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RINGKASAN

Identifikasi Anggrek Obat Dendrobium discolor Lindl. Menggunakan DNA
Barcoding;
Dian Al Ghifari Perwitasari, 151810401042; 2019; 41 halaman; Jurusan Biologi Fakultas

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember.

Orchidaceae memiliki nilai penting tidak hanya dari segi estetika, fitoterapi,
dan ekologi tetapi juga dalam bidang terapeutik yaitu penggunaan sebagai obat.
Salah satu anggrek obat yang ada di Indonesia adalah Dendrobium discolor
Tanimbar, Maluku. Anggrek ini telah dimanfaatkan untuk mengobati berbagai
macam penyakit seperti disentri, menghilangkan rasa sakit, dan mengobati penyakit
kulit. Identifikasi D. discolor Tanimbar menggunakan morfologi organ vegetatif
tidak mudah karena adanya kemiripan dengan D. discolor Merauke dan D.
bigibbum sehingga memerlukan organ generatif seperti bunga untuk identifikasi
lebih lanjut. Namun, karakter tersebut tidak mudah didapatkan. Adanya
inkonsistensi nama lokal dan sinonim ilmiah menimbulkan kesulitan dalam
identifikasi konvensional. Adanya peningkatan kerusakan hutan dan perdagangan
ilegal juga mengancam keberadaan spesies anggrek anggrek di alam. Hal ini
menyebabkan perlunya identifikasi secara molekuler menggunakan penanda
molekuler spesifik rbcL dan ITS di samping identifikasi secara morfologi.

Ekstraksi DNA genom dilakukan menggunakan metode CTAB dan
NEXprep™ Plant DNA Mini Kit (NEX™ Diagnostics, Korea). Amplifikasi DNA
dilakukan menggunakan mesin PCR sebanyak 35x siklus. Penentuan urutan DNA
produk PCR vyang telah dipurifikasi menggunakan purification Kit (Jena
Bioscience, Jerman) dilakukan dengan mesin DNA sekuenser ke 1% BASE,
Singapura. Data sekuen DNA hasil sekuensing dianalisis secara bioinformatik
melalui NCBI, MEGAX dan Clustal X 2.1. Hasil PCR menunjukan pita DNA tebal
dan spesifik pada ukuran yang ditargetkan (rbcL sebesar 600 bp sedangkan ITS
sebesar 900 bp). Hasil rekonstruksi pohon filogenetik sekuen rbcL D. discolor

(section Spatulata) menunjukan adanya kemiripan dengan spesies D. salaccense
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(Accession: LC193510.1) dari section Grastidium, dengan persentase identifikasi
mencapai 99,45%. Pohon filogenetik sekuen ITS D. discolor (section Spatulata)
menunjukan adanya kemiripan dengan D. nindii (Accession: AY239985.1) dari
section Spatulata. Persentase identifikasi ke dua spesies ini mencapai 98,67%.
Sekuen rbcL D. discolor menunjukan homologi sekuen yang tinggi dibandingkan
sekuen ITS. Penggunaan sekuen ITS pada Dendrobium dicolor Tanimbar, Maluku
menunjukkan hasil yang lebih spesifik karena mampu mendeskrimisasi hingga
tingkat spesies dengan beberapa perbedaan basa nuklotida yang berpotensi sebagai
barcode spesifik spesies D, discolor. Berdasarkan hasil tersebut ITS dapat
direkomendasikan sebagai penanda molekuler untuk menentukan barcode dari

spesies Dendrobium discolor Tanimbar, Maluku.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Orchidaceae memiliki sekitar 20.000 spesies yang terdistribusi dalam
899 genera dan mewakili 7% dari total spesies tanaman berbunga yang ada di
dunia (Erzurumlu et al., 2018). Orchidaceae memiliki nilai penting tidak hanya
dari segi estetika, fitoterapi, dan ekologis tetapi juga dalam bidang terapeutik
yaitu penggunaan sebagai obat (Hossain, 2011). Asia memiliki 482 spesies
anggrek dengan jumlah spesies terbanyak berasal dari genus Dendrobium.
Indonesia menjadi salah satu kawasan di Asia yang memiliki distribusi
Dendrobium terbesar yaitu mencapai 95 spesies. Berdasarkan jumlah tersebut
19 spesies diantaranya termasuk dalam jenis anggrek obat (Soon Teoh, 2016).
Salah satu jenis anggrek obat berasal dari Kepulauan Tanimbar, Maluku yaitu
Dendrobium discolor. Tumbuhan ini telah dimanfaatkan untuk mengobati
berbagai macam penyakit seperti disentri, menghilangkan rasa sakit,
mengobati kurap, dan bisul (Pant, 2013; Soon Teoh, 2016).

Identifikasi spesies menggunakan karakter morfologi memiliki beberapa
keterbatasan karena beberapa spesies memiliki kecenderungan kemiripan
organ vegetatif seperti pada genus Dendrobium. Hal ini menyebabkan perlunya
identifikasi tambahan menggunakan organ generatif seperti bunga yang tidak
mudah didapatkan (Liu et al., 2019). Dendrobium discolor Tanimbar secara
morfologi organ vegetatif memiliki kemiripan dengan D. discolor Merauke
(spesies intraspesifik) dan D. bigibbum (spesies interspesifik) (Adams, 2015)
sehingga dalam identifikasi morfologi tidak mudah dilakukan. Adanya
inkonsistensi antara nama lokal spesies (vernacular names) maupun sinonim
ilmiah menjadi tantangan dalam identifikasi spesies secara konvensional
(Ghorbani et al., 2017; Raclariu et al.,2018). Hal ini ditambah dengan adanya
kerusakan hutan, perdagangan ilegal spesies yang dapat mengancam
keberadaan spesies anggrek di alam sehingga diperlunya identifikasi secara
molekuler dengan analisis DNA (Subedi et al., 2013; Kim et al., 2014; Xu et
al., 2015; Parveen et al., 2017).
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Pendekatan molekuler digunakan untuk menghasilkan sidik jari DNA
(DNA fingerprint). Segmen potongan DNA pendek berfungsi sebagai penanda
molekuler untuk mempercepat identifikasi spesies secara cepat dan spesifik,
terutama dalam verifikasi suatu spesies karena keakuratannya yang tinggi dan
tidak dipengaruhi oleh perubahan kondisi lingkungan. Selain itu, analisis
molekuler pada tanaman juga dapat digunakan untuk identifikasi spesies
langka yang terancam punah, identifikasi bahan herbal yang diperdagangkan,
dan mengevaluasi keragaman genetik suatu spesies yang terindeks melalui
sekuen DNA (Kim et al., 2014; Raclariu et al.,2018). Penanda molekuler
spesifik pada hewan telah disepakati menggunakan gen CO1. Namun, CO1
kurang efektif digunakan untuk identifikasi spesies tumbuhan secara universal.
Hal ini dikarenakan rendahnya tingkat substitusi nukleotida pada genom
mitokondria tanaman yang menyebabkan homologi antar sekuen tinggi
(Hollingsworth et al., 2011; Kim et al., 2014). Sebagai gantinya, penelitian
dilakukan untuk memperoleh penanda molekuler spesifik yang melibatkan gen
dari kloroplas dan nukleus untuk mendiskriminasi spesies.

Beberapa penelitian identifikasi Dendrobium secara molekuler telah
dilakukan untuk mendapatkan penanda molekuler spesifik. Penggunaan gen
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase-oxygenase large subunit (rbcL) telah
direkomendasikan oleh The Consortium for the Barcode of Life (CBOL)
sebagai salah satu kandidat barcode universal pada tanaman (Hollingsworth et
al., 2011). Tingkat kesuksesan amplifikasi menggunakan sekuen rbcL
berdasarkan penelitian Singh et al., (2012) mencapai 96,91 % pada 36 spesies
Dendrobium. Hal ini didukung oleh penelitian Xu et al., (2015) pada 18 spesies
Dendrobium dari daratan Asia dengan menggunakan sekuen rbcL
menunjukkan hasil amplifikasi dan sekuensing mencapai 100%. Hal ini
menjadikan rbcL sebagai salah satu kandidat barcode yang digunakan untuk
mengevaluasi spesies pada genus Dendrobium.

Sekuen internal transcribed spacer (ITS) menjadi salah satu sekuen yang
paling umum digunakan untuk analisis genetik dan barcode pada tanaman
(Cheng et al., 2016). ITS telah direkomendasikan oleh CBOL sebagai salah
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satu kandidat barcode pada tanaman (CBOL Plant Working Group, 2009).
Amplifikasi 37 anggrek Dendrobium dari daratan Asia menggunakan sekuen
ITS mencapai 100% sedangkan tingkat sekuensing mencapai 96,77% (Xu et
al., 2015). Hasil penelitian Parveen et al., (2017) menunjukkan persentase ITS
dalam mendeskriminasi spesies anggrek obat di India mencapai 94,9% lebih
tinggi daripada menggunakan matK. Penelitian terbaru pada 13 anggrek obat
Dendrobium yang telah digunakan sebagai obat tradisional China (TCM)
menunjukkan bahwa sekuen ITS mampu mengidentifikasi secara cepat dan
kuat untuk menganalisis hubangan filogenetik antar spesies. Hasil studi
menunjukkan bahwa ITS mampu mengidentifikasi secara cepat dan dapat
digunakan sebagai segmen yang efektif untuk klasifikasi dan identifikasi secara
molekuler pada tingkat genus maupun spesies Dendrobium (Liu et al., 2019).

Oleh karena itu, dilakukan penelitian untuk mengidentifikasi barcode
potensial melalui penanda molekuler spesifik yang paling efisien untuk

anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. Tanimbar, Maluku.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah berdasarkan latar belakang tersebut yaitu bagaimana
identifikasi anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. menggunakan DNA

barcoding?

1.3 Tujuan
Tujuan berdasarkan rumusan masalah tersebut yaitu untuk
mengidentifikasi anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. menggunakan
DNA barcoding.

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah anggrek obat yang digunakan
adalah Dendrobium discolor Lindl. Tanimbar, Maluku. Jenis penanda

molekuler spesifik yang digunakan adalah ribulose-1,5-bisphosphate
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carboxylase - oxygenase Large subunit (rbcL) dan Internal Transcribed Spacer
(ITS).

1.5 Manfaat
Manfaat penelitian ini yaitu mempermudah para ilmuwan untuk
mendapatkan sekuen DNA anggrek obat di DNA Database atau GenBank yang

dapat menjadi dasar untuk penelitian DNA barcoding selanjutnya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Potensi Anggrek Dendrobium Sebagai Obat

Banyak spesies anggrek telah digunakan sebagai sumber pengobatan
tradisional. Tercatat penggunaan anggrek sebagai pengobatan tradisional
China (TCM) telah ada sejak 2800 SM. Masyarakat di India telah
menggunakan beberapa anggrek untuk penyembuhan dan pengobatan (sifat
kuratif) sampai dengan sifat afrodisiak yang dimiliki tumbuhan sejak periode
Veda (2000 SM-600 SM). Mayoritas spesies anggrek telah digunakan secara
empiris untuk pengobatan penyakit yang berbeda sesuai kultur dan budaya
pada tiap daerah (Gutiérrez, 2010; Hossain, 2011; Soon Teoh, 2016).

Salah satu genus anggrek obat yang paling banyak ditemukan di
Indonesia adalah Dendrobium. Terdapat beberapa komponen bioaktif dari
Dendrobium seperti alkaloid, bibenzil, fenantrena, fenantrenaquinon,
seskuiterpenoid, dan polisakarida (Chen et al., 2014; Zhao et al., 2015; Soon
Teoh, 2016) yang menunjukkan berbagai aktivitas biologis dan farmakologi.
Hal ini termasuk aktivitas neuroprotektif, aktivitas diuretik, antikanker. anti-
inflamasi, anti-rematik, anti-karsinogenik, antimikroba, dan antivirus
(Gutiérrez, 2010; Hossain, 2011; Soon Teoh, 2016). Selain itu beberapa spesies
Dendrobium  juga memiliki aktivitas anti-angiogenesis,  aktivitas
imunomodulator, antioksidan, aktivitas anti-penuaan, aktivitas agregasi
antiplatelet, efek pada hipertiroidisme, penghambatan katarakogenesis dan
aktivitas hepatoprotektif (Lam et al., 2015; Da Silva dan Ng, 2017).

Beberapa jenis anggrek obat Dendrobium secara etnobotani telah
dimanfaatkan di Indonesia seperti penggunaan Dendrobium linearifolium
untuk mengobati sakit telinga di Bali (Sujarwo dan Lestari, 2018). Daun
Dendrobium crumenatum Sw. untuk mengobati tapal pada bisul dan jerawat di
Kalimantan Tengah serta sebagai obat sakit telinga di Semenanjung Malaya
dan Jakarta (Sadili, 2011; Wahyudiningsih et al., 2017). Penggunaan daun
Dendrobium salaccense Lindl. oleh suku Batak, Sumatera Utara sebagai obat

sakit perut (Silalahi dan Nisyawati, 2015). Sedangkan D. discolor telah
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dimanfaatkan oleh suku aborigin untuk mengobati berbagai macam penyakit
seperti disentri, menghilangkan rasa sakit, mengobati kurap, dan bisul (Pant,
2013: Soon Teoh, 2016).

Sejumlah penelitian telah dilakukan untuk mengetahui aktivitas
antidiabetes dari ekstrak Dendrobium candidum yang terbukti menurunkan
konsentrasi glukosa darah pada hiperglikemia yang diinduksi epinefrin dan
diabetes yang diinduksi streptozotocin pada tikus uji dengan menghambat
sekresi glukagon, merangsang sekresi insulin dari sel P, sintesis glikogen, dan
glikogenolisis (Jiang et al., 2014). Senyawa denbinobin dari Dendrobium
nobile memiliki aktivitas antikanker karena dapat menurunkan tingkat ekspresi
decoy reseptor-3 (DcR3) dan adanya sinergisme dengan Fas ligand (FasL) yang
dapat menyebabkan apoptosis sel adenokarsinoma pada pankreas (Yang et al.,
2009; Soon Teoh, 2016).

Penelitian lain juga telah dilakukan adalah peranan senyawa moscatilin
yang berasal dari batang Dendrobium. Studi lebih lanjut menunjukkan senyawa
moscatilin memiliki potensi sebagai anti-tumor dan anti-kanker terhadap
berbagai jenis kanker terutama kanker paru-paru dengan menghambat
resistensi anoikis dalam sel kanker dengan menekan kelangsungan hidup sel
Akt dan menurunkan regulasi cavelolin-1 (Cav-1) serta dapat menghambat
Epithelial Mesenchymal Transition (EMT). Senyawa moscatilin juga memiliki
efek antiproliferatif yang kuat terhadap berbagai jenis sel kanker, tetapi tidak
efektif untuk karsinoma hepatoseluler atau kanker hati (Ho dan Chen, 2003;
Busaranon et al., 2016).

Berdasarkan beberapa kajian etnobotani yang ada di Indonesia dan
penelitian mengenai anggrek obat Dendrobium. Genus ini menempati urutan
teratas sebagai anggrek obat yang telah dimanfaatkan di Indonesia yaitu
sebanyak 19 spesies dari total 97 spesies dari berbagai genus yang disajikan

dalam Gambar 2.1.
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Gambar 2.1 Spesies anggrek obat di Indonesia (Sumber: Soon Teoh, 2016)

2.2 Klasifikasi dan Deskripsi Anggrek Dendrobium discolor Lindl.

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Liliopsida

Ordo : Orchidales

Famili : Orchidaceae

Genus : Dendrobium

Spesies : Dendrobium discolor Lindl.

Dendrobium discolor Lindl. dikenal sebagai anggrek keriting memiliki
cara hidup epifit pada batang pohon. Anggrek ini dikenal sebagai spesies
endemik Papua dan Papua Nugini. Schlechter (1912) mengklasifikasikan
Dendrobium dalam 4 sub genera dan 41 section (Adams et al., 2006), D.
discolor termasuk section spatulata. Section pada anggrek terletak diantara
genus dan spesies. Section Spatulata memiliki kemiripan pada struktur
morfologi tanaman dan habitat. Anggota section Spatulata dapat ditemukan di
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dataran rendah pada ketinggian 0-550 mdpl. Terdapat tiga tipe utama daun
pada section Spatulata yaitu linear-lanceolate (lanset atau bagian terlebar
sekitar 1/3 dari pangkal dan menyempit di bagian ujung daun dan linear),
memiliki lebih banyak daun yang menyebar di sepanjang bagian atas batang,
dan ovate-lanceolate (Lanset bulat telur) dengan ujung lancip (acute) dan
subacute. Semua spesies dalam section ini memiliki pseudobulb atau
penebalan bagian batang antara simpul daun membentuk selubung daun
(Cribb, 1986).

D. discolor memiliki pseudobulb dengan panjang bervariasi. Pertulangan
daun sejajar dengan permukaan daun halus, tepi rata dengan bentuk bulat telur
(ovatus) sepanjang 5-20 cm. Tipe pembungaan majemuk, racemus, posisi
pembungaan diantara dua ketiak daun, memiliki aroma bunga, bentuk bunga
keriting dan petal bunga berbentuk linear bulat telur sungsang (ovate-
lanceolate). Bunga berwarna kuning, kuning kecokelatan sampai dengan
cokelat (Tjitrosoepomo, 1985; Liddle, 1990; Millar, 1999; Kartikaningrum et
al., 2004; Soon Teoh, 2016). Anggrek ini terdistribusi mulai dari selatan pantai

Papua, Papua Nugini sampai dengan Australia (Schuiteman, 2013).
"

¢

Gambar 2.2. Bunga Dendrobium discolor (IOSPE, 2019)

Beberapa sinonim yang dimiliki anggrek Dendrobium discolor Lindl.
antara lain Callista undulata Kuntze., D. arachnanthe Kraenzl., D. discolor
subsp. discolor, D. elobatum Rupp., D. undulans Bakh.f., D. undulatum var.
albertisianum F.Muell., D. undulatum var. carterae F. M. Bailey,
Durabaculum albertisiana (F.Muell.) M.A. Clem. & D.L. Jones, D.
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arachnanthe (Kraenzl.) M.A. Clem. & D.L. Jones, dan D. undulatum M.A.
Clem. & D.L. Jones (The Plant List, 2019).

2.3 DNA Barcoding

Analisis DNA barcoding menjadi alternatif dalam identifikasi spesies
secara molekuler karena keakuratan, kecepatan, dan spesifikasi yang dimiliki
berdasarkan sekuen DNA. DNA barcoding bahkan dapat digunakan untuk
mengetahui asal DNA yang diekstraksi, seperti bahan yang ditemukan dalam
kotoran, serbuk sari, herbarium yang terdegradasi, dan sub-fossil yang
terawetkan dalam lapisan es permafrost (lapisan es yang tetap membeku di
bawah tanah di daerah kutub). DNA barcode tanaman telah diimplementasikan
di berbagai bidang, misalnya dalam sistematika molekuler, inventarisasi
keanekaragaman hayati, forensik satwa liar, deteksi pemalsuan bahan, serta
untuk verifikasi produk herbal (Xu et al., 2015; Ghorbani et al., 2016; Ghorbani
et al., 2017; Parveen et al., 2017).

Keunggulan analisis molekuler berbasis DNA barcoding adalah dapat
mengidentifikasi suatu keanekaragaman hayati sampai dengan tingkat spesies
walaupun hanya menggunakan sedikit fragmen atau bagian dari organisme
(sampel). Selain itu, analisis dapat dilakukan menggunakan sampel yang
berasal jaringan, sel, dan turunan lainnya yang tidak memiliki fitur diagnostik
secara morfologis. Aplikasi penggunaan DNA barcoding mampu
mengidentifikasi variasi dan spesies, meningkatkan pengetahuan taksonomi,
dan ekologis tentang spesies yang terancam punah, memantau eksploitasi yang
berlebihan dan perdagangan ilegal melalui peningkatan pendekatan molekuler,
serta pengawasan dan otentikasi produk herbal (Davis dan Borisenko, 2017;
Ghorbani et al., 2017; Raclariu et al., 2018).

Segmen penanda molekuler spesifik DNA dari genom tumbuhan yang
berfungsi sebagai pola barcode telah diusulkan sebagai salah satu teknologi
untuk mempercepat identifikasi spesies yang akurat. Karakterisasi DNA
genom dilakukan menggunakan penanda molekuler yang disebut primer.

Sebuah barcode khusus berasal dari potongan sekuen DNA vyang telah
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terstandarisasi dan komplemen terhadap sekuen yang akan diamplifikasi dalam
mesin PCR. Hal ini dikarenakan barcode spesifik berasal dari urutan pasangan
genom dari famili target atau genera (Li et al., 2014).

Terdapat beberapa genom yang dapat digunakan untuk analisis
filogenetik pada tanaman yaitu genom kloroplas, genom mitokondria, dan
genom nukleus (CBOL Plant Working Group, 2009; Patwardhan et al., 2014).
Identifikasi lokus dalam genom kloroplas akan sangat berguna untuk
sistematika molekuler dan barcode DNA. Internal Transcribed Spacer dari
DNA nucleus ribosomal (nrITS) adalah genom nukleus yang digunakan
sebagai salah satu kandidat penanda molekuler spesifik (Hollingsworth et al.,
2011). Sedangkan pada genom kloroplas seperti gen ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase-oxygenase Large subunit (rbcL) telah digunakan sebagai salah
satu kandidat penanda untuk DNA barcode tanaman (CBOL Plant Working
Group, 2009); Dong et al., 2012).

Primer adalah oligonukleotida yang terdiri atas 18 sampai dengan 24
basa, yang berfungsi sebagai prekursor sintesis DNA dari cetakan DNA.
Melting temperature (Tm) pada primer adalah temperatur ketika 50% primer
telah dapat menempel pada utas pasangannya. Tm dipengaruhi oleh rasio
GC/AT primer, makin besar rasio maka makin tinggi Tm primer.
Oligonukleotida dengan panjang 20 basa dengan 50% rasio G+C konten
memiliki nilai Tm pada kisaran 56-62°C. Satu set primer diperlukan pada PCR
yang terletak pada masing-masing ujung fragmen DNA target, yaitu primer
forward dan primer reverse yang dikatalisis oleh DNA polymerase. Pasangan
primer yang tidak tepat dapat menjadi penyebab kegagalan amplifikasi.
Temperatur yang terlalu rendah menghasilkan amplikon non-spesifik (non-
target) dan mengurangi efisiensi amplifikasi karena primer yang telah
menempel (annealing) terlepas bila suhu dinaikkan pada saat sintesis
(elongation) DNA (Dieffenbach et al., 1993).

Syarat sekuen pendek DNA dapat dijadikan sebagai penanda molekuler
yaitu sifat yang universal atau terdistribusi merata dalam semua genom DNA

tanaman, memiliki ukuran yang pendek (300-600 bp) sehingga mudah
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diamplifikasi dan disekuensing. Selain itu, memiliki kekuatan diskriminasi
yang tinggi sehingga dapat menggambarkan keragaman karakter hingga
tingkat spesies. Penanda molekuler secara teknik dirancang sederhana, cepat
dan murah serta butuh sampel yang sedikit, sekuen DNA bersifat netral dan
stabil atau tidak terpengaruh kondisi lingkungan, serta tidak dipengaruhi oleh
regulasi perkembangan tanaman (Dieffenbach et al., 1993; Kumar et al., 2009;
Hollingsworth et al., 2011; Patwardhan et al., 2014). Berdasarkan hal tersebut,
terdapat beberapa penanda molekuler yang digunakan antara lain gen rbcL dan
ITS.
a. Gen ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase / oxygenase large subunit (rbcL)
Gen rbcL terletak pada genom kloroplas dapat digunakan untuk
mengetahui hubungan filogenetik pada tingkat taksonomi yang lebih tinggi.
Gen rbcL terdiri dari ~1428 pasang basa (bp) dan bersifat universal untuk
semua tanaman kecuali pada beberapa parasit (Patwardhan, et al., 2014).
The Consortium for the Barcode of Life (CBOL) merekomendasikan gen
plastid rbcL dan matK sebagai primer standar untuk identifikasi spesies
tumbuhan (Hollingsworth et al., 2011). Gen rbcL mengkode subunit besar
Rubisco yang berperan dalam fotosistem 11, sedangkan subunit kecil dikodekan
oleh gen rbcS. Gen ini telah digunakan secara luas dalam studi sistematika
tanaman darat, khususnya Angiospermae (Patwardhan et al., 2014). Gen rbcL
lebih sedikit mengalami delesi dan insersi dengan tingkat rekombinasi genetik
yang lebih rendah dibandingkan dengan gen yang berasal dari nukleus
sehingga memiliki tingkat divergensi rendah (Hasebe et al., 1994). Keuntungan
menggunakan gen rbcL adalah mudah untuk diamplifikasi menggunakan
mesin PCR, disekuensing, dan disejajarkan (alignment) tetapi kekuatan
diskriminasinya sederhana (Li et al., 2014; Patwardhan et al., 2014). Berikut
ini merupakan diagram dari genom kloroplas sekuen rbcL yang ditunjukan oleh
Gambar 2.3.
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Gambar 2.3. Diagram genom kloroplas (rbcL) dari Dendrobium (Lou et al., 2014)

b. Internal Transcribed Spacer (ITS)
Internal Transcribed Spacer dari DNA nucleus ribosomal (nriTS) adalah
genom nukleus yang digunakan sebagai salah satu kandidat primer spesifik.
ITS memiliki kemampuan sebagai penanda filogenetik yang kuat pada tingkat
spesies. Hal ini ditunjukkan dari tingkat divergensi interspesifik yang tinggi
dengan panjang 1500 pasang basa (bp) yang berlokasi di intron trnK nukleus
(Hollingsworth et al., 2011). Selain itu, ITS memiliki kekuatan diskriminatif
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lebih tinggi daripada daerah plastid pada tingkat taksonomi spesies dalam
sistematika molekuler tanaman (Li et al., 2014). Diagram sekuen dari nfDNA
ITS dengan lokasi primer yang digunakan dalam penelitian ini ditunjukan oleh

Gambar 2.4.

17SE
->
NTS ETS 185 ITS-1 5.85 ITS-2 265
<
26SE

Gambar 2.4. Diagram sekuen dari nrDNA ITS (Takamiya et al., 2011)
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3.1

3.2

BAB 3. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan mulai dari bulan Oktober 2018 sampai
dengan bulan Mei 2019. Sampel daun anggrek obat Dendrobium discolor
Lindl. Tanimbar, Maluku diperoleh dari nursery DD Orchid Batu, Malang.
Isolasi DNA genom, analisis PCR dan purifikasi produk hasil PCR
dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi, Jurusan Biologi, Fakultas

Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember.

Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan untuk penelitian ini meliputi mortal, pistil,
mikropipet volume 10 pl; 20 pl; 200 ul; 1000 pl. yellow tip, blue tip, UV-
Transilluminator, neraca digital, spatula, pH meter, mesin PCR, magnetic
stirrer, vortek, thermo shaker, PCR tube, beaker glass, gelas ukur, stacker
microtube 1,5 ml, tabung Erlenmeyer, microtube 1,5 ml, PCR microtube, alat
micro-centrifuge, desikator, hot plate, satu set alat elektroforesis, dan lemari
pembeku -20°C.

Bahan yang digunakan adalah sampel daun anggrek obat Dendrobium
discolor Lindl. Tanimbar, Maluku. NEXprep™ Plant DNA Mini Kit (NEX™
Diagnostics, Korea), isopropanol, buffer CTAB, kloroform, master mix untuk
PCR, ddH20, primer rbcL, forward (5-ATGTCACCACAAACAGAG
ACTAAAGC-3") dan primer rbcL reverse (5-GTAAAATCAAGTCCA
CCRCG-3'). Primer ITS forward (5-ACGAATTCATGGTCCGGTGA
AGTGTTCG-3') dan primer ITS reverse (5'-TAGAATTCCCCGGTTCGCT
CGCCGTTAC-3), es gel, agarosa, Ethidium Bromide (EtBr), RNase, buffer
TE, buffer Tris Acetic-EDTA (TAE 50x), etanol 70%, DNA marker 1 kb dan
100 bp, serta PCR purification Kit (Jena Bioscience, Jerman).
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3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian dilakukan dengan metode deskriptif melalui beberapa tahapan.
Adapun alur penelitian dapat dilihat pada gambar berikut:

[ Penentuan dan Koleksi Sampel ]

¥

[ Isolasi DNA genom ]
¥

[ Analisis PCR ]
\ 4

[ Purifikasi Hasil PCR ]
\ 4

[ Sekuensing DNA ]
\ 4

[ Analisis Data ]

Gambar 3.1 Skema Alur Penelitian.

3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Penentuan Sampel
Sekuen DNA anggrek obat Dendrobium di Indonesia secara in silico
dikoleksi berdasarkan database yang tersedia di GenBank (NCBI) dengan cara
menulis nama spesies dan gen yang akan diteliti (rbcL dan ITS). Berdasarkan
hasil pencarian apabila salah satu data spesies tidak ditemukan maka, spesies
tersebut dimasukan ke dalam daftar sampel yang akan dianalisis. Selanjutnya,
kunjungan dilakukan ke nursery DD orchid Batu, Malang untuk memperoleh

sampel spesies anggrek obat Dendrobium yang akan dianalisis.
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Tabel 3.1 Data in silico spesies Anggrek Obat Dendrobium di Indonesia dari NCBI

rbcL ITS
Nama Spesies Aksesi Length Asal Aksesi Length Asal
(bp) (bp)

Dendrobium acinaciforme FJ216578 703P CN AB847640  825°F JP
Dendrobium appendiculatum - - - - - -
Dendrobium blumei - - - - - -
Dendrobium crumenatum DQ449472  613° TW AB972336  889F TH
Dendrobium cumulatum KJ944595 669" TH AB972356  892F TH
Dendrobium discolor* - - - - - -
Dendrobium eriiflorum - - - AB593556  859° JP
Dendrobium heterocarpum KF177614 12657 CN  JN388593  663° CN
Dendrobium hymenanthum KC660978  484F MY KC507768  447P MY
Dendrobium indivisum - - - AY239972  667F AU
Dendrobium leonis KC559780 489° MY AB593597  899° JP
Dendrobium linearifolium - - - - - -
Dendrobium macraei JN005432 604° IN - - -
Dendrobium pachyphyllum KC660979  484° MY  AB593624 900" JP
Dendrobium planibulbe - - - - - -
Dendrobium plicatile - - - KY966573  642° CN
Dendrobium purpureum - - - - - -
Dendrobium subulatum KC559781 495" MY KC507766 385" MY

Dendrobium umbellatum

Keterangan: AU = Australia; CN = China; IN = India; JP = Jepang; MY =Malaysia;

TW =Taiwan; TH = Thailand; F = Full; P = Parsial; Tanda bintang (*)

merupakan spesies yang diteliti.

3.4.2 Isolasi DNA Genom

3.4.2.1 Isolasi Genom menggunakan metode cetyltrimethylammonium bromide

(CTAB)

Sampel daun segar anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. Tanimbar,

Maluku digerus sebanyak 0,5 gram dengan penambahan 3 ml buffer CTAB

dalam mortal dan pistil steril sampai halus. Selanjutnya, 1 ml supernatan dan

dipindahkan ke 1,5 ml microtube baru. Inkubasi dilakukan pada suhu 65°C

selama 1 jam. Kloroform sebanyak 500 ul ditambahkan dan dihomogenkan.

Inkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. Centrifuge pada suhu 4°C dengan

kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit. Sebanyak 650 upl supernatan

dipindahkan ke tabung baru dan ditambahkan 5 ul RNase. Inkubasi dilakukan
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pada suhu ruang selama 15 menit. Kemudian, ditambahkan 600 pl isopropanol
dingin dan dihomogenkan. Centrifuge dilakukan pada suhu 4°C dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 21 menit. Pellet diambil dan ditambahkan 500
ul etanol 70%. lalu dihomogenkan. Centrifuge pada suhu 4°C dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 5 menit. Pellet DNA dikeringkan menggunakan
alat desikator selama 30 menit setelah etanol 70% dibuang. Terakhir, pellet
DNA diresuspensi dengan penambahan 50 pl buffer TE dan disimpan pada
suhu -20°C (Doyle dan Doyle, 1990).

3.4.2.1 Isolasi Genom menggunakan Kit

Penggerusan sampel daun 0,8 gram dari ul discolor Lindl. Tanimbar,
Maluku dilakukan menggunakan 400 ul GP1 buffer dari NEXprep™ Plant
DNA Mini Kit (NEX™ Diagnostics, Korea). Selanjutnya 400 pl supernatan
dipindah ke microtube 1,5 ml dan diinkubasi pada suhu 65°C selama 10 menit
(dihomogenkan setiap 5 menit sekali). GP2 buffer ditambahkan sebanyak 100
ul dan dihomogenkan. Inkubasi di es selama 3 menit. Supernatan sebanyak 500
ul dimasukkan dalam Filter kolom yang telah diletakkan di 2 ml collection
tube. Centrifuge pada suhu 25°C dengan kecepatan 10.000 rpm selama 1 menit
30 detik. Lalu, sebanyak 400 pul supernatan dipindahkan ke microtube 1,5 ml.
Kemudian, GP3 buffer ditambahkan sebanyak 600 pl dan dihomogenkan.
Supernatan dipindahkan ke DNA spin kolom yang telah dipasang pada 2 ml
collection tube. Centrifuge dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 25°C
selama 2 menit 30 detik. Supernatan dibuang dan DNA spin kolom dan
dipasang kembali ke 2 ml collection tube.

Sebanyak 400 ul PW1 buffer ditambah dan di- centrifuge pada suhu 25°C
dengan kecepatan 10.000 rpm selama 1 menit 30 detik. Supernatan dibuang
dan DNA spin kolom dipasang kembali ke 2 ml collection tube. Ditambah 400
ul PW2 buffer dan di-centrifuge pada suhu 25°C dengan kecepatan 10.000 rpm
selama 1 menit 30 detik. Selanjutnya, supernatant dibuang dan DNA spin
kolom dipasang kembali ke 2 ml collection tube. DNA spin kolom dipasangkan

pada 1,5 ml tube baru. Elution buffer diitambahkan sebanyak 50 ul dan
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diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit. Centrifuge pada suhu 25°C dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 1 menit 30 detik. Supernatan dipindahkan ke 1,5

ml tube baru dan disimpan pada suhu -20°C.

3.4.3 Analisis PCR

Analisis PCR dilakukan dengan mereaksikan 2x PCR Master mix,
forward primer, reverse primer, ddH20, dan templete DNA di atas. es (on ice).
Volume total 20 ul untuk setiap 1 sampel dalam PCR tube dengan rincian 2x
PCR Master mix sebanyak 10 ul, primer F dan R masing-masing sebanyak 1
ul, template DNA 1,5 ul dan 6,5 ul ddH20. Kondisi polymerase chain reaction
(PCR) terdiri atas Pre-denaturasi dengan suhu 95°C selama 5 menit. Denaturasi
dengan suhu 95°C selama 30 detik. Annealing dengan suhu 53°C selama 30
detik. Extension dengan suhu 72°C selama 1 menit, 15 detik. Final extension
dengan suhu 72°C selama 5 menit dan hold dengan suhu 16°C. PCR dilakukan
sebanyak 35x siklus.

3.4.4 Visualisasi Hasil PCR

Hasil PCR divisualisasi dengan elektroforesis menggunakan 1,25% gel
agarosa (0,625 gram agarose dalam 50 ml buffer TAE (Tris Acetic-EDTA) 1x
dengan penambahan EtBr sebanyak 1 pl. Sebanyak 350 ml buffer TAE (Tris
Acetic-EDTA) 1x digunakan sebagai running buffer. Volume marker yang
dimasukan sebanyak 3 pl sedangkan volume hasil produk PCR sampel yang
dimasukan pada tiap sumuran sebanyak 5 pl. Waktu yang dibutuhkan untuk
elektroforesis selama 40 menit dengan tegangan 100 volt. Visualisasi
dilakukan dengan meletakkan gel di atas UV-transilluminator untuk

mengetahui ada tidaknya pita DNA hasil produk PCR.

3.4.5 Purifikasi Produk PCR
Produk hasil PCR yang telah dirunning dengan elektroforesis dapat
dipurifikasi apabila pita DNA tebal. Purifikasi Produk PCR dilakukan
menggunakan PCR purification Kit (Jena Bioscience, Jerman). Sebelum

purifikasi dilakukan, produk hasil PCR ditambahkan aquades steril hingga
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volumenya menjadi 100 ul. Tahap pertama yang dilakukan adalah meletakan
spin kolom ke collection tube 2ml. Selanjutnya ditambahkan 100 ul Activation
buffer dan centrifuge pada suhu 25°C dengan kecepatan 10.000 rpm selama 30
detik. Tambahkan 3 volume Binding buffer, 2 volume isopropanol (3:2) dan
sampel ke dalam Activation spin kolom kemudian dihomogenkan. Centrifuge
pada suhu 25°C dengan kecepatan 10.000 rpm selama 30 detik. Kemudian,
supernatan yang ada di dalam collection tube dibuang dan pasang kembali ke
spin kolom. Washing buffer sebanyak 700 ul ditambahkan dan centrifuge pada
suhu 25°C dengan kecepatan 10.000 rpm selama 30 detik. Supernatan yang
ada di dalam collection tube dibuang dan pasang kembali ke spin kolom.
Centrifuge pada suhu 25°C dengan kecepatan 10.000 rpm selama 2 menit untuk
membuang residu dari washing buffer. Spin kolom dipindahkan ke 1,5 ml
microtube baru. Tambahkan 50 pl elution buffer di tengah kolom membran.
Inkubasi pada suhu ruang selama 1 menit dan centrifuge pada suhu 25°C

dengan kecepatan 10.000 rpm selama 1 menit.

3.4.6 Sekuensing
Penentuan urutan DNA hasil PCR yang telah dipurifikasi dilakukan
dengan mesin DNA sekuenser ke 1% BASE di Singapura.

3.5 Analisis Data

Analisis data dilakukan dengan metode komputasi, yaitu dengan
melakukan analisis filogenetik dan identifikasi spesies menggunakan beberapa
software seperti GenBank NCBI (National Center for Biotechnologi
Information) untuk mengkonfirmasi sekuen DNA genomik anggrek obat.
Urutan analisis data untuk setiap wilayah disejajarkan (Alignment sekuen)
menggunakan software clustalX 2.1 (Jeanmougin et al., 1998). Konstruksi
pohon filogenetik dianalisis menggunakan software The Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGAX) (Kumar et al., 2008).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 KESIMPULAN

Simpulan berdasarkan hasil dan pembahasan menunjukkan bahwa
identifikasi anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. menggunakan DNA
barcoding dengan primer rbcL dan ITS dapat mengamplifikisi DNA template
dengan baik. Ukuran produk PCR rbcL berkisar 600 bp sedangkan amplikon ITS
berkisar 900 bp. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik sekuen rbcL D. discolor
(section Spatulata) menunjukan adanya kemiripan dengan spesies D. salaccense
(Accession: LC193510.1) dari section Grastidium, dengan persentase identifikasi
mencapai 99,45%. Pohon filogenetik sekuen ITS D. discolor (section Spatulata)
menunjukan adanya kemiripan dengan D. nindii (Accession: AY239985.1) dari
section Spatulata. Persentase identifikasi ke dua spesies ini mencapai 98,67%.
Sekuen rbcL D. discolor menunjukan homologi sekuen yang tinggi dibandingkan
sekuen ITS. Penggunaan sekuen ITS pada Dendrobium dicolor Tanimbar
menunjukkan hasil lebih spesifik yang ditunjukan dengan adanya perbedaan basa
nuklotida yang berpotensi sebagai barcode spesifik spesies D. discolor. Sekuen ITS
juga mampu mendiskriminasi sampai dengan tingkat spesies. Berdasarkan hasil
tersebut maka ITS dapat direkomendasikan sebagai penanda molekuler untuk

menentukan barcode dari spesies Dendrobium discolor Tanimbar, Maluku.

5.2 SARAN

Saran berdasarkan penelitian yang telah dilakukan yaitu perlu dilakukan
optimasi metode CTAB untuk memperoleh DNA genom yang baik untuk proses
amplifikasi dan sekuensing DNA anggrek obat Dendrobium discolor Tanimbar,
Merauke Lindl.
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LAMPIRAN

1. Sekuen rbcL dari anggrek obat Dendrobium discolor Tanimbar, Maluku
dengan panjang basa 550 bp

AAGATTACAAATTGACTTATTATACTCCTGACTACGAAACCAAAGATACTGAT
ATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCGGGAGTTCCGCCTGAAGAAG
CGGGGGCTGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG
GACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCACATC
GAGGTCGTTGTTGGAGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTTATCCTTT
AGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTA
ATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTGCGAGCTCTACGTCTGGAAGATCTGCGAATT
CCCTCTTCTTATTCCAAAACTTTCCAAGGTCCGCCTCATGGCATCCAAGTTGA
AAGAGATAAATTGAACAAGTACGGGCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAA
CCAAAATTGGGATTATCCGCAAAAAACTACGGTAGAGCGGTTTATGAATGTC
TACGCGGTGGACTTGATTTTACTAT

2. Sekuen ITS dari anggrek obat Dendrobium discolor Tanimbar, Maluku dengan

panjang basa 803 bp

GTGACTCTGCGAGAAGTCCATTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTC
GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGACCGTA
ATGTATCGAGCGATTCGGTGAACCCGTCATATACACGGCGGTAATCGCTGCC
GTAAGATAAAAAGCCATCCCATCCCAGCTGCTGCGTCATCCCCTTCGGGGGG
CGGGGCACGATGAAGGATGGACGAACACCCAAACCGGCGCAGCATCGLGCC
AAGGGAATATCGAAACACGGGCCCTTCATCAGGGTTGGTGGCACGGGGGTGC
TGTTGCACGCCGCGTGAATTGAAACGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCT
CGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAAT
CCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAGCCGGLC
GAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCATTGCATCGCTCCGTACCAACTCCG
TCCCATCGATGGGTGGGCCGGCGGAGGCTCGGATGTGGAGAGTGGCTCGTCG
TGCTCTATCGGTGCGGCGGGCTGAAGGGCGGGTTATCATCTCGTTGGCCGCG
AACAACAAGAGGTGGATGGGAGCAAGGCCTACGTTGTTGTATCGTGCTTGCC
AGAGGGAGGATTACACCCCTCGGGTGATCCCGAATCATGCGTCGGTCCACGA
GACGACGGCTTGGAATGCGACCCCAGGATGGGCGAGGCCACCCGCTGAGTTT
AAGCATATCAATAAGCGGAGGAG
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3. Hasil BLAST sekuen rbcL D. discolor Tanimbar dengan D. salaccense

Dendrobium salaccense chloroplast DMA, complete genome
sequence ID: LC193510.1 Length: 151104 Number of Matches: 1

Range 1: 54042 to 54590 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

998 bits(540) 0.0 546/549(99%) 0/549(0%) Plus/Plus

Query 1 ARGATTACARATTGACTTATTATACTCCTGACTACGRAACCRARAGATACTGATATCTIGS
PEETEEEEE e e e e et bbb e b e et
Sbjct 54042 AAGATTACRARATTGACTIATTATACTCCIGACTACGARACCRRAGATACTGATATCTTES

Query &1 CAGCATTCCORAGTANCTCCTCARCCGEEAGTTCCGCCTGRAAGAAGCGEEEECT GCGETAG
FEETEIEEI e e e e et et e e e e e et
Sbjct 54102 CAGCATICCGAGTAACTCCICAACCGEERAGTTCCGCCTRAAGANGCEFFFECTECGETAG

Query 121 CIGCCGAATCTIICTACTGETACATGGACAACTGIGTGEACT AT GGACTTACCAGICIIG
FLELEE et e e et e e e e e el
Sbjct 54162 CIGCORRAATCIICTACTIGGIACATGEACAACTGIGIGFACTGATGEACTTACCAGICITIR

Query 181 ATCGITACARRGRACGATGCTACCACATCGAGETCGTIGT TGEAGRAGGARARTCARTATR
N N R N N NN NN RN Ny
Sbjct 54222 ATCGTTACARAGRACGATGCTACCACATCGAGGTCGTITIGITGGAGAGGRARRATCRATATA

Query 241 TTGCTTATGTAGCTTATCCTTTAGACCTITT TR R AGSTTCTGT TACTARCATGTTTA
NN N NN I NNy
Sbjct 54282 TIGCITATGIAGCTTATCCIITAGACCTIITITEAGHRAGGTTCTGTTACTAMCATGTITTA

Query 301 CITCCATIGIGGGTAATGTATITGGITTCARAGCCCTGOGAGCTCTACGTCTGEARGATC
PELEERRRI ey enn ey ey e et nnnnnnl
Sbjct 54342 CITCCATIGIGGGIAATGIATITGGITICAAMGCCCTGCGAGCTCTACGICTGEARGATC

Query 361 IGCGAATTCCCICIICTTATICCARAACTTTCCAMGETCOGCCTCATGECATCCARGTTG
FEEEEIEEE ettt e e e e e e e e e e el
Sbjct 54402 TGCGAATICCCICITICITATICCAARACTTICCAAGGTCCECCTICATGZCATCCAAGTIR

Query 421 AR A GAGATARATTGARACA A GTACE GG TCCCCTATIGGGATGTACTATTARACCARART
FEEEEEELIE et TRt
Sbjct 54442 AAAGRGATRARATTGRAACARGTACESTTCCCCTATTGZGATGTACTATTARACCRRRRT

Query 481 IGGGATTATCCGCARARRARCTACGGTAGRGCGGTTTATGRAATGTCTARGCRT GEACTTS

FELEEI T e e e e b e el | (N RRNN
Sbjct 54522 TIGGGATTATCCGCAARRRRCTACGGTAGRGCGGITIATGRATGICTARGGYGTGEACTIG

Query 541 ATTTTACTA 543
(RS RNNNN
Sbjct 54582 ATTTTACIR 54530
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Query merupakan sekuen rbcL dari Dendrobium discolor Tanimbar

sedangkan subject merupakan sekuen dari Dendrobium salaccense.
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4. Hasil BLAST sekuen ITS D. discolor Tanimbar dengan D. nindii

Sequence ID: AY239985 1 Length: 675 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 675 GenBank Graphics

Score

Expect Identities Gaps Strand

1197 bits(548) 0.0 655,/675(99%) 0/675(0%) Plus/Plus

Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbijct

a7
1
147
6l
207
121

447
36l
507
421

601
747
661

ATCATTIGICGAGACCGIAATGIATCGAGCGAT IO GARCCCGTCATATACACGECGET
FEEELEEET e e et e e e e e ee e e e e el
ATCATTIGICGAGACCGIAATGIATCGAGCGATICGGTGAACCCGTICATATACACGECGET

AATCGCTIGCCGTAAGATARRRACRCATECCATCCCAGCYGCTECGTCATCCCCITCGEEE
FELEELLEEEE et gl [N RNNEy | ERERRERNNRNERNEN
ARTCGCTIGCCGTARGATARR R A GRCCTECCATCCCAGCY I IRFCGTCATCCCCTITICGEGEG

GECGEEECACGATGARGGAT GEACGARCACCCRR R CCGGCGCAGCATCGCGCCARGEEAR

R N N NN NN NNy
GECGGEECACGAT GARGGATGEACGARCACCCARACCEGECGCAGCATCGCGOCAAGGGAL

TATCGARACACGEECCCTTCATCARSGIN GGTGECACGEEGET GCTIGITGCACGCCECGET
FLELEETEE el I e e rrrrnnd
TATCGARACACGGFCCCTTCATCARSCIN GGTGECACGEGEGT GCIGTITGCACGCCGOGT

GAATTGRARACGACTCTCGGCARTGGATAT CTCGGCTCTCGCAT CRATGARGAGCGCAGTG

FEELEEEE et e et b e e e e e er e ber ety
GAATTGRAAACGACTCTCGECAATGRATATCTOGGCTCTOGCATCGATGAAGAGCGCAGCG

AR TGOGATACGTGGTGCGRATIGCAGRATCCCGCGRARCCATCGRAGTCTTTGRACGCARG

FEETEEEEE e ee e e e bbb e e e e e e e e e ety
AR TGOGATACGTGETGCGRATTGCAGARTCOCGCGAACCATCGAGTCTTTGARCGCARG

TTGECECCCGAGECCAGCCGECCGAGEECACGTCCGCCTGEECEICALGCATIIGCATCGCT
FPELEEETEEE e e e e e e e e e e e e e gl el
TTGECECCCGAGECCAGCCGECCGAGEECACGTCCGCCIGEECEICARGCCIGCATCGCT

CCGTACCRACTCCGICCCATCRATGEGT GEGCCEECGEAGGCT CGGATGTGEAGAGTGEC

EOETEER R et e n e ittt e e et rnnd
CORTACCAACTCOGT CCCATCRATEEGT GRGECGECGEAGGCTCGRAT G TGRAGAGT GEC

ICGICGIQCICTAT  GETGCGECGEECTGAYGER GGG TATCATCTCGTTGECCGCGAR
L T rrrrrrrrrenl | RNy
ICGI CGTQCCCCAT  GETGCGECGEECTGAYGA GGG TATCATCTCGTTGECCGCGAR

CRAACRAGAGGTGEAT GGGAGCARGGCCTACGTIGTITGTATCGTGCTTGCCAGAGEGAGFA
FEEEEETEEE e e e e e e e e e e e e e e el
CAACRAGAGGTGEATGGEAGCARGGCCTACGTIGITGIATCGIGCTIGCCAGAGEGAGEA

TTACACCCCTICGEETGATCCCGATCRTGCGTCGETCCACGAGRRGACEGCTTGEAATGC
FEEEETE el | RN ERNRNNEN | IR EENNNY
TTACACCCCICGEETGATCCCGACCRTGOGTCGETCCACGRAGRYGEEGCTIGERATGC

FACCCCAGGATGEEC 76l
FELLETEETrnnrl
FACCCCAGGATGEEC 675

144
&0
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Query merupakan sekuen ITS dari Dendrobium discolor Tanimbar
sedangkan subject merupakan sekuen dari Dendrobium nindii.
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