J. Hort. 18(3):261-266, 2008

Analisis Jarak Genetik dan Kekerabatan Aksesi-aksesi
Pisang berdasarkan Primer Random Amplified
Polymorphic DNA

Sukartini
Balai Penelitian Tanaman Buah Tropika, JI. Raya Solok-Aripan Km. 8, Solok 27301
Naskah diterima tanggal 2 Juli 2007 dan disetujui untuk diterbitkan tanggal 8 Maret 2008

ABSTRAK. Penelitian dilakukan di Balai Penelitian Bioteknologi Perkebunan Indonesia, Bogor pada bulan Oktober
2000. Tujuan penelitian adalah mengetahui jarak genetik dan kekerabatan 26 aksesi pisang berdasarkan primer RAPD.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa koefisien kemiripan genetik antara 26 aksesi pisang berkisar antara 0,452-0,976
atau jarak genetik 0,548-0,024. Genom A dan B berbeda klaster pada koefisien kemiripan genetik 0,80 atau jarak
genetik 0,20, kecuali pada aksesi Ampyang (AAA), Nangka (AAB), Cici Kuning (AA), dan Sililit (AAB). Zuriat-zuriat
dengan keragaman karakter yang tinggi diperoleh dari persilangan antaraksesi Cici Kuning (AA) dengan Klutuk (BB)
atau Cici Kuning dengan Klutuk Wulung (BB). Primer RAPD dapat digunakan untuk tujuan meningkatkan efisiensi,
efektivitas, dan ketepatan identifikasi varietas pada program pemuliaan pisang.
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ABSTRACT. Sukartini. 2008. Analysis of Genetic Distance and Relationship of Banana Based on RAPD Primers.
The research was conducted at Indonesian Biotechnology Research Institute for Estate Crops, Bogor, in October
2000. The research objective was to determine the genetic distance and relationship among 26 banana accessions
based on RAPD. The results showed that the genetic distance was between 0.548-0.024. A and B genome were
different cluster with genetic similarity coeffisient of 0.80 or genetic distance 0.20. Zuriates with high characters
variability could be found from crossing of Cici Kuning (AA) with Klutuk (BB) or Cici Kuning with Klutuk Wulung
(BB). RAPD primers could be used to increase efficiency and effectivity as well as precise variety identification in
banana breeding.
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Keragaman genetik yang tinggi pada pisang,
khususnya untuk kelompok Eumusa, disebabkan
oleh seleksi partenokarpi, seleksi sterilitas, sterilitas
total, seleksi hasil hibridisasi, dan poliploidisasi.
Hal ini menyebabkan tersebarnya genom A dari
jenis M. acuminata liar (AA) maupun genom B
dari jenis M. balbisiana liar (BB) menjadi pisang-
pisang bergenom AAAA, AAA, ABBB, ABB,
AAB, dan AB (Simmonds 1962).

Karakterisasi merupakan kegiatan penting
dalam pengelolaan plasma nutfah yang digunakan
untuk menyusun deskripsi suatu varietas dalam
rangka seleksi tetua pada program pemuliaan.
Pada tanaman pisang, kegiatan karakterisasi tidak
hanya mengidentifikasi jenis atau varietas pisang,
tetapi juga menentukan hubungan genetik atau
kekerabatan di antara aksesi pisang tersebut. Pada
mulanya penaksiran keanekaragaman plasma
nutfah tanaman menggunakan penanda karakter
morfologi, kemudian berkembang dengan
penggunaan penanda biokimia, seperti isozim
(Scandalios 1969) dan teknik-teknik biologi

molekuler yang berbasis DNA. Keuntungan
teknik molekuler adalah tidak terpengaruhnya
susunan DNA oleh perbedaan faktor lingkungan
asal tanaman sampel, sehingga memungkinkan
penggunaan tanaman sampel dari berbagai
lokasi. Penggunaan teknik-teknik yang berbasis
DNA, seperti RFLP, RAPD, AFLP, dan SSR
telah banyak digunakan untuk mendeteksi
ragam genetik atau identifikasi intra maupun
interpopulasi (Bernatzsky dan Tankley 1986,
Bustaman dan Moeljopawiro 1998, Jonathan ez al.
1998, Ortiz dan Vuylsteke 1995, Toruan-Mathius
dan Hutabarat 1997, Jarret et al. 1993, Baurens
et al. 2003, Bhat et al. 2004, Buhariwalla et al.
2005, Carreel et al. 2002, Creste et al. 2003, Ge
et al. 2005, Nguyen et al. 2002, Nwakanma et
al.2003a, Nwakanma et al. 2003b, Onguso et al.
2004, Pillay et al. 2004).

Balai Penelitian Tanaman Buah Tropika dan
Kebun Raya Purwodadi memiliki koleksi plasma
nutfah pisang yang perlu dibedakan identitas
genetiknya, agar secara efektif dapat digunakan
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sebagai materi pemuliaan. Hubungan kekerabatan
genetik antargenotip dalam populasi dapat
diukur berdasarkan kesamaan sejumlah karakter,
schingga dapat diasumsikan bahwa karakter yang
berbeda dari suatu individu, menggambarkan
perbedaan susunan genetiknya. Dengan demikian
perbedaan genom pada tanaman pisang dapat
dideteksi oleh primer-primer tertentu yang
digunakan sebagai penanda identitas genetik
masing-masing aksesi tanaman pisang.

Tujuan penelitian adalah mengetahui nilai
koefisien kemiripan genetik atau nilai koefisien
jarak genetik dan kekerabatan pada plasma nutfah
pisang Balai Penelitian Tanaman Buah Tropika
dan Kebun Raya Purwodadi. Data keragaman
diperlukan untuk perakitan varietas pada program
pemuliaan tanaman pisang.

BAHAN DAN METODE

Analisis RAPD dilakukan di Balai Penelitian
Bioteknologi Perkebunan Bogor pada bulan
Oktober 2000. Bahan penelitian yang digunakan
adalah 24 aksesi pisang koleksi Kebun Raya
Purwodadi, Pasuruan (Cici Kuning, Lampung,
Monyet, Mas, Sasi, Klutuk, Klutuk Wulung,
Ambon Kuning, Ambon Hijau, Badak, Ambon
Hong, Barangan, Ampyang, Nangka, Byar, Candi,
Raja Lumut, Seribu, Raja Pulut, Raja Sere, Kepok
Kuning, Kepok Putih, Ebung, Kepok Gabu) dan
2 aksesi pisang koleksi Balai Penelitian Tanaman
Buah Tropika (Sililit dan Awak). Isolasi DNA
dilakukan menurut metode Orozco-Castillo et
al. (1994). Daun tanaman pisang yang masih
menggulung seberat 0,3 g diletakkan dalam
mortar, kemudian ditambahkan nitrogen cair dan
digerus dengan pestel. Serbuk daun yang didapat,
dimasukkan ke dalam microtube yang berisi 1
ml buffer ekstraksi (10% CTAB, 0,5 M EDTA
pH 8, 1 M Tris HCI pH 8, 5 M NacCl, akuades
steril, dan 1% B-mercaptoethanol bersuhu 60°C)
kemudian campuran dihomogenkan dengan
vorteks, selanjutnya diinkubasi dalam waterbath
pada suhu 65°C selama 30 menit dengan sesekali
dikocok. Pemurnian DNA dilakukan dengan
penambahan 0,7 ml buffer purifikasi (kloroform:
isoamil alkohol=24:1 v/v), dan pemisahan fraksi
di dalam campuran dilakukan dengan sentrifugasi
10.000 rpm, selama 10 menit. Fase cair yang
diperoleh kemudian dipindahkan ke dalam
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microtube steril baru dan dimurnikan lagi dengan
menambahkan 1 ml buffer purifikasi yang sama
seperti langkah sebelumnya, sampai didapatkan
emulsi DNA. Pengendapan DNA dilakukan
dengan memindahkan emulsi ke dalam microtube
steril baru, kemudian ditambahkan 0,5 ml buffer
pengendap DNA (1/10 volume ammonium
asetat 3 M pH 5,2 dan 2x volume etanol absolut
dingin), kemudian disentrifugasi pada 25.000 rpm
selama 15 menit. Fase cair dibuang dan fase padat
dikeringkan dengan cara membalikkan tabung
di atas kertas tisu, kemudian dibilas dengan
etanol 70% dan dikeringkan kembali. Fase padat
selanjutnya dilarutkan dalam 200 ul TE (1 M
Tris HC1 pH 8, 0,5 M EDTA pH 8, dan akuades).
Kuantitas DNA stok diketahui melalui pemisahan
pada perangkat elektroforesis bersama-sama
dengan DNA standar, yaitu DNA A 500 ng,
pada 1% gel agarose yang mengandung 1,5 pl
etidium bromida 1%. Chamber elektroforesis
yang digunakan berisi 1x buffer TAE (Tris base,
asam asetat glasial, 0,5 M EDTA pH 8, akuades)
yang mengandung 13 pl etidium bromida 1%.
DNA target dibuat dengan konsentrasi 25 ng/ul
dengan penambahan akuades. Amplifikasi
DNA dilakukan menurut metode William
et al. (1990) menggunakan primer OPC 6
(GAACGGACTC), OPC 9 (CTCACCGTCC),
OPC 15 (GACGGATCAG), OPC 16
(CACACTCCAG), OPD 3 (GTCGCCGTCA),
OPD 5 (TGAGCGGACA), OPD 13
(GGGGTGACGA), OPH 12 (ACGCGCATGT),
OPH 14 (ACCAGGTTGG), dan OPH 19
(CTGACCAGCC). 25 pl campuran larutan yang
digunakan terdiri dari 2,5 pl 10x buffer reaksi
(500 mM KCl, 100 mM Tris-HC1 pH 9,25°C, 1%
Triton X-100), 2 ul DNA sampel 25 ng/ pl, 14,3 pl
H,O, 2,5 ul dNTPs 2 mM, 1 pl primer 10 pmol,
0,2 pl Tag DNA polimerase, 2,5 ul MgCl, 25
mM, dan minyak mineral sebanyak 20 pul. Siklus
amplifikasi sebanyak 45x yang terdiri dari tahap
pemisahan (94°C, 1 menit), tahap pengentalan
(36°C, 1 menit), tahap pemanjangan (72°C, 2
menit), dengan tahap pemisahan awal (94°C, 1
menit), dan tahap pemanjangan akhir (72°C, 4
menit). Hasil amplifikasi selanjutnya ditambah
5 ul 6x loading buffer (0,25% bromofenol
blue dan 40% (w/v) sukrose). Elektroforesis
dilakukan dengan memipet 15 pl DNA pada 1,4%
gel agarose (b/v), yang mengandung 1,5 pl 1%
etidium bromida dengan DNA standar 2,5 pl/pl
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1 KB Ladder sebanyak 12 pl. Chamber berisi
larutan buffer 1x buffer TAE yang mengandung
13 pl etidium bromida 1%, pada voltase konstan
50 volt selama 1 jam.

Teknik pembacaan pita DNA pada laju
migrasi tertentu diurutkan dengan bantuan DNA
standar (1 KB Ladder). Profil pola pita DNA
hasil amplifikasi diterjemahkan menjadi data
biner (1=ada pita DNA, O=tidak ada pita DNA).
Analisis data untuk mengetahui kemiripan genetik
dan hubungan kekerabatan menggunakan analisis
klaster, dengan teknik berhierarki. Penghitungan
derajat kemiripan genetik dan nilai jarak genetik
antaraksesi pisang menggunakan program
NTSYS versi 2.1. Ukuran derajat kedekatan
genetik antaraksesi berdasarkan koefisien
kemiripan genetik atau koefisien jarak genetik.
Mula-mula koefisien kemiripan genetik Dice
dihitung dengan rumus:

_2a
%7 (nm)
S,= koefisien kemiripan genetik Dice, a=total
pita (nilai 1) yang dimiliki oleh aksesi ke-i dan
ke-j, n, dan n= =total nilai 1 dari kolom ke-i dan
ke-j, d—Jarak (Fuentes et al. 1999). Kemudian
jarak genetik antaraksesi pisang = d dihitung
dengan rumus:
d=1-S,
Analisis kekerabatan diperoleh dengan

melakukan analisis klaster melalui teknik hirarki
(Beer ef al. 1993).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil amplifikasi RAPD menggunakan 10
primer pada 26 aksesi pisang menghasilkan
fragmen antara 250-2.000 pasang basa dengan
total polimorfisme sebanyak 83 polimorfis.

Koefisien kemiripan genetik antaraksesi
pisang berkisar antara 0,452-0,976 atau jarak
genetik antara 0,548-0,024 (Tabel 1). Koefisien
kemiripan genetik 0,452 atau jarak genetik 0,548
dijumpai antara aksesi Cici Kuning (AA) dengan
Klutuk (BB) dan aksesi Cici Kuning (AA) dengan
Klutuk Wulung (BB), sedangkan koefisien
kemiripan genetik 0,976 atau jarak genetik 0,024

Aksesi-aksesi Pisang berdasarkan .....

dijumpai antara aksesi Ambon Hijau (AAA)
dengan Badak (AAA) dan aksesi Badak dengan
Ambon Hong (AAA).

Hasil analisis klaster melalui teknik
hirarki terhadap polimorfisme fragmen DNA
menghasilkan gambaran kedudukan dan sekaligus
kekerabatan antaraksesi pisang dalam dendogram
(Gambar 1). Pada koefisien kemiripan 0,70 atau
jarak genetik 0,30 aksesi-aksesi pisang bergenom
AA (Cici Kuning, Lampung, Monyet, Mas, dan
Sasi) dan AAA (Ambon Kuning, Ambon Hijau,
Badak, Ambon Hong, Barangan, dan Ampyang)
berada dalam 1 kelompok dengan beberapa aksesi
pisang bergenom AAB (Sililit, Nangka, Byar,
dan Candi). Pada koefisien kemiripan 0,75 atau
jarak genetik 0,25, aksesi-aksesi pisang bergenom
ABB berada dalam 1 kelompok kecuali pisang
Seribu yang bergenom AAB. Pada koefisien
kemiripan 0,80 atau jarak genetik 0,20 genom
A berbeda klaster dengan genom B kecuali pada
aksesi Ampyang (AAA) dan Nangka (AAB)
maupun Cici Kuning (AA) dan Sililit (AAB).
Dari dendogram diketahui pula bahwa kedudukan
aksesi-aksesi pisang yang bergenom AAB (Raja
Sere, Raja Pulut, Seribu, Raja Lumut, Candi,
Byar, Nangka, dan Sililit) tidak berada dalam
1 kelompok. Tidak mengelompoknya aksesi-
aksesi pisang yang bergenom sama membuktikan
adanya perbedaan asal genom pada aksesi-
aksesi pisang tersebut. Selain itu sedikitnya
jumlah polimorfisme yang diperoleh dari hasil
amplifikasi (83 polimorfis) juga mempengaruhi
keakuratan pengelompokan.

Faktor yang menentukan keberhasilan
persilangan antaraksesi pisang selain faktor
kemudahan melakukan persilangan dan tingkat
sterilitas juga besarnya nilai koefisien kemiripan
genetik atau jarak genetik antaraksesi pisang
tersebut. Semakin kecil nilai koefisien kemiripan
genetik (mendekati 0) atau semakin besar jarak
genetik (mendekati 1) antara 2 aksesi yang
akan disilangkan, maka tingkat keberhasilan
persilangan akan semakin kecil, demikian pula
sebaliknya. Berdasarkan uraian di atas maka
pada pemuliaan tanaman pisang, zuriat-zuriat
dengan keragaman karakter tinggi dapat diperoleh
dari persilangan antaraksesi yang mempunyai
koefisien kemiripan genetik kecil atau berjarak
genetik besar seperti persilangan antara pisang
Cici Kuning (AA) dengan Klutuk (BB) atau
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Aksesi-aksesi Pisang berdasarkan

Cici-Kuning A8
Sililit AR

Lampung AA
Maonyet AR

Mas AL

Sasi b
Ambon-Kuning AAA

Ambon-Hijau Ass
Badak A4
Ambon-Hong AdA

Barangan AAA
Ampyang AAA
Hangka A%B

— Byar AAB

L CandiAAB
Raja-Lumnut AAB

Klutuk BH

—
L Klutuk-Wulung BB
Seribu AAB

Kepok-Kuning ABB

Kepok-Futih ABB
Anvak ABB
Ehung ABB

Kepok-Gahu ABB
Raja-Fulut AAB
Raja-Sere AAB

]
1.00

Koefisien kemiripan genetik (Genetic similarity coefficient)

Gambar 1. Dendogram aksesi-aksesi pisang (Dendogram of musa accessions)

dengan Klutuk Wulung (BB). Sebaliknya
persilangan antara pisang Ambon Hijau (AAA)
dengan Badak (AAA) atau Ambon Hong (AAA)
dengan Badak (AAA) akan menghasilkan turunan
dengan keragaman karakter rendah.

KESIMPULAN

1. Koefisien kemiripan genetik antar 26 aksesi
pisang berkisar antara 0,452-0,976 atau pada
jarak genetik 0,548-0,024.

2. Pada koefisien kemiripan 0,80 atau jarak
genetik 0,20 genom A berbeda klaster dengan
genom B kecuali pada aksesi Ampyang
(AAA) dan Nangka (AAB) maupun Cici
Kuning (AA) dan Sililit (AAB).
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