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ABSTRAK

KARAKTERISASI MORFOLOGI, ANATOMI, DAN MOLEKULER
Coelogyne ALAM DAN POTENSINYA SEBAGAI ANTI BAKTERI
SECARA IN SILICO DENGAN MOLECULAR DOCKING

Oleh

METARI ARSITALIA

Salah satu genus dari suku Orchidaceae yang terkenal adalah Coelogyne.
Genus ini memiliki keanekaragaman dan potensi untuk dijadikan sebagai anti
bakteri. Coelogyne banyak ditemukan di Kebun Raya Liwa, Lampung.
Namun, masih memerlukan terkait karakterisasi dan identifikasi spesies serta
potensinya sebagai anti bakteri yang belum banyak diteliti. Tujuan dari
penelitian ini adalah karakterisasi morfologi, anatomi, dan Identifikasi
molekuler pada Coelogyne alam serta mengetahui potensi Coelogyne sebagai
anti bakteri secara in silico menggunakan molecular docking. Penelitian ini
dilaksanakan pada bulan Oktober 2024 hingga Maret 2025. Hasil penelitian
karakterisasi morfologi menunjukkan bahwa sampel C1, C2, dan C4 memiliki
hubungan kekerabatan yang dekat berdasarkan karakteistik susunan daun,
bentuk daun, dan bentuk ujung daun. Karakterisasi anatomi menunjukkan
sampel C3 dan C4 memiliki hubungan kekerabatan yang dekat berdasarkan
karakter lebar bukan stomata, panjang stomata, jumlah stomata, dan
kerapatan stomata. Identifikasi molekuler menunjukkan terdapat dua spesies
Coelogyne, yaitu Coelogyne asperata dan Coelogyne dayana, serta analisis
Molecular Docking potensi Coelogyne sebagai anti bakteri diperoleh 2
senyawa unggul, (7,8-dimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,4,6-triol dan
7,8-dimethoxyphenanthrene 2,4,6-triol) dan 4 protein target (Gyrase B,
Transpeptidase, Muramil Ligase, dan Dihidropteroat Sintase).

Kata Kunci : Coelogyne, Anatomi, Molekuler, Molecular Docking,
Morfologi.



ABSTRACT

MORPHOLOGICAL, ANATOMICAL, AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF NATURAL Coelogyne AND ITS
POTENTIAL AS ANTIBACTERIAL IN SILICO WITH MOLECULAR
DOCKING

By
METARI ARSITALIA

One of the famous genera of the Orchidaceae family is Coelogyne. This genus
has diversity and potential to be used as an antibacterial. Coelogyne is widely
found in the Liwa Botanical Garden, Lampung. However, it still requires
characterization and identification of species and their potential as
antibacterials that have not been widely studied. The purpose of this study is
to characterize morphology, anatomy, and molecular identification of natural
Coelogyne and to determine the potential of Coelogyne as an antibacterial in
silico using molecular docking. This research was conducted from October
2024 to March 2025. The results of the morphological characterization study
showed that samples C1, C2, and C4 had a close kinship based on the
characteristics of leaf arrangement, leaf shape, and leaf tip shape. Anatomical
characterization showed that samples C3 and C4 had a close kinship based on
the characteristics of non-stomata width, stomata length, number of stomata,
and stomata density. Molecular identification showed that there were two
Coelogyne species, namely Coelogyne asperata and Coelogyne dayana, and
Molecular Docking analysis of the potential of Coelogyne as an antibacterial
obtained 2 superior compounds, (7,8-dimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-
2,4,6-triol and 7,8-dimethoxyphenanthrene 2,4,6-triol) and 4 target proteins
(Gyrase B, Transpeptidase, Muramil Ligase, and Dihydropteroate Synthase).

Keywords: Coelogyne, Anatomy, Molecular, Molecular Docking,
Morphology.
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l. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Orchidaceae merupakan salah satu suku anggrek yang memiliki
tingkat keragaman yang cukup besar dan hampir tersebar di seluruh
bagian dunia. Famili ini menempati 7-10% tumbuhan berbunga dan
memiliki kurang lebih 20.000 sampai 35.000 jenis di dunia. Salah
satu genus anggrek yang terkenal yaitu genus Coelogyne. Genus ini
tumbuh epifit di daerah tropis dataran rendah dan pegunungan
terutama hutan. Contoh dari genus Coelogyne ini adalah Coelogyne
pandurata (anggrek hitam) dan Coelogyne asperata (anggrek
mutiara) (Hartini dan Hary, 2009). Tanaman ini merupakan salah
satu tanaman hias yang dinikmati keindahan bunganya karena
memiliki bentuk, corak, warna, dan wangi yang khas.
Keanekaragamannya membuat tanaman ini memiliki potensi untuk
terus dikembangkan guna meningkatkan nilai ekonomi karena

permintaan yang cukup meningkat (Kementan RI, 2014).

Kebun Raya Liwa dikembangkan pertama kali pada 2007 oleh
Pemerintah Kabupaten Lampung Barat bersama Lembaga limu
Pengetahuan Indonesia yang sekarang dikenal dengan BRIN
(Badan Riset dan Inovasi Nasional) dengan tujuan sebagai pusat
konservasi flora, objek wisata, edukasi, penelitian dan jasa
lingkungan. Salah satu anggrek yang dapat ditemui di Kebun Raya
Liwa ini adalah genus Coelogyne. Namun, genus anggrek ini di
Kebun Raya Liwa masih memerlukan informasi terkait

keragamannya yang menunjukkan tingkat hubungan



kekerabatannya sebagai dasar untuk seleksi (Nandariyah, 2010).
Yulia dan Russeani (2008) menyatakan bahwa semakin jauh
hubungan kekerabatan suatu spesies tanaman, maka semakin sulit

untuk disilangkan.

Penentuan hubungan kekerabatan dapat dilakukan secara fenotipik
dan genotipik. Hubungan kekerabatan secara fenotipik dapat
dilakukan berdasarkan pengamatan morfologi dan anatomi. Dan
hubungan kekerabatan secara genotipik dapat dilakukan
berdasarkan pengamatan molekuler. Dalam penelitian ini yang
dimaksud dengan karakterisasi morfologi dan anatomi adalah
proses yang digunakan untuk mengetahui karakter fenotip dari
suatu tanaman, dengan mengamati daun, batang, bunga, buah, akar
dan lain sebagainya yang mencakup seluruh morfologi tanaman
dan mengetahui hubungan kekerabatannya (Susantidiana et al.,
2005). Penelitian yang dilakukan Pramono (2022) pada
penelitiannya yang berjudul Anatomi Paradermal Daun Anggrek
Dendrobium discolor dan Phalaenopsis amabilis secara Kuantitatif
dan Deskriptif menyatakan bahwa bentuk dari stomata daun antar

tanaman memiliki ukuran yang berbeda.

Adanya kelemahan dalam karakterisasi secara morfologi dan
anatomi dapat diatasi dengan identifikasi secara molekuler.
Identifikasi molekuler dikatakan lebih efektif dalam analisis
genetik suatu tanaman karena sifat genetik cenderung stabil pada
perubahan lingkungan dan tidak dipengaruhi oleh umur sehingga
dapat memberikan informasi genetik yang lebih akurat (Julisaniah
et al., 2008). Teknik identifikasi molekuler yang digunakan pada
penelitian ini adalah melalui DNA barcoding. Teknik ini dapat
dijadikan sebagai metode alternatif untuk mengidentifikasi tanaman
(Hebert et al., 2003). DNA barcoding merupakan metode

identifikasi spesies menggunakan potongan DNA pendek yang



disebut dengan barcode. Keunggulan DNA barcoding adalah dapat
mengidentifikasi suatu organisme meskipun spesiemn tidak dalam
bentuk utuh hasil pengamatan diperoleh lebih cepat, akurat, dan
tidak ambigu (Hajibabaei et al., 2007). Prinsip DNA barcoding
adalah identifikasi menggunakan sekuen DNA pendek atau
barcode DNA. Sekuen DNA yang diperoleh dapat digunakan untuk
mengetahui kekerabatan antar spesies dengan melihat konstruksi
pohon filogenetiknya (Rohimah et al., 2018). Karakteristik sekuen
DNA yang dapat dijadikan sebagai DNA barcode antara lain
memiliki ukuran sekuen yang pendek (mudah diamplifikasi),
mempunyai variabilitas genetik yang tinggi pada tingkat spesies,
dan menggunkaan primer universal untuk amplifikasi PCR (Kress
dan Erickson, 2007).

Penelitian yang dilakukan Su’udi (2022) yang berjudul DNA
Barcoding Anggrek Dendrobium linearifolium Teijsm & Binn.
Berdasarkan Penanda Molekuler ITS2 menyatakan hasil
sekuensing dan penyejajaran DNA sampel Dendrobium
linearifolium sekuens 1TS2 dapat dijadikan sebagai barcode untuk
identifikasi anggrek karena memberikan hasil yang spesifik dalam
membedakan sampai tingkat spesies. Barcode potensial juga dapat
berasal dari genom nukleus/inti, yaitu daerah Internal Transcribed
Spacer (ITS). Internal Transcribed Spacer yang digunakan adalah
ITS2, yaitu penanda molekuler untuk mengidentifikasi beberapa
spesies Coelogyne selain itu berpotensi untuk menganalisis
hubungan kekerabatan dari genus Coelogyne (Feng et al., 2015).
ITS2 memiliki ukuran sekitar 400 — 800 bp 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 et al., 2013). Keberhasilan ITS2 dalam
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mengidentifikasi sebesar 92,7% pada tingkat spesies dan 99,9%
pada tingkat genus (Chen et al., 2010).

Hossen et al., (2024) menyatakan Coelogyne banyak dimanfaatkan
sebagai obat tradisional selama bertahun-tahun dan potensinya
sebagai agen anti bakteri sangat menarik. Molecular docking
dilakukan untuk memprediksi afinitas pengikatan fitokimia terpilih
terhadap protein tertentu untuk mengidentifikasi penyebab
penghambatan bakteri. Pada studi molecular docking Coelogyne
mengidentifikasi beberapa senyawa terpilih diantaranya 7,8-
dimithoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,4,6-triol dan 7,8-
dimethoxyphenanthrene-2,4,6-triol asetat. Dengan adanya senyawa
ini dapat diketahui senyawa tersebut memiliki aktivitas terhadap
agen anti bakteri atau tidak. Sehingga memiliki implikasi signifikan
untuk pengembangan agen bakteri yang baru dan efektif. Untuk
mengetahui potensi senyawa tersebut dapat dilakukan secara in

silico menggunakan molecular docking.

Berdasarkan keberadaan Coelogyne di Lampung belum
dilakukannya analisis terkait potensinya sebagai anti bakteri secara
in silico dengan molecular docking. Maka perlu dilakukannya
penelitian ini yang berjudul “Karakterisasi Morfologi, Anatomi,
dan Molekuler Coelogyne Alam dan Potensinya Sebagai Anti

Bakteri Secara In Silico dengan Molecular Docking”.

Tujuan Penelitian

Adapun tujuan pada penelitian ini adalah sebagai berikut

1. Karakterisasi karakter morfologi dari anggrek Coelogyne alam
di Kebun Raya Liwa.

2. Karakterisasi karakter anatomi dari anggrek Coelogyne alam di

Kebun Raya Liwa.
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3. Identifikasi molekuler dari anggrek Coelogyne alam di Kebun
Raya Liwa.
4. Mengetahui potensi Coelogyne sebagai anti bakteri secara In

Silico dengan Molecular Docking.

Manfaat Penelitian

Adapun manfaat yang didapatkan pada penelitian ini sebagai

berikut

1. Didapatkan database terkait anggrek Coelogyne alam yang
terdapat di Kebun Raya Liwa.

2. Informasi yang diperoleh dapat digunakan untuk konservasi
Coelogyne alam di Kebun Raya Liwa.

3. Dapat dimanfaatkan sebagai sumber informasi dari genus
Coelogyne alam di Kebun Raya Liwa.

4. Data dapat digunakan untuk mengetahui potensi Coelogyne

sebagai anti bakteri.

Kerangka Pikir

Anggrek merupakan tanaman hias yang memiliki nilai potensial
tinggi dan dapat dijadikan devisa negara. Salah satu genus anggrek
terkenal adalah Coelogyne, genus ini tumbuh epifit di daerah tropis
dataran rendah dan pegunungan terutama hutan hujan. Anggrek ini
terdiri dari 200 spesies yang tersebar diseluruh Asia Tenggara
dengan pusat keragaman utama di Kalimantan, Sumatera, dan
Himalaya. Pada penelitian ini pengambilan sampel dilakukan di
Kebun Raya Liwa Kabupaten Lampung Barat Provinsi Lampung.
Pada daerah ini diversitas anggrek sangat melimpah namun masih

minim dengan informasi terkait keragaman anggrek tersebut.



Karakterisasi merupakan suatu kegiatan dalam menentukan dan
mengetahui sifat morfologi yang dapat dimanfaatkan dalam
membedakan antar aksesi, menilai besarnya keragaman genetik,
mengidentifikasi varietas menilai jumlah aksesi dan sebagainya.
Penelitian ini menggunakan tahapan karakterisasi morfologi,
karakterisasi anatomi, identifikasi molekuler dan studi in silico
dengan molekuler docking. Dimana karakterisasi morfologi untuk
mengetahui tipe morfologi daun, bunga, batang Coelogyne yang
berada di Kebun Raya Liwa dan karakterisasi anatomi adalah
mengetahui karakter penting dalam menunjang informasi terkait
hubungan kekerabatan Coelogyne. Karakter anatomi menunjukkan
bahwa terdapat hubungan antara anggrek dengan adaptasi terhadap
lingkungannya. Anatomi juga memiliki ciri khas pada daun
tumbuhan yang berbeda antargenus dalam satu famili. Hal ini dapat
dilihat pada perbedaan bentuk dan ukuran sel epidermis dan
stomata dari daun Coelogyne. Sedangkan identifikasi molekuler
dapat dilakukan dengan menggunakan metode DNA barcoding
menggunakan primer ITS1 dan ITS2.

Data terkait karakterisasi, identifikasi dan publikasi terkait
Coelogyne di Kebun Raya Liwa masih sangat kurang sehingga
diperlukan adanya penelitian ini. Coelogyne juga mengandung
banyak fitokimia yang dapat dijadikan kandidat sebagai senyawa
obat, diantaranya (7,8-dimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,4,6-
triol dan 7,8-dimethoxyphenanthrene 2,4,6-triol) dan 4 protein
target (Gyrase B, Transpeptidase, Muramil Ligase, dan
Dihidropteroat Sintase) yang memiliki aktivitas sebagai agen anti
bakteri. Untuk mengetahui hal tersebut dilakukan studi in silico
dengan molekuler docking untuk mengetahui efektivitasnya

sebelum diujikan sebagai kandidat obat.



1.5. Hipotesis

Adapun hipotesis pada penelitian ini sebagai berikut

1. Diperoleh karakter yang berperan berdasarkan karakterisasi
morfologi anggrek Coelogyne alam di Kebun Raya Liwa.

2. Diperoleh karakter yang berperan berdasarkan karakterisasi
anatomi anggrek Coelogyne alam di Kebun Raya Liwa.

3. Diperoleh spesies anggrek Coelogyne alam berdasarkan
identifikasi molekuler di Kebun Raya Liwa.

4. Diperoleh potensi anti bakteri dari senyawa yang terkandung
dalam Coleogyne secara in silico dengan molecular docking.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Coelogyne sp.

Coelogyne berasal dari bahasa Yunani yaitu “Koilos” yang artinya
bergaung/lubang dan “Gyne” yang artinya perempuan/wanita.
Kemudian untuk penamaan untuk anggrek merujuk pada bentuk
column (alat reproduksi pada bunga anggrek yang berbentuk pipa)
yang menjadi ciri khas dari Coelogyne (Fitrianto et al., 2020).
Coelogyne terdiri dari 200 spesies yang tersebar di seluruh Asia
Tenggara dengan pusat keragaman utama di Kalimantan, Sumatera
dan Himalaya. Kebanyakan tumbuh di daerah tropis dataran rendah
dan hutan (Gravendeel et al., 2004). Beberapa contoh dari genus
Coelogyne yang terdapat di Indonesia diantaranya C. longifolia, C.
beccarii, C. swaniana, C. asperata dan C. pandurata. Coelogyne
pandurata merupakan salah satu anggrek langka di Indonesia dan
biasa dikenal dengan nama Anggrek Hitam (Parnata, 2005).

Klasifikasi Coelogyne sebagai berikut :

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Liliopsida
Bangsa : Orchidales
Suku : Orchidaceae
Marga : Coelogyne

Jenis : Coelogyne sp.



Tipe pertumbuhan anggrek epifit menurut Sutopo (2009) yaitu
monopodial dan simpodial. Coelogyne memiliki tipe pertumbuhan
simpodial. Tipe pertumbuhan simpodial memiliki batang utama yang
beruas yang akan menghasilkan pertumbuhan baru. Coelogyne
memiliki umbi semu (pseudobulb) yang berfungsi sebagai cadangan
makanan dan pangkal anggrek berkembang dari rhizoma dengan
bentuk silindris, menebal, berbentuk berupa benang serta umumnya
panjang. Comber (2001) menyatakan bunga Coelogyne memiliki
beberapa bagian utama yaitu daun kelopak (sepal), daun mahkota
(petal), benang sari (stamen), putik (pistil) dan bakal buah
(ovarium). Sepal Coelogyne berjumlah tiga buah. Sepal bagian atas
disebut sepal dorsal, sedangkan dua lainnnya disebut sepal lateral.
Coelogyne juga memiliki tiga buah petal. Petal pertama dan kedua
letaknya berseling dengan sepal. Petal ketiga mengalami modifikasi
menjadi bibir (labellum). Pada labellum terdapat gumpalan yang
mengandung protein, minyak dan zat pengharum. Labellum juga
memiliki warna yang sangat beragam dan memiliki fungsi untuk
menarik serangga untuk penyerbukan. Berikut pada Gambar 1
merupakan gambar dari morfologi Coelogyne speciosa.

Sepal Dorsal

Petal

Labellum
Sepal Ventral

Gambar 1. Coelogyne speciosa (Alamendah, 2014).

Coelogyne selain dapat dinikmati keindahan bunganya juga memiliki
manfaat lain yang digunakan oleh masyarakat. Wahyudiningsih
(2017) menyatakan Coelogyne cristata yang berpotensi sebagai

bahan obat herbal dan fisioterapi. Bagian yang sering dimanfaatkan
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yaitu pseudobulbs, pseudobulbs dioleskan pada tempat yang sakit.
Coelogyne mengandung Coeloginanthrin, Coeloginanthridin, dan
Combretastatin C-1. Contoh Coelogyne yang dapat dijadikan
sebagai obat yaitu Coelogyne pandurata yang merupakan anggrek
langka yang ditemukan di Kalimantan dan Papua serta dapat pula
dimanfaatkan sebagai induk persilangan karena kelopaknya yang
berwarna hitam sehingga dapat menghasilkan jenis hibrida yang
baru, Coelogyne corymbosa Lindl. Bagian organ dimanfaatkan
adalah pseudobulbs digunakan untuk penyembuhan luka bakar
(Kumar, 2002), dan jenis Coelogyne nervosa A.Rich. merupakan
tumbuhan endemik India Selatan yang dimanfaatkan sebagai obat
herbal. Anggrek ini umumnya ditemykan tumbuh pada cabang
pohon di Kerala dan Tamil Nadu. Coelogyne nervosa terancam
punah akibat dipanen secara berlebihan untuk perdagangan obat
herbal, bagian yang digunakan sebagai obat adalah bagian akar,

rhizoma, dan keseluruhan bagian tumbuhan (Murugesan, 2005).

Karakter Morfologi

Karakterisasi morfologi adalah proses penentuan ciri fenotipik
tumbuhan dengan mengamati morfologi batang, daun, bunga,
termasuk semua tumbuhan, dan memahami hubungan antar spesies.
Salah satu cara yang dapat digunakan untuk mengetahui hubungan
antar individu tumbuhan adalah dengan mengkarakterisasi ciri-ciri
masing-masing tumbuhan. Dalam merumuskan strategi konservasi
budidaya, pemanfaatan dan pengelolaan sumber daya genetik
tanaman secara berkelanjutan, perlu dipahami informasi keragaman
genetik tanaman pada tingkat individu spesies atau populasi sebagai
dasar pertimbangan. Keragaman bunga anggrek bisa dilihat dari
beragamnya warna, bentuk, serta ukuran dari bunga anggrek itu
sendiri. Selain dilihat dari keanekaragaman bentuk serta ukuran
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bunga, keanekaragaman bunga juga bisa dilihat dari penyerbukan
bunga itu sendiri (Moyroud and Glover, 2017).

Karakterisasi morfologi juga digunakan untuk mengetahui sifat
morfologi suatu plasma nutfah yang dimanfaatkan dalam
membedakan antar aksesi, menilai besarnya keragaman genetik,
mengidentifikasi varietas, menilai jumlah aksesi dan sebagainya
(Bermawie, 2005). Menurut Miswarti et al., (2021) menyatakan
pengamatan morfologi yang dilakukan pada tanaman meliputi
bentuk pseudobulb, daun, bunga, serta pola pertumbuhan dari
tanaman tersebut yang kemudian diidentifikasi dengan menggunakan
pedoman pengamatan anggrek. Selain dikarenakan sifat genetik
turunan induk, keragaman yang tinggi pada bagian bunga family
Orchidaceae dapat disebabkan oleh dua hal yaitu berupa seleksi alam
serta proses adaptasi pada habitat aslinya dan penyebab dari luar
dapat berupa induksi perubahan genetik yang memfasilitasi adanya
evolusi. Banyak spesies Coelogyne lainnya memiliki karakteristik
yang sama, yang menunjukkan bahwa standar klasifikasi yang
berguna untuk mengidentifikasi spesies Coelogyne (Diantina et al.,
2020).

Keanekaragaman pada anggrek dapat dipelajari dari aspek morfologi
dan anatomi. Pengamatan morfologi lebih mudah dilakukan karena
karakter yang dominan dapat ditemukan di beberapa bagian tanaman
(Sabran et al., 2003). Selain itu, karakteristrik morfologi lebih
mudah dipahami karena langsung dapat dilihat oleh mata dan
nampak secara jelas dibandingkan dengan karakteristik molekuler
(Ainiah et al., 2017). Tanaman hias seperti anggrek perlu
dikarakterisasikan berdasarkan struktur secara morfologi untuk
mengetahui keragaman tanaman anggrek dari segi morfologi atau
bentuk, perkembangan serta penampilan secara eksternal dan

berbagai organ yang terdapat dalam tumbuhan (Ash-Shidqy, 2018).
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Ni Kadek et al., (2023) menyatakan hasil persilangan anggrek
Dendrobium menunjukkan karakter morfologi yang berbeda
berdasarkan dari tetua persilangan yang digunakan, namun terdapat
beberapa sifat karakter yang selalu muncul pada anggrek hasil

persilangan dengan tetua yang sama.

Karakter Anatomi

Karakterisasi anatomi anggrek dapat diamati pada bagian epidermis
daun. Epidermis pada tanaman anggrek umumnya berbentuk
polygonal memanjang, segienam dan polygonal. Bentuk epidermis
polygonal menyebabkan stomata tersebar secara beraturan dan tidak
beraturan (Tohari, 2020). Karakter anatomi juga terdapat pada
stomata. Pada daun yang hijau, stomata dapat ditemukan pada
permukaan atas dan bawah, atau kemungkinan hanya terdapat pada

satu permukaan saja, yaitu permukaan bawah (Khairani, 2020).

Pada anggrek karakter anatomi yang diamati adalah karakter
stomata. Karakter stomata seperti kerapatan stomata, panjang
stomata digunakan pada identifikasi keragaman pada beberapa
genus, salah satunya adalah genus Coelogyne (Handayani dan
Pramono, 2022). Karakter anatomi stomata sangat berperan penting
dalam analisis keragaman. Melalui keragaman anatomi yang telah
berinteraksi dengan lingkungan tempat tumbuhnya akan menjadi
awal dalam seleksi memilih aksesi yang paling baik sebagai tanaman
hias serta dapat diarahkan menjadi varietas baru untuk
dibudidayakan.

Stomata dapat dikelompokkan menjadi 7 tipe berdasarkan sel
epidermis yang berdekatan dengan sel penjaga. Tujuh tipe stomata
tersebut yaitu tipe anomositik, tipe anisositik, tipe diasitik, tipe
parasitik, tipe aktinositik, tipe tetrasitik, dan tipe siklositik (Cotthem,
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1970). Karakter anatomi pada tanaman dapat digunakan untuk
menguatkan batasan takson pada tanaman. Pendekatan anatomi juga
dapat digunakan untuk membedakan jenis, salah satunya karakter
anatomi stomata daun pada tanaman. Pada satu familia yang sama
bisa terdapat perbedaan pada karakter anatomi stomata daun atau
dapat pula terjadi perbedaan karakter stomata pada daun dalam satu

spesies yang sama (Fahn, 1992).

Palupi (2016) menyatakan anatomi daun dari tiga varietas
Dendrobium (Dendrobium valentine blue, Dendrobium sonia dan
Dendrobium woon leng) memiliki jumlah lapisan epidermis atas dan
bawah yang sama yaitu 2 lapis. Sel epidermis terdiri dari dua lapisan
karena terdapat pembelahan periklinal (pembelahan sejajar dengan
permukaan) protoderm. Bentuk sel epidermis juga sama yaitu
poligonal. Stomata hanya ditemukan dipermukaan bawah daun saja.
Tipe stomata ketiga jenis anggrek itu adalah anomositik, dengan
bentuk sel penjaga berbentuk ginjal, sedangkan sel tetangga
berjumlah empat pada ketiga varietas anggrek Dendrobium.

Identifikasi Molekuler

Antara spesies Coelogyne sp. satu dengan yang lain tentu memiliki
perbedaan yang menunjukkan keunikan atau ciri khas masing-
masing, diantaranya perbedaan dari segi morfologi. Namun
penggunaan karakteristik morfologi untuk menentukan kekerabatan
masih kurang akurat. Karena keterbatasan karakteristik morfologi
tersebut dibutuhkan karakter lain yang dapat mendukung sistematika
yaitu identifikasi molekuler (Zulfahmi, 2013). Penanda molekuler
merupakan segmen DNA tertentu yang mewakili perbedaan pada
tingkat genom. Karena berkaitan dengan materi genetik, tingkat
akurasi penanda molekuler lebih sesuai dalam menghasilkan pola

kekerabatan. ldentifikasi keragaman genetik dan hubungan
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kekerabatan anggrek Coelogyne sangat penting untuk keberlanjutan
konservasi dan meningkatkan kegunaan dari sumber genetik
tanaman (Wang et al., 2009).

Identifikasi spesies berbasis molekuler merupakan teknik baru
dengan menggunakan sekuen DNA dari fragmen genom yang
dianggap cepat, akurat, dan konsisten, sehingga penting dalam
penelitian biologi konservasi dan keanekaragaman spesies.
Identifikasi dengan sekuen DNA dilakukan menggunakan penanda
molekuler. Salah satu penanda molekuler yang saat ini digunakan
dalam mengungkapkan taksonomi yaitu urutan sekuen pendek DNA
yang dapat menunjukkan variasi genetik dalam suatu spesies. Gen
tertentu dalam DNA barcoding dapat digunakan sebagai marka
dalam pembagian genetik spesies dan rekonstruksi filogenetik
(Chase et al., 2003).

Primer yang digunakan dalam identifikasi molekuler diantaranya
adalah sekuen primer ITS1 dan ITS2. Proses identifikasi spesies
pada anggrek ini diawali dengan mengisolasi DNA genom dan
memperbanyak melalui PCR (Feng et al., 2015). Primer yang
disarankan oleh The Consortium for the Barcode of Life (CBOL)
untuk DNA barcoding anggrek adalah Internal Transcribed Spacer
(ITS) merupakan salah satu penanda molekuler DNA yang sering
digunakan oleh para ahli untuk menganalisis kekerabatan pada
tumbuhan, baik tumbuhan tingkat tinggi maupun tingkat rendah.
Menurut Baldwin et al., 1995, ITS memiliki keunggulan untuk
analisis filogenetik, diantaranya yaitu letaknya yang berulang-ulang
di sepanjang DNA genom, mudah mengalami mutasi sehingga dapat
menunjukkan variasi sekuen yang dapat membantu menentukan pola
kekerabatan, dan berukuran kecil yaitu kurang dari 700 pasang basa
(bp). Kress et al., 2005, telah menguji sekuen ITS sebagai barcode

DNA tumbuhan berbunga pada tingkat spesies dan menunjukkan
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bahwa ITS memiliki nilai divergensi yang jauh lebih tinggi
dibandingkan wilayah plastid serta memiliki tingkat keberhasilan

amplifikasi sebesar 88%.

Anti Bakteri

Bakteri memiliki tingkat kecenderungan resistensi terhadap berbagai
obat-obatan dan terus berkembang biak meskipun telah diberikan
perlakuan anti bakteri dalam jumlah yang cukup (Sari, 2015).
Resistensi bakteri terhadap obat-obatan harus pula diimbangi dengan
pengobatan yang tepat termasuk anti bakteri (Fatisa, 2013). Menurut
Septiani (2017) menyatakan anti bakteri adalah zat yang dapat
membunuh atau menekan pertumbuhan atau reproduksi bakteri.
Antibakteri termasuk kedalam antimikroba yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri. Mekanisme senyawa aktif dalam menghambat
pertumbuhan bakteri yaitu senyawa aktif dapat merusak dinding sel,
merubah permeabilitas sel, merubah molekul protein dan asam
nukleat, menghambat kerja enzim, menghambat sintesis asam
nukleat dan protein bakteri. Kemampuan aktivitas anti bakteri pada
tanaman disebabkan oleh kandungan metabolit sekundernya yang

dipengaruhi oleh kondisi lingkungan tumbuh tanaman.

Beberapa masalah besar yang dihadapi pada masa kini adalah
mikroba patogen yang mengalami resistensi antibiotik. Kebanyakan
antibiotik yang digunakan adalah bahan kimia yang mampu
menyebabkan mikroba menjadi resisten (Prestinaci et al., 2015).
Oleh karena itu, dibutuhkan molekul bioaktif sebagai alternatif baru
penggunaan antibiotik. Menurut Hossen et al (2024) menyatakan
ekstrak Coelogyne suaveolens yang banyak digunakan sebagai obat
tradisional memiliki aktivitas anti bakteri yang signifikan terhadap
Pseudomonas aeruginosa, Staphilococcus aureus, Escherichia coli,

dan Klebsiella pneumoniae yang merupakan patogen umum.
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Berdasarkan penelitian Hameneh et al., (2019), mekanisme senyawa
metabolit sebagai anti bakteri berkaitan erat dengan terganggunya
proses sintesis peptidoglikan sehingga pembentukan dinding sel
bakteri tidak sempurna. Dengan adanya senyawa 7,8-dimithoxy-9,10-
dihydrophenanthrene-2,4,6-triol dan 7,8-dimethoxyphenanthrene-
2,4,6-triol asetat pada Coelogyne mampu menghambat pertumbuhan
bakteri dan bermanfaat sebagai anti-infeksi bakteri (Jamaluddin et
al., 2015).

Studi Molecular Docking

Studi in silico molekuler docking merupakan metode komputasi
untuk memprediksi interaksi antara molekul kecil (ligan) dan
molekul besar (reseptor atau protein) (Ali et al., 2018). Tujuan
dilakukannya docking untuk mengetahui konformasi dan energi
bebas ikatan yang terlibat dalam interaksi antara reseptor dan ligan
(Trott dan Olson, 2009). Penelitian komputasi molecular docking
dilakukan sebagai penelitian pendahuluan yang digunakan untuk
memprediksi apakah senyawa tersebut memiliki potensi anti bakteri.
Parameter yang digunakan untuk menilai hasil prediksi adalah skor
docking dan kesamaan residu antara ligan asli dan senyawa alam
tersebut. Adapun diantaranya beberapa senyawa yang dapat
digunakan sebagai anti bakteri dan kandidat senyawa yang paling
baik untuk dilakukan uji dengan molecular docking yaitu senyawa
7,8-dimithoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,4,6-triol dan 7,8-
dimethoxyphenanthrene-2,4,6-triol dengan 4 protein yaitu Gyrase
(1KZN), Transpeptidase (6NTW), Muramil Ligase (1E8C), dan
Dihidropteroat Sintase (5V7A).

Tujuan penemuan potensi anti bakteri pada anggrek Coelogyne sp.
ini untuk mengidentifikasi, mengoptimalkan dan memvalidasi secara
Klinis senyawa yang mengikat dan memodulasi fungsi protein target

yang terlibat (Fang et al., 2016). Metode analisa bioinformatika
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dapat digunakan untuk membantu proses identifikasi target dengan
molecular docking. Dengan membandingkan kemiripan struktur
senyawa uji terhadap kumpulan senyawa yang diketahui targetnya
dalam satu atau lebih database maka diprediksi makromolekul mana
yang berpotensi sebagai target. Analisis docking memungkinkan
identifikasi awal terhadap molekul target yang berpotensi sebagai
agen anti bakteri dari senyawa alami. Analisis docking
memungkinkan untuk mengetahui model pengikatan yang terjadi
sehingga dapat digunakan untuk memastikan fungsinya sebagai agen
anti bakteri (Phosrithong dan Ungwitayatorn, 2010).

Sebelum dilakukannya docking perlu dilakukan pengecekan sifat-
sifat dari ligan yang digunakan, apakah memenuhi aturan Lipinski.
Suatu senyawa dapat dijadikan sebagai bahan kandidat obat apabila
telah memenuhi aturan Lipinski’s Rule of Five. Aturan ini untuk
memperkirakan kemampuan suatu senyawa dalam absorpsi dan
permeasi (Fakih et al., 2022). Pengujian Lipinski pada senyawa
isolat dilakukan secara in-silico menggunakan situs web
SwissADME, yang menggunakan Application Programming
Interface (API) OpenBABEL untuk nilai bobot molekul, jumlah
donor ikatan hidrogen, dan jumlah akseptor ikatan hidrogen. Rata-
rata dari implicit LogP yang didapat dari perhitungan energi bebas
Gibbs, LogP dari XLOGP3, LogP dari metode WildmannCrippen,
LogP dari metode Moriguchi, dan LogP dari SILICOS-IT digunakan
untuk memperhitungkan nilai LogP (Daina et al., 2017).

Pada studi molecular docking didapatkan beberapa senyawa pada
daun Coelogyne yaitu senyawa 7,8-dimithoxy-9,10-
dihydrophenanthrene-2,4,6-triol dan 7,8-dimethoxyphenanthrene-
2,4,6-triol yang menunjukkan afinitas pengikatan dengan enzim
target yaitu Gyrase (1KZN), Transpeptidase (6NTW), Muramil
Ligase (1E8C), dan Dihidropteroat Sintase (5V7A) . Senyawa

tersebut memiliki kemampuan untuk menghambat protein sehingga
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berpotensi dijadikan sebagai anti bakteri. Berdasarkan penelitian
yang dilakukan Hossen et al., (2024), Studi molecular docking
mengidentifikasi delapan senyawa terpilih terbaik, di antaranya
{androstan-17-on, oxime, (5.alpha.)-}, diethofencarb, tetraconazole,
{3,6-dimethyl-2,3,3a,4,5,7a-hexahydrobenzofuran}, dan geranyl
asetat menunjukkan afinitas pengikatan yang signifikan dengan
interaksi pengikatan terbaik dengan enzim target. Hal ini
menunjukkan bahwa pengikatan dengan protein spesifik ini dapat
mengarah pada mekanisme kerja aksi antibakteri yang dievaluasi.
Sebagai kesimpulan, studi saat ini berkontribusi pada pengembangan
pengetahuan tentang agen antimikroba alami dan dapat memiliki
implikasi signifikan untuk pengembangan agen antibakteri yang baru
dan efektif.



3.1.

3.2.

I11.  METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2024 — Maret 2025
(Lampiran 1). Survey dan Koleksi sampel Coelogyne dilakukan di Kebun
Raya Liwa, Lampung Barat. Analisis karakter morfologi dan anatomi
dilakukan di Laboratorium Biomolekuler, Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Analisis
molekuler meliputi ekstraksi DNA, amplifikasi dengan PCR, dan
elektroforesis dilakukan di Laboratorium Bioteknologi, Jurusan Hama dan
Proteksi Tanaman, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Selanjutnya
hasil sekuensing dikirim ke perusahaan 1% Base Company Malaysia melalui
jasa PT Genetika Science Indonesia. Sedangkan Studi In Silico dengan
Molecular Docking dilakukan di Laboratorium Komputasi Dasar, Jurusan
IImu Komputer, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam,

Universitas Lampung.

Alat dan Bahan

Penelitian ini terbagi menjadi 3 tahapan, yaitu koleksi sampel Coelogyne,
karakterisasi dan identifikasi sampel Coelogyne,dan Studi in silico dengan
molecular docking. Alat yang digunakan dalam tahapan koleksi sampel
Coelogyne adalah ice box, gunting, alat tulis, kamera, plastik klip, kertas
label, dan amplop cokelat.



20

Pada tahapan karakterisasi dan identifikasi sampel Coelogyne menggunakan
refrigerator, kertas tissue, aluminium foil, neraca analitik, mortar dan pestel,
mikropipet 0,5 pl- 10 ul, mikropipet 10 pl-100 pl, mikropipet 100 pl-1000 pl,
pipet tip (blue tip, yellow tip, white tip), tabung mikrosentrifus, tube (1,5 ml
dan 0,2 ml), mesin centrifuge, vortex, rotamixer, waterbath, gelas ukur 20 mi,
Erlenmeyer 100 ml, microwave, gloves, kotak kecil agar elektroforesis, sisir
kecil agar elektroforesis, cetakan kecil agar elektroforesis, mesin PCR,
freezer, gel doc, spin down centrifuge, parafilm, perangkat lunak program
MEGA V.11.0.11,

Sedangkan tahapan studi in silico dengan molecular docking menggunakan
situs PubChem, Situs SwissAdme, Situs RCSB, Situs Swiss Model,
Perangkat Lunak PyMOL, Perangkat Lunak Pyrx berbasis Autodock Vina,
Open Babel 2.4.1, dan Discovery Studio Visualizer.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel daun Coelogyne,
Alkohol 70%, Aquades Steril, Buffer Tris-Acetate EDTA (TAE) 1x, CTAB,
Buffer Jamur, Isopropanol, Phenol, Chloroform, Isoamyl Alcohol (PCI),
Chloroform, Isoamyl Alcohol (CI), DNA Ladder 1 kb (Geneaid), Gel Agarose
Konsentrasi 1% (Vivantis), GelRedTM Nucleic Acid 10,000x In Water
(Biotium), Klorofom, PCR Mix MayTagTM HS Red (Meridian Bioscience),
serta Primer ITS1 (Forward) dan ITS2 (Reverse), Senyawa 7,8-dimithoxy-
9,10-dihydrophenanthrene-2,4,6-triol dan 7,8-dimethoxyphenanthrene-2,4,6-
triol dengan 4 protein yaitu Gyrase (1KZN), Transpeptidase (BNTW),
Muramil Ligase (LE8C), dan Dihidropteroat Sintase (5V7A).

Berikut merupakan sekuens spesifik primer untuk amplifikasi PCR

ditunjukkan pada Tabel 1.

Tabel 1. Sekuens Primer Spesifik Untuk Amplifikasi PCR (Wiland-
szymanska et al., 2016)

No Primer Sequence (5°-3°) Annealing temp (°C)

1 ITS1-F CGGATATCTTGGCTCTTG 45°C

2 ITS2-R CCGCTTAGTGATATGCTTA 45°C
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Berikut merupakan bentuk 3 Dimensi dan Kode SMILES dari Senyawa 7,8-
dimithoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,4,6-triol dan 7,8-
dimethoxyphenanthrene-2,4,6-triol disajikan pada Tabel 2 sebagai berikut.

Tabel 2. Struktur 3 Dimensi dan Kode SMILES

Nama Senyawa Struktur 3 Dimensi Kode SMILES
7,8-dimithoxy- COC1=C2C=CC3=CC(=CC(=C3C
9,10- 2=CC(=C10C)0)0)0O
dihydrophenanthr
ene-2,4,6-triol -@i
7,8- COC1=C2CCC3=C(C2=CC(=C10
dimethoxyphenant C)O)C(=CC(=C3)0)0
hrene-2,4,6-triol
] »
ped  BQ
vd P ln} [ H
) g
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Secara ringkas, rancangan penelitian ditampilkan pada Gambar 2 di bawah

ini.
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3.4. Prosedur Penelitian

3.4.1.

3.4.2.

Preparasi Sampel

Pengambilan sampel pada penelitian ini berupa 6 sampel daun
Coelogyne yang dilakukan di Kebun Raya Liwa, Lampung Barat. Daun
tanaman diambil sekitar 1-2 helai kemudian dimasukkan ke dalam
amplop, dibungkus dengan kantung plastik dan disimpan dalam ice box.

Selanjutnya, sampel dibawa ke laboratorium untuk dilakukan analisis.

Karakter Morfologi

Penelitian ini menggunakan metode pengamatan langsung mengamati
bagian-bagian tanaman secara kuantitatif menggunakan Panduan
Karakterisasi Tanaman Hias Anggrek (Balithi, 2007). Data morfologi
yang berasal dari masing-masing tanaman anggrek kemudian diolah
pada similarity dengan menggunakan metode matriks similaritas
Similarity of Interval (SimInt) dengan koefisien kemiripan Stand.
Metode yang digunakan selanjutnya yaitu Senquential Hierarchial and
Nested Clustering (SHAN) dengan hasil berdasarkan data matriks yang
sudah di input. Analisis pengelompokkan sampel tanaman
menggunakan metode Unweighted Pair Group Method Arithmatic
Average (UPGMA). Program yang digunakan adalah Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System (NTSY'S) versi 2.0.
Selanjutnya untuk menentukan karakter kualitatif dan karakter
kuantitatif yang berpengaruh pada pengelompokkan antar species
digunakan metode Principal Component Analysis (PCA). Hasil dari
analisis ini disajikan dalam bentuk dendogram sehingga dapat diketahui
keragaman morfologi Coelogyne sp. (Hartati et al., 2022). Karakter
Morfologi Daun Coelogyne disajikan dalam Tabel 3 berikut.
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Tabel 3. Karakterisasi Anggrek Berdasarkan Morfologi Daun

No. Karakter Keterangan Skor

Bentuk Daun

1=berbentuk jarum/2=berbentuk pita/lurus/3=lonjong/4=jorong
atau bujur sangkar/5=berbentuk sendok/6=berbentuk lanset atau
mata lembing/7=Dberbentuk lanset sungsang atau kebalikan
lanset/8=bulat telur/9=bulat telur sungsang/10=berbentuk
sekop/11=berbentuk jantung/12=segitiga/13=berbentuk
panah/14=mata tombak

2 Bentuk Ujung Daun 1=lamcip atau menajam keujung/2=meruncing dengan sisi-sisi
yang tajam/3=berembang berujung runcing/4=berujung sutih
dangkal bertulang runcing/5=tumpul/6=bentuk pepat atau
memotong/7=romping atau tumpul bertakik sedikit/8=terkoyak,
ujung membelah/9=bergigi tiga/10=bergerigi/11berbentuk
sikat/12=berekor

3 Penampang Melintang 1=menggalah/2=zigomorf atau tipe simetri

Daun ditekan/3=berlipatan/4=tidak rangkap

4 Susunan Daun 1=tergulung bersama/2=rangkap

5 Bentuk Tepi Daun 1=mengutuh/2=mengombak/3=berliuk/4=menyudut atau
bersegi/5=beringgitan/6=terkerkah/7=bergerigi/8=menggergaji/9=
benggergaji ganda/10=berjumbai/ll=kelijak,seperti bulu
mata/12=mengeriting

6 Tekstur Permukaan Daun  1=gundul/2=meroma(tertutup bulu-bulu halus jarang-
jarang)/3=memisai(tertutup bulu-bulu panjang yang agak
kaku)/4=mengewol/5=menepung/6=berbingkahan(permukaan
tidak teratur)7=berkeriput/8=berpapil

7 Simetri Daun 1=simetri/2= tidak simetri

8 Duduk Daun 1=rapat/2=berselang-seling

9 Tipe Pseudobulb Daun 1=jorong/2=mata lembing/3=lurus/4=tidak ada/5=bulat telur

10  Spur Taji 1=ada/2=tidak ada

11  Bentuk Bunga 1=bintang/2=bulat

12 Bentuk Sepal Dorsal 1=bulat telur/2=lembing/3=oval/4=berujung utuh dangkal
bertulang runcing/5=lonjong/6=mata lembing

13 Bentuk Ujung Petal 1=lancip/2=berujung tajam/3=meruncing/4=sikat/5=tak punya
petal/6=oval/7=lurus

14 Bentuk Petal 1=lurus/2=tak punya petal/3=Ilancip

15  Letak Lekuk Labelum 1=diujung

16  Posisi Pembungaan 1=pucuk/2=ketiak daun/3=pangkal

17

Jumlah Polinia

1=4/2=2
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18  Corak Sepal Dorsal 1=bercorak dan bergaris/2=bercorak/3=merata
19  Corak Sepal Lateral 1=merata/2=bercorak/3=bertepi dan bergaris
20  Corak Petal 1=berbintik/2=bercorak/3=merata

21  Aroma Bunga 1=beraroma/2=tidak beraroma

22 Penampang Melintang 1=tidak punya pseudobulb/2=Dbulat/3=oval

Pseudobulb

3.4.3. Karakter Anatomi

Pengamatan stomata dilakukan dengan membuat sediaan mikroskopis
berupa sayatan membujur (paradermal). Pembuatan preparat segar daun
dengan teknik replika menggunakan cat kuku transparan. Langkah awal
yang dilakukan yaitu mengambil bagian daun, dibersihkan dan
direndam beberapa menit menggunakan alkohol 70%, lalu permukaan
bawah daun disayat tipis kemudian diletakkan di objek glass.
Selanjutnya, diolesi cat kuku transparan, kemudian ditetesi gliserin dan
ditutupi dengan cover glass. Lalu, preparat diamati di bawah mikroskop
dengan perbesaran 40x dan 100x dan preparat di foto menggunakan
kamera (Kumar et al., 2020).

Karakter anatomi daun yang diamati adalah tipe stomata, lebar bukaan
stomata, panjang, dan lebar sel penjaga, kerapatan stomata, dan indeks
stomata. Analisis karakter anatomi secara kuantitatif dan kualitatif.
Data kuantitatif ditampilkan dalam bentuk tabel penghitungan stomata
dan data kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif yang didukung
oleh dokumentasi foto dan analisis kekerabatan dilakukan dengan
menggunakan data anatomis yang dikarakterisasi secara kuantitatif,
dengan cara scoring dari data kuantitatif menjadi data biner, kemudian
dilanjutkan pengelompokan untuk hubungan kekerabatan antar species.
Pengelompokan tersebut selanjutnya digambarkan dalam bentuk
dendogram dengan menggunakan Software Multivariate Statistical
Package (MVSP) versi 3.2 dan jarak genetik untuk analisis klaster

dengan menggunakan metode Unweighted Pair-Group With Arithmetic
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Average (UPGMA). Penentuan kuantitatif yang berpengaruh pada
pengelompokan digunakan analisis Principal Component Analysis
(PCA) dengan menggunakan Software Multivariate Statistical Package
(MVSP) versi 3.2.

Adapun rumus perhitungan kerapatan stomata (Suhaimi, 2017) dapat

dihitung dengan Persamaan 1.

Rata—Rata Stomata
Kerapatan Stomata (mm?) = s 1)
Luas Bidang Pandang

Untuk mengukur kerapatan stomata, bidang pandang yang digunakan
pada perbesaran 400x dengan luas bidang pandang diukur

menggunakan rumus pada Persamaan 2.
Luas Bidang Pandang (mm?) = Panjang (wm) x Lebar (um)............... (2

Sedangkan rumus perhitungan indeks stomata (Tambaru, 2015) dapat

dihitung dengan Persamaan 3.

Jumlah Stomata

Indeks Stomata (um) =

x 100%(3)

Jumlah Sel Epidermis+Jumlah Stomata

3.4.4. Identifikasi Molekuler
3.4.4.1. Ekstraksi DNA Sampel

Sampel daun Coelogyne diekstraksi untuk diperoleh DNAnya
dengan mengikuti protokol dari protokol Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide (CTAB). Sampel tanaman segar ditimbang
sebanyak 0,1 gram lalu sampel ditambah dengan 700 pl Buffer
dihaluskan dengan mortar dan pestel hingga menjadi halus,

kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu dingin.

Setelah inkubasi selesai, selanjutnya sampel dihaluskan Kembali
selama 15 menit dan ditambahkan 300 ul Buffer. Setelah sampel

tersuspensi merata, selanjutnya dimasukkan dalam tube 1,5ml
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sebanyak 0,5ml dan ditambahkan CTAB 2% sebanyak 400 pl
dan di waterbbath pada suhu 65°C selama 1 jam. Setelah itu
Phenol, Chloroform, Isoamyl Alcohol (PCI) ditambahkan
sebanyak 500 ul lalu dihomogenkan kemudian disentrifus

kembali pada kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit.

Setelah disentrifus terbagi menjadi dua larutan, larutan atas yang
bening diambil sebanyak 600 pl lalu dipindahkan kedalam
tabung mikrosentrifus 1,5ml yang baru lalu tambahkan
Chloroform, Isoamyl Alcohol (CI) sebanyak 600 pl lalu
dihomogenkan kemudian disentrifus kembali pada kecepatan
14.000 rpm selama 10 menit. Selanjutnya diambil larutan bagian
atasnya sebanyak 400 pl dan dipindahkan ke tabung
mikrosentrifus 1,5ml yang baru, ditambahkan Isopropanol
dingin dengan volume 400 pul, dicampur dan dihomogenkan agar
merata. Larutan tersebut diinkubasi pada suhu -20°C selama 20
menit, kemudian disentrifus kembali dengan kecepatan 14.000
rpm selama 10 menit untuk mendapatkan natan dan

supernatannya dibuang.

Natan ditambahkan Alcohol 70% sebanyak 500 ul, disentrifus
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit. Kemudian
supernatan dibuang dan natan yang didapatkan lalu dikering
anginkan selama 1-2 hari, selanjutnya natan ditambahkan 20 pl
larutan Buffer TE 1x.

3.4.4.2. Uji Kuantitatif Ekstraksi DNA

Pengujian hasil ekstraksi DNA secara kuantitatif mengikuti Putri
et al (2024). Tahap ini digunakan untuk mendeteksi kemurnian
DNA dengan spektrofotometri UV-Vis. Hasil ekstraksi
dianalisis menggunakan dua panjang gelombang yang berbeda

yaitu pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm dan



28

digunakan blanko sebagai larutan pembanding berupa akuades
kemudian akan diperoleh nilai absorbansi. Nilai absorbansi hasil
ekstraksi panjang gelombang 260 nm dibandingkan dengan
panjang gelombang 280 nm sehingga akan didapatkan rasio
Absorbansi A 260/Absorbansi A 280.

3.4.4.3. Amplifikasi DNA dengan Polymerase Chain Reaction (PCR)

Komposisi reaktan PCR untuk satu kali reaksi amplifikasi DNA
ditampilkan pada Tabel 4.

Tabel 4. Komposisi reaktan PCR untuk satu kali reaksi
amplifikasi DNA.

Komponen Volume
Redmix 12,5 ul
Akuades steril 9,5 ul
Forward primer 1ul
Reverse primer 1yl
DNA template 1pl

Dalam proses PCR, DNA template berperan sebagai cetakan
untuk melakukan perbanyakan DNA. Redmix merupakan
campuran yang terdiri dari beberapa komponen penting, yaitu
Taq polymerase yang berperan sebagai enzim katalis untuk
mensintesis untai DNA baru, buffer yang menjaga kestabilan pH
dan kondisi agar enzim dapat bekerja secara optimal, serta
pewarna merah yang mempermudah visualisasi saat proses

berlangsung (Pharwati, 2015).

Proses amplifikasi dilakukan selama 30 siklus mengikuti metode
dari MyTag™ Red Mix Meridian Bioscience ditampilkan pada
Tabel 5.
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Tabel 5. Optimasi suhu dan waktu untuk reaksi PCR

Tahapan reaksi Optimasi suhu dan waktu

Predenaturasi 95°C selama 1 menit
Denaturasi 95°C selama 15 detik
- O -
Annealing 45-C selama 15 detik 30 siklus
Extention 72°C selama 10 detik

Amplifikasi DNA dilakukan berdasarkan metode Williams
(1990) menggunakan dua primer yaitu ITS forward-reverse
yang telah dipilih. Komposisi PCR dilakukan pada volume 25
pL yang terdiri dari 12,5 pL Redmix (PCR master mix), 1 pL
primer ITS forward (10 uM), 1 uL primer ITS reverse (10 uM),
1 uL DNA template, dan 9,5 pL air bebas nuklease (nuclease-
free water). Tahapan pertama Predenaturasi dilakukan pada suhu
95°C selama 1 menit, kemudian diikuti 30 siklus yang terjadi
pada tahapan Denaturasi, Annealing (Penempelan Primer), dan

Elongasi (Extention).

3.4.4.4. Visualisasi Hasil PCR dengan Elektroforesis

Hasil sampel yang telah diamplifikasi dengan metode PCR
divisualisasikan dengan menggunakan elektroforesis. Visualisasi
dilakukan dengan melarutkan 0,1 gr agarosa ke dalam 20 ml
buffer Tris-Borate EDTA (TBE) kemudian dipanaskan dalam
microwave selama + 1-2 menit sampai larut. Setelah itu, larutan
agarosa didinginkan selama 1 menit lalu ditambah 1 pl Ethidium
Bromide (EtBr) dan dihomogenkan. Selanjutnya larutan dituang
ke dalam kotak cetakan agar elektroforesis yang telah diletakkan
sisir untuk membuat sumuran dan didiamkan selama + 45 menit
hingga memadat. Setelah memadat, sisir diangkat kemudian
agar yang telah memadat dimasukkan ke dalam kotak alat
elektroforesis. Sumuran yang terdapat pada agar diisi dengan
DNA template sebanyak 3 pl dan dicampur dengan 1 pl loading
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dye, kemudian dimasukkan kedalam agar pada setiap sumur.
Pada sumur pertama dimasukkan 3 pl marker DNA ladder
sebagai penanda ukuran DNA agar dapat membandingkan hasil
pita DNA. Elektroforesis dilakukan selama 45 menit dengan
tegangan 50 V. Elektroforesis dihentikan jika terlihat DNA
sudah berada di kotak ketiga dari bawah, kemudian
divisualisasikan dengan menggunakan DigiDoc Imaging System

(Major Science).

3.4.4.5. Sekuensing

Hasil PCR dikirim menggunakan jasa PT Genetika Science
Indonesia ke 1st Base Company di Malaysia untuk dilakukan

perunutan basa nukleotida (Mahfut et al., 2020).

3.4.5. Molecular Docking
3.4.5.1. Persiapan Struktur Ligan

Senyawa (ligand) 7,8-dimithoxy-9,10-dihydrophenanthrene-
2,4,6-triol dan 7,8-dimethoxyphenanthrene-2,4,6-triol yang ada
pada situs PubChem didownload bentuk 3D dengan format SDF
dan disimpan kode SMILES kedalam notepad untuk mengambil

bentuk senyawa pada perangkat lunak SwissAdme.

3.4.5.2. Uji Lipinski (Rule of Five)

Aturan Lipinski adalah senyawa dapat dilanjutkan simulasi
docking apabila (1) berat molekul kurang dari 500 Da, (2) nilai
logP kurang dari 5, (3) jumlah donor ikatan hydrogen kurang
dari 5, dan (4) jumlah akseptor ikatan hydrogen kurang dari 10.
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Kode SMILES yang sudah disiapkan sebelumnya disalin dan

diunggah ke laman http://www.swissadme.ch/ untuk dianalisis

berdasarkan aturan Lipinski (Lipinski, 2001).

3.4.5.3. Persiapan Struktur Protein

Protein target berupa Gyrase (LKZN), Transpeptidase (6NTW),
Muramil Ligase (1E8C), dan Dihidropteroat Sintase (5V7A)
masing-masing protein diundah pada laman
https://www.rcsb.org/ dan struktur disimpan dalam format
FASTA sequences. Kemudian format FASTA tersebut disalin

dan dipindahkan ke laman https://swissmodel.expasy.org/ untuk

mengambil struktur protein yang terbentuk dan disimpan dalam
format .*pdb. (Imanudin et al., 2022). Selanjutnya sebelum
masuk ke tahap docking struktur protein tersebut dihilangkan
terlebih dahulu molekul airnya pada perangkat lunak PyMOL.

3.4.5.4. Proses Penambatan Molekul

Prosedur penambatan molekul ligan dan protein dilakukan
menggunakan perangkat lunak Pyrx berbasis Autodock Vina,
dan Open Babel 2.4.1. Hasil penambatan yang diperoleh berupa
binding affinity (kcal/mol) dan hasil docking.

3.4.5.5. Visualisasi Interaksi Ligan dengan Protein

Analisis docking divisualisasikan menggunakan perangkat
PyMOL, dan untuk menggambarkan residu-residu asam amino,
proses dilanjutkan dengan perangkat lunak Discovery Studio

Visualizer.


http://www.swissadme.ch/
https://www.rcsb.org/
https://swissmodel.expasy.org/
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3.5. Analisis Data

Data yang sudah diperoleh dianalisis secara deskriptif naratif pada setiap
variabelnya untuk menjelaskan karakter morfologis dan anatomis pada suatu
jenis anggrek Coelogyne. Data morfologi yang berasal dari masing-masing
tanaman anggrek kemudian diolah pada similarity dengan menggunakan
metode matriks similaritas Similarity of Interval (SimInt). Metode yang
digunakan selanjutnya yaitu Senquential Hierarchial and Nested Clustering
(SHAN) dengan hasil berdasarkan data matriks yang sudah di input. Analisis
pengelompokkan sampel tanaman menggunakan metode Unweighted Pair
Group Method Arithmatic Average (UPGMA). Program yang digunakan
adalah MVSP 3.1A. Hasil dari analisis ini disajikan dalam bentuk dendogram
sehingga dapat diketahui keragaman morfologi Coelogyne (Hartati et al.,
2022).

Data karakteristik anatomi juga dilakukan dengan menentukan hubungan
kekerabatan tanaman dari Coelogyne dilakukan dengan dianalisis
menggunakan aplikasi MVSP 3.1A (Arif dan Ratnawati, 2018). Analisis
pengelompokkan sampel tanaman menggunakan metode Unweighted Pair
Group Method Arithmatic Average (UPGMA). Hasil dari analisis ini
disajikan dalam bentuk dendogram sehingga dapat diketahui keragaman

anatomi Coelogyne.

Data molekuler didapatkan dari hasil sekuen sampel dimasukkan ke dalam
BLAST pada NCBI untuk dipilih beberapa isolat yang memiliki kekerabatan
yang tinggi dengan sekuen sampel uji sekuen nukleotida. Sekuen sampel uji
dan beberapa sekuen yang telah dipilih melalui NCBI tersebut kemudian
dilakukan alignment menggunakan Clustal W Alignment BioEdit. Hubungan
kekerabatan sampel Coelogyne dan beberapa sekuen yang telah dipilih akan
divisualisasikan dalam pohon filogenetik menggunakan program MEGA
V.11.0.11. Hubungan kekerabatan antar cabang dianalisis menggunakan
analisis bootstrap-1000 (Mahfut et al., 2020).
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Data molekuler docking didapatkan dengan tahapan struktur ligan yang
disiapkan pada situs PubChem dan protein yang sebelumnya disiapkan pada
situs RCSB dilakukan tahap molekuler docking menggunakan perangkat
lunak Pyrx berbasis Autodock Vina serta Discovery Studio Visualizer sebagali
perangkat visualisasi. Pada tahap molekuler docking dianalisis berdasarkan
nilai docking score, binding affinity (kcal/mol), interaksi asam amino,
visualisasi hasil docking dan mengetahui potensi sebagai anti bakteri melalui
aturan Uji Lipinski (Rule of Five) (Mir et al., 2022).



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Adapun Kesimpulan dari penelitian ini yaitu :

1. Hasil karakterisasi morfologi didapatkan bahwa sampel C1, C2,
dan C4 memiliki hubungan kekerabatan yang dekat berdasarkan
kesamaan karakteristik pada susunan daun, bentuk daun, dan
bentuk ujung daun yang serupa.

2. Hasil karakterisasi anatomi bahwa sampel C3 dan C4 memiliki
hubungan kekerabatan yang dekat berdasarkan pada kesamaan
karakteristik pada lebar bukaan stomata, panjang stomata, jumlah
stomata dan kerapatan stomata.

3. Hasil identifikasi molekuler sampel C1 dan C5 dengan primer ITS1
dan ITS2 menunjukkan pita DNA spesifik berukuran sekitar £320
bp. Sampel C1 berkerabat dengan isolat AF281126.1 (Coelogyne
dayana) dan sampel C5 berkerabat dengan isolat MK356163
(Coelogyne asperata).

4. Berdasarkan hasil docking didapatkan ikatan yang menunjukkan
bahwa senyawa (7,8-dimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,4,6-
triol dan 7,8-dimethoxyphenanthrene-2,4,6-triol) dengan 4 protein
target (Gyrase B, Transpeptidase, Muramil Ligase, dan
Dihidropteroat Sintase) memiliki potensi sebagai anti bakteri
berdasarkan nilai binding affinity, interaksi ikatan hydrogen dan

ikatan asam amino.
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5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai karakterisasi morfologi,
anatomi, identifikasi molekuler dan studi in silico dengan molecular
docking pada Coelogyne sebagai upaya untuk program konservasi dan
potensinya sebagai anti bakteri. Pengamatan molekuler sebaiknya
dapat dilanjutkan dengan menggunakan primer yang lebih banyak dan
spesifik sehingga nantinya mendapatkan hasil yang lebih signifikan
juga dilakukannya uji toksisitas pada studi molecular docking serta
diharapkan kedepannya dapat dilakukan uji lanjutan secara in vivo dan
in vitro juga dengan menggunakan lebih banyak ligand dan protein
sehingga memiliki informasi yang lebih spesifik mengenai anti bakteri
pada jenis Coelogyne sp. khususnya yang berada di Kebun Raya Liwa,
Lampung Barat, Lampung.
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