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MOTO 

Bacalah dengan (menyebut) nama Tuhanmu yang menciptakan. Dia telah 

menciptakan manusia dari segumpal darah. Bacalah, dan Tuhanmulah Yang 

Maha-mulia. Yang mengajar (manusia) dengan pena. Dia mengajarkan manusia 

apa yang tidak diketahuinya. 

(Terjemahan Surah Al-Alaq: 96 ayat 1-5)1 

 

Wahai orang-orang yang beriman! Apabila dikatakan kepadamu, “Berilah 

kelapangan di dalam majelis-majelis,” maka lapangkanlah, niscaya Allah akan 

memberi kelapangan untukmu. Dan apabila dikatakan, “Berdirilah kamu,” maka 

berdirilah, niscaya Allah akan mengangkat (derajat) orang-orang yang beriman di 

antaramu dan orang-orang yang diberi ilmu beberapa derajat. Dan Allah 

Maha-teliti apa yang kamu kerjakan. 

(Terjemahan Surah Al-Mujaadilah: 58 ayat 11)1 

 

Apa yang diberikan Rasul kepadamu maka terimalah. Dan apa yang dilarangnya 

bagimu maka tinggalkanlah. Dan bertakwalah kepada Allah. Sungguh, Allah 

sangat keras hukuman-Nya. 

(Terjemahan Surah Al-Hasyr: 59 ayat 7)1 

                                                           
1Departemen Agama Republik Indonesia. 2009. Mushaf Al-Qur’an dan Terjemah. Jakarta: Pustaka 

Al-Kautsar. 
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RINGKASAN 
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Molekuler Anggrek Obat Dendrobium discolor Lindl.; Zakiyah Ramadany, 
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Perdagangan ilegal serta pemalsuan spesies anggrek obat Dendrobium 

discolor Lindl. yang belum berbunga tidak dapat diidentifikasi secara autentik 

melalui identifikasi secara morfologi karena tumbuhan tidak memiliki organ yang 

lengkap. Identifikasi molekuler yaitu DNA barcoding ITS mulai diterapkan 

sebagai metode alternatif untuk identifikasi spesies anggrek. Namun, primer 

universal ITS yaitu 17SE dan 26SE yang mengkode keseluruhan wilayah ITS 

(ITS1-5.8S-ITS2) pada Dendrobium discolor Lindl. menghasilkan amplicon yang 

cukup panjang yaitu ±900 bp. Permasalahan tersebut dapat diatasi dengan 

menggunakan sebagian sekuen barcode ITS yaitu mini barcode berdasarkan 

sekuen ITS1 atau ITS2 saja. Oleh karena itu, primer ITS yang dapat menghasilkan 

fragmen pendek namun tetap memiliki fungsi barcode (mini-barcode) perlu 

didesain untuk identifikasi molekuler anggrek obat Dendrobium discolor Lindl.  

Metode penelitian yang dilakukan melalui tahapan: koleksi sekuen, desain 

primer ITS1 dan ITS2, isolasi DNA genom anggrek Dendrobium discolor Lindl. 

Merauke, amplifikasi DNA, analisis hasil elektroforesis, purifikasi DNA, DNA 

sequencing, dan analisis data. Analisis data dilakukan secara in silico dengan 

menggunakan beberapa software meliputi: BLAST-NCBI, Primer-BLAST, 

BioEdit, Bioinformatics, NEB Tm calculator, ClustalX, Oligo Analyzer, dan 

Mega6. Identifikasi spesies dilakukan menggunakan BLAST-NCBI. Sepuluh 

spesies hasil BLAST pada NCBI dikoleksi kemudian sekuennya disejajarkan 

menggunakan ClustalX. Konstruksi pohon filogenetik dilakukan menggunakan 

metode neighbour joining dengan bootstrap 1000. Berdasarkan hubungan 

kekerabatan yang dianggap plesiomorfik dengan anggrek Dendrobium, spesies 

yang dipilih sebagai outgroup berasal dari genus Calanthe.  
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ix 
 

Primer desain untuk ITS1 diberi nama ITS_58F dan ITS_455R, sedangkan 

untuk ITS2 adalah ITS_344F dan ITS_836R. Panjang keempat primer ITS: 58F, 

455R, 344F, dan 836R secara berturut-turut adalah 21, 20, 23, dan 21 basa. 

Kandungan GC pada sekuen primer secara berturut-turut adalah 47,6%; 45%; 

47,8%; dan 50%. Suhu leleh dari keempat primer desain secara berturut-turut 

yaitu 55,1⁰C; 55,5⁰C; 57⁰C; dan 56,8⁰C. Hasil PCR menunjukkan bahwa Sekuen 

ITS1 dan ITS2 dari anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. Merauke dapat 

diamplifikasi secara optimal menggunakan pasangan primer ITS1 (58F-455R) dan 

ITS2 (344F-836R). Ukuran amplicon DNA yang dihasilkan sesuai dengan target 

yaitu ±397 bp untuk ITS1 dan ±492 bp untuk ITS2. Hasil blast sekuen ITS1 

Dendrobium discolor Lindl. Merauke menunjukkan homologi tertinggi dengan 

spesies Dendrobium nindii (AY239985.1) asal Australia (per. ident 96,58%), 

sedangkan hasil blast dari sekuen ITS2 menunjukkan homologi tertinggi dengan 

spesies Dendrobium taurinum (AB894142.1) asal Jepang (per. ident 98,57%). 

Hasil blast dan rekonstruksi pohon filogenetik dari sekuen ITS1 dan ITS2 

Dendrobium discolor Lindl. Merauke dengan spesies anggrek pada genbank 

NCBI menunjukkan kesesuaian satu sama lain. Sekuen ITS1 maupun ITS2 

terbukti dapat digunakan dalam identifikasi molekuler anggrek obat Dendrobium 

discolor Lindl. Merauke. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Anggrek obat Dendrobium discolor Lindl atau lebih dikenal sebagai 

anggrek keriting, merupakan anggrek epifit yang tersebar di Maluku, Papua, 

Papua Nugini, Queensland, dan Sulawesi (Cribb, 1986). Pemanfaatan 

Dendrobium discolor Lindl. dalam pengobatan herbal telah dilakukan oleh suku 

Aborigin di Australia sebagai obat gosok untuk mengobati penyakit kurap (Teoh, 

2016), pereda nyeri, dan disentri (Lawler dan Slaytor, 1970). Namun, studi lebih 

lanjut mengenai senyawa metabolit maupun molekuler dari Dendrobium discolor 

Lindl. belum banyak dilakukan. Selain itu, data DNA dari Dendrobium discolor 

Lindl. juga belum tersedia dalam Genbank National Center for Biotechnology 

Information (NCBI). 

Perdagangan anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. sebagai tanaman 

hias maupun obat herbal di pasaran banyak yang berupa tanaman yang belum 

berbunga, batang kering, maupun batang segar (Teoh, 2016). Perdagangan ilegal 

serta pemalsuan spesies anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. varietas 

Merauke dengan Tanimbar sering ditemukan karena kedua spesies ini memiliki 

karakteristik morfologi vegetatif yang identik (Agustini dkk., 2013). Pemalsuan 

dan perdagangan ilegal spesies anggrek yang belum berbunga tersebut tidak dapat 

dibuktikan secara autentik melalui identifikasi secara morfologi dikarenakan 

tanaman umumnya tidak memiliki organ vegetatif dan generatif yang lengkap. 

Oleh karena itu, identifikasi molekuler secara cepat dan efisien perlu dilakukan 

sebagai solusi dari keterbatasan identifikasi secara morfologi. 

Salah satu metode analisis molekuler yang banyak digunakan untuk 

identifikasi spesies anggrek obat adalah DNA barcoding (Yip dkk., 2007). DNA 

barcoding merupakan teknik identifikasi molekuler menggunakan sekuen DNA 

sebagai barcode untuk menunjukkan adanya karakteristik khas sekuen DNA suatu 

spesies anggrek (Gao dkk., 2019). The Consortium for the Barcode of Life (CBOL) 

menjelaskan bahwa beberapa sekuen DNA kloroplas (matK, rbcL, psbA-trnH, dan 

atpF-atpH spacer) dan internal transcribed spacer (ITS) dapat digunakan sebagai 
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barcode potensial dalam identifikasi molekuler tanaman menggunakan DNA 

barcoding (Feng dkk., 2015).  

Penanda molekuler pada ITS secara luas telah diterapkan dalam otentikasi 

dan analisis filogenetik tanaman anggrek obat yang digunakan dalam pengobatan 

Cina (Fu dkk., 1999). Lokus ITS dimanfaatkan sebagai penanda molekuler 

dikarenakan sekuennya bersifat konservatif, universal, spesifik pada setiap spesies, 

dan dapat dengan mudah diamplifikasi menggunakan metode PCR yang 

kemudian dilakukan pengurutan nukleotida (sequencing) menggunakan primer 

(Baldwin dkk., 1995). Namun, DNA barcoding menggunakan keseluruhan lokus 

ITS (ITS1, 5.8S, ITS2) dalam identifikasi anggrek obat Dendrobium dianggap 

kurang efektif dan efisien dalam proses amplifikasi PCR dan sequencing (Chen 

dkk., 2010; Feng dkk., 2015). Hasil dari penelitian sebelumnya menggunakan 

primer universal untuk DNA barcoding tanaman darat yaitu 17SE dan 26SE (Sun 

dkk., 1994) yang mengkode keseluruhan wilayah ITS anggrek Dendrobium 

discolor Lindl. Tanimbar menghasilkan panjang amplicon sebesar ±900 bp 

(Perwitasari, 2019). Ukuran tersebut dianggap kurang efektif dan efisien serta 

menimbulkan beberapa permasalahan dalam proses sequencing.  

DNA mini-barcoding menggunakan sekuen ITS1 atau ITS2 mulai 

dikembangkan sebagai metode turunan dari DNA barcoding yang dapat 

mengatasi permasalahan dalam menggunakan full-length ITS barcode (Hossain 

dkk., 2013; Shneyer dan Rodionov, 2019). Namun, identifikasi molekuler DNA 

mini-barcoding menggunakan sekuen pada ITS1 atau ITS2 memerlukan primer 

spesifik yang dirancang khusus agar dapat menghasilkan fragmen pendek. Desain 

primer ITS yang didesain ulang juga tetap memiliki fungsi barcode (mini-barcode) 

untuk mengidentifikasi spesies Dendrobium discolor Lindl. secara akurat dan 

efektif. Oleh karena itu, desain primer ITS1 dan ITS2 perlu dilakukan dalam 

penelitian ini sebagai dasar identifikasi molekuler anggrek obat Dendrobium 

discolor Lindl. menggunakan metode DNA barcoding. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah berdasarkan latar belakang tersebut yaitu apakah primer 

ITS yang didesain menghasilkan amplicon berukuran 300-500 bp dan dapat 

mengidentifikasi anggrek obat Dendrobium discolor Lindl.? 

 

1.3 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mendesain primer ITS yang dapat 

menghasilkan amplicon berukuran 300-500 bp, namun tetap memiliki fungsi 

barcode untuk identifikasi anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. 

 

1.4 Manfaat 

Manfaat dari hasil penelitian ini antara lain: 

1. Primer ITS yang didesain dapat digunakan untuk identifikasi molekuler 

anggrek obat Dendrobium. 

2. Hasil desain primer ITS dapat meningkatkan efisiensi dan spesifikasi dalam 

proses identifikasi molekuler DNA barcoding anggrek obat Dendrobium. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Keragaman Dendrobium discolor Lindl. 

Dendrobium discolor Lindl. lebih dikenal dengan nama Golden Orchid di 

Australia, Moresby gold di Papua Nugini, dan anggrek keriting di Indonesia 

(Kamemoto dkk., 1999). Distribusi anggrek Dendrobium discolor Lindl. meliputi 

wilayah Queensland di Australia, Papua Nugini, dan Indonesia (Sulawesi, Maluku 

dan Papua) (Ormerod, 2017). Spesies-spesies Dendrobium discolor Lindl. dapat 

digolongkan pada tingkat taksonomi di bawah tingkat spesies menjadi dua 

subspesies yaitu Dendrobium discolor subsp. discolor dan Dendrobium discolor 

subsp. incurvata Liddle & P.I.Forst. Dendrobium discolor subsp. discolor tersebar 

dari Sulawesi sampai Queensland, sedangkan subspesies incurvata hanya tersebar 

di Papua, Papua Nugini, dan Queensland.  

Spesies Dendrobium discolor Lindl. di Queensland, Australia dapat 

digolongkan menjadi tiga varietas yaitu: Dendrobium discolor var. fimbrilabium 

(Rchb.f.) Dockrill, Dendrobium discolor var. fuscum (Fitzg.) Dockrill, dan 

Dendrobium discolor broomfieldii (Fitzg.) A.D.Hawkes (Govaerts, 2003). Spesies 

Dendrobium discolor Lindl. di Indonesia belum banyak diteliti dan hanya 

dikelompokkan berdasarkan habitatnya, yaitu Dendrobium discolor Lindl. 

Merauke (Papua) dan Dendrobium discolor Lindl. Tanimbar (Maluku). 

Klasifikasi Dendrobium discolor Lindl. menurut Dressler dan Dodson, (2000) 

adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Subkingdom : Tracheobionta 

Superdivisi : Spermatophyta 

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Liliopsida 

Ordo  : Orchidales 

Famili  : Orchidaceae 

Genus  : Dendrobium 

Spesies  : Dendrobium discolor Lindl. 
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Dendrobium discolor Lindl. termasuk ke dalam section Spatulata dan 

memiliki enam nama sinonim yaitu: Dendrobium undulatum R.Br, Dendrobium 

undulata (R.Br) Kuntze, Dendrobium undulans Bakh.f., Dendrobium arachnanthe 

Kraenzl, Dendrobium elobatum Rupp, dan Dendrobium fuscum Fitzg (Agustini 

dkk., 2013). Section merupakan tingkatan klasifikasi pada anggrek setelah genus. 

Section Spatulata terdiri dari 50 spesies yang terdistribusi di Indonesia (Jawa, 

Sulawesi, Maluku, Papua), Filipina, Papua Nugini, Australia (Queensland), dan 

Kepulauan Pasifik. Spesies Dendrobium pada section Spatulata terdiri dari 

anggrek terestrial maupun epifit yang sering ditemukan tumbuh di bebatuan atau 

pepohonan tepi pantai (Cribb, 1986).  

Dendrobium discolor Lindl. dapat tumbuh di dataran rendah, hutan bakau, 

tebing dan batu karang pada ketinggian 550 meter di atas permukaan laut dengan 

intensitas cahaya tinggi. Tinggi Dendrobium discolor Lindl. dapat mencapai 1,5 

m. Panjang pseudobulb (umbi semu pada batang simpodial anggrek) Dendrobium 

discolor Lindl. bervariasi dari 0,5-5 cm dengan diameter 1-8 cm. Permukaan 

daunnya halus, berbentuk bulat telur dengan panjang 5-20 cm. Daun tersusun 

dalam dua jajaran sepanjang dua pertiga bagian distal batang. Bunga Dendrobium 

discolor Lindl. memiliki variasi warna kuning, kuning-kecokelatan dan cokelat. 

Sepal dan petal membentuk spiral dengan tepi bergelombang (Gambar 2.1). 

Lamanya waktu mekar bunga ±2 bulan (Lindley, 1840; Indraloka dkk., 2019; 

Teoh, 2019).  

 

Gambar 2.1 Morfologi anggrek Dendrobium discolor Lindl. (Sumber: Teoh, 2019) 
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Pemanfaatan Dendrobium discolor Lindl. dalam pengobatan telah 

diterapkan oleh suku Aborigin dari Australia untuk meredakan rasa nyeri, obat 

disentri, dan penyakit kurap (Lawler dan Slaytor, 1970). Suku Aborigin mengolah 

batang muda Dendrobium discolor Lindl. menjadi obat gosok untuk mengobati 

penyakit kurap dengan air rebusannya (Bulpitt, 2005; Teoh, 2016). Selain itu, 

pulp yang diekstraksi dari pseudobulb Dendrobium discolor Lindl. menggunakan 

palu dapat dijadikan obat gosok untuk mengobati bisul (Teoh, 2019). Penelitian 

lainnya juga menunjukkan bahwa pulp dari spesies anggrek obat Dendrobium 

memiliki kandungan flavonoid yang memberikan efek antibakteri ringan, 

sehingga dapat digunakan untuk mengobati luka bakar ringan (Pearn, 2005). Salah 

satu contoh senyawa flavonoid pada anggrek obat Dendrobium adalah flavonoid 

C-glikosida. Senyawa flavonoid C-glikosida banyak ditemukan pada daun dan 

batang anggrek obat Dendrobium serta berperan sebagai antioksidan, antikanker, 

antitumor, hepatoprotektif, antivirus, antibakteri, antijamur, dll (Kong dkk., 2003).  

Keanekaragaman warna bunga pada anggrek dipengaruhi oleh adanya 

interaksi antara gen yang berbeda. Masing-masing gen menentukan aktivitas 

enzim dalam suatu metabolisme. Senyawa antosianin dan pigmen warna akan 

terbentuk apabila masing-masing gen memiliki minimal satu alel dominan. 

Kandungan senyawa antosianin pada bunga juga dipengaruhi oleh adanya pigmen 

lain, ion logam, pH getah, serta posisi glikosilasi dan asilasi. Hal tersebut yang 

menyebabkan munculnya variasi warna bunga yang khas dari setiap spesies 

anggrek obat Dendrobium discolor Lindl yang dapat dijadikan acuan dalam 

identifikasi anggrek secara morfologi (Henuhili, 2009). 

Catatan sejarah nomenklatur menunjukkan bahwa nama Dendrobium 

discolor telah diterapkan untuk spesies yang berbeda yang disebabkan karena 

adanya kesalahan dalam identifikasi spesies menggunakan metode konvensional. 

Kesalahan identifikasi spesies-spesies tersebut disebabkan oleh beberapa hal yaitu: 

banyaknya sinonim yang telah diusulkan oleh ahli botani yang bekerja pada flora 

regional yang tidak memiliki akses ke semua jenis anggrek dan yang memiliki 

pemahaman yang tidak lengkap tentang spesies terkait di wilayah geografis 

lainnya, penggunaan warna bunga tanpa mengacu pada morfologi bunga, serta 
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morfologi vegetatif taksa yang sangat mirip antar spesies (Dauncey dan Cribb, 

1993). Identifikasi secara molekuler diharapkan dapat memberikan hasil yang 

akurat dan meminimalisir kesalahan identifikasi spesies Dendrobium discolor 

Lindl. Data sekuen DNA yang diperoleh dapat digunakan untuk melengkapi data 

genetik Dendrobium discolor Lindl. yang masih belum terdaftar dalam genbank. 

 

2.2 DNA Barcoding 

DNA barcoding adalah teknik identifikasi molekuler yang menggunakan 

sekuen DNA standar untuk memfasilitasi identifikasi spesies. Penelitian oleh Yao 

dkk., (2009) menunjukkan bahwa teknologi barcode DNA dapat memberikan 

identifikasi spesies yang cepat dan akurat menggunakan sekuen DNA standar. 

DNA barcoding juga dapat digunakan sebagai metode identifikasi molekuler yang 

dapat dimanfaatkan untuk mengidentifikasi bahan obat herbal untuk penggunaan 

herbal yang aman, kontrol kualitas, dan penyelidikan forensik. DNA barcoding 

telah diterapkan oleh banyak peneliti untuk identifikasi spesies obat herbal. 

Identifikasi bahan obat menggunakan pendekatan barcode DNA dapat melindungi 

konsumen dari keracunan tidak disengaja atau penipuan oleh pemasok yang tidak 

jujur. DNA barcoding juga dapat berfungsi sebagai metode forensik untuk 

membantu mendeteksi bahan herbal beracun dalam kasus yang mengancam jiwa 

(Li dkk., 2011). 

Prinsip dasar DNA barcoding adalah identifikasi menggunakan barcode 

dan membandingkan urutan barcode yang tidak diketahui dengan pustaka sekuen 

barcode yang telah diketahui identitasnya. Apabila hasil perbandingan antara 

sekuen yang diteliti sesuai dengan pustaka, maka spesimen tersebut diidentifikasi 

sebagai spesimen dari pustaka. Jika tidak sesuai, maka dapat mengarah kepada 

sekuen baru untuk spesies baru (Hajibabaei dkk., 2007). Sekuen DNA yang 

diperoleh dapat digunakan untuk mengetahui hubungan kekerabatan antar spesies 

yang kemudian dilakukan konstruksi pohon filogenetiknya (Rohimah dkk., 2018). 

Barcode DNA yang cocok harus memenuhi beberapa kriteria yaitu: bersifat 

universal (dapat diamplifikasi dan dilakukan sequencing pada seluruh spesies 

tanaman), tidak memiliki rantai sekuen berulang yang panjang (tidak rentan 
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mengalami mutasi), dan bersifat diskriminatif (dapat membedakan antar spesies 

secara spesifik) (Li dkk., 2011). Identifikasi molekuler anggrek menggunakan 

barcode DNA matK, rbcL, trnH-psbA, ITS, trnL-F, 5S-rRNA, dan 18S-rRNA telah 

diteliti dan berhasil dalam mengidentifikasi tanaman anggrek obat (Mishra dkk., 

2015). Barcode DNA berdasarkan lokus ITS (ITS1-5.8S-ITS2) yang lengkap 

dapat memberikan informasi diskriminatif yang memadai, tetapi meningkatkan 

ukuran fragmen DNA dapat secara signifikan mengurangi keberhasilan PCR. 

Ukuran amplicon berkorelasi negatif dengan keberhasilan PCR karena semakin 

panjang ukuran amplicon, maka semakin tinggi pula tingkat kesalahan yang akan 

terjadi selama proses amplifikasi DNA (Broquet dkk., 2006). 

 

2.3 Internal Transcribed Spacer (ITS) 

Internal transcribed spacer (ITS) merupakan DNA non-coding yang 

terletak di antara gen ribosom subunit kecil (18S rRNA) dan subunit besar (26S 

rRNA) dalam DNA ribosom inti (nrDNA). Lokus ITS1 dan ITS2 merupakan 

DNA spacer atau DNA non coding yang terletak di antara DNA coding (18S 

rRNA, 5.8S, dan 26S rRNA) (Gambar 2.2). Sebagian sekuen ITS1 dan ITS2 dari 

transkrip nrDNA diduga berfungsi dalam pematangan nrRNAs. Analisis mutasi in 

vivo yang dilakukan dalam penelitian Nues dkk., (1994) menunjukkan bahwa 

penghapusan sekuen tertentu dalam ITS1 dapat menghambat produksi rRNA 

subunit kecil. Penghapusan tertentu atau titik mutasi pada ITS2 dapat 

memperlambat pemrosesan rRNA subunit besar (Sande dkk., 1992). 

 

Gambar 2.2 Lokasi Internal Transcribed Spacer (ITS) (Sumber: Vu dkk., 2017) 

Kelebihan dari lokus ITS sebagai penanda molekuler yaitu mewarisi DNA 

maternal dan paternal (pewarisan biparental), bersifat universal, low functional 
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constraint (frekuensi terjadinya mistranslation, misfolding, atau misinteractions 

rendah), keseragaman intragenomik, dan variabilitas intergenomik (Álvarez dan 

Wendel, 2003). Lokus DNA ribosom inti (nrDNA) yang berbeda dapat digunakan 

untuk meneliti garis keturunan dengan berbagai tingkat divergensi (Campbell dkk., 

2005), identifikasi spesies atau varietas (Lau dkk., 2001), hubungan filogenetik 

(Clements dkk., 2002), serta konservasi dan pengelolaan sumber daya genetik 

(Adams dkk., 2006). Sekuen ITS dari nrDNA telah terbukti bersifat konservatif 

dalam evolusinya. Hasil sequencing wilayah ITS pada tanaman dari beberapa 

literatur menunjukkan wilayah ITS sangat potensial sebagai sumber karakter DNA 

inti dalam rekonstruksi filogenetik antar spesies anggrek (Baldwin, 1992). 

Penanda molekuler ITS pada anggrek telah diterapkan untuk mengidentifikasi 

tanaman atau kultivar, pemilihan induk untuk pembibitan hibridisasi, konservasi 

sumber daya genetik dan analisis keanekaragaman genetik berbagai spesies 

anggrek (Huang dkk., 2010). Pembacaan sekuen pada lokus ITS1 dan ITS2, 

mengandung variasi yang cukup untuk membedakan Dendrobium pada tingkat 

interspesies (Xu dkk., 2006).  

Baldwin dkk., (1995) menerbitkan artikel mengenai kegunaan data urutan 

ITS pada filogeni tanaman angiosperma. Soltis dkk., (1998) merangkum sebagian 

besar studi ITS beberapa tahun setelahnya. DNA barcode ITS telah diterapkan 

secara luas dalam otentikasi dan analisis filogenetik tanaman obat yang umum 

dimanfaatkan dalam pengobatan Cina (Ngan dkk., 1999). Barcode DNA ITS juga 

dapat digunakan dalam identifikasi bahan obat herbal, kontrol kualitas, dan 

penyelidikan forensik. (Li dkk., 2011; Takamiya dkk., 2011). Keragaman genetik 

pada sekuen ITS juga terbukti dapat mengidentifikasi hubungan filogenetik dari 

12 spesies Dendrobium dengan varietas yang berbeda (Liu dkk., 2014). Berbagai 

penelitian mengenai sekuen ITS lainnya telah banyak dipublikasikan dan 

diaplikasikan dalam beberapa penelitian mengenai anggrek, termasuk anggrek 

obat. Penggunaan ITS sebagai penanda molekuler dalam teknik DNA barcoding 

terbukti dapat mengidentifikasi anggrek obat yang berada di dunia baik dalam 

sampel segar, herbarium, maupun yang terkandung pada produk herbal dalam 

pengobatan Cina. 
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2.4 Desain Primer 

Molekul primer nukleotida (oligonukleotida) merupakan potongan pendek 

dari DNA untai tunggal yang komplementer dengan sekuen DNA target yang 

diperlukan dalam amplifikasi DNA menggunakan PCR. Primer berfungsi sebagai 

pengenal sekuen DNA target dan penyedia gugus hidroksil (-OH) pada ujung 3’ 

yang diperlukan dalam tahapan pemanjangan sekuen DNA, sehingga 

menghasilkan amplicon yang diinginkan. Posisi primer di sepanjang untai DNA 

tunggal menunjukkan panjang total produk amplifikasi DNA yang akan 

dihasilkan (Handoyo dan Rudiretna, 2000).  

Desain primer bertujuan untuk mendapatkan spesifikasi dan efisiensi pada 

proses amplifikasi DNA. Spesifikasi didefinisikan sebagai kemampuan primer 

dalam menempel pada DNA target secara spesifik. Primer harus memiliki dua 

atau lebih ketidaksesuaian dengan sekuen DNA yang tidak diinginkan dalam lima 

basa terakhir di ujung 3’. Selain itu, sekuen dari pasangan primer harus memiliki 

minimal 6 nukleotida yang berbeda (mismatch) pada ujung 3’ agar tidak terjadi 

ikatan antar sesama primer (Dieffenbach dkk., 1993). Primer yang memiliki 

tingkat spesifikasi yang rendah akan menghasilkan produk PCR dengan ukuran 

amplicon yang tidak sesuai dengan DNA target. Efisiensi dijelaskan sebagai 

kemampuan pasangan primer dalam amplifikasi DNA target secara baik dan tepat 

(dengan tidak membuang waktu, energi, dan biaya). Sekuen primer yang optimal 

dan konsentrasi primer yang tepat sangat penting untuk memaksimalkan 

spesifikasi dan efisiensi proses PCR maupun sequencing DNA (Abd-Elsalam, 

2003).  

Internal transcribed spacer pada tanaman secara umum terbukti sulit 

untuk diamplifikasi secara efisien dengan menggunakan primer 17SE dan 26SE 

(Sun dkk., 1994) yang telah umum digunakan dalam DNA barcoding ITS karena 

ukuran amplicon yang masih tergolong panjang (±900 bp) (Gardes dan Bruns, 

1993). Beberapa peneliti telah merancang primer spesifik yang didesain khusus 

untuk beberapa tanaman, termasuk spesies anggrek Dendrobium (Tabel 2.1). 

Yuan dkk., (2009) telah menggunakan sekuen ITS1 dan ITS2 untuk identifikasi 

anggrek obat Dendrobium. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa 
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hubungan filogenetik yang diungkapkan oleh analisis DNA ITS parsial (ITS1 dan 

ITS2) mendukung data morfologi yang diterbitkan sebelumnya. 

Tabel 2.1 Koleksi data primer ITS untuk DNA barcoding anggrek 

No.  Sekuen 
Tm 

(⁰C) 

Kode 
Forward/ 

Reverse 

Ukuran 
Produk 

Referensi 

1. 

5'-ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG-3' 65 17SE 

800 bp 

Williams 
dan 
Whitten, 
1999 

5'-TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC-3' 69 26SE 

2. 
5'-CGTAACAAGGTTTCC-3' 45 IT1 

730 bp 
Tsai dkk., 

2006 5'-AGTTTCTTCTCCTCC-3' 45 IT2 

3. 
5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 54 ITS4 

650 bp 
Szalanski 

dkk., 2001 5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3' 53 ITS5 

4. 
5′-TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT-3′ 58 IT1 

750 bp 
Tsai dkk., 
2004 5′-GTAAGTTTCTTCTCCTCCGCT-3′ 56 IT2 

5. 
5'- ATTGAATGGTCCGGTGAAGTGTTCG-3' 62 P1 

650 bp 
Yuan dkk., 
2009 5'-AATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC-3' 69 P2 

6. 
5'-AGTCGTAACAAGGTTTCC-3' 51 IT1 

750 bp 
Trung dkk., 
2013 5'-GTAAGTTTCTTCTCCTCC-3' 48 IT2 

 

Perancangan primer dapat dilakukan berdasarkan sekuen DNA target yang 

telah diketahui maupun dari sekuen gen penghasil protein yang dituju. Data 

sekuen DNA atau protein bisa didapatkan melalui genbank. Perancangan primer 

berdasarkan hasil analisis homologi dari sekuen DNA atau protein yang 

mempunyai hubungan kekerabatan yang dekat dengan sampel dilakukan apabila 

sekuen DNA maupun gen yang menyandi urutan protein yang dituju belum 

diketahui (Handoyo dan Rudiretna, 2000).  

Desain primer ITS spesifik pada wilayah ITS1 dan ITS2 umumnya 

dirancang berdasarkan sekuen pada wilayah 18S, 5.8S, dan 26S. Wilayah coding 

rRNA 18S, 5.8S, dan 26S bersifat konservatif dan memiliki variasi sekuen yang 

lebih rendah dibandingkan sekuen pada ITS1 dan ITS2, sehingga dapat digunakan 

untuk pengembangan sekuen primer ITS (Gambar 2.3). Posisi sekuen 5.8S yang 

terletak di antara ITS1 dan ITS2 dapat dijadikan sebagai acuan untuk mendesain 

dan mengembangkan primer spesifik untuk ITS1 dan ITS2 dalam identifikasi 

molekuler menggunakan DNA mini barcode ITS1 maupun ITS2 (Shneyer, 2009). 
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Gambar 2. 3 Lokasi primer pada nrDNA (Sun dkk., 1994) 

 

Desain primer yang tepat diperlukan untuk keberhasilan amplifikasi DNA 

sehingga perlu memenuhi parameter standar (Tabel 2.2) dari karakteristik umum 

suatu primer yang memiliki spesifikasi dan efisiensi yang tinggi. Komposisi dasar 

dan panjang primer merupakan karakteristik penting dalam proses amplifikasi 

DNA target secara spesifik karena sekuen primer yang digunakan untuk 

amplifikasi DNA dapat memiliki efek besar pada spesifikasi dan efisiensi reaksi. 

Interaksi primer-primer (seperti self-homology dan cross-homology), kandungan 

G dan C, suhu leleh (Tm), GC clamp, stabilitas ujung 5’, spesifikasi ujung 3’, 

suhu anil, dan panjang amplicon yang dihasilkan juga merupakan parameter 

penting yang mempengaruhi desain primer PCR (Mitsuhashi, 1996).  

Tabel 2.2 Parameter desain primer ITS  

No. Parameter Standar Referensi 

1. Panjang primer 18-30 bp Handoyo dan 

Rudiretna, 2000 2. Suhu leleh (Tm) 52-58⁰C 

3. Suhu anil (Ta) 45-65⁰C Mitsuhashi, 1996 

4. Kandungan G dan C 45-60% 
Abd-Elsalam, 2003 

6. Self homology ≤ 3 pasang basa 

7. Spesifikasi ujung 3’ 
≥ 6 nukleotida terakhir yang berbeda 

(mismatch) antar primer  

Dieffenbach dkk., 

1993 

 

Spesifikasi umumnya dipengaruhi oleh panjang primer, suhu leleh, dan 

suhu anil yang digunakan pada proses PCR. Panjang optimal primer PCR yang 

baik yaitu 18-30 bp. Ukuran tersebut cukup panjang untuk spesifikasi yang 

memadai dan cukup pendek untuk menempel dan mengikat secara mudah ke 
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DNA template pada suhu anil. Primer dengan Tm di kisaran 52-58⁰C umumnya 

memberikan hasil PCR terbaik. Pemilihan Tm primer sangat penting karena Tm 

sangat mempengaruhi pemilihan suhu anil proses PCR yang menjadi poin penting 

dalam keberhasilan amplifikasi DNA. Handoyo dan Rudiretna, (2000) 

menjelaskan bahwa Tm primer dengan panjang berkisar 18-30 bp dapat dihitung 

menggunakan rumus:  

Tm= 4 x (G + C) + 2 x (A + T) 

Kandungan guanin (G) dan sitosin (C) sangat mempengaruhi Tm dari 

primer. Komposisi basa nitrogen G dan C pada primer sebaiknya berkisar 45-60% 

dari kandungan G dan C pada DNA target. Primer dengan kandungan G dan C 

yang rendah diperkirakan dapat menurunkan spesifikasi proses PCR karena 

primer tidak dapat menempel pada sekuen DNA template secara optimal pada 

proses anil. Primer harus dirancang dengan baik tanpa adanya homologi 

intraprimer melebihi 3 pasang basa karena akan menyebabkan terbentuknya 

hairpin yang dapat mengganggu proses PCR. Homologi antar primer juga harus 

dihindari. Apabila sekuen primer memiliki homologi pada ujung 3’ dari kedua 

primer, pembentukan dimer primer akan terjadi (Abd-Elsalam, 2003). 
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari sampai April 2020. 

Penelitian berlokasi di Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Universitas Jember. Sequencing DNA dilakukan dengan 

menggunakan jasa Macrogen, Republik Korea. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi mortar, alu, hot 

plate, mikropipet, tip mikropipet kuning (200 μL), tip mikropipet biru (1 mL), 

UV-transilluminator, neraca analitik, mesin PCR, vortex, thermoshaker, gelas 

ukur, tabung erlenmeyer, eppendorf (1,5 mL), microtube PCR, sentrifuse, 

desikator, lemari pembeku -20⁰C, pengaduk magnetik, gunting, alumunium foil, 

elektroforesis, dan parafilm. 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu daun Dendrobium discolor 

Lindl. Merauke, Papua (yang diperoleh dari nurseri Kebon Agung Orchid, 

Jember), primer ITS, double distilled water (ddH2O), isopropanol, kit GenEx 

(buffer PL, buffer PP, buffer RE), PCR master mix, buffer tris acetic-EDTA (TAE 

1x), ethidium bromide, agarosa, akuades, etanol 70% dingin, DNA marker 100 

bp, dan RNase.  

 

3.3 Rancangan Penelitian 

Prosedur penelitian yang dilakukan melalui tahapan koleksi sekuen, desain 

primer, isolasi DNA genom, amplifikasi DNA, elektroforesis DNA, purifikasi 

DNA, sequencing DNA dan analisis data. Prosedur pertama yaitu koleksi sekuen 

primer ITS yang sudah digunakan dalam identifikasi anggrek obat secara in silico. 

Primer ITS anggrek obat kemudian didesain ulang berdasarkan urutan basa 

nitrogen primer pada sekuen anggrek Dendrobium. Prosedur kedua yaitu 

dilakukan ekstraksi dan analisis sekuen DNA melalui isolasi DNA, amplifikasi 

DNA, dan purifikasi DNA. Analisis secara kualitatif dilakukan dengan visualisasi 
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hasil elektroforesis menggunakan UV-transilluminator. Alur penelitian dapat 

dilihat pada gambar berikut: 

Gambar 3.1 Skema alur penelitian 

 

3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Koleksi Sekuen dan Sampel 

Data sekuen primer ITS untuk identifikasi molekuler anggrek obat 

didapatkan melalui studi literatur dari jurnal, buku, dan artikel penelitian 

sebelumnya pada anggrek obat Dendrobium. Sekuen DNA anggrek obat dikoleksi 

Desain primer ITS secara 

bioinformatik 

Isolasi DNA genom 

menggunakan kit GenEx 

Amplifikasi DNA Sekuen ITS 

Analisis data  

Eksplorasi sekuen primer ITS 

anggrek obat secara in silico 

Koleksi sampel anggrek  

Dendrobium discolor Lindl. Merauke 

Sequencing DNA menggunakan jasa Macrogen, 

Republik Korea. 

Purifikasi DNA menggunakan kit Promega 

Visualisasi DNA Target Produk PCR 

Produksi primer ITS 
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dari genbank sebagai data awal untuk memprediksi letak primer pada sekuen 

anggrek serta ukuran amplicon yang akan dihasilkan dari proses PCR. Sekuen 

DNA anggrek obat Dendrobium dikoleksi berdasarkan basis data yang tersedia di 

genbank NCBI dengan cara menulis nama spesies dan sekuen yang dimaksud 

(ITS). Sekuen DNA anggrek obat yang tidak terdaftar datanya pada genbank 

(NCBI) dijadikan sebagai sampel pada penelitian ini. Sampel anggrek yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah Dendrobium discolor Lindl. Merauke yang 

diperoleh dari nurseri Kebon Agung Orchid. Sampel kemudian dibawa ke 

laboratorium untuk isolasi DNA. 

 

3.4.2 Desain primer ITS 

Desain primer ITS dalam penelitian ini dirancang dengan 

mempertimbangkan: panjang amplicon dengan ukuran 300-500 bp (Hajibabaei 

dkk., 2007; Zhang dkk., 2016), daerah penempelan primer pada sekuen ITS DNA 

sampel (ITS1 dan ITS2), panjang primer, suhu leleh (Tm), Kandungan G dan C, 

suhu anil (Ta), dan GC clamp. Desain dilakukan secara in silico menggunakan 

beberapa software meliputi: BLAST-NCBI (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov), 

Primer-BLAST-NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), Oligo Analyzer untuk analisis 

struktur sekunder pada primer, Bioinformatics (www.bioinformatics.org) untuk 

menentukan komplemen sekuen dari primer yang didesain, dan NEB Tm 

calculator (www.tmcalculator.neb.com) untuk menghitung Tm primer dan 

menentukan suhu anil. 

Data sekuen primer yang telah didesain kemudian dianalisis lokasi 

sekuennya pada sekuen ITS anggrek menggunakan BLAST-NCBI. Lokasi sekuen 

primer dari hasil blast pada sekuen anggrek dikoleksi untuk mengetahui dan 

memperkirakan panjang amplicon yang dihasilkan. Data sekuen rancangan primer 

selanjutnya dianalisis spesifikasi dan efisiensi berdasarkan kriteria yang telah 

ditentukan sebelumnya. Lokasi penempelan primer DR2 digunakan sebagai acuan 

dalam menentukan daerah konservatif 5.8S yang terletak di antara ITS1 dan ITS2 

pada sekuen ITS anggrek Dendrobium (Takamiya dkk., 2011).  
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Rancangan sekuen primer forward dan reverse yang telah didesain 

diseleksi dengan mempertimbangkan kandungan G dan C sebesar 45-60% (Abd-

Elsalam, 2003), Tm primer 52-58°C (Handoyo dan Rudiretna, 2000), suhu anil 

kedua pasang primer, lokasi penempelan sepasang primer pada ITS (ITS1 dan 

ITS2), dan panjang amplicon yang akan dihasilkan dari pasangan primer ITS 

berkisar antara 300-500 bp (Hajibabaei dkk., 2007; Zhang dkk., 2016). Pasangan 

primer ITS yang telah dipilih kemudian dibuat dan diujikan pada sampel 

Dendrobium discolor Lindl. Merauke, Papua. Pembuatan primer dilakukan di 

Jakarta menggunakan jasa Biosensor Indonesia.  

 

3.4.3 Isolasi DNA Genom Dendrobium discolor Lindl. Merauke 

Isolasi DNA genom Dendrobium discolor Lindl. Merauke dilakukan 

dengan menggunakan kit GenEx. Daun sampel anggrek ditimbang 0,1 gram 

kemudian digerus dengan mortar dan alu steril sampai halus setelah ditambahkan 

500 μL buffer PL dan 3 μL RNase. Supernatan diambil dengan mikropipet dan 

dipindahkan ke microtube 1,5 mL kemudian divortex sampai larutan homogen. 

Supernatan diinkubasi (65°C) pada thermoshaker selama 15 menit. Proses 

berikutnya yaitu sentrifugasi sampel dengan kecepatan 10.000 rpm selama 1 menit 

sehingga terbentuk supernatan dan pelet. Supernatan diambil 400 μL dan 

dipindahkan ke microtube baru. Buffer PP ditambahkan pada sampel sebanyak 

140 μL kemudian divortex dan dilanjutkan dengan inkubasi pada suhu 4°C selama 

5 menit. Sampel disentifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 5,5 menit. 

Supernatan dipindahkan sebanyak 400 μL ke microtube 1,5 mL yang berisi 300 

μL isopropanol dingin kemudian dilakukan inversi sampai terlihat untaian DNA 

seperti benang putih pada larutan. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 

rpm selama 1,5 menit. Hasil sentrifugasi berupa supernatan dibuang, sedangkan 

peletnya ditambahkan dengan etanol 70% kemudian diinversi. Sampel 

disentrifugasi kembali pada kecepatan 10.000 rpm selama 1 menit. Supernatan 

dibuang, sedangkan pelet dikeringkan selama 5-10 menit menggunakan desikator. 

Pelet DNA genom murni yang terbentuk berwarna bening. DNA genom 

Dendrobium discolor Lindl. Merauke dilarutkan dengan 100 μL buffer RE 
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kemudian diinkubasi pada suhu 65°C selama 20 menit atau suhu ruang selama 1 

jam. 

 

3.4.4 Amplifikasi DNA Sekuen ITS 

Analisis PCR dilakukan dengan mereaksikan ddH2O steril, 2x PCR master 

mix, 2 pasang primer ITS yang telah didesain, dan ekstrak DNA genom 

Dendrobium discolor Lindl. Merauke. Tahapan pertama yang dilakukan adalah 

pembuatan cocktail. Volume cocktail yang dibutuhkan setiap satu sampel adalah 

20 μL. PCR master mix 10 μL dimasukkan ke dalam microtube 1,5 μL, kemudian 

ditambah primer forward dan primer reverse masing-masing 1 μL, template DNA 

genom yang dimasukkan adalah 1,5 μL, dan 6,5 μL ddH2O. Primer ITS2 (DR2-

26SE) yang dirancang oleh Takamiya dkk., (2011) dalam identifikasi molekuler 

anggrek Dendrobium juga digunakan dalam penelitian ini sebagai pembanding. 

Sekuen primer forward (DR2): 5’-GGCTCTCGCATCGATGAAGA-3’ dan 

primer reverse (26SE): 5’-TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC-3’.  

Prosedur dilakukan pada kondisi dingin (di atas es). Cocktail kemudian 

dimasukkan ke dalam mesin PCR untuk proses amplifikasi DNA target dengan 

35x siklus (denaturasi, annealing, dan pemanjangan). Mesin PCR diatur 

kondisinya berdasarkan prosedur dalam buku PCR Applications Manual (Hans-

Joachim dkk., 2006) dan uji pendahuluan. Penentuan temperatur untuk proses 

annealing didasarkan pada hasil perhitungan suhu anil (Ta) dengan NEB Tm 

calculator berdasarkan suhu leleh (Tm) dari desain primer yang digunakan (Tabel 

3.1). Kondisi PCR yang digunakan pada primer ITS (DR2-26SE) memiliki 

pengaturan yang berbeda hanya pada suhu anil yang digunakan, yaitu 55⁰C. 

 
Tabel 3.1 Kondisi PCR untuk amplifikasi DNA target dengan menggunakan primer ITS1 

(58F-455R) dan ITS2 (344F-836R) 
 

Tahapan Temperatur Durasi 

Pra-denaturasi 95⁰C 5 menit 

Denaturasi 95⁰C 30 detik 

Annealing 53⁰C 30 detik 

Elongasi 72⁰C 1 menit, 15 detik 

Elongasi akhir 72⁰C 5 menit 
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3.4.5 Visualisasi DNA Target Produk PCR 

Hasil PCR dilihat dengan elektroforesis pada gel agarosa 1,25%. Larutan 

gel agarosa 1,25% (Lampiran 1) dimasukkan ke dalam erlenmeyer, kemudian 

dipanaskan pada hot plate sampai mendidih. Larutan EtBr 1 μL ditambahkan 

dalam larutan gel agarosa saat suhu mulai turun. Alat elektroforesis diatur 

kemudian dituang gel agarosa ke dalam cetakan. Cetakan sumuran diletakkan 

pada gel kemudian ditunggu sampai padat. Langkah selanjutnya, 350 mL buffer 

Tris Acetic EDTA (TAE) 1x dituang di atas gel sebagai running buffer. Sumuran 

pertama dimasukkan DNA marker 100 bp sebanyak 5 μL. Produk hasil PCR 

diambil 10 μL kemudian dimasukkan ke sumuran selanjutnya. Waktu yang 

dibutuhkan 30 menit pada 100 volt diatur pada alat elektroforesis. Gel agarosa 

hasil elektroforesis divisualisasi dengan UV-transilluminator untuk melihat ada 

tidaknya pita DNA hasil PCR. Pita DNA akan muncul apabila elektroforesis DNA 

berhasil. Pita DNA yang muncul dianalisis ukurannya dengan menyesuaikan 

ukuran panjang pada marker dan dibandingkan dengan literatur. 

 

3.4.6 Purifikasi dan Sequencing DNA 

Produk hasil PCR yang sudah melalui proses running dengan 

elektroforesis dapat dipurifikasi apabila pita DNA muncul dan ukurannya sesuai. 

Purifikasi dilakukan agar DNA steril dari sisa-sisa buffer, dNTP mix, primer dan 

senyawa lainnya. Purifikasi DNA menggunakan kit Promega. Kolom mini SV 

dimasukkan ke dalam tabung koleksi (collection tube). Volume produk PCR 

dimasukkan dan diukur, kemudian ditambahkan buffer pelarut dengan volume 

yang sama. Larutan diinkubasi selama 1 menit sebelum disentrifugasi dengan 

kecepatan 10.000 rpm selama 2 menit pada suhu ruang. Larutan pada tabung 

koleksi hasil sentrifugasi dibuang. Buffer pencuci 700 µL ditambahkan pada 

kolom mini SV. Larutan disentrifugasi kembali dengan kecepatan 10.000 rpm 

selama 2 menit dalam suhu ruang. Buffer pencuci 400 µL ditambahkan kembali 

kemudian larutan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu ruang 

selama 5 menit. Supernatan dibuang, sedangkan pelet DNA dikeringkan. Pelet 

DNA dilarutkan kembali menggunakan H2O steril atau buffer elusi 50 µL, 
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kemudian diinkubasi selama 1 menit. Larutan disentrifugasi kembali dengan 

kecepatan 10.000 rpm selama 2 menit. Hasil DNA murni diperoleh dan dipindah 

ke eppendorf baru. Penentuan urutan basa nitrogen DNA Dendrobium discolor 

Lindl. Merauke hasil PCR dilakukan dengan menggunakan jasa Macrogen, 

Republik Korea. Metode sequencing DNA yang digunakan adalah metode 

sequencing Sanger.  

 

3.5 Analisis Data 

Analisis data dilakukan secara in silico dengan melakukan analisis 

karakteristik primer menggunakan software Oligo Analyzer dan identifikasi 

spesies menggunakan software BLAST-NCBI untuk konfirmasi sekuen ITS 

Dendrobium discolor Lindl. Merauke hasil sequencing yang telah diedit 

menggunakan software BioEdit sequence alignment editor. Hasil blast yang tidak 

memiliki nama spesifik (seperti kata sp., spp., dan aff., dalam spesies) tidak 

diambil. Urutan analisis data untuk setiap sekuen disejajarkan dengan Clustal X 

v1.8.7. Konstruksi pohon filogenetik dianalisis menggunakan MEGA6. 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Primer desain ITS1 (58F-455R) dan ITS2 (344F-836R) menghasilkan 

amplicon berukuran 300-500 bp. DNA barcoding ITS secara parsial (mini 

barcode ITS1 dan ITS2) dapat digunakan untuk identifikasi molekuler anggrek 

obat Dendrobium discolor Lindl. dengan hasil yang sama dengan menggunakan 

metode DNA barcoding full-length ITS. 

 

5.2 Saran 

Meskipun primer ITS1 dan ITS2 yang telah dirancang dapat digunakan 

untuk DNA barcoding anggrek Dendrobium discolor Lindl. Merauke, kedua 

primer tersebut sangat perlu diuji efektivitasnya untuk identifikasi anggrek jenis 

lainnya. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Formula Larutan 

 

1. Formula stock buffer TAE dalam H2O 100 mL 

Bahan Takaran 

Tris-Cl 0,625 gram 

Asam Asetat Glasial (AAG) 1,142 mL 

Na2EDTA.2H2O 0,744 gram 

 

2. Formula gel agarosa 1,25% untuk elektroforesis: 

1,25% gel agarosa = 0,625 gram agarose + 1 mL TAE + 49 mL H2O 

Bahan Takaran 

Agarosa 0,625 gram 

Buffer TAE 50 mL 
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Lampiran 2. Data Hasil BioEdit dan pensejajaran sekuen ITS dengan Clustal X 

 

1. Sekuen ITS1 dari anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. Merauke, Papua 

dengan panjang 332 bp menggunakan primer 58F dan 455R 

CTGCGGAAGGATCATTGTCGAGACCGTAATGTATCGAGCGATTCGGTG

AACCCGTCATATACACGGTGGTAATCGCTGCCGTAAGATAAAAAGCCA

TCCCATCCCAGCTGCTGCGTCATCCCCTTCGGGGGGCGGGGCACGATG

AARGATGGACGAACACCCAAACCGGCGCAGCATCGCGCCMAGGGAAT

ATCGAAACACGGGCCCTTCATCAGGGTTGGKGGCACGGGGGTGCTGTT

GCACGCCSCGTGAATTGAAACGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTC

TCGCATCGATGAARARCGCARCGAAATGCGATACGTGGTGCGAAT 

2. Sekuen ITS2 dari anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. Merauke, Papua 

dengan panjang 420 bp menggunakan primer DR2_F dan 26SE_R 

AATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCC

TTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAGCCGGCCGAGGGCACGTCCGC

CTGGGCGTCAAGCGTTGCATCGCTCCGTACCAACTCCGTCCCATCGAT

GGGTGGGCCGGCGGAGGCTYGGATGTGGAGAGTGGCTCGTCGTGCTCT

ATCGGTGCGGCGGGCTGAAGGGCGGGTTATCATCTCGTTGGCCGCGAA

CAACAAGAGGTGGATGGGAGCAAGGCCTACGTTGTTGTATCGTGCTTG

CCAGAGGGAGGATTACACCCCTCGGGTGATCCCGAACCATGCGTCGGT

CCACGAGACGACGGCTTGGAATGCGACCCCAGGATGGGCGAGGCCAC

CCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAGAAG 

3. Sekuen ITS2 dari anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. Merauke, Papua 

dengan panjang 431 bp menggunakan primer 344F dan 836R 

GATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATC

CCGCGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAGCCG

GCCGAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCGTTGCATCGCTCCGTACC

AACTCCGTCCCATCGATGGGTGGGCCGGCGGAGGCTCGGATGTGGAG

AGTGGCTCGTCGTGCTCTATCGGTGCGGCGGGCTGAAGGGCGGGTTAT

CATCTCGTTGGCCGCGAACAACAAGAGGTGGATGGGAGCAAGGCCTA
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CGTTGTTGTATCGTGCTTGCCAGAGGGAGGATTACACCCCTCGGGTGA

TCCCGAACCATGCGTCGGTCCACGAGACGACGGCTTGGAATGCGACCC

CAGGATGGGCGAGGCCACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGG

AGG 

4. Sekuen ITS (ITS1-5.8S-ITS2) anggrek obat Dendrobium discolor Tanimbar, 

Maluku dengan panjang 803 bp menggunakan primer 17SE_F dan 26SE_R 

GTGACTCTGCGAGAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGA

AGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCG

AGACCGTAATGTATCGAGCGATTCGGTGAACCCGTCATATACACGGCG

GTAATCGCTGCCGTAAGATAAAAAGCCATCCCATCCCAGCTGCTGCGT

CATCCCCTTCGGGGGGCGGGGCACGATGAAGGATGGACGAACACCCA

AACCGGCGCAGCATCGCGCCAAGGGAATATCGAAACACGGGCCCTTC

ATCAGGGTTGGTGGCACGGGGGTGCTGTTGCACGCCGCGTGAATTGAA

ACGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAGCGC

AGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATC

GAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAGCCGGCCGAGGGCAC

GTCCGCCTGGGCGTCAAGCATTGCATCGCTCCGTACCAACTCCGTCCC

ATCGATGGGTGGGCCGGCGGAGGCTCGGATGTGGAGAGTGGCTCGTC

GTGCTCTATCGGTGCGGCGGGCTGAAGGGCGGGTTATCATCTCGTTGG

CCGCGAACAACAAGAGGTGGATGGGAGCAAGGCCTACGTTGTTGTAT

CGTGCTTGCCAGAGGGAGGATTACACCCCTCGGGTGATCCCGAATCAT

GCGTCGGTCCACGAGACGACGGCTTGGAATGCGACCCCAGGATGGGC

GAGGCCACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAG 
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5. Hasil alignment sekuen ITS1 anggrek Dendrobium discolor Lindl. Merauke 

menggunakan primer ITS1 (58F-455R) 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


53 
 

6. Hasil alignment sekuen ITS2 anggrek Dendrobium discolor Lindl. Merauke 

menggunakan primer ITS2 (DR2-26SE) 
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7. Hasil alignment sekuen ITS2 anggrek Demdrobium discolor Lindl. Merauke 

menggunakan primer ITS2 (344F-836R) 
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