
lokus matK terbukti dapat menunjukkan
variasi evolusi sekuens genetik dan
membedakan spesies Momordica serta
mengetahui hubungan kekerabatannya
(Ramesh et al., 2021).

Tabel 2. Data Variasi Genetik Genus
Momordica berdasarkan DNA
barcode region matK

Jumlah

Parameter (bp)
Ukuran basa total (termasuk gap) 1241
Ukuran basa tanpa gap 775
Ukuran basa yang berhasil
disejajarkan 744
Conserved site (C) 697/744
Variable site (V) 471744
Parsimony informative site (Pi) 21/744
Singleton site (S) 26/744

Hasil rekonstruksi pohon

filogenetik disajikan pada Gambar 1.
Pohon filogenetik tersebut diperoleh
berdasarkan metode Maximum
Parsimony (MP) dengan penguangan
bootstrap sebanyak 1000. Metode
rekonstruksi  filogenetik dengan MP
dilakukan berdasarkan perubahan status
karakter paling sedikit yang diperlukan
untuk merekonstruksi pohon kekerabatan
(Vu & Le, 2019). Selain itu, variasi
homologi pada setiap site juga menjadi
pertimbangan, sehingga metode tersebut
dianggap lebih  unggul disbanding
Maximum Likelihood (ML) dan Neighbor-
joining (NJ) (Chattopadhyay et al., 2017).
Hasil rekonstruksi berdasarkan sekuens
matK menunjukkan bahwa pemisahan
clade dari kedua belas taxa yang diuji
cukup jelas, meskipun tidak sepenuhnya
menggambarkan pemisahan berdasarkan
wilayah originnya. Dua Varietas dari Asia

yaitu M. charantia var charantia dan M.
charantia var. muricata bahkan terlihat
paling memisah diantara lainnya, disertai
pemisahan  kedua  varietas yang
mencapai nilai 99%. Hal ini menunjukkan
bahwa sekuens matK dapat menunjukkan
variasi genetik dan pemisahan clade
pada level intraspesies. Sejalan dengan
hal tersebut, penelitian menunjukkan
bahwa penggunaan lokus matK sebagai
DNA barcode region berhasil
menunjukkan diversifikasi pada 2 spesies
yang digunakan untuk infus herbal (Costa
et al, 2016). Penelitian lain juga
menunjukkan bahwa DNA barcode region
matK dapat menunjukkan diferensiasi
spesies dari genus Terminalia dengan
keberhasilan mencapai 80% (Nithaniyal &
Parani, 2016).

Pengelompokan 12 taxa dari
wilayah origin yang berbeda yang tidak
sepenuhnya tergambarkan melalui DNA
barcode region matk merepresentasikan
bahwa penggunaan sekuens matK
sebagai DNA barcode region pada genus
Momordica masih perlu diuji lebih lanjut.
Kajian yang dimaksud dapat berupa
metode amplifikasi dan sequencing, taxa
yang diuji, maupun kombinasi dengan
sekuens DNA barcode region lainnya
Sejalan dengan hasil tersebut. aplikasi
DNA barcode dengan sekuens matK
memiliki potensi efisiensi pemisahan
spesies tanaman anggrek permata yang
lebih  rendah dibandingkan dengan
sekuens rbcL atau kombinasi keduanya
(Ho et al., 2021). Begitupula dengan hasil
penelitian pada kelompok Potamogeton
yang menunjukkan bahwa sekuens matK
memiliki variasi intraspesifik yang rendah
(Yang et al., 2017). Dengan kata lain,
kelompok taxa juga berpengaruh
terhadap hasil analisis yang diberikan,
sehingga pemilihan DNA barcode region
juga perlu mempertimbangkan taxa yang
akan diikuti.
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filogenetik. Seluruh taxa menunjukkan
M. humilis adanya perbedaan nilai jarak genetik
yang berarti bahwa variasi genetik antar
taxanya cukup jelas. Namun, jarak
55 M. sessilifolia genetik terendah ditunjukkan oleh M.
subangulata dan M. dioica dengan nilai
0,00000 (tidak terdeteksi nilainya hingga
M rostrata 5 digit desimal). Hal ini menunjukkan
bahwa jarak genetik yang terdeteksi
antara keduanya sangat kecil, yang

%6 M. keirkeni

82 M. welwitschii

M. cochinchinensis

»| - M. subangulata didukung dengan hasil rekonstruksi
T o filogenetik bahwa keduanya tergabung ke
- dalam kelompok percabangan yang sama

dan cukup dekat. Selain itu, keduanya
berasal dari origin yang sama yaitu Afrika.
— M. welwitschii Hal ini sesuai dengan pernyataan bahwa
semakin besar nilai jarak genetik maka
semakin jauh kekerabatannya, dan

— M. balsamina

— M. charantia var. charantia

?L M. charantia var. muricata sebaliknya (Aprilyanto & Sembiring,

Gambar 1. Hasil Rekonstruksi Pohon 2016). Disisi lain, nilai jarak genetik

Filogenetik Genus Momordica ditunjukkan oleh M. humilis dan M.

Berdasarkan metode MP welwitschia yaitu sebesar 0,02600 yang

dengan bootstrap 1000 berarti bahwa keduanya  memiliki

Keterangan : Spesies Afrika kekerabatan yang terjauh dibandingkan

Spesies Asia dengan lainnya. Hal tersebut juga tampak

Hasil perhitungan nilai jarak pada pohon filogenetik yang terbentuk

genetik Tabel 3) berdasarkan model yaitu  bahwa  meskipun  keduanya

subtitusi  Kimura-2-Parameter dengan tergabung dalam satu grup, tetapi

pengulangan bootstrap sebanyak 1000 terpisah menjadi sub grup yang sangat
juga menunjukkan hasil yang sejalan jauh berbeda.

dengan  hasil  rekonstruksi  pohon

Tabel 3. Hasil Perhitungan Nilai Jarak Genetik Berdasarkan Model Subtitusi K2P dengan bootstrap
1000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0.02322

0.02321 0.00540

0.01493 0.01631 0.01630

0.02044 0.00947 0.00947 0.01631

0.01083 0.02600* 0.02599 0.01768 0.02321

0.02061 0.02761 0.02760 0.01922 0.02480 0.02340

0.01220 0.01632 0.01631 0.01083 0.01356 0.01494 0.01921

© |0 N o |0 |~ W NP

0.01367 0.02342 0.02341 0.01506 0.02061 0.01644 0.00955 0.01230

10 0.00687 0.01801 0.01801 0.00964 0.01520 0.00964 0.00964 0.00688 0.000007

11 0.01494 0.02459 0.02460 0.01633 0.02184 0.01768 0.02203 0.01631 0.01784 0.00826

12 0.01220 0.02182 0.02182 0.01357 0.01907 0.01493 0.01923 0.01356 0.01506 0.00549 0.00270

Keterangan: M. balsamina (1), M. humilis (2), M. kirkii (3), M. rostrate (4), M. sessilifolia (5), M. welwitschii (6), M.
cochinchinensis (7), M. multiflora var. albopilosa (8), M. subangulata (9), M. dioica (10), M. charantia
var. muricata (11), M. charantia var. charantia (12), nilai jarak genetik tertinggi (%), nilai jarak genetik
terendah (%)
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Selain itu, kombinasi sekuens
matK dengan sekuens DNA barcode
region lainnya juga perlu dipertimbangan.
Penelitian menunjukkan bahwa kombinasi
2 lokus dengan matK sebagai salah satu
lokus komposisinya, menghasilkan
resolusi diferensiasi spesies yang lebih
baik bersama dengan lokus rbcL, psbA-
trnH, dan ITS2 dibandingkan dengan
kombinasi tanpa matK pada kajian
kelompok tanaman Hibiscus (Poovitha et
al., 2016). Namun, tetap harus diuji
secara spesifik pada kelompok taxa
tertentu. Sejalan dengan hal tersebut,
kombinasi beberapa lokus DNA barcode
dapat meningkatkan hasil klasifikasi
spesies tertentu (CBOL Plant Working
Group, 2009; Ismail et al., 2020), tetapi
tidak pada semua spesies maupun
semua kombinasi lokus (Ho et al., 2021;
Maloukh et al., 2017). Oleh karena itu,
kajian lebih lanjut mengenai penggunaan
lokus DNA barcode tertentu masih sangat
diperlukan. Dengan adanya metode DNA
barcode yang terbukti efektif, maka
investigasi pemalsuan atau kesalahan
pelabelan yang tidak disengaja pada
produk tanaman fungsional dapat
diminimalisir bahkan di cegah (Swetha et
al., 2014; Vassou et al., 2015).

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan, dapat diketahui bahwa telah
berhasil dilakukan analisis molekuler 12
taxa dari genus Momordica berdasarkan
DNA barcode region matK. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa 12 taxa
yang dipilih memiliki panjang sekuens
matK dengan variasi genetik yang cukup
untuk menggambarkan pemisahan clade
secara jelas pada pohon filogenetik
berdasarkan Maximum Parsimony
dengan bootstrap 1000x. Hal tersebut
direpresentasikan bukan hanya pada
level interspesies, tetapi juga pada level
intraspesies yang didukung dengan data
perhitungan nilai jarak genetik dengan
hasil yang sejalan. Namun, pemisahan
yang terbentuk dari percabangan pohon
filogenetik belum sepenuhnya

menggambarkan pengelompokan
berdasarkan origin. Selain itu, penelitian
ini membuktikan bahwa sekuens matK
cukup efektif untuk digunakan sebagai
DNA barcode region pada analisis
molekuler tanaman dari genus
Momordica, meskipun masih perlu kajian
lebih lanjut  untuk  meningkatkan
efektivitas dan  akurasinya. Hasil
penelitian ini memberikan informasi
bahwa penggunaan sekuens matK pada
analisis molekuler tanaman fungsional
khususnya genus Momordica sangat
memungkinkan untuk dilakukan dengan
hasil yang cukup baik. Sekuens matK
memiliki potensi yang cukup besar dalam
perkembangan analisis molekuler melalui
DNA barcode. Lebih lanjut, metode DNA
barcode menjadi pilihan metode modern
untuk berbagai keperluan, khususnya
untuk mengkonfirmasi otentikasi produk
tanaman obat atau tanaman fungsional
non obat. Namun, kajian mengnai metode
untuk memperoleh hasil yang lebih baik
pada berbagai taxa masih sangat
diperlukan. Selain itu, kombinasi dengan
lokus DNA barcode lainnya juga perlu
diuji lebih lanjut.
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