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 Abstrak 

Bulbophyllum lobbii Lindl. merupakan anggrek dari famili Orchidaceae yang berpotensi sebagai bahan baku 
obat herbal. Identikasi morfologi anggrek B. lobii memiliki keterbatasan karena kemiripan spesies dengan 
anggrek lain. Alternatif identifikasi secara molekuler menggunakan sekuen matK dan ITS2 sebagai barcode 
dalam DNA barcoding diharapkan menjadi salah satu lokus pembeda spesies anggrek B. lobbii secara akurat 
dan efisien. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi sekuen matK dan ITS2 sebagai penanda 
molekuler yang efektif untuk anggrek B. lobbii. DNA genom B. lobbii diisolasi dengan metode Cethyl 
Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) dan amplifikasi DNA dengan PCR. Hasil penelitian menunjukkan 
sekuen matK dari B. lobbii memiliki tingkat homologi tinggi dengan dua spesies B. lobbii (KY966747.1 dan 

KY966691.1) dari China dengan nilai Per. Ident sebesar 99,20%, sedangkan sekuen ITS2 memiliki 
homologi tertinggi dengan nilai Per. Ident sebesar 99,76% pada spesies B. lobbii (MG253848.1) dari 
Polandia. Hasil analisis menunjukkan sekuen ITS2 dapat mengidentifikasi spesies dari tingkatan subspesies 
atau diatasnya (ordo atau genus) dan juga meningkatkan resolusi filogenetik yang baik pada hasil BLAST, 
sedangkan sekuen matK memberikan sedikit kontribusi dalam pengelompokkan hubungan kekerabatan 
antara spesies B. lobbii dengan spesies pembanding lainnya. Sekuen ITS2 dapat direkomendasikan sebagai 
penanda molekuler yang paling baik untuk identifikasi sampel anggrek Bulbophyllum, khususnya 

Bulbophyllum lobbii.  

Kata Kunci: Bulbophyllum lobbii Lindl; DNA barcoding; Obat herbal 

Abstract 

Bulbophyllum lobbii Lindl. is an orchid from the Orchidaceae family which has potential as a raw material 
for herbal medicine. Morphological identification of the B. lobii orchid has limitations due to the species' 
similarity to other orchids. The alternative molecular identification using matK and ITS2 sequences as 
barcodes in DNA barcoding is expected to be one of the loci for distinguishing the B. lobbii orchid species 
accurately and efficiently. This study aims to identify matK and ITS2 sequences as effective molecular 
markers for the orchid B. lobbii. Bulbophyllum lobbii genomic DNA was isolated using the Cethyl Trimethyl 
Ammonium Bromide (CTAB) method and DNA amplification by PCR. The results showed that the matK 

sequence from B. lobbii has a high level of homology with two B. lobbii species (KY966747.1 and 
KY966691.1) from China with a value of Per. Ident is 99.20%, while the ITS2 sequence has the highest 
homology with a Per. Ident value of 99.76% with the species B. lobbii (MG253848.1) from Poland. The 
results of the analysis show that the ITS2 sequence can identify species from the subspecies level or above 
(ordo or genus) and also improves good phylogenetic resolution in BLAST results, while the matK sequence 
makes little contribution in grouping the relationship between the B. lobbii species and other comparison 
species. The ITS2 sequence can be recommended as the best molecular marker for identifying Bulbophyllum 

orchid samples, especially Bulbophyllum lobbii.  
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PENDAHULUAN 

Anggrek merupakan tumbuhan berbunga dari famili Orchidaceae yang memiliki nilai 

ekonomi yaitu nilai keindahan (estetika), nilai ekologi dan fitoterapi. Anggrek di Indonesia 

memiliki keanekaragaman sekitar lebih dari 5.000 jenis dari 40 genus (Febriandito & Soetopo, 

2019). Jenis tumbuhan anggrek dari family Orchidaceae berpotensi sebagai bahan baku obat seperti 

penurun demam, tuberkulosis (TBC), rematik, sakit perut, dan pemulih stamina (Hossain, 2011; 

Wahyudiningsih et al., 2017). 

Salah satu spesies anggrek dari famili Orchidaceae adalah Bulbophyllum lobbii yang tumbuh 

di Indonesia khususnya di Jawa, Sumatra, dan Kalimantan yang dikenal sebagai anggrek lidah 

bergoyang (Baishnab et al., 2017; Rinaldi & Rita, 2020). Anggrek Bulbophyllum dimanfaatkan 

sebagai obat dari kandungan metabolit sekunder atau senyawa fenolik yang memiliki konsentrasi 

tinggi, seperti fenantrena, bibenzil, dan fenilpropanoid (Bhinija et al., 2021). Anggrek B. lobbii 

digunakan oleh masyarakat Thailand sebagai obat luka bakar dari organ daunnya (Teoh, 2016). 

Penelitian anggrek B. lobbii di Indonesia belum banyak dilakukan, baik pemanfaatannya sebagai 

obat, metabolit sekunder, maupun molekuler. 

Identifikasi karakteristik morfologi secara langsung pada spesies anggrek masih terdapat 

keterbatasan, yaitu adanya kemiripan spesies yang cenderung pada organ vegetatif seperti akar, 

batang, dan daun. Selain itu organ generatif, yaitu bunga anggrek di alam sulit didapatkan sehingga 

menjadi permasalahan saat identifikasi morfologi (Liu et al., 2019). Oleh karena itu, perlu adanya 

alternatif identifikasi lain untuk mengatasi keterbatasan identifikasi morfologi secara langsung 

melalui pendekatan secara molekuler yang cepat dan efisien. Salah satu alternatif yang digunakan 

untuk identifikasi anggrek B.lobbii adalah menggunakan DNA barcoding. DNA barcoding 

merupakan tools taksonomi molekuler yang kuat untuk mengidentifikasi spesies secara cepat dan 

akurat berdasarkan urutan DNA menggunakan penanda molekuler (Srivastava & Manjunath, 2020; 

Su’udi et al., 2022; Rohimah et al., 2020). Prinsip DNA barcoding didasarkan pada urutan sekuen 

pendek yang digunakan sebagai pembeda antar spesies karena banyaknya keragaman genetik dalam 

spesies (Zamani & Chiu, 2010).  

Berdasarkan The Consortium for the Barcode of Life (CBOL) penanda molekuler yang 

direkomendasikan untuk tumbuhan yaitu gen maturase K (matK) dan Internal Transcribed Spacer 2 

(ITS2). Gen matK berasal dari kloroplas yang mengkode maturase pada tanaman, dapat 

memberikan resolusi yang tinggi pada spesies yang berbeda dan efektif digunakan pada 

rekonstruksi pohon filogenetik dalam berbagai tingkat taksonomi (Ince et al., 2005). Primer ITS2 

berasal dari DNA nuclear yang popular dalam studi filogenetik dan taksonomi (Kumar et al., 2016). 

ITS terbagi menjadi 2 macam, yaitu ITS1 dan ITS2. Kedua barcode tersebut telah terbukti menjadi 

sumber karakter molekuler yang digunakan dalam rekonstruksi filogenik tumbuhan dari tingkat gen 

ke famili (Douzery et al., 1999). Menurut China Plant BOL Group et al. (2011), ITS2 dianggap 

sebagai alternatif penanda molekuler (barcode) yang digunakan untuk ITS karena lebih mudah 

diurutkan dan diamplifikasi. 

Data sekuen DNA barcode untuk spesies B. lobii menggunakan penanda molekuler matK dan 

ITS2 masih terbatas berdasarkan pencarian database GeneBank National Center for Biotechnology 

Information (NCBI), yaitu gen matK 8 sekuen dan ITS2 8 sekuen. Oleh karena itu, penelitian ini 

dilakukan untuk mengidentifikasi lokus potensial secara molekuler matK dan ITS2 sebagai penanda 

molekuler yang efektif untuk anggrek B. lobbii menggunakan teknik DNA barcoding. 

MATERIAL DAN METODE 

Penelitian ini dilaksanakan bulan Oktober 2021 sampai dengan bulan Januari 2022. Penelitian 

dilakukan di Kebun Botani dan Laboratorium Bioteknologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika 

dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember. Alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi 

neraca digital, gunting, mortar, pistil, mikropipet volume 10 μL; 20 μL; 200 μL; dan 1000 μL, 

yellow tip, blue tip, beaker glass, microtube 1,5 mL, vortex, thermoshaker, alat centrifuge, 

desikator, PCR microtube, mesin PCR, lemari pembeku -20 C, gelas ukur, tabung erlenmeyer, hot 

plate, dan satu set alat elektroforesis, serta UV-Transilluminator. 
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Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel daun anggrek B. lobbii yang 

diperoleh dari kawasan Gunung Gumitir, Jember. Bahan-bahan lain yang digunakan yaitu buffer 

Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB), kloroform, RNase, isopropanol dingin, etanol 70%, 

buffer TE, master mix untuk PCR, ddH2O, primer matK dan ITS2 (forward, reverse), DNA 

template, agarose, buffer Tris Acetic-EDTA (TAE), akuades, Ethidium Bromide (EtBr), dan DNA 

marker 100 bp. 

Sampel anggrek yang digunakan dalam penelitian ini adalah dua sampel B. lobbii yang 

didapatkan dari kawasan Gunung Gumitir, Jember (titik koordinat 815’19,36”S, 11355’44,88”E). 

Sampel anggrek yang telah didapatkan kemudian dipelihara di Kebun Botani Universitas Jember 

sampai berbunga. Buku Die Orchideen von Java (Smith, 1905) dan Medicinal Orchids of Asia 

(Teoh, 2016) digunakan sebagai acuan proses identifikasi morfologi anggrek B. lobbii. Selanjutnya 

secara in silico, sekuen DNA anggrek B. lobbii dikoleksi berdasarkan database yang tersedia pada 

GenBank (NCBI) dengan cara menulis nama spesies dan marka molekuler yang digunakan pada 

penelitian yaitu matK dan ITS2. 

Isolasi DNA Genom 

Isolasi DNA genom sampel anggrek menggunakan metode Cethyl Trimethyl Ammonium 

Bromide (CTAB). Prosedur isolasi diawali dengan sebanyak 0,5 g sampel daun anggrek B. lobbii. 

digerus menggunakan mortar dan alu, kemudian di homogenisasi menggunakan buffer CTAB 

sebanyak 3 mL. Larutan sampel diinkubasi dengan suhu 65 C pada thermoshaker selama 1 jam, 

kemudian ditambahkan 500 µL kloroform dan diinkubasi kembali pada suhu ruang 27 C selama 5 

menit. Larutan sampel disentrifus dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 25 selama 15 menit 

yang kemudian akan terbentuk pellet dan supernatan.  

Supernatan sebanyak 600 µL dipindahkan ke microtube baru, lalu ditambahkan 5 µL RNAse 

dan diinkubasi dengan suhu 37 C selama 30 menit. Isopropanol dingin ditambahkan ke supernatan 

sebanyak 600 µL bertujuan untuk memunculkan untaian DNA berwarna putih seperti benang dan 

diinversi, kemudian supernatan disentrifus dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4 C selama 11 

menit dengan pengulangan dua kali. Supernatan hasil sentrifus dibuang, kemudian pellet 

ditambahkan etanol 70% sebanyak 500 µL untuk proses pencucian dan diinversi, kemudian di 

sentrifus kembali dengan kecepatan 10.000 rpm, 4 C selama 20 menit. Kemudian pellet DNA 

dikeringkan menggunakan desikator selama 20 menit agar sisa etanol hilang. Langkah terakhir 

adalah resuspensi DNA genom dari B. lobbii menggunakan buffer TE sebanyak 44 µL dan 

diinkubasi dengan suhu 55 C pada thermoshaker selama 10 menit. 

Amplifikasi DNA menggunakan PCR dan Elektroforesis 

Amplifikasi DNA target diawali dari pembuatan cocktail dengan proses mereaksikan 

beberapa bahan antara lain PCR master mix, 16 µL ddH2O, 1 µL primer forward, 1 µL primer 

reverse dan 2 µL ekstrak DNA genom (template) B. lobbii. Volume cocktail yang dibutuhkan 

dalam setiap 1 sampel (satu reaksi) adalah 20 µL dalam kondisi dingin (on ice). Primer matK_743F, 

5-CTTCTGGAGTCTTTCTTGAGC-3 (Besse et al., 2021) dan primer matK_R2, 5-

CCCAATACAGTACAAAATTGAGC-3 (Batista et al., 2013). Sedangkan primer ITS2_DR2F, 5-

GGCTCTCGCATCGATGAAGA-3 (Martins et al., 2014) dan ITS2_26SE, 5-

TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC-3 (Douzery et al., 1999). Cocktail dimasukkan ke 

dalam mesin PCR untuk proses amplifikasi DNA sebanyak 35 siklus dengan kondisi mesin antara 

lain, pre-denaturasi 95 C selama 5 menit, denaturasi 95 C selama 30 detik, annealing 55 C 

selama 30 detik, extension 72 C selama 1 menit 15 detik, final extension 72 C selama 5 menit dan 

hold 16 C (Handoyo & Rudiretna, 2001).  

Produk PCR yang telah terbentuk dimuat pada gel agarosa 1,25% yang telah tercampur 

dengan ethidium bromide (EtBr). Ethidium bromide (EtBr) bertujuan untuk membantu deteksi 

keberadaan pita DNA. Langkah selanjutnya proses running pada alat elektroforesis dengan waktu 

yang dibutuhkan selama 30 menit pada 100 V, kemudian produk PCR di visualisasi menggunakan 

UV-Transiluminator untuk melihat pita DNA. Pita DNA yang terbentuk kemudian dianalisis 
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ukurannya dan disesuaikan ukuran panjangnya pada marker. Produk PCR disekuensing 

menggunakan layanan sekuensing yang disediakan oleh 1st BASE, Singapura untuk penentuan dan 

pembacaan urutan basa nitrogen DNA B. lobbii. Data hasil sekuen berupa kromatogram yang 

dianalisis menggunakan software BioEdit. 

Analisis Data 

Analisis data dilakukan dengan metode komputasi yang meliputi identifikasi sekuen dari 

spesies menggunakan program BLAST pada database GeneBank National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) yang dapat diakses secara online https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

untuk mengonfirmasi tingkat kesamaan sekuen DNA target yaitu matK dan ITS2 pada anggrek B. 

lobbii yang telah dipublikasikan. Koleksi masing-masing sekuen matK dan ITS2 dari 10 spesies 

teratas yang memiliki tingkat kesamaan tertinggi pada sampel dalam format FASTA. Analisis 

filogenetik dilakukan dengan pensejajaran urutan basa hasil pembacaan menggunakan software 

ClustalX 2.1 untuk mengetahui kesamaan basa nukleotida (Chenna et al., 2003). Konstruksi pohon 

filogenetik dianalisis menggunakan software Molecular Evolutionary Genetics Analysis X (Mega 

X) untuk mengetahui hubungan kekerabatan sampel yang digunakan (Kumar et al., 2018). 

HASIL 

Hasil pengamatan karakteristik morfologi menunjukkan anggrek B. lobbii termasuk anggrek 

simpodial dan epifit berukuran ±32 cm (Gambar 1a). Bentuk batang beruas dengan ukuran diameter 

±1,4–1,8 cm, pada bagian pangkal terdapat pseudobulb yang berwarna hijau. Karaktersitik daun B. 

lobbii yaitu berdaging (herbaceous), warna daun hijau tua dengan panjang daun ±17 cm dan lebar 

daun ±4 cm. Bentuk daun secara keseluruhan yaitu bulat memanjang (oblong) dan tepi daun rata 

(integer). Ujung daun terbelah (retusus) dan memiliki struktur permukaan daun halus (laevis) pada 

bagian atas dan bawah (Gambar 1b). Bunga anggrek B. lobbii secara keseluruhan adalah berbunga 

tunggal berwarna kuning dengan corak garis cokelat. Bunga anggrek B. lobbii berukuran panjang 

lebar ±5 cm dan terdiri dari sepal dorsal, sepal lateral, petal, labellum, dan columna. Bagian bunga 

anggrek B. lobbii pada bagian sepal dorsal dan petal memiliki bentuk memanjang, bagian sepal 

lateral memiliki bentuk melengkung, bagian labellum melengkung dan kolumna berwarna kuning 

(Gambar 1c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Morfologi anggrek B. lobbii, yakni habitus (a), pseudobulb dan daun (b), serta bunga 

(c). Keterangan: sepal dorsal (Sd), petal (P), sepal lateral (Sl), columna (C), dan 

labellum (L). Foto diambil menggunakan kamera handphone Realme 5 Pro dan diedit 

menggunakan software CorelDRAW X7 

Hasil visualisasi dari amplifikasi PCR sampel anggrek B. lobbii menggunakan dua jenis set 

penanda molekuler spesifik yaitu matK dan ITS2 menunjukkan pita DNA yang dihasilkan tebal 

(Gambar 2). Pita DNA pada sekuen matK menunjukkan ukuran sebesar ±500 bp, sedangkan ukuran 

pita DNA pada sekuen ITS2 yaitu ± 500–600 bp. 
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Gambar 2. Hasil visualisasi proses amplifikasi DNA B. Lobbii. Keterangan: (M) marker 100 bp 

Plus DNA Ladder (Bioneer); Produk PCR menggunakan primer forward dan primer 

reverse matK (743F + R2), ITS2 (DR2F + 26SE) 

 
Gambar 3. Hasil pensejajaran (alignment) DNA sampel anggrek Bulbophyllum lobbii Lindl. untuk 

sekuen matK  
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Hasil analisis BLAST menunjukkan bahwa sampel anggrek B. lobbii sekuen matK (Tabel 1) 

memiliki tingkat homologi tertinggi pada spesies yang sama yaitu B. lobbii yang tercantum dan 

terdaftar di NCBI. Homologi tertinggi yang didapatkan dari program BLAST pada sampel B. lobbii 

dengan dua spesies yang sama B. lobbii (KY966747.1 dan KY966691.1) yang berasal dari China. 

Tabel 1. Hasil analisis BLAST sekuen matK dari anggrek B. Lobbii 

Nomor aksesi Nama spesies % Ident 
Query 

cover (%) 
E-value Asal 

KY966747.1 Bulbophyllum lobbii 99,20% 97% 0.0 China 

KY966691.1 B. lobbii 99,20% 97% 0.0 China 

KJ462088.1 Bulbophyllum polystictum 99,20% 97% 0.0 Thailand 

JF305768.1 Bulbophyllum macranthum 99,20% 97% 0.0 Malaysia 

MK178056.1 B. lobbii 98,93% 97% 0.0 Taiwan 

 

Hasil pensejajaran (alignment) DNA B. lobbii sekuen matK dengan spesies homolog lainnya 

dari GeneBank NCBI menunjukkan adanya tujuh perbedaan basa nukleotida, yaitu Adenin (A) pada 

urutan basa ke-1, basa ke-5, basa ke-6, basa ke- 8, basa ke-27, dan pada urutan basa ke-33. 

Perbedaan basa nukleotida juga terdapat pada bada urutan basa ke-3 yaitu Sitosin (C) dan urutan 

basa ke-13 yaitu Guanin (G) (Gambar 3). 

Hasil analisis BLAST menunjukkan bahwa sampel anggrek B. lobbii sekuen ITS2 (Tabel 2) 

memiliki tingkat homologi tertinggi pada spesies yang sama yaitu B. lobbii yang tercantum dan 

terdaftar di NCBI. Homologi tertinggi yang didapatkan dari program BLAST pada sampel B. lobbii 

dengan spesies yang sama B. lobbii (MG253848.1) yang berasal dari China. 

Tabel 2. Hasil analisis BLAST sekuen ITS2 dari anggek B. lobbii. 

Nomor aksesi Nama spesies % Ident 
Query cover 

(%) 
E-value Asal 

MG253848.1 Bulbophyllum lobbii 99,76% 83% 0.0 Polandia 

MG253849.1 Bulbophyllum facetum 98,10% 84% 0.0 Polandia 

MT505284.1 Bulbophyllum wightii 93,03% 98% 0.0 Sri Lanka 

MH822441.1 Bulbophyllum polystictum 99,74% 77% 0.0 Austria 

KY966457.1 B. lobbii 99,74% 77% 0.0 China 

 
Hasil pensejajaran (alignment) DNA B. lobbii sekuen ITS2 dengan spesies homolog lainnya 

dari GeneBank NCBI juga menunjukkan banyak adanya perbedaan basa nukelotida pada beberapa 

urutan di antaranya yaitu basa Timin (T) pada urutan basa ke-1, basa Adenin (A), dan Guanin (G) 

terdapat pada urutan basa ke 105, ke-135, ke-157, ke-158, ke-163, ke-165, ke-171, ke-188, ke-205, 

ke-273, ke-285, ke-305, ke-327, ke-332, ke-340, ke-341, ke-351, ke-364, ke-366, ke-368, dan pada 

urutan basa ke-383. Basa Adenin (A) pada urutan basa ke-105, basa Sitosin (C) dan Timin (T) pada 

urutan basa ke-153, ke-177, ke-199, ke-210, ke-235, ke-243, ke-259, ke-318, dan ke-344. Basa 

Adenin (A) dan Timin (T) pada urutan basa ke-172, urutan basa ke-221, dan pada urutan basa ke-

385, basa Timin (T) dan Guanin (G) pada urutan basa ke-187, basa Adenin (A) dan Sitosin (C) pada 

urutan basa ke-241 dan urutan basa ke-254, basa Guanin (G) dan Sitosin (C) pada urutan basa ke-

322, basa Timin (T) dan Guanin (G) pada urutan basa ke-325 (Gambar 4). 

Hasil konstruksi pohon filogenetik dari sampel B. lobbii sekuen matK menunjukkan bahwa 

spesies tersebut berkerabat dekat dengan Bulbophyllum lobbii (KY966747.1) yang berasal dari 

China dengan nilai boostrap sebesar 54 dalam 1000 kali pengulangan (Gambar 5). 

Hasil konstruksi pohon filogenetik dari sampel B. lobbii sekuen ITS2 menunjukkan bahwa 

spesies tersebut termasuk ke dalam kelompok monofiletik dengan spesies B. lobbii (MG253848.1), 

B. lobbii (KY966457.1) dan B. polystictum (MH822441.1). Nilai bootstrap dari B. lobbii 

(MG253848.1) dan B. lobbii (KY966457.1) sebesar 32. Sedangkan nilai bootstrap antara B. 

polystictum (MH822441.1) menunjukkan nilai sebesar 54 dalam 1000 kali pengulangan (Gambar 

6).  
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Gambar 4. Hasil pensejajaran (alignment) DNA sampel anggrek B. lobbii untuk sekuen ITS2 

 
Gambar 5. Rekonstruksi pohon filogenetik sampel anggrek B. lobbii sekuen matK 
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Gambar 6. Rekonstruksi pohon filogenetik sampel anggrek B. lobbii sekuen ITS2 

PEMBAHASAN 

Karakteristik Morfologi Anggrek Bulbophyllum lobbii Lindl.  

Karakteristik morfologi anggrek B. lobbii hasil pengamatan sesuai dengan penelitian 

sebelumnya yang menunjukkan bahwa terdapat pseudobulb berwarna hijau, daun berwarna hijau 

tua dengan tepi daun rata (Nursanti et al., 2020). Bunga anggrek B. lobbii berukuran lebar ± 5–6 

cm, berwarna kuning dengan garis-garis cokelat membujur di semua segmen bunga. Struktur bunga 

terdiri sepal dorsal dan petal yang memiliki bentuk seperti bilah memanjang dan runcing (Teoh, 

2019).  

Analisis Molekuler DNA Barcoding Anggrek Bulbophyllum lobbii Lindl. 

Hasil amplifikasi PCR dari sampel anggrek B. lobbii menggunakan dua jenis set primer 

spesifik yaitu matK dan ITS2 menunjukkan pita DNA yang dihasilkan sesuai dengan ukuran yang 

ditargetkan (Gambar 2). Hasil amplifikasi DNA kedua sekuen matK dan ITS2 berhasil dilakukan 

dan sesuai dengan penelitian-penelitian sebelumnya. Pita DNA pada sekuen matK menunjukkan 

ukuran berdasarkan penanda molekuler DNA ladder (100 bp) ±500 bp. Hasil pita DNA tersebut 

sesuai dengan Batista et al. (2013) dan Besse et al. (2021) bahwa hasil produk dari ukuran sekuen 

matK yang telah teramplifikasi menggunakan primer matK743F dan matKR2 sekitar ±500 bp. Pita 

DNA pada sekuen matK yang jelas dan tebal menunjukkan bahwa sekuen matK teramplifikasi 

dengan baik. Ukuran pita DNA pada sekuen ITS2 yang dihasilkan berdasarkan ukuran penanda 

molekuler DNA ladder (100 bp) yaitu ±500–600 bp. Hal tersebut sesuai dengan penelitian Yao et 

al. (2010) bahwa panjang sekuen ITS2 yang teridentifikasi pada tanaman monokotil, dikotil, dan 

gymnospermae sebesar 100–700 bp, sedangkan penelitian oleh Takamiya et al. (2014), menyatakan 

bahwa ukuran sekuen ITS2 yang teramplifikasi menggunakan primer DR2F dan ITS_26SE sekitar 

±500 bp pada tanaman Dendrobium. 

Hasil sekuensing anggrek B. lobii menggunakan sekuen matK memiliki Query length sebesar 

383 bp setelah proses pemotongan (trimming) hasil kromatogram. Selanjutnya, hasil sekuensing 

berupa urutan basa nitrogen dianalisis menggunakan program BLAST yang bertujuan untuk 

mencari dan menganalisis homologi sekuen suatu organisme antar spesies yang diteliti (Wardani et 

al., 2017). Hasil analisis BLAST sekuen matK dari B. lobbii sampel (Tabel 1) menunjukkan 

homologi tertinggi dengan dua spesies yang sama B. lobbii (KY966747.1 dan KY966691.1) yang 

berasal dari China dengan tingkat presentase sebesar 99,20%. Nilai presentase tersebut 

menunjukkan ketiga spesies yang sama. Hal tersebut sesuai dengan Hofstetter et al. (2019) yang 
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menyebutkan bahwa nilai persentase sebesar 99% menunjukkan kesamaan spesies antara sampel 

yang dianalisis dengan sampel BLAST.  

Hasil Query cover BLAST sekuen matK B. lobbii sampel menunjukkan angka 97% pada 5 

spesies homolog tertinggi. Nilai Query cover sebesar 97% menunjukkan kesesuaian basa nitrogen 

antara sampel yang B. lobii yang diteliti dengan sekuen homolognya (Wardani et al., 2017). Nilai E-

value pada tabel hasil BLAST B. lobbii sekuen matK menunjukkan angka 0,0 pada kelima spesies 

homolognya. Menurut Isda dan Chaidamsari (2013), semakin rendah nilai E-value maka semakin 

baik tingkat homologinya. Hal tersebut menunjukkan sampel B. lobbii sekuen matK memiliki 

kemiripan yang tinggi dengan sekuen homolognya.  

Sekuen anggrek B. lobii hasil dari analisis dengan BLAST dengan spesies yang terdapat di 

GeneBank, selanjutnya dilakukan perbandingan dengan sekuen homolognya. Proses pensejajaran 

(alignment) dilakukan untuk mencocokkan karakter homolog antar sekuen DNA yang akan 

dibandingkan. Hasil pensejajaran (alignment) DNA B. lobii sekuen matK dengan spesies lain dari 

menunjukkan banyak perbedaan basa nukleotida yang dihasilkan oleh sekuen matK (Gambar 3). 

Hal tersebut tidak sesuai dengan penelitian Kolondam et al. (2012) yang menyatakan bahwa 

perbedaan basa nukleotida yang dihasilkan sekuen matK menunjukkan tingkat variasi dalam spesies 

sama (intraspesifik) rendah. Sehingga sekuen matK tidak dapat digunakan sebagai pembeda yang 

baik untuk identifikasi sampel anggrek B. lobii.  

Hasil sekuensing anggrek B. lobii sekuen ITS2 yang didapatkan memiliki Query length 

sebesar 497 bp setelah proses pemotongan hasil kromatogram. Hasil sekuensing tersebut kemudian 

dianalisis dengan BLAST. Hasil analisis BLAST menunjukkan bahwa sampel anggrek B. lobbii 

sekuen ITS2 (Tabel 2) memiliki homologi tertinggi dengan B. lobbii (MG253848.1) asal Polandia 

dengan nilai Per. Ident sebesar 99,76%. Spesies B. lobbii (MH822441.1) asal Austria dan B. lobbii 

(KY966457.1) asal China memiliki nilai Per. Ident yang sama yaitu sebesar 99,74%. Berdasarkan 

Hofstetter et al. (2019), nilai Per. Ident 99% menunjukkan kemungkinan adanya kemiripan dengan 

spesies B. lobii sampel penelitian. Nilai E-value sampel anggrek B. lobbii sekuen ITS2 sebesar 0.0 

menunjukkan pensejajaran seluruh sekuen signifikan antara B. lobii dengan 5 sekuen homolognya 

(Perwitasari et al., 2020). 

Hasil pensejajaran (alignment) DNA B. lobbii sekuen ITS2 dengan spesies homolog lainnya 

dari GenBank NCBI juga menunjukkan banyak adanya perbedaan basa nukelotida pada beberapa 

urutan (Gambar 4). Perbedaan basa sekuen ITS2 dibandingkan dengan basa sekuen matK memiliki 

jumlah yang lebih besar dan banyak. Hasil tersebut menunjukkan bahwa sekuen ITS2 memiliki 

tingkat variasi interspesifik yang tinggi dan variasi intraspesifik yang rendah dalam proses 

diferensasi spesies yang berkerabat dekat. Selain itu, sekuen ITS2 tidak hanya mampu membedakan 

spesies dari tingkat famili melainkan hingga tingkat genus dan spesies (Chen et al., 2010; Liu et al., 

2019). Adanya perubahan basa yang terdapat pada sekuen DNA menunjukkan terjadinya proses 

evolusi pada organisme tertentu. Hubungan evolusi antar spesies dapat direkonstruksi dengan 

filogenetik (Hidayat & Pancoro, 2008). 

Sekuen DNA yang telah dilakukan proses pensejajaran (alignment) selanjutnya dilakukan 

konstruksi pohon filogenetiknya menggunakan software MEGA X. Pohon filogenetik 

menggambarkan evolusi yang terjadi pada kelompok spesies yang berasal dari nenek moyang yang 

sama. Konstruksi pohon filogenetik memiliki tujuan untuk menginterpretasi evolusi karakter suatu 

organisme (Ochieng et al., 2007). Metode dalam pembentukan pohon filegentik yang digunakan 

pada penelitian ini adalah metode Neighbor-Joining (NJ). Metode Neighbor-Joining (NJ) memiliki 

prinsip dasar yaitu memanfaatkan perbedaan antara dua sekuen yang dibandingkan untuk membuat 

pohon filogenetik. Selanjutnya, pohon filogenetik kemudian dianalisis menggunakan bootstrap 

sebanyak 1.000x ulangan untuk menguji seberapa baik set data model seperti penyusunan cabang 

dalam prediksi pohon filogenetik (Dharmayanti, 2011). 

Analisis Pohon Filogenetik Sekuen matK dan ITS2 pada Anggrek Bulbophyllum lobbii Lindl. 

Hasil konstruksi pohon filogenetik dari sampel B. lobbii sekuen matK menunjukkan bahwa 

spesies tersebut berkerabat dekat dengan B. lobii (KY966747.1) yang berasal dari China (Gambar 

5). Kedua spesies tersebut termasuk ke dalam kelompok monofiletik yang diasumsikan membawa 
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sifat (pola genetik) dan biokimia yang sama dari nenek moyang yang sama (Hidayat & Pancoro, 

2008).  Nilai boostrap pada percabangan antara sampel B. lobii dengan B. lobii (KY966747.1) asal 

China memiliki nilai sebesar 54 dalam 1000 kali pengulangan. Hal tersebut menunjukkan 

percabangan yang lemah, namun masih dapat dipercaya. Berdasarkan penelitian Kress et al. (2002) 

nilai boostrap sebesar 50–70% termasuk nilai yang lemah untuk setiap daerah gen yang dianalisis 

secara terpisah. Sehingga, sekuen matK memberikan sedikit kontribusi dalam pengelompokkan 

hubungan kekerabatan antara spesies B. lobbii dengan spesies pembanding lainnya. 

Hasil konstruksi pohon filogenetik dari sampel B. lobbii sekuen ITS2 menunjukkan bahwa 

spesies tersebut termasuk kelompok monofiletik dengan spesies B. lobii (MG253848.1), B. lobii 

(KY966457.1), dan B. polystictum (MH822441.1). Ketiga spesies tersebut termasuk dalam 

kelompok monofiletik dengan B. lobii sampel yang menunjukkan bahwa anggota dalam kelompok 

tersebut memiliki kekerabatan dekat dan diperkirakan turunan dari satu nenek moyang yang sama 

(Hidayat & Pancoro, 2008). Nilai bootstrap dari B. lobii (MG253848.1) dan B. lobii (KY966457.1) 

sebesar 32. Sedangkan nilai bootstrap pada percabangan antara B. polystictum (MH822441.1) 

menunjukkan nilai sebesar 54 yang dianggap lemah dan masih dapat di percaya. Meskipun nilai 

bootstrap lemah, analisis dari pohon filogenetik memberikan kontribusi yang besar dibandingkan 

dengan matK dalam penggolongan spesies berdasarkan karakteristik khas secara morfologi pada 

masing-masing spesies.  

Hasil konstruksi pohon filogenetik yang digunakan dalam penelitian ini yaitu B. lobbii dengan 

Bulbophyllum polystictum menunjukkan nilai sebesar 99% berarti percabangan tersebut dapat 

dipercaya. Hal tersebut sesuai dengan Hall (2001) bahwa analisis filogenetik dengan nilai lebih dari 

90% menunjukkan percabangan (clade) yang dapat dipercaya. Spesies B. polystictum 

(MH822441.1) adalah sinonim dari B. lobbii (Global Biodiversity Information Facility (GBIF) 

Secretariat, 2021). Kedua spesies tersebut dinyatakan sebagai sinonim berdasarkan pada kesamaan 

karakteristik morfologi, diantaranya bentuk sepal dan petalnya adalah lanceolate acuminate, bunga 

berwarna kuning dengan corak merah marun kecokelatan (Lindley, 1847; Ridley, 1909). 

Berdasarkan pohon filogenetik tersebut dapat diketahui bahwa sekuen ITS2 dapat memberikan 

gambaran informatif mengenai filogenetik secara molekuler dari spesies B. lobbii pada tingkat 

spesies. Hal tersebut sesuai dengan penelitian Yip et al. (2007) bahwa sekuen ITS2 dapat digunakan 

sebagai alternatif proses identifikasi hingga tingkat genus dan spesies.  

SIMPULAN 

Sampel anggrek B. lobii berhasil dievaluasi berdasarkan penanda molekuler (barcode) matK 

dan ITS2 dengan metode CTAB. Hasil sekuensing B. lobii dengan sekuen matK dan ITS2 diperoleh 

panjang sekuen (Query length) sebesar 383 bp dan 497 bp. Sekuen matK dan ITS2 memiliki 

perbedaan yang mencolok pada basa nukleotida dengan spesies homolog yang terdapat pada 

GeneBank NCBI. Sekuen ITS2 direkomendasikan sebagai penanda molekuler (barcode) yang 

paling baik untuk identifikasi sampel anggrek Bulbophyllum, khususnya B. lobii karena sekuen 

ITS2 dapat menunjukkan spesies B. polystictum sebagai nama sinonim yang didasarkan pada 

karakter morfologi yang mirip. Hasil tersebut didukung dengan hasil konstruksi pohon filogenetik 

sekuen ITS2 dengan spesies homolog lainnya dari GeneBank NCBI. 
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