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Keanekaragaman Tanaman Pegagan (Centella Asiatica L. [Urb.]) Pada
Ketinggian dan Lingkungan yang Berbeda Berdasarkan Karakter Morfologi
dan Molekuler Menggunakan Penanda ISSR (Inter Simple Sequence Repeat

Ayu Rifqi Ellyza,Azizatur Rahmah, Mujahidin Ahmad

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untukmengetahui keanekaragaman C. asiatica L. pada
ketinggian berbeda berdasarkan karakter morfologi dan molekuler menggunakan penanda
ISSR. Penelitian ini menggunakan metode campuran deskriptif kualitatif dan kuantitatif.
Rangkaian kegiatan penelitian ini antara lain eksplorasi, karakterisasi morfologi, isolasi
DNA dan PCR ISSR serta analisis data. Eksplorasi dilakukan pada ketinggian 300-1700
mdpl di area Malang, Batu, Pasuruan. Setiap aksesi dilakukan pengukuran kuantitatif
meliputi panjang tanaman, tinggi tanaman, panjang tangkai, panjang stolon, jumlah daun,
luas daun, tebal daun, diameter tangkai, dan diameter stolon. Pengukuran kualitatif
dilakukan pada warna daun tua, daun muda, stolon, dan tangkai daun mengacu pada RHS
colour chart. Karakterisasi molekuler dilakukan menggunakan penanda ISSR dengan
Kode UBC 812, UBC 828, UBC 889, dan K18. Karakter morfolog dan molekuler
tersebut kemudian dibuat dendogram menggunakan program PAST.362 untuk mengetaui
pengelompokan tiap aksesi. Hasil tabel dendogram karakter morologi menunjukkan C.
asiatica L. mengelompok berdasarkan ketinggian tempat tumbuhnya. Beberapa aksesi
yang terpisah dari kelompok ketinggian terdekatnya diduga memiliki ciri morfologi yang
sama dengan kelompok ketinggian lainnya karena keadaan lingkungan tumbuh yang
seragam. Hasil analisis dendogram karakter molekuler menunjukkan pengelompokan C.
asiatica L. terjadi secara acak sebelum ketinggian 1700 (aksesi C14) yang merupakan
titik tertinggi pengambilan sampel. Pengelompokan C. asiatica L. berdasarkan morfologi
maupun molekuler menunjukkan terdapat keanekargaman yang dipengaruhi oleh
ketinggian tempat tumbuh dan keadaan lingkungannya.

Kata kunci: C. asiatica L, ketinggian tempat, morfologi, keragaman genetik, ISSR



Diversity of Gotu Cola (Centella Asiatica L. [Urb.]) in Different Altitude and
Environtment Based on Morphology and Molecular Character Using ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat) Primer
Ayu Rifqi Ellyza, Azizatur Rahmah, Mujahidin Ahmad

ABSTRACT

This research aims to know the diversity of C. asiatica L. in different altitude and
environmentalcondition based on morphology and molecular character using ISSR
Marker. Research design was using mix method of quantitative and qualitative
descriptive. This research contain of several activity that’s are exploration, morphological
characterization, DNA isolation, PCR ISSR, and data analysis.Exploration was carried
out at an altitude of 300-1700 meters above sea level in the areas of Malang, Batu, and
Pasuruan. Accessions were collected and measured the quantitative and quantitative
character. the qualitaive character such as plant lenght, plant height, number of leaves,
leave wide, leave thickness, diameter of stalk, and diameter of stollon. and the qualitative
characters were leave and stalk colors based on RHS colour chart. Molecular
charracterization was using ISSR primers UBC 828, UBC 889, and K18. A dendogram
phyllogenetic was made for both morphological and mollecular character by using
PAST.362 software to know the accession grouping. The result of the dendogram based
on morphological charracter showed that C. asiatica L. was highly influenced by altitude.
some accessions were separated from the closest altitude group may had similarity with
other accessions in different altitude caused by the same condition of environment. The
result of the dendogram based on mollecular character showed a random grouping of C.
asiatica L. before 1700 above sea level (accession Cl4)as the highest altitude for
sampling. C. asiatica L. grouping based on morphology and mollecular character showed
that the differentiation of altitude and environmental condition can affectthe genetic
diersity of C. asiatica L.

Keyword: C. asiatica L, altitude, morphology, genetic diversity, ISSR
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Allah SWT berfirman:

ely (A O 5hm 305 O sha S50 535 i ¢ QA e, &) A8 ahs UAJY‘ 3
(£:[) ¥]ae DMy &sliad o380 ¥ S5 8 &) O8YT & = (e Linas Jladipany

Artinya:Dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang berdampingan, dan kebun-
kebun anggur, tanaman-tanaman dan pohon korma yang bercabang dan yang tidak
bercabang, disirami dengan air yang sama. Kami melebihkan sebahagian tanam-
tanaman itu atas sebahagian yang lain tentang rasanya. Sesungguhnya pada yang
demikian itu terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang berfikir(Qs. Ar-
Ra’d[13]:4).

Pada Ayatdiatas, khususnya pada kalimat yang digaris bawahi dapat diambil
pelajaran bahwa Allah SWT telah menunjukkan kebesaran-Nya melalui salah satu
fenomena di alam. Disebutkan dalam kalimat tersebut, bahwa pada cksa‘);‘mi
“bagian yang berdampingan”’atau yang ditafsirkan sebagai tanah oleh Al-Jazari
(2007)baik itu tanah yang subur maupun kurang subur dapat tumbuh berbagai macam
jenis tumbuhan. Keberagaman tumbuhan ini tidak hanya terjadi pada spesies yang
berbeda saja, namun pada tumbuhan dengan spesies yang sama pula. Sebagaimana
dicontohkan dalam kata () 5ia 5& 5 &l 3ia (35 yang menurut Al-Qurtubi (2008)
dan al-Jaziri (2007), selain diartikan sebagai kurma yang bercabang dan tidak
bercabang, dapat diartikan pula dengan pohon kurma dengan berbagai macam jenis
yang tumbuh dari satu induk. Hal ini merupakan suatu tanda kebesarana Allah SWT
yang luar biasa, karena pada dasarnya tanah dan tumbuhan-tumbuhan tersebut
disirami oleh satu sumber air yang sama yaitu air hujan, namun dapat tumbuh
menjadi bentuk, ukuran, dan warna yang berbeda sesuai dengan keadaan

lingkungannya.



Perbedaan karakter antara tanaman satu dengan lainnya selain dipengaruhi oleh
faktor eksternal (lingkungan) juga internal (genetik) yang sangat penting untuk
dipelajari. Studi karakterisasi ini penting dilakukan sebagai langkah awal pelestarian
dan pemanfaatan tanaman secara maksimal dan bijaksana. Salah satu tanaman yang
perlu ditingkatkan pelestarian dan pemanfaatannya adalah Pegagan (Centella asiatica
L). Tanaman ini dikenal sebagai salah satu tanaman tradisional dengan banyak
khasiat. Diantaranya adalah sebagai penyembuh luka, antibakteri, antiinflamasi,
kanker, stroke, memperlancar peredaran darah, hingga obat bagi penderita disorder

dan gangguan jiwa (Salkhtipriya et al., 2018).

Pegagan (Centella asiatica L.) merupakan tanaman herba perennial yang
terdistribusi luas di daerah tropis dan sub-tropis benua Asia (Prasad, 2008; Ernawati
et al., 2016; LAL et al., 2017; Salakthipriya et al., 2018). Tanaman ini tergolong
dalam family Mackinlayaceae (Ernawati et al., 2016) atau Umbeliferae (Bermawie et
al., 2008; Prakash et al., 2017) atau Apiaceae (Bermawie et al., 2008; Prakash et al.,
2017; Sakthipriya et al., 2018) yang dikenal dengan Asiatic Pennywort, Indian
Pennywort, Goti Cola (Bermawie et al., 2008; Prakash et al., 2017; Gupta dan
Chaturvedi, 2017; Salakthipriya et al., 2018) Mandookarpani (Prasad 2008) atau
dikenal pula dengan Rumput Kaki Kuda dan Antanan di Indonesia (Bermawie et al.,
2008).

C. asiatica L. dikenal secara turun temurun sebagai obat herba tradisional di
Indonesia, China, dan India. Menurut Klopnemburg dan Versteegh terdapat lebih dari
59 resep jamu tradisional menggunakan C. asiatica L. dalam ramuannya (Widowati,
1992 dalam Bermawie et al., 2008). Tanaman ini memiliki khasiat sebagai
penyembuh luka, asma, diabetes, kanker, alzeimer, dan hipertensi (Ernawati et al.,
2016) tanaman ini juga digunakan sebagai terapi bagi anak-anak berkebutuhan
khusus dan gangguan psikologis karena khasiatnya sebagai peningkat konsentrasi,
fokus, dan membantu mengoptimalkan 1Q akademik serta digunakan dalam bahan
kosmetik (Bermawie et al., 2008; Nur et al, 2017; Monton et al., 2019).



C. asiatica L. tersebar luas di berbagai negara di Asia seperti Indonesia, Malaysia,
India, Cina, Pakistan, Sri Lanka, dan Afrika Selatan (Sudaakaran et al., 2017). Di
Indonesia, C. asiatica L. dapat tumbuh hampir di seluruh propinsi meliputi pulau
Jawa, Sumatera, Kalimantan, Nusa Tenggara, hingga Papua. Tanaman dapat tumbuh
di berbagai kondisi lingkungan, baik lembab, kering, berair, tanah liat, berpasir,
ternaungi maupun tidak ternaungi, meskipun lebih banyak ditemukan di daerah
lembab. Ketinggian tumbuh tanaman ini adalah 100-2500 mdpl (Bermawie et al.,
2008).

C. asiatica L. masuk dalam daftar tanaman terancam punah (endangered species)
dan dilindungi oleh lembaga konservasi dunia atau international Union Conservation
of Nature ang Natural Resource (IUCN) sebelum tahun 2013 yang disebabkan oleh
eksploitasi besar-besaran di alam karena peningkatan permintaan pasar dan Industri
farmasi (Prasad, 2008). Sejak 2013 tanaman ini telah meningkat statusnya menjadi
least concern yang menunjukkan tidak lagi memerlukan perlakuan khusus karena
masih banyak ditemukan di alam (Gupta, 2013). Meskipun demikian, diperlukan
pelestarian dan budidaya C. asiatica L. dengan mutu yang baik untuk mendukung
kebutuhan industry farmakologis. Langkah awal yang dapat dilakukan untuk
pelestarian C. asiatica L. adalah eksplorasi, karakterisasi berdasarkan morfologi,
fitokimia, dan molekuler, pengelompokan sesuai karakter, seleksi tetua untuk

pemuliaan tanaman, serta upaya konservasi plasma nutfah (Bermawie, 2008).

Eksplorasi C. asiatica L. dapat dilakukan dengan mengambil sampel contoh di
beberapa daerah tumbuh. Menurut Bermawie et al (2008), C. asiatica L. dapat
tumbuh dengan baik pada ketinggian 100-2500 mdpl. Perbedaan ketinggian
tempattumbuh tersebut dapat mempengaruhi faktor lingkungan lainnya seperti suhu,
kelembaban, curah hujan, hingga ketersediaan unsur hara (Hakim et al., 2015).
Berdasarkan uraian kondisi lingkungan yang beragam tersebut sangat mungkin

adanya keanekaragaman dari segi morfologi dan susunan genetik C. asiatica L. Pada



penelitian ini eksplorasi dilakukan pada daerah dengan ketinggian 300-1700 mdpl di
daerah Malang, Batu, dan Pasuruan Jawa Timur.

C. asiatica L. termasuk groundcover dengan ukuran kecil berperawakan herba
menjalar sehingga sedikit karakter yang bisa diamati untuk karakterisasi morfologi.
Karakterisasi morfologi dapat dilakukan dengan membandingkan karakter kuantitatif
dan kualitatif tiap sampel yang diterapkan pada tanaman induk, anakan 1, dan anakan
2. Karakter kuantitatif yang diamati antara lain panjang tanaman, tinggi tanaman,
panjang tangkai daun, diameter tangkai daun, panjang daun, lebar daun, panjang ruas
stolon, jumlah stolon, diameter stolon. Sedangkan karakter kualitatif meliputi warna
daun (muda dan tua), terkstur permukaan atas daun, warna tangkai daun, warna buku

ruas, dan warna stolon (Bermawie, 2008).

Keunggulan karakterisasi tingkat morfologi adalah keragamannya dapat diamati
secara langsung. Hal ini dikarenakan karakter morfologi menunjukkan karakter
fenotip yang sebenarnya dari suatu tanaman. Karakterisasi morfologi juga tidak
membutuhkan biaya dan waktu yang lama dalam proses penelitiannya.Namun,
karakerisasi morfologi juga memiliki kelemahan yaitu sifathya yang mudah
dipengaruhi oleh lingkungan (Bermawie et al. 2008). Hal ini berkaitan dengan
kemampuan tumbuhan melakukan plastisitas atau bereaksi terhadap perubahan

lingkungan yang disertai dengan modifikasi morfologi (Hakim et al., 2015).

Kondisi lingkungan yang dapat mempengaruhi morfologi tanaman adalah
ketinggian tempat.Raharjeng (2015), melalui penelitiannya pada tanaman Sansevieria
dan Hakim et al (2015) pada tanaman Bambu menyebutkan bahwa ketinggian tempat
sangat mempengaruhi keragaan morfologi. Semakin tinggi daerah tumbuh tanaman,
kelembaban lingkungan dan curah hujan akan semakin meningkat sementara suhu
dan intensitas cahaya akan semakin menurun dibandingkan daerah yang lebih rendah.
Dataran rendah dengan suhu yang tinggi dan kelembaban lingkungan yang rendah

akan meningkatkan laju transpirasi (Raharjeng, 2015). Suhu vyang tinggi



menyebabkan tanaman akan lebih cepat kehilangan air melalui penguapan. Sebagai
respon dari kondisi fisiologis tersebut, C. asiatica L. yang ditemukan pada dataran
rendah akan memiliki ukuran daun yang lebih sempit untuk mengurangi penguapan
(Raharjeng, 2015).

Warna daun C. asiatica L. pada dataran rendah juga akan lebih pucat serta stolon
berwarna kemerahan karena kurangnya air dalam tubuh tanaman. Berbeda dengan C.
asiatica L. dataran tinggi yang lebih terlihat segar. Hal ini disebabkan oleh kualitas
cahaya dataran tinggi yang lebih baik meskipun dengan intensitas yang lebih sedikit.
Kualitas cahaya yang baik ini mempengaruhi kualitas dan kuantitas klorofil tanaman.
Hal ini berkaitan pula dengan kecukupan unsur N pada tempat tumbuh. Unsur N
merupakan unsur hara makro yang berperan penting dalam produksi klorofil dan
asam amino (Fahmi, 2010; Atmaja et al., 2017). Apabila jumlah unsur N pada suatu
tempat tumbuh sedikit warna daun akan terlihat lebih pucat dan berukuran kecil,
bahkan kekuningan atau mengering jika terjadi defisiensi (Atmaja et al., 2017;
Ginting, 2017). Kaitan unsur hara N dengan ketinggian tempat dijelaskan dalam
Supriadi et al., (2016), bahwa terdapat korelasi positif antara ketinggian dengan
kandungan N-total, yang mana seiring dengan bertambahnya ketinggian kandungan

N-total juga semakin meningkat.

Ketinggian tempat tumbuh mempengaruhi intensitas dan kualitas cahaya yang
diterima oleh tanaman. intensitas cahaya mempengaruhi pertumbuhan melalui proses
fotosintesis, pembukaan stomata dan sintesis klorofil, sedangkan pengaruhnya
terhadap pembesaran dan differensiasi sel terlihat pada pertumbuhan tinggi tanaman
dan ukuran serta struktur daun dan batang (Putri, 2009). Cahaya matahari yang
sampai ke bumi secara langsung dalam bentuk cahaya gelombang pendek hanya 24%,
sebagian lagi dipantulkan kembali ke atmosfer dalam bentuk gelombang panjang,
konduksi, konveksi, dan untuk evaporasi dan transpirasi. Apabila atmosfer berawan,
maka intensitas cahaya berkurang. Di daerah tropis, intensitas cahaya sering

berkurang karena tertutup oleh awan tebal, terutama pada musim penghujan



(Permanasari dan Aryanti (2014). Hal ini juga terjadi pada datran tinggi yang
cenderung lebih berawan dan berkabut.

Kualitas cahaya merupakan panjang gelombang yang dapat ditangkap tanaman
(satuan dalam mp). Kualitas cahaya menunjukkan panjang gelombang yang
terkandung dalam cahaya. Dari 75 satuan (unit) cahaya yang sampai ke permukaan
bumi atau atmosfer, apabila semua unit tidak dipantulkan oleh awan, kira-kira 44%
mengandung panjang gelombang yang aktif untuk fotosintesis. Reaksi cahaya dalam
fotosintesis merupakan akibat langsung penyerapan foton oleh molekul-molekul
pigmen seperti klorofil. Tidak seluruh foton memiliki tingkat energi yang cocok
untuk menggiatkan pigmen daun (Zulkarnain, 2009). Total radiasi matahari adalah
1360 W m dan hanya sekitar 900 W m2yang mencapai tumbuhan karena pengaruh
lapisan atmosfer. Spektrum cahaya yang dapat digunakan dalam proses fotosintesis
berkisar anata 400-700 nm. Cahaya dibawah 400 nm memiliki energi yang terlalu
besar sehingga dapat menyebabkan ionisasi dan kerusakan pigmen daun. Sedangkan
cahaya diatas 700 nm memiliki yang kurang untuk dilakukan fotosisntesis (Salisbury
dan Ross, 1995). Cahaya yang diterima oleh tanaman pada dataran tinggi berupa
cahaya gelombang pendek yang efektif digunakan dalam fotosintesis. Pengaruh
lingkungan yang berawan menyebabkan cahaya gelombang tinggi dapat dipantulkan
secara efisien kembali ke atmosfir. Hal inilah yang menyebabkan tanaman dataran

tinggi memiliki warna yang segar.

Pada dataran rendah, intensitas cahaya yang didapatkan oleh tanaman lebih
banyak, selai itu spektrum cahaya yang diatangkap oleh daun juga tinggi sehingga
menyebabkan fotosintesis menjadi kurang efektif. Salisbury dan Ross (1995)
menyebutkan bahwa intensitas cahaya yang terlalu tinggi seperti saat tengah hari
membatasi laju fotosintesis dan menghambat pengikatan CO2. Zulkarnain (2009)
juga menjelaskan bahwa pada tanaman yang tubuh pada dataran rendah, warna daun
akan terlihat tidak segar. Hal ini dikarenakan berkurangnya kadar klorofil akibat

solarisasi sehingga daun menjadi hijau kekuningan. Akibatnya, laju absorpsi cahaya



dan fotosintesis menjadi rendah. Meningkatnya suhu daun pada dataran rendah
menyebabkan laju transpirasi meningkat dan tidak seimbang dengan laju absorpsi air.
Akibatnya, stomata menutup dan fotosintesis berkurang. Tingginya intensitas cahaya
dapat menyebabkan tidak aktifnya beberapa enzim tertentu yang mengubah gula
menjadi pati di dalam daun. Akibatnya, terjadi penumpukan gula, dan sebagai aksi

massa maka laju fotosintesis tertekan.

Berdasarkan ada dan tidaknya naungan, tanaman yang ditemukan pada daerah
ternaungi akan memiliki ukuran daun lebih lebar dibandingkan yang terpapar cahaya
langsung. Hal ini merupakan respon tanaman agar tetap mendapatkan cahaya cukup
sehingga fotosintesis dapat berjalan optimal (Suci dan Heddy, 2018). Perubahan
kondisi lingkungan dapat mengubah keragaan morfologi C. asiatica L. di daerah
tersebut. Sehingga, data yang didapatkan kurang akurat. Dengan demikian,
dibutuhkan karakterisasi tingkat molekuler untuk melengkapi dan memperkuat data

karakterisasi morfologi (Gbolahan et al., 2016).

Karakterisasi tingkat molekuler membutuhkan penanda yang sesuai sehingga
dapat menentukan keanekaragaman dan kekerabatan genetik. Penanda genetik yang
sering digunakan dalam kepentingan ini antara lain RFLP, RAPD, SSR, dan ISSR.
Berdasarkan penelitian sebelumnya, jenis-jenis penanda molekuler tersebut memiliki
hasil yang baik dalam menunjukkan keragaman dan kekerabatan C. asiatica L .Dalam
penelitian ini digunakan penanda ISSR yang dinilai mampu mengamplifikasi dan
menunjukkan polimorfisme, filogenetik C. asiatica L sebagaimana disebutkan dalam
penelitian Zhang et al (2012) dan Subositi et al (2015). ISSR diketahui pula mampu
mengamplifikasi dan menunjukkan polimorfisme family Apiaceae dengan baik.
seperti penelitian oleh Briad et al., (2001) mengenai perbandingan marka non-
spesifik untuk identifikasi varietas wortel (Daucus carota), dan Bradeen et al.,(2002)
untuk polimorfisme wortel liar dan budidaya. Selain itu, Ahmadvandi et al., (2013)
untuk Jintan putih (Cuminum cyminum), Hugqail dan Faisal (2010);Petroy et al.,
(2014);Kapital et al., (2015) untuk Jintan hitam (Nigella sativa), Zangane et al.,



(2016);Bahmani et al., (2016) untuk Adas (Foeniculum vulgare), Nasr et
al.,(2013);Rukam et al (2014) untuk Ketumbar (Coriandrum sativum), dan Ibrahim et
al., (2017) untuk Petroseli (Petroselinum crisum). Berdasarkan beberapa penelitian
tersebut dapat diketahui bahwa penanda ISSR efektif digunakan dalam menunjukkan

keanekaragaman Apiaceae termasuk C. asiatica L.

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) merupakan jenis penanda genetik yang
biasa digunakan dalam studi filogenetik dan kekerabatan tanaman. ISSR merupakan
metode berbasis PCR yang mana mengamplifikasi sekuen yang berada diantara dua
mikrosatelit identik (Wu et al., 1994 dalam Mariana et al., 2011). Mikrosatelit
merupakan sekuen unik yang tersisip diantara genom. Sekuen ini merupakan intron
yaitu bagian dari genom yang tidak mengkode suatu sifat sehingga tidak mudah
dipengaruhi oleh lingkungan (Morgenta and Olivieri, 1993; Reddy et al., 2002).
Sekuen mikrosatelit dapat terdiri atas 1, 2, 3, atau 4 nukleotida berulang yang bersifat
lestari (diturunkan). Sifat lestari ini menjadikan penanda mikrosatelit dapat digunakan
sebagai pendeteksi keragaman genetik dan kekerabatannya berdasarkan kesamaan
pita yang teramplifikasi. Diantara penanda genetik berbasis PCR yang menggunakan
mikrosatelit yaitu SSR dan ISSR. Dibandingkan dengan SSR yang hanya
mengamplifikasi daerah mikrosatelit, ISSR memiliki jangkauan amplifikasi yang
lebih luas karena melibatkan sekuen diantara mikrosatelit yang memiliki panjang
sekuen berbeda-beda. Daerah diantara dua mikrosatelit ini juga memiliki tingkat
mutasi yang tinggi dibandingkan dengan bagian genom lainnya sehingga dapat
menghasilkan lebih banyak pita polimorfisme (Goldstein et al., 1995; Reddy et al.,
2002). Perbedaan panjang basa dan ukuran daerah teramplifikasi akan menunjukkan
besarnya polimorfisme antar sampel yang diamati. sehingga dapat menunjukkan
keanekaragaman antar sampel C. asiatica L.

Primer ISSR yang diguanakan dalam penelitian ini antara lain UBC 828, K18,
dan UBC 889. UBC 828 diketahui dapat mengamplifikasi pita polimorfisme pada C.
asiatica L. dengan baik sebagaimana disebutkan dalam Al-Qahtani et al (2017).



Sedangkan K18 dan UBC 889 dapat menghasilkan pita polimorfisme sebesar 96.3%
dan 95.4% dalam penelitian Lucilia et al (2012) untuk assesment tanaman Tebu
(Saccharum spp.).

Pada penelitian ini akan didapatkan dua data keanekaragaman C. asiatica L. pada
ketinggian yang berbeda vyaitu berdasarkan karakter morfologi dan molekuler.
Masing-masing data dibuat analisis keanekaragaman dan kekerabatan antar aksesinya
untuk mengetahui pengaruh ketinggian tempat terhadap keragaan morfologi dan
molekulernya. Data kekerabatan C. asiatica L. ini dapat digunakan untuk melengkapi
data karakter C. asiatica L. di Indonesia sehingga dapat dikelompokkan dengan
aksesi wilayah lain yang sejenis maupun untuk mendeteksi aksesi unik (endemik).
Penelitian ini termasuk dalam langkah awal pemuliaan tanaman C. asiatica L.

sehingga sangat penting untuk dilakukan.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah.

1. Bagaimana keanekaragaman C. asiatica L. pada ketinggian yang berbeda
berdasarkan karakter morfologi?
2. Bagaimana keanekaragaman genetik C. asiatica L. pada ketinggian yang

berbeda berdasarkan penanda molekuler ISSR?.

1.3 Tujuan
Tujuan penelitian ini adalah.

1. Mengetahui keanekaragaman C. asiatica L. pada ketinggian yang berbeda
berdasarkan karakter morfologi.

2. Mengetahui keanekaragaman genetik C. asiatica L. pada ketinggian yang
berbeda berdasarkan penanda molekuler ISSR.



1.4 .Manfaat
Manfaat dari penelitian ini antara lain.

1. Hasil analisis ini dapat digunakan untuk melengkapi karakterisasi morfologi C.
asiatica L. di Indonesia.

2. Hasil analisis ini dapat digunakan untuk melengkapi karakterisasi molekuler C.
asiatica L. di Indonesia.

3. Hasil analisis ini dapat melengkapi informasi kekerabatan C. asiatica L. di

Indonesia.

1.5 Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini adalah.

1. Keanekaragaman C. asiatica L. pada ketinggian berbeda berdasarkan karakter
morfologi membentuk pengelompokan sesuai ketinggian tempat tumbuhnya
berdasarkan kemiripan karakter kuantitatif dan kualitatif.

2. Keanekaragaman genetik C. asiatica L. pada ketinggian berbeda berdasarkan
penanda molekuler ISSR membentuk engelompokan sesuai ketinggian tempat

tumbuhnya berdasarkan kesamaan kemunculan pita.

1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian antara lain:

1. C. asiatica L. yang diteliti berasal daerah Malang, Batu, dan Pasuruandengan
ketinggian 300-1700 mdpl.

2. Sampel C. asiatica L. diambil dari daerah dengan keadaan lingkungan
beragam. Keadaan tanah basah, lembab dan kering, intensitas cahaya rendah,
sedang, dan tinggi, serta keadaan tanaman ternaungi, ternaungi sebagian, dan
tidak ternaungi.

3. Karakter morfologi yang diamati meliputi kuantitatif dan kualitatif tiap

sampel. Karakter kuantitatif yang diamati antara lain panjang tanaman, tinggi
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tanaman induk dan anakan 1&2, jumlah daun tanaman induk, jumlah daun
tanaman anakan 1, jumlah daun tanaman anakan 2, panjang tangkai daun

induk, panjang tangkai daun anakan 1, panjang tangkai daun anakan 2,
diameter tangkai daun, luas daun induk dan anakan 1&2, rata-rata panjang
ruas stolon, jumlah stolon, diameter stolon.

Karakter kualitatif meliputi warna daun (muda dan tua), warna tangkai daun,
warna buku ruas, warna stolon dan ciri khusus maisng-masing aksesi.
Karakter warna diukur berdasarkan RHSColor Chart.

. Analisis kekerabatan genetik dilakukan berdasarkan primer UBC828, K18,
dan UBC 8809.
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BAB Il
KAJIAN PUSTAKA

2.1 Centella asiatica L.

2.1.1 Botani C. asiatica L.

Tanaman Pegagan (Centella asiatica L.) dapat diklasifikasikan sebagai
berikut:
Kingdom : Plantae

Divission : Tracheophyta

Class : Magnoliopsida
Subclass : Rosidae

Order . Apiales

Family . Apiaceae/Umbelliferae
Genus : Centella

Spesies : Centella asiatical.

(ITIS, 2011; IUCN, 2013; GBIF, 2017;)

Nama Centella diambil dari bahasa Yunani “centun” yang berarti ratusan. Hal
ini menggambarkan percabangan C. asiatica L. yang bercabang banyak melalui
stolonnya. Sebelumnya, tanaman ini diperkenalkan dengan nama Hydrocotile asiatica
L. oleh Carl Linnaeus yang kemudian diklarifikasi ulang sebagai Centella asiatica L.
menggunakan sistematika botani yang valid (Sudaakaran et al., 2017).

Allah SWT berfirman dalam Al-Quran surat Thaha ayat 53:

e 530 2 G DAG Fla fLdl G O Dl 158 AT Sl 15 VT 40 (as (g
(OT:[YJak) (A s
Artinya:Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit air hujan.

Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan
yang bermacam-macam (Q.S. Thaha [20]:53).



Pada ayat tersebut dijelaskan bahwa Allah telah menjadikan bumi terbentang
luas padanya terdapat jalan-jalan untuk dilalui makhluk. Allah juga menurunkan air

hujan sehingga tumbuh berbagai macam jenis tumbuhan (Al-Qarni, 2007). Kata

o CataucSartinya adalah sesuatu yang keluar dari tanah baik berupa yang beranting

seperti pohon atau yang tidak beranting seperti rerumputan, namun Kkata ini lebih
dikhususkan untuk menyebutkan tanaman tak beranting (Al-Ashfahani, 2017).

Berdasarkan ciri yang dijelaskan dalam tafsir, C. Asiatica L. Termasuk dalam

kelompok < \Jyaitu kelompok rerumputan yang tidak beranting serta diciptakan
beraneka ragam jenisnya di bumi.

C. asiatica L.merupakan tanaman herba perennial, terna menahun, berstolon
panjang dan ramping, yang dibedakan jenisnya berdasarkan panjang internodus
(Gupta dan Chaturvedi, 2017; Salakthipriya et al., 2018) Tanaman ini memiliki
persebaran luas khususnya di daerah tropis dan sub-tropis dan dikenal sebagai salah
satu obat herbal tradisional yang diterapkan secara turun temurun di berbagai Negara
seperti Indonesia, Malaysia, India, dan Cina. Saat ini permintaan industri
farmakologis untuk C. asiatica L. terus meningkat mengetahui khasiatnya yang
beraneka ragam seperti penyembuh luka, antibakteri, antiinflamasi, kanker, stroke,
memperlancar peredaran darah, hingga obat bagi penderita disorder dan gangguan

jiwa.

C. asiatica L.. termasuk dalam kingdom plantae atau kelompok tanaman karena
memiliki organel sel berupa plastid yang mengandung klorofil untuk fotosintesis, C.
asiatica L. Selanjutnya tanaman ini digolongkan dalam divisi Tracheobiophyta
karena merupakan kelompok tumbuhan yang memiliki berkas pembuluh. juga
merupakan tumbuhan yang berkembangbiak dengan biji sehingga digolongkan dalam
Subdivisi Spermatophyta. C. asiatica L. Kemudian digolongkan dalam Kkelas

Magnoliopsida atau disebut juga dengan dikotil karena sifat bijinya yang berkeping
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dua. Selain itu sifat morfologi lain seperti akar tunggang, bangun daun bulat dan

tulang daun menyirip juga menunjukkan ciri Magnoliopsida (Takhtajan, 2009).

Ciri dari C. asiatica L. yang menjadikannya digolongkan dalam Sub-kelas
Rosidae adalah ovarium majemuk dengan 2 lokus yang masing-maisng diisi oleh 1
ovulum, serta stamen yang tersusun sentripetal ( Xu and Le etal., 2017). Tanaman ini
digolongkan dalam family Apiaceae atau Umbelliferae karena memiliki susunan
Bungan majemuk yang berbentuk seperti payung (umberella) (Xu and Le et al.,
2017).

2.1.2 Morfologi C. asiatica L.

Morfologi C. asiatica L. dapat diuraikan sebagai berikut:

e .
. an 4
S T "

% o

S =
- “).’5‘

v

Gambar 2. 1 Morfologi C. asiatica L.
(Sumber: Kubitzki, 2004).

a) Batang

Batang C. asiatica L. sangat kecil. Dari batang tumbuh stolon n menjalar serta
bercabang mencapai 10-90 cm (Mora dan Armon, 2012; Xu dan Le et al,,
2017).Warna batang cokelat kemerahan. Sementara tinggi tanaman dapat
mencapai 15 cm (Dawn et al., 2016; Xu dan Le et al., 2017) Bentuk stolon ini

silinder yang mana pada setiap nodusnya muncul akar saat menyentuh tanah.
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Permukaan batang kasar dan berambut halus. Internodus pada stolon panjang.
Propagasi atau pembentukan tanaman baru dapat berasal dari stolon(James, 2009;
Sakthipriya et al., 2016).

b) Daun

Daun C. asiatica L. merupakan daun tunggal berwarna hijau berbentuk seperti
kipas atau ginjal.Bangun daun bulat dengan pangkal membelah dan melekuk ke
dalam memebentuk hati. Permukaan daun licin dengan tekstur seperti kertas .tepi
daun bergerigi dan agak melengkung keatas. Tulang daun menjari berpusat di
pangkal dan tersebar ke ujung. Panjang daun 1,5-4 cm dan lebar 1,5-5 cm serta
berdiameter 1-7 cm (Mora dan Armon, 2012; Dawn et al., 2016; Xu dan Le et al.,
2017).

Tangkai daun berbentuk seperti pelepah, agak panjang, berukuran 1,5-50 cm
tergantung kesuburan tempat tumbuhnya. Sepanjang tangkai daun beralur dan di
pangkalnya terdapat daun sisik yang sangat pendek, licin, tidak berbulu, berpadu
dengan pangkal tangkai daun (Dawn et al., 2016; Subositi, 2016; Xu, Zhenghao
and Le Chang et al., 2017). Daun C. asiatica L. tersussun roset dengan jumlah

sekitar 2-10 daun per rosetnya (Subositi, 2016).

2.2 Persebaran dan Syarat Tumbuh C. asiatica L.

C. asiatica L. terdistribusi luas di daerah tropis dan sub-tropis Asia, Afrika, dan
Madagaskar (Prasad, 2008; Ernawati et al., 2016; LAL et al., 2017; Salakthipriya et
al., 2018). Diantara negara-negara Asia yang terdapat C. asiatica L. antara lain India,
Malaysia, Indonesia, Cina, dan Jepang. Sebutan internasional C. asiatica L. adalah
Gotu cola atau Asiatic Pennywort. Di India dikenal dengan nama Mandookarpani,
Takip-kohot di Filipina, Bevilque di Perancis (Sutardi, 2016), Fo-tiling di Cina,
Indrotile di Italia, Indischer wassernabel di Jerman, Hierba doclavo di Spanyol,
Hydrocotile asiatique di Prancis (Sudaakaran et al., 2017).
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Di Indonesia, C. asiatica L. dapat ditemukan hampir diseluruh wilayah yang
sesuai dengan syarat tumbuhnya. Brinkhaus et al (2000), menyatakan bahwa tanaman
ini dapat ditemukan di wilayah Sumatera, Jawa, Sulawesi, Bali, dan Flores.
Sedangkan Bermawie (2008) menambahkan bahwa tanaman ini dapat ditemukan di
seluruh propinsi dan kota mulai dari wilayah Aceh hingga Papua (Bermawie, 2008).
Sebutan untuk tanaman ini berbeda-beda tiap daerah. Di Aceh tanaman ini disebut
Pegagan, Kaki Kuda (Sumatera), Tikusan (Madura), Taidu (Bali), Kori-kori
(Halmahera), Pegago (Minangkabau), Dogauke atau Gogauke (Papua), Koliditi
manora (Maluku), dan Bebile (Lombok).

C. asitica L. dapat ditemukan pada daerah dengan ketinggian 100-2500 mdpl
(Bermawie et al., 2008), namun lebih optimum tumbuh pada ketinggian diatas 700
mdpl (Sahu et al., 2015). Tanaman ini dapat ditemukan di berbagai kondisi
lingkungan terutama di tanah basah dengan suhu lembab seperti tepian sungai,
selokan, atau padang rumput. Tanaman ini juga dapat ditemukan di tanah kering atau
berpasir baik ternaungi atau ditempat terbuka (Bermawie et al., 2008; Mora dan
Armon, 2012; Sahu et al., 2017; Prasad et al., 2018). C. asiatica L. umumnya sangat
mudah tumbuh diberbagai tempat atau tidak memiliki batasan kondisi lingkungan
yang khusus selain iklim dan ketinggian tempat. Pada daerah yang sesuai tanaman ini
bahkan bisa ditemukan di dinding-dinding lembab.

C. asiatica L. memiliki distribusi yang luas di pulau Jawa baik Jawa Barat,
Jawa Tengah, maupun Jawa Timur. Nama lokal C. asiatica L. untuk wilayah Jawa
antara lain, Pegagan (DKI Jakarta), Antanan (Jawa Barat), dan Gagan-gagan atau
Panigowang (Jawa) (Sutardi, 2016). Beberapa penelitian mengenai keberadaan C.
asiatica L. di pulau Jawa antara lain, Yatias (2015) di Sukabumi Jawa Barat, Afrianto
et al., (2017) di gunung merapi Jawa Tengah, Lailaty et al (2016) di kebun raya
Cibodas Jawa Barat, Maisyaroh (2010) di Cangar Jawa Timur, dan Kustiari (2015) di
Tawangmangu Jawa Tengah.
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2.3 Keanekaragaman Morfologi

Morfologi tumbuhan merupakan ilmu yang mempelajari bentuk dan susunan
tubuh tumbuhan. Dalam definisi secara luas morfologi tumbuhan juga harus dapat
menentukan fungsi masing-masing bentuk tubuh, berusaha mengetahui asal bentuk
dan susunan tubuh yang demikian, serta dapat member jawaban mengenai alasan
tubuh tumbuhan memiliki bentuk dan susunan yang beraneka ragam (Tjitrosoepomo,
2015).

Tjitrosoepomo (2015) menyatakan bahwa tumbuhan dapat mengalami
perubahan morfologi hingga evolusi yang utamanya disebabkan oleh penyesuaian
terhadap alam sekitar. Hal inilah yang menyebabkan terjadinya keanekaragaman
morfologi. Keanekaragaman atau variasi morfologi dapat terjadi pada tanaman dalam

satu spesies yang sama (intraspesies).

Penilaian keanekaragaman morfologi dapat diketahui dengan membandingkan
karakter yang Nampak seperti daun, batang, akar, bunga, buah, dan organ modifikasi
baik secara kuantitatif maupun kualitatif. Pada C. asiatica L. menurut Bermawie et
al (2008) karakter kuantitatif yang dapat diamati antara lain tinggi tanaman, jumlah
daun tanaman induk, jumlah daun tanaman anakan 1 dan 2, panjang tangkai daun,
diameter tangkai daun, panjang daun, lebar daun, panjang ruas stolon, jumlah stolon,
diameter stolon. Sedangkan karakter kualitatif meliputi warna daun (muda dan tua),
bentuk daun (muda dan tua), bentuk tepi daun, terkstur permukaan atas daun, warna

tangkai daun, warna buku ruas, warna stolon.

2.4 Faktor Ketinggian Tempat Tumbuh Terhadap Keanekaragaman Morfologi
Keragaan morfologi suatu tanaman sangat dipengaruhi oleh faktor lingkungan
terutama ketinggian tempat tumbuh. Hal ini dikarenakan perbedaan ketingggian akan

membentuk perbedaan pada faktor lingkungan lainnya seperti suhu, curah hujan,

intensitas cahaya, dan kelembaban (Hakim et al., 2015).
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a) Curah hujan

Curah hujan berpengaruh terutama pada produktifitas tanaman. Secara
morfologi tanaman yang tumbuh pada daerah dengan curah hujan rendah akan
memiliki akar lebih kurus dan panjang untuk memperluas daerah penyerapan air.
Pada tanaman herba, batang yang seharusnya berwarna hijau akan berwarna
kemerahan karena kurangnya air dan produksi klorofil yang sedikit. Begitupula
dengan daun, daun akan memiliki warna yang lebih pudar dan ukuran yang lebih
sempit dibandingkan dengan tanaman pada daerah dengan curah hujan tinggi.
Penyempitan ukuran daun ini merupakan upayah adaptasi untuk mengurangi

penguapan.
b) Suhu dan Kelembaban Lingkungan

Dataran rendah memiliki suhu lebih tinggi dibandingkan dengan dataran
tinggi. Tanaman pada dataran rendah beradaptasi terhadap suhu tinggi melalui
penyempitan ukuran daun. Suhu yang tinggi menyebabkan tanaman lebih mudah
kehilangan air melalui penguapan. Sehingga, ukuran daunnya akan lebih sempit
dibandingkan dengan dataran tinggi untuk mengurangi penguapan (Raharjeng,
2015).

c) Paparan Cahaya Matahari

Cahaya sangat berpengaruh terhadap pembentukan klorofil.Efek cahaya
meningkatkan produksi enzim metabolik yang digunakan untuk membentuk
klorofil sehingga dengan penyinaran yang cukup produktifitas klorofil dapat
berjalan dengan baik serta fotosintesis lebih efisien (Raharjeng, 2015). Tanaman
dengan paparan cahaya yang lebih banyak cenderung berwarna lebih terang.
Namun, apabila kualitas cahaya yang dipaparkan kurang baik maka klorofil dapat
mengalami kerusakan sehingga dengan intensitas yang besar tersebut warna daun

menjadi hijau pucat.
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Dataran rendah memiliki intensitas cahaya yang lebih tinggi dengan kualitas
yang lebih rendah dibandingkan dengan dataran tinggi. Hal inilah yang
menyebabkan warna hijau pada tanaman dataran rendah cenderung lebih terang
namun pucat atau kurang segar. Sebailknya, paparan cahaya yang cukup serta
kualitasnya yang baik pada dataran tinggi menyebabkan daun tanaman terlihat
lebih segar. Terutama jika tanaman berada pada daerah yang tidak ternaungi
(Raharjeng, 2015). Selain itu, respon morfologis lainnya adalah tanaman pada
daerah ternaungi akan memiliki ukuran daun yang lebih lebar. Hal ini bertujuan
untuk memperluas daerah penangkapan cahaya sehingga fotosintesis dapat tetap
berjalan optimal (Suci dan Heddy, 2018).

d) Ketersediaan Unsur Hara

Unsur hara utama yang sangat mempengaruhi keragaan tanaman adalah unsur
N dan P. Keduanya merupakan unsur hara makro yang dibutukan tanaman dalam
jumlah banyak. Unsur N (Nitrogen) berperan penting dalam pembentukan klorofil,
protoplasma, protein, dan asam nukeat. Sedangkan unsur P (Fosfor) merupakan
komponen penyusun senyawa untuk transfer energi (ATP-ADP) untuk sistem
informasi genetik (DNA-RNA), membran sel (fosfolipid) dan fosfoprotein (Fahmi,
2010). Kekurangan unsur N akan ditunjukkan dengan warna yang pucat bahkan
menguning atau kering. Sedangkan kekurangan unsur P ditandai dengan warna
daun tua yang kemerah-merahan yang disebabkan terbentuknya pigmen antosianin
akibat penumpukan gula karena terhambatnya proses sintesis protein (Atmaja et
al., 2017). Kekurangan unsur N dapat membatasi tanaman dalam menerima unsur
P (Fahmi, 2010). Sementara kekurangan unsur P menghambat penyerapan unsur
lain seperti K dan Cu yang membutuhkan ATP dalam pengikatannya (Atmaja et
al., 2017). Sifat morfologi sangat mudah dipengaruhi oleh lingkungan sehingga
keanekaragamannya sangat besar. Hal ini berbeda dengan sifat genetik yang stabil
dan khas secara turun-temurun (Bermawie et al., 2008). Meskipun demikian,
apabila sifat morfologi ini bertahan dalam waktu yang lama dan menjadi sifat yang
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diturunkan, perubahan susunan genetik sangat mungkin terjadi, sehingga muncul
keanekaragaman genetik (Hakim et al., 2015). Ada beberapa sifat morfologi
tanaman yang hanya muncul sementara akibat kondisi lingkungan saja (tidak
dipengaruhi gen), dan ada pula yang kemunculannya bersifat permanen yang
merupakan hasil interpretasi dari susunan genetiknya. Hal inilah yang
menyebabkan penelitian keanekaragaman tanaman perlu dilengkapi dengan data

molekuler.
2.5 Keanekaragaman Genetik

Allah SWT berfirman:

o il palna V) Wl lay €4 %4l oo (K G)
Artinya: Sungguh Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran.
Danperintah Kami hanyalah dengan satu perkataan (seperti kedipan mata)(Al-
Qamar [54]:49-50).

Berdasarkan ayat Al-Quran Surat Al-Qamar (49-50) dijelaskan bahwa Allah
menciptakan segala sesuatu sesuai dengan ukuran yang telah ditetapkan-Nya.Kata JJS-'

“menurut ukuran” menurut Ibnu Athiyah merupakan takdir yang membatasi suatu
tempat, waktu, ukuran dengan kemaslahatan dan Kketelitian (Al-Ashfahani,
2017).Menurut tafsir Quraish Shihab (2002) dijelaskan bahwa Allah menciptakan
segala sesuatu sesuai dengan hikmahnya. Tidak berlebihan dan tidak pula kurang. Hal
ini mencakup semua makhluk dari yang terkecil sampai yang nampak. Allah
menciptakan sesuai dengan gadar yang telah diketahui-Nya, tertulis oleh pena-Nya,
demikian pula dengan sifat-sifat yang ada padanya. Dan yang demikian ini mudah
bagi Allah sehingga pada ayat selanjutnya disebutkan bahwa untuk kejadian tersebut
hanya diperintahkan satu kali saja atau seperti kedipan mata.

Hal-hal yang nampak pada makhluk hidup telah Allah atur dengan rapi pada
materi genetik yang tersimpan dalam nukleus. Dalam materi genetik ini tersimpan

ribuan informasi mengenai bentuk, warna, keturunan, hingga umur suatu organisme.
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Ketetapan Allah ini dapat dipelajari polanya yang rumit oleh manusia yang
menunjukkan betapa teratur dan besarnya kekuasaan Allah.

Asam Deoxyribonukleotida (DNA) merupakan suatu untai ganda (double helix)
yang tersusun atas nukleotida. Gen adalah bagian dari DNA dengan panjang
minimum tertentu yang mengkode suatu sifat sehingga dapat ditranslasikan menjadi
‘suatu protein. Kumpulan dari gen-gen disebut dengan genom yang mengkode
seluruh sifat dari suatu individu (Yuwono, 2010). Suatu spesies yang sama dapat
memiliki keanekaragaman genetik. Perbedaan susunan gen yang besar dapat
mempengaruhi keragaan morfologi suatu individu. Umumnya individu yang
berkerabat dekat secara genetik memiliki ciri morfologi, sitologi, hingga fitokimia

yang mirip.

Susunan gen tidak mudah dipengaruhi oleh lingkungan. keragaan morfologi dan
fitokimia suatu tanaman dapat berubah sesuai dengan tempat tumbuhnya seperti
ketinggian, iklim, jenis tanah, dan temperatur (Bougand, 2001 dalam Gbolahan,
2016). Oleh karena itu, karakterisasi tingkat molekuler dinilai lebih akurat karena
dapat mendeteksi kesamaan dan perbedaan antar individu meskipun telah berubah
keragaan morfologinya (Gbolahan, 2016).

2.6 Penanda Molekuler ISSR

Penanda molekuler merupakan suatu penandayang menggunakan asam amino,
protein atau sekuen DNA sebagai bahan utama (Suparman, 2012).Penanda molekuler
suatu sifat yang dapat diwariskan padaketurunannya dan dapat berasosiasi dengan
genotip tertentu sehingga dapat digunakan untuk mendeteksi genotp tertentu.Suatu
sifat dapat digunakan sebagai penanda apabila sifat tersebut diturunkan dan terkait
(linkage) terhadap sifat tertentu yang dikehendaki.Penanda molekuler dinilai akurat
dalam menentukan kekerabatan atau keragaman karena sifatnya yang tidak
terpengaruh lingkungan (Nuraida, 2012).
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Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) merupakan salah satu penanda DNA
berbasis PCR yang menggunakan sekuen mikrosatelit (Zietkiewicz, et al., 1994
dalam Yulianti et al., 2010). Mikrosatelit terdiri dari sekuen berulang dalam untai
DNA yang tidak mengkode sifat tertentu dan bersifat lestari (diturunkan) (Widiastuti
et al., 2013).Sekuen berulang ini dapat terdiri dari di, tri, dan tetra oligonukleotida
(Semagn, 2006). Penanda ISSR merupakan bentuk pengembangan dari SSR (Simple
Sequence Repeat).Pada SSR primer akan menempel dan men-copy bagian
mikrosatelit, sedangkan pada ISSR, primer akan menempel pada dua mikrosatelit dan
mengamplifikasi sekuen diantaranya (gambar.2) (Karaca and Ince, 2008).
Dibandingkan dengan SSR, ISSR memiliki jangkauan amplifikasi yang lebih luas
karena melibatkan sekuen diantara mikrosatelit yang memiliki panjang sekuen
berbeda-beda. Biasanya pita DNA yang dihasilkan dari ISSR sekitar 200-2000 bp
(Karaca and Ince, 2008). Daerah diantara dua mikrosatelit ini juga memiliki tingkat
mutasi yang tinggi dibandingkan dengan bagian genom lainnya sehingga dapat
menghasilkan lebih banyak pita polimorfisme (Goldstein et al., 1995; Reddy et al.,
2002). Perbedaan panjang basa dan ukuran daerah teramplifikasi akan menunjukkan

besarnya polimorfisme antar sampel yang diamati.

ISSR merupakan penanda genetik yang bersifat kodominan sehingga dapat
mendeteksi alel-alel heterozigot. Hal ini akan sangat bermanfaat untuk membedakan
individu dalam satu spesies dapat digenotipkan secara khusus (Powell et al., 1996
dalam Yulianti et al., 2010). Meskipun demikian, hasil pemisahan ISSR sebagai
dominan marker pada sampel yang terikat hukum mendel sederhana sangat baik
(Reddy et al., 2002)

Kelebihan penanda ISSR adalah pengaplikasiannya yangs sederhana, mudah
dilakukan, cepat, kuantitas DNA rendah (10-30 bp), konsisten, serta tidak
memerlukan banyak informasi untuk mendesain primer. (Zietkiewicz et al., 1994
dalam Yulianti et al., 2010). Penanda ISSR tidak memerlukan desain primer karena

akan bekerja secara acak menempel pada bagian mikrosatelit yang sesuai (Narayanan,
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et al.,, 2007). Dibandingkan dengan RAPD, ISSR disebut lebih reliable yang
ditunjukkan dengan polimorfisme per primer yang lebih tinggi. Rata-rata
polimorfisme yang dihaslkan oleh primer ISSR dalah 6.5 sedangkan RAPD hanya 2.0
(Qian et al., 2001).
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Gambar 2. 2 Skema kemunculan band ISSR dengan PCR.
(Sumber : Reddy et al., 2002)
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BAB IlI
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini menggunakan metode campuran deskriptif kuantitatif dan
kualitatif. Variabel kontrol berupa daerah pengambilan aksesi C. asiatica L.,
parameter pengamatan morfologi, dan jenis primer yang digunakan dalam
karakerisasi molekuler. Sedangkan variabel terikat berupa dendogram hasil analisis
C. asiatica L.berdasarkan sifat morfologi dan molekuler menggunakan metode ISSR.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Mei 2019-Desember2019. Sampel C. asiatica L.
didapatkan dari 15 tempat pilihan dengan ketinggian 100-1700 mdpl di Malang, Batu,
dan Pasuruan. Selanjutnya penelitian dilaksanakan di Laboratorium Genetika dan
Molekuler Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang.

Daftar tempat beserta ketinggian wilayah pengambilan sampel C. asiatica L

dapat diuraikan sebagai berikut.

Tabel 3. 1Daftar tempat dan ketinggian wilayah pengambila sampel C. asiatica L.

No | Ketinggian | Garis Garis bujur | Kota/Kab | Tempat
lintang

1 | 300 mdpl S07° 46.515' | E112° 44.398' | Pasuruan Purwodadi,

2 | 350 mdpl S07° 47.833' | E112° 43.941' | Pasuruan Purwodadi,

3 | 500 mdpl S07° 47.861' | E112° 43.971' | Malang Malang

4 | 600 mdpl S07° 57.037' | E112° 36.446' | Malang Dau

5 | 800 mdpl S07° 55.574' | E112° 35.454' | Malang Gubuklakah

6 | 1000 mdpl S08° 01.878' | E112° 48.128' | Malang Gubuklakah

7| 1100mdpl | 5080 01.733' | E112° 49.395' | Malang | Coban.
Pelangi




8 | 1200 mdpl S08° 00.802' | E112° 51.864' | Batu Coban Talun

9 | 1300mdpl | 507° 49.357" | E112° 30.609' | Batu Coban
Rondo

10 | 1320 mdpl S07° 52.080' | E112° 29.149' | Batu Coban Talun

11 | 1400 mdpl S07° 48.256' | E112° 30.978' | Batu Tulungrejo

12 | 1500 mdpl S07° 47.635' | E112° 31.248' | Batu Cangar

13 | 1600 mdpl S07° 46.985' | E112° 31.479' | Batu Cangar

14 | 1700 mdpl S07° 44.521' | E112° 32.033' | Batu Cangar

3.3 Alat dan Bahan

3.3.1 Alat-alat

Alat-alat yang digunakan dalam karakterisasi morfologi antara lain penggaris,
jangka sorong, pensil, kamera, box sampel, buku catatan, Aplikasi GPS essensial,
dan aplikasi altimeter. Sedangkan untuk karakterisasi molekuler dibutuhkan tube
1,5 ml (Biologix), tip (putih, kuning, biru) (Biologix), mikropipet (Bio-rad), freezer
(Thermo-scientific), mortar, alu, spatula, neraca analitik (Sartorius), waterbath
(Memmert), sentrifuse (Biorad), microwafe (U-ROLUX), Erlenmeyer (Herma),
gelas ukur (Herma), nanodrop, alat elektroforesis (Bio-Rad), thermal cycler (Bio-
Rad), dan Gel Doc (Bio-Rad).

3.3.2 Bahan-bahan

Bahan yang dibutuhkan dalam penelitian karakterisasi morfologi antara lain
sampel segar C. asiatica L., kertas putih, silica gel, dan es batu. Sedangkan untuk
karakterisasi molekuler dibutuhkan buffer CTAB (Applicem), kloroform, fenol,
etanol 70% (Emsure), isopropanol (Emsure), ddh2o, agarose (SciencePreneur),
TBE, buffer TE, PCR mix(Promega), loading dye, EtBr (Sigma Al-Dricc)
molecular water (Generik), agarose (SciencePreneur), TBE (Thermoscientific),
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PCR mix (Thermoscientific), loading dye (Thermoscientific), EtBr (Sigma Al-
Dricc) dan primer ISSR (Integrated DNA Technologies) sebagai berikut:

Tabel 3.1Daftar primer ISSR yang digunakan dalam karakterisasi molekuler

No | Primer Sekuen Tm
1 UBC 828 S’TGTGTGTGTGTGTGTGA3’ 52

2 K18 5S’DVHCACACACACACACAY’ 54

3 UBC 889 S’BDBCACACACACACACA3’ 54,0

(Lucilia et al., 2011; Al-Qahtani et., 2017).

3.4 Prosedur Penelitian

Analisis Keanekaragaman C. asiatica L. Jawa Timur berdasarkan Karakter
Morfologi dan Molekuler ISSR diawali dengan eksplorasi sampel, karakterisasi
morfologi, isolasi DNA, uji kualitatif dan kuantitatif, PCR dengan primer ISSR,

elektroforesis, dan analisis data.

3.4.1 Eksplorasi Sampel

Eksplorasi sampel dilakukan pada 14 tempat dengan ketinggian yang berbeda
mulai dari 300 mdpl hingga 1700 mdpl di area Malang, Batu, dan Pasuruan.
Penentuan titik sesuai dengan ketinggian tertentu dilakukan menggunakan
Altimeter. Titik penemuan C. asiatica L. ditandai dengan menggunakan Gps

Essential.
A. Karakterisasi morfologi

Karakterisasi morfologi dilakukan berdasarkan karakter kuantitatif dan
kualitatif. Pengukuran C. asiatica dilakukan pada bagian dengan ukuran terbesar
yang diduga sebagai tanaman induk beserta 2 tanaman anakan hasil percabangan
stolon. Pada penelitian ini dilakukan 3 kali ulangan.
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a) Karakter kuantitatif

Karakter kuantitatif yang diamati antara lain panjang tanaman, tinggi
tanaman induk dan anakan 1&2, jumlah daun tanaman induk, jumlah daun
tanaman anakan 1, jumlah daun tanaman anakan 2, panjang tangkai daun
induk, panjang tangkai daun anakan 1, panjang tangkai daun anakan 2,
diameter tangkai daun, luas daun induk dan anakan 1&2, rata-rata panjang

ruas stolon, jumlah stolon, diameter stolon.

Panjang tanaman diukur dari tanaman induk hingga ujung stolon terakhir
tanaman anakan. Sedangkan tinggi tanaman diukur dari bagian terbawah
tangkai sebelum akar hingga ujung daun tanaman. Panjang tangkai diukur
dari sebelum stolon hingga dibawah daun, sedangkai diameter tangkai

diukur menggunakan jangka sorong.

Jumlah ruas dihitung dari tanaman induk ke anakan 2. Kemudian
panjang stolon didapatkan dari pengukuran rata-rata jarak anatar stolon ke
ruas. Selanjutnya diameter stolon diukur menggunakan jangka sorong. Luas
daun diukur berdasarkan panjang dikaliakan lebar daun pada daun terbesar
tiap tanaman induk dan anakan. Sedangkan tebal daun juga diukur
menggunkan jangka sorong (Bermawie, 2008).

b) Karakter kualitatif

Karakter kualitatif yang diukur meliputi warna daun (muda dan tua), ciri,
warna tangkai daun, warna buku ruas, dan warna stolon. Karakter warna
diukur berdasarkan RHSColor Chart (Bermawie, 2008)

3.4.2 Analisis Data Karakter Morfologi

Data hasil karakterisasi morfologi berdasarkan pengukuran secara kuantitatif
dan kualitatif digabungkan dalam tabel pengamatan pada MS. Excel. Data
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tersebut kemudian diuji jarak berganda Duncan 5% untuk menentukan pengaruh
ketinggian terhadap masing-masing parameter pengukuran morfologi tanaman.

Analisis keanekaragaman dan kekerabatan antar aksesi dilakukan dengan
membuat dendogram filogenetik. Data yang telah disusun dalam Ms. Excel
dinotasikan (score) sesuai dengan karakter yang didapatkan. Data ini kemudian
dianalisis Kklaster menggunakan program PAST.362 meliputi dendogram
kekerabatan dengan metode Unweighted Pair Grup Method Using Aritmetic
Method (UPGMA).

3.4.3 Isolasi DNA

DNA diisolasi dari bagian daun sampel segar C. asiatica L. menggunakan
metode CTAB yang dimodifikasi berdasarkan Zhang et al., (2011). Sampel daun
C. asiatica L. ditimbang sebanyak 0, 2 g kemudian di-freezer selama 12 jam
bersama mortar dan alu. Sampel selanjutnya digerus pada mortar dan alu dingin.
Sampel halus dimasukkan dalam tube 2 ml dan ditambahkan 600 pl buffer CTAB
2% (75 mM Tris HCI, 15 mM EDTA, 1, 05 mM NaCl, 04 % 2-
merchapthoethanol, 1,5% PVP, 2% CTAB). Sampel diinkubasi pada waterbath
dengan suhu 65° C selama 50 m. Selama inkubasi, sampel dalam tube sesekali
dibolak-balik untuk menjaga sampel tetap homogen. Setalah inkubasi, sampel
ditunggu sampai  suhu kembali normal. Selanjutnya ditambahkan
fenol:kloroform:isoamilalkohol (PCI) dengan perbandingan 3:2:1 dan disentrifuse
12.000 rpm selama 5 menit. Supernatant dari hasil sentrifuse diambil dan
dipindahkan ke tube baru. Supernatant kemudian ditambah dengan isopropanol
dingin dengan perbandingan supernatant:isopropanol (2:3). Campuran larutan
tersebut kemudian dibolak-balik untuk homogenasi dan disentrifugasi 12000 rpm
selama 5 menit. Selanjutnya supernatant dibuang, pellet ditambahkan dengan
ethanol 70% dan 96% kemudian dikering anginkan. Langkah terakhir

28



ditambahkan 100 pl TE buffer (2,5 mM Tris HCI, 0,25 mM EDTA) kemudian

disimpan dalam freezer.

3.4.4 Uji Kualitatif DNA

Isolat DNA diuji kualitasnya melalui elektroforesis pada gel agarosa 1%
dalam 30 ml TBE. Pemasakan agar dilakukan menggunakan Microwave hingga
berwarna bening. Agar kemudian dicetak pada tray yang telah diseimbangkan
posisinya dengan Water compass. Sumuran agar dicetak menggunakan sisir
(Well forming comb) pada bagian tepi. Selanjutnya, ditunggu sekitar 15menit
hingga agar mengeras untuk melepas sumuran. Agar beserta tray kemudian

dipindahkan ke tank elektroforesis.

Posisi sumuran agar ditempatkan pada kutub negatif (-) yang ditandai dengan
warna hitam pada tank berisi TBE. Pada sumuran pertama dimasukkan marker
DNA 1 Kb sebanyak 1ul. Sampel DNA hasil isolasi 2l dihomogenkan dengan
1ul loading dye kemudian dimasukkan dalam sumuran agarosa mulai dari
sumuran kedua. Tank kemudian ditutup sesuai warna dan dihubungkan pada
Power Suplay. Pada Power Suplay diatur tegangan 100 volt dan waktu 30 menit
kemudian ditekan tombol run. Langkah selanjutnya setelah elektroforesis adalah
visualisasi DNA menggunakan UV-transiluminator Gel doc. Keberhasilan isolasi

DNA ditandai dengan munculnya pita DNA.

3.4.5 Uji Kuantitatif DNA

Uji kuantitas DNA dilakukan dengan menggunakan nanodrop.Sebanyak 1 pl
sampel diuji pada nanodrop untuk mengetahui konsentrasi dan kemurnian DNA.
Konsentrasi DNA diketahui berdasarkan rumus A260 x faktor pengencer x 50
pg/ml. Sedangkan kemurnian DNA diketahui dari hasil perbandingan nilai
absorbansi A260/A280. DNA dinyatakan murni jika nilai absorbansinya berkisar
antara 1,8-2 ng/ml. Apabila nilai kurang dari 1,8 maka dinyatakan terkontaminasi
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Protein, sedangkan jika nilai absorbansi lebih dari 2 menunjukkan DNA
terkontaminasi RNA.

346 PCR

Persiapan proses PCR dilakukan dengan mengambil 3 pl isolat DNA 25 ng, 1
pl primer ISSR, 2 pl ddH20 dan 5 pl PCR mix dalam microtube PCR.
Amplifikasi DNA dilakukan dalam thermalcycler dengan ketentuan pra-
denaturasi 95°C 3 menit, denaturasi 95°C 1 menit, annealing 48-54°C 30 detik,
elongasi 72°C 2 menit 39x siklus, dan post elongasi 72°C 8 menit, kemudian suhu
dipertahankan pada 4°C sampai proses selesai. Hasil amplifikasi kemudian dilihat

dengan elektroforesis pada 1,5% agarose dan TBE buffer.

3.4.7 Elektroforesis

Elektroforesis dilakukan untuk mengetahui keberhasilan PCR. Elektroforesis
dilakukan pada agarose 1,5% dan 30 ml TBE buffer. Pada sumuran pertama
agarosa dimasukkan marker DNA 100 bp sebanyak 1ul dilanjutkan dengan
sampel hasil PCR 5 pl pada sumuran kedua dan seterusnya. Elektroforesis
dilakukan dengan tegangan 100 volt selama 30 menit kemudian ditekan tombol
run. DNA Hasil elektroforesis kemudian divisualisasikan pada UV-

Transiluminator.

3.4.8 Analisis Data Hasil Elektroforesis

Data yang dihasilkan dari hasil elektroforesis berupa gambar kemunculan
pita DNA masing-masing primer dan sampel. Berdasarkankemunculan pita
tersebut, dibuat data biner dengan notasi 1 untuk adanya pita dan 0 untuk pita
yang tidak muncul. Data ini kemudian dianalisis Primer Information Content
(PIC) menggunakan Ms. Excel. Analisis klaster menggunakan program
PAST.362 meliputi dendogram kekerabatan dengan metode Unweighted Pair
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Grup Method Using Aritmetic Method (UPGMA), dan analisis similaritas

masing-masing  pita  berdasarkan  rumus index  similaritasjaccard.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Karakter Morfologi C. asiatica L. Urb.
4.1.1 Hasil Pengukuran Kuantitatif

Karakter morfologi C. asitica L. menunjukkan karakter fenotip
sesungguhnya dari tanaman tersebut. Karakter morfologi ini merupakan reaksi
dari keadaan fisiologis suatu tanaman yang dipengaruhi oleh berbagai macam
faktor seperti faktor molekuler maupun tempat dan kondisi lingkungan tumbuh
(Ai dan Torey, 2013). Hasil pengukuran karakter kuantitatif morfologi tanaman
dirinci pada tabel 4.1 yang dinyatakan dalam bentuk angka dan notasi
berdasarkan uji DMRT. Sedangkan keadaan lingkungan tempat tumbuh masing-

masing aksesi C. asiatica L. diuraikan dalam tabel 4.2.

Tabel 4. 1 hasil uji DMRT Karakter Kuantitatif Morgologi C. asiatica L.

C1l C2 (€3 C4 (€5 C6 o/ C8 Cc9 C10 Cl11 C12 C13 Cl4 Re
Ketinggia 300 350 500m 600 850 1000 1100 1200 1300 1320 1400 1500 1600 1700 rat
n mdpl mdpl dpl mdpl mdpl mdpl mdpl mdpl mdpl mdpl mdpl mdpl mdpl mdpl a
i 2
Panjang | ooah | 10a 21 20ab | 350 | 24ab | 20ab | 40ab | 41ab | 44b | 28ab | 23ab | 22ab | 27ab | 2
tanaman Ab
jumlah 3,0
J“rTaz 3a 3a 27a | 33 | 27a 3a 3a 3.3a 3a 4a 3a 3a 33a 3a 9
Panjang 8,6 13 15,6 11,7 9,5 9,33 10,
- o 8a 9ab Ab 7,4a 12abc 9,5ab 19¢ . Br': AB a'b 1lab Ab 10ab 9

D;‘gl‘g;er 033 | 048d | 022b | 0.42d | 028b | 013a | 040d | 035c | 048d | 038 | 033 | 0256 | 038 | 0270 | 2

. 14,
Tinggi 175b | 12b | 214 | 155b | 13b | 37a | 11.6b | 127b | 30c 176 | 134b | 73a | 12b | 165b | 6
tanaman
- 10,
Tinggi
i 97a | 56a | 1650 | 12b | 952 | 27a 7a 10a 23c | 147b | 10a | 54a | 95a | 136b | 7
tangkai
- 0,1
Dt;rgﬁf.r 0,11b | 0,09a | 0,0a | 0,13b | 0,11b | 0,05a | 0,09 | 014b | 0,13b | 0,17b | 0,13b | 0,13b | 0,09a | 0,13b
jumlah 43
daun tiap 6,33¢c 4,zab 4,3;ab 5,7bc 5,3;ab 3ab 2,3a 5abc 3abc 3abc 3,7Cab 4abc 6abc 4bc ’
ruas
2
Jumlah 3a 4a 4a 4a 5a 3a 2a 4a 3a 2a 3a 3a 2a 3a 3
daun
5:3; 7,8a 6a 86a | 74a 8a 15a | 47a | 87a | 37c 13b 7a 5a 10a ga | 2°

Keterangan : | voe | Nilai tertinggi

Nilai terendah




Tabel 4. 2 Rincian kondisi lingkungan tumbuh C. asiatica L.

Aksesi Lokasi Kondisi tanah Naungan
C1 PFl,J rwodadi Kering ternaungi sebagian
asuruan
C2 Purwodadi Lembab Berbatu tidak ternaungi
Pasuruan
C3 Malang Kering ternaungi sebagian
C4 Dau Malang Kering tidak ternaungi
C5 Tumpang Lembab tidak ternaungi
C6 Tumpang Kering tidak ternaungi
C7 Coban Pelangi Kering Ternaungi
C8 Coban Talun Tumbuh"pz: a;ﬂa paian Ternaungi
C9 Coban Rondo Lembab Ternaungi
C10 Coban Talun Basah Ternaungi
Ci11 Batu Basah tidak ternaungi
Che Batu Kering tidak ternaungi
Gls Cangar Basah Ternaung
C14 Cangar Kering tidak ternaungi

a. Panjang tanaman

Berdasarkan hasil pengukuran dan uji DMRT terhadap karakter
panjang tanaman diketahui rata-rata panjang C. asiatica L. adalah 28.3 cm.
Tanaman paling panjang ditunjukkan dengan notasi b yaitu aksesi C10 (1320
mdpl) dengan panjang 43.67 cm, sedangkan tanaman paling pendek
ditunjukkan dengan notasi a yaitu aksesi C2 (350 mdpl) dengan panjang 19.3
cm. Aksesi C2 ditemukan pada daerah dataran rendah yaitu 350 mdpl, yang
merupakan titik terendah kedua pengambilan sampel dalam penelitian ini.
Sedangkan aksesiC10 ditemukan pada dataran tinggi yaitu 1320 mdpl.
Perbedaan ketinggian ini menyebabkan perbedaan pada konsisi lingkungan
pertumbuhan. Ketinggian 1320 mdpl merupakan area berkabut dengan suhu
yang rendah, sementara pada ketinggian 350 mdpl lingkungan cenderung
lebih panas dan kering. Area penemuan aksesi C2 adalah persawahan dengan
pengairan sedang, sementara C10 ditemukan pada area hutan pinus yang

sangat lembab yang ternaungi.

33



Panjang tanaman sangat dipengaruhi oleh kecukupan unsur hara
dalam tanah untuk kecepatan pertumbuhan tanaman. Unsur hara makro yang
sangat dibutuhkan dalam pertumbuhan tanaman adalah unsur N dan P. Kedua
unsur hara ini berperan penting dalam menjelaskan bahwa kedua unsur
tersebut merupakan komponen pembentuk protein, asam nukleat, dan
senyawa transfer energi sehingga sangat berpengaruh bagi pertumbuhan
tanaman (Fahmi,2010).Supriadi et al. (2016) menjelaskan bahwa terdapat
korelasi positif antara ketinggian tempat dengan kandungan N-total, yang
mana seiring dengan bertambahnya ketinggian kandungan N dalam tanah

juga semakin meningkat.

b. Jumlah Ruas Tanaman

Jumlah ruas masing-masing aksesi tidak berbeda nyata yang mana
ditunjukkan dengan notasi a. Hal ini menunjukkan secara statistik tidak ada
perbedaan yang signifikan mengenai ketinggian tempat maupun kondisi

lingkungan terhadap jumlah ruas C. asiatica L.

Ruas stolon yang dimiliki oleh masing-masing aksesi rata-rata berjumlah 3
buah. Ruas paling banyak dimiliki oleh aksesi C10(1320 mdpl) yang
berjumlah 4, sedangkan aksesi C3 (500 mdpl) memiliki rata-rata jumlah ruas
yang paling sedikit yaitu 2.67 ruas. Pada C. asiatica L. ruas pada stolon
biasanya akan mendukung terbentuknya anakan baru. Pada tanaman dengan
jumlah ruas lebih dari 3 menunjukkan terdapat 1 ruas tambahan yang tidak
mendukung anakan baru. Hal ini dikarenakan tanaman C10 tumbuh pada
lingkungan yang ternaungi. Menurut Kurniawati et al., (2005), C. asiatica L.
pada tempat ternaungi memiliki jumah anakan iebih sedikit dibandingkan
tanaman yang tumbuh tidak pada naungan. Hal ini dikarenakan kurangnya
jumlah paparan cahaya matahari yang berperan dalam metabolisme dalam

tanaman.

Paparan cahaya matahari yang lebih sedikit menyebabkan laju fotosintesis

lebih lambat sehingga hasil fotosintat berupa gula, ATP dan NADPH juga
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menurun. Fotosintat yang sedikit ini berpengaruh terhadap kemampuan
tanaman membentuk anakan baru. Hal inilah yang menyebabkan aksesi yang
tumbuh pada daerah ternaungi meskipun memiliki ukuran tubuh yang lebih
besar namun jumlah anakannya lebih sedikit dibandingkan aksesi yang tidak

ternaungi.
c. Panjang Stolon

Panjang stolon antar aksesi menurut uji DMRT tidak berbeda nyata pada
tiap ketinggiannya.Hal ini menunjukkan secara statistik tidak ada perbedaan
yang signifikan mengenai ketinggian tempat maupun kondisi ingkungan
terhadap panjang stolon C. asiatica L. Rata-rata stolon terpanjang dimiliki
oleh aksesi C7 (1100 mdpl) yaitu 18.90 cm dan terendah oleh aksesi C1(300
mdpl) yaitu 8.03 cm.

Diameter stolon tertinggi dimiliki oleh aksesi C9 (1300 mdpl), sedangkan
diameter terendah ditunjukkan oleh aksesi C2 (350 mdpl). Berdasarkan notasi
dari analisis DMRT, diketahui nilai diameter stolon tertinggi hingga terendah
acak pada masing-masing ketinggian. Sehingga ketinggian tempat dapat

dinyatakan tidak mempengaruhi diameter stolon C. asiatica L.

Diameter stolon dapat dipengaruhi oleh kadar air tanah pada tempat
tumbuh tanaman. Aksesi C9 pada ketinggian 1300 mdpl tumbuh pada daerah
dengan kadar air tinggi sehingga memiliki ukuran yang besar.Hakim et al
(2015), menyatakan bahwa tanaman yang tumbuh pada lingkungan dengan
kadar air tinggi akan memiliki batang yang lebih besar dan berwarna hijau
segar. Hal ini dikarenakan batang tanaman tersebut akan terisi oleh air
sehingga memiliki ukuran yang lebih besar dibandingkan tanaman yang hidup
pada daerah kering.

d. Tinggi Tanaman dan Panjang Tangkai

Parameter selanjutnya yang diukur adalah tinggi tanaman dan panjang
tangkai. Baik tanaman induk, anakan 1, dan anakan 2, tinggi tanaman dan
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panjang tangkai terkecil dimiliki oleh aksesi C6 (1000 mdpl). Sedangkan
tanaman tertinggi dan tangkai terpanjang dimiliki oleh aksesi C9 yang
tumbuh pada ketinggian 1300 mdpl. Tinggi tanaman dan panjang tangkai
dipengaruhi oleh aktivitas auksin pada tanaman. Hal ini berkaitan dengan
dengan intensitas cahaya yang diterima oleh tanaman tersebut. Menurut
Kurniawati et al., (2005), bagian tanaman yang terkena cahaya mengandung
auksin lebih rendah daripada bagian yang gelap atau ternaungi. Auksin
merangsang pemanjangan sel dan akibatnya juga pemanjangan batang. Aksesi
C6 (1000 mdpl) ditemukan pada lingkungan terbuka sedangkan aksesi C9
(1300 mdpl) ditemukan pada lingkungan ternaungi pohon-pohon besar. Hal
inilah yang menyebabkan aksesi C9 dapat tumbuh lebih tinggi dibandingkan

C6 dan aksesi lainnya.

e. Diameter tangkai

Berdasarkan notasi dari analisis DMRT, diketahui nilai diameter tangkai
tertinggi hingga terendah acak pada masing-masing ketinggian. Sehingga
ketinggian tempat dapat dinyatakan tidak mempengaruhi diameter tangkai C.
asiatica L.

Hasil pengukuran menunjukkan tangkai terkecil dimiliki oleh aksesi C6
(1000 mdpl). Sedangkan tangkai terbesar dimiliki oleh aksesi C10 (1320
mdpl). Tebal diameter tangkai ini dipengaruhi oleh kadar air dalam tanah
tempat tumbuh tanaman dan intensitas cahaya yan diterima oleh tanaman.
Lingkungan dengan kadar air yang rendah dan intensitas cahaya yang tinggi
akan memiliki tanaman dengan ukran kecil dan berdiameter sempit untuk
mencegah kehilangan air akibat penguapan berlebihan (Raharjeng, 2015;Suci
dan Heddy, 2018). Ketinggian 1000 mdpl memiliki ciri lingkungan yang
panas dan kering sehingga menjadikan aksesi C6 memiliki diameter tangkai
sempit. Penyempitan tangkai ini berfungsi untuk mengurangi penguapan pada

tanaman akibat kadar air dalam tanah yang rendah dan paparan sinar matahari
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yang besar. Sedangkan pada ketinggian 1320 mdpl, lingkungan sekitarnya
basah dan lembab. Adanya naungan pohon-pohon besar juga menyebabkan
intensitas cahaya yang diterima tanaman lebih rendah. Hal ini menyebabkan

tangkai aksesi C10 dapat memiliki diameter yang lebih besar.
f. Jumlah Daun

Karakterisasi kuantitatif selanjutnya dilakukan pada daun C. asiatica L.
meliputi rata-rata jumah daun tiap ruas, jumlah daun tanaman induk dan
anakan, luas daun dan tebal daun. Rata-rata jumlah daun tiap ruas diukur
untuk mengetahui jumlah daun yang dapat tumbuh pada masing-masing ruas
atau anakan baru. Semakin banyak daun yang tumbuh menunjukkan efisiensi
tanaman tersebut dalam melakukan fotosintesis (Raharjeng, 2015). Jumlah
daun tiap ruas terendah dimiliki oleh aksesi C7 (1200 mdpl) dengan rata-rata
2.33 buah daun, dan terbanyak oleh aksesi C1(300 mdpl) dengan rata-rata
6.33 buah daun. Selanjutnya dihitung rata-rata jumlah daun pada tanaman
induk, anakan 1, dan anakan 2. Rata-rata jumlah daun terbanyak dimiliki oleh
aksesi C5 (850 mdpl), sedangkan jumlah daun terendah dimiliki oleh aksesi
C10 (1320 mdpl). Jumlah daun pada tanaman dipengaruhi oleh kesuburan
tanah tempat tumbuh dan intensitas cahaya pada lingkungan tersebut. Aksesi
dengan daun yang banyak tumbuh pada lingkungan yang subur dan intensitas
cahaya yang cukup. Lingkungan dengan intensitas cahaya yang rendah seperti
pada ketinggia 1320 mdpl memiliki jumlah daun yang paling sedikit karena
berkurangnya produksi fotosintat yang berakibat pada berkurangnya

pembentukan daun (Kurniawati et al., 2005).
g. Luasdan Tebal Daun

Luas daun dihitung dari panjang daun dikalikan lebar daun. Semakin luas
daun suatu tanaman menunjukkan semakin luas pula area fotosintesis
sehingga energi dan cadangan makanan yang dihasilkan semakin banyak. Hal
ini berkaitan dengan pertumbuhan dan perkembangan aksesi tersebut yang

lebih pesat dibandingkan dengan aksesi lainnya. Luas daun tertinggi baik
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tanaman induk, anakan 1, maupun anakan 2 dimiliki oleh aksesi C9 yang
tumbuh pada ketinggian 1300 mdpl. Sedangkan luas daun terendah pada
aksesi C6 (1000 mdpl) (tabel.4.1). Tebal daun rata-rata tanaman induk dan
anakan 1 0.1 cm, sedangkan pada anakan 2 0.03 cm. Daun tertebal dimiliki
oleh aksesi C11 (1400 mdpl) dengan rata-rata 0.08 cm. sedangkan daun
tertipis adalah aksesi C5 (850 mdpl), C6 (1000 mdpl), dan C7 (1100 mdpl).
Aksesi C9 tumbuh pada daerah ternaungi sehingga daun pada aksesi tersebut
melebar untuk mengoptimalkan penangkapan cahaya matahari. Sedangkan
aksesi C6 tumbuh pada lingkungan terbuka dan kering sehinga mempersempit
luas daun dan batang untuk mengurangi penguapan (Raharjeng, 2015).

4.1.2 Hasil pengukuran kualitatif

Pengukuran kualitatif dilakukan pada warna daun, warna tangkai, dan warna
stolon. Hasil pengukuran warna masing-masing aksesi ditunjukkan pada tabel
4.2. Warna daun tua C. asiatica L. yang ditemukan berkisar antara hijau gelap
hingga hijau kecokelatan dengan tingkatan yang berbeda-beda. Kelompok hijau
lemah meliputi kode 1 dan 2. Kelompok hijau kecokelatan meliputi kode 3 dan

4, sedangkan kelompok hijau gelap ditulis dengan kode 1 dan 2.

Daun tua hijau gelap dimiliki oleh asesi C1, C2, C3, C4, C5, C9, C10, C11,
C7, dan C8. Aksesi-aksesi ini tumbuh pada ketinggian yang beragam mulai dari
300 mdpl hingga 1320 mdpl. Hal yang sama dari aksesi dengan daun hijau gelap
ini adalah kondisi tanah yang basah atau terairi dengan baik. Sedangkan daun tua
dengan warna hijau kecokelatan dimiliki oleh aksesi C11, C6, C12, dan C14

dengan kondisi tanah kering.
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Tabel 4. 3 Hasil pengukuran karakter kualitatif C. asiatica L.

C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 |Cl0 |C11 |Cl2 [Cl13 |C14
Ketinggian 300 |350 |500 600 850 1000 1100 1200 |1300 (1320 |1400 |1500 (1600 |1700
99 mdpl _|mdpl |mdpl mdpl mdpl mdpl mdpl mdpl _mdpl_|mdpl |mdpl |mdpl |mdpl mdpl
Warnadaun | 5| 5 | g 5 5 3 6 6 5 | 3|5 | 3| a]3
tua
Kombinasi - - - - - = - - - - 4
Warnadaun |, | g 1 3 2 4 2 5 5 | s | 4| 1] 2| 3
muda
Warna 3| 3]s 1 2 2 3 2 11| 4| a]| 4| 4
stolon
Warna 2 3 5 3 2 2 2 1 1 2 1 2 2 5
tangkai
Kombinasi - 1 - 4 - - - - - - - - - -
Warna ruas 3 8] 1 2 2 2 2 1 2 3 3 3 1

2
Keterangan: 1-2 : hijau lemah, 3-4 : hijau kecokelatan, 5-6: hijau gelap

Pada daun muda warna daun berkisar dari hijau gelap dan hijau kecokelatan.
warna hijau gelap dimiliki oleh aksesi C8, C9, dan C10 yang tumbuh pada daerah
dengan kondisi tanah basah dan kelembaban yang tinggi. Warna hijau kecokelatan
dimiliki oleh aksesi C2, C4, C14, C5, C11, dan C13 yang tumbuh pada keadaan
lingkungan dan ketinggian yang beragam.Warna tangkai daun, stolon, dan ruas

bervariasi antara hijau gelap, hijau kecokelatan, dan hijau lemah.

Berdasarkan hasil pengukuran warna daun, stolon, dan ruas tanaman C.
asiatica L. diketahui bahwa tidak terdapat perbedaan antara warna daun pada
ketinggian 300 mdpl-1700 mdpl. Hal ini menujukkan bahwa selain ketinggian
tempat tumbuh faktor lingkungan mikro juga mempengaruhi produksi klorofil dan
intensiatas warna pada tanaman. Diantaranya adlah ketersediaan air dalam tanah,

unsur hara, serta kuantitas dan kualitas cahaya yang diperoleh oleh tanaman.

Menurut Prihastanti (2010), ketersediaan air dalam tanah mempengaruhi
respon fisiologis tanaman, terutama dalam fotosintesis dan biosintesis klorofil.
Saat air dalam tanah tidak mencukupi kebutuhan tanaman, maka pembentukan

protoklorofil terhambat sehingga hanya sedikit klorofil yang terbentuk.

Warna daun dan batang juga dipengaruhi oleh kuantitas atau intensitas cahaya
yang diterima oleh tanaman. Secara umum dataran rendah mendapatkan intensitas
cahaya yang lebih banyak dibandingkan dengan dataran tinggi. Jumlah cahaya

yang cukup mempengaruhi efisiensi fotosintesis (Raharjeng, 2016). Selain itu,

39



kualitas cahaya juga mempengaruhi intensitas warna pada tanaman. Dalam hal ini,
tanaman pada dataran tinggi cenderung memiliki warna yang lebih segar karena
mendapatkan cahaya dengan kualitas yang lebih baik. Spektrum cahaya yang
dapat diserap oleh tanaman adalah gelombang cahay pendek berkisar anatara 300-
700 nm (Salisbury dan Ross, 1995). Pada dataran tinggi yang berawan dan
berkabut, gelombang cahaya menjadi semakin banyak dipantulkan kembali ke
atmosfir sehingga hanya gelombang cahaya pendek yang sampai di tanaman. Hal
ini berkaitan dengan keadaan klorofil. Gelombang cahaya panjang yang berenergi
tinggi berpotensi merusak klorofil dan mengurangi efisiensi fotosintesis.
Spektrum cahalntensitas warna daun ditentukan oleh berbagai faktor terutama
intensitas dan kualitas cahaya matahari. Intensitas cahaya berperan dalam efisiensi

fotosintesis (Zulkarnain, 2009).

4.1.3 Analisis Keanekaragaman Morfologi C. asiatica L. Berdasarkan Tabel

Filogenetik

Lg
0
S

1 7Y J a 1 | C9 1300 mdp! }l
o C1Q 1320 mdpl

C6 1000 mdpl

C7 1100 mdpl “
C12 1500 mdpl| —

~

C4 600 mdpl

C11 1400 mdpl

C14 1700 mdpl

C13 1600 mdpl
cozsomdel | L]

C1 300 mdpl

J
¥ C3 600 mdpl

C5 850 mdpl
C8 1200 mdpl

Garis fenon

Gambar 4. 1 Dendogram filogenetik morfologi C. asitica L.

Berdasarkan hasil tabel dendogram untuk ciri morfologi C. asiatica L.
(gambar.4.1) didapatkan 3 klaster besar. Pembagian klaster dilakukan berdasarkan
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garis fenon pada koefisien similaritas 0.77 (77%). Garis fenon merupakan garis
pembantu untuk membatasi pembagian klaster dalam dendogram (Ahsana, 2012).
Klaster-klaster ini mengelompok berdasarkan ketinggian tempat terdekatnya.
Aksesi C9 (1300 mdpl) mengelompok bersama aksesi C10 (1320 mdpl) pada
koefefisiensi similaritas 0,84 atau 84%. Keduanya memiliki ciri morfologi yang
hampir sama, yaitu sama-sama tumbuh sangat subur dan berukuran besar, daun
lebar berwarna hijau pekat segar, dan batang besar berair berwarna hijau.
Keduanya tumbuh pada lingkungan dengan kelembaban tinggi dan kadar air yang
melimpah, hal ini dapat diketahui dari tekstur tanah yang gembur dan basah. Hal
inilah yang menyebabkan aksesi C9 dan C10 memiliki perawakan yang besar dan
segar karena kadar air dan nutrisi dalam tanah mencukupi untuk pertumbuhan
tanaman. Fahmi (2010) dan Atmaja et al.,(2017) menyebutkan bahwa kesuburan
tanah suatu tempat mempengaruhi kandungan unsur N dalam tanah. Tanah yang
subur akan lebih banyak mengandung unsur N sehingga tanaman yang tumbuh
pada tanah tersebut dapat tumbuh dengan optimal dan memiliki warna hijau yang
sehat. Kedua aksesi ini juga hidup ternaungi oleh pohon-pohon besar yang
menyebabkandaun-daunnya tumbuh melebar untuk mengoptimalkan penangkapan
cahaya matahari. Hal ini sebagaimana dijelaskan dalam Suci dan Heddy (2018),
yang menyebutkan bahwa tanaman yang tumbuh dibawah naungan akan memiliki
daun yang lebih lebar dibandingkan yang tidak ternauangi untuk memperluas area

penyerapan cahaya matahari.

Klaster 2 terdiri dari 3 aksesi yaitu C6 (1000 mdpl), C7 (1100 mdpl), dan C12
(1500). Aksesi C6 dan C7 dekat secara ketinggian tempat tumbuhnya, sedangkan
aksesi C12 mengelompok tidak berdasarkan ketinggian tempat tumbuhnya. Ketiga
aksesi tersebut mengelompok karena memiliki kesamaan ciri morfologi.
Ketiganya memiliki bentuk tubuh yang kecil, menjalar, dan daun berwarna hijau
pucat.Keragaan morfologi ketiga aksesi tersebut berkaitan dengan kondisi
lingkungan tempat tumbuhnya. Aksesi-aksesi tersebut tumbuh pada daerah panas
dan tanah yang kering. Kurangnya kadar air ini menjadikan pertumbuhan tanaman
terhambat. Dengan kadar air yang rendah daun-daun tanaman akan cenderung

41



sempit untuk mengurangi penguapan. Hal ini sebagaimana dijelaskan dalam
Raharjeng (2015) bahwa daerah yang panas menunjukkan suhu lingkungan yang
tinggi dan berpengaruh pada kadar air. Suhu yang tinggi menyebabkan tanaman
akan lebih cepat kehilangan air melalui penguapan. Sebagai respon dari kondisi
fisiologis tersebut, C. asiatica L. yang ditemukan pada dataran rendah akan
memiliki ukuran daun yang lebih sempit untuk mengurangi penguapan
(Raharjeng, 2015). Aksesi C6 dan C7 menujukkan pengelompokan berdasarkan
ketinggian tempatnya, sedangkan C12 mengelompok berdasarkan aksesi ini
karena memiliki kemiripan morfologi 84%. Kemiripan morfologi yang besar
meskipun berada pada ketinggian yang berbeda ini diduga berkaitan dengan

kondisi lingkungan yang hampir sama yaitu daerah yang kering dan panas.

Klaster 3 terbentuk dari koefisien similaritas 0,82 (82%). Klaster ini berisi total
9 anggota. Lima anggota berasal dari ketinggian 300 mdpl-600 mdpl. Sedangkan
4 anggota lainnya dari ketinggian 1200 mdpl, 1400 mdpl, 1600 mdpl, dan 1700
mdpl. Aksesi C4 (600 mdpl) terpisah dengan kelompok dataran rendah lainnya
dan bergabung dengan aksesi C11 (1400 mdpl), C14 (1400 mdpl), dan C13 (1600
mdpl) pada similaritas 0,84 (84%). Sedangkan aksesi C8 (1200 mdpl) justru
begabung dengan kelompok dataran rendah yaitu aksesi C2 (350 mdpl), C1 (300
mdpl), C3 (500 mdpl), dan C5 (850 mdpl). Hal ini menunjukkan beberapa aksesi
yang tumbuh pada ketinggian yang berdekatan memiliki keragaan morfologi yang
hampir sama. Namun, dapat juga seragam dengan aksesi pada ketinggian yang
jauh jaraknya. Hal ini menunjukkan keragaaan morfologi C. asiatica L. tidak
hanya dipengaruhi oleh ketinggian tempat tumbuhnya.

Daerah dataran tinggi secara umum memiliki suhu lingkungan yang lebih
rendah, curah hujan dan kandungan air tanah yang lebih tinggi, intensitas cahaya
yang lebih sedikit, dan kelembaban yang lebih tinggi dibandingkan dengan
dataran rendah. Namun, secara khusus kondisi lingkungan tempat tumbuh suatu
tanaman baik pada dataran tinggi maupun dataran rendah dapat ditemukan
seragam. Seperti pada aksesi C4 (600 mdpl), C11 (1400 mdpl), C14 (1700 mdpl),
C13 (1600 mdpl), C2 (350 mdpl), C1 (300 mdpl), C3 (500 mdpl), dan C5 (600

42



mdpl) yang ditemukan di areal persawahan dengan pengairan sedang dan tanpa
naungan.Kondisi lingkungan yang seragam inilah yang diduga menjadikan aksesi-
aksesi tersebut memiliki keragaan morfologi yang hampir sama yaitu memiliki
ukuran tubuhdan daun yang sedang. Keadaan yang berbeda dimiliki oleh aksesi
C8 (1200 mdpl) yang ditemukan pada lingkungan yang sangat basah tepat di
sekitar air terjun Coban Talun. Meskipun aksesi C8 ditemukan pada daerah
dengan kadar air dan kelembaban yang tinggi, ukuran aksesi ini tidak sebesar
klaster 1. Hal ini dikarenakan tanaman ini ditemukan pada tanah berbatu yang
licin sehingga menjadikannya sulit menyerap air dalam tanah. Aksesi ini juga
mendapatkan paparan sinar matahari yang lebih banyak dibandingkan klaster 1

karena tumbuh tidak pada naungan sehingga tidak terjadi pelebaran daun.

Hasil pengelompokan C. asiatica L. tersebut tersebut sesuai dengan Firman

Allah dalam Surat Al-A’raf ayat 58 yang berbunyi:

3 T i RS TS ) 55 ¥ R alfy ) oy 40 ¢ 085 Sl AT

(oA [V] =) O 585
Artinya: Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan seizin
Allah; dan tanah yang tidak subur, tanaman-tanamannya hanya tumbuh merana.

Demikianlah Kami mengulangi tanda-tanda kebesaran (Kami) bagi orang-orang
yang bersyukur (Qs. Al-A raf' [7]:58).

Kata balad tersusun dengan kata sifat al-Thayyibu yaitu berarti baik . Ayat ini
menjelaskan mengeni tanah yang baik yaitu tanah yang subur akan tumbuh
berbagai jenis tanaman yang baik pula sifatnya (Ath-Thabari, 2008). Pada ayat ini
secara tersirat dibahas unsur tanah dan peranannya bagi tanaman yang hidup pada
tanah tersebut (Shihab, 2015). Pada tanah yang subur dan memiliki banyak
kandungan air, tanaman yang tumbuh pada tanah tersebut akan tumbuh subur dan
kuat. Secara morfologi tanaman-tanaman ini akan menunjukkan ciri berupa daun
yang segar dan besar, batang kuat dan tinggi. Sedangkan pada tanah yang kering,
tanaman yang tumbuh akan menunjukkan ciri morfologi warna daun pucat,
tanaman kecil dan kering, serta batang tidak kokoh.
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4.2 Hasil Karakterisasi Molekuler C. asiatica L.

4.2.1 Ekstraksi DNA

Hasil dari ekstraksi DNA dapat diketahui dengan melakukan uji kuantitas
dan kualitas DNA. Uji kuantitas dilakukan menggunakan nanodrop untuk
mengetahui konsentrasi dan kemurnian DNA. DNA dinyatakan murni jika nilai
perbandingan panjang gelombang 260 nm dan 280 nm berkisar antara 1,8-2
pug/ml. Nilai kurang dari 1,8 pg/ml menunjukkan kontaminasi protein,
sedangkan nilai lebih dari 2 pg/ml menunjukkan kontaminasi RNA (Mulyani et
al., 2012). Berdasarkan hasil uji nanodrop (tabel 4.2) diketahui dari 14 aksesi
yang diisolasi hanya 2 aksesi yang memiliki kemurnian baik yaitu aksesi C7 dan
C12 dengan nilai 1.83 dan 2.02.

Uji nanodrop juga digunakan untuk mengetahui konsentrasi DNA. DNA
dengan konsentrasi yang tinggi dan kemurnian yang baik menunjukkan kualitas
hasil isolasi yang baik. Berdasarkan hasil uji diketahui aksesi C11 memiliki
konsentrasi terbesar yaitu 3204 pg/ml sedangkan aksesi C7 memiliki konsentrasi
terendah yaitu 1.83 pg/ml. konsentrasi DNA yang didapat dari masing-masing
aksesi tergolong baik karena memenuhi syarat konsentrasi ideal untuk dilakukan
PCR. Konsentrasi ideal DNA untuk PCR adalah 50 mg/ul - 25 mg/ul.
konsentrasi yang terlalu tinggi dapat menyebabkan pita DNA sulit terurai dan
teramplifikasi. Sedangkan konsentrasi DNA yang terlalu tipis berpengaruh pada
letebalan pita yang terbentuk, menjadi sangat tipis atau samar (Langga dan
Kuswinanti, 2012).0leh Karena itu dari hasil DNA yang didapatkan perlu
dilakukan pengenceran menjadi 50 mg/pl sehingga dapat dilakukan PCR dengan

hasil pita yang jelas.

Hasil pita yang teramplifkasi sangat mempengaruhi pembacaan saat
skoring sehingga menentukan dendogram yang dibuat. Apabila pita terlihat
samar maka akan menyulitkan saat proses skoring sehingga hasil yang
didapatkan kurang akurat.
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Tabel 4. 4Daftar hasil uji kuantitas DNA

Aksesi | Kemurnian (260 nm/280 nm) | Konsentrasi (mg/ul)
Cl 1.40 898.20
C2 1.48 767.75
C3 1.54 755.12
C4 1.53 1088.6
C5 1.79 650.16
C6 1.30 811.03
C7 1.83 571.26
C8 1.46 1132.3
C9 1.50 216.08
C10 1.41 1932.3
Cl1 IR5 3203.9
C12 2.02 (41353
C13 1.76 904.46
Cl4 1.00 3988.9

Hasil elektroforesis genom C. asiatica L. dilakukan untuk mengetahui
kualitas DNA vyang diisolasi. Berdasarkan hasil elektroforesis pada gambar

diketahui setiap aksesi menghasilkan 1 pita wholle genom dengan panjang 1 kb.

M~-€1=€2~L3~CA4 - C5 AC6~<C7 -€8~CH - C10-C11-C12-C135CTA

1kb

3000 bp

Gambar 4. 2 Hasil isolasi DNA C. asiatica L.
4.2.2 Amplifikasi PCR-ISSR
Hasil amplifikasi PCR menggunakan primer UBC 828, K18, dan UBC 889
menghasilkan beberapa pita yang terdiri atas pita monomorfis dan polimorfis.

Beberapa pita yang terbentuk merupakan pita khusus pada aksesi tertentu

sebagaimana pada gambar 4.3, gambar 4.4, dan gambar 4.5.
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M-Cl1-C2-C3-C4-C5-C6 - C7-C8-C9-C10-C11-C12-C13-C14

Gambar 4. 3 Hasil amplifikasi primer UBC 828
Keterangan: pita 1250, 900, 300 bp klaster 4 aksesi C14

—IC1 -~ C2:-C3 - C4- C5-C6- C7 - C8- CI-C10-C11-C12-€13-C14

M
5 i ( S - i s
= E Sk P

Gambar 4. 4 hasil amplifikasi primer K18

M-C1-C2-C3-C4-C5-C6-C7-C8 -C9-C10-C11-C12-C13-C14

1500 b

500 b,

100 b

Gambar 4. 5 Hasil amplifikasi primer UBC 889
Keterangan : [—1 Pita 850 dan 250 bp klaster 3, C11
1 Pita 200 bp, klaster 1 dan 2
Pita 300 bp klaster 4
1 Pita 50 bp klaster 5
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PCR dilakukan pada ke-14 aksesi menggunakan 4 jenis primer ISSR yang
diantaranya adalah primer UBC 828, K18, dan UBC 889. Rangkuman pita yang

dihasilkan oleh masing-masing primer diuraikan dalam tabel 4.4.

Tabel 4. 5Total ukuran fragmen primer ISSR

Ukuran
_ Total fragmen Fragmen Persentase
No Primer i ) ) ) Fragmen
teramplifikasi Monomorfik Polimorfik (%)
(bp)
1. UBC 828 S 4 20,0 1250-300
2. K18 14 11 21,4 1000-150
3. UBC 889 15 7 53,3 900-50
Total 34 22 94,7%
Rerata 0 31,6%

Data biner hasil skoring pita DNA masing-masing primer kemudian dianalisis

Total Number of Band (TNB), Effective multiplex ratio(EMR), Resolution Power

(RP), dan Pholymorphism Information Content (PIC) (tabel 4.4).

Tabel 4.5 Analisis pita DNA C. asiatica L. dengan primer ISSR

Number Pre_sent . :
Total of ation Primer | Effectiv _
Prim Numb Pholymor of Inf_ormat e Marker | Resolutio
or er of ohic Pholy_ ion Multl_ple Index | n Power
Band Band morphi | Content Ratio (M1) (Rp)
(TNB) (NPB) ¢ Band (PIC) (EMR)
(PB)
UBC 5 1 20,0 0,28 5 1,42 1,71
828
K18 14 3 21,4 0,34 42 14,14 6,00
UBC 15 8 53,3 0,30 120 35,57 5,43
889
Rata- | 8,75 3,25 24,4 0,35 42 12,91 3,50
rata
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Total number of band (TNB) tiap primer tertinggi pada primer ubc 889
dengan total jenis band 15 jenis dengan ukuran antara 50-900 bp, primer K18
sebanyak 14 jenis, dan primer UBC 828 sebanyak 5 jenis pita. Nilai pita
polimorfis (NPB; Number of Pholymorphic Band) sebanyak jumlah jenis pita
sehingga nilai presentasi pita polimorfis (PB; Presentation of Pholymorphic
Band) terhadap total pita yang didapatkan. Polimorfisme tertinggi dimiliki oleh
primer UBC 889 dengan nilai 42,8%. Hal ini meunjukkan primer UBC 889
dinilai paling mampu menunjukkan keanekaragaman genetik C. asiatica L.

dibandingan 3 primer lainnya.

Analisis nilai rasio multiple efektif (EMR; Effective multiplex ratio)
bertujuan untuk mengetahui rasio efektif dari jumlah keseluruhan pita terhadap
jumlah pita polimorfik (Roldan-Ruiz., et al 2007). Rata-rata EMR primer adalah
42, nilai tertiggi pada primer UBC 889 yaitu 120, K18 42, dan UBC 828 senilai
5,. Indeks Marker (MI; marker indexs) rata-rata sebesar 12.91 dengan nilai
tertinggi pada primer UBC 88935.57 dan terendah pada primer UBC 828 yaitu
1.42.

Keefektifan primer dalam menghasilkan pita diketahui dengan menghitung
nilai Resolution power primer. Masing-masing primer memiliki nilai antara 1.71-
6.00 dengan rata-rata nilai 3.50. nilai RP tertinggi ditunjukkan oleh primer K18
dan terendah ditunjukkan oleh primer UBC 828 Hal ini menunjukkan primer K18
paling efektif dalam menghasilkan pita aksesi tanaman C. asiatical..

Primer yang paling informatif terhadap sampel diketahui berdasarkan nilai
PIC (Pholymorphism Information Content). Nilai PIC tertinggi ditunjukkan oleh
primer UBC K18 dengan nilai 0.34, sementara primer dengan PIC terendah adalah
UBC 828 dengan nilai 0.28. Rata-rata nilai PIC yang didapatkan dalam penelitian
ini adalah 0.35. Primer dengan nilai PIC yang semakin tinggi dinilai semakin baik

dalam menganalisis variasi genetik (Roldan-Ruiz, et al 2007).
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4.2.3 Analisis Keanekaragaman Genetik Berdasarkan Uji Filogenetik
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Gambar 4. 6 Dendogram filogenetik ISSR C. asiatica L.

Analisis clustering menunjukkan terbentuk 5 Klaster. Pembagian Klaster
dilakukan berdasarkan garis fenon pada simsilaritas 22.5%, sehingga aksesi yang
pengelompokannya dilewati garis tersebut digolongkan dalam 1 klaster.Klaster 1
terdiri dari 2 aksesi yaitu C6 (1000 mdpl), dan C3 (400 mdpl). Sedangkan klaster
2 terdiri dari 4 aksesi antara lain, C7 (1100 mdpl), C10 (1320 mdpl), C13 (1600
mdpl), dan C2 (350 mdpl. Berdasarkan data tersebut diketahui klaster ini tidak
mengelompok berdasarkan ketinggian tempat tumbuhnya. Hal ini menunjukkan
bahwa ketinggian tempat tumbuh tidak berpengaruh terhadap keanekaragaman
genetik C. asiatica L. klaster 1 mengelompok pada persen similaritas 0.30 (30%),
sedangkan klaster 2 mengelompok pada persen similaritas 0.29 (29%).
Berdasarkan hasil PCR ditunjukkan dengan pita 200 bp pada primer UBC 889
(gambar 4.6).
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Klaster 3 terdiri dari 1 aksesi yaitu aksesi C11 (1400 mdpl). Klaster ini
terpisah dari aksesi lainnya pada persen similaritas 0.18 (18%). Klaster ini tidak
memisah berdasarkan ketinggian tempatnya mengingat aksesi terdekatnya yaitu
C10 (1320 mdpl) berada pada klaster 2 dan C12 (1500 mdpl) berada pada klaster
5. Namun, ditinjau dari pita DNA yang teramplifikasi ada 2 pita unik yang hanya
dimiliki oleh aksesi ini yaitu 850 bp dan 250 bp pada primer UBC 889 (gambar
4.6). Pita-pita unik ini diduga menunjukkan karakter daun C14 yang unik yaitu
memiliki 2 kombinasi warna dengan corak teratur. Warna dasar daun hijau
kecokelatan dengan corak hijau gelap pada alur urat daunnya (Gambar 4.7). Hal
ini berkaitan dengan kemampuan ISSR dalam mendeteksi variasi genetik diantara

2 mikrosatelit identik yang merupakan daerah ekson (daerah yang diekspresikan).

“

Gambar 4. 7A. Daun kombinasi (a) hijau kecokelatan, (b) hijau gelap
B. Daun hijau kecokelatan
C. Daun hijau gelap

Klaster 4 terdiri dari 1 aksesi yaitu aksesi C14 (1700 mdpl). Aksesi ini
terpisah pada koefisien similaritas 0.10 (10%). Aksesi ini diambil dari titik
tertinggi pengambilan sampel yaitu 1700 mdpl sehingga dapat dikatakan bahwa
pemisahannya dengan klaster lain dipengaruhi oleh ketinggian tempat. Aksesi ini
memiliki koefisien similaritas terendah dari aksesi lainnya yang menunjukkan
bahwa aksesi ini memiliki karakter molekuler yang paling berbeda.Dibawah titik
tersebut aksesi lainnya masih mengelompok secara acak, sehingga dapat diambil
kesimpulan bahwa aksesi pada ketinggian 1700 mdpl merupakan batas pembeda
karakter molekuler C. asiatica L. berdasarkan hasil amplifikasi penanda ISSR.
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Aksesi C14 memiliki 4 pita yang tidak dimiliki oleh aksesi lainnya dari total
8 pita teramplifikasi.Diantaranya adalah pita 1250, 900, dan 300 bp pada primer
UBC 828 (Gambar 4.4), serta pita 300 pada primer UBC 889 (Gambar 4.6). Pita-
pita inilah yang menjadikan aksesi ini memiliki similaritas terendah dibanding
aksesi lain sehingga menjadikannya aksesi dengan keanekaragaman genetik
tertinggi. Perbedaan kemunculan pita ini berkaitan dengan letak geografis tumbuh
aksesi tersebut. Aksesi C14 tumbuh pada titik tertinggi eksplorasi yaitu 1700
mdpl. Pada ketinggian tersebut suhu lingkungan sangat rendah, dengan
kelembaban yang sangat tinggi, dan intensitas cahaya yang minim (Raharjeng,
2015). Kondisi lingkungan yang demikian menyebabkan tanaman-tanaman yang
tumbuh pada daerah tersebut memiliki pola motebolisme yang lebih lambat

dibandingkan aksesi lainnya (Hakim, 2015).

Yousef and Moghoub (2015) menjelaskan bahwa terdapat korelasi yang kuat
antara kondisi geografis dan keanekaragaman genetik. Dalam penelitiannya
disebutkan bahwa ketinggian tempat tumbuh menunjukkan variasi dalam jumlah
alel, identitas alel-alel, dan karakter molekuler khusus yang mereka miliki dalam
populasi. Sehingga menjadikan aksesi-aksesi cenderung mengelompok sesuai
ketinggian tempat tumbuhnya. Penanda ISSR merupakan penanda molekuler yang
bersifat dominan. Hal ini berartisifat homozigot dominan maupun heterozigot
bernilai sama yaitu 1 pita. Sedangkan sifat resesif tidak dapat teramplifikasi
(Reddy et al., 2002). Sehingga aksesi-aksesi C. asiatica L. akan mengelompok

berdasarkan kesamaan alel dominan yang terbentuk tersebut.

Benharira, et al., (2005), menejelaskan bahwa suatu spesies dapat
terfragmentasi secara alami berdasarkan habitat yang membentuknya, namun
masih dalam satu jaringan yang saling berhubungan. Perbedaan geografis tempat
tumbuhmempengaruhi fenotip spesies tersebut.secara nyata yang terdistribusi
dalam suatu gradien lingkungan. Keanekaragaman genetik suatu spesies akan
berkurang seiring dengan pergeseran geografis dari gradient lingkungan tersebut.
Dalam hal ini, aksesi C14 pada ketinggian 1700 mdpl memiliki keanekaragaman

tertinggi dan semakin berkurang pada ketinggian yang lebih rendah dibawahnya.
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Berkurangnya keanekaragaman ini ditandai dengan besarnya similaritas yang
dimiliki oleh masing-masing aksesi pada ketinggian tersebut. Hal ini merupakan
pola adaptasi jangka panjang dalam rentang yang konstan yang menunjukkan pola

evolusi (Benharia et al., 2005).

Berdasarkan ilmu evolusi, hal ini sesuai dengan teori oleh Jean Baptiste
Lamarck yang mengemukakan gagasan bahwa (1) alam menghasilkan berturut-
turut semua bentuk kehidupan yang berbeda di bumi, dan (2) perubahan perilaku
yang diinduksi lingkungan memimpin perubahan spesies (Burkhard, 2013). Hal
ini juga didukung oleh teori evolusi Darwin yang menjelaskan bahwa terdapat
variasi genetik antar individu dan populasi yang akan dipertahankan atau
dihilangkan berdasarkan seleksi alam (Laikre et al., 2009).

Perbedaan karakter molekuler yang ditunjukkan oleh masing-masing aksesi
pada ketinggian yang berbeda ini sangat mungkin terdeteksi dalam penggunaan
ISSR mengingat jenis markah ini yang mengamplifikasi bagian diantara 2
mikrosatelit identik yang bersifat highly mutation site atau memiliki potensi

mutasi yang tinggi.

4.3.3 Diversitas Genetik C. asiatica L. Urb.

Tabel 4.6 Diversitas genetik C. asiatica L.

aks

esi cl c2 c8 c4 c5 c6 c7 c8 c9 cl0 | cl1 | cl2 |cl13 | cl4d
cl 1,00

c2 0,00 | 1,00

c3 0,10 | 0,20 | 1,00

c4 0,47 | 0,17 | 0,00 | 1,00

c5 0,50 | 0,08 | 0,10 | 0,40 | 1,00

c6 0,14 | 0,36 | 0,30 { 0,29 | 0,33 | 1,00

c7 0,30 | 0,25 0,20 | 0,17 | 0,18 | 0,15 | 1,00

c8 0,33 | 0,00 | 0,00 | 0,25 | 0,33 | 0,00 | 0,10 | 1,00

c9 0,25 | 0,00 | 0,00 | 0,20 | 0,25 | 0,00 | 0,09 | 0,50 | 1,00

cl0 | 0,06 | 0,44 |0,20| 0,48 | 0,12 | 0,31 | 0,30 | 0,00 | 0,00 | 1,00

cl1 | 0,00 | 0,20 | 0,07 | 0,09 | 0,00 | 0,00 | 0,20 | 0,00 | 0,00 | 0,20 | 1,00

cl2 | 0,33 | 0,00 | 0,00 | 0,25 0,33 | 0,00 | 0,10 | 1,00 | 0,50 | 0,00 | 0,00 | 1,00

cl3 | 0,15| 0,38 | 0,05 | 0,33 | 0,25 | 0,21 | 0,38 | 0,08 | 0,08 | 0,47 | 0,25 | 0,08 | 1,00
cl4 | 0,00| 0,13 | 0,14 | 0,00 | 0,00 | 0,18 | 0,06 | 0,00 | 0,211 | 0,24 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,00

Keterangan: nilai similaritas tertinggi
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Diversitas genetik C. asiatica L. diketahui berdasarkan nilai koefisien
similaritas antar aksesi. Nilai similaritas menunjukkan nilai kedekatan genetik
antar aksesi berdaarkan persamaan pita yang terbentuk. Nilai koefisien similaritas
pada penelitian ini berkisar antara 0 sampai 1. Menurut Pratiwi (2012), apabila
nilai koefisisen genetic antar 2 aksesi semakin dekat dengan 1 maka aksesi
tersebut semakin identik secara genetik. Namun, apabila nilai koefisiennya
semakin mendekati 0, maka aksesi tersebut semakin jauh secara genetik (Pratiwi,
2012).

Nilai koefisiensi tertinggi didapatkan oleh aksesi C1 dan C5, C9 dan C12,
serta C10 dan C13 yaitu 0.6 atau 60%, sedangkan nilai koefiensi similaritas
terendah sebesar 0.00 terdapat pada aksesi C1 dan C2, C3 dan C4, C2 dan C9, C2
dan C8, C3 dan C8, C3 dan C9, C8 dan C10, C9 dan C10, C8 dan C11, C9 dan
C11, C5dan C11, C6 dan C11, C2, C3, C6, C10 lalu C12, C1, C4, C5, C8, C11,
C12, C13 dan C14. Sebagaimana hasil dendogram yang menunjukkan aksesi C14
sebagai aksesi yang paling jauh kekerabatannya. Hal ini dibuktikan pada analisis
diversitas genetik ini dimana aksesi C14 memiliki koefisiensi 0% terbanyak
terhadap aksesi lain yaitu 8 aksesi dari total 14 aksesi. Hal ini menunjukkan aksesi

C14 memiliki perbedaan paling besar terhadap aksesi lainnya.

Aksesi C8 dan C12 memiliki nilai koefisien tertinggi yaitu 1.00 atau 100%.
Hal ini dikarenakan kedua aksesi tersebut hanya menghasilkan pita teramplifikasi
pada keseluruhan primer yaitu 50 bp pada primer UBC 889. Hal ini berkaitan
dengan nilai PIC primer yang rendah dalam memberikan informasi genetik C.
asiatica L. yaitu dengan rata-rata nilai PIC 0,35% sehingga tidak semua sifat

dalam aksesi dapat teramplifikasi.

Keanekaragaman C. asiatica L. berdasarkan penanda molekuler ISSR
menunjukkan terjadi pengelompokan secara acak selain aksesi C14 yang diambil
dari titik tertinggi pengambilan sampel yaitu 1700 mdpl. Hal ini menunjukkan
bahwa pada analisis keanekaragaman molekuler tidak terjadi pengelompokan
sesuai ketinggian tempatdibawah ketinggian 1700 mdpl. Berbeda dengan hasil
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analisis  klastering berdasarkan karakter morfologi yang menunjukkan
pengelompokan menurut ketinggian dan keadaan lingkungan tumbuhnya.
Berdasarkan hal tersebut dapat diketahui bahwa ketinggiantempat yang
mempengaruhi perbedaan morfologi belum tentu berpengaruh pula pada
kenakeragaman molekulernya. Hal ini sebagaimana disebutkan dalam Gbolahan et
al. (2016) bahwa kondisi lingkungan dapat dengan mudah mempengaruhi
morfologi C. asiatica L. yang tidak selalu diikuti dengan keanekaragaman
molekulernya. Oleh karena itu, karakterisasi tingkat molekuler sangat penting
untuk mendapatkan data kenakekaragaman yang lebih akurat. Berkaitan dengan
ha tersebut, Hakim et al., (2015), menyatakan bahwa tumbuhan dapat melakukan
plastisitas atau modifikasi morfologi sesuai dengan lingkungannya untuk

mempertahankan kestabilan metabolisme dalam tubuhnya.

Allah SWT berfirman dalam Al-Quran surat Al-A’la ayat 2 dan 3 yaitu:

Y ols3ed 5B ol Y (o5 GIA A

Artinya: Yang menciptakan dan menyempurnakan dan yang menentukan kadar
sertamemberi petunjuk (Qs. Al-4’la [87]:2-3)

Dalam ayat tersebut dijelaskan bahwa Allah telah menentukan kadar yang
sesuai dalam setiap penciptaan makhluknya sehingga dapat berfungsi dan
bermanfaat dengan baik. Hal ini sebagaimana dijelaskan dalam Shihab (2015),
bahwa kata (% berarti menyeimbangkan sesuatu dari segi kualitas dan
kuantitasnya. Sehingga bentuk sempurna dari suatu makhluk tersebut adalah
seimbang dengan fungsi dan maksud penciptaannya (Ath Thabari, 2001). Selain
itu, pada ayat ke-3 disebutkan bahwa Allah jugalah yang memberi petunjuk.
Petunjuk tersebut menurut Shihab (2015) adalah petunjuk  dalam
penyampaiannya. Berdasarkan ayat tersebut, jika dikaitkan dengan sifat genetis C.
asiatica L. dapat diambil pelajaran bahwa sifat genetis C. asiatica L. telah
ditentukan sesuai dengan kadarnya dengan sangat teliti. Perbedaan morfologi
tanaman yang disebabkan oleh perubahan lingkungan merupakan suatu bentuk
daris%® (petunjuk) bagi tanaman tersebut untuk mengekspresikan  sifat
genetisnya sehingga dapat tetap berfungsi dengan baik di alam.
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Berdasarkan hasil penelitian ini, diketahui bahwa tidak semua sifat dalam gen
C. asiatica L. dapat diketahui melalui keragaan morfologi. Hal ini dalam Ath
Thabari (2001), dijelaskan bahwa kalimat “menyempurnakan, menentukan kadar
dan memberi petunjuk” sesuai dengan tujuannya mengandung ilham pengetahuan
didalamnya. Hal ini menunjukkan bahwa yang diketahui atau nampak pada
manusia hanya sebagian kecil saja, sedangkan dibalik semua itu terdapat kuasa

Allah yang sangat luarbiasa.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari Penelitian Analisis Keanekaragaman Tnaman Pegagan (Centella
asiatica L. Urb.) pada Ketinggian yang Berbeda Berdasarkan Karakter Morfologi dan

Penanda Molekuler ISSR antara lain:

1. Keanekaragaman C. asiatica L. berdasarkan karakter morfologi menunjukkan
terjadi pengelompokan menjadi 3 klaster berdasarkan ketinggian tempat.
Beberapa aksesi yang tidak mengelompok sesuai ketinggiannya tumbuh pada
kondisi lingkungan yang seragam sehingga memiliki karakter kuantitatif dan
kualitatif morfologi yang mirip.

2. Keanekaragaman C. asiatica L. berdasarkan karakter molekuler menggunakan
penanda ISSR mengelompok menjadi 5 klaster berdasarkan similaritas pita
yang teramplifikasi. Klaster 1, 2 dan 5 mengelompok secara acak, klaster 2
terbentuk berdasarkan karakter pita unik, dan klaster 3 terbentuk hanya

dengan 1 anggota yang diambil dari titik tertinggi yaitu ketinggian 1700 mdpl.

5.2 Saran

Saran untuk penelitian selanjutnya adalah:

1. Perlu dilakukan analisis keanekaragaman morfologi C. asiatica L. dengan
parameter kadar air tanah dan intensitas cahaya yang diterima oleh masing-
masing aksesi .

2. Perlu dilakukan pengukuran intensitas cahaya, suhu, dan kelembaban
menggunakan alat yang sesuai saat eksplorasi untuk mngetahui kondisi

lingkungan dengan lebih valid.



3. Perlu dilakukan penentuan populasi dalam pengambilan sampel tiap
ketinggian, sehingga dapat diukur jarak genetik populasi dan frekuensi alel
efektif yang berkaitan dengan kekerabatan genetik dan pola evolusi pita-pita

yang teramplifikasi.

4. Perlu dilakukan penanaman kembali masing-masing aksesi dengan kontrol
kondisi lingkungan sehingga didapatkan hasil keanekaragaman yang akurat
berdasarkan kondisi lingkungan yang homogen.
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C1
c2
or;
C4
c5
Cé
Cc7
C8
C9
C10
C11
C12
C13
Ci4

Lampiran 2Hasil uji DMRT 5% tinggi tanaman, tinggi tangkai

C1

c2
c3

c4

C5
Ccé
c7

Cc8

300 21,63ab
350 19,33a

500 21,33ab
600 20,33ab
850 34,73ab

1000 23,53ab
1100 29,17ab
1200 39,90ab
1300 41,40ab
1320 43,67b
1400 28,33ab
1500 23,33ab
1600 22,17ab

26,67ab

LAMPIRAN

3,00a
3,00a
2,67a
3,33a
2,67a
3,00a
3,00a
3,33a
3,00a
4,00a
3,00a
3,00a
3,33a

300 2033cd  18,00bc
350  15,60bc  10,50ab
500 2520d  22,90cd
600 18,00cd  16,40bc
850 18,60cd 11,47ab
1000 4,73a  4,60a

1100 17'(11°bc 11,97ab
1200 13,67bc  14,23bc

8,03a 0,30c
9,03ab 0,71l
8,58ab 0,20b
7,40a 0,51h
12,10abc  0,60i
9,53ab 0,18a
18,90c 0,50g
13,23abc 0,40f
15,62bc 0,68k
11,67ab 0,65j
9,55ab 0,35e
10,90ab 0,30c
9,33ab 0,50g
10,18ab

Lampiran 1. Hasil uji DMRT 5% panjang total, panjang stolon, diameter stolon

0,45d
0,40d
0,22b
0,32

0,12a
0,20b
0,36¢
0,40d
0,40d
0,30c
0,40d
0,20b
0,55e

14,17ab 10,73c 9,63abcd
C def
9,83ab  6,20ab 6,13ab
16,00bc 19,83g 17,67de
12,07ab 13,13c 12,03bcd
C de
13,87c
873ab  def  073bC
1,97a 3,33a 3,17a
9,07ab
567ab  cd 7,67abc
10,27ab 10,10b 12.75bcd
[ cde

0,25cde
0,33de
0,23cd
0,45f
0,12b
0,00a
0,35e
0,25cde
0,35e
0,20bc
0,23cd
0,25cde
0,10ab
0,10ab

8,70abcd

4,53abc
11,97bcd
10,20abc

d

6,00abc

1,47a

4,80abc

7,57abcd
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9 Cc9
10 C10
11 C11
12 C12
13 C13
14 Ci14

1300 37,10e
1320 20,60cd

1400 15,03bc
1500 9,17ab
1600 14,73bc

1700 18,70cd

30,00d 22,50c 28,27h
17,90bc 14,30ab  16,03f
c g
13,53ab 11,53ab 11,50b
c C cde
9,30ab  3,47ab 7'7§’ab
14,73bc  6,77ab by, 70b
cde
16,37bc 14,50ab 15,87e
C fg

10,83abc

12,33bcd

12,70bcd

17,20d
12,60cd

8,77abcd
2,10ab
4,53abc

12,13bcd

1 C1
2 (€22
3 c3
4 c4
5 c5
6 C6
7 Cc7
8 C8
9 €9
10 C10
11 C11
12 C12
13 C13
14 Ci14

Lampiran 3 Hasil uji DMRT 5% diameter tangkai

300
350
500
600
850
1000
1100
1200
1300
1320
1400
1500
1600
1700

0,12abc
0,53d
0,12abc
0,15abc
0,12abc
0,07a
0,10ab
0,12abc
0,20bc
0,23c
0,15abc
0,12abc
0,10ab
0,15abc

0,10ab
0,10ab
0,10ab
0,10ab
0,12abc
0,07a
0,10ab
0,20abc
0,10ab
0,20abc
0,11ab
0,18abc
0,10ab
0,12ab

0,10bcd
0,12cd
0,07b
0,13d
0,08bc
0,01a
0,08bc
0,10bcd
0,10bcd
0,08bc
0,12cd
0,08bc
0,07b
0,13d
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10

11

12

13

14

C1

Cc2

c3

c4

c5

Cé

€7/

C8

€9

C10

C11

C12

C13

Ci4

Lampiran 4. Hasil uji DMRT 5% jumlah daun dan luas daun

300

350

500

600

850

1000

1100

1200

1300

1320

1400

1500

1600

1700

6,33c
4,67abc
4,33abc
5,67bc
5,33abc
3,00ab

2,33a
5,00abc
3,33abc
3,00abc
3,67abc
4,33abc
6,00abc

4,00bc

4ab

4ab

7b

5b

7b

4ab

4ab

5b

4ab

2a

4ab

5b

5b

5b

3a

4ab

3a

2a

6b

3a

1a

3a

2a

3a

2a

4ab

2a

2a

2b

3b

3b

4bc

3b

3b

1b

4bc

2b

Oa

3b

1b

Oa

2b

10,0
7abc
9,16
abc
10,7
6abc
9,40
abc
9,43
abc
3,07

9,35
abc
12,5
4abc
54,9
7c
19,2
1c
10,9
labc
5,43
ab
13,8
5bc
9,76
abc

5,30ab
3,71a
8,50ab
8,42ab
7,04ab
1,15a
2,35a
8,20ab
37,76¢
14,33b
6,39ab
7,85ab
9,55ab

8,20ab

8,13
ab
5,33

6,47
ab
4,27

7,35
ab
0,30
2,37
5,49
18,8
9b
5,45
4,37
1,56
8,80
ab

6,73
ab
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Lampiran 5 Hasil uji DMRT 5% tebal daun

No  Aksesi Ketinggian induk Zizila?]af L anakan 2 Rata-rata
1 c1 300 0,04c 0,08¢ 0,09¢ 0.07c
2 Cc2 350 0,0b 0,08¢ 0,02a 0,05b
3 C3 500 0,05d 0,02a 0,0la 0.03a
4 c4 600 0,00f 0,05b 0,03ab 0,06b
5 C5 850 0,05d 0,02a 0,082 0,03a
6 Cc6 1000 0,05d 0,02a 0,0la 0,03a
7 c7 1100 0,02a 0,05b 0,02a 0,03a
8 c8 1200 0,07e 0,08¢ 0,05b 0.07c
9 C9 1300 0,05d 0,05b 0,05b 0,05b
10 C10 1320 0,05d 0,05b 0,03ab 0.04a
11 cun 1400 0,109 0,10d 0,05b 0,08c
12 C12 1500 0,02a 0,05b 0,05b 0.04a
13 C13 1600 0,05d 0,05b 0,03ab 0.04a
14  Cl4 1700 0,10g 0,05b 0,02a 0,06b

Jumlah 0,8 0,8 0,5

rata-rata 0,1 0,1 0,03
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Lampiran 6Warna daun dan warna tangkai C. asiatica L.

Warna daun Warna tangkai

Daun Tua r?]ilg; Warna Warna

No | Aksesi | Ketinggian Warna | kombi | buku

Kom stolon )
Warna bina Warna utama nasi ruas
utama Gi utama

1 C1 300 135 A - 137 B 148 B 143 B - 147 C
2 Cc2 350 135 A - 141 A 148 A 148 A | 137B | 148B
3 Cc3 500 N 134 A - 137 C 137 A N 1D37 - 146 C
4 Cc4 600 135 A - 141 A 145 C 148 A | 143 A | 138C
5 @5 850 135 A - 139 A 144 A 143 A - 143 A
6 C6 1000 137D - 143 A 143 D 142 C - 143D
7 c7 1100 137 A - 139 A 148 B 143 B - 144 D
8 C8 1200 135B - N 134 A 141 B 144 A - 144 D
9 C9 1300 135 A - 135 A 141D 141 C - 139C
10 C10 1320 135 A - N 134 A 141 B 143 A - 144 D
11 C11 1400 138 A 129 141 A 148 A 148 A - 147 C
12 C12 1500 137D - N 137D 148 B 142 B - 144 D
13 C13 1600 139 A - 139 A 148 B 146 B - 148 D
14 Cl14 1700 137 C - 141 C 148 A 135D - 138D
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Lampiran 7Gambar warna daun C. asiatica L.

(dark green)

(dark green)

brown

(dark green)
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(dark green)

A

138 A (brown green)
139 A (dark green)

137 D

(brown green)
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ONVIVIN 40 ALISHIAINN DINVTISI 31VLS NIHVAEEI MITTVIN VNVTINVIA 40

(dark green)
(brown green)

(brown green)
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ONVIVIN 40 ALISHIAINN DINVTISI 31VLS NIHVAEEI MITTVIN VNVTINVIA 40

(dark green)

(dark green)
(dark green)

D
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(dark green)

(brown green)

143

(dark green)
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142 C

(light green)

142B

(light green)

143

A

(dark green)

&

AP

(light green)

146'B

(brown green)
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(dark green)

N 137
D

(dark green)

Lampiran 9Gambar warna stolon C. asiatica L.

(dark green)

(brown green)
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(Brown green)

145 C

(light green)

141
B

(dark green)

(light greeh)
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Lampiran 10Gambar warna ruas C. asiatica L.

(brown green)

(brown green)

-
38

\

(light green)
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Lampiran 11 Foto Pengamatan C. asiatica L.

Panjang tanaman

Panjang ruas stolon

Tebal daun

Diameter tangkai daun
induk

Diameter stolon

Diamter tangkai daun
anakan 1
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Diameter tangkai daun
anakan 1

Lebar daun anakan 1

Panjang tangkai daun
anakan 1

Panjang ruas stolon
anakan 1

Panjang tangkai daun
anakan 2

Panjang daun anakan 2

Kebar daun anakan 2

Panjang tanaman 2
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Panjang tanaman 3




Lampiran 12. Skoring Karakter Kuantitatif C. asiatica L.

jumlah > 2 o . 9 o ) Panjang | panjang

) ) tinggi tinggi | tinggi ) panjang ] ]

o panjang | jumlah daun > daun | daun daun panjang | tangkai | tangkai

no | ketinggian | Kode ] ] tanaman | anakan | anakan ) tangkai
total ruas tiap induk | anakan | anakan | geragih | anakan | anakan
induk 1 2 induk

ruas 1 2 1 2
1 300 C1 it 2 3 4 3 2 5 4 3 2 3 3 2
2 350 c2 1 2 3 4 4 3 3 2 2 2 2 2 1
3 500 C3 1 1 B 7 3 3 5 5 4 2 4 4 3
4 600 Cc4 1 2 8 5 2 4 4 4 3 2 3 3 3
5 850 C5 4 1 g 7 6 3 4 g 2 3 3 2 2
6 1000 Cé 2 2 2 4 3 3 4 1 1 2 1 1 1
7 1100 C7 3 2 2 4 1 1 4 g 2 4 2 2 1
8 1200 C8 4 2 3 5 3 4 1 g 3 3 2 3 2
9 1300 C9 5 2 1 4 2 2 7 6 5 4 5 5 4
10 1320 C10 5 3 2 2 3 0 6 4 3 3 4 4 3
11 1400 C11 3 2 2 4 2 3 4 8 3 2 3 3 2
12 1500 C12 2 2 2 5 4 1 2 2 1 3 2 2 1
13 1600 C13 1 2 3 5 2 0 4 3 2 2 3 4 1
14 1700 C14 2 2 2 5 2 2 4 4 3 3 4 3 3
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Lampiran 13. Skoring karakter kuantitatif C. asiatica L.

tin tin lebar Diamet | Diame | Diameter | Diamet [ Diamet | Diamet
Keti igg tinggi igg daun lebar lebar luas luas luas tebal tebal tebal er ter tangkai r stolon er er

no | nagi | Kode | daun daun daun tana daun daun daun daun daun daun daun daun | tangkai | tangka | anakan 2 induk stolon stolon

99 . anakan man anakan | anakan indu | anakan | anakan 5 anakan | anak induk i anakan | anakan
an mf u 1 z;rr]]alg indu i 2 k 1 2 [RUgK 1 an2 anakan 1 2

k 1

1 300 C1 2 2 2 2 4 3 2 2 3 1 3 3 2 1 2 1 2 3
2 350 c2 2 2 2 2 3 2 2 1 2 il 3 1 4 1 3 3 2 4
3 500 C3 2 2 2 3 4 3 3 3 2 2 1 1 2 1 1 1 1 3
4 600 c4 2 3 2 2 2 3 2 3 2 3 2 1 3 1 3 2 1 5
5 850 C5 2 2 2 2 2 3 2 2 3 2 1 1 2 2 2 2 1 1
6 | 1000 C6 1 1 1 1 1 ik 1 i, L 2 1 1 1 1 1 1 1 1
7 | 1100 c7 2 1 2 2 2 2 2 1 il 1 2 1 1 1 2 2 1 4
8 | 1200 C8 2 2 2 4 4 4 3 3 2 2 3 2 2 3 2 1 2 3
9 | 1300 Cc9 4 4 3 5 6 5 5 5 4 2 2 2 5 1 2 2 2 4
10 | 1320 | C10 3 3 2 4 5 3 4 4 2 2 2 1 5 8 2 2 1 2
11 | 1400 | C11 2 2 2 3 2 3 8 2 2 3 ) 2 & 2 3 1 2 3
12 | 1500 | C12 1 2 1 2 3 2 1 2 1 1 2 2 2 3 2 1 1 3
13 | 1600 | C13 2 3 2 3 8 3 8 3 3 2 2 1 1 1 2 2 2 1
14 | 1700 | C14 2 3 2 3 3 4 2 3 2 3 2 1 3 2 3 2 2 1
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Lampiran 14. Skoring karakter kualitatif C. asiatica L.

Warna warna warna

no Ketinggian | kode daun | kombinasi | daun | 3" | Kombinasi | VM2 | puku

tua dda tangkai geragih (uas
1 300 Cl i 1 2 3 1 4 3
2 350 c2 1 1 4 4 2 4 3
3 500 0¢] 1 1 2 1 1 1 2
4 600 C4 1 1 4 4 3 3 1
5 850 C5 1 1 3 3 1 3 2
6 1000 €6 3 1 5 3 1 3 2
7 1100 Cc7 2 1 3 3 1 4 2
8 1200 C8 2 1 1 2 1 3 2
9 1300 C9 1 1 1 2 1 2 1
10 1320 C10 1 1 1 4 1 2 2
11 1400 C11 4 2 6 2 1 4 3
12 1500 C12 3 1 2 3 1 4 3
13 1600 C13 5 1l 3 3 1 4 3
14 1700 Cl4 3 1 4 1 1 4 1
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Lampiran 15. Skoring pita termplifikasi primer UBC 811, UBC 828, dan K18 C. asiatica L.

cl4

cl3

JANTHN

ALY

N

cl2

cll

c10

c9

c8

c7

c6

c5

c4

c3

c2

cl

Aksesi

1250

900

800

400

300

1000

900

800

700

600

500

400

375

350

300

250

200

175

150

900

850

700

650

marker

UBC 828

K18

UBC 889
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