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ABSTRAK

Adnin, Nurul I. 2018. Keragaman Genetik 13 Kultivar Pisang Ambon (Musa
acuminata grup AAA) di Jawa Timur Dan Jawa Tengah Berdasarkan
Marka RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Skripsi. Jurusan
Biologi. Fakultas Sains dan Teknologi. Universitas Islam Negeri (UIN)
Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing: Didik Wahyudi, M. Si. dan
Umaiyatus Syarifah, M. A.

Kata Kunci: Keragaman genetik, pisang ambon, Musa acuminata grup AAA,
Jawa Timur, Jawa Tengah, RAPD

Indonesia merupakan negara yang memiliki keragaman makhluk hidup yang
tinggi, sehingga menjadi negara megabiodiversitas kedua di dunia setelah Brazil.
Salah satu tumbuhan yang memiliki keragaman yang tinggi adalah pisang. Tata
nama pisang kultivar menjadi masalah utama di negara-negara pusat keragaman
pisang termasuk Indonesia. Selama ini penamaan pisang kultivar masih
didasarkan pada marka morfologi. Namun penggunaan pendekatan morfologi
bersifat subyektif, oleh sebab itu diperlukan penelitian berbasis molekuler
(genetik) untuk mendapatkan hasil yang lebih valid. Teknik molekuler yang
banyak digunakan antara lain adalah AFLP, PCR-RFLP, RAPD, DNA barkoding
dengan penanda molekular universal dan mikrosatelit . Selama ini marka RAPD
merupakan marka molekuler yang paling sering digunakan untuk mengetahui
tingkat taksonomi dan pengelompokkan kultivar pisang sekaligus untuk
mengetahui diversitas genetiknya.

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif eksploratif kualitatif, yang
mengidentifikasi keragaman Pisang Ambon (Musa acuminata grup AAA) di Jawa
Timur dan Jawa Tengah menggunakan marka RAPD. Sampel yang digunakan
dalam penelitian ini adalah 13 pisang Ambon dan 2 pisang liar. Penelitian ini
terdiri dari beberapa tahap, yaitu: pengambilan sampel, ekstraksi, uji kualitatif, uji
kuantitatif, amplifikasi PCR menggunakan primer OPA 1-20 dan visualisasi hasil
ekstraksi DNA. Kemudian hasil dari visualisasi tersebut dianalisis dengan
beberapa parameter, yakni analisis kekuatan primer dan analisis pengelompokan.

Hasil amplifikasi menunjukkan bahwa primer OPA 3, OPA 4, dan OPA 18
mampu menghasilkan fragmen paling polimorfik ditinjau dari nilai PIC, EMR, Ml
dan Rp. Keragaman genetik pisang Ambon tergolong rendah yang disebabkan
sampel pisang ambon yang digunakan memiliki nilai similaritas berkisar antara
0,323 — 0,758. Pisang Ambon di Jawa Timur dan Jawa Tengah mengelompok
menjadi 3 grup utama.
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ABSTRACT

Adnin, Nurul I. 2018. Genetic Diversity of 13 Cultivar Pisang Ambon (Musa
acuminata grup AAA) In East Java and Central Java Based on RAPD
Marker (Random Amplified Polymorphic DNA). Essay. Department of
Biology. Faculty of Science and Technology. State Islamic University
(UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. Advisor: Didik Wahyudi, M. Si.
and Umaiyatus Syarifah, M. A.

Keywords: Genetic diversity, Pisang Ambon, Musa acuminata grup AAA, East
Java, Central Java, RAPD

Indonesia is a country that has a high diversity of living creatures, making it
the second megabiodiversity country in the world after Brazil. One plant that has a
high diversity is bananas. The cultivar banana nomenclature is a major problem in
many caountry as center origin of banana diversity including Indonesia. So far the
naming of banana cultivars is still based on morphological markers. However, the
use of morphological approaches is subjective, therefore molecular-based
(genetic) research is required to obtain more valid results. The most widely used
molecular techniques include AFLP, PCR-RFLP, RAPD, DNA barkoding with
universal molecular markers and microsatellites. RAPD markers are the most
commonly used molecular markers to determine the level of taxonomy and
cultivation of banana cultivars as well as to determine their genetic diversity.

This study is a qualitative explorative descriptive study, which identifies the
diversity of Ambon Banana (Musa acuminata grup AAA) In East Java and Central
Java using RAPD markers. The sample used in this research is 13 cultivar bananas
of Ambon and 2 wild bananas. This research consists of several stages: sampling,
extraction, qualitative test, quantitative test, PCR amplification using primary
OPA 1-20 and visualization of DNA extraction results. Then the results of the
visualization are analyzed with several parameters, namely the analysis of primary
strength and grouping analysis.

The amplification results show that the OPA 3, OPA 4 dan OPA 18 primer is
capable of producing the most polymorphic fragments in terms of PIC, EMR, Ml
and Rp. The genetic diversity of Ambon bananas is low due to the samples of
bananas used to have a similarity value of 0.323 - 0.758. 3. Ambon bananas in
East Java and Central Java grouped into 3 main groups.

XVi
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara yang memiliki keragaman makhluk hidup yang
tinggi, sehingga menjadi negara megabiodiversitas kedua di dunia setelah Brazil.
Hal ini dikarenakan terdapat berbagai macam spsies yang dapat hidup di
Indonesia, baik hewan maupun tumbuhan (Persoon dan Weerd, 2006). Keragaman
yang ada di muka bumi, termasuk Indonesia merupakan sunatullah yang Allah
SWT jadikan untuk umat manusia. Salah satu keragaman yang Allah SWT
ciptakan adalah beragamnya jenis tumbuh-tumbuhan, sebagaimana firman Allah

SWT dalam surah al-An’am (6) : 99 sebagai berikut.

49 4 24 & o2 2 CREREIR e 2l - TS NP co o ke o @ P (oK Ry
A.@Cj,u\J.PA.@LQ-J:-Dgw‘}fupg%f\s;bgw\wdj\é,&}aﬁ

R

i DU O T 3 s 115 D153 all e Jo1 o UsTiad

R T I Tt S R P to. £ TP
Ogesh a3t Y (S5 (B O) & waisy 5l 13) 0,85 ) g7kt © wlazs 35

Artinya: Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan. Maka Kami keluarkan dari
tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari tanaman
yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang korma mengurai
tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan
pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. perhatikanlah
buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi
orang-orang yang beriman (al-An’am (6): 99).

Lafadz < dalam ayat tersebut merupakan bentuk jama’ yang memiliki arti

bermacam-macam tumbuhan. Ayat tersebut menunjukkan beberapa jenis
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tumbuhan antara lain kurma, anggur, delima dan zaitun yang masing-masing
tumbuhan tersebut memiliki karakter yang beragam. Keragaman tersebut meliputi
bentuk, warna, rasa, dan manfaat yang berbeda-beda. Sementara itu, lafadz 1o
menunjukan kata perintah yaitu “perhatikanlah”, maksud dari kata tersebut adalah
perhatikanlah bagaimana Allah SWT menciptakan awalnya terlihat serupa namun
kemudian tumbuh dan berkembang menjadi sesuatu yang berbeda, sesungguhnya
hal tersebut merupakan tanda kekuasaan Allah SWT. Lafadz (el a5l <Y
menunjukan bahwa tanda-tanda kekuasaan Allah SWT tersebut dapat diketahui
oleh orang-orang yang selalu berfikir dan percaya terhadap tanda-tanda kekuasaan
Allah SWT (Jazairi, 2008).

Keragaman hayati atau keanekaragaman hayati adalah keanekaragaman
mahluk hidup pada seluruh ekosistem baik ekosistem terestrial maupun ekosistem
akuatik yang mencakup keanekaragaman dalam spesies, antarspesies, dan
ekosistem (USDA, 2006). Terdapat tiga tipe keanekaragaman yang dapat
disimpulkan dari ayat di atas yakni keanekaragaman ekosistem, keanekaragaman
spesies dan keanekaragaman genetik. Keanekaragaman ekosistem sebagaimana
pada lafadz uLG‘ & giﬁé&yang berarti “dan kebun-kebun anggur” dimana
sebelumnya terdapat lafadz M\-ﬂ $38 gaih Oayang berarti “dari mayang kurma
yang menjulai”. Kedua lafadz tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT
menciptakan berbagai jenis lingkungan yang ditumbuhi oleh jenis tumbuhan yang
berbeda, yang dapat menimbulkan adanya keanekaragaman ekosistem.

Keanekaragaman spesies pada ayat tersebut ditunjukkan pada lafadz s

&AMy yang berarti “dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima”, lafadz
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tersebut menunjukkan bahwa Allah menciptakan tumbuhan yang berjenis-jenis
yang memiliki karakter yang berbeda. Hal tersebut yang nantinya akan
memunculkan adanya keanekaragaman spsies. Keanekaragaman genetik
ditunjukkan pada lafadz 4l&a &%y Gdsayang memiliki arti “yang serupa dan
yang tidak serupa”, dalam lafadz tersebut Allah menunjukkan bahwa selain jenis
yang berbeda-beda yang dapat diamati secara morfologi, terdapat juga keragaman
pada tingkat yang lebih kecil yang menyebabkan perbedaan morfologi tersebut
yakni gen. Keragaman gen inilah yang sebenarnya menyebabkan munculnya
perbedaan morfologi. Gen yang saling berinteraksi akan menghasilkan
penampakan morfologi yang berbeda.

Sebagaimana telah dijelaskan bahwa keragaman yang ada di muka bumi
merupakan salah satu tanda kekuasaan Allah SWT, baik keragaman hewan
maupun tumbuhan. Salah satu tumbuhan yang memiliki keragaman yang tinggi
adalah pisang. Pisang termasuk komoditas hortikultura yang memiliki nilai sosial,
ekonomi dan budaya yang tinggi di seluruh dunia (FAO, 2003; Megia, 2005,
Hapsari et al., 2017). Rata-rata produksi tahunan buah pisang dunia mencapai 105
juta ton (FAO, 2013). Ditinjau dari aspek perdagangan internasional, pisang
merupakan komoditas yang menarik untuk dikembangkan dan ditingkatkan
produksinya (Rusdiansyah, 2013). Pengembangan pisang pada saat ini terpusat
pada budidaya pisang kultivar, karena pisang kultivar lebih banyak dimanfaatkan
dan dikonsumsi masyarakat (Purwaradia, 2006).

Pisang kultivar merupakan keturunan dari jenis pisang liar Musa acuminata

Colla dan Musa balbisiana Colla (Stover dan Simmonds, 1987) yang kemudian

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



mengalami proses evolusi sampai menjadi pisang yang dapat dikonsumsi. Pisang
kultivar berdasarkan cara pengolahannya dibagi menjadi pisang olahan dan pisang
buah. Hapsari (2011) menyatakan daging buah pisang buah memiliki rasa
dominan manis ketika masak, sebagai hasil dari konversi pati menjadi gula;
sedangkan daging buah pisang olahan mengandung banyak pati, sehingga pisang
ini perlu dimasak atau diolah dahulu sebelum dikonsumsi. Buah pisang memiliki
kandungan gizi yang tinggi. Tingginya kandungan karbohidrat, gula, vitamin C
dan Kalium, serta kandungan protein yang cukup dan rendahnya kandungan
lemak menjadikan buah pisang sebagai rekomendasi bahan makanan bagi orang-
orang di segala usia (Hapsari & Lestari, 2016).

Indonesia sebagai salah satu daerah pusat asal usul serta pusat keragaman
pisang yang memiliki lebih dari 200 jenis pisang baik pisang kultivar maupun
pisang liar yang tersebar di seluruh daerah Indonesia (Nasution dan Yamada,
2001; INIBAP, 2006). Data Kementerian Pertanian (2016) menunjukkan bahwa
terdapat 11 provinsi yang menjadi sentra produksi pisang di Indonesia antara lain
Sumatera Utara, Sumatera Barat, Lampung, Sumatera Selatan, Banten, Jawa
Barat, Jawa Tengah, Jawa Timur, Bali, Nusa Tenggara Timur, dan Sulawesi
Selatan. Pulau Jawa menyumbang 21,87 % - 19,22% dari produksi pisang di
Indonesia.

Tata nama pisang kultivar menjadi masalah utama di negara-negara pusat
keragaman pisang termasuk Indonesia. Masalah tersebut muncul karena
banyaknya jenis pisang yang ada serta keragaman bahasa yang ada di Indonesia,

seperti penyebutan pisang Ambon Hijau. Pisang Ambon Hijau dikenal di Jawa
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Timur dengan sebutan Ambon ljo, di Madura dikenal sebagai Pisang Biru
(Hapsari, 2015b), sedangkan di Maluku dikenal dengan sebutan Pisang Meja
(Irwanto, 2015). Oleh sebab itu, identifikasi dan klasifikasi pisang kultivar yang
awalnya menggunakan tata nama binomial berkembang menggunakan tata nama
genom yang telah ditetapkan pada tahun 1999 (Valmayor et. al, 2000; INIBAP,
2006). Penentuan komposisi genom dan tingkat ploidi pada pisang kultivar dapat
dilakukan dengan sistem skoring berdasarkan karakter morfologi (Simmonds dan
Shepherd, 1955; Simmonds, 1959). Namun penggunaan pendekatan morfologi
bersifat subyektif, selain itu karakter morfologi yang dapat dipengaruhi oleh
faktor lingkungan dapat mempengaruhi validitas hasil (Guzow-Krzeminsk et al.,
2001). Oleh sebab itu diperlukan penelitian berbasis molekuler (genetik) untuk
mendapatkan hasil yang lebih valid (Rao dan Hodgkin, 2002).

Teknik molekuler yang banyak dilakukan untuk mengetahui dan mempelajari
keanekaragaman serta kekerabatan pisang kultivar dan pisang liar antara lain
adalah AFLP (Wong et. al., 2002), PCR-RFLP (Nwakanma et. al., 2003; Ekasari
et. al., 2012), RAPD (Pillay et. al., 2000; Sukartini, 2008), DNA barkoding
dengan penanda molekular universal (Liu et. al., 2010) dan mikrosatelit (de Jesus
et. al., 2013). Teknik RAPD merupakan marka yang paling sering digunakan
untuk mengidentifikasi genotipe tumbuhan, karena memiliki kelebihan dalam
pelaksanaan dan analisisnya. Dibandingkan dengan penanda DNA yang lain,
teknik RAPD lebih murah, mudah dilakukan, cepat memberikan hasil,
menghasilkan polimorfisme pita DNA dalam jumlah banyak, tidak memerlukan

pengetahuan tentang latar belakang genom yang dianalisis dan mudah
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memperoleh primer acak yang diperlukan untuk menganalisis genom semua jenis
organisme (Tingey et al., 1994).

Selama ini marka RAPD merupakan marka molekuler yang paling sering
digunakan untuk mengetahui tingkat taksonomi dan pengelompokkan kultivar
pisang (Uma et. al.,, 2006; Brown et. al., 2009; Olivia et. al., 2010;
Makunthakumar et. al., 2013; Kiran et. al., 2016; Nair, 2016) sekaligus untuk
mengetahui diversitas genetiknya (Dayarani dan Dharini, 2014). Keragaman
pisang yang terdapat di Indonesia merupakan sumber daya genetik yang perlu
dilestarikan agar tetap tersedia di masa mendatang (BB Biogen, 2004).
Keterbatasan penelitian tentang keragaman pisang di Indonesia, khususnya Pisang
Ambon di wilayah Jawa Timur dan Jawa Tengah menjadi alasan dilakukan
penelitian tentang Keragaman Genetik 13 Kultivar Pisang Ambon (Musa
acuminata grup AAA) di Jawa Timur Dan Jawa Tengah Berdasarkan Marka
RAPD. Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat dijadikan acuan dalam
pemuliaan tanaman pisang dan sebagai acuan penggunaan primer yang cocok

untuk menganalisis keragaman pisang, khususnya pisang Ambon.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:
1. Manakah primer yang paling baik digunakan untuk mengetahui keragaman

Pisang Ambon berdasarkan marka RAPD?
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2. Bagaimana keragaman genetic dan pengelompokan 13 kultivar pisang
Ambon (Musa acuminata grup AAA) di Jawa Timur dan Jawa Tengah
berdasarkan penanda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk:
1. Mengetahui primer yang cocok digunakan untuk mengetahui keragaman
genetik Pisang Ambon berdasarkan marka RAPD.
2. Mengetahui keragaman genetik dan pengelompokan 13 kultivar pisang
(Musa acuminata grup AAA) di Jawa Timur dan Jawa Tengah

berdasarkan penanda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah:

1. Dapat mengetahui keragaman genetik pisang Ambon di Jawa Timur dan Jawa
Tengah berdasarkan marka RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

2. Data keragaman genetik pisang Ambon dapat dijadikan referensi untuk
kepentingan pemuliaan dan konservasi tanaman pisang, khususnya pisang
Ambon.

3. Data kekuatan primer dapat dijadikan acuan untuk rekomendasi primer

terbaik dalam menentukan keragaman genetik pisang Ambon.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini antara lain:
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. Sampel yang digunakan adalah daun pisang Ambon yang diambil dari Kebun
Plasma Nutfah Dinas Pertanian dan Pangan Kota Yogyakarta.

. Marka yang digunakan adalah marka RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA)

. Primer yang digunakan adalah OPA 1-20.

. Parameter data dalam penelitian ini adalah hasil analisis kekuatan primer
yang meliputi polymorphism information content (PIC), effective multiplex
ratio (EMR), marker index (MI), dan resolution power (Rp); analisis

keragaman serta hasil clustering dan pemetaan tanaman pisang.
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BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Umum Pisang
Pisang merupakan salah satu tumbuhan yang disebut dalam al-Qur’an yakni

pada surat al Wagiah ayat 29-31 yang berbunyi:

Aoz e PN A gy @'M P
@ < }Ll_) @ })M,}Ug_} 1) '}Jwéi’_,

Artinya: ” dan pohon pisang yang bersusun-susun (buahnya), dan naungan yang
terbentang luas, dan air yang tercurah.” (QS. Al-Waaqi’ah (57) : 29-31)

Lafadz zs(Talh) menurut Ibnu Katsir adalah pohon besar yang terdapat di
daerah Hijaz, hal serupa juga diterangkan dalam kitab Lisanul Arab yang
menjelaskan beberapa arti dari lafadz zU=(Talh) yang terdapat di surat al Wagiah

tersebut. Beberapa arti dari lafadz =(Talh) tersebut menurut Mandzur (1993)

antara lain adalah pohon besar yang terdapat di daerah Hijaz, kata ~l-(Talh) juga

diartikan sebagai pohon yang memiliki sedikit daun, pohon yang bayang-

bayangnya dapat dijadikan naungan atau tempat berteduh, serta kata ~l-(Talh)

diartikan sebagai pohon yang memiliki buah yang memiliki rasa yang manis.

Lafadz ~l-(Talh) ada yang memahaminya dalam arti pohon pisang atau

pohon kurma. Banyak juga yang menggambarkan ~l-(Talh) sebagai pohon yang

memiliki batang yang sangat kuat, dahan yang panjang dan tinggi, daun yang

sangat hijau, memiliki duri tetapi tidak mengganggu dan memiliki aroma yang
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harum (Shihab, 2002). Ciri-ciri yang dimiliki pohon tersebut menyebabkan

banyak yang lebih mengartikan ~l-(Talh) sebagai pohon pisang (Ishag, 2004).

Pisang termasuk dalam famili Musaceae yang berkerabat dekat dengan Famili
Heliconiaceae, Lowiaceae dan Strelitziaceae (Gambar 2.1) (Simpson, 2006).
Famili Musaceae terbagi atas tiga genus yakni Musa (Pisang), Ensete dan
Musella. Secara umum genus Musa memiliki empat section antara lain

Australimusa, Callimusa, Eumusa dan Rhodochlamys (Busaidi, 2013).

.
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Gambar 2.1 Kedudukan Musaceae pada Ordo Zingiberales dengan sifat apomorfi terpilih
(Simpson, 1953)

Pisang merupakan tanaman herba perennial besar yang sering menyerupai

pohon dengan tinggi mencapai 2-9 m (Gambar 2.2). Pisang memiliki perakaran
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adventif (Siemonsma dan Piluek, 1994) yang bertipe akar serabut (Satuhu dan
Supriyadi, 1999). Sistem perakaran serabut pada pisang menyebabkan organisme
tersebut termasuk dalam kelas Liliopsida (Simpson, 1953). Akar muda berwarna
putih dan ketika dewasa berwarna coklat (Sumardi dan Wulansari, 2010). Akar
utama memiliki ketebalan 5 — 8 mm (Satuhu dan Supriyadi, 1999). Akar tanaman
pisang berkembang dan memencar hingga 4-5 m secara leteral dan mampu

mencapai kedalaman 75 cm (Siemonsma dan Piluek, 1994).

Daun ke-3

Pedunkulus

Daun muda

Tandan
(yang menggulung)

Perbungaan

Rakis

Jantung

pisang
Anakan

Batang semu

Gambar 2.2 Penampakan Umum Tanaman Pisang (IPGRI, 1996)

Batang tanaman pisang berada di bawah tanah, berukuran pendek dengan tipe
percabangan simpodial (Espino et. al., 1992) dan biasanya disebut dengan
bonggol (corm). Dari bonggol tersebut akan tumbuh beberapa rimpang pendek

yang kemudian dari rimpang tersebut tumbuh tunas baru di sekeliling pohon
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induk. Dari bonggol tersebut akan tumbuh pelepah daun yang membentuk batang
semu (Siemonsma dan Piluek, 1994).

Batang semu tumbuh mengelompok dalam rumpun (Siemonsma dan Piluek,
1994) yang terbentuk dari pelepah yang saling menutupi dan saling menekan satu
sama lain (Dasuki, 1991). Batang semu memiliki penampakan ramping (slender)
sampai besar (robust) (IPGRI, 1996) dan memiliki warna hijau kekuningan
sampai merah keunguan (Gambar 2.3) serta pada beberapa spesies memiliki
lapisan lilin. Batang semu sering kali mengeluarkan getah yang berwarna bening
atau putih susu (Gambar 2.4 getah) (IPGRI, 1996). Batang semu pisang memiliki

rongga udara yang merupakan ciri khas dari ordo Zingiberales (Simpson, 1953).

Gambar 2.3 Variasi warna batang semu (Dok. Pribadi)

Daun pisang tersusun atas pelepah daun (vagina), tangkai daun (petiole) dan
lembaran daun (lamina) (Rubatzky dan Yamaguchi, 1998). Daun pisang memiliki
warna yang berbeda pada sisi dorsal dan ventralnya dan pada kedua sisinya sering
kali terdapat lapisan lilin. Daun bagian dorsal memiliki warna hijau kekuningan
sampal hijau tua dengan bercak merah keunguan, sedangkan warna daun bagian
ventral memiliki warna hijau kekuningan sampai merah keunguan (IPGRI, 1996).
Daun pisang berkembang dari daun muda yang menggulung (cigar leaf) (Gambar
2.2) menjadi sehelai daun besar berbentuk lonjong hingga lanset dengan ukuran

100-500 cm x 25-100 cm, dengan tulang daun yang kuat (Siemonsma dan Piluek,
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1994). Daun muda yang menggulung pada tanaman pisang juga merupakan ciri
khs dari dalam ordo Zingiberales (Simpson, 1953).

Daun pisang yang tersusun spiral (Dasuki, 1991), merupakan ciri khas dari
famili Musaceae, menjadi ciri pembeda dengan famili lain pada ordo Zingiberales
(Simpson, 1953). Daun pisang dengan lamina melebar dan urat daun pinnatus
yang paralel satu sama lain (Dasuki, 1991) merupakan sifat yang diturunkan dari
nenek moyang (apomorfi) dari ordo Zingiberales (Simpson, 1953). Pangkal daun
pisang berbentuk meruncing di kedua sisi, meruncing disatu sisi dan membulat
disisi lain, atau membulat di kedua sisi (Gambar 2.4) serta memiliki tepi daun rata

dan ujung daun terbelah (IPGRI, 1996).

Gambar 2.4 Bentuk dasar daun. (a) membulat di kedua sisi, (b) meruncing disatu sisi dan
membulat disisi lain, dan (c) meruncing di kedua sisi. (Dok. Pribadi)

Bunga pisang merupakan bunga majemuk (inflorescence). Perbungaan pisang
tumbuh dari rhizoma (Backer dan Brink, 1968) dan berkembang membentuk buah
(Espino et. al., 1992). Perbungaan tumbuh ke atas melewati batang semu,
biasanya membelok satu arah atau terkulai (Dasuki, 1991). Bunga pisang bersifat
epigius, zigomorf, uniseksual dan memiliki nektar. Bunga terletak pada rakis
tersusun dalam simosa monokhasium (sering disebut “sisir””) yang pada setiap
susunan bunga dilindungi oleh braktea yang berukuran besar (Simpson, 1953).

Braktea-braktea yang tersusun rapat akan membuka pada waktu antesis (Gambar
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2.5 a) (Dasuki, 1991). Braktea pisang memiliki warna yang bervariasi pada setiap
kultivar pisang. Braktea tersebut berfungsi untuk melindungi bunga yang ada di

dalamnya.

Anter
(kepala sari)

Stigma
(kepala putik)

S
Stilus V\

(tangkai putik)

Bekas
braktea

Lobus compound
tepal

Braktea

Bunga
jantan Compund /"#" Filamen
tepal fa (benang sari)
Tepal bebas i
a
Ovarium

Gambar 2.5 Penampakan a) Jantung pisang (male bract), b) bunga (Dok. Pribadi), c)
posisi ovarium pisang yang inferus dan d) tiga ruang pada ovarium (Hapsari
et al., 2015a)

Bunga pisang tersusun atas tepal, stamen, stigma dan ovarium. Tepal pisang
terdiri dari compound tepal (3 sepal dan 2 petal yang bersatu) dan tepal bebas
(Gambar 2.5 b). Bagian dalam tepal terdapat stamen umumnya berjumlah 5 atau 6
buah (Gambar 2.5 b) (Dasuki, 1991) yang menempel pada stigma. Stigma
memiliki 3 karpel (Gambar 2.5 d) yang di dalamnya terdapat ovarium bertipe

inferus (Gambar 2.5 c).
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Buah pisang termasuk buah tipe buni dengan eksokarp yang mudah lepas
(Dasuki, 1991). Buah pisang memiliki tekstur keras hingga lunak dan memiliki
rasa asam, sepat hingga manis. Pada pisang liar terdapat biji fertil di dalam buah
(Gambar 2.6 a dan f), sedangkan pada pisang kultivar tidak memiliki biji fertil
(Gambar 2.6 b-e). Buah pada pisang kultivar bersifat partenokarpi yang memiliki
bakal biji mengeriput (abortif) sebelum terjadi proses pembuahan. Akan tetapi
bakal biji yang abortif tersebut dapat dijumpai sebagai bintik-bintik kecil
berwarna coklat dalam buah (Gambar 2.6 c-e) (Espino et. al., 1992). 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).
Biji pisang liar memiliki testa yang keras, dengan endosperm serta perisperm
yang beramilum (Dasuki, 1991), berwarna hitam atau coklat tua, berbentuk bulat
tidak beraturan bisa juga berbentuk lensa, atau silindris (Nasution dan Yamada,

2001).

Gambar 2.6 Keberadaan biji pada pisang. a) Pisang Jantung Kuning (AAw), b) Pisang
Trimulin (AA cv), ¢) Pisang Morosebo (AAA cv) , d) Pisang Triolin (AAB
cv) , e) Pisang Saba Awu (ABB cv), f) Pisang Klutuk Ijo (BBw) (Hapsari et
al., 2015a)
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2.2 Karakteristik Pisang Ambon

Karakteristik yang dimiliki pisang Ambon antara lain rumpun sedikit hingga
sedang. Batang semu dari pisang Ambon cukup besar dan kokoh, warna batang
semu hijau kekuningan. Batang semu pada beberapa kultivar pisang Ambon
bersemu merah dan memiliki bercak berwarna coklat hingga hitam. Permukaan
batang semu pisang ambon tidak berlilin. Tinggi tanaman pisang Ambon dapat
mencapai 5 m, namun pada beberapa kultivar memiliki perawakan pendek (£ 1 m)
(Hapsari, 2015a).

Daun pisang Ambon lebar dan terkulai, dengan tepi tangkai daun melebar
bersayap. Braktea berwarna merah kekuningan dan menggulung. Bunga jantan
berwarna krem. Tandan buah berukuran besar, berorientasi menjuntai karena berat
dengan sisir buah yang simetris, berisi 5 — 12 sisir. Buah berukuran sedang hingga
besar, berbentuk melengkung, berkulit tebal, berwarna hijau hingga kuning pada
saat masak, beberapa kultivar berwarna kemerahan. Daging buah berwarna putih,
krem hingga kuning bertekstur keras hingga lembut, dengan rasa yang manis dan

sedikit beraroma harum (Hapsari, 2013).

2.3 Syarat Tumbuh Pisang

Pisang merupakan tanaman pionir yang dapat tumbuh di berbagai jenis
lingkungan, bahkan pada lingkungan yang tergolong ekstrim (Hapsari et al.,
2015b). Tanaman pisang di Indonesia dapat tumbuh dan ditanam hingga
ketinggian 2000 mdpl dengan curah hujan yang cukup serta mampu bertahan

hingga suhu 15 °C (Nasution dan Yamada, 2001). Kondisi optimal untuk
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pertumbuhan pisang adalah pada tanah datar dengan ketinggian 500 mdpl, tingkat
keasaman tanah 4,5 — 7,5. Suhu harian berkisar antara 25°C — 27°C dengan
intensitas curah hujan 2000 — 3000 mm/tahun (Cahyono, 1996; Suhardiman,
1997).

Tanaman pisang memiliki sistem perakaran yang dangkal, sehingga
dibutuhkan tanah yang subur, gembur dan mengandung banyak unsur hara untuk
pertunbuhan yang optimal (Rukmana, 1999). Pisang tahan terhadap kondisi
kekeringan atau minim air, hal ini dikarenakan pada daerah perakaran
mengandung banyak air. Namun demikian, pemberian air pada waktu musim
kemarau tetap diperlukan terutama saat tanaman pisang sedang berbunga dan
berbuah. Jenis tanah yang sesuai untuk penanaman pisang adalah tanah liat yang
mengandung kapur atau tanah alluvial. Tanaman pisang dapat tumbuh pada
daerah dengan musim kering 4 — 5 bulan apabila kedalam air tidak melebihi 150
cm di bawah permukaan tanah. Kedalaman air yang baik untuk pertumbuhan
tanaman pisang berkisar antara 50 — 200 cm di bawah permukaan tanah (Satuhu

dan Supriyadi, 1999).

2.4 Persebaran dan Keragaman Genetik Pisang

Keragaman tanaman pisang terpusat di kawasan Indo-Malesia (Gambar 2.7),
baik pisang liar maupun pisang kultivar (De Langhe et al., 2009). Busaidi (2013)
menyatakan bahwa berdasarkan persebarannya genus Musa terbagi menjadi 4
section yaitu Eumusa, Rhodoclamys, Australimusa, dan Calimusa. Section Eumusa

tersebar di seluruh Asia Timur, kecuali Melanesia bagian timur, sedangkan
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section Rhodoclamys tersebar di sekitar dataran iklim basah di Asia bagian
selatan. Section Australimusa tersebar dari selatan hingga Indonesia bagian timur
dan Filipina bagian selatan ke Melanesia, sedangkan section Calimusa tersebar di
Vietnam bagian selatan, Malaysia, Borneo dan Sumatra (Gambar 2.7). Beberapa
ahli menyatakan bahwa Rhodoclamys merupakan sub-section dari Eumusa (De
Langhe, et al.2009). Argent (1979) menambahkan satu section baru yaitu

Ingentimusa yang hanya terdiri dari satu spesies yakni Musa ingens Simmonds.

Eumusa - Rhodochlamys

:‘,_c" ) _. \ . /

Gambar 2.7 Persebaran tiap section pada genus Musa (De Langhe et al., 2009)

Pisang kultivar yang banyak dimanfaatkan oleh masyarakat sekarang diduga
merupakan keturunan antara Musa acuminata dan Musa balbisiana yang
terhibridisasi secara alami. Hibridisasi yang terjadi secara alami tersebut dapat
terjadi secara inter maupun intra spesies, dapat pula terjadi hibridisasi balik antara
keturunan dengan wild typenya, serta hibridisasi antar keturunan yang
memungkinkan terjadinya mutasi, autoploidi, partenokarpi dan kesterilan
sehingga menghasilkan keturunan-keturunan yang beragam (Simmmons, 1959;

Espino et al., 1992; Valmayor et al., 2000; De Langhe et al., 2009). Dugaan
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bahwa pisang kultivar merupakan keturunan dari pisang liar, kemudian
dikonfirmasi menggunakan studi genetik yang menunjukkan bahwa setidaknya
ada 4 spesies liar yang berperan dalam gene pool dari pisang kultivar, antara lain
Musa acuminata sebagai donor genom A, Musa balbisisana sebagai donor genom
B, Musa schizocarpa sebagai donor genom S serta Musa textilis sebagai donor
genom T (Singh et al., 2001; De Langhe et al., 2009; Li et al., 2013).

Pisang liar Musa acuminata dan Musa balbisiana tersebar luas di wilayah
Asia, baik di wilayah tropis maupun subtropis (Gambar 2.8). Musa acuminata
diketahui memiliki 20 sub-spesies yang telah teridentifikasi dimana 15 sub-
spesies terdapat di Indonesia. Kelima belas sub-spesies tersebut antara lain
acuminata, alasensis, bantamensis, breviformis, cerifera, flava, halabanensis,
longepetiola, malaccensis, microcarpa, nakaii, rutilifes, sumatrana, tamentosa dan
zebrina (Nasution, 1991). Tiga sub-spesies lainnya yakni burmannica,
burmannicoides dan siamea tersebar di wilayah India, Myanmar sampai Thailand.
Dua spesies sisanya yakni sub-spesies errans ditemukan di wilayah kepulauan
Filipina dan sub-spesies banksii ditemukan di wilayah Papua Nuigini (Li et al.,
2010 dan Li et al., 2013).

Pisang liar Musa babisiana juga menunjukkan morfologi yang beragam
(Jumari dan Pudjoarinto, 2000), namun diperlukan studi lebih lanjut untuk
mengklasifikasi hingga tingkat sub-spesies. Hingga saat ini telah diketahui bahwa
Musa balbisiana memiliki 3 sub-spesies yang telah teridentifikasi antara lain
bakeri, dechangensis dan liukiuensis. Ketiga sub-spesies dari Musa balbisiana

tersebut didapatkan dari eksplorasi di berbagai wilayah China dan kepulauan Asia
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Tenggara (Hapsari, 2014). Informasi mengenai keragaman sub-spesies pada Musa
schizocarpa dan Musa textilis yang juga termasuk moyang pisang masih sangat

kurang (Li et al., 2013).

( \-___——~{r‘> A'
— Musa balbisiana o :

L st (N

- Musa acuminata
= == == Mysa balbisiana

" SSp. siamea 2 Y.
{ | B f ~
' v ” ¢
NP
L\ L
. Ssp. malaccensis
ssp. truncata

S$Sp. microcarpa P

Gambar 2.8 Persebaran geografi Musa acuminata dan Musa balbisiana sebagai
nenek moyang pisang kultivar (De Langhe et al., 2009)

Manusia memegang peranan penting dalam sejarah evolusi, domestikasi dan
persebaran pisang ke berbagai wilayah. Bukti arkeolog serta studi linguistik
menunjukkan bahwa pisang pertama kali didomestikasi oleh manusia di kawasan
Asia Tenggara pada 7000 SM (Simmonds, 1959; De Langhe et al., 2009; Li et al.,
2013). Perkawinan antara Musa acuminata (donor genom A) dan Musa balbisiana
(donor genom B) menghasilkan pisang kultivar dengan berbagai macam genom
antara lain AA, AAA, AAB, dan ABB. Secara geografi, pisang kultivar yang
memiliki berbagi macam genom tersebar dari wilayah Indo-Malesia sebagai pusat
asal-usul pisang, kemudian menyebar hingga ke seluruh wilayah di Asia,
Amerika, Afrika dan Australia baik wilayah tropis maupun subtropis (Gambar

2.9) (Espino et al., 1992; De Langhe et al., 2009).
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Persebaran genom pisang kultivar berdasarkan geografinya dibedakan menjadi tujuh
kawasan. Pisang kultivar dengan genom AA dan AAA tersebar di wilayah Indonesia,
Filipina dan Melanesia, serta beberapa kultivar dengan genom AA tersebar di Papua
Nuigini dan sekitarnya. Pisang kultivar dengan genom AAA juga ditemukan di wilayah
Afrika Timur. Pisang dengan genom AAB tersebar di wilayah hutan hujan Afrika serta di
wilayah Oceania. Genom AB dan AAB yang lain tersebar di wilayah India Selatan.
Pisang dengan ABB terbagi menjadi dua subgrup, subgrup eastern ABB tersebar di
wilayah Viatnam dan Filipina, sedangkan subgrup western ABB terebar di wilayah India

(De Langhe et al., 2009).

AAB Maia maoli
Popoulu
lholena

AAB Plantain
West-Africa
EA-AAA 'Highlands'

East-Afnca

Gambar 2.9 Persebaran geografi pisang kutivar berdasarkan genomnya (De Langhe et
al., 2009)

2.5 Tata Nama dan Pengelompokan Pisang Kuitivar

Nama ilmiah pisang pada awalnya dikenal dengan Musa paradisiaca Linn.,
penamaan tersebut dikenalkan oleh Linneus dalam Species Plantarum yang
dipublikasikan pada tahun 1753. Linneus mendeskripsikan pisang berdasarkan ciri

buahnya yang mengandung banyak pati sehigga perlu dimasak terlebh dahulu
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sebelum dikonsumsi. Tahun 1759, Linneus mempublikasikan Musa sapientum
Linn. dalam Systema Naturae. Nama Musa sapientum Linn. digunakan untuk
mendeskripsikan pisang buah dengan rasa buah yang manis dan dapat dikonsumsi
dalam keadaan segar ketika matang (Valmayor et al., 2000). Sagot (1887)
melakukan klasifikasi di bawah genus Musa yang terbagi menjadi 3 kelompok,
yaitu pisang raksasa (Musa ensete J.F. Gmel.), pisang berdaging lunak (Musa
sapientum L.) serta pisang hias (Musa coccinea Andrew., Musa rosacea Jacq.).
Kemudian Cheesman (1947) membagi Genus Musa menjadi empat section dan
menempatkan kelompok pisang raksasa pada genus tersendiri yaitu Genus Ensete,
klasifikasi tersebut berdasarkan jumlah kromosom serta karakter morfologi.
Empat section tersebut antara lain Australimusa dan Callimusa dengan jumlah
kromosom 10 (x = 10), Rhodochlamys dan Musa / Eumusa dengan jumlah
kromosom 11 (x = 11). Simmonds dan Shepherd (1955) mengusulkan perubahan
klasifikasi dan identifikasi pisang kultivar yang semula menggunakan tata nama
binomial, menjadi tata nama genom dan telah ditetapkan secara konsensus pada
tahun 1999 (Valmayor et. al., 2000; INIBAP, 2006). Argent (1976) menambahkan
satu section baru, yaitu Ingentimusa dengan jumlah kromosom 7 (x = 7) yang
hanya terdiri atas satu spesies (Musa ingens Simmonds).

Komposisi genom dan tingkat ploidi pada pisang kultivar dapat ditentukan
dengan menggunakan sistem skoring berdasarkan karakter morfologi atau
ekspresi fenotipe dari Musa acuminata (donor genom A) dan Musa balbisiana
(donor genom B) yang terdiri atas 15 karakter pembeda, dengan taraf skor 1-5.

Pisang yang memilik karakter yang menyerupai atau mendekati karakter M.
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acuminata diberi skor 1, untuk pisang yang memiliki karakter yang menyerupai
atau mendekati karakter M. balbisiana diberi skor 5, dan jika suatu pisang
memiliki karakter antara M. acuminata dan M. balbisiana maka diberi nilai 3.
Identifikasi kelompok genom digolongkan berdasarkan nilai skor pada kartu skor
(Tabel 2.1) (Simmonds dan Shepherd, 1955; Simmonds, 1959).

Identifikasi tingkat ploidi dan penentuan komposisi genom dapat dilakukan
menggunakan pendekatan morfologi, namun hasilnya kurang akurat. Ketepatan
data dan hasil yang lebih akurat dapat dilakukan dengan metode flow cytometry
(Dolezel et al., 1994). Pendekatan molekuler juga telah banyak digunakan untuk
menduga komposisi genom serta mengetahui keragaman dan kekerabatan genetik
melalui berbagai macam teknik baik berbasis PCR (Polymerase Chain Reaction)
atau tanpa PCR (De Jesus et al., 2013). Salah satu marka yang sering digunakan
dalam pendekatan molekuler yang berbasis PCR antara lain AFLP (Wong et. al.,
2002), PCR-RFLP (Nwakanma et. al., 2003; Ekasari et. al., 2012), RAPD (Pillay
et. al., 2000; Uma et al., 2006; Sukartini, 2008; Brown et al., 2009; Olivia et al.,

2010; Makunthakumar et al., 2013; Kiran et al., 2016; Nair, 2016)

Tabel 2.1 Pengelompokan Pisang Kultivar berdasarkan Skor Total (Hapsari, 2015a)

Kelompok Genom Total Skor Contoh Pisang Kultivar di Indonesia
AA / AAA 15-25 Pisang Cici, Mas, Berlin, Ambon, Lilin
AAB 26-46 Pisang Raja
AB / AABB 47 - 49 -
ABB 59-63 Pisang Kepok, Ebung, Awak
ABBB 67— 69 -

BB/ BBB 70-75 Pisang Klutuk
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2.6 Keanekaragaman Genetik

Keanekaragaman hayati menurut Undang Undang Nomor 5 Tahun 1994
adalah keanekaragaman mahluk hidup pada seluruh ekosistem baik ekosistem
terestrial maupun ekosistem akuatik yang mencakup keanekaragaman dalam
spesies, antarspesies, dan ekosistem. United States Departement of Agriculture /
USDA (2006) memaparkan bahwa munculnya keanekaragaman hayati salah
satunya dikarenakan adanya hibridisasi antar spesies. Keanekaragaman pada
tumbuhan lebih beragam dibandingkan dengan keanekaragaman pada hewan, hal
ini dikarenaka proses hibridisasi yang lebih mudah terjadi pada tumbuhan.

Materi genetik pada makhluk hidup (mikroorganisme, tumbuhan dan hewan)
mengandung informasi yang menentukan karakter tiap spesies yang menyebabkan
keanekaragaman pada kehidupan di bumi. Jumlah kombinasi molekul
menyebabkan  besarnya keanekaragaman gen pada suatu individu.
Keanekaragaman genetik didefinisikan sebagai besarnya variabilitas genetik
dalam suatu populasi yang menjadi dasar terbentuknya keanekaragaman hayati
(Hughes et al., 2008).

Perbedaan susunan genetik merupakan salah satu faktor penyebab keragaman
tanaman. Kondisi lingkungan yang bervariasi antara tempat satu dengan tempat
yang lain, serta kebutuhan tanaman akan keadaan lingkungan tertentu juga dapat
mengakibatkan keragaman jenis tanaman (Sitompul dan Guritno, 1995).
Keragaman genetik yang tinggi menjadi salah satu faktor penting dalam

pembentukan varietas unggul (Hutami et al, 2006).
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2.7 Marka RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Estimasi terhadap variasi genetik yang sedang berkembang saat ini berbasis
informasi genetik menggunakan teknik molekuler antara lain Randomly Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) (Pillay et. al., 2000; Uma et al., 2006; Sukartini, 2008;
Brown et al., 2009; Olivia et al., 2010; Makunthakumar et al., 2013; Kiran et al.,
2016), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), RFLP, SSR dan
mikrosatelit. RAPD merupakan marka yang umum digunakan menggunakan
Polymerase Chain Reaction (PCR) dan digunakan sejak tahun 1990 untuk
mengetahui variasi genetik (Kumari dan Thakur, 2014). Primer yang digunakan
dalam mengamplifikasi DNA pada marka RAPD merupakan primer tunggal yang
akan mengamplifikasi DNA template secara acak (Simpson, 1953). Primer yang
digunakan terdiri atas 10-mer oligunukleotida (Husniyati, 2012). Primer yang
digunakan dalam metode RAPD akan menempel di berbagai lokasi yang
komplemen pada DNA template. RAPD menggunakan primer acak dalam proses
amplifikasi DNA untuk mengidentifikasi daerah polimofik pada individu atau
taksa yang berbeda (Gambar 2.10) (Simpson, 1953).

Teknik RAPD digunakan untuk mengidentifikasi genotipe tumbuhan, karena
memiliki kelebihan dalam pelaksanaan dan analisisnya. Dibandingkan dengan
penanda DNA yang lain, seperti restriction fragment length polymorphisms
(RFLP) dan simple sequence repeats (SSR), teknik RAPD lebih murah, mudah
dilakukan, cepat memberikan hasil, menghasilkan polimorfisme pita DNA dalam
jumlah banyak, tidak memerlukan pengetahuan tentang latar belakang genom

yang dianalisis dan mudah memperoleh primer acak yang diperlukan untuk
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menganalisis genom semua jenis organisme (Tingey et al., 1994). Metode RAPD
memiliki kelemahan dalam konsistensi produk amplifikasi (Jones et al., 1997),
tetapi kelemahan tersebut dapat diatasi dengan mengoptimalkan ekstraksi, dan
kondisi PCR serta pemilihan primer yang tepat. Selain itu kelemahan lainnya

adalah homologi band pada taksa yang berbeda tidak jelas (Simpson, 2006).

A template A

. _, +—Prmers s —

m e |
— — —»
PCR Amplification |
e e e——— l _
Gel Electrophoresis /
| 7
2

A B

Gambar 2.10 Penggunaan primer yang sama pada dua spesies yang berbeda akan
menghasilkan posisi / panjang basepare yang berbeda (Simpson,

1953).
Penggunaan marka RAPD pada tanaman pisang paling sering digunakan
untuk mengetahui tingkat taksonomi dan pengelompokkan kultivar pisang (Uma
et al., 2006; Brown et al., 2009; Olivia et al., 2010; Makunthakumar et al., 2013;

Kiran et al., 2016; Nair, 2016) sekaligus untuk mengetahui diversitas genetiknya

(Dayarani dan Dharini, 2014). Penelitian menggunakan teknik RAPD juga banyak
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dilakukan terhadap tumbuhan lain, diantaranya keragaman genetik plasma nutfah
jeruk (Karsinah et al., 2002), variabilitas genetik tanaman gambir (Fauza et al.,

2007) dan hubungan genetik Pinanga conota (Witono dan Kondo, 2007).



BAB 111

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif eksploratif kualitatif, yang
mengidentifikasi keragaman 13 kultivar Pisang Ambon (Musa acuminata grup

AAA) di Pulau Jawa menggunakan marka RAPD.

3.2. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2017 — Juni 2018 yang
diawali dengan pengambilan sampel sampai analisis molekuler. Pengambilan
sampel dilakukan di Kebun Plasma Nutfah, Dinas Pertanian dan Pangan Kota
Yogyakarta dan analisis molekuler bertempat di Laboratorium Genetika dan
Molekuler, Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam

Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3. Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahap, yaitu: pengambilan sampel,
ekstraksi, uji kualitatif, uji kuantitatif, amplifikasi PCR dan visualisasi hasil
ekstraksi DNA. Adapun alat yang digunakan adalah sebagai berikut.

Alat yang digunakan dalam proses pengambilan sampel antara lain gunting,

penggaris dan meteran. Alat yang digunakan dalam isolasi DNA pisang antara

28
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lain mortar, alu, vortex, pH meter, freezer, waterbath, tube 2 ml, mikropipet 0,5 —
1000 pl, white tip, yellow tip,dan blue tip.

Alat yang digunakan dalam uji kualitatif DNA antara lain perangkat
elekroforesis (BioRAD), Gel Doc / UV transiluminator (BioRAD), mikropipet
0,5-10 pL, white tip, erlenmeyer 100 mL, gelas ukur 25 mL, dan neraca analitik.
Pada uji kuantitatif digunakan alat-alat berupa AE-Nano200 Nucleic Acid
Analyzer versi 2.0, mikropipet 0,5-10 pL, dan white tip.

Alat yang digunakan pada proses PCR adalah thermal cycler (BioRAD),
mikrotube 0,5 mL, rak mikrotube, white tip, mikropipet 0,5 pL, dan spindown.
Pada visualisasi hasil PCR digunakan alat-alat berupa perangkat elekroforesis
(BioRAD), Gel Doc / UV transiluminator (BioRAD), mikropipet 0,5-10 pL,

white tip, erlenmeyer 100 mL, gelas ukur 25 mL, dan neraca analitik.

3.3.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain The Wizard®
Genomic DNA Purification Kit Promega, Fenol, aguades, agarose, buffer TBE %2
x (Tris Boric EDTA), Ethidium bromide (Etbr), loading dye, nuclease-free water,
DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo Scientific, California, USA), primer

OPA 1-20 (Tabel 3.2), dan marker 100bp DNA ladder.
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3.4.1 Sampel Penelitian
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Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun muda (cigar leaf)

pisang yang diambil dari Kebun Plasma Nutfah Dinas Pertanian dan Pangan Kota

Yogyakarta (Tabel 3.1).

Tabel 3.1 Identitas sampel yang digunakan

No. PR L Nama lImiah Daerah Asal Grup
Lokal Sampel Genom
1 AL Al el Kabupaten Bantul AAA
Jaran L.
- Tlekung, Batu,
5 Ampon A2 Musa paradisiaca Malang, Jawa AAA
Kuning L. .
Timur
3 Ambon A3 Musa paradisiaca Kabupat(_en Gunung AAA
Sepet L. Kidul
4 Ambon Ad Musa paradisiaca KBH Dongkelan, AAA
5 Yogyakarta
5 Ambo_n A5 Musa paradisiaca Kabupat(_en AAA
Emprit L. Purworejo
6 AfilLi A6 pGEr Rt Kabupaten Bantul AAA
Byok L
- Tlekung, Batu,
; Arr_l_bon A7 Musa paradisiaca Malang, Jawa AAA
Hijau L. .
Timur
8 Ambon A8 Musa paradisiaca Kabupate_:n AAA
Hong L. Purworejo
9 Ambon A9 Musa paradisiaca Tembarak, AAA
Lumut L. Temanggung
- Tlekung, Batu,
10 Ambon A10 Musa paradisiaca Malang, Jawa AAA
Merah L. )
Timur
Ambon Musa paradisiaca  Kabupaten Gunung
L Tpyin A L. Kidul AAA
12 Ambon A12 Musa paradisiaca  Kabupaten Kulon A A
Warangan L. Progo
13 Amb(_)n A3 Musa paradisiaca  Kabupaten _Malang, A AL
Kecil L. Jawa Timur
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Mas Cilongong,
14 w1 Musa acuminata Kabupaten AAw
Jambe
Banyumas
15 Bec_|C| W2 Musa acuminata Pur\NO(_jadl, Jawa AA W
Kuning var. flava Timur

Pengelompokan grup genom mengikuti Jumari & Pudjoarinto (2000), Hapsari et. al.
(2015), Hapsari et. al. (2017).

3.4.2 Isolasi DNA Pisang

DNA daun pisang Ambon diekstraksi menggunakan The Wizard® Genomic
DNA Purification Kit Promega. Daun pisang yang masih muda dibekukan dengan
direndam pada nitrogen cair kemudian dihancurkan dengan mortar dan alu 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, ditambahkan 3 pL larutan RNAse ke dalam suspensi,
kemudian tube dibolak-balik sebanyak 2-5 kali agar suspensi tercampur rata.
Kemudian, tube yang berisi suspensi diinkubasi pada suhu 37 °C selama 15 menit,
dan didiamkan pada suhu ruang selama 5 menit.

Tahap berikutnya adalah presipitasi protein pada suspensi DNA dengan
menambahkan 200 pL 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 rpm selama 30 menit kemudian diambil bagian supernatan dalam tube
dengan hati-hati dan dipindahkan ke tube baru yang berukuran 1,5 mL dan
ditambahkan dengan 600 pL Isopropanol. DNA yang telah ditambahkan

isopropanol kemudian dihomogenkan dengan cara dibolak-balik dengan perlahan.
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Kemudian, campuran tersebut dipisahkan dengan menggunakan sentrifuge pada
kisaran 13.000-16.000 rpm selama 1 menit dalam suhu ruang.

Tahap selanjutnya adalah purifikasi DNA. Campuran yang telah
disentrifugasi kemudian dibuang bagian supernatant-nya lalu bagiann 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 rpm 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 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 4 °C di lemari

pendingin untuk waktu penggunaan yang lama.

3.4.3 Uji Kualitatif dan Kuantitatif DNA

DNA hasil isolasi diuji kualitatif dengan menggunakan elektroforesis gel
agarose 1% (200 mg agarose dalam 20 mL TBE Y2 x) yang telah ditambah 1
ug/ml Ethidium bromide (Etbr). Proses elektroforesis dilakukan pada tegangan 50
Volt selama 30 menit, kemudian divisualisasi menggunakan Gel Doc / UV
transiluminator (BioRAD). DNA ladder 1-Kb (Thermo Scientific, California,

USA) digunakan untuk patokan dalam menentukan ukuran genom DNA.
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Konsentrasi dan kemurnian DNA diketahui dari uji kuantitatif dengan
penentuan nilai absorbansi pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm
menggunakan AE-Nano200 Nucleic Acid Analyzer versi 2.0. Tingkat kemurnian
DNA dikatakan baik, jika nilai rasio Optical Density (OD) 260/280 nm yang

diperoleh antara 1,8-2,0 (Sambrook et al., 1989).

3.4.4 Amplifikasi PCR dan Visualisasi

Proses PCR dilakukan dengan menggunakan 10 pl (volume total) pada tube
PCR yang terdiri dari 1 pl 25 ng sampel DNA, 1 pl 10 pmol primer, 3 pl
nuclease-free water dan 5 ul DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) dari Thermo
Scientific, California, USA yang terdiri atas DreamTaq DNA polymerase; 2x
DreamTaq Green buffer; 0,4 mM dNTPs dan 4 mM MgCl..

Protokol siklus termal yang digunakan adalah: predenaturasi pada suhu
94°C selama 4 menit, kemudian 45 siklus denaturasi, annealing dan elongasi.
Denaturasi pada suhu 94°C selama 30 detik, anneling dengan suhu menyesuaikan
(Tabel 3.2) selama 30 detik, dan elongasi pada suhu 72°C selama 90 detik. Post
elongasi pada suhu 72 °C selama 5 menit, sebanyak 1 siklus.

Konfirmasi keberhasilan amplifikasi dilakukan menggunakan elektroforesis
pada gel agarose 1,5% dalam buffer TBE 1/2 x, ditambah 1 ug/ml Ethidium
bromide (EtBr), kemudian divisualisasi dibawah UV pada Gel Doc / UV

transiluminator (BioRAD) dengan marker 100bp DNA ladder.
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Tabel 3.2 Identitas Primer yang digunakan

Primer Sequence Tm (°C) Komposisi GC (%)
OPA-01 5°- CAGGCCCTTC-3 36,4 70
OPA-02 5°- TGCCGAGCTG-3 40,7 70
OPA-03 5°- AGT CAGCCAC-3 34,3 60
OPA-04 5°- AATCGGGCTG -3 35,1 60
OPA-05 5°- AGGGGTCTTG-3’ 32,6 60
OPA-06 5°- GGTCCCTGAC-3’ 35,2 60
OPA-07 5 - GAAACGGGTG-3 33,2 60
OPA-08 5°- GTGACGTAGG-3’ 31,1 60
OPA-09 5°- GGGTAACGCC-3’ 37,4 70
OPA-10 5°- GTGATCGCAG -3 33,1 60
OPA-11 5- CAATCGCCGT-3 36,7 60
OPA-12 5- TCG GCG ATAG -3’ 34,0 60
OPA-13 5 - CAGCACCCAC-3 37,7 70
OPA-14 5- TCTGTGCTGG-3 34,3 60
OPA-15 5- TTCCGAACCC-3 34,2 60
OPA-16 5°- AGCCAGCGAA-3 38,3 60
OPA-17 5- GACCGCTTGT-3 35,7 60
OPA-18 5- AGGTGACCGT-3 36,2 60
OPA-19 5’- CAAACGTCGG-73 34,2 60
OPA-20 5- GTTGCGATCC-3 S5 60

3.5. Analisis Data

3.5.1 Skoring data

34

Analisis data marka RAPD dilakukan dengan pemberian skor 1 untuk

menunjukkan keberadaan band dan skor 0 untuk menunjukkan tidak adanya band

pada masing-masing primer (Gambar 3.1). Data biner yang dihasilkan digunakan

untuk memperkirakan tingkat polimorfisme dengan membagi pita polimorfik

dengan jumlah band yang diberi skor dan dikalikan 100%.
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Gambar 3.1 Cara penilaian pita dengan sistem scoring (1 = ada pita, 0 =tidak ada
pita) (Yunanto, 2006)

3.5.2 Analisis Kekuatan Primer

Parameter yang digunakan untuk menentukan primer RAPD yang paling
informatif adalah (Laurentin dan Karlovsky, 2007): polymorphism information
content (PIC), effective multiplex ratio (EMR), marker index (MI), resolution
power (Rp), qualitative nature of data (QND), effective marker index (EMI), dan

genotype index (Gl).

Nilai PIC untuk setiap primer dihitung menggunakan rumus (Roldan-Ruiz
et. al., 2000) : PICi = 2f (1 — f) dimana PIC adalah polymorphism information
content i, f adalah frekuensi band yang muncul dan 1 - f i adalah frekuensi band

yang tidak muncul.
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Jumlah polimorfisme band pada genotipe yang dianalisis pada tiap
percobaan, disebut effective multiplex ratio (EMR), diketahui dengan rumus EMR
= n.p; dimana EMR adalah rasio multipleks efektif, yang didefinisikan sebagai
produk dari total jumlah band per primer (1) dan jumlah band polimorfik (B).

Marker index (MI) dihitung menggunakan rumus (Varshney et. al., 2007) :
MI = PIC x EMR. Resolution power (Rp) masing-masing primer dihitung
menggunakan rumus (Prevost dan Wilkinson, 1999) : Rp = ) Ib, dimana Ib
menunjukkan informasi band. Nilai Ib diwakili skala 0-1, yang diketahui
menggunakan rumus berikut: 1b = 1- [2 % (0,5 - P)], dimana P adalah proporsi dari

10 genotipe yang mengandung band.

3.5.3 Analisis Pengelompokan
Analisis pengelompokan diketahui dengan menggunakan indeks similaritas
Jaccard menggunakan aplikasi PAST (Paleontological Statistics) versi 3.15

(Hammer, 2001), dengan rumus (Jaccard, 1901):

% L PO
L I, PP+ L, 07 - ZL, PG,

Keterangan:

Siac = indeks similaritas Jaccard
Pi = skor 1 (muncul band)

Qi = skor 0 (tidak muncul band)

Analisis pengelompokan juga diketahui melalui pemetaan berdasarkan
PCoA (Principal Coordinate Analysis) menggunakan aplikasi PAST
(Paleontological Statistics) versi 3.15 (Hammer, 2001).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA Pisang Ambon menggunakan The Wizard Genomic
Purification Kit Promega telah berhasil dilakukan. Hal ini ditunjukkan dengan
munculnya fragmen pada gel elektroforesis dengan panjang sekitar 10.000 bp
(Gambar 4.1). Fragmen yang dihasilkan memiliki ketebalan yang berbeda.
Sampel Al, A2, A3, A4, A5, A9 A10, All, A13, AAl dan AA2 menghasilkan
fragmen tebal, sedangkan sampel A6, A7, A8 dan Al2 menghasilkan fragmen
tipis. Perbedaan tebal fragmen yang dihasilkan dikarenakan konsentrasi DNA
yang berhasil diekstraksi berbeda-beda. Irmawati (2003) menyatakan bahwa
semakin tinggi konsentrasi yang dihasilkan dari proses ekstraksi akan
menghasikan fragmen yang semakin tebal. Tebalnya fragmen yang dihasilkan
juga menunjukkan DNA total hasil ekstraksi dalam kondisi utuh, tidak terpotong

akibat perlakuan mekanik saat proses ekstraksi.

A Al ‘ Al | Al ‘ Ad ‘ AS Af AT AS A% | AID | Al | ALZ | Al3 | AAl | AAZ

Sk | B il

Gambar 4.1 Visualisasi Whole Genom. Keterangan: M (marker 1Kb), A1 (Ambon Byok),
A2 (Ambon Merah), A3 (Ambon Warangan), A4 (Ambon Putih), A5
(Ambon Sepet), A6 (Ambon Kuning), A7 (Ambon Lumut), A8 (Ambon
Emprit), A9 (Ambon Kecil), A10 (Ambon Jaran), A1l (Ambon Hong),
Al12 (Ambon Hijau), A13 (Ambon), AAl (Mas Jambe), AA2 (Becici
Kuning)
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Konsentrasi DNA yang dihasilkan dari proses ekstraksi juga dipengaruhi
adanya kontaminan, yang ditunjukkan dengan munculnya smear pada visualisasi
elektroforesis (Gambar 4.1). Sebanyak 60% dari hasil ekstraksi masih
mengandung kontamian, sedangkan 40% sisanya tidak mengandung kontaminan.
Jenis kontaminan yang mempengaruhi konsentrasi DNA antara lain protein dan
RNA (Kundu et. al., 2011), serta polisakarida dan fenol (Kheyrodin dan
Ghazyinian, 2012). Besarnya konsentrasi DNA dan jenis kontaminasi dapat
diketahui dari uji kuantitas DNA dengan melihat nilai absorban pada panjang
gelombang tertentu.

Konsentrasi DNA diketahui dari absorban DNA pada panjang gelombang 260
nm yang setara dengan 50 ng/uL utas ganda DNA (Kumar dan Gurusubramanian,
2011). Konsentrasi DNA yang diperoleh dari proses ekstraksi DNA Pisang
Ambon berkisar antara 36,04 — 198,8 ng/ul (Tabel 4.1). Konsentrasi terendah
diperoleh dari ekstraksi DNA Pisang Ambon Emprit, sedangkan konsentrasi
tertinggi diperoleh dari ekstraksi Pisang Ambon Sepet. Konsentrasi yang
diperoleh dari proses ekstraksi DNA Pisang Ambon tergolong rendah, namun
sudah cukup untuk proses PCR menggunakan marka RAPD. Hal ini dikarenakan
marka RAPD hanya membutuhkan konsentrasi DNA 50 ng/uL untuk proses PCR
(Kumar dan Gurusubramanian, 2011). Rendahnya konsentrasi DNA diduga
karena pada proses ekstraksi menggunakan Kit. Penggunaan Kit pada proses
ekstraksi memang hanya membutuhkan waktu yang sedikit dan lebih praktis,
namun juga memiliki beberapa kekurangan diantaranya sedikitnya konsentrasi

DNA dan rendahnya tingkat kemurnian DNA.
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Kemurnian DNA hasil ekstraksi berkisar antara 1,43 — 4,52 (Tabel 4.1).
Kemurnian tertinggi terdapat pada sampel A6 (Ambon Kuning) dan kemurnian
terendah terdapat pada sampel A2 (Ambon Merah). Tingkat kemurnian tersebut
dapat digunakan untuk menentukan jenis kontaminan yang terdapat dalam DNA
hasil ekstraksi. Mayoritas hasil ekstraksi dalam penelitian ini masih mengandung
kontaminan berupa protein dan RNA, dikarenakan nilai rasio A260/A280 lebih
besar dari 1,8-2,0 (Kundu, et. al., 2011).

Tabel 4.1 Pengukuran kemurnian dan konsentrasi DNA

No Kode  Nama Sampel Abs260  Abs280 260/280 (r%‘/’ﬂl)
1 Al Ambon Byok 2,36 1,16 2,03 118,04
2 A2 Ambon Merah 3,98 2,77 1,43 198,8
3 A3 Ambon Warangan 1,22 0,61 1,99 60,97
4 A4 Ambon Putih 0,84 0,43 1,96 42,23
5 A5 Ambon Sepet 2,37 0,67 3,54 118,65
6 A6 Ambon Kuning 1,49 0,22 4,52 74,66
7 A7 Ambon Lumut 1,6 0,79 2,01 79,84
8 A8 Ambon Emprit 0,72 0,31 2,34 36,04
9 A9 Ambon Kecil 1,98 1,3 1,53 99,15
10 AI10 Ambon Jaran 1,15 0,18 1,44 57,44
11  All Ambon Hong 1,71 0,7 2,45 85,53
12 Al2 Ambon Hijau 0,4 0,13 3,18 19,88
13 Al3 Ambon 2,44 1,4 1,74 122,1
14  AAl Mas Jambe 1,28 0,24 SNy 63,94
15 AA2 Becici Kuning 0,73 0,32 2,28 36,29

Hasil dari uji kuantitatif DNA hasil ekstraksi menunjukkan sampel yang
memiliki konsentrasi tinggi adalah sampel Ambon Byok (118,04 ng/puL), Ambon
Merah (198,8 ng/uL), Ambon Sepet (118,65 ng/uL) dan Ambon (112,1 ng/uL)
(Tabel 4.1). Hal ini sesuai dengan hasil visualisasi uji kualitatif yang
menunjukkan terbentuknya fragmen yang tebal pada sampel-sampel tersebut

(Gambar 4.1).
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4.2 Amplifikasi PCR-RAPD Pisang Ambon

Hasil seleksi primer yang dilakukan menunjukkan hanya 11 primer dari 20
primer yang berhasil mengamplifikasi fragmen DNA pada Pisang Ambon yaitu
OPA 1, OPA 2, OPA 3, OPA 4, OPA 5, OPA 11, OPA 16, OPA 17, OPA 18,
OPA 19, OPA 20 (Lampiran 1). Pita yang dihasilkan dari 11 primer tersebut dapat
digunakan untuk analisis keragaman genetik pada Pisang Ambon, dikarenakan
hasil tersebut menunjukkan adanya fragmen polimorfik dan fragmen yang
dihasilkan sangat jelas (Gambar 4.2). Lynch dan Milligan (1994) menyatakan
bahwa RAPD secara umum dapat memberikan data yang dapat digunakan untuk
analisis keragaman genetik di dalam dan antara populasi spesies.

Sebelas primer yang mampu mengamplifikasi DNA Pisang Ambon
menujukkan adanya fragmen polimorfik (Gambar 4.2), namun tidak semua primer
dapat mengamplifikasi seluruh sampel secara keseluruhan. Fragmen yang
dihasilkan pada masing — masing sampel memiliki panjang base pair yang
bernekaragam, berkisar antara 140 bp - 1500 bp. Tidak munculnya fragmen hasil
amplifikasi dapat dimungkinkan bahwa sekuen pada sampel tersebut tidak
memiliki sekuen yang cocok dengan primer yang digunakan.

Adanya fragmen yang muncul pada semua sampel, seperti yang
ditunjukkan pada OPA 20 dengan panjang 1500bp (Gambar 4.2), kemungkinan
menunjukkan adanya suatu sifat yang sama yang dimiliki oleh semua sampel.

Namun marka RAPD tidak mampu memprediksi sifat yang dikode oleh suatu

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



41

fragmen, sehingga perlu dilakukan proses lebih lanjut untuk mengetahui sifat
yang dikode oleh fragmen tersebut.

M Al A2 A3 a4 AF A6 AT A8 A0 Al Al A2 A1 AAL AN

W |

RY SBAsslos.

1500 bp.
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Gambar 4.2 Hasil seleksi amplifikasi DNA menggunakan marka RAPD. Keterangan: M
(marker 100bb), A1 (Ambon Byok), A2 (Ambon Merah), A3 (Ambon
Warangan), A4 (Ambon Putih), A5 (Ambon Sepet), A6 (Ambon Kuning),
A7 (Ambon Lumut), A8 (Ambon Emprit), A9 (Ambon Kecil), A10 (Ambon
Jaran), A11 (Ambon Hong), A12 (Ambon Hijau), A13 (Ambon), AAl (Mas
Jambe), AA2 (Becici Kuning)

4.3 Kekuatan Primer pada Marka RAPD

Terdapat 105 fragmen yang teramplifikasi dari 11 primer terpilih. Jumlah
fragmen yang dihasilkan tiap primer bervariasi antara 8-12 fragmen (Tabel 4.2).
Fragmen paling sedikit (8 fragmen) dihasilkan pada primer OPA 2, OPA 5 dan
OPA 8; sedangkan fragmen paling banyak (12 fragmen) dihasilkan pada primer
OPA 3 dan OPA 18. Presentase polimorfik yang dihasilkan berkisar antara 33 —
100 %. Primer dengan presentase polimorfik terendah adalah OPA 16 (33%), dan
primer dengan presentase polimorfik tertinggi (100%) adalah OPAL, OPA 2, OPA
3, OPA 4, OPA 5, OPA 17, OPA 18 dan OPA 19 (Tabel 4.2). Yusron (2005)
menyatakan bahwa populasi yang memiliki polimorfisme yang tinggi, memiliki
peluang hidup lebih baik.

Identifikasi primer yang paling informatif diketahui dari nilai PIC

(Polymorphism Information Content) suatu primer. Pada penelitian ini nilai PIC
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yang diperoleh berkisar antara 0,16 — 0,38 (Tabel 4.2). Nilai PIC tertinggi
ditunjukkan oleh primer OPA 3, sedangkan nilai PIC terendah ditunjukkan oleh
primer OPA 20 (Tabel 4.2). Nilai maksimal PIC pada marka RAPD adalah 0,5
(Dhakshanamoorthy et. al., 2014). Rentang nilai PIC pada marka dominan seperti
RAPD berkisar antara 0 — 0,5. Semakin tinggi nilai PIC yang dimiliki oleh primer
tertentu menunjukkan bahwa primer tersebut semakin baik digunakan untuk
mengetahui variasi genetik (Rolan-Ruiz et. al., 2000).

Nilai EMR (Effective Multiplex Ratio) pada masing-masing primer OPA pada
penelitian ini berkisar antara 27 — 144, dengan rata-rata 79,64 per primer (Tabel
4.2). Primer OPA 3 dan OPA 18 menghasilkan nilai EMR paling tinggi (144),
sedangkan primer OPA 16 menghasilkan nilai EMR paling rendah (27) (abel 4.2).
Nilai EMR digunakan untuk mengetahui jumlah fragmen polimorfik pada sampel
yang diamati. Semakin tinggi nilai EMR, maka semakin efektif primer tersebut
dalam meghasilkan fragmen polimorfik (Roldan-Ruiz et. al., 2000). Primer yang
paling efektif dalam menghasilkan fragmen polimorfik pada sampel pisang
Ambon adalah OPA 3 dan OPA 18.

Nilai MI (Marker Index) berkisar antara 5,23 — 54,40 dengan rata-rata 24,19
per primer (Tabel 4.2). Nilai MI tertinggi dihasilkan oleh primer OPA 3 (54,40),
sedangkan nilai Ml terendah dihasilkan oleh primer OPA 16 (5,23) (Tabel 4.2).
Nilai MI digunakan untuk mengetahui indeks primer dalam menghasilkan
fragmen polimorfik (Varshney et. al., 2007). Primer yang paling baik dalam

menghasilkan fragmen polimorfik menurut nilai M1 adalah primer OPA 3.
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Nilai Rp (Resolution Power) pada penelitian ini diketahui berkisar antara 5,73
— 15, 20 dengan rata-rata 9,26 per primer (Tabel 4.2). Nilai Rp tertinggi dihasilkan
oleh primer OPA 11 (15,20), sedangkan nilai Rp terendah dihasilkan oleh primer
OPA 19 (5,73) (Tabel 4.2). Nilai Rp digunakan untuk menentukan kekuatan suatu
primer dalam menghasilkan fragmen yang jelas. Semakin tinggi nilai Rp maka
semakin baik suatu primer dalam menghasilkan fragmen yang jelas (Prevost dan
Wilkinson, 1999). Primer yang mampu menghasilkan fragmen yang jelas adalah
primer OPA 11.

Tabel 4.2 Hasil Analisis Kekuatan Primer

No Primer TNB NPB  PB(%) PIC EMR Ml Rp
1. OPA1 9 9 100 0,36 81 28,80 6,00
2. OPA 2 8 8 100 0,31 64 19,63 6,13
2L OPA3 12 12 100 0,38 144 54,40 10,80
4. OPA 4 11 11 100 0,28 121 33,44 6,13
5. OPAS5 8 8 100 %35 64 22,61 6,00
6. OPA1l 10 5 50 0,17 50 8,36 15,20
7. OPA16 9 3 33 0,19 27 5,23 13,33
8. OPA17 8 8 100 0,28 64 18,06 10,53
9. OPA18 12 12 100 0,28 144 39,89 7,87
10. OPA19 9 9 100 0,37 81 29]630 §5,73
11. OPA20 9 4 44 0,16 36 5,83 14,13
Total 105 89 927,78 3,12 876 266,08 101,87

Rata-Rata 955 809 8434 0,28 79,64 2419 9,26

Keterangan: TNB: total number of bands; NPB: number of polymorphic bands; PB (%):
polymorphic band percentage; PIC: polymorphism information content; EMR:
effective multiplex ratio; MI: marker index; Rp: resolution power

4.4 Keragaman Genetik dan Pengelompokan Pisang Ambon berdasarkan
Marka RAPD
Nilai koefisien similaritas pisang Ambon berkisar antara 0,323 — 0,758 (Tabel
4.3). Berdasarkan nilai koefisien tersebut maka dapat dikatakan keragaman

genetik pisang Ambon tergolong rendah. Rendahnya keragaman genetik tersebut
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dimungkinkan karena sampel yang digunakan memiliki genom yang sama, yakni
genom AAA. Nilai koefisien similaritas tertinggi yaitu 0,758 terdapat pada sampel
A2 (Ambon Merah) dan sampel A3 (Ambon Warangan), yang menunjukkan
kedua sampel tersebut memiliki kemiripan yang tinggi (berkerabat). Sedangkan
nilai koefisien similaritas terendah bernilai 0,323 dimiliki oleh sampel Al
(Ambon Byok) dan sampel A7 (Ambon Lumut), yang menunjukkan bahwa kedua
sampel tersebut berbeda (tidak berkerabat). Semakin kecil nilai koefisien
similaritas (mendekati nol), maka hubungan kekerabatannya semakin jauh dan
sebaliknya semakin besar nilai koefisien similaritas (mendekati satu), maka
hubungan kekerabatannya semakin dekat (Wijayanto et al. 2013).

Tabel 4.3 Koefisien similaritas Jaccard 13 kutivar pisang Ambon dan 2

pisang liar

Al A2 [ A3 [ A4 | A5 [ A6 | A7 [ A8 | A9 [ A10 [ A1l [ A12 | A13 | AAL | AA2
ALl | 1,000
A2 | 0,667 | 1,000
A3 | 0,603 | 0,758 | 1,000
A4 | 0,607 | 0,591 | 0,547 | 1,000
A5 | 0,569 | 0,557 | 0,585 | 0,586 | 1,000
A6 | 0,682 [ 0,696 | 0,600 | 0,656 | 0,567 | 1,000
A7 | 0323 [ 0,333 [ 0,359 | 0,357 | 0,356 | 0,391 | 1,000
A8 | 0,545 | 0,565 | 0,561 | 0,643 | 0,600 | 0,694 | 0,455 | 1,000
A9 | 0421 [ 0,462 [ 0,493 | 0,531 | 0,478 | 0,542 | 0,433 | 0,594 | 1,000
AL0 | 0,439 | 0,485 [ 0,371 | 0,491 | 0,508 | 0,531 | 0,431 | 0,589 | 0,418 | 1,000
All | 0,578 | 0,551 [ 0,457 | 0,59 | 0,508 | 0,651 | 0,386 | 0,667 | 0,530 | 0,600 | 1,000
A12 | 0,500 | 0,480 [ 0,432 | 0,508 | 0,394 | 0,588 | 0,456 | 0,597 | 0,500 | 0,484 | 0,633 | 1,000
A13 | 0,600 | 0,549 | 0,544 | 0,567 | 0,485 | 0,597 | 0,439 | 0,690 | 0,507 | 0,517 | 0,644 | 0,712 | 1,000
AAL | 0,453 | 0,420 | 0,467 | 0,547 | 0,451 | 0,534 | 0,381 | 0,609 | 0,652 | 0,391 | 0,522 [ 0,536 | 0,591 | 1,000
AA2 | 0,459 | 0,462 | 0,493 | 0,508 | 0,457 | 0,521 | 0,410 | 0,619 | 0,636 | 0,397 | 0,530 | 0,522 | 0,552 | 0,677 | 1,000

Keterangan: Al

(Ambon Byok), A2 (Ambon

Merah), A3 (Ambon Warangan), A4 (Ambon
Putih), A5 (Ambon Sepet), A6 (Ambon Kuning), A7 (Ambon Lumut), A8 (Ambon
Emprit), A9 (Ambon Kecil), A10 (Ambon Jaran), A1l (Ambon Hong), Al12
(Ambon Hijau), A13 (Ambon), AAL (Mas Jambe), AA2 (Becici Kuning)

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa Pisang Ambon Lumut merupakan
salah satu pisang yang perlu untuk dikonservasi dan dijadikan sebagai kandidat

pemuliaan tanaman, hal ini dikarenakan pisang Ambon Lumut sangat berbeda
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dengan pisang Ambon yang lain pada penelitian ini. Ambon Lumut diduga
memiliki suatu ciri yang tidak dimiliki pisang Ambon lain dalam penelitian ini.
Hubungan kekerabatan antara satu jenis/kultivar pisang dengan jenis/kultivar
lainnya merupakan gambaran dari keragaman populasi. Keragaman populasi
tanaman pisang sangat diperlukan dalam penyusunan strategi pemuliaan guna
mencapai perbaikan varietas pisang secara efisien dan strategi konservasinya
untuk mengatasi duplikasi plasma nutfah (Sobir et al. 2006; Sukartini 2007).
Allah SWT menjelaskan dalam surat ar-Ra’d (13):4
Vil doh slay (b Dlger b5 Ol oty £ sl o iy ignid o8 )41 35
i ool Y N3 2 &) 2 YT B a e glan

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-Ra’d (13):4)

Kalimat as J& @=s [laiis pada ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT

telah “melebihkan sebagian tanaman atas tanaman yang lain”, maksud dari ayat
tersebut adalah Allah SWT menciptakan berbagai jenis tumbuhan yang memiliki
bentuk, warna, rasa yang berbeda padahal semua yang tumbuh berasal dari satu
zat alam yang sama Vaitu air (Katsir, 2004). Keragaman yang ada tersebut
menyebabkan manusia beranggapan bahwa suatu tumbuhan lebih unggul dari
tumbuhan lain, misalnya dalam segi rasa buah yang manis dianggap lebih unggul
dari buah yang memiliki rasa masam, atau dari segi produksi tanaman yang
mampu menghasilkan buah lebih banyak/besar dianggap lebih unggul dari

tanaman yang menghasilkan buah sedikit/kecil.
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Analisis clustering pada 15 kultivar pisang Ambon menghasilkan
pengelompokan pisang ambon ke dalam 3 grup, yaitu grup I, grup 1l dan grup Il
(Gambar 4.3). Grup | dan Grup Il memiliki nilai koefisien similaritas 0,50 dan
grup Il terpisah dengan nilai 0,375. Pisang — pisang yang digunakan dalam
penelitian ini mengelompok secara acak dan tidak mengelompok berdasarkan
daerah persebaran sampel.

Pisang — pisang yang tergolong dalam grup | antara lain A9 (Ambon Kecil),
AALl ( Mas Jambe) dan AA2 (Becici Kuning). Pisang - pisang yang mengelompok
pada grup | ini diduga memiliki genom AA, hal ini dikarenakan pisang yang
digunakan sebagai out-grup mengelompok pada grup ini. Pisang yang digunakan
sebagai out-grup pada penelitian ini adalah Mas Jambe dan Becici kuning, dimana
kedua pisang tersebut merupakan pisang dengan genom AA (Jumari dan
Pudjoarianto, 2000).

Pisang yang mengelompok pada Grup Il antara lain A1 (Ambon Byok), A2
(Ambon Merah), A3 (Ambon Warangan), A4 (Ambon Putih), A5 (Ambon
Sepet), A6 (Ambon Kuning), A8 (Ambon Emprit), A1l (Ambon Hong), Al2
(Ambon Hijau) dan Al13 (Ambon). Pisang yang mengelompok pada grup Il
merupakan pisang yang memiliki genom AAA. Grup | dan Grup Il memisah
berdasarkan perbedaan genom, dimana grup | beranggotakan pisang yang
memiliki grup genom AA (diploid) sedangkan grup Il beranggotakn pisang yang
memiliki grup genom AAA (triploid). Secara morfologi yang membedakan antara
pisang yang memiliki genom AA (diploid) dan genom AAA (triploid) antara lain

habitus daun, tinggi tanaman dan ukuran buah (Hapsari, 2015a).
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Pisang yang memiliki genom AA memiliki habitus daun yang tegak,
sedangkan pisang dengan genom AAA memiliki habitus daun normal hingga
terkulai. Sedangkan dari segi tinggi tanaman, pisang yang memiliki genom AAA
memiliki perawakan lebih tinggi daripada pisang dengan genom AA. Ukuran
buah pisang yang memiliki genom AA lebih kecil dibanding ukuran pisang

dengan genom AAA (Hapsari, 2015a).

Ambon Kecil
84 Grup I
2' Mas Jambe (AA)

Becici Kuning

Ambon Sepet
=149 == Ambon Merah
23 Ambon Warangan

— Abon Byok

14 G 11
—— » Ambon Putih (Ar‘:g)

76 el 25 - Ambon Kuning

Iq ; Ambon Emprit
» Ambon Hong

Ambon Hijau

100 61

Ambon

Ambon Jaran T Grup I
(AAA Jatim)

Ambon Lumut -
15 <0990 A9 099 o019
0P ISR BB IR RIS
Similarity
Gambar 4.3 Fenogram pengelompokan Pisang Ambon di Jawa Timur dan Jawa Tengah
berdasarkan marka RAPD

Pisang yang mengelompok pada Grup Ill adalah A7 (Ambon Lumut) dan
A10 (Ambon Jaran). Grup Ill diketahui mengelompok berdasarkan lokasi asal

sampel, dimana kedua pisang tersebut merupakan pisang yang berasal dari Jawa
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Timur. Allah SWT menjelaskan dalam surat ar-Ra’d (13):4

TR P, L P |f~}~,. ,«/'/~/. P % J;E %,%// ..ll:(d' A ./“' %
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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-Ra’d (13):4)

Kata i skddalam ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT telah

menciptakan “bagian-bagian yang berdampingan”, menurut pendapat yang
diriwayatkan oleh Ibnu Abbas, Mujahid dan Sa’id bin Jubair kata
“berdampingan” yang dimaksud adalah tanah-tanah yang berdekatan antara satu
dengan yang lain. Tanah-tanah yang berdekatan tersebut memiliki karakteristik
masing-masing dan memiliki kemempuan yang berbeda dalam menumbuhkan
tanaman yang bermanfaat bagi manusia (Katsir, 2004). Beragamnya jenis tanah
mempengaruhi keragaman jenis tumbuhan yang ada di bumi, tanaman yang
tumbuh di satu lahan yang sama lebih munkin memiliki kesamaan satu sama lain
daripada tanaman yang tumbuh di lahan yang memiliki karakter yang berbeda.
Hal tersebut yang mendukung hasil penelitian bahwa pisang Ambon Lumut dan
Ambon Jaran mengelompok menjadi satu grup yang berasal dari Jawa Timur.
Pengelompokan pisang Ambon selain dapat dilihat dari fenogram (Gambar
4.3) yang terbentuk juga dapat dilihat berdasarkan pemetaan menggunakan PCoA
(Principal Coordinate Analysis) (Gambar 4.4), dimana pada hasil pemetaan

tersebut juga terbentuk 3 grup yang sesuai dengan fenogram yang terbentuk. Hal
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ini menunjukkan hasil PCoA dapat memperjelas hasil pengelompokan fenogram.
Nilai PcoA keragaman molekuler yang dinyatakan oleh aksis 1 dan 2 pada 13
kultivar pisang ambon dan 2 pisang liar menggunakan 20 primer RAPD
menunjukkan niali sebesar 41,43%. Nilai PcoA tersebut juga menunjukkan

besarnya prosentase keragaman pada sampel yang digunakan.

« Ambon
Lumut

* Ambon Hong

‘Ambon Merah «Ambon Kuning + Ambon
1 /—°Ambon "Ambon Sepet ! » Ambon Emprit
Byok

* Ambon Putih

*Ambon Warangan

) Grup |
+«Ambon Kecil
« Becici Kuning

0451 ° Mas Jambe

T T T + T T u T T
-04 -03 -0.2 -0.1 0.0 01 0.2 03 04 05
Coordinate 1

Gambar 4.4 Pemetaan 13 kultivar Pisang Ambon dan 2 pisang liar berdasarkan Marka

RAPD menggunakan PCoA (Principal Coordinate Analysis)

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini adalah:

1. Marka RAPD dapat digunakan untuk mengetahui keragaman genetik, hal ini
dikarenakan beberapa primer RAPD (OPA 3, OPA 4 dan OPA 18) mampu
menghasilkan fragmen polimorfik.

2. Keragaman genetik pisang Ambon tergolong rendah yang disebabkan sampel
pisang ambon yang digunakan memiliki kesamman genom, sehingga sampel
yang digunakan tidak direkomendasikan dalam upaya hibridisasi karena akan

mengakibatkan adanya duplikasi plasma nutfah.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui sifat yang dikode oleh
fragmen yang dihasilkan oleh marka RAPD, dengan menggunakan sequensing.
Perlu dilakukan penelitian sejenis dengan menggunakan sampel pisang yang
berbeda, sehingga dapat mempertegas bahwa marka RAPD dapat digunakan
untuk mengetahui keagaman genetik pada tanaman pisang. Primer yang
disarankan untuk digunakan dalam mengidentifikasi keragaman genetik pisang
Ambon antara lain primer OPA 3, OPA 4 dan OPA 18.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Visualisasi Hasil Seleksi Amplifikasi menggunakan OPA 1-20

M Al A2 A3 A4 A5 A6 AT A3 A9 A0 Al A2 Al13 A4l AA2

[

1500 bp.

1000 bp ‘

OPA 2

A Al A2 A3 A4 A5 A6 AT A3 A0 A0 Al A2 A13 AAl AN
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Lampiran 2. Karakter Morfologi 13 Pisang Ambon

a. Ciri-ciri pisang ambon kuning

1.
2.
3.
4

5.

Ukuran buah lebih besar dibanding jenis pisang ambon lainnya.

Kulit buah yang sudah matang berwarna kuning putih kemerahan.

Daging buah pulen, berasa manis dan beraroma harum.

Dalam satu tandan umumya terdapat 7- 9 sisir dengan rata-rata persisir 10-12
buah pisang.

Buah cocok disantap sebagai buah segar.

b. Ciri-ciri pisang ambon lumut

1.
2.

8.
4.
5

6.

Ukuran buah lebih kecil dibandingkan pisang ambon kuning.

Kulit buah berwarna hijau walaupun sudah matang, tetapi pada kondisi sangat
matang berwarna hijau kekuningan dengan bercak cokelat kehitaman dan kulit
lebih tebal daripada pisang ambon kuning.

Daging buah memiliki warna hampir sama dengan ambon kuning, hanya sedikit
lebih putih.

Daging buah agak keras, berasa lebih manis dan beraroma lebih harum.

Dalam satu tandan terdapat 7-12 sisir pisang dengan rata-rata persisir 10-12
buah pisang.

Buah cocok disantap sebagai buah segar.

c. Ciri-ciri pisang ambon putih

o1k =

o>

Ukuran buah lebih besar dibandingkan pisang ambon lumut.

Kulit buah yang sudah matang berwarna kuning keputihan.

Daging buah berwarna putih kekuningan.

Daging buah berasa manis sedikit masam dan beraroma harum.

Dalam satu tandan terdapat 10-14 sisir dengan rata-rata persisir 10-12 buah
pisang.

Buah cocok disantap sebagai buah segar.

d. Ciri-ciri pisang ambon warangan

1.
2.

3.

4.
5

Memiliki tinggi yang tergolong pendek (< 2m).

Batang semu berwarna kuning sampai hijau kekuningan, bersemu merah, lilin
pada permukaan batang semu cukup banyak.

Perawakan daun terkulai, memiliki lebar + 35 cm dan panjang £ 105 cm,
permukaan atas daun mengkilap sedangkan permukaan bawah daun berlilin.
Titik sisipan daun bersifat asimetri.

Tulang daun bagian atas berwarna kuning dan tulang daun bagian bawah
berwarna hijau terang.

e. Ciri-ciri pisang ambon

1.
2.

3.

Memiliki tinggi yang tergolong normal (x 2m).

Batang semu berwarna hijau kekuningan, lilin pada permukaan batang semu
cukup banyak, getah berwarn putih susu.

Perawakan daun intermediet, memiliki lebar £ 24 cm dan panjang + 75 cm,
permukaan atas daun mengkilap sedangkan permukaan bawah daun berlilin.
Titik sisipan daun bersifat simetri.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



64

5. Tulang daun bagian atas dan tulang daun bagian bawah berwarna hijau terang.

f. Ciri-ciri pisang ambon emprit

1. Memiliki tinggi yang tergolong kerdil (< 2m).

2. Batang semu berwarna hijau kekuningan, lilin pada permukaan batang semu
sangat sedikit, getah berwarna putih bening.

3. Perawakan daun intermediet, memiliki lebar £ 36 cm dan panjang + 170 cm,
permukaan atas daun mengkilap sedangkan permukaan bawah daun berlilin.

4. Titik sisipan daun bersifat simetri.

5. Tulang daun bagian atas berwarna hijau terang dan tulang daun bagian bawah
berwarna hijau.

g. Ciri-ciri pisang ambon hijau

1. Memiliki tinggi yang tergolong normal (£ 2m).

2. Batang semu berwarna kuning sampai hijau kekuningan, lilin pada permukaan
batang semu sangat sedikit, getah berwarna putih susu.

3. Perawakan daun intermediet, memiliki lebar £ 36 cm dan panjang + 85 cm,
permukaan atas daun mengkilap sedangkan permukaan bawah daun berlilin.

4. Titik sisipan daun bersifat asimetri.

5. Tulang daun bagian atas berwarna hijau terang dan tulang daun bagian bawah
berwarna hijau.

h. Ciri-ciri pisang ambon hong

1. Memiliki tinggi yang tergolong normal (x 2m).

2. Batang semu berwarna kuning sampai hijau kekuningan, bersemu merah, lilin
pada permukaan batang semu sangat sedikit, getah berwarna putih susu.

3. Perawakan daun intermediet, memiliki lebar £ 43 cm dan panjang + 130 cm,
permukaan atas daun mengkilap sedangkan permukaan bawah daun berlilin.

4. Titik sisipan daun bersifat asimetri.

5. Tulang daun bagian atas berwarna kuning dan tulang daun bagian bawah
berwarna hijau terang.

i. Ciri-ciri pisang ambon byok

1. Memiliki tinggi yang tergolong normal (x 2m).

2. Batang semu berwarna hijau kekuningan, lilin pada permukaan batang semu
sedikit, getah berwarna putih bening.

3. Perawakan daun intermediet, memiliki lebar £ 36 cm dan panjang + 150 cm,
permukaan atas daun mengkilap sedangkan permukaan bawah daun berlilin.

4. Titik sisipan daun bersifat simetri.

5. Tulang daun bagian atas berwarna hijau tua dan tulang daun bagian bawah
berwarna hijau.

J. Ciri-ciri pisang ambon jaran
1. Memiliki tinggi yang tergolong normal (+ 2m).
2. Batang semu berwarna hijau kekuningan sampai hijau, lilin pada permukaan
batang semu sedikit, getah berwarna putih susu.
3. Perawakan daun intermediet, memiliki lebar + 41 cm dan panjang + 90 cm,
permukaan atas daun mengkilap sedangkan permukaan bawah daun berlilin.
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4. Titik sisipan daun bersifat asimetri.
5. Tulang daun bagian atas dan tulang daun bagian bawah berwarna kuning.

k. Ciri-ciri pisang ambon kecil

1. Memiliki tinggi yang tergolong kerdil (< 2m).

2. Batang semu berwarna kuning sampai hijau kekuningan, lilin pada permukaan
batang semu sedikit, getah berwarna putih susu.

3. Perawakan daun terkulai, memiliki lebar + 47 cm dan panjang £ 170 cm,
permukaan atas daun mengkilap sedangkan permukaan bawah daun berlilin.

4. Titik sisipan daun bersifat asimetri.

5. Tulang daun bagian atas berwarna kuning dan tulang daun bagian bawah
berwarna hijau kekuningan.

I. Ciri-ciri pisang ambon merah

1. Memiliki tinggi yang tergolong normal (x 2m).

2. Batang semu berwarna merah keunguan, lilin pada permukaan batang semu
sedikit, getah berwarna putih bening.

3. Perawakan daun intermediet, memiliki lebar £ 50 cm dan panjang + 250 cm,
permukaan atas daun mengkilap sedangkan permukaan bawah daun berlilin.

4. Titik sisipan daun bersifat asimetri.

5. Tulang daun bagian atas dan tulang daun bagian bawah berwarna kemerahan.

m. Ciri-ciri pisang ambon sepet

1. Memiliki tinggi yang tergolong kerdil (< 2m).

2. Batang semu berwarna hijau kekuningan sampai hijau, bersemu merah, lilin

pada permukaan batang semu cukup banyak, getah berwarna putih susu.

3. Perawakan daun terkulai, memiliki lebar £ 39 cm dan panjang = 101 cm,
permukaan atas daun mengkilap sedangkan permukaan bawah daun berlilin.
Titik sisipan daun bersifat asimetri.

Tulang daun bagian atas dan tulang daun bagian bawah berwarna hijau
kekuningan.

Ok
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