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ABSTRAK

Anggrek asli merupakan salah satu kekayaan flora asli Indonesia yang memiliki peran penting sebagai 
induk persilangan dalam pemuliaan tanaman anggrek. Infeksi virus menjadi salah satu faktor pembatas 
dalam budi daya anggrek. Penelitian bertujuan mendeteksi dan mengidentifikasi Odontoglossum 
ringspot virus (ORSV) yang menginfeksi anggrek asli. Sampel dikoleksi dari tanaman bergejala asal 
5 kebun raya di Indonesia, yaitu Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, dan Enrekang. Deteksi dan 
identifikasi dilakukan secara serologi menggunakan antiserum spesifik ORSV, dilanjutkan dengan 
metode reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), dan perunutan DNA. Uji serologi 
menunjukkan 5 sampel bereaksi positif terhadap antiserum ORSV, yaitu pada Phalaenopsis amboinensis 
(KRB2) dan Phalaenopsis amabilis (KRB12) dari Kebun Raya Bogor, Phalaenopsis amabilis (KRP18) 
dan Dendrobium salacence (KRP20) dari Kebun Raya Purwodadi, dan Phalaenopsis modesta J. J. 
Sm. (KRBp5) dari Kebun Raya Balikpapan. Deteksi asam nukleat 5 sampel tersebut dengan RT-PCR 
menggunakan primer spesifik gen coat protein ORSV menghasilkan fragmen DNA berukuran ± 474 
pb. Analisis homologi 5 isolat ORSV tersebut menunjukkan nilai indeks similaritas (IS) sebesar 99.8% 
dengan 14 isolat ORSV lain. Analisis filogenetika menunjukkan isolat KRB2 dan isolat KRP18 berada 
dalam satu kelompok dan terpisah dengan isolat ORSV dari negara-negara lain. Ini adalah laporan 
pertama adanya infeksi ORSV pada anggrek asli koleksi 5 kebun raya di Indonesia.

Kata kunci: analisis filogenetika, homologi, serologi, RT-PCR

ABSTRACT

Native orchid is one of Indonesian natural resources which play important role as parental materials 
in breeding program. Virus infection is one of the limiting factors in the cultivation of orchid. The purpose 
of this study was to detect Odontoglossum ringspot virus (ORSV) from native orchid. Symptomatic 
orchids were collected from 5 botanical gardens, i.e. Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, and 
Enrekang Botanical Gardens. Detection and identification was conducted by serological method using 
ORSV specific antisera, followed by RT-PCR and DNA sequencing. The serological test showed that 
5 samples gave positive reaction against ORSV antiserum, i.e. Phalaenopsis amboinensis (KRB2) and 
Phalaenopsis amabilis (KRB12) from Bogor Botanical Garden, Phalaenopsis amabilis (KRP18) and 
Dendrobium salacence (KRP20) from Purwodadi Botanical Garden, dan Phalaenopsis modesta J. J. 
Sm. (KRBp5) from Balikpapan Botanical Garden. RT-PCR of the 5 samples using specific primer of 
ORSV coat protein gene was successfully amplified fragment DNA with size ± 474 bp. Homology 
analysis of those 5 ORSV isolates showed the highest index similiarity of 99.8% with corresponding 
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sequences from 14 other ORSV isolates. Phylogenetic analysis indicated that ORSV KRB2 and KRP18 
isolates was clustered in a separate group far from ORSV isolates in other countries. This is the first 
report of ORSV infection on native orchids collection from 5 botanical gardens in Indonesia.

Key words: homology, phylogenetic analysis, RT-PCR, serology

PENDAHULUAN

Anggrek asli memiliki peran penting sebagai 
induk persilangan dalam pemuliaan tanaman 
yang bertujuan memperluas keragaman 
genetika bentuk dan warna bunga yang unik, 
frekuensi berbunga yang tinggi, dan tahan 
terhadap patogen serta cekaman lingkungan. 
Serangan hama penyakit menjadi salah satu 
kendala dalam budi daya dan pengembangan 
potensi anggrek. Anggrek dilaporkan dapat 
terinfeksi 50 jenis virus (Zettler et al. 1990; 
Chang et al. 2005; Navalinskiene et al. 2005). 
Beberapa virus yang dilaporkan menginfeksi 
anggrek dan memiliki penyebaran luas di 
Indonesia ialah Odontoglossum ringspot virus 
(ORSV) (Inouye dan Gara 1996; Isnawati 
2009; Syahierah 2010; Lakani et al. 2010; 
Kumalawati et al. 2011; Mahfut et al. 2016), 
Cymbidum mosaic virus (CymMV) (Inouye 
dan Gara 1996; Menisa 2009; Kumalawati et 
al. 2011; Lakani 2011), Cucumber mosaic virus 
(CMV) dan Potyvirus (Lakani 2011). ORSV 
merupakan virus yang dominan menginfeksi 
pertanaman anggrek di dunia (Ali et al. 2014; 
Sudha dan Rani 2015).

Infeksi virus pada tanaman anggrek 
menyebabkan penurunan vigor tanaman dan 
kualitas bunga (Koh et al. 2014; Sudha dan 
Rani 2015). ORSV menyebabkan kerugian 
secara ekonomi akibat menurunnya kualitas 
bunga di Florida, Hawai, India, Taiwan, 
Thailand, Singapura, dan Australia (Zettler et 
al. 1990; Hu et al. 1993; Wong et al. 1994; 
Barry et al. 1996; Chang et al. 1996; Sherpa 
et al. 2006; Khentry et al. 2006; Chang 2008; 
Ali et al. 2014).

Berdasarkan survei pada 5 kebun raya (KR) 
di Indonesia, yaitu; KR Bogor (Jawa Barat), 
KR Cibodas (Jawa Barat), KR Purwodadi 
(Jawa Timur), KR Balikpapan (Kalimantan 
Timur), dan KR Enrekang (Makasar) selama 

tahun 2010-2014 banyak dijumpai anggrek 
asli dengan gejala terinfeksi virus yang 
diduga disebabkan oleh ORSV. Penelitian ini 
bertujuan mendeteksi dan mengidentifikasi 
ORSV untuk pemutakhiran status kesehatan 
anggrek asli koleksi kebun raya di Indonesia. 
Penerapan hasil penelitian ini menjadi salah 
satu upaya potensial pendukung konsep 
konservasi anggrek asli di Indonesia melalui 
upaya perlindungan tanaman.

BAHAN DAN METODE

Deteksi Protein dengan secara Serologi
Deteksi serologi untuk menentukan 

insidensi infeksi virus menggunakan metode 
DAS-ELISA terhadap 44 total sampel daun 
anggrek (dari 27 genus) paling representatif 
berdasarkan pada gejala infeksi dari masing-
masing lokasi. ELISA menggunakan antiserum 
spesifik ORSV sesuai dengan protokol yang 
direkomendasikan pembuat antiserum (Agdia 
Inc.). Pewarnaan dengan substrat PNP dibaca 
menggunakan ELISA-reader (BioTek) pada
panjang gelombang 405 nm. Sampel 
dinyatakan positif apabila nilai absorbansinya 
mendekati nilai kontrol positif atau paling 
tidak 2–3 kali nilai absorbansi bufer kontrol 
(Daryono dan Natsuaki 2009). 

Deteksi Asam Nukleat dengan RT-PCR
Isolasi RNA dilakukan pada sampel 

positif terinfeksi ORSV secara ELISA, 
menggunakan total RNA isolation kit dan 
dilakukan sesuai dengan protokol (SBS 
Genetech Co., Ltd., China). Amplifikasi 
RNA dengan RT-PCR dilakukan 
dengan metode terpisah menggunakan 
primer spesifik, yaitu ORSV CP-F1(5’-
ATGTCTTACACTATTACAGACCCG-3’) 
dan ORSV CP-R1 (5’-GGAAGAGGTCCAA 
GTAAGTCC-3’) (Lee dan Chang 2006). 
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Tahap reverse transcription (RT) dilakukan 
dengan first strand cDNA synthesis kit 
(Thermo Scientific, USA), selanjutnya cDNA 
yang terbentuk digunakan sebagai cetakan 
dalam tahap PCR menggunakan GoTaq Green 
Master Mix (Promega, USA). Reaksi RT 
dilakukan pada suhu 37 °C selama 60 menit, 
dilanjutkan dengan inkubasi pada suhu 96 °C
selama 5 menit dan diakhiri pada suhu 4 °C. 
Amplifikasi cDNA diawali dengan tahap pre-
denaturasi pada suhu 95 °C selama 5 menit,
dilanjutkan dengan 34 siklus, meliputi 
denaturasi pada suhu 95 °C selama 30 detik, 
aneling pada suhu 50 °C selama 45 detik, dan 
ekstensi pada suhu 70 °C selama 1 menit.

Produk PCR dianalisis menggunakan 
elektroforesis pada gel agarosa 2% dalam 
bufer TBE 1× menggunakan voltase 50 Volt 
selama 40 menit. Gel agarosa direndam 
dalam etidium bromida (10 µL 100 mL-1) 
selama 30 menit. Pita DNA divisualisasi pada 
transluminator UV (Bio-Rad Transilluminator 
2000) dan didokumentasikan.

Perunutan DNA dan Analisis Filogenetika
DNA hasil amplifikasi dirunut sikuen 

nukleotidanya dengan mengirimkan DNA 
ke FirstBase, Malaysia. Sikuen nukleotida 
dianalisis dan digabungkan dengan peranti 
lunak Suite for Sequence Analysis DNASTAR 
Lasergene DM Version 3.0.25. Analisis 
penyejajaran sikuen nukleotida ORSV isolat 
dari Indonesia dilakukan terhadap sikuen 
yang terdaftar di GenBank menggunakan 
basic local alignment search tool (BLAST) 
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Seleksi berdasarkan 
distribusi daerah terpilih diperoleh 4 isolat 
ORSV terdaftar asal Indonesia dan 10 isolat 
ORSV asal dari negara lain (Singapura, Cina, 
India, Jerman, Korea Selatan, Argentina, 
dan Brazil). Isolat TMV-Yunnan digunakan 
sebagai pembanding di luar grup (outgrup).

Analisis filogenetika dilakukan dengan 
menggunakan peranti lunak molecular 
evolutionary genetics analysis (MEGA) versi 
5 Beta) dengan metode neighbor joining (NJ) 
dan Kimura-2 parameter model untuk estimasi 
jarak. Nilai bootstrap yang digunakan ialah 
sebanyak 1000 kali pengulangan.

HASIL
Deteksi Virus

Hasil deteksi serologi menunjukkan 
insidensi infeksi virus sebesar 11.4%. Sebanyak 
5 sampel bereaksi positif  terhadap antiserum 
ORSV dengan rerata nilai absorbansi berkisar 
1.125–1.152, yaitu 2 sampel berasal dari KR 
Bogor (KRB2, KRB12), 2 sampel dari KR 
Purwodadi (KRP18, KRP20), dan 1 sampel dari 
KR Balikpapan (KRBp5). Dari keseluruhan 
sampel anggrek yang positif tersebut, 
4 di antaranya merupakan Phalaenopsis sp. 
Sampel daun positif yang terinfeksi ORSV 
ialah pada Phalaenopsis amboinensis (KRB2), 
Phalaenopsis amabilis (KRB12), Phalaenopsis 
amabilis (KRP18), Dendrobium salacence 
(KRP20), dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. 
(KRBp5). RT-PCR pada 5 sampel positif ORSV 
menunjukkan adanya fragmen DNA berukuran 
± 474 pb (Gambar 1).

Analisis Sikuen Nukleotida
Total nukleotida gen CP isolat ORSV-

KRB2, KRB12, KRP18, KRP20, dan 
KRBp5 berukuran 474–480 nukleotida. 
Analisis BLAST terhadap masing-masing 
isolat menunjukkan bahwa 5 isolat tersebut 
memiliki homologi sebesar 99% dengan isolat 
ORSV dari negara Asia, Afrika, Amerika, 
dan Eropa. Hasil analisis 14 isolat ORSV 
lain menunjukkan homologi sampai dengan 
99.8% dengan isolat ORSV asal kebun raya di 
Indonesia (Tabel 1).

Pohon Filogenetika Gen CP ORSV
Hasil penyejajaran sikeun nukleotida 

menunjukkan adanya mutasi titik berupa 
substitusi dan insersi pada isolat ORSV 
di Indonesia. Isolat KRP18 dan KRB12 
mengalami kejadian mutasi terbanyak, yaitu 
transisi dan insersi masing-masing 2 kali 
sehingga kedua isolat ini terpisah dengan 
isolat Indonesia lainnya. Efek mutasi yang 
terjadi mampu menyebabkan perubahan 
pada triplet kodon penyandi asam amino. 
Isolat KRP18 menunjukkan perbedaan pada 
frekuensi asam amino Gly dan Val yang 
mengalami penurunan masing-masing 4.7% 
dan 3.6% serta peningkatan pada Cys dan 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Asn sebesar 7.1% dan 11.8%. Berbeda dengan 
isolat KRB12 yang mengalami peningkatan 
pada asam amino Gly dan Ala sebesar 7.2% 
dan 5.9%, serta penurunan pada Pro 0.8% dan 
Tyr 4.7% (Tabel 2). Pada sikeun nukleotida 
gen CP isolat ORSV dalam penelitian ini tidak 
ditemukan adanya delesi. 

Analisis filogenetika menunjukkan bahwa 
5 isolat ORSV asal KR di Indonesia memiliki 
hubungan kekerabatan yang sangat dekat. 
Hasil analisis pohon filogenetika membagi 
isolat ORSV menjadi dua kelompok utama, 
yaitu kelompok isolat Jerman yang terpisah 
dengan kelompok 18 isolat lainnya. Kelompok 
ini terbagi menjadi 3 subgrup, yaitu 4 isolat 
Indonesia yang telah terdaftar di Genbank, 
3 isolat kebun raya (Bogor, Balikpapan, dan 
Purwodadi) dengan 10 isolat dari negara lain, 
serta 2 isolat KRB2 dan KRP18. Isolat KRB2 
dan KRP18 terpisah dari isolat ORSV asal 
negara lain (Gambar 2). Walaupun keseluruhan 
isolat membentuk beberapa kelompok, namun 
kekerabatan antarisolat masih sangat dekat. 
Hal ini terlihat pada pohon filogenetika 
tersebut hanya membentuk subgrup.

PEMBAHASAN

Upaya pemeliharaan anggrek sebaiknya 
dilakukan secara rutin untuk pemantauan 

perkembangan dan penyebaran penyakit 
virus serta tindakan pengendaliannya sedini 
mungkin. Meskipun insidensinya masih 
rendah, yaitu <20%, sama seperti yang 
dilaporkan oleh Lakani (2011), infeksi ORSV 
harus mendapat perhatian serius mengingat 
virus ini paling banyak menginfeksi (Zettler 
et al. 1990). Di Indonesia, ORSV dilaporkan 
telah menginfeksi 9 dari total 27 genus anggrek 
di dunia, yaitu Aranda, Grammatophyllum, 
Dendrobium, Phalaenopsis, Bulbophylum, 
Calanthe, Cattleya, dan Oncidium (Inouye 
dan Gara 1996).

Beberapa mutasi nukleotida yang terjadi 
menyebabkan 2 isolat ORSV, yaitu KRB12 dan 
KRP18 terpisah dengan isolat lainnya. Proses 
terjadinya mutasi nukleotida pada masing-
masing isolat didukung oleh kemampuan alami 
virus untuk beradaptasi dengan lingkungan. 
Mutasi nukeotida selanjutnya menyebabkan 
perubahan asam amino yang terbentuk dalam 
susunan genom virus. Perubahan asam amino 
tersebut akan mengubah fungsi gen yang 
disusun sehingga infektivitasnya juga berubah 
(Lakani et al. 2010).

Gen coat protein (CP) bersifat conserved 
sehingga memiliki kemampuan mekanisme 
proffreading seperti umumnya gen nuklear 
lainnya. Hal ini menyebabkan virus dapat 
melakukan koreksi dan memperbaiki 

Gambar 1  Visualisasi hasil RT-PCR beberapa isolat ORSV pada gel agarosa 2%. M, Penanda 
DNA 1 kb (Rainbow invitrogen); 1, kontrol positif; 2, kontrol negatif dari tanaman sehat; 
3–4, ORSV dari Kebun Raya Bogor (KRB2 dan KRB12); 5–6, ORSV dari Kebun Raya 
Puwodadi (KRP18 dan KRP20) dan; 7, ORSV dari Kebun Raya Balikpapan (KRBp5).

474 pb

M 1 2 3 54 6 7
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No Asal Isolat No.Aksesi 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 Indonesia-KRB2 - 100 ID
2 Indonesia-KRB12 - 99.5 100 ID
3 Indonesia-KRP18 - 97.9 98.7 100 ID
4 Indonesia-KRP20 - 99.4 98.9 98.3 100 ID
5 Indonesia-KRBp5 - 99.8 98.7 98.1 99.6 100 ID
6 Indonesia-Bogor AB693989 96.6 96.6 96.0 96.6 96.6 100 ID
7 Indonesia-Cipanas AB693991 98.7 99.4 98.7 99.2 98.9 97.3 100 ID

8 Indonesia-Gunung 
Sindur AB693988 98.7 99.4 96.6 99.2 98.9 100 95.1 100 ID

9 Indonesia-Jakarta AB693990 96.6 97.3 98.7 97.0 96.8 97.9 97.9 96.8 100 ID
10 Singapura U34586 98.7 99.4 98.9 99.2 98.9 99.6 99.6 97.5 97.0 100 ID
11 India AJ564563 98.9 99.6 98.5 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 96.8 100 ID
12 Jepang X55295 98.5 99.2 98.3 98.9 98.7 99.4 99.4 97.3 99.4 99.6 96.6 100 ID
13 Korea Selatan AJ606107 98.3 98.9 98.3 98.7 99.5 99.2 99.2 97.0 99.2 99.4 98.9 96.6 100 ID
14 Cina KP137373 98.5 99.2 98.5 98.8 98.7 99.4 99.4 97.3 99.4 99.6 99.2 98.9 97.0 100 ID
15 Taiwan JN584484 98.9 99.6 98.9 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 100 99.6 99.4 99.6 97.0 100 ID
16 Amerika U89894 98.9 99.6 98.9 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 100 99.6 99.4 99.6 100 94.3 100 ID
17 Jerman AJ429091 96.2 96.8 96.2 96.6 96.4 97.0 97.0 94.9 97.0 97.3 98.8 99.6 99.8 97.3 97.3 96.7 100 ID
18 Argentina KT733673 97.4 98.0 97.7 98.0 97.7 98.4 98.4 95.1 98.4 98.7 98.4 98.4 98.4 98.7 98.7 94.8 84.3 100 ID
19 Brazil AF515606 86.0 86.5 85.9 86.2 86.2 86.8 86.8 84.7 86.8 87.0 86.6 86.8 86.6 87.0 87.0 84.3 98.4 96.6 100 ID
20 TMV-Yunnan AAM64218.1 68.2 68.2 67.9 67.7 67.7 67.7 67.7 66.5 67.9 67.9 66.7 68.4 68.4 67.9 97.9 67.3 67.7 61.4 100 100

Tabel 1  Tingkat homologi nukleotida  gen CP 5 isolat ORSV asal anggrek asli Indonesia dibandingkan dengan isolat dari negara  lain

Tingkat homologi nukleotidagen CP ORSVasal anggrek alam Indonesia dihitung menggunakan Program DNASTAR Lasergene DM Version 3.0.25

Asal Isolat Frekuensi Asam Amino (%)
Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr Total

KRB2 4.40 4.40 2.20 0.00 5.49 5.49 0.00 2.20 1.10 8.79 1.10 9.89 5.49 5.49 4.40 18.68 7.69 4.40 1.10 7.69 91
KRB12 5.43 4.35 2.17 0.00 6.52 6.53 0.00 2.17 1.09 8.70 1.09 9.78 4.29 5.43 4.35 17.39 6.52 4.35 1.09 7.61 92
KRP18
KRP20

5.43
4.44

6.52
4.44

2.17
2.22

0.00
0.00

6.52
6.67

4.35
5.56

0.00
0.00

2.17
2.22

1.09
1.11

8.70
8.89

1.09
1.11

10.87
10.00

5.43
5.56

5.43
5.56

4.35
4.44

17.39
18.89

6.52
6.67

3.26
3.33

1.09
1.11

7.61
7.78

92
90

KRBp5 4.40 4.40 2.20 0.00 5.49 5.49 0.00 2.20 1.10 8.79 1.10 9.89 5.49 5.49 4.40 18.68 7.69 4.40 1.10 7.69 91

Tabel 2  Frekuensi asam amino gen CP ORSV asal anggrek asli Indonesia



J Fitopatol Indones Mahfut et al

6

kesalahan yang terjadi selama proses 
replikasi genom. Namun dengan ukuran 
genom virus yang relatif kecil maka adanya 
sedikit kesalahan akan memberikan pengaruh 
laju mutasi secara nyata. Laju mutasi akan 
menghasilkan variasi genetika virus sehingga 
meningkatkan probabilitas evolusi lebih 
cepat. Cabang yang cukup panjang pada isolat 
KRB2 dan KRP18 juga mengindikasikan 
bahwa virus telah berevolusi, bahkan dapat 
mengarah terjadinya spesiasi.

ORSV Indonesia diduga berasal dari 
negara Jerman. BPPP (2005) mencatat Jerman 
menduduki peringkat 14 sebagai negara yang 
mengirim benih dan tanaman anggrek ke 
Indonesia sejak 1997–2001, selain Amerika 
Serikat, Brazil, India, Singapura, Korea 
Selatan, Cina, Jepang, Taiwan, dan beberapa 
negara Asia Barat. Hal ini diperkuat oleh 
laporan adanya infeksi ORSV di Jerman, 
Amerika Serikat, Jepang (Lawson 1990), 
Brazil (Freitas et al. 1999), India (Sherpa 
et al. 2006), Singapura (Wong et al. 1994). 
Taiwan (Chang 2008), Korea (Chang et al. 

1991), Cina (Rao et al. 2015), dan Taiwan 
(Zheng et al. 2008). Berdasarkan hal tersebut, 
cara lain yang efektif untuk melindungi dan 
mempertahankan status kesehatan anggrek 
asli di Indonesia ialah dengan membatasi dan 
mengontrol impor anggrek dari negara lain.
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TEMUAN PENYAKIT BARU 1 

Deteksi Odontoglossum ringspot virus (ORSV) Pada Anggrek Alam Koleksi 2 

Kebun Raya di Indonesia 3 

Detection of Odontoglossum ringspot virus (ORSV) on Native Orchids 4 

Collection of Botanical Garden in Indonesia 5 

 6 

 7 

ABSTRAK 8 

Anggrek alam merupakan kekayaan flora asli Indonesia dan keberadaannya 9 

sudah sangat berkurang di habitat aslinya. Salah satu upaya penyelamatan dilakukan 10 

melalui pembangunan kebun raya. Infeksi virus juga menjadi faktor pembatas 11 

terpenting dalam usaha budidaya anggrek. Saat ini, telah dilakukan survei lapangan di 5 12 

kebun raya di Indonesia dan ditemukan banyak anggrek alam menunjukkan gejala 13 

terinfeksi virus. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan Odontoglossum 14 

ringspot virus (ORSV) yang menginfeksi anggrek alam koleksi kebun raya di 15 

Indonesia. Uji serologis dengan antiserum spesifik ORSV mengindikasikan 5 dari total 16 

87 sampel positif terinfeksi ORSV. Deteksi asam nukleat dengan Reverse 17 

Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) menggunakan primer spesifik gen 18 

coat protein (CP) ORSV menghasilkan fragmen DNA berukuran ± 474 pb pada 19 

sampel.....Analisis homologi..... Analisis filogenetika menunjukkan ORSV isolat 20 

Indonesia berada dalam satu kelompok dan terpisah dengan isolat Cina dan Korea 21 

Selatan. Penelitian ini merupakan laporan pertama infeksi ORSV pada anggrek alam 22 

koleksi kebun raya di indonesia. 23 

 24 
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 25 

ABSTRACT 26 

Native orchid is original floral in Indonesia and its presence has been highly 27 

diminished in their natural habitat. One of conservational effort was done by 28 

establishing botanical garden. Virus infection also was the most important limiting 29 

factor in the cultivation of orchid. Recently, field surveys were conducted in five 30 

botanical garden in Indonesia and found that most of the native orchids were showed 31 

that infected by virus-like disease. The study purpose was to know the availability of 32 

Odontoglossum ringspot virus (ORSV) that infect native orchid from botanical garden 33 

collection in Indonesia. The serological test using against ORSV antisera indicated that 34 

5 of 87 sampels are visually infected by ORSV. Detection of nucleic acid with Reverse 35 

Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) using specifics primer of coat 36 

protein (CP) gene ORSV was successfully amplified a ± 474 bp of DNA fragment. 37 

Phyllogenetic analysis showed that Indonesia isolate formed a distinct group with 38 

isolates from China and South Korea. This is the first report of infection ORSV on 39 

native orchids collection of botanical garden in Indonesia. 40 

Kata kunci: ORSV, Kebun Raya, Anggrek alam, RT-PCR 41 

1. Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas 42 

Lampung, Lampung, 35145. E-mail: mahfutkariem@yahoo.com
 

43 

2. Laboratorium Genetika, Fakutas Biologi, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, 44 

55281. 
 

45 

 46 

Keberadaan anggrek alam sebagai kekayaan flora asli Indonesia (Sarwono 2002) 47 

di habitat aslinya sudah sangat berkurang bahkan teramcam punah (Pant 2013). Salah 48 
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satu upaya penyelamatan yang dilakukan pemerintah adalah pembangunan kebun raya 49 

sebagai kawasan konservasi ex-situ (Yudhoyono 2011). Tanaman hias ini memiliki nilai 50 

estetika tinggi sehingga menjadi koleksi andalan kebun raya dalam menarik wisatawan. 51 

Selain tindak pengalihan fungsi hutan, keberadaan hama penyakit menjadi 52 

kendala utama dalam usaha budidaya dan pengembangannya (Aruni et al. 2011). 53 

Berdasarkan survei pada lima kebun raya di Indonesia, yaitu; Kebun Raya Bogor (Jawa 54 

Barat), Cibodas (Jawa Barat), Purwodadi (Jawa Timur), Balikpapan (Kalimantan 55 

Timur), dan Enrengkang (Makassar) selama bulan Mei-Agustus 2010, April-Juni 2011, 56 

dan  Mei-Juli 2014 banyak dijumpai anggrek alam dengan gejala terinfeksi virus. Gejala 57 

umum yang ditemukan adalah mosaik, nekrotik, dan klorotik. Selain itu, dijumpai gejala 58 

khas infeksi ORSV berupa bercak bercincin (ringspot) seperti virus ini pertama kali 59 

ditemukan (Jensen dan Gold 1951).  60 

Infeksi ORSV di Indonesia pertama kali dilaporkan Inouye dan Gara (1996) 61 

dengan lokasi pengambilan sampel pada 12 nurseri di Jawa, Ujung Pandang, dan Bali. 62 

Gejala yang ditemukan klorotik dengan pola garis, mosaik, dan bercak nekrosis pada 63 

Bulbophyllum, Cattleya, Calanthe, Oncidium, dan Phalaenopsis. ORSV juga mampu 64 

menginfeksi Dendrobium di Gunung Sindur (Isnawati 2009; Lakani et al. 2010) dan 65 

Kebun Raya Bogor (Lakani 2011) dengan gejala mosaik pada permukaan atas dan 66 

bercak klorotik hitam pada permukaan bawah daun. Gejala khas bercak bercincin 67 

(ringspot) sebagai respon infeksi yang parah ditemukan Syahierah (2010) dan Lakani 68 

(2011) pada Dendrobium dan Phalaenopsis di Gunung Sindur dan Cianjur. Sampai saat 69 

ini, keseluruhan laporan infeksi hanya terbatas pada anggrek hibrida. Berdasarkan 70 

informasi deskripsi gejala dan pola sebaran infeksi, anggrek alam koleksi kebun raya di 71 
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Indonesia diduga terinfeksi ORSV sehingga perlu dilakukan deteksi ORSV terhadap 72 

sampel anggrek alam hasil survei.  73 

Total sampel daun anggrek bergejala adalah 87 yang dikoleksi dari 27 genus 74 

(Tabel 1). Metode deteksi awal dilakukan dengan uji serologis menggunakan antiserum 75 

spesifik ORSV (Agdia Inc.). Hasil uji serologis dapat langsung digunakan untuk 76 

menentukan sampel positif berdasarkan hasil pembacaan rerata nilai absorbansi 405 nm 77 

pada ELISA-reader (BioTek). Hasil akhir diperoleh 5 sampel (KRB2, KRB12, KRP18, 78 

KRP20, dan KRBp5) positif terinfeksi dengan rerata nilai absorbansi 1.125-1.152 atau 79 

insidensi infeksi virus 5,7 %. Dari keseluruhan sampel positif tersebut, 4 diantaranya 80 

merupakan Phalaenopsis sp. (Gambar 1) dan digunakan untuk analisis selanjutnya. 81 

Deteksi asam nukleat dengan RT-PCR dilakukan menggunakan primer spesifik 82 

gen CP ORSV CP-F1/CP-R1 (Lee dan Chang 2006) pada ukuran target ± 474 pb 83 

(Lakani et al. 2010; Mahfut 2011). Tahap ini terlebih dahulu dilakukan isolasi RNA 84 

menggunakan Total RNA isolation kit (SBS Genetech Co. Ltd., Cina) dari sampel 85 

positif terinfeksi ORSV. Untuk analisis lanjutan, metode RT-PCR dilakukan secara 86 

terpisah sesuai instruksi first strand cDNA synthesis kit (Thermo scientific) dan PCR 87 

mix GoTaq® Green (Promega). Reaksi RT dilakukan pada suhu 37ºC selama 60 menit, 88 

diikuti amplifikasi cDNA dengan predenaturasi selama 5 menit pada 95
o
C, dilanjutkan 89 

dengan 30 siklus PCR, meliputi 30 detik pada 95
o
C, 45 detik pada 50

o
C, dan 1 menit 90 

pada 70
o
C (Mahfut 2011). Produk PCR divisualisasi dengan elektroforesis pada gel 91 

agarosa 2% DNA hasil amplifikasi selanjutnya digunakan untuk sekuensing nukleotida 92 

dengan mengirimkan sampel ke perusahaan 1
st
 Base, Singapura. Data hasil sekuensing 93 

digabungkan dengan Software Suite for Sequence Analysis DNASTAR Lasergene DM 94 

Version 3.0.25, selanjutnya digunakan untuk mencari dan membandingkan homologi 95 
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sekuen dengan data yang terdaftar di GenBank menggunakan Basic Local Alignment 96 

Search Tool (BLAST) pada situs www.ncbi.nlm.nih.gov. Analisis filogenetika 97 

dilakukan dengan Neighbour Joining (NJ) pada program Molecular Evolutionary 98 

Genetics Analysis (MEGA 5 Beta). Analisis secara statistik pada cabang internal 99 

menggunakan bootstrap 1000 kali pengulangan (Lakani et al. 2010). 100 

Hasil deteksi membuktikan bahwa ORSV telah masuk dan menginfeksi anggrek 101 

alam koleksi di Kebun Raya Bogor, Purwodadi, dan Balikpapan dengan adanya 102 

fragmen DNA spesifik berukuran ± 474 pb (Gambar 2). Lebih lanjut, analisis 103 

sekuensing nukleotida diperoleh total nukleotida isolat ORSV-Bogor (KRB12), ORSV-104 

Bogor2 (KRB18), ORSV-Purwodadi (KRP18), dan ORSV-Balikpapan (KRBp5) 105 

sejumlah 474-480 basa. Hasil BLAST menunjukkan kemiripan 99% dengan 45 isolat 106 

gen CP ORSV dari negara di Asia, Amerika, dan Eropa. Seleksi berdasarkan sumber 107 

sampel Phalaenopsis diperoleh 23 isolat terdaftar. Analisis 8 isolat lain berdasarkan 108 

distribusi daerah terpilih di negara Cina (Hangzhou, Shenzhen, Zhuhai, Guangzhou, 109 

Foshan, Tianjing) dan Korea Selatan (Seoul) menunjukkan kemiripan dengan indeks 110 

similiaritas (IS) sampai dengan 99.6% (Tabel 2). Hal ini menjelaskan sifat adaptif virus 111 

yang relatif stabil pada perbedaan wilayah geografis. Isolat TMV-Yunnan digunakan 112 

sebagai pembanding di luar grup (outgrup). 113 

Hasil analisis hubungan kekerabatan berupa pohon filogenetika (Gambar 3) 114 

menunjukkan ORSV isolat Indonesia berada dalam satu kelompok. Jika dibandingkan 115 

antar cabang, isolat Bogor2 memiliki kedekatan dengan isolat dari Cina dan Korea 116 

Selatan. ORSV di Indonesia diduga berasal dari kedua negara tersebut. BPPP (2005) 117 

menjelaskan Cina dan beberapa negara Asia Barat sebagai pengimpor benih dan 118 
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tanaman anggrek ke Indonesia sejak 1997-2001. Hal ini diperkuat oleh Ryu et al. (1995) 119 

dan Lawson (1990) dengan adanya laporan infeksi ORSV di kedua negara tersebut. 120 

Hasil alignment menunjukkan isolat Bogor2 mengalami mutasi terbanyak yaitu; 121 

transisi dan transversi 4 kali serta insersi 5 kali. Efek mutasi tersebut menyebabkan 122 

perubahan frekuensi asam amino Ala yang mengalami penurunan 0.6% serta 123 

peningkatan Gln 0.58% dan Val 0.51%. Hal ini berpengaruh dalam proses adaptasi 124 

lingkungan di Indonesia.  125 

Diharapkan fakta ilmiah ini menggugah kewaspadan negara basis anggrek 126 

seperti Indonesia untuk memperketat mobilitas anggrek serta masuknya materi 127 

pembawa penyakit. Hasil penelitian ini diharapkan menjadi informasi mendasar 128 

pembangunan dan pemeliharaan tanaman koleksi kebun raya melalui strategi 129 

pengendalian penyakit. 130 
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Tabel 1. Koleksi sampel dari masing-masing lokasi 173 

Lokasi Jumlah Sampel Gejala Infeksi Virus 

Kebun Raya Bogor 35 Mosaik, klorosis, nekrosis, mottling, 

vein clearing, wilting leaf, dan 

deformasi daun 

Kebun Raya Cibodas 17 Mosaik, klorosis, nekrosis 

Kebun Raya 

Purwodadi 

25 Mosaik, klorosis, nekrosis 

Kebun Raya 

Balikpapan 

6 Mosaik, klorosis, nekrosis, dan curling 

leaf 

Kebun Raya 

Enrekang 

4 Mosaik, klorosis, nekrosis 

 174 
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Tabel 2. Persentase tingkat kesamaan nukleotida ORSV  175 

% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1 100             

2 99.8 100            

3 98.7 98.5 100           

4 99.2 97.9 98.7 100          

5 99.2 98.9 99.6 98.9 100         

6 98.2 98.9 99.6 98.9 100 100        

7 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 100       

8 99.2 98.9 99.6 98.9 100 99.4 99.8 100      

9 98.7 98.5 99.2 98.5 99.6 99.6 99.4 98.6 100     

10 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 99.6 96.8 99.4 100    

11 99.2 98.9 99.6 98.9 100 100 99.8 100 99.6 99.8 100   

12 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 99.6 99.8 99.4 100 99.8 100  

13 68.2 68.2 68.2 67.9 67.7 67.7 67.5 66.9 67.3 67.9 67.7 67.9 100 

Keterangan:  176 

1 : Balikpapan 5 : Foshan   9  : Seoul  13 : TMV-Yunnan 177 

2 : Bogor  6 : Guangzhou  10: Shenzhen   178 

3 : Bogor 2  7 : Guizhou  11: Tianjing   179 

4: Purwodadi 8 : Hangzhou  12: Zhuha 180 

 181 
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 182 

183 

 184 

Gambar 1. Sampel daun positif terinfeksi ORSV. (A) Phalaenopsis amboinensis 185 

(KRB2), (B) Phalaenopsis amabilis (KRB 12), (C) Phalaenopsis amabilis 186 

(KRP18), (D) D. salacence (KRP20), dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. 187 

(KRBp5) (E) permukaan atas, (F) permukaan bawah 188 

A B 

D C 

E F 
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 189 

Gambar 2. Deteksi ORSV dengan RT-PCR. (M) Marker 1 kb, (1) kontrol positif, (2) 190 

kontrol negatif, (3) KRB2, (4) KRB12, (5) KRP18, (6) KRP20, dan (7) 191 

KRBp5  192 

 193 
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Gambar 3. Rekonstruksi pohon filogenetik isolat ORSV dan outgroup berdasarkan 195 

sekuen nukleotida gen CP 196 

474 bp 
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Deteksi Odontoglossum ringspot virus (ORSV) Pada Anggrek Alam Koleksi 1 

Kebun Raya di Indonesia 2 

Detection of Odontoglossum ringspot virus (ORSV) on Native Orchids 3 

Collection of Botanical Garden in Indonesia 4 

 5 

 6 

ABSTRAK 7 

Anggrek alam merupakan salah satu kekayaan flora asli Indonesia yang 8 

memiliki peran penting sebagai induk persilangan. Infeksi virus juga menjadi faktor 9 

pembatas dalam usaha budidaya anggrek. Hasil survei lapangan di 5 kebun raya di 10 

Indonesia ditemukan banyak tanaman anggrek alam menunjukkan gejala terinfeksi 11 

virus. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan Odontoglossum ringspot 12 

virus (ORSV) yang menginfeksi anggrek alam koleksi 5 kebun raya di Indonesia. Uji 13 

serologi dengan antiserum spesifik ORSV menunjukkan 5 dari total 87 sampel positif 14 

terinfeksi ORSV. Deteksi asam nukleat dengan Reverse Transcriptase-Polymerase 15 

Chain Reaction (RT-PCR) menggunakan primer spesifik gen coat protein (CP) ORSV 16 

menghasilkan fragmen DNA berukuran ±474 pb. Analisis homologi isolat Bogor 17 

menunjukkan nilai indeks similiaritas (IS) 99.6% dengan isolat Cina dan Korea Selatan. 18 

Analisis filogenetika menunjukkan ORSV isolat Indonesia berada dalam satu kelompok 19 

dan terpisah dengan isolat dari negala lainnya. Penelitian ini merupakan laporan 20 

pertama infeksi ORSV pada anggrek alam koleksi  5 kebun raya di indonesia. 21 

Key word: ORSV, Kebun Raya, Anggrek alam, RT-PCR 22 

 23 

 24 
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ABSTRACT 25 

Native orchid is one of original floral in Indonesia which have an important role 26 

as a parent of crossing. Virus infection was the most important limiting factor in the 27 

cultivation of orchid. The result of field surveys were conducted in five botanical 28 

gardens in Indonesia and found that most of the native orchids were showed that 29 

infected by virus-like disease. The study purpose was to know the availability of 30 

Odontoglossum ringspot virus (ORSV) that infect native orchid from botanical garden 31 

collection in Indonesia. The serological test using againstORSV antisera indicated that 5 32 

of 87 sampels are visually infected by ORSV. Detection of nucleic acid with Reverse 33 

Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) using specifics primer of coat 34 

protein (CP) gene ORSV was successfully amplified a ± 474 bp of DNA fragment. 35 

Homology analysis of the Bogor isolate show the value of the index similiarity (IS) 36 

99.6% with China and South Korea isolates. Phyllogenetic analysis showed that 37 

Indonesia isolate formed a distinct group and separated with isolates from other country. 38 

This is the first report ofinfection ORSVon native orchids collection of botanical garden 39 

in Indonesia. 40 

Key word: ORSV, Botanical garden, Anggrek alam, RT-PCR 41 

 42 

 43 

PENDAHULUAN
 

44 

Anggrek alam sebagai salah satu flora asli Indonesia harus dijaga 45 

kelestariannya (Sarwono 2002). Keberadaannya memiliki peran penting sebagai induk 46 

persilangan dalam pemuliaan tanaman (Rukmana 2000; Sarwono 2002). Tujuan 47 

pemuliaan ini adalah untuk memperluas keragaman genetik pada bentuk dan warna bunga 48 
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yang unik, frekuensi berbungan yang tinggi, dan tahan terhadap patogen penyebab 49 

penyakit serta cekaman lingkungan (Soedjono, 1997).  50 

Selain tindak pengalihan fungsi hutan sebagai habitat aslinya, Sserangan hama 51 

penyakit menjadi kendala utama dalam usaha budidaya dan pengembangan potensi 52 

tanaman ini (Kumalawati et al. 2011). Anggrek dilaporkan dapat terinfeksi 50 jenis 53 

virus (Zettler et al. 1990; Navalinskiene et al. 2005; Chang et al. 2005). Beberapa virus 54 

yang dilaporkan paling banyak menginfeksi dan memiliki penyebaran luas di dunia, 55 

termasuk sudah sampai ke di Indonesia adalah Odontoglossum ringspot virus (ORSV) 56 

(Inouye dan Gara, 1996; Isnawati 2009; Syahierah 2010; Lakani et al. 2010; 57 

Kumalawati et al. 2011; Lakani, 2011), Cymbidum mosaic virus (CymMV) (Inouye dan 58 

Gara 1996; Menisa 2009; Kumalawati et al. 2011; Lakani 2011), Cucumber mosaic 59 

virus (CMV), dan Potyvirus (Lakani 2011). 60 

Serangan virus pada tanaman anggrek menyebabkan..... 61 

 Berdasarkan survei pada lima kebun raya di Indonesia, yaitu; Kebun Raya 62 

Bogor (Jawa Barat), Cibodas (Jawa Barat), Purwodadi (Jawa Timur), Balikpapan 63 

(Kalimantan Timur), dan Enrengkang (Makasar) selama 2010-2014 banyak dijumpai 64 

anggrek alam dengan gejala terinfeksi virus yang diduga ORSV. Penelitian Ddeteksi 65 

ORSV pada yang menginfeksi anggrek alam koleksi kebun raya di Indonesia belum 66 

pernah dilaporkan. Penelitian ini dapat menjadi salah satu upaya potensial yang 67 

mendukung penerapan konsep konservasi anggrek di Indonesia melalui upaya 68 

perlindungan tanaman. Penerapan konsep konservasi dapat dilakukan dengan cara 69 

mengenali gejala infeksi dan diharapkan sedapat mungkin mencegah penyebaran 70 

penyakit anggrek yang disebabkan oleh virus sehingga keberadaan anggrek alam yang 71 

sangat berharga dapat terjaga kelestariannya. Penelitian ini bertujuan untuk.... 72 
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 73 

BAHAN DAN METODE 74 

Survei dan Koleksi Sampel.  75 

Penelitian ini dilaksanakan secara berkala pada bulan Mei-Agustus 2010, April-76 

Juni 2011, dan  Mei-Juli 2014 di kebun raya...... Hasil survei dan koleksi sampel berupa 77 

daun anggrek yang menunjukkan gejala terinfeksi ORSV dimasukkan dalam plastik 78 

berperekat yang telah diberi silica gel didalamnya. Untuk menjaga kesegaran sampel 79 

dan daya tahan hidup virus, sampel kemudian disimpan dalam refrigerator pada suhu -80 

20°C sampai saat akan dianalisis. 81 

Deteksi ORSV 82 

Uji Serologi dengan DAS-ELISA. Prinsip dasar teknik DAS-ELISA adalah 83 

antigen yang diapit oleh dua lapisan antibodi (Clark dan Adams 1976). Pada penelitian 84 

ini, Uuji serologis DAS-ELISA dilakukan sesuai dengan protokol reagent set (Agdia 85 

Inc.). Setelah masa inkubasi, microtiter plate yang berisi sampel daun diuji selanjutnya 86 

dibaca menggunakan ELISA-reader (BioTek) pada panjang gelombang 405 nm.  87 

 88 

Uji Molekuler dengan RT-PCR. Isolasi RNA dilakukan pada sampel positif 89 

terinfeksi ORSV menggunakan Total RNA isolation kit (SBS Genetech Co., Ltd., 90 

China). Amplifikasi RNA dengan RT-PCR dilakukan dengan metode terpisah 91 

menggunakan primer spesifik, yaitu ORSV CP-F1 (5'-92 

ATGTCTTACACTATTACAGACCCG-3') dan ORSV CP-R1 (5'-93 

GGAAGAGGTCCAAGTAAGTCC-3') (Lee dan Chang 2006). Proses RT dilakukan 94 

dengan first strand cDNA synthesis kit (Thermo scientific, USA), selanjutnya molekul 95 

cDNA yang terbentuk digunakan sebagai cetakan dalam proses PCR menggunakan 96 
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GoTaq Green Master Mix (Promega, USA). Reaksi RT dilakukan pada suhu 37ºC 97 

selama 60 menit, dilanjutkan dengan inkubasi 96
o
C selama 5 menit dan diakhiri pada 98 

suhu 4
o
C. Amplifikasi cDNA diawali dengan predenaturasi pada 95

o
C selama 5 menit, 99 

dilanjutkan dengan durasi 34 siklus, meliputi 95
o
C selama 30 detik, 50

o
C selama 45 100 

detik, dan 70
o
C selama 1 menit (Mahfut 2011). Produk PCR divisualisasi dengan 101 

elektroforesis pada gel agarosa 2%, dilihat dengan....didokumentasi... Pita DNA yang 102 

tervisualisasi menunjukkan ukuran panjang pasangan basa gen target, yaitu gen CP 103 

ORSV. 104 

Perunutan DNA dan Analisis Filogenetika. Perunutan DNA dilakukan dengan 105 

mengirimkan sampel hasil amplifikasi ke perusahaan 1
st
 Base, Singapura. Data 106 

dianalisis dan digabungkan dengan Software Suite for Sequence Analysis DNASTAR 107 

Lasergene DM Version 3.0.25. Analisis homologi sekuen dengan data yang terdaftar di 108 

GenBank dilakukan menggunakan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) pada 109 

situs www.ncbi.nlm.nih.gov., selanjutnya untuk mencari dan membandingkan homologi 110 

sekuens dengan data yang yang terdaftar di GenBank digunakan Basic Local Alignment 111 

Search Tool (BLAST) pada situs www.ncbi.nlm.nih.gov. Analisis filogenetika 112 

dilakukan dengan Neighbour Joining (NJ) pada program Molecular Evolutionary 113 

Genetics Analysis (MEGA 5 Beta). Analisis secara statistik pada cabang internal 114 

menggunakan bootstrap 1000 kali pengulangan (Lakani et al. 2010). 115 

 116 

HASIL 117 

Survei dan Koleksi Sampel 118 

Total sampel koleksi berupa daun anggrek yang menunjukkan gejala terinfeksi 119 

virus yang diduga ORSV adalah 87 sampel yang dikoleksi dari 27 genus anggrek (Tabel 120 
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1). Gejala umum yang ditemukan adalah mosaik, nekrotik, dan klorotik (Gambar 1). 121 

Gambar gejala bercak bercincin? 122 

Deteksi Virus 123 

Uji Serologi dengan DAS-ELISA. Hasil uji serologi diperoleh bahwa 5 dari 87 124 

total sampel (KRB2, KRB12, KRP18, KRP20, dan KRBp5) yang menunjukkan positif 125 

terinfeksi ORSV dengan rerata nilai absorbansi 1.125-1.152 atau insidensi infeksi virus 126 

sebesar 5,7 %. 127 

Uji Molekuler dengan RT-PCR. Hasil deteksi dengan RT-PCR terhadap 128 

sampel positif ORSV berdasarkan uji serologi menunjukkan amplifikasi fragmen DNA 129 

berukuran ±474 pb yang merupakan gen CP ORSV (Gambar 2) pada sampel..... Dari 130 

keseluruhan sampel positif tersebut, 4 sampel diantaranya merupakan Phalaenopsis sp. 131 

dan digunakan untuk analisis selanjutnya. 132 

Analisis Sekuen DNA. Hasil sekuensing nukleotida diperoleh total nukleotida 133 

gen CP isolat ORSV-Bogor (KRB12), ORSV-Bogor2 (KRB18), ORSV-Purwodadi 134 

(KRP18), dan ORSV-Balikpapan (KRBp5) sejumlah 474-480 basa. Hasil analisis 135 

BLAST terhadap masing-masing isolat menunjukkan kemiripan 99% dengan isolat gen 136 

CP ORSV dari negara-negara lain di Asia, Amerika, dan Eropa. Seleksi berdasarkan 137 

sumber sampel Phalaenopsis diperoleh 23 isolat terdaftar. Analisis 8 isolat lain 138 

berdasarkan distribusi daerah terpilih di negara Cina (Hangzhou, Shenzhen, Zhuhai, 139 

Guangzhou, Foshan, Tianjing) dan Korea Selatan (Seoul) menunjukkan kemiripan 140 

dengan indeks similiaritas (IS) sampai dengan 99.6% dengan isolat ORSV-Bogor 141 

(Tabel 2). Isolat TMV-Yunnan digunakan sebagai pembanding di luar grup (outgrup). 142 

Analisis Sekuen DNA. Hasil analisis filogenetika (Gambar 3) menunjukkan 143 

bahwa isolat-isolat ORSV Indonesia memiliki hubungan kekerabatan yang sangat dekat 144 

Comment [A12]: Dijelaskan asal dan varietasnya 

Comment [A13]: Yang dicantumkan bukan 
rerata, tapi kisaran nilai absorbansinya 

Comment [A14]: Homologi Runutan Nukleotida 
Gen CP ORSV  

Comment [A15]: Masuk ke bahan dan metode 

Comment [A16]: Pohon Filogenetika Gen CP 
ORSV 



7 
 

 

dan berada dalam satu kelompok terpisah. Walaupun keseluruhan isolat membentuk 145 

beberapa kelompok, namun kekerabatan antar isolat masih sangat dekat. Hal ini terlihat 146 

pada pohon filogenetika tersebut hanya membentuk sub grup. 147 

 148 

PEMBAHASAN 149 

Pembahasan dimulai dari hasil survey..... 150 

Sampel positif terinfeksi ORSV terbanyak merupakan anggrek Phalaenopsis. 151 

Diduga anggrek ini merupakan tanaman inang yang cocok dan paling rentan terhadap 152 

infeksi ORSV. Hal ini berkaitan dengan tekstur daun anggrek Phalaenopsis yang tebal 153 

sebagai tempat penyimpanan cadangan makanan. Keberadaan hasil metabolisme berupa 154 

cadangan makanan yang melimpah diketahui sangat efektif untuk replikasi genom dan 155 

sintesis virus baru. Selain itu, kandungan polipeptida khas yang disandi oleh gen virus 156 

yang mengandung nitrogen seperti zat pengatur tumbuh dan senyawa fenol juga sangat 157 

berperan sebagai penyebab munculnya gejala infeksi sistemik (Akin 2006). 158 

Berdasarkan hasil survei dan koleksi sampel, jumlah sampel daun yang dikoleksi 159 

pada tiap lokasi berbeda-beda tergantung banyaknya daun yang menunjukkan gejala 160 

infeksi virus pada lokasi tersebut. Gejala infeksi virus pada suatu populasi tanaman 161 

inang muncul sebagai hasil interaksi antara virus, tanaman inang dan lingkungan 162 

(Burnet 1974). Gejala infeksi ORSV yang paling umum ditemukan di lapangan adalah 163 

mosaik, nekrotik, dan klorotik (Gambar 1). Selain itu, dijumpai juga gejala khas infeksi 164 

berupa bercak bercincin (ringspot) seperti awal mula virus ini ditemukan oleh Jensen 165 

and Gold (1951). Pada penelitian sebelumnya juga ditemukan gejala bergaris (streak) 166 

(Mahfut 2011) yang merupakan kondisi infeksi yang parah (Syahierah, 2010). Gejala 167 
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yang ditemukan Lakani bagaimana?Hal ini menunjukkan bahwa infeksi ORSV di 168 

Indonesia memerlukan penanganan yang sangat serius.  169 

Metode deteksi dilakukan dengan dua cara yaitu uji serologi DAS-ELISA dan 170 

uji molekular dengan RT-PCR. Hasil akhir dari uji serologi dapat langsung digunakan 171 

untuk menentukan sampel yang positif terinfeksi ORSV berdasarkan hasil pembacaan 172 

rerata absorbansi menggunakan ELISA-reader pada panjang gelombang 405 nm. 173 

Sampel dikatakan positif apabila nilai absorbasinya mendekati nilai kontrol positif, atau 174 

paling tidak 2-3 kali nilai absorbansi buffer kontrol (Daryono dan Natsuaki 2009). Hasil 175 

deteksi RT-PCR membuktikan ORSV telah menginfeksi anggrek alam koleksi di Kebun 176 

Raya Bogor, Purwodadi, dan Balikpapan dengan teramplifikasinya gen CP ORSV 177 

sesuai dengan ukuran yang dilaporkan oleh Lakani et al. (2010) dan Mahfut (2011). Hal 178 

ini membuktikan bahawa kedua uji tersebut merupakan tahapan metode yang tepat 179 

untuk deteksi virus. 180 

Persentase tingkat kesamaan nukleotida antar isolat ORSV berdasarkan Iindeks 181 

similiaritas (IS) nukleotida antar isolat ORSV menunjukkan hampir tidak ditemukan 182 

keragaman gen CP ORSV meskipun persentase yang tinggi, meskipun masing-masing 183 

isolat dipilih berdasarkan perbedaan wilayah geografi. Hal ini disebabkan sifat adaptif 184 

virus yang relatif stabil dalam berbagai kondisi lingkungan (Lakani et al. 2010). Dari 185 

hasil alignment menunjukkan adanya mutasi titik berupa substitusi dan insersi pada 186 

isolat Indonesia. Isolat Bogor mengalami kejadian mutasi terbanyak yaitu; transisi dan 187 

transversi masing-masing 4 kali serta insersi 5 kali, sehingga isolat ini terpisah dengan 188 

isolat Indonesia lainnya. Pada penelitian ini tidak ditemukan adanya delesi. Efek mutasi 189 

yang terjadi mampu menyebabkan perubahan pada triplet kodon penyandi asam amino 190 

(Tabel 3). Secara signifikan isolat Balikpapan dan Bogor menunjukkan perbedaan pada 191 

Comment [A22]: Pembahasan tentang hasil 
elisanya saja, kalau ada disertai pustaka terkait. 
Sampel bergejala yang tidak positif ORSV, kira2 
terinfeksi virus lain atau bagaimana? Cantumkan 
pustakanya. 

Comment [A23]: Masukkan ke bahan dan 
metode 

Comment [A24]: Uji signifikansi dengan apa? 
Kalau tidak dilakukan uji signifikansi, cukup sajikan 
datanya saja, disertai hasil penelitian peneliti lain 
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frekuensi asam amino Ala yang mengalami penurunan 0,6% serta peningkatan pada Gln 192 

sebesar 0,58%. Berbeda dengan isolat Purwodadi yang mengalami peningkatan pada 193 

asam amino Cys sebesar 1,15% dan penurunan pada Gly 0,8%. Keseluruhan isolat 194 

Indonesia mengalami peningkatan pada Val 0,45-0,51%. Perubahan asam amino yang 195 

dihasilkan memiliki pengaruh yang sangat besar dalam proses adaptasi terhadap 196 

lingkungan di Indonesia (Lakani et al. 2010). 197 

Hasil analisis filogenetika menunjukkan isolat Indonesia berada pada cabang 198 

yang terpisah dengan isolat dari negara lain. Jika dibandingkan antar cabang, hanya 199 

sedikit perbedaan yaitu isolat Bogor2 (Kebun Raya Bogor) memiliki kedekatan dengan 200 

isolat dari Cina dan Korea Selatan. Berdasarkan pohon filogeni, ORSV di Indonesia 201 

diduga berasal dari kedua negara ........tersebut. BPPP (2005) menjelaskan Cina dan 202 

beberapa negara Asia Barat sebagai pengimpor benih dan tanaman anggrek ke 203 

Indonesia sejak 1997-2001. Hal ini diperkuat oleh Ryu et al. (1995) dan Lawson (1990) 204 

dengan adanya laporan yang melaporkan adanya infeksi ORSV di kedua negara 205 

tersebut.  206 

Diharapkan fakta ilmiah ini dapat menggugah kewaspadan negara basis anggrek 207 

seperti Indonesia untuk lebih memperketat mobilitas anggrek serta masuknya materi-208 

materi pembawa penyakit dari luar ke dalam Indonesia. Hasil penelitian ini diharapkan 209 

menjadi informasi dasar yang mendukung konsep konservasi dalam pembangunan 210 

kebun raya dan pemeliharaan tanaman koleksi kebun raya melalui strategi pengendalian 211 

penyakit. 212 

 213 
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Tabel 1. Koleksi sampel dari masing-masing lokasi 268 

Lokasi JumlahSampel GejalaInfeksi Virus 

Kebun Raya Bogor 35 Mosaik, klorosis, nekrosis, mottling, 

vein clearing, wilting leaf, 

dandeformasidaun 

Kebun Raya Cibodas 17 Mosaik, klorosis, nekrosis 

Kebun Raya 

Purwodadi 

25 Mosaik, klorosis, nekrosis 

Kebun Raya 

Balikpapan 

6 Mosaik, klorosis, nekrosis, dancurling 

leaf 

Kebun Raya 

Enrekang 

4 Mosaik, klorosis, nekrosis 
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Tabel 2. Persentase tingkat kesamaan nukleotida ORSV asal Anggek alam Indonesia 269 

No Asal Isolat Homologi (%)  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1 Bogor (KRB 2) 100 ID            

2 Bogor 2 (KRB 12) 99.8 100 ID           

3 Purwodadi (KRP18) 98.7 98.5 100 ID          

4 Balikpapan (KRBp5) 99.2 97.9 98.7 100 ID         

5 Foshan Cina (KF836075.1) 99.2 98.9 99.6 98.9 100 ID        

6 Guangzhou Cina (KF836084.1) 98.2 98.9 99.6 98.9 100 100 ID       

7 Guizhou Cina (KF225471.1) 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 100 ID      

8 Hangzhou Cina (AM398154.1) 99.2 98.9 99.6 98.9 100 99.4 99.8 100 ID     

9 Seoul Korea Selatan (AJ606107.1) 98.7 98.5 99.2 98.5 99.6 99.6 99.4 98.6 100 ID    

10 Shenzhen Cina (KF836090.1) 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 99.6 96.8 99.4 100 ID   

11 Tianjing Cina (EU653020.1) 99.2 98.9 99.6 98.9 100 100 99.8 100 99.6 99.8 100 ID  

12 Zhuha Cina (KF836086.1) 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 99.6 99.8 99.4 100 99.8 100 ID 

13 TMV-Yunnan (AAM64218.1) 68.2 68.2 68.2 67.9 67.7 67.7 67.5 66.9 67.3 67.9 67.7 67.9 100 

Comment [A27]: Istilah yang dipakai disamakan 
: mau homologi atau indeks similiratas? Disamakan 
baik di nama tabel, maupun di bagian lain 
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Tingkat kemiripan basa nukleotida gen CP ORSV asal anggrek alam Indonesia dihitung menggunakan Program DNASTAR Lasergene DM Version 3.0.25 270 
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Tabel 3. Persentase Ffrekuensi asam amino gen CP ORSV isolat asal anggrek alam Indonesia 271 

Asal Isolat Frekuensi Asama Amino (%) 

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr Total 

Bogor (KRB 2) 3.57 7.14 2.86 0.71 3.57 5.71 0.71 4.29 3.57 8.57 0.71 11.43 4.29 4.29 5.00 17.14 5.71 4.29 0.71 5.71 140 

Bogor 2 (KRB 12) 4.29 7.14 2.86 0.71 4.29 6.43 0.71 4.29 3.57 8.57 0.71 11.43 4.29 3.57 5.00 16.43 5.00 4.29 0.71 5.71 140 

Purwodadi (KRP18) 4.23 8.45 2.82 0.70 4.23 4.93 0.00 4.23 3.52 8.45 0.70 11.97 4.23 3.52 4.93 16.90 5.63 4.23 0.70 5.63 142 

Balikpapan (KRBp5) 3.57 7.14 2.86 0.71 3.57 5.71 0.71 4.29 3.57 8.57 0.71 11.43 4.29 4.29 5.00 17.14 5.71 4.29 0.71 5.71 140 
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 272 

273 

 274 

Gambar 1. Sampel daun positif terinfeksi ORSV. (A) Phalaenopsis amboinensis 275 

(KRB2), (B) Phalaenopsis amabilis (KRB 12), (C) Phalaenopsisamabilis 276 

(KRP18), (D) D. salacence (KRP20), dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. 277 

(KRBp5) (E) permukaan atas, (F) permukaan bawah 278 

A B 

D C 

E F 

Comment [A28]: Spasi  

Comment [A29]: Nama gejala, misalnya : 
nekrotik. Semua gejala yang disebutkan di hasil dan 
pembahasan sebaiknya ada semua, termasuk yang 
bercak bercincin. Gambar E dan F tidak perlu karena 
tidak berbeda.. 
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 279 

Gambar 2. Hasil visualisasi RT-PCR (M) Marker 1 kb, (1) kontrol positif, (2) kontrol 280 

negatif, (3) KRB2, (4) KRB12, (5) KRP18, (6)KRP20, dan (7) KRBp5  281 

 282 

 283 

Gambar 3. Rekonstruksi pohon filogenetik isolat ORSV dan outgroup berdasarkan 284 

sekuen nukleotida gen CP 285 

474 bp 

Comment [A30]: Yang dirubah bukan 
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jelas, membentuk berapa kelompok? 
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anggrek alam. Sampel dikoleksi dari tanaman bergejala dari koleksi 5 kebun raya di 18 
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reaksi positif terinfeksi ORSV, yaitu....terhadap antiseruminfeksi ORSV yaitu sampel 22 

dari xxxx (sebutkan yang positif dari mana saja dan pada jenis anggrek apa yang positif 23 

ORSV?). Deteksi asam nukleat 5 sampel tersebut dengan Reverse Transcriptase-24 

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) menggunakan primer spesifik gen coat protein 25 

(CP) ORSV menghasilkanberhasil teramplifikasimenghasilkan fragmen DNA 26 

berukuran ±474 pb. Analisis parsial sikuen gen CP homologi 4 ORSV isolat ORSV 27 

Indonesia asal PhalaenopsisBogor menunjukkan nilai indeks similiaritas (IS) 99.6% 28 

dengan isolat Cina dan Korea Selatan. Analisis filogenetika menunjukkan 4 ORSV 29 

isolat Indonesia asal Phalaenopsis berada dalam satu kelompok dan terpisah dengan 30 

isolat ORSV dari negaranegarla lainnya. PenelitianInilah laporan ilmiah pertama yang 31 

melaporkanPenelitian ini merupakan laporan pertama infeksiiinfeksi ORSV pada 32 

anggrek alam koleksi  5 kebun raya di indonesiaIindonesia. 33 
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occurancethe availability of Odontoglossum ringspot virus (ORSV) that infects 46 

natureinfectingthat infect native orchid. from thebotanical garden collection in 47 

Indonesia. Symptomatic samples were collected from 5 botanical garden collections. 48 

Serologicalsuch as x,y,z,…Detection and identification of virus was conducted by 49 

serological test using ORSV spesificspecific antisera indicated, RT-PCR and DNA 50 

sequencing. The serological test using againstORSV antisera showedindicated that 5 51 

(.....) of 87 sampels were infected by reactedare positivelyvisually againstinfected by 52 

ORSV. antiserum, yaitu sampel a, b, c, d, dan e. Detection of 5 samples of nucleic acid 53 

with Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR ) using specifics 54 

primer of ORSV coat protein (CP) gene ORSV was successfully amplified aDNA with 55 

sizea ± 474 bp of DNA fragment. Homology analysis of 5 of nucleotideanalysis of of 56 

ORSV the Indonesian isolates Bogor isolate showed thathighest  the value of the index 57 

similiarity (IS) was 99.6% similiar with corresponding sequences of China and South 58 

Korea isolates. PhylogeneticPhyllogenetic analysis showed that 5 of ORSV Indonesian 59 

isolates ORSV formed oneclustered informed a distinct group that were and separated 60 

with isolates from other country clustered in one group, separated from other countries 61 

ORSV isolates.countriesy. This was is the first report of infection ORSV infection on 62 

naturebotanical collection native orchids from the collectionscollection of 5 botanical 63 

gardensgarden in Indonesia. 64 
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PENDAHULUAN
 

70 

Anggrek alamAnggrek alam sebagai salah satu flora asli Indonesia harus dijaga 71 

kelestariannya (Sarwono 2002). Keberadaannya memiliki peran penting sebagai induk 72 

persilangan dalam pemuliaan tanaman (Rukmana 2000; Sarwono 2002), yang bertujuan). 73 

Tujuan pemuliaan tanaman ini adalah untuk memperluas keragaman genetik pada bentuk 74 

dan warna bunga yang unik, frekuensi berbungaberbungan yang tinggi, dan tahan 75 

terhadap patogen penyebab penyakit serta cekaman lingkungan (Soedjono, 1997). 76 

Serangan 77 

Selain tindak pengalihan fungsi hutan sebagai habitat aslinya, serangan hama 78 

penyakit menjadi menjadi salah satu kendala utama dalam usaha budidaya dan 79 

pengembangan potensi tanaman ini (Kumalawati et al. 2011). Anggrek dilaporkan dapat 80 

terinfeksi 50 jenis virus (Zettler et al. 1990; Navalinskiene et al. 2005; Chang et al. 81 

2005). Beberapa virus yang dilaporkan paling banyak menginfeksi anggrek dan 82 

memiliki penyebaran luas di dunia, termasuk sudah sampai keadasampai di Indonesia 83 

adalah Odontoglossum ringspot virus (ORSV) (Inouye dan Gara, 1996; Isnawati 2009; 84 

Syahierah 2010; Lakani et al. 2010; Kumalawati et al. 2011; Lakani, 2011), Cymbidum 85 

mosaic virus (CymMV) (Inouye dan Gara 1996; Menisa 2009; Kumalawati et al. 2011; 86 

Lakani 2011), Cucumber mosaic virus (CMV), dan Potyvirus (Lakani 2011).  87 

ORSV merupakan virus yang dominan menginfeksi pertanaman anggrek di 88 

dunia (Ali et al. 2014; Sudha dan Rani 2015). Infeksi virus pada tanaman anggrek 89 

menyebabkan penurunan vigor tanaman dan kualitas bunga (Chia et al. 1992; Koh et al. 90 

2014; Sudha dan Rani 2015). Laporan dari beberapa negara menunjukkan bahwa virus 91 

ini menyebabkan kerugian secara ekonomi sebagai akibat menurunnya kualitas bunga di 92 
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beberapa negara (Zettler et al. 1990; Chang 2008; Ali et al. 2014; Koh et al. 2014; Kim 93 

dan Choi, 2015). 94 

 Berdasarkan survei pada lima kebun raya di Indonesia, yaitu; Kebun Raya 95 

Bogor (Jawa Barat), Cibodas (Jawa Barat), Purwodadi (Jawa Timur), Balikpapan 96 

(Kalimantan Timur), dan Enrengkang (Makasar) selama 2010-2014 banyak dijumpai 97 

anggrek alam dengan gejala terinfeksi virus yang diduga ORSV. Deteksi ORSV 98 

padatanaman anggrek alam koleksi kebun raya di Indonesia belum pernah dilaporkan. 99 

Penelitian ini bertujuanbergejala yang diduga terinfeksi virus secara rutin perlu 100 

dilakukan untuk mengetahui keberadaan pemutakhiran status kesehatan anggrek alam 101 

koleksi kebun raya di Indonesia. Penelitian deteksi ORSV yang menginfeksi anggrek 102 

alam koleksi kebun raya di Indonesia. Penerapan hasil penelitian ini belum pernah 103 

dilaporkan. Penelitian ini dapat menjadi salah satu upaya potensial yang mendukung 104 

penerapan konsep konservasi anggrek alam di Indonesia melalui upaya perlindungan 105 

tanaman. Penerapan konsep konservasi dapat dilakukan dengan cara mengenali gejala 106 

infeksi dan diharapkan sedapat mungkin mencegah penyebaran penyakit anggrek yang 107 

disebabkan oleh virus sehingga keberadaan anggrek alam yang sangat berharga dapat 108 

terjaga kelestariannya. 109 

 110 

BAHAN DAN METODE 111 

Survei dan Koleksi Sampel.  112 

Penelitian ini dilaksanakan secara berkala pada bulan Mei-Agustus 2010, April-113 

Juni 2011, dan  Mei-Juli 2014 di Kebun Raya Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, 114 

dan Enrengkang.. Hasil survei dan koleksi sampel berupa daun anggrek yang 115 

menunjukkan gejala terinfeksi ORSVvirusORSV dimasukkan dalam plastik berperekat 116 
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yang telah diberi silica gel didalamnya. Untuk menjaga kesegaran sampel dan daya 117 

tahan hidup virus, sampel kemudian disimpan dalam refrigerator pada suhu -20°C 118 

sampai saat akan dianalisis. 119 

Deteksi ORSV Secara Molekuler 120 

Deteksi Protein dengan Uji Serologi dengan DAS-ELISA. Uji Deteksi serologi 121 

dilakukan untuk menentukan insidensi infeksi virus. ELISA dilakukan menggunakan 122 

metode Prinsip dasar teknik DAS-ELISA terhadap 44 total sampel daun anggrek (dari 123 

27 genus) paling representatif dari masing-masing lokasi(double antibody Sandwich-124 

ELISA); adalah antigen yang diapit oleh dua lapisan antibodi (Clark dan Adams 1976). 125 

UPada penelitian ini, uji serologi dilakukan s DAS-ELISA menggunakan antiserum 126 

spesifik ORSV dan dilakukan sesuai dengan protokol reagentyang direkomendasikan 127 

pembuat antiserumreagent set (Agdia Inc.). Setelah masaproses pewarnaan dengan 128 

substrat PNPmasa inkubasi, Hhasil ELISAhasil deteksi pada microtiter plate 129 

ELISAyang berisi sampel daun diuji selanjutnya dibaca menggunakan ELISA-reader 130 

(BioTek) pada panjang gelombang 405 nm. Sampel dikatakan positif apabila nilai 131 

absorbasinya mendekati nilai kontrol positif, atau paling tidak 2-3 kali nilai absorbansi 132 

buffer kontrol (Daryono dan Natsuaki 2009).  133 

Deteksi Asam Nukleat Uji Molekuler dengan RT-PCR. Isolasi RNA dilakukan 134 

pada sampel positif terinfeksi ORSV secara ELISA, menggunakan Total RNA isolation 135 

kit (SBS Genetech Co., Ltd., China). Amplifikasi RNA dengan RT-PCR dilakukan 136 

dengan metode terpisah menggunakan primer spesifik, yaitu ORSV CP-F1 (5'-137 

ATGTCTTACACTATTACAGACCCG-3') dan ORSV CP-R1 (5'-138 

GGAAGAGGTCCAAGTAAGTCC-3') (Lee dan Chang 2006). Proses RT dilakukan 139 

dengan first strand cDNA synthesis kit (Thermo scientific, USA), selanjutnya molekul 140 
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cDNA yang terbentuk digunakan sebagai cetakan dalam proses PCR menggunakan 141 

GoTaq Green Master Mix (Promega, USA). Reaksi RT dilakukan pada suhu 37ºC37 ºC 142 

selama 60 menit, dilanjutkan dengan inkubasi 96
o
C96 

o
C selama 5 menit dan diakhiri 143 

pada suhu 4
o
C.4 

o
C. Amplifikasi cDNA diawali dengan predenaturasi pada 95

o
C95 

o
C 144 

selama 5 menit, dilanjutkan dengan durasi 34 siklus, meliputi 95
o
Cdenaturasi pada suhu 145 

95 
o
C selama 30 detik, 50

o
Cannealing pada suhu 50 

o
C selama 45 detik, dan 146 

70
o
Cekstensi pada suhu 70 

o
C selama 1 menit (Mahfut 2011). Produk PCR divisualisasi 147 

dengan elektroforesis pada gel agarosa 2%, dilihat dengan transiluminator (Bio-Rad 148 

Transilluminator 2000)% dalam buffer TBE?TAE?yang mengandung ethidium bromide 149 

(?) atau gelnya direndam dalam ethidium bromide? (jelaskan). Pita DNA yang 150 

ditervisualisasi pada UV transluminator dan didokumentasi menggunakan dengan 151 

kamera digital. (Nikon Coolpix S3500). menunjukkan ukuran panjang pasangan basa 152 

gen target, yaitu gen CP ORSV. 153 

Perunutan DNA dan Analisis Filogenetika. DNA hasil amplifikasi dirunut 154 

sikuen nukleotidanya dengan mengirimkan DNA ke Perunutan DNA dilakukan dengan 155 

mengirimkan sampel hasil amplifikasi ke perusahaan 1
st
 Base, Singapura..  Sikuen  156 

nukleotida Data dianalisis dan digabungkan dengan Softwareperanti lunakSoftware 157 

Suite for Sequence Analysis DNASTAR Lasergene DM Version 3.0.25. Analisis 158 

homologipenyejajaran sikuen nukleotida ORSV isolat dari Indonesia dilakukan 159 

terhadaphomologi sekuen sikuen yang dengan data yang terdaftar di GenBank dilakukan 160 

menggunakan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) pada situs 161 

(www.ncbi.nlm.nih.gov.,.), selanjutnya untuk mencari dan membandingkan homologi 162 

sekuens dengan data yang yang terdaftar di GenBank digunakan Basic Local Alignment 163 

Search Tool (BLAST) pada situs www.ncbi.nlm.nih.gov. Seleksi berdasarkan sumber 164 
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sampel Phalaenopsis diperoleh 23 isolat ORSV terdaftar. Analisis 8 isolat ORSV lain 165 

berdasarkan distribusi daerah terpilih : di negara Cina (Hangzhou, Shenzhen, Zhuhai, 166 

Guangzhou, Foshan, Tianjing) dan Korea Selatan (Seoul) menunjukkan kemiripan IS 167 

sampai dengan 99.6% dengan isolat ORSV-Bogor (Tabel 2). Isolat TMV-Yunnan 168 

digunakan sebagai pembanding di luar grup (outgrup). Analisis filogenetika dilakukan 169 

dengan menggunakan peranti lunak  Neighbour Joining (NJ) pada program Molecular 170 

Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versi 5 Beta). dengan metode Neighbor 171 

Joining (NJ) dan Kimura-2  parameter model untuk estimasi jarak). Nilai Analisis 172 

secara statistik pada cabang internal menggunakan bootstrap yang digunakan sebanyak 173 

1000 kali pengulangan (Lakani et al. 2010). 174 

 175 

HASIL 176 

SurveiGejala Infeksi VirusSurvei dan Koleksi Sampel 177 

Total sampel koleksi berupa daun anggrek yang menunjukkan gejala terinfeksi 178 

virus yang diduga ORSV adalah 87 sampel yang dikoleksi dari 27 genus anggrek (Tabel 179 

1). Gejala umum yang ditemukan adalah mosaik, nekrotik, dan klorotik (Gambar 1).  180 

Deteksi Virus 181 

UjiBerdasarkan hasil deteksi serologi menunjukkanUji Serologi dengan DAS-182 

ELISA. Hasil uji serologi diperoleh bahwa insidensi infeksi virus sebesar 5.7% (5 dari 183 

87 total sampel bereaksi positif terhadap antiserum ORSV. Adapun 5 sampel yang 184 

positif yaitu 2 sampel berasal dari kebun raya Bogor (KRB2, KRB12), 2 sampel dari 185 

kebun raya Purwodadi (KRP18, KRP20), dan 1 sampel dari kebun raya Balikpapan 186 

(KRBp5).  yang menunjukkan positif terinfeksi ORSV atau insidensi infeksi virus 187 

sebesar 5,7 % dengan kisaranRrerata nilai absorbansi 0.709-1.594ELISA sampel yang 188 
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positif ORSV berkisar 1.125-1.152. Dari keseluruhan sampel positif tersebut, 4 189 

diantaranya merupakan Phalaenopsis sp. dan digunakan untuk analisis selanjutnya. atau 190 

insidensi infeksi virus sebesar 5,7 %. Sampel daun positif terinfeksi ORSV tersebut, 191 

yaitu: Phalaenopsis amboinensis (KRB2), Phalaenopsis amabilis (KRB12), 192 

Phalaenopsis amabilis (KRP18), D. salacence (KRP20), dan Phalaenopsis modesta J. J. 193 

Sm. (KRBp5) (Gambar 1). 194 

Uji Molekuler dengan RT-PCR. Hasil deteksi dengan RT-PCR terhadap lima 195 

sampel positif ORSV berdasarkan uji serologi menunjukkan amplifikasi fragmen DNA 196 

berukuran ±474 pb yangteramplifikasi dengan menggunakan primer spesifik genyang 197 

merupakan gen CP ORSV (Gambar 2). Dari keseluruhan sampel positif tersebut, 4 198 

sampeldiantaranya merupakan Phalaenopsis sp. dan digunakan untuk analisis 199 

selanjutnya. 200 

 201 

Homologi Runutan Nukleotida Gen CP ORSV 202 

Analisis Siekuen NukleotidaDNA.  203 

Hasil sekuensingperunutansekuensing nukleotida diperoleh total nukleotida gen 204 

CP isolat ORSV-Bogor (KRB12), ORSV-Bogor2 (KRB18), ORSV-Purwodadi 205 

(KRP18), dan ORSV-Balikpapan (KRBp5) berukuran sejumlah 474-480 206 

basa.basanukleotida. Hasil analisis BLAST terhadap masing-masing isolat 207 

menunjukkan  bahwa 4 isolat tersebut memilikihomologi kemiripan  sebesar 99% 208 

dengan isolat gen CP ORSV dari negara-negara lain di Asia, Amerika, dan Eropa. 209 

Seleksi berdasarkan sumber sampel Phalaenopsis diperoleh 23 isolat terdaftar. Analisis 210 

8 isolat lain berdasarkan distribusi daerah terpilih di negara Cina (Hangzhou, Shenzhen, 211 

Zhuhai, Guangzhou, Foshan, Tianjing) dan Korea Selatan (Seoul) menunjukkan 212 
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kemiripan dengan indeks similiaritas (IS) sampai dengan 99.6% dengan isolat ORSV-213 

Bogor (Tabel 2). Isolat TMV-Yunnan digunakan sebagai pembanding di luar grup 214 

(outgrup). 215 

 216 

Pohon Filogenetika Gen CP ORSV 217 

Hasil analisisHasil penyejajaran sikuen nukleotida menunjukkan adanya mutasi 218 

titik berupa substitusi dan insersi pada isolat ORSV di Indonesia. Isolat Bogor 219 

mengalami kejadian mutasi terbanyak yaitu; transisi dan transversi masing-masing 4 220 

kali serta insersi 5 kali, sehingga isolat ini terpisah dengan isolat Indonesia lainnya. 221 

Efek mutasi yang terjadi mampu menyebabkan perubahan pada triplet kodon penyandi 222 

asam amino. Isolat Balikpapan dan Bogor menunjukkan perbedaan pada frekuensi asam 223 

amino Ala yang mengalami penurunan 0,6% serta peningkatan pada Gln sebesar 0,58%. 224 

Berbeda dengan isolat Purwodadi yang mengalami peningkatan pada asam amino Cys 225 

sebesar 1,15% dan penurunan pada Gly 0,8%. Keseluruhan isolat Indonesia mengalami 226 

peningkatan pada Val 0,45-0,51% (Tabel 3). Pada sikuen nukleotida gen CP isolat 227 

ORSV dalam penelitian ini tidak ditemukan adanya delesi.  228 

 Aanalisis filogenetika (Gambar 3) menunjukkan bahwa isolat 4-isolat ORSV 229 

dari Indonesia memiliki hubungan kekerabatan yang sangat dekat. Hasil rekonstruksi 230 

pohon filogenetika membagi isolat ORSV kedalam dua dan berada dalam satu 231 

kelompok berdasarkan wilayah geografi, yaitu kelompok isolat Indonesia yang berada 232 

pada cabang terpisah dengan kelompok isolat dari Cina dan Korea Selatan. Jika 233 

dibandingkan antar cabang, hanya sedikit perbedaan yaitu isolat Bogor2 (Kebun Raya 234 

Bogor) memiliki kedekatan cabang dengan isolat dari kedua negara tersebut.terpisah 235 

dari isolat ORSV asal Negara lain (Gambar 3). Walaupun keseluruhan isolat 236 
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membentuk beberapa kelompok, namun kekerabatan antar isolat masih sangat dekat. 237 

Hal ini terlihat pada pohon filogenetika tersebut hanya membentuk sub grup.. 238 

 239 

PEMBAHASAN 240 

Sampel positif terinfeksi ORSV terbanyak merupakan anggrek Phalaenopsis. 241 

Diduga anggrek ini merupakan tanaman inang yang cocok dan 242 

paling rentan terhadap infeksi ORSV. Hal ini berkaitan dengan 243 

tekstur daun anggrek Phalaenopsis yang tebal sebagai tempat 244 

penyimpanan cadangan makanan.  245 

PEMBAHASAN 246 

Keberadaan hasil metabolisme berupa cadangan makanan yang melimpah 247 

diketahui sangat efektif untuk replikasi genom dan sintesis virus baru. Selain itu, 248 

kandungan polipeptida khas yang disandi oleh gen virus yang mengandung nitrogen 249 

seperti zat pengatur tumbuh dan senyawa fenol juga sangat berperan sebagai penyebab 250 

munculnya gejala infeksi sistemik (Akin 2006). 251 

Berdasarkan hasil survei dan koleksi sampel, jumlah sampel daun yang dikoleksi 252 

pada tiap lokasi berbeda-beda tergantung banyaknya tanamandaun yang menunjukkan 253 

gejala infeksi virus pada lokasi tersebut. Gejala infeksi virus pada suatu populasi 254 

tanaman inang muncul sebagai hasil interaksi antara virus, tanaman inang dan 255 

lingkungan (Burnet 1974). Gejala infeksi ORSV yang paling umum ditemukan di 256 

lapangan adalah mosaik, nekrotik, dan klorotik (Gambar 1). Selain itu, pada penelitian 257 

sebelumnya dijumpai juga gejala khas infeksi berupa bercak bercincin (ringspot) seperti 258 

awal mula virus ini ditemukan oleh Jensen and Gold (1951) serta ). GPada penelitian 259 

sebelumnya juga ditemukan gejala infeksi ORSV sebelumnya dilaporkan berupa gejala 260 
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bergaris (streak) (Mahfut 2011) yang padayang merupakan kondisi infeksi yang parah 261 

(Syahierah, 2010). Lakani et al. (2010) juga melaporkan gejala infeksi yang ditemukan 262 

berupa mosaik dan nekrotik pada daun dan bunga terinfeksi, selain itu juga dijumpai 263 

gejala infeksi laten berupa symptomless (tanpa; Mahfut 2011)). Hal ini menunjukkan 264 

bahwa infeksi ORSV di Indonesia memerlukan penanganan yang sangat serius. Gejala 265 

infeksi ORSV yang ditemukan bervariasi tergantung spesies anggrek (ini faktanya). 266 

Tambahkan referensi terkait variasi gejala).  dengan spesies yang berbeda 267 

Hasil pembacaan nilai absorbansi pada ELISA-reader diperoleh 5 sampel 268 

mengindikasikan positif terinfeksi ORSV hasil koleksi dari lokasi Kebun Raya Bogor 269 

(KRB2, KRB12), Purwodadi (KRP18, KRP20), dan Balikpapan (KRBp5). Nilai 270 

insidensi ORSV pada sampel....berdasarkan hasil uji serologi hanya rendah, di bawah 271 

10%. Lakani (2011) sebelumnya melaporkan infeksi ORSV pada anggrek? di Kebun 272 

Raya Bogor dengan nilai absorbansi 0,572 dan kejadian insidensi penyakitnya juga 273 

hanya 20% dari 10 sampel uji. Berdasarkan hasil survei, beberapa sampel Sampel – 274 

sampel lain, meskipun bergejala terinfeksi ORSV, diketahui memperlihatkan gejala 275 

infeksi ORSV tetapi tidak menunjukkan reaksi positif dengan antiserum ORSV 276 

berdasarkan uji serologi DAS-ELISA. Hal ini dimungkinkan Ssampel tersebut diduga 277 

terinfeksi oleh virus lain meskipun menunjukkan gejala infeksi serupa ORSV. Suatu 278 

Vvirus dapat menimbulkan menyebabkan gejala yang berlainan pada tanaman yang 279 

berbeda, sementara virus yang berbeda dapat menyebabkan gejala yang hampir sama 280 

pada tanaman inang yang sama (Badwen 1964), tergantung pada strain virus, kultivar 281 

tanaman?, dan kondisi lingkungan (Navalinskiene et al. 2005). Hasil deteksi RT-PCR 282 

membuktikan ORSV telah menginfeksi anggrek alam koleksi Kebun Raya Bogor, 283 

Purwodadi, dan Balikpapan sesuai hasil uji serologi dengan teramplifikasinya gen CP 284 
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ORSV pada sampel......sesuai dengan ukuran yang dilaporkan oleh Lakani et al. (2010) 285 

dan Mahfut (2011).  286 

IndeksMetode deteksi dilakukan dengan dua cara yaitu uji serologi DAS-ELISA 287 

dan uji molekular dengan RT-PCR. Hasil akhir dari uji serologi dapat langsung 288 

digunakan untuk menentukan sampel yang positif terinfeksi ORSV berdasarkan hasil 289 

pembacaan rerata absorbansi menggunakan ELISA-reader pada panjang gelombang 290 

405 nm. Sampel dikatakan positif apabila nilai absorbasinya mendekati nilai kontrol 291 

positif, atau paling tidak 2-3 kali nilai absorbansi buffer kontrol (Daryono dan Natsuaki 292 

2009). Hasil Uji serologi dapat dimanfaatkan untuk menentukan insidensi infeksi virus 293 

yang ditemukan dari sampel hasil survey. deteksi RT-PCR mengonfirmasi hasil deteksi 294 

serologi yang menunjukkan bahwamembuktikan ORSV telah menginfeksi anggrek 295 

alam koleksi di Kebun Raya Bogor, Purwodadi, dan Balikpapan dengan teramplifikasi 296 

gen CP ORSV sesuai dengan ukuran yang dilaporkan sebelumnya (oleh Lakani et al. 297 

(2010;) dan Mahfut (2011). Hal ini membuktikan bahawa kombinasi kedua metode 298 

deteksi dapat dimanfaatkan untuk deteksi rutin. uji tersebut merupakan tahapan metode 299 

yang tepat untuk deteksi virus. 300 

Persentase tingkat kesamaan nukleotida antar isolat ORSV berdasarkan indeks 301 

similiaritas (IS) nukleotida antar isolat ORSV menunjukkan persentase yang 302 

tinggi,hampir tidak ditemukan keragaman gen CP ORSV meskipun masing-masing 303 

isolat dipilih berdasarkan perbedaan wilayah geografi. Hal ini disebabkan sifat adaptif 304 

virus yang relatif stabil dalam berbagai kondisi lingkungan (Lakani et al. 2010). Dari 305 

hasil alignmentpenyejajaran sikuen nukleotidaalignment menunjukkan adanya mutasi 306 

titik berupa substitusi dan insersi pada isolat Indonesia. Isolat Bogor mengalami 307 

kejadian mutasi terbanyak yaitu; transisi dan transversi masing-masing 4 kali serta 308 
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insersi 5 kali, sehingga isolat ini terpisah dengan isolat Indonesia lainnya. Pada 309 

penelitian ini tidak ditemukan adanya delesi. Efek mutasi yang terjadi mampu 310 

menyebabkan perubahan pada triplet kodon penyandi asam amino (Tabel 3). 311 

IsolatSecara signifikan isolat Balikpapan dan Bogor menunjukkan perbedaan pada 312 

frekuensi asam amino Ala yang mengalami penurunan 0,6% serta peningkatan pada Gln 313 

sebesar 0,58%. Berbeda dengan isolat Purwodadi yang mengalami peningkatan pada 314 

asam amino Cys sebesar 1,15% dan penurunan pada Gly 0,8%. Keseluruhan isolat 315 

Indonesia mengalami peningkatan pada Val 0,45-0,51%.%. Perubahan asam amino 316 

yang dihasilkan memiliki pengaruh yang sangat besar dalam proses adaptasi terhadap 317 

lingkungan di Indonesia (Lakani et al. 2010). 318 

Berdasarkan pohon filogenetika, ORSV Indonesia diduga berasal dari negara 319 

Cina dan Korea Selatan.Hasil analisis filogenetika menunjukkan isolat Indonesia berada 320 

pada cabang yang terpisah dengan isolat dari negara lain. Jika dibandingkan antar 321 

cabang, hanya sedikit perbedaan yaitu isolat Bogor2 (Kebun Raya Bogor) memiliki 322 

kedekatan dengan isolat dari Cina dan Korea Selatan. ORSV di Indonesia diduga 323 

berasal dari kedua negara tersebut. BPPP (2005) menjelaskan Cina dan beberapa negara 324 

Asia Barat sebagai pengimpor benih dan tanaman anggrek ke Indonesia sejak 1997-325 

2001. Hal ini diperkuat oleh Ryu et al. (1995) dan Lawson (1990) yang 326 

melaporkandengan adanya laporan infeksi ORSV di kedua negara tersebut.  327 

Hasil penelitian menunjukkan sampelBerdasarkan hasil penelitian ini ORSV 328 

terdeteksi menginfeksi anggrek koleksi beberapa kebun raya di Indonesia, walau 329 

insidensinya masih rendah. Homologi nukleotida gen CP yang tinggi terhadap ORSV 330 

dari negara lain diduga ORSV isolate Indonesia masuk dari Negara lain. Sehingga untuk 331 

melindungi anggrek alam di Indonesia, importasi anggrek dari negara lain harus dibatasi 332 
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dan terkontrol.  positif terinfeksi ORSV terbanyak merupakan anggrek Phalaenopsis. 333 

Diduga anggrek ini merupakan tanaman inang yang cocok dan paling rentan terhadap 334 

infeksi ORSV. Hal ini berkaitan dengan tekstur daun anggrek Phalaenopsis yang tebal 335 

sebagai tempat penyimpanan cadangan makanan. Akin (2006) menjelaskan keberadaan 336 

hasil metabolisme berupa cadangan makanan yang melimpah diketahui sangat efektif 337 

untuk replikasi genom dan sintesis virus baru. Selain itu, kandungan polipeptida khas 338 

yang disandi oleh gen virus yang mengandung nitrogen seperti zat pengatur tumbuh dan 339 

senyawa fenol juga sangat berperan sebagai penyebab munculnya gejala infeksi 340 

sistemik. 341 

Diharapkan fakta ilmiah ini dapat menggugah kewaspadan negara basis anggrek 342 

seperti Indonesia untuk lebih memperketat mobilitas anggrek serta masuknya materi-343 

materi pembawa penyakit dari luar ke dalam Indonesia. Hasil penelitian ini diharapkan 344 

menjadi informasi dasar yang mendukung konsep konservasi dalam pembangunan 345 

kebun raya dan pemeliharaan tanaman koleksi kebun raya melalui deteksi rutin untuk 346 

pemantauan perkembangan/penyebaran penyakit virus dan tindakan pengendalian sedini 347 

mungkin.strategi pengendalian penyakit. 348 

 349 
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DAFTAR TABEL DAN GAMBAR 423 

Tabel 1. Koleksi sampelSsampel Anggrek Bergejala dari masingBeberapa Kebun Raya 424 

(KR) di Indonesiamasing-masing lokasi 425 

Lokasi Jumlah Sampel Gejala Infeksi Virus 

KebunKRebun Raya 

Bogor 

35 Mosaik, klorosis, nekrosis, mottling, vein 

clearing, wilting leaf, dan deformasi daun 

Kebun Raya Cibodas 17 Mosaik, klorosis, nekrosis 

Kebun Raya Purwodadi 25 Mosaik, klorosis, nekrosis 

Kebun Raya Balikpapan 6 Mosaik, klorosis, nekrosis, dan curling leaf 

Kebun Raya Enrekang 4 Mosaik, klorosis, nekrosis 

426 
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Tabel 2. Tingkat kemiripan basaHomologiPersentase tingkat kesamaan nukleotida gen CP 4 isolat ORSV asal anggrek alam Indonesia 427 

dibandingkan dengan isolate dari Negara  lain 428 

No Asal Isolat                       No.Aksesi Indeks Similiaritas (IS)Homologi (%)  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1 Bogor (KRB2)KRB 2) 100 ID            

2 Bogor 2 (KRB12)KRB 12) 99.8 100 ID           

3 Purwodadi (KRP18) 98.7 98.5 100 ID          

4 Balikpapan (KRBp5) 99.2 97.9 98.7 100 ID         

5 Foshan Cina (KF836075.1) 99.2 98.9 99.6 98.9 100 ID        

6 Guangzhou Cina (KF836084.1) 98.2 98.9 99.6 98.9 100 100 ID       

7 Guizhou Cina (KF225471.1) 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 100 ID      

8 Hangzhou Cina (AM398154.1) 99.2 98.9 99.6 98.9 100 99.4 99.8 100 ID     

9 Seoul Korea Selatan (AJ606107.1) 98.7 98.5 99.2 98.5 99.6 99.6 99.4 98.6 100 ID    

10 Shenzhen Cina (KF836090.1) 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 99.6 96.8 99.4 100 ID   

11 Tianjing Cina (EU653020.1) 99.2 98.9 99.6 98.9 100 100 99.8 100 99.6 99.8 100 ID  

12 Zhuha Cina (KF836086.1) 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 99.6 99.8 99.4 100 99.8 100 ID 
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13 TMV-Yunnan (AAM64218.1) 68.2 68.2 68.2 67.9 67.7 67.7 67.5 66.9 67.3 67.9 67.7 67.9 100 

TingkatHomologi nukleotidaTingkat kemiripan basa nukleotida gen CP ORSV asal anggrek alam Indonesia dihitung menggunakan Program DNASTAR Lasergene DM 429 

Version 3.0.25 430 

Comment [A62]: Mau pake kemiripan atau 
indeks similaritas? Istilah yang dipakai sama dari 
awal sampai akhir 



22 
 

 

Tabel 3. FrekuensiPersentase frekuensi asam amino gen CP ORSV asal anggrek alamisolat Indonesia 431 

Asal Isolat Frekuensi Asama Amino (%) 

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr Total 

Bogor (KRB 2) 3.57 7.14 2.86 0.71 3.57 5.71 0.71 4.29 3.57 8.57 0.71 11.43 4.29 4.29 5.00 17.14 5.71 4.29 0.71 5.71 140 

Bogor 2 (KRB 12) 4.29 7.14 2.86 0.71 4.29 6.43 0.71 4.29 3.57 8.57 0.71 11.43 4.29 3.57 5.00 16.43 5.00 4.29 0.71 5.71 140 

Purwodadi (KRP18) 4.23 8.45 2.82 0.70 4.23 4.93 0.00 4.23 3.52 8.45 0.70 11.97 4.23 3.52 4.93 16.90 5.63 4.23 0.70 5.63 142 

Balikpapan (KRBp5) 3.57 7.14 2.86 0.71 3.57 5.71 0.71 4.29 3.57 8.57 0.71 11.43 4.29 4.29 5.00 17.14 5.71 4.29 0.71 5.71 140 
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 432 

433 

 434 

Gambar 1.  Gejala sampelpadaSampel daun yang positif terinfeksi ORSV. (A) Gejala 435 

klorotiksebutkan tipe gejalanya pada anggrek Phalaenopsis amboinensis 436 

(KRB2), (B) mosaik pada Phalaenopsis amabilis (KRB 12), (C) mosaik 437 

pada Phalaenopsis amabilisPhalaenopsisamabilis (KRP18), (D) bergaris 438 

(streak) dan nekrotik pada D. salacence (KRP20), serta nekrosis, klorotik 439 

dan curling leaf  pada dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. (KRBp5) (E) 440 

permukaan atas, (F) permukaan bawah 441 

A B 

D C 

E F 
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 442 

Gambar 2. Hasil visualisasi RT-PCR beberapa isolat ORSV pada gel agarose....%.. (M) 443 

Marker 1 kb, (makernya? Thermoscientific?, Invitrogen? Tuliskan), (1) 444 

kontrol positif, ORSV dari ????, (2) kontrol negatif, dari tanaman sehat??, 445 

(3)-7) ORSV dari KRB2 , (4) KRB12, (5) KRP18, (6)KRP20, dan (7) 446 

KRBp5  447 

 448 

474 bp 474 bp 
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 450 

Gambar 3. RekonstruksiPRekonstruksi pohon filogenetik isolat ORSVberdasarkan 451 

sikuen nukleotida gen CP 4 isolat isolat ORSV dari Indonesia 452 

dibandingkan dengan isolate dari negara lain.  TMV-Yunan digunakan 453 

sebagai pembanding luar grup.  dan outgroup berdasarkan sekuen 454 

nukleotida gen CP 455 
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ABSTRAK 11 

Anggrek alam merupakan salah satu kekayaan flora asli Indonesia yang 12 

memiliki peran penting sebagai induk persilangan. Infeksi virus juga menjadi salah satu 13 

faktor pembatas dalam usaha budidaya anggrek. Hasil survei pada lapangan di 5 kebun 14 

raya di Indonesia ditemukan banyak tanaman anggrek alam yang menunjukkan gejala 15 

terinfeksi virus. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi dan identifikasiuntuk 16 

mengetahui keberadaan Odontoglossum ringspot virus (ORSV) yang menginfeksi 17 

anggrek alam. Sampel dikoleksi dari tanaman bergejala dari koleksi 5 kebun raya di 18 

Indonesia.  yaitu a, b, c, d, dan e. Deteksi dan identifikasi dilakukan secara serologi 19 

menggunakan antiserum spesifik ORSV, RT-PCR dan perunutan DNA. Uji serologi 20 

dengan antiserum spesifik ORSV menunjukkan 5 dari total 87 sampel menunjukkan 21 
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reaksi positif terinfeksi ORSV, yaitu....terhadap antiseruminfeksi ORSV yaitu sampel 22 

dari xxxx (sebutkan yang positif dari mana saja dan pada jenis anggrek apa yang positif 23 

ORSV?). Deteksi asam nukleat 5 sampel tersebut dengan Reverse Transcriptase-24 

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) menggunakan primer spesifik gen coat protein 25 

(CP) ORSV menghasilkanberhasil teramplifikasimenghasilkan fragmen DNA 26 

berukuran ±474 pb. Analisis parsial sikuen gen CP homologi 4 ORSV isolat ORSV 27 

Indonesia asal PhalaenopsisBogor menunjukkan nilai indeks similiaritas (IS) 99.6% 28 

dengan isolat Cina dan Korea Selatan. Analisis filogenetika menunjukkan 4 ORSV 29 

isolat Indonesia asal Phalaenopsis berada dalam satu kelompok dan terpisah dengan 30 

isolat ORSV dari negaranegarla lainnya. PenelitianInilah laporan ilmiah pertama yang 31 

melaporkanPenelitian ini merupakan laporan pertama infeksiiinfeksi ORSV pada 32 

anggrek alam koleksi  5 kebun raya di indonesiaIindonesia. 33 

 34 

Kata kunciKey word: ORSV, Kebun Raya, Anggrek alam, RT-PCR 35 

 36 

 37 

ABSTRACT 38 

NatureNative orchid areis one of original floral in Indonesia which have an 39 

important role as a parent of crossing parent. Virus infection iswas the most important 40 

limiting factor in the cultivation of orchid. Field The result of field surveys were 41 

conducted in 5five botanical gardens garden in Indonesia and found that most of the 42 

native orchids were showed that a great quantities of nature orchid were having viral 43 

infection infected by virus-like disease symptoms. The study purposeaimed to detect 44 

and identifypurpose was to know The purpose of this study was to detect the 45 
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occurancethe availability of Odontoglossum ringspot virus (ORSV) that infects 46 

natureinfectingthat infect native orchid. from thebotanical garden collection in 47 

Indonesia. Symptomatic samples were collected from 5 botanical garden collections. 48 

Serologicalsuch as x,y,z,…Detection and identification of virus was conducted by 49 

serological test using ORSV spesificspecific antisera indicated, RT-PCR and DNA 50 

sequencing. The serological test using againstORSV antisera showedindicated that 5 51 

(.....) of 87 sampels were infected by reactedare positivelyvisually againstinfected by 52 

ORSV. antiserum, yaitu sampel a, b, c, d, dan e. Detection of 5 samples of nucleic acid 53 

with Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR ) using specifics 54 

primer of ORSV coat protein (CP) gene ORSV was successfully amplified aDNA with 55 

sizea ± 474 bp of DNA fragment. Homology analysis of 5 of nucleotideanalysis of of 56 

ORSV the Indonesian isolates Bogor isolate showed thathighest  the value of the index 57 

similiarity (IS) was 99.6% similiar with corresponding sequences of China and South 58 

Korea isolates. PhylogeneticPhyllogenetic analysis showed that 5 of ORSV Indonesian 59 

isolates ORSV formed oneclustered informed a distinct group that were and separated 60 

with isolates from other country clustered in one group, separated from other countries 61 

ORSV isolates.countriesy. This was is the first report of infection ORSV infection on 62 

naturebotanical collection native orchids from the collectionscollection of 5 botanical 63 

gardensgarden in Indonesia. 64 

 65 

KeywordsKey word: ORSV, Botanical garden,  Nature Orchidnative orchidAnggrek 66 

alam, ORSV, RT-PCR 67 

 68 
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PENDAHULUAN
 

70 

Anggrek alamAnggrek alam sebagai salah satu flora asli Indonesia harus dijaga 71 

kelestariannya (Sarwono 2002). Keberadaannya memiliki peran penting sebagai induk 72 

persilangan dalam pemuliaan tanaman (Rukmana 2000; Sarwono 2002), yang bertujuan). 73 

Tujuan pemuliaan tanaman ini adalah untuk memperluas keragaman genetik pada bentuk 74 

dan warna bunga yang unik, frekuensi berbungaberbungan yang tinggi, dan tahan 75 

terhadap patogen penyebab penyakit serta cekaman lingkungan (Soedjono, 1997). 76 

Serangan 77 

Selain tindak pengalihan fungsi hutan sebagai habitat aslinya, serangan hama 78 

penyakit menjadi menjadi salah satu kendala utama dalam usaha budidaya dan 79 

pengembangan potensi tanaman ini (Kumalawati et al. 2011). Anggrek dilaporkan dapat 80 

terinfeksi 50 jenis virus (Zettler et al. 1990; Navalinskiene et al. 2005; Chang et al. 81 

2005). Beberapa virus yang dilaporkan paling banyak menginfeksi anggrek dan 82 

memiliki penyebaran luas di dunia, termasuk sudah sampai keadasampai di Indonesia 83 

adalah Odontoglossum ringspot virus (ORSV) (Inouye dan Gara, 1996; Isnawati 2009; 84 

Syahierah 2010; Lakani et al. 2010; Kumalawati et al. 2011; Lakani, 2011), Cymbidum 85 

mosaic virus (CymMV) (Inouye dan Gara 1996; Menisa 2009; Kumalawati et al. 2011; 86 

Lakani 2011), Cucumber mosaic virus (CMV), dan Potyvirus (Lakani 2011).  87 

ORSV merupakan virus yang dominan menginfeksi pertanaman anggrek di 88 

dunia (Ali et al. 2014; Sudha dan Rani 2015). Infeksi virus pada tanaman anggrek 89 

menyebabkan penurunan vigor tanaman dan kualitas bunga (Chia et al. 1992; Koh et al. 90 

2014; Sudha dan Rani 2015). Laporan dari beberapa negara menunjukkan bahwa virus 91 

ini menyebabkan kerugian secara ekonomi sebagai akibat menurunnya kualitas bunga di 92 
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Comment [A9]: Jika  Lakani 2010 merupakan 
bagian dari Lakani 2011, Lakani 2011 tidak perlu 
disebutkan 

Comment [A10]: Belum masuk di daftar pustaka 

Comment [A11]: Masuk ke paragraf 1 

Comment [A12]: Naskah ini tidak meneliti 
infeksi virus pada tanaman anggrek 



5 
 

 

beberapa negara (Zettler et al. 1990; Chang 2008; Ali et al. 2014; Koh et al. 2014; Kim 93 

dan Choi, 2015). 94 

 Berdasarkan survei pada lima kebun raya di Indonesia, yaitu; Kebun Raya 95 

Bogor (Jawa Barat), Cibodas (Jawa Barat), Purwodadi (Jawa Timur), Balikpapan 96 

(Kalimantan Timur), dan Enrengkang (Makasar) selama 2010-2014 banyak dijumpai 97 

anggrek alam dengan gejala terinfeksi virus yang diduga ORSV. Deteksi ORSV 98 

padatanaman anggrek alam koleksi kebun raya di Indonesia belum pernah dilaporkan. 99 

Penelitian ini bertujuanbergejala yang diduga terinfeksi virus secara rutin perlu 100 

dilakukan untuk mengetahui keberadaan pemutakhiran status kesehatan anggrek alam 101 

koleksi kebun raya di Indonesia. Penelitian deteksi ORSV yang menginfeksi anggrek 102 

alam koleksi kebun raya di Indonesia. Penerapan hasil penelitian ini belum pernah 103 

dilaporkan. Penelitian ini dapat menjadi salah satu upaya potensial yang mendukung 104 

penerapan konsep konservasi anggrek alam di Indonesia melalui upaya perlindungan 105 

tanaman. Penerapan konsep konservasi dapat dilakukan dengan cara mengenali gejala 106 

infeksi dan diharapkan sedapat mungkin mencegah penyebaran penyakit anggrek yang 107 

disebabkan oleh virus sehingga keberadaan anggrek alam yang sangat berharga dapat 108 

terjaga kelestariannya. 109 

 110 

BAHAN DAN METODE 111 

Survei dan Koleksi Sampel.  112 

Penelitian ini dilaksanakan secara berkala pada bulan Mei-Agustus 2010, April-113 

Juni 2011, dan  Mei-Juli 2014 di Kebun Raya Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, 114 

dan Enrengkang.. Hasil survei dan koleksi sampel berupa daun anggrek yang 115 

menunjukkan gejala terinfeksi ORSVvirusORSV dimasukkan dalam plastik berperekat 116 
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yang telah diberi silica gel didalamnya. Untuk menjaga kesegaran sampel dan daya 117 

tahan hidup virus, sampel kemudian disimpan dalam refrigerator pada suhu -20°C 118 

sampai saat akan dianalisis. 119 

Deteksi ORSV Secara Molekuler 120 

Deteksi Protein dengan Uji Serologi dengan DAS-ELISA. Uji Deteksi serologi 121 

dilakukan untuk menentukan insidensi infeksi virus. ELISA dilakukan menggunakan 122 

metode Prinsip dasar teknik DAS-ELISA terhadap 44 total sampel daun anggrek (dari 123 

27 genus) paling representatif dari masing-masing lokasi(double antibody Sandwich-124 

ELISA); adalah antigen yang diapit oleh dua lapisan antibodi (Clark dan Adams 1976). 125 

UPada penelitian ini, uji serologi dilakukan s DAS-ELISA menggunakan antiserum 126 

spesifik ORSV dan dilakukan sesuai dengan protokol reagentyang direkomendasikan 127 

pembuat antiserumreagent set (Agdia Inc.). Setelah masaproses pewarnaan dengan 128 

substrat PNPmasa inkubasi, Hhasil ELISAhasil deteksi pada microtiter plate 129 

ELISAyang berisi sampel daun diuji selanjutnya dibaca menggunakan ELISA-reader 130 

(BioTek) pada panjang gelombang 405 nm. Sampel dikatakan positif apabila nilai 131 

absorbasinya mendekati nilai kontrol positif, atau paling tidak 2-3 kali nilai absorbansi 132 

buffer kontrol (Daryono dan Natsuaki 2009).  133 

Deteksi Asam Nukleat Uji Molekuler dengan RT-PCR. Isolasi RNA dilakukan 134 

pada sampel positif terinfeksi ORSV secara ELISA, menggunakan Total RNA isolation 135 

kit (SBS Genetech Co., Ltd., China). Amplifikasi RNA dengan RT-PCR dilakukan 136 

dengan metode terpisah menggunakan primer spesifik, yaitu ORSV CP-F1 (5'-137 

ATGTCTTACACTATTACAGACCCG-3') dan ORSV CP-R1 (5'-138 

GGAAGAGGTCCAAGTAAGTCC-3') (Lee dan Chang 2006). Proses RT dilakukan 139 

dengan first strand cDNA synthesis kit (Thermo scientific, USA), selanjutnya molekul 140 
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cDNA yang terbentuk digunakan sebagai cetakan dalam proses PCR menggunakan 141 

GoTaq Green Master Mix (Promega, USA). Reaksi RT dilakukan pada suhu 37ºC37 ºC 142 

selama 60 menit, dilanjutkan dengan inkubasi 96
o
C96 

o
C selama 5 menit dan diakhiri 143 

pada suhu 4
o
C.4 

o
C. Amplifikasi cDNA diawali dengan predenaturasi pada 95

o
C95 

o
C 144 

selama 5 menit, dilanjutkan dengan durasi 34 siklus, meliputi 95
o
Cdenaturasi pada suhu 145 

95 
o
C selama 30 detik, 50

o
Cannealing pada suhu 50 

o
C selama 45 detik, dan 146 

70
o
Cekstensi pada suhu 70 

o
C selama 1 menit (Mahfut 2011). Produk PCR divisualisasi 147 

dengan elektroforesis pada gel agarosa 2%, dilihat dengan transiluminator (Bio-Rad 148 

Transilluminator 2000)% dalam buffer TBE?TAE?yang mengandung ethidium bromide 149 

(?) atau gelnya direndam dalam ethidium bromide? (jelaskan). Pita DNA yang 150 

ditervisualisasi pada UV transluminator dan didokumentasi menggunakan dengan 151 

kamera digital. (Nikon Coolpix S3500). menunjukkan ukuran panjang pasangan basa 152 

gen target, yaitu gen CP ORSV. 153 

Perunutan DNA dan Analisis Filogenetika. DNA hasil amplifikasi dirunut 154 

sikuen nukleotidanya dengan mengirimkan DNA ke Perunutan DNA dilakukan dengan 155 

mengirimkan sampel hasil amplifikasi ke perusahaan 1
st
 Base, Singapura..  Sikuen  156 

nukleotida Data dianalisis dan digabungkan dengan Softwareperanti lunakSoftware 157 

Suite for Sequence Analysis DNASTAR Lasergene DM Version 3.0.25. Analisis 158 

homologipenyejajaran sikuen nukleotida ORSV isolat dari Indonesia dilakukan 159 

terhadaphomologi sekuen sikuen yang dengan data yang terdaftar di GenBank dilakukan 160 

menggunakan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) pada situs 161 

(www.ncbi.nlm.nih.gov.,.), selanjutnya untuk mencari dan membandingkan homologi 162 

sekuens dengan data yang yang terdaftar di GenBank digunakan Basic Local Alignment 163 

Search Tool (BLAST) pada situs www.ncbi.nlm.nih.gov. Seleksi berdasarkan sumber 164 
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sampel Phalaenopsis diperoleh 23 isolat ORSV terdaftar. Analisis 8 isolat ORSV lain 165 

berdasarkan distribusi daerah terpilih : di negara Cina (Hangzhou, Shenzhen, Zhuhai, 166 

Guangzhou, Foshan, Tianjing) dan Korea Selatan (Seoul) menunjukkan kemiripan IS 167 

sampai dengan 99.6% dengan isolat ORSV-Bogor (Tabel 2). Isolat TMV-Yunnan 168 

digunakan sebagai pembanding di luar grup (outgrup). Analisis filogenetika dilakukan 169 

dengan menggunakan peranti lunak  Neighbour Joining (NJ) pada program Molecular 170 

Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versi 5 Beta). dengan metode Neighbor 171 

Joining (NJ) dan Kimura-2  parameter model untuk estimasi jarak). Nilai Analisis 172 

secara statistik pada cabang internal menggunakan bootstrap yang digunakan sebanyak 173 

1000 kali pengulangan (Lakani et al. 2010). 174 

 175 

HASIL 176 

SurveiGejala Infeksi VirusSurvei dan Koleksi Sampel 177 

Total sampel koleksi berupa daun anggrek yang menunjukkan gejala terinfeksi 178 

virus yang diduga ORSV adalah 87 sampel yang dikoleksi dari 27 genus anggrek (Tabel 179 

1). Gejala umum yang ditemukan adalah mosaik, nekrotik, dan klorotik (Gambar 1).  180 

Deteksi Virus 181 

UjiBerdasarkan hasil deteksi serologi menunjukkanUji Serologi dengan DAS-182 

ELISA. Hasil uji serologi diperoleh bahwa insidensi infeksi virus sebesar 5.7% (5 dari 183 

87 total sampel bereaksi positif terhadap antiserum ORSV. Adapun 5 sampel yang 184 

positif yaitu 2 sampel berasal dari kebun raya Bogor (KRB2, KRB12), 2 sampel dari 185 

kebun raya Purwodadi (KRP18, KRP20), dan 1 sampel dari kebun raya Balikpapan 186 

(KRBp5).  yang menunjukkan positif terinfeksi ORSV atau insidensi infeksi virus 187 

sebesar 5,7 % dengan kisaranRrerata nilai absorbansi 0.709-1.594ELISA sampel yang 188 
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positif ORSV berkisar 1.125-1.152. Dari keseluruhan sampel positif tersebut, 4 189 

diantaranya merupakan Phalaenopsis sp. dan digunakan untuk analisis selanjutnya. atau 190 

insidensi infeksi virus sebesar 5,7 %. Sampel daun positif terinfeksi ORSV tersebut, 191 

yaitu: Phalaenopsis amboinensis (KRB2), Phalaenopsis amabilis (KRB12), 192 

Phalaenopsis amabilis (KRP18), D. salacence (KRP20), dan Phalaenopsis modesta J. J. 193 

Sm. (KRBp5) (Gambar 1). 194 

Uji Molekuler dengan RT-PCR. Hasil deteksi dengan RT-PCR terhadap lima 195 

sampel positif ORSV berdasarkan uji serologi menunjukkan amplifikasi fragmen DNA 196 

berukuran ±474 pb yangteramplifikasi dengan menggunakan primer spesifik genyang 197 

merupakan gen CP ORSV (Gambar 2). Dari keseluruhan sampel positif tersebut, 4 198 

sampeldiantaranya merupakan Phalaenopsis sp. dan digunakan untuk analisis 199 

selanjutnya. 200 

 201 

Homologi Runutan Nukleotida Gen CP ORSV 202 

Analisis Siekuen NukleotidaDNA.  203 

Hasil sekuensingperunutansekuensing nukleotida diperoleh total nukleotida gen 204 

CP isolat ORSV-Bogor (KRB12), ORSV-Bogor2 (KRB18), ORSV-Purwodadi 205 

(KRP18), dan ORSV-Balikpapan (KRBp5) berukuran sejumlah 474-480 206 

basa.basanukleotida. Hasil analisis BLAST terhadap masing-masing isolat 207 

menunjukkan  bahwa 4 isolat tersebut memilikihomologi kemiripan  sebesar 99% 208 

dengan isolat gen CP ORSV dari negara-negara lain di Asia, Amerika, dan Eropa. 209 

Seleksi berdasarkan sumber sampel Phalaenopsis diperoleh 23 isolat terdaftar. Analisis 210 

8 isolat lain berdasarkan distribusi daerah terpilih di negara Cina (Hangzhou, Shenzhen, 211 

Zhuhai, Guangzhou, Foshan, Tianjing) dan Korea Selatan (Seoul) menunjukkan 212 
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kemiripan dengan indeks similiaritas (IS) sampai dengan 99.6% dengan isolat ORSV-213 

Bogor (Tabel 2). Isolat TMV-Yunnan digunakan sebagai pembanding di luar grup 214 

(outgrup). 215 

 216 

Pohon Filogenetika Gen CP ORSV 217 

Hasil analisisHasil penyejajaran sikuen nukleotida menunjukkan adanya mutasi 218 

titik berupa substitusi dan insersi pada isolat ORSV di Indonesia. Isolat Bogor 219 

mengalami kejadian mutasi terbanyak yaitu; transisi dan transversi masing-masing 4 220 

kali serta insersi 5 kali, sehingga isolat ini terpisah dengan isolat Indonesia lainnya. 221 

Efek mutasi yang terjadi mampu menyebabkan perubahan pada triplet kodon penyandi 222 

asam amino. Isolat Balikpapan dan Bogor menunjukkan perbedaan pada frekuensi asam 223 

amino Ala yang mengalami penurunan 0,6% serta peningkatan pada Gln sebesar 0,58%. 224 

Berbeda dengan isolat Purwodadi yang mengalami peningkatan pada asam amino Cys 225 

sebesar 1,15% dan penurunan pada Gly 0,8%. Keseluruhan isolat Indonesia mengalami 226 

peningkatan pada Val 0,45-0,51% (Tabel 3). Pada sikuen nukleotida gen CP isolat 227 

ORSV dalam penelitian ini tidak ditemukan adanya delesi.  228 

 Aanalisis filogenetika (Gambar 3) menunjukkan bahwa isolat 4-isolat ORSV 229 

dari Indonesia memiliki hubungan kekerabatan yang sangat dekat. Hasil rekonstruksi 230 

pohon filogenetika membagi isolat ORSV kedalam dua dan berada dalam satu 231 

kelompok berdasarkan wilayah geografi, yaitu kelompok isolat Indonesia yang berada 232 

pada cabang terpisah dengan kelompok isolat dari Cina dan Korea Selatan. Jika 233 

dibandingkan antar cabang, hanya sedikit perbedaan yaitu isolat Bogor2 (Kebun Raya 234 

Bogor) memiliki kedekatan cabang dengan isolat dari kedua negara tersebut.terpisah 235 

dari isolat ORSV asal Negara lain (Gambar 3). Walaupun keseluruhan isolat 236 
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membentuk beberapa kelompok, namun kekerabatan antar isolat masih sangat dekat. 237 

Hal ini terlihat pada pohon filogenetika tersebut hanya membentuk sub grup.. 238 

 239 

PEMBAHASAN 240 

Sampel positif terinfeksi ORSV terbanyak merupakan anggrek Phalaenopsis. 241 

Diduga anggrek ini merupakan tanaman inang yang cocok dan 242 

paling rentan terhadap infeksi ORSV. Hal ini berkaitan dengan 243 

tekstur daun anggrek Phalaenopsis yang tebal sebagai tempat 244 

penyimpanan cadangan makanan.  245 

PEMBAHASAN 246 

Keberadaan hasil metabolisme berupa cadangan makanan yang melimpah 247 

diketahui sangat efektif untuk replikasi genom dan sintesis virus baru. Selain itu, 248 

kandungan polipeptida khas yang disandi oleh gen virus yang mengandung nitrogen 249 

seperti zat pengatur tumbuh dan senyawa fenol juga sangat berperan sebagai penyebab 250 

munculnya gejala infeksi sistemik (Akin 2006). 251 

Berdasarkan hasil survei dan koleksi sampel, jumlah sampel daun yang dikoleksi 252 

pada tiap lokasi berbeda-beda tergantung banyaknya tanamandaun yang menunjukkan 253 

gejala infeksi virus pada lokasi tersebut. Gejala infeksi virus pada suatu populasi 254 

tanaman inang muncul sebagai hasil interaksi antara virus, tanaman inang dan 255 

lingkungan (Burnet 1974). Gejala infeksi ORSV yang paling umum ditemukan di 256 

lapangan adalah mosaik, nekrotik, dan klorotik (Gambar 1). Selain itu, pada penelitian 257 

sebelumnya dijumpai juga gejala khas infeksi berupa bercak bercincin (ringspot) seperti 258 

awal mula virus ini ditemukan oleh Jensen and Gold (1951) serta ). GPada penelitian 259 

sebelumnya juga ditemukan gejala infeksi ORSV sebelumnya dilaporkan berupa gejala 260 
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bergaris (streak) (Mahfut 2011) yang padayang merupakan kondisi infeksi yang parah 261 

(Syahierah, 2010). Lakani et al. (2010) juga melaporkan gejala infeksi yang ditemukan 262 

berupa mosaik dan nekrotik pada daun dan bunga terinfeksi, selain itu juga dijumpai 263 

gejala infeksi laten berupa symptomless (tanpa; Mahfut 2011)). Hal ini menunjukkan 264 

bahwa infeksi ORSV di Indonesia memerlukan penanganan yang sangat serius. Gejala 265 

infeksi ORSV yang ditemukan bervariasi tergantung spesies anggrek (ini faktanya). 266 

Tambahkan referensi terkait variasi gejala).  dengan spesies yang berbeda 267 

Hasil pembacaan nilai absorbansi pada ELISA-reader diperoleh 5 sampel 268 

mengindikasikan positif terinfeksi ORSV hasil koleksi dari lokasi Kebun Raya Bogor 269 

(KRB2, KRB12), Purwodadi (KRP18, KRP20), dan Balikpapan (KRBp5). Nilai 270 

insidensi ORSV pada sampel....berdasarkan hasil uji serologi hanya rendah, di bawah 271 

10%. Lakani (2011) sebelumnya melaporkan infeksi ORSV pada anggrek? di Kebun 272 

Raya Bogor dengan nilai absorbansi 0,572 dan kejadian insidensi penyakitnya juga 273 

hanya 20% dari 10 sampel uji. Berdasarkan hasil survei, beberapa sampel Sampel – 274 

sampel lain, meskipun bergejala terinfeksi ORSV, diketahui memperlihatkan gejala 275 

infeksi ORSV tetapi tidak menunjukkan reaksi positif dengan antiserum ORSV 276 

berdasarkan uji serologi DAS-ELISA. Hal ini dimungkinkan Ssampel tersebut diduga 277 

terinfeksi oleh virus lain meskipun menunjukkan gejala infeksi serupa ORSV. Suatu 278 

Vvirus dapat menimbulkan menyebabkan gejala yang berlainan pada tanaman yang 279 

berbeda, sementara virus yang berbeda dapat menyebabkan gejala yang hampir sama 280 

pada tanaman inang yang sama (Badwen 1964), tergantung pada strain virus, kultivar 281 

tanaman?, dan kondisi lingkungan (Navalinskiene et al. 2005). Hasil deteksi RT-PCR 282 

membuktikan ORSV telah menginfeksi anggrek alam koleksi Kebun Raya Bogor, 283 

Purwodadi, dan Balikpapan sesuai hasil uji serologi dengan teramplifikasinya gen CP 284 
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ORSV pada sampel......sesuai dengan ukuran yang dilaporkan oleh Lakani et al. (2010) 285 

dan Mahfut (2011).  286 

IndeksMetode deteksi dilakukan dengan dua cara yaitu uji serologi DAS-ELISA 287 

dan uji molekular dengan RT-PCR. Hasil akhir dari uji serologi dapat langsung 288 

digunakan untuk menentukan sampel yang positif terinfeksi ORSV berdasarkan hasil 289 

pembacaan rerata absorbansi menggunakan ELISA-reader pada panjang gelombang 290 

405 nm. Sampel dikatakan positif apabila nilai absorbasinya mendekati nilai kontrol 291 

positif, atau paling tidak 2-3 kali nilai absorbansi buffer kontrol (Daryono dan Natsuaki 292 

2009). Hasil Uji serologi dapat dimanfaatkan untuk menentukan insidensi infeksi virus 293 

yang ditemukan dari sampel hasil survey. deteksi RT-PCR mengonfirmasi hasil deteksi 294 

serologi yang menunjukkan bahwamembuktikan ORSV telah menginfeksi anggrek 295 

alam koleksi di Kebun Raya Bogor, Purwodadi, dan Balikpapan dengan teramplifikasi 296 

gen CP ORSV sesuai dengan ukuran yang dilaporkan sebelumnya (oleh Lakani et al. 297 

(2010;) dan Mahfut (2011). Hal ini membuktikan bahawa kombinasi kedua metode 298 

deteksi dapat dimanfaatkan untuk deteksi rutin. uji tersebut merupakan tahapan metode 299 

yang tepat untuk deteksi virus. 300 

Persentase tingkat kesamaan nukleotida antar isolat ORSV berdasarkan indeks 301 

similiaritas (IS) nukleotida antar isolat ORSV menunjukkan persentase yang 302 

tinggi,hampir tidak ditemukan keragaman gen CP ORSV meskipun masing-masing 303 

isolat dipilih berdasarkan perbedaan wilayah geografi. Hal ini disebabkan sifat adaptif 304 

virus yang relatif stabil dalam berbagai kondisi lingkungan (Lakani et al. 2010). Dari 305 

hasil alignmentpenyejajaran sikuen nukleotidaalignment menunjukkan adanya mutasi 306 

titik berupa substitusi dan insersi pada isolat Indonesia. Isolat Bogor mengalami 307 

kejadian mutasi terbanyak yaitu; transisi dan transversi masing-masing 4 kali serta 308 
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insersi 5 kali, sehingga isolat ini terpisah dengan isolat Indonesia lainnya. Pada 309 

penelitian ini tidak ditemukan adanya delesi. Efek mutasi yang terjadi mampu 310 

menyebabkan perubahan pada triplet kodon penyandi asam amino (Tabel 3). 311 

IsolatSecara signifikan isolat Balikpapan dan Bogor menunjukkan perbedaan pada 312 

frekuensi asam amino Ala yang mengalami penurunan 0,6% serta peningkatan pada Gln 313 

sebesar 0,58%. Berbeda dengan isolat Purwodadi yang mengalami peningkatan pada 314 

asam amino Cys sebesar 1,15% dan penurunan pada Gly 0,8%. Keseluruhan isolat 315 

Indonesia mengalami peningkatan pada Val 0,45-0,51%.%. Perubahan asam amino 316 

yang dihasilkan memiliki pengaruh yang sangat besar dalam proses adaptasi terhadap 317 

lingkungan di Indonesia (Lakani et al. 2010). 318 

Berdasarkan pohon filogenetika, ORSV Indonesia diduga berasal dari negara 319 

Cina dan Korea Selatan.Hasil analisis filogenetika menunjukkan isolat Indonesia berada 320 

pada cabang yang terpisah dengan isolat dari negara lain. Jika dibandingkan antar 321 

cabang, hanya sedikit perbedaan yaitu isolat Bogor2 (Kebun Raya Bogor) memiliki 322 

kedekatan dengan isolat dari Cina dan Korea Selatan. ORSV di Indonesia diduga 323 

berasal dari kedua negara tersebut. BPPP (2005) menjelaskan Cina dan beberapa negara 324 

Asia Barat sebagai pengimpor benih dan tanaman anggrek ke Indonesia sejak 1997-325 

2001. Hal ini diperkuat oleh Ryu et al. (1995) dan Lawson (1990) yang 326 

melaporkandengan adanya laporan infeksi ORSV di kedua negara tersebut.  327 

Hasil penelitian menunjukkan sampelBerdasarkan hasil penelitian ini ORSV 328 

terdeteksi menginfeksi anggrek koleksi beberapa kebun raya di Indonesia, walau 329 

insidensinya masih rendah. Homologi nukleotida gen CP yang tinggi terhadap ORSV 330 

dari negara lain diduga ORSV isolate Indonesia masuk dari Negara lain. Sehingga untuk 331 

melindungi anggrek alam di Indonesia, importasi anggrek dari negara lain harus dibatasi 332 
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dan terkontrol.  positif terinfeksi ORSV terbanyak merupakan anggrek Phalaenopsis. 333 

Diduga anggrek ini merupakan tanaman inang yang cocok dan paling rentan terhadap 334 

infeksi ORSV. Hal ini berkaitan dengan tekstur daun anggrek Phalaenopsis yang tebal 335 

sebagai tempat penyimpanan cadangan makanan. Akin (2006) menjelaskan keberadaan 336 

hasil metabolisme berupa cadangan makanan yang melimpah diketahui sangat efektif 337 

untuk replikasi genom dan sintesis virus baru. Selain itu, kandungan polipeptida khas 338 

yang disandi oleh gen virus yang mengandung nitrogen seperti zat pengatur tumbuh dan 339 

senyawa fenol juga sangat berperan sebagai penyebab munculnya gejala infeksi 340 

sistemik. 341 

Diharapkan fakta ilmiah ini dapat menggugah kewaspadan negara basis anggrek 342 

seperti Indonesia untuk lebih memperketat mobilitas anggrek serta masuknya materi-343 

materi pembawa penyakit dari luar ke dalam Indonesia. Hasil penelitian ini diharapkan 344 

menjadi informasi dasar yang mendukung konsep konservasi dalam pembangunan 345 

kebun raya dan pemeliharaan tanaman koleksi kebun raya melalui deteksi rutin untuk 346 

pemantauan perkembangan/penyebaran penyakit virus dan tindakan pengendalian sedini 347 

mungkin.strategi pengendalian penyakit. 348 

 349 
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DAFTAR TABEL DAN GAMBAR 423 

Tabel 1. Koleksi sampelSsampel Anggrek Bergejala dari masingBeberapa Kebun Raya 424 

(KR) di Indonesiamasing-masing lokasi 425 

Lokasi Jumlah Sampel Gejala Infeksi Virus 

KebunKRebun Raya 

Bogor 

35 Mosaik, klorosis, nekrosis, mottling, vein 

clearing, wilting leaf, dan deformasi daun 

Kebun Raya Cibodas 17 Mosaik, klorosis, nekrosis 

Kebun Raya Purwodadi 25 Mosaik, klorosis, nekrosis 

Kebun Raya Balikpapan 6 Mosaik, klorosis, nekrosis, dan curling leaf 

Kebun Raya Enrekang 4 Mosaik, klorosis, nekrosis 

426 
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Tabel 2. Tingkat kemiripan basaHomologiPersentase tingkat kesamaan nukleotida gen CP 4 isolat ORSV asal anggrek alam Indonesia 427 

dibandingkan dengan isolate dari Negara  lain 428 

No Asal Isolat                       No.Aksesi Indeks Similiaritas (IS)Homologi (%)  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1 Bogor (KRB2)KRB 2) 100 ID            

2 Bogor 2 (KRB12)KRB 12) 99.8 100 ID           

3 Purwodadi (KRP18) 98.7 98.5 100 ID          

4 Balikpapan (KRBp5) 99.2 97.9 98.7 100 ID         

5 Foshan Cina (KF836075.1) 99.2 98.9 99.6 98.9 100 ID        

6 Guangzhou Cina (KF836084.1) 98.2 98.9 99.6 98.9 100 100 ID       

7 Guizhou Cina (KF225471.1) 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 100 ID      

8 Hangzhou Cina (AM398154.1) 99.2 98.9 99.6 98.9 100 99.4 99.8 100 ID     

9 Seoul Korea Selatan (AJ606107.1) 98.7 98.5 99.2 98.5 99.6 99.6 99.4 98.6 100 ID    

10 Shenzhen Cina (KF836090.1) 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 99.6 96.8 99.4 100 ID   

11 Tianjing Cina (EU653020.1) 99.2 98.9 99.6 98.9 100 100 99.8 100 99.6 99.8 100 ID  

12 Zhuha Cina (KF836086.1) 98.9 98.7 99.4 98.7 99.8 99.8 99.6 99.8 99.4 100 99.8 100 ID 
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13 TMV-Yunnan (AAM64218.1) 68.2 68.2 68.2 67.9 67.7 67.7 67.5 66.9 67.3 67.9 67.7 67.9 100 

TingkatHomologi nukleotidaTingkat kemiripan basa nukleotida gen CP ORSV asal anggrek alam Indonesia dihitung menggunakan Program DNASTAR Lasergene DM 429 

Version 3.0.25 430 
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Tabel 3. FrekuensiPersentase frekuensi asam amino gen CP ORSV asal anggrek alamisolat Indonesia 431 

Asal Isolat Frekuensi Asama Amino (%) 

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr Total 

Bogor (KRB 2) 3.57 7.14 2.86 0.71 3.57 5.71 0.71 4.29 3.57 8.57 0.71 11.43 4.29 4.29 5.00 17.14 5.71 4.29 0.71 5.71 140 

Bogor 2 (KRB 12) 4.29 7.14 2.86 0.71 4.29 6.43 0.71 4.29 3.57 8.57 0.71 11.43 4.29 3.57 5.00 16.43 5.00 4.29 0.71 5.71 140 

Purwodadi (KRP18) 4.23 8.45 2.82 0.70 4.23 4.93 0.00 4.23 3.52 8.45 0.70 11.97 4.23 3.52 4.93 16.90 5.63 4.23 0.70 5.63 142 

Balikpapan (KRBp5) 3.57 7.14 2.86 0.71 3.57 5.71 0.71 4.29 3.57 8.57 0.71 11.43 4.29 4.29 5.00 17.14 5.71 4.29 0.71 5.71 140 
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 432 

433 

 434 

Gambar 1.  Gejala sampelpadaSampel daun yang positif terinfeksi ORSV. (A) Gejala 435 

klorotiksebutkan tipe gejalanya pada anggrek Phalaenopsis amboinensis 436 

(KRB2), (B) mosaik pada Phalaenopsis amabilis (KRB 12), (C) mosaik 437 

pada Phalaenopsis amabilisPhalaenopsisamabilis (KRP18), (D) bergaris 438 

(streak) dan nekrotik pada D. salacence (KRP20), serta nekrosis, klorotik 439 

dan curling leaf  pada dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. (KRBp5) (E) 440 

permukaan atas, (F) permukaan bawah 441 

A B 

D C 

E F 
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 442 

Gambar 2. Hasil visualisasi RT-PCR beberapa isolat ORSV pada gel agarose....%.. (M) 443 

Marker 1 kb, (makernya? Thermoscientific?, Invitrogen? Tuliskan), (1) 444 

kontrol positif, ORSV dari ????, (2) kontrol negatif, dari tanaman sehat??, 445 

(3)-7) ORSV dari KRB2 , (4) KRB12, (5) KRP18, (6)KRP20, dan (7) 446 

KRBp5  447 

 448 

474 bp 474 bp 
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 450 

Gambar 3. RekonstruksiPRekonstruksi pohon filogenetik isolat ORSVberdasarkan 451 

sikuen nukleotida gen CP 4 isolat isolat ORSV dari Indonesia 452 

dibandingkan dengan isolate dari negara lain.  TMV-Yunan digunakan 453 

sebagai pembanding luar grup.  dan outgroup berdasarkan sekuen 454 

nukleotida gen CP 455 
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Deteksi Odontoglossum ringspot virus (ORSV) Pada Anggrek Alam Koleksi 1 
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ABSTRAK 11 

Anggrek alam merupakan salah satu kekayaan flora asli Indonesia yang 12 

memiliki peran penting sebagai induk persilangan. Infeksi virus menjadi salah satu 13 

faktor pembatas dalam budi  daya anggrek. Penelitian bertujuan mendeteksi dan 14 

identifikasi Odontoglossum ringspot virus (ORSV) yang menginfeksi anggrek alam. 15 

Sampel dikoleksi dari tanaman bergejala dari 5 kebun raya di Indonesia yaitu Kebun 16 

Raya Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, dan Enrengkang. Deteksi dan 17 

identifikasi dilakukan secara serologi menggunakan antiserum spesifik ORSV, RT-PCR 18 

dan perunutan DNA. Uji serologi dengan antiserum spesifik ORSV menunjukkan 5 dari 19 

total 44 sampel menunjukkan reaksi positif terinfeksi ORSV, yaitu Phalaenopsis 20 

amboinensis (KRB2) dan Phalaenopsis amabilis (KRB12) dari Kebun Raya Bogor, 21 
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Pengetahuan Alam, Universitas Lampung, Lampung 35145. 
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Phalaenopsis amabilis (KRP18) and Dendrobium salacence (KRP20) dari Kebun Raya 22 

Purwodadi, dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. (KRBp5) dari Kebun Raya Balikpapan. 23 

Deteksi asam nukleat 5 sampel tersebut dengan Reverse Transcriptase-Polymerase 24 

Chain Reaction (RT-PCR) menggunakan primer spesifik gen coat protein (CP) ORSV 25 

menghasilkan fragmen DNA berukuran ±474 pb. Analisis homologi isolat ORSV 26 

Indonesia menunjukkan nilai indeks similiaritas (IS) 99.8% dengan 14 isolat ORSV 27 

lain. Analisis filogenetika menunjukkan isolat KRBBogor2 (Kebun Raya Bogor) dan 28 

isolate KRP18Purwodadi (Kebun Raya Purwodadi) berada dalam satu kelompok dan 29 

terpisah dengan isolat ORSV dari negara- negara lain. Inilah laporan ilmiah pertama 30 

yang melaporkan infeksi-infeksi ORSV pada anggrek alam koleksi 5 kebun raya di 31 

Indonesia. 32 

 33 

Kata kunci: ORSV, Kebun Raya, Anggrek alam, RT-PCR 34 

 35 

ABSTRACT 36 

Nature orchid are one of original floral in Indonesia which haveimportant role as 37 

crossing parent. Virus infection is one of the limiting factor in the cultivation of orchid. 38 

The purpose of this study was to detect Odontoglossum ringspot virus (ORSV) that 39 

infects nature orchid. Symptomatic samples were collected from 5 botanical garden 40 

collections, i.e. Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, dan Enrengkang Botanical 41 

Gardens. Detection and identification was conducted by serological test using ORSV 42 

specific antisera, RT-PCR and DNA sequencing. The serological test using ORSV 43 

antisera showed that 5 of 44 sampels reacted positively against ORSV antiserum i.e 44 

Phalaenopsis amboinensis (KRB2) and Phalaenopsis amabilis (KRB12) from Bogor 45 
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Botanical Garden, Phalaenopsis amabilis (KRP18) and Dendrobium salacence 46 

(KRP20) from Purwodadi Botanical Garden, dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. 47 

(KRBp5) from Balikpapan Botanical Garden. Of the 5 samples RT-PCR of the 5 48 

samples using specific primer of ORSV coat protein (CP) gene amplified a DNA with 49 

size ± 474 bp. Homology analysis of those 5 Indonesian isolates showed that highest 50 

index similiarity (IS) was 99.8% with corresponding sequences from 14 other ORSV 51 

isolates. Phylogenetic analysis showed that ORSV KRB12 Bogor2 (Bogor Botanical 52 

Garden) and KRP18 Purwodadi (Purwodadi Botanical Garden) isolates ORSV clustered 53 

in separated one group, separatedfar from other countries ORSV isolates in other 54 

countries. This iswas the first report of ORSV on nature orchids collection from 5 55 

botanical gardens in Indonesia. 56 

 57 

Key words: Botanical Garden, Nature Orchid, ORSV, RT-PCR 58 

 59 

PENDAHULUAN
 

60 

Anggrek alam memiliki peran penting sebagai induk persilangan dalam 61 

pemuliaan tanaman (Rukmana 2000; Sarwono 2002), yang bertujuan untuk memperluas 62 

keragaman genetik pada bentuk dan warna bunga yang unik, frekuensi berbunga yang 63 

tinggi, dan tahan terhadap patogen penyebab penyakit serta cekaman lingkungan 64 

(Soedjono, 1997). Serangan hama penyakit menjadi menjadi salah satu kendala dalam 65 

budidaya dan pengembangan potensi tanaman ini (Kumalawati et al. 2011). Anggrek 66 

dilaporkan dapat terinfeksi 50 jenis virus (Zettler et al. 1990; Navalinskiene et al. 2005; 67 

Chang et al. 2005). Beberapa virus yang dilaporkan menginfeksi anggrek dan memiliki 68 

penyebaran luas di dunia yang sudah ada di Indonesia adalah Odontoglossum ringspot 69 
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virus (ORSV) (Inouye dan Gara 1996; Isnawati 2009; Syahierah 2010; Lakani et al. 70 

2010; Kumalawati et al. 2011), Cymbidum mosaic virus (CymMV) (Inouye dan Gara 71 

1996; Menisa 2009; Kumalawati et al. 2011; Lakani 2011), Cucumber mosaic virus 72 

(CMV), dan Potyvirus (Lakani 2011). ORSV merupakan virus yang dominan 73 

menginfeksi pertanaman anggrek di dunia (Ali et al. 2014; Sudha dan Rani 2015). 74 

Infeksi virus pada tanaman anggrek menyebabkan penurunan vigor tanaman 75 

dan kualitas bunga (Koh et al. 2014; Sudha dan Rani 2015). Laporan dari beberapa 76 

negara menunjukkan bahwa virus ini menyebabkan kerugian secara ekonomi sebagai 77 

akibat menurunnya kualitas bunga di  Florida (Zettler et al. 1990), Hawai (Hu et al. 1993; 78 

Barry et al. 1996), India (Sherpa et al. 2006), Taiwan (Chang 2008), Thailand (Khentry et 79 

al. 2006), Singapura (Wong et al. 1994; Chang et al. 1996), dan Australia (Ali et al. 80 

2014).  81 

Berdasarkan survei pada lima kebun raya di Indonesia, yaitu; Kebun Raya 82 

Bogor (Jawa Barat), Cibodas (Jawa Barat), Purwodadi (Jawa Timur), Balikpapan 83 

(Kalimantan Timur), dan Enrengkang (Makasar) selama 2010-2014 banyak dijumpai 84 

anggrek alam dengan gejala terinfeksi virus yang diduga disebabkan oleh ORSV. Oleh 85 

karena infeksiDeteksi ORSV pada tanaman anggrek alam koleksi kebun raya di 86 

Indonesia belum pernah dilaporkan, maka. pPenelitian ini bertujuan menuntuk deteksi 87 

dan mengidentifikasi ORSV mengetahui untukkeberadaan pemutakhiran status 88 

kesehatan anggrek alam koleksi kebun raya di Indonesia. Penelitian deteksi ORSV yang 89 

menginfeksi anggrek alam koleksi kebun raya di Indonesia. Penerapan hasil penelitian 90 

ini menjadi salah satu upaya potensial yang mendukung konsep konservasi anggrek 91 

alam di Indonesia melalui upaya perlindungan tanaman. 92 

 93 

Comment [Ta2]: Sebutkan semua Negara, 
kemudian satukan referensi  
Menurunkan kualitas bunga di.Florida, India, 
Taiwan, Thailand, singapura, dan Australia (a, 1990; 
b et al.2008; dst….) 



5 
 

 

BAHAN DAN METODE 94 

Deteksi ORSV Secara Molekuler 95 

Deteksi Protein dengan secaraUji Serologi. DUji deteksi serologi dilakukan 96 

untuk menentukan insidensi infeksi virus. ELISA dilakukan menggunakan metode 97 

DAS-ELISA terhadap 44 total sampel daun anggrek (dari 27 genus) paling representatif 98 

berdasarkan gejala infeksi dari masing-masing lokasi. ELISAUji serologi menggunakan 99 

antiserum spesifik ORSV dan dilakukan sesuai dengan protokol yang direkomendasikan 100 

pembuat antiserum (Agdia Inc.). Setelah proses pewarnaan dengan substrat PNP. Hasil 101 

ELISA microtiter plate ELISA dibaca menggunakan ELISA-reader (BioTek) pada 102 

panjang gelombang 405 nm. Sampel dikatakan positif apabila nilai absorbansinya 103 

mendekati nilai kontrol positif, atau paling tidak 2-3 kali nilai absorbansi buffer kontrol 104 

(Daryono dan Natsuaki 2009).  105 

Deteksi Asam Nukleat dengan RT-PCR. Isolasi RNA dilakukan pada sampel 106 

positif terinfeksi ORSV secara ELISA, menggunakan Total RNA isolation kit (SBS 107 

Genetech Co., Ltd., China)dan dilakukan sesuai dengan protokol yang disediakan 108 

produsen kit (SBS Genetech Co., Ltd., China).  109 

Amplifikasi RNA dengan RT-PCR dilakukan dengan metode terpisah 110 

menggunakan primer spesifik, yaitu ORSV CP-F1 (5'-111 

ATGTCTTACACTATTACAGACCCG-3') dan ORSV CP-R1 (5'-112 

GGAAGAGGTCCAAGTAAGTCC-3') (Lee dan Chang 2006). Proses reverse 113 

transcription (RT) dilakukan dengan first strand cDNA synthesis kit (Thermo 114 

Sscientific, USA), selanjutnya molekul cDNA yang terbentuk digunakan sebagai 115 

cetakan dalam proses PCR menggunakan GoTaq GreenMaster Mix (Promega, USA). 116 

Reaksi RT dilakukan pada suhu 37 ºC selama 60 menit, dilanjutkan dengan inkubasi 117 
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pada suhu 96 
o
C selama 5 menit dan diakhiri pada suhu 4 

o
C. Amplifikasi cDNA 118 

diawali dengan tahap predenaturasi pada suhu 95 
o
C selama 5 menit, dilanjutkan dengan 119 

34 siklus, meliputi denaturasi pada suhu 95 
o
C selama 30 detik, annealing pada suhu 50 120 

o
C selama 45 detik, dan ekstensi pada suhu 70 

o
C selama 1 menit (Mahfut 2011).  121 

Produk PCR dianalisis menggunakan elektroforesis pada gel agarosa 2%, dalam 122 

buffer TBE 1x menggunakan voltase XX Volt selama Y menit. yang sebelumnya Ggel 123 

agarosa direndam dalam ethidium bromide (konsentrasi?) selama z menit. Pita DNA 124 

selanjutnya divisualisasi pada UV transluminator (Bio-Rad Transilluminator 2000) dan 125 

didokumentasi menggunakan kamera digital. 126 

Perunutan DNA dan Analisis Filogenetika. DNA hasil amplifikasi dirunut 127 

sikuen nukleotidanya dengan mengirimkan DNA ke 1
st
 Base, Malaysia. Sikuen  128 

nukleotida dianalisis dan digabungkan dengan peranti lunak Suite for Sequence Analysis 129 

DNASTAR Lasergene DM Version 3.0.25. Analisis penyejajaran sikuen nukleotida 130 

ORSV isolat dari Indonesia dilakukan terhadap sikuen yang terdaftar di GenBank 131 

menggunakan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (www.ncbi.nlm.nih.gov,). 132 

Seleksi berdasarkan distribusi daerah terpilih diperoleh 4 isolat ORSV terdaftar asal 133 

Indonesia dan 10 isolat ORSV asal dari negara lain (Singapura, Cina, India, Jerman, 134 

Korea Selatan, Argentina, dan Brazil). Isolat TMV-Yunnan digunakan sebagai 135 

pembanding di luar grup (outgrup).  136 

Analisis filogenetika dilakukan dengan menggunakan peranti lunak  Molecular 137 

Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versi 5 Beta) dengan metode Neighbor 138 

Joining (NJ) dan Kimura-2 parameter model untuk estimasi jarak. Nilai bootstrap yang 139 

digunakan sebanyak 1000 kali pengulangan. 140 

 141 
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HASIL 142 

Deteksi Virus 143 

Berdasarkan hasil deteksi serologi menunjukkan insidensi infeksi virus sebesar 144 

11,4%. Sebanyak 5 dari 44 total sampel bereaksi positif terhadap antiserum ORSV 145 

dengan rerata nilai absorbansi berkisar 1.125-1.152. Adapun 5 sampel yang positif yaitu 146 

2 sampel berasal dari kebun raya Bogor (KRB2, KRB12), 2 sampel dari kebun raya 147 

Purwodadi (KRP18, KRP20), dan 1 sampel dari kebun raya Balikpapan (KRBp5). Dari 148 

keseluruhan sampel anggrek yang positif tersebut, 4 diantaranya merupakan 149 

Phalaenopsis sp. Sampel daun positif terinfeksi ORSV tersebut, yaitu: Phalaenopsis 150 

amboinensis (KRB2), Phalaenopsis amabilis (KRB12), Phalaenopsis amabilis 151 

(KRP18), Dendrobium salacence (KRP20), dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. 152 

(KRBp5). 153 

RT-PCR terhadap 5 sampel positif ORSV berdasarkan uji serologi menunjukkan 154 

fragmen DNA berukuran  ±474 pb teramplifikasi dengan menggunakan primer spesifik 155 

gen CP ORSV (Gambar 1).  156 

 157 

Homologi Runutan Nukleotida Gen CP ORSV 158 

Analisis Sikuen Nukleotida 159 

Hasil perunutan nukleotida diperoleh total nukleotida gen CP isolat ORSV- 160 

Bogor (KRB2), ORSV-Bogor2 (KRB12), ORSV-Purwodadi (KRP18), ORSV-161 

Purwodadi2 (KRP20) dan ORSV-Balikpapan (KRBp5) berukuran 474-480 nukleotida. 162 

Hasil aAnalisis BLAST terhadap masing-masing isolat menunjukkan  bahwa 5 isolat 163 

tersebut memiliki homologi sebesar 99% dengan isolat ORSV dari negara-negara lain di 164 

Asia, Afrika, Amerika, dan Eropa. Hasil analisis 14 isolat ORSV lain menunjukkan 165 
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homologi sampai dengan 99.8% dengan isolat ORSV-asal Kebun Raya Indonesia 166 

(Tabel 1).  167 

Pohon Filogenetika Gen CP ORSV 168 

Hasil penyejajaran sikuen nukleotida menunjukkan adanya mutasi titik berupa 169 

substitusi dan insersi pada isolat ORSV di Indonesia. Isolat KRP18Purwodadi dan 170 

KRB12Bogor2  mengalami kejadian mutasi terbanyak yaitu; transisi dan insersi 171 

masing-masing 2 kali, sehingga kedua isolat ini terpisah dengan isolat Indonesia 172 

lainnya. Efek mutasi yang terjadi mampu menyebabkan perubahan pada triplet kodon 173 

penyandi asam amino. Isolat KRP18Purwodadi menunjukkan perbedaan pada frekuensi 174 

asam amino Gly dan Val yang mengalami penurunan masing-masing 4,7% dan 3,6% 175 

serta peningkatan pada Cys dan Asn sebesar 7,1% dan 11,8%. Berbeda dengan isolat 176 

KRB12Bogor2 yang mengalami peningkatan pada asam amino Gly dan Ala sebesar 177 

7,2% dan 5,9%, serta penurunan pada Pro 0,8% dan dan Tyr 4,7% (Tabel 2). Pada 178 

sikuen nukleotida gen CP isolat ORSV dalam penelitian ini tidak ditemukan adanya 179 

delesi.  180 

Analisis filogenetika menunjukkan bahwa isolat 5 ORSV asal Kebun Raya 181 

Indonesia memiliki hubungan kekerabatan yang sangat dekat. Hasil analisisrekonstruksi 182 

pohon filogenetika membagi isolat ORSV kedalam dua kelompok utama, yaitu 183 

kelompok isolat Jerman  yang terpisah dengan kelompok kedua 18 isolat lainnya. 184 

Kelompok kedua ini terbagi menjadi 3 subgrup, yaitu grup pertama terdiri dari 4 isolat 185 

Indonesia yang telah terdaftar di Genbank, subgrup kedua terdiri dari 3 isolat kebun 186 

raya (Bogor, Balikpapan, dan Purwodadi) dengan 10 isolat dari negara lain, serta 187 

subgrup ketiga terdiri dari 2 isolat KRB12 dan KRP18isolat kebun raya (Bogor2 dan 188 

Purwodadi). Jika dibandingkan antar cabang, hanya sedikit perbedaan yaitu isolat 189 
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KRB12 Bogor2 (Kebun Raya Bogor) dan KRP18Purwodadi (Kebun Raya Purwodadi) 190 

yang terpisah dari isolat ORSV asal negara lain (Gambar 2). Walaupun keseluruhan 191 

isolat membentuk beberapa kelompok, namun kekerabatan antar isolat masih sangat 192 

dekat. Hal ini terlihat pada pohon filogenetika tersebut hanya membentuk sub grup. 193 

 194 

PEMBAHASAN 195 

 196 

Nilai insidensi ORSV pada sampel KRB2, KRB12, KRP18, KRP20, dan KRBp5 197 

berdasarkan hasil uji serologi hanya rendah, di bawah 10%. Lakani (2011) sebelumnya 198 

melaporkan infeksi ORSV pada anggrek Cymbidium sp. di Kebun Raya Bogor insidensi 199 

penyakitnya juga hanya 20% dari 10 sampel uji. Sampel-sampel lain, meskipun 200 

bergejala terinfeksi ORSV, tetapi tidak menunjukkan reaksi positif dengan antiserum 201 

ORSV berdasarkan uji serologi DAS-ELISA. Sampel tersebut diduga terinfeksi oleh 202 

virus lain meskipun menunjukkan gejala infeksi serupa ORSV, seperti Cymbidium 203 

mosaic virus (CymMV) atau infeksi ganda keduanya (Bottom 2016). Lebih lanjut, hasil 204 

deteksi beberapa tanaman Cattleya sp. dengan gejala diduga terinfeksi virus terbukti 205 

terserang penyakit lain seperti bakteri dan jamur, serta defisiensi magnesium (Bottom 206 

2016). Virus dapat menyebabkan gejala yang berlainan pada tanaman yang berbeda, 207 

sementara virus yang berbeda dapat menyebabkan gejala yang hampir sama pada 208 

tanaman inang yang sama (Badwen 1964), tergantung pada strain virus, kultivar 209 

tanaman, dan kondisi lingkungan (Navalinskiene et al. 2005). Hasil deteksi RT-PCR 210 

sesuai hasil uji serologi dengan teramplifikasinya gen CP ORSV pada sampel KRB2, 211 

KRB12, KRP18, KRP20, dan KRBp5 sesuai dengan ukuran yang dilaporkan oleh 212 

Lakani et al. (2010) dan Mahfut (2011). 213 
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 Hasil Uji serologi dapat dimanfaatkan untuk menentukan insidensi infeksi virus 214 

yang ditemukan dari sampel hasil survei. RT-PCR mengonfirmasi hasil deteksi serologi 215 

yang menunjukkan bahwa ORSV telah menginfeksi anggrek alam koleksi di Kebun 216 

Raya Bogor, Purwodadi, dan Balikpapan dengan teramplifikasi gen CP ORSV sesuai 217 

dengan ukuran yang dilaporkan sebelumnya (Lakani et al. 2010; Mahfut 2011). Hal ini 218 

membuktikan bahwa kombinasi kedua metode deteksi dapat dimanfaatkan untuk deteksi 219 

rutin.  220 

Persentase tingkat  homologi  nukleotida antar isolat ORSV berdasarkan indeks 221 

similiaritas (IS) nukleotida antar isolat ORSV menunjukkan persentase yang tinggi, 222 

meskipun masing-masing isolat dipilih berdasarkan perbedaan wilayah geografi. Hal ini 223 

disebabkan sifat adaptif virus yang relatif stabil dalam berbagai kondisi lingkungan 224 

(Lakani et al. 2010). Perubahan asam amino yang dihasilkan memiliki pengaruh yang 225 

sangat besar dalam proses adaptasi terhadap lingkungan di Indonesia (Lakani et al. 226 

2010). 227 

Berdasarkan pohon filogenetika, ORSV Indonesia diduga berasal dari negara 228 

Jerman. BPPP (2005) mencatat negara tersebut menduduki peringkat 14 sebagai 229 

pengimpor benih dan tanaman anggrek ke Indonesia sejak 1997-2001, selain Amerika 230 

Serikat, Brazil, India, Singapura, Korea Selatan, Cina, Jepang, Taiwan,  dan beberapa 231 

negara Asia Barat. Hal ini diperkuat oleh laporan adanya infeksi ORSV di Jerman, 232 

Amerika Serikat, Jepang (Lawson, 1990), Brazil (Freitas et al. 1999), India (Sherpa et 233 

al. 2006), Singapura (Wong et al. 1994). Taiwan (Chang 2008), Korea (Chang et al. 234 

1991), Cina (Rao et al. 2015), dan Taiwan (Zheng et al. 2008). 235 

Berdasarkan hasil penelitian ini ORSV terdeteksi menginfeksi anggrek koleksi 236 

beberapa kebun raya di Indonesia, walau insidensinya masih rendah. Homologi 237 
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nukleotida gen CP yang tinggi terhadap ORSV dari negara lain diduga ORSV isolat 238 

Indonesia masuk dari negara lain. Sehingga untuk melindungi anggrek alam di 239 

Indonesia, importasi anggrek dari negara lain harus dibatasi dan terkontrol. Hasil 240 

penelitian ini diharapkan menjadi informasi dasar yang mendukung konsep konservasi 241 

dalam pembangunan dan pemeliharaan tanaman koleksi kebun raya melalui deteksi 242 

rutin untuk pemantauan perkembangan/penyebaran penyakit virus dan tindakan 243 

pengendalian sedini mungkin. 244 

 245 
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DAFTAR TABEL DAN GAMBAR 339 

Tabel 1. Tingkat homologi nukleotida  gen CP 5 isolat ORSV asal anggrek alam Indonesia dibandingkan dengan isolate dari negara  lain 340 

No Asal Isolat                        No.Aksesi Indeks Similiaritas (IS) (%)          

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20  

1 Indonesia-Bogor 

(KRB2) 

- 100 ID                    

2 Indonesia-Bogor 2 

(KRB12) 

- 99.5 100 ID                   

3 Indonesia-Purwodadi 

(KRP18) 

- 97.9 98.7 100 ID                  

4 Indonesia-Purwodadi2 

(KRP20) 

- 99.4 98.9 98.3 100 ID                 

5 Indonesia-Balikpapan 

(KRBp5) 

- 99.8 98.7 98.1 99.6 100 ID                

6 Indonesia-Bogor AB693989 96.6 96.6 96.0 96.6 96.6 100 ID               

7 Indonesia-Cipanas AB693991 98.7 99.4 98.7 99.2 98.9 97.3 100 ID              

8 Indonesia-Gunung 

Sindur 

AB693988 98.7 99.4 96.6 99.2 98.9 100 95.1 100 ID             

9 Indonesia-Jakarta AB693990 96.6 97.3 98.7 97.0 96.8 97.9 97.9 96.8 100 ID            

10 Singapura U34586 98.7 99.4 98.9 99.2 98.9 99.6 99.6 97.5 97.0 100 ID           

11 India AJ564563 98.9 99.6 98.5 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 96.8 100 ID          

12 Jepang X55295 98.5 99.2 98.3 98.9 98.7 99.4 99.4 97.3 99.4 99.6 96.6 100 ID         

13 Korea Selatan AJ606107 98.3 98.9 98.3 98.7 99.5 99.2 99.2 97.0 99.2 99.4 98.9 96.6 100 ID       

14 Cina KP137373 98.5 99.2 98.5 98.8 98.7 99.4 99.4 97.3 99.4 99.6 99.2 98.9 97.0 100 ID      
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15 Taiwan JN584484 98.9 99.6 98.9 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 100 99.6 99.4 99.6 97.0 100 ID     

16 Amerika U89894 98.9 99.6 98.9 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 100 99.6 99.4 99.6 100 94.3 100 ID    

17 Jerman AJ429091 96.2 96.8 96.2 96.6 96.4 97.0 97.0 94.9 97.0 97.3 98.8 99.6 99.8 97.3 97.3 96.7 100 ID   

18 Argentina KT733673 97.4 98.0 97.7 98.0 97.7 98.4 98.4 95.1 98.4 98.7 98.4 98.4 98.4 98.7 98.7 94.8 84.3 100 ID  

19 Brazil AF515606 86.0 86.5 85.9 86.2 86.2 86.8 86.8 84.7 86.8 87.0 86.6 86.8 86.6 87.0 87.0 84.3 98.4 96.6 100 ID 

20 TMV-Yunnan  AAM64218.1 68.2 68.2 67.9 67.7 67.7 67.7 67.7 66.5 67.9 67.9 66.7 68.4 68.4 67.9 97.9 67.3 67.7 61.4 100 100 

Tingkat homologi nukleotida gen CP ORSVasal anggrek alam Indonesia dihitung menggunakan Program DNASTAR Lasergene DM Version 3.0.25 341 



18 
 

 

Tabel 2. Frekuensi asam amino gen CP ORSV asal anggrek alam Indonesia 342 

Asal Isolat Frekuensi Asama Amino (%) 

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr Total 

Bogor (KRB 2) 4.40 4.40 2.20 0.00 5.49 5.49 0.00 2.20 1.10 8.79 1.10 9.89 5.49 5.49 4.40 18.68 7.69 4.40 1.10 7.69 91 

Bogor 2 (KRB 12) 5.43 4.35 2.17 0.00 6.52 6.53 0.00 2.17 1.09 8.70 1.09 9.78 4.29 5.43 4.35 17.39 6.52 4.35 1.09 7.61 92 

Purwodadi (KRP18) 

Purwodadi2 (KRP20) 

5.43 

4.44 

6.52 

4.44 

2.17 

2.22 

0.00 

0.00 

6.52 

6.67 

4.35 

5.56 

0.00 

0.00 

2.17 

2.22 

1.09 

1.11 

8.70 

8.89 

1.09 

1.11 

10.87 

10.00 

5.43 

5.56 

5.43 

5.56 

4.35 

4.44 

17.39 

18.89 

6.52 

6.67 

3.26 

3.33 

1.09 

1.11 

7.61 

7.78 

92 

90 

Balikpapan (KRBp5) 4.40 4.40 2.20 0.00 5.49 5.49 0.00 2.20 1.10 8.79 1.10 9.89 5.49 5.49 4.40 18.68 7.69 4.40 1.10 7.69 91 

Comment [U10]: Komentar yang sama seperti 
tabel 1. Kode asal isolat perlu diperbaiki dan 
disesuaikan 
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 343 

 344 

Gambar 1. Hasil visualisasi RT-PCR beberapa isolat ORSV pada gel agarose 2%. (M) 345 

Marker 1 kb, (Rainbow iinvitrogen), (1) kontrol positif, (2) kontrol negatif 346 

dari tanaman sehat, (3-4) ORSV dari Kebun Raya Bogor (KRB20) dan 347 

(KRB12), (5-6) ORSV dari Kebun Raya Puwodadi (KRP18 dan KRP20), 348 

dan (7) ORSV dari Kebun Raya Balikpapan (KRBp5)  349 

 350 

 351 

M 

474 pb 

Comment [Ta11]: KRB2? ATAU KRB20? Yang 
mana? Dalam abstrak hanya ada KRB2, KRB12 
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Gambar 2.   PRekonstruksi pohon filogenetik isolat ORSV berdasarkan sikuen 354 

nukleotida gen CP 4 isolat dari Indonesia dibandingkan dengan isolate dari 355 

negara lain. TMV-Yunnan digunakan sebagai pembanding luar grup 356 

Comment [Ta12]:  
Isolat yang dibandingkan ada Bogor 2, Bogor, 
Purwodadi,Purwodadi12 dan Balikpapan 

 
Kode isolate ini berbeda dengan isolate asal 
kebun raya yang diberi kode KRB2?atau 20?. Dari 
mana ada Purwodadi dan Purwodadi 12? 
(bukankah Purwodadi hanya ada KRP18 dan 
KRP20?), Balikpapan (KRBp5?). 

 
Disarankan, agar penggunaan kode isolate 
konsisten. Sebab hanya ada 5 sampel yang positif 
ORSV (Gunakan istilah ORSV isolate KRBp5 
sebagai contoh). Hal ini karena asal isolate sudah 
diterangkan dalam abstrak dan metode. 
Penyebutan isolate dengan Purwodadi (yang no 
berapa?) dan nama isolate dengan kode yang 
berbeda seperti Purwodadi 12? Menjadi tidak 
jelas dan membingungkan (yang ada KRP18 dan 
KRP20). 

 
Font dalam pohon filogenetik Times New 
Roman  
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ABSTRAK 11 

Anggrek alam merupakan salah satu kekayaan flora asli Indonesia yang 12 

memiliki peran penting sebagai induk persilangan. Infeksi virus menjadi salah satu 13 

faktor pembatas dalam budi daya anggrek. Penelitian bertujuan mendeteksi dan 14 

identifikasi Odontoglossum ringspot virus (ORSV) yang menginfeksi anggrek alam. 15 

Sampel dikoleksi dari tanaman bergejala dari 5 kebun raya di Indonesia, yaitu Kebun 16 

Raya Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, dan Enrekang. Deteksi dan identifikasi 17 

dilakukan secara serologi menggunakan antiserum spesifik ORSV, RT-PCR dan 18 

perunutan DNA. Uji serologi dengan antiserum spesifik ORSV menunjukkan 5 dari 19 

total 44 sampel menunjukkan reaksi positif terinfeksi ORSV, yaitu Phalaenopsis 20 

amboinensis (KRB2) dan Phalaenopsis amabilis (KRB12) dari Kebun Raya Bogor, 21 

                                                             
*Alamat penulis korespondensi: Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Universitas Lampung, Lampung 35145. 
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Phalaenopsis amabilis (KRP18) dan Dendrobium salacence (KRP20) dari Kebun Raya 22 

Purwodadi, dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. (KRBp5) dari Kebun Raya Balikpapan. 23 

Deteksi asam nukleat 5 sampel tersebut dengan Reverse Transcriptase-Polymerase 24 

Chain Reaction (RT-PCR) menggunakan primer spesifik gen coat protein (CP) ORSV 25 

menghasilkan fragmen DNA berukuran ± 474 pb. Analisis homologi isolat ORSV 26 

Indonesia menunjukkan nilai indeks similiaritas (IS) 99.8% dengan 14 isolat ORSV 27 

lain. Analisis filogenetika menunjukkan isolat KRB2 dan isolat KRP18 berada dalam 28 

satu kelompok dan terpisah dengan isolat ORSV dari negara-negara lain. Inilah laporan 29 

ilmiah pertama yang melaporkan infeksi ORSV pada anggrek alam koleksi 5 kebun 30 

raya di Indonesia. 31 

 32 

Kata kunci: ORSV, Kebun Raya, Anggrek alam, RT-PCR 33 

 34 

ABSTRACT 35 

Nature orchid are one of original floral in Indonesia which have important role 36 

as crossing parent. Virus infection is one of the limiting factor in the cultivation of 37 

orchid. The purpose of  this study was to detect Odontoglossum ringspot virus (ORSV) 38 

that infects nature orchid. Symptomatic samples were collected from 5 botanical garden 39 

collections, i.e. Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, dan Enrekang Botanical 40 

Gardens. Detection and identification was conducted by serological test using ORSV 41 

specific antisera, RT-PCR and DNA sequencing. The serological test using ORSV 42 

antisera showed that 5 of 44 sampels reacted positively against ORSV antiserum i.e 43 

Phalaenopsis amboinensis (KRB2) and Phalaenopsis amabilis (KRB12) from Bogor 44 

Botanical Garden, Phalaenopsis amabilis (KRP18) and Dendrobium salacence 45 
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(KRP20) from Purwodadi Botanical Garden, dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. 46 

(KRBp5) from Balikpapan Botanical Garden. RT-PCR of the 5 samples using specific 47 

primer of ORSV coat protein (CP) gene amplified a DNA with size ± 474 bp. 48 

Homology analysis of those 5 Indonesian isolates showed highest index similiarity (IS) 49 

was 99.8% with corresponding sequences from 14 other ORSV isolates. Phylogenetic 50 

analysis showed that ORSV KRB2 and KRP18 isolates clustered in separated group far 51 

from ORSV isolates in other countries. This is the first report of ORSV on nature 52 

orchids collection from 5 botanical gardens in Indonesia. 53 

 54 

Key words: Botanical Garden, Nature Orchid, ORSV, RT-PCR 55 

 56 

PENDAHULUAN
 

57 

Anggrek alam memiliki peran penting sebagai induk persilangan dalam 58 

pemuliaan tanaman, yang bertujuan untuk memperluas keragaman genetik pada bentuk 59 

dan warna bunga yang unik, frekuensi berbunga yang tinggi, dan tahan terhadap patogen 60 

penyebab penyakit serta cekaman lingkungan (Soedjono 1997). Serangan hama penyakit 61 

menjadi menjadi salah satu kendala dalam budi daya dan pengembangan potensi tanaman 62 

ini. Anggrek dilaporkan dapat terinfeksi 50 jenis virus (Zettler et al. 1990; Navalinskiene 63 

et al. 2005; Chang et al. 2005). Beberapa virus yang dilaporkan menginfeksi anggrek dan 64 

memiliki penyebaran luas di Indonesia ialah Odontoglossum ringspot virus (ORSV) 65 

(Inouye dan Gara 1996; Isnawati 2009; Syahierah  2010; Lakani et al. 2010; Kumalawati 66 

et al. 2011), Cymbidum mosaic virus (CymMV) (Inouye dan Gara 1996; Menisa 2009; 67 

Kumalawati et al. 2011; Lakani 2011), Cucumber mosaic virus (CMV), dan Potyvirus 68 
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(Lakani 2011). ORSV merupakan virus yang dominan menginfeksi pertanaman anggrek 69 

di dunia (Ali et al. 2014; Sudha dan Rani 2015). 70 

Infeksi virus pada tanaman anggrek menyebabkan penurunan vigor tanaman dan 71 

kualitas bunga (Koh et al. 2014; Sudha dan Rani 2015). Laporan dari beberapa negara 72 

menunjukkan bahwa virus ini menyebabkan kerugian secara ekonomi sebagai akibat 73 

menurunnya kualitas bunga di Florida, Hawai, India, Taiwan, Thailand, Singapura, dan 74 

Australia (Zettler et al. 1990; Hu et al. 1993; Wong et al. 1994; Barry et al. 1996; Chang 75 

et al. 1996;   Sherpa et al. 2006; Khentry et al. 2006; Chang 2008; Ali et al. 2014).  76 

Berdasarkan survei pada 5 kebun raya di Indonesia, yaitu; Kebun Raya Bogor 77 

(Jawa Barat), Cibodas (Jawa Barat), Purwodadi (Jawa Timur), Balikpapan (Kalimantan 78 

Timur), dan Enrekang (Makasar) selama 2010-2014 banyak dijumpai anggrek alam 79 

dengan gejala terinfeksi virus yang diduga disebabkan oleh ORSV. Oleh karena infeksi 80 

ORSV pada tanaman anggrek alam koleksi kebun raya di Indonesia belum pernah 81 

dilaporkan, maka penelitian ini bertujuan mendeteksi dan mengidentifikasi ORSV untuk 82 

pemutakhiran status kesehatan anggrek alam koleksi kebun raya di Indonesia. 83 

Penerapan hasil penelitian ini menjadi salah satu upaya potensial yang mendukung 84 

konsep konservasi anggrek alam di Indonesia melalui upaya perlindungan tanaman. 85 

 86 

BAHAN DAN METODE 87 

Deteksi ORSV Secara Molekuler 88 

Deteksi Protein dengan secara Serologi. Deteksi serologi dilakukan untuk 89 

menentukan insidensi infeksi virus menggunakan metode DAS-ELISA terhadap 44 total 90 

sampel daun anggrek (dari 27 genus) paling representatif berdasarkan gejala infeksi dari 91 

masing-masing lokasi. ELISA menggunakan antiserum spesifik ORSV dan dilakukan 92 
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sesuai dengan protokol yang direkomendasikan pembuat antiserum (Agdia Inc.). 93 

Setelah proses pewarnaan dengan substrat PNP dibaca menggunakan ELISA-reader 94 

(BioTek) pada panjang gelombang 405 nm. Sampel dikatakan positif apabila nilai 95 

absorbansinya mendekati nilai kontrol positif, atau paling tidak 2-3 kali nilai absorbansi 96 

bufer kontrol (Daryono dan Natsuaki 2009).  97 

Deteksi Asam Nukleat dengan RT-PCR. Isolasi RNA dilakukan pada sampel 98 

positif terinfeksi ORSV secara ELISA, menggunakan Total RNA isolation kit dan 99 

dilakukan sesuai dengan protokol yang disediakan produsen kit (SBS Genetech Co., 100 

Ltd., China).  101 

Amplifikasi RNA dengan RT-PCR dilakukan dengan metode terpisah 102 

menggunakan primer spesifik, yaitu ORSV CP-F1 (5'-103 

ATGTCTTACACTATTACAGACCCG-3') dan ORSV CP-R1 (5'-104 

GGAAGAGGTCCAAGTAAGTCC-3') (Lee dan Chang 2006). Proses reverse 105 

transcription (RT) dilakukan dengan first strand cDNA synthesis kit (Thermo 106 

Scientific, USA), selanjutnya cDNA yang terbentuk digunakan sebagai cetakan dalam 107 

proses PCR menggunakan GoTaq GreenMaster Mix (Promega, USA). Reaksi RT 108 

dilakukan pada suhu 37 
o
C selama 60 menit, dilanjutkan dengan inkubasi pada suhu 96 109 

o
C selama 5 menit dan diakhiri pada suhu 4 

o
C. Amplifikasi cDNA diawali dengan 110 

tahap predenaturasi pada suhu 95 
o
C selama 5 menit, dilanjutkan dengan 34 siklus, 111 

meliputi denaturasi pada suhu 95 
o
C selama 30 detik, annealing pada suhu 50 

o
C selama 112 

45 detik, dan ekstensi pada suhu 70 
o
C selama 1 menit (Mahfut 2011).  113 

Produk PCR dianalisis menggunakan elektroforesis pada gel agarosa 2%, dalam 114 

bufer TBE 1x menggunakan voltase 50 Volt selama 40 menit. Gel agarosa direndam 115 

dalam ethidium bromide (10 µl per 100 ml) selama 30 menit. Pita DNA selanjutnya 116 

Comment [JFI1]: Tidak perlu sumber acuan. 
Dihilangkan saja 
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divisualisasi pada UV transluminator (Bio-Rad Transilluminator 2000) dan 117 

didokumentasi menggunakan kamera digital. 118 

Perunutan DNA dan Analisis Filogenetika. DNA hasil amplifikasi dirunut 119 

sikuen nukleotidanya dengan mengirimkan DNA ke FirstBase, Malaysia. Sikuen  120 

nukleotida dianalisis dan digabungkan dengan peranti lunak Suite for Sequence Analysis 121 

DNA STAR Lasergene DM Version 3.0.25. Analisis penyejajaran sikuen nukleotida 122 

ORSV isolat dari Indonesia dilakukan terhadap sikuen yang terdaftar di GenBank 123 

menggunakan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (www.ncbi.nlm.nih.gov). 124 

Seleksi berdasarkan distribusi daerah terpilih diperoleh 4 isolat ORSV terdaftar asal 125 

Indonesia dan 10 isolat ORSV asal dari negara lain (Singapura, Cina, India, Jerman, 126 

Korea Selatan, Argentina, dan Brazil). Isolat TMV-Yunnan digunakan sebagai 127 

pembanding di luar grup (outgrup). 128 

Analisis filogenetika dilakukan dengan menggunakan peranti lunak  Molecular 129 

Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versi 5 Beta) dengan metode Neighbor 130 

Joining (NJ) dan Kimura-2 parameter model untuk estimasi jarak. Nilai bootstrap yang 131 

digunakan sebanyak 1000 kali pengulangan. 132 

 133 

HASIL 134 

Deteksi Virus 135 

Berdasarkan hasil deteksi serologi menunjukkan insidensi infeksi virus sebesar 136 

11.4%. Sebanyak 5 sampel bereaksi positif terhadap antiserum ORSV dengan rerata 137 

nilai absorbansi berkisar 1.125-1.152, yaitu 2 sampel berasal dari kebun raya Bogor 138 

(KRB2, KRB12), 2 sampel dari kebun raya Purwodadi (KRP18, KRP20), dan 1 sampel 139 

dari kebun raya Balikpapan (KRBp5). Dari keseluruhan sampel anggrek yang positif 140 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


7 
 

 

tersebut, 4 di antaranya merupakan Phalaenopsissp. Sampel daun positif terinfeksi 141 

ORSV tersebut, yaitu: Phalaenopsis amboinensis (KRB2), Phalaenopsis amabilis 142 

(KRB12), Phalaenopsis amabilis (KRP18), Dendrobium salacence (KRP20), dan 143 

Phalaenopsis modesta J. J. Sm. (KRBp5). RT-PCR terhadap 5 sampel positif ORSV 144 

berdasarkan uji serologi menunjukkan fragmen DNA berukuran ± 474 pb teramplifikasi 145 

dengan menggunakan primer spesifik gen CP ORSV (Gambar 1).  146 

Analisis Sikuen Nukleotida 147 

Hasil perunutan nukleotida diperoleh total nukleotida gen CP isolat ORSV-148 

KRB2, KRB12, KRP18, KRP20, dan KRBp5 berukuran 474-480 nukleotida. Analisis 149 

BLAST terhadap masing-masing isolat menunjukkan bahwa 5 isolat tersebut memiliki 150 

homologi sebesar 99% dengan isolat ORSV dari negara-negara lain di Asia, Afrika, 151 

Amerika, dan Eropa. Hasil analisis 14 isolat ORSV lain menunjukkan homologi sampai 152 

dengan 99.8% dengan isolat ORSV asal Kebun Raya Indonesia (Tabel 1). 153 

Pohon Filogenetika Gen CP ORSV 154 

Hasil penyejajaran sikuen nukleotida menunjukkan adanya mutasi titik berupa 155 

substitusi dan insersi pada isolat ORSV di Indonesia. Isolat KRP18 dan KRB12 156 

mengalami kejadian mutasi terbanyak, yaitu transisi dan insersi masing-masing 2 kali, 157 

sehingga kedua isolat ini terpisah dengan isolat Indonesia lainnya. Efek mutasi yang 158 

terjadi mampu menyebabkan perubahan pada triplet kodon penyandi asam amino. Isolat 159 

KRP18 menunjukkan perbedaan pada frekuensi asam amino Gly dan Val yang 160 

mengalami penurunan masing-masing 4.7% dan 3.6% serta peningkatan pada Cys dan 161 

Asn sebesar 7.1% dan 11.8%. Berbeda dengan isolat KRB12 yang mengalami 162 

peningkatan pada asam amino Gly dan Ala sebesar 7.2% dan 5.9%, serta penurunan 163 
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pada Pro 0.8% dan dan Tyr 4.7% (Tabel 2). Pada sikuen nukleotida gen CP isolat 164 

ORSV dalam penelitian ini tidak ditemukan adanya delesi.  165 

Analisis filogenetika menunjukkan bahwa isolat 5 ORSV asal Kebun Raya 166 

Indonesia memiliki hubungan kekerabatan yang sangat dekat. Hasil analisis pohon 167 

filogenetika membagi isolat ORSV kedalam dua kelompok utama, yaitu kelompok 168 

isolat Jerman  yang terpisah dengan kelompok kedua 18 isolat lainnya. Kelompok kedua 169 

ini terbagi menjadi 3 subgrup, yaitu grup pertama terdiri dari 4 isolat Indonesia yang 170 

telah terdaftar di Genbank, subgrup kedua terdiri dari 3 isolat kebun raya (Bogor, 171 

Balikpapan, dan Purwodadi) dengan 10 isolat dari negara lain, serta sub grup ketiga 172 

terdiri dari 2 isolat KRB2 dan KRP18. Jika dibandingkan antar cabang, hanya sedikit 173 

perbedaan, yaitu isolat KRB2 dan KRP18 yang terpisah dari isolat ORSV asal negara 174 

lain (Gambar 2). Walaupun keseluruhan isolat membentuk beberapa kelompok, namun 175 

kekerabatan antar isolat masih sangat dekat. Hal ini terlihat pada pohon filogenetika 176 

tersebut hanya membentuk sub grup. 177 

 178 

PEMBAHASAN 179 

Hasil temuan ORSV yang menginfeksi anggrek di kebun raya Indonesia 180 

menunjukkan kurangnya upaya pemeliharaan tanaman koleksi oleh pihak kebun raya. 181 

Mengingat perannya mendukung konsep konservasi ex-situ (DPBS 2011), upaya 182 

pemeliharaan sebaiknya dilakukan melalui deteksi rutin untuk pemantauan 183 

perkembangan dan penyebaran penyakit virus, serta tindakan pengendalian sedini 184 

mungkin. Meskipun insidensinya masih rendah, yaitu dibawah 20%, sama seperti yang 185 

dilaporkan Lakani (2011), infeksi ORSV harus mendapat perhatian serius mengingat 186 

virus ini paling banyak menginfeksi (Zettler et al. 1990). Di Indonesia, ORSV 187 
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dilaporkan telah menginfeksi 9 dari total 27 genus anggrek terinfeksi di dunia, yaitu 188 

Aranda, Grammatophyllum, Dendrobium, Phalaenopsis, Bulbophylum, Calanthe, 189 

Cattleya, dan Oncidium (Inouye dan Gara 1996). 190 

Beberapa mutasi nukleotida yang terjadi menyebabkan dua isolat ORSV asal 191 

kebun raya di Indonesia, yaitu KRB12 dan KRP18 terpisah dengan isolat lainnya.  192 

Proses terjadinya mutasi nukleotida pada masing-masing isolat didukung oleh 193 

kemampuan alami virus untuk beradaptasi dengan lingkungan (Matthews 1992). Mutasi 194 

nukeotida selanjutnya menyebabkan perubahan asam amino yang terbentuk dalam 195 

susunan genom virus. Perubahan asam amino tersebut akan mengubah fungsi gen yang 196 

disusun sehingga infektifitasnya juga berubah (Lakani et al. 2010).  197 

Gen Coat Protein (CP) bersifat conserved sehingga memiliki kemampuan 198 

mekanisme proffreading seperti umumnya gen nuklear lainnya. Hal ini menyebabkan 199 

virus dapat melakukan koreksi dan memperbaiki kesalahan yang terjadi selama proses 200 

replikasi genom. Tetapi dengan ukuran genom virus yang relatif kecil, adanya sedikit 201 

kesalahan akan memberikan pengaruh laju mutasi secara signifikan. Laju mutasi akan 202 

menghasilkan variasi genetik virus sehingga meningkatkan probabilitas evolusi lebih 203 

cepat (Matthews 1992). Cabang yang cukup panjang pada isolat KRB2 dan KRP18 juga 204 

mengindikasikan bahwa virus telah berevolusi, bahkan dapat mengarah terjadinya 205 

spesiasi. 206 

ORSV Indonesia diduga berasal dari negara Jerman. BPPP (2005) mencatat 207 

Jerman menduduki peringkat 14 sebagai pengimpor benih dan tanaman anggrek ke 208 

Indonesia sejak 1997-2001, selain Amerika Serikat, Brazil, India, Singapura, Korea 209 

Selatan, Cina, Jepang, Taiwan, dan beberapa negara Asia Barat. Hal ini diperkuat oleh 210 

laporan adanya infeksi ORSV di Jerman, Amerika Serikat, Jepang (Lawson 1990), 211 

Comment [JFI2]: Tidak ada di Daftar Pustaka 
Mohon ditambahkan 
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Brazil (Freitas et al. 1999), India (Sherpa et al. 2006), Singapura (Wong et al. 1994). 212 

Taiwan (Chang 2008), Korea (Chang et al. 1991), Cina (Rao et al. 2015), dan Taiwan 213 

(Zheng et al. 2008). Berdasarkan hal tersebut, cara lain yang efektif untuk melindungi 214 

dan mempertahankan status kesehatan anggrek alam di Indonesia adalah dengan 215 

membatasi dan mengontrol importasi anggrek dari negara lain.  216 
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DAFTAR TABEL DAN GAMBAR 316 

Tabel 1. Tingkat homologi nukleotida  gen CP 5 isolat ORSV asal anggrek alam Indonesia dibandingkan dengan isolat dari negara  lain 317 

No Asal Isolat No. Aksesi Indeks Similiaritas (IS) (%)          

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20  

1 Indonesia-KRB2 - 100 ID                    

2 Indonesia-KRB12 - 99.5 100 ID                   

3 Indonesia-KRP18 - 97.9 98.7 100 ID                  

4 Indonesia-KRP20 - 99.4 98.9 98.3 100 ID                 

5 Indonesia-KRBp5 - 99.8 98.7 98.1 99.6 100 ID                

6 Indonesia-Bogor AB693989 96.6 96.6 96.0 96.6 96.6 100 ID               

7 Indonesia-Cipanas AB693991 98.7 99.4 98.7 99.2 98.9 97.3 100 ID              

8 Indonesia-Gunung Sindur AB693988 98.7 99.4 96.6 99.2 98.9 100 95.1 100 ID             

9 Indonesia-Jakarta AB693990 96.6 97.3 98.7 97.0 96.8 97.9 97.9 96.8 100 ID            

10 Singapura U34586 98.7 99.4 98.9 99.2 98.9 99.6 99.6 97.5 97.0 100 ID           

11 India AJ564563 98.9 99.6 98.5 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 96.8 100 ID          

12 Jepang X55295 98.5 99.2 98.3 98.9 98.7 99.4 99.4 97.3 99.4 99.6 96.6 100 ID         

13 Korea Selatan AJ606107 98.3 98.9 98.3 98.7 99.5 99.2 99.2 97.0 99.2 99.4 98.9 96.6 100 ID       

14 Cina KP137373 98.5 99.2 98.5 98.8 98.7 99.4 99.4 97.3 99.4 99.6 99.2 98.9 97.0 100 ID      

15 Taiwan JN584484 98.9 99.6 98.9 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 100 99.6 99.4 99.6 97.0 100 ID     

16 Amerika U89894 98.9 99.6 98.9 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 100 99.6 99.4 99.6 100 94.3 100 ID    

17 Jerman AJ429091 96.2 96.8 96.2 96.6 96.4 97.0 97.0 94.9 97.0 97.3 98.8 99.6 99.8 97.3 97.3 96.7 100 ID   

18 Argentina KT733673 97.4 98.0 97.7 98.0 97.7 98.4 98.4 95.1 98.4 98.7 98.4 98.4 98.4 98.7 98.7 94.8 84.3 100 ID  

19 Brazil AF515606 86.0 86.5 85.9 86.2 86.2 86.8 86.8 84.7 86.8 87.0 86.6 86.8 86.6 87.0 87.0 84.3 98.4 96.6 100 ID 

20 TMV-Yunnan  AAM64218.1 68.2 68.2 67.9 67.7 67.7 67.7 67.7 66.5 67.9 67.9 66.7 68.4 68.4 67.9 97.9 67.3 67.7 61.4 100 100 
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Tingkat homologi nukleotidagen CP ORSVasal anggrek alam Indonesia dihitung menggunakan Program DNASTAR Lasergene DM Version 3.0.25 318 
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Tabel 2. Frekuensi asam amino gen CP ORSV asal anggrek alam Indonesia 319 

Asal Isolat Frekuensi Asama Amino (%) 

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr Total 

Indonesia-KRB2 4.40 4.40 2.20 0.00 5.49 5.49 0.00 2.20 1.10 8.79 1.10 9.89 5.49 5.49 4.40 18.68 7.69 4.40 1.10 7.69 91 

Indonesia-KRB12 5.43 4.35 2.17 0.00 6.52 6.53 0.00 2.17 1.09 8.70 1.09 9.78 4.29 5.43 4.35 17.39 6.52 4.35 1.09 7.61 92 

Indonesia-KRP18 

Indonesia-KRP20 

5.43 

4.44 

6.52 

4.44 

2.17 

2.22 

0.00 

0.00 

6.52 

6.67 

4.35 

5.56 

0.00 

0.00 

2.17 

2.22 

1.09 

1.11 

8.70 

8.89 

1.09 

1.11 

10.87 

10.00 

5.43 

5.56 

5.43 

5.56 

4.35 

4.44 

17.39 

18.89 

6.52 

6.67 

3.26 

3.33 

1.09 

1.11 

7.61 

7.78 

92 

90 

Indonesia-KRBp5 4.40 4.40 2.20 0.00 5.49 5.49 0.00 2.20 1.10 8.79 1.10 9.89 5.49 5.49 4.40 18.68 7.69 4.40 1.10 7.69 91 
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 320 

 321 

Gambar 1. Hasil visualisasi RT-PCR beberapa isolat ORSV pada gel agarose 2%. (M) 322 

Marker 1 kb (Rainbow invitrogen), (1) kontrol positif, (2) kontrol negatif 323 

dari tanaman sehat, (3-4) ORSV dari Kebun Raya Bogor (KRB2 dan 324 

KRB12), (5-6) ORSV dari Kebun Raya Puwodadi (KRP18 dan KRP20), 325 

dan (7) ORSV dari Kebun Raya Balikpapan (KRBp5) 326 

 327 

 328 

M 

474 pb 
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 329 

Gambar 2. Pohon filogenetika isolat ORSV berdasarkan sikuen nukleotida gen CP 4 330 

isolat dari Indonesia dibandingkan dengan isolat dari negara lain. TMV-331 

Yunnan digunakan sebagai pembanding luar grup 332 

 GUNUNG-SINDUR-AB693988

 JAKARTA-AB693990

 CIPANAS-AB693991

 BOGOR-AB693989

 INDONESIA-KRB12

 INDONESIA-KRBp5

 TAIWAN-JN584484

 INDONESIA-KRP20

 BRAZIL-AF515606

 JEPANG-X55295

 INDIA-AJ564563

 AMERIKA-U89894

 SINGAPURA-U34586

 INDONESIA-KRB2

 INDONESIA-KRP18

 CINA-KP137373

 KOREA-SELATAN-AJ606107

 ARGENTINA-KT733673

 JERMAN-AJ429091

 TMV-YUNNAN-AAM64218

58

57

51

50



 

 

12. 

Contoh Cetak Naskah 





1

ISSN: 0215-7950 

*Alamat penulis korespondensi: Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 
Universitas Lampung, Jalan Sumantri Brojonegoro No. 01, Lampung 35145.
Tel: 0721-704625, Faks: 0721-704625.; surel: mahfutkariem@yahoo.com

Deteksi Odontoglossum ringspot virus pada Anggrek Alam Koleksi 
Kebun Raya di Indonesia

Detection of Odontoglossum ringspot virus on Native Orchids 
Collection of Botanical Gardens in Indonesia

Mahfut1*, Budi Setiadi Daryono2, Soesamto Somowiyarjo2

1Universitas Lampung, Lampung 35145
2Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta 55281

ABSTRAK

Anggrek alam merupakan salah satu kekayaan flora asli Indonesia yang memiliki peran penting 
sebagai induk persilangan dalam pemuliaan tanaman anggrek. Infeksi virus menjadi salah satu 
faktor pembatas dalam budi daya anggrek. Penelitian bertujuan mendeteksi dan mengidentifikasi 
Odontoglossum ringspot virus (ORSV) yang menginfeksi anggrek alam. Sampel dikoleksi dari tanaman 
bergejala asal 5 kebun raya di Indonesia, yaitu Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, dan Enrekang. 
Deteksi dan identifikasi dilakukan secara serologi menggunakan antiserum spesifik ORSV, dilanjutkan 
dengan metode reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), dan perunutan DNA. Uji 
serologi menunjukkan 5 sampel bereaksi positif terhadap antiserum ORSV, yaitu pada Phalaenopsis 
amboinensis (KRB2) dan Phalaenopsis amabilis (KRB12) dari Kebun Raya Bogor, Phalaenopsis 
amabilis (KRP18) dan Dendrobium salacence (KRP20) dari Kebun Raya Purwodadi, dan Phalaenopsis 
modesta J. J. Sm. (KRBp5) dari Kebun Raya Balikpapan. Deteksi asam nukleat 5 sampel tersebut 
dengan RT-PCR menggunakan primer spesifik gen coat protein ORSV menghasilkan fragmen DNA 
berukuran ± 474 pb. Analisis homologi 5 isolat ORSV tersebut menunjukkan nilai indeks similaritas 
(IS) sebesar 99.8% dengan 14 isolat ORSV lain. Analisis filogenetika menunjukkan isolat KRB2 dan 
isolat KRP18 berada dalam satu kelompok dan terpisah dengan isolat ORSV dari negara-negara lain. 
Ini adalah laporan pertama adanya infeksi ORSV pada anggrek alam koleksi 5 kebun raya di Indonesia.

Kata kunci: analisis filogenetika, homologi, serologi, RT-PCR

ABSTRACT

Nature orchids is one of Indonesian natural resources which play important role as parental materials 
in breeding program. Virus infection is one of the limiting factors in the cultivation of orchid. The purpose 
of this study was to detect Odontoglossum ringspot virus (ORSV) from nature orchids. Symptomatic 
orchids were collected from 5 botanical gardens, i.e. Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, and 
Enrekang Botanical Gardens. Detection and identification was conducted by serological method using 
ORSV specific antisera, followed by RT-PCR and DNA sequencing. The serological test showed that 
5 samples gave positive reaction against ORSV antiserum, i.e. Phalaenopsis amboinensis (KRB2) and 
Phalaenopsis amabilis (KRB12) from Bogor Botanical Garden, Phalaenopsis amabilis (KRP18) and 
Dendrobium salacence (KRP20) from Purwodadi Botanical Garden, dan Phalaenopsis modesta J. J. 
Sm. (KRBp5) from Balikpapan Botanical Garden. RT-PCR of the 5 samples using specific primer of 
ORSV coat protein gene was successfully amplified fragment DNA with size ± 474 bp. Homology 
analysis of those 5 ORSV isolates showed the highest index similiarity of 99.8% with corresponding 
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Perhatikan yang kata yang beri warna merah.

Mohon gunakan istilah yang tepat dan dikonfirmasi anggrek alam, native orchid atau nature orchid (konsistensi).
Jika mengacu pada bahasa inggris Native orchid, maka padanan yang tepat ialah angrek asli (koleksi Kebun raya) bukan anggrek alam.


Istilah nature orchid pun harus diklarifikasi. Apakah maksudnya anggrek yg hidup di alam?. 
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sequences from 14 other ORSV isolates. Phylogenetic analysis indicated that ORSV KRB2 and KRP18 
isolates was clustered in a separate group far from ORSV isolates in other countries. This is the first 
report of ORSV infection on native orchids collection from 5 botanical gardens in Indonesia.

Key words: homology, phylogenetic analysis, RT-PCR, serology

PENDAHULUAN

Anggrek alam memiliki peran penting 
sebagai induk persilangan dalam pemuliaan 
tanaman yang bertujuan memperluas keragaman 
genetika bentuk dan warna bunga yang unik, 
frekuensi berbunga yang tinggi, dan tahan 
terhadap patogen serta cekaman lingkungan. 
Serangan hama penyakit menjadi salah satu 
kendala dalam budi daya dan pengembangan 
potensi anggrek. Anggrek dilaporkan dapat 
terinfeksi 50 jenis virus (Zettler et al. 1990; 
Chang et al. 2005; Navalinskiene et al. 2005). 
Beberapa virus yang dilaporkan menginfeksi 
anggrek dan memiliki penyebaran luas di 
Indonesia ialah Odontoglossum ringspot virus 
(ORSV) (Inouye dan Gara 1996; Isnawati 
2009; Syahierah 2010; Lakani et al. 2010; 
Kumalawati et al. 2011), Cymbidum mosaic 
virus (CymMV) (Inouye dan Gara 1996; 
Menisa 2009; Kumalawati et al. 2011; Lakani 
2011), Cucumber mosaic virus (CMV) dan 
Potyvirus (Lakani 2011). ORSV merupakan 
virus yang dominan menginfeksi pertanaman 
anggrek di dunia (Ali et al. 2014; Sudha dan 
Rani 2015).

Infeksi virus pada tanaman anggrek 
menyebabkan penurunan vigor tanaman dan 
kualitas bunga (Koh et al. 2014; Sudha dan 
Rani 2015). ORSV menyebabkan kerugian 
secara ekonomi akibat menurunnya kualitas 
bunga di Florida, Hawai, India, Taiwan, 
Thailand, Singapura, dan Australia (Zettler et 
al. 1990; Hu et al. 1993; Wong et al. 1994; 
Barry et al. 1996; Chang et al. 1996; Sherpa 
et al. 2006; Khentry et al. 2006; Chang 2008; 
Ali et al. 2014).

Berdasarkan survei pada 5 kebun raya (KR) 
di Indonesia, yaitu; KR Bogor (Jawa Barat), 
KR Cibodas (Jawa Barat), KR Purwodadi 
(Jawa Timur), KR Balikpapan (Kalimantan 
Timur), dan KR Enrekang (Makasar) selama 

tahun 2010-2014 banyak dijumpai anggrek 
alam dengan gejala terinfeksi virus yang 
diduga disebabkan oleh ORSV. Penelitian ini 
bertujuan mendeteksi dan mengidentifikasi 
ORSV untuk pemutakhiran status kesehatan 
anggrek alam koleksi kebun raya di Indonesia. 
Penerapan hasil penelitian ini menjadi salah 
satu upaya potensial pendukung konsep 
konservasi anggrek alam di Indonesia melalui 
upaya perlindungan tanaman.

BAHAN DAN METODE

Deteksi Protein dengan secara Serologi
Deteksi serologi untuk menentukan 

insidensi infeksi virus menggunakan metode 
DAS-ELISA terhadap 44 total sampel daun 
anggrek (dari 27 genus) paling representatif 
berdasarkan pada gejala infeksi dari masing-
masing lokasi. ELISA menggunakan antiserum 
spesifik ORSV sesuai dengan protokol yang 
direkomendasikan pembuat antiserum (Agdia 
Inc.). Pewarnaan dengan substrat PNP dibaca 
menggunakan ELISA-reader (BioTek) pada
panjang gelombang 405 nm. Sampel 
dinyatakan positif apabila nilai absorbansinya 
mendekati nilai kontrol positif atau paling 
tidak 2–3 kali nilai absorbansi bufer kontrol 
(Daryono dan Natsuaki 2009). 

Deteksi Asam Nukleat dengan RT-PCR
Isolasi RNA dilakukan pada sampel 

positif terinfeksi ORSV secara ELISA, 
menggunakan total RNA isolation kit dan 
dilakukan sesuai dengan protokol (SBS 
Genetech Co., Ltd., China). Amplifikasi 
RNA dengan RT-PCR dilakukan 
dengan metode terpisah menggunakan 
primer spesifik, yaitu ORSV CP-F1(5’-
ATGTCTTACACTATTACAGACCCG-3’) 
dan ORSV CP-R1 (5’-GGAAGAGGTCCAA 
GTAAGTCC-3’) (Lee dan Chang 2006). 
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Tahap reverse transcription (RT) dilakukan 
dengan first strand cDNA synthesis kit 
(Thermo Scientific, USA), selanjutnya cDNA 
yang terbentuk digunakan sebagai cetakan 
dalam tahap PCR menggunakan GoTaq Green 
Master Mix (Promega, USA). Reaksi RT 
dilakukan pada suhu 37 °C selama 60 menit, 
dilanjutkan dengan inkubasi pada suhu 96 °C
selama 5 menit dan diakhiri pada suhu 4 °C. 
Amplifikasi cDNA diawali dengan tahap pre-
denaturasi pada suhu 95 °C selama 5 menit,
dilanjutkan dengan 34 siklus, meliputi 
denaturasi pada suhu 95 °C selama 30 detik, 
aneling pada suhu 50 °C selama 45 detik, dan 
ekstensi pada suhu 70 °C selama 1 menit.

Produk PCR dianalisis menggunakan 
elektroforesis pada gel agarosa 2% dalam 
bufer TBE 1× menggunakan voltase 50 Volt 
selama 40 menit. Gel agarosa direndam 
dalam etidium bromida (10 µL 100 mL-1) 
selama 30 menit. Pita DNA divisualisasi pada 
transluminator UV (Bio-Rad Transilluminator 
2000) dan didokumentasikan.

Perunutan DNA dan Analisis Filogenetika
DNA hasil amplifikasi dirunut sikuen 

nukleotidanya dengan mengirimkan DNA 
ke FirstBase, Malaysia. Sikuen nukleotida 
dianalisis dan digabungkan dengan peranti 
lunak Suite for Sequence Analysis DNASTAR 
Lasergene DM Version 3.0.25. Analisis 
penyejajaran sikuen nukleotida ORSV isolat 
dari Indonesia dilakukan terhadap sikuen 
yang terdaftar di GenBank menggunakan 
basic local alignment search tool (BLAST) 
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Seleksi berdasarkan 
distribusi daerah terpilih diperoleh 4 isolat 
ORSV terdaftar asal Indonesia dan 10 isolat 
ORSV asal dari negara lain (Singapura, Cina, 
India, Jerman, Korea Selatan, Argentina, 
dan Brazil). Isolat TMV-Yunnan digunakan 
sebagai pembanding di luar grup (outgrup).

Analisis filogenetika dilakukan dengan 
menggunakan peranti lunak molecular 
evolutionary genetics analysis (MEGA) versi 
5 Beta) dengan metode neighbor joining (NJ) 
dan Kimura-2 parameter model untuk estimasi 
jarak. Nilai bootstrap yang digunakan ialah 
sebanyak 1000 kali pengulangan.

HASIL
Deteksi Virus

Hasil deteksi serologi menunjukkan 
insidensi infeksi virus sebesar 11.4%. Sebanyak 
5 sampel bereaksi positif  terhadap antiserum 
ORSV dengan rerata nilai absorbansi berkisar 
1.125–1.152, yaitu 2 sampel berasal dari KR 
Bogor (KRB2, KRB12), 2 sampel dari KR 
Purwodadi (KRP18, KRP20), dan 1 sampel dari 
KR Balikpapan (KRBp5). Dari keseluruhan 
sampel anggrek yang positif tersebut, 
4 di antaranya merupakan Phalaenopsis sp. 
Sampel daun positif yang terinfeksi ORSV 
ialah pada Phalaenopsis amboinensis (KRB2), 
Phalaenopsis amabilis (KRB12), Phalaenopsis 
amabilis (KRP18), Dendrobium salacence 
(KRP20), dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. 
(KRBp5). RT-PCR pada 5 sampel positif ORSV 
menunjukkan adanya fragmen DNA berukuran 
± 474 pb (Gambar 1).

Analisis Sikuen Nukleotida
Total nukleotida gen CP isolat ORSV-

KRB2, KRB12, KRP18, KRP20, dan 
KRBp5 berukuran 474–480 nukleotida. 
Analisis BLAST terhadap masing-masing 
isolat menunjukkan bahwa 5 isolat tersebut 
memiliki homologi sebesar 99% dengan isolat 
ORSV dari negara Asia, Afrika, Amerika, 
dan Eropa. Hasil analisis 14 isolat ORSV 
lain menunjukkan homologi sampai dengan 
99.8% dengan isolat ORSV asal kebun raya di 
Indonesia (Tabel 1).

Pohon Filogenetika Gen CP ORSV
Hasil penyejajaran sikeun nukleotida 

menunjukkan adanya mutasi titik berupa 
substitusi dan insersi pada isolat ORSV 
di Indonesia. Isolat KRP18 dan KRB12 
mengalami kejadian mutasi terbanyak, yaitu 
transisi dan insersi masing-masing 2 kali 
sehingga kedua isolat ini terpisah dengan 
isolat Indonesia lainnya. Efek mutasi yang 
terjadi mampu menyebabkan perubahan 
pada triplet kodon penyandi asam amino. 
Isolat KRP18 menunjukkan perbedaan pada 
frekuensi asam amino Gly dan Val yang 
mengalami penurunan masing-masing 4.7% 
dan 3.6% serta peningkatan pada Cys dan 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Asn sebesar 7.1% dan 11.8%. Berbeda dengan 
isolat KRB12 yang mengalami peningkatan 
pada asam amino Gly dan Ala sebesar 7.2% 
dan 5.9%, serta penurunan pada Pro 0.8% dan 
Tyr 4.7% (Tabel 2). Pada sikeun nukleotida 
gen CP isolat ORSV dalam penelitian ini tidak 
ditemukan adanya delesi. 

Analisis filogenetika menunjukkan bahwa 
5 isolat ORSV asal KR di Indonesia memiliki 
hubungan kekerabatan yang sangat dekat. 
Hasil analisis pohon filogenetika membagi 
isolat ORSV menjadi dua kelompok utama, 
yaitu kelompok isolat Jerman yang terpisah 
dengan kelompok 18 isolat lainnya. Kelompok 
ini terbagi menjadi 3 subgrup, yaitu 4 isolat 
Indonesia yang telah terdaftar di Genbank, 
3 isolat kebun raya (Bogor, Balikpapan, dan 
Purwodadi) dengan 10 isolat dari negara lain, 
serta 2 isolat KRB2 dan KRP18. Isolat KRB2 
dan KRP18 terpisah dari isolat ORSV asal 
negara lain (Gambar 2). Walaupun keseluruhan 
isolat membentuk beberapa kelompok, namun 
kekerabatan antarisolat masih sangat dekat. 
Hal ini terlihat pada pohon filogenetika 
tersebut hanya membentuk subgrup.

PEMBAHASAN

Upaya pemeliharaan anggrek sebaiknya 
dilakukan secara rutin untuk pemantauan 

perkembangan dan penyebaran penyakit 
virus serta tindakan pengendaliannya sedini 
mungkin. Meskipun insidensinya masih 
rendah, yaitu <20%, sama seperti yang 
dilaporkan oleh Lakani (2011), infeksi ORSV 
harus mendapat perhatian serius mengingat 
virus ini paling banyak menginfeksi (Zettler 
et al. 1990). Di Indonesia, ORSV dilaporkan 
telah menginfeksi 9 dari total 27 genus anggrek 
di dunia, yaitu Aranda, Grammatophyllum, 
Dendrobium, Phalaenopsis, Bulbophylum, 
Calanthe, Cattleya, dan Oncidium (Inouye 
dan Gara 1996).

Beberapa mutasi nukleotida yang terjadi 
menyebabkan 2 isolat ORSV, yaitu KRB12 dan 
KRP18 terpisah dengan isolat lainnya. Proses 
terjadinya mutasi nukleotida pada masing-
masing isolat didukung oleh kemampuan alami 
virus untuk beradaptasi dengan lingkungan. 
Mutasi nukeotida selanjutnya menyebabkan 
perubahan asam amino yang terbentuk dalam 
susunan genom virus. Perubahan asam amino 
tersebut akan mengubah fungsi gen yang 
disusun sehingga infektivitasnya juga berubah 
(Lakani et al. 2010).

Gen coat protein (CP) bersifat conserved 
sehingga memiliki kemampuan mekanisme 
proffreading seperti umumnya gen nuklear 
lainnya. Hal ini menyebabkan virus dapat 
melakukan koreksi dan memperbaiki 

Gambar 1  Visualisasi hasil RT-PCR beberapa isolat ORSV pada gel agarosa 2%. M, Penanda 
DNA 1 kb (Rainbow invitrogen); 1, kontrol positif; 2, kontrol negatif dari tanaman sehat; 
3–4, ORSV dari Kebun Raya Bogor (KRB2 dan KRB12); 5–6, ORSV dari Kebun Raya 
Puwodadi (KRP18 dan KRP20) dan; 7, ORSV dari Kebun Raya Balikpapan (KRBp5).

474 pb

M 1 2 3 54 6 7
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No Asal Isolat No.Aksesi 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 Indonesia-KRB2 - 100 ID
2 Indonesia-KRB12 - 99.5 100 ID
3 Indonesia-KRP18 - 97.9 98.7 100 ID
4 Indonesia-KRP20 - 99.4 98.9 98.3 100 ID
5 Indonesia-KRBp5 - 99.8 98.7 98.1 99.6 100 ID
6 Indonesia-Bogor AB693989 96.6 96.6 96.0 96.6 96.6 100 ID
7 Indonesia-Cipanas AB693991 98.7 99.4 98.7 99.2 98.9 97.3 100 ID

8 Indonesia-Gunung 
Sindur AB693988 98.7 99.4 96.6 99.2 98.9 100 95.1 100 ID

9 Indonesia-Jakarta AB693990 96.6 97.3 98.7 97.0 96.8 97.9 97.9 96.8 100 ID
10 Singapura U34586 98.7 99.4 98.9 99.2 98.9 99.6 99.6 97.5 97.0 100 ID
11 India AJ564563 98.9 99.6 98.5 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 96.8 100 ID
12 Jepang X55295 98.5 99.2 98.3 98.9 98.7 99.4 99.4 97.3 99.4 99.6 96.6 100 ID
13 Korea Selatan AJ606107 98.3 98.9 98.3 98.7 99.5 99.2 99.2 97.0 99.2 99.4 98.9 96.6 100 ID
14 Cina KP137373 98.5 99.2 98.5 98.8 98.7 99.4 99.4 97.3 99.4 99.6 99.2 98.9 97.0 100 ID
15 Taiwan JN584484 98.9 99.6 98.9 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 100 99.6 99.4 99.6 97.0 100 ID
16 Amerika U89894 98.9 99.6 98.9 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 100 99.6 99.4 99.6 100 94.3 100 ID
17 Jerman AJ429091 96.2 96.8 96.2 96.6 96.4 97.0 97.0 94.9 97.0 97.3 98.8 99.6 99.8 97.3 97.3 96.7 100 ID
18 Argentina KT733673 97.4 98.0 97.7 98.0 97.7 98.4 98.4 95.1 98.4 98.7 98.4 98.4 98.4 98.7 98.7 94.8 84.3 100 ID
19 Brazil AF515606 86.0 86.5 85.9 86.2 86.2 86.8 86.8 84.7 86.8 87.0 86.6 86.8 86.6 87.0 87.0 84.3 98.4 96.6 100 ID
20 TMV-Yunnan AAM64218.1 68.2 68.2 67.9 67.7 67.7 67.7 67.7 66.5 67.9 67.9 66.7 68.4 68.4 67.9 97.9 67.3 67.7 61.4 100 100

Tabel 1  Tingkat homologi nukleotida  gen CP 5 isolat ORSV asal anggrek alam Indonesia dibandingkan dengan isolat dari negara  lain

Tingkat homologi nukleotidagen CP ORSVasal anggrek alam Indonesia dihitung menggunakan Program DNASTAR Lasergene DM Version 3.0.25

Asal Isolat Frekuensi Asam Amino (%)
Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr Total

KRB2 4.40 4.40 2.20 0.00 5.49 5.49 0.00 2.20 1.10 8.79 1.10 9.89 5.49 5.49 4.40 18.68 7.69 4.40 1.10 7.69 91
KRB12 5.43 4.35 2.17 0.00 6.52 6.53 0.00 2.17 1.09 8.70 1.09 9.78 4.29 5.43 4.35 17.39 6.52 4.35 1.09 7.61 92
KRP18
KRP20

5.43
4.44

6.52
4.44

2.17
2.22

0.00
0.00

6.52
6.67

4.35
5.56

0.00
0.00

2.17
2.22

1.09
1.11

8.70
8.89

1.09
1.11

10.87
10.00

5.43
5.56

5.43
5.56

4.35
4.44

17.39
18.89

6.52
6.67

3.26
3.33

1.09
1.11

7.61
7.78

92
90

KRBp5 4.40 4.40 2.20 0.00 5.49 5.49 0.00 2.20 1.10 8.79 1.10 9.89 5.49 5.49 4.40 18.68 7.69 4.40 1.10 7.69 91

Tabel 2  Frekuensi asam amino gen CP ORSV asal anggrek alam Indonesia
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kesalahan yang terjadi selama proses 
replikasi genom. Namun dengan ukuran 
genom virus yang relatif kecil maka adanya 
sedikit kesalahan akan memberikan pengaruh 
laju mutasi secara nyata. Laju mutasi akan 
menghasilkan variasi genetika virus sehingga 
meningkatkan probabilitas evolusi lebih 
cepat. Cabang yang cukup panjang pada isolat 
KRB2 dan KRP18 juga mengindikasikan 
bahwa virus telah berevolusi, bahkan dapat 
mengarah terjadinya spesiasi.

ORSV Indonesia diduga berasal dari 
negara Jerman. BPPP (2005) mencatat Jerman 
menduduki peringkat 14 sebagai negara yang 
mengirim benih dan tanaman anggrek ke 
Indonesia sejak 1997–2001, selain Amerika 
Serikat, Brazil, India, Singapura, Korea 
Selatan, Cina, Jepang, Taiwan, dan beberapa 
negara Asia Barat. Hal ini diperkuat oleh 
laporan adanya infeksi ORSV di Jerman, 
Amerika Serikat, Jepang (Lawson 1990), 
Brazil (Freitas et al. 1999), India (Sherpa 
et al. 2006), Singapura (Wong et al. 1994). 
Taiwan (Chang 2008), Korea (Chang et al. 

1991), Cina (Rao et al. 2015), dan Taiwan 
(Zheng et al. 2008). Berdasarkan hal tersebut, 
cara lain yang efektif untuk melindungi dan 
mempertahankan status kesehatan anggrek 
alam di Indonesia ialah dengan membatasi dan 
mengontrol impor anggrek dari negara lain.
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ABSTRAK

Anggrek asli merupakan salah satu kekayaan flora asli Indonesia yang memiliki peran penting sebagai 
induk persilangan dalam pemuliaan tanaman anggrek. Infeksi virus menjadi salah satu faktor pembatas 
dalam budi daya anggrek. Penelitian bertujuan mendeteksi dan mengidentifikasi Odontoglossum 
ringspot virus (ORSV) yang menginfeksi anggrek asli. Sampel dikoleksi dari tanaman bergejala asal 
5 kebun raya di Indonesia, yaitu Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, dan Enrekang. Deteksi dan 
identifikasi dilakukan secara serologi menggunakan antiserum spesifik ORSV, dilanjutkan dengan 
metode reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), dan perunutan DNA. Uji serologi 
menunjukkan 5 sampel bereaksi positif terhadap antiserum ORSV, yaitu pada Phalaenopsis amboinensis 
(KRB2) dan Phalaenopsis amabilis (KRB12) dari Kebun Raya Bogor, Phalaenopsis amabilis (KRP18) 
dan Dendrobium salacence (KRP20) dari Kebun Raya Purwodadi, dan Phalaenopsis modesta J. J. 
Sm. (KRBp5) dari Kebun Raya Balikpapan. Deteksi asam nukleat 5 sampel tersebut dengan RT-PCR 
menggunakan primer spesifik gen coat protein ORSV menghasilkan fragmen DNA berukuran ± 474 
pb. Analisis homologi 5 isolat ORSV tersebut menunjukkan nilai indeks similaritas (IS) sebesar 99.8% 
dengan 14 isolat ORSV lain. Analisis filogenetika menunjukkan isolat KRB2 dan isolat KRP18 berada 
dalam satu kelompok dan terpisah dengan isolat ORSV dari negara-negara lain. Ini adalah laporan 
pertama adanya infeksi ORSV pada anggrek asli koleksi 5 kebun raya di Indonesia.

Kata kunci: analisis filogenetika, homologi, serologi, RT-PCR

ABSTRACT

Native orchid is one of Indonesian natural resources which play important role as parental materials 
in breeding program. Virus infection is one of the limiting factors in the cultivation of orchid. The purpose 
of this study was to detect Odontoglossum ringspot virus (ORSV) from native orchid. Symptomatic 
orchids were collected from 5 botanical gardens, i.e. Bogor, Cibodas, Purwodadi, Balikpapan, and 
Enrekang Botanical Gardens. Detection and identification was conducted by serological method using 
ORSV specific antisera, followed by RT-PCR and DNA sequencing. The serological test showed that 
5 samples gave positive reaction against ORSV antiserum, i.e. Phalaenopsis amboinensis (KRB2) and 
Phalaenopsis amabilis (KRB12) from Bogor Botanical Garden, Phalaenopsis amabilis (KRP18) and 
Dendrobium salacence (KRP20) from Purwodadi Botanical Garden, dan Phalaenopsis modesta J. J. 
Sm. (KRBp5) from Balikpapan Botanical Garden. RT-PCR of the 5 samples using specific primer of 
ORSV coat protein gene was successfully amplified fragment DNA with size ± 474 bp. Homology 
analysis of those 5 ORSV isolates showed the highest index similiarity of 99.8% with corresponding 
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sequences from 14 other ORSV isolates. Phylogenetic analysis indicated that ORSV KRB2 and KRP18 
isolates was clustered in a separate group far from ORSV isolates in other countries. This is the first 
report of ORSV infection on native orchids collection from 5 botanical gardens in Indonesia.

Key words: homology, phylogenetic analysis, RT-PCR, serology

PENDAHULUAN

Anggrek asli memiliki peran penting sebagai 
induk persilangan dalam pemuliaan tanaman 
yang bertujuan memperluas keragaman 
genetika bentuk dan warna bunga yang unik, 
frekuensi berbunga yang tinggi, dan tahan 
terhadap patogen serta cekaman lingkungan. 
Serangan hama penyakit menjadi salah satu 
kendala dalam budi daya dan pengembangan 
potensi anggrek. Anggrek dilaporkan dapat 
terinfeksi 50 jenis virus (Zettler et al. 1990; 
Chang et al. 2005; Navalinskiene et al. 2005). 
Beberapa virus yang dilaporkan menginfeksi 
anggrek dan memiliki penyebaran luas di 
Indonesia ialah Odontoglossum ringspot virus 
(ORSV) (Inouye dan Gara 1996; Isnawati 
2009; Syahierah 2010; Lakani et al. 2010; 
Kumalawati et al. 2011; Mahfut et al. 2016), 
Cymbidum mosaic virus (CymMV) (Inouye 
dan Gara 1996; Menisa 2009; Kumalawati et 
al. 2011; Lakani 2011), Cucumber mosaic virus 
(CMV) dan Potyvirus (Lakani 2011). ORSV 
merupakan virus yang dominan menginfeksi 
pertanaman anggrek di dunia (Ali et al. 2014; 
Sudha dan Rani 2015).

Infeksi virus pada tanaman anggrek 
menyebabkan penurunan vigor tanaman dan 
kualitas bunga (Koh et al. 2014; Sudha dan 
Rani 2015). ORSV menyebabkan kerugian 
secara ekonomi akibat menurunnya kualitas 
bunga di Florida, Hawai, India, Taiwan, 
Thailand, Singapura, dan Australia (Zettler et 
al. 1990; Hu et al. 1993; Wong et al. 1994; 
Barry et al. 1996; Chang et al. 1996; Sherpa 
et al. 2006; Khentry et al. 2006; Chang 2008; 
Ali et al. 2014).

Berdasarkan survei pada 5 kebun raya (KR) 
di Indonesia, yaitu; KR Bogor (Jawa Barat), 
KR Cibodas (Jawa Barat), KR Purwodadi 
(Jawa Timur), KR Balikpapan (Kalimantan 
Timur), dan KR Enrekang (Makasar) selama 

tahun 2010-2014 banyak dijumpai anggrek 
asli dengan gejala terinfeksi virus yang 
diduga disebabkan oleh ORSV. Penelitian ini 
bertujuan mendeteksi dan mengidentifikasi 
ORSV untuk pemutakhiran status kesehatan 
anggrek asli koleksi kebun raya di Indonesia. 
Penerapan hasil penelitian ini menjadi salah 
satu upaya potensial pendukung konsep 
konservasi anggrek asli di Indonesia melalui 
upaya perlindungan tanaman.

BAHAN DAN METODE

Deteksi Protein dengan secara Serologi
Deteksi serologi untuk menentukan 

insidensi infeksi virus menggunakan metode 
DAS-ELISA terhadap 44 total sampel daun 
anggrek (dari 27 genus) paling representatif 
berdasarkan pada gejala infeksi dari masing-
masing lokasi. ELISA menggunakan antiserum 
spesifik ORSV sesuai dengan protokol yang 
direkomendasikan pembuat antiserum (Agdia 
Inc.). Pewarnaan dengan substrat PNP dibaca 
menggunakan ELISA-reader (BioTek) pada
panjang gelombang 405 nm. Sampel 
dinyatakan positif apabila nilai absorbansinya 
mendekati nilai kontrol positif atau paling 
tidak 2–3 kali nilai absorbansi bufer kontrol 
(Daryono dan Natsuaki 2009). 

Deteksi Asam Nukleat dengan RT-PCR
Isolasi RNA dilakukan pada sampel 

positif terinfeksi ORSV secara ELISA, 
menggunakan total RNA isolation kit dan 
dilakukan sesuai dengan protokol (SBS 
Genetech Co., Ltd., China). Amplifikasi 
RNA dengan RT-PCR dilakukan 
dengan metode terpisah menggunakan 
primer spesifik, yaitu ORSV CP-F1(5’-
ATGTCTTACACTATTACAGACCCG-3’) 
dan ORSV CP-R1 (5’-GGAAGAGGTCCAA 
GTAAGTCC-3’) (Lee dan Chang 2006). 
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Tahap reverse transcription (RT) dilakukan 
dengan first strand cDNA synthesis kit 
(Thermo Scientific, USA), selanjutnya cDNA 
yang terbentuk digunakan sebagai cetakan 
dalam tahap PCR menggunakan GoTaq Green 
Master Mix (Promega, USA). Reaksi RT 
dilakukan pada suhu 37 °C selama 60 menit, 
dilanjutkan dengan inkubasi pada suhu 96 °C
selama 5 menit dan diakhiri pada suhu 4 °C. 
Amplifikasi cDNA diawali dengan tahap pre-
denaturasi pada suhu 95 °C selama 5 menit,
dilanjutkan dengan 34 siklus, meliputi 
denaturasi pada suhu 95 °C selama 30 detik, 
aneling pada suhu 50 °C selama 45 detik, dan 
ekstensi pada suhu 70 °C selama 1 menit.

Produk PCR dianalisis menggunakan 
elektroforesis pada gel agarosa 2% dalam 
bufer TBE 1× menggunakan voltase 50 Volt 
selama 40 menit. Gel agarosa direndam 
dalam etidium bromida (10 µL 100 mL-1) 
selama 30 menit. Pita DNA divisualisasi pada 
transluminator UV (Bio-Rad Transilluminator 
2000) dan didokumentasikan.

Perunutan DNA dan Analisis Filogenetika
DNA hasil amplifikasi dirunut sikuen 

nukleotidanya dengan mengirimkan DNA 
ke FirstBase, Malaysia. Sikuen nukleotida 
dianalisis dan digabungkan dengan peranti 
lunak Suite for Sequence Analysis DNASTAR 
Lasergene DM Version 3.0.25. Analisis 
penyejajaran sikuen nukleotida ORSV isolat 
dari Indonesia dilakukan terhadap sikuen 
yang terdaftar di GenBank menggunakan 
basic local alignment search tool (BLAST) 
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Seleksi berdasarkan 
distribusi daerah terpilih diperoleh 4 isolat 
ORSV terdaftar asal Indonesia dan 10 isolat 
ORSV asal dari negara lain (Singapura, Cina, 
India, Jerman, Korea Selatan, Argentina, 
dan Brazil). Isolat TMV-Yunnan digunakan 
sebagai pembanding di luar grup (outgrup).

Analisis filogenetika dilakukan dengan 
menggunakan peranti lunak molecular 
evolutionary genetics analysis (MEGA) versi 
5 Beta) dengan metode neighbor joining (NJ) 
dan Kimura-2 parameter model untuk estimasi 
jarak. Nilai bootstrap yang digunakan ialah 
sebanyak 1000 kali pengulangan.

HASIL
Deteksi Virus

Hasil deteksi serologi menunjukkan 
insidensi infeksi virus sebesar 11.4%. Sebanyak 
5 sampel bereaksi positif  terhadap antiserum 
ORSV dengan rerata nilai absorbansi berkisar 
1.125–1.152, yaitu 2 sampel berasal dari KR 
Bogor (KRB2, KRB12), 2 sampel dari KR 
Purwodadi (KRP18, KRP20), dan 1 sampel dari 
KR Balikpapan (KRBp5). Dari keseluruhan 
sampel anggrek yang positif tersebut, 
4 di antaranya merupakan Phalaenopsis sp. 
Sampel daun positif yang terinfeksi ORSV 
ialah pada Phalaenopsis amboinensis (KRB2), 
Phalaenopsis amabilis (KRB12), Phalaenopsis 
amabilis (KRP18), Dendrobium salacence 
(KRP20), dan Phalaenopsis modesta J. J. Sm. 
(KRBp5). RT-PCR pada 5 sampel positif ORSV 
menunjukkan adanya fragmen DNA berukuran 
± 474 pb (Gambar 1).

Analisis Sikuen Nukleotida
Total nukleotida gen CP isolat ORSV-

KRB2, KRB12, KRP18, KRP20, dan 
KRBp5 berukuran 474–480 nukleotida. 
Analisis BLAST terhadap masing-masing 
isolat menunjukkan bahwa 5 isolat tersebut 
memiliki homologi sebesar 99% dengan isolat 
ORSV dari negara Asia, Afrika, Amerika, 
dan Eropa. Hasil analisis 14 isolat ORSV 
lain menunjukkan homologi sampai dengan 
99.8% dengan isolat ORSV asal kebun raya di 
Indonesia (Tabel 1).

Pohon Filogenetika Gen CP ORSV
Hasil penyejajaran sikeun nukleotida 

menunjukkan adanya mutasi titik berupa 
substitusi dan insersi pada isolat ORSV 
di Indonesia. Isolat KRP18 dan KRB12 
mengalami kejadian mutasi terbanyak, yaitu 
transisi dan insersi masing-masing 2 kali 
sehingga kedua isolat ini terpisah dengan 
isolat Indonesia lainnya. Efek mutasi yang 
terjadi mampu menyebabkan perubahan 
pada triplet kodon penyandi asam amino. 
Isolat KRP18 menunjukkan perbedaan pada 
frekuensi asam amino Gly dan Val yang 
mengalami penurunan masing-masing 4.7% 
dan 3.6% serta peningkatan pada Cys dan 
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Asn sebesar 7.1% dan 11.8%. Berbeda dengan 
isolat KRB12 yang mengalami peningkatan 
pada asam amino Gly dan Ala sebesar 7.2% 
dan 5.9%, serta penurunan pada Pro 0.8% dan 
Tyr 4.7% (Tabel 2). Pada sikeun nukleotida 
gen CP isolat ORSV dalam penelitian ini tidak 
ditemukan adanya delesi. 

Analisis filogenetika menunjukkan bahwa 
5 isolat ORSV asal KR di Indonesia memiliki 
hubungan kekerabatan yang sangat dekat. 
Hasil analisis pohon filogenetika membagi 
isolat ORSV menjadi dua kelompok utama, 
yaitu kelompok isolat Jerman yang terpisah 
dengan kelompok 18 isolat lainnya. Kelompok 
ini terbagi menjadi 3 subgrup, yaitu 4 isolat 
Indonesia yang telah terdaftar di Genbank, 
3 isolat kebun raya (Bogor, Balikpapan, dan 
Purwodadi) dengan 10 isolat dari negara lain, 
serta 2 isolat KRB2 dan KRP18. Isolat KRB2 
dan KRP18 terpisah dari isolat ORSV asal 
negara lain (Gambar 2). Walaupun keseluruhan 
isolat membentuk beberapa kelompok, namun 
kekerabatan antarisolat masih sangat dekat. 
Hal ini terlihat pada pohon filogenetika 
tersebut hanya membentuk subgrup.

PEMBAHASAN

Upaya pemeliharaan anggrek sebaiknya 
dilakukan secara rutin untuk pemantauan 

perkembangan dan penyebaran penyakit 
virus serta tindakan pengendaliannya sedini 
mungkin. Meskipun insidensinya masih 
rendah, yaitu <20%, sama seperti yang 
dilaporkan oleh Lakani (2011), infeksi ORSV 
harus mendapat perhatian serius mengingat 
virus ini paling banyak menginfeksi (Zettler 
et al. 1990). Di Indonesia, ORSV dilaporkan 
telah menginfeksi 9 dari total 27 genus anggrek 
di dunia, yaitu Aranda, Grammatophyllum, 
Dendrobium, Phalaenopsis, Bulbophylum, 
Calanthe, Cattleya, dan Oncidium (Inouye 
dan Gara 1996).

Beberapa mutasi nukleotida yang terjadi 
menyebabkan 2 isolat ORSV, yaitu KRB12 dan 
KRP18 terpisah dengan isolat lainnya. Proses 
terjadinya mutasi nukleotida pada masing-
masing isolat didukung oleh kemampuan alami 
virus untuk beradaptasi dengan lingkungan. 
Mutasi nukeotida selanjutnya menyebabkan 
perubahan asam amino yang terbentuk dalam 
susunan genom virus. Perubahan asam amino 
tersebut akan mengubah fungsi gen yang 
disusun sehingga infektivitasnya juga berubah 
(Lakani et al. 2010).

Gen coat protein (CP) bersifat conserved 
sehingga memiliki kemampuan mekanisme 
proffreading seperti umumnya gen nuklear 
lainnya. Hal ini menyebabkan virus dapat 
melakukan koreksi dan memperbaiki 

Gambar 1  Visualisasi hasil RT-PCR beberapa isolat ORSV pada gel agarosa 2%. M, Penanda 
DNA 1 kb (Rainbow invitrogen); 1, kontrol positif; 2, kontrol negatif dari tanaman sehat; 
3–4, ORSV dari Kebun Raya Bogor (KRB2 dan KRB12); 5–6, ORSV dari Kebun Raya 
Puwodadi (KRP18 dan KRP20) dan; 7, ORSV dari Kebun Raya Balikpapan (KRBp5).

474 pb

M 1 2 3 54 6 7
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No Asal Isolat No.Aksesi 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 Indonesia-KRB2 - 100 ID
2 Indonesia-KRB12 - 99.5 100 ID
3 Indonesia-KRP18 - 97.9 98.7 100 ID
4 Indonesia-KRP20 - 99.4 98.9 98.3 100 ID
5 Indonesia-KRBp5 - 99.8 98.7 98.1 99.6 100 ID
6 Indonesia-Bogor AB693989 96.6 96.6 96.0 96.6 96.6 100 ID
7 Indonesia-Cipanas AB693991 98.7 99.4 98.7 99.2 98.9 97.3 100 ID

8 Indonesia-Gunung 
Sindur AB693988 98.7 99.4 96.6 99.2 98.9 100 95.1 100 ID

9 Indonesia-Jakarta AB693990 96.6 97.3 98.7 97.0 96.8 97.9 97.9 96.8 100 ID
10 Singapura U34586 98.7 99.4 98.9 99.2 98.9 99.6 99.6 97.5 97.0 100 ID
11 India AJ564563 98.9 99.6 98.5 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 96.8 100 ID
12 Jepang X55295 98.5 99.2 98.3 98.9 98.7 99.4 99.4 97.3 99.4 99.6 96.6 100 ID
13 Korea Selatan AJ606107 98.3 98.9 98.3 98.7 99.5 99.2 99.2 97.0 99.2 99.4 98.9 96.6 100 ID
14 Cina KP137373 98.5 99.2 98.5 98.8 98.7 99.4 99.4 97.3 99.4 99.6 99.2 98.9 97.0 100 ID
15 Taiwan JN584484 98.9 99.6 98.9 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 100 99.6 99.4 99.6 97.0 100 ID
16 Amerika U89894 98.9 99.6 98.9 99.4 99.2 99.8 99.8 97.7 99.8 100 99.6 99.4 99.6 100 94.3 100 ID
17 Jerman AJ429091 96.2 96.8 96.2 96.6 96.4 97.0 97.0 94.9 97.0 97.3 98.8 99.6 99.8 97.3 97.3 96.7 100 ID
18 Argentina KT733673 97.4 98.0 97.7 98.0 97.7 98.4 98.4 95.1 98.4 98.7 98.4 98.4 98.4 98.7 98.7 94.8 84.3 100 ID
19 Brazil AF515606 86.0 86.5 85.9 86.2 86.2 86.8 86.8 84.7 86.8 87.0 86.6 86.8 86.6 87.0 87.0 84.3 98.4 96.6 100 ID
20 TMV-Yunnan AAM64218.1 68.2 68.2 67.9 67.7 67.7 67.7 67.7 66.5 67.9 67.9 66.7 68.4 68.4 67.9 97.9 67.3 67.7 61.4 100 100

Tabel 1  Tingkat homologi nukleotida  gen CP 5 isolat ORSV asal anggrek asli Indonesia dibandingkan dengan isolat dari negara  lain

Tingkat homologi nukleotidagen CP ORSVasal anggrek alam Indonesia dihitung menggunakan Program DNASTAR Lasergene DM Version 3.0.25

Asal Isolat Frekuensi Asam Amino (%)
Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr Total

KRB2 4.40 4.40 2.20 0.00 5.49 5.49 0.00 2.20 1.10 8.79 1.10 9.89 5.49 5.49 4.40 18.68 7.69 4.40 1.10 7.69 91
KRB12 5.43 4.35 2.17 0.00 6.52 6.53 0.00 2.17 1.09 8.70 1.09 9.78 4.29 5.43 4.35 17.39 6.52 4.35 1.09 7.61 92
KRP18
KRP20

5.43
4.44

6.52
4.44

2.17
2.22

0.00
0.00

6.52
6.67

4.35
5.56

0.00
0.00

2.17
2.22

1.09
1.11

8.70
8.89

1.09
1.11

10.87
10.00

5.43
5.56

5.43
5.56

4.35
4.44

17.39
18.89

6.52
6.67

3.26
3.33

1.09
1.11

7.61
7.78

92
90

KRBp5 4.40 4.40 2.20 0.00 5.49 5.49 0.00 2.20 1.10 8.79 1.10 9.89 5.49 5.49 4.40 18.68 7.69 4.40 1.10 7.69 91

Tabel 2  Frekuensi asam amino gen CP ORSV asal anggrek asli Indonesia
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kesalahan yang terjadi selama proses 
replikasi genom. Namun dengan ukuran 
genom virus yang relatif kecil maka adanya 
sedikit kesalahan akan memberikan pengaruh 
laju mutasi secara nyata. Laju mutasi akan 
menghasilkan variasi genetika virus sehingga 
meningkatkan probabilitas evolusi lebih 
cepat. Cabang yang cukup panjang pada isolat 
KRB2 dan KRP18 juga mengindikasikan 
bahwa virus telah berevolusi, bahkan dapat 
mengarah terjadinya spesiasi.

ORSV Indonesia diduga berasal dari 
negara Jerman. BPPP (2005) mencatat Jerman 
menduduki peringkat 14 sebagai negara yang 
mengirim benih dan tanaman anggrek ke 
Indonesia sejak 1997–2001, selain Amerika 
Serikat, Brazil, India, Singapura, Korea 
Selatan, Cina, Jepang, Taiwan, dan beberapa 
negara Asia Barat. Hal ini diperkuat oleh 
laporan adanya infeksi ORSV di Jerman, 
Amerika Serikat, Jepang (Lawson 1990), 
Brazil (Freitas et al. 1999), India (Sherpa 
et al. 2006), Singapura (Wong et al. 1994). 
Taiwan (Chang 2008), Korea (Chang et al. 

1991), Cina (Rao et al. 2015), dan Taiwan 
(Zheng et al. 2008). Berdasarkan hal tersebut, 
cara lain yang efektif untuk melindungi dan 
mempertahankan status kesehatan anggrek 
asli di Indonesia ialah dengan membatasi dan 
mengontrol impor anggrek dari negara lain.
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