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ABSTRAK

Noor, Farah Nahdia. 2020. Hubungan Kekerabatan Serta Pengelompokan
Kultivar Pisang Berdasarkan Marka Morfologi dan Sekuen Intron
trnL. Skripsi Program Studi Biologi. Fakultas Sains dan Teknologi.
Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing: (1)Didik Wahyudi, M.Si (11) Oky Bagas Prasetyo, M.PdI.

Kata Kunci: Kultivar Pisang, trnL, divergensi, evolusi

Simmonds menyatakan bahwa kultivar pisang di Asia Tenggara berasal dari
keturunan Musa acuminata dan Musa balbisiana. Kedua pisang tersebut dijadikan
penunjuk nama genom dimana masing-masing pisang menyumbang genom A dan B.
Selama ini, untuk mengetahui tata nama genom kultivar pisang dilakukan melalui
identifikasi morfologi. Namun, penggunaan sistem ini bersifat subyektif, oleh karena itu
diperlukan pendekatan molekuler melalui sekuen DNA spesifik intron trnL dapat dikatakan
lebih akurat karena dapat membaca perubahan basa nukleotida yang dapat digunakan untuk
menganalisis laju evolusi. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui evolusi dari kultivar
pisang dalam bentuk pohon filogenetik. Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi
acuan dalam pemuliaan pisang nantinya. Penelitian ini menggunakan 14 kultivar pisang,
terdiri dari genom AA, AAA, AAB, ABB dan BB.

Penelitian berdasarkan maka morfologi dengan 33 karakter mengasilkan 5 culster
menggunakan aplikasi PAST menggunakan indeks similaritas Bray-curtis. Sedangkan hasil
penelitian berdasarkan marka molekuler intron trnL yakni sekuen intron trnL mampu
menulusuri karakter genom yang diturunkan melalui analisis hasil sekuensing dengan data
hasil sekuensing berupa macam-macam subtitusi dan hasil BLAST dari 13 sekuen kultivar
pisang tersebut. Hasil analisis data evolusi, evolusi kultivar pisang dimulai pada 51.9 Mya
berkisar antara 44.8 Mya hingga 60.5 Mya yang terjadi pada zaman Eocene awal. Puncak
diversifikasi kultivar pisang terjadi pada tahun 16 Mya berkisar antara 29.8 Mya hingga 5
Mya terjadi pada zaman Miocene.



ABSTRACT INGGRIS

Noor, Farah Nahdia. 2020. Kinship Relations and Grouping of Banana
Cultivars Based on Morphological Markers and Intron Sequence trnL.
Thesis of Biology Department. Science and Technology Faculty. State
Islamic University (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. Advisor: (i)
Didik Wahyudi, M.Si (11) Oky Bagas Prasetyo, M.Pdl .

Key words: Banana cultivars, trnL, divergence, evolution

Simmonds stated that banana cultivars in Southeast Asia come from Musa
acuminata and Musa balbisiana generation. Those banana becomes a reference for
genome names which are every banana gives A and B genome. All the time, the
morfological indentification is used to find out the banana genome nomenclature.
However, the use of the morphology identification is subjective. To create the result
more accurate, it needs the molecular approachment through trnL intorn specific
DNA sequences because it is used to read the nucletide base change that can be
used to analyze the evolution rate. The study aims to find out the banana cultivar
evolution in the form of phylogenic trees. As the result of the study, the researcher
hopes that this study can be used as a reference in banana breeding in the further
study. This study uses 14 (fourteen) banana cultivar, it consists of AA, AAA, AAB,
ABB and BB genome.

The study is based on morphology marker with 14 characters that produce
5 clusters by using PAST application and Bray-curtis similarity index. While the
result of trnL intron molecular marker shows that trnL intron sequence can find the
generation of genome characters through analysis of sequencing results by the data
of sequencing results in the various substitutions and the BLAST results from 13
banana cultivar sequences. Furthermore, the result of evolution data analysis began
in 51.9 Mya ranging from 44.8 Mya to 60.5 Mya in the early Eocene era. The
highest of banana cultivar diversification occurred in 16 Mya ranging from 29.8
Mya to 5 Mya in the Miocene era.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Secara taksonomi, Pisang merupakan tanaman herba yang tergolong dalam
famili Musaceae. Famili Musaceae memiliki tiga genus yaitu, genus Musella,
Ensete dan Musa (Simpson, 2006) dimana Musella mempunyai ciri-ciri batang
semu padat, perbungaan roset kompak dengan braktea pendek berwarna kuning.
Genus ini termasuk genus monospesifik yang tersebar di Sichuan selatan dan
Yunnan utara (Ma et al., 2011). Genus ensete memiliki ciri-ciri berakar adventif,
batang semu melebar dan berdaun besar. Tanaman ini tersebar di wilayah
Madagaskar, Afrika dan Asia (Champion, 1967; Berhanu, 2018). Sedangkan genus
Musa tersebar luas di kawasan Asia Tenggara, Afrika, dan sebagian Amerika.
Selanjutnya, penyebaran Musa merata ke seluruh dunia termasuk daerah dengan
iklim sub tropis dan tropis (Stover dan Simmonds, 1987).

Sistem tata nama Pisang pertama kali dikenalkan oleh Linneaus dengan
nama Musa paradisiaca pada buku karangannya dengan judul Species Plantarum
tahun 1753. Musa paradisiaca adalah pisang yang memiliki ciri buah yang
mengandung amilum, sehingga memerlukan pengolahan terlebih dahulu sebelum
dikonsumsi (cooking banana). Kemudian, Linneaus kembali mendeskripsikan
pisang dengan nama ilmiah Musa sapientum dalam buku karangannya yang
berjudul Systema Naturae pada tahun 1759. Pisang yang termasuk Musa sapientum
adalah pisang yang tidak memerlukan pengolahan sebelum dikonsumsi saat matang
(dessert banana) (Valmayor et al., 2000).

Sistem nomenklatur pisang yang dikemukakan oleh Linneaus berlaku
hingga tahun 1900-an di seluruh dunia. Namun, sistem tata nama ini terbukti tidak
cocok untuk diterapkan di Asia Tenggara yang dikenal dengan center origin of
banana. Oleh sebab itu pada tahun 1959 Simmond dan Sherperd mengusulkan
system tata nama baru yang kemudian disebut dengan system tata nama genom
untuk diterapkan di Asia Tenggara. Pisang (genus Musa) yang berada di wilayah

Asia Tenggara terdiri dari banyak kultivar dengan nama yang berbeda-beda di



berbagai negara. Bahkan dalam beberapa kasus, nama satu kultivar pisang
diterapkan pada kultivar yang berbeda (Simmonds, 1959; Valmayor et al., 2000).

Genom pisang dengan sistem tata nama menurut penelitian Simmonds yang
menyatakan bahwa kultivar pisang di Asia Tenggara berasal dari keturunan Musa
acuminata dan Musa balbisiana. Kedua spesies tetua pisang tersebut yang
kemudian dijadikan penunjuk nama genom dimana genom A disumbang oleh Musa
acuminata sedangkan genom B disumbang oleh Musa balbisiana. Hibridisasi
intraspesifik dan interspesifik antara dua spesies pisang tersebut menghasilkan
beberapa pisang dengan genom AA atau AB, namun sebagian besar bergenom
AAA, AAB dan ABB. Selain itu terdapat kombinasi genom lain seperti AAAB,
AABB, dan ABBB yang terjadi secara alami atau melalui hibridisasi buatan (Stover
dan Simmonds, 1987). Proses hibridisasi tersebut merupakan salah satu penyebab
terjadinya proses evolusi pisang sehingga menghasilkan kultivar pisang yang ada
saat ini (Valmayor et al., 2000).

Keanekaragaman buah-buahan disebutkan pada al-Qur’an surat al Al-
An’am ayat 141;

5 s a3 5 ¢35 AT GRS £ 5305 ORI ot s 5 el e s Tl il 5h 5
(V€)) G taall Gand ¥ 8315158 508 ¥ 555lias 253488 1 581s 5 5all 13 5,88 e | s Cagtis
Artinya: “Dan Dialah yang menjadikan kebun-kebun yang berjunjung dan yang
tidak berjunjung, pohon korma, tanam-tanaman yang bermacam-macam
buahnya, zaitun dan delima yang serupa (bentuk dan warnanya) dan tidak

sama (rasanya). Makanlah dari buahnya (yang bermacam-macam itu) bila

dia berbuah, dan tunaikanlah haknya di hari memetik hasilnya (dengan
disedekahkan kepada fakir miskin); dan janganlah kamu berlebih-lebihan.

Sesungguhnya Allah tidak menyukai orang yang berlebih-lebihan” (QS. Al-

An'am (6):141)

Keanekaragaman tumbuhan telah disebutkan pada surat AI’An’am ayat 141
yakni Allah telah menciptakan tanaman bermacam-macam menghasilkan buah, ada
yang serupa warna dan bentuk tetapi memliki rasa yang berbeda, maksud dari kata-
kata tersebut adalah banyaknya buah yang berbeda-beda dapat ditemukan di bumi
ini. Perbedaan buah mencakup biji, daun, bentuk maupun rasa yang dimiliki

masing-masing buah. Manusia sebaiknya memakan buah yang telah betul-betul



masak, karena rasa buah sebelum masak berbeda saat buah dalam keadaan masak.
Tidak hanya memakan buahnya, tetapi juga menyedekahkan hasil setelah memetik
buah kepada fakir miskin (Tafsir Al-Jalalain, Al-An'am 6:141).

Evolusi pisang diperkirakan tidak hanya dipengaruhi oleh perubahan alam,
akan tetapi manusia juga berperan dalam proses evolusi pisang. Evolusi pisang
terjadi karena mutasi dan rekombinasi genetik. Proses mutasi disebabkan oleh
perubahan zona iklim dan posisi geografis, sedangkan rekombinasi genetik terjadi
karena adanya perkawinan silang atau proses hibridisasi. Proses hibridisasi tersebut
menghasilkan kultivar pisang yang ditemukan saat ini (De Langhe et al., 2009;
Djuita, 2012). Selama ini, untuk mengetahui tata nama genom kultivar pisang
dilakukan melalui identifikasi fenetik (morfologi) (Cheesman, 1948; Simmonds
dan Shepherd, 1955; 2005; Hapsari et al., 2016; Gusmiati et al., 2019)
menggunakan 15 karakter hasil rekomendasi Simmonds dan Sherperd (Valmayor
et al., 2000). Namun, penggunaan sistem ini bersifat subyektif karena karakter
fenotip dapat dipengaruhi oleh perubahan lingkungan, seleksi alam dan seleksi
buatan. Sehingga hal tersebut mempengaruhi validitas hasil identifikasi (Guzow et
al., 2001; Probojati et al., 2019). Kelemahan lain dari sistem identifikasi tanaman
secara morfologi yaitu hanya dapat dilakukan pada tanaman dewasa sehingga
membutuhkan waktu yang cukup lama (Virgilio et al., 2012). Oleh karena itu,
diperlukan cara lain sebagai penguat hasil identifikasi morfologi. Pendekatan
berbasis molekuler dianggap lebih efektif untuk mengidentifikasi genom kultivar
pisang dengan hasil yang lebih valid sehingga dapat menunjang hasil identifikasi
morfologi (Guzow et al., 2001; Singh, 2014; Hapsari et al., 2015). Penelitian
molekuler sangat membantu dalam memberi informasi awal mengenai taksonomi
dan hubungan genetik serta evolusi tanaman, termasuk peristiwa hibridisasi
(Hidayat dan Pancoro, 2008).

Pendekatan molekular yang mampu untuk mengidentifikasi genetik
tumbuhan antara lain: AFLP (Chen, 2017), RFLP (Ekasari et. al., 2012), RAPD
(Poerba, 2010; Lamare, 2015; Kundu et al., 2018) ISSR (Swain et al., 2016; Silvia
et al., 2017) dan sekuen DNA spesifik (Pachuau, 2014; Janssens et al., 2016).
Identifikasi molekuler melalui sekuen DNA spesifik dapat dikatakan lebih valid

karena dapat membaca perubahan basa nukleotida yang dapat digunakan untuk



menganalisis laju evolusi dan mengetahui waktu proses hibridisasi suatu tanaman
(Hidayat, 2008; Janssens et al., 2016).

Pada tumbuhan, DNA daerah kloroplas adalah DNA yang sering digunakan
dalam identifikasi evolusi tanaman karena pada DNA daerah kloroplas bersifat
conserve. DNA spesifik pada yang terdapat didalam kloroplas adalah rbcL
(Sukhorukov et al., 2018), matK (Davey et al., 2013), ITS (Liu, 2010; Hribova et
al 2011) dan trnL (Sedayu et al. 2010; Yulita, 2013; Wahyudi et al., 2013). Gen
kloroplas dapat digunakan untuk identifikasi evolusi adalah ekson (daerah
pengkodean) dan intron (daerah bukan pengkodean). Namun, daerah non-coding
memiliki evolusi lebih cepat dibanding daerah coding. Amplifikasi dan sekuensing
daerah non-coding banyak digunakan sebagai penanda filogenetik, studi evolusi
dan studi taksonomi hingga tingkat intraspesies (Clegg et al., 1991; Taberlet, 1991,
Tsal, et al., 2006, Shaw et al., 2007). Dari berbagai sekuen DNA spesifik yang
memiliki daerah intron adalah trnL. TrnL memiliki daerah intron yang sering
digunakan dalam analisis filogenetik karena memiliki tingkat substitusi yang tinngi,
cepat berevolusi, bersifat conserv dan memiliki sistem amplifikasi yang baik. Hal
ini menyebabkan intron trnL tepat untuk digunakan dalam menganalisis hubungan
kekerabatan hingga tingkat infraspesies (di bawah spesies) (Taberlet et al., 2007;
Selvaraj et al., 2008; Rosidiani, 2013; Retnoningsih, 2014). Intron trnL juga telah
terbukti berhasil digunakan untuk identifikasi genetik, diantaranya: Vanda tricolor
Lindl. var suavis forma (Semiarti et al., 2009), Amorphophallus muelleri (Wahyudi
et al.,, 2013), Bouea macrophylla Griffit (Harsono et al., 2015), Mangifera
(Fitmawati, 2016), Bouea (Harsono et al., 2016). Oleh karena itu, didalam
penelitian ini akan dilaksanakan analisis pengelompokan genom kultivar pisang
berdasarkan marka morfologi dan intron trnL untuk mengetahui evolusi dari tetua
pisang kultivar pisang yang ada saat ini dalam bentuk pohon filogenetik. Hasil

penelitian ini diharapkan dapat menjadi acuan pada pemuliaan pisang nantinya.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan malasah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Bagaimana pengelompokan genom Kkultivar pisang berdasarkan marka

morfologi dan sekuen intron trnL?



2. Bagaimana sekuen intron trnL mampu menelusuri karakter genom yang
diturunkan Musa acuminata dari Musa balbisiana pada kultivar pisang?

3. Bagaimana evolusi kultivar pisang berdasarkan sekuen intron trnL?

1.3 Tujuan
Tujuan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Untuk mengetahui pengelompokan genom kultivar pisang berdasarkan sekuen
intron trnL.
2. Untuk mengetahui karakter genom yang diturunkan Musa acuminata dari
Musa balbisiana pada kultivar pisang berdasarkan sekuen intron trnL.

3. Untuk mengetahui evolusi dari kultivar pisang berdasarkan sekuen intron trnL.

1.4 Manfaat
Manfaat pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memberi informasi asal kultivar pisang beserta evolusinya

2. Memberi informasi pengelompokan kultivar pisang untuk kepentingan
pemuliaan tumbuhan

3. Berkontribusi dalam pengembangan ilmu genetik pisang

1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Sampel yang digunakan adalah daun 14 kultivar pisang bergenom AA, BB,
AAB, ABB, AAA yang diperoleh dari Kebun Plasma Nutfah Dinas Pertanian
dan Pangan Kota Yogyakarta

2. Karakter morfologi yang digunakan yakni 33 karakter pisang berdasarkan
IPGRI tahun 1996

3. Sekuensing dilakukan pada sekuen intron trnL dengan menggunakan primer C
(CGAAATCGGTAGACGCTACG) untuk forward dan D
(GGGGATAGAGGGACTTGAAC) untuk reverse (Taberlet et al., 2007).

4. Analisis marka morfologi menggunakan aplikasi PAST dengan algoritma
Bray-Curtis

5. Analisis evolusi melalui filogenetik menggunakan metode ML, MP dan BI.
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2.1 Botani Pisang

Pisang tergolong pada famili Musaceae dimana memeiliki kekerabatan yang
dekat famili Lowiaceae, Strelitziaceae dan Heliconiaceae (Gambar 2.1). Aggota
genus dari famili Musaceae selain Musa, yakni Musella dan Ensete (Simpson,
1953). Morfologi pisang terdiri dari buah, bunga, daun, batang semu dan akar
(Gambar 2.2). Tipe akar pisang termasuk serabut (Satuhu, 1999). Batang pisang
memiliki tinggi berkisar 1-4 meter, (Satuhu, 1999; Sunarjono, 2000) oleh karena
itu pisang termasuk dalam anggota kelas Liliopsida (Simpson, 1953). Batang pisang
terletak mulai dari dalam tanah yang disebut dengan bonggol pisang hingga berdiri
tegak diatas tanah yang disebut dengan batang semu. Batang tersebut terbuat dari
pelepah daun yang melungkup serta menyatu secara kuat sehingga dapat berdiri
dengan tegak seperti pohon pada umumnya (Gunawan, 1987; Cahyono, 1996).
Batang semu (pseudosteum) pisang memliki rongga udara, sehingga pisang
termasuk anggota ordo Zingiberales (Simpson, 1953). Batang semu memiliki warna

bermacam-macam seperti hijau, kuning, dan merah keunguan (IPGRI, 1996).

T Zingiberales TS B
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2~ Heliconiaceac
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Ivs. distichous
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supervolute ptyxis

Ivs. penni-parallel, w/ air chambers

Gambar 2.2 Cladogram Ordo Zingiberales (Simpson, 1953)

Perbedaan batang semu Musa acuminata dan Musa balbisiana yakni ada

atau tidaknya bercak. Batang Musa acuminata ditandai dengan banyaknya bercak



berwarna hitam atau coklat, sedangkan pada Musa balbisiana terdapat bercak yang

sedikit atau tidak ada sama sekali (Valmayor et al., 2000).

Daun ke-3

Pedunkulus

Daun muda

(yang menggulung
Perbugaan
Rakis
Jantung
Anakan pisang
Batang semu

Gambar 2.2. Perawakan Pohon Pisang (IPGRI, 1996)

Perawakan daun pisang terdiri dari beberapa bagian, yakni tangkai daun,
pelepah daun dan lembaran daun. Lembaran daun pisang berbentuk panjang melebar
atau dapat juga disebut lanset memanjang dengan ukuran lebar sekitar 30-70 cm dan
panjang daun sekitar 1,5-3 meter (Rukmana, 1999). Terdapat tulang daun yang besar
berada di bagian tengah daun. Urat daun pisang tidak terikat dengan tepi daun sehingga
daun mudah sobek saat diterpa angin (Suhardiman, 1997; Sunarjono, 2000). Bentuk
daun pisang menggulung ketika muda dan berbentuk helaian ketika tua (Simpson,
1953). Pangkal daun pisang memiliki bentuk yang bermacam-macam diantaranya:
kedua pangkal daun membulat, kedua pangkal daun meruncing dan salah satu pangkal

daun membulat sedangkan disisi lain meruncing (Gambar 2.3) (IPGRI, 1996).
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Gambar 2.3. Bentukan pangkal daun Pisang. Ket. A. Kedua tepi membulat, B. Salah satu
tepi meruncing dan tepi lain membulat, C. Kedua tepi meruncing (IPGRI,
1996).

Jantung Pisang atau biasa disebut dengan bunga pisang memliki tipe bunga
majemuk. Bunga mejemuk terdiri dari bunga betina dan bunga jantan yang
terususun rapat terdiri dari 5 hingga 20 bunga dalam satu kumpulan. Rangkaian
bunga pisang akan membentuk buah yang tersusun membentuk sisir (Gunawan,
1987). Rangkaian bunga yang telah menjadi buah maka akan terbentuk sisir
pertama, dan rangkaian bunga selanjutnya akan membentuk sisir kembali, sehingga
susunan sisir semakin panjang (Gunawan, 1987; Armini, 1992).

Perbungaan pisang berawal dari rhizoma lalu menembus inti batang semu
membentuk bunga dan buah. Kuncup bunga pisang terbungkus oleh seludang
(braktea) yang memiliki warna dan bentuk bermacam-macam (Dasuki, 1991).
Fungsi dari seludang adalah melindungi bunga yang berada didalam braktea
tersebut (Simpson, 1953). Braktea akan lepas ketika bunga telah membuka (Dasuki,
1991). Tipe pelepasan braktea menurut Khasanah dan Marsusi (2014) terdiri dari 3
tipe berdasarkan genom yaitu AA, AB dan BB. Pelepasan braktea tipe AA akan
mengulung ke atas saat pelepasan braktea, braktea pada tipe BB tidak menggulung
dan membuka sepenuhnya ke arah atas braktea. Braktea tipe AB tidak menggulung
dan tidak membuka keatas seperti tipe AA dan BB (Gambar 2.4).
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Gambar 2.4. Tipe pelepasan seludang jantung pisang (Khasanah dan Marsusi, 2014)

Buah pisang memiliki susunan berbentuk tandan, setiap tandan memiliki
beberapa sisir yang setiap sisir memiliki 6 sampai 22 buah (Rukmana, 1999).
Bentuk buah pisang yakni memanjang atau membengkong memiliki ujung yang
runcing atau seperti leher botol (Dasuki, 1991). Pisang terdiri dari banyak variasi,
mengakibatkan banyaknya pula variasi buah yang dihasilkan. Variasi buah ini
terletak pada perbedaan bentuk, warna, biji dan jumlah buah yang dihasilkan
perpohon. Buah pisang memiliki panjang antara 10-18 cm, sedangkan ciri-ciri
daging buahnya yakni tebal dan melunak saat matang. Warna kulit buah pisang
sangat bervariasi yakni hijau, kuning dan coklat (Cahyono, 2002), tetapi pada
umumnya buah muda berwarna hijau dan menguning saat matang (tua), tetapi
terdapat pula yang tidak menguning (tetap berwarna hijau).

Biji buah pisang berbentuk bulat, hitam dan kecil, tetapi tidak semua pisang
mempunyai biji (Cahyono, 2002). Biji fertil berbentuk bulat tidak beraturan dengan
tekstur keras memiliki perisperm dan endosperm beramilum. Hal tersebut adalah
ciri biji pada pisang liar (Dasuki, 1991; Nasution, 2001). Pisang yang tidak
memiliki biji fertile tergolong Kkultivar pisang. Bentuk biji kultivar pisang yaitu
bintik-bintik kecil keriput berwarna coklat (Gambar 2.5) (Espino et al., 1992).
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Gambar 2.5. Biji pisang. Ket: a. Pisang Jantung Kuning (AAw), b. Pisang Trimulin
(AA cv), c. Pisang Morosebo (AAA cv), d. Pisang Triolin (AAB cv), e.
Pisang Saba Awu (ABB cv), f. Pisang Klutuk ljo (BBw) (Hapsari et al.,
2016).

2.2 Persebaran Pisang

Asia Tenggara dapat dianggap sebagai wilayah di dunia dengan tingkat
tingkat keanekaragaman hayati yang tinggi. Wilayah ini mencakup setidaknya
empat hotspot keanekaragaman hayati (Dataran Sunda, Filipina, Wallacea dan
Indo-Burma) dan terkenal dengan kekayaan spesies tanamannya, menampung
setidaknya 10% dari tanaman endemik dunia (Myers et al., 2000; Woodruff, 2010;
Janssens et al., 2016).

Asal dari tanaman pisang yakni dari wilayah Asia Tenggara, dan menyebar
secara luas di wilayah Afrika, sebagian Amerika, Kepulauan Kanari, Hawai
selanjutnya penyebaran Musa meluas ke seluruh dunia termasuk daerah sub tropis
dan tropis (Stover dan Simmonds, 1987). Asia tenggara merupakan pusat
kenanekaragaan tanaman pisang (Satuhu dan Supriyadi, 1999). Indo-Malaysia
merupakan kawasan dimana menjadi pusat keanekaragaman pisang (Gambr 2.6).
Hékkinen (2004) menyatakan bahwa jenis pisang liar endemic pada kawasan

tersebut berjumlah 20 jenis.
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Gambar 2.6. Distribusi geografis dari kultivar pisang (Simmonds, 1962)

Cheesman (1948) membagi Musa berdasarkan jumlah kromosom dasar,

ukuran serta bentuk benih, dan susunan bunga, yang telah banyak digunakan selama

hampir setengah abad tanpa modifikasi yang signifikan menjadi empat bagian yakni

Eumusa, Rhodochlamys, Callimusa dan Australimusa (De Langhe, 2000; Chen et

al., 2014). Argent (1976) menambahkan section Ingentimusa dengan satu spesies

yakni Musa ingens (Tabel 2.1).

Tabel 2.1. Taksonomi Musa dan Ensete (Nayar, 2010)

Haploid
Chromosom No.
Genus Section No. Species Penyebaran Kegunaan
Ensete 9 7-8 Afrika Barat ke Sayuran dan
Papua Nugini serat
Musa  Australimusa 10 5-7 Australia ke Serat dan
Filipina buah
Callimusa 10 6-10 Indo-China dan Hiasan
Indonesia
Eumusa 11 13-15 Sri Lanka, Sayuran,
Semenajung buah, serat
India, Jepang dan  dan hiasan
Samoa
Ingentimusa 7 1 Papua Nugini Liar
Rhodochlamys 11 5-7 India ke Hiasan

IndoChina
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2.3 Tata nama dan Pengelompokan Genom Kultivar Pisang

Sistem tata nama Pisang pertama kali dikenalkan oleh Linneaus dengan
nama Musa paradisiaca pada buku karangannya dengan judul Species Plantarum
tahun 1753. Musa paradisiaca adalah pisang yang memiliki ciri buah yang
mengandung amilum, sehingga memerlukan pengolahan terlebih dahulu sebelum
dikonsumsi (cooking banana). Kemudian, Linneaus kembali mendeskripsikan
pisang dengan nama ilmiah Musa sapientum dalam buku karangannya yang
berjudul Systema Naturae pada tahun 1759. Pisang yang termasuk Musa sapientum
adalah pisang yang tidak memerlukan pengolahan sebelum dikonsumsi saat matang
(dessert banana) (Valmayor et al., 2000).

Sistem nomenklatur pisang yang dikemukakan oleh Linneaus berlaku
hingga tahun 1900-an di seluruh dunia. Namun, sistem tata nama ini terbukti tidak
cocok untuk diterapkan di Asia Tenggara yang dikenal dengan julukan The center
origin of banana. Oleh sebab itu pada tahun 1959 Simmond dan Sherperd
mengusulkan system tata nama baru yang kemudian disebut dengan system tata
nama genom untuk diterapkan di Asia Tenggara. Pisang (genus Musa) yang berada
di wilayah Asia Tenggara terdiri dari banyak kultivar dengan nama yang berbeda-
beda di berbagai negara. Bahkan dalam beberapa kasus, nama satu kultivar pisang
diterapkan pada kultivar yang berbeda (Simmonds, 1959; Valmayor et al., 2000).

Hampir semua kultivar pisang yang dapat dikonsumsi (edible banana) saat
ini berasal dari hibridisasi intraspesifik dan interspesifik antara dua pisang liar
dengan spesies Musa acuminata dan Musa balbisiana yang masing-masing
menyumbang genom A dan B. Peristiwa hibridisasi ini berperan pada evolusi
pisang. Evolusi terjadi karena beberapa hal yakni, mutasi, seleksi manusia dan
persilangan alami yang terjadi antarspesies maupun interspesies. Persilangan antara
Musa acuminata dan Musa balbisiana membuahkan kultivar pisang dengan
bermacam-macam ploidi diantaranya diploid (AA, BB, AB), triploid (ABB, AAB,
AAA), dan tetraploid (ABBB, AABB AAAB, dan AAAA) (Gambar 2.7) (Stover
dan Simmonds, 1987; Kaemmer et al. 1997; Pillay et al. 2006; Youssef, 2016).
Secara alamiah populasi kultivar pisang adalah bentuk triploid, contohnya: pisang
santen, pisang susu gabug, pisang ambon hijau, pisang kapok, pisang porem, pisang

osok, dan pisang tajinan. Kultivar pisang yang paling banyak dibudidayakan karena
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dapat dikonsumsi langsung maupun diolah terlebih dahulu adalah pisang dengan
genom AAB dan ABB (Wahyuningtyas, 2009, Hapsari et al., 2015).

Musa acuminata Musa balbisiana
(ild, diploid AAW) \ / Pl
l TR ~, /"._ l
N 7
\‘ x /.

\ v /

2 i !/ Musa balbisiana
(edibl ] f edible, )

gt 0

Musa x paradisiaca
(ad diploid
S m)

! '

Musa x paradisiaca Musa x paradisiaca
(adibl ploid (edible, teraploid
hybnd ABBB)

Ex_ Kluai Theparrot

Gambar 2.7. Diagram jalur kultivar pisang (Valmayor et al., 2000)

Identifikasi untuk mengetahui tata nama pisang selama ini dilakukan dengan
pendekatan morfologi (fenetik). Pengamatan dilakukan diseluruh bagian tanaman
seperti akar, batang, bunga, daun, buah, biji dan lain lain. Sistem tersebut memiliki
kelemahan dalam mengidentifikasi, salah satunya adalah hanya dapat diterpkan
pada tanaman dewasa dan menghabiskan waktu lama dikarenakan pengambilan
sampel (Cheesman, 1948; Simmonds dan Shepherd, 1955; Jumari, 2000;
Surahman, et al., 2005; Hapsari et al., 2016). Penentuan tata nama pisang dilakukan
menggunakan metode skoring berdasarkan 15 karakter untuk membedakan genotip
Musa acuminata, Musa balbisiana dan hasil persilangan antar keduanya (Tabel 2.2)
(Valmayor et al., 2000). Namun, penggunaan sistem ini bersifat subyektif dan
dipengaruhi oleh berbagai macam faktor sehingga berpengaruh pada keakuratan
hasil identifikasi (Guzow et al.,2001). Oleh karena itu, dibutuhkan metode lain yang
lebih efektif dalam mengidentifikasi genom kultivar pisang agar diperoleh hasil
yang lebih valid. Salah satunya yakni dengan pendekatan berbasis molekuler (de
Jesus et al., 2013; Singh, 2014; Hapsari et al., 2015).
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Tabel 2.2. Kartu Skor Pengelompokan Genom Musa (Singh, 2014)

Kartu Nilai
Genom Simmoends dan Shepherd Silayol dan Chomchalow tahun | Singh dan Uma
tahun 1982 1987 tahun 1995

AAAAA 15-23 15-23 15-25
AAB 24-46 26-46 26-45
AB 49 - 46-49
AEE 39-63 39-63 59-65
AEBEE 67 - 66-69
EE/BEB - 70-73 T70-75

2.4 Pendekatan Molekuler Intron TrnL

Pendekatan molekular yang mempu untuk mengidentifikasi genetik
tumbuhan antara lain: AFLP (Chen, 2017), RFLP (Ekasari et. al., 2012), RAPD
(Poerba, 2010; Lamare, 2015; Kundu et al., 2018) ISSR (Swain et al., 2016; Silvia
et al., 2017) dan sekuen DNA spesifik (Pachuau, 2014; Janssens et al., 2016).
Pendekatan molekuler melalui sekuen DNA spesifik dapat dikatakan lebih valid
karena dapat membaca perubahan basa nukleotida yang dapat digunakan untuk
menganalisis laju evolusi dan mengetahui waktu proses hibridisasi suatu tanaman
(Hidayat, 2008; Janssens et al., 2016).

Pada tumbuhan, DNA daerah kloroplas adalah DNA yang sering digunakan
dalam identifikasi evolusi tanaman karena pada DNA daerah kloroplas bersifat
conserve. DNA spesifik pada yang terdapat didalam kloroplas adalah matK, rbcL,
dan trnL (Cabrera et al. 2008; Sedayu et al. 2010). Gen kloroplas (Gambar 2.8)
dapat digunakan untuk identifikasi evolusi adalah ekson (daerah pengkodean) dan
intron (daerah bukan pengkodean). Namun, daerah non-coding memiliki evolusi
lebih cepat dibanding daerah coding. Amplifikasi dan sekuensing daerah non-
coding banyak digunakan sebagai penanda filogenetik, studi evolusi dan studi
taksonomi hingga tingkat intraspesies (Clegg et al., 1991; Taberlet, 1991; Tsali, et
al., 2006, Shaw et al., 2007).
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Gambar 2.8. Circular Musa acuminata chloroplast map (Martin et al., 2013)

Intron trnL merupakan daerah molekular yang kerap dimanfaatkan dalam
analisis filogenetik pada tumbuhan yang memiliki tingkat substitusi dan variasi
genetik yang tinggi serta cepat berevolusi, sehingga tepat jika digunakan dalam
menganalisis hubungan kekerabatan hingga tingkat infraspesies (di bawah spesies)
(Selvaraj et al., 2008). Taberlet et al. (2007) menyatakan bahwa intron trnL
memiliki primer yang conserve dan sistem amplifikasi yang kuat (Gambar 2.9).
Sehingga intron trnL cocok menjadi penanda molekuler untuk analisis variasi

genetik pada tingkat infraspesies.
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Gambar 2.9. Jenis Primer Universal untuk daerah non-coding trn (Taberlet, 1991)
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Gen intron trnL tidak berpengaruh pada variasi morfologi suatu tumbuhan
karena sifat dan peranan alami intron trnL tersebut yang tidak mengkode protein
dan mengalami splicing saat proses sintesis protein. Intron trnL merupakan intron
Group 1 yang diketahui mampu mengkatalisis pemotongan intronnya sendiri tanpa
bantuan spliceosome, sehingga mengalami splicing saat proses translasi mMRNA
(Gambar 2.10) (Costa, 2004). Sehingga wilayah ini termasuk salah satu penanda
kloroplas yang paling banyak dimanfaatkan untuk menganalisis filogenetik pada
tanaman (Hamilton; et al. 2003; Pirie et al. 2007; Yulita, 2013).

c g h d
> > « <
1 [
Y
intergenic trnL (UAA) intron intergenic
spacer spacer
trnL (UAA) exon 1 trnL (UAA) exon 2

Gambar 2.10. Daerah Exon dan Intron trnL (Taberlet, 2007)

2.5 Evolusi dan Filogenetik

Evolusi didefinisikan oleh beberapa peneliti, salah satunya Janusch (1973),
mengartikan evolusi sebagai sifat yang diturunkan memalui proses modifikasi.
Menurut Lasker (1976), evolusi adalah perubahan sifat keturunan yang
termodifikasi secara berkelanjutan dan melewati tahapan waktu dengan proses yang
terjadi pada organisme dari generasi ke generasi yang mengakibatkan sifat
keturunan dengan nenek moyangnya terdapat beberapa perbedaan. Sedangkan
menurut Campbell (2003) menjelaskan evolusi sebagai sebuah proses yang
merubah bentuk paling awal hingga membentuk bentuk yang bermacam-macam
seperti yang ditemukan sekarang ini.

Analisis filogenetik adalah metode untuk menjelaskan sejarah evolusi dan
hubungan antara sekelompok organisme. Dahulu analisis filogenetik didasarkan
pada perbandingan morfologis antara fosil, tetapi informasi lengkap dari morfologi
fosil sangat terbatas. Solusi dari permasalahan sebelumnya yakni analisis

filogenetik menggunakan data molekuler seperti DNA atau protein. Pengetahuan
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analisis filogenetik berkontribusi pada ilmu biologi, seperti sejarah evolusi, evolusi
gen, dan identifikasi spesies serta biologi terapan seperti penyelidikan pathway
infeksi mikroorganisme patogen (Horiike, 2016). Pembuatan pohon filogenik salah
satunya menggunakan unrutan DNA. Salah satu cara untuk mengetahui urutan basa
suatu DNA yakni dengan metode sekuensing. Tujuan sekuensing yaitu membaca
urutan basa nukleotida pada DNA fragmen yang teramplifikasi.



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini bersifat diskriptif, kualitatif dan eksploratif. Penelitian ini
menggunakan Pisang bergenom AA, BB, AAA, AAB, ABB yang berasal dari
Kebun Plasma Nutfah Dinas Pertanian dan Pangan, Kota Yogyakarta, untuk
mengetahui penggelompokan genom kultivar pisang dan evolusinya menggunakan

intron trnL.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan mulai bulan Desember 2018 hingga Juni 2019.
Pengambilan data morfologi sekaligus sampel pisang bergenom AA, BB, AAA,
AAB, ABB dilaksanakan di Kebun Plasma Nutfah Dinas Pertanian dan Pangan,
Kota Yogyakarta. Proses analisis intron trnL dengan bentuk pohon Filogenetik
dilaksanakan di Laboratorium Genetika dan Biologi Molekuler, Jurusan Biologi,
Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim

Malang.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat-alat yang diperlukan dalam langkah kerja terdiri dari dua
tempat yakni di lapang dan di laboratorium. Alat yang digunakan saat berada di
lapang untuk tahap pengambilan sampel terdriri dari gunting, meteran, alat
dokumentasi, buku panduan, penggaris, alat tulis, silica gel dan plastik klip. Alat
yang digunakan di Laboratorium teridiri dari beberapa tahap yakni tahap
ektraksi, tahap uji kuantitatif, tahap uji kualitatif, amplifikasi PCR dan
visualisasi hasil ekstraksi DNA.

Alat yang diperlukan saat berada di laboratorium terdiri dari safety
tools berupa jas laboratorium, glove dan masker. Sedangkan alat yang digunakan
untuk mengolah sampel sebagai berikut: timbangan analitik, mortar, alu, spatula,

gelas ukur, yellow tip, white tip, blue tip, mikropipet ukuran 0,5 - 1000 pl, tube
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ukuran 1,5 ml dan 2 ml, sentrifuge, vortex, waterbath, freezer, nano drop, tissue,
microwave, cetakan agar (tank), erlenmeyer, rak tube, perangkat elektroforesis
BIO-RAD, AE-200 Nano Nucleic Acid Analyzer, MyCycler Thermal Cycler
B1O-RAD dan Molecular Imager® Gel Doc XR System BIO-RAD
3.3.2 Bahan

Bahan yang diperlukan pada penelitian ini adalah: nitrogen cair,
isopropanol, fenol, agarose, aquades, Ethidium bromide (Etbr), The Wizard®
Genomic DNA Purification Kit Promega, nuclease-free water, loading dye,
buffer TBE %2 x (Tris Boric EDTA), DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo

Scientific), primer intron trnL forward C dan reverse D.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 ldentifikasi Karakter Morfologi

Pengamatan karakter morfologi tanaman pisang (kualitatif dan
kuantitafif) dilakukan menggunkaan acuan buku Descriptor for Banana (Musa
spp.) (IPGRI, 1996). Pengamatan ini dilakukan pada 33 karakter dari 14 kultivar
pisang yang terpilin pada bagian organ vegetatif (Lampiran 1.). Hasil yang
didapatkan berguna untuk penggelompokan pisang berdasarkan karakter
morfologi.

Data hasil pengamatan karakter morfologi pisang yang didapatkan
berupa data nominal kemudian dikoversikan menjadi data ordinal dengan skala
interval. Pengolahan data tersebut ~menggunakan aplikasi PAST
(Paleontological Statistic). Pengelompokan genom dihitung melalui menu
clustering-clasial dengan algoritma kelompok dengan koefisien persamaan
Bray-Curtis (Hammer, 2001).

3.4.2 Pengambilan Sampel DNA

DNA diisolasi dari dari daun pisang muda yang masih menggulung.
Daun pisang diperoleh dari koleksi pohon pisang di Kebun Plasma Nutfah Dinas
Pertanian dan Pangan Yogyakarta, (Tabel 3.1). Daun pisang muda diambil dan
kemudian disismpan didalam plastik klip yang telah terdapat silica gel
didalamnya. Setelah sampai di laboratorium daun muda diambil untuk kemudian

disimpan dalam freezer hingga akan digunakan.



20

Tabel 3.1 Macam-macam jenis pisang yang digunakan dalam penelitian yang ada

di Kebun Plasma Nutfah Dinas Pertanian dan Pangan Yogyakarta.

No. | Nama Lokal Nama Ilmiah Kode Asal Daerah
. i M i AA) cv.
1 |Pisang Rejang usa af:umlnate_l( ) ov Tl Sleman, Yogyakarta
Pisang Rejang
) pisang Mas Musa acm_Jmlnata (AA) cv. T2 KBH Dongkelan,
Pisang Mas Yogyakarta
3| pisang Berlin Musa a(_:ummata (AA) CV. T3 TanJ_u_ng, Klatah, K(_ec.
Pisang Berlin Giri, Banyuwangi
Pisang Kojo [Musa acuminata (AAA) cv. Cukurgondang,
4 : [ T4 .
Santen Pisang Kojo Santen Pasuruan, Jawa Timur
Pisang Ambon [Musa acuminata (AAA) cv. .
: T K P
5 Hong Blang Ambarrheng 5 abupaten Purworejo
6 Pisang Musa acuminata (AAA) cv. T6 Cukurgondang,
Morosebo Pisang Morosebo Pasuruhan, Jawa Timur
Pisang Raja  |Musa acuminata (AAB) cv. JI. Cendana, DKI
7 i . ! . T7
Seribu Pisang Raja Seribu Jakarta
. .. M i B) cv.
8 |Pisang Triolin % ac_ummata_ (A.‘A " T8 Kabupaten Bantul
Pisang Triolin
. Musa acuminata xMusa
P B I B K
9 If/?/r;?anr:;te balbisiana (AAB) cv. T9 Kaerl::p:r:er;r
g Pisang Brentel Warangan gany
. Musa acuminata xMusa
Pisang Saba . Kabupaten Malang,
10 g balbisiana (ABB) cv. T10 P . g
Awu ; Jawa Timur
Pisang Saba Awu
Musa acuminata xMusa Siman. Ponorodo. Jawa
11 | Pisang Ebung balbisiana (ABB) cv. J01 ! orose.
i Timur
Pisang Ebung
Pisang Raia Musa acuminata xMusa
12 S balbisiana (ABB) cv. T12 | Pendowoharjo, Bantul
Bandung i .
Pisang Raja Bandung
Pisang Klutuk | Musa balbisiana (BB) cv. Purwosari, Pasuruan,
13 . ) T13 :
ljo Klutuk ljo Jawa Timur
14 Pisang Klutuk | Musa balbisiana (BB) cv. T14 Cilongok Kabupaten
Wulung Klutuk Wulung Banyumas
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3.4.3 Ekstraksi DNA

Daun pisang dikeluarkan dari freezer untuk diesktraksi. Daun
dihancurkan menggunakan mortar dengan bantuan nitrogen cair sampai
didapatkan serbuk halus seberat 40 mg. Serbuk tersebut dimasukkan ke dalam
tube berukuran 1,5 ml. 600 pl Nuclei Lysis ditambahkan ke dalam tube,
kemudian divortex selama 1 sampai 5 detik. Larutan tersebut diinkubasi dengan
suhu 65°C selama 15 menit. Larutan diberi 3 pl RN Ase kemudian dihomogankan
dengan cara dibolak-balik secara perlahan. Larutan yang telah homogen tersebut
diinkubasi selama 15 menit dengan suhu 37°C, setelah diinkubasi, larutan
didiamkan dengan suhu ruang selama 5 menit.

Presipitasi (pemisahan) merupakan tahap setelah ekstraksi. Pada tahap
ini, larutan dari ekstraksi diberi 200 pl larutan Protein Precipitation Solution
selanjutnya divortex dalam waktu 20 detik. Sampel diletakkan pada sentrifuge
selama 30 menit dengan pengaturan kecepatan antara 13.000 sampai 16.000 x g.
Tujuan dari sentrifuge adalah memisahkan larutan berdasarkan berat
molekulnya. Hasil dari sentrifuge adalah larutan terbagi menjadi dua yakni
supernatant (bagian atas) dan pellet (bagian bawah). Supernatant dipindah ke
tube baru berukuran 1,5 ml, lalu ditambahkan 600 pl Isopropanol. Larutan
dihomogankan dengan cara dibolak-balik secara perlahan kemudian diletakkan
di sentrifuge selama 1 menit menggunakan kecepatan antara 13.000 sampai
16.000 x g.

Tahap selanjutnya yakni purifikasi sampel DNA. Supernatant hasil
larutan yang telah disentrifuge dibuang dan pellet ditambahkan 600 pl ethanol
70% bersuhu ruang. Sampel DNA dicuci dengan cara membolak-balik tube
beberapa kali secara perlahan. Larutan disentrifuge kembali selama 1 menit
dengan kecepatan antara 13.000 sampail6.000 x g. Supernatant hasil sentrifuge
dibuang, sedangkan pellet sampel DNA angin-anginkan selama 15 menit.
Sampel ditambahkan 100 ul DNA Rehydration Solution, lalu tube diketuk
beberapa kali agar homogen. Tahap yang terakhir yakni sampel DNA diinkubasi
selama 1 jam dengan suhu 65°C. Sampel DNA disimpan pada suhu antara 2

hingga 8°C di lemari pendingin himgga akan digunakan kembali.
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3.4.4 Uji Kuantitatif dan Kualitatif DNA

Konsentrasi hasil ekstraksi DNA diuji melalui uji kuantitatif DNA.
Kemurnian dan konsentrasi dari hasil DNA vyang diisolasi dianalisis
menggunakan spektrofotometri atau dengan metode visualisasi UV
menggunakan alat spektrofotometer atau nano drop. Kemurnian larutan DNA
dapat dihitung menggunakan rasio A260/A280. Protein akan menyerap
maksimal pada panjang gelombang 280 nm, sedangkan DNA menyerap
maksimal pada panjang gelombang 260 nm. Menurut Sudjadi (2008) tingkat
kemurnian sampel DNA memiliki nilai 1,8 dalam rasio A260/A280. Jika nilai
kurang dari 1,8 mengindikasikan terdapat kontaminan protein atau fenol, jika
nilai di atas 2,0 mengindikasikan adanya kandungan metabolit sekunder pada
sampel DNA. Secara umum, DNA murni memiliki nilai antara 1,8 hingga 2,0.

Kualitas DNA dapat diuji dengan uji kualitatif menggunakan
elektroforesis gel agarosa. Tahap awal elektroforesis yakni pembuatan gel
agarose dengan konsentrasi 1%. Gel agarose dibuat dengan serbuk agarose
sebanyak 200mg dilarutkan dalam 20 ml TBE 0.5x. Larutan gel agarose
dipanaskan didalam microwave hingga berwarna bening. Larutan yang telah
dipanaskan kemudian didinginkan dengan suhu + 35°C. Larutan ditambahkan
EtBr dengan konsentrasi 100% sebanyak 1 uL kemudian secara perlahan
dihomogenkan. Setelah homogeny, larutan dituang pada gel tray yang sudah
terpasang sisir dan didiamkan selama + 30 menit hingga larutan menjadi padat.
Gel tray padat dipindah ke tank elektroforesis dan dituangkan buffer TBE 0.5x
sampai gel terendam dengan sempurna. DNA hasil ekstraksi diambil sebanyak
2 ul kemudian dicampur dengan 1 pl loading dye. Campuran DNA dan loading
dye tersebut dimasukkan pada well (sumur) di gel elektroforesis dimulai dari
sumur nomor dua. Pada sumur nomor satu dimasukkan 2 ul DNA Ladder
Thermo Scientific Gene Ruler 100 bp untuk penanda panjang pita sampel DNA.
Waktu pada elektroforesis diatur selama 30 menit dan daya tegangan sebesar
100 V. Gel agarose diangkat dari elektroforesis, dan direndam selama 20 menit
dalam larutan EtBr. Visualisasi gel dilakukan menggunakan Molecular Imager®
Gel Doc XR System BIO-RAD.
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3.4.5 Amplifikasi DNA dan Sequencing Intron trnL

Tahap awal amplifikasi DNA intron trnL yakni meracik larutan pada
tube PCR dengan jumlah total larutan 30 pl terdiri dari 3 ul sampel DNA, 6 pl
(primer forward dan reverse), 15 pul PCR mix dan 6 ul ddH2O. Larutan
dihomogenkan pada spindown supaya tercampur rata dan gelembung yang
berada pada tube menghilang. Proses PCR dilakukan pada mesin My Cycler
Thermal Cycler BIO-RAD dengan pengaturan siklus sebanyak 35 siklus.
Pengaturan waktu dan suhu sebagai berikut: predenaturasi selama 5 menit pada
suhu 95°C, denaturasi selama 45 detik dengan suhu 95°C, annealing selama 45
detik dengan suhu 61,3°C, elongasi selama 45 detik dengan suhu 72°C, dan post-
elongasi selama 10 menit dengan suhu 72°C. Uji elektroforesis dengan gel
agarose 1% digunakan untuk memvisualisasikan hasil amplifikasi PCR. Tahap
selanjutnya yakni proses sequencing dengan tujuan mengetahui urutan basa
nukleotida sampel DNA. Sampel DNA dipurifikasi dan diberi ddHZ20.
Selanjutnya proses sequencing DNA sampel dilakukan menggunakan jasa
sequencing di perusahaan Biologi Molekuler ABI PRISM® 310 Genetic
Analyzer Singapore.

3.4.6 Pembuatan Pohon Filogeni

Sekuens DNA terdiri dari outrgroup dan ingroup (rooting). Outgroup
terdiri dari sekuen intron trnL Musa acuminata, dan Musa balbisiana yang
didapatkan di GenBank (NCBI), sedangkan ingroup terdiri dari 16 genus Musa.
Sekuens di alignment menggunakan MEGA 7 menggunakan menu ClustalW
(Kumar et al., 2016). Sekuens yang telah sejajar kemudian diedit secara manual
yakni di lakukan trimming pada gap di setiap ujung termina sekuen (Figueroa et
al., 2016). Rekonstruksi filogenetik diestimasi menggunakan Bayesian
Inference (BI), Maximum parsimony (MP), dan Maximum likelihood (ML).
Analisis MP dan ML menggunakan aplikasi PAUP (Swofford, 2002) dengan
parameter analisis ML vyaitu replikasi pencarian 10 kali, dan replikasi bootsrap
1000 kali, dengan model subtitusi HKY dengan parameter G (Gamma)
berdasarkan jModelTest (Darriba, 2012). Sedangkan analisis MP yaitu replikasi
bootstrap 1000 kali.
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Pohon BI dianalisis melalui MrBayes 3.0b4 (Huelsenbeck dan
Ronquist, 2001) dengan Perhitungan MCMC untuk setiap 10.000.000 generasi.
Estimasi waktu divergensi genetik dilakukan menggunakan BEAST v1.8.0
(Drummond dan Rambaut, 2007). Analisis dilakukan melalui model evolusi
HKY dengan Gamma Rate 4 dengan clock rate model menggunakan
uncorrelated lognormal ‘‘relaxed” clock (Drummond dan Rambaut, 2007),
kemudian hasil pohon kronogram diamati menggunakan aplikasi Figtree v.1.4.2
(Drummond dan Rambaut, 2007).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kerakterisasi 14 Kultivar Pisang berdasarkan Marka Morfologi

Data morfologi dari 14 kultivar pisang memperlihatkan bahwasannya setiap
genom AA, AAA, AAB, ABB dan BB memiliki karakter yang berbeda-beda
(Lampiran 2). Meskipun memiliki karakter yang berbeda-beda, kerakter-karakter
tersebut dapat digolongkan berdasarkan genom. Setiap genom memiliki karakter
sinapomorfi atau karakter khas yang diturunkan dari nenekmoyang kepada
keturunannya dan dikembangkan oleh kelompok takson tertentu (Simpson, 1953).
Kultivar pisang dengan genom AA terdiri dari Pisang Mas, Pisang Berlin dan
Pisang Rejang memiliki 5 karakter sinapomorfi. Karakter-karakter tersebut antara
lain aspek batang yang ramping, bintik kecil pada dasar tangkai berwarna coklat
muda, margin tangkai daun berwarna merah muda keunguan sampai merah, lebar
helai daun mencapai < 70 cm, sedangkan panjang tangkau daun mencapai < 50 cm
(Gambar 4.1). Karakter pisang dari genom AA yakni memiliki perawakan ramping
dan berdaun tegak merupakan karakter khusus yang dimiliki oleh pisang bergenom
AA (Rinaldi, 2014).

Gambar 4.1 Karakter smapomorfl kultivar pisanggenom AA A Warna bintik, B.
Marigin tangkai, C. Aspek batang

Kultivar pisang dengan genom AAA terdiri dari Pisang Kojo Santen, Pisang
Ambon Hong dan Pisang Morosebo memliki 4 karakter yang seragam. Karakter
tersebut diantaranya getah yang berair, posisi anakan dekat dengan induk, warna
permukaan bawah daun hijau sedang dan warna midrib permukaan dorsal kuning
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hingga hijau terang (Gambar 4.2). Nedha (2017) menambahkan bahwasannya
pisang keturunan Musa acuminata memiliki perawakan batang semu yang lebih
ramping dan pendek dibanding Musa balbisiana. Hapsari (2016) menambahkan ciri
Pisang yang bergenom AAA yaitu memiliki rumpun sedikit hingga sedang; batang

semu berwarna hijau kekuningan, tidak berlilin.

Gambar 4.2 Kaakte sinapmorfi kultivar pisang enom AAA,
A. Posisi anakan; B. Warna getah

Kultivar pisang bergenom AAB terdiri Pisang Raja Seribu, Pisang Triolin dan
Pisang Brentel Warangan memiliki 2 karakter yang sinapomorfi, antara lain yaitu
semburat warna atau pigmentasi batang berwarna merah keunguan, dan midrib
permukaan ventral berwarna hijau (Gambar 4.3). Menurut Shiddigah (2002) batang
semu yang berwarna keunguan disebabkan oleh adanya kandungan pigmen
antosianin. Hapsari (2016) pisang dengan genom AAB memiliki batang semu

denga bercak kecoklatan hingga kehitaman dan sedikit berlilin.

Gambar 4.3 Karakter sinapomorfi kultivar pisang genom AAB
semburat warna batang
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Kultivar pisang bergenom ABB terdiri Pisang Saba Awu, Pisang Ebung dan
Pisang Raja Bandung memiliki 5 karakter yang seragam, antara lain yaitu tinggi
batang semu berkisar 2,1 sampai 2,9 meter, dasar batang memiliki warna dominan
hijau, semburat warna atau pigmentasi batang berwarna pink keunguan, margin
tangkai daun bersayap dan berwarna hijau (Gambar 4.4). Pisang Ebung dan Pisang
Raja Bandung diketahui memiliki kanal tangkai daun yang tertutup, sedangkan
Pisang Saba Awu memiliki kanal tangkai daun yang tegak. Perbedaan yang bukan
merupakan karakter sinapomorfi tersebut menjadi penciri dari Pisang bergenom
ABB yang pada umumnya memiliki kanal tangkai daun dengan tepi melengkung

ke dalam hingga bertumpukan (Gusmiati, 2018).

Gambar 4.4 Karakter sinapomorfi kultivar pisanggenom ABB; A. Warna dasar
batang, B Margin tangkai, C. Semburat warna batang

Kultivar pisang bergenom BB terdiri dari Pisang Klutuk wulung dan Klutuk
Ijo memiliki 7 karakter yang sama, antara lain yaitu tinggi batang > 3m, permukaan
batang kusam (berlilin), bercak atau bintik pada dasar tangkai berwarna coklat
kehitaman, posisi margin kanal tangkai daun ketiga tumpang tindih, margin tangkai
daun tidak bersayap dan memeluk batang, warna permukaan atas daun berwarna
hijau tua, helai daun memiliki panjang 221-260 cm dan memiliki lebar 71-80 cm
(Gambar 4.5). Hasil penelitian ini terbukti tidak sesuai dengan penelitian (Gusmiati,
2018) yang mengatakan bahwa Pisang Klutuk ljo dan Klutuk Wulung dari genom
BB memiliki pseudostem yang mengkilat (tidak berlilin) yang menjadi karakter
sinapomorfi antara pisang genom BB dan ABB. Hal ini membuktikan bahwa hasil
penelitian secara morfologi seringkali berbeda-beda dan bersifat subyektif (Guzow-
Krzeminsk, 2001; Retnoningsih, 2011).
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Gambar 4.5 Karakter sinapomorfi kultivar pisang genom BB; A. Tinggi Batang, B.
Permukaan Berlilin (kusam)

14 kultivar pisang memiliki nilai similaritas berdasarkan indeks similaritas
Bray-Curtis yang berkisar anatara 0.67-0.92 (Tabel 4.1). Nilai similaritas tertinggi
adalah 0.92 yang terdapat pada Pisang Ebung (T11) bergenom ABB dan Pisang
Raja Bandung (T12) bergenom ABB dengan 26 dari 33 karakter morfologi yang
sama antara kedua pisang tersebut. Nilai similaritas tertinggi lainnya berada pada
Pisang Saba Awu (T10) dengan Raja Bandung (T12) mencpai angka 0.91, kedua
pisang ini sama-sama memiliki genom ABB. Sedangkan nilai similaritas 0.90
dimiliki oleh Pisang Ambon Hong (T5) dengan Pisang Morosebo (T6) dan Pisang
Rejang (T1) dengan Pisang Mas (T2). Nilai similaritas tersebut mengindikasikan
bahwa kultivar pisang tersebut memiliki hubungan kekerabatan yang dekat
berdasarkas hasil analisis morfologi. Sedangkan nilai similaritas terendah dimiliki
oleh Pisang Rejang (T1) bergenom AA dengan Pisang Klutuk Wulung (T14)
bergenom BB yakni 0.67 dengan 10 karakter yang sama. Nilai similaritas rendah
lainnya adalah 0.69 yang dimiliki oleh Pisang Kojo Santen (T4) bergenom AAA
dengan Pisang Klutuk Wulung (T14) bergenom BB. Hal ini memperlihatkan
hubungan kekerabatan yang jauh berdasarkan hasil analysis morfologi pada kultivar
pisang tersebut.

Hubungan kekerabatan antar 14 kultivar pisang terutama kultivar pisang
dengan genom yang sama dapat ditunjukkan oleh nilai koefisien similaritas. Suatu
spesies memiliki nilai koefisien similaritas kurang dari 0.60 menunjukkan suatu
kelompok tersebut memiliki hubungan kekerabatan yang jauh (Trimanto, 2012).
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Jika suatu spesies memiliki nilai koefisien similaritas (mendekati nilai satu) maka
semakin dekat hubungan kekerabatan antar kultivar pisang. Sebaliknya, semakin
jauh suatu hubungan kekerabatan kultivar tersebut karena mamilik nilai koefisien
similaritas yang kecil (mendekati nilai nol) (Wijayanto, 2013).

Tabel 4.1 Nilai kesamaan 14 kultivar Pisang berdasarkan karakter morfologi
menggunakan indeks similaritas Bray-curtis

Kode | T1 T2 T3 T4 | T5 T6 T7 | T8 T9 T10 | T11 | T12 | T13 | T14

T1 1

T2 | 0.90 1

T3 | 0.87 | 0.86 1

T4 1082 | 0.77 | 0.81 1

T5]0.83 | 0.82 | 0.88 | 0.87 1

T6 | 0.81 | 0.82 | 0.88 | 0.85 | 0.90 1

T710.79|0.78 | 0.82 | 0.77 | 0.79 | 0.84 i

T8 | 0.77 | 0.78 | 0.81 | 0.79 | 0.83 | 0.83 | 0.83 1

T9 1077|079 | 0.83 ]| 0.81]0.82| 0.83 | 0.86 | 0.88 1

T10 | 0.75 | 0.77 | 0.82 | 0.83 | 0.85 | 0.88 | 0.82 | 0.84 | 0.87 i}

T11 | 0.77 | 0.75 | 0.82 | 0.85 | 0.86 | 0.84 | 0.79 | 0.81 | 0.86 | 0.91 1

T12 | 0.73 | 0.78 | 0.80 | 0.80 | 0.80 | 0.82 | 0.80 | 0.79 | 0.85 | 0.91 | 0.92 1

T13 |1 0.71 | 0.70 | 0.77 | 0.75] 0.79 | 0.78 | 0.73 | 0.86 | 0.83 | 0.85 | 0.82 | 0.78 1

T14 | 0.67 | 0.73 | 0.70 | 0.69 | 0.74 | 0.72 | 0.72 | 0.86 | 0.77 | 0.79 | 0.76 | 0.80 | 0.88 1

Keterangan: T1 (Pisang Rejang), T2 (Pisang Mas), T3 (Pisang Berlin), T4 (Pisang
Kojo Santen), T5 (Pisang Ambon Hong), T6 (Pisang Morosebo), T7 (Pisang Raja
Seribu), T8 (Pisang Triolin), T9 (Pisang Brentel Warangan), T10 (Pisang Sobo
Awu), T11 (Pisang Ebung), T12 (Pisang Raja Bandung), T13 (Pisang Kluthuk
1jo), T14 (Pisang Kluthuk Wulung).

Penentuan cluster pada penelitian ini berdasarkan nilai minimum
similaritas. Nilai minimum similaritas yang digunakan yaitu > 0,85. Jika nilai
similaritas > 0,85 maka Pisang dianggap satu kelompok, sedangkan jika nilai
similaritasnya < 0,85 maka Pisang dianggap beda kelompok. Empat belas kultivar
Pisang terbagi menjadi 5 cluster (Gambar 4.6). 14 kultivar pisang dapat
dikelompokkan menjadi 5 cluster. Cluster 1 ditempati oleh Pisang Rejang (AA) dan
Pisang Mas (AA). Pisang Rejang (AA) dan Pisang Mas (AA) yang memiliki nilai
similaritas sebesar 0.90, sedangkan nilai similaritas Pisang berlin dengan kedua
pisang tersebut masing-masing 0.87 dan 0.86. Hal ini menyebabkan pisang Berlin
(AA) memisah dari Pisang Rejang dan Pisang Mas. Karakter yang dimiliki kedua
pisang tersebut yakni bintik pada dasar tangkai berwarna coklat muda. Karakter-
karakter tersebut sebagai penanda genom AA.

Cluster 2 berisikan Pisang Triolin (AAB), Pisang Brentel Warangan (AAB)
dan Pisang Raja Seribu (AAB). Pisang Triolin dan Pisang Brentel Warangan
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memiliki nilai similaritas sebesar 0.88, sedangkan nilai similaritas Pisang Raja
Seribu dengan kedua pisang tersebut masing-masing 0.83 dan 0.86. Hal ini
menyebabkan Pisang Triolin dan Pisang Brentel Warangan lebih dekat disbanding
dengan Pisang Raja Seribu, tatapi masih dalam satu cluster. Pada ketiga pisang
tersebut memliki beberapa karakter yang sama diantaranya: semburat warna batang
tau pigmentasi berwarna merah keunguan dan getah berwarna putih susu. Karakter-
karakter tersebut sebagai penanda genom AAB.

Cluster selanjutnya adalah cluster 4 yang terdiri dari Pisang Berlin (AA),
Pisang Kojo Santen (AAA), Pisang Ambon Hong (AAA) dan Pisang Morosebo
(AAA). Nilai similaritas Pisang Ambon Hong dengan Pisang Morosebo sebesar
0.90 sedangkan nilai similaritas Pisang Kojo Santen dengan kedua pisang tersebut
adalah 0.87 dan 0.85. sedangkan nilai similaritas ketiga pisang tersebut dengan
Pisang Berlin masing-masing 0.82, 0.83 dan 0.81. Nilai tersebut meyebabkan
Pisang Berlin berkerabat dekat dengan ketiga pisang tersebut. Ciri khas pada
keempat posing ini adalah permukaan batang semunya terang (tidak berlilin) dan
posisi anakan yang dekat dengan induk.

Cluster 4 memiliki 3 macam pisang, yakni Pisang Saba Awu (ABB), Pisang
Ebung (ABB) dan Pisang Raja Bandung (ABB). Nilai similaritas Pisang Ebung
dengan Pisang Raja Bandung sebesar 0.92 sedangkan nilai similaritas Saba Awu
dengan kedua pisang tersebut adalah 0.91. Nilai tersebut meyebabkan Pisang Ebung
berkerabat dekat dengan Raja Bandung dibanding dengan Pisang Kojo Santen.
Karakter yang dimiliki ketiga pisang tersebut yakni pigmentasi pada batang semu
berwarna pink keunguan. Karakter tersebut sebagai penanda genom ABB.

Cluster terakhir adalah cluster 5 yang memiliki 2 anggota yakni Pisang
Klutuk Wulung (BB) dengan Pisang Klutuk ljo (BB). Kedua pisang tersebut
memiliki nilai similaritas sebesar 0.88. Cluster V diisi oleh Pisang Kluthuk Ijo (BB)
dan Pisang Kluthuk Wulung (BB). Kedua Pisang tersebut memiliki karakter yang
tidak dimiliki oleh Pisang lainnya yaitu memiliki bentuk tegakan daun yang tegak,
tinggi batang >3 m, aspek batang semunya besar, warna bintik pada dasar
pelepahnya coklat kehitaman dan kanal tangkainya memiliki margin yang tumpeng

tindih. Karakter-karakter tersebut sebagai penanda genom BB.
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Gambar 4.6 Dendogram 14 kultivar Pisang berdasarkan karakter
morfologi menggunakan indeks similaritas Braycurtis

Analisis clustering selanjutnya menggunakan analisis Principal coordinates
(PCoA) menggunakan scatter plot. PCoA digunakan untuk memperjelas hasil
pengelompokan pada analisis dendogram berbentuk plot (Gambar 4.7). PCoA dapat
memetakan 14 kultivar pisang dengan empat kuadran, yakni kuadran I, 11, 111, dan
IV. Kuadran | diisi dengan pisang bergenom AAA yang mengelompok, kuadran |1
terdapat pisang dengan genom ABB dan satu pisang dengan genom AAB, kuadran
[11 diisi oleh pisang BB dan satu pisang bergenom AAB, sedangkan kuadran 1V
terdapat pisang AA dan satu pisang bergenom AAB. genom AA, AAA, ABB dan
BB terletak pada kuadran berbeda dan mengelompok, sedangkan pisang bergenom

AAB terletak menyebar pada 3 kuadran.
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Gambar 4.7 PCoA (Principal Coordinate Analysis) berdasarkan karakter
morfologi menggunakan indeks similaritas Bray-curtis dalam
pengelompokan 14 kultivar Pisang

Allah SWT berfirman dalam QS. Al A’raaf ayat 56:

(01) Cuiall 3 Gy § A ciad s & Thalag 52 4 32375 gt 325 3T L8 1508 5
Artinya: “Dan janganlah kamu membuat kerusakan di muka bumi, sesudah (Allah)

memperbaikinya dan berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut (tidak
akan diterima) dan harapan (akan dikabulkan). Sesungguhnya rahmat
Allah amat dekat kepada orang-orang yang berbuat baik ”.

Shihab (2002) menafsirkan ayat tersebut dengan seharusnya manusia
menjaga bumi dari kerusakan dengan menebar permusuhan, kezaliman dan
kemaksiatan yang mana akan menghancurkan bumi. Kerusakan bumi yang telah
terjadi yakni rusaknya alam, perburuan satwa liar yang sering terjadi dan berakibat
pada keseimbangan di bumi. Manusia sebagai Khalifah hendaknya dengan
menjaga, mengola dan memanfaatkan bumi sehingga dapat mempelajari hal-hal
yang merupakan tanda-tanda kekuasaan Allah. Kekuasaan Allah dapat dipelajari
dengan berbagai cara, salah satunya adalah melalui penelitian. Penelitian dilakukan
oleh orang berakal untuk mengetahui cara memanfaatkan segala sesuatu yang telah

diciptakan Allah untuk kemaslahatan umat manusia.
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4.2 Kerakterisasi 13 Kultivar Pisang berdasarkan Marka Molekuler

4.2.1 Analisis Hasil Ekstraksi

Hasil ekstraksi DNA diuji dengan dua macam pengujian, yakni uji kuantitatif
dan kualitas DNA. Uji kuantitatif bertujuan untuk mengetahui konsentrasi DNA
hasil ektraksi. Konsentrasi dan kemurnian dari hasil DNA yang diisolasi diuji
menggunakan nano drop. Hasil isolasi DNA memiliki nilai konsentrasi yang
bervariasi, mulai dari 6,01 ng/pL hingga 126,19 ng/uL, sedangkan nilai kemurnian
DNA hasil isolasi bersisar antara 0,63 hingga 2,76. Nilai kemurnian terendah yakni
0,63 yang terdapat pada sampel T1 (Pisang Rejang). Sampel dengan kode T8
(Pisang Triolin) memiliki nilai konsentrasi tertinggi yakni 2,76. Kemurnian DNA
ditentukan dengan menghitung rasio A260/A280. kemurnian sampel DNA
memiliki nilai 1,8 dalam rasio A260/A280. Jika nilai kurang dari 1,8
mengindikasikan adanya kontaminan protein atau fenol, jika nilai di atas 2,0
mengindikasikan kandungan metabolit sekunder pada sampel DNA. Secara umum,
DNA murni memiliki nilai antara 1,8 sampai 2,0 (Pereira, 2011; Pandey, 2015).
Sampel DNA yang memiliki nilai DNA murni yakni sampel T3 (Pisang Berlin)
dengan nilai 1,97 dan T13 (Pisang Klutuk 1jo) memiliki nilai 1,92 (Tabel 4.2). Nilai

kemurnian dan nilai konsentrasi merupakan nilai yang tidak saling berpengaruh.

Tabel 4.2 Hasil Pengukuran Uji Kuantitatif Ekstraksi DNA

. Konsentrasi Kemurnian

Kode Nama Kultivar Gl (260/250)
T1 Pisang Rejang 10,82 0,63
T2 Pisang Mas 6,01 1,34
T3 Pisang Berlin 27,37 1,97
T4 Pisang Kojo Santen 103,92 1,71
T5 Pisang Ambon Hong 6,76 0,76
T6 Pisang Morosebo 126,19 2,18
T7 Pisang Raja Seribu 8,50 0,93
T8 Pisang Triolin 48,85 2,76
T9 Pisang Brentel Warangan 11,61 0,81
T10 Pisang Saba Awu 117,3 2,15
T11 Pisang Ebung 15,80 1,22
T12 Pisang Raja Bandung 35,47 1,71
T13 Pisang Kluthuk Ijo 48,10 1,92
T14 Pisang Kluthuk Wulung 27,70 1,73
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Kualitas DNA dapat diuji dengan uji kualitatif menggunakan
elektroforesis gel agarosa. Seluruh sampel DNA menunjukkan hasil yang
berbeda-beda pada panjang dan ketebalan pita. Panjang pita DNA mencapai
1500 bp, sedangkan ketebalan pita memiliki ketebalan yang tipis dan tebal.
Sampel degan hasil pita DNA tipis yakni T1, T2, T3, T5, T7, T8, T9, T11, T12,
T13, dan T14, sedangkan sampel T4, T6 dan T10 memiliki pita yang tebal
(Gambar 4.8). Ketebalan pita adalah visualisasi dari konsentrasi DNA. Sampel
dengan pita tebal memliki konsentrasi DNA masing-masing sebesar 103,92
ng/uL, 126,19 ng/pL, dan 117,3 ng/pL (Tabel 4.2).

TT P S T3RTA SIS 6 SRR ENED 1;0 TFISRIINL] 3%L14
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Gambar 4.8 Visualisasi hasil ekstraksi DNA whole genome; T1. Pisang Rejang
(AA); T2. Pisang Mas (AA); T3. Pisang Berlin (AA); T4. Pisang Kojo
Santen (AAA); T5. Pisang Ambon Hong (AAA); T6. Pisang
Morosebo (AAA); T7. Pisang Raja Seribu (AAB); T8. Pisang Triolin
(AAB); T9. Pisang Brentel Warangan (AAB); T10. Pisang Sobo Awu
(ABB); T11. Pisang Ebung (ABB); T12. Pisang Raja Bandung
(ABB); T13. Pisang Kluthuk ljo (BB); T14. Pisang Kluthuk Wulung
(BB)

Hasil isolasi DNA menunjukkan terdapat 50% pita DNA yang masih
mengalami smear. Smear yang muncul pada visualisasi DNA menunjukkan adanya
kontaminasi dari RNA, protein, maupun kontaminan yang lain (Hidayati, 2016).
Hasil visualisasi pita DNA dipengaruhi oleh beberapa hal seperti panjang
gelombang UV vyang digunakan, waktu elektroforesisi, jenis dan kondisi
transilluminator, posisi tatakan gel yang dapat menghalangi sinar UV, serta reagen
yang digunakan untuk memendarkan pita DNA (Lee, 2012).

Amplifikasi PCR dengan Primer trnL C dan D (Taberlet et al., 1991) pada 13
sampel kultivar pisang berhasil dilakukan. Sampel 13 kultivar pisang yang berhasil

diamplifikasi memliki panjang sekuen sekitar + 600 bp (Gambar 4.9). Hal ini sesuai
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dengan penelitian Taberlet et al (2007) menjelaskan bahwa panjang intron trnL
secara umum adalah 254-767 bp. Keberhasilan dalam amplifikasi pita DNA ini juga
karena dampak dari beberapa faktor, antara lain yaitu kualitas DNA genom,
konsentrasi larutan, primer yang digunakan, serta pengaturan suhu pada siklus PCR
terutama pada suhu annealing (Brown, 1991).

Tl T2' T30 “HSRics T e Reqo = P10 L1l T12 T13
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Gambar 4.9 Pita DNA hasil amplifikasi trnL primer C dan D; T1. Pisang Rejang
(AA); T2. Pisang Mas (AA); T3. Pisang Berlin (AA); T4. Pisang Kojo
Santen (AAA); T5. Pisang Ambon Hong (AAA); T6. Pisang
Morosebo (AAA); T7. Pisang Raja Seribu (AAB); T8. Pisang Triolin
(AAB); T9. Pisang Brentel Warangan (AAB); T10. Pisang Sobo Awu
(ABB); T11. Pisang Ebung (ABB); T12. Pisang Raja Bandung
(ABB); T13. Pisang Klutuk Ijo (BB)

4.2.2 Analisis Hasil Sekuensing

Hasil sekuensing sampel DNA dianalisis menggunakan aplikasi Sequence
Scanner. Aplikasi Sequence Scanner menyajikan ulasan data sekuensing yang
terdiri dari nilai QV, CRL (Contiguous Read Length), Electropherogram, Raw
Data, dan EPT Plot. Nilai QV disajikan dalam bentuk batang dan angka yang
berada diatas setiap basa di laporan electropherogram. QV dengan nilai rendah
berwarna merah menunjukkan data tidak dapat diterima dengan kata lain data tidak
menunjukkan keberhasilan saat sekuensing. QV dengan nilai tengah berwarna
kuning menunjukkan data harus melewati ulasan secara manual supaya dapat
diterima. QV dengan nilai tinggi berwarna biru menunjukkan data menunjukkan
keberhasilan saat sekuensing. Warna biru mengindikasikan bahwa nilai fluoresensi
saat sekuensing mempunyai kualitas yang bagus (Pallez, et al., 2014). Batang biru

menunjukkan nilai hasil sekuensing lebih dari 20 dengan keakuratan lebih dari
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99%. Hasil sekuensing 13 sampel menunjukkan basa dengan nilai QV+20 rata-rata
549 basa dari rata-rata panjang 567 basa. Nilai CRL (Contiguous Read Length)
merupakan total panjang basa dengan hasil sekuensing berwarna biru (Gambar
4.10).

QV20+ Report
QV20+ vaiue is the tota! number of bases in the entire trace hat have basecalier qualty value greater han or equalto 20.

QV20+: N = 13, Range = 549 - 571, Median = 555, Mean = 558, StandardDev = 8

350

Gambar 4.10 Nilai QV20+ dari 13 Sekuen 13 Kultivar Pisang

Analisis Electropherogram terdiri dari kurva dengan warna yang berbeda
dan puncak yang berbeda pula. Warna yang berbeda menunjukkan jenis basa.
Warna biru untuk sitosin, hijau untuk adenine, merah untuk timin, hitam untuk
guanine. Setiap basa memiliki notasi yang berbeda, yakni T untuk timin, A untuk
adenine, G untuk guanine dan C untuk sitosin dan. Electropherogram juga
menunjukkan grafik gelombang sinyal (Gambar 4.11). Data dengan nilai tinggi
memiliki beberapa ciri-ciri, diantaranya: memiliki konsistensi jarak antara puncak
satu dengan yang lain diseluruh jejak, resolusi puncak yang terdefinisi dengan baik
dengan fluoresensi minimal tumpang tindih dari satu puncak ke puncak lain. Hal
ini disebabkan karena jumlah molekul DNA kloroplas yang sangat banyak dalam
satu sel. Puncak yang rendah memperlihatkan nukleotida dengan jumlah sedikit,

sedangkan puncak tinggi memperlihatkan nukleotida dengan jumlah banyak.
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" Gambar 4.11Visualisasi Electropherogram

4.2.3 Variabilitas Genetik 13 Sampel Kultivar Pisang

Semua sampel kultivar pisang memiliki E-value 0.0 dimana angka ini
mengindikasikan adanya keidentikan antara sampel dengan data. E-value adalah
nilai ukuran statistic yang signifikan antara kedua sekuen tersebut. Jika E-value
menunjukkan nilai yang tinggi maka homologi kedua sekuen termasuk rendah,
sedangkan semakin rendah nilai E-value maka homologi antara kedua sekuen
tersebut semakin tinggi. Nilai E-value yang bernilai 0 (nol) mengindikasikan kedua
sekuen tersebut identik (Claverie, 2003). Tidak hanya E-value yang dapat
menunjukkan adanya keidentikan sampel dengan bank data, tetapi nilai Query
cover juga dapat menunjukkan adanya kemiripan antar sampel dengan data. Nilai
Query cover tertinggi mencapai 99% dan terendah adalah 98% yang dimiliki oleh
sampel T2, T8, T9 dan T10 (Tabel 4.3). Selain Query cover terdapat juga nilai
Identity. Hasil BLAST dari 13 pisang kulitvar memiliki rata-rata skor identity
mencapai 99,66%. ldentity menunjukkan nilai persentasi kecocokan antara sekuen
sampel dengan sekuen data base yang telah disejajarkan. Score adalah jumlah
kecocokan semua segmen basa antara sampel dengan data base nukleiotida yang
terdapat dalam genbank. Semakin tinngi nilai score maka semakin tinggi pula
tingkat homology antara kedua sekuen. Query cover merupakan nilai panjang basa
yang selaras dengan data base dalam bentuk persen. (Miller, 1990). Identity dari
ke13 sampel sesuai dengan data genom yang telah ada yakni genom AA, AAA dan
AAB identic dengan Musa acuminata, sedangkan genom ABB dan BB identic
dengan Musa balbisiana. Hal tersebut tidak berlaku pada 2 sampel, yakni sampel
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T7 (Pisang Raja Seribu) dan T10 (Pisang Saba Awu). Sampel T7 (Pisang Raja
Seribu) memliki data dengan genom AAB dan seharusnya memiliki kemiripan
dengan Musa acuminata, tetapi setelah proses BLAST, sampel menunjukkan
similiaritas dengan Musa balbisiana. Tingkat similiaritas ditunjukkan melalui skor
identity yang menjelaskan bahwa adanya kecocokan antara sekuen sampel trnL
Pisang Raja Seribu dengan sekuen data base yang telah disejajarkan mencapai
99,83% ekuivalen dengan Musa balbisiana. Sampel yang memiliki kasus serupa
dengan sampel Pisang Raja Seribu adalah sampel T10 (Pisang Saba Awu)
bergenom ABB tetapi memiliki similiaritas dengan sekuen Musa acuminata. Nilai
panjang basa sampel Pisang Saba Awu yang selaras dengan data base adalah 98%
dengan sekuen Musa acuminata. Kejadian ini menunjukkan bawasannya perlu

adanya perbaikan tatanama dan pengelompokan genom pada kultivar pisang.

Tabel 4.3 Hasil Blast sekuen trnL 13 Kultivar Pisang

Cod | Banana | Description Query | E- | Iden | Accessi

e Cultiva cover | Val |tity |on
r ue

T1 Pisang | Musa acuminata subsp. 99% | 0.0 | 99.8 | HF677
Rejang | malaccensis chloroplast 2% | 508.1
(AA) complete genome

T2 Pisang | Musa acuminata subsp. 98% | 0.0 | 99.6 | KT257
Mas siamea isolate SS&JS 1 4% | 578.1

(AA) Khae Phetchabun tRNA-
Leu (trnL) gene

T3 Pisang | Musa acuminata subsp. 99% | 0.0 | 99.4 | KT257
Berlin | siamea isolate SS&JS 1 7% | 578.1
(AA) Khae Phetchabun tRNA-
Leu (trnL) gene

T4 Pisang | Musa acuminata subsp. 99% | 0.0 | 99.8 | KT257
Kojo siamea isolate SS&JS 1 2% | 578.1
Santen | Khae Phetchabun tRNA-
(AAA) | Leu (trnL) gene

T5 Pisang | Musa acuminata subsp. 99% | 0.0 | 99.4 | KT257
Ambon | siamea isolate SS&JS 1 7% | 578.1
Hong Khae Phetchabun tRNA-
(AAA) | Leu (trnL) gene

T6 Pisang | Musa acuminata subsp. 99% | 0.0 | 99.6 | HF677
Morose | malaccensis chloroplast 4% | 508.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF677508.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=S1U74GRF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF677508.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=S1U74GRF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=TPBFBYB7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=TPBFBYB7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=S1WFY7EG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=S1WFY7EG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=S1WWN2DB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=S1WWN2DB014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_959586973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525312436
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525312436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF677508.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=UEUMVJ9W015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF677508.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=UEUMVJ9W015

bo complete genome,
(AAA) | biomaterial CIRAD:930

T7 Pisang | Musa balbisiana var. 99% | 0.0 | 99.8 | NC_03
Raja balbisiana cultivar Pisang 3% | 9815.1
Seribu | Klutuk Wulung plastid,
(AAB) | complete genome

T8 Pisang | Musa acuminata subsp. 98% | 0.0 | 99.6 | KT257
Triolin | siamea isolate SS&JS 1 4% | 578.1
(AAB) | Khae Phetchabun tRNA-

Leu (trnL) gene

T9 Pisang | Musa acuminata subsp. 98% | 0.0 | 99.6 | KT257
Brentel | siamea isolate SS&JS 1 4% | 578.1
Waran | Khae Phetchabun tRNA-
gan Leu (trnL) gene
(AAB)

T10 | Pisang | Musa acuminata subsp. 98% | 0.0 | 99.6 | KT257
Saba siamea isolate SS&JS 1 4% | 578.1
Awu Khae Phetchabun tRNA-
(ABB) | Leu (trnL) gene

T11 | Pisang | Musa balbisiana 99% | 0.0 | 99.6 | KT595
Ebung | chloroplast, complete 5% | 228.1
(ABB) | genome

T12 | Pisang | Musa balbisiana var. 99% | 0.0 | 99.6 | MHO048
Raja balbisiana cultivar Pisang 5% | 658.1
Bandun | Klutuk Wulung plastid,
g complete genome
(ABB)

T13 | Pisang | Musa balbisiana var. 99% | 0.0 {99.6 | NC_03
Kluthu | balbisiana cultivar Pisang 5% | 9815.1
k 1jo Klutuk Wulung plastid,
(BB) complete genome
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Tabel 4.4 memaparkan bahwasannya komposisi sekuen DNA daerah trnL

dari 13 kultivar pisang memiliki nilai rata-rata basa dengan 28,8% T, 15,6 C, 38,1
A dan 17,5 G. Sekuen DNA sampel kaya akan basa T dan A sebesar 66,9%,
sedangkan kandungan C dan G hanya 33,1% (Tabel 4.4). Manurung (2018)

menyatakan bahwa sekuen non-coding pada daerah kloroplas memiliki komposisi

basa paling banyak yakni Adenin dan Timin. Selain presentase komposisi

nukleotida terdapat juga analisis sekuen daerah trnL dari 13 sampel kultivar pisang.

Sekuen DNA daerah trnL yang telah disejajarkan dari 13 kultivar pisang memiliki


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525312436
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525312436
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1511249434
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1511249434
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1511249434
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1511249434
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_039815.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TPAW9TJF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_039815.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TPAW9TJF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=TPA5YR0N01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=TPA5YR0N01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=TPABV9B301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=TPABV9B301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=TPA5YR0N01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT257578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=TPA5YR0N01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_944544135
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_944544135
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_944544135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT595228.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=TPA2KDHR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT595228.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=TPA2KDHR01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1491824584
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1491824584
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1491824584
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1491824584
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH048658.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TP9YFKA601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH048658.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TP9YFKA601R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1511249434
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1511249434
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1511249434
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1511249434
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_039815.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TP9THYTD01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_039815.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TP9THYTD01R
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579 bp. Sesuai dengan pendapat Borsch et al (2003) dan Taberlet (2007) bahwa
panjang sekuen intron trnL dengan primer ¢ dan d berkisar antara 254-767 bp.
Daerah conserve (tidak berubah atau monomorfik) berjumlah 549 bp, terdiri dari 2
region. Region 1 berada diurutan basa ke-16-196 dan region 2 diurutan basa 212-
449. Basa Variabel potensial (polimorfik) berjumlah 9 bp, dan basa dengan missing
data berjumlah 21 bp. Variable site merupakan daerah dengan dua jenis nukleotida
yang terbagi menjadi Parsimony informative dan singleton variable. Singleton
variable adalah daerah dengan terdapatnya taksa yang berbeda atau taksa yang
megalami pergantian basa (Wahyudi et al., 2013). Singleton juga dapat
menunjukkan karakter autoapomorfi yakni karakter maju yang hanya dimiliki
spesies tertentu (Hidayat dan Pancoro, 2005). Total basa singleton variable yakni 5
bp berada di urutan basa 5, 7, 8, 450 dan 545, sedangkan basa Parsimony
informative sebanyak 4 bp berada diurutan basa 197, 211, 544 dan 579. Sekuen
DNA daerah trnL dari 13 kultivar pisang menunjukkan variabilitas rendah dengan
tingkat konservasi yang tinggi, hal ini dikarenakan dareah trnL merupakan daerah
yang berada di kloroplast atau biasa disebut cpDNA (Chloroplast DNA) memiliki
daerah conserve yang tinggi. Nilai variasi genetik pada cpDNA termasuk rendah
karena cpDNA memiliki daerah conserve yang tinggi, sehingga sedikit terjadi
perubahan basa (Indriko, 2005; Wang et al., 2013).

Tabel 4.4 Komposisi Nukleotida Sekuen trnL dari 13 Kultivar Pisang

Total Basa (%)
Kultivar Pisang Genom | Basa - C A G
Sekuen

Pisang Rejang AA 561.0 | 28.9 | 15.7 | 38.0 | 17.5
Pisang Mas AA 561.0 | 28.5 | 15.7 | 37.8 | 18.0
Pisang Berlin AA 561.0 | 28.7 | 15.7 | 38.0 | 17.6
Pisang Kojo Santen AAA 561.0 | 28.7 | 15.7 | 38.1 | 17.5
Pisang Ambon Hong AAA 562.0 | 28.6 | 15.7 | 37.7 | 18.0
Pisang Morosebo AAA 561.0 | 29.1 | 15.7 | 37.8 | 17.5
Pisang Raja Seribu AAB 576.0 | 29.0 | 155 | 38.4 | 17.2
Pisang Triolin AAB 576.0 | 29.0 | 15,5 | 38.4 | 17.2
Pisang Brentel Warangan AAB 560.0 | 28.6 | 15.7 | 38.2 | 17.5
Pisang Saba Awu ABB 560.0 | 28.6 | 15.7 | 38.2 | 17.5
Pisang Ebung ABB 577.0 | 29.1 | 154 | 38.3 | 17.2
Pisang Raja Bandung ABB 577.029.1|154|38.3|17.2
Pisang Klutuk ljo BB 576.0 | 29.0 | 15,5 | 38.0 | 17.5

Rata-rata | 566.8 | 28.8 | 15.6 | 38.1 | 17.5
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Analisis mutasi dalam posisi variabel singletone mengungkapkan bahwa
variasi urutan sekuen intron trnL pada sampel Kkultivar pisang sebagian besar
disebabkan adanya mutasi gen (mutasi titik) dalam bentuk subtitusi. Subtitusi
pasangan basa terdiri dari transisi dan transversi. Transisi yakni penggantian satu
basa purin (adenine atau guanin) dengan basa purin lainnya atau penggantian basa
pirimidin (timin atau sitosin) dengan basa pirimidin lainnya. Peristiwa subtitusi
transisi ini terjadi sebanyak 6 posisi. Transversi merupakan berubahnya basa
pirimidin dengan purin atau sebaliknya. Peristiwa subtitusi transversi ini terjadi
sebanyak 24 posisi. Adanya mutasi genetik seperti substitusi, delesi, dan inersi
dapat menghasilkan beberapa haplotipe. Haplotipe (haploid genotipe) adalah urutan
DNA yang telah diwarisi dari satu induk. Jenis variasi yang paling umum di antara
haplotipe yang dimiliki oleh individu dalam populasi adalah Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), di mana nukleotida berbeda (alel) hadir di lokasi tertentu
(Gusfield & Orzack, 2001). Mutasi lainnya disebabkan karena adanya insersi basa
nitrogen pada urutan sekuen. Insersi adalah adanya penyisipan maupun
penambahan satu atau lebih basa nitrogen pada sekuen. Insersi pada sampel nomor
2, 3 dan 5 hanya terjadi penambahan 1 macam basa saja, berbeda dengan sampel
nomor 7, 8, 11, 12 dan 13, insersi pada sampel tersebut terjadi penambahan hingga
15 basa (Tabel 4.5). Hasil analisis tingkat mutasi pada sekuen, genom AA, AAA
dan AAB memiliki tingkat mutasi yang rendah kecuali Pisang Raja Seribu (AAB)
dan Pisang Triolin (AAB). sedangkan genom ABB dan BB memilii tingkat mutasi
yang tinggi, kecuali pada pisang Saba Awu yang hanya memiliki mutasi pada satu
basa saja. Hal ini juga selaras dengan hasil BLAST dan hasil rekontruksi pohon
filogenetik. Adanya mutasi ini menunjukkan bahwa tumbuhan termasuk pisang
berevolusi dengan berjalannya waktu. Mutasi sangat penting untuk evolusi. Mutasi
dapat disebabkan oleh sumber energi tinggi seperti radiasi, bahan kimia, tekanan
lingkungan yang tinggi, atau muncul secara spontan selama replikasi DNA. Mutasi
yang menguntungkan memungkinkan organisme bereproduksi lebih efektif dan

beradaptasi dengan baik terhadap lingkungan yang berubah (Carlin, 2011).



Tabel 4.5 Variasi Singletone Sekuen trnL 13 Kultivar Pisang
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Kultivar

Genom

Urutan

No. . Mutasi Basa Total
Pisang Basa
1 | Rejang AA
3, 450, Insersi G, T—G, T—A,
2 | Mas AA 1544579 | oG 4
. 3,5 7,8, | Insersi C, C—T, T—A,
3 | Berlin AA 544 A—G, ToA 5
4 | Kojo Santen AAA | 544 T—A 1
5 | AmbonHong | AAA 22’4,5;’79 Q:g’ Insersi G, T—A, 4
6 | Morosebo AAA | 545 A>T 1
197, 211, | A—T, A—C, Insersi
7 | Raja Seribu AAB | 335-349, | ATAATATGAAAAATT, 17
544 T—A
197, 211, | A—T, A—C, Insersi
8 | Triolin AAB | 335-349, | ATAATATGAAAAATT, 17
544 T—A
Brentel 544 —
o Warangan " 'y 1
10 | Saba Awu ABB 544 T—A 1
197, 211, | A>T, A—C, Insersi
11 | Ebung ABB | 335-349, | ATAATATGAAAAATT, 18
544, 569 T—A, Insersi T
197, 211, | A>T, A—C, Insersi
12 | Raja Bandung ABB | 335-349, | ATAATATGAAAAATT, 18
544,569 | T A, Insersi T
57,197, Insersi G, A—T, A—C,
: 211, 335- | Insersi
2§ BB | 349,544, | ATAATATGAAAAATT, | ¥°
579 T—A, A>G

Note: A=Adenin, T=Timin, G=Guanin, S=Sitosin

Tingkat mutasi tertinggi terjadi pada pisang Raja Seribu (AAB), pisang
Triolin (AAB), pisang genom BB dan ABB kecuali pisang Saba Awu (ABB).
Pisang Raja Seribu dengan genom AAB memiliki hasil BLAST yang menunjukkan

similiaritas dengan Musa balbisiana, hal ini merupakan alasan banyaknya terjadi

mutasi. Begitu pula pada hasil rekontruksi pohon filogenik dengan algoritma MP,
ML dan B, pisang Raja Seribu (AAB) termasuk dalam clade ABB dan BB. Adanya

mutasi yang tinggi menyebabkan pergeseran genom pada Pisang Raja seribu.

Pisang kedua dengan mutasi yang tinggi adalah pisang Triolin dengan genom AAB



43

mencapai 17 titik mutasi. Meskipun memiliki titik mutasi yang tinggi, Pisang
Triolin berbeda dengan Pisang Raja Seribu yang memiliki hasil BLAST similiaritas
dengan Musa balbisiana, pisang Triolin (AAB) memiliki nilai identic dengan Musa
acuminata mencapai angka 99.64%. Berbeda dengan Pisang Raja Seribu yang
termasuk clade AAB dan BB, pisang Triolin mengelompok dengan pisang
bergenom AA, AAA dan AAB lainnya. Pisang dengan tingkat mutasi yang tinggi
lainnya berada pada genom ABB dan BB, kecuali pada pisang Saba Awu ynag
memiliki genom ABB. Nilai panjang basa sampel Pisang Saba Awu yang selaras
dengan data base adalah 98% dengan sekuen Musa acuminata. Begitu pula pada
hasil rekontruksi pohon filogenik dengan algoritma MP, ML dan BI, pisang Saba
Awu (ABB) termasuk dalam clade Musa acuminata. Jadi dapat ditarik kesimpulan
bahwasannya tidak semua mutasi dapat merubah suatu genom. Kultivar pisang
aseksual secara reproduksi oleh umbi, oleh karena itu dapat mempertahankan
konstituen genetik bermutasi. Namun, domestikasi, seleksi manusia dan migrasi

juga menambah aspek evolusi dalam kultivar pisang (Rochana, 2012).

Tabel 4.6 Jarak Genetik 13 Kultivar Pisang

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12
1. Pisang_Rejang_AA
2. Pisang_Mas_AA 0.005
3. Pisang_Berlin_AA 0.007 0.009
4, Pisang_Kojo_Santen_AAA 0.002 0.004 0.005
5. Pisang_Ambon_Hong_AAA 0.004 0,002 0,007 0,002
6. Pisang_Marosebo_AAA 0.002 0.007 0,009 0.004 0.005
7. Pisang_Raja_Seribu_AAB 0.005 ©.007 0,009 0©.004 0,005 0.007
3. Pisang_Triolin_AAB 0.005 0.007 0.003 0.004 0.005 0.007 0.000
9, Pisang_Brentel_Warangan_AABE 0,002 0,004 0,005 0,000 0,002 0,004 0,004 0.004
10. Pisang_Saba_Awu_ABE 0.002 0.004 0.005 O0.000 0,002 0.004 O0.004 0.004 0,000
11. Pisang_Ebung_ABB 0.005 ©.007 0,009 O.004 0,005 0,007 0,000 O0.000 0,004 0.004
12, Pisang_Raja_Bandung_ABB 0.005 ©0.007 0.009 O0.004 O0.005 0.007 O0.000 0.000 0004 0.004 0.000
13. Pisang_tutuk_Ljo_BB 0.007 ©.005 0011 0.005 0,004 0009 0002 0.002 0005 0.005 0002 0.002

Tabel diatas menunjukkan jarak genetik pada 13 kultivar pisang. Jarak
genetik dengan nilai terendah yakni 0.000 dimiliki oleh Pisang Brentel Warangan
(AAB) dan Pisang Saba Awu (ABB) dengan pisang Kojo Santen (AAA), Pisang
Raja Seribu (AAB) dengan Pisang Triolin (AAB), Pisang Raja Bandung (ABB) dan
Pisang Ebung (ABB) dengan Pisang Raja Seribu (AAB) dan Pisang Triolin (AAB),
Brentel Warangan (AAB) dengan Pisang Saba Awu (ABB), dan terakhir Pisang
Raja Bandung (ABB) dengan Pisang Ebung (ABB). Sedangkan jarak genetik
dengan nilai tertinggi yakni 0.011 dimiliki oleh Pisang Klutuk ljo (BB) dengan
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Pisang berlin (AA) (Tabel 4.6). Menurut Tallei et al. (2015), jika semakin dekat
hubungan kekerabatan antara dua organisme, maka semakin sedikit nilai jarak
genetiknya.

Haplotype Network yang terbentuk dimulai dengan outgroup (H_8 dan H_9)
yaitu Ensete ventricosum dan Musella lasiocarpa kemudian mengalir ke jaringan
haplotipe 6 (H_6) terdiri dari 3 kultivar pisang dengan genom AAB, ABB dan BB
(Gambar 4.12). Aliran haplotype tersebut kemudian mengalir ke jaringan haplotipe
3 (H_3), dan haplotype 7 (H_7). Haplotype 3 (H_3) terdiri dari pisang dengan
genom AA, AAA, AAB dan ABB. Terjadi diversifikasi pada haplotype 6 dan
meningkat pada haplotype 3 (Gambar 4.12). Menurut De langhe et al. (2009)
hampir semua pisang triploid berasal dari satu atau dua spesies Musa acuminata
(A) dan Musa balbisiana (B) yang akan dikelompokan menjadi AA, AAA, AAB,
dan ABB sesuai dengan partisipasi relatif dari genom masing-masing dalam
genotipe.

Haplotype 3 dan 7 mengalir pada haplotype 1, 2, 4, dan 5. Haplotype 4
merupakan hasil persilangan haplotype 7 dan 3 menghasilkan genom AAA dan
mengalir kembali pada haplotype 2 dengan genom AA. Sedangkan haplotype 1 dan
5 masing-masing memiliki genom AA dan AAA dimana genom AA menghasilkan
genom AAA. Terjadinya pisang triploid berasal dari penyerbukan haploid dari sel
betina (female cells) diploid. Sebagai contoh adalah genom triploid AAA yang
berasal dari kombinasi sel betina (female cells) diploid AA dengan sel jantan (Male
cells) haploid A, sehingga akan menghasilkan triploid AAA (Musa acuminata
triploid) (Simmonds & Shepherd, 1955). Adanya diversifikasi ini menandanyan
terjadinya evolusi pada pisang. De Langhe et al. (2009) bahwa selama evolusi,
kultivar pisang mungkin pertama kali ada dari seleksi klon populasi yang
dibudidayakan liar dan kemudian di daerah dimana difusi tanaman terjadi
(pertukaran atau melalui migrasi manusia) hibridisasi antara populasi yang
dibudidayakan liar dan sebagian klon subur dari berbagai asal menyebabkan

generasi diploid AA yang lebih steril, dan triploid yang lebih kuat dan hampir steril.
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Distribusi Haplotype:
H_1:Rejang (AA)
H_2:Mas (AA)
H_S. H_3: Berlin (AA)
- e “. Triolin (AAB)
57 Pt Brentel Warangan (AAB)
HA@ H—?. Saba Awu (ABB)
H_2 O N / Musa acuminata (AAw)
F \ H_4: Ambon Hong (AAA)
H_3 K : %
H 1 O'":---O Seraneat H_5: Morosebo (AAA)
;o lite QO :AA H_6: Raja Seribu (AAB)
5 @ -AAA Ebung (ABB)
@ :AAB Raja Bandung (ABB)
-ABB Musa balbisiana (BBw)
() -BB H_7- Klutuk Ijo (BB)
@ - Musa 7””’”””’” H_8: Ensete ventricosum
8 : Musa balbisiana  H_9: Musella lasiocarpa
: Outgroup

Gambar 4.12 Peta distribusi haplotype 13 kultivar pisang

4.3 Estimasi Waktu Divergensi 13 Kultivar Pisang

Hasil alignment dari 13 sekuen Ingroup dan?2 sekuen Outgroup yang
memperlihatkan sekuen dengan panjang 474 bp untuk dianalisis. Analisis
filogenetik menggunakan 3 macam algoritma yang berbeda, yakni Maximum
Parsimony, Maximum Likelihood, dan Bayesian Inference. Hasil MP, ML, dan BI
dapat dilihat pada sebuah pohon yang telah digabungkan pada satu pohon
filogenetik (Gambar 4.13). Pada nodus atau branch point setiap pohon memiliki
nilai bootstrap yang berbeda. Nilai bootstrap merupakan nilai yang mendukung
kredibilitas topologi. Nilai tersebut pada pohon MP dianotasikan dengan MPBP,
ML dianotasikan dengan MLBP, dan Bl dinotasikan dengan BPP. Sebuah pohon
filogenetik dapat dikatakan memiliki nodus yang valid dan kredibel apabila
memiliki nilai bootstrap >70 untuk MPBP dan MLBP, sedangan untuk BPP sebesar
>90 (Huelsenback & Hilis, 1993).

Hasil analisis filogenetik ML, MP dan Bl menunjukkan terpisahnya ingroup
dengan outgroup. Anggota ingroup sendiri telah terpisah antara Musa acuminata
group dengan Musa balbisiana group. Hal tersebut didukung dengan niali bootstrap
58 untuk ML, 61 untuk MP dan 94 untuk BI. Ketiga nilai bootstrap ini dapat
dibilang rendah untuk ML dan MP karena batas minimum adalah 70, sedangkan
untuk BI adalah 90. Adapun kategori nilai bootstrap meliputi tinggi (>85%),
moderat (70-85 %), lemah (50-69 %), atau sangat lemah (<50 %) untuk hasil
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analisi ML dan MP (Lestari et al., 2018). Musa balbisiana group membentuk pohon
yang politomy. Pohon politomy adalah pohon yang tidak dapat membedakan atau
memisahkan spesies satu dengan spesies yang lain. Adanya politomy atau
ketidakmampuan dalam membedakan kelompok dikarenakan oleh kurangnya
character state pada alignment yang mampu membedakan setiap taksa (Hidayat &
Pancoro, 2008). Anggota clade Musa balbisiana terdiri dari genom ABB dan BB,
tetapi terdapat juga satu genom AAB yakni Pisang Raja Seribu, dapat diketahui
bahwa pisang Raja Seribu memiliki genom AAB yang seharusnya memyatu dengan
anggota clade Musa acuminata. Pengelompokan ini dikarenakan pisang Raja
Seribu (AAB) dengan Musa balbisiana memiliki kemiripan, hal tersebut didukung

oleh hasil analisis BLAST dan analisis Variasi singletone yang telah dibahas

sebelumnya.
3 Pisang Rejang (AA)
Nodal Validity Support: _|: Pisang Morosebo (AAA)
MLBP(=70)/MPBP(=70)/BPP(=90) 4 [ Pisang Mas (AA)
| - Pisang Ambon Hong (AAA)
Nodus | Support Value Pisang Berlin (AA)
1 58/61/94 2 Pisang Kojo Santen (AAA)
2 70/65/100 Pisang Triolin (AAB)
3 63/62/99 Pisang Brentel Warangan (AAB)
4 -1-/96 Pisang Saba Awu (ABB)

Musa acuminata_FI1621283.1

Pisang Raja Seribu (AAB)
Pisang Ebung (ABB)

Pisang Raja Bandung (ABB)

Pisang Klutuk Ijo (BB)

Musa balbisiana_KU215202.1

Ensete ventricosum_FJ621288.1

Musella lasiocarpa_FJ1621287.1

Gambar 4.13 Pohon filogenetik analisis Maximum Parsimony, Maximum
Likelihood dan Bayesian Inference dari 13 sekuen Kultivar Pisang
dengan 2 sekuen Outgroup
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Pada node nomor 2 terdapat nilai bootstrap dengan nilai 70/65/100 masing-
masing untuk ML, MP dan BI. Nilai bootstrap pada nodus no 2 terbilang cukup
tinggi dibanding no 2. Hal ini menunjukkan kreadibilitas nodus no 2 cukup tinggi.
Nodus nomor 2 memecahkan group Musa acuminata menjadi beberapa nodus lagi.
Nodus no 3 dapat menunjukkan bahwa pisang Rejang (AA) berkerabat dekat dengn
pisang Morosebo (AAA). Nodus ini memiliki nilai bootstrap 63/62/99, meskipun
nilai bootstrap ML dan MP tidak memenuhi nilai minimum tetapi nilai Bl cukup
tinggi yakni 99. Meskipun ML dan MP memiliki booststrap yang rendah tetapi
masih dapat mengelompokkan kedua pisang ini sehingga pohon bersifat dikotom
atau bercabang dua dimana sifat pohon yang seperti ini dapat dikatakan pohon yang
bagus. Nodus no 4 menunjukkan bahwa pisang Mas (AA) dengan pisang Ambon
Hong (AAA) memiliki kekerabatan yang dekat dengan nilai bootstrap Bl 96. Tetapi
sayangnya ML dan MP tidak dapat mengelompokkan kedua pisang ini berkerabat
dekat. Pisang lainnya dalam Musa acuminata group bersifat politomy, sama halnya
dengan Musa balbisiana group. Pada Musa acuminata group seharusnya berisikan
pisang dengan genom AA, AAA dan AAB, tetapi terdapat pisang Saba Awu
bergenom ABB yang mengelompok dengan pisang Musa acuminata group lainnya.
Pengelompokan ini dikarenakan pisang Saba Awu (ABB) dengan Musa acuminata
memiliki kemiripan, hal tersebut didukung oleh hasil analisis BLAST dan analisis
variasi singletone yang telah dibahas sebelumnya.

Secara keseluruhan, sekuen trnL 13 sampel kultivar pisang menunjukkan
hasil pohon ML, MP dan Bl yang dapat dibagi menjadi 3 kelompok. Kelompok
pertama yakni kelompok outgroup yang terdiri dari Musella lasiocarpa dan Ensete
ventricosum. Kelompok genom AA yang terdiri dari genom AA, AAA dan AAB.
kelompok kedua yakni kelompok BB yang terdiri dari pisang dengan genom ABB
dan BB.
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Hasil rekonstruksi pohon filogeni menunjukkan pemisahan antara Musa
dengan outgroup (Ensete dan Musella) sekitar 51.9 Mya, sedangkan pemisahan
antara Ensete dengan Musella berkisar 46 Mya. Hasil estimasi ini sesuai dengan
penelitain sebelumbnya bahwa waktu divergensi untuk Musaceae diperkirakan 51,9
Mya (61,2-45,6 Mya). Demikian juga pemisahan antara genus Ensete dan Musella
juga terletak di Eosen pada 44,7 Mya (48,2-43,1 Mya) (Janssens et al., 2016).
Pecahnya genus Musa dengan genus Ensete dan Musella berada pada Eocene
epoch. Keadaan bumi pada zaman eosen awal adalah periode hangat, hal ini
dibuktikan dengan adanya penyebaran flora boreotropis yang menyebar ke
sekeliling belahan untara bumi. Keadaan hangat ini berlangsung tidak lama,
pendinginan berlangsung selama pertengahan hingga akhir Eosen. Bukti
paleobotani menunjukkan bahwa pada pertengahan Eosen (50 - 48 mya) terjadi
pendinginan yang signifikan, berlangsung hingga akhir eosen (37 - 34 mya) (Lang
et al. 2011). Tidak hanya penurunan suhu saja yang terjadi pada masa ini, tetapi
juga penurunan kadar karbon dioksida (CO2). penurunan kadar karbon dioksida di
atmosfer yang memuncak dalam pembentukan kembali es di kedua kutub utara dan
selatan (Pagani, 2005).

Estimasi waktu pemisahan Musa acuminata dengan Musa balbisiana sekitar
26 Mya pada zaman awal Oligocene. Hasil estimasi tersebut sesuai dengan
penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa waktu pemisahan Musa
acuminata dengan Musa balbisiana yang terdiversifikasi di masa Oligosen 26,3
Mya (38,9-16,0 Mya) (Janssens et al., 2016). Sedangkan proses diversifikasi Musa
acuminata dan Musa balbisiana secara keseluruhan terjadi pada zaman Miocene
dan Pliocene. Pada zaman Miocene awal tidak begitu banyak terjadi diversifikasi
pada pisang tetapi seiring waktu, diversifikasi pisang semakin banyak terjadi.
Pertengahan Miocene merupakan awal dari banyaknya diversifikasi pisang, dan hal
tersebut terus berjalan hingga zaman Pliocene. Seperti penelitian sebelumnya yang
mengungkapkan bahwa diversifikasi awal Musa terjadi di IndoBurma utara selama
Miocene. Data saat ini sesuai dengan hasil de Bruyn et al. (2014), di mana Indo-
Burma dan Kalimantan dianggap sebagai titik panas utama evolusi untuk
keanekaragaman hayati Asia Tenggara. Pada Miosen terbentuk keanekaragaman

hayati pada wilayah tersebut. Iklim di daerah Indo-Burma relatif hangat dan lembab
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pada zaman Oligosen akhir hal ini mendukung vegetasi berdaun lebar (Deng et al.,

2014).

Tabel 4.7 Estimasi waktu divergensi genetik 13 Sampel Pisang Klutivar

Nodus Waktu divergensi Keterangan
1 51.9 (Cl 44.8 — 60.5) Mya Genus Musa / Genus Ensete dan Musella
2 46 (CI 425 - 48) Mya Ensete ventricosum / Musella lasiocarpa
3 26 (CI 16 - 37) Mya Musa balbisana Ger(r)(l)JlE)p/ Musa acuminata
4 16.5 (CI 5—29.8) Mya Genome ABB group / Genome BB
Pisang Ebung + Musa balbisiana / Pisang
> P Raja Seribu + Pisang Raja Bandung
6 2.7 (C10-13.5) Mya Pisang Ebung / Musa balbisiana
7 3.3(C10-13.9) Mya Pisang Raja Seribu / Pisang Raja Bandung
8 16.6 (Cl 7.5 — 26.2) Mya Genome AA + AAA + AAB, dan lainnya
9 4 (Cl10-12.8) Mya Pisang Mas / Pisang Ambon Hong
Pisang Brentel Warangan + Pisang Berlin
10 13 (C1 5.9 - 22.2) Mya / Pisang Rejang + Pisang Morosebo, dan
lainnya
Pisang Brentel Warangan + Pisang Berlin
11 10 (CI 3 - 18.5) Mya / Pisang Kojo Santen + Musa acuminata,
dan lainnya
12 2.4 (Cl10-10.3) Mya Pisang Brentel Warangan / Pisang Berlin
Pisang Kojo Santen + Musa acuminata /
e L\ "k Pisang saba Awu + Pisang Triolin
14 2.5(Cl10-12) Mya Pisang Kojo Santen / Musa acuminata
15 2.5(C10-9.8) Mya Pisang saba Awu / Pisang Triolin
16 4.1 (Cl10-125) Mya Pisang Rejang / Pisang Morosebo




BAB V
PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian kali ini yaitu:

1. Karakterisasi genom pada 14 kultivar pisang berdasarkan marka morfologi
terbagi dalam 5 kelompok. Pengelompokan tersebut menyerupai dengan
pengelompokan molekuler, tetapi ada beberapa kultivar yang memerlukan
Klarifikasi genom kembali. Pisang Berlin memerlukan klarifikasi kembali
dikarenakan saat ini pisang berlin memiliki genom AA, tetapi pada hasil analisis
morfologi dan molekuler pisang ini berkerabat dekat dengan Pisang bergenom
AAA.

2. Sekuen intron trnL mampu menulusuri karakter genom yang diturunkan melalui
analisis hasil sekuensing dengan data hasil sekuensing berupa macam-macam
subtitusi dan hasil BLAST dari 13 sekuen kultivar pisang tersebut.

3. Evolusi kultivar pisang dimulai pada 51.9 Mya berkisar antara 44.8 Mya hingga
60.5 Mya yang terjadi pada zaman Eocene awal. Puncak diversifikasi kultivar
pisang terjadi pada tahun 16 Mya berkisar antara 29.8 Mya hingga 5 Mya terjadi

pada zaman Miocene.

5.2 Saran

Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan dengan data set yang lebih lengkap,
serta mencakup keseluruhan taksa yang termasuk dalam kultivar pisang.
Penggunaan sekuen trnL mampu memnganalisa lebih jauh tentang informasi

hubungan kekerabatan, evolusi, dan biogeografi dari kultivar pisang.
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Lampiran 1

NO Descriptor Poin
1 | 2 | 3 4 5
Secara Umum

1. Bentukan Tegak Intermediet Jatuh Lainnya
susunan
daun

‘ 3
"

2. Susunan Normal : Tipe kerdil :
daun tidak sangat

tumpang tumpang
tindih tindih
Batang

3. Tinggi <2m 2.1m-2.9m 23m
batang

4. Aspek Ramping Normal Besar
batang

5. Warna Hijau Hijau sedang Hijau gelap - | Merah - Ungu
batang kekuningan - hijau Hijau Merah

kemerahan keungua
n

6. Permukaan Kusam Terang (tidak
batang (berlilin) berlilin)

7. Warna Hijau berair Hijau Krem Pink Merah
dasar - Hijau keungua keungu
batang yang | terang n an -
dominan Ungu
(dibuka
pelepah
terluar)

8. Semburat Pink Pink Merah Merah Ungu
warna keunguan keungua
batang / n
pigmentasi

9 Warna Berair Putih susu Merah Lainnya
getah keunguan

10. Lilin pada Sangat Sedikit Cukup Cukup Sangat
pelepah sedikit berlilin banyak berlilin
daun

11. Perkemban Lebih tinggi Samadengan | Lebih dari % | Antara¥s | Terham
gan anakan dari induk induk tinggi induk - ¥atinggi | bat

induk

12. Posisi Jauh dari Dekat dengan | Dekat
anakan induk (>50 induk dengan

cm) induk
(tumbuh di
sudut)
Daun (Tangkai/pelepah/helai daun)

13. Bercak/binti Jarang Bintik kecil Bintik besar Berwarn Tidak
k pada a berwar
dasar menyala na
tangkai

14. Warna bintik | Coklat muda | Coklat Coklat tua Coklat Hitam

kehitama
n

15. Kanal Terbuka Lebar dengan | Lurus Margin Margin
tangkai dengan margin tegak dengan melengk | tumpan
daun ke-3 margin margin up ke g tindih
(dihitung tersebar tegak dalam
dari daun [ I,-/
pertama/ter |
atas)

2 5
1 4




3
16. Margin Bersayap Bersayap dan | Bersayap Tidak Tidak
tangkai dan dan bersayap | bersay
bergelomba memeluk dan ap dan
ng batang memeluk | tidak
batang memel
uk
batang

17. Tipe margin | Kering Tidak kering

18. Warna Hijau Pink Ungu-biru Lainnya
margin keunguan-

merah

19. Tepi margin | Tidak Dengan

berwarna warna garis

20. Lebar <1cm >1cm Tidak bisa
margin didefinisikan

21. Panjang <170 cm 171-220 cm 221-260 cm | 2261 cm
helai daun

22. Lebar helai <70 cm 71-80 cm 81-90 cm 291 cm
daun

23. Panjang <50 cm 51-70 cm 271 cm
tangkai (dari
batang-
helai)

24, Warna Hijau-kuning | Hijau sedang Hijau Hijau tua | Hijau
permukaan tua
atas daun dengan

bintik
merah
keungu
an

25. Kenampaka | Kusam Terang
n
permukaan
atas daun

26. Warna Hijau-kuning | Hijau sedang Hijau Hijau tua | Merah
permukaan keungu
bawah daun an

27. Kenampaka | Kusam Terang
n
permukaan
bawah daun

28. Lilin pada Sangat Sedikit berlilin | Cukup Sangat
daun (pada sedikit berlilin berlilin
permukaan
bawah)

29. Titik Simetri Asimetri
penyisipan
helai daun
pada
tangkai

30. Bentuk Kedua sisi 1 sisi Meruncing
dasar helai membulat Membulat —1 | pada kedua
daun sisi sisi

meruncing

31. Urat daun Halus Sedikit Sangat

bergaris-garis | berkerut
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32. Warna Kuning - Hijau Pink Merah Ungu-
midrib Hijau terang keunguan keungua | biru
permukaan n
dorsal

33. Warna Kuning - Hijau Pink Merah Ungu-
midrib Hijau terang keunguan keungua | biru
permukaan n

ventral




Lampiran 2
Kultivar Pisang
Koj Am Brent s .
No |\ | Rej | Ber ) bon | Moro | Tri el Raja Ebu T g:;z Klutu Klutuk
as | ang lin San | Hon sebo olin | wara Seribu ng w ung k ljo Wulung
ten g ngan u
1 2 1 2 3 2 1 1 3 2 2 2 2 2 1
2 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 2 1l 1 2 1 2 1 2 1 3
4 1 1 1 2 ) 2 2 2 1 2 1 2 1 3
5 3 4 1 1 2 3 3 1 2 2 1 3 2 5
6 1 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 1 1
7 5 4 i 3 2 2 2 il 3 1 1 2 1 2
8 5 2 2 1 2 3 4 4 3 1 4 3 1 3
9 1 3 2 | 1 ! 2 1 2 2 2 2 2 2
10 1 4 3 1 3 3 4 1 1 4 2 2 3 5
11 4 3 4 5 4 4 2 4 4 4 4 4 4 3
12 2 3 3 2 2 2 3 2 2 2 2 3 2 3
13 2 B T 1 2 3 3 1 3 1 2 1 2 2
14 3 4 2 2 1 3 4 1 2 2 2 1 4 4
15 2 4 4 2 3 1 3 3 2 4 5 4 5 5
16 2 2 5 2 5 1 2 2 3 5 2 2 4 4
17 1 1 2 2 2 L 2 i 2 2 2 2 2 2
18 1 2 2 2 1 2 1 1 1 1 1 1 3
19 2 2 2 7 2 1 2 1 1 1 1 1 1 2
20 1 1 1 . s 2 1 il 2 1 2 2 1 1
2% 1 1 1 1 2 1 3 2 1 1 1 1 1 3
22 2 1 i 1 2 2 2 1 1 1 2 1 i 2
23 1 1 1 1 2 1 2 2 1 2 2 2 1 2
24 2 3 2 1 2 3 3 3 1 2 3 3 4 4
25 10 2 2 1 2 2 2 il 2 2 1 2 1 2
26 1 8] 2 1 2 2 3 2 2 3 2 ) 3 2
27 2 il 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1
28 1 3 3 1 2 2 3 3 1 3 3 2 3 4
29 2 1 2 1 2 1 1 L 1 1 1 1 1 1
30 2 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31 2 3 2 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2
32 1 3 1 1 1 2 3 1 1 1 2 1 1 5
33 1 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 1 2 1
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