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Abstract: Weed Sembung rambat is a plant that have invasive growth,
difficult to control and can damage natural ecosystems. However, several
studies have revealed the superiority of this weed as an antibacterial
and antidiarrheal because it has a high chemical content of phenolics
and flavonoids and as an herbicide. This research was conducted with
the aim of identifying weed species molecularly in order to obtain a more
specific plant identity compared to the morphological approach and also
to add to the plant Ilibrary in Indonesia. The research method uses in
vitro and in silico molecular biotechnology experimental techniques. The
genomic DNA of sembung rambat was isolated and amplified using
specitic primers 18S rRNA V4 then analyzed by agarose electrophoresis,
nucleotide sequencing and phylogenetic tree construction using the
MEGA-X software. The results of genomic DNA isolation showed that
the amplicon as the product of amplification using Polymerase Chain
Reaction (PCR) measured 651 base pairs and the nucleotide sequence
was obtained. Based on the results of the phylogenetic tree analysis,
weed sembung rambat has a family closeness of 86% with Mikania
micrantha.

Abstrak: Gulma sembung rambat merupakan tanaman yang memiliki
pertumbuhan invasif yang sulit dikendalikan dan dapat merusak
ekosistem lingkungan alami. Namun beberapa penelitian telah
mengungkapkan keunggulan gulma ini sebagai antibakteri dan
antidiare karena memiliki kandungan kimia fenolik dan flavonoid yang
tinggi serta sebagai herbisida. Penelitian ini dilakukan dengan tujuan
untuk mengidentifikasi spesies gulma secara molekuler sehingga
diperoleh identitas tanaman yang lebih spesifik dibandingkan dengan
pendekatan secara morfologi dan juga menambah pustaka tanaman di
Indonesia. Metode penelitian menggunakan teknik eksperimen
bioteknologi molekuler secara in vitro dan in silicoo DNA genomik
sembung rambat di isolasi dan di amplifikasi menggunakan primer
spesifik 18S rRNA V4 kemudian di analisis dengan elektroforesis
agarosa, sequencing nukleotida dan konstruksi pohon filogenetik
menggunakan aplikasi bioinformatika MEGA-X. Hasil isolasi DNA
genomik menunjukkan bahwa amplikon dari hasil amplifikasi
menggunakan Polymerase Chain Reaction (PCR) berukuran 651 pasang
basa dan telah Dberhasil diperoleh urutan sekuens nukleotida.
Berdasarkan hasil analisis pohon filogenetik maka sembung rambat
memiliki kekerabatan sebesar 86% dengan Mikania micrantha.
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A. LATAR BELAKANG

Tanaman liar yang tumbuh dan berkembang biak dengan cepat atau dikenal
dengan sebutan gulma merupakan salah satu gangguan di lingkungan yang dapat
menimbulkan banyak kerugian bagi tanaman potensial lainnya seperti tanaman
budidaya dalam penyerapan unsur penting meliputi unsur hara, air dalam tanah dan
cahaya untuk proses fotosintesis (Pebriani et al., 2013). Salah satu gulma yang memiliki
tingkat reproduksi secara vegetatif dengan tingkat pertumbuhan yang sangat cepat
adalah tanaman sembung rambat. Gulma sembung rambat banyak ditemukan dan
dijumpai di lingkungan sekitar seperti lahan perkebunan dan pertanian yang tidak
terjaga lagi. Gulma ini memiliki potensi sebagai gulma yang berbahaya karena dapat
menyebabkan kerusakan di lahan-lahan produktif karena pertumbuhannya yang masif
dan liar. Pertumbuhan tanaman sembung rambat yang cepat diduga dipicu oleh
banyaknya mikroba yang terlibat dalam perolehan nutrisi pada rizosfer sembung
rambat (Yin et al., 2020).

Tanaman sembung rambat yang memiliki kekurangan sebagai inisiator merusak
lingkungan sekitar ini ternyata memiliki banyak keunggulan yang telah banyak diteliti.
Gulma daun sembung rambat memiliki aktivitas antibakteri yang tinggi terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Streptococcus mutans karena melalui uji fitokimianya
membuktikan bahwa ekstrak etanol daun ini mengandung polifenol, flavonoid, steroid,
alkaloid dan steroid (Perawati et al., 2018; Polakitan et al., 2017). Selain itu, tanaman
sembung rambat banyak digunakan sebagai obat tradisional karena memiliki
bioaktivitas antioksidan alami dan potensi dalam pencegahan penyakit yang disebabkan
oleh kerusakan oksidatif (Ishak et al., 2018). Kandungan ekstrak etanol dari sembung
rambat juga memiliki kemampuan sebagai antidiare dengan dosis paling efektif adalah
200 mg/kg dari berat badan manusia (Ardianto et al., 2022).

Daun sembung rambat juga menunjukkan potensi sebagai herbisida alami
terhadap gulma lainnya karena sembung rambat digolongkan sebagai gulma yang
bersifat alelopati (aman karena mudah terdekomposisi dalam tanah dan tidak
meninggalkan residu). Kandungan kimia dalam daun rambat seperti terpenoid, fenol
dan flavonoid memiliki kemampuan untuk menginhibisi pertumbuhan tanaman liar
lainnya. Penelitian yang menggunakan ekstrak daun sembung rambat menunjukkan
hasil yang positif dalam menghambat pertumbuhan gulma maman ungu dan rumput
bahia (Pebriani et al, 2013). Studi lainnya mengungkapkan bahwa ekstrak gulma
sembung rambat dengan konsentrasi 20-100% mampu menekan bobot total gulma
jajagoan dan memacu pertumbuhan jumlah bibit tanaman padi sawah (Alridiwirsah et
al., 2020).

Identifikasi tanaman sembung rambat perlu dilakukan agar mendapat informasi
yang jelas terhadap suatu tanaman dan tidak salah dalam mengenali suatu tanaman.
Identifikasi identitas tanaman yang digunakan dalam penelitian ini masih sebatas secara
morfologi yang mengamati ciri-ciri fisik dari suatu tanaman. Melalui morfologi, sampel
tanaman ini diduga adalah sebagai sembung rambat. Identifikasi secara morfologi
memiliki beberapa kelemahan sehingga diperlukan identifikasi spesies tanaman secara
molekuler. Identifikasi spesies tanaman sembung rambat secara molekuler masih jarang
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ditemukan dan teknik identifikasi ini melibatkan DNA (DeoxyriboNucleic Acid) genomik
dari sampel target (Astuti et al., 2021). Identifikasi berbasis molekuler melibatkan
pendekatan teknik biologi molekuler dan bioinformatika modern yang dapat
mendukung data identifikasi suatu spesies secara morfologi. Adapun tujuan penelitian
ini adalah untuk mengidentifikasi tanaman gulma pada tingkat spesies secara molekuler
sehingga diperoleh informasi yang lebih spesifik terhadap identitas tanaman tersebut
dan juga untuk menambah pustaka terhadap tanaman target berbasis molekuler selain
secara morfologi.

B. METODE PENELITIAN
Bahan dan Alat Penelitian

Dalam penelitian ini menggunakan bahan-bahan yang meliputi daun sembung
rambat segar, nitrogen cair. Genomic DNA Mini Kit (Plant) Geneaid (buffer GP1, GP2, GP3,
W1, wash buffer, elusi), primer maju-mundur V4 dan PCR (Polymerase Chain Reaction)
reagent. Selanjutnya alat yang digunakan meliputi neraca analitik, mortar dan alu,
tabung mikro 1,5 mlL, vortex, kolom GD, sentrifugasi, PCR Thermal Cycler Bio-Rad,
elektroforesis agarose dan aplikasi bioinformatika.

Isolasi DNA Genomik

Sampel daun sembung rambat diperoleh dari lahan kosong sekitar rumah warga.
Sampel diambil kemudian dicuci bersih sampai pengotornya hilang. Sebanyak 100 mg
sampel ditimbang menggunakan neraca analitik dan dibekukan dengan nitrogen cair.
Sampel beku kemudian digiling sampai menjadi bubuk halus dan dipindahkan ke tabung
mikro bervolum 1,5 mL. Isolasi DNA genomik menggunakan Genomic DNA Mini Kit
(Plant) Geneaid (Geneaid, 2017). Sebanyak 400 pL buffer GP1 dan 5 pL RNase A ke
dalam tabung mikro dan di aduk dengan vortex. Campuran diinkubasi pada suhu 60 °C
selama 10 menit dengan membolak-balikkan tabung setiap 5 menit sekali. Kemudian
ditambahkan 100 pL buffer GP2 dan diaduk dengan vortex dan diinkubasi dingin selama 3
menit. Campuran dipindahkan ke tabung mikro dengan kolom penyaring bervolum 2 mL dan
disentrifugasi selama 1 menit pada kecepatan 1000 x g. Supernatan dipindahkan ke tabung
mikro bervolum 1,5 mL yang baru. Sebanyak 1,5 kali dari volum supernatan ditambahkan
buffer GP3 dan diaduk cepat selama 5 detik. Campuran reaksi ini diambil sebanyak 700 pL
dan dimasukkan ke tabung mikro dengan kolom GD lalu disentrifugasi pada kecepatan 16000
X g selama 2 menit dan prosedur ini diulang 2 kali. Supernatan dibuang dan kolom GD
ditempatkan pada tabung mikro baru dan ditambahkan buffer W1 sebanyak 400 uL lalu
disentrifugasi selama 30 detik. Sebanyak 600 pL ditambahkan wash buffer dan disentrifugasi
kembali. Supernatan dibuang dan kolom GD ditempatkan kembali pada tabung mikro yang
baru dan disentrifugasi selama 3 menit pada kecepatan yang sama. Setelah itu, kolom GD
ditempatkan kembali pada tabung mikro yang baru dan ditambahkan 100 pL buffer elusi lalu
di inkubasi pada suhu ruang selama 3-5 menit. Selanjutnya tabung disentrifugasi selama 30
detik untuk mengelusi DNA sampel yang murni.
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Amplifikasi DNA Genomik

Setelah diperoleh DNA sampel murni maka selanjutnya dilakukan amplifikasi DNA
genomik menggunakan primer maju-mundur spesifik 18S rRNA V4 yang hanya
mengamplifikasi daerah variabel 4 pada fragmen gen 18S rRNA. Proses amplifikasi ini
menggunakan PCR selama 36 siklus dengan tahapan pra denaturasi pada suhu 95 0C
selama 3 menit, denaturasi pada suhu 95 9C selama 30 detik, penempelan primer pada
suhu 50 9C selama 30 detik dan perpanjangan sekuens pada suhu 72 °C selama 1 menit.
Hasil PCR berupa amplikon selanjutnya dianalisis menggunakan elektroforesis agarosa
(Simatupang et al., 2018).

Analisis Filogenetik

Amplikon hasil PCR kemudian dilanjutkan dengan analisis sequencing DNA yang
dilakukan oleh First Base Inc, Singapura menggunakan teknik Dye Terminator Method
(Simatupang et al, 2022). Hasil analisis sequencing kemudian dilanjutkan dengan
analisis filogenetik dengan konstruksi pohon kekerabatan keluarga menggunakan
aplikasi DNA Baser dan MEGA-X (Kumar et al., 2018).

C. HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi dan Amplifikasi DNA Genomik Sembung Rambat

Daun sembung rambat yang digunakan sebagai sampel diambil langsung pada
lahan kosong yang tidak terawat lagi oleh pemiliknya di sekitar rumah warga.
Penampakan keadaan lingkungan tempat pengambilan sampel daun sembung rambat
ditampilkan pada Gambar 1. Daun sembung rambat yang dipilih adalah yang memiliki
kondisi daun utuh, segar dan tidak ada bagian yang koyak, layu maupun yang memiliki
lubang bekas jejak ulat.

Gambar 1. Visual Daun Sembung E{ambat

Daun sembung rambat kemudian dilakukan isolasi DNA genomik dengan
mengikuti prosedur yang sesuai protokol kit mini (Genomic DNA Mini Kit). Hasil isolasi
DNA genomik ini kemudian diamplifikasi menggunakan PCR dengan primer maju-
mundur 18S rRNA V4 spesifik yang hanya mengamplifikasi fragmen gen di area variabel
4 pada gen 18S rRNA tanaman. Adapun urutan atau sekuens primer maju V4 adalah 5’-
CAGCAGCCGCGGTAATTCC-3’ sedangkan primer mundur V4 adalah
5’'CCCGTGTTGAGTCAAATTAGGC-3" (Hadziavdic et al, 2014). Fragmen ini hanya
memiliki panjang sekitar 650 pasang basa (pb) dan merupakan salah satu area yang
konservatif dalam penentuan spesies eukariotik yang dalam hal ini tanaman termasuk
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dalam eukariotik (Simatupang, 2016). Hasil amplifikasi dikonfirmasi dengan analisis
migrasi amplikon pada elektroforesis agarosa yang ditunjukkan pada Gambar 2.
Amplikon hasil PCR berada di bawah dan dekat penanda DNA 750 pb dan diatas 250 pb
sehingga prediksi panjang amplikon adalah sekitar 650 pb yang sesuai dengan panjang
basa hasil amplifikasi menggunakan primer maju-mundur V4 spesifik.

10000 pb
8000 pb

6000 pb
5000 pb

4000 pb
3000 pb
2500 pb
2000 pb

1500 pb
1000 pb
750 pb
500 pb

250 pb

Gambar 2. Elektroforegram Agarosa dengan Penanda DNA 1 kb (A) dan Amplikon Hasil PCR (B)

Konstruksi Filogenetik Sembung Rambat

Setelah diperoleh amplikon hasil PCR maka amplikon ini dilakukan analisis
sequencing nukleotida untuk menentukan penjajaran atau urutan nukleotida
(Simatupang et al, 2019) yang diperlukan untuk konstruksi pohon filogenetik.
Berdasarkan hasil sequencing menunjukkan bahwa terdapat 651 pb yang berhasil
disejajarkan dan ditentukan nukleotidanya. Sekuens ini kemudian dilakukan analisis
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) secara daring untuk menentukan prediksi
kekerabatan spesiesnya (Gareth Gordon Syngai et al, 2013; Samal et al, 2021).
Selanjutnya hasil analisis BLAST diambil sebanyak 30 kekerabatan yang paling dekat
untuk dapat membuat konstruksi pohon filogenetik menggunakan aplikasi MEGA-X.
Pohon filogenetik ditampilkan pada Gambar 3 dengan kode LWP-MDN yang
menunjukkan sampel.

Pada pohon filogenetik mengungkapkan bahwa sampel dengan kode LWP-MDN
merupakan spesies yang memiliki kedekatan tertinggi dengan Mikania micrantha
sebanyak 86%. Berdasarkan pengamatan secara visual dan morfologinya, gulma
sembung rambat ini merupakan spesies Mikania micrantha yang banyak tumbuh dan
berkembang biak di lahan-lahan kosong yang lembap di Indonesia. Tanaman sembung
rambut atau M. micrantha termasuk top 100 spesies yang tumbuh invasif dan
mengakibatkan kerusakan ekosistem alami serta kehilangan nilai ekonomi yang
substantial (Cui et al.,, 2021; Liu et al.,, 2020). Penelitian mengenai penyebab tingginya
angka pertumbuhan M. micrantha disebabkan karena adanya gen MmYUC yang berperan
dalam tingkat ekspresi yang tinggi dan biosintesis auksin serta perkembangan tanaman
(Luo et al,, 2022). Sembung rambat atau M. micrantha sangat mudah di jumpai di alam
dan tumbuh baik pada lingkungan yang terpapar sinar matahari dan tanah yang lembap.
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85 — LWP-MDN
EI—E MZ144215.1:1-633 Mikania micrantha isolate mdn128 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
17

MTB10937.1:582-1206 Gaillardia aristata isolate DPP21 small subunit ibosomal RNA gene
AF107583.1:560-1184 Boopis graminea 185 ribosomal RNA gene partial sequence
%,_E MT610929.1:581-1205 Cirsium vulgare isolate DPP13 small subunit ribosomal RNA gene
51 MTE10927.1:581-1205 Carduus acantheides isolate DPP11 small subunit ribosomal RNA gene
o I: MT610956.1:582-1206 Silphium perfoliatum isolate DPP41 small subunit ribosomal RNA gene
KT179683.1:582-1206 Silphium integrifolium voucher Aust 192 185 ribosomal RNA gene partial sequence
61 KX063978.1:1769-2393 Aztecaster matudae voucher TEX:Hinton 28102 external transcribed spacer 18S ribosomal RNA gene
1 & KX063950.1:1757-2382 Archibaccharis asperifolia voucher TEX:Trujilo 1192 external transcribed spacer 18S ribosomal RNA gene
KX063994.1:1446-2071 Westoniella kohkemperi voucher TEX:Pruskii 3925 external transcribed spacer 185 ribosomal RNA gene
a KX064011.1:1254-1879 Laennecia sophiffolia voucher TEX:Reina 2010-805 external franscribed spacer 185 ribosomal RNA gene
MTE610959.1:581-1205 Solidago gigantea isolate DPP44 small subunit ribosomal RNA gene
pi] MT610958.1:581-1205 Sclidago canadensis isclate DPP43 small subunit ribosomal RNA gene
MT937107.1:488-1112 Arnica montana isolate DM447 small subunit ribosomal RNA gene
% KT179670.1:581-1205 Solidago missouriensis voucher Aust 198 185 nbosomal RNA gene partial sequence
MN535794.1:3289-3913 Bidens hillebrandiana subsp. hillebrandiana isolate S14 external transcribed spacer
MN535774.1:3298-3922 Bidens menziesii subsp. filiformis x Bidens micrantha subsp. ctenophylla isolate PLANT2 9
MN535775.1:3316-3940 Bidens molokaiensis isolate PLANT2 10 external transcribed spacer
MN535776.1:3291-3915 Bidens wiebkei isolate PLANT2 11 external transcribed spacer
MN535777.1:3285-3909 Bidens conjuncta isolate PLANTZ 12 external transcribed spacer
MN535779.1:3306-3930 Bidens menziesii subsp. menziesii isolate PLANT2 17 external franscribed spacer
MN535780.1:3307-3931 Bidens micrantha subsp. kalealaha isolate PLANTZ 18 external franscribed spacer
MN535781.1:3293-3917 Bidens amplectens isolate S1 external transcribed spacer
MN535783.1:3301-3925 Bidens asymmetrica isolate 53 external franscribed spacer
MN535785.1:3306-3930 Bidens campylotheca subsp. pentamera isclate S5 external transcribed spacer
MN535788.1:3287-3911 Bidens menziesii subsp. filiformis isolate S8 external transcribed spacer
MN535789.1:3298-3922 Bidens macrocarpa isolate S9 external transcribed spacer
MN535790.1:3287-3911 Bidens torta isolate 510 external transcribed spacer
MN535791.1:3298-3922 Bidens sandvicensis isolate 511 external transcribed spacer
MN535792.1:3223-3847 Bidens micrantha subsp. ctenophylla isolate 512 external transcribed spacer
MN535793.1:3296-3920 Bidens cosmoides isolate $13 external transcribed spacer

Gambar 3. Pohon Filogenetik dengan Aplikasi MEGA-X

D. SIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil penelitian yang didapatkan maka dapat disimpulkan bahwa
telah berhasil dilakukan identifikasi spesies tanaman gulma sembung rambat secara
molekuler baik in vitro dan in silico. Gulma sembung rambat memiliki kedekatan
kekerabatan dengan Mikania micrantha sebanyak 86% dengan pendekatan molekuler.
Adapun saran yang diusulkan untuk penelitian lanjutan adalah melakukan variasi
konsentrasi DNA genomik yang digunakan untuk amplifikasi melalui teknik
pengenceran larutan campuran PCR agar diperoleh pita DNA yang semakin jelas dan
terang dan juga melakukan eksplorasi potensial lainnya dari tanaman gulma sembung
rambat (Mikania micrantha) melalui pendekatan ekstraksi dan isolasi senyawa aktif.
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