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RINGKASAN 

 

Karakteristik DNA Barcode Anggrek Phalaenopsis deliciosa Rchb.f.  

Nada Nisrina Maulidya, 161810401036; 2020; 48 halaman; Jurusan Biologi 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

 

Phalaenopsis deliciosa Rchb.f. merupakan salah satu spesies anggota 

Orchidaceae  yang  digolongkan  dalam  genus  Phalaenopsis.  Spesies  ini  memiliki 

persebaran yang paling luas dibandingkan dengan spesies lain dalam genus yang 

sama.  Penggolongan  anggota  dari  genus  Phalaenopsis  oleh  para  ahli  taksonomi 

sebelumnya  berdasarkan  karakteristik  morfologi.  Namun,  para  ahli  taksonomi 

tersebut mengalami perbedaan dalam menggolongkan Phalaenopsis karena 

menggunakan dasar penggolongan berupa karakteristik morfologi  yang berbeda-

beda.  Hal  tersebut  menjadi  kendala  khususnya  dalam  proses  identifikasi.  Oleh 

karena  itu  diperlukan  konfirmasi  dengan  karakteristik  atau  pendekatan  secara 

molekuler. Salah satu teknik pendekatan secara morfologi yaitu DNA barcoding 

yang menggunakan fragmen pendek berupa urutan sekuen DNA sebagai penanda 

molekuler. Penanda molekuler yang digunakan dalam penelitian ini sesuai dengan 

rekomendasi CBOL Plant Working Group,yaitu matK, rbcL, dan ITS2.  

DNA  sampel  anggrek  P.  deliciosa  diisolasi  menggunakan  Kit  GenExTM 

Plant  Sx,  kemudian  hasil  isolasi  DNA  diamplifikasi  menggunakan  mesin  PCR. 

Reaksi  PCR  menghasilkan  amplikon  (±500  bp)  yang  kemudian  dimurnikan  dan 

dibaca  urutan  sekuen  DNA  (sekuensing).  Hasil  alignment  selanjutnya  dianalisis 

menggunakan software BioEdit. Sekuen P. deliciosa kemudian dianalisis 

menggunakan  tools  pada  NCBI  yaitu  BLAST  untuk  mengetahui  kekerabatan 

dengan  sekuen  spesies  yang  ada  di  NCBI.  Sekuen  P.  deliciosa  dengan  spesies 

homolog  yang  ada  di  NCBI  direkonstruksi  pohon  filogenetik  untuk  mengetahui 

kekerabatan berdasarkan hubungan evolusi. 

 Hasil  menunjukkan  bahwa  P.  deliciosa  sekuen  matK  memiliki  tingkat 

homologi tertinggi dengan 3 spesies P. deliciosa yang diteliti di China dan USA 

(Per. Ident 99.28%) dan 1 spesies P. deliciosa asal Jepang (Per. Ident 99.03%). P. 
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deliciosa sekuen rbcL memiliki tingkat homologi tertinggi dengan Bletia 

purpurea asal USA (Per. Ident 98.41%) dan P. deliciosa sekuen  ITS2 memiliki 

tingkat  homologi  tertinggi  dengan  P.  japonica  (Per.  Ident  96.27%)  dan  Sedirea 

japonica (Per. Ident 96.27%) yang diteliti di Korea Selatan dan Switzerland. Hasil 

tersebut didukung dengan pohon filogenetik yang terbentuk, kecuali pada sekuen 

rbcL, hasil pohon filogenetik P. deliciosa monofiletik dengan Dendrobium 

aggregatum.  

Hasil  alignment  (pensejajaran  urutan  sekuen  DNA)  pada  ketiga  barcode 

menunjukkan  adanya  beberapa  perbedaan  basa  antara  P.  deliciosa  dan  spesies 

homolognya. Anggrek P. deliciosa sekuen matK memiliki perbedaan basa Timin 

(T) pada basa ke 150 dan 410. Hasil alignment P. deliciosa sekuen rbcL 

menunjukkan empat perbedaan basa Guanin (G) pada basa ke 270, 276, 323, dan 

338.  Anggrek  P.  deliciosa  sekuen  ITS2  menunjukkan  adanya  tujuh  perbedaan 

basa yang mana perbedaan basa sekuen ini memiliki jumlah terbanyak 

dibandingkan  dua  sekuen  lain.  Perbedaan  pada  sekuen  ITS2  yaitu  basa  Adenin 

(A)  pada  basa  ke  195,  basa  Sitosin  (C)  pada  basa  ke  242  dan  381,  dan  basa 

Guanin  (G)  pada  basa  ke  295,  315,  331,  dan  334.  Penggunaan  sekuen  ITS2 

menunjukkan hasil spesifik dan mampu membedakan tanaman sampai tingkatan 

spesies.  Berdasarkan  hal  tersebut,  sekuen  ITS2  dapat  direkomendasikan  sebagai 

penanda molekuler untuk proses identifikasi P. deliciosa.    
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Anggrek  merupakan  anggota  dari  Orchidaceae,  famili  tumbuhan  berbunga 

dengan  jenis  terbanyak.  Orchidaceae  dapat  ditemukan  di  semua  daerah,  dengan 

keragaman jenis paling besar terdapat di daerah tropis dan subtropis. Keragaman 

anggrek  yang  terdapat  di  hutan  Indonesia  berjumlah  sekitar  6.000  jenis  dari 

jumlah jenis keseluruhan yang ada di dunia (Wahyudiningsih et al., 2017). Salah 

satu genus anggrek yang dijumpai di Indonesia adalah Phalaenopsis. 

Phalaenopsis di Indonesia tersebar khususnya di Sulawesi dan Kalimantan (Teoh, 

2016;  Tsai,  2011).  Jenis  dari  genus  Phalaenopsis  dengan  jumlah  persebaran 

terbesar yaitu Phalaenopsis deliciosa (Holttum, 1964).  

Pemanfaatan  Phalaenopsis  telah  digunakan  sebagai  tumbuhan  obat  dan 

banyak  diminati  dengan  tujuan  komersial  (Teoh,  2016).  Penggunaan  anggrek 

selain sebagai tanaman hias, juga bermanfaat untuk fitoterapi. Fitoterapi 

didapatkan  dari  bunga  anggrek  yang  indah  dan  aroma  yang  dapat  memberikan 

efek relaksasi (Wahyudiningsih et al., 2017).  

Jenis anggrek Phalaenopsis yang begitu banyak jumlahnya di hutan 

Indonesia dan berbagai pemanfaatan anggrek alam, menjadi alasan penting 

dilakukan karakterisasi anggrek secara morfologi. Karakterisasi melalui morfologi 

dilakukan untuk pelestarian plasma nutfah anggrek di Indonesia serta menyeleksi 

anggrek alam yang memiliki sifat-sifat unggul untuk tujuan 

hibridisasi/persilangan (Hartati dan Darsana, 2015). Menurut Susantidiana et al., 

(2009), identifikasi morfologi suatu tanaman dilakukan dengan mengamati daun, 

batang,  bunga,  buah,  akar  dan  bagian  lain  yang  mencakup  seluruh  morfologi 

tanaman. Purwantoro et al. (2005) menyatakan bahwa identifikasi morfologi juga 

merupakan salah satu cara untuk mengetahui hubungan kekerabatan suatu spesies 

(Hartati dan Darsana, 2015). 

Beberapa  ahli  taksonomi  telah  menggolongkan  Phalaenopsis  berdasarkan 

karakteristik  morfologi.  Phalaenopsis  oleh  Shim  (1982),  dikelompokkan  atau 

digolongkan  berdasarkan  morfologi  bunga.  Penggolongan  selanjutnya  dilakukan 
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oleh Seidenfaden (1986) dan Dressler (1993), yang menggolongkan Phalaenopsis 

menjadi dua genus yang berbeda yakni Doritis Lindl. dan Kingidium P. F. Hunt. 

Namun,  menurut  Christenson  (2001),  Doritis  Lindl.  dan  Kingidium  P.  F.  Hunt 

tidak dibedakan sebagai genus tersendiri dan menyatu dengan Phalaenopsis 

berdasarkan klasifikasi infragenerik (Yukawa et al., 2005).   

Klasifikasi yang dilakukan oleh para ahli taksonomi diatas mengalami 

perbedaan dasar dalam menggolongkan Phalaenopsis . Salah satu hal yang 

menyebabkan perbedaan tersebut yaitu perbedaan jumlah pollinium. Jumlah 

pollinia pada Phalaenopsis dominan sebanyak 2 pollinia, sedangkan pada 

subgenus seperti Proboscidioides, Aphyllae, dan Parishianae dan pada golongan 

Deliciosae dan Esmeralda yang termasuk dalam subgenus Phalaenopsis memiliki 

4 pollinia. Struktur organ reproduksi khususnya labellum dan stipe yang memiliki 

keanekaragaman yang tinggi juga membuat inkonsistensi ketetapan dalam 

membedakan anggota anggrek Phalaenopsis (Yukawa et al., 2005). Karakterisasi 

anggrek  untuk  tujuan  identifikasi  membutuhkan  konfirmasi  dengan  pendekatan 

molekuler. Pendekatan melalui analisis DNA yang dapat digunakan yakni dengan 

teknik DNA barcoding. DNA barcoding adalah teknik dalam menggunakan 

fragmen pendek urutan sekuen DNA untuk mengidentifikasi spesies. Berdasarkan 

beberapa  penelitian  terdahulu,  disebutkan  bahwa  DNA  barcoding  telah  berhasil 

digunakan sebagai alat untuk mengidentifikasi spesies dan klarifikasi filogenetik 

melalui pendekatan taksonomi (Tripathi et al., 2013).  

Marka gen yang digunakan sebagai barcode standar untuk tumbuhan, yaitu 

matK dan rbcL berdasarkan rekomendasi The Consortium for the Barcode of Life 

(CBOL)  Plant  Working  Group.  matK  dan  rbcL  merupakan  daerah  pengkodean 

gen yang terletak pada plastid (plastid DNA/ptDNA) (Hollingsworth et al., 2009). 

Gen  matK  memiliki  tingkat  akurasi  tertinggi,  yakni  sebanyak  97,42%.  Tingkat 

akurasi  marka  didasarkan  atas  jumlah  kesesuaian  sekuen  dengan  sekuen  pada 

basis  data  di  GenBank  (Xu  et  al.,  2015).    Gen  rbcL  memiliki  kelebihan  yakni, 

tingkat keberhasilan amplifikasi yang tinggi dan mudah dalam proses sekuensing 

pada tumbuhan (Hollingsworth et al., 2011).  
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Marka  ITS  (Internal  Transcribed  Spacer)  merupakan  daerah  pengkodean 

gen rRNA yang terletak pada nukleus ribosom (nuclear ribosomal DNA) (Yang et 

al.,  2018).  Internal  Transcribed  Spacer  merupakan  wilayah  nuklear  yang  sejauh 

ini, dianggap sebagai lokus barcode yang efisien. ITS terdiri dari ITS1 dan ITS2. 

ITS2 dianggap sebagai lokus barcode terbaik karena spesifik terhadap spesies dan 

bersifat universal sehingga dapat digunakan sebagai barcode untuk seluruh 

kelompok tanaman yanng berbeda (Chen et al., 2010; Cheng et al., 2016; Tripathi 

et al., 2013; Yao et al., 2010). Penggunaan lokus penanda ITS2 terbukti menjadi 

penanda  barcode  spesifik  dengan  persentase  keberhasilan  identifikasi  sebesar 

92,7% (Chen et al., 2010).  

Berdasarkan penelusuran dalam NCBI (National Center for Biotechnology 

Information),  data  sekuen  DNA  barcode  standar  untuk  spesies  Phalaenopsis 

deliciosa belum tersedia atau belum lengkap, khususnya untuk gen barcode rbcL 

dan ITS2. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi DNA 

barcode melalui penanda molekuler spesifik yang efektif untuk anggrek 

Phalaenopsis deliciosa. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka permasalahan dari penelitian ini 

yaitu bagaimana karakteristik dan spesifitas DNA barcoding menggunakan 

penanda  molekuler  spesifik  matK,  rbcL,  dan  ITS2  pada  anggrek  Phalaenopsis 

deliciosa Rchb.f. 

 

1.3 Tujuan 

Tujuan penelitian ini adalah menentukan karakteristik DNA barcoding dan 

mendapatkan  penanda  molekuler  spesifik  (diantara  matK,  rbcL,  dan  ITS2)  pada 

anggrek Phalaenopsis deliciosa.  
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1.4 Manfaat 

Hasil  penelitian  ini  diharapkan  dapat  memberikan  informasi  tentang  DNA 

barcoding  khususnya  pada  anggrek  Phalaenopsis  deliciosa  Rchb.f.  Selain  itu, 

dengan didapatkannya sekuen DNA anggrek Phalaenopsis deliciosa Rchb.f. 

selanjutnya  sekuen  DNA  anggrek  tersebut  dapat  didaftarkan  di  GenBank  atau 

DNA  database.  Berdasarkan  hasil  penelitian  ini,  diharapkan  dapat  memberikan 

rekomendasi  penanda  molekuler  yang  sesuai  untuk  proses  identifikasi  anggrek 

Phalaenopsis deliciosa.  
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Klasifikasi dan Deskripsi Anggrek Phalaenopsis deliciosa  

Kingdom : Plantae 

Divisi : Magnoliophyta 

Kelas : Liliopsida 

Ordo : Asparagales 

Famili : Orchidaceae 

Genus : Phalaenopsis 

Spesies : Phalaenopsis deliciosa Rchb.f. (ITIS, 2010) 

Phalaenopsis deliciosa Rchb.f. memiliki bunga dengan ukuran  yang kecil. 

Tanaman  pendek  dan  membentuk  rumpun  dengan  tunas  basal  dan  pada  bagian 

pangkal batang tumbuh akar. Bentuk daun bulat memanjang (oblong), berwarna 

hijau tua, memiliki panjang sekitar 3,5 cm, duduk daun berseling, dan daun tidak 

memiliki tangkai daun. Bunga berdaging, berukuran kecil dengan diameter 1-1,5 

cm,  sepal  dan  petal  yang  memanjang,  berwarna  putih,  dengan  dibalut  warna 

merah  muda  atau  keunguan.  Sepal  dan  petal  bebas,  menyebar,  dan  sepal  lateral 

oblique dan umumnya lebih besar dibandingkan dengan sepal dorsal. Bibir bunga 

berwarna putih dengan garis merah muda ke ungu di sisi lobus dan bibir (Gambar 

2.1) (Pridgeon et al., 2014; Teoh, 2016).  

Genus Phalaenopsis memiliki sekitar 45–50 spesies yang tersebar dari India 

sampai ke bagian selatan dari China, Korea, Jepang, Thailand, Indochina, 

Malaysia, Indonesia, Filipina, Australia dan Papua Nugini. Sebagian besar spesies 

berada di  Indonesia dan Filipina (Pridgeon  et al., 2014). Phalaenopsis deliciosa 

Rchb.f.  merupakan  jenis  yang  memiliki  persebaran  paling  luas.  Phalaenopsis 

deliciosa  Rchb.f.  dapat  hidup  sampai  pada  ketinggian  300  mdpl.  Tanaman  ini 

membutuhkan cahaya dan kelembaban tetapi tidak genangan air. Masa 

pembungaan  di  Indonesia,  khususnya  di  Kalimantan  (Borneo)  yakni  pada  bulan 

April dan November (Teoh, 2016). 
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a) Bunga Phalaenopsis deliciosa                    b) Habitus Phalaenopsis deliciosa 

Gambar 2.1 Morfologi anggrek Phalaenopsis deliciosa Rchb.f. (Sumber : IOSPE, 2020 ; 
Teoh, 2016). 

 

2.2 Fitokimia Anggrek Phalaenopsis 

Phalaenopsis diketahui dapat menghasilkan metabolit sekunder dengan 

menghasilkan beberapa senyawa fenolik, seperti flavonoid, fenol, alkaloid. 

Senyawa  fenolik  tersebut  seperti  yang  telah  diketahui  dapat  bermanfaat  sebagai 

antioksidan.  Antioksidan  memainkan  peran  penting  dalam  perawatan  kesehatan 

dan untuk mencegah radikal bebas. Manfaat lain dari senyawa antioksidan adalah 

meringankan penyakit kronis dan degeneratif penyakit seperti kanker,  gangguan 

autoimun, hipertensi, aterosklerosis dan dapat memperlambat atau menunda 

proses penuaan (Minh et al., 2016). 

Menurut Srivirojana et al. (2005) bagian akar diketahui memiliki kandungan 

antioksidan tinggi. Flavonoid, fenol, alkaloid, dan sejumlah asam fenolik 

terdeteksi sehingga menunjukkan relevansi untuk aktivitas antioksidan yang 

merupakan bukti untuk menguji potensi menggunakan spesies anggrek ini sebagai 

obat-obatan  herbal.  Kandungan  senyawa  asam  ferulic,  asam  p-coumaric,  dan 

asam  sinapik  sebagian  besar  terkonsentrasi  di  akar  dibandingkan  dengan  daun. 

Akar  anggrek  Phalaenopsis  dapat  diekstrak  sebagai  sumber  antioksidan  alami 

yang potensial dengan biaya yang terjangkau (Minh et al., 2016).  

 

 

0,75 cm 3,5 cm 
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2.3 DNA Barcoding 

DNA  barcoding  melibatkan  pengurutan  satu  atau  lebih  wilayah  genom 

standar sebagai alat untuk identifikasi spesies (Kim et al., 2014). Proses 

identifikasi  dalam  teknik  DNA  barcoding,  dilakukan  dengan  membandingkan 

informasi  genetik  berupa  sekuen  DNA  antar  spesies  terkait  untuk  menentukan 

identitas  maupun  fungsi  gen  atau  fragmen  DNA  (Glick  et  al.,  2010  ;  Rogers, 

2011). Barcode DNA merupakan hal yang penting, karena sekuen tersebut 

digunakan  sebagai  alat  yang  dinilai  efektif  untuk  mengidentifikasi  spesies  dan 

dapat diaplikasikan dalam berbagai hal. Identifikasi spesies penting untuk tujuan 

konservasi  termasuk  upaya  konservasi  anggrek,  kontrol  perdagangan  oleh  bea 

cukai khususnya dalam mendeteksi perdagangan ilegal spesies-spesies yang 

terancam punah, industri lokal anggrek, dan mendeteksi adanya potensi obat pada 

tanaman (Kim et al., 2014; Parveen et al., 2017).  

Barcode DNA dapat digunakan sebagai alat identifikasi bahan obat herbal 

untuk keamanan penggunaan herbal, mengontrol kualitas obat herbal, dan 

penyelidikan forensik dalam mendeteksi bahan herbal beracun dalam kasus yang 

mengancam  jiwa  (Li  et  al.,  2011).  Barcode  DNA  yang  sesuai  harus  memenuhi 

beberapa kriteria diantaranya adalah memiliki sifat universalitas yang tinggi 

sehingga dapat diaplikasikan di seluruh spesies tanaman, dan dapat membedakan 

antar spesies dengan lebih spesifik (Li  et al., 2011). Kelebihan DNA barcoding 

yaitu proses identifikasi dalam kegiatan taksonomi menjadi lebih cepat dan akurat 

(Kang et al., 2017). Hal ini dikarenakan barcode DNA dari sampel dapat 

mengidentifikasi  suatu  organisme  walaupun  hanya  tersedia  sebagian  kecil  dari 

barcode DNA sampel tersebut (Hebert et al., 2003). Perkembangan DNA 

barcoding pada masa ini telah berkembang pesat. Teknik ini sangat mendukung 

dalam proses pemantauan dan penyelidikan keanekaragaman hayati, filogeni 

molekuler, dan evolusi (Kang et al., 2017).  
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2.4 Penanda Molekuler Spesifik 

2.4.1 Gen maturase K (matK) 

Gen maturase K termasuk marka yang direkomendasikan oleh The 

Consortium for the Barcode of Life (CBOL) Plant Working Group sebagai lokus 

untuk  DNA  Barcoding  (Heckenhauer  et  al.,  2016).  Ukuran  gen  kloroplas  matK 

yaitu  1.500  bp  dan  gen  ini  berfungsi  sebagai  pengkode  maturase  K.  Gen  matK 

terletak diantara exon trnK DNA kloroplas (Gambar 2.2). matK digunakan 

sebagai barcode DNA yang universal untuk anggrek berdasarkan barcoding gap 

yaitu perbandingan jarak antara intra dan interspesifik genetik pada suatu 

tingkatan takson, proses amplifikasi dan proses pensejajaran yang mudah (Kumar 

et al., 2016). Gen matK mengandung tingkat substitusi yang tinggi dalam spesies 

dan  potensial  untuk  mempelajari  sistematika  tanaman  (molekuler)  dan  evolusi 

tanaman pada berbagai tingkatan taksonomi (Selvaraj et al., 2008).  

Gen matK memiliki beberapa keunggulan yaitu ukuran gen yang ideal, laju 

substitusi  yang  tinggi,  dan  variasi  yang  besar  dalam  tingkatan  asam  nukleat 

sehingga dapat digunakan untuk identifikasi tanaman pada tingkat famili sampai 

spesies (Selvaraj et al., 2008). Penelitian terkait proses identifikasi tanaman oleh 

gen  matK  sampai  tingkat  spesies  telah  dilakukan  salah  satu  contohnya  terhadap 

spesies anggrek langka, yaitu pada genus Paphiopedilum. Berdasarkan penelitian 

tersebut,  gen  matK  sebagai  barcode  yang  digunakan  untuk  proses  identifikasi, 

juga dapat menganalisis kekerabatan interspesifik jenis-jenis hibrid dari 

Paphiopedilum (Kumar et al., 2016). Penggunaan gen matK sebagai barcode yang 

digunakan dalam proses identifikasi spesies menunjukkan hasil amplifikasi yang 

tinggi yakni sebesar 85% dan sekuensing sebesar 69% sehingga disarankan untuk 

dapat digunakan dalam amplifikasi berbagai jenis tanaman (Kress et al., 2009).  

 

   

 

 

Gambar 2.2 Diagram sekuen matK (Batista et al., 2013; Kumar et al., 2016). 
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2.4.2 Gen ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) 

Gen rbcL adalah wilayah pengkodean gen kloroplas yang memiliki tingkat 

keberhasilan amplifikasi tinggi di berbagai spesies tanaman berbunga, 

gymnosperma, dan spesies kriptogam (CBOL Plant Working Group, 2009). 

Keunggulan  dari  rbcL,  menurut  Newmaster  et  al.  (2006),  gen  rbcL  sebagai 

barcode memiliki variasi yang cukup tinggi untuk membedakan jenis-jenis 

tanaman  (Dong  et  al.,  2013).  Keunggulan  lain  dari  gen  rbcL  yaitu  gen  mudah 

diamplifikasi  dan  diurutkan  pada  sebagian  besar  tanaman  dan  dianggap  sebagai 

lokus acuan dalam penyelidikan filogenetik tanaman untuk mengidentifikasi taksa 

di tingkat genus dan famili (Kress dan Erickson, 2007). Penggunaan rbcL dengan 

tujuan  studi  filogenetik  telah  dilakukan  penelitian  sebelumnya  oleh  Chase  et  al. 

(1993) untuk merekonstruksi hubungan kekerabatan dari beberapa jenis tanaman 

dan semenjak itu, rbcL menjadi populer digunakan untuk memperdalam tentang 

studi tersebut. Keunggulan lain rbcL menurut Clegg (1993) yakni bersifat 

universal,  dan  memiliki  kualitas  pengurutan  basa  DNA  yang  baik  (Dong  et  al., 

2013). 

Panjang gen rbcL yaitu 1.428 bp dan mengkodekan subunit besar Rubisco. 

Fragmen-fragmen yang digunakan sebagai barcode dibatasi panjang sekuen 

berdasarkan  metode  sekuensing  Sanger.  CBOL  Plant  Working  Group  (2009), 

telah mengusulkan penggunaan fragmen di ujung 5’ dari gen rbcL dengan panjang 

sekuen sekitar 650 bp (disebut rbcLa) (Gambar 2.3) (Dong et al., 2013). Analisis 

lebih dari 10.000 urutan rbcL dari GenBank menunjukkan bahwa lokus ini dapat 

berfungsi dengan baik dan terdapat variasi yang cukup untuk membedakan antara 

spesies (85% perbandingan) yang berpasangan secara kongenerik. (Newmaster et 

al., 2006).  

 

 

 
 
 

Gambar 2.3 Diagram sekuen rbcL (Dong et al, 2013 dan Khew dan Chia, 2011). 
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2.4.3 Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2) 

Marka ITS2 (Internal Transcribed Spacer2) merupakan daerah yang terletak 

diantara  pengkodean  gen  rRNA  yang  terletak  pada  ribosom  (nuclear  ribosomal 

DNA).  ITS  pada  eukariotik  terdiri  dari  2  macam,  yakni  ITS1  dan  ITS2.  ITS1 

terletak  antara  gen  5.8S  dan  18S,  sementara  ITS2  terletak  antara  5.8S  and  26S 

(Gambar  2.4),  khususnya  pada  tanaman  (Cheng  et  al.,  2016).  Wilayah  tersebut 

bersifat sangat fleksibel dan kuat bahkan untuk DNA template yang terdegradasi 

sekalipun (Young dan Coleman, 2004). Berdasarkan rekomendasi oleh The 

Consortium for the Barcode of Life (CBOL) Plant Working Group, ITS2 

ditetapkan  penggunaannya  sebagai  salah  satu  lokus  untuk  proses  identifikasi 

tanaman pada The Third International Barcoding Conference (CBOL Plant 

Working Group, 2009). 

ITS2 merupakan fragmen DNA yang paling banyak digunakan untuk 

tanaman dan diaplikasikan pada sistematika molekuler tanaman di tingkat generik 

dan  spesies.  ITS2  memiliki  hasil  analisis  tinggi  dalam  kekerabatan  interspesifik 

dan intraspesifik spesies (Cheng et al., 2016). Panjang sekuen ITS2 pada tanaman 

berkisar  antara 215  - 494 bp (Michel et al., 2016). Berdasarkan penelitian  yang 

dilakukan oleh Chen et al. (2010), ITS2 diujikan pada 6.600 sampel tanaman yang 

terdiri dari 4.800 spesies dan 753 genus berbeda. Penelitian ini menunjukkan hasil 

bahwa  ITS2  mampu  membedakan  spesies  tanaman  dengan  tingkat  keberhasilan 

identifikasi sebesar 92,7% pada tingkat spesies. ITS2 dapat berfungsi dengan baik 

sebagai  barcode  universal  baru  yang  dapat  digunakan  dalam  proses  identifikasi 

tanaman.  

 

 

 

 

Gambar 2.4 Diagram sekuen ITS2 (Ihrmark et al., 2012). 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari sampai April 2020. Penelitian 

dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi, Jurusan Biologi, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat  yang  digunakan  pada  penelitian  ini  adalah  mortal,  pistil,  mikropipet 

volume 10 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, l; 20 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, l; 200 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, l; 1000 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, l, yellow tip, blue tip, UV Transilluminator, 

neraca  digital,  spatula,  pH  meter,  mesin  PCR,  vortek,  thermo  shaker,  beaker 

glass, gelas ukur, stacker microtube 1,5 ml, tabung Erlenmeyer, microtube 1,5 ml, 

PCR microtube, alat centrifuge, desikator, hot plate, dan satu set alat 

elektroforesis. 

Bahan yang  digunakan  pada  penelitian  ini adalah  sampel  daun  anggrek 

Phalaenopsis deliciosa Rchb.f. yang diperoleh dari nursery Kebon Agung Orchid, 

Gebang Waru, Jember. Bahan-bahan lain yang digunakan yaitu larutan 

isopropanol, Kit GenEx TM Plant Sx, kloroform, PCR master mix, ddH 2O, primer 

matK, rbcL, ITS2 (forward, reverse), agarosa, Ethidium Bromide (EtBr), RNase, 

buffer  TE,  buffer  Tris  Acetic-EDTA,  etanol,  DNA  marker  100  bp,  serta  PCR 

purification Kit (Jena Bioscience, Jerman). 

 

3.3 Rancangan Penelitian 

Metode penelitian dilakukan melalui tahapan koleksi sampel, isolasi DNA, 

amplifikasi DNA target dengan PCR, analisis hasil PCR, purifikasi hasil PCR, dan 

sekuensing  DNA.  Analisis  hasil  PCR  secara  dilakukan  dengan  visualisasi  hasil 

elektroforesis  menggunakan  UV  Transilluminator.  Adapun  alur  penelitian  dapat 

dilihat pada Gambar 3.1. 
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Gambar 3.1 Skema Alur Penelitian 

 

3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Koleksi Sampel 

Sampel  anggrek  yang  digunakan  dalam  penelitian  ini  yaitu  Phalaenopsis 

deliciosa Rchb.f. Sampel anggrek Phalaenopsis deliciosa Rchb.f. didapatkan dari 

nursery  Kebon  Agung  Orchid,  Gebang  Waru,  Jember.  Sekuen  DNA  anggrek 

Phalaenopsis  deliciosa  Rchb.f.  secara  in  silico  dikoleksi  berdasarkan  database 

yang tersedia di GenBank (NCBI) dengan cara menulis nama spesies dan marka 

molekuler yang dimaksud, yaitu matK, rbcL, dan ITS2. Koleksi sekuen secara in 

silico  tidak  ditemukan  hasil  dikarenakan  belum  tersedia  sekuen  DNA  anggrek 

Phalaenopsis deliciosa Rchb.f. dengan marka molekuler rbcL dan ITS2. 

Isolasi DNA genom menggunakan Kit 

Amplifikasi DNA menggunakan Primer matK, rbcL, ITS2 dan 
dan Analisis hasil PCR (elektroforesis) 

Purifikasi Hasil PCR 

DNA Sekuensing 
menggunakan jasa 
Macrogen, Korea 

Analisis data  

Di submit pada 
GenBank atau DNA 

database, dan 
Disimpan dalam 
database DNA 

Barcoding (Biologi 

Sampel Anggrek Phalaenopsis deliciosa 
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3.4.2 Isolasi DNA Genom 

Isolasi DNA genom sampel anggrek Phalaenopsis deliciosa dilakukan 

dengan  menggunakan  GenExTM  Plant  Sx  Kit  (GeneAll  Biotechnology,  Korea). 

Isolasi  DNA  genom  dimulai  dengan  menggerus  0,1  gram  sampel  daun  anggrek 

menggunakan mortar dan pistil steril sampai halus dengan ditambahkan  500 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L 

buffer PL dan 3 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L RNAse. Sampel yang telah halus selanjutnya diambil 

sebanyak  400  μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L  supernatan  dan  dipindahkan  ke  microtube  baru  selanjutnya 

divortex untuk memastikan sampel homogen. Sampel yang telah homogen 

kemudian  diinkubasi  pada  suhu  65°C  selama  1,5  jam  pada  thermoshaker  dan 

selanjutnya  disentrifus  dengan  kecepatan  10.000  rpm  pada  suhu  ruang  (27°C) 

selama  30  detik.  Sampel  hasil  sentrifus  kemudian  diambil  supernatan  sebanyak 

400  μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L  dan  dipindahkan  ke  microtube  baru  (apabila  volume  supernatan  yang 

didapatkan  kurang  dari  400  μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L,  tambahkan  buffer  PP  sebanyak  satu  pertiga 

volume supernatan).  

Supernatan yang telah dipindahkan ke  microtube baru ditambahkan 140 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L 

buffer  PP  dan  divortex  sekitar  15  detik  supaya  homogen.  Sampel  yang  telah 

homogen  diinkubasi  on  ice  selama  5  menit  untuk  mendapatkan  kualitas  DNA 

yang lebih baik. Sampel disentrifus pada kecepatan 10.000 rpm pada suhu ruang 

(27°C)  selama  5  menit.  Hasil  sentrifus  sampel  tersebut  adalah  dua  fase  pada 

sampel,  yaitu  supernatan  dan  pellet.  Supernatan  diambil  sebanyak  400  μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L  dan 

dipindahkan ke microtube baru  yang telah berisi 300 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L isopropanol  yang telah 

ditambahkan  sebelumnya.  Penambahan  isopropanol  pada  supernatan  dan  invert 

tube mengakibatkan terbentuknya struktur seperti benang putih melayang dalam 

tube. Tube berisi sampel disentrifus pada kecepatan 10.000 rpm pada suhu ruang 

(27°C) selama 1 menit.  

Supernatan hasil sentrifus dibuang sedangkan pada pellet ditambahkan 300 

μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L  Etanol  70%  dan  invert  tube.  Sampel  yang  homogen  kemudian  disentrifus 

kembali  pada  kecepatan  10.000  rpm  pada  suhu  ruang  (27°C)  selama  1  menit. 

Supernatan lapisan paling atas (etanol 70%) dibuang dan invert tube pada kertas 

absorban yang bersih. Pellet dikeringanginkan selama 5-10 menit. Pellet 

ditambahkan 100 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L buffer RE dan diinkubasi  pada suhu 65°C selama 20 menit 
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pada thermoshaker. Tube secara periodik di-tapping selama proses inkubasi 

berjalan.  

 

3.4.3 Amplifikasi DNA Target dengan PCR 

Amplifikasi  DNA  target  dilakukan  dengan  mereaksikan  2x  PCR  Master 

mix,  forward  primer,  reverse  primer  dan  ekstrak  DNA  genom  Phalaenopsis. 

Tahapan    pertama  yang  dilakukan  adalah  pembuatan  cocktail.  Volume  cocktail 

yang dibutuhkan setiap 1 sampel adalah 20 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L. PCR Master mix sebanyak 10 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L 

dimasukkan dalam mikro tube 1,5 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L, ditambah primer F dan primer R masing-

masing  sebanyak  1  μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L,  template  DNA  genom  yang  dimasukkan  adalah  1,5  μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L, 

dan 6,5 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L H2O. Primer yang digunakan dalam amplifikasi DNA target tercantum 

dalam Tabel 3.1 berikut :  

 

Tabel 3.1 Daftar primer matK, rbcL dan ITS2, dan yang digunakan dalam penelitian ini 

Primer matK Sekuen Referensi 

matK743F 5’-CTTCTGGAGTCTTTCTTGAGC-3’ 
Azofeifa-
Bolanos et 
al., 2017 

matKR2 5’- CCCAATACAGTACAAAATTGAGC-3’ 
Batista et al., 

2013 
Primer rbcL   

rbcLa_F 5’-ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3’ 
Costion et 
al., 2011 

rbcLa_R 5’-GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3’ 
Costion et 
al., 2011 

Primer ITS2   

DR2F 5’-GGCTCTCGCATCGATGAAGA-3’ 
Martins et 
al., 2014 

ITS_26SE 5’-TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC-3’ 
Sun et al., 

1994 
 

Cocktail dihomogenkan sebelum dimasukkan mesin PCR. Tahapan-tahapan 

di  atas  dilakukan  pada  kondisi  dingin  (di  atas  es).  Cocktail  dimasukkan  dalam 

tube PCR dan mesin polymerase  chain reaction  (PCR). Tahapan-tahapan dalam 

mesin  PCR  dilakukan  sebanyak  35  siklus  dan  menurut  Handoyo  dan  Rudiretna 

(2001)  diatur  kondisi  mesin  PCR  dan  diuraikan  menurut  beberapa  tahapannya, 

yaitu  pada  tahapan  pre-denaturasi  dilakukan  pada  suhu  95°C  selama  5  menit 
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kemudian tahapan denaturasi dilakukan pada suhu 95°C selama 30 detik. 

Beberapa tahapan yang dilakukan setelah tahapan denaturasi yaitu tahapan 

annealing pada suhu 55°C selama 30 detik. Tahapan extension dilakukan setelah 

tahapan  annealing  selesai  pada  suhu  72°C  selama  1  menit  15  detik,  kemudian 

tahapan final extension pada suhu 72°C selama 5 menit, dan tahapan terakhir yaitu 

hold pada suhu 16°C.  

 

3.4.4 Analisis Hasil PCR 

Hasil  PCR  dilihat  dengan  elektroforesis  yang  meliputi  beberapa  tahapan 

yaitu membuat gel agarose 1,25% (0,625 gram agarose dalam 50 mL buffer TAE 

(Tris  Acetic-EDTA).  Selanjutnya,  larutan  gel  agarose  didihkan  diatas  hotplate. 

EtBr sebanyak 1 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L ditambahkan dalam larutan gel agarose saat suhu mulai turun 

setelah larutan dididihkan. Alat elektroforesis diatur terlebih dahulu kemudian gel 

agarose dituang ke dalam cetakan dan ditunggu hingga padat. 

Langkah selanjutnya, cetakan sumuran dilepas dan dituang 350 mL  buffer 

TAE (Tris Acetic EDTA) 1x ke atas gel sebagai running buffer. Posisi sumuran 

dapat diatur sebagai berikut : 

 

 

Keterangan : 

 M : Marker 100 bp sebanyak 5 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L 

 1 : Sampel hasil PCR pada sumuran sebanyak 10 μl; 20 μl; 200 μl; 1000 μl, L 

Kondisi  elektroforesis  diatur  waktu  yang  dibutuhkan  selama  30  menit  pada  100 

volt.  Setelah  proses  running  pada  elektroforesis selesai,  divisualisasi  dengan 

meletakkan gel di atas UV Transilluminator untuk melihat ada tidaknya pita DNA 

hasil PCR. Band DNA yang muncul dianalisis ukurannya dan disesuaikan ukuran 

panjang pada marker. 

 

3.4.5 Purifikasi Hasil PCR dan Sekuensing 

Produk hasil PCR yang telah melalui proses running dengan elektroforesis 

dapat dipurifikasi untuk memaksimalkan hasil amplifikasi DNA target. Purifikasi 

M 1 
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dilakukan agar DNA steril dari sisa-sisa buffer,  dNTP mix, primer dan senyawa 

lainnya.  Langkah  pertama  adalah  produk  hasil  PCR  dimasukan  dalam  tube  dan 

diukur  volumenya.  Selanjutnya,  ditambah  3x  volume  solubilization  buffer  (SB) 

dan dilakukan centrifuge dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 25 oC selama 30 

detik  pada  tube  yang  berisi  sampel.  Pencucian  DNA  dilakukan  dengan  washing 

buffer (WB), kemudian dilakukan centrifuge dengan kecepatan 10.000 rpm pada 

suhu  25oC  selama  30 detik.  Selanjutnya centrifuge  pada  suhu  25 oC dengan 

kecepatan  10.000  rpm  selama  30  detik  dan  dilarutkan  DNA  menggunakan  H2O 

steril atau elution buffer (EB) sebanyak 20-50 µl, kemudian dilakukan centrifuge 

dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 25 oC selama 30 detik. Hasilnya dipindah 

ke  tube  baru  dan  siap  dikirim  untuk  sekuensing.  Pembacaan  urutan  basa  DNA 

hasil  PCR  dilakukan  dengan  menggunakan  jasa  Macrogen,  Korea.  Selanjutnya, 

hasil sekuen diolah menggunakan software BioEdit.  

 

3.5 Analisis Data 

Analisis  data  dilakukan  menggunakan  software  BLAST    yang  ada  pada 

DNA database GenBank  NCBI (National Center for Biotechnologi Information) 

untuk mengonfirmasi sekuen DNA target (matK, rbcL, dan ITS2) anggrek 

Phalaenopsis deliciosa. Urutan basa hasil pembacaan kemudian disejajarkan 

dengan Clustal X2. Konstruksi pohon filogenetik dianalisis menggunakan 

software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 5.2).  
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 KESIMPULAN 

Kesimpulan pada penelitian ini  yaitu sampel anggrek  P. deliciosa berhasil 

dikarakterisasi berdasarkan marka molekuler matK dan ITS2. Hasil karakterisasi 

sekuen matK, rbcL, dan ITS2 P. deliciosa didapatkan Query length secara 

berturut-turut yaitu 413 bp, 567 bp, dan 482 bp. Sekuen matK, rbcL, dan ITS2 P. 

deliciosa  masing-masing  memiliki  perbedaan  basa  nukleotida  dengan  spesies 

homolog  di  NCBI.  Sekuen  ITS2  yang  digunakan  pada  anggrek  P.  deliciosa 

bersifat  spesifik  dalam  membedakan  spesies.  Hal  ini  didukung  dengan  hasil 

konstruksi  pohon  filogenetik  sekuen  ITS2  dengan  spesies  homolog  dari  NCBI. 

Berdasarkan hal tersebut, sekuen ITS2 dapat digunakan sebagai penanda 

molekuler  dalam  menentukan  barcode  untuk  identifikasi  anggrek  Phalaenopsis 

deliciosa.  

     

5.2 SARAN 

Saran  berdasarkan  penelitian  ini  yaitu  sekuen  P.  deliciosa  dengan  primer 

matK dan ITS2 dapat digunakan untuk penelitian yang lebih lanjut. Sekuen ITS2 

sebagai barcode yang paling baik untuk identifikasi anggrek Phalaenopsis 

deliciosa.  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1 Hasil Kromatogram 

Lampiran 1.1 Hasil kromatogram dari anggrek P. deliciosa menggunakan primer 
743F 
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Lampiran 1.2 Hasil kromatogram dari anggrek P. deliciosa menggunakan primer 
R2 

 

 

 

 

 

 

    

Lampiran 1.3 Hasil kromatogram dari anggrek P. deliciosa menggunakan primer 
rbcLa_F 
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Lampiran 1.4 Hasil kromatogram dari anggrek P. deliciosa menggunakan primer 
rbcLa_R 
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Lampiran 1.5 Hasil kromatogram dari anggrek P. deliciosa menggunakan primer 
DR2F 
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Lampiran 1.6 Hasil kromatogram dari anggrek P. deliciosa menggunakan primer 
26SE 
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Lampiran 2 Sekuen tiga penanda molekuler dari anggrek P. deliciosa  

Lampiran 2.1 Sekuen matK dari anggrek P. deliciosa dengan panjang basa 413 
bp 

AGCGAACGCATTTTTATGGAAAAATAGAAGATCTTAGAGTCATGTCTT

GTAATTCTTTTCAGAGGATCCTATGGTTCCTCAAAGATATTTTCATACA

TTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCTATTCTGGCTTCAAAAGGAACTCT

TATTTTGATGAATAAATGGAAATTTCATTTTGTGAATTTTTGGCAATCT

TATTTTCACTTTTGGTTTCAACCTTATAGGATCCATATAAAGCAATTAC

CCAACTATTCCTTCTCTTTTCTGGGATATTTTTCAAGTGTACTAAAAAA

CCCTTTGGTAGTAAGAAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAAA

TACTCTGACTAAGAAATTAGATACCATAGCTCCAGTTATTTTTCTTATT

CGATCATTGTCGAAAGCTCATTTT 
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Lampiran 2.2 Sekuen rbcL dari anggrek P. deliciosa dengan panjang basa 567 bp 

ACAAGACTAAAGCAAGCGTTGGATTTAAAGCTGGTGTTAAAGATTACA

AATTGACTTATTATACTCCTGACTACGAAACCAAAGATACTGATATCTT

GGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCGGGAGTTCCGCCTGAAGAAGC

GGGGGCTGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGT

GTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTA

CCACATCGAGGTCGTTGTTGGGGAGGAAGATCAAGATATTGCTTATGT

AGCTTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCGGTTACTAACATGTTG

ACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTGCGAGCTCTAC

GTCTGGAAGATCTGCGAATTCCCCCTTCTTATTCCAAAACTTTCCAAGG

TCCGCCTCATGGCATCCAAGTTGAAAGAGAGAAATTGAACAAGTATGG

TCGTCCCCTATTGGGATGTACTATGAAACCAAAATTGGGATTATCCGC

AAAAAACTACGGTAGAGCGTTTGATGAATGTCTAC 

 

Lampiran 2.3 Sekuen ITS2 dari anggrek P. deliciosa dengan panjang basa 482 
bp 

GATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATC

CCGCGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAATCG

GTCGAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCGTTGCGCCGCTCCGTGCC

GAGTCCCCATCCCCGCCGCAGTGGGGGTGCCGGGCGAGGCCCGGACG

TGAAGAGTGGCCCGTCGTGCCCATCGGCGCGGCGGGCTGAAGAGCGG

GTCATCGTCTCATTGGCCACGAACAACGAGGGGTGGACGAAAGCTGCC

GCGGGCAGGGCCTGCGTTGTCTCGTGCGGGCCGGAGAGAGGATGAGG

CCCTTCGTGCGATCCCATCCCACGCGCCGCCCCCCGTGCGGCGGCTCG

GAATGCGACCCCAGGACGGGCGAGACCACCCGCCGAGTTTAAGCATA

TCAATAAGCGGAGGAGAAGAAACTTACGAGGATTCCCCTAGTAACGG

CGAGCGAA 
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