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RINGKASAN

DNA Barcoding Anggrek Vanda tricolor yang Asal Dari Kawasan Gunung
Gumitir Menggunakan Penanda Molekuler matK, rbcL, 1TS2; Waki’atil
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Jember.

Anggrek (Orchidaceae) merupakan tumbuhan berbunga yang memiliki
estetika dan ekonomi yang tinggi. Anggrek Vanda tricolor Hook. merupakan
salah satu spesies anggrek obat yang banyak diminati karena dapat digunakan
sebagai aroma terapi dan akarnya mengandung metabolit sebagai obat anti kanker.
Umumnya anggrek V. tricolor diidentifikasi berdasarkan karakteristik morfologi
seperti bentuk daun, perbedaan warna bunga, tekstur dan kelopak bunganya.
Genus Vanda terdiri atas banyak jenis antara lain adalah V. tricolor dan Vanda
limbata. Kedua spesies tersebut memiliki persamaan bentuk daun yang linear
dengan tepi daun rata (entire). Waktu berbunga anggrek V. tricolor relatif lama
yaitu lima tahun sehingga sulit menemukan tanaman anggrek tersebut dalam
keadaan berbunga oleh karena itu diperlukan metode identifikasi alternatif melalui
DNA barcoding.

DNA barcode dapat diperoleh dari inti, kloroplas dan mitokondria. Penanda
molekuler matK dan rbcL merupakan penanda yang berasal dari kloroplas dan
telah disarankan oleh CBOL sebagai barcode untuk DNA tanaman. Daerah
Internal Transcribed Spacer (ITS) merupakan barcode potensial yang berasal dari
inti. Sekuen DNA barcode standar rbcL untuk spesies Vanda tricolor belum
tersedia dalam NCBI (National Center for Biotechnology Information). Oleh
karena itu pada penelitian ini akan dilakukan identifikasi barcode potensial
melalui penanda molekuler spesifik yaitu matK, rbcL dan ITS2 untuk anggrek V.
tricolor. Penelitian DNA barcoding V. tricolor dilakukan dengan identifikasi

anggrek V. tricolor, isolasi DNA dilakukan menggunakan KIT GenEx,

viii



amplifikasi DNA, analisis PCR, sekuensing DNA menggunakana jasa 1% Base,
Singapura dan analisis data.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa V. tricolor berhasil diamplifikasi
menggunakan tiga set primer matK, rbcL dan ITS2 dengan Query length berturut-
turut yaitu 408 bp, 317 bp dan 461 bp. Hasil analisis BLAST matK menunjukkan
bahwa sampel anggrek V. tricolor memiliki homologi sebesar 64% dengan spesies
spesies homolognya yaitu V. tricolor (MT518856.1). Hasil analisis BLAST
sekuen rbcL V. tricolor menunjukkan kesamaan dengan Vanda coerulea
(KX344633.1) asal India dengan nilai Per. Indent 98.91%. Hasil analisis BLAST
sekuen ITS2 dari V. tricolor menunjukkan homologi tertinggi dengan V. tricolor
(EF670373.1) yang berasal dari Switzerland dengan nilai Per. Ident 98.91%.
Reontruksi filogenetik V. tricolor ITS2 membentuk satu cabang dengan spesies
homolog yaitu V. tricolor pada NCBI. Sekuen matK dan ITS2 yang digunakan
pada anggrek V. tricolor bersifat spesifik dan dapat membedakan sampai ke

tingkat spesies.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia diperkirakan memiliki sebesar 25% spesies tumbuhan berbunga
di dunia. Anggrek (Orchidaceae) merupakan suku tumbuhan berbunga yang
memiliki anggota spesies paling banyak sampai mencapai 4.000 spesies
(Kusmana dan Hikmat, 2015). Bunga anggrek memiliki ciri khas yang
membedakan dari anggota suku lainnya yaitu tangkai bunga yang berlekuk
serta memiliki tiga sepal dan satu diantaranya adalah sepal dorsal yang terletak
di bagian belakang dan menhadap keatas. Anggrek juga memiliki petal yang
letaknya berselang-seling dengan sepal dengan satu petal terletak dibagian
bawah yang berbentuk mirip dengan lidah sehingga disebut bibir bunga
(labellum) (Agustin & Widowati, 2015). Anggrek memiliki nilai ekonomi
sebagai tanaman hias yang memiliki estetika tinggi (Wahyudiningsih dkk.,
2017). Salah satu anggrek yang banyak digemari karena keindahan bunganya
adalah anggrek jenis Vanda (Rupawan dkk., 2014).

Vanda merupakan salah satu genus anggrek yang diperkirakan memiliki
+40 spesies (Rupawan dkk., 2014). Vanda tricolor Hook. merupakan salah
satu spesies anggrek obat yang banyak diminati karena dapat digunakan
sebagai aroma terapi dan akarnya mengandung metabolit sebagai obat anti
kanker (Semiarti dkk., 2020). Anggrek tersebut banyak diambil dari hutan dan
diperdagangkan dengan nama lokal (anggrek pandan) (Kasutjianingati dan
Firgiyanto, 2018). Umumnya V. tricolor dapat diidentifikasi berdasarkan
karakteristik seperti bentuk daun, perbedaan warna bunga, tekstur dan kelopak
bunganya (Putra, 2021). Daun V. tricolor memiliki persamaan dengan Vanda
limbata pada bentuk daun yang linear dengan tepi daun rata (entire) (Hartati
dkk., 2014). Waktu berbunga V. tricolor relatif lama yaitu 5 tahun sehingga
sulit menemukan tanaman anggrek tersebut dalam keadaan berbunga

(Dwiyani dkk., 2016) untuk itu diperlukan metode identifikasi alternatif selain



berdasarkan karakter morfologi yaitu dengan DNA barcoding (Bangol dkk.,
2014).

DNA barcoding adalah urutan sekuen pendek DNA vyang telah
terstandarisasi  sehingga dapat digunakan untuk mempercepat dan
mempermudah identifikasi spesies. DNA barcode dapat diperoleh dari inti,
kloroplas dan mitokondria (Rahayu dan Jannah, 2019). The Consortium for
the Barcode of Life (CBOL) Plant Working Group (2009) menyarankan
penggunaan gen matK dan rbcL yang berasal dari kloroplas sebagai barcode
untuk DNA tanaman. Gen matK dapat memberikan resolusi tinggi dalam
membandingkan spesies tumbuhan namun gen tersebut sulit diamplifikasi,
sedangkan gen rbcL mudah diamplifikasi namun memiliki resolusi rendah
sehingga sulit membedakan spesies yang memiliki kerabat dekat (Bangol
dkk., 2014). Daerah Internal Transcribed Spacer (ITS) merupakan barcode
potensial yang berasal dari inti. Daerah tersebut memiliki ukuran yang kecil
yaitu = 700 bp dan memiliki banyak salinan dalam genom inti sehingga
mudah diisolasi, diamplifikasi dan dianalisis (Ekasari dkk., 2012).

Sekuen DNA barcode standar rbcL untuk spesies V. tricolor belum
tersedia dalam NCBI (National Center for Biotechnology Information) oleh
karena itu pada penelitian ini akan dilakukan identifikasi barcode potensial
melalui penanda molekuler spesifik yaitu matK, rbcL dan ITS2 untuk anggrek

V. tricolor.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah barcode matK, rbcL dan ITS2 dapat digunakan untuk identifikasi

molekuler anggrek V. tricolor sehingga mampu membedakan tingkat spesies?



1.3 Tujuan
Menentukan barcode potensial yang dapat digunakan untuk identifikasi
molekuler anggrek V. tricolor yang mampu membedakan sampai tingkat

spesies.

1.4 Batasan Masalah
Penelitian ini dilakukan menggunakan sampel anggrek V. tricolor yang
berasal dari gunung gumitir dengan menggunakan tiga set primer matK, rbcL
dan ITS2

1.5 Manfaat
Manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini adalah menambah informasi
mengenai penanda molekuker spesifik yang dapat digunakan untuk
mengidentifikasi anggrek V. tricolor sampai pada tingkat spesies. Penggunaan
DNA barcode merupakan salah satu solusi untuk mengidentifikasi spesies
tanaman anggrek secara molekuler apabila terdapat kendala pada identifikasi

anggrek secara morfologi.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi dan Karakteristik Anggrek Vanda tricolor

Anggrek Vanda tricolor merupakan genus anggrek yang termasuk dalam
kelompok vandaceous dan merupakan anggrek endemik lereng Gunung Merapi
yang terletak diantara Daerah Istimewa Yogyakarta dan Jawa Tengah (Semiarti,
2018). Vanda memiliki penyebaran dari Asia sampai ke selatan Australia. Genus
Vanda memiliki kurang lebih 40 spesies yang tersebar luas mulai dari daerah

pegunungan sampai pantai (Widyastoety dkk., 2012).

Klasifikasi anggrek Vanda tricolor sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Division : Magnoliophyta
Class : Liliopsida

Order . Liliidae

Family : Orchidaceae

Genus : Vanda

Spesies : Vanda tricolor Hook.

(Cornquist, 1981).

Percabangan batang anggrek Vanda adalah monopodial yang mempunyai
batang utama dengan pertumbuhan ke atas (Widyastoety dkk., 2012).
Karakteristik V. tricolor adalah memiliki tipe akar lekat, bentuk batang lurus,
ramping dan tidak berbentuk tabung (Kasutjianingati dan Firgiyanto, 2018). Daun
V. tricolor berbentuk pita, ujung daunnya rompang dan bertepi rata dengan lebar
3-4 cm dengan panjang daun mencapai 20-30 cm. Bunga anggrek V. tricolor
berwarna putih dengan bintik berwarna merah kecoklatan, beraroma harum,
berukuran kurang lebih 7 cm dan muncul di antara dua ketiak daun (Sukmawati,
2019).



Keterangan: (a) Bunga dan (b) Habitus

Gambar 2.1 Morfologi anggrek Vanda tricolor (Sumber: Orchidweb, 2021; Semiarti,
2015)

Anggrek Vanda memiliki beberapa jenis senyawa fitokimia seperti turunan
bibenzil (gigantol), turunan fenantrena, senyawa fenolik, antosianin, alkaloid,
steroid dan triterpenoid (Semiarti dkk., 2020). Salah satu spesies anggrek Vanda
yang memiliki potensi sebagai bahan obat ialah V. tricolor, anggrek tersebut
diketahui memiliki aroma yang berpotensi sebagai aroma terapi dan akarnya
mengandung metabolit yang dapat digunakan sebagai obat antikanker (Semiarti
dkk., 2020). Menurut Assagaf (2011) Anggrek V. tricolor mempunyai nama
sinonim vyaitu Limodorum suaveolens Reinw. ex Blume; Vanda suaveolens

Blume; Vanda tricolor Hook; Vanda tricolor var suavis (Lindley) Rchb.f.

2.2 DNA Barcoding

Penggunaan sekuen DNA dapat menjadi alternatif dalam identifikasi
spesies secara morfologi yang diketahui memiliki keterbatasan karakter dan
cenderung dipengaruhi oleh faktor lingkungan (Suparman, 2012). DNA barcoding
adalah metode identifikasi spesies menggunakan potongan gen tertentu, metode
tersebut bertujuan untuk mempercepat dan mempermudah proses identifikasi
spesies. Penggunaan sekuen DNA sebagai penanda dalam identifikasi spesies
telah banyak dilakukan oleh ahli taksonomi. Kelebihan penggunaan sekuen DNA



dalam identifikasi yaitu dapat memberikan data yang lebih akurat dan
menghasilkan kekerabatan yang lebih alami. Sekuen DNA pada tumbuhan dapat
diambil dari inti, kloroplas dan mitokondria (Suparman, 2012). Prinsip DNA
barcoding adalah mengidentifikasi sekuen DNA pendek atau barcode DNA untuk
mengetahui hubungan kekerabatan antar spesies melalui kontruksi pohon
filogenetik (Sindiya dkk., 2018).

Marka molekuler berupa DNA dinilai lebih stabil sebagai penanda dalam
identifikasi dan analisis taksonomi. DNA dapat menyediakan karakter yang lebih
banyak dibandingkan karakter morfologi dan fisiologi. Makhluk hidup
mempunyai banyak gen sehingga menyebabkan kesulitan untuk menganalisis
kekerabatan dari satu atau lebih pada tingkat takson makhluk hidup. Gen spesifik
dapat mencirikan jenis dan membedakan antara jenis satu dengan lainnya. Gen
tersebut berfungsi sebagai kode sehingga dapat mengidentifikasi jenis tumbuhan
dan menganalisis kekerabatan dari suatu genus (Suparman, 2012). Sekuen yang
akan dijadikan DNA barcoding harus memenuhi beberapa kriteria yaitu memiliki
sekuen DNA pendek sehingga dapat diekstraksi dan diamplifikasi dengan mudah,
perbedaan dan variabilitas genetik pada tingkat spesies tinggi, dan dapat
mengunakan primer universal dalam amplifikasi PCR (Zulfahmi, 2013). Beberapa
gen yang dapat digunakan dalam DNA barcoding tanaman antara lain: accD,
matK, ndhJ, rpoB2, rpoCl, ycf5, rbcL, trnL intron, trnH-psbA dan internal
transcribed spacer (ITS) (Chase dkk., 2007; Kress dan Erickson, 2007).

2.3 Gen maturase-K (matK)

Gen maturase-K adalah salah satu penanda molekuler yang
direkomendasikan olen CBOL sebagai Barcode untuk DNA tanaman (Luke dkk.,
2010). Gen maturase-K memiliki ukuran 1,5 kb dan merupakan gen kloroplas
yang ditemukan di dalam intron trnK DNA kloropas yang terletak diantara exon
trnK (Gambar 2.2) (Kumar dkk., 2016). Gen matK mengkodekan maturase yang
diperlukan untuk aktivitas kloroplas seperti fotosintesis. Wilayah gen matK
diketahui memiliki tingkat substitusi yang cepat (Khew dan Chia, 2011). Gen



matK telah diusulkan sebagai barcode universal untuk tanaman berbunga
(Mathew dan Ramesh, 2020).

matKF Vt-1110-matK-F ~ Vt-1516-matK-R
— = -

matl\ gene ( ~1.5 kb)

matKR
l - |

trnK 5'-exon frnK gene trnK 3'-exon

Gambar 2.2 Representasi struktur gen maturase-K (matK)
(Sumber: Phoolcharoen dan Sukrong, 2013)

Gen matK berfungsi sebagai splicing pada intron tipe II. Kelebihan
penggunaan gen maturase-k (matK) sebagai penanda DNA barcode ialah
memiliki ukuran yang ideal yaitu sekitar 1500 bp, laju substitusi tinggi, memiliki
proporsi yang besar pada tingkat asam nukleat dan memiliki rasio transisi atau
transversi yang rendah. Gen matK dapat menyelesaikan hubungan kekerabatan

antar spesies dan mengidentifikasi sampai ke tingkat spesies (Kumar dkk., 2016)

2.4 Gen riboluse-1.5-biphospate carboxylase (rbcL)

Data keanekaragaman genetik yang banyak dipakai sebagai objek
penelitian tanaman berasal dari DNA kloroplas (cpDNA), cpDNA memiliki
rentang ukuran 85-2000 kb. Karakteristik cpDNA antara lain adalah memiliki
genom berukuran kecil, laju substitusi rendah, tidak mengalami rekombinasi dan
bersifat uniparental (Rahayu dan Jannah, 2019). Gen rbcL tersebar luas pada
berbagai spesies tanaman sehingga dapat direkomendasikan sebagai DNA
barcode (Basith, 2015). Informasi dari wilayah gen rbcL telah banyak tersedia di
GenBank yakni lebih dari 10.000 urutan (Kumar dkk., 2016).

Gen rbcL memiliki ukuran + 1400 bp dan mengkodekan ribulosa-1,5-
bifosfat karboksilase oksigenase. Primer rbcL yang dapat digunakan untuk

amplifikasi yaitu primer r1F dan raR (Gambar 2.3). Gen rbcL berperan dalam



mengkode protein RuBisCo sehingga sekuen gen tersebut memiliki tingkat mutasi
yang rendah (Basith, 2015). Kelebihan penggunaan gen rbcL sebagai barcode
adalah Mudah diamplifikasi dengan tingkat keberhasilan yang tinggi
menggunakan satu atau 2 macam primer universal (CBOL, 2009). Penggunaan
barcode standar rbcL dan matK pada tumbuhan mampu membedakan antar
spesies sampai 92% (Bell dkk., 2017).

Gambar 2.3 Representasi struktur gen ribulose-1.5-bisphosphate carboxylase (rbcL)

(Sumber: Khew dan Chia, 2011).

2.5 Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2)

Internal transcribed spacer (ITS) adalah sekuen DNA inti sel yang telah
banyak digunakan dalam ilmu sistematika dan filogenetik. Sekuen ITS dapat
membedakan inter dan intra spesies serta hubungan kekerabatan dengan melihat
perbedaan daerah conserved dan similaritas daerah variabel (Rahayu dan Jannah,
2019). Sekuen ITS memiliki ukuran sekitar 400 — 800 bp (Kumar dkk., 2016). ITS
memiliki banyak salinan dalam genom inti dan memiliki derajat konservasi tinggi
(Ekasari dkk., 2012). Daerah ITS pada tanaman eukariotik terdiri dari ITS1 dan
ITS2 (Cheng dkk., 2016). ITS1 terletak diantara gen 5.8S dan 18S, sedangkan
ITS2 terletak antara 5.8S dan 26S (Gambar 2.4) (Takamiya dkk., 2011). ITS2
merupakan lokus tunggal dan dapat menjadi penanda yang cocok untuk
identifikasi dan klasifikasi taksonomi. ITS2 telah disarankan sebagai barcode
yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi tanaman obat sebagai barcode
universal (Han dkk., 2013). Keberhasilan ITS2 dalam mengidentifikasi sebesar
92,7% pada tingkat spesies dan 99,9% pada tingkat genus (Chen dkk., 2010).
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Gambar 2.4 Representasi struktur Internal Transcribed Spacer (ITS)

(Sumber: Zhang dkk., 2015)



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan Desember 2021 sampai Februari 2022.
Penelitian berlokasi di Laboratorium Bioteknologi, Jurusan Bologi, Fakultas

Matematika dan Ilmu Pengetauan Alam, Universitas Jember.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain gunting, neraca
analitik, mortar, pistil, mikropipet, yellow tip, blue tip, tube 1.5 ml, vortex,
thermoshaker, centrifuge, PCR microtube, mesin PCR, beaker glass, gelas ukur,
tabung erlenmeyer, mesin elektroforesis, UV-Transilluminator, stacker microtube,

dan desikator.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain daun anggrek Vanda
tricolor, KIT GenEx™ Plant Sx (buffer PL, buffer PP, buffer RE), RNase,
isopropanol, etanol 70%, PCR master mix, primer maturase-K (matK), primer
ribulose-1,5-bisphospahte carboxylase (rbcL), primer Internal Transcribbed
Spacer 2 (ITS2), double distilled water (ddH,O), Ethidium Bromide, agarose,
akuades, buffer Tris Acetic-EDTA (TAE) dan DNA marker 100 bp plus.

3.3 Rancangan Penelitian

Alur penelitian yang dilakukan meliputi beberapa tahap, diantaranya
adalah isolasi DNA dari sampel daun anggrek Vanda tricolor menggunakan
metode KIT GenEx, amplifikasi DNA menggunakan PCR dengan primer matK
(743F+R2), rbcL (R+F) dan ITS2 (DR2F+26SE), analisis DNA melalui
visualisasi hasil elektroforesis menggunakan UV-Transilliminator, dan sekuensing
DNA menggunakan jasa 1 BASE, Singapura Alur penelitian dapat dilihat pada
Gambar 3.1
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[ Identifikasi morfologi anggrek Vanda tricolor ]
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Sekuensing DNA
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[ Analisis data ]

Gambar 3.1 Skema Alur Penelitian

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Koleksi Sampel

Sampel anggrek Vanda tricolor yang digunakan pada penelitian ini berasal
dari kawasan Gunung Gumitir, Kabupaten Jember, Jawa Timur. Sampel yang
diambil merupakan anggrek V. tricolor dewasa yang berukuran £45 cm dan telah
memiliki kuncup bunga, selanjutnya diidentifikasi secara morfologi dengan
beberapa sumber. Hasil penelusuran DNA barcode standar V. tricolor pada NCBI
menunjukkan adanya matK, dan ITS2 sedangkan barcode standar rbcL belum

tersedia.
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3.4.2 Isolasi DNA Genom

Isolasi DNA genom tanaman anggrek V. tricolor dilakukan dengan metode
KIT GenEx. Tahapan isolasi DNA genom diawali dengan membersihkan daun
anggrek V. tricolor dengan alkohol 70%. Daun ditimbang 0,1 gram kemudian
ditambahkan 500 pl buffer PL dan 3 pul RNAse, sampel digerus dan diinkubasi
pada suhu 65°C selama 15 menit dalam thermoshaker. Hasil inkubasi di vortex
kemudian disentrifugasi pada 10.000 rpm, suhu 27°C selama 1 menit.
Dipindahkan 400 pl supernatan ke tube baru kemudian ditambahkan 140 ul buffer
PP dan divortex selama 15 detik. Sampel diinkubasi pada suhu 4°C selama 5
menit kemudian di sentrifugasi kembali 10.000 rpm, suhu 27°C selama 5 menit 30
detik. Supenatan yang dihasilkan diambil sebanyak 400 pl dan ditambahkan 300
pl isopropanol. Sampel disentrifuge kembali pada 10.000 rpm, suhu 27°C selama
1 menit 30 detik. Supernatan dibuang dan pelet ditambahkan 300 pl etanol 70%,
disentrifugasi pada 10.000 rpm, suhu 27°C selama 1 menit 30 detik kemudian
etanol dibuang dan sampel dikeringkan dengan vaccum dry selama 20 -30 menit.
Tahapan terakhir adalah pelet ditambahkan 50 pl buffer RE dan diinkubasi selama

20 menit pada suhu 65°C. DNA genom dikonfirmasi melalui elektroforesis.

3.4.3 Elektroforesis Genom

Pelet genom yang berisi DNA dikonfirmasi melalui elektroforesis.
Tahapan yang dilakukan adalah dengan membuat gel agarose 1.25%, sebanyak
0,625 gram agarose dilarutkan dalam 50 ml buffer TAE (Tris Acetic-EDTA) dan
ditambahkan 1 pl Ethidium Bromide. Proses running Genom dilakukan dengan
menuangkan 350 ml buffer diatas gel yang telah memadat. Sumuran pertama pada
gel diisi dengan marker 1 Kb Plus DNA Ladder (Bioneer) sebanyak 5 pl,
kemudian sumuran berikutnya diisi 5 pl genom dan 2 pl loading dye. Kondisi
elektroforesis diatur dengan waktu 30 menit dan tegangan 100 volt. Tahap
berikutnya adalah visualisasi gel menggunakan UV-Transilluminator dengan
meletakkan gel di atas alat tersebut dan dilakukan observasi mengenai

ada/tidaknya pita genom yang terbentuk.



3.4.4 Amplifikasi DNA

Amplifikasi DNA diawali dengan pembuatan cocktail yang mereaksikan
beberapa bahan yaitu 16 pl ddH,O, 1 pl primer forward, 1 pl primer reverse dan 2
pl template DNA V. tricolor. Volume cocktail untuk satu reaksi adalah 20 pl.
Sekuen primer maturase-k (matK), riboluse-1.5-biphosphate carboxylase (rbcl)
dan Internal Transcribbed Spacer 2 (ITS2) dapat dilihat pada Tabel 3.1. Proses
amplifikasi DNA dilakukan menggunakan mesin PCR dengan pengaturan kondisi

pada Tabel 3.2

Tabel 3.1 Sekuen Primer maturase-K (matK), riboluse-1.5-biphosphate

carboxylase (rbcL) dan Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2)

Kode Ukuran

Primer Sekuen 5°-3° Forward Produk

/Reverse (bp)

matK

rbcL

ITS2

CTTCTGGAGTCTTTCTTGAGC T43F +500
CCCAATACAGTACAAAATTGAGC R2
ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC F + 600
GTAAAATCAAGTCCACCRCG R
GGCTCTCGCATCGATGAAGA DR2F + 500
TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGTTAC 26SE

Proses amplifikasi DNA dilakukan sebanyak 35 siklus dengan kondisi sebagai

berikut:

Tabel 3.2 Pengaturan Kondisi Proses Amplifikasi DNA

Kondisi Suhu Waktu Siklus
Pre Denaturation 95°C 5 menit 1
Denaturation 95°C 30 detik 35
Annealing 55°C 30 detik 35
Extension 72°C 1 menit 30 detik 35

Final Extension 72°C 5 menit 1
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3.4.5 Analisis Hasil Amplifikasi DNA

Hasil amplifikasi DNA dianalisis menggunakan mesin elektroforesis.
Tahap pertama adalah membuat gel agarose 1.25%, sebanyak 0,625 gram agarose
dilarutkan dalam 50 ml buffer TAE (Tris Acetic-EDTA) dan ditambahkan 1 pl
Ethidium Bromide. Alat elektroforesis disiapkan dengan memasang sumuran
kemudian dituang gel agarose ke dalam cetakan dan ditunggu sampai memadat.
Tahap selanjutnya adalah proses running elektroforesis DNA, sebanyak 350 ml
buffer TAE dituang di atas gel. Sumuran pertama pada gel diisi dengan marker
100 bp Plus DNA Ladder (Bioneer) sebanyak 5 ul, kemudian sumuran berikutnya
ditambahkan larutan sampel hasil amplifikasi DNA sebanyak 10 pl. Kondisi
elektroforesis diatur dengan waktu 30 menit dan tegangan 100 volt. Tahap
berikutnya adalah visualisasi gel menggunakan UV-Transilluminator dengan
meletakkan gel di atas alat tersebut dan dilakukan observasi mengenai
ada/tidaknya pita DNA yang terbentuk. Pita DNA yang terbentuk kemudian
dianalisis dengan membandingkan ukuran panjang pita DNA yang terbentuk
dengan panjang pada marker 100 bp Plus DNA Ladder (Bioneer).

3.4.6 Sekuensing DNA

Sampel DNA V. tricolor dilakukan amplifikasi ulang dengan mesin PCR
menggunakan primer matK, rbcL dan ITS2 untuk mendapatkan total volume
sebanyak 25 pl. Hasil PCR yang telah didapatkan dipindahkan ke tube baru untuk
sekuensing. Sampel dilakukan sekuensing melalui jasa 1% BASE, Singapura. Data

hasil yang diperoleh dianalisis menggunakan software Bioedit.

3.5 Analisis Data

Analisis data dilakukan menggunakan aplikasi Bioedit, ClustalX 2.1 dan
MEGA. Hasil sekuensing diedit menggunakan software Bioedit (Hall, 2011),
kemudian sekuen tersebut dimasukkan ke dalam The Basic Local Alignment

Search Information (www.ncbi.nlm.gov). Analisis filogenetik spesies V. tricolor



http://www.ncbi.nlm.gov/
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dilakukan degan mensejajarkan urutan sekuen pada setiap wilayah dengan aplikasi
ClustalX 2.1 (Jeanmougin dkk., 1998) dan selanjutnya dilakukan konstruksi
pohon filogenetik menggunakan software MEGA X (Kumar dkk., 2018).



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Karakteristik Morfologi Vanda tricolor

Identifikasi morfologi Vanda tricolor dalam penelitian ini menggunakan
beberapa sumber referensi. Berdasarkan hasil pengamatan, anggrek V. tricolor
merupakan anggrek epifit dan monopodial (Gambar 4.1a). V. tricolor memiliki
akar tunggang dan berwarna coklat. Batang V. tricolor berkayu, berbentuk bulat,
lurus, ramping dengan panjang batang £ 30 cm dan diameter batang = 2,2 cm.
Tangkai bunga keluar dari sisi batang (Gambar 4.1b). Daun anggrek V. tricolor
berwarna hijau, memiliki panjang £ 20 cm dan lebar = 3 cm, berbentuk pita

(ligulate), tepi daun rata (integer) dengan ujung rompang (Gambar 4.1c).

10 cm

Keterangan: (a) Habitus, (b) Batang, (c) Daun, (d) Bunga, keterangan: sepal (S), P (petal),
Sl (side lobe), MI (middle lobe), G (gynostesium)

Gambar 4.1 Morfologi Anggrek Vanda tricolor Hook.
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Bunga V. tricolor adalah bunga majemuk berukuran £ 7 cm, berwarna
dasar putih dengan bintik berwarna merah kecoklatan. Bunga tersebut memiliki
aroma yang harum, susunan bunganya terdiri dari 3 sepal dan 2 petal yang
memiliki bentuk seperti sendok. Sepal dan petal memiliki panjang £ 2 cm. Bunga
V. tricolor memiliki gynostesium, keping samping (side lobe) dan keping tengah
(middle lobe) (Gambar 4.1d). Labellum V. tricolor berwarna putih dan terdapat
keping samping (side lobe) yang berukuran £ 6 x 6 mm. Keping tengah memiliki
ukuran yang besar dengan tiga tonjolan (ridge) di tengah. Hal tersebut sesuai
dengan penelitian sebelumnya bahwa susunan bunga V. tricolor terdiri dari sepal,
petal, gynostesium, keping samping (side lobe) dan keping tengah (middle lobe)
(Sukmawati dkk., 2019).

4.2 Hasil Amplifikasi DNA Target

Amplifikasi DNA target dilakukan menggunakan tiga primer spesifik
untuk gen matK, rbcL, dan ITS2. Pita DNA yang terbentuk dapat terlihat dengan
baik dan jelas (Gambar 4.2). Pita yang terbentuk menggunakan primer matK
terlihat jelas dan ukuran yang terbentuk (£ 400 bp) telah sesuai dengan prediksi.
Pita DNA yang terbentuk sesuai dengan pernyataan Kumar dkk. (2016) bahwa
ukuran sekuen matK * 500 bp. Pita DNA yang ditunjukkan pada hasil amplifikasi
menggunakan primer rbcL terlihat jelas dan berukuran + 600 bp, hal tersebut
sesuai dengan pernyataan Kress dan Erickson (2007) bahwa sekuen rbcL berkisar
antara 550-600 bp. Sekuen ITS2 yang dihasilkan terlihat jelas dan berukuran +
500 bp, hal itu sesuai dengan penelitian sebelumnya bahwa penggunaan primer
ITS2 dalam analisis PCR menghasilkan panjang amplikon = 400 — 500 bp
(Takamiya dkk., 2011).
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Base pair M matK rbeL ITS2
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Keterangan: M (Marker 100 bp)

Gambar 4.2 Elektroforesis hasil analisis PCR menggunakan primer set matK, rbcL dan
ITS2 pada anggrek Vanda tricolor

4.3 Hasil Analisis BLAST

Hasil analisis BLAST matK menunjukkan bahwa sampel anggrek V.
tricolor memiliki homologi tertinggi dengan spesies homolognya yaitu V. tricolor
(MT518856.1) asal USA. Nilai homologi didapatkan dari melihat nilai Per. Ident
yang tertera pada tabel analisis BLAST (Tabel 4.1). Kemiripan sekuen yang
dianalisis dengan data sekuen di NCBI dapat dilihat dari nilai Per. Ident, Query
Cover, dan E-value (Tindi dkk., 2017). Nilai Query cover menunjukkan
presentase kesamaan panjang nukleotida antara sekuen sampel V. tricolor dengan
sekuen spesies lainnya pada database Gen Bank (Gaffar dan Sumarlin, 2020).
Nilai Query Cover pada hasil BLAST matK sebesar 100% dengan nilai Per. Ident
100% dan E-Value 0.0.

Tabel 4.1 Hasil BLAST Vanda tricolor sekuen matK

Name Accesion Per. lIdent Query  E-value Source
Number (%) Cover
(%)
Vanda tricolor MT518856.1 100 100 0.0 USA
Vanda tricolor MT518855.1 100 100 0.0 USA

Vanda ustii KC823026.1 100 100 0.0 Philippines
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Hasil analisis BLAST sekuen rbcL V. tricolor menunjukkan kesamaan
dengan Vanda coerulea (KX344633.1) asal India dengan nilai Per. Indent 98.91%
(Tabel 4.2). Nilai tersebut menunjukkan bahwa sekuen V. tricolor dan sekuen
yang berada pada NCBI memiliki kemiripan yang tinggi namun tidak identik.
Berdasarkan hasil tersebut menunjukkan bahwa sekuen rbcL V. tricolor belum
tersedia di database NCBI, sehingga hasil penelitian ini merupakan yang pertama
dilakukan. Nilai Query Cover pada hasil BLAST sebesar 100% (Tabel 4.2) yang
menunjukkan sekuen V. tricolor memiliki presentase kesamaan yang cukup tinggi
dengan beberapa spesies homolog yang terdapat pada NCBI. E-Value bernilai 0
menunjukkan hasil pensejajaran yang signifikan. Semakin rendah E-value
menandakan hasil pensejajaran semakin baik dan signifikan (Gaffar dan Sumarlin,
2020).

Tabel 4.2 Hasil BLAST Vanda tricolor sekuen rbcL

Name Accesion Number  Per. Ident Query E-value Source
(%) Cover
(%)
Vanda coerulea KX344633.1 98.91 100 0.0 India
Vanda coerulea KX344587.1 98.91 100 0.0 India
Vanda coerulea KX344582.1 98.90 100 0.0 India

Hasil analisis BLAST sekuen ITS2 dari V. tricolor menunjukkan homologi
tertinggi dengan V. tricolor (EF670373.1) yang berasal dari Switzerland dengan
nilai Per. Ident 98.91% (Tabel 4.3). Nilai tersebut menunjukkan kecocokan
sekuen V. tricolor dengan sekuen yang berada di database, tingginya nilai Per.
Ident mengindikasikan bahwa kedua spesies memiliki kekerabatan yang dekat
atau berasal dari nenek moyang yang sama (Kasi dkk., 2019). Nilai E-value pada
hasil BLAST adalah 0.0 yang menunjukkan bahwa kedua sekuen memiliki
kemiripan yang tinggi (Gaffar dan Sumarlin, 2020). E-value bernilai 0
menunjukkan hasil pensejajaran signifikan (Gaffar dan Sumarlin, 2020). Nilai E-
value pada hasil BLAST sekuen ITS2 menunjukkan nilai 0.0 yang bersifat

signifikan.
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Tabel 4.3 Hasil BLAST Vanda tricolor sekuen ITS2

Name Accesion Per. Ident Query E-Value Source
Number (%) Cover
(%)
Vanda tricolor EF670373.1 93.71 100 0.0 Switzerland
Vanda tricolor EF670375.1 93.49 100 0.0 Switzerland
Vanda tricolor EF670374.1 93.49 100 0.0 Switzerland

4.4 Hasil Analisis Alignment dan Pohon Filogenetik

Proses alignment bertujuan untuk menyelaraskan dan menentukan tingkat
homologi antar sekuen sehinga dapat dibandingkan (Wangiyana, 2016). Hasil
alignment sekuen matK spesies V. tricolor menunjukkan adanya perbedaan basa
nukleotida pada urutan basa ke-298 (Gambar 4.3). Hasil tersebut menunjukkan
bahwa matK memiliki variasi intrapspesifik yang rendah (Rembet dkk., 2016).
Hasil alignment sekuen rbcL V. tricolor menunjukkan adanya beberapa perbedaan
basa nukleotida yang tidak dimiliki oleh spesies lain (Gambar 4.4). Perbedaan
tersebut terletak pada urutan basa ke-250 yaitu Timin (T) sedangkan sekuen
lainnya adalah basa Guanin (G) dan urutan basa ke-350 yaitu Adenin (A)
sedangkan sekuen lainnya Sitosin (C). Hasil tersebut menunjukkan sekuen rbcL
dapat disejajarkan dengan mudah dan merupakan barcode yang baik untuk
tanaman.  Hasil pensejajaran ITS2 menunjukkan banyak perbedaan basa
nukleotida pada beberapa urutan diantaranya yaitu basa Guanin (G) pada urutan
ke-11, 58, 109, 166, 210, 314 basa Timin (T) pada urutan ke-25, 37, 71, 75, 167,
189, 291, 321, basa Adenin (A) pada urutan ke-49, 84 (Gambar 4.5). ITS2
merupakan sekuen yang memiliki laju evolusi tinggi sehingga dapat menimbulkan
banyak perbedaan basa akibat proses evolusi (Cheng dkk., 2016).

RERERR KRR AR AR AR AR AR AR AR R R R ek

KC822995.1_Vanda_limbata TCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTAC i A CTTTGG 300
KC823004.1_Vanda_metusalae TCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTACTAAAAAACCCTTTGG 300
KC823005.1_Vanda_parviflora mrmrm'rumumcmﬂcmn- TTTGG 300
KC823011.1_Vanda_sanderiana MTTTCTGGGIT)TTTTTQQGTGTICM CTTTGG 300
KC822996.1_Vanda_lindenii TCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTACTAAAAAACCETTTGG 300
KC823033.1_Vanda_curvifolia TCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTACTI CTTTGG 300
KC823013.1_Vanda_sumatrana TCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTAC TTTGG 300
KC823020.1_Vanda_testacea TCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTACTAAAAAACCETTTGG 300
MT518856.1_Vanda_tricolor TCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTAC TTGG 300
KC823026.1_Vanda_ustii TC'I‘TTTCTGGG!T! TTTTTCAAGTGTAC TTTGG 300
Vanda_tricolor TCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTAC TTGG 300

Gambar 4.3 Hasil alignment DNA sampel Vanda tricolor matK
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Gambar 4.5 Hasil alignment DNA sampel Vanda tricolor ITS2

Analisis filogenetik menggunakan metode Neighbor-Joining (NJ) dan
bootstrap method dengan number of replication 1000. Nilai bootstrap dapat dibagi
menjadi beberapa kategori meliputi tinggi (>85%), moderat (70-85%), lemah (50-
69%) atau sangat lemah (<50%) (Lestari dkk., 2018). Konstruksi filogenetik
dilakukan dengan mengambil data sekuen pada database yang memiliki
kemiripan paling tinggi dengan sampel. Hasil filogenetik akan menunjukkan letak
sampel dan beberapa sekuen yang telah dikoleksi dari NCBI (Gaffar dkk., 2021).
Analisis filogenetik dilakukan pada sampel V. tricolor, sepuluh spesies in group

dan satu spesies out group menggunakan aplikasi MEGA11.
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Hasil analisis filogenetik matK menunjukkan bahwa spesies V. trcolor
berkerabat dengan V. tricolor asal USA dan V. ustii yang berasal dari Filipina
dengan nilai bootstrap 64%, hal tersebut menunjukkan adanya rekontruksi cabang
dalam 1000 kali pengulangan (Gambar 4.6). Kesamaan pola genetik dan sifat
biokimia yang dimiliki oleh suatu organisme mengartikan bahwa organisme
tersebut berasal dari nenek moyang yang sama (monofiletik) (Hidayat dkk., 2008).
Spesies V. tricolor dan V. ustii memiliki kekerabatan dekat karena berada dalam
satu section yaitu Deltoglossa yang digolongkan berdasarkan persamaan bentuk
columna yang silindris dengan dasar yang tebal dan keduanya memiliki kemiripan
pola genetik (Gardiner dkk., 2013). Kemiripan morfologi yang lain dari kedua
spesies yaitu V. tricolor memiliki kemiripan dengan V. ustii yaitu daun yang
berbentuk pita dan berdaging tebal, dan petal berbentuk seperti sendok.
Perbedaan kedua spesies tersebut terletak pada corak bunganya, yang pada V.
tricolor memiliki bunga berwarna dasar putih dengan bintik merah kecoklatan
sedangkan V. ustii memiliki warna bunga krem muda kekuningan (Motes, 2016).
Phalenopsis pulcherrima dipilih sebagai out group karena memiliki perbedaan
morfologi dengan genus Vanda yang terletak pada bentuk daun dan bunga, pada
V. tricolor daunnya berbentuk pita sedangkan P. pulcherrima berbentuk lanset.
Perbedaan bunga terletak pada corak kedua spesies tersebut, V. tricolor memiliki
corak bunga berwarna dasar putih dengan bintik merah kecoklatan sedangkan P.
pulcherrima memiliki corak bunga berwarna ungu (Teoh, 2016). Out group yang

dipilih membentuk percabangan yang berbeda dengan sampel.
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Gambar 4.6 Konstruksi filogenetik sekuen matK

Hasil kontruksi filogenetik berdasarkan sekuen rbcL menunjukkan bahwa
V. tricolor memiliki kekerabatan dengan Vanda denisoniana dengan nilai
bootstrap sebesar 44% (Gambar 4.7). Karakteristik V. denisoniana diantaranya
adalah batang tinggi mecapai + 50 cm dengan diameter = 1-1.5 cm, daun
berbentuk lonjong. Bunga berwarna putih gading atau merah kecoklatan
berukuran 6-8 cm (Widyastoety, 2012). Phalaenopsis amabilis dipilih sebagai
outgroup karena memiliki karakter morfologi yang berbeda dengan genus Vanda.
Perbedaan tersebut terletak pada corak bunga dan daunnya. P. amabilis memliki
bunga berwarna putih dan memiliki ukuran besar dengan bentuk bunga yang lebar
dan membulat pada bagian sepal dan dorsalnya, sedangkan V. tricolor memiliki
bunga berwarna putih dengan bintik merah kecoklatan dan memiliki ukuran yang
lebih kecil. Perbedaan lainnya terdapat pada bentuk daun kedua spesies tersebut,
V. tricolor memiliki bentuk daun pita sedangkan P. amabilis memiliki bentuk
daun lanset (Handini, 2016).
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Gambar 4.7 Rekonstruksi filogenetik sekuen rbcL

Hasil rekontruksi filogenetik berdasarkan sekuen I1TS2 menunjukkan
bahwa V. tricolor membentuk satu klaster dengan V. tricolor yang berasal dari
Switzerland (Gambar 4.8) yang menunjukkan bahwa keduanya berkerabat dekat.
Nilai bootstrap yang dihasilkan sebesar 31%, menunjukkan adanya rekontruksi
cabang dalam 1000 kali pengulangan. Nilai tersebut tergolong sangat lemah
namun datanya dapat diterima karena nilai bootstrap >25%. Hal ini didasarkan
pada nilai boostrap menurut Pangestika dkk. (2015) bahwa nilai boostrap yang
tidak dapat dipercaya dan diterima adalah <25%. Pohon filogenetik yang
terbentuk menunjukkan bahwa 1TS2 dapat direkomendasikan sebagai penanda
molekuler anggrek V. tricolor. Outgroup yang digunakan dalam analisis
filogenetik adalah anggrek Dendrobium anosmum yang memiliki perbedaan ciri
morfologi dengan anggrek V. tricolor sehingga dapat membentuk percabangan

yang berbeda dengan sampel. Hasil penelitian menunjukkan bahwa barcode ITS2
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memiliki kemampuan pembeda yang lebih baik dalam mengidentifikasi sampel
dalam penelitian ini. Kecepatan evolusi ITS2 berpengaruh pada variasi
intraspesifik suatu spesies (Hidayat dkk., 2008).

31 Vanda tricolor
4 i I

EF670373.1 Vanda tricolor
DQ091680.1 Vanda luzonica
DQO091675.1 Vanda flabellata
AY912266.1 Vanda coerulescens
g7 — KU945274.1 Vanda funingensis
EU558930.1 Vanda pumila

KY966682.1 Vanda cristata

AB217596.1 Vanda coerulea

KY966686.1 Vanda vietnamica

KM245054.1 Vanda malipoensis

EU477499.1 Dendrobium anosmum

0.050

Gambar 4.8 Rekonstruksi filogenetik sekuen ITS2

Analisis pohon filogenetik dapat dilakukan dengan melihat bootsrap dan
jarak genetik pada setiap organisme. Jarak genetik menggunakan metode Kimura-
2-Parameter pada MEGA 11. Jarak genetik dapat menujukkan kekerabatan antar
organisme, semakin kecil jarak genetik antar organisme, maka semakin dekat
hubungan kekerabatannya (Irawan dkk., 2016). Nilai jarak genetik pada sekuen
matK menunjukkan spesies V. tricolor sampel dan V. tricolor yang berasal dari
GenBank memiliki jarak genetik 0.000 (Lampiran 5) yang menujukkan bahwa
keduanya merupakan spesies yang sama. Nilai jarak genetik pada sekuen rbcL
menunjukkan spesies V. tricolor memiliki jarak genetik terkecil dengan spesies V.
coerulea yaitu 0.0089, hal tersebut menunjukkan bahwa keduanya memiliki
kekerabatan yang dekat dan kemungkinan merupakan subspesies. Jarak genetik
pada sekuen ITS2 memiliki nilai 0.0891 pada spesies yang sama Yyaitu V. tricolor
sampel dan V. tricolor yang berasal dari NCBI. Nilai tersebut menunjukkan

bahwa kedua spesies memiliki kekerabatan yang dekat (Tallei dkk., 2016).



BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan pada penelitian ini yaitu sampel anggrek Vanda tricolor berhasil
diamplifikasi menggunakan tiga set primer matK, rbcL dan ITS2. Hasil sekuen
matK, rbcL dan ITS2 diperoleh Query length berturut-turut yaitu 408 bp, 317 bp
dan 461 bp. Sekuen ITS2 yang digunakan pada anggrek V. tricolor bersifat
spesifik dan dapat membedakan sampai ke tingkat spesies. Berdasarkan hal
tersebut, sekuen matK dan ITS2 dapat digunakan sebagai penanda molekuler

dalam menentukan barcode untuk identifikasi anggrek V. tricolor.

5.2 Saran

Saran berdasarkan penelitian ini adalah sekuen V. tricolor dengan primer
matK dan ITS2 dapat dilakukan penelitian lebih lanjut untk mengkoleksi data
sekuen V. tricolor yang tersebar di beberapa daerah. Sekuen matK dan ITS2
merupakan sekuen yang paling baik digunakan sebagai barcode untuk identifikasi
anggrek V. tricolor. Informasi mengenai barcode potensial rbcL untuk identifikasi
anggrek V. tricolor perlu dilakukan penelitian lebih lanjut supaya bisa disubmit ke

dalam database/GenBank.
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LAMPIRAN

1. Sekuen consensus matK, rbcL dan ITS2 pada anggrek V. tricolor dalam

bentuk FASTA

>matK (408 bp)
AGCGAACACATTTTTATGGAAAAATAGAATATATTAGAGTCGTGTCTTGTAATTCTTTTCAG
AGGATCCTATGGTTCCTCAAAGATATTTTCATACATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCGAT
TCTGGCTTCAAAAGGAACTCTTATTCTGATGAATAAATGGAAATTTCATTTTGTGAATTTTTG
GCAATCTTATTTTCACTTTTGGTTTCAACCTTATAGGATCCATATAAAGCAATTACCCAATTA
TTCCTTCTCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTACTAAAAAACTCTTTGGTAGTAAGAAATCA
AATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAAATACTCTGACTAAGAAATTAGATACCATAGCTCCAG
TTATTTTTCTTATTGGATCATTGTCGAAAGCTC

>rbclL (548 bp)

CAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTTCAAGCTGGTGTTAAAGATTACAAATTGACTTATTA
GACTCCTGATTACGAAACCAAAGAGACTGAGATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACCCCTCAA
CCGGGAGTTCCGCCTGAAGAAGCGGGGGCTGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACA
TGGACAACTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTGACAAAGGACGATGCTACC
ACATCGAGGGCGTTGTTGGGGAGGAAAATCAAGAGATTGCTTATGTAGCTTATCCTTTAGA
CATTTTTGAATAAGGTGAGGTTACTAACATGTTGACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGTT
TCAAAGCCCTGCGAGCTCTACGTCTGGAAGATCTGCGAATTCCCCCTTATTCTTCCAAAACTT
TCCAAGGTCCGCCTCATGGCATCCAAGTTGAAAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCGTCC
CCTATTGGGATGTACTATTCAACCAAAATTGCGATTATCCGCAAAAAACTACGGTAGA

>ITS2 (461 bp)

GATACGTGGTGGGAATTGCAGAATTCCGCGAACCATTGAGTTTTTGAAAGCAAGTTGGGCC
CGAGGCCAATTGGTTGAGGGCAAGTCCGCCTGGGGGTCAGAAGTTGGGTTGGTCCGTGCC
AAGTTCCCGCCGCCCCCCCGTAGCGGGGGTGCCGGGGGAGGGTTGGATGTGCAGAGTGG
CCCGTTGTGCCCCTCGGTGCGGCGGGGTGAAGAGCGGGTTGTCATTTCATTGGCCACGAAC
AACGAGGGGTGGATGAAAGCTGCCGCGGGCAAGGCCCGCGTTGTTTTGTGCCGGCCCGAG
AGAAGATTGGGCCCTTTGTGCGATCCCATCCCATGGGCCGCCCGCGCGCGGCGGLTTGGA
ACGCGACCCCAGGATGGGCGAGACCCCCCGCCGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
GAAGAAACTTACGAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGCGAA



2. Hasil BLAST sekuen matK Vanda tricolor dan Vanda ustii

Score Expect Identities Gaps Strand

754 bits(408) 0.0 408/408(100%) 0/408(0%) Plus/Plus

Query 1 AGCGAACACATTTTTATGGAAAAATAGAATATATTAGAGTCGTGTCTTGTAATTCTTTTC 6@

Sbjct 336 AGCGAACACATTTT TATATTAGAGTCGTGTCTTGTAATTCTTTTC 395
Query 61 TTCCTCARAGATATTTTCATACATTATGTTCGATATCAAGGAAAAG 120
) |\|\||\|\ |\||||||||||||||||||||||||||||\ CELREUEEETTTEEEET T
sbict 396 GTTCCTCAAAGATATTTTCATACATTATGTTCGATATCAAGGAARAG 455
Query 121 GCTTCAARAGGAACTCTTATTCTGATGAATAAATGGAAATTTCATTTTGTGA 180
. |\|\||\|\ CLLREEECEETEL LR e e e e L et iy
sbjct 4s6 GGCTTCAAAAGGAACTCTTATTCTGATGAATAAATGGAAATTTCATTTTGTGA 515

Query 181 ATTTTTGGCAATCTTATTTTCACTTTTGGTTTCAACCTTATAGGATCCATATAAAGCAAT 240

Sbjct 516 ATTTTTGGCAATCTTATTTTCACTTTTGGTTTCAACCTTATAGGATCCATATAAAGCAAT 575

Query 241 TACCCAATTATTCCTTCTCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTACTAAAAAACTCTTTGG 300

Sbjct 576 TACCCAATTATTCCTTCTCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTACTAAAAAACTCTTTGG 635

Query 301 AGAAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAAATACTCTGACTAAGAAATTAG 360

sbjct 636 TAAGAAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAAATACTCTGACTAAGAAATTAG 695

Query 361 ATACCATAGCTCCAGTTATTTTTCTTATTGGATCATTGTCGAAAGCTC 4038

Sbjct 696 TACCATAGCTCCAGTTATTTTTCTTATTGGATCATTGTCGAAAGCTC 743

3. Hasil BLAST sekuen rbcL Vanda tricolor dan Vanda coerulea

Score Expect Identities Gaps Strand
979 bits(530) 0.0 542/548(99%) 0/548(0%) Plus/Plus

Query 1 CAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTTCAAGCTGGTGTTAAAGATTACAAATTGACTTATT 60

CECLELEEEEEEE e et et e ettt

Sbjct 1 CAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTTCAAGCTGGTGTTAAAGATTACAAATTGACTTATT 60

CELLLEEEREREE e e e e e e e e et e et ennery

Query 61 CTCCTGATTACGAAACCAAAGAGACTGAGATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACCCCTC 120
|
CTCCTGATTACGAAACCAAAGAGACTGAGATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACCCCTC 120

sbjct 61

Query 121 AACCGGGAGTTCCGCCTGAAGAAGCGGGGGCTGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTA 180

COLLLLLEELEEEEEE LR e e L R L L el

Sbjct 121 AACCGGGAGTTCCGCCTGAAGAAGCGGGGGCTGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTA 180

Query 181 CATGGACAACTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTGACAAAGGACGATGCT 240

CELPEEEEREREEEE et et e e e e e e e e e

Sbjct 181 CATGGACAACTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTGACAAAGGACGATGCT 240

Query 241 ACCACATCGAGGGCGTTGTTGGGGAGGAAAATCAAGAGATTGCTTATGTAGCTTATCCTT 300

CELLLLRLEEEEEEE LR e e et R ee it el

Sbjct 241 ACCACATCGAGGGCGTTGTTGGGGAGGAAAATCAAGAGATTGCTTATGTAGCTTATCCTT 300

LELELTLLLLL ||IIll|I|||||Illll|llll|||IlIIIIIllI

Query 301 TAGACATTTTTG GG GTTACTAACATGTTGACTTCCATTGTGGGTAATGTAT 360
III
Sbjct 301 TAGACATTTTTG ACTAACATGTTGACTTCCATTGTGGGTAATGTA 360

RN a NN NN NaNn gy yuan i Asn

Query 361 TTGGTTTCAAAGCCCTGCGAGCTCTACGTCTGGAAGATCTGCGAATTCCCCCT TCTT 420
Sbjct 361 TTGGTTTCAAAGCCCTGCGAGCTCTACGTCTGGAAGATCTGCGAATTCCCCCT

TCTT 420

Query 421 CCAAAACTTTCCAAGGTCCGCCTCATGGCATCCAAGTTGAAAGAGATAAATTGAACAAGT 480

||||IlIIIIIIIIIIIIIIIIII|I|lllI||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 421 TTTCCAAGGTCCGCCTCATGGCATCCAAGT 480

I|l|IlIIIIIIIIIIIIllIIIIIIIIlIlIIIIIIlIIl IIIIIIIIIIIIIIIII

Query 481 ATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTCAACCAAAATTEATTATCCGCAAAAAACT 540
Sbjct 481 ATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTC

540
Query 541 ACGGTAGA 548

Sbjct 541 ACGGTAGA 548



4. Hasil BLAST sekuen ITS2 Vanda tricolor sampel dan Vanda tricolor

Score

691 bits(374)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1
447
61
507
121
567
181
627
241
687
301
747
361
807
421

867

Expect Identities Gaps Strand

0.0 432/461(94%) 0/461(0%) Plus/Plus

GATACGTGGTGAATTGCAGAATICCGCGAACC
AR RRNA A ARRRNAAay 1 A
GATACGTGGTGAATTGCAGAATIACCGCGAACT
cceaceecaaTfilseleacescAsTccoccTaaefTCAGHRGTT CCGTGC
||||||||||| LLAEETIn ||||||||||| [LETTIRRLEI |||||H
CCGAGGC 61dGAGGGCAGTCCGCCT: TCAGAJGTT CCGTGC
cancTfikcccaccaecc e cGTAGCGGGGGTGCCGGHTEAG GATGTGCAGAGTGG
EELLIQEEEETErr ||||||||||||||||||| [11] |||||||||||||H
CAAGTHIC CCGCCGCCCACCGTAGCGGGGGTGCCGGHISAG ATGTGCAGAGTGG

ccc6TfleT6CC R Ca6TGCGGEGGRTGAAGAGCGGGTTGTCA CATTGGCCACGAA
CELEQEETCEE e e eee e eeee e ey e
CCC6 TTGTCATITC

TGCCCWICGGTGLGGLGG! GAAGAGCGGG A ATTGGCCACGAA

CAACGAGGGGTGGATGAAAGCTGCCGCGGGCAAGGCCCGCGTTG |TG
CAACGAGGGGTGGATGAAAGCTGCCGCGGGCAAGGCC(G(GTTG T

AGAAGATTAscccTTflsTaceATCCCcATCCCATERBCCGCCCGE
||||||||| |||||| |||||||||||||||||| LTI
CCCTTIGTGCEATCCCATCCCATGERCCGCCCGL

AACGCGACCCCAGGATGGGLGAGAC

AACGCGACCCCAGGATGGGLGAGAC CCGCCGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG
CCGCCGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG

AGAAGAAACTTACGAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGCGAA 461
CELEEEEEEEEEE T e e e e |

AGAAGAAACTTACGAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGCGAA 987

60

506
120
566
180
626
240
686
300
746
360
806
420

866

35



5. Data Jarak Genetik Vanda tricolor sekuen matK

35

No | Nama Anggrek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 | Vanda_tricolor

2 | MT518856.1 Vanda_tricolor 0.0000

3 | KCB823026.1_Vanda_ustii 0.0000 | 0.0000

4 | KC823033.1_Vanda_curvifolia 0.0049 | 0.0049 | 0.0049

5 | KC823020.1_Vanda_testacea 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0025

6 | KC823013.1_Vanda_sumatrana 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0000

7 | KC823011.1 Vanda_sanderiana 0.0049 | 0.0049 | 0.0049 | 0.0049 | 0.0025 | 0.0025

8 | KCB823005.1_Vanda_parviflora 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0025

9 | KC822995.1_Vanda_limbata 0.0049 | 0.0049 | 0.0049 | 0.0049 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0049 | 0.0025

10 | KC822996.1 Vanda_lindenii 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0025 | 0.0000 | 0.0025

11 | KC823004.1_Vanda_metusalae 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0025 | 0.0000 | 0.0025 | 0.0000

12 | KJ733593.1_Phalaenopsis_pulcherrima | 0.0175 | 0.0175 | 0.0175 | 0.0175 | 0.0150 | 0.0150 | 0.0175 | 0.0150 | 0.0175 | 0.0150 0.0150




6. Data Jarak Genetik Vanda tricolor sekuen rbcL

No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 | Vanda_tricolor

2 | KX344633.1 Vanda_coerulea 0.0089

3 | KP772715.1_Vanda_nana 0.0435 | 0.0341

4 | KT581392.1 Vanda_miniata 0.0388 | 0.0294 | 0.0044

5 | KP772714.1_Vanda_christensoniana | 0.0412 | 0.0317 | 0.0067 | 0.0022

6 | JQ180391.1 Vanda_tessellata 0.0179 | 0.0224 | 0.0578 | 0.0530 | 0.0553

7 | JQ180388.1 Vanda_lilacina 0.0112 | 0.0067 | 0.0364 | 0.0318 | 0.0341 | 0.0247

8 | JQ180387.1_Vanda_pumila 0.0111 | 0.0044 | 0.0387 | 0.0340 | 0.0363 | 0.0247 | 0.0089

9 | MKO064251.1 Vanda_testacea 0.0411 | 0.0317 | 0.0067 | 0.0022 | 0.0044 | 0.0506 | 0.0341 | 0.0363

10 | JQ180385.1 Vanda_coerulescens 0.0111 | 0.0111 | 0.0411 | 0.0364 | 0.0387 | 0.0202 | 0.0089 | 0.0134 | 0.0387

11 | JQ180386.1_Vanda_denisoniana 0.0293 | 0.0270 | 0.0626 | 0.0577 | 0.0601 | 0.0270 | 0.0316 | 0.0293 | 0.0554 | 0.0293

12 | AY389440.1 Phalaenopsis_amabilis | 0.7873 | 0.7757 | 0.8075 | 0.8088 | 0.8027 | 0.8025 | 0.7886 | 0.7704 | 0.8088 | 0.7904 | 0.7851
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7. Data Jarak Genetik Vanda tricolor sekuen ITS2

No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 | Vanda_tricolor

2 | EF670373.1_Vanda_tricolor 0.0891

3 | AB217596.1_Vanda_coerulea 0.1070 | 0.0154

4 | AY912266.1 Vanda_coerulescens 0.1142 | 0.0216 | 0.0312

5 | EU558930.1_Vanda_pumila 0.0961 | 0.0061 | 0.0092 | 0.0216

6 | KM245054.1 Vanda_malipoensis 0.1429 | 0.0569 | 0.0538 | 0.0737 | 0.0504

7 | DQ091680.1_Vanda_luzonica 0.0928 | 0.0031 | 0.0185 | 0.0248 | 0.0092 | 0.0603

8 | DQ091675.1_Vanda_flabellata 0.1143 | 0.0216 | 0.0312 | 0.0122 | 0.0217 | 0.0670 | 0.0248

9 | KU945274.1 Vanda_funingensis 0.1142 | 0.0216 | 0.0249 | 0.0061 | 0.0216 | 0.0671 | 0.0248 | 0.0184

10 | KY966686.1 Vanda_vietnamica 0.1917 | 0.1193 | 0.1090 | 0.1379 | 0.1122 | 0.1417 | 0.1232 | 0.1380 | 0.1307

11 | KY966682.1 Vanda_cristata 0.0999 | 0.0092 | 0.0061 | 0.0248 | 0.0031 | 0.0538 | 0.0123 | 0.0249 | 0.0248 | 0.1161

12 | EU477499.1 Dendrobium_anosmum | 0.3458 | 0.2416 | 0.2327 | 0.2567 | 0.2327 | 0.2273 | 0.2469 | 0.2476 | 0.2611 | 0.3332 | 0.2327
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