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Abstrak

Anggrek adalah tumbuhan berbunga yang memiliki nilai komersial tinggi. Eksploitasi anggrek yang
berlebihan menyebabkan keberadaannya di alam berkurang. DNA barcoding dapat menjadi alat yang efektif
untuk deteksi anggrek langka seperti Paphiopedilum. Metode yang dilakukan dalam DNA barcoding
anggrek Paphiopedilum adalah dengan studi in silico menggunakan Genbank (NCBI). Sekuen DNA
dikoleksi dari database pada NCBI dengan cara menulis nama spesies dan gen yang dimaksud (matK, rbcL,
dan ITS). Selanjutnya data dianalisis menggunakan CLUSTAL X untuk menentukan tingkat homologi antar
sekuen melalui penjajaran sekuen, identifikasi sekuen yang berpotensi sebagai barcode, dan pembuatan
pohon filogenetik. Analisis bioinformatik menunjukkan bahwa hasil alignment dengan menggunakan lokus
matK dan rbcL memiliki tingkat homologi yang tinggi, meski demikian matK dapat menunjukkan karakter
spesifik dari P. sangii yang dapat dijadikan sebagai barcode. Sedangkan ITS memiliki tingkat variasi genetik
yang lebih tinggi dan homologi yang rendah daripada matK dan rbcL. Barcode P. sangii dihasilkan dari
lokus matK. Sedangkan pada lokus rbcL, semua spesies memiliki tingkat homologi yang tinggi, sehingga
tidak mendapatkan sekuen yang berpotensi sebagai barcode. Variasi genetik yang tinggi dapat dipelajari
pada lokus ITS, namun tidak ditemukan sekuen yang berpotensi sebagai barcode.

Kata kunci: Paphiopedilum, DNA barcoding, sekuen

Abstract

Orchids are flowering plants that have high commercial value. Excessive orchid exploitation has reduced its
existence in nature. DNA barcoding can be an effective tool for the detection of rare orchids such as
Paphiopedilum. The method used in Paphiopedilum orchid barcoding DNA is in silico studies using Genbank
(NCBI). DNA sequences are collected from the database at NCBI by writing the names of the species and
genes in question (matk, rbcL, and ITS). Furthermore, the data is analyzed using CLUSTAL X to determine
the level of homology between sequences through sequence alignment, identification of potential sequences as
barcodes, and creation of phylogenetic trees. The results of the bioinformatics analysis show that the
alignment results using matK and rbcL loci have a high level of homology, though matK can show the specific
character of P. sangii which can be used as a barcode. While ITS has a higher level of genetic variation and
low homology than matK and rbcL. The P. sangii barcode is generated from the matus locus. While at the
RBC locus, all species have a high level of homology, so they do not get a sequence that has the potential as a
barcode. High genetic variations can be studied at the ITS locus, but no sequences are found that have the
potential as barcodes.
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I. PENDAHULUAN

Indonesia memiliki biodiversitas anggrek
yang tinggi. Terdapat sekitar 25.000 spesies ang-
grek di dunia dan sekitar 5.000 spesies ada di In-
donesia. Keanekaragaman anggrek tersebar di
wilayah tropis dan subtropis (Suhadyah, et al.,
2014). Anggrek adalah tumbuhan berbunga yang
memiliki nilai komersial tinggi, karena memiliki
keunikan yang khas dalam hal estetika. Hal ter-
sebut mendorong koleksi anggrek dari alam
yang berlebihan. Eksploitasi anggrek yang berle-
bihan tersebut menyebabkan keberadaannya di
alam berkurang. Spesies yang tergolong langka
disebabkan eksploitasi, fragmentasi habitat, de-
forestasi, kebakaran hutan dan konversi hutan.
Sehingga perlu strategi konservasi yang kompre-
hensif untuk melestarikannya (Wulanesa, et al.,
2017).

Salah satu contoh anggrek langka adalah
Paphiopedilum. Genus Paphiopedilum terdiri
dari 80 spesies yang tersebar dari Himalaya, Ci-
na selatan sampai Malaysia dan Guadalcanal.
Genus Paphiopedilum memiliki persebaran ter-
batas. Bunga spesies Paphiopedilum berbentuk
seperti kasut dan sering disebut sebagai slipper
orchids, di Indonesia dikenal sebagai anggrek
selop. Populasinya di alam sangat terbatas dan
menghadapi kepunahan karena koleksi berlebih-
an dan kerusakan habitat (Lee, et al., 2017). Pa-
phiopedilum memiliki 3 subgenera yaitu Parvi-
sepalum, Brachypetalum, dan Paphiopedilum
(Chochai, et al., 2012).

Sejak akhir abad ke-20, perkembangan
biologi molekuler mendukung penelitian di bi-
dang biodiversitas dan sistematika tumbuhan.
Salah satunya adalah untuk identifikasi jenis
tumbuhan secara molekuler (barcoding). Peng-
gunaan penanda molekuler (barcode) memiliki
beberapa keuntungan yaitu, hasil konsisten dan
dapat dideteksi pada semua jenis jaringan de-
ngan berbagai tahap perkembangan dan tidak
dipengaruhi oleh kondisi lingkungan (Nurkami-
la, et al., 2014). Proses identifikasi suatu jenis
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tumbuhan diawali dengan mengisolasi DNA ge-
nom dan memperbanyak

Melalui PCR. Primer yang disarankan untuk
DNA barcoding anggrek adalah maturase-K
(matK) dan ribulose-1,5-bisphosphate carboxyl-
ase oxygenase subunit besar (rbcL). Gen matK
ditemukan pada intron dengan panjang 1500 bp.
Sedangkan gen rbcL memiliki panjang 1400 bp.
Selain itu gen ini dapat diamplifikasi dengan
tingkat keberhasilan yang tinggi (Kumar, et al.,
2016).

Filogenetik merupakan klasifikasi secara
taksonomi berdasarkan sejarah evolusi suatu
organisme dan bertujuan untuk menentukan filo-
geni dari organisme berdasarkan karakteristik-
nya. Analisis filogenetik dapat mengikuti peru-
bahan yang terjadi pada suatu spesies yang sa-
ngat berkaitan dengan evolusi. Evolusi merupa-
kan perubahan pada suatu organisme secara ge-
netik maupun fenotipik sebagai bentuk adaptasi
terhadap lingkungannya, sehingga memungkin-
kan organisme yang sederhana menjadi organis-
me yang lebih kompleks. Sejarah evolusi spesies
dapat diidentifikasi dari perubahan karakter yang
terjadi akibat mutasi genetik dan rekombinasi
pada suatu spesies. Karakter yang sama merupa-
kan dasar untuk menganalisis hubungan satu
spesies dengan spesies lainnya (Dharmayanti,
2011). Penelitian ini bertujuan untuk mengiden-
tifikasi sekuen pendek yang berpotensi sebagai
barcode, dan menganalisis hubungan filogenetik
spesies anggrek anggota genus Paphiopedilum
menggunakan sekuen matK, rbcL, dan ITS.

Il. METODE PENELITIAN

Sekuen DNA dikoleksi dari database
yang tersedia di Genbank (NCBI) dengan cara
menulis nama spesies dan gen yang dimaksud
(matK, rbcL, dan ITS). Selanjutnya data tersebut
digunakan untuk analisis bioinformatika yang
meliputi pensejajaran sekuen (alignment), me-
nentukan tingkat homologi antar sekuen, identi-
fikasi sekuen yang berpotensi sebagai barcode
menggunakan CLUSTAL X (Missener & Kra-
wetz, 2000), dan pembuatan pohon filogenetik
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menggunakan MEGA 7 (Barman & Devadas,
2013).

1. HASIL DAN PMBAHASAN

Hasil penelusuran jenis anggrek langka
menunjukkan bahwa berdasarkan Peraturan Pe-
merintah tahun 2018 tentang konservasi satwa
dan tumbuhan, terdapat total 28 jenis anggrek
yang tersebar di Indonesia. Dari total jumlah ter-
sebut, anggrek yang mendominasi termasuk da-
lam genus Paphiopedilum (Gambar 1). Hal ter-
sebut terjadi akibat pengaruh faktor abiotik dan
faktor biotik. Faktor abiotik yang berpengaruh
diantara ancaman antropogenik, perubahan ik-
lim, bencana alam dan kondisi lingkungan habi-
tatnya. Aktifitas antropogenik yang menurunkan
populasi Paphiopedilum antara lain fragmentasi
habitat, eksploitasi (koleksi yang berlebihan),
deforestasi, kebakaran hutan, konversi hutan dan
endemisitas (Herlina, 2012). Faktor biotik juga
berpengaruh terhadap keberadaan anggrek Pap-
hiopedilum, seperti asosiasi mikoriza dan fungi
endofit yang mempengaruhi pertumbuhan, per-
kembangan serta reproduksi anggrek. Selain itu
bunga Paphiopedilum tidak menarik bagi seba-
gian serangga, sehingga jumlah pollinator terba-
tas dan berdampak pada proses fertilisasinya.
Convention on International Trade in Endanger-
ed Species of Wild Fauna and Flora (CITES)
mengelompokkan Paphiopedilum ke dalam
Appendix 1 [4], dan International Union for
Conservation of Nature (IUCN) menggolong-
kannya ke dalam status endangered (EN).

Apendix | berisi data spesies yang ter-
ancam punah dan dilarang dalam segala bentuk
perdagangan, kecuali spesies yang digunakan
untuk tujuan non komersial dengan izin ekspor
impor, sehingga spesies yang termasuk di
dalamnya dilarang keluar dari suatu negara tanpa
izin.
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Gambar. 1. Jumlah Genus anggrek yang masuk kategori dilindungi
(endangered) di Indonesia.

Anggrek merupakan produk hasil hutan bu-
kan kayu (nontimber forest product) yang memi-
liki nilai ekonomi tinggi (Herlina, 2012;
Parveen, et al.,2012). Oleh karena itu, invent-
tarisasi dan konservasi anggrek perlu dilakukan
untuk tujuan menyelamatkan dari kepunahan.
Salah satu cara inventarisasi anggrek adalah de-
ngan pendeteksian spesies langka menggunakan
morfologi. Namun cara tersebut membutuhkan
waktu lama, keahlian yang khusus dan sampel
yang lengkap. Selain itu, dibutuhkan metode al-
ternatif yang lebih cepat dan akurat, seperti
DNA barcoding.

DNA barcoding dapat menjadi alat yang
efektif untuk membatasi perdagangan ilegal. Hal
ini berdasarkan kelebihannya yaitu, dapat meng-
identifikasi spesies tumbuhan atau hewan lebih
cepat, tidak membutuhkan sampel yang lengkap
serta tidak harus memiliki keahlian khusus. Se-
jauh ini telah ada contoh DNA barcoding yang
efektif digunakan untuk mendeteksi perdagang-
an daging hasil buruan secara ilegal di Afrika
Tengah dan Amerika Selatan menggunakan se-
kuen gen CO1 (Khan, 2017). Sehingga studi ini
menggunakan data yang tersedia pada Genebank
(NCBI) untuk mendapatkan barcode yang dapat
digunakan untuk mencegah penyelundupan se-
bagai upaya konservasi Paphiopedilum.
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Tabel 1. Data sekuen anggrek Paphiopedilum pada NCBI

matK rbcL ITS
Nama Spesies Aksesi Panjang  agg  Aksesi Panjang Asal Aksesi Panjang  agg)
(bp) (bp) (bp)

Paphiopedilum
gigantifolium KP312011 600° AT KP311813 485P AT
Paphiopedilum
glanduliferum JQ66087 1308° LU KP311814 485° AT
Paphiopedilum
glaucophyllum AY557205 15637 SwW KX755548 663° TH
Paphiopedilum
kolopakingii KP312013 600° AT KP311815 485° AT KY931036 7987 PLD
Paphiopedilum
liemianum KP312029 600° AT KP311831 663" TH
Paphiopedilum
mastersianum KP312070 6007 AT KP311833 4857 AT AY643466 739° USA
Paphiopedilum
violascens KP312083 600° AT KP311884 485° AT EF156160 662" CH
Paphiopedilum
victoria-regina JQ6608893 13207 VU KP311834 485° AT EF156157 631° CH
Paphiopedilum
wilhelminae KP312021 6007 AT KP311823 4857 AT JQ929367 649° UK
Paphiopedilum
supardii KX755567 605" TH KX755547 663" TH
Paphiopedilum
sangii KP312074 609° AT
Paphiopedilum
victoria-mariae KP311833 4857 TH EF156156 633° CH
Paphiopedilum
primulinum KX755536 663° TH
Keterangan : F= Full  P=Parsial
AT = Asia Tenggara UK = United Kingdom
TH = Thailand USA = USA
CH = China PLD = Polland

LU = Laos Utara
VU = Vietnam Utara

SW = Switzerland

NCBI menyediakan banyak data dan in-
formasi organisme yang meliputi sekuen DNA
beserta panjang nukleotidanya, dan dilengkapi
dengan nomor aksesi untuk membedakan public-
kasi setiap organisme. Berdasarkan hasil pene-
lusuran, dari 15 anggota genus Paphiopedilum
yang langka terdapat 13 spesies yang sekuennya
telah tersedia di NCBI. Data tersebut didapatkan
dari isolasi gen matK, rbcL, dan ITS (Tabel 1).
Pada lokus matK hampir semua spesies memiliki
sekuen parsial, kecuali Paphiopedilum glauco-
phyllum merupakan sekuen lengkap. Sehingga
dapat dijadikan acuan untuk pemotongan DNA
(trimming) yang akan di sejajarkan (alignment)
dan menghitung urutan nukleotida yang unik
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pada spesies lainnya. Paphiopedilum glaucophy-
Ilum di Indonesia dikenal sebagai anggrek selop
atau anggrek kantung yang merupakan endemik
Jawa Timur. Anggrek jenis ini hidup menempel
pada dinding tebing yang tinggi dan curam de-
ngan substrat humus karena P. glaucophyllum
merupakan anggrek terestrial (Yulia, 2007).
Sebagian besar anggrek pada tabel di atas
berasal dari Asia Tenggara, sedangkan spesies
lainnya berasal dari Switzerland, Polland, dan
USA. Salah satu alasan Paphiopedilum banyak
ditemukan di Asia Tenggara adalah karena kon-
disi lingkungan yang sesuai dengan kebutuhan
hidupnya. Dari 13 data spesies anggrek Paphio-
pedilum di NCBI, belum ada penelitian dari In-
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donesia, sehingga analisis DNA barcoding ini
dapat mengawali penelitian terhadap spesies
anggota Paphiopedilum di Indonesia. Dua spe-
sies yang belum tersedia di NCBI adalah P.
robinsonianum dan P. nataschae.

Sekuen DNA Paphiopedilum diolah
menggunakan tools bioinformatika. Sekuen
DNA dianalisis menggunakan lokus matK, rbcL
dan ITS. Terdapat tahap penting dalam analisis
filogenetik molekuler, yaitu sequence alignment
(pensejajaran), rekonstruksi pohon filogenetik

(@)

P.gigartifolium
F.glaucophyllum
P.wictorim-—regina
F.liemianum
F.mastersianom
P.zangii

(b)

EEEFREAAEEERAFFREA A A AR RN AR RN

dan evaluasi pohon filogenetik (Hidayat & Pan-
coro, 2008). Tujuan dari proses pensejajaran
adalah mencocokkan karakter yang homolog,
dan menganalisis adanya gap (celah) pada se-
kuen yang mirip. Gap mempresentasikan adanya
insersi, delesi maupun penyusunan ulang materi
genetik dari satu atau lebih karakter sekuen se-
lama evolusi (Dharmayanti, 2011). Hasil align-
ment didapatkan dari proses pensejajaran sekuen
Paphiopedilum menggunakan CLUSTALX.
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Gambar. 2. (a) Proses pensejajaran menggunakan matK (b) Proses pensejajaran menggunakan ITS. Tanda (*) menunjukkan tingkat homologi, gap

menunjukkan insersi dan delesi.

Berdasarkan hasil alignment (pensejaja-
ran), gen matkK bukan primer spesifik untuk me-
nandai spesies dari genus Paphiopedilum kecuali
P. sangii. P. sangii memiliki sekuen yang unik
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dibandingkan dengan Phapiopedilum jenis lain-
nya. Pada sekuen 801 sampai 809 bp pada lokus
matK, terdapat penambahan (insersi) sekuen
TCTTATAGT yang merupakan duplikasi dari
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sekuen sebelumnya (gambar 2a). Perbedaan ter-
sebut dapat digunakan sebagai penanda (bar-
code) untuk spesies P. sangii berdasarkan se-
kuen gen matK karena tidak dimiliki oleh spe-
sies lainnya. Hasil pensejajaran menggunakan
ITS lebih menunjukkan banyak variasi genetik
dari tiap spesies Paphiopedilum dibandingkan
lokus matK dan rbcL (gambar 2b). Hal ini
karena ITS merupakan nuclear locus (lokus inti).
Berbeda dengan daerah DNA mitokondria atau-
pun kloroplas, pada lokus inti sering terjadi pin-
dah silang yang menghasilkan rekombinan yang
memiliki banyak variasi genetik.

Sementara untuk lokus rbcL tidak dapat
digunakan untuk menentukan barcode Paphio-
pedilum tingkat spesies karena memiliki tingkat
homologi tinggi. DNA matK dan rbcL merupa-
kan DNA kloroplas yang berasal dari keturunan
maternal. DNA kloroplas memiliki tingkat re-
kombinasi genetik yang rendah (Manurung, et
al., 2018). sehingga sesuai dengan hasil alig-
nment, matK dan rbcL memiliki tingkat homo-
logi yang tinggi.

Pohon filogenetik dapat menggambarkan
kekerabatan antara spesies dengan moyang ter-
akhir yang paling dekat dengan spesies yang di-
bandingkan sehingga dapat diketahui kedekatan
suatu spesies dengan spesies lainnya. Hasil re-
konstruksi pohon filogenetik Paphiopedilum de-
ngan lokus matK menggunakan metode Neigh-
bour-joining tree MEGA7 menunjukkan bahwa
P. sangii berkerabat dekat dengan P. violascens
membentuk satu percabangan (gambar 3a). Se-
dangkan pada lokus ITS menunjukkan bahwa P.
kolopakingii dan P. wilhelminae merupakan ne-
nek moyang dari spesies yang lain. Kemudian,
membentuk suatu percabangan yang mana P.
victoria-marinae dan P. victoria-regina mem-
bentuk suatu kelompok tersendiri, dan P. sangii,
P. violascen, dan P. masterianum membentuk
kelompok yang lain (gambar 3b). Hal ini ke-
mungkinan karena adanya delesi dari sekuen
TCCTTGGGAGCTTTCTTGCTGGC pada urut-
an sekuen ke 176-199 milik P. victoria-marinae
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dan P. victoria-regina dan insersi pada P. sangii,
P. violascens, dan P. masterianum pada sekuen
200-201.

(@)

59 P.supardii
J‘E P.victoria-mariae
55 P .victoria-regina
5 P ligmianum
4&0: P.prirulinurn

P.gigantifalium

P violascens

P.sangii

’7 P.mastersianum
4 P.kolopangii
1 F.glanduliferurn
53 P.wilhelminae

P.glaucophyllum

(b)

a5 P.mastersianum
100 P.violascens

93 P.sangii
P.victoria-rnariae
99 |: P.victoria-regina

P.kolopakingii

P.wilhelminae

Variasi spesies tidak hanya ditentukan
oleh keanekaragaman gen namun juga dipenga-
ruhi oleh faktor lingkungan. Sifat yang muncul
pada setiap spesies merupakan interaksi antara
gen dengan lingkungan. Dua individu yang me-
miliki struktur gen sama belum tentu memiliki
fenotip yang sama. Faktor lingkungan yang da-
pat mempengaruhi fenotip (morfologi) adalah
iklim, suhu, ketinggian tempat, dan kelembaban
(Wahab, et al., 2014).

IV. KESIMPULAN

Barcode P. sangii dihasilkan dari lokus
matK. Sedangkan pada lokus rbcL, semua spe-
sies memiliki tingkat homologi yang tinggi, se-
hingga tidak mendapatkan sekuen yang berpo-
tensi sebagai barcode. Variasi genetik yang
tinggi dapat dipelajari pada lokus ITS, namun
tidak ditemukan sekuen yang berpotensi sebagai
barcode.
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