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ABSTRAK

Probojati, Rasyadan Taufiq. 2018. Diversitas Genetik Pisang Raja (Musa x
paradisiaca L.) di Pulau Jawa Berdasarkan Marka Molekuler RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA). Pembimbing (I) Didik Wahyudi, M.Si.
Pembimbing (11) Umaiyatus Syarifah, M.A

Kata Kunci: Pisang Raja, diversitas genetik, clustering, RAPD

Pisang merupakan tanaman buah berbentuk herba dalam keluarga
Musaceae yang sebagian besar tersebar di kawasan Asia Tenggara (termasuk
Indonesia). Pusat keragaman pisang kultivar di Indonesia tersebar di wilayah
pulau Jawa, Madura, Sulawesi dan Sumatera. Banyaknya pisang kultivar di
Indonesia menyebabkan adanya perbedan nama pada masing-masing daerah,
sehingga mengakibatkan permasalahan dalam tata nama taksonomi, dan
pengelompokkan jenis pisang kultivar. Selama ini, pengelompokkan pisang
kultivar di Indonesia menggunakan karakter morfologi (fenetik). Namun, hasil
penelitian tersebut seringkali kurang akurat karena bersifat subjektif. Pendekatan
melalui marka molekuler dipercaya memiliki tingkat akurasi yang lebih tinggi
guna pengelompokan pisang kultivar dibanding dengan pendekatan morfologi.
Beberapa marka molekuler di atas yang sering digunakan dalam penelitian
diversitas genetik pada tumbuhan adalah RAPD.

Metode yang digunakan pada 13 sampel pisang raja dan 2 sampel pisang
liar yaitu isolasi DNA, uji kualitatif dan kuantitatif. Kemudian amplifikasi PCR
menggunakan primer RAPD (OPA1-20). Setelah didapatkan hasil amplifikasi
kemudian dilakukan analisis data yaitu: Skoring Data, Analisis Kekuatan Primer
(polymorphism information content (PIC), effective multiplex ratio (EMR),
marker index (M), resolution power (Rp)), clustering (indeks similaritas Jaccard
menggunakan aplikasi PAST (Paleontological Statistics) versi 3.15) dan
Principal coordinates Analysis (PCoA).

Hasil dari penelitian ini yakni dari 20 primer terdapat 12 primer yang
berhasil mengamplifikasi pita polimorfik DNA pada Pisang Raja (OPA 1, OPA 2,
OPA 3, OPA 4, OPA 5, OPA 8, OPA 11, OPA 16, OPA 17, OPA 18, OPA 19,
OPA 20). Nilai koeefisien similaritas yang dihasilkan rendah dan pita polimorfik
yang dihasilkan tinggi, sehingga diversitas genetik pisang Raja tinggi. Pisang Raja
yang ada di Pulau Jawa mengelompok berdasarkan genomnya dengan
menghasilkan 3 cluster dengan outgroup Raja Bali (R1). Cluster 1 adalah Raja
Madu (R8), Raja Sereh (R3). Cluster 2 adalah Raja Jambe (R6), Raja Kriyak (R9),
Raja Klutuk (R11), Raja Brentel (R12), Raja Seribu (R10), Raja Lini (R13),
Monyet (AA3), Klutuk Wulung (BB1). Cluster 3 adalah Raja Bandung (R2), Raja
Kisto (R4), Raja Gareng (R7), Raja Delima (R2).

Xiv
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ABSTRACT
Probojati, Rasyadan Taufig. 2018. Genetic Diversity of Raja Banana (Musa x
paradisiaca L.) in Java Island Based on Molecular Marks of RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA). Supervisor: (1) Didik Wahyudi,
M.Si. Advisor (I1) Umaiyatus Syarifah, M.A

Keywords: Raja Banana, genetic diversity, clustering, RAPD

Banana is an herbaceous fruit in the group of Musaceae that mostly spread
in Southeast Asia (including Indonesia). Center for diversity of cultivar banana in
Indonesia spreads over the islands of Java, Madura, Sulawesi and Sumatra. The
number of cultivar banana in Indonesia has caused the different names in each
region, causing problems in taxonomic name, and grouping of cultivar banana. So
far, grouping cultivar banana in Indonesia uses morphological (phenetic)
characters. However, the results of these studies are often less accurate doe to
subjective research. Approaches through molecular markers are believed to have a
higher degree of accuracy for cultivar banana grouping than with morphological
approach. Some of the molecular markers above that are often used in research on
the genetic diversity in plants are RAPD.

The method that was used on 13 samples of raja Banana and 2 samples of
wild banana is DNA isolation, qualitative and quantitative test. Then PCR
amplification used RAPD primer (OPA1-20). After obtaining the results of
amplification and then performed data analysis: Data Scoring, Primary Strength
Analysis (polymorphism information content (PIC), effective multiplex ratio
(EMR), and marker index (MI), resolution power (Rp)), clustering (Jaccard
similarity index using PAST (Paleontological Statistics) version of 3.15) and
Principal coordinates Analysis (PCoA).

The results of the research in 20 primers, there are 12 primers that
successfully amplify DNA polymorphic band on Raja Banana (OPA 1, OPA 2,
OPA 3, OPA 4, OPA 5, OPA 8, OPA 11, OPA 16, OPA 17, OPA 18 , OPA 19,
OPA 20). The similarity coefficient value was low and the polymorphic band was
high, so the genetic diversity of the Raja Banana was high. Raja Banana in Java
Island is grouped by the genom by producing 3 clusters with out-groups Raja Bali
(R1). Cluster 1 is Raja of Honey (R8), Raja of Citrus (R3). Cluster 2 is Raja of
Jambe (R6), Raja of Kriyak (R9), Raja of Cow (R11), Raja of Brentel (R12), Raja
Seribu (R10), Raja of Lini (R13), Monkey (AA3), Klutuk Wulung (BB1). Cluster
3 is Raja of Bandung (R2), Raja of Kisto (R4), Raja of Gareng (R7), Raja of
Delima (R2)

XV
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Produksi pisang saat ini tengah menjadi pusat perhatian dunia. Hal ini terbukti
dengan produksi pisang dunia yang terus mengalami peningkatan dari tahun 1980
hingga 2013 (FAO, 2013; Kementrian Pertanian, 2016). Salah satu negara yang
berkontribusi dalam produksi pisang dunia adalah Indonesia. Negara Indonesia
telah berkontribusi sebesar 5,67% dan menduduki posisi keenam sebagai negara
sentra produksi pisang dunia (FAO, 2013; Kementrian Pertanian, 2016). Beberapa
daerah yang berkontribusi dalam produksi pisang di Indonesia diantaranya Jawa
Timur sebesar 21,87%, Jawa Barat sebesar 19,22%, Lampung sebesar 18,20%,
Jawa Tengah sebesar 7,68% (Kementrian Pertanian, 2016).

Pisang merupakan tanaman buah berbentuk herba dalam keluarga Musaceae
yang sebagian besar tersebar di kawasan Asia Tenggara (termasuk Indonesia)
(Nuswamarhaeni et al., 1989; Kementerian Pertanian, 2016). Persebaran
keragaman pisang di dunia diduga berawal dari Indo-Malesia, kemudian
menyebar ke seluruh wilayah tropis dan subtropis di Asia, Amerika, Afrika, dan
Australia (Simmonds & Shepherd, 1955; De Langhe et al., 2009).

Saat ini, pengembangan pisang terpusat pada jenis pisang kultivar, karena
merupakan komoditas hortikultura dari kelompok buah-buahan yang bernilai
sosial dan ekonomi tinggi (Purwadaria, 2006). Seluruh jenis pisang kultivar yang
dikenal saat ini diduga berasal dari hasil hibridisasi spesis pisang liar Musa

acuminata Colla dan Musa balbisiana Colla. Banyaknya jenis pisang kultivar saat
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ini diduga karena adanya persilangan secara alami, persilangan balik antar
keturunan dengan tetuanya, mutasi, autopoliploidi, dan partenokarpi dari dua
pisang liar. Selain itu, domestikasi, seleksi dan cara budidaya manusia juga
berperan dalam evolusi dan penyebaran pisang ke berbagai tempat (Simmonds
dan Shepherd, 1955; De Langhe et.al., 2009).

Jenis pisang kultivar yang tersebar di Indonesia terdapat lebih dari 200 jenis
dan berbeda penamaan dari setiap daerahnya. Beberapa jenis pisang kultivar "yang
menjadi unggulan di Indonesia diantaranya adalah pisang susu, pisang kepok,
pisang tanduk, pisang nangka, pisang ambon, dan pisang raja (Nasution dan
Yamada, 2001).

Allah SWT menciptakan beraneka ragam jenis tumbuhan yang tidak terhitung
jumlahnya, seperti halnya pisang kultivar. Penciptaan yang beragam inilah
bertujuan agar manusia dapat merenungkan dan mempelajari sehingga dapat
diambil manfaatnya. Sebagaimana firman Allah SWT dalam al-qur’an surat Asy-
Syu’ara/26: 7

VR 735 08 o e LT R T Y T30 21
Artinya: “Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuhan-tumbuhan
yvang baik?.”

Menurut Bahreisy (1994) lafadz 's» & sl “Dan apakah mereka tidak
memperhatikan” pada ayat di atas menjelaskan bahwa Allah SWT mencela orang-
orang yang tidak mau mempergunakan akal pikiran mereka untuk memperhatikan
apa yang terjadi di alam ini yang setiap kejadian itu menunjukkan kepada

kekuasaan Allah. Lafadz e sl 5 “berapakah banyaknya Kami tumbuhkan” dan
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lafadze S #3530 XK o« “pelbagai macam tumbuhan-rumbuhan yang baik?”
menjelaskan bahwa Allah SWT menumbuhkan tumbuh-tumbuhan yang beraneka
ragam bentuk dan variasinya, masing-masing memiliki ciri khas batang, daun,
bunga dan buah. Allah SWT menciptakan tumbuhan-tumbuhan yang ada di bumi
ini beranekaragam dan masing-masing mempunyai karakteristik morfologi yang
spesifik sehingga bisa dapat dibedakan antara satu tumbuhan dengan tumbuhan
lainnya.

Allah  SWT mengingatkan kebesaran kekuasan-Nya, keagungan dan
kemampuan-Nya. Dia lah yang Mahaperkasa, Mahaagung lagi Mahakuasa yang
telah menciptakan bumi dan menmbuhkan di dalamnya tumbuh-tumbuhan yang
baik berupa tanam-tanaman, buah-buahan dan hewan.

Banyaknya pisang kultivar di Indonesia menyebabkan adanya perbedan nama
pada masing-masing daerah, sehingga mengakibatkan permasalahan dalam tata
nama taksonomi, dan pengelompokkan jenis pisang kultivar (Singh et al, 2001).
Sebagai contoh pisang raja yang tersebar di Pulau Jawa (Zuhairini, 1997;
Sukartini, 2006) memiliki nama yang berbeda-beda pada masing-masing daerah.
Pisang Raja Bulu juga dikenal sebagai Raja Madu di Jember, Raja Kul juga
dikenal sebagai Raja Talun di Pasuruan dan Probolinggo, Raja Pakak juga dikenal
Raja Sepet di Pasuruan, dan Raja Sajen juga dikenal sebagai Rojo Talun di
Malang (Hapsari et.al., 2017).

Penamaan pisang kultivar pada awalnya dikenalkan oleh Linnaeus pada tahun
1753 dengan nama ilmiah Musa paradisiaca Linn., dalam bukunya yang berjudul

“Species Plantarum”. Pisang tersebut terdiri dari pisang yang bercirikan
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mengandung banyak pati sehingga perlu dimasak terlebih dahulu sebelum
dikonsumsi. Kemudian, pada tahun 1759 Linneus memberi penamaan pisang
Musa sapientum Linn. dalam bukunya yang berjudul “Systema Naturae”. Nama
Musa sapientum Linn. dideskripsikan sebagai pisang buah dengan rasa buah yang
manis dan dapat dikonsumsi dalam keadaan segar ketika matang (Valmayor et al.,
2000).

Namun, penamaan tersebut tidak cocok digunakan di Asia Tenggara yang
merupakan pusat keragaman pisang kultivar (Simmonds, 1959; Espino et al.,
1992), sehingga tata nama dan pengelompokkan pisang kultivar dilakukan dengan
pendekatan genomik yang telah ditentukan pada tahun 1999 (Valmayor et. al,
2000; INIBAP, 2006). Pendekatan dengan menentukan genom pada pisang
kultivar dapat dilakukan dengan penilaian skoring berdasarkan karakter morfologi
(fenetik) (Simmonds dan Shepherd, 1955; Simmonds, 1959).

Penelitian  menggunakan  karakter — morfologi  (fenetik)  terhadap
pengelompokan pisang kultivar di Indonesia sudah banyak dilakukan (Oktavianti,
2013; Khasanah dan Marsusi; 2014; Ambarita et.al, 2015 ). Namun, hasil
penelitian tersebut seringkali kurang akurat karena tidak dijelaskan secara rinci
mengenai karakteristik yang dapat mempengaruhi pengelompokan antar varietas,
bersifat subyektif, dan dapat dipengaruhi oleh faktor lingkungan (Guzow-
Krzeminsk et al., 2001).

Pendekatan melalui marka molekuler dipercaya memiliki tingkat akurasi yang
lebih tinggi guna pengelompokan pisang kultivar dibanding dengan pendekatan

morfologi (Williams et al, 1990; Maftuchah, 2001; Rao dan Hodgkin, 2002; de
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Jesus et. al., 2013). Beberapa marka molekuler yang sering digunakan dalam
pengelompokan tanaman diantaranya adalah RAPD (Pillay et al., 2000; Sukartini,
2008), RFLP (Nwakanma et al., 2003; Ekasari et al., 2012), dan AFLP (Wong et
al., 2002). Marka molekuler tersebut telah dipercaya mampu membedakan
genotipe di antara individu tumbuhan dengan tingkat akurasi yang tinggi (Virk et
al. 1995; Powell, 1996; Bustamam et al., 2004).

Beberapa marka molekuler di atas yang sering digunakan dalam penelitian
diversitas genetik pada tumbuhan adalah RAPD (Bustaman dan Moeljopawiro,
1998; Dayarani dan Dhanarajan, 2014). Selain itu, marka RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) juga merupakan marka molekuler yang paling
sering digunakan untuk mengetahui tingkat taksonomi dan pengelompokkan
pisang kultivar (Uma et al., 2006; Brown et al., 2009; Olivia et al., 2010;
Makunthakumar et al., 2013; Kiran et al., 2015; Nair, 2016).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) merupakan teknik amplifikasi
DNA mnggunakan primer secara random. Beberapa kelebihan RAPD diantaranya
yaitu, dapat mengkarakterisasi sampel secara sederhana, cepat, akurat, analisanya
hanya membutuhkan sampel DNA dalam jumlah sedikit (0,5 — 50 ng) (Demeke
dan Adams, 1994) dan tidak membutuhkan informasi sekuen DNA terlebih
dahulu (Yu dan Pauls, 1994). Selain itu, RAPD juga dapat menggunakan DNA
yang diekstraksi dari sampel daun kering (Syamsuardi et al., 2008).

Pendekatan melalui marka molekular dalam mengetahui informasi diversitas
genetik juga sangat bermanfaat dalam bidang pertanian khususnya budidaya

pisang seperti penentuan jumlah variasi dalam plasma nutfah (Sunaryo, 2015),
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perbandingan antar aksesi dan penentuan bibit unggul pada tanaman (Sholihah,
2014). Banyaknya penelitian yang menggunakan pendekatan molekuler dalam
pengelompokan pisang kultivar membuktikan bahwa penelitian secara molekuler
lebih akurat (Rao dan Hodgkin, 2002) dibanding dengan pendekatan secara
morfologi. Oleh karena itu dalam penelitian ini akan dilakukan analisis
pengelompokkan kultivar pisang raja di Pulau Jawa, serta membantu proses
karakterisasi yang lebih akurat berdasarkan marka molekuler RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA).

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, rumusan masalah pada penelitian ini

adalah:

1. Bagaimanakah nilai koefisien similaritas dan diversitas genetik kultivar
pisang raja di pulau Jawa berdasarkan pendekatan molekuler RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA)?

2. Apakah marka molekuler RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
primer OPA 1- OPA 20 dapat mengelompokkan pisang Raja di Pulau
Jawa berdasarkan genomnya?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui nilai koefisien similaritas dan diversitas genetik
kultivar pisang raja di pulau Jawa berdasarkan pendekatan molekuler

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
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2.

Untuk mengetahui marka molekuler RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) primer OPA 1- OPA 20 dapat mengelompokkan

pisang Raja di Pulau Jawa berdasarkan genomnya.

1.4 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah:

1. Informasi tentang keragaman genetik antar Kultivar pisang raja dapat

digunakan sebagai dasar dalam pemuliaan dan konservasi.

. Hasil dari analisis dalam bidang pertanian khususnya budidaya pisang

dapat dimanfaatkan untuk penentuan variasi dalam plasma nutfah dan
penentuan bibit unggul.

Hasil dari analisis kekerabatan pada pisang juga diharapkan bisa untuk
membedakan genom antar pisang kultivar, sehingga dapat digunakan

sebagai acuan dalam tata nama pisang kultivar.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

N

2.

3.

Kultivar pisang raja sebanyak 13 yang tersebar dari daerah pulau Jawa
koleksi kebun plasma nutfah Dinas Pertanian Giwangan Yogyakarta. Out
group merupakan 2 jenis pisang liar.

Amplifikasi DNA dilakukan menggunakan 20 primer RAPD terpilih, yaitu
(Operon Technology Ltd).

Analisis data yang dilakukuan kekuatan primer seperti: polymorphism
information content (PIC), effective multiplex ratio (EMR), marker index

(MI), resolution power (Rp), qualitative nature of data (QND), effective
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marker index (EMI), dan genotype index (GI). Analisis untuk mengetahui
keanekaragaman jenis dan pengelompokkan dari indeks similaritas diolah
menggunakan indeks Shannon pada aplikasi PAST (Paleontological

Statistics) versi 3.15.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

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

yakni pada surat al Wagiah (56): 27-31,

A =T - ; - LT % - s P
W:E 29 i @ ot Zizel Ul Co2l;
A L e - e - 'M“ }:.: LV
B K D S S

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-Waaqi’ah: 27-31)

Kata == menurut Ibnu Katsir adalah pohon besar yang terdapat di daerah
Hijaz, hal serupa juga diterangkan dalam kitab Lisanul Arab yang menjelaskan
beberapa arti dari kata =l yang terdapat di surat al Wagiah tersebut. Beberapa arti
dari kata zl tersebut menurut kitab Lisanul Arab (Manzur,1993) antara lain
adalah pohon besar yang terdapat di daerah Hijaz, kata =k juga diartikan sebagai
pohon yang memiliki sedikit daun, pohon yang bayang-bayangnya dapat dijadikan
naungan atau tempat berteduh, serta kata zl= diartikan sebagai pohon yang
memiliki buah yang memiliki rasa yang manis.

Kata zl= ada yang memahaminya dalam arti pohon pisang atau pohon
kurma. Banyak juga yang menggambarkan =k 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 harum (Shihab,
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2002). Ciri-ciri yang dimiliki pohon tersebut menyebabkan banyak yang lebih
mengartikan =k sebagai pohon pisang (Al-Sheikh, 2004).

Pisang termasuk famili Musaceae yang berkerabat dekat dengan Famili
Heliconiaceae, Lowiaceae dan Strelitziaceae (Gambar 2.1) (Simpson, 1953;
Simpson, 2006). Beberapa genus yang termasuk dalam famili Musaceae antara
lain Musa, Ensete dan Musella. Secara umum genus Musa memiliki lima section
antara lain Australimusa, Callimusa, Ingentimusa, Eumusa dan Rhodochlamys

(Perrier et. al., 2011).

| Zingiberales |
— Gingers = B “Bananas™
@ = o =
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= = = = = = ] bt
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i = = — - L _ =
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1

f .
leaves monistichous

staminodes connate

fls. asymmetric :
(above perianth tube)

anthers bisporangiate sepals connate
staminodes petaloid
i ! .
fertile stamen | {(median posterior)

[ i
raphides absent
outer, lateral stamen staminodial®

lvs. distichous

ovary inferior
silica cells
51]]1¢D."|]LII.C plyxis

lvs. penni-parallel, w/ air chambers

Gambar 2.1. Cladogram Ordo Zingiberales (Kress et. al.,
2001) dengan sifat apomorfi terpilih
(Kirchoff, 2003)

Pisang merupakan tanaman buah tropis yang mayoritas terdapat di Asia

Tenggara (Simmonds, 1959; Nuswamarhaeni et al., 1989; De Langhe et al., 2009;
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Li et al., 2013). Pisang buah atau olahan merupakan hasil hibridisasi antara dua
spesies pisang liar yaitu Musa acuminata Colla (A) dan Musa balbisiana Colla
(B) (Wong et al, 2001). Perkawinan silang antara pisang M. acuminata dan M.
balbisiana menghasilkan beberapa pisang kultivar yang ditemukan saat ini.
(Simmmons, 1959; Espino et al., 1992; Valmayor et al., 2000; De Langhe et al.,
2009). Berdasarkan jenis dan pemanfaatannya, pisang dibagi menjadi empat
kelompok, yaitu: 1) pisang yang dapat dimakan setelah buahnya dimasak (M.
paradisiaca normalis) misalnya pisang tanduk, nangka, dan kepok; 2) pisang buah
(M. paradisiaca var sapientum, M. nana disebut juga M. cavendishii, M. sinensis)
misalnya pisang susu, cavendis, mas, barangan, ambon, dan raja; 3) pisang yang
diambil seratnya misalnya pisang manila; 4) pisang berbiji (M. brachycarpa)
misalnya pisang batu dan klutuk.

Pisang Musa X paradisiaca AAB. merupakan tumbuhan monokotil yang
termasuk dari divisi Magnoliophyta. Tanaman pisang berbentuk pohon yang
tersusun atas batang semu (pseudostem). Habitus tanaman pisang berupa herba
berbatang basah (Lugman, 2012).

Tipe akarnya serabut yang tumbuhnya menuju bawah antara kedalaman
75 - 150 cm (Satuhu dan Supriyadi, 2009), sehingga termasuk kelas Liliopsida
(Simpson, 1953). Akar pisang terbanyak berada dibagian bawah tanah dan
pangkal pada batang pisang. Akar yang berada di bagian samping umbi tumbuh
ke samping atau mendatar. Perkembangan akar pisang secara lateral mencapai 4-5
meter (Siemonsma dan Pileuk, 1994). Akar muda berwarna putih dan ketika

dewasa berwarna coklat.
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Batang pisang yang memiliki ukuran pendek, biasa disebut bonggol
(corm) terletak di bawah tanah. Pada bonggol pisang tumbuh beberapa rimpang
pendek yang akan menjadi tunas baru di sekeliling pohon induk (Siemonsma dan
Pileuk, 1994). Batang semu (pseudostem) terbentuk dari pelepah yang saling
menutup dan saling menekan satu sama lain tersusun secara rapat (Dasuki, 1991)

(Gambar 2.2).

Gambar 2.2 Batang semu (pseudostem) terdiri dari pelepah yang
menutup (Dok. pribadi)

Batang semu pada pisang memiliki penampakan ramping (slender)
(Gb.2.3A) hingga besar (robust) (Gb.2.3B) (IPGRI, 1996), pada beberapa spesies
memiliki lapisan lilin, dan sering kali mengeluarkan getah yang berwarna bening
(watery) (Gb.2.3C) atau putih susu (milky) (Gb.2.3D), memiliki warna hijau
kekuningan sampai merah keunguan (Gb.2.3E) (IPGRI, 1996). Batang semu
pisang sering dijumpai memiliki rongga udara, sehingga tergolong dalam ordo

Zingiberales (Simpson, 1953).
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Gambar 2.3. Bdtang semu A) penambakan rampihg (slender), B)
penampakan besar (robust), C) getah batang
pisang berwarna putih susu (milky), D) berwarna
bening (watery), E) variasi warna batang semu
(Dokumen pribadi)

Batang sejati pada tanaman pisang berada di bawah tanah yang disebut
rhizom biasanya muncul pada saat bunga terbentuk. Rhizom merupakan salah satu
organ penting yang mendukung perkembangan anakan dan pertumbuhan tandan

buah (Robinson dan Walker, 1999). Daun tanaman pisang terdiri dari pelepah

daun (vagina), tangkai daun (petiolus), dan lembaran daun (lamina) (Gambar 2.4).
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Gambar 2.4. Baglan — bagian daun pisang(Champion,
1963; De Langhe, 1961 ).

Daun pisang yang masih muda tumbuh menggulung pada bagian tengah
batang semu berlawanan dengan arah jarum jam yang merupakan ciri khas dari
ordo Zingiberales (Simpson, 1953) (Gambar 2.5). Daun pisang tersusun spiral
(Dasuki, 1991), yang membedakan famili musaceae dengan famili lainnya pada
ordo Zingiberales (Simpson, 1953). Daun dengan lamina melebar, urat daun
pinnatus yang paralel satu sama lain (Dasuki, 1991) merupakan sifat apomorfi
ordo Zingiberales (Simpson, 1953).

Helaian daun berbentuk lanset dengan panjang sekitar 1,5 — 3 meter, lebar
30-70 cm (Robinson, 1999). Pada bagian ventral daun berwarna hijau kekuningan
hingga merah keunguan dengan lapisan lilin, sedangkan bagian dorsal berwarna

hijau kekuningan sampai hijau tua tanpa lapisan lilin (IPGRI, 1996).
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Gambar 2.5. Daun pisang muda masih menggulung yang
muncul dari bagian atas batang semu (Gorst,
2008)
Bagian bawah tangkai daun (petiole) memiliki bentuk yang berbeda — beda
pada masing-masing kultivar, yakni tipe membuka dan menutup (Gambar 2.6).

Selain itu, petiole juga memiliki variasi yang berbeda dari segi warna dan panjang

tangkainya pada masing — masing kultivar pisang (Khasanah dan Marsusi, 2014).

Gambar 2.6. Petiola (tangkai daun) pada tanaman pisang (Dok. pribadi)

Bunga pisang termasuk bunga majemuk (inflourecensia) tersusun dalam
tandan. Bunga pisang dilindungi oleh seludang bunga yang memiliki warna

bervariasi dari merah muda hingga merah tua keunguan (Khasanah dan Marsusi,
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2014). Bunga pisang terdiri dari braktea, bunga jantan, stigma, tepal, tepal bebas,

tabung stigma, ovarium, anter, dan filamen (Gambar 2.7).

Stigma
Lobes of -
compound tepal

Bract scar
Anthers
Style
Filament

Apex
Compound

tepal

BraC‘t Free tepal

Male flower
Ovary

d

Gambar 2.7. Penampakan a) Jantung pisang dan b) bunga (IPGRI, 1999)

Ujung bunga terdapat kuncup bunga dibungkus oleh seludang (braktea) (Ashari,
1995). Bentuk jantung seperti gasing dengan ujung braktea yang runcing. Braktea
berwarna seragam mulai dari pangkal braktea hingga ujung braktea (Siddigah,
2002). Braktea-braktea yang tersusun rapat akan membuka pada waktu antesis
(Dasuki, 1991).

Bunga pisang memiliki stamen umumnya berjumlah 5 atau 6 buah
(Dasuki, 1991). Ginasium memiliki 3 karpel yang membentuk ovarium inferus
(Gambar 2.8a) dan 3 ruang (Gambar 2.8b). Seluruh anggota ordo Zingiberales
memiliki bakal buah yang terletak dibagian bawah dasar bunga (inferus)
(Simpson, 1953). Bunga pisang berbentuk tongkol, bunga jantan dan bunga banci
menjadi dalam satu rangkaian yang terdiri dari 5-20 bunga. Rangkaian bunga ini

nantinya akan membentuk buah dalam satu sisir (Amilda, 2014).
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Gambar 2.8. Penampakan a) ovarium pisang inferus
dan b) tiga ruang pada ovarium
(Hapsari et al., 2015)

2.2 Pisang Raja

Pisang raja termasuk salah satu jenis pisang buah. Secara umum pisang
raja berasal dari kawasan Asia Tenggara dan pulau — pulau pasifik barat.
Persebaran pisang raja hingga negara tropis maupun negara sub tropis. Maka dari
itu, pisang raja termasuk salah satu komoditas asli Indonesia dan kultivar-
kultivarnya banyak ditemukan di pulau Jawa (Zuhairini, 1997).

Pisang raja memiliki karakter morfologi secara umum tanaman berbatang
semu yang dapat tumbuh sekitar 2,1 - 2,9 meter berwarna hijau hingga merah dan
memiliki noda coklat atau hitam pada batangnya, helaian daunnya berbentuk
lanset memanjang, bunga berbentuk menyerupai jantung. Buahnya melengkung
ke atas yang terdapat 13-16 buah dalam satu kesatuan (Daniells, dkk., 2001).
Sebutan tanaman pisang Raja berbeda-beda sesuai dengan daerahnya (Valmayor,
et al., 2012). Pada daerah Inggris dengan nama Plantain, raja; Filipina dengan
nama Radja, daliri dalaga; Thailand dengan nama Kluai khai boran; Malaysia
dengan nama Pisang raja.

Pisang Raja yang tersebar di pulau Jawa saat ini, dapat dibagi menjadi 2

kelompok berdasarkan genomnya, yakni genom AAB dan ABB. Ciri umum

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



18

morfologi dari pisang kelompok genom AAB memiliki rumpun sedang hingga
banyak, batang semu cukup besar berwarna hijau dengan sedikit bercak berwarna
coklat hingga hitam, dan sedikit berlilin; tinggi mencapai 5 m (Gambar 2.9a) .
Tepi tangkai daun tegak dan sedikit bersayap, dengan daun berukuran panjang
daun sedikit terkulai. Braktea berwarna merah kekuningan dan menggulung.
Bunga jantan berwarna krem dan kuning (Gambar 2.9b). Tanda buah berukuran
sedang hingga besar, membentuk sudut dengan sisir yang melingkar, berisi 5-10
sisir. Buah berukuran sedang hingga besar, berbentuk lurus hingga sedikit
melengkung, berkulit tebal dan kasar, berwarna kuning pada saat masak (Gambar
2.9¢). Daging buah berwarna putih, krem hingga kuning bertekstur keras hingga
lembut, dengan rasa manis sedikit masam. Buah pisang kultivar kelompok genom
AAB dapat dimanfaatkan sebagai buah segar maupun olahan (Hapsari et al.,

2015).
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Gambar 2.9. Ciri umum pisang bergenom AAB, a) Batang semu, b)
Bunga Jantan, ¢ dan d) Sisir buah masak (Hapsari et al., 2015)

Ciri umum morfologi dari pisang kelompok ABB memiliki karakteristik
lebih mirip dengan pisang Musa balbisiana, memiliki batang semu yang besar,
berwarna hijau dengan sedikit bercak dan banyak lilin, tinggi mencapai antara 1,5
m hingga 5 m. Tepi tangkai daun saling mengatup dengan daun berwarna hijau
tua (Gambar 2.10 a dan b ). Braktea sedikit menggulung dan bagian dalam braktea
berwarna merah (Gambar 2.10c). Tandan buah berukuran sedang hingga besar,
berisi 5-12 sisir. Buah berukuran sedang berbentuk lurus,berwarna kuning pada
saat masak, berkulit tebal dan kasar (Gambar 2.10e), daging buah berwarna putih
(Gambar 2.10f) (Hapsari et al., 2015). Buah pisang kutivar kelompok genom

ABB dimanfaatkan sebagai pisang olahan (Espino et al., 1992).
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Gambar 2.10 Ciri umum pisang bergenom ABB a dan b) Tepi tangkai
daun, c) braktea, d) braktea bagian dalam, e) Sisir buah,
) Daging buah (Hapsari et al., 2015)

Kandungan pisang raja adalah karbohidrat, kalsium, protein, fosfor,
vitamin A, B dan C , katekin, epikatechin, gallokatekin (senyawa golongan
flavonoid). Manfaat pisang raja dapat digunakan sebagai obat untuk antidiare,
penyakit kuning, penurunan kolesterol darah, gangguan maag), pelembab kulit,
cacar (Satuhu dan Supriyadi, 2008).

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.,
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2015b). Iklim tropis basah, panas, dan lembab sangat mendukung pada
pertumbuhan pisang. Tanaman pisang akan berproduksi dengan baik apabila
pertumbuhannya juga subur. Tanaman ini menghendaki iklim panas, terutama
daerah tropis. Selain itu Kuswanto (2007) berpendapat syarat — syarat tumbuhnya
pisang buah antara lain adalah:

1. Iklim, pisang liar dapat tumbuh di daerah tropik dan sub tropika. Hal ini
terbukti hampir semua pulau di Indonesia telah di tumbuhi berbagai jenis
pisang baik yang hidup secara liar maupun ditanam atau pisang olahan.

2. Tanah, pisang liar dapat tumbuh di tanah kering, tetapi tidak memilih jenis
tanah untuk tumbuhnya. Apabila pisang ditanam di daerah subur dan
terbuka, akan menghsilkan produksi tinggi.

3. Daerah penanaman, tanaman pisang akan dapat tumbuh baik jika di daerah
tropis atau sub tropis yang mempunyai ketinggian antara 0 sampai 1000
mdpl.

4. Curah hujan dan air, pisang akan tumbuh di daerah yang curah dalam satu
tahun harus diimbangi dengan keadaan air tanah.

5. Angin, untuk menghindari robeknya daun pisang yang diakibatkan oleh
tiupan angin yang terlalu kencang.

Produktivitas tanaman ditentukan oleh interaksi antara lingkungan dan
faktor genetik yang dimiliki pada spesies tersebut (Allard, 1998). Selain itu, faktor
yang dapat mempengaruhi adalah pH tanah, yang dibutuhkan untuk pertumbuhan
adalah 4,5 — 7,5 (Prahardini et al, 2010). Tekstur tanah yang tepat untuk

pertumbuhan pisang adalah tanah yang subur dengan lapisan top soil yang cukup

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



22

tebal, tanah bertekstur pasir serta mengandung banyak humus. Kelembaban pada
daerah penanaman sebaiknya berkisar 80 — 88% dengan suhu udara berkisar
22,8°C - 32,4°C.

2.4 Persebaran Pisang

Persebaran merupakan gambaran posisi suatu jenis tanaman yang
mengalami perpindahan dari suatu wilayah ke wilayah lain. Persebaran suatu
tanaman juga memiliki berbgai pola persebaran. Menurut Odum (1993: 225) pada
prinsipnya distribusi organisme dibedakan menjadi tiga pola dasar, yaitu acak,
merata dan mengelompok. Tumbuhan dapat berkembang biak dengan baik dan
tumbuh secara maksimal, jika tidak hidup di sembarang tempat dan sesuai dengan
syarat tumbuh dari tumbuhan tersebut.

Genus Musa seksi Eumusa adalah yang paling dikenal karena tanaman ini
kuat dan cukup mudah tumbuh. Eumusa tersebar di seluruh Asia Timur, kecuali
Melanesia bagian timur. Rhodoclamys tersebar di sekitar dataran iklim basah di
Asia bagian selatan, sedangkan Australimusa tersebar dari selatan hingga
Indonesia bagian timur dan Filipina bagian selatan ke Melanesia, serta Calimusa

tersebar di Vietnam bagian selatan, Malaysia, Borneo dan Sumatra. (Gambar 2.9).
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sallimusa
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Gambar 2.9. Persebaran tiap section pada genus Musa
(Simmonds, 1962; De Lange, 2009)

2.5 Diversitas atau Keanekaragaman Genetik

Diversitas atau keanekaragaman genetik biasanya dianggap sebagai
jumlah variabilitas genetik di antara individu-individu dari berbagai spesies atau
populasi suatu spesies (Brown, 1983). Diversitas genetik juga merupakan hasil
dari banyak perbedaan genetik antar individu karena adanya proses biokimia
(perbedaan struktur protein atau sifat isoenzim) yang akan mempengaruhi
karakteristik fisiologis (misalnya ketahanan terhadap abiotik atau tingkat
pertumbuahan) dan karakter morfologi (warna bunga atau bentuk tanaman) (Rao
dan Hodgkin, 2002).

Allah  SWT telah berfirman yang mengisyaratkan diciptakannya

keanekaragaman dalam Q.S Thaha (20): 53.

W55 G230 5l oLl (e Oy S G 281 Gl 5 150 T 281 o i

°V<f-~§—’l-uu3
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Artinya: “Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan
Yang telah menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jajan, dan
menurunkan dari langit air hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan
air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan yang
bermacam-macam” (Q.S Thaahaa (20): 53)

Lafadz %% ini menjadi kata sifat dari lafadz =531 | maksudnya yang
berbeda-beda warna, rasa serta lainnya (Imam Jalaludin dan As-Suyuti). Allah
sebenarnya sudah menciptakan tumbuhan yang bermacam-macam baik dari segi
morfologinya. Morfologi merupakan sifat yang mudah diamati, praktis dan
merupakan ekspresi genetik dari tumbuhan. Dengan ekspresi genetik suatu
tumbuhan yang bermacam-macam tentunya akan mengakibatkan diversitas
genetik yang tinggi.

Keanekaragaman genetik berfungsi sebagai adaptasi bagi populasi dengan
lingkungan yang berubah. Variasi genetik yang lebih banyak, memungkinkan
suatu individu dalam populasi akan memiliki variasi alel yang sesuai untuk
lingkungan. Variasi alel cenderung bertahan (survive) untuk menghasilkan
keturunan yang akan menjadikan populasi akan terus berkembang (NBII,2011).

Variasi genetik yang tebentuk secara alami merupakan sumber utama
dalam program pemuliaan tanaman. Variasi ini dapat dimanfaatkan sebagai acuan
dalam introduksi secara sederhana dalam program persilangan tanaman atau
dengan rekombinasi genetik (Welsh, 1991). Sebelum melakukan seleksi dalam
program pemuliaan, perlu diketahui terlebih dahulu luas sempitnya variabilitas
genetik pada tanaman yang akan diuji. Variabilitas genetik yang luas akan

menambah peluang untuk mendapatkan kultivar unggul. Jika keragaman genetik

memiliki variabilitas yang sempit, maka setiap individu yang ada dalam populasi
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tersebut dapat dikatakan hampir seragam. Individu yang seragam dalam suatu
populasi akan menyebabkan tidak mungkinnya dilakukan pemuliaan tanaman
melalui seleksi karena akan menghasilkan keturunan dengan kualitas yang sama
dengan indukan. (Ruchjaningsih, et al., 2002:10).

Variasi yang mendasari keragaman genetik muncul dari mutasi,
rekombinasi dan gene flow yang bekerja pada alel dalam populasi yang berbeda,
sehingga menyebabkan variasi di dalamnya. Seleksi tersebut dapat terjadi secara
alami atau bisa buatan, seperti halnya banyak variasi yang ada pada spesies
tanaman. Distribusi dari berbagai aspek keragaman genetik pada suatu spesies,
merupakan hal penting untuk menentukan apa yang harus dilestarikan, dimana
dan bagaimana melestarikannya. Salah satu faktor menyebabkan variasi adalah
iklim, edafik, dan biotik (Rao dan Hodgkin, 2002).

Penanda DNA akan memiliki keuntungan karena tidak terpengaruh oleh
lingkungan. Metode ini, dapat digunakan untuk mengetahui jumlah variasi dalam
plasma nutfah tanaman hibrida, dan untuk membuat perbandingan antara aksesi
atau kelompok aksesi yang berbeda dalam koleksi untuk membantu pengelolaan
dan penggunaan bahan pelestarian di masa depan. Pendeteksian diversitas dapat
menggunakan RFLP (Nwakanma et al., 2003; Ekasari et al., 2012), RAPD (Pillay
et al., 2000; Sukartini, 2008; Kiran et al., 2016), AFLPs (Wong et al., 2002) atau
SSR. Akan tetapi, penanda yang berbeda memiliki sifat yang berbeda dan akan
menghasilkan aspek keragaman genetik yang berbeda (Karp dan Edwards, 1995).

RAPD merupakan marka yang umum digunakan berbasis amplifikasi
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menggunakan Polymerase Chain Reaction (PCR) dan digunakan sejak tahun 1990
untuk mengetahui variasi genetik.
2.6 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) adalah teknik molekuler
berbasis amplifikasi menggunakan primer secara acak (Simpson, 1953; Williams
et al., 1990; Welsh dan McClelland, 1990; Simpson, 2006) (Gambar 2.10). RAPD
dapat digunakan dalam mempelajari pola keanekaragaman genetik plasma nutfah,
penentuan genom, karakterisasi nama takson (Williams et al., 1991; Pillay et al.,
2000; Karsinah et al., 2002; Fauza et al., 2007; Witono dan Kondo, 2007).

Species A Species B

Primer X Primer X
3 i —— . . T —

S B 1] < mn

¢ Primer X ¢ Primer X
T ——

2400 bp

1560 bp

Gambar 2.10. Penggunaan primer yang sama pada dua spesies yang
berbeda akan menghasilkan posisi / panjang basepare
yang berbeda (Simpson, 2006).
Kelebihan dari teknik RAPD dibanding dengan penanda DNA lain (seperti
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Lenght
Polymorphism (AFLP), Simple Sequence Repeats (SSR)) adalah mudah

dilakukan, lebih cepat, tidak memerlukan informasi genom terlebih dahulu,

menghasilkan pita DNA yang polimorfisme dalam jumlah banyak, hanya
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membutuhkan sampel DNA dalam jumlah sedikit (0,5-50 ng), dan lebih murah
(Demeke dan Adams, 1994; Tingey et al., 1994). Kelemahan dari metode RAPD
antara lain; tidak kosisten hasil dari produk amplifikasi (Jones et al., 1997,
Simpson, 2006). Kelemahan tersebut dapat teratasi dengan cara mengoptimalkan
ekstraksi sampel sehingga akan mendapatkan kemurnian DNA, selain itu
pemilihan primer pada proses amplifikasi. Primer RAPD terdiri dari 10-20
nukleotida dan didesain berdasarkan area yang konservatif dalam genom tersebut.
Jika semakin panjang primer, maka harus spesifik daerah yang diamplifikasi.

Faktor yang mempengaruhi hasil pita DNA yang baik adalah konsentrasi
DNA, ukuran panjang primer, suhu pada saat PCR (Suryanto, 2003). Marka
RAPD ini sudah banyak digunakan pada jenis tumbuhan tropis (Poerba dan
Yuzammi, 2008), 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).

Fingerprinting atau sidik jari berbasis RAPD telah berhasil diterapkan pada
karakterisasi beragam virus pisang (Onguso et al., 2004), analisis populasi
pemuliaan pisang (Crouch et al., 1999) dan deteksi somaklonal varian (Grajal-

Martin et al., 1998; Ray T et al., 2006; Lakshmanan V et al, 2007).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan jenis penelitian deskriptif eksploratif kualitatif.
Penelitian ini menggunakan Pisang Raja (Musa spp.) dari Pulau Jawa untuk
mengetahui diversitas genetik menggunakan marka RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA).
3.2 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Nopember 2017 — Juli 2018 yang
dimulai dari pengambilan sampel sampai analisis data. Penelitian ini dilakukan di
Kebun Plasma Nutfah, Dinas Pertanian dan Pangan Kota Yogyakarta untuk
pengambilan sampel Pisang Raja (Musa spp.) dan analisis DNA dilakukan di
Laboratorium Genetika dan Biologi Molekuler Jurusan Biologi Fakultas Sains dan
Teknologi Universitas Islam Negeri 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 untuk pengambilan sampel adalah
gunting, alat penggaris dan meteran. Tahap ekstraksi DNA menggunakan alat
antara lain pestel, mortar, vortex, freezer, waterbath, tube 2 ml, mikropipet 0,5 —
1000 pl, white tip, yellow tip, blue tip. Tahap uji kualitatif DNA menggunakan

beberapa alat diantaranya: perangkat elektroforesis (BioRAD), Gel Doc/UV
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transiluminator (BioRAD), mikropipet 0,5 - 10 pl, white tip, erlenmeyer 100
mL, gelas ukur 25 mL microtube 0,2 ml dan neraca analitik. Pada tahap uji
kuantitatif digunakan alat-alat berupa AE-Nano 200 Nucleic Acid Analyze versi
2.0, mikropipet 0,5-10 pl, dan white tip.

Tahap amplifikasi PCR dan visualisasi menggunakan beberapa alat
diantaranya: thermal cycler (BioRAD), mikrotube 0,5 mL, rak mikrotube, white
tip, mikropipet 0,5 ul, dan spindown. Selanjutnya pada visualisasi hasil PCR
digunakan alat-alat berupa neraca analitik, perangkat elektroforesis (BioRAD),
mikropipet 0,5 — 10 pl, white tip, erlenmeyer 100 mL, gelas ukur 25 mL, Gel
Doc / UV transiluminator (BioRAD).

3.3.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun pisang
Raja (Tabel 3.1), bahan untuk ekstraksi sampel menggunakan The Wizard®
Genomic DNA Purification Kit Promega. Bahan untuk elektroforesis adalah
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), marker 100bp DNA ladder.
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K
No Pily;rzgaKLu(i![(i?/Iar Sarcr)l?)ZI Asal Daerah
1 | RajaBali R1 Kabupaten Bantul
2 | Raja Bandung R2 Pendowoharjo, Bantul
3 | Raja Delima R3 Kabupaten Malang, Jawa Timur
4 | Raja Kisto R4 Tanjung, Klatah, Kec. Giri, Banyuwangi
5 | Raja Gareng RS Tembarak, Temanggung
6 | RajaJambe R6 Kabupaten Malang, Jawa Timur
7 | Raja Kriyak R7 Tembarak, Temanggung
8 | Raja Madu R8 Tanjung, Klatah, Kec. Giri, Banyuwangi
9 | Raja Sereh R9 Kabupaten Purworejo
10 | Raja Seribu R10 | JIl.Cendana DKI Jakarta
11 | Raja Kutuk R11 Purworejo
12 | Raja Brentel R12 Sukoharjo
13 | Raja Lini R13 Gunung Kidul
14 | Musa acuminata AA3 | Out-group
15 | Musa balbisiana BB1 | Out-group

Tabel 3.2. Identitas primer yang digunakan

Primer Sequence (-Eg Komposisi GC (%)
OPA-01 5’-CAGGCCCTTC-3 36,4 70
OPA-02 5’-TGCCGAGCT G -3’ 40,7 70
OPA-03 5’ -AGT CAGCCAC-3 34,3 60
OPA-04 5 -AAT CGGGCT G-3’ oI5l 60
OPA-05 5’ - AGG GGT CTT G- 3’ 32,6 60
OPA-06 5’-GGT CCCTGAC-3’ 35,2 60
OPA-07 5’ -GAA ACG GGT G -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-TCGGCGATAG-3 34,0 60
OPA-13 5>-CAGCACCCAC-3%» 37,7 70
OPA-14 5’-TCTGTGCTIGG-3 34,3 60
OPA-15 5’-TTCCGAACCC-3 34,2 60
OPA-16 5’-AGC CAGCGAA-3 38,3 60
OPA-17 5’-GACCGCTTGT-3" 35,7 60
OPA-18 5-AGGTGACCGT-3 36,2 60
OPA-19 5’-CAAACGTCGG-3 34,2 60
OPA-20 5’-GTTGCGATCC-3 33,5 60
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3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA pisang Raja pada penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan The Wizard® Genomic DNA Purification Kit Promega. Daun
segar digerus menggunakan nitrogen cair dengan mortar steril sampai halus
dan membentuk serbuk. Serbuk sampel sebanyak 40 mg dipindahkan ke dalam
tube 1,5 ml. Kemudian ditambahkan 600 pL larutan Nuclei Lysis dan divortex
selama 1-5 detik. Selanjutnya, 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 selanjutnya 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 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. Campuran tersebut dipisahkan dengan menggunakan

sentrifuge pada kisaran 13.000-16.000 rpm selama 1 menit dalam suhu ruang.
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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 pL 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.

Isolat genomik diuji kuantitatif untuk mengetahui konsentrasi dan
kemurnian DNA. Uji kuantitatif dengan penentuan nilai absorbansi pada
panjang gelombang 260 nm dan 280 nm menggunakan AE-Nano 200 Nucleic
Acid Analyze 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).

3.4.2 Amplifikasi dan Visualisasi DNA

Amplifikasi DNA dilakukan berdasarkan metode Williams et al.,(1990)
dengan menggunakan 20 primer RAPD terpilih, yaitu (Operon Technology

Ltd) (Tabel 2). Komposisi PCR dilakukan pada volume 10 pl, yang terdiri dari
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1 ul sampel DNA (5 — 25 ng/ul), 1 pl primer (10 pmol), 3 pl nuclease water, 5
pul PCR master mix Thermo Scientific, California, USA yang terdiri atas
DreamTaq DNA polymerase; 2x DreamTaq Green buffer; 0,4 mM dNTPs dan
4 mM MgCl..

Amplifikasi DNA primer RAPD dilakukan dengan menggunakan
Thermocycler (BioRAD). Pre-denaturasi dilakukan pada suhu 94°C selama 4
menit, kemudian dilanjutkan 45 siklus yang terdiri dari denaturasi suhu 94°C
selama 30 detik, anneling suhu sesuai dengan (tabel 3.2) selama 30 detik,
ekstensi 72°C selama 90 detik. Selanjutnya dilakukan proses Post elongasi
dengan suhu 72°C selama 5 menit.

Hasil amplifikasi PCR diuji kualitatif dengan elektroforesis pada gel
agarosa 1,5-2% (200 mg agarose ditambahkan 20 ml TBE 1X), larutan agarose
dihomogenkan menggunakan microwave, selanjutnya didiamkan hingga suhu £
40°C, kemudian ditambahkan 2 pl ethidium bromida (EtBr), elektroforesis
dilakukan dengan menggunakan Mupid Mini Cell selama 50 menit pada 50
volt. Hasil pemisahan fragmen DNA dideteksi menggunakan UV
transluminator, kemudian difoto menggunakan kamera. Standar ukuran 100 bp
plus DNA ladder (Geneid) untuk menetapkan ukuran pita hasil amplifikasi

DNA.

3.5 Analisis Data

3.5.1 Skoring Data
Pita DNA hasil amplifikasi kemudian dilakukan skoring untuk

memperkirakan tingkat polimorfisme. Pita DNA yang muncul kemudian diberi
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skor “1”, sedangkan pita DNA yang tidak muncul diberi skor “0” (Gambar
3.1). Data biner yang dihasilkan digunakan untuk memperkirakan tingkat
polimorfisme dengan cara membagi pita polimorfik dengan jumlah total pita

yang muncul dan dikalikan 100%.

Lokus Individu
1 2 3 4 5 6 7 8 a 10 11
L_l —_— W mom o am — — —
L » -_— I = ] B I LS I I
L o | - Cm s L} I
L_.:‘. L] L1 ] r _ L] [ ] L1
A4
Lokus Individu
1 2 3 4 5 G 7 8 9 10 11
L1 1 i 1 1 al 0 1 of | 1 0 1
L-2 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1
L3 1 1 0 1 0 0 1 1 ] 0 1
L-4 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1

Gambar 3.1. Cara penilaian pita dengan sistem scoring (1 =
ada pita, 0 = tidak ada pita) (Yunanto, 2006)

3.5.2 Analisis Kekuatan Primer

Dalam penelitian ini dilakukan beberapa analisis untuk menentukan
primer RAPD yang paling informatif. Beberapa analisis tersebut diantaranya
adalah (Laurentin dan Karlovsky, 2007): polymorphism information content
(PIC), effective multiplex ratio (EMR), marker index (MI), resolution power
(Rp).

Nilai PIC untuk masing — masing primer dapat dihitung dengan
rumus: PIC; = 2f; (1 - fj). Dimana PIC adalah polymorphism information

content i, fi adalah frekuensi fragmen marker (band) yang muncul dan 1 - f;
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adalah frekuensi fragmen marker (band) yang tidak muncul (Roldan — Ruiz
et.al, 2000).

EMR (effective multiplex ratio) digunakan untuk mengetahui rasio
yang efektif dari total pita yang muncul dengan jumlah pita polimorfik. Nilai
EMR dihitung dengan rumus EMR = 1., dimana n = total jumlah band per
primer dan B = jumlah band polimorfik (Roldan-Ruiz et. al., 2000). Nilai
Marker index (MI) dihitung dengan rumus: MI = PIC x EMR (Varshney et.al,
2007). Resolution Power (Rp) dari masing-masing primer dihitung
menggunakan rumus: Rp = Y'Ib (A. Prevost and Wilkinson, 1999), dimana Ib
merepresentasikan informasi fragmen (band). Nilai Ib diwakili skala 0-1, yang
diketahui menggunakan rumus berikut: Ib = 1- [2 x (0,5 - P)], dimana P adalah

proporsi dari 10 genotipe yang mengandung band (McGregor, et. al., 2000).

3.5.3 Analisis Clustering dan Principal coordinates Analysis (PCoA)

Analisis clustering diketahui melalui indeks similaritas Jaccard
menggunakan aplikasi PAST (Paleontological Statistics) versi 3.15 (Hammer,

2001). dengan rumus (Jaccard, 1901):

s 4 E?:i FEQE'
o E?zlp;'_ - Z:LJ.Q:_ - Ef:lpiqi

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

Qi = skor 0 (tidak muncul band).
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Penentuan zonasi pengelompokkan pisang Raja diketahui dengan
melakukan analisis multivariate yaitu analisis koordinat utama. Prosedur
analisis komponen utama dilakukan menggunakan program PAST melalui
pilihan menu multivariate-ordination-principal coordinates Analysis (PCoA),

dengan matriks eigenvalues and eigenvectors (Hammer et al. 2001).
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Ekstraksi DNA

Hasil ekstraksi DNA pisang raja yang menggunakan The Wizard®
Genomic DNA Purification Kit Promega kemudian di uji kualitatif menggunakan
elektroforesis gel agarose 1% (Gambar 4.1). Visualisasi elektroforesis pada
penelitian ini menghasilkan pita yang bervariasi mulai dari tipis hingga tebal
dengan panjang pita DNA whole genom yang dihasilkan mencapai 1500 bp.
(Gambar 4.1). Pita DNA tipis dihasilkan dari sampel R2, R6, R8 dan AAS3,
sedangkan pita DNA tebal dihasilkan dari beberapa sampel yaitu R1, R3, R4, R5,
R7, R9, R10, R11, R12, R13, dan BB1.

Dalam penelitian ini pita DNA tebal yang dihasilkan menunjukkan
konsentrasi DNA yang dihasilkan tinggi, sedangkan pita DNA tipis menunjukkan
konsentrasi DNA hasil ekstraksi rendah (Tabel 4.1). Akan tetapi, dalam
penelitian ini lebih dari 66,6% hasil pita DNA masih terdapat smear (R1, R3, R4,
R5, R7, R10, R11, R12, R13, dan BB1), 26,6% pita DNA tebal dengan tidak ada
smear (R2, R6, R9, AA1l), sedangkan 6,7% sisanya tergolong pita DNA tipis
tanpa smear (R8). Smear pada hasil isolasi DNA kemungkinan disebabkan adanya
kontaminasi (Fatchiyah et.al, 2011) baik kontaminasi protein, RNA (Sambrook et
al., 1989, Kundu et. al., 2011), kandungan polisakarida dan polifenol (Kheyrodin
dan Ghazyinian, 2012). Selain itu, beberapa faktor yang dapat mempengaruhi

konsentrasi ekstraksi DNA diantaranya: teknik isolasi, ketelitian cara pengerjaan,
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adanya kontaminasi DNA hasil ekstraksi pada isolat (Fatchiyah et al. 2011) dan

hasil ekstraksi yang masih mengandung alkohol (Sambrook dan Russel, 2001).

M R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 AA1 BB1

* T W R
_=~ :..sc - . -T..--..'
. *
8 Ras LR

Gambar 4.1. Visualisasi hasil ekstraksi DNA menggunakan elektroforesis gel
agarose 1%

Kemurnian DNA hasil ekstraksi berkisar antara 0,99 sampai 4,06.
Kemurnian terendah terdapat pada sampel Raja Bali (R5) yaitu 0,99, sedangkan
tertinggi pada Raja Lini (R13) sebesar 4,06. 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). Sampel DNA yang memiliki kemurnian di bawah 1,8
menunjukkan adanya kontaminan protein, sedangkan sampel DNA menunjukkan
kemurnian lebih dari 2 menunjukkan adanya kontaminan RNA (Sambrook dan
Russel, 2001).

Kontaminan RNA pada sampel DNA terlihat pada hasil uji kualitatif yang
menghasilkan pita tebal di bagian bawah (Sambrook et al.,1989). Seperti pada
sampel Raja Lini (R13) menunjukkan adanya smear dan pita tebal di bagian
bawah. Sampel yang memiliki kemurnian DNA antara 1,8 — 2,00 belum tentu

memiliki konsentrasi DNA yang tinggi dan tidak terjadi smear pada pita DNA.
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Seperti pada Raja Kisto (memiliki kemurnian 1.82 dengan konsentrasi DNA 66.44
ng/puL) dan Raja Gareng (memiliki kemurnian 2.00 dengan konsentrasi DNA
70.17 ng/uL) pita DNA masih smear.

Perbedaan antara hasil uji kualitatif dengan uji kuantitatif dapat
diakibatkan oleh teknis pada saat pengukuran, seperti homogenasi sampel
kemungkinan sebagian DNA masih menempel pada tube. Selain itu kemungkinan
pada proses pipetting saat melakukan elektroforesis, sehingga menyebabkan pita
DNA terputus menjadi fragmen fragmen dan hasilnya seperti smear (Fatchiyah,
2011)

Tabel 4.1. Hasil Pengukuran Uji Kuantitatif Ekstraksi DNA

No. Kode NamaSampel A260 A280 Kemurnian Konsentrasi
(260/280) (ng/uL)
1. R1 RajaBandung 520 240 L 260.12
2. R2 Raja Delima 1.19 0.73 1.63 59.68
3. RS Raja Sereh 436 3.34 131 218.05
4. R4 Raja Kisto 1833 8 1.82 66.44
5 R5 Raja Bali 213 2.16 0.99 106.53
6. R6 Raja Jambe 1.20 0.45 2.65 59.92
7. R7 Raja Gareng 1.40 0.70 2.00 70.17
8. R8 Raja Madu 052 0.35 1.50 26.11
9% R9 Raja Kriyak 1.73 0.73 2.37 86.50
10. R10 Raja Seribu 260 1.09 2.39 130.02
11. R11 RajaKlutuk 115 0.40 2.89 57.67
12. R12 RajaBrentel 287 0.98 2.92 143.30
13. R13 RajalLini 290 0.71 4.06 144.78
14. AA3 Monyet 1.27 044 2.90 63.68
15. BBl KlutukWulung 1.29 0.53 2.43 64.54
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4.2 Ampilfikasi PCR RAPD
4.2.1 Screening OPA 1-20

Screening dilakukan untuk mencari primer yang efektif dalam
mengamplifikasi DNA genom Pisang Raja. Hasil screening dari 20 primer
menunjukkan terdapat 12 primer yang berhasil mengamplifikasi pita polimorfik
DNA pada Pisang Raja yaitu OPA 1, OPA 2, OPA 3, OPA 4, OPA 5, OPA 8,
OPA 11, OPA 16, OPA 17, OPA 18, OPA 19, OPA 20. Panjang pita yang
dihasilkan pada masing-masing primer berkisar antara 150 bp hingga 10000 bp.

Pita yang dihasilkan dari 12 primer tersebut dapat digunakan untuk
analisis diversitas genetik Pisang Raja dikarenakan pita yang dihasilkan sangat
jelas (Gambar 4.2). Menurut Lynch dan Milligan (1994) pita DNA yang jelas
memudahkan untuk proses skoring, sehingga dapat digunakan untuk analisis
variasi genetik baik di dalam dan antar populasi spesies. Pita yang tidak muncul
pada masing- masing primer dapat diduga tidak sesuainya informasi genetik
pada sampel tersebut dengan informasi sekuen primer. Selain itu, dapat diduga
kurang telitinya teknik pada proses amlifikasi atau elektroforesis.

Terdapat pita yang bersifat monomorfik yang muncul pada semua
sampel, seperti pada primer OPA 1 (800 bp), OPA 4 (400 bp) dan OPA 11 (1500
bp) (Gambar 4.2). Pita monomorfik tersebut diduga memiliki gen yang
mengkode sifat sama pada semua sampel pisang raja. Pada marka RAPD tidak
dapat memunculkan gen yang mengkode sifat spesifik pada suatu spesies,

sehingga perlu dilakukan uji lanjut untuk melihat gen spesifik.
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Primer yang menghasilkan pita polimorfik tertinggi adalah OPA 2 dan
OPA 17 (Tabel 4.2). Hal tersebut menunjukkan diversitas genetik yang tinggi
pada sampel yang digunakan. Munculnya pita polimorfik tinggi akan

mengakibatkan diversitas genetik suatu spesies tinggi (Roldan-Ruiz et.al, 2000) .
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M RL R2 R3 R4 RS R6 R7 R8 RO RI0 RI1 RI2 RI3 AA3 BB1

OPAS -

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 RI0O Ril RI12 RI13 AA3 BBl

Gambar 4.2. Pita unik hasil Amplifikasi RAPD. Rl.raja bali,
R2.raja bandung, R3.raja delima, R4.raja kisto,
R5.raja gareng, R6.raja jambe, R7.raja kriyak,
R8.raja madu, R9.raja sereh, R10.raja seribu,
R11.raja kutuk, R12.raja brentel, R13.raja lini,
AA3.monyet, BB1.klutuk wulung
Beberapa pita DNA vyang dihasilkan dari 15 sampel Dbersifat
polimorfisme. Selain itu, beberapa primer (misal OPA 1 (800 bp), OPA 4 (400
bp) dan OPA 11 (1500 bp)) juga menghasilkan pita monomorfik yang dimiliki
sampel lainnya. Keberadaan pita monomorfik ini dapat diketahui dengan jelas
meskipun berada diantara pita DNA yang bersifat polimorfisme. Hal ini

merupakan salah satu wujud kekuasaan Allah SWT yang tertulis dalam al Quran

surat Al-Qamar (54): 53.).
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Artinya: Dan segala (urusan) yang kecil maupun yang besar (semuanya) adalah
tertulis.

Kata 5L yang artinya tertulis yang bermakna segala sesuatu hal yang
kecil maupun yang besar sudah tertulis. Kata kecil Jha bermakna segala
sesuatu yang nampak berawal dari informasi terkecil (Al-Qarni, 2008). Selain itu
juga bermakna segala perbuatan, baik yang kecil maupun yang besar, semuanya
tercatat, tidak ada yang terlewatkan (Shihab, 2002). Begitupula dengan adanya
pita unik yang dihasilkan, memang sudah menjadi ciri pada sampel tersebut
yang Allah SWT ciptakan. Makna tertulis tidak hanya secara tersurat, namun
juga tersirat yang berarti ada dan ditetapkan. Sehingga keberadaan pita unik ini
merupakan salah satu contoh hal kecil yang sudah menjadi ketetapan Allah
SWT. Hikmah dari penelitian ini kita dapat mengetahui salah satu bentuk
kekuasaan Allah SWT yang telah menentukan suatu sifat ciptaan-Nya mulai dari
hal yang kecil atau tidak nampak seperti DNA.

4.2.2 Analisis Polimorfisme Hasil Amplifikasi Primer RAPD

Total number of bands (TNB) yang terbentuk dari 12 jenis primer adalah
121 pita dengan ukuran yang berkisar antar 100 bp hingga 1500 bp. Total pita
muncul pada masing-masing primer tertinggi pada OPA 2, OPA 4, dan OPA 17.
Terdapat 115 pita polimorfisme dari total pita yang dihasilkan. Pita
polimorfisme dari masing-masing primer tertinggi terdapat pada OPA 2 dan
OPA 17. Persentase pita polimorfisme berkisar antara 80% - 100%. Rata-rata

presentase pita polimorfisme yang digunakan pada penelitian ini mencapai
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95,17% (Tabel 4.2). Presentase polimorfisme tertinggi terdapat pada primer
OPA 2,0PA5, OPA 7, OPA 8, OPA 10, OPA 18, OPA 19, OPA 20, sedangkan
presentase polimorfisme terendah terdapat pada primer OPA 1. Hal ini
mengindikasikan bahwa ke-12 primer tersebut di atas cocok digunakan sebagai
marker deteksi variasi genetik pada pisang Raja.

Analisis primer yang paling informatif diketahui dari nilai PIC
(Polymorphism Information Content). Nilai PIC yang diperoleh pada penelitian
ini berkisar antara 0,15 hingga 0,34, dengan rata-rata 0,266. Nilai PIC tertinggi
ditunjukkan oleh primer OPA 2 dan OPA 7, sedangkan PIC terendah
ditunjukkan oleh primer OPA 16. PIC merupakan informasi untuk mendeteksi
primer yang mampu menghasilkan pita polimorfik dalam suatu populasi (D.
Dhakshanamoorthy, et al., 2014). Nilai maksimal PIC untuk marka RAPD
adalah 0,5. Semakin tinggi nilai PIC maka semakin baik primer tersebut untuk
menganalisis variasi genetik (Roldan-Ruiz et.al, 2000).

Masing-masing primer memiliki nilai effective multiplex ratio (EMR)
yang berkisar antara 49 hingga 121, dengan rata-rata 96,25 per primer. Primer
OPA 2 dan OPA 17 menghasilkan nilai EMR yang tertinggi yaitu 121,
sedangkan primer yang menghasilkan niai EMR terendah adalah OPA 16 yaitu
49. Analisis EMR dilakukan untuk mengetahui rasio yang efektif dari jumlah
produk pita yang dikeluarkan dengan jumlah pita polimorfik (Roldan-Ruiz et.
Ali.,2000). Primer yang paling efektif dalam menghasilkan pita polimorfik pada

pisang Raja adalah OPA 2 dan OPA 17.
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Nilai marker index (MI) pada masing-masing primer berkisar antara 7,40

hingga 41,02 dengan rata-rata 27,342. Primer OPA 2 memiliki nilai Ml tertinggi

dengan nilai 41,02, sedangkan OPA 16 memiliki nilai MI terendah dengan nilai

7,40. Nilai Ml juga dapat dipengaruhi dari nilai total pita yang muncul pada

setiap primer (Varshney et. Al., 2007).

Analisis resolution power (Rp) dilakukan untuk mengetahui keefektifan

primer dalam menghasilkan pita. Masing-masing primer memiliki nilai Rp yang

berkisar antara 2,67-15,60 dengan rata-rata 9,8116 per primer. Niai RP tertinggi

dihasilkan oleh primer OPA 1 dengan nilai 15,60 sedangkan nilai terendah

terdapat pada primer OPA 16 dengan nilai 2,67.

Tabel 4.2 Analisis polimorfisme amplifikasi RAPD primer OPA 1-20

No Primer TNB NPB PB(%) PIC EMR MI Rp
1. OPA1 10 8 80 021 80 17,70 1560
2. OPA2 11 11 100 034 121 4102 11,33
3. OPA3 10 9 90 025 90 2286 13,07
4. OPA4 11 9 82 022 99 2175 933
5. OPA5 10 10 100 027 100 2654 653
6. OPA8 9 9 100 025 81 2057 507
7. OPAl1l 10 9 90 025 90 2240 10,27
8. OPA16 7 7 100 015 49 740 2,67
9. OPA17 11 11 100 034 121 40,87 1280
10. OPA18 10 10 100 031 100 30,86 8,67
11. OPA19 8 8 100 020 64 1252 4,80
12. OPA20 9 9 100 028 81 22,32 8,00
Total 121 115 1142 319 1155 32811 117,74
Rata-Rata 10,1 9583 9517 0,266 9625 27,342 98116

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; QND: qualitative nature of data; EMI: Effective marker index; GI: genotype inde

4.3 Divesitas Genetik Pisang Raja Berdasarkan Marka RAPD

Diversitas genetik pada pisang Raja dapat diketahui dengan nilai koefisien

similaritas antar kultivar pisang Raja. Nilai koefisien similaritas digunakan untuk

menunjukkan seberapa dekat hubungan genetik antar 15 kultivar pisang Raja.
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2
-

Semakin besar nilai koefisien kemiripan, maka semakin dekat hubungan antar =
LL

kultivar. Nilai koefisien similaritas dari 15 kultivar Pisang Raja berkisar antara o

0,22-0,61 (Tabel 4.3). Nilai koefisien similiratas tertinggi didapat oleh Raja Kutuk -
7))

dengan Raja Brentel yaitu 0,6, sedangkan nilai similaritas terendah yaitu Raja 14
LU

Brentel dengan Raja Seribu dan Klutuk Wulung (0,22) (Tabel 4.3). 2
Z

Tabel 4.3 Nilai koefisien similaritas Jaccard 15 kultivar pisang raja >
(@)

Pisang 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Raja Bali l

Raja Bandung 0,27 1

Raja Delima 0,40 0,49 1

Raja Kisto 0,29 058 0,48 1

Raja Gareng 0,35 0,50 0,43 0,58 1

RajaJambe 0,30 041 0,34 048 0,35 1

RajaKriyak 0,23 046 036 054 045 0,59 1

Raja Madu 025 036 0,33 038 043 039 056 1

Raja Sereh 031 026 029 025 024 041 039 0,58 1

RajaSeribu 022 026 024 035 030 050 043 036 0,37 1

RajaKutuk 0,26 043 0,33 048 049 052 059 048 040 0,52 1

RajaBrentel 025 0,34 031 048 058 037 053 041 026 040 0,61 1

Raja Lini 024 034 032 044 033 044 052 039 041 043 055 05 1

Monyet 020 036 026 039 035 045 046 037 032 041 052 049 053 1

Klutuk 0,

Wulung 022 036 031 044 042 0,32 0536 030 023 035 041 05 054 56

Keterangan: 1.raja bali,2.raja bandung, 3.raja delima, 4.raja kisto, 5.raja gareng, 6.raja jambe, 7.raja kriyak,
8.raja madu, 9.raja sereh, 10.raja seribu, 1l.raja kutuk, 12.raja brentel, 13.raja lini,
14.monyet, 15.klutuk wulung

Nilai koefisien similaritas pada penelitian ini berkisar antara antara 0
sampai 1. Apabila koefisien genetiknya semakin dekat dengan 1 maka kultivar
tersebut semakin identik secara genetik. Namun apabila koefisien genetiknya
mendekati 0 maka kultivar tersebut semakin berbeda secara genetik (Pratiwi,
2012).

Analisis clustering menghasilkan 3 cluster dengan outgroup Raja Bali
(R1). Sampel yang mengelompok pada cluster 1 adalah Raja Madu (R8), Raja

Sereh (R3) (Gambar 4.3). Sampel yang berada pada cluster 2 adalah Raja Jambe
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(R6), Raja Kriyak (R9), Raja Klutuk (R11), Raja Brentel (R12), Raja Seribu
(R10), Raja Lini (R13), Monyet (AA3), Klutuk Wulung (BB1). Sampel yang
berada pada cluster 3 adalah Raja Bandung (R2), Raja Kisto (R4), Raja Gareng

(R7), Raja Delima (R2) (Gambar 4.3).

28 Raja Bandung |
34 [ 3] Raja Kisto g g
Reja Gareng | :
Raja Delima
% Raja Jambe | < ]
. 5 Raja Kriyak :
= Raja Kutuk
Raja Brentel | g g
56 L RajaSerbu | ¢ |2
52 Raja Lini
54 Monyet
Klutuk Wulung
80 RajaMadu |, |7
Raja Sereh g g
o 7y RajaBali  Outgroup
0.2 03 04 05 06 0.7 0 03 1o (ABB)

Similarity

Gambar 4.3 Dendogram pengelompokkan pisang raja dan pengelompokkan
berdasarkan genom menggunakan marka molekuler RAPD

Sampel Raja Madu dan Raja Sereh membentuk satu kelompok karena
memiliki kedekatan atau kemiripan. Kemiripan kultivar tersebut terletak pada
koefisien similaritas 0,58 (Tabel 4.3). Sampel Raja Jambe dan Raja Kriyak
membentuk satu kelompok dengan nilai koefisien similaritasnya 0,59 (Tabel 4.3),

sedangkan Raja Kutuk dan Raja Brentel membentuk satu kelompok dengan nilai
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koefisien similaritasnya 0,61 (Tabel 4.3), dimana memiliki nilai koefisien
tertinggi. Monyet dan Klutuk Wulung membentuk satu kelompok dengan nilai
koefisien similaritas 0,56 (Tabel 5), dimana kedua sampel pisang tersebut
merupakan pisang liar dari M. acuminata colla dan M. Balbisiana colla. Raja Lini
memiliki kemiripan dengan dua pisang liar tersebut dengan nilai koefisien
similaritas 0,53 dan 0,54 (Tabel 4.3). Adanya kemiripan Raja Lini dengan pisang
liar karena hasil pita DNA dan nilai skoring yang dihasilkan hampir sama dengan
kedua pisang liar tersebut , hal tersebut diduga Raja Lini memiliki informasi
genetik yang hampir sama dengan pisang liar.

Selain pengelompokkan berdasarkan nilai koefisien similaritas, kultivar
pisang Raja juga mengelompok berdasarkan genomnya. Pada hasil dendogram
(Gambar 4.3) dan analisis zonasi dengan PCoA (Gambar 4.4) pembentukan
cluster tersebut sesuai dengan genom yang dimiliki pada masing-masing kultivar.
Raja Jambe dengan Raja Kriyak membentuk satu kelompok karena keduanya
bergenom triploid AAA. Raja Bandung, Raja Kisto, Raja Gareng, dan Raja
Delima membentuk satu kelompok karena memiliki kesamaan genom AAB. Raja

Bali membentuk outgroup karena memiliki genom yang dominan B yaitu ABB.
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Gambar 4.4 Principal co-ordinate map dari 15 sampel Pisang Raja berdasarkan
marka molekuler RAPD

Analisis clustering selanjutnya dikonfirmasi dengan analisis Principal
coordinate scatter plot (PCO) untuk memperjelas hasil pengelompokan. Analisis
PCO menghasilkan pengelompokkan yang sama dengan dendogram (Gambar
4.3). Hasil tersebut menimbulkan dugaan akan adanya diferensiasi genetik antar
kultivar pisang raja. Salah satu faktor penyebab diferensiasi genetik adalah adanya
faktor luar seperti: isolasi geografis dan fragmentasi habitat serta faktor dalam
seperti mutasi, seleksi alam, genetic drift, dan gene flow (Slatkin, 1987).

Allah SWT menciptakan keteraturan yang terjadi dalam kehidupan
sebelum makhluk hidup diciptakan. Sebagaimana dari hasil penelitian ini
pengelompokkan kultivar pisang raja berdasarkan ukuran jarak similaritas dan
pembagian zonasi berdasarkan titik koordinat. Allah menciptakan keteraturan
dengan ukuran pada hal mulai yang kecil seperti gen. Allah SWT berfirman dalam

Surat Al — Qamar (54):49.
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Artinya: Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran

Allah menetapkan sutau ukuran dan memberikan petunjuk terhadap semua
makhluk kepada ketetapan tersebut. Tidak ada sesuatupun yang terjadi di alam
semesta ini yang telah diketahui oleh ilmu Allah yang Maha Sempurna sebelum
terjadi sesuatu itu. Allah menciptakan sesuatu dan menentukan ukurannya sesuai
ketetapan-Nya. Berdasarkan ayat di atas menyebutkan masalah kadar dan ukuran
dari segala yang ada di muka bumi. Ketentuan dan sistem yang telah ditetapkan
terhadap segala sesuatu yang ada di muka bumi ini, sehingga dengan kekuasaan-

Nya maka semua akan terlihat rapi dan sempurna (Shihab, 2002: 482).
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BAB V

PENUTUP
5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang didapat dari penelitian ini yaitu:
1. Terdapat 12 primer yang dapat menghasilkan jumlah pita polimorfik yang
tinggi, selain itu nilai koefisien similaritas pisang Raja rendah. Sehingga

pisang Raja yang terdapat di pulau Jawa memiliki diversitas genetik yang
tinggi

2. Pisang Raja yang ada di Pulau Jawa mengelompok berdasarkan genomnya
(AAA, AAB, dan ABB). Hal ini membuktikan bahwa marka RAPD dapat

digunakan untuk mengelompokkan pisang Raja berdasarkan genomnya.

5.2 Saran
Perlu dilakukan proses isolasi DNA dengan reagen secara manual agar
dihasilkan konsentrasi DNA yang tinggi, selain itu perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut dengan menggunakan marka molekuler spesifik untuk mengkonfirmasi

pembagian cluster pada kultivar pisang Raja berdasarkan genomnya.
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LAMPIRAN 1

Gambar 16. Hasil amplifikasi RAPD
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