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Abstrak

Sambung Nyawa (Gynura procumbens) merupakan tanaman obat tradisional yang digunakan
masyarakat awam sebagal obat antihiperglikemik, antihiperlipidemik dan agen kemoprevens.
Informasi lengkap tentang tanaman tersebut perlu dilakukan termasuk analisis DNA, sehingga
dapat menjadi pelengkap atau aternatif untuk mengidentifikasi organisme secara morfologi.
Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi secara molekuler dan mengetahui hubungan
kekerabatan antara G. procumbens dengan organisme lain menggunakan gen ribosomal 18S
rRNA. Metode yang digunakan adalah PCR (Polymerase Chain Reaction) untuk menentukan
urutan 18S rRNA pada fragmen G. procumbens. Sekuen DNA dianalisis menggunakan
program BLAST pada portal NCBI (National Center for Biotechnology Information) dan
konstruksi pohon filogenetik diuji menggunakan Bootstrap method 1000x. Hasil penelitian
menunjukkan karakter fragmen 18S rRNA Gynura procumbens , yaitu berukuran 1600 bp,
termasuk karakter sinapomorfik dalam famili Asteraceae.

Kata Kunci : Gynura procumbens, PCR (Polymerase Chain Raction), 18S rRNA, Bootstrap
method

Abstract

Sambung Nyawa (Gynura procumbens) is a traditional medicinal plant used by people as an
antihyperglycemic drug, antihyperlipidemic and chemoprevention agents. Comprehensive
information on this plant needs to be done, including DNA analysis, so it can complement
morphological character of an organisms. This study aimed to molecularly characterize and
determine the relationship between G. procumbens with other organisms using ribosomal 18S
rRNA gene. PCR (Polymerase Chain Reaction) was used to amplify the 18S rRNA gene
fragments G. procumbens. DNA sequences were analyzed using the BLAST program at the
NCBI portal and construction of phylogenetic trees were tested using Bootstrap method 1000x.
The results showed the 18S rRNA sequence of Gynura procumbens fragments was 1600 bp,
and G. procumbens belonged in the family of Asteraceae.

Key words : Gynura procumbens, PCR (Polymerase Chain Raction), 18S rRNA, Bootstrap
method
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PENDAHULUAN

Tanaman obat didefiniskan sebagai
jenis tanaman yang sebagian, seluruh
tanaman dan eksudat tanaman tersebut
digunakan sebagai  obat.

Kesehatan Rl mendefinisikan tanaman obat

Departemen

sebagai tanaman atau bagian tanaman yang
diekstraksi dan ekstrak tanaman tersebut
digunakan sebagai obat. Tanaman obat
tradisional telah banyak digunakan sebagai
berbagai industri
farmasi (Jothimanivannan et al., 2010). Salah
satu spesies tumbuhan yang dapat digunakan
obat

sumber utama obat di

oleh masyarakat awam sebaga
antihiperglikemik, anti hiperlipidemik dan
agen kemoprevens yaitu Gynura procumbens
atau yang lebih dikena dengan tanaman
Sambung Nyawa. Tanaman ini berasal dari
famili Asteracae, termasuk semak yang
merupakan terna menahun dengan tinggi
sekitar 20-60 cm, jika di memarkan akan
Penelitian
mengenai  karakterisas morfologi tanaman
Sambung Nyawa sudah banyak dilakukan,
namun untuk karakterisasi secara molekuler
belum banyak dilakukan. Gen 18S rRNA
merupakan salah satu contoh dari beberapa
daerah

conserved (tidak berubah dari satu organisme

menimbulkan bau aromatik.

teknik molekuler yang memiliki

ke organisme lain) yang digunakan untuk,
menentukan hubungan kekerabatan suatu

organisme dengan organisme yang lan

mel alui

bertujuan

pohon filogenetik. Penelitian ini
untuk mengkarakterisass  dan
mengetahui hubungan kekerabatan antara G.

procumbens dengan organisme lain
menggunakan gen ribosomal 18S rRNA.
METODOLOGI

Penelitian ini dilaksanakan di UPT
Laboratorium  Terpadu UNDIP  dan

Laboratorium Genetika Jurusan Biologi
Fakultas Sains dan Matematika, Universitas
Diponegoro pada Oktober 2015.

1. Pengambilan Sampel

Sampel yang digunakan adalah daun
muda tanaman Sambung Nyawa yang
diambil dari kebun koleks tanaman obat
PT. Industri Jamu dan Farmas Sido
Muncul, Tbk, Ungaran, Semarang. Daun
muda diambil pada saat tanaman berumur

4 bulan.

2. AnalisisMolekuler
a. Ekstraks

Isolass  DNA dilakukan dengan
menggunakan metode Doyle and
Doyle  1990.
(2ME) harus ditambahkan segar ke
CTAB, misal akan
mengekstrak 4 sampel, karena
diperlukan 1 ml bufer CTAB per
sampel, maka siagpkan 5 ml bufer

2-Mercaptoetanol

bufer
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CTAB (dilebihkan 1 ml, karena akan
ada yang menempel di luar pipet
tetes). Lalu ditambahkan 0,2% 2ME
(0,2% berarti 0,2 ml atau 200 pl
dalam 100 ml, makajikadalam 5 ml,
ditambahkan 10 ul 2ME). Pre-
inkubasi 65°C. Sampel daun
tanaman Sambung Nyawa digerus
dengan berat 0,3 gram. Ditambahkan
1 ml bufer ekstraks yang telah di pre-
inkubasi dalam suhu 65°C, lalu
diinkubasi dalam suhu 65°C selama
30 menit (selama 10 menit dilakukan
penggojokkan). Sampel ekstrak daun
tanaman Sambung Nyawa di
sentrifuse dengan kecepatan 8000
rpm selama 10 menit, maka terdapat
supernatan.
dihasilkan dipindahkan ke dalam
tabung baru.

Supernatan yang

Ditambahkan same
volume kloroform : isoamilakohol
(CIA) 241
diperoleh supernatant 500 pl, maka
tambahkan CIA 500 ul), kemudian

vortex. Di

(maksudnya, jika

sentrifuse  dengan
kecepatan 8000 rpm selama 10
menit. Lapisan atas diambil dengan
hati-hati, jangan sampai
bawah terambil dan ditambahkan

lapisan

same volume isopropanol dingin.
Selanjutnya di inkubasi dengan suhu
-20°C selama 1-2 jam. Disentrifuse

dengan kecepatan 8000 rpm selama 5

3

menit. Supernatan dibuang, cuci
pellet dengan 70% etanol (EtOH) lalu
disentrifuse dengan kecepatan 8000
rom selama 5 menit. Dikering-
anginkan dan ditambahkan dengan
100 pl H20 steril/TE.

. Pengukuran Konsentrasi DNA

Pengukuran  konsentrasi DNA
menggunakan nanodrop
spektrofotometer. Pengukuran
diawali dengan  membersihkan
bagian adas tempat meletakkan
sampel  (pedestal) menggunakan
ddH:0, kemudian dilakukan

pengukuran blanko sebanyak 1 pl,
kemudian klik measurement pada
software PC. Setelah pengukuran
blanko dilakukan pengukuran sampel
DNA sebanyak 1 pl, kemudian klik
measurement pada software PC.
Sebelum mesin dimatikan, pedestal
dibersihkan kembali menggunakan
ddH>0.

PCR

Amplifikas daerah target 18S rRNA
dilakukan  menggunakan primer
universal 18S rRNA. Primer tersebut
yaitu primer Cur forward 18S (5’-
CAA CCT GGT TGA TCC TGC
CAG T-3’) 22 bp dan primer Cur
reverse (5’-CTG ATC CTT CTG
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CAG GTT CAC CTA C-3’) 25 bp
(Cao et al, 2010).
dilakukan sebanyak 32 siklus, yaitu
predenaturasi  94°C (3  menit),
denaturasi 94°C (1 menit), annealing
52°C (1 menit), extention 72°C (2,5
menit) dan post extention 72 °C (10

Amplifikas

menit).

d. Sequensing
Hasil amplifikass DNA G.
procumbens dijadikan sampel dalam
reaks sekuensing dengan
menggunakan  jasa  perusahaan
Biologi Molekuler. Tahapan ini

berguna untuk memperoleh data
urutan nukleotida daerah target dari

sampel G. procumbens.

e. AnalisisFilogenetik

Urutan sekuens yang telah diperoleh
dianalisis menggunakan alignment
(penyggaran) yang terdapat dalam
Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) pada NCBI.
Selanjutnya, pohon filogenetik dibuat

portal

menggunakan software MEGA 6.0.

Pohon  filogenetik  dikonstruksi
dengan Test Neighborjoining tree dan

diuji dengan Bootstrap method.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian  mengenai  DNA  tanaman

Sambung Nyawa dimulai dengan isolas
menggunakan metode Doyle and Doyle 1990.
Metode Doyle & Doyle merupakan protokol
isolasi DNA yang paling umum digunakan karena
konsentrass DNA yang diperoleh relatif lebih
banyak. Keuntungan lain dari metode ini adalah
tidak membutuhkan waktu isolasi yang lama serta

tahapan metode yang relatif lebih mudah dan
cepat.

Hasil konsentrass dan  tingkat
kemurnian DNA berdasarkan pengukuran
absorbansi dengan menggunakan nanodrop

dapat dilihat pada (Tabel 1).

Tabe 1. Hasil Pengecekan Kualitas dan
Kuantitas DNA Sambung Nyawa

menggunakan Nanodrop
Spektrofotometer
Kode Kemurnian Konsentrasi
Sampel DNA DNA
Gp 1,86 29,9

Hasil pengukuran kualitas dan kuantitas
DNA G.
kemurnian DNA 1,86 dan konsentrasi DNA yang
diperoleh adalah 29,9 ng/ ul. Berdasarkan hasil
data tersebut, rasio Az / Azgo pada sampel Gp

procumbens menunjukkan nilai

menunjukkan tingkat kemurnian DNA yang baik,
yaitu 1,8. Berdasarkan pernyataan Sambrook et
al. (1989), DNA dikatakan murni
mempunyai angka Azso / Azso dalam kisaran 1,8-
2,0.

apabila
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Hasil pengukuran kuaitas dan
kuantitas DNA G. procumbens selanjutnya
digunakan dalam proses amplifikass DNA
dengan menggunakan urutan gen 18S rRNA.
Hasil amplifikasi dengan PCR (Polymerase
Chain  Reaction) dipisahkan
elektrofresis gel agarosa dan secara langsung

dengan

divisualisasikan setelah pewarnaan dengan
EtBr (Etidium Bromida) (Gambar 1).

M Gpl Gp2

3000 bp

Amplikon
1000 bp rRNA
500 bp
100 bp

Gambar 4.1 Hasil Elektroforesis Amplikon
Gen 18S rRNA G. procumbens
dengan Suhu Annealing 52°C.
(M) Marker 100 bp Ladder,
(Gpl) G. procumbensulangan 1,
(Gp2) G. procumbens ulangan 2

Amplifikass PCR DNA Sambung
Nyawa menggunakan suhu annealing 52°C
dengan primer Cur Forward dan Cur Reverse
memberikan hasil  yang bak dengan
ditunjukkan adanya pita DNA pada gel
agarosa. Hasil elektroforesis menunjukkan
bahwa produk amplikon berada pada ukuran

1600 bp sesuai dengan target primer spesifik

yaitu 1668 bp. Amplifikass PCR daam

penelitian ini berhasil dilakukan karena
menggunakan primer yang cocok dan suhu
annealing yang sesuai dengan template DNA,
sehingga produk hasil amplifikas dapat

dilanjutkan ke tahap sekuensing.

3000 bp

Fragmen
DNA 1500 bp
1000 bp
250 bp

Gambar 4.2 Hasil Purifikass Produk
Amplifikass oleh 1%

BASE
Hasil elektroforesis gel agarosa 0,8%
menunjukkan bahwa pita produk amplifikasi
yang akan disekuensing berada pada ukuran
1.600 bp. Data yang diperoleh kemudian
digunakan pada program BLAST (Basic
Local Aignment Search Tool). Hasil blast
dengan menggunakan data dari NCBI terlihat
pada (Tabel 4.2) mempunyai
kemiripan berkisar 96%

identitas
sampa  97%.
Berdasarkan penelitian Muzuni et al, (2014),

ha ini  menunjukkan bahwa belum
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tersedianya urutan fragmen gen 18S rRNA
Gynura procumbens di genbank.
Tabel 4.2 Hasil BLAST NCBI Gynura

procumbens
Nama Galur E-Vaue Coverage
Heterotheca villosa 0 97%
voucher Kellar 1379
H.stenophylla 0 97%
voucher Steele 1350

Tabel 4.2 menunjukkan bahwa G.
procumbens memiliki hubungan evolusi dan
kemiripan paling dekat dengan Heterotheca
villosa voucher Kellar 1379. Nila E-value
yang dihasilkan bernilai 0 yang berarti sampel
identik dengan spesies pembanding. Nilai E-
value merupakan nila dugaan yang
memberikan ukuran statistik yang signifikan
terhadap kedua sekuen. Semakin tinggi nila
E-value maka semakin rendah homologi antar
sekuens, sedangkan semakin rendah nilai E-
value maka semakin identik (E-value bernilai
(0) homologi antar sekuens. Hasil blast 18S
rRNA G. procumbens ditunjukkan pada

Gambar 4.5.

(uery 1266 TacC-GffeaTTIchaCoCaeT- -xnnqe-cifecrccei-
AR (BARAN il 1 1 ILARRRR
508 u'\.\.:.cm. TR TATIGITATITATIONG Ll
(uery 1321 D:sa-aa:ﬂeﬂf_::-ﬂ:
IHICHEENL
piee W9 [Jecemariiefificete
WHRLY 379 LURLLAR i

wyer )8 ﬂuﬂj,ﬂ’m_« i3

Gambar 4.5 Hasil Blast 185 1RNA G. procunbers
Keterangan - tanda | - homologi (kesamaan)
: vaniasl mikleotida
— : daenah gay

Berdasarkan hasil blast pada Gambar
4.5 sekuen yang diperoleh menunjukkan nilai
homologi sebesar 97 % pada gen ribosomal
185 TrRNA G. procumbens
Heterotheca villosa (data GenBank). Nilai

dengan

homologi tersebut kurang dari 99 %, ha ini
menunjukkan bahwa spesies tersebut adalah
spesies yang berbeda dari G. procumbens.
Data hasil alignment pada Gambar 4.5

bahwa

nukleotida yang cukup banyak pada gen

menunjukkan terdapat  varias
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ribosomal 18S rRNA G. procumbens dengan
Heterotheca villosa (data GenBank). Hal ini
dikarenakan G. procumbens bukan bagian
dari Heterotheca villosa, sehingga ditemukan
perbedaan nukleotida yang cukup banyak.
Varias nukleotida terjadi karena adanya
mutasi transis pada basa purin atau basa
pirimidin. Hasil blast terhadap sekuen 18S
rRNA G. procumbens pada Gambar 4.5
terlihat adanya daerah gap sebesar 1 %.

Daerah gap merupakan daerah kosong yang

villosa, tetapi hubungan antara karakter
morfologi dengan karakter molekuler pada
gen ribosomal 18S rRNA menunjukkan hasil
yang tidak sama. Karakter morfologi pada G.
bahwa G.

procumbens memiliki karakter yang sama

procumbens  menunjukkan
dengan sesama genus Gynura, tetapi hasil
blast menunjukkan bahwa G. procumbens
adalah Heterotheca villosa. Perbedaan antara
karakter karakter
molekuler dapat disebabkan karena faktor

morfologi  dengan

ditandai dengan garis putus-putus pada adaptasi lingkungan yang secara terus-
pensggaran karenaadanyamutasi deles atau  menerus. Menurut Mayr (1970), suatu
insersi. populasi yang memiliki tingkat kedekatan
hubungan  kekerabatan  yang  tinggi
mempunyai banyak persamaan morfologi,
genetik dan dipengaruhi oleh keadaan
lingkungan.
% Pluchea dioscoridis
99 Blumea balsamifera
Ageratum conyzoides
Ei 9 Eclipta prostrata
100 | Catharanthus roseus
100l Plectranthus amboinicus
Elephantopus scaber
| 2127739_Gp R
100 Heterotheca villosa
Ganoderma lucidum
—
0.05

Gambar 4.6 Pohon filogeni hubungan kekerabatan antara Gynura procumbens dengan spesies

pembanding berdasarkan urutan g8 B NA

tersebut

menunjukkan bahwa Gp memiliki hubungan

Berdasarkan data

hasil penelitian
menunjukkan bahwa fragmen gen 18S rRNA

dapat digunakan untuk membedakan G.

kekerabatan paling dekat dengan Heterotheca  procumbens dengan spesies pembanding
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lainnya. Fragmen yang digunakan sebagai
acuan pembeda adalah fragmen gen 18S
rRNA yang dibatasi oleh primer Cur forward

dan Cur reverse.

Simpulan
Hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
gen 18S rRNA dapat digunakan untuk
mengkarakterisass secara  molekuler

Gynura procumbens. Hasil anadisa

filogenetik menunjukkan Gynura
procumbens berkerabat dekat dengan
Heterotheca villosa nilai
bootstrap 100.
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