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ABSTRACT

Banana is one type of horticultural commodities in a group of fruits that have a
socio-economic value is high enough for the people of Indonesia. Bananas have
different varieties, one banana type Rajalawe found in Central Java. Rajalawe
molecular identification has not been done before. This study aims to determine
the result of the identification of the molecular basis of Rajalawe based on genes
Internal transcribed spacer (ITS), in search of identity and kinship Rajalawe. The
study was conducted by isolating DNA using a method Rajalawe Doyle & Doyle,
followed by ITS gene amplification and sequencing analysis. The results of gene
amplification ITS produce PCR product of 643 bp. The base sequence of the
sequencing results are used for the construction of phylogenetic trees. Sequence
similarity analysis Rajalawe show 95% homology with Musa balbisiana and
alkaline difference of 1%. Phylogenetic tree analysis showed Rajalawe have a
close relationship with Musa balbisiana. However, bananas Rajalawe has severa
different characters with Musa balbisiana with different base sequences by 5%
whereas the base sequence homology between the banana Musa balbisiana and
Rajalawe with 95%.

Keywords: Molecular Identification, Pisang Rajalawe, Universal Primer ITS, Musa balbisiana.
ABSTRAK

Buah pisang merupakan salah satu jenis komoditi holtikultura dalam kelompok
buah-buahan yang memiliki nilai social-ekonomi cukup tinggi bagi masyarakat
Indonesia. Beragam varietas, salah satunya pisang Rajalawe yang ditemukan di
Jawa Tengah. Identifikasi pisang Rajalawe secara molekuler belum pernah
dilakukan sebelumnya. Pendlitian ini  bertujuan untuk mengetahui hasil
identifikas secara molekuler pisang Rajalawe berdasarkan gen Internal
Transcribed Spacer (ITS), untuk mencari identitas dan hubungan kekerabatan
pisang Rajalawe. Penelitian dilakukan dengan mengisolasi DNA pisang Rajalawe
menggunakan metode Doyle & Doyle, dilanjutkan dengan amplifikasi gen ITS
dan analisis sekuensing. Hasil amplifikasi gen ITS menghasilkan produk PCR
sebesar 643 bp. Urutan basa hasil sekuensing digunakan untuk konstruksi pohon
filogenetik Analisis kesamaan sekuen pisang Rajalawe. menunjukkan homologi
sebesar 95% dengan Musa balbisiana dan perbedaan basa sebesar 1%. Andlisis
pohon filogenetik menunjukkan pisang Rajalawe memiliki hubungan dekat
dengan Musa balbisiana. Namun, pisang Rajalawe memiliki beberapa karakter
yang berbeda dengan Musa balbisiana dengan perbedaan urutan basa sebesar 5%
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sedangkan homologi urutan basa antara pisang Rajalawe dengan Musa balbisiana

sebesar 95 %.

Kata kunci: Identifikasi Molekuler, Pisang Rajalawe, Primer Universal ITS, , Musa balbisiana.

PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara yang
mempunyai  keanekaragaman flora yang
beragam, berbagai macam tanaman
terdapat di Indonesia. Salah satunya yang
paling banyak adalah tanaman pisang.
Buah pisang merupakan salah satu jenis
komoditi holtikultura dalam kelompok
buah-buahan yang memiliki nilai sosial-
ekonomi cukup tinggi bagi masyarakat
Indonesia. Buah pisang, dari yang mentah,
hingga vyang telah diolah dapat
mempertinggi nilai ekonomi buah pisang.
Neraca perdagangan pisang di Indonesia
mencapai US$10.000 juta, atau kurang
lebih 240.000 ton. (Departemen Pertanian
Republik Indonesia, 2005).

Tanaman pisang akan tumbuh baik
jika persyaratan dan kebutuhan hidupnya
terpenuhi  dengan baik. Persyaratan ini
diantaranya adalah keadaan tanah, keadaan
iklim dan keadaan lingkungan. Budidaya
pisang dapat dilakukan pada iklim tropis,
medium tanah yang mengandung kaya
unsur hara dan memiliki kandungan kapur
dan berbagai ketinggian tempat. (Megia,
2005).

Di Indonesia, tanaman pisang
memiliki berbagal varietas sdlah satunya
pisang Rajalawe yang berasa dari
Kabupaten Banjarnegara. Pisang ini
memiliki karakteristik unggul antara lain
memiliki buah besar, rasa manis-asam,
produksi tinggi, kadar gula buah matang
rendah dan kadar pati tinggi sehingga
sangat cocok dijadikan pisang olahan
sebagai bahan kripik (Bahri, 2009).

Kandungan gizi pisang juga cukup
lengkap terdiri dari ar, karbohidrat,
protein, lemak dan vitamin A, B1, B2 dan
C (Imam dan Akter, 2011). Kandungan
pisang antara lain sumber provitamin A
yang baik, vitamin B (B1, B2, B 6, dan
12), vitamin D, vitamin Z. Pisang juga
mengandung air (68%), gula (25%),
protein (2%), lemak dan minyak (1%),
serat selulosa (1%). Selain itu pisang juga

mengandung pati dan asam tanin, kalsium,
fosfor, besi, sodium, kalium (potassium),
magnesium, dan seng. Hal ini tentu mebuat
pisang menjadi populer dalam masyarakat.
Pisang Rajalawe diklaim
merupakan varietas unggul hasil sambung
bonggol pisang varietas Rajanangka dan
varietas Gebyar (Sugeng, 2011) karena
tingkat kemiripannya. Tingkat kemiripan
atau kecocokan karakter varietas diketahui
dengan andlisis terhadap karakter masing-
masing. Penggunaan analisis ini secara
umum memberikan gambaran seberapa
besar kemiripan pola pengelompokan
masing-masing. Hal itu dapat diketahui
dengan melakukan karakterisas atau
identifikasi sifat masing-masing tanaman.
Identifikasi tanaman pisang sangat penting
untuk memilih tipe yang tepat yang potens
pasarnya bagus dan mengetahui informasi
mengenai hama dan penyakit tanaman
(Daniels, 1995). Selain itu identifikas
pisang Rajalawe merupakan suatu tindakan
agar sumber plasma nutfah dapat
terpelihara dan lestari (Samsurianto, 2009).
Berbagai penelitian mengenai kandungan
pisang tersebut sudah dilakukan, namun
belum ada penelitian lebih lanjut mengenai
molekuler pisang tersebut. Berdasarkan
uraian di atas, maka penulis berkeinginan
untuk menganalisis mengena identitas
molekuler DNA tanaman pisang Rajalawe

METODOLOGI PENELITIAN
Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan di
Laboratorium Bioteknologi, Departemen
Biologi, Fakultas Sains dan Matematika,
serta  di Laboratorium  Bakteriologi,
Laboratorium Terpadu, Universitas
Diponegoro, Semarang, pada Mei hingga
September 2016.

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan adalah
neraca digita, microwave, microtube,
mikropipet, tip, water bath, mortar, pestl,
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ice gel, microcentrifuge, vortek, satu set
alat elektroforesis, UV translluminator,
nanodrop, dan thermal cycler.

Bahan-bahan yang digunakan
adalah daun pisang Rajalawe, bufer
ekstraksi CTAB, bufer TrisEDTA (TE),
bufer TrisAsetat-EDTA (TAE), 2-
Mercaptoethanol (2-ME), kloroform
isoamil akohol (CIA) (24:1), isopropanol,
80% EtOH, ddH»O, akohol, akuades
steril, agarosa, loading dye, Florosafe,
loading dye (Geneaid™), KAPA Taq Extra
buffer tanpa Mg?" MgCl,, dNTPs, KAPA
Taq Extra Hotstart DNA Polymerase, ice
gel, kapas, plastik klip, dan aluminium foil,
dan primer universal ITS.

CaraKerja
Isolass DNA dengan Metode Doyle &
Doyle

Daun pisang Rajalawe ditimbang
seberat 0,3 gram, dicuci bersh,
dikeringkan, kemudian disemprot dengan
akohol 70%. Daun dipotong kecil-kecil
menggunakan  gunting yang telah
disemprot alkohol kemudian digerus
dengan mortar dan pestle sampai halus di
atas ice gel. Hasl gerusan ditambahkan
extraction buffer CTAB 2-ME yang telah
diinkubasi 65°C. Sedanjutnya sampel
dimasukkan dalam  mikrotube  dan
diinkubasi 65°C selama 30 menit. Sampel
disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm
selama 10 menit. Supernatan dari sampel
dipindah ke tabung mikrotube baru. CIA
(24:1) ditambahkan ke dalam mikrotube
sebanyak volume supernatan. Sampel
divorteks kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 8000 rpm selama 10 menit.

Lapisan bagian aas diambil
dengan hati-hati kemudian ditambahkan
dengan isopropanol dingin dengan volume
yang sama. Inkubasi dilakukan pada suhu -
20°C  sglama 1-2 jam.  Sampe
disentrifugas dengan kecepatan 8000 rpm
selama 5 menit. Supernatan dibuang
sehingga tersisa pellet. Pellet dicuci
dengan 80% EtOH. Sampel disentrifugas
kembali dengan kecepatan 8000 rpm
selama 5 menit. 80% EtOH dibuang

sehingga tersisa pellet. Pellet
dikeringanginkan overnight. Selanjutnya,
sampel ditambahkan dengan 100 pl ddH.O
kemudian divorteks. Sampel disentrifugas
dengan kecepatan 8000 rpm selama 5
menit dan diinkubasi dengan suhu -20°C.
Uji kuantitatif DNA untuk mengetahui
kemurnian dan konsentras setigp sampel
DNA diukur menggunakan nanodrop.

Amplifikas Gen ITS

Amplifikasi daerah target ITS dilakukan
menggunakan Kyratex thermo cycler.
Primer yang digunakan adalah ITS1 (5’-
TCCGTAGGTGAACCT GCGG-3%)
sebagai primer reverse dan ITS4 (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3?)
sebagai primer forward. Komponen reaksi
PCR mengandung 50 uL yang terdiri atas
2,5 yL primer forward; 2,5 pyL primer
reverse; 1 puL DNA template; 10 pL
KAPA Taq Extra buffer tanpa Mg?*; 3,5
pL MgClz; 1,5 pyL dNTPs, 0,5 pL KAPA
Taq Extra Hotstart DNA Polymerase; dan
285 pL nuclease free water. Program
tersebut dijalankan selama 35 siklus
dengan siklus sebagai berikut: denaturas
awal 95°C selama 3 menit; denaturasi 95°C
selama 30 detik, annealing 51,8°C selama
30 detik, ekstensi 72°C selama 1 menit,
ekstens akhir 72°C selama 10 menit, dan
suhu penyimpanan pada tahap akhir 4°C.

Elektroforess

Visudisas hasil amplifikasi dilakukan
menggunakan elektroforesis dengan cara
memasukkan 5 pL produk amplifikasi dan
DNA ladder (1 pL loading dye dengan 3
pL DNA ladder) ke dalam sumuran gel
agarosa 1 %. Gel direndam dengan bufer
TAE 1X, kemudian dielektroforesis
dengan voltase sebesar 100 V selama 50
menit. Hasil pita yang terbentuk dilihat
menggunakan UV Transilluminator.

Analiss Hasl Sekuensing dan
Analisis Filogenetik
Sekuen gen ITS vyang teah

diamplifikasi selanjutnya disekuensing
menggunakan jasa di Laboratorium 1st
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BASE Malaysia. Tahapan sekuensing
DNA berguna untuk memperoleh data
urutan nukleotida daerah target dari
sampel tanaman pisang Rajalawe.
Hasil sekuensing yang berupa urutan
basa nukleotida selanjutnya diandlisis
homologi basanya menggunakan Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST)
yang tersedia online pada National
Center for Biotechnology (NCBI). Data
yang diperoleh kemudian diidentifikasi

hubungan  kekerabatannya dengan
beberapa  spesies lain  anggota
Musaceae. Evaluasi pohon filogenetik
dilakukan  dengan  menggunakan

analisis bootstrap sebanyak 1000
ulangan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolas DNA Pisang Rajalawe

Penelitian  dilakukan  dengan
metode Doyle & Doyle menggunakan
daun pisang Rajalawe yang diperoleh dari
Bala Pengkajian Teknologi Pertanian,
Kecamatan Ungaran, Kabupaten
Semarang.

Metode Doyle & Doyle
menggunakan larutan Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide (CTAB) buffer
extraction (pre-inkubasi 65°C), kloroform-
isoamylalkohol, isopropanol dingin, etanol
absolut, H20O steril, ddH20. Menurut
Kress (2005) metode isolasi berbasis
CTAB merupakan metode yang memiliki
prosedur yang sederhana dan waktu
pengerjaan yang tidak terlalu lama. Hasll
isolass  DNA yang meliputi nila
konsentrasi dan kemurnian DNA dapat
dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 1. Hasil Uji Kuantitatif DNA pisang
Rajalawe

Konsentrasi A2e0 A2s0 260/280  260/230

29,7 ng/ul 0,593 0,303 1,96 1,14

Kemurnian DNA dapat dilihat dari
raso absorbans DNA (A260 : A280 :
A320) dimana nila ratarata kemurnian
(R) DNA vyang diperoleh vyaitu 1,96.

Menurut Fatchiyah (2012) DNA dapat
dikatakan murni apabila telah mencapai
nila kemurnian antara 1,8 hingga 2,0.
Nilai kemurnian DNA pada sampel
menunjukkan DNA telah murni karena
berkisar diantara 1,8 hingga 2,0 yaitu 1,96.
Berdasarkan hasil analisis kemurnian dan
konsentrasi  tersebut  memperlihatkan
bahwa metode Doyle & Doyle berhasil
dilakukan untuk mengisolasi DNA pisang
Rajalawe.

Amplifikas Gen I TS Pisang Rajalawe

Amplifikass DNA yang dilakukan
dengan menggunakan primer ITS1 dan
ITS4 memperoleh produk amplifikas
berukuran 700 bp yang dapat dilihat pada
Gambar 1.

, 1000bp

700bp —

— . 500bp

_

100 bp

Gambar 4.1. Hasil visudisasi amplifikas
gen ITS dengan gel agarosa 1%
(Keterangan: 100 bp DNA ladder; 1 =
produk amplifikasi)

Hasil amplifikass DNA pisang
Rajalawe pada Gambar 4.1 menunjukkan
pita DNA setelah diuji menggunakan
metode elektroforesis gel agarose 1%.
Hasil amplifikasi sampel pisang Rajalawe
menunjukkan profil pita yang jelas serta
spesifik berukuran sekitar 700 bp. Hal itu
menunjukkan bahwa daerah ITS dapat
teramplifikasi dengan baik.

Analisis Sekuen Pisang Rajalawe

Proses sekuensing daerah ITS
pisang Rajalawe dengan primer ITS1 dan
ITS4 Dberhasil  mendapatkan  sekuen
forward sebanyak 651 bp dan reverse
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sebanyak 643 bp. Urutan basa nukleotida
dari hasil sekuensing gen ITS dapat dilihat
pada Gambar 4.2.

ARG TETRRAT A TRAT G ARFACGAT T FTRATRD GTC AM GATTA TORTTGAETORT
LLLLALAMCALLLLLA |G IL 1A LLLLLL TL | LG T LLLALAMLALALLLLA | ARRAAMLL
CACCOCOGCGLGEAGAGIGLC AAGGTAC ACAAAC ATC TC AGAC TEASEEECTE TCTEOET
TR FAGRATAC AATTCTE AC AGTGAr ACCC TTRTATRAC TCTE TR AACAGATATATCT
GETCTE TEATE TC TERAM AN E TATEG AN TG TEATACC TETEETEANT TR TR AMNCCD
ATRAAC AATE T FTCTTTTAM ACAAGTTT TR (L T ARRCC AT TRAT TAAAGREACACT
TGIG UGG T TG || TL EACAL 1T TLLLA T LLLLLLL | LLLLLLLLLLLLLAAL |
G645 EEAGAGSSCOCCIGA0 AOGAAGSEETAC THSTEEEAAAAGASC GEGGTCTCTETE
11 TAAACALLALLAL I LLIA TACLILLIL IGAGALLEALA TLILLIG] | | LLALALLL

B M T L G AN A G T TG TGE T A G TATATEACVGAC AC EACCC L GTCTOET
GTAA TATC T T AGAT T TAC FCATE TE TAAGE GU GAFAARAA

ACAGTEATGLCACC TEAC TAECATCGL GETCCGTGACATCaAC TG ACCACGACTTGGE
TCCTC ARG CTC OO Gaa T CNCGAC TAC T O ACAAGGIATCCACT
ACGCETCRTORTT FACAAL T ACCG AR TO TR CAAC T ACCTT I FRCAD
LU OO T AL AL LU Ll LAl L UL AAL LALLAALL L TLLAA

A G TCACGI O ACGCAGGL C TGO CTTACCCGGAT S CTCGGGL ZCAM TTACET TCA
AALRL TCUAT LU TCACLLLAT ICILLAB T ICALALCALLIAILLLATT ICLL 1AL 1L
T AT GAT G G AR LG AN TATCC AT TR GAGNE T CATC L ANTEGEETLACCETCG
GARTTRTATO T T TROAT A ARAGAGH T T GACTE CRATATIC FTARTAC T TTAE G
T TG G T TRETAC T TCATC L T LT E T CCCAC L O EAGAGIGENTCGAL
ATTCCCGETGT AT T TCGAT ACCAGC AT AAGAGC A ATC T CAGACATTCTCACGATCOOTE
TCOTCAGGGTSTCTCGACARACATCTTTCCACGTGACCCC

Gambar 2. Urutan basa nukleoutida hasl|
sekuensing pisang Rajalawe a. Urutan basa
nukleotida sekuen forward b. Urutan basa
nukleotida sekuen reverse (Keterangan: A:
adenin; T: timin; G: guanin; C: sitosin)

Tool (BLAST) pada situs website
(NCBI). Hasil andlisis kesamaan urutan
basa (homologi) diperoleh 123 spesies
yang memiliki kemiripan urutan basa
dengan pisang Rajalawe. Hasil tersebut
dilanjutkan dengan analisis homologi
berupa penjgaran urutan basa gen
Internal  Transcribed Spacer (ITS)
antara pisang rgaawe dan Musa
balbisiana menggunakan BLAST pada
situs NCBI ditunjukkan pada Gambar
4.3.

Hasil dari BLAST menunjukkan
pisang rajalawe memiliki homologi
atau identik dengan Musa balbisiana
dengan nilai persentase homologi 95%
dan gap 1%. Kemunculan gap
disebabkan oleh sifat dari gen ITS yang
variatif. Gap menunjukkan terjadinya
proses mutasi bak berupa deles

Urutan basa nukleotida gen ITS maupun insersi (Dewi, 2012).
selanjutnya  dilakukan  pencarian ’
homol ogi sekuen menggunakan

fasilitas Basic Local Alignment Search
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CCACCTGA- CTGGGGT CGCGGT COGT GRCATCGACT CGCACCACGACT TGGGTCCTCGAG
FETEEEEE FEEEErr et et et e et e et et e e
CCACCT GACCT GGGGT CBCGGT COGT GRCATCGACT CGCACCACGACT TGGGTCCTCGAG
GCCTCGOCCGREGT COCGAAGGCACGACGT ACGGCT CGCACAAGGCATCCACCACGCGTCG
R R R R R AR AN Y
GCCTCGOCCGREGT COCGAAGGCACGACGT ACGGCT CGCACAAGGCAT CCACCACGCGTCG
TGTTCGACAACCACCGACGGCCCGCT CTTCGRCCAACCGCACCT TTCGECACYgggggyC

AR AR A A R AR AR e A A
TGT TCGACAACCACCGACGGCOCGCT CT TOGGCCAACCGCACCCT CGBGECACGEEEGECC
CTCCTCCGCACACGCCTCCcececee e c GAGGBEECAACGACGAAGCGT CGAAAGOGTGAC

AR A AR A AR AR A
ATCCTCCGCACACGCCT CCACCCOCCOGAGGEEGCAT CGBCGAAGCGT CGAAAGCGT GAC
GCOCAGGCAGGCGT GOCCT TAGCOGGAT GBOCT CGGGCGCAACT TGOGT TCAAAGACTCG
AR R A R AR AR R R AR
GCOCAGGCAGGCGT GOCCT TAGCOGGAT GEOCT CGGGCGCAACT TGOGT TCAAAGACTCG
ATGGT TCACGGGAT TCTGCAAT TCACACCAGGT ATCGCAT TTCGCTACGT TCTTCATCGA
R R R AR A R Ay
ATGGT TCACGGGAT TCTGCAAT TCACACCAGGT ATCGCAT TTCGCTACGT TCTTCATCGA
TGOGAGAGOCGAGAT ATCOGT TGOCGAGAGT CATCCAAT GBGGT CACCGTCGGAATTGTA
R A A AR ARy
TGOGAGAGOCGAGATATCOGT TGOCGAGAGT CATCCAAT GBGGT CACOGT CGGAATTGTA
TCCTCCTGCATGCAGAGAGGECCCT CCGACT COGATGT TCGT GTACCT TGEOGCTCTCOGC
RN R AR AN A A AN
TCCTCCTGCATGCAGAGAGBCOCT CCGACT COGATGT TCGT GTACCT TGGOGCTCTCOGC
GCOGGGGT TGGTAGT TCATCOCCT COGT CGT CCCACCCGAGAGCGGAT CGACAT TCGGGT

R R A

GCOGGEGT TGGTAGT TCATCOCCT COGT CGT CCCACCCGAGEEOGGAT CGACAT - CGGG-
GTGT TGTCGACACGAGCCACAAGAGCAATC- T- GAGACATTCTCACGGTCCCTCTCGTCA
R AR A A e e A N A R
GTGI TGT CGEGACGAGCCCGACGAGCAAT CGT TGACGCATTC- - ACGGTCGTCCTCGTCA
GGGTGTCTCGACAAAGATCTTTCC 630
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Shjct 64

GIGGGTCTCGACAATGATCCTTCC 41

Gambar 4. Analisis Homologi Berupa Penjgjaran Basa pisang Rajalawe (Query) dengan
Musa balbisiana (Sbjct) Menggunakan Program BLAST.

Penygjgjaran basa pisang Rajalawe
(Query) dengan Musa balbisiana (Sbjct)
yang merupakan hasil dari program
BLAST menunjukkan letak persamaan
sekaligus perbedaan basa. Persamaan dari
kedua sekuen tersebut ditunjukkan dengan
garis vertikal () yang menghubungkan
antara Query dan Sbjct. Namun perbedaan
antara kedua sekuen ditunjukkan dengan
tidek adanya garis vertika (|) yang
menghubungkan antara Query dan Sbjct.
Bagian yang tidak dihubungkan dengan
suatu garis vertikal () menunjukkan letak

AnalisisFilogenetik Pisang Rajalawe

perbedaan dari kedua sekuen tersebut.
Perbedaan tersebut dapat disebabkan oleh
perubahan basa bak secara trands
maupun transversi. Transis merupakan
perubahan basa pirimidin menjadi purin,
sedangkan transvers merupakan
perubahan basa purin menjadi pirimidin.
Menurut Nei dan Kumar (2000),
perubahan basa tersebut pada akhirnya
akan  menyebabkan  evolus pada
organisme. Berdasarkan hasil tersebut
dapat dismpulkan bahwa pisang Rajalawe
memiliki kemiripan karakteristik dengan
Musa balbisiana.

65 Musa laterita

29

Musa serpenting

— Musa acuminata subsp truncata

14 Musa acuminata subsp malaccensis

72

- Musa veluting

Musa rubinea

E2 2% Musa manii

Musa nanensis

Musa balbisiana

Pisang rajolowe

01

Sansevieria trifasciota

Gambar 5. Pohon Filogenetik Pisang Rajalawe Berdasarkan Gen ITS

Pohon  filogenetik di  atas
menggambarkan bahwa posis pisang
Rajalawe berada di dalam satu kluster
dengan Musa balbisiana dibandingkan
dengan spesies lainnya. Nilai bootstrap

antara pisang Rajalawe dengan Musa
balbisiana dibandingkan dengan spesies
lainnya sebesar 52%. Hasil ini

menunjukkan bahwa pisang Rajalawe
berkerabat dekat dengan Musa balbisiana.
Pohon filogenetik  berdasarkan
marka molekuler ITS dapat dilihat dengan
metode Neighboor-joining yang
menunjukkan bahwa takson sampel, yaitu
pisang Rajalawe berada dalam satu
kelompok dengan Musa lainnya, yaitu M.
manii, M. rubiinea, M. nanensis, M.
acuminate  subs. malaccensi's, M.
Acuminate subsp. truncata, M. balbisiana,
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M. velutina, M. serpentine, dan M. laterita.
Ha ini menunjukkan sampel pisang
Rajalawe berada dalam  kelompok
monofiletik  dengan Musa lainnya
Menurut Hidayat (2005), kelompok
monofiletik merupakan kelompok yang
anggotanya berasal dari satu nenek
moyang. Anggota dalam kelompok
monofiletik diasumsikan membawa sifat
atau pola genetik dan biokimia yang sama.
Nilal bootstrap pada pisang Rajalawe yaitu
52% sesuai dengan pernyataan Hall
(2001), suatu klad dapat dipercaya dengan
nilai bootsrap 90% dan tidak dipercaya
dengan nilai bootstrap 25 %.

Kongtruksi  pohon  filogenetik
menempatkan  Sansevieria  trifasciata
sebagal  outgroup. Outgroup  sangat
dibutuhkan dalam konstrukss  pohon
filogenetik, sesua dengan pernyataan
Hidayat (2008), bahwa penambahan
outgroup dilakukan guna mendapatkan
infformasi yang meyakinkan dari sekuen
yang berhubungan.

Berdasarkan pohon filogenetik
tersebut diketahui bahwa gen ITS dapat
memberikan gambaran yang informatif
mengenai  filogenetik molekuler  dari
pisang Rajalawe pada tingkat spesies. Ha
ini diperkuat oleh pernyataan Purnamasari
(2012) bahwa Daerah Internal Transcribed
Spacer (ITS) merupakan daerah yang
dapat digunakan sebagai penanda genetika
karena memiliki varias sekuens yang
cukup tinggi bahkan dalam spesies yang
sama.

SIMPULAN

Hasil identitas molekuler tanaman
pisang Rajalawe berdasarkan gen Internal
Transcribed Spacer (ITS) menunjukkan
pisang Rajalawe berkerabat dekat dengan
Musa balbisana tetapi terdapat karakter
yang berbeda dengan Musa balbisiana.
Homologi urutan basa antara pisang
Rajalawe dengan Musa balbisiana sebesar
95 % dan terdapat perbedaan urutan basa
sebesar 5%.
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