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KERAGAMAN GENETIK ALANG-ALANG (Imperata
cylindrica (L.) Beauv.) BERDASARKAN MARKA INTER-
SIMPLE SEQUENCE REPEATS (ISSR)

[Genetic Diversity of Alang-alang (Imperata cylindrica (L.) Beauv.) Based on Inter-Simple
Sequence Repeats (ISSR) Markers]

Dyah Subositi “‘dan Harto Widodo

Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional
Badan Litbangkes, Kemenkes RI JI. Raya Lawu, Tawangmangu, Karanganyar, Jawa Tengah
email: dyah.subositi@gmail.com

ABSTRACT

Alang-alang (Imperata cylindrica (L.) Beauv.) has been widely used as a medicinal plant to treat some diseases, such as fever, headache, and
diuretic. Nowadays, there is no information of genetic diversity of this plant used in herbal formula by ethnic groups in Indonesia. The main
objective of this study was to asses genetic diversity of alang-alang from 18 selected ethnic groups in Indonesia based on Inter Simple
Sequence Repeats (ISSR). Location of sample collection was identified by using data on Research on Medicinal Plant (Ristoja) 2012. Total
DNA genome was isolated and ISSR primer screening were done on collected samples. Ten selected ISSR primers produced 74 amplified
DNA fragments 58, fragments (78.4 %) were polymorphic. Dice index similarity was used to construct UPGMA dendrogram. The genetic
similarity indexing which among accessions was ranged from 70.5-90.5% thereby indicating a low level of genetic diversity occurred in
alang-alang. The results of this study also showed that ISSR markers were able to genetically differentiate alang-alang accessions. This
information can be useful for further researchs such as for standardization of medicinal plants.

Key words: Alang-alang (Imperata cylindrica (L.) Beauv.), database, genetic diversity, Inter Simple Sequence Repeats (ISSR)

ABSTRAK

Alang-alang (Imperata cylindrica (L.) Beauv.) telah banyak dimanfaatkan sebagai salah satu tumbuhan obat untuk mengatasi berbagai
penyakit seperti diantaranya penyakit demam, sakit kepala dan peluruh air seni. Informasi keragaman genetik alang-alang yang digunakan
dalam ramuan obat tradisional di berbagai etnis di Indonesia belum diketahui. Tujuan penelitian ini ialah untuk untuk mengetahui
keragaman genetik alang-alang yang digunakan di 18 etnis di Indonesia dalam mendukung tersedianya database tumbuhan obat berdasarkan
marka Inter Simple Sequence Repeats (ISSR). Lokasi koleksi sampel alang-alang dilakukan berdasarkan informasi dari Riset tumbuhan obat
dan jamu (Ristoja) tahun 2012. Sampel yang diperoleh kemudian diisolasi total DNA genom dan dilakukan skrining primer ISSR. Sebanyak
sepuluh primer ISSR terpilih digunakan untuk amplifikasi dan menghasilkan 74 fragmen DNA dengan polimorfisme sebesar 78,4%.
Perhitungan indeks similaritas antar aksesi alang-alang menggunakan indeks similaritas Dice, sedangkan penyusunan dendogram
menggunakan algoritma UPGMA. Indeks similaritas alang-alang sebesar 70,5-90,5% yang menunjukkan rendahnya keragaman genetik
spesies tersebut. Marka ISSR mampu menunjukkan perbedaan genetik aksesi alang-alang dan informasi tersebut dapat dimanfaatkan untuk
penelitian lebih lanjut terutama standarisasi tanaman obat.

Kata kunci: Alang-alang (Imperata cylindrica (L.) Beauv.), database, keragaman genetik, Inter Simple Sequence R epeats (ISSR)

PENDAHULUAN
Penelitian Ristoja (Riset Tumbuhan Obat dan

(Imperata cylindrica (L.) Beauv) dimana tumbuhan
tersebut menempati peringkat keenam sebagai

Jamu) tahap I telah dilaksanakan pada tahun 2012
yang mencakup 26 provinsi dengan jumlah etnis
yang diteliti sebanyak 209 etnis di 254 titik
pengamatan. Penelitian Ristoja bertujuan untuk
menyediakan database pengetahuan etnomedisin,
ramuan obat tradisional (OT) dan tumbuhan obat
(TO) di Indonesia. Total ramuan yang digunakan
seluruh etnis adalah 15.733 ramuan yang terdiri atas
19.738 data tumbuhan dengan jumlah spesies
teridentifikasi sebanyak 1.740 (Ristoja 2012,
unpublished).

Salah satu tumbuhan yang dimanfaatkan dalam
ramuan pengobatan tradisional adalah alang-alang

tumbuhan paling banyak digunakan dalam ramuan.
Alang-alang dimanfaatkan oleh 161 etnis untuk
mengatasi penyakit demam, panas dalam, malaria,
kanker, kencing manis, pelancar air seni, batu ginjal,
penyakit kuning dan sakit kepala (Ristoja 2012,
unpublished).

Walaupun Alang-alang lebih dikenal sebagai
tanaman gulma dan termasuk dalam 10 besar gulma
yang menjadi masalah di dunia (MacDonald, 2004).
Tumbuhan ini banyak dimanfaatkan rimpangnya
sebagai tumbuhan obat oleh masyarakat terutama di
Asia (Chang, 2008). Penduduk di Malaysia
menggunakan alang-alang sebagai obat tradisional
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untuk mengatasi kanker, tumor, demam, flu, diare,
kencing nanah, sakit kepala dan rematik (Parkavi et
al., 2012). Rimpang alang-alang juga dimanfaatkan
etnis di India untuk mengatasi radang sendi, diare,
infeksi bakteri, tonikum, dan peluruh air seni
(Subramaniam dan Sivasubramanian, 2015).

Senyawa aktif yang terkandung dalam alang-
alang antara lain adalah silindol A yang berfungsi
untuk  penghambat  aktivitas  5-lipoksigenase
(Matsunaga et al., 1994a); silindren yang merupakan
seskuiterpen penghambat aktivitas kontraksi otot
halus (Matsunaga et al., 1994b); graminon B yaitu
lignan yang mempunyai aktivitas vasodilatasi
(Matsunaga et al., 1994c); dan imperanen yang
merupakan senyawa fenolik (Matsunaga et al.,
1995). Komponen senyawa kimia utama dalam
rimpang alang-alang adalah iso-eugenol, iso-ferulic
acid, asam linoleat, dan asam ferulat (Xuan et al.,
2009).

Keragaman morfologi, kandungan kimia dan
genetik suatu spesies dipengaruhi oleh faktor
perbedaan  habitat atau  lingkungan tempat
tumbuhnya (Wu et al, 2013). Keragaman suatu
spesies dapat diketahui dengan menggunakan
berbagai karakter antara lain morfologi, profil
kandungan kimia, dan penanda molekular. Karakter
morfologi dan profil kimia mempunyai keterbatasan
yaitu sangat dipengaruhi oleh lingkungan dan fase
perkembangan spesies (Domayti et al., 2011).
Penggunaan marka molekular merupakan salah satu
alternatif untuk mengatasi kelemahan karakter
morfologi. Sampai saat ini telah banyak
dikembangkan teknik molekular untuk mengetahui
keragaman genetik suatu spesies (Touil ef al., 2016).

Inter  simple  sequence  repeats  (ISSR)
merupakan salah satu penanda molekular yang telah
banyak digunakan untuk analisis keragaman genetik.
Penanda ISSR mempunyai banyak kelebihan apabila
dibandingkan dengan penanda molekular lainnya
yang sejenis seperti RAPD yang mempunyai
polimorfisme fragmen DNA lebih tinggi, terpercaya,
murah, dan reprodusibel (Li dan Ge, 2001). ISSR
merupakan penanda molekular dengan teknik yang
cukup mudah dan sederhana serta dapat pula
mendeteksi  polimorfisme pada lokus inter-
mikrosatelit menggunakan primer yang didesain dari
motif mikrosatelit (SSR) dinukleotida maupun
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trinukleotida sehingga lebih stabil, polimorfisme dan
reprodusibilitasnya tinggi (Ziekiewicz et al., 1994).

Penelitian keragaman genetik alang-alang yang
digunakan sebagai penyusun ramuan obat tradisional
oleh penyehat tradisional di Indonesia belum banyak
dilakukan. Penelitian terkait yang telah dilakukan
antara lain adalah tentang keragaman genetik ekotipe
alang-alang di Taiwan berdasarkan morfologi, marka
RAPD, RFLP, rDNA, dan spektrometri massa
(Cheng dan Chou, 1997; Chiang et al., 1998; Chou
dan Tsai, 1999; Chang, 2008), dan keragaman alang-
alang pada ketinggian lokasi tumbuh berbeda di
Indonesia berdasarkan isozim (Hailu et al, 2014).
Informasi keragaman genetik alang-alang yang
digunakan dalam ramuan obat tradisional oleh etnis
di Indonesia diperlukan sebagai salah satu informasi
pada database tumbuhan obat terutama untuk
penelitian lebih lanjut. Tersedianya database tersebut
mendukung salah satu tujuan Ristoja yaitu
menyediakan  database = tumbuhan obat dan
pemanfaatannya. Oleh karena itu perlu dilakukan
penelitian keragaman genetik alang-alang yang
dimanfaatkan sebagai tumbuhan obat pada beberapa
etnis di Indonesia berdasarkan marka ISSR untuk
memberikan informasi variasi genetik tumbuhan
yang mendukung justifikasi penggunaan tumbuhan
obat dalam ramuan.

BAHAN DAN CARA KERJA
Sampel
Koleksi sampel daun segar alang-alang

dilaksanakan pada bulan September-Oktober 2014.
Alang-alang diambil di 18 etnis/titik pengamatan
Ristoja 2012 di Indonesia berdasarkan perbedaan
wilayah geografis yang mewakili pulau Sumatera,
Kalimantan, Sulawesi, Maluku dan kepulauan
Maluku, Nusa Tenggara, dan Papua (Gambar 1).
Pengambilan sampel dilakukan berdasarkan pada
hasil Ristoja 2012 dengan cara mengkoleksi semua
tumbuhan alang-alang yang digunakan oleh penyehat
tradisional (hattra) sebagai penyusun ramuan obat
tradisional. Sampel diperoleh dari sekitar tempat
tinggal hattra.

Isolasi dan kuantifikasi DNA
Isolasi total DNA genom alang-alang dilakukan
dengan menggunakan protokol dan kit isolasi DNA
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Gambar 1. Distribusi sampel alang-alang. (Sample of alang-alang from 18 locations in Indonesia). 1: Kluet
(Aceh), 2: Simanau (Sumatera Barat), 3: Sakai (Riau), 4: Enggano (Bengkulu), 5: Rejang
(Bengkulu), 6: Muko-muko (Bengkulu), 7: Musi (Sumatera Selatan), 8: Lawangan (Kalimantan
Selatan), 9: Agabag (Kalimantan Utara), 10: Buol (Sulawesi Tengah), 11: Mamuju (Sulawesi
Barat), 12: Moronene (Sulawesi Tenggara), 13: Sasak (Nusa Tenggara Barat), 14: Mbojo (Nusa
Tenggara Barat), 15: Alune (Maluku), 16: Togutil (Maluku Utara), 17: Nimboran (Papua), 18:
Sentani (Papua). Sumber peta : www.mddb.apec.org

(Sigma Gen Elute Plant Genomic DNA Miniprep
Kit). Kuantifikasi hasil isolasi DNA alang-alang
menggunakan metode spektrofotometri dengan
mengencerkan DNA genom 1.000x lalu diukur
absorbansi pada panjang gelombang 260 nm dan 280
nm (A 260/280) untuk menentukan kemurnian dan
konsentrasi DNA.

Amplifikasi/ PCR (Polymerase Chain Reaction)

Amplifikasi DNA aksesi alang-alang dilakukan
dengan menggunakan 10 primer dilakukan ISSR
(Sigma) terpilih dari 22 primer yang diseleksi secara
acak (Tabel 1). Pemilihan primer berdasarkan
kemampuan primer untuk mengamplifikasi dan
mendeteksi polimorfisme pada semua aksesi alang-
alang (tidak monomorfik). Cocktail PCR dibuat
dengan menggunakan komposisi 50 ng DNA genom,
20 pmol primer, 12.6 pl PCR Master Mix (Promega),
kemudian ditambah nuclease free water sampai
volume akhirnya adalah 25 pl.  Amplifikasi
dilakukan dengan menggunakan protokol Heikal et
al. (2008) yang telah dimodifikasi pada lama waktu
amplifikasi. Reaksi PCR dilakukan dalam mesin
Thermalcycler (C-1000 Bio Rad, USA) dengan
kondisi optimum sebagai berikut: denaturasi awal
pada temperatur 95°C selama 3 menit, dilanjutkan 39

siklus yang terdiri atas: tahap denaturasi 95°C selama
1 menit, tahap penempelan primer 46-52°C
(tergantung primer) selama 50 detik dan tahap
pemanjangan 72°C selama 2 menit dan kemudian

dilanjutkan  dengan extention 72°C  selama
8 menit.
Elektroforesis

Hasil amplifikasi diperiksa dengan

menggunakan elektroforesis gel agarosa 1,8% yang
telah diberi SY BR safe green pada 60-70 volt selama
80-90 menit (Bio Rad, USA). Visualisasi hasil
elektroforesis dilakukan dengan menggunakan sinar
UV pada alat Gel Documentation System (BioRad).

Analisis Data

Hasil amplifikasi adalah berupa ada tidaknya
fragmen DNA yang teramplifikasi pada masing-
masing aksesi dengan primer yang berbeda. Apabila
terdapat fragmen DNA yang jelas maka diberi skor 1
dan bila tidak terdapat fragmen maka diberi skor 0.
Indeks similaritas dihitung menggunakan rumus
indeks similaritas Dice (Nei dan Li, 1979) dan
dilanjutkan dengan analisis pengelompokan (cluster
analysis). Penyusunan dendogram pengelompokan
aksesi dibuat dengan menggunakan metode
Unweighted Pair Group Method With Arithmetic
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Mean (UPGMA). Pengolahan data menggunakan
perangkat lunak NTSYS ver 2.02 (Rohlf, 1998).

HASIL

Hasil amplifikasi 18 aksesi alang-alang dengan
menggunakan 10 primer ISSR terpilih menghasilkan
sebanyak 74 fragmen DNA yang jelas dengan ukuran
270-2.070 bp (Gambar 2).

Hasil amplifikasi menggunakan primer (TC)
8RG (Gambar 2a) pada 18 aksesi alang-alang
menghasilkan 8 fragmen berukuran 829-1.907 bp.
Alang-alang yang digunakan oleh etnis Kluet,
Enggano, Rejang, Nimboran dan Sentani tidak
menghasilkan fragmen DNA berukuran 1.907 bp

yang terdapat pada sebagian besar aksesi.
Amplifikasi  menggunakan  primer (AC)9G
(Gambar 2b) pada 18 aksesi alang-alang

menghasilkan 6 fragmen DNA berukuran 486-1.140
bp. Aksesi dari Kluet dan Sakai menghasilkan
fragmen spesifik berukuran 486 bp. Sebanyak
sepuluh fragmen DNA dihasilkan dari amplifikasi
menggunakan primer (GA)8YT (Gambar 2c) dengan
ukuran fragmen sebesar 500-1.836 bp (Tabel 1).

Dari sepuluh primer ISSR yang digunakan
untuk amplifikasi DNA, 18 aksesi alang-alang
menghasilkan fragmen polimorfik dengan rata-rata
fragmen DNA yang dihasilkan tiap primer yaitu > 7
fragmen. Hasil amplifikasi tersebut menunjukkan
motif SSR dalam jumlah yang melimpah dan
tersebar pada genom alang-alang. Primer (TC)SRG
menunjukkan polimorfisme yang tertinggi yaitu
100%, sedangkan nilai polimorfisme yang terendah
adalah sebesar 60% yang dihasilkan dari  primer
(ATG)6.

Gambar 2. Fragmen DNA alang-alang hasil amplifikasi dengan menggunakan primer ISSR (TC)8RG; (AC)
9G dan (GA)SYT. (DNA fragments from amplification of alang-alang using ISSR primer (TC)
8RG; (AC)9G dan (GA)8YT). L-1: Ladder 100 bp; 1: Kluet, 2: Simanau, 3: Sakai, 4: Enggano, 5:
Rejang, 6: Muko-muko, 7: Musi, 8: Lawangan, 9: Agabag, 10: Buol, 11: Mamuju, 12: Moronene,
13: Sasak, 14: Mbojo, 15: Alune, 16: Togutil, 17: Nimboran, 18: Sentani
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Tabel 1. Total fragmen DNA hasil amplifikasi dengan menggunakan 10 primer ISSR dan persentase
fragmen polimorfik pada 18 aksesi alang-alang dari berbagai etnis. (Total number of DNA
fragments and polymorphism percentage of 18 alang-alang accessions using 10 ISSR primers).

No  Sekuens primer Total fragmen Fragmen Persentase Ukuran Fragmen
(primer sequence) teramplifikasi Monomorfik Polimorfik (%) (bp)
(total fragments)  (monomorphic (polymorphism (fragment size bp)
fragments) percentage %)
1. (CA)BA 7 2 71,4 277-1.269
2. (TC)8RG 8 0 100 829-1.907
3. (ATG)6 5 2 60 320-885
4. (GA)BYT 10 2 80 500-1.836
5. (GA)8YC 9 2 77,8 291-1.715
6. (AC)9G 6 2 66,7 468-1.140
7. (TC)8C 9 1 88,9 327-1.235
8. (GT)8YC 8 2 75 304-1.449
9. (TG)8A 6 2 66,7 270-1.515
10. (GT)8YA 6 1 83,3 442-2.070
TOTAL 74 16

Rata-rata (4 verage)

78,4

Pengelompokan alang-alang yang berasal dari
18 etnis di Indonesia terbagi menjadi tiga klaster
besar (Gambar 3) pada indeks similaritas 70,5%
yang pada umumnya memisahkan aksesi alang-
alang wilayah barat dan timur Indonesia. Klaster I
beranggotakan 15 aksesi alang-alang, sedangkan
klaster II beranggotakan alang-alang yang berasal
dari Alune (Maluku), Togutil (Maluku Utara) dan
Sentani  (Papua). Sedangkan sub klaster I
memisahkan alang-alang yang berasal dari Pulau
Sumatera dan Kalimantan dengan alang-alang dari
Sulawesi dan Nusa Tenggara. Kemiripan tertinggi
dimiliki oleh alang-alang yang berasal dari provinsi
yang sama Yyaitu Rejang dan Muko-muko
(Bengkulu) dengan nilai indeks similaritas sebesar
90,5%.

Dendogram (Gambar 3) menunjukkan aksesi
alang-alang terbagi menjadi dua klaster besar pada
nilai indeks similaritas 70,5-90,5%.

PEMBAHASAN
Primer ISSR yang terpilih untuk amplifikasi

aksesi alang-alang menggunakan primer di-

nukleotida dengan pengulangan motif (CA), (TC),
(GA), (AG), (GT), dan (TG), sedangkan primer tri-
nukleotida yang digunakan adalah motif (ATG).
Fragmen DNA yang dihasilkan dari amplifikasi
menggunakan  primer  motif  pengulangan
dinukleotida lebih banyak bila dibandingkan
dengan primer motif trinukleotida. Menurut Reddy
et al (2002) secara umum primer dengan
pengulangan nukleotida (AG), (GA), (CT), (TC),
(AC), dan (CA) menghasilkan polimorfisme yang
lebih tinggi dibandingkan dengan primer dengan
motif pengulangan di-, tri-, tetra- nukleotida
lainnya. Pengulangan nukleotida tri- dan tetra-
nukleotida jumlahnya lebih sedikit ditemukan pada
genom tumbuhan apabila dibandingkan dengan
pengulangan di-nukleotida (Kumar et al., 2008).
Pengelompokan aksesi alang-alang yang
ditampilkan di dendrogram (Gambar 3) umumnya
menempatkan sebagian besar aksesi yang berasal
dari wilayah barat Indonesia menjadi satu klaster.
Aksesi yang berasal dari Maluku, Maluku Utara
dan Papua membentuk klaster tersendiri. Pada
klaster I juga terdapat alang-alang yang berasal dari
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Gambar 3. Dendrogram UPGMA 18 aksesi alang-alang berdasarkan penanda molekular ISSR. (UPGMA
dendrogram of 18 alang-alang accessions based on ISSR molecular markers)

Papua dan Nusa Tenggara yang kemungkinan
disebabkan oleh kemiripan lingkungan tumbuh.
Cheng dan Chou (1997) melaporkan keragaman
genetik enam populasi alang-alang di Taiwan
berdasarkan penanda molekular RAPD.
Pengelompokkan tersebut disebabkan karena
ekotipe yang berbeda dimana alang-alang yang
tumbuh pada tanah salinitas tinggi terpisah dari
alang-alang yang tumbuh di habitat dengan salinitas
rendah.

Pola pengelompokkan aksesi alang-alang dari
18 etnis berdasarkan marka ISSR tidak sama
dengan pola pengelompokkan berdasarkan profil
fitokimia yang dianalisis menggunakan High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) dan
Fourier-transform Infrared Chromatography (FTIR)
(Mujahid 2014, unpublished). Pola kromatografi
HPLC alang-alang aksesi Buol (Sulawesi Tengah)
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dan Enggano (Bengkulu) berbeda dengan aksesi
lainnya dan terpisah dari dua klaster utama. Pola
pengelompokkan alang-alang berdasarkan FTIR
menunjukkan tujuh aksesi mengelompok menjadi
satu klaster sedangkan aksesi lainnya terpisah-pisah
(Mujahid 2014, unpublished). Hal tersebut
menunjukkan bahwa daerah tumbuh kemungkinan
dapat berpengaruh pada profil fitokimia dan kadar
kandungan kimia pada alang-alang. Moustafa et al.
(2016) menyatakan bahwa lokasi tumbuh maupun
kondisi geografi yang berbeda dapat mempengaruhi
komposisi kandungan kimia jenis tumbuhan yang
sama dan berkorelasi terhadap variasi genetik.
Keragaman genetik spesies tumbuhan dipengaruhi
oleh beberapa faktor antara lain yaitu faktor
evolusi, sistem reproduksi, pemencaran biji, aliran
gen, seleksi alamiah, kisaran geografis dan pusat
keragaman (de Santos et al., 2011). Menurut Yulita



Artikel Penelitian

Subositi dan Widodo — Keragaman Genetik Alang-Alang (Imperata cylindrica (L.)

et al. (2015) tingkatan polimorfisme yang
dihasilkan oleh marka molekuler ISSR berkaitan
dengan keragaman genetik dan pola
pengelompokkannya. Alang-alang diketahui
bereproduksi secara vegetatif menggunakan sistem
rimpang dan generatif menggunakan biji yang
mudah berpencar. Sellers et al. (2012) menyatakan
bahwa panjang malai buah (biji) alang-alang
mempunyai panjang 5-20 cm dan mengandung
3.000 biji yang sangat kecil dengan pemencaran
dibantu angin.

Sifat perbanyakan dan jumlah alang-alang
yang semakin banyak akan memberikan jaminan
ketersediaan bahan baku alang-alang terutama
rimpangnya yang dimanfaatkan masyarakat untuk
ramuan pengobatan maupun oleh industri herbal.
Akan tetapi disisi lain, tumbuhan tersebut dianggap
sebagai gulma dan penyebab kebakaran di beberapa
daerah sehingga perlu dikendalikan. Beberapa
teknik pengendalian dilakukan untuk rehabilitasi
lahan alang-alang (Pudjiharta et al., 2008). Adanya
sifat gulma dan kegunaan alang-alang untuk bahan
baku obat tradisional perlu menjadi perhatian
khusus dalam pemilihan metode konservasi yang
tepat. Informasi keragaman genetik alang-alang
juga dapat dimanfaatkan sebagai tahap awal
standarisasi tumbuhan tersebut sebagai bahan baku
obat tradisional serta upaya konservasinya.

KESIMPULAN

Keragaman  genetik  alang-alang  yang
digunakan sebagai penyusun ramuan obat
tradisional di 18 etnis di Indonesia pada lokasi
geografis berbeda mempunyai keragaman genetik
yang rendah sebesar 70,5-90,5% berdasarkan
marka ISSR. Rendahnya keragaman genetik
tersebut kemungkinan karena perbanyakan alang-
alang dilakukan secara vegetatif menggunakan
rimpang.
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