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ABSTRAK

Gusmiati, Lutfiana Hasanah. 2018. Dinamika Evolusi dan Filogeografi Pisang Raja
(Musa spp.) di Wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah, dan Jakarta
Berdasarkan Daerah ITS (Internal Transcribed Spacer). Skripsi Jurusan
Biologi. Fakultas Sains dan Teknologi. Universitas Islam Negeri (UIN)
Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing : (1) Didik Wahyudi, M.Si (1)
Umaiyatus Syarifah, M.A.

N . S . —. I —— |
Kata Kunci : Pisang Raja, sekuensing, variasi genetik, filogenetik, haplotipe

Pisang merupakan salah satu tumbuhan yang mudah tumbuh di Indonesia dan
beranekaragam jenisnya. Pusat keanekaragaman pisang di Indonesia tersebar di pulau
Jawa, Madura, Sulawesi dan Sumatera. Salah satu pisang yang banyak diproduksi dan
terdistribusi di wilayah Indonesia adalah pisang Raja. Banyaknya pemanfaatan pisang
Raja oleh masyarakat mengakibatkan pembudidayaan pisang Raja terjadi di berbagai
daerah di Indonesia. Hal ini menimbulkan permasalahan tata nama pisang Raja yang
berbeda disetiap daerahdi Jawa Timur, Jawa Tengah dan Jakarta. Oleh karena itu,
perlunya klarifikasi tata nama pisang Raja dengan mencari tahu evolusi dan filogeografi
pisang Raja di wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah dan Jakarta berdasarkan daerah ITS
(Internal Transcribed Spacer)

Penelitian ini menggunakan 9 sampel pisang Raja (in-group) dan 2 sampel pisang
liar sebagai (outgroup). Jenis penelitian ini adalah deskriptif kualitatif eksploratif. Tahap
penelitian yang dilakukan adalah uji kualitatif, kuantitatif dan amplifikasi menggunakan
primer ITSL dan ITS4. Data analisis yang digunakan adalah variasi genetik, filogenetik
dengan metode (MP, ML, NJ dan Bayesian), similaritas genetik dan haplotipe.

Daerah ITS pada pisang Raja teramplifikasi pada panjang + 700 bp. Variasi
genetik seluruh sampel tergolong tinggi. Pengelompokkan 4 pohon filogenetik mengacu
berdasarkan genom dari masing-masing pisang Raja yang digunakan. Keempat pohon
filogenetik dikelompokkan menjadi 4 clade (in-group) dan 1 clade (outgroup).
Similaritas genetik tertinggi dimiliki Raja Brentel dan Raja Bali yaitu 89,426 % dan
terendah oleh Raja Gareng dan Raja Seribu dengan persentase 56,823 %. Terbentuk 11
haplotipe yang mengelompok menjadi 4 jaringan haplotipe. Diduga evolusi pisang Raja
berasal dari nenek moyangnya yaitu M. acuminata dan M. balbisiana. Filogeografi yang
terbentuk dimulai dari aliran gen pisang Raja berdasarkan daerah ITS di wilayah Jawa
Tengah kemudian menuju Jawa Timur dan Jakarta. Aliran gen pisang Raja berdasarkan
daerah ITS yang diawali dari wilayah Jawa Tengah diduga akibat banyaknya
pemanfaatan pisang Raja oleh masyarakat Jawa Tengah untuk kebutuhan sehari-hari
khususnya ritual keagamaan di kerajaan maupun keraton seperti kesultanan Yogyakarta.
Hal tersebut mengakibatkan pisang Raja sangat dibutuhkan sehingga banyak ditanam dan
dibudidayakan di wilayah Jawa Tengah.
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ABSTRACT

Gusmiati, Lutfiana Hasanah. 2018. The Dynamics of Evolution and Phylogeography of
Raja Banana (Musa spp.) in East Java, Central Java, and Jakarta Based on
ITS (Internal Transcribed Spacer). Thesis Department of Biology. Faculty of
Science and Technology. State Islamic University (UIN) Maulana Malik
Ibrahim of Malang. Supervisor : (I) Didik Wahyudi, M.Si (1) Umaiyatus
Syarifah, M.A.

 EN S S— S — . —
Keywords : Raja banana, sequencing, genetic variation, phylogenetic, haplotype

Banana is one of the plants that are easy to grow in Indonesia and diverse
kinds. The center of banana diversity in Indonesia is spread over the islands of Java,
Madura, Sulawesi and Sumatra. One of the bananas that are widely produced and
distributed in Indonesia is Raja Banana. The number of utilization of Raja banana by
society resulted in cultivation of Raja banana occurred in various regions in Indonesia.
This raises the issue of different banana kingdom nomenclature in each region in East
Java, Central Java and Jakarta. Therefore, the need for clarification of the king's banana
nomenclature by finding out the evolution and philosophy of Raja banana in East Java,
Central Java and Jakarta based on ITS (Internal Transcribed Spacer).

This study used 9 samples of banana king (in-group) and 2 samples of wild
bananas as (outgroup). The type of this research is descriptive qualitative explorative. The
research stages are qualitative, quantitative and amplification using primary ITSL and
ITS4. Analytical data used are genetic, phylogenetic variation by method (MP, ML, NJ
and Bayesian), genetic similarity and haplotype.

The area of the ITS on the Raja banana is amplified at length £ 700 bp. The
genetic variation of the entire sample is high. Grouping of 4 phylogenetic trees refers to
the genomes of each Raja banana used. The four phylogenetic trees are grouped into 4
clade (in-group) and 1 clade (outgroup). The highest genetic similarity is owned by Raja
Brentel and Raja Bali that is 89.426% and the lowest by Raja Gareng and Raja Seribu
with percentage of 56.823%. Formed 11 haplotypes that cluster into 4 haplotipe networks.
Allegedly the evolution of the Raja banana comes from his ancestors namely M.
acuminata and M. balbisiana. The phylogeography that was formed started from the flow
of Raja banana genes based on ITS area in Central Java and then to East Java and Jakarta.
Raja Banana genes flow based on ITS area that begins from the Central Java region
allegedly due to the many uses of Raja banana by the people of Central Java for daily
needs, especially religious rituals in the kingdom and the palace like the Sultanate of
Yogyakarta. This resulted in a much needed Raja Banana so much planted and cultivated
in the region of Central Java.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Keanekaragaman merupakan gambaran dari variasi sifat atau penampilan
yang terdapat pada tingkatan ekosistem, jenis dan genetik di dalam suatu
organisasi kehidupan (Schaltegger dan Bestandig, 2012). Indonesia merupakan
negara dengan keanekaragaman tumbuhan yang tinggi karena hampir berbagai
macam tanaman dapat tumbuh di Indonesia. Di dalam al-Qur an telah dijelaskan
olen Allah SWT tentang keanekaragaman tumbuhan yang diciptakan-Nya serta
memerintahkan manusia supaya memperhatikan keanekaragaman yang ada di
bumi, disertai seruan kepada manusia agar merenungkan ciptaan-ciptaan-Nya
yang amat menakjubkan. Hal tersebut tertulis di dalam firman Allah SWT al-

Quran surat ar-Rad (13):4;

(2 Ol 1285 Ol3in 145 £33 LS

Z
2

1 5 G ok . 8 &
()0skang p3a G S 3 O) & S

.

S Slag Sl alad 531 3

W G s e Wlahs a5 o5 5

Artinya: “Dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang berdampingan, dan kebun-
kebun anggur, tanaman-tanaman dan pohon kurma yang bercabang dan yang
tidak bercabang, disirami dengan air yang sama. Kami melebihkan
sebahagian tanam-tanaman itu atas sebahagian yang lain tentang rasanya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda (kebesaran
Allah) bagi kaum yang berpikir”. (QS. ar-Rad (13):4)

Kata &15slais aké dalam ayat di atas menerangkan bahwa Allah SWT telah
menciptakan “bagian-bagian yang berdampingan” hal ini merujuk pada mahluk

Allah SWT vyang diciptakan secara berdampingan di alam semesta. Kata



“berdampingan” yang dimaksudkan adalah tanah-tanah yang berdekatan antara
satu dengan yang lain. Pada bagian tanah yang baik dapat menumbuhkan tanaman
beranekaragam dan berguna bagi manusia sedangkan tanah yang berpasir asin
tidak dapat menumbuhkan suatu tanaman. Demikian pendapat yang diriwayatkan
oleh Ibnu Abbas, Mujahid dan Sa’id bin Jubair (Katsir, 2004). Dalam ayat ini
Allah SWT memberikan beberapa contoh bukti beranekaragamnya tumbuhan
yang diciptakan-Nya seperti kata el Ge Elis yang berarti kebun anggur dan
Kata ol 3ie 5 Ol3ia Jiads yang berarti pohon kurma yang bercabang dan tidak
bercabang (Katsir, 2004).

Salah satu tanaman yang memiliki keanekaragaman tinggi di Indonesia
adalah pisang (Musa spp.) (Damayanti, 2007). Pisang (Musa spp.) juga menjadi
salah satu buah yang berperan penting sebagai sumber vitamin dan mineral
(Goswami, 2011). Pisang (Musa spp.) kaya akan karbohidrat, vitamin C,
riboflavin, thiamin dan rendah kolesterol (Hapsari dan Lestari, 2016). Dalam 100
gram buah pisang matang, terkandung energi sebanyak 73,43 kalori hingga 148,8
kalori (Hapsari dan Lestari, 2015).

Pisang (Musa spp.) adalah buah istimewa yang dijanjikan Allah SWT kepada
kaum golongan kanan di surga. Firman Allah SWT mengenai hal ini tertulis di

dalam al-Qur’an surat al Wagqiah (56): 27-31;
(YRyasats wlbs (YA) 35 Lhe 3 (YY) o) D5l G )l sl

(7)) P55 ¢lag (Y1) 258 b

Artinya: ” Dan golongan kanan, alangkah bahagianya golongan kanan itu. Berada
diantara pohon bidara yang tidak berduri, dan pohon pisang_yang bersusin-



susun (buahnya), dan naungan yang terbentang luas, dan air yang
tercurah.” (QS. al-Wagi’ah (56): 27-31)

Dalam surat al Wagiah, yang dimaksud dengan #lk!! adalah merujuk pada arti
pisang (Mandzur, 1993). Hal ini merupakan pendapat mayoritas para ulama dari
kalangan sahabat dan tabi’in yang disebutkan oleh para ahli Tafsir (ar-Razi, Ibnu
Katsir, asy-Syaukani, al-Qurtubi, dan ath-Thabari rahimahumullah).

Pisang (genus Musa) dan kerabatnya Ensete serta Musella termasuk dalam
famili Musaceae (Busaidi, 2013). Berdasarkan pola persebarannya, pisang (Musa
spp.) memiliki empat section diantaranya Australimusa, Callimusa, Eumusa dan
Rhodochlamys (Busaidi, 2013). Persebaran Eumusa terpusat di wilayah Asia
Timur, kecuali wilayah Melanesia bagian timur. Rhodoclamys tersebar di sekitar
dataran iklim basah di Asia bagian selatan dan Australimusa tersebar dari
Indonesia bagian timur hingga Filipina bagian selatan sedangkan Calimusa
tersebar di wilayah Vietnam bagian selatan, Malaysia, Borneo dan Sumatra
(Busaidi, 2013).

Komoditas buah dunia sampai saat ini masih didominasi oleh pisang (Musa
spp.), yakni 47% dari total produksi buah dunia (Megia, 2005). Selain itu, buah
pisang (Musa spp.) juga menjadi komoditas hortikultura dari kelompok buah-
buahan bagi masyarakat Indonesia (Purwaradia, 2006). Hal ini terbukti
berdasarkan produksi pisang (Musa spp.) tahun 2016 yang mengalami
peningkatan sekitar 1,45% dibandingkan tahun sebelumnya (Badan Pusat
Statistik, 2018). Berdasarkan rata-rata produksi pisang nasional, sekitar 63%

produksi pisang (Musa spp.) didominasi dari pulau Jawa, 18% dari Sumatera, 6%



dari Kalimantan, 6% dari Sulawesi, dan 8% dari Bali dan Nusa Tenggara. Hal ini
lah yang menjadikan pulau Jawa sebagai pusat sentra produksi pisang (Musa spp.)
di Indonesia (FAO, 2016).

Pisang (Musa spp.) yang ada sekarang merupakan golongan dari section
Eumusa yang tersebar di wilayah Asia Tenggara (Busaidi, 2013). Pisang-pisang
hasil hibridisasi atau perkawinan silang yang saat ini dibudidayakan disebut
pisang kultivar. Beberapa pisang kultivar yang diunggulkan di Indonesia antara
lain, pisang Ambon, Pisang Raja, Pisang Kepok dan Pisang Tanduk (Nasution dan
Yamada, 2001). Pisang Raja dan Pisang Ambon menjadi pisang yang banyak
ditemukan di Indonesia khususnya di pulau Jawa (Zuhairini, 1997). Pisang Raja
banyak terdistribusi di wilayah pulau Jawa, seperti di Sukabumi dan Cianjur
(Jawa Barat), Demak (Jawa Tengah) dan Lumajang (Jawa Timur). Pemanfaatan
pisang Raja sebagai buah yang sering dikonsumsi telah lama dikenal masyarakat
Indonesia. Namun demikian, pisang Raja juga dapat digunakan sebagai obat
tradisional (Heyne, 1987; Kasrina, 2013) dan keperluan ritual serta upacara-
upacara adat (Firdausi, 2015; Pramita, 2013).

Pisang Raja memiliki banyak nama lokal diantaranya pisang Raja Seribu
(Jakarta), pisang Raja Delima (Jawa Timur), dan pisang Raja Gareng (Jawa
Tengah) (Singh et al., 2001). Banyaknya penggunaan nama lokal pisang Raja di
berbagai daerah, menimbulkan adanya perbedaan nama pada satu kultivar pisang
Raja. Hal ini menjadi permasalahan dalam tata nama pisang Raja yang juga

berkaitan dengan klarifikasi genom sehingga perlu dilakukan penelitian untuk



mengetahui kesesuaian nama dengan genom yang dimiliki dengan menulusuri
keterkaitan antara evolusi dan wilayah geografis pisang Raja.

Penamaan pisang pertama kali dideskripsikan oleh Linneus berdasarkan ciri
buahnya, seperti banyaknya kandungan pati di dalam buah sehingga perlu
dimasak terlebih dahulu sebelum dikonsumsi. Pisang ini tergolong dalam kategori
cooking banana dengan nama ilmiah Musa paradisiaca sedangkan untuk pisang
yang dapat langsung dikonsumsi tergolong dessert banana dengan nama ilmiah
Musa sapientum (Valmayor et al., 2000). Namun, penamaan pisang seperti di atas
tidak berlaku lagi di wilayah Asia Tenggara yang menjadi center origin of banana
(Simmonds, 1959; Espino et al., 1992) dengan keanekaragaman pisang yang
dimiliki diberbagai daerah. Oleh karena itu, pada tahun 1955 diusulkan perubahan
sistem Klasifikasi dan tata nama pisang kultivar oleh Simmonds dan Shepherd.
Sistem tata nama pisang Simmonds dan Shepherd menggunakan tata nama
berdasarkan genom dan telah ditetapkan secara konsensus untuk tata nama pisang
kultivar di Asia Tenggara pada tahun 1999 (Valmayor et. al., 2000; INIBAP,
2006).

Sistem tata nama pisang berdasarkan genom berdasarkan dugaan bahwa pisang
kultivar yang ada sekarang merupakan keturunan dari Musa acuminata dan Musa
balbisiana (Simmonds, 1959). Pisang-pisang kultivar yang ditemukan saat ini
memiliki komposisi genom yang berasal dari kedua tetua pisang liar yaitu Musa
acuminata dengan simbol genom “A” dan Musa balbisiana dengan simbol “B”.
Persilangan antara kedua tetua pisang liar tersebut akan menghasilkan hibrid-

hibrid diploid (AB), triploid (AAB dan ABB) serta tetraploid (AAAB, AABB,



dan ABBB) (Simmonds, 1996) sehingga pisang-pisang Kkultivar saat ini telah
berevolusi dari pisang dahulu yang umumnya memiliki biji menjadi pisang-pisang
yang tanpa biji.

Selama ini, untuk mengetahui tata nama taksonomi pisang berdasarkan genom
banyak menggunakan digunakan adalah pendekatan morfologi (fenetik)
(Simmonds dan Shepherd, 1955; Simmonds, 1959; Jumari dan Pudjoarinto, 2000;
Surahman, et al., 2005; Hapsari et al., 2011; Hapsari et al., 2015a; Hapsari et al.,
2015b; Hapsari et al., 2016). Namun, penggunaan pendekatan morfologi masih
bersifat subyektif dan karakter morfologi yang diidentifikasi dapat dengan mudah
dipengaruhi oleh faktor lingkungan sehingga berpengaruh terhadap konsistensi
hasil (Guzow-Krzeminsk et al., 2001). Oleh sebab itu diperlukan pendekatan
berbasis molekuler (de Jesus et al., 2013; Hapsari et al., 2015) untuk mendapatkan
hasil yang lebih valid (Guzow-Krzeminsk et al., 2001).

Beberapa pendekatan molekular yang sering digunakan untuk identifikasi
tumbuhan diantaranya: AFLP (Wong et al., 2002), RFLP (Nwakanma et al.,
2003a; Ekasari et. al., 2012), ISSR (Silvia et al., 2017), RAPD (Pillay et. al.,
2000; Sukartini, 2008; Uma et al., 2006; Brown et al., 2009) dan DNA spesifik
(Hribova, 2011; Pachuau, 2014; Janssens et al., 2016). Namun, pendekatan
menggunakan sekuen DNA spesifik dinilai lebih akurat untuk mengetahui variasi
genetik (Janssens et al., 2016). Beberapa sekuen DNA yang sering digunakan
untuk identifikasi pisang adalah ITS (Li LF et al, 2010; Liu, 2010), rbcl
(Handique et al., 2013), trn-L (Retnoningsih et al, 2014), MatK (Davy et al.,

2013) dan atpB (Lamare, 2016). Namun demikian, daerah spesifik ITS merupakan



sekuen DNA spesifik yang paling cocok digunakan untuk analisis pada pisang,
khususnya untuk identifikasi atau klarifikasi genom (Hapsari et al., 2015), analisis
filogenetik (Davey et al., 2013) dan histori evolusi serta biogeografi (Janssens et
al., 2016). Oleh sebab itu, pentingnya dilakukan penelitian evolusi dan
filogeografi pisang Raja di wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah dan Jakarta
berdasarkan sekuen spesifik ITS, dengan harapan hasilnya nanti dapat digunakan
sebagai informasi dasar klarifikasi tata nama pisang Raja dan sebagai acuan dasar

dalam pemuliaan tanaman pisang.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini antara lain:
1. Bagaimana variasi genetik pisang Raja di wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah
dan Jakarta berdasarkan daerah ITS ?
2. Bagaimana evolusi pisang Raja di wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah dan
Jakarta berdasarkan daerah ITS ?
3. Bagaimana hubungan filogeografi yang terbentuk pada pisang Raja di
wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah dan Jakarta berdasarkan daerah spesifik

ITS?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk:
1. Menjelaskan variasi genetik pisang Raja di wilayah Jawa Timur, Jawa

Tengah dan Jakarta berdasarkan daerah spesifik ITS.



Menjelaskan hubungan kekerabatan dan evolusi pisang Raja di wilayah
Jawa Timur, Jawa Tengah dan Jakarta berdasarkan daerah spesifik ITS.

Menjelaskan hubungan filogeografi yang terbentuk pada pisang Raja di
wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah dan Jakarta berdasarkan daerah spesifik

ITS.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Memberikan informasi terkait evolusi dan filogeografi Pisang Raja di
wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah dan Jakarta berdasarkan daerah ITS.

2. Memberikan konsep dasar sebagai acuan pemuliaan pisang Raja di wilayah
Jawa Timur, Jawa Tengah dan Jakarta.

3. Memberikan inspirasi untuk penelitian selanjutnya mengenai penamaan
pisang Raja maupun pisang lainnya di wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah
dan Jakarta.

4. Menambah informasi tentang kekayaan plasma nutfah dan menjadi landasan
dalam upaya pengelolaaan, pengembangan potensi serta manfaat khususnya
bagi ilmu pengetahuan dan masyarakat pada umumnya.

1.5 Hipotesis

1.

Hipotesis pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

Variasi genetik pisang Raja di wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah dan

Jakarta berdasarkan daerah ITS tergolong tinggi.



2. Evolusi pisang Raja di wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah dan Jakarta
berdasarkan daerah ITS berasal dari kedua nenek moyang pisang liar.
3. Filogeografi yang terbentuk diawali dari wilayah Jawa Tengah yang

kemudian menyebar ke dataran lainnya di pulau Jawa.

1.6 Batasan Masalah
Pada penelitian ini terdapat batasan masalah sebagai berikut:
1. Pengambilan sampel daun pisang muda dan menggulung dilaksanakan di
Kebun Plasma Nutfah Pisang, Dinas Pertanian dan Pangan, Giwangan Kota
Yogyakarta, kemudian disimpan dengan silica gel sebelum diekstraksi.

2. Pisang koleksi yang dianalisis diantaranya ;

a. Raja Delima f. Raja Brentel
b. Raja Gareng g. Raja Lini

c. Raja Sereh h. Raja Kutuk
d. Raja Kisto I. Raja Seribu
e. Raja Bali

3. Sekuensing dilakukan pada daerah spesifik Internal Transcribed Spacer (ITS)
dengan primer forward ITS-L (TCG TAA CAA GGT TTC CGT AGG TG)
(Hsiao et al., 1994) dan reverse ITS-4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC)
(White et al., 1990) (Biotechnology, Surrey, UK).

4. Pembuatan pohon filogenetik menggunakan metode pendekatan maximum

parsimony, neighbor joining, maximum likelihood, dan bayesian.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Pisang
2.1.1 Botani Pisang Umum

Klasifikasi tanaman pisang secara umum (Tjitrosoepomo, 1993):

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatopyhta
Kelas : Monocotyledonae
Ordo : Zingiberales
Familia : Musaceae

Genus : Musa

Spesies : Musa sp

Pohon pisang merupakan tumbuhan yang istimewa, karena disebutkan di

dalam al-Quran surat al Wagiah (56): 27-31;

f

ebs (YA) 2522 e 3 (YY) ged) DAl U ) Dt

}o/ 2 252 AT 2, 0.

(7)) 9552 £li5 (7+) 2938 (b5 (Y9)252%

Artinya: ” Dan golongan kanan, alangkah bahagianya golongan kanan itu. Berada

diantara pohon bidara yang tidak berduri, dan pohon pisang yang bersusun-

susun (buahnya), dan naungan yang terbentang luas, dan air yang tercurah.”
(QS. Al-Waagi’ah: 27-31).

Kata =kl dipahami dalam arti pohon pisang atau pohon (Shihab, 2002).
Dalam kitab Lisanul arab, kata zlk!! memiliki beberapa arti (Mandzur, 1993)
diantaranya (1) Pohon yang berasal dari negara Hijaz (mayoritas masyarakat

negro), (2) Pohon yang tinggi dan dapat digunakan berteduh untuk manusia dan

10
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unta, (3) Pohon yang daunnya sedikit dan tangkai yang besar, dan (4) Pohon yang
memiliki tunas dan mayoritas daunnya berwarna hijau. Berdasarkan ciri-ciri
tersebut, maka =kl mengarah pada morfologi dari pohon pisang (Shihab, 2002).

Hal ini dikuatkan oleh Katsir (2004) dalam tafsirnya menjelaskan bahwa
kalimat yang artinya “berada diantara pohon bidara yang tidak berduri” yaitu
pohon yang dipenuhi oleh buah. Sama halnya dengan kata “bersusun-susun” yang
dimaksudkan adalah bersusun pada buah pisang. lbnu Jarir juga mengatakan
dalam syairnya bahwa kata “pohon” ynag dimaksud adalah pohon pisang (Ibnu
Katsir, 2004). Pisang merupakan salah satu buah surga dengan pohon dan dahan
yang lembut, serta buahnya yang saling berdekatan (Sheikh, 2004). Al-Qur’an
surat al-Waqi’ah (Hari Kiamat) menyebutkan dimana terbagi menjadi tiga
golongan saat peristiwa penghisapan amal perbuatan, yaitu golongan orang yang
bersegera menjalankan kebaikan, golongan kanan dan golongan yang celaka.
Buah pisang adalah buah surga yang di peruntukkan bagi golongan kanan
(penerima catatan amal perbuatan melalui tangan kanan atau orang mukmin)
sebagai salah satu balasan amal perbuatan.

Pisang bukanlah tumbuhan yang berasal dari semenanjung Arab. Namun
dahulu, kemungkinan besar orang Arab telah mengenal pisang karena buah
tersebut diperkirakan ditanam untuk pertama kali di wilayah Mediterania sekitar
tahun 650 M, yaitu pada zaman kebangkitan Islam (Zein, 2004).

Secara ilmiah, tumbuhan pisang (genus Musa) tergolong dalam famili

Musaceae bersama dengan genus Ensete dan Musella. Famili Musaceae
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berkerabat dekat dengan Famili Heliconiaceae, Lowiaceae dan Strelitziaceae

(Gambar 2.1) (Simpson, 2006).
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Gambar 2.1 Cladogram Ordo Zingiberales dengan sifat apomorfi terpilih
(Simpson, 1953)

Perawakan pohon pisang terdiri dari akar, batang, tangkai, daun, perbungaan
dan anakan pisang (Gambar 2.2). Pisang (Musa sp) adalah tumbuhan herba besar
dan berperawakan tinggi yang dapat mencapai 2-4 m (Gambar 2.2). Pisang
memiliki perakaran adventif (Siemonsma dan Piluek, 1994) bertipe akar serabut,
dan pertulangan yang berserat (Satuhu dan Supriyadi, 1999) sehingga pisang
termasuk dalam kelas Liliopsida (Simpson, 1953). Akar utama tumbuhan pisang
memiliki ketebalan 5-8 mm (Satuhu dan Supriyadi, 1999) dan dapat berkembang
sepanjang 4-5 m secara lateral serta mampu menembus tanah hingga kedalaman

75 cm (Siemonsma dan Piluek, 1994).
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Gambar 2.2 Perawakan Umum Tumbuhan Pisang (IPGRI,1996)

Batang utama pada tumbuhan pisang adalah rimpang yang berada di bawah
tanah dan berukuran pendek, bertipe simpodial yang biasanya disebut bonggol
(Espino et al., 1992). Dari batang utama akan tumbuh pelepah-pelepah yang
mengelompok membentuk batang semu (pseudosteum) udara. Rongga udara pada
pseudosteum pisang inilah yang menyebabkan pisang termasuk dalam ordo
Zingiberales (Simpson, 1953). Pseudosteum pada pisang tumbuh mengelompok di
dalam rumpun (Siemonsma dan Piluek, 1994) (Gambar 2.2).

Terdapat poros pada bagian tengah yang tersembunyi di bagian bawah
pseudostem. Pada saat berbunga, maka bagian poros tersebut memanjang,
menembus pseudostem dan menghasilkan perbungaan. Ada berbagai penampakan
pseudosteum dari tumbuhan pisang, diantaranya ramping (slender) dan besar
(robust) (IPGRI, 1996). Pseudosteum memiliki berbagai warna dari tiap spesies

yaitu warna hijau, kekuningan, sampai merah keunguan (Gambar 2.3) dan pada
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beberapa spesies memiliki lapisan lilin. Pseudosteum juga mengeluarkan getah

yang berwarna bening (Gambar 2.4a) atau putih susu (Gambar 2.4b) (IPGRI,

‘B
k3

Gambar 2.3 Karakter berdasarkan warna pseudosteum (dok. Pribadi)

1996).

Gambar 2.4 Karakter Warna Getah; A: Watery; B: Milky
(Hapsari et al., 2015)
Tangkai (petiole) daun pisang memiliki dua tipe yaitu; tipe petiole bersayap
dan tipe petiole tidak bersayap. Banyak sedikitnya bercak dan warna bercak pada
petiole juga dapat dijadikan karakter yang membedakan spesies pisang satu sama lain

(Gambar 2.5).

Gambar 2.5 Bercak pada petiole Tumbuhan Pisang (dok. Pribadi)

Setiap daun tumbuhan pisang tersusun dari pelepah daun, petiole dan lamina
(Rubatzky, 1998). Susunan daun berbentuk spiral, sehingga tumbuhan pisang

tergolong dalam famili Musaceae dan menjadi pembeda dengan famili lain dalam
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ordo Zingiberales (Simpson, 1953). Daun (lamina) pisang berbentuk lanset
memanjang, mudah koyak, panjang daun sekitar 1,5-3 m, lebar daun sekitar 30-70
cm, dan memiliki permukaan bawah yang berlilin. Selain itu, lamina pisang
memiliki tulang daun yang nampak nyata disertai tulang tengah penopang daun,
(Rukmana, 1999). Daun pisang pada bagian dorsal memiliki warna hijau
kekuningan hingga hijau tua dengan bercak merah keunguan, sedangkan warna
daun pisang bagian ventral memiliki warna hijau kekuningan sampai merah
keunguan (IPGRI, 1996).

Daun pisang yang paling muda masih menggulung dan berada dibagian
tengah tanaman pisang. Daun muda akan tumbuh memanjang ke atas, kemudian
membuka perlahan secara progresif. Adanya daun muda yang menggulung pada
tanaman pisang ini yang menyebabkan pisang termasuk dalam ordo Zingiberales
dan karakter inilah yang menjadi karakter khas dari ordo Zingiberales (Simpson,
1953). Daun pisang berbentuk lamina yang melebar dengan urat daun bertipe
pinnatus membentuk paralel satu sama lain (Dasuki, 1991). Karakter daun
semacam ini adalah salah satu sifat umum dari ordo Zingiberales (Simpson,
1953). Bagian pangkal dari daun pisang juga berbentuk bermacam-macam yaitu;
bentuk pangkal daun meruncing disatu sisi dan membulat disisi lain (Gambar
2.6a), membulat di kedua sisi (Gambar 2.6b), atau meruncing di kedua sisi
(Gambar 2.6¢). Tepi daun pisang rata dengan ujung daun umumnya terbelah

(IPGRI, 1996).
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Gambar 2.6 Tipe Pangkal Daun Pisang: Ket: A:satu sisi meruncing dan sisi lainnya

melengkung; B: kedua sisi melengkung; C: kedua sisi meruncing (dok.pribadi)

Bunga pada tumbuhan pisang merupakan tipe bunga majemuk (infloresence).
Perbungaan pada tumbuhan pisang ini berasal dari rhizoma yang berkembang dari
bawah pseudosteum membentuk bunga dan buah (Espino et. al., 1992). Pada
setiap bunga akan dibungkus oleh braktea yang bervariasi warna dan bentuknya
(Gambar 2.7) (Dasuki, 1991). Keberadaan braktea tersebut berfungsi untuk
melindungi bunga didalamnya (Simpson, 1953). Jika bunga telah membuka maka

braktea akan terlepas dan jatuh ke tanah (Dasuki, 1991).

Gambar 2.7 Berbagai bentuk braktea pisang (Hapsari et al., 2015)

Bunga pisang terdiri dari bunga jantan dan bunga betina. Bunga betina pada
tumbuhan pisang akan berkembang menjadi buah secara normal, sedangkan

bunga jantan yang berada di ujung tandan tidak berkembang dan tetap dilindungi
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oleh braktea (Simpson, 1953). Posisi perbungaan yang terkulai menyebabkan
posisinya terbalik sehingga bentukan ini biasa disebut jantung pisang (Gambar
2.8a) (Dasuki, 1991). Setiap bunga bersifat epigius, zigomorf, dan uniseksual.
Bunga pada pisang tersusun atas sepal, tepal, compound tepal, stamen, pistillum
dan ovarium. Bunga pisang memiliki 6 tepal dalam 2 lingkaran, tetapi 3 sepal dan
2 petal bersatu membentuk compound tepal sedangkan bagian adaksialnya lepas
sehingga disebut tepal bebas (Gambar 2.8b) (Dasuki, 1991). Stamen bunga pisang
biasanya berjumlah 5 atau 6 buah (Dasuki, 1991). Pistillum berujung pada 3
karpel dan membentuk ovarium inferus (Gambar 2.8c). Bakal buah pada
tumbuhan pisang ini terletak di bagian bawah dasar bunga (inferus) sehingga
inilah yang menjadi karakter dari anggota ordo Zingiberales (Simpson, 1953)
(Gambar 2.8c). Ovula yang ada pada ovarium berjumlah banyak tiap ruang
dengan plasenta aksilaris, satu stilus, dan 3 lobus pada stigma (Dasuki, 1991)

(Gambar 2.8d).

Bekas braktea
(rakis)

Bunga braktea

Jantan

Jantung
pisang

<]

Gambar 2.8 Penampakkan organ generatif pada pisang (Hapsari et al., 2015)
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Buah berkembang dari bunga betina yang telah mekar. Periode perkembangan
buah terjadi sekitar 3-4 bulan, sesuai dengan kondisi cuaca. Setelah buah dalam
tandan tersebut terbentuk, maka tanaman induk akan mati (Augustburger et al.,
2001). Buah pisang tersusun dalam sebuah tandan (Dasuki, 1991). Buah pisang
berbentuk memanjang, membengkok, dengan ujung meruncing atau membentuk
leher botol, kemudian kulitnya berwarna hijau, kuning, atau coklat. Panjang buah
pisang berkisar antara 10-18 cm dengan diameter sekitar 2,5-4,5 cm. Selain itu,
buah pisang juag memiliki tekstur daging buah (mesocarp) yang tebal dan lunak
dan memiliki berbagai macam rasa yaitu, rasa asam, sepat hingga manis (Dasuki,
1991). Kulit buah (epicarp) yang masih muda berwarna hijau, namun setelah tua
(matang) akan berubah menjadi kuning (Cahyono, 2002).

Buah pisang ada yang berbiji atau tanpa biji. Biji pada buah pisang berbentuk
kecil, bulat, dan berwarna hitam (Cahyono, 2002). Pada jenis pisang liar terdapat
biji fertil pada daging buahnya (Gambar 2.9a dan f). Biji pisang liar memiliki testa
yang keras, dengan endosperm serta perisperm yang beramilum (Dasuki, 1991),
berwarna hitam atau coklat tua. Selain itu, biji pada pisang liar berbentuk bulat
tidak beraturan, dapat juga berbentuk lensa, atau silindris (Nasution dan Yamada,
2001). Sedangkan tidak ada biji fertil pada pisang kultivar (Gambar 2.9b-¢)
(Rukmana, 1999). Buah pada pisang kultivar bersifat partenokarpi bakal biji akan
mengalami keriput dan berubah menjadi bintik-bintik kecil berwarna coklat. Hal

ini terjadi sebelum proses pembuahan. (Gambar 2.9c-e) (Espino et al., 1992).
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Gambar 2.9 Keberadaan biji pada pisang. Ket: a) Pisang Jantung Kuning (AAw), b)
Pisang Trimulin (AA cv), c) Pisang Morosebo (AAA cv) , d) Pisang Triolin (AAB
cv) , e) Pisang Saba Awu (ABB cv), f) Pisang Klutuk ljo (BBw) (Hapsari et al.,
2015)

2.1.2 Pisang Raja

Pisang raja dan jenis pisang buah lainnya berasal dari hasil hibrida M.
acuminata dan M. balbisiana yang memiliki kandungan gula yang tinggi dan
mudah diserap oleh tubuh sehingga sering dikonsumsi sebagai buah pisang yang
dapat langsung dimakan (Morton, 1987). Berikut ini beberapa ciri-ciri pisang raja
pada umumnya (Suhardiman, 2004): (1) Dalam satu tandan umumnya terdapat 9
sisir atau sekitar 129 buah pisang (Gambar 2.10); (2) Buahnya berbentuk
melengkung (Gambar 2.12a) dan berkulit agak tebal (3 mm) dengan ujung
runcing bulat (Gambar 2.11); (3) Daging buah berwarna putih kekuningan
(Gambar 2.12b), kuning muda atau kemerah merahan, tidak berbiji dan memiliki
tingkatan rasa agak manis hingga manis.

Pisang Raja tergolong menjadi genom AAB dan ABB (Simmonds, 1996).
Karakteristik umum dari pisang kelompok genom AAB (Raja Seribu, Raja Sereh,
Raja Kisto, Raja Gareng, Raja Kutuk, dan Raja Lini) (Hapsari et al., 2015), yaitu
memiliki rumpun sedang hingga banyak, pseudosteum cukup besar dan kokoh,
berwarna hijau dengan sedikit bercak berwarna coklat hingga hitam, dan tinggi

pohon dapat mencapai 5 m. Tepi tangkai daun pisangnya sedikit bersayap, dengan
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daun berukuran panjang dan sedikit terkulai. Braktea berwarna merah kekuningan
dan menggulung. Bunga jantan berwarna krem hingga kuning. Tandan buah
berukuran sedang hingga besar, berorientasi membentuk sudut dengan sisir yang
melingkar, berisi 5 — 10 sisir pisang. Buah berbentuk lurus hingga sedikit
melengkung, dan berwarna kuning saat masak. Daging buah berwarna putih, krem
hingga kuning dengan rasa manis dan sedikit masam. Pisang kultivar yang
bergenom AAB umumnya sering dikonsumsi langsung sebagai buah segar.

Pisang Raja yang bergenom ABB (Raja Bali dan Raja Brentel) memiliki
karakteristik dominan yang menyerupai pisang Musa balbisiana, memiliki batang
semu yang besar dan kokoh, berwarna hijau dengan sedikit atau tanpa bercak dan
berlilin banyak, dan tidak terlalu tinggi mencapai £ 1,5 m (Hapsari et al., 2015).
Tepi tangkai daun saling mengatup, dengan daunnya yang panjang dan berwarna
hijau (Espino et al., 1992). Braktea sedikit menggulung, bagian dalam berwarna
merah, sangat menyirap dan berlilin banyak. Bunga jantan berwarna kuning
bersemu merah. Beberapa kultivar unik memiliki buah tunggal (tidak bersisir)
(Espino et al., 1992). Pisang Raja berukuran sedang, berkulit tebal dan berwarna
kuning pada saat masak. Pisang kultivar genom ABB dimanfaatkan sebagai
pisang olahan, sehingga perlu dimasak terlebih dahulu sebelum dikonsumsi

(Espino et al., 1992).
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Gambar 2.12 Penampakkan buah pisang Raja.
Ket: (a) Penampakan kulit luar dan (b) warna daging pisang Raja (Hapsari et al., 2015)

Ciri khas dan karakter dari pisang Raja di atas merupakan salah satu bukti
nyata dari makna tersirat dalam firman Allah SWT al-Qur’an surat ar Rad (13):4
pada lafadz KV & Gadi e leimss Jisils yang artinya “Kami melebihkan
sebahagian tanam-tanaman itu atas sebahagian yang lain tentang rasanya”.
Maksudnya adalah adanya perbedaan dalam jenis buah-buahan dan tanaman itu

dari segi bentuk, warna, rasa, daun dan bunganya kemudian ada juga yang
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berubah rasanya dengan izin Allah SWT. Padahal semuanya berasal dari satu zat
alam yang sama yaitu air, tetapi menghasilkan tumbuh-tumbuhan dan buah yang
beraneka macam warna dan rasa yang tidak terhitung. Sesungguhnya dalam hal-
hal seperti itu terdapat tanda-tanda kebesaran Allah SWT bagi orang yang
menyadarinya (Katsir, 2004).

Dilanjutkan dengan lafadz o sfiss o 3 <i6¥ &llb 3 &) yang artinya “Sesungguhnya
pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang
berpikir “. Tanda-tanda yang sangat besar itu menunjukkan bahwa Allah SWT
bebas berbuat dengan kekuasan-Nya sehingga dapat membuat sesuatu yang
beranekaragam dan menjadikannya sesuai dengan keinginan-Nya (Katsir, 2004).
2.1.3 Syarat Tumbuh Tanaman Pisang

Tanah yang mengandung humus, kapur dan tanah berat akan lebih mudah
ditumbuhi oleh pohon pisang. Bahkan tumbuhan pisang akan tumbuh dengan baik
di daerah-daerah tropis yang basah dan beriklim lembab serta panas yang merata
(Nasution dan Yamada, 2001). Suhu optimum untuk pertumbuhan pisang adalah
sekitar 27 °C dan suhu maksimumnya 38 °C. Indonesia menjadi sentra penghasil
pisang karena iklim Indonesia cocok untuk pertumbuhan tanaman pisang. Walau
demikian, tidak semua wilayah di Indonesia merupakan sentra produksi tanaman
pisang. Selain iklim yang sesuai, budidaya yang dilakukan oleh masyarakat di
daerah juga yang menjadi penentu keberadaan sentra tanaman pisang (Nasution
dan Yamada, 2001).

Di wilayah Indonesia, tumbuhan pisang dapat tumbuh liar dan ditanam hingga

ketinggian 2000 mdpl dengan curah hujan yang cukup. Tumbuhan pisang yang
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ada di alam, umumnya ditemukan di sepanjang sungai yang tanahnya lembab,
terbuka dan tidak berangin (Nasution dan Yamada, 2001). Penanaman pisang
pada tanah datar dengan derajat keasaman tanah sekitar pH 4.5 — 7.5 akan
menghasilkan produktivitas yang optimal (Cahyono, 1996).

2.1.4 Persebaran Pisang

Tiga genera Musaceae tersebar di wilayah Asia dan Afrika tropis, walaupun
bukti menunjukkan keberadaan fosil yang telah ditemukan sementara berada di
wilayah Amerika Utara dan Afrika. Sementara itu, tiga genera Strelitziaceae
ditemukan di wilayah Madagaskar, Afrika bagian selatan dan Cekungan Amazon.
Sedangkan Lowiaceae terdistribusi di wilayah Asia Tenggara. Heliconiaceae
adalah anggota terbesar dari Zingiberales yang tersebar di wilayah Pasifik dari
Samoa hingga ke Sulawesi.

Menurut ahli botani, tanaman pisang umumnya berasal dari daerah India,
Filipina dan semenanjung Malaya (Rukmana, 1999). Penyebaran tanaman
pisang ke berbagai wilayah dimulai tahun 1000 SM ke wilayah timur melalui
Samudera Pasifik dan Hawai sedangkan penyebaran di wilayah barat melalui
Samudera Hindia, Afrika hingga pantai timur Amerika. Pada tahun 650 M,
pahlawan-pahlawan Islam di negara Arab telah menyebarkan tanaman pisang di
sekitar laut tengah (Rukmana, 1999). Wilayah Indo-Malesia merupakan pusat
keragaman pisang, kemudian menyebar hingga ke seluruh wilayah tropis dan
subtropis di Asia, Amerika, Afrika dan Australia (Simmonds dan Shepherd,

1955; De Langhe et al., 2009).
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Namun adapula yang menyatakan bahwa pisang liar Musa acuminata berasal
dari daerah tropis di negara-negara Asia seperti Indonesia, Filipina, Australia, dan
Afrika Timur (de Langhe et al., 2009; Li et al., 2013). Bukti arkeologi dan
paleontologi menunjukkan bahwa pisang Musa acuminata tersebar luas di Asia
Tenggara, dan mulai dibudidaya setidaknya mulai tahun 5.000 SM (De Langhe et
al., 2009; Li et al., 2013). Terdapat kurang lebih 65 spesies dari genus Musa yang
sebagian besar tersebar di wilayah Asia dan Pasifik (Liu et al., 2010).

Pisang Raja merupakan pisang hasil hibrida pertama dari Musa acuminata X
Musa balbisiana (Rukmana, 1999). Mulai saat itulah, budidaya pisang terus
berkembang dan menjadi salah satu sumber makanan penting di wilayah Asia
Tenggara, Afrika, dan Oceania, hingga pisang-pisang pun diekspor ke wilayah
Amerika Tengah dan Selatan (Rukmana, 1999).

Berdasarkan banyaknya kromosom, maka genus Musa terbagi dalam empat
section (Chessman, 1947) antara lain Australimusa dan Callimusa (10
kromosom), Eumusa dan Rhodochlamys (11 kromosom). Section Eumusa tersebar
di seluruh wilayah Asia Timur, kecuali Melanesia bagian timur. Anggota section
Rhodoclamys tersebar di sekitar dataran iklim basah di Asia bagian selatan (De
Lange, 2009). Anggota section Australimusa tersebar dari selatan hingga
Indonesia bagian timur dan Filipina bagian selatan ke Melanesia dan section
Calimusa tersebar di Vietnam bagian selatan, Malaysia, Borneo dan Sumatra.
Section yang baru ditambahkan oleh George Agent tahun 1976 memiliki 7

kromosom yakni Ingetimusa (Argent, 1976) (Gambar 2.13).
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Eumusa - Rhodochlamys

2.2 Variasi Genetik

Salah satu terjadinya variasi genetik pada tumbuhan dapat diakibatkan oleh
proses meiosis dan mutasi. Dalam proses meiosis kemungkinan adanya segregasi
acak yang mengakibatkan terjadi rekombinasi gen. Namun, proses meiosis hanya
dapat mengakibatkan variasi di dalam populasi atau jenis organisme sedangkan
mutasi adalah perubahan genetik akibat penyimpangan pada proses pewarisan
sifat dan menjadi sumber keragaman baru dalam populasi tumbuhan
(Rimbawanto, 2008).

Penyebab lain adanya variasi genetik adalah hibridisasi (kawin silang dengan
2 sifat beda). Pada setiap generasi akan terjadi rekombinasi gen sehingga
genotipe baru akan muncul. Umumnya, keturunan berdasarkan genotipe mewarisi
separuh gen dari induk betina dan separuh gen induk jantan, maka susunan
genetiknya pun dapat berbeda dengan kedua induknya atau dengan individu lain

yang masih dalam satu populasi (Indrawan, 2007).
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Perlunya pemahaman tentang keragaman genetik suatu jenis tumbuhan akan
menjadi unsur utama dalam memanfaatkan sumber genetik tumbuhan. Keragaman
genetik adalah modal dasar bagi suatu jenis tumbuhan untuk tumbuh, berkembang
dan bertahan hidup dari generasi ke generasi. Begitupula kemampuan tumbuhan
beradaptasi dengan perubahan lingkungan tempat tumbuh juga ditentukan oleh
potensi keragaman genetik yang dimiliki. Semakin tinggi keragaman genetiknya
semakin besar peluang tumbuhan untuk beradaptasi dengan lingkungannya
(Finkeldey, 2007).

Kawasan Asia Tenggara menjadi daerah asal sumber genetik (plasma nutfah)
pisang. Berdasarkan hasil ekspedisi seorang ahli botani Rusia (Nikolai lvanovich
Vavilov) disimpulkan bahwa cakupan daerah penghasil pisang adalah Indo-Cina,

Malaysia, Filipina dan Indonesia (Daniel et al, 2001).

2.3 Filogenetik dan Evolusi

Analisis sistematika evolusi dapat dilakukan berdasarkan pada kemiripan
karakter individu yang dimiliki dengan merekonstruksi sejarah evolusi dan
hubungannya antara keturunan dengan nenek moyangnya (Stuessy, 1989). Analisis
yang sering digunakan adalah analisis filogenetika atau kladistik. Analisis kladistik
mempunyai arti kata clade yang berarti kelompok keturunan dari satu nenek moyang
yang sama (Brinkman dan Leipe, 2001).

Filogenetik adalah salah satu metode yang paling sering digunakan dalam
sistematika untuk merekonstruksi hubungan kekerabatan agar dapat memahami

keanekaragaman makhluk hidup melalui pohon filogenetik. Pohon filogenetik ini
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digunakan untuk menggambarkan hubungan kekerabatan antar taksa yang terdiri
dari sejumlah nodus dan cabang dengan hanya satu cabang yang menghubungkan
dua nodus paling berdekatan. Setiap nodus mewakili unit-unit taksonomi dan setiap
cabang mewakili hubungan antar unit dan menggambarkan hubungan antara
keturunan dengan leluhur. Pola percabangan yang terbentuk dari suatu pohon
filogenetik disebut topologi (Li dan Graur, 1991). Analisis filogenetik tidak terlepas
dari evolusi biologis yang mempelajari variasi dan perbedaan genetik antar populasi,
sedangkan jarak genetik dapat diketahui berdasarkan perbedaan basa polimorfik dari
masing-masing urutan DNA (Cavalli, 1997).

Evolusi adalah tahapan proses suatu organisme menjadi lebih kompleks melalui
akumulasi perubahan dari beberapa generasi sebelumnya. Suatu keturunan pasti
mempunyai beberapa sifat yang berbeda dari nenek moyangnya (Estabrook, 1984).
Proses evolusi juga melibatkan mutasi genetik dan rekombinan dalam spesies untuk
menghasilkan spesies baru. Sejarah evolusi organisme dapat diidentifikasi dari
perubahan karakternya. Similaritas sifat yang dimiliki adalah dasar untuk
menganalisis hubungan antara satu spesies dengan spesies lainnya (Hidayat dan
Pancoro, 2008).

Analisa filogenetik dengan molekuler akhir-akhir ini sering digunakan pada
penelitian tumbuhan. Adanya kombinasi teknik biologi molekuler dengan statistik
digunakan untuk merekonstruksi hubungan kekerabatan organisme. Dasar pemikiran
penggunaan sekuen DNA dalam studi filogenetik ini karena perubahan basa
nukleotida terjadi berdasarkan waktu. Maka dari itu, sekuen DNA dapat digunakan

untuk memperkirakan kecepatan evolusi yang terjadi. Penggunaan sekuen DNA
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telah menarik perhatian para praktisi taksonomi dunia, untuk menajadikan sekuen
DNA ini sebagai karakter dalam penelitian filogenetik. Hal ini dikarenakan sekuen
DNA menawarkan data yang lebih akurat melalui pengujian homologi terhadap

karakter-karakter yang ada pada suatu organisme (Baldwin et al., 1995).

2.4 Filogeografi

Biogeografi adalah studi tentang pola dan penyebab distribusi makhluk hidup di
muka bumi. Berbagai pendekatan digunakan untuk menjawab pertanyaan
biogeografi, termasuk biogeografi  historis, biogeografi ekologis dan
phylogeography. Faktor historis utama yang mempengaruhi distribusi saat ini
meliputi vicariance dan spreadal. Vicariance adalah pemisahan distribusi,
contohnya ketika daratan kuno terbelah dan terpisah karena pergeseran benua, atau
ketika pegunungan membentang dengan populasi rendah (Avise, 2000).

Filogeografi adalah studi tentang struktur genetik dan geografis populasi atau
spesies (Avise, 2000). Istilah “filogeografi” diperkenalkan untuk menggambarkan
sinyal genetik yang terstruktur secara geografis di dalam dan diantara spesies
(Knowles, 2002). Filogeografi umumnya menggunakan informasi genetik untuk
meneliti sejarah dan pola silsilah dalam spesies dan populasi. Informasi ini
digunakan untuk menyimpulkan hubungan antara daerah biogeografi dan sejarah
spesies. Penanda genetik yang digunakan, seperti urutan DNA mitokondria atau
kloroplas seringkali hanya diwariskan secara uniparent. Dengan adanya hubungan
antara kajian filogenetik dan biogeografi maka filogeografi dapat digunakan untuk

melacak sejarah silsilah secara lengkap (Knowles, 2002).
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2.5 Pendekatan Molekuler

Pendekatan molekuler (marka genetik) merupakan suatu metode penunjuk
keberadaan rangkaian nukleotida (DNA atau RNA) dan protein yang dapat
menyandikan suatu sifat sehingga dapat memberikan informasi tentang
keberadaan posisi suatu sekuen di dalam genom (Brown, 1996).

Marka genetik dapat digunakan untuk mengidentifikasi suatu individu atau
genotip, derajat kekerabatan antar genotip, dan adanya variasi genetik pada suatu
populasi tanaman (Brown, 1996). Penanda genetik berdasarkan DNA juga dapat
menentukan gen atau kompleks gen yang diinginkan dalam suatu genotip spesifik,
untuk pengembangan varietas tanaman baru melalui transformasi (Brown, 1996).

Berbagai marka genetik yang telah dikembangkan untuk penelitian terhadap
tumbuhan antara lain adalah RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
(Nwakanma, 2003; Ekasari et al., 2013; Hapsari et al., 2015), DAF (DNA
Amplified Fingerprinting) (Pertiwi, 2013), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (Pillay et. al., 2000; Sukartini, 2008; Wijayanto, 2013), AFLP
(Amplification Fragment Length Polymorphism) (Makful, 2010) dan marka yang
akhir-akhir ini sering digunakan yaitu marka berdasarkan sekuen spesifik DNA
diantaranya ITS (Li Lin-Feng, 2010; Liu, 2010), rbcl (Handique et al., 2013) dan
trn-L (Retnoningsih et al, 2014), MatK (Davey et al., 2013) dan atpB (Lamare,

2016).
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2.6 ITS (Internal Transcribed Spacer)

Internal Transcribed Spacer (ITS) adalah genom nuklear atau DNA
ribosomal (rDNA) (McCullough et al., 1998). ITS merupakan penanda pada DNA
yang bersifat universal dan mampu teramplifikasi pada semua organisme namun
tidak pada golongan vertebrata (McCullough et al., 1998). ITS merupakan bagian
rDNA yang sering digunakan sebagai pembanding tingkat genus dan spesies
dalam bidang evolusi (McCullough et al., 1998). Selain itu, ITS juga digunakan
untuk memahami keanekaragaman dan menjawab beberapa masalah filogenetika
pada tumbuhan (McCullough et al., 1998; Gouja, 2014; Hapsari et al., 2015;
Janssens et al., 2017)..

ITS terletak diantara gen pengkode rDNA yang bersifat conserve yaitu 18S,
5,8S dan 26S (Gambar 2.14) (Soltis dan Soltis, 1998). ITS terdiri dari ITS 1 dan
ITS 2. ITS 1 terletak diantara gen 18S dan 5,8S sedangkan ITS 2 berada diantara
gen 5,8S dan 26S (Gambar 2.14). ITS 1 dan ITS 2 memiliki panjang sekitar 700-
900 bp (Gambar 2.14) (Shaw et al., 2000). Primer ITS L dapat mengamplifikasi
daerah ITS 1 sedangkan primer ITS 4 mengamplifikasi daerah ITS 2 (Osterbauer
dan Rehms, 2002). Daerah pada gen 5,8S mempunyai panjang total 2600 bp
sedangkan gen 26S memiliki panjang 3300 bp (Osterbauer dan Rehms, 2002).
Daerah-daerah tersebutlah yang memiliki tingkat conserve yang tinggi (Koch et
al., 2008).

Seringnya penggunaan ITS dibuktikan dengan angka publikasi sekuen ITS
yang meningkat tiga kali lipat semenjak tahun 2003 (Koch et al., 2008). Hal ini

terjadi karena ITS memiliki beberapa kelebihan yakni memiliki tingkat
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penggandaan yang tinggi daripada keturunan induk betina (Muir et al., 2001;
Koch et al., 2008) dan memiliki derajat konservasi pada setiap komponennya
(Darmono, 1996). Karakteristik unggul yang dimiliki ITS adalah ukurannya yang
kecil (£ 700 bp) (Shaw et al., 2000) (Gambar 2.14) dan memiliki salinan yang
banyak di dalam genom inti sehingga daerah ITS mudah untuk diisolasi,
diamplifikasi, dan dianalisis (Hidayat et al,. 2008).

Bahkan penggunaan ITS ini dapat memberikan informasi keanekaragaman
genetik dan meninjau ulang kembali klasifikasi genom pisang kultivar yang
sebelumnya telah dilakukan berdasarkan penanda mikrosatelit (Retnoningsih et
al., 2009). Tidak hanya itu, daerah ITS juga cocok digunakan sebagai kandidat
DNA barcode karena sekuen dari ITS berpotensi untuk penanda filogenetik dan
secara luas digunakan untuk rekonstruksi filogenetik pada tingkat genus dan

spesies (Chen, 2010).

1GS 1G>

ITS1 ITS2

A ]

—»{7 77/ 70-%0bp "/ /, =

ITS1

Gambar 2.14 Gambaran Letak daerah ITS (Shaw et al., 2000)
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METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian ini adalah penelitian deskriptif eksploratif kualitatif.
Objek dalam penelitian ini adalah sampel daun pisang Raja di wilayah Jawa
Timur, Jawa Tengah dan Jakarta sebagai in-group dan ditambahkan 2 sampel
daun pisang masing-masing Musa acuminata dan Musa balbisiana yang

digunakan sebagai out-group.

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2017 hingga Juni
2018. Pengambilan sampel dilakukan di Kebun Plasma Nutfah Pisang, Dinas
Pertanian dan Pangan Giwangan Kota Yogyakarta, sedangkan pengambilan data
dan analisis dilakukan di Laboratorium Genetika dan Molekuler, Jurusan Biologi,
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim

Malang.

3.3 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi, pelindung diri
(handgloves, masker, jas laboratorium), mini box, gunting, plastik klip, kertas
label, neraca analitik, gelas kimia berukuran 250-500 mL, gelas ukur (100-500
mL), labu erlenmeyer (100 mL dan 250 mL), microwave, vortex, tabung

eppendorf (0,5 mL dan 1.5 mL), mortar, pestle, lemari pendingin, rak tube, water
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bath, mikropipet (5-10 uL, 2-20 uL, 20-200 uL, 100-1000 uL), (blue, yellow,
white) tip, sentrifuge HIRAEUS Picol7, spatula, cetakan agar, perangkat
elektroforesis BIO-RAD, Molecular Imager® Gel Doc XR System BIO-RAD,
AE-200 Nano Nucleic Acid Analyzer, dan MyCycler Thermal Cycler BIO-RAD.
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi, silika gel, The
Wizard® Genomic DNA Purification Kit Promega (Cell Lysis Solution, Nuclei
Lysis Solution, Protein Precipitation Solution, DNA Rehydration Solution, dan
RNase A Solution), isopropanol, ethanol 70%, tissue, serbuk agarose, Tris-Boric
EDTA (TBE), loading dye, ddH20O, Ethidium Bromide (EtBr), alkohol 70%, HF
Buffer, primer ITS L (forward), primer ITS 4 (reverse), aquades, aluminium foil,
100 bp DNA Ladder Thermo Scientific GeneRuler, dan Intron Biotechnology

PCR Master Mix.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Sampel DNA

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun muda menggulung
yang masih utuh dari pisang Raja yang diambil dari kebun Plasma Nutfah Pisang,
Dinas Pertanian dan Pangan, Kota Yogyakarta (Tabel 3.1 dan 3.2). Sampel daun
yang telah diambil kemudian dimasukkan kedalam plastik klip yang di dalamnya

terdapat silica gel.
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Tabel 3.1 Kode, Nama lokal dan asal daerah koleksi pisang Kebun Plasma Nutfah
Giwangan Yogyakarta yang digunakan.

Kode | Nama Lokal Pisang Nama Latin / llmiah
R1 [ Raja Delima Musa acuminata AAA cv Raja Delima
R2 | Raja Sereh Musa acuminata AAB cv Raja Sereh
R3 | Raja Kisto Musa acuminata AAB cv Raja Kisto
R4 | Raja Bali Musa balbisiana ABB cv Raja Bali
R5 | Raja Gareng Musa acuminata AAB cv Raja Gareng
R6 | Raja Seribu Musa acuminata AAB cv Raja Seribu
R7 | Raja Kutuk Musa acuminata AAB cv Raja Kutuk
R8 | Raja Brentel Musa balbisiana ABB cv Raja Brentel
R9 | Raja Lini Musa acuminata AAB cv Raja Lini
AA [ Musa acuminata Out-group
BB | Musa balbisiana Out-group

Tabel 3.2 Kode, asal daerah dan kondisi geografi wilayah asal pisang yang digunakan..

Kode Asal Daerah Kondisi iklim dan Geografis
Kabupaten Rata-rata kelembaban tinggi 90.74 % suhu rata-
R1 Malang, Jawa rata _26.1 — 28.3 °C dan curah hujan rata-rata
Tim1ur berkisar antara 1.800 — 3.000 mm per tahun
(Pemkab Malang, 2017)
R Kabupaten Suhu rata-rata 200C - 320C. Sedangkan
dan PUrWOrejo kelembabqn rata-rata _antara 70 — 90% dengan
R7 Jawa Tenga{h curah hujan tertinggi pada bulan Desember
sebesar 9.291 mm (Pemkab Purworejo, 2017)
Curah hujan rata-rata sepanjang tahun 2000 mm.
Wilayah DKI Jakarta termasuk daerah tropis
Tanjung Klatak, beriklim panas dengan suhu rata-rata per tahun 27
R3 Banyuwangi, °C dengan kelembaban antara 80 sampai 90.
Jawa Timur Temperatur tahunan maksimum 32 °C dan
minimum 22 °C (Pemkab Banyuwangi, 2017).
Curah hujan tergolong sedang, dominan tanah
R4 Ka;a;vszt_e}r;rlzir:ul, regosol pada daratan Bantul (Pemkab Bantu,
2017)
Tembarak, Sebagian besar wilayah Kabupaten Temanggung
R5 Temanggung, merupakan dataran tinggi dan pegunungan, yakni
Jawa Tengah bagian dari rangkaian Dataran Tinggi Dieng. Di
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perbatasan dengan Kabupaten Wonosobo terdapat
Gunung Sindoro dan Gunung Sumbing (Pemkab
Temanggung, 2017)

Curah hujan rata-rata sepanjang tahun 2000 mm.
Wilayah DKI Jakarta termasuk daerah tropis
beriklim panas dengan suhu rata-rata per tahun 27

R6 gigle?;kae?r?a °C dengan kelembaban antara 80 sampai 90 .
Temperatur tahunan maksimum 32 °C dan
minimum 22 °C. Kecepatan angin rata-rata 11,2
km/jam (Pemkab DKI Jakarta, 2017).
Curah hujan tahunan rata-rata sebesar 2.790 mm,
Kabupaten . .
\ suhu udara berkisar antara 230 C sampai dengan
R8 Sukoharjo, kel h
Jawa Tengah 340 C, dengan eembabar_l udara tahunan rata-
rata 77%. (Pemkab Sukoharjo, 2017).
Wilayah Kabupaten Gunung Kidul termasuk
daerah beriklim tropis, dengan topografi wilayah
yang didominasi dengan daerah kawasan
perbukitan karst. Wilayah Kabupaten Gunung
kidul sebelah utara memiliki curah hujan paling
Kabupaten | ;o oi Suhu udara rata-rata harian 27,7 °C, suh
RO Gunung Kidul, |r?g_g|. uhu udara rata-rata arlan_ , , suhu
Jawa Tengah minimum 23,2 °C dan suhu maksimum 32,4°C.

Kelembaban nisbi berkisar antara 80 % — 85 %,
tidak terlalu dipengaruhi oleh tinggi tempat, tetapi
lebih dipengaruhi oleh musim (Pemkab Gunung
Kidul, 2017).

3.4.2 Ekstraksi DNA

Total DNA daun pisang Raja diekstraksi dengan menggunakan The Wizard®

Genomic DNA Purification Kit Promega. Daun pisang yang masih muda

dibekukan dengan direndam pada nitrogen cair kemudian dihancurkan dengan

mortar dan pestle hingga menjadi serbuk. Sebanyak 40 mg serbuk daun pisang

diambil dan dimasukkan ke dalam tube 1,5 mL lalu ditambahkan 600 pL larutan

Nuclei Lysis dan divortex selama 1-5 detik. Selanjutnya, suspensi diinkubasi pada

suhu 65 °C selama 15 menit. Setelah diinkubasi, suspensi dicampurkan dengan 3
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uL larutan RNAse kemudian tube dibolak-balik sebanyak 2-5 kali agar suspensi
tercampur rata. Langkah selanjutnya, tube yang berisi suspensi diinkubasi pada
suhu 37 °C selama 15 menit, setelah itu suspensi didiamkan pada suhu ruang
selama 5 menit.

Tahap berikutnya adalah presipitasi protein pada suspensi DNA dengan
menambahkan 200 uL Protein Precipitation Solution pada tube kemudian
divortex selama 20 detik. Suspensi DNA dalam tube dipisahkan berdasarkan berat
molekulnya dengan menggunakan sentrifuge pada kecepatan berkisar 13.000-
16.000 x g selama 30 menit kemudian diambil bagian supernatant dalam tube
dengan hati-hati lalu supernatant dipindahkan ke tube baru yang berukuran 1,5
mL dan ditambahkan lagi dengan 600 pL Isopropanol. DNA yang telah
ditambahkan isopropanol kemudian dihomogenkan dengan cara dibolak-balik
dengan perlahan. Kemudian, campuran tersebut dipisahkan dengan menggunakan
sentrifuge pada kisaran 13.000-16.000 x g selama 1 menit dalam suhu ruang.

Tahap selanjutnya adalah purifikasi DNA. Campuran yang telah disentrifugasi
kemudian dibuang bagian supernatant-nya lalu bagian pellet ditambahkan dengan
600 pL ethanol 70% (suhu ruang). Larutan dalam tube dibolak-balik perlahan
selama beberapa kali yang bertujuan untuk mencuci DNA sampel. Setelah itu,
larutan dipisahkan lagi dengan menggunakan sentrifuge pada kecepatan berkisar
13.000-16.000 x g selama 1 menit pada suhu ruang. Kemudian, supernatant
diambil dengan menggunakan mikropipet (pada tahap ini pellet DNA mudah lepas
sehingga harus dilakukan dengan sangat hati-hati). Selanjutnya, pellet DNA

dikering-anginkan selama 15 menit lalu ditambahkan 100 uL. DNA Rehydration
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Solution dan dihomogenkan dengan cara mengetuk tube beberapa kali. Tahap
yang terakhir yaitu larutan DNA diinkubasi pada suhu 65 °C selama 1 jam.
Kemudian DNA disimpan pada suhu 2-8 °C di lemari pendingin untuk waktu
penggunaan yang lama.
3.4.3 Analisa Kualitatif dan Kuantitatif DNA

Analisa kuantitatif DNA bertujuan untuk mengetahui banyaknya konsentrasi
DNA hasil ekstraksi dengan cara mengukur kemurnian DNA berdasarkan
kemampuannya untuk mengabsorbsi sinar atau cahaya monokromatik. Analisa
kuantitatif DNA dilakukan dengan mengambil masing-masing hasil ekstraksi dari
sampel daun pisang Raja sebanyak 1 pL. Kemudian masing-masing sampel
tersebut dianalisa dengan menggunakan absorbansi cahaya pada panjang
gelombang A260 nm dan A280 nm dengan AE-200 Nano Nucleic Acid Analyzer
(Nwakanma, 2003b). Tingkat kemurnian DNA dikatakan baik, jika nilai rasio
Optical Density (OD) 260/280 nm yang diperoleh antara 1.8-2.0 (Sambrook et al.,
2001). Nwakanma (2003) menyatakan rasio OD 260/280 nm 1.8 mengindikasikan
DNA murni, sedangkan rasio OD 260/280 nm kurang dari 1.8 kemungkinan DNA
terkontaminasi protein. Menurut Fatchiyah et al (2009) tingkat kemurnian di atas
2,0 menunjukkan bahwa DNA tidak murni disebabkan juga oleh adanya sisa-sisa
etanol pada saat pengeringan yang tidak sempurna atau adanya sisa kandungan
metabolit sekunder pada organ tanaman yang diekstrak.

Analisis kualitatif DNA dilakukan untuk mengetahui kualitas DNA hasil
ekstraksi. Analisis hasil ekstraksi dilakukan dengan menggunakan elektroforesis

gel agarosa. Elektroforesis diawali dengan tahap pembuatan gel agarosa 1% yang
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dilakukan dengan cara menimbang serbuk agarosa sebanyak 200 mg kemudian
dilarutkan dalam 20 mL TBE 0.5x lalu dimasukkan ke dalam gelas beaker 100
mL dan dipanaskan di dalam microwave hingga larutan homogen dan berwarna
bening. Setelah serbuk agarose larut dengan sempurna, larutan agarosa
didinginkan sampai suhu £ 35 °C kemudian ditambahkan sebanyak 1 uL Ethidium
Bromide (EtBr) 100% ke dalamnya lalu dihomogenkan kembali. Kemudian,
larutan agarose dituangkan ke dalam cetakan gel yang telah dipasang sisir (comb)
(pastikan cetakan bersih dan berada pada posisi rata). Larutan agarosa dalam
cetakan didiamkan selama + 30 menit sampai menjadi padat dan mengeras. Gel
agarosa yang telah mengeras diangkat dan dimasukkan ke dalam tank
elektroforesis lalu ditambahkan buffer TBE 0.5x hingga gel terendam.

Sampel DNA hasil ekstraksi diambil masing-masing sebanyak 2 uL dan
dicampur dengan 1 pL loading dye dengan menggunakan mikropipet di atas
alumunium foil. Campuran DNA dan loading dye tersebut dimasukkan masing-
masing ke dalam sumur (well) gel elektroforesis dengan menggunakan
mikropipet. Sebanyak 2 L. DNA Ladder Thermo Scientific Gene Ruler 100 bp
dimasukkan ke dalam sumur gel elektroforesis sebagai penanda dan acuan untuk
ukuran pita DNA sampel. Selanjutnya, elektroforesis diberi tegangan 100 V
selama 25 menit. Setelah elektroforesis selesai, gel agarose dikeluarkan dari alat
elektroforesis kemudian gel direndam dalam larutan EtBr selama 20 menit.
Visualisasi gel hasil elektroforesis dilakukan dengan menggunakan Molecular

Imager® Gel Doc XR System BIO-RAD.
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3.4.4 Amplifikasi dan Sequencing Daerah ITS

Amplifikasi daerah ITS (Internal Transcribed Spacer) dilakukan dengan
menggunakan primer ITS-L (TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTG) (Hsiao et
al., 1994) forward dan ITS-4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al.,
1990) reverse (Biotechnology, Surrey, UK) dengan konsentrasi primer forward
maupun reverse adalah 10 pmol/uL (Nugroho ED dan Dwi AR, 2016).
Amplifikasi daerah ITS dilakukan dengan total volume sebanyak 30 pL yang
mengandung 3 pL sampel DNA, 6 uL ddH20, 6 uL (primer forward+reverse),
dan 15 puLL PCR mix. Tube berisi campuran tersebut dihomogenkan dengan
menggunakan spindown agar larutan tercampur rata dan menghilangkan
gelembung yang ada pada tube. Reaksi PCR dilakukan dengan suhu pre-
denaturasi 95 °C selama 3 menit, denaturasi 95 °C selama 30 detik, annealing 53
°C selama 30 detik, elongasi 72 °C selama 1 menit, dan post-elongasi 72 °C
selama 7 menit. Tahap denaturasi hingga elongasi diulang sebanyak 35 siklus
dengan menggunakan My Cycler Thermal Cycler BIO-RAD. Hasil amplifikasi
divisualisasi dengan uji elektroforesis gel agarose 1 %.

Langkah selanjutnya adalah sequencing yang bertujuan untuk mengetahui
urutan DNA sampel. Sekuensing DNA pisang Raja pada daerah Internal
Transcribed Spacer (ITS) dilakukan pada sampel DNA hasil amplifikasi PCR
yang dipurifikasi kemudian ditambahkan ddH20. Proses sequencing DNA pisang
Raja dilakukan dengan menggunakan jasa sequencing perusahaan Biologi

Molekuler ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer di Singapore.
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3.5 Analisis Data
3.5.1 Analisis Sekuen dan Variasi Genetik

Sekuen daerah ITS hasil sequencing dibaca dan dianalisis menggunakan
software Sequence Scanner versi 1.0. Analisis hasil sequencing yang dilakukan
meliputi panjang sekuen dan persentase nilai QV20+. Selanjutnya sekuen daerah
ITS disejajarkan (alignment) menggunakan software Clustal X2 (Larkin et al.,
2007) dengan default parameter lalu disimpan dalam format FASTA dan
NEXUS. Pensejajaran (alignment) sekuen daerah ITS diteliti untuk mengetahui
tingkat conserve sekuen dan mencari variasi genetik dari perubahan basa
nukleotida atau gap yang terjadi karena mutasi pada sekuen dari DNA hasil
sequencing. Analisis variasi genetik dilakukan dengan menggunakan program
DNASP 5.0 untuk mengetahui conserved region, jumlah mutasi insersi-delesi
serta polymorphism site, variable site dan komposisi basa (G-C contain).
3.5.2 Analisis Filogenetik

Analisis filogenetik atau kekerabatan menggunakan metode Maximum
parsimony (MP), Neighbor joining (NJ), Maximum likelihood (ML) dan Bayesian
yang dilakukan dengan program MEGA 5.0. Metode NJ menggunakan matriks
distance sedangkan metode MP dan ML dan Bayesian menggunakan character
based (Hall, 1942). Berdasarkan metode rekonstruksi pohon, metode NJ
menggunakan pendekatan clustering algorithm yang menghasilkan satu pohon
final sedangkan metode MP dan ML menggunakan pendekatan optimality search
criterion yang menekankan pada evaluasi seluruh kandidat pohon dalam

penentuan pohon terbaik menurut Kkriteria masing-masing metode (Zvelebil dan
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Jeremy, 2008). Model terbaik untuk substitusi pohon filogenetik metode MP, NJ
dan ML adalah model T92+G (Tamura 3-parameter + Gamma). Penentuan model
terbaik T92+G ini berdasarkan nilai BIC yang paling rendah diantara lainnya
(Tamura dan Nei, 1993; Tamura et al., 2011).

Sementara itu, penggunaan metode bayesian diawali dengan penentuan model
substitusi pohon filogenetik terbaik menggunakan jModelTest versi 2.1.10
(Posada, 2008) dengan berbagai macam uji diantaranya adalah compute
Likelihood Scores, AIC (Akaike Information Citerion) dengan dan tanpa
correction, BIC (Bayesian Information Criterion) dan DT (Decision Theory).
Model TPM3uf +G yang dihasilkan dipilih menjadi model evolusi terbaik yang
selanjutnya akan digunakan untuk model substitusi pada rekonstruksi pohon
filogenetik.

Pembuatan pohon dengan metode bayesian dilakukan dengan menggunakan
BEAUtI dan BEAST versi 1.8.4 (Drummond dan Rambout, 2007). Kemudian,
hasil pemograman dari BEAUtI versi 1.8.4 disimpan dalam format XML
(Extensible Markup Language). Model subtitusi terbaik yang diperoleh dari
penentuan jModelTest disesuaikan dengan clock model uncorrelated log normal
“relaxed” clock. yang digunakan untuk analisis (Drummond et al., 2007).
Perhitungan MCMC (Monte Carlo Markov Chain) dilakukan berdasarkan
kalibrasi eksternal yaitu setiap 5000 generasi pada 20.000.000 generasi (Janssens
et al., 2016). Kalibrasi ini diperoleh dari data penemuan fosil yang meliputi fosil
benih Ensete oregenense yang berusia 43 juta tahun lalu (Manchester dan Kress,

1993), fosil daun Zingiberopsis attenuata yang berusia 65 juta tahun lalu (Hickey
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dan Peterson, 1978), dan fosil Zingiberales—Spirematospermun chandlerae yang
berusia 83,5 juta tahun lalu (Friss, 1988). Kemudian hasil berupa format XML
(Extensible Markup Language) dari BEAST akan dibuatkan pohon filogenetik
dengan visualisasi menggunakan FigTree versi 1.4.3.

Analisis tambahan yang digunakan adalah analisis similaritas genetik yang
diawali dengan pencarian distance dengan program MEGA 5.0. Setelah hasil yang
didapat berupa file excel, kemudian dihitung similaritas genetik dengan rumus

(Finkelday, 2005):

Nilai similaritas genetik (%) = (1- jarak genetik) x 100

3.5.3 Analisis Haplotipe

Analisis haplotipe dilakukan untuk mengetahui pola distribusi pisang Raja di
pulau Jawa berdasarkan daerah ITS. Analisis pertama menggunakan software
DNASP versi 5.0 (Librado dan Rozas, 2009) dan Haplotype Network versi
5.0.0.0.3 (Fluxus Technology, Ltd) yang bertujuan untuk mengetahui haplotipe
yang terbentuk dari pohon filogenetik, aliran gen, kemungkinan persebaran
evolusi yang terjadi dari pemetaan yang dihasilkan (Network 5.0, Guide).
Pengolahan data dalam software Haplotype Network diawali dengan hasil
alignment sekuen DNA hasil sequencing dengan menggunakan DNASP versi.5.0
lalu disimpan dalam format RDF (Resource Description Framework). Hasil
alignment kemudian dianalisis keragaman haplotipenya menggunakan DNASP
5.0. KemudianHasil alignment dalam format RDF dimasukkan ke dalam program

Haplotype Network versi 5.0.0.0.3 dan dianalisis menggunakan network calculate
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dengan option median joining (MJ) kemudian disimpan dengan format OUT.
Selanjutnya visualisasi haplotipe menggunakan option draw network dengan

model dan interpretasi yang diinginkan.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Variasi Genetik Pisang Raja

Total 9 sampel pisang Raja dan 2 outgroup pisang liar (M. Acuminata dan M.
balbisiana) yang diisolasi berhasil menunjukkan pita DNA. Panjang fragmen
DNA yang berhasil diisolasi yaitu diatas 10.000 bp (Lampiranl). Hasil isolasi
tersebut mempunyai intensitas yang bervariasi dari tipis (R1, R2, R7, AA), sedang
(R3, R4, R5) hingga tebal (R6, R8, R9, BB) (Lampiran 1). Sementara itu,
kemurnian DNA total (A260/280) seluruh sampel berkisar antara 0,9 — 4,06
(Lampiran 2). Sedangkan konsentrasi DNA pisang hasil isolasi bervariasi mulai
dari 57, 67 ng/uL hingga 218,05 ng/uL (Lampiran 2).

Amplifikasi daerah ITS pada 9 sampel pisang Raja dan 2 pisang liar (M.
acuminata dan M. balbisiana) menghasilkan panjang + 700 bp pada seluruh
sampel (Lampiran 3). Seluruh sampel yang berhasil diamplifikasi kemudian
disekuensing menggunakan primer ITS L dan ITS 4 (Lampiran 4). Kebanyakan
hasil sekuensing daerah ITS dari 11 sampel yang digunakan memiliki panjang
urutan DNA berkisar antara 654-674 bp (Gambar 4.1). Panjang sekuen daerah ITS
pada tanaman pisang hampir sama dengan panjang sekuen ITS pada tumbuhan
monokotil seperti sorghum = 588 bp, padi + 591 bp dan gandum + 604 bp (Hsiao

et al., 1994; Nwakanma et al., 2003).

44
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Panjang basepair hasil sekuensing
680
675

670

66
66
65
65
64
640
RL R2 R R4 R5 R6 R7 R8 R9 AA BB

Gambar 4.1. Diagram panjang basa hasil sequencing daerah ITS pada 11 sampel DNA
pisang. Ket: R1 (Raja Delima); R2 (Raja Sereh); R3 (Raja Kisto); R4 (Raja Bali); R5
(Raja Gareng); R6 (Raja Seribu); R7 (Raja Kutuk); R8 (Raja Brentel); R9 (Raja Lini);
AA (M. acuminata); BB (M. balbisiana)
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Hasil sekuensing dapat ditunjukkan dengan kualitas nukleotida yang ditandai
dengan warna pada grafik, dan nilai Quality Value (QV) (Lampiran 5). Nilai
QV20+ adalah total jumlah basa dalam grafik yang mempunyai kualitas nilai
lebih dari atau sama dengan 20 (Sequence scanner, 2005). Persentase data QV20+
pada 11 sampel tergolong rendah. Sampel R6 (Raja Seribu) memiliki persentase
yang paling rendah yakni 31,65 % sedangkan sampel R8 (Raja Brentel) memiliki
persentase yang paling tinggi nilai 95,07 % (Gambar 4.1).

Rata-rata persentase kemiripan sekuen hasil sequencing daerah ITS pada 11
sampel yang dihasilkan dari program BLAST tergolong rendah dengan nilai
sebesar 96 % dengan genus Musa (Tabel 4.1). Persentase kemiripan paling tinggi
yakni 99 % adalah R6 dengan Musa banksii dan yang paling rendah adalah

hanya 93 % yakni R5 dengan Musa acuminata. Rendahnya persentase kemiripan
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pisang Raja diduga dikarenakan tidak banyak ditemukan sekuen daerah ITS

pisang Raja lainnya pada NCBI.
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Gambar 4.2 Diagram batang persentase rerata nilai QV+20 hasil sekuensing. Ket: R1
(Raja Delima); R2 (Raja Sereh); R3 (Raja Kisto); R4 (Raja Bali); R5 (Raja Gareng); R6
(Raja Seribu); R7 (Raja Kutuk); R8 (Raja Brentel); R9 (Raja Lini); AA (M. acuminata);
BB (M. balbisiana)

Tabel 4.1 Hasil BLAST sekuen daerah ITS dari 9 sampel pisang Raja dan 2 outgroup

pisang liar.
No | Sampel guery Kemiripan dengan No aksesi
core
1 R1 96% | Musa acuminata microcarpa | FJ428087.1
2 R2 95% Musa acuminata malasensis | KT257609.1
3 R3 96% Musa acuminata zebrina FJ428089.1
4 R4 97% | Musa hybrid cultivar MF496120.1
5 R5 93% Musa acuminata KU512933.1
6 R6 99% Musa banksii KU215085.1
7 R7 96% Musa acuminata FJ428089.1
8 R8 97% Musa balbisiana FJ428102.1
9 R9 97% Musa acuminata FJ428089.1
10 AA 97% Musa acuminata FJ428089.1
11 BB 95% Musa balbisiana FJ4281021

Ket: R1 (Raja Bandung); R2 (Raja Delima); R3 (Raja Sereh); R4 (Raja Kisto); R5 (Raja
Bali); R6 (Raja jambe); R7 (Raja Gareng); R8 (Raja Madu); R9 (Raja Kriyak); R10
(Raja Seribu); R11 (Raja Kutuk); R12 (Raja Brentel); R13 (Raja Lini); AA (M.
acuminata); BB (M. balbisiana)
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Hasil pensejajaran (alignment) urutan basa nukleotida menghasilkan jumlah
basepair akhir sebanyak 694 bp (Lampiran 6). Sekuen daerah ITS mempunyai
daerah yang conserved (conserved region) yaitu antara sekuen no 1 hingga 196
(Tabel 4.2). Conserved region adalah daerah yang memiliki sekuen yang sama
atau identik yang ditandai dengan tanda (*). Conserved region ini merupakan
daerah yang tidak mengalami mutasi atau perubahan basa nukleotida. Semakin
banyak conserved region pada sekuen maka akan semakin sedikit munculnya
variasi genetik.

Keberadaan insertion-deletion polymorphism sebanyak 47 sites juga menjadi
variasi genetik pada sekuen daerah ITS (Tabel 4.2). Peristiwa insersi dan delesi
merupakan contoh mutasi yang dapat terjadi pada sekuen DNA sehingga
mengakibatkan perubahan pada komposisi basa nukleotida (Nusifera, 2007).
Perubahan basa yang banyak terjadi pada komposisi basa nukleotida daerah ITS
antar pisang diduga akibat adanya mutasi atau penyusunan ulang materi genetik
selama evolusi (Nusifera, 2007).

Perbedaan komposisi basa nukleotida T(U), A, G, C juga dapat menjadi
faktor perubahan urutan basa. Basa nukelotida G dan C terlihat dominan pada
semua sampel hasil sequencing (Gambar 4.3). Hasil rata-rata masing-masing
kandungan basa T(U) adalah 18,2, kemudian basa A adalah 18,8, basa G adalah
29,7 dan basa C adalah 33,7 sehingga dari nilai rata-rata yang paling tinggi adalah
basa G+C (Lampiran 7). Komposisi urutan DNA yang lebih banyak mengandung

basa nukleotida G+C akan lebih rawan terhadap mutasi (Nusifera, 2007;
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Ubaidillah dan Sutrisno, 2009). Basa nukleotida C akan mudah termetilasi dan
sering terjadi kesalahan dalam penggandaan. Metilasi merupakan proses
penambahan gugus metil pada ujung 5’ dari sitosin secara kovalen (Nusifera,
2007; Ubaidillah dan Sutrisno, 2009). Adanya metilasi ini menginduksi terjadinya
mutasi substitusi sehingga dapat menjadi penyebab utama mutasi pada suatu
organisme. Mutasi insersi yang terjadi juga dapat memberikan perubahan besar
pada proses transkripsi dan translasi organisme. Meskipun daerah ITS adalah
daerah intron yang akan terpotong saat proses transkripsi, namun peran daerah
ITS (intron) sangat penting dalam regulasi ekspresi gen. Daerah intron yang tidak
terpotong akan mengakibatkan penyimpangan ekspresi gen (Nusifera, 2007;

Ubaidillah dan Sutrisno, 2009).

Komposisi Basa Nukleotida

40.0
35.0

30.0
25.0
20.0
15.0 |
10.0 | |
5.0 | ]
.0
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 AA BB

B Kandungan Basa T (U) ® Kandungan Basa C ® Kandungan Basa A B Kandungan Basa G

Gambar 4.3 Diagram batang kandungan basa nukleotida hasil sequencing. Ket: R1 (Raja
Delima); R2 (Raja Sereh); R3 (Raja Kisto); R4 (Raja Bali); R5 (Raja Gareng); R6 (Raja
Seribu); R7 (Raja Kutuk); R8 (Raja Brentel); R9 (Raja Lini); AA (M. acuminata); BB
(M. balbisiana)



49

Tabel 4.2 Kategori Variasi Genetik sampel Pisang Raja dan Outgroup

Tipe Jum.lar_l Urutan basa ke-
Variasi
Consrved region 1-196
Insertion- .
deletion 47 sites
Polymorphism
Invarlable_ 126 sites
(monomorphic)
varlable_ 432 sites
(polymorphic)
. 1, 2, 3, 51, 87, 89, 109, 122, 163, 164, 165,
Singleton 39sites 173,176, 196, 220, 240, 259, 261, 278, 287,308,

(two variants) 311, 315, 361, 387, 398, 430, 447, 485 488, 502,
520, 536, 556, 557, 564. 566, 579, 604

Singleton

. 8sites 18,100, 141, 152, 235, 322, 402, 526
(three variants)

5, 6,7, 8,10, 13, 16, 19, 20, 24, 26, 27, 29, 30,
33, 36, 41, 46, 49, 52, 53, 61, 64, 66, 71, 73, 74,
75, 77, 82, 83, 84, 88, 93, 95, 96, 99, 101, 102,
103, 112, 113, 115, 117, 119, 120, 123, 128, 130,
131, 136, 139, 140, 142, 143, 146, 148, 150, 151,
153, 157, 160, 161, 162, 167, 168, 169, 172, 179,
185, 186, 187, 189, 190, 191, 193, 197, 200, 201,
202, 203, 209, 213, 222, 224, 230, 233, 234, 239,
241, 243, 244, 246, 248, 253, 256, 257, 258, 260,

Parsimony- 267, 270, 272, 274, 275, 276, 277, 284, 285, 294,
informative sites 220 sites 296, 297, 301, 306, 314, 316, 318, 326, 327, 329,
(two variants) 332, 333, 336, 339, 342, 344, 345, 346, 350, 351,

355, 356, 357, 358, 359, 362, 365, 366, 368, 370,
371, 372, 374, 376, 381, 383, 385, 386, 389, 391,
394, 396, 399, 417, 419, 420, 425, 428, 431, 441,
442, 446, 449, 450, 452, 453, 456, 458, 462, 466,
468, 471, 472, 473, 477, 480, 481, 484, 486, 489,
491, 493, 494, 495, 497, 499, 501, 503, 508, 509,
511, 514, 515, 525, 527, 528, 529, 532, 533, 534,
538, 539, 546, 547, 551, 555, 559, 563, 573, 576,
580, 581, 582, 587, 591, 592, 595, 599, 600, 601.

166, 178, 180, 183, 194, 195, 210, 215, 216, 219,
223, 227, 228, 229, 232, 236, 242, 245, 247, 249,
250, 254, 255, 262, 263, 264, 265, 269, 271, 273,
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283, 289, 290, 292, 293, 295, 299, 300, 302, 303,
) 304, 307, 309, 313, 317, 323, 325, 328, 331, 334,
_ Parsm_mny_- 335, 340, 341, 343, 347, 349, 353, 364, 369, 373,
informative sites 145 sites 375 378, 379, 380, 384, 388, 390, 392, 393, 397,
(three variants) 401, 403, 405, 406, 408, 409, 410, 411, 413, 421,
422, 423, 424, 427, 432, 433, 434, 435, 436, 438,
439, 440, 443, 454, 455, 457, 460, 464, 465, 469,
470, 475, 476, 478, 479, 482, 483, 487, 500, 504,
505, 506, 510, 513, 518, 519, 523, 524, 531, 535,
537, 540, 544, 545, 552, 553, 554, 558, 561, 562,
565, 567, 570, 572, 574, 583, 584, 585, 586, 588,
589, 597, 602, 603 605.

Variable site adalah daerah yang memiliki sedikitnya dua jenis nukleotida.
Variable site terdiri dari singleton dan parsimony-informative sites. Singleton site
merupakan situs dimana hanya ada satu taksa yang berbeda atau hanya satu taksa
yang mengalami perubahan basa. Adanya variasi singleton ini menunjukkan
karakter autopomorfi (Hidayat dan Pancoro, 2005). Singleton site tidak dapat
memberikan informasi mengenai pohon mana yang bersifat parsimonius .
Singleton dapat berupa singleton two variants, three variants atau four variants
(Tabel 4.2). Singleton two variants artinya terdapat 2 jenis nukleotida yang
berbeda pada posisi tersebut dan terdapat 1 taksa yang berbeda dengan taksa
lainya, dan singleton three variants artinya terdapat 3 jenis nukleotida yang
berbeda pada posisi tersebut dan terdapat 2 taksa yang berbeda dengan taksa
lainya (Lampiran 8).

Sementara itu, Parsimony-informative site merupakan situs yang sedikitnya
memiliki dua jenis nukleotida dan dua dari mereka muncul dengan frekuensi

minimum sebanyak dua Parsimony-informative site juga dibagi menjadi

Parsimony-informative sites two variants, three variants dan lain (Tabel 4.2).
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Parsimony-informative sites two variants artinya memiliki 2 jenis basa nukleotida
pada posisi tersebut dan keduanya muncul minimal sebanyak 2 kali sedangkan
parsimony-informative sites three variants artinya memiliki 3 jenis basa
nukleotida pada posisi tersebut dan 2 dari 3 nukleotida tersebut muncul minimal
sebanyak 2 kali. Total Parsimony-informative sites adalah 365 sites (Tabel 4.2)
yang dapat menunjukkan adanya frekuensi kejadian mutasi yang tinggi
Banyaknya kategori variasi genetik yang dihasilkan dari pisang Raja
berdasarkan daerah ITS merupakan bukti nyata dari Allah SWT atas segala
ciptaan-Nya yang bermacam-macam. Meskipun semua tumbuhan pisang tumbuh
pada habitat yang sama, namun masih banyak perbedaan ataupun variasi yang
ditemukan pada sekuen daerah ITS sampel pisang. Perbedaan komposisi basa
nukleotida di masing-masing sampel pisang memungkinkan adanya perbedaan
ekspresi gen yang ditimbulkan. Perbedaan ekspresi gen yang ditimbulkan dapat
berupa sifat genotip (sifat yang tidak tampak) maupun fenotip (sifat yang tampak).
Salah satu contoh sifat yang berkaitan dengan sifat fenotip adalah perbedan rasa
dari buah yang dihasilkan. Bukti perbedaan rasa dari buah-buahan yang dihasilkan

ini tersurat dalam firman Allah SWT dalam al-Qur’an surat ar-Rad (13) 4:

To & 0 RPN SRS coF o w G w2 ol . Lo
(i Ol 25 Olses 5 )5 Sl e Sl Shglnis wkd 20N 3
i o 0% X1 < % . ? : st . - 1. Lo 0, w4 B -
(8)0skdns p34 oGY S5 3 O 5 ny\ < AR e eans :}344.:}) S5 g

Artinya: “Dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang berdampingan, dan kebun-kebun
anggur, tanaman-tanaman dan pohon kurma yang bercabang dan yang tidak
bercabang, disirami dengan air yang sama. Kami melebihkan sebahagian
tanam-tanaman itu atas sebahagian yang lain tentang rasanya. Sesungguhnya
pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi kaum
vang berpikir”. (QS. ar-Rad (13):4)
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Kalimat inti yang terletak pada potongan ayat Q’Sé‘i\ &b pan e lgiak Jiadig
dijelaskan dalam tafsir bahwa Allah SWT melebihkan sebagian tanaman itu
berbeda dengan sebagian yang lain salah satunya tentang rasanya (Jazairi, 2007).
Apa yang dapat dirasakan, ada yang manis, asam, lezat dan tidak enak rasanya.
Semua itu merupakan variasi yang Allah SWT ciptakan bagi mahluk-Nya.
Mahalliy (1990) menyatakan bahwa Allah SWT menciptakan pohon kurma,
sekelompok padi-padian dan buah anggur, dimana semua tanaman mendapat
siraman jenis air yang sama, namun berlainan hasil panennya. Demikian juga
dengan hasil penelitian 11 sampel pisang Raja berdasarkan sekuen yang sama-
sama diambil dari daerah ITS (internal transcribe spacer). Dimana Allah SWT
menciptakan daerah ITS di setiap organsime maupun individu, meskipun
sekuennya memiliki kesamaan, dan diambil dari daerah ITS yang sama tetapi
tetap terdapat perbedaan sekecil apapun yang tergambarkan melalui variasi
genetik yang dihasilkan.

Potongan ayat tersebut menjadi bukti kehendak, keesaan dan kekekalan Allah
SWT serta petunjuk bagi siapa saja yang tidak mengenal Allah SWT. Allah
mengingatkan di dalam firman-Nya, meskipun mahluk ciptaan-Nya berdampingan
tetapi masih terdapat perbedaan. Padahal perbedaan itu muncul dari tanah yang
sama dan disirami dengan air yang sama. Keadaan seperti ini tidak akan terjadi
kecuali atas kekuasaan Allah. Demikian dengan seluruh variasi genetik yang
ditemukan dalam hasil penelitian adalah hasil dari kekuasaan Allah SWT yang
memiliki ilmu tidak terbatas dan juga hikmah yang tidak luput dari segala sesuatu.

Allah SWT yang menciptakan segala sesuatu dan mengetahuinya (Jazairi, 2007).
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Al Quran’an surat ar-Rad (13): 4 adalah peringatan bagi manusia untuk berpikir
dan merenungi serta mempelajari peristiwa yang ada di bumi sebagai tanda
kekuasaan Allah SWT agar dapat dijadikan sarana untuk lebih bersyukur dan

mendekatkan diri kepada Allah SWT.

4.2 Hubungan Kekerabatan dan Evolusi Pisang Raja

Hubungan kekerabatan 9 sampel pisang Raja di wilayah Jawa Timur, Jawa
Tengah dan Jakarta menggunakan metode maximum parsimony (MP), neighbor
joining (NJ), maximum likelihood (ML) dan bayesian ternyata berkerabat dekat
berdasarkan genom. Berdasarkan keempat metode yang digunakan (MP, NJ, ML
dan Bayesian) menampilkan hasil pohon filogenetik yang sama. Dimana keempat
metode mengelompokkaan 11 sampel menjadi 4 clade in-group dan 1 clade
outgroup. Penambahan outgroup (M. balbisiana dan M. acuminata) dilakukan
guna mendapatkan informasi yang meyakinkan dari sekuen yang berhubungan
(Hidayat dan Pancoro 2008). Outgroup ini sangat dibutuhkan untuk menghasilkan
polarisasi karakter atau ciri, yaitu karakter apomorfik dan plesiomorfik. Karakter
apomorfik adalah karakter yang diturunkan pada ingroup (clade I, I, 11, 1V)
sedangkan karakter plesiomorfik merupakan karakter primitif yang terdapat pada
outgroup (Hidayat dan Pancoro 2008).

Pohon yang dihasilkan oleh metode Maximum parsimony (MP) membentuk 4
clade pada sampel in-group didukung dengan nilai bootstrap 100 (Gambar 4.4).
Dimana nilai boostrap menjadi tolak ukur penentu tingkat kepercayaan pohon

filogeni (Hall, 1942). Semakin besar nilai bootstrap, maka semakin tinggi tingkat
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kepercayaan topologi pohon hasil rekonstruksi tersebut (Nei dan Kumar, 2000).

Topologi pohon yang dihasilkan melalui metode Maximum parsimony (MP)
(Gambar 4.4) dan Neighbor Joining (NJ) (Gambar 4.5) menunjukkan pola yang
dikotomi. Dikotomi adalah topologi pohon yang memiliki dua kelompok besar
garis keturunan. Cladogram yang dihasilkan dari metode MP dan NJ terdiri dari:
Clade I untuk kelompok genom AAB (Raja Kisto, Raja Seribu, Raja Sereh),
clade Il untuk kelompok genom ABB (Raja Brentel dan Raja Bali), clade Il
untuk genom AAA vyaitu Raja Delima dan clade 1V untuk kelompok genom AAB
(Raja Lini, Raja Kutuk, dan Raja Gareng). Sementara itu, clade V tetap diisi oleh
outgroup (M. acuminata dan M. balbisiana) dengan nilai bootstrap 100 (Gambar
4.4 dan 4.5).

Sedangkan cladogram yang dibentuk dengan metode ML terdiri dari (Gambar
4.6): Clade | terdiri dari kelompok genom AAB (Raja Lini, Raja Kutuk, dan Raja
Gareng). Clade Il untuk genom AAA vyaitu Raja Delima. Clade Il untuk
kelompok genom AAB (Raja Kisto, Raja Seribu, Raja Sereh) dan clade IV untuk
kelompok genom ABB (Raja Brentel dan Raja Bali) serta clade V diisi
oloutgroup (M. acuminata dan M. balbisiana) dengan nilai bootstrap yang sama
dengan metode sebelumnya yakni 100 (Gambar 4.6).

Sementara itu cladogram yang dihasilkan dari metode bayesian mengelompok
menjadi (Gambar 4.7): Clade | yang terdiri dari kelompok genom AAB (Raja
Lini, Raja Kutuk, dan Raja Gareng). Clade Il untuk genom AAA yaitu Raja
Delima. Clade Il untuk kelompok genom AAB (Raja Kisto, Raja Seribu, Raja

Sereh) dan clade IV untuk kelompok genom ABB (Raja Brentel dan Raja Bali)
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serta clade V diisi outgroup (M. acuminata dan M. balbisiana) dengan nilai
bootstrap yang sama dengan metode sebelumnya yakni 100 (Gambar 4.7).

Pengelompokkan semua clade pada 4 metode yang digunakan diduga sama
halnya dengan Ekasari et al (2012) dimana pohon filogenetiknya mengelompok
berdasarkan genom (AAB, ABB, dan AAA). Meskipun memiliki
pengelompokkan yang sama, namun keempat metode tetap menghasilkan
cladogram berdasarkan masing-masing pendekatan yang digunakan. Pada metode
MP (Gambar 4.4) memiliki kelebihan dimana pohon yang direkonstruksi pada
umumnya terbebas dari asumsi-asumsi model substitusi nukelotida yang
diterapkan pada algoritme lainnya seperti algoritme pada metodeML (Holder dan
Lewis, 2003). Adanya kebebasan asumsi model substitusi ini, pohon MP dinilai
lebih dapat menggambarkan hubungan kekerabatan yang sebenarnya ketika
divergensi antar sekuen cukup rendah. Selain itu metode MP menggunakan
algoritme character-based yang cukup akurat dengan waktu komputasi yang
relatif lebih cepat dari algoritme character-based lainnya (Holder dan Lewis,
2003). Penggunaan metode character-based ini berasumsi bahwa pohon terbaik
yang dibentuk karena sejumlah karakteristik yang sama yang diturunkan dari
nenek moyang. Hal ini dibuktikan dengan genom yang memiliki kesamaan akan
berada atau mengelompok pada satu clade.

Sementara itu, pendekatan dalam metode NJ (Gambar 4.5) menggunakan
metode jarak dengan prinsip pengelompokkan taksa berdasarkan nilai jarak
evolusioner pasangan-pasangan operational taxonomy unit dimana setiap

percabangan yang terdapat dalam pohon filogeni berevolusi pada kecepatan yang
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tidak sama (Zein dan Sri, 2008).

Sedangkan prinsip pendekatan dalam metode (ML) (Gambar 4.6) adalah
menganggap perubahan-perubahan diantara semua basa nukleotida adalah
sebanding (Felsenstein, 1981). Kelemahan metode ini adalah membutuhkan waktu
yang lama untuk menghitung, walaupun telah dikembangkan algoritma baru yang
dianggap dapat mempercepat proses perhitungan (Guindon dan Gascuel, 2003;
Felsenstein, 1981).

Bentuk kompleks dan perkembangan dari metode ML adalah metode
Bayesian (Gambar 4.7) yang akhir-akhir ini sering digunakan. Jika berdasarkan
wilayah asalnya, maka pisang-pisang tersebut juga saling berkerabat dekat
sehingga dapat dikatakan bahwasanya pisang-pisang Raja yang termasuk dalam
in-group berevolusi dari garis keturunan nenek moyang pisang liar (M.acuminata
dan M. balbisiana) yang kemudian berevolusi akibat kawin silang berjuta tahun
lalu yang kemudian memunculkan pisang-pisang kultivar seperti pisang Raja.

Jika dilihat dari wilayah asalnya maka pisang Raja Brentel dari Kabupaten
Sukoharjo, Jawa Tengah dan Raja Bali asal Temanggung, Jawa Tengah
mengelompok pada satu clade yakni clade Il (Gambar 4.4 dan 4.5). Hal ini
menandakan bahwa ketiga pisang tersebut berkerabat dekat karena wilayah.
Begitu pula dengan clade IV yakni Raja Kutuk dari Kabupaten Purworejo
bersama Raja Gareng dari Temanggung, Jawa Tengah dan Raja Lini asal Gunung
Kidul berada pada satu kelompok (Gambar 4.4 dan 4.5). Namun pada Raja Kisto
asal Banyuwangi, Jawa Timur tidak berada satu clade dengan Raja Delima yang

juga berasal dari Kabupaten Malang Jawa Timur. Pisang Raja Kisto
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mengelompok dengan Raja Seribu asal Jakarta dan Raja Sereh dari Purworejo,
Jawa Tengah pada clade | sehingga pada clade Ill hanya beranggotakan Raja
Delima (Gambar 4.4 dan 4.5). Sama halnya dengan pohon metode ML dan
bayesian bahwa Raja Delima mengelompok sendiri (Gambar 4.7 dan 4.8). Hal ini
mendukung anggapan bahwa semua hasil pohon filogenetik mengelompok dan

berkerabat berdasarkan genomnya.

90 Raja Kisto
%0 Raja Seribu AAB (Clade )
69 Raja Sereh
Raja Brentel
100 ) ) ABB (Clade Il )
9 Raja Bali
Raja Delima AAA (Clade Il )
57 Raja Lini
98 Raja Kutuk AAB (Clade IV)
61 Raja Gareng
M. balbisiana |
outgroup
M. acuminata -

0.1

Gambar 4.4. Pohon filogenetik maximum parsimony (MP) pisang Raja berdasarkan
daerah ITS
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Gambar 4.5. Pohon filogenetik neighbor joining (NJ) pisang Raja berdasarkan daerah

ITS.
62 Raja Kutuk |
% l—— Raja Gareng ‘ — AAB (Clade 1)
i L— Raja Lini
50 Raja Delima AAA (Clade I)
Raja Sereh ‘
19 ?L‘:Raja Kisto — AAB (Clade 1)
82 Raja Seribu ‘
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L L —— AAB (Clade IV)
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Gambar 4.6. Pohon filogenetik maximum likelihood (ML) pisang Raja
berdasarkan daerah ITS
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Gambar 4.7. Pohon filogenetik bayesian pisang Raja berdasarkan daerah ITS.

4.2.1 Similaritas Genetik

Nilai similaritas genetik adalah kesamaan genetik antara pisang-pisang Raja
yang diperoleh dengan rumus persentase (1-p-distance) x100. Dimana p-distance
adalah nilai yang menunjukkan proporsi situs yang berbeda diantara beberapa
urutan DNA yang dianalisis sehingga dapat menggambarkan keragaman DNA
yang dibandingkan (Nei dan Kumar, 2000). Persentase similaritas genetik
tertinggi dari keseluruhan sampel baik in-group maupun outgroup dimiliki oleh
sampel R8 (ABB) dan BB dengan nilai 96,754 % diduga karena Musa balbisiana
mendonorkan semua genomnya yakni BB sehingga sampel R8 memiliki genom

(Tabel 4.3).
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Sementara itu, jika dilihat wilayah in-group saja, maka persentase tertinggi
adalah 89,426 % yang dimiliki antara sampel R8 (ABB) dan R4 (ABB) (Tabel
4.3). Hal ini jelas dikarenakan kedua genom pisang sama vyaitu AAB dan
kesamaan zonasi pada sampel R8 (AAB) yang berasal dari Sukoharjo (Jawa
Tengah) dan R4 (AAB) berasal dari Bantul (Jawa Tengah). Dimana kedua sampel
memiliki zonasi yang sama yakni berada di Jawa Tengah. Sementara itu
persentase paling rendah tetap R5 (AAB) dan R6 (ABB) dengan nilai 56,823 %
(Tabel 4.3). Hal ini karena genom dari kedua sampel berbeda, sehingga kesamaan
genetiknya pun rendah. Selain itu diduga karena perbedaan zonasi antara R5
(AAB) berasal dari Temanggung (Jawa Tengah) dan R6 (ABB) berasal dari
Jakarta sehingga perbedaan zonasi diduga menimbulkan similaritas genetik yang

rendah (Tabel 4.3).

Tabel 4.3 Similaritas genetik 11 sampel pisang (in-group dan outgroup) berdasarkan ITS

R2 BB R3 R7 R5 R6 R9 R8 AA R1 R4
R2
BB | 79.64
R3 | 87.37 74.42
R7 | 66.27 6290 61.60
R5 | 6470 6440 60.04 82.26
R6 | 85.43 69.29 86.25 58.29 @ 56.82
R9 | 69.24 7257 6567 83.13 77.00 60.02
R8 | 82.73 96.75 76.88 64.73 67.18 7231 75.29
AA | 8233 92.09 77.56 67.75 7153 71.68 77.40 94.88
R1 | 7097 6855 64.04 6935 6892 64.27 7121 7197 7271
R4 | 79.02 87.20 7219 64.16 63.13 6561 71.75 89.42 87.77 65.73

Ket: R1 (Raja Delima); R2 (Raja Sereh); R3 (Raja Kisto); R4 (Raja Bali); R5 (Raja Gareng);
R6 (Raja Seribu); R7 (Raja Kutuk); R8 (Raja Brentel); R9 (Raja Lini); AA (M. acuminata);
BB (M. balbisiana)
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4.3 Keragaman Haplotipe

Haplotipe yang dihasilkan sampel in-group dan outgroup sebanyak 11
haplotipe (Gambar 4.8). Haplotipe merupakan kelompok sekuen DNA tertentu
dalam sebuah cluster gen yang cenderung diwariskan bersama-sama sebagai
sebuah kelompok (Gusfield, 2001). Keragaman haplotipe pada 11 sampel yang
diuji memiliki keragaman yang tinggi (Hd= 1,000) sedangkan keragaman
haplotipe yang dinilai rendah adalah jika nilai (Hd= <0,5000) maka keragaman
yang rendah ini diangggap memiliki banyak kesamaan sekuen sehingga dapat
diartiikan memiliki nenek moyang yang sama.

Terbentuk 11 kelompok haplotipe (H) yang masing-masing terdiri dari 1
anggota haplotipe (Lampiran 10). H1 berasal dari Purworejo (Jawa Tengah), H 2
berasal dari Sukoharjo (Jawa Tengah). H3 berasal dari Banyuwangi (Jawa Timur)
kemudian di H4 berasal dari Purworejo (Jawa Tengah), sedangkan H5 dari
Temanggung (Jawa Tengah) (Gambar 4.8). Selanjutnya, H6 asal Jakarta dan H7
asal Kabupaten Gunung Kidul (Jawa Tengah) serta H8 berasal dari Kabupaten
Malang (Jawa Timur) (Gambar 4.8). Pada H9 berisi sampel yang berasal dari
Bantul (Jawa Tengah), sedangkan H10 dan 11 diisi oleh sampel dari M.
balbisiana dan M. acuminata selaku outgroup (Gambar 4.8).

Dari 11 haplotipe maka terbentuk 4 jaringan haplotipe berdasarkan daerah
ITS (Gambar 4.8). Dimulai dari jaringan haplotipe yang dibentuk oleh kedua
outgroup berwarna abu-abu (H10 dan H11) (Gambar 4.8). Kemudian mengalir ke
jaringan haplotipe 1 yang terdiri dari H4, H5 dan H7, dimana semua haplotipe

berasal dari Jawa Tengah. Mulai dari jaringan haplotipe 1 mengalir ke jaringan
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haplotipe 2 (H2 dan H9) yang juga berasal dari Jawa Tengah dan mengalir ke
jaringan haplotipe 3 yang terdiri dari (H1, H3 dan H6) (Gambar 4.8). Dimana H1
ini merupakan wilayah Jawa Tengah, yang berkumpul dengan H3 wilayah Jawa
Timur dan H6 wilayah Jakarta (Gambar 4.8). Hasil analisis berdasarkan genom,
maka ketiga haplotipe walaupun berbeda daerah asal tapi sama-sama bergenom
AAB. Ketiga haplotipe berbeda asal daerah ini mengelompok, diduga karena H3
dan H6 dahulu memang asalnya dari Jawa Tengah kemudian dibawa oleh
manusia, ditanam dan dibudidayakan di wilayah Jakarta dan Jawa Timur sehingga
memiliki nama lokal yang berbeda yakni menjadi H6 (Raja Seribu) dan H3 (Raja
Kisto).

Jaringan haplotipe 4 yakni hanya ada 1 haplotipe yaitu H8 yang berasal dari
Malang, Jawa Timur (Gambar 4.8). H8 ini adalah pisang Raja Delima yang
bergenom AAA. Diduga jaringan haplotipe 4 ini mengelompok senidiri
berdasarkan genom AAA. Kemungkinan H8 ini dahulunya adalah hasil
persilangan antara aliran gen dari jaringan haplotipe 1 dan jaringan haplotipe 2
sehingga menjadi haplotipe 4 yang bergenom AAA.

Berdasarkan 4 jaringan haplotipe yang terbentuk, maka dapat dinyatakan
bahwa kebanyakan haplotipe mengelompok pada wilayah Jawa Tengah. Sehingga
dapat dikatakan awal munculnya pisang Raja diduga di wilayah Jawa Tengah
yang kemudian menyebar di berbagai dataran Jawa. Hal ini mungkin karena
wilayah Jawa Tengah yang menjadi pusat pulau Jawa, ditambah lagi dengan
adanya kerajaan di wilayah Yogyakarta sehingga banyak ritual-ritual keagamaan

maupun upacara adat yang sampai sekarang sering diselenggarakan. Upacara dan
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ritual yang diselenggarakan kebanyakan menggunakan dengan memanfaatkan
pisang Raja sebagai alat ritual keagamaan. Sebagaimana pada Firdausi (2015) dan
Pramita (2013) bahwa pemanfaatan pisang Raja selain sebagai buah yang sering
dikonsumsi juga dapat digunakan sebagai obat tradisional dan keperluan ritual
serta upacara-upacara adat. Hapsari et al (2017) menambahkan bahwa pisang-
pisang di Indonesia sering dimanfaatkan dalam upacara daerah, misalnya tandan
pisang Raja yang dimanfaatkan untuk pintu atau gerbang di upacara perkawinan
di daerah Solo, Jawa Tengah. Selain iklim yang sesuai, budidaya yang dilakukan
oleh masyarakat di daerah juga yang menjadi penentu keberadaan sentra tanaman
pisang, khususnya pisang Raja yang menjadi kebutuhan sehingga banyak ditanam
dan di budidayakan oleh masyarakat di Jawa Tengah (Nasution dan Yamada,
2001).

Selain itu, alasan kondisi geografi yang diduga menjadi faktor lain yang
memepengaruhi aliran gen pisang Raja di wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah dan
Jakarta. Dimana mayoritas wilayah Jawa Tengah (Kabupaten Sukoharjo,
Purworejo, Gunung Kidul, Temanggung dan Bantul) memiliki wilayah daratan
yang dikelilingi pegunungan ataupun perbukitan, kemudian curah hujan yang
tergolong sedang hingga tinggi dan suhu udara rata-rata harian 27,7° C. Kemudian
wilayah Jawa Tengah memiliki kelembaban rata-rata yang tinggi antara 70 — 90
%. Keberadaan tanah yang dominan adalah jenis tanah regosol yang ada pada
daratan Bantul (Pemkab Bantul, 2017; Pemkab Sukoharjo, 2017; Pemkab

Purworejo, 2017; Pemkab Gunung Kidul, 2017; Pemkab Temanggung, 2017).
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Persamaan kondisi geografis di mayoritas wilayah Jawa Tengah ini yang diduga
mengakibatkan H2, H4, H5, H7, H9 berkumpul berdasarkan zonasi (Gambar 4.8).

Sementara itu kondisi geografis di wilayah Jawa Timur seperti di Kabupaten
Malang, rata-rata memiliki kelembaban yang tinggi sekitar 90.74 % dengan suhu
rata-rata 26.1 — 28.3 °C dan curah hujan rata-rata berkisar antara 1.800 — 3.000
mm per tahun (Pemkab Malang, 2017). Sedangkan di wilayah Banyuwangi rata-
rata curah hujan mencapai 225,9 mm, dan kelembaban udaranya tergolong tinggi
sekitar 82 %. Sementara itu, rata-rata suhu udara sedang antara 25,6 °C hingga
29,60 °C (Pemkab Banyuwangi, 2017).

Berbeda dengan Jawa Timur dan Jawa Tengah yang hampir sama kondisi
geografisnya, maka wilayah Jakarta memiliki curah hujan rata-rata sepanjang
tahun 2000 mm. Dimana, wilayah DKI Jakarta termasuk daerah tropis beriklim
panas dengan suhu rata-rata per tahun 27 °C dengan temperatur tahunan
maksimum 32 °C dan minimum 22 °C serta memiliki kecepatan angin rata-rata
11,2 km/jam.

Terpisahnya H8 (AAA) dan H3 (AAB) yang memiliki wilayah yang sama
diduga kuat akibat genom yang sangat berbeda sehingga pada jaringan haplotipe 2
mengelompok berdasarkan kesamaan genom AAB (Gambar 4.8). Adanya
perbedaan kondisi geografis suatu daerah akan sangat mempengaruhi intensitas
cahaya matahari, kadar karbondioksida dan suhu lingkungan suatu daerah
(Nasution dan Yamada, 2001). Dataran rendah mempunyai intensitas cahaya
matahari, kadar karbondioksida dan suhu yang lebih tinggi dibandingkan dengan

dataran tinggi. Sementara itu suhu optimum untuk pertumbuhan pisang adalah
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sekitar 27 °C dan suhu maksimumnya 38 °C (Nasution dan Yamada, 2001)
sehingga wilayah Jawa Timur, dan Jawa Tengah sangat cocok untuk pertumbuhan
tanaman pisang. Proses adaptasi yang sangat lama diduga menyebabkan
terjadinya mutasi pada urutan DNA khususnya daerah ITS sehingga munculnya
variasi genetik pada pisang Raja di wilayah yang berbeda. Hal ini menunjukkan
bahwa secara umum jarak geografi tidak mempengaruhi kemunculan pisang Raja
yang baru.

Pengelompokkan jaringan haplotipe sesuai dengan pengelompokkan clade
pada pohon filogenetik. Meskipun jaringan haplotipe 1 (AAB) memiliki zonasi
yang sama dengan jaringan haplotipe 2 (ABB) namun terjadi pemisahan jaringan
haplotipe diduga karena perbedaan genom yang dimiliki dari masing-masing

haplotipe (Gambar 4.8).
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Keterangan

H_iOOH"”<>AA

BB : Jawa Tengah

. :Jawa Timur
: Jakarta

: Outgroup

Gambar 4.8 Haplotipe yang terbentuk dari 11 sampel pisang Raja. Ket: H1: (R2) Raja
Sereh; H2: (R8) Raja Brentel; H3:(R3) Raja Kisto; H4: (R7) Raja Kutuk; H5: (R5)
Raja Gareng; H6: (R6) Raja Seribu; H7: (R9) Raja Lini; H8: (R1) Raja Delima; H9:
(R4) Raja Bali; H10: (BB) M. balbisiana; H11: (AA) M. acuminata



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini diantaranya:

1. Variasi genetik 9 sampel in-group dan 2 sampel out-group berdasarkan
daerah ITS tergolong tinggi. Hal ini dikarenakan sekuen daerah ITS
merupakan sekuen dengan tingkat mutasi dan polimorfisme yang cukup
tinggi. Sehingga sekuen daerah ITS cocok menjadi tolak ukur dalam analisis
variasi genetik dan filogenetik.

2. Evolusi pisang Raja berdasarkan daerah ITS diduga berasal dari garis
keturunan nenek moyang pisang liar (M.acuminata dan M. balbisiana) yang
kemudian berevolusi akibat kawin silang berjuta tahun yang lalu dan
memunculkan pisang-pisang Raja yang saling berkerabat dekat berdasarkan
genomnya.

3. Hubungan antara filogenetik dan geografi terhadap persebaran pisang Raja di
wilayah Jawa Timur, Jawa Tengah dan Jakarta memusat atau mengelompok
pada wilayah Jawa Tengah sehingga diperkiran aliran gen daerah ITS
berdasarkan haplotipe mengalir dari wilayah Jawa Tengah ke Jawa Timur.
Jawa Tengah menjadi pusat awal persebaran pisang Raja diduga karena Jawa
Tengah menjadi pusat pulau Jawa terutama wilayah kesultanan Yogyakarta
yang sering menggunakan pisang Raja sebagai ritual keagamaan sehingga

pisang Raja banyak ditanam dan dibudidayakan di wilayah Jawa Tengah.
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5.2 Saran

Sekuen daerah ITS merupakan daerah yang repetitif sehingga disarankan
pada penelitian selanjutnya agar menggunakan tekning kloning gen pada daerah
ITS sebelum dilakukan proses sekuensing. Agar pada tahap sekuensing benar-

benar didapatkan daerah sekuen ITS yang sama.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil Ekstraksi Total DNA 9 pisang Raja dan 2 pisang liar

-

M R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 AA BB

Ket: R1 (Raja Delima); R2 (Raja Sereh); R3 (Raja Kisto); R4 (Raja Bali); R5 (Raja
Gareng); R6 (Raja Seribu); R7 (Raja Kutuk); R8 (Raja Brentel); R9 (Raja Lini); AA (M.
acuminata); BB (M. balbisiana)

Lampiran 2. Hasil Kuantitatif kemurnian dan konsentrasi DNA dari 9 sampel
pisang Raja dan 2 outgroup pisang liar.

No. | Kode | Nama Sampel | 2260 | 2280 | 260/280 | Konsentrasi (ng/pL)
L R1 | Raja Delima 119 | 0.73 | 1.63 59.68
2. R2 | Raja Sereh 436|334 | 131 218.05
3. R3 | Raja Kisto 1331073 | 1.82 66.44
4. R4 | Raja Bali 213|216 | 0.99 106.53
5. R5 | Raja Gareng 1NA0%( OVA05 R 2.00 70.17
6. R6 | Raja Seribu 260 | 1.09 | 2.39 130.02
7. R7 | Raja Kutuk 1.15 ] 040 | 2.89 57.67
8. R8 | Raja Brentel 287 |1 098 | 2.92 143.30
9. R9 | Raja Lini 290 | 0.71 | 4.06 144.78
10. | AA | M. acuminata 1.27 | 0.44 2.90 63.68
11. | BB | M. balbisiana 1.29 | 053 | 243 64.54
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Lampiran 3. Hasil Amplifikasi daerah ITS 11 sampel pisang menggunakan
primer ITSL dan ITS4

M R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 AA BB

700 =~ GlD TS0 GID OND W e Gip iy TR eae =

100

Ket: R1 (Raja Delima); R2 (Raja Sereh); R3 (Raja Kisto); R4 (Raja Bali); R5 (Raja
Gareng); R6 (Raja Seribu); R7 (Raja Kutuk); R8 (Raja Brentel); R9 (Raja Lini); AA (M.
acuminata); BB (M. balbisiana)

Lampiran 4. Hasil Sekuensing
Raja Delima (R1)

G ‘
Raja Sereh (R2)
kol ko Fge bt 1
&C T cc aT GT c Tl &
cic G GG CTTHGAC TEACc]
Raja Kisto (R3)
GAALAC
Raja Bali (R4)
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Raja Gareng (R7)

Raja Seribu (R10)

Raja Kutuk (R11)

Raja Brentel (R12)

Raja Lini (R13)

M. acuminata (AA)

C
G C
C
C

M. balbisiana (BB)

&
GCGC C CCC
Cf
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Lampiran 7 . Kandungan Basa Nukleotida G & C

Kandungan Basa
Sampel T ) c A G Total
R1 15.9 35.3 20.6 28.2 592.0
R2 20.9 33.1 17.2 28.7 592.0
R3 22.3 315 17.5 28.7 588.0
R4 19.5 33.7 17.5 29.3 590.0
R5 16.4 36.3 20.1 27.2 592.0
R6 19.2 33.8 16.7 30.3 588.0
R7 16.0 37.0 21.1 25.8 592.0
R8 18.6 34.6 16.9 29.9 592.0
R9 17.1 3515 24093 26.2 592.0
AA 17.3 29.6 19.3 33.8 585.0
BB 16.9 29.9 18.8 34.5 586.0
Average 18.2 33.7 18.8 29.3 589.9

Lampiran 8. Variasi Genetik (Singleton)

Polymorphic Sites

Pargsimony informative sites: 385

Singleton variable sites [two variants): 39
ite positions: 164 165 173 176
196 220 240 259 261 278 287 308 311 315 361 387 398 430
447 485 488 502 520 536 556 Hb7 H64 H66 579 604
Parsimony informative sites [two variants]: 220
Site positions: 567 81013 16 19 20 24 26 27 29
30 33 36 41 46 49 52 53 61 64 66 71 73 74
75 77 82 83 84 98 93 95 96 99 101 102 103 106
112113115117 119120123 128 130 131 136 139 140 142
143 146 148 150 151 153 157 160 161 162 167 168 169 172
179 185 186 187 189 190 191 193 197 200 201 202 203 209
213 222 224 2300 233 234 239 241 243 244 246 248 253 256
257 258 260 267 270 272 274 275 276 277 284 285 294 296
297 301 306 314 316 318 326 327 329 332 333 336 339 342
344 345 346 350 351 355 356 357 358 359 362 365 366 368
370 371 372 374 376 381 383 385 386 389 391 394 396 399
417 419 420 425 428 431 441 442 446 449 450 452 453 456
458 462 466 468 471 472 473 A77 480 481 484 486 489 491
493 494 495 497 499 501 503 508 509 511 514 515 525 527
528 529 532 533 534 538 539 546 547 551 555 559 563 573
576 580 581 582 687 591 552 hah 599 600 601

Pammon}l |nh:|lmal|ve sﬂes [three vaniants): 145
Site positions: 166 178 180 183 194 195 210 215 216 219 223 227 228
229 232 236 242 245 247 249 250 254 255 262 263 264 265
269 271 273 283 289 290 292 293 295 299 300 302 303 304
307 309 313 317 323 325 328 331 334 335 340 341 343 347
349 353 364 369 373 375 378 379 380 384 388 390 392 393
397 401 403 405 406 408 409 410 411 413 421 422 423 424
427 432 433 434 435 436 438 439 440 443 454 455 457 460
464 465 469 470 475 476 478 479 482 483 487 500 504 505
506 510 513 518 519 523 524 531 535 537 540 544 545 552
553 554 558 561 562 565 67 570 572 574 583 584 585 586

L arsimony informative gies |Tour Yanants):
Site positions: 226 231 288 310 321 324 330 337 338 363 377 395 414
426 429 461 498 522 578 594
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