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Abstract: In identifying plants, people are confused about choosing the
appropriate barcode for identification. For that reason, this study aims to
analyze four DNA barcode rbcl, matK, trnlL-trnF IGS, and ITS in the
Fabaceae family. DNA sequence were taken and collected from Genbank
through the NCBI website, which is 30 species from 6 genera each consisting
of 5 species and the outgroup (Acacia auriculiformis). DNA sequence
analysis was performed using MEGA 11. Phylogenetic analysis were
performed using the Neighbor Joing Tree (NJ) and Maximum Likehood (ML)
methods. The results of the analysis sequence variation showed that the
highest conserved site was found in rbcL (83.72%) and variable site was
found in /7S (62.03%). The number of segregation sites, substitution rates
and diversity values in the Fabaceae family were highest in the I7S,
respectively (451), (0.155284), and (0.219148). In conclusion, the four DNA
barcodes analyzed in the Fabaceae family, namely rbcL, matK, trnL-trnF
IGS and ITS, were able to separate the genera in the Fabaceae family. Among
the four DNA barcodes analyzed, /7S was superior in identifying the
Fabaceae family. The results of this study can be used as information in
identifying plants in the Fabaceae family.

Pendahuluan

Famili Fabaceac merupakan salah satu
kelompok tumbuhan yang terbagi menjadi
subfamili Caesalpinioideae, Mimosoideae, dan
Faboideae (Papilionoideae) (Eriawati et al,
2025). Secara morfologi, tumbuhan pada famili
ini sangat sulit dibedakan dan membutuhkan
teknik yang lebih kompleks dalam melakukan
identifikasi untuk setiap spesiesnya, seperti
barkode DNA (Akbar ef al., 2025; Syahriani &
Hala, 2026). Kondisi tersebut menunjukkan
bahwa  pendekatan  konvensional secara
morfologi menjadi kurang efektif, terutama pada
spesies yang memiliki kemiripan secara
morfologinya seperti famili Fabaceae. Teknik
DNA  barcoding memungkinkan identifikasi
spesies dalam famili Fabaceae secara molekuler.

Teknik DNA  barcoding merupakan
metode untuk identifikasi suatu spesies secara
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molekuler melalui sekuens pendek DNA (DNA
barcode) (Widiani et al., 2021; Chika & Zahro,
2024). Barkode DNA yang digunakan dapat
berupa gen penyandi protein seperti rbcL dan
matK yang berada pada DNA kloroplas dan
memiliki kestabilan dan kemampuan dalam
klasifikasi ~ taksonomi  sehingga  banyak
digunakan dalam identifikasi tumbuhan (Su’udi,
2023; Farhan & Ulum, 2024).

Gen rbcL sudah terstandar dan memiliki
keberhasilan yang tinggi dalam sekuensing pada
tumbuhan (Idami, 2024). Selain itu, dapat berupa
wilayah non-coding seperti Internal Transcribed
Spacer (ITS) dan trnL-trnF intergenic spacer
memiliki tingkat wvariasi yang lebih tinggi
sehingga efektif untuk membedakan spesies yang
berkerabat dekat. /7S berada di genom inti yang
memiliki keunggulan berupa jumlah salinan yang
banyak, bersifat polimorfik serta pewarisan
biparental, sehingga mudah diamplifikasi (Risah
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& Jannah, 2025). Sementara itu, trnl-trnF
dikenal memiliki laju mutasi yang tinggi dan
variasi sekuens antarspesies yang cukup jelas.
Karakteristik ini menjadikan barkode DNA
tersebut penting dalam studi identifikasi
tumbuhan (Hermawan & Lachica, 2026).

Meskipun berbagai barkode DNA telah
banyak digunakan, pemilihan barkode yang
paling efektif menjadi tantangan untuk
identifikasi spesies dalam famili Fabaceae.
Barkode DNA yang bersifat konservatif seperti
rbeL (Kipkiror et al., 2022; Kamillah, 2025) yang
kurang mampu membedakan spesies berkerabat
dekat, sedangkan barkode yang memiliki variasi
dan laju mutasi yang tinggi seperti /7S (Risah &
Jannah, 2025), matK memiliki resolusi yang
tinggi (Evelyn et al., 2025; Nova et al., 2026),
dan  trnl-trnF yang biasanya mampu
membedakan spesies berkerabat dekat. Selain
itu, keterbatasan data sekuens pada beberapa
spesies famili Fabaceae juga menjadi kendala
dalam proses identifikasi tumbuhan secara
molekuler. Hal ini menunjukkan bahwa belum
ada informasi terkait barkode DNA yang yang
dapat digunakan dalam identifikasi spesies famili
Fabaceae.

Berdasarkan = permasalahan  tersebut,
penelitian mengenai perbandingan barkode DNA
pada famili Fabaceae menjadi penting untuk
dilakukan. Perbandingan antara beberapa
barkode DNA yang biasanya digunakan dalam
identifikasi  tumbuhan  diharapkan  dapat
memberikan informasi bagi yang ingin
melakukan identifikasi spesies dalam famili
Fabaceae. Penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis empat barkode DNA (rbcL, matK,
trnL-trnF, dan [TS) dalam famili Fabaceae.
Selain itu, diharapkan hasil penelitian ini dapat
memperkaya informasi terkait tumbuhan,
khususnya dalam famili Fabaceae.

Bahan dan Metode

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
November 2024 sampai Februari 2025 di
Laboratorium  Genetika, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam, Universitas Riau.
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Bahan penelitian

Data sekuens DNA yang digunakan dalam
penelitian ini adalah dari famili Fabaceae dan
outgroup (Acacia auriculiformis) yang diambil
di Genbank pada website NCBI. Data sekuens
DNA terdapat 30 spesies (terdiri dari 6 genus,
setiap genusnya masing-masing 5 spesies) dari
keempat barkode DNA dan satu outgroup yang
digunakan pada penelitian ini.

Bahan dan Metode

Pengumpulan sekuens DNA

Sekuens DNA barkode rbcL, matK, trnL-
trnF IGS dan ITS dari famili Fabaceae diambil di
Genbank pada website NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) untuk analisis
barkode DNA. Sekuens DNA dipilih dan
dikumpulkan berdasarkan ketersediaan
sekuensnya di Genbank dalam bentuk format
FASTA.

Pensejajaran sekuens DNA

Sekuens DNA disejajarkan menggunakan
perangkat lunak MAFFT v.7.
(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) dengan
pengaturan default dan pengaturan disesuaikan
secara manual. Hasil sekuens yang sudah
disejajarkan diunduh dalam bentuk format
FASTA.

Pemotongan sekuens DNA

Pemotongan sekuens DNA dilakukan
menggunakan perangkat lunak BioEdit v.7.2.
Sekuens DNA dipotong pada bagian awal dan
akhir agar sekuens DNA rapi.

Analisis sekuens DNA

Analisis data sekuens DNA dengan output
komposisi basa, jumlah pasangan basa
nukleotida, variasi sekuens DNA dan
keanekaragaman genetik pada famili Fabaceae.
Analisis ini dilakukan secara bioinformatika
menggunakan MEGA 11.

Analisis filogenetik

Analisis  konstruksi pohon filogenetik
dilakukan menggunakan metode Neighbor
Joining (NJ) dan Maximum Likehood (ML)
menggunakan MEGA 11 dengan bootstrap 1000
kali.
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Hasil dan Pembahasan

Hasil analisis sekuens

Hasil analisis empat barkode DNA dapat
dilihat dari komposisi basa nukleotida (Tabel 1),
jumlah pasangan basa nukleotida (Tabel 2),
variasi sekuens (Tabel 3) dan keanekaragaman
genetik (Tabel 4). Hasil analisis komposisi basa
nukleotida empat barkode DNA menunjukkan
adanya perbedaan antar barkode, pasangan basa
A+T pada matK yang paling banyak (69,8) dan
ITS yang paling sedikit (42,8). Pasangan basa
G+C pada /TS yang paling banyak (57,3) dan
matK yang paling sedikit (30,2). Perbedaan
komposisi basa pada masing-masing lokus
menunjukkan tingkat kestabilan dan proses
evolusi yang berbeda.

Tabel 1. Komposisi basa nukleotida empat barkode
DNA (rbcL, matK, trnL-trnF IGS dan ITS) pada
famili Fabaceae

Basa Nukleotida (avg)
Barkode ™76 € A+T__GiC
rbeL 27,5 299 232 195 574 427
matK 30,3 39,5 144 158 69,8 302
trnL-trnFF 36,6 32,6 148 159 69,2 30,7
IGS
ITS 21,7 21,1 295 278 428 5773

(Ket: rata-rata (avg))

Pasangan basa A+T mudah bermutasi,
sedangkan pasangan basa G+C sulit mengalami
mutasi. Hal ini dikarenakan pasangan basa G+C
lebih stabil dibandingkan pasangan basa A+T.
Pasangan basa A+T hanya terikat oleh dua ikatan
hidrogen, sedangkan pasangan basa G+C saling
terikat oleh tiga ikatan hidrogen (Yanuhar &
Caesar, 2023). Maka dari itu, daerah dengan
kandungan A+T yang tinggi cenderung
mengalami perubahan nukleotida lebih cepat
dibandingkan daerah yang kaya G+C (Wang et
al., 2022; Xiong et al., 2022; Zhang et al., 2023).

Hasil analisis jumlah pasangan basa
nukleotida menunjukkan bahwa pada pasangan
identik (ii) matK yang paling banyak (619) dan
ITS yang paling sedikit (400). Hal ini
menunjukkan bahwa sekuens matK masih
mempertahankan tingkat kemiripan yang tinggi
antarspesies Fabaceae. Jumlah pasangan transisi
(si) pada ITS yang paling banyak (70) dan rbcL
yang paling sedikit (20). Jumlah pasangan
transversi (sv) pada /7S yang paling banyak (90)
dan rbcl yang paling sedikit (15). Secara umum,
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wilayah ITS dikenal memiliki tingkat variasi
yang lebih tinggi dan sering digunakan untuk
membedakan spesies yang berkerabat dekat
(Mishra et al., 2021; Yu et al., 2022).

Tabel 2. Jumlah pasangan basa nukleotida empat
barkode DNA (rbcL, matK, trnL-trnF IGS dan ITS)
pada famili Fabaceae

Barkode ii (avg) si (avg) sv (avg)
rbcL 577 20 15
matK 619 46 41
trnL-trnF
1GS 517 37 54
ITS 400 70 90

(Ket: pasangan identik (ii), pasangan transisi (si),
pasangan transversi (sv), rata-rata (avg))

Tingginya jumlah pasangan transisi dan
transversi pada /7S menunjukkan bahwa daerah
ini mengalami laju evolusi lebih cepat
dibandingkan rbcL dan matK. Pasangan basa
identik merupakan urutan basa nukleotida yang
sama, sedangkan mutasi merupakan perubahan
basa nukleotida pada urutan DNA. Mutasi
substitusi atau penggantian basa dapat berupa
transisi, yaitu perubahan basa purin ke purin atau
pirimidin ke pirimidin, sedangkan mutasi
transversi adalah perubahan purin ke pirimidin
atau sebaliknya (Nesan ef al., 2023).

Tabel 3. Variasi sekuens empat barkode DNA (rbcL,
matK, trnL-trnF IGS dan ITS) pada famili Fabaceae

Barkode C \4 P S

rbel 895 171 130 41
(83,72%) (15,99%)

matK 499 279 236 43
(64,13%) (35,86%)

trnlL- 686 449 363 80

trnF IGS (57,45%) (37,60%)

ITS 263 451 399 47
(36,17%) (62,03%)

(Ket: conserved site (C), variable site (V), parsimony site (P),
singleton site (S))

Hasil analisis variasi sekuens empat
barkode DNA menunjukkan bahwa conserved
site tertinggi terdapat pada rbcL (83,72%) dan
terendah pada I7S (36,17%). Variable site
tertinggi pada /7S (62,03%) dan terendah pada
rbel  (15,99%). Conserved site merupakan
daerah DNA yang terkonservasi dan daerah ini
jarang terjadinya mutasi. Variable site
merupakan daecrah DNA yang bervariasi dan
daerah ini lebih sering terjadinya mutasi.
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Mutasi dapat mengakibatkan tingginya
variasi pada sekuens DNA (Khairani et al.,
2024). Tingginya conserved site pada rbcL
menujukkan gen ini berevolusi relatif lambat dan
memiliki stabilitas sekuens yang tinggi. Oleh
karena itu, rbcL umumnya efektif jika digunakan
dalam identifikasi tingkat famili atau genus.
Sementara itu, tingginya variasi pada [7S
digunakan dalam identifikasi tingkat spesies dan
analisis hubungan spesies yang berkerabat dekat
(Hollingsworth et al., 2021; Kress, 2022; Zhou et
al., 2024).

Tabel 4. Keanekaragaman genetik famili Fabaceae
berdasarkan empat barkode DNA (rbcL, matK, trnL-

trnF IGS dan ITS)
Barkode n S 0 T
rbel 31 171 0,040041 0,033045
matK 31 279  0,089765 0,112442
trnl-
onF IGS 31 449  0,094130 0,076647
ITS 31 451 0,155284 0,219148

(Ket: jumlah sekuens (n), jumlah situs segregasi (S),
laju substitusi nukleotida (0), keanekaragaman (7))

Hasil analisis keanekaragaman genetik
famili Fabaceae menunjukkan bahwa jumlah
situs segregasi paling banyak terdapat pada /7S
(451) dan paling sedikit pada rbcL (171). Laju
substitusi paling tinggi terdapat pada [TS
(0,155284) dan paling rendah pada rbcL
(0,040041). Nilai keanekaragaman pada famili
Fabaceae paling tinggi berdasarkan TS
(0,219148) dan yang paling rendah berdasarkan
rbel  (0,033045). Dapat dilihat bahwa dari
keempat barkode, ITS yang paling unggul. Hal
ini menunjukkan bahwa wilayah ini memiliki
tingkat polimorfisme yang tinggi, sehingga
sangat efektif digunakan dalam mendeteksi
variasi genetik antarspesies famili Fabaceae.
Didukung juga oleh penelitian Zhou et al., (2024)
yang menyebutkan bahwa secara genetik sekuens
ITS mampu membedakan hubungan interspesifik
dan intraspesifik spesies tumbuhan. Sebaliknya,
rendahnya nilai pada rbcL menunjukkan bahwa
barkode ini lebih konservatif dan memiliki
keterbatasan variasi genetik (Wardani et al.,
2022; Yu et al., 2022).

Selain itu, /7S merupakan bagian dari
nuclear ribosomal DNA (nrtDNA) dan tingginya
variasi genetik pada wilayah I7S berkaitan
dengan proses evolusi yang melibatkan crossing
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over, gene conversion, hibridisasi, serta
incomplete concerted evolution. Proses tersebut
dapat meningkatkan resolusi barkode ini dalam
analisis taksonomi tumbuhan (Osuna-Mascaro et
al., 2022).

Jumlah situs segregasi menunjukkan
banyaknya posisi nukleotida dalam sekuens
DNA yang mengalami variasi. Semakin tinggi
nilai situs segregasi, semakin banyak variasi
genetik yang ditemukan. Laju substitusi
nukleotida menunjukkan estimasi kecepatan
terjadinya perubahan basa nukleotida dalam
sekuens DNA. Keanekaragaman genetik pada
penelitian ini menggambarkan variasi genetik
dalam famili Fabaceae yang diteliti berdasarkan
sekuens empat barkode DNA. Secara umum,
keanekaragaman genetik merupakan variasi
materi genetik setiap individu dari suatu populasi
yang berperan penting dalam kemampuan
adaptasi, evolusi, dan kelangsungan hidup suatu
spesies (Wang et al., 2022; Xiong et al., 2022;
Chung et al., 2023).

Pohon filogenetik

Konstruksi pohon filogenetik
menggunakan metode Neighbor Joining Tree
dan Maximum Likehood, rbcL (Gambar 1), matK
(Gambar 2), trnl-F IGS (Gambar 3) dan ITS
(Gambar 4) didapatkan bahwa keempat barkode
DNA ini mampu memisahkan genus yang
berbeda ke dalam kelompok terpisah dan
terbentuk 7 clade.

87199 KJ773445.1 Desmodium paniculatum
L KJ773443.1 Desmodium flori
HQ590061.1

KX119288.1 L

KX119287.1 L

[ KX087502.1
1 KX087507.1 ¥
KX087486.1
MW448181.1
KX087477.1 ¥

a trilobata

a umbellata

MH548222.1
JX505516.1 ¥
L HMS850464.1
JX505517.1 V
JN661203.1 Vicia pul
r KJ773679.1 M
MN533478.1
MNS533460.1
MN532714.1 Mel,
MN533430.1
70y KY464121.1
KJ696769.1 S.
KY464108.1 §
U74250.1 Senna a a
KX119324.1 S
KJ440054.1 A
MN590943.1
KR082842.1 Calliandra vaupe
ON002491.1 Ce
JO591620.1 Ca
KX385946.1 Calli

Gambar 1. Pohon filogenetik berdasarkan sekuens
DNA rbcL dengan metode NJ dan ML, 1000 kali
bootstrap dan nilai node berturu-turut NJ dan ML

ephala
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00290589.1 Calliandra houstoniana

74179
84/81 [: KR270507.1 Calliandra vaupesiana
100/100 MH749029.1 Calliandra haematocephala
94/99 JO587541.1 Calliandra rubescens

KX302321.1 Calliandra hygrophila
KX518644.1 Acacia auriculiformis
MIH558310.1 Senna tora
JO301886.1 Senna alexandrina
LC385933.1 Senna alata
5R/96; \_: KY549326.1 Senna uniflora

6R/60 MN166669.1 Senna singueana
KU926874.1 Vicia cracca
JX505894.1 Vicia pinetorum
JX505915.1 Vicia villosa
JX505896.1 Vicia pisiformis
JX505897.1 Vicia pubescens
MN3532979.1 Melilotus segetalis
MN332991.1 Melilotus tauricus
KP987705.1 Melilotus messanensis
KP987712.1 Melilotus indicus
MN532971.1 Melilotus infestus
HQ593266.1 Desmodium canadense
LC645346.1 Desmodium paniculatum
e MH621542.1 Desmodium Moridanum
KX119377.1 Desmodium velutinum
KX119376.1 Desmodium tortuosum
KX087970.1 Vigna trilobata
KX087945.1 Vigna radiata

35165 AY589510.1 Vigna unguiculata
IR/R9 PP645417.1 Vigna reticulata
w 71/53 AF142701.1 Vigna umbellata
Gambar 2. Pohon filogenetik berdasarkan sekuens

DNA matK dengan metode NJ dan ML, 1000 kali
bootstrap dan nilai node berturu-turut NJ dan ML

100/100

91/98

97/81

100/100

99/100

1007100

100/100

JX870826.1 Calliandra houstoniana
JX870827.1 Calliandra hygrophila
JX870870.1 Calliandra vaupesiana
45/60 JX870821.1 Calliandra haematocephala
JX870855.1 Calliandra rubescens

L KF048183.1 Acacia auriculiformis
KUS551116.1 Senna uniflora
KX268215.1 Senna singueana
KX268216.1 Senna tora
OR031801.1 Senna alexandrina
83/97—— MW075531.1 Senna alata
MNS533704.1 Melilotus indicus
MN533702.1 Melilotus tauricus
MN533666.1 Melilotus infestus
MN533705.1 Melilotus messanensis
MN533689.1 Melilotus segetalis
JX505771.1 Vicia pubescens
JX505770.1 Vicia pisiformis
JX505785.1 Vicia villosa
JQ041868.1 Vicia cracca
JXS505768.1 Vicia pinetorum

57/51 KM098867.1 Desmodium canadense
92/98 L—— KM098861.1 Desmodium paniculatum

EF543408.1 Desmodium floridanum

KX268179.1 Desmodium tortuosum
KX268180.1 Desmodium velutinum
KX268224.1 Vigna reticulata
EU717348.1 Vigna unguiculata

5795 JX233510.1 Vigna umbellata
9599 —— EU717347.1 Vigna trilobata

93/88 EU717346.1 Vigna radiata

99/99

100/100

58/67

90/95

90/98

100/100

0,05

Gambar 3. Pohon filogenetik berdasarkan sekuens
DNA trnL-F dengan metode NJ dan ML, 1000 kali
bootstrap dan nilai node berturu-turut NJ dan ML

Konstruksi  pohon filogenetik  yang
dihasilkan dari metode NJ dan ML tidak jauh
berbeda. Beberapa penelitian melaporkan bahwa
kedua metode tersebut sering menghasilkan pola
pengelompokkan yang relatif serupa, meskipun
menggunakan pendekatan statistik yang berbeda
(Nguyen et al., 2022; Zhou et al., 2024). Metode
Neighbor Joining merupakan metode berbasis
jarak genetik yang menggunakan model evolusi
tertentu yang menghasilkan konstruksi pohon
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filogenetik yang sederhana dan cepat, sedangkan
metode Maximum  Likehood menganalisis
hubungan evolusi secara lebih mendalam dan
akurat serta memilih pohon dengan nilai likehood
tertinggi (Tao et al., 2023).

Percabangan pohon filogenetik
menunjukkan bahwa spesies dalam satu genus
membentuk satu cabang sendiri yang tidak
bercampur dengan spesies lainnya. Menurut
Ardiana ef al. (2021) menyatakan bahwa clade
yang terbentuk pada pohon filogenetik
dikarenakan adanya kemiripan pada urutan basa
nukleotida antar satu spesies dengan spesies
lainnya, urutan basa nukleotida yang cenderung
sama akan berkumpul membentuk kelompok
dalam satu clade.

KM098886.1 Desmodium paniculatum
L EF517898.1 Desmodium floridanum
I KM098891.1 Desmodium canadense
KY968835.1 Desmodium tortuosum
MN264663.1 Desmodium velutinum
JF430412.1 Vigna unguiculata
L PP599527.1 Vigna reticulata
JF430411.1 Vigna umbellata

00100l —— JF430409.1 Vigna radiata
74/36 L IN008298.1 Vigna trilobata

82/91 DQ312197.1 Vicia cracca

41 "?J—,i JX506275.1 Vicia pinetorum
JX506277.1 Vicia pisiformis

8339 —— IxX506278.1 Vicia pubescens
DQ312199.1 Vicia villosa
MK918799.1 Melilotus tauricus
L PP335234.1 Melilotus indicus
MK9I8771.1 Melilotus messanensis
MK918809.1 Melilotus segetalis
MK918733.1 Melilotus infestus

100/100; MN257828.1 Senna alexandrina
88/353 L—— KR134124.1 Senna alata
100 I MN264655.1 Senna singueana
T KT279730.1 Senna uniflora

1007100 KP058317.1 Senna tora
KC955519.1 Acacia auriculiformis
JX870700.1 Calliandra houstoniana
JX870702.1 Calliandra hygrophila
JX870754.1 Calliandra vaupesiana

JX870694.1 Calliandra haematocephala
92199\ JX870736.1 Calliandra rubescens

SO/8%
6891
100/100

97/95

85/08

R6/88

100/100
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Gambar 4. Pohon filogenetik berdasarkan sekuens
DNA [TS dengan metode NJ dan ML, 1000 kali
bootstrap dan nilai node berturu-turut NJ dan ML

Bootstrap yang dilakukan pada konstruksi
pohon filogenetik penelitian ini 1000 kali.
Semakin tinggi nilai bootstrap, maka semakin
tinggi pula nilai akurasi dari percabangan pohon
filogenetik yang terbentuk (Bramasta et al.
2021). Spesies Acacia auriculiformis sebagai
outgroup yang digunakan sebagai pembanding
dan mempertajam pohon filogenetik. Ouztgroup
berfungsi  sebagai titik referensi untuk
menentukan hubungan evolusi dan
mengidentifikasi sifat leluhur yang sama (Tao et
al., 2023; Zhou et al., 2024).
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Kesimpulan

Empat barkode DNA yang dianalisis pada
famili Fabaceae yaitu rbcL, matK, trnL-trnF IGS
dan /7S mampu memisahkan genus pada famili
Fabaceae. Diantara keempat barkode DNA yang
dianalisis, /7S  lebih  unggul  dalam
mengidentifikasi famili Fabaceae. Hal ini dapat
dilihat dari nilai variasi sekuens, jumlah situs
segregasi, laju substitusi nukleotida dan nilai
keanekaragaman genetik /7S yang tinggi.
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