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ABSTRAK

Kacang Bogor (Vigna subterranea (L.)
Verdcourt) dapat digunakan sebagai salah
satu alternatif diversifikasi pangan dalam
kelompok kacang-kacangan karena nilai
gizinya tidak kalah dengan jenis kacang-
kacangan lainnya. Pengembangan dan
perbaikan produksi kacang bogor dapat
dilakukan salah satunya melalui perbaikan
potensi genetik. Keragaman genetik yang
tinggi penithng dalam perakitan varietas.
Penelitian ini dilakukan untuk menganalisis
kekerabatan 22 galur kacang bogor
menggunakan teknik RAPD. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mendapatkan
primer polimorfik dan mengklarifikasi
adanya hubungan kekerabatan antar
aksesi-aksesi kacang bogor. Bahan yang
digunakan dalam penelitian ini adalah 22
galur kacang bogor yang berasal dari
Lamongan, Cianjur, Bangkalan, Gresik dan
Sumedang dan 31 primer RAPD. Penelitian
ini telah dilaksanakan pada bulan Oktober
2013-September 2014 di Laboratorium
Sentral Bioteknologi Fakultas Pertanian
Universitas  Brawijaya. Hasil analisis
polimorfisme primer tunggal menunjukkan
persentase yaitu OPA-07 16,67%, OPD-20
23,08%, OPL-12 7,14%, dan primer
gabungan OPA-07xOPL-12 36,36%, OPD-
20xOPC-02 11,11%. Rata-rata polimorfisme
18,87%. Koefisien kemiripan terkecil 0,9492
antara galur CCCL1.5 dengan galur lainnya.
Koefisien kemiripan terbesar 1,0 terdiri atas

empat kelompok vyaitu antara galur
BBL6.1.1, BBL6.2.1, BBL6.3.1, dan
BBL10.1, antara galur JLB-1, TKB-1 dan
GSG3.2.1, antara galur SS3.1.2, SS3.2.2
dan SS4.3.2 dan antara galur CCC1.4.1 dan
SS6.3.2. Pimer terpilih yaitu 3 primer
tunggal dan 2  primer  campuran
menunjukkan polimorfisme sekitar 18,87%.
Koefisien kemiripan 22 galur kacang Bogor
yang diteliti antara 0,9492-1,00. Hal ini
menunjukkan bahwa keragaman antar galur
yang diujikan rendah.

Kata kunci: RAPD,
Kekerabatan, Keragaman

Polimorfisme,

ABSTRACT

Bogor groundnut(Vigna subterranea (L.)
Verdcourt) can be used as one of alternative
food diversification in legumes because of
the nutrition value. Since then, it is not
inferior to the other legumes. Development
and improvement bambara groundnut
production can be begun by manipulate the
genetic potency. Genetic variability is
important in plant breeding activities. This
research had been done to analyze genetic
relationship among 22 lines of bogor
groundnut by RAPD technique. The
purposes of this research were to find
polymorphic primers and to clarify the
genetic relationship between all the
accession of bogor groundnut. The
materials used in this research were 22
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bambara groundnut lines from Lamongan,
Cianjur, Bangkalan, Gresik and Sumedang
and 31 RAPD primers. This research had
been conducted on October 2013 until
September 2014 in Central Biotechnology
Laboratory Agriculture Faculty University of
Brawijaya. The result showed that
polymorphism from single primers are OP1-
07 16,67%, OPD-20 23,08%, OPL-12
7.14% and polymorphism from combined
primers are OPA-07xOPL-12 36,36%, OPD-
20xOPC-02 11,11%. The average of
polymorphism was 18,87%. The lowest
similarity coefficient was 0,9492 between
CCC15 lines and the other lines. The
highest similiarity coefficient is 1,0 that
grouped into four group, between BBL6.1.1,
BBL6.2.1, BBL6.3.1, and BBL10.1, between
JLB-1, TKB-1 and GSG3.2.1, between
SS3.1.2, SS3.2.2 and SS4.3.2 and between
CCC14.1 and SS6.3.2. Three selected
single primers and 2 selected combined
primer showed polymorphism in about
18,87%. Similarity coefficient of 22 bambara
groundnut lines is between 0,9492-1,00.
The result showed that the lines tested here
were quite low.

Keywords: RAPD, Polymorphism, Similarity,
Diversity

PENDAHULUAN

Kacang Bogor atau Kacang Bambara
(Vigna subterranea L. Verdcourt) adalah
kultivar subterranea yang berasal dari Afrika
sub sahara. Kultivar subterranea menyebar
di beberapa negara Asia termasuk
Indonesia. Di Indoensia, kacang Bogor
banyak menyebar di beberapa daerah
seperti Bogor, Sukabumi, Bandung, Pati,
Lampung, NTB dan NTT (Basu et al.,2004).

Kacang bogor dapat digunakan
sebagai salah satu alternatif diversifikasi
pangan dalam kelompok kacang-kacangan
karena nilai gizinya tidak kalah dengan
kacang kedelai, lentil, buncis dan kacang-
kacangan lainnya (Rachie and Silvester,
1977). Meski demikian kacang bogor masih
kurang mendapatkan perhatian karena
rendahnya hasil produksi dan masa panen
yang terlalu panjang.
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Rendahnya produksi dan lamanya
umur panen dapat disebabkan oleh banyak
hal, salah satunya adalah belum
tersedianya varietas unggul. Kelebihan dan
kelemahan kacang Bogor merupakan
tantangan bagi para pemulia tanaman untuk
memperbaiki potensi genetik kacang Bogor
sehingga diperoleh varietas yang berdaya
hasil tinggi dan berumur genjah.

Keragaman genetik sangat penting
fungsinya dalam pemuliaan tanaman.
Keragaman yang tinggi memungkinkan
pemulia untuk memilih plasma nutfah
dengan karakter yang diinginkan sehingga
seleksi lebih efektif dan perakitan varietas
menjadi lebih mudah untuk dilakukan
karena sumber gen tersedia (Doku dan
Karikari, 1971).

Salah satu metode yang dapat
digunakan untuk menganalisis kekerabatan
antar galur adalah dengan menggunakan
teknik amplifikasi RAPD (Random Amplified
Poliorphic DNA), (Amadou et al, 2001).
Beberapa penelitian terdahulu membuktikan
bahwa teknik RAPD dapat memberikan
informasi yang berarti tentang kekerabatan
antar galur-galur yang diujikan.

Penelitian ini  dilakukan dengan
menggunakan 22 galur kacang bogor dari
beberapa daerah di Indonesia yang
dianalisis menggunakan teknik RAPD.
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan
informasi tentang kekerabatan antar galur
sehingga akan didapatkan data-data
karakter genetik yang bermanfaat dalam
kegiatan pemuliaan selanjutnya untuk
perbaikan genetik kacang bogor.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini telah dilaksanakan pada
bulan Oktober 2013 hingga September
2014 di laboratorium pemuliaan tanaman
untuk perkecambahan dan laboratorium
bioteknologi untuk ekstraksi, PCR dan
elektroforesis.

Penyediaan Sampel

Bahan yang digunakan adalah benih
dari masing-masing galur 10 benih per galur
dari total 22 galur, galur yang digunakan
dalam penelitian ini adalah berasal dari
Lamongan (BBL), Cianjur (CCC), Bangkalan
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(JLB dan TKB), Gresik (GSG dan PWBG),
dan Sumedang (SS), tissue, kertas merang,
dan air. Alat yang dibutuhkan adalah cawan
petri dan hand sprayer.

Perkecambahan ini ditujukan untuk
mengecambahkan benih sampai muncul
daun yang cukup untuk digunakan sebagai
bahan ekstraksi DNA. Sampel daun yang
digunakan dalam tahap selanjutnnya
diambil dari 1 tanaman yang telah memiliki
daun yang cukup untuk digunakan sebagai
bahan ekstraksi DNA hasil perkecambaan
sebagai perwakilan.

Ektraksi DNA

Bahan yang digunakan dalam
ekstraksi DNA adalah nitrogen cair dan kit
ekstaksi DNA Thermo scientific genelJet
plant genomic DNA Purification mini kit. Alat
yang digunakan dalam ekstraksi adalah
timbangan, piring untuk timbangan, mortar
dan penumbuk, spatula, pipet, gelas ukur,
tips dan microsentrifuge tube, vortex,
sentrifuge, oven dan freezer.

Ekstraksi DNA dilakukan dengan
mengacu pada protokol yang ada pada
produk Genelet Plant Genomic DNA
Purification Mini Kit.

Pelaksanaan PCR

Bahan yang digunakan dalam proses
PCR adalah Taqg polimerase, dd H20, 31
primer tunggal RAPD dan 8 primer
campuran digunakan dalam optimasi atau
screening primer dan DNA template dari
masing-masing galur. Primer yang terpilih
adalah OPAO7, OPL12, OPD20, primer
gabungan terpilih adalah OPAQ7xOPL12
dan OPD20XOPCO02. Alat yang digunakan
adalah mesin PCR, tube PCR, tip dan
micropipet. Pencampuran primer merujuk
pada Hu et al. (1995).

Elektroforesis

Bahan vyang digunakan dalam
elektroforesis adalah DNA marker, sampel
DNA hasil amplifikasi, gel agarosa 1,5%
(0,6 gram), larutan buffer TAE 1x yang telah
diencerkan, loading dye, dan larutan
Etidium Bromid (EtBr) sebagai pewarna.

Alat  yang digunakan dalam
elektroforesis adalah timbangan, spatula,
gelas ukur, labu erlenmeye, sarung tangan,
oven, seperangkat mikropipet beserta
tipnya, kertas parafilm, cetakan agarose,
sisir agarose, baki elektroforesis, gel doc,
dan kamera digital.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penentuan primer yang Sesuai

Penilaian ada atau tidaknya pita DNA
hasil amplifikasi dinilai sangat subjektif
meskipun intensitasnya dapat secara
kuantitatif dibedakan berdasarkan berat
molekulnya. Hasil seleksi 31 primer tunggal
dan 8 primer gabungan terpilih 5 primer
yang memiliki jumlah pita teramplifikasi
paling banyak dan terdapat beberapa pita
polimorfik yaitu 3 primer tunggal dan 2
primer gabungan untuk digunakan pada 22
sampel kacang Bogor. Salah satu hasil
elektroforesis dengan menggunakan primer
tunggal OPD20 menunjukkan beberapa pita
polimorfik yaitu pada 1700, 1500 dan 1400
bp tidak teramplifikasi pada beberapa galur
sementara pada galur lain teramplifikasi
(gambar 1).

Hasil amplifikasi DNA menunjukkan
bahwa presentase polimorfik tertinggi pada
primer gabungan OPL 07 x OPL 12 yaitu
36,36% dan terendah yaitu 7,14% OPL 12.
Pencampuran primer dilakukan untuk
memperbanyak jumlah  primer  yang
mungkin untuk digunakan karena primer
tunggal memiliki polimorfisme yang rendah.
Persentase pita polimorfik dari hasil
penelitan dengan menggunakan primer
OPA 07 adalah 16,67% dan OPL 12 adalah
7,14%. Persentase ini termasuk rendah jika
dibandingkan dengan hasil penelitian pada
beberapa aksesi kacang Bogor dari
beberapa negara di Afrika. Penelitian
Amadou et., al (2001) menggunakan primer
OPA 07 menghasilkan polimorfisme 75%
dan OPL 12 menghasilkan polimorfisme
60%, Mukakalisa (2010) menggunakan
OPA 07 menunjukkan polimorfisme 100%
dan OPL 12 memiliki polimorfisme 75%.
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Gambar 1 Zymogram Amplifikasi 22 sampel dengan primer OPD 20

Tabel 1 Persentase Polimorfisme

Primer Pita  Pita polimorfik (%) polimorfik
OPA O7 12 2 16,67 %

OPD 20 13 3 23,08%

OPL 12 14 1 7,14%

OPA 07 x OPL 12 11 4 36,36%

OPD 20 x OPC 02 9 1 11,11%

Jumlah 59 1 18,87%

Persentase polimorfisme primer OPD primer secara random sehingga tidak

20 adalah sebesar 23,08% yang lebih
rendah jika dibandingkan hasil penelitian
Rungnoi et., al (2012) menggunakan primer
OPD 20 menunjukkan polimorfisme 50%.
Perbedaan tingkat polimorfisme yang
dihasilkan dari beberapa penelitian yang
telah dilakukan tersebut dengan penelitian
ini dapat dimungkinkan karena perbedaan
susunan genetik pada aksesi kacang Bogor
Afrika dan Asia sehingga menghasilkan pola
amplifikasi yang berbeda.

Primer RAPD tidak didesain untuk
mengamplifikasi sekuens target yang
spesifik, lokus yang teramplifikasi tidak
diketahui dan kemungkinan tersebar pada
genom. Kumar dan Gurusubramanian
(2011) menjelaskan bahwa keseluruhan
materi genetik disebut sebagai genom,
sementara gen adalah adalah segmen dari
molekul DNA. Kumari dan Thakur (2014)
menambahkan bahwa primer menempel
pada daerah penempelan tidak spesifik
pada sekuens gen sehingga penempelan
primer bersifat random dan produk yang
dihasilkan tidak diketahui identitasnya.
Amplifikasi dengan primer random seperti
RAPD terjadi pada keseluruhan genom
yang artinya semua materi genetik akan
diamplifikasi  berdasarkan  penempelan

diketahui produk yang dihasilkan, karena
pada kromosom  terdapat susunan
nukleotida yang menyandikan banyak gen,
sehingga kita tidak bisa memastikan apakah
hasil amplifikasi tersebut pada gen atau
bukan gen.

Keragaman Antar Galur

Hasil analisis kekerabatan dengan
menggunakan marka RAPD menunjukkan
koefisien kemiripan antara 0,9492-1,00.
Pengelompokan galur menunjukkan
terdapat 2 kelompok besar dengan koefisien
kemiripan 0,9492 yaitu CCC 1.5 dengan
genotip lainnya. Pada kelompok kedua
terdiri atas galur-galur dengan koefisien
kemiripan 0,9831 dan terdapat beberapa
galur yang memiliki koefisien kemiripan 1,00
yaitu BBL6.1.1, BBL6.2.1, BBL6.3.1, dan
BBL10.1, JLB 1, TKB 1 dan GSG 3.2.1, lalu
SS 3.1.2, SS 3.2.2 dan SS 4.3.2 dan juga
CCC 1l.4.1dan SS6.3.2.

Koefisien kemiripan dari 22 galur
yang digunakan berdasar asal galur yaitu 5
galur BBL (Lamongan) memiliki nilai
kemiripan antara 0,9831-1,00, 2 galur CCC
(Cianjur) memiliki nilai kemiripan 0,9492,
JLB dan TKB (Labang dan Kamal
Bangkalan) memiliki nilai kemiripan 1,00, 4
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BBL5.3.2
BBL6.1.1
BBL6.2.1
BBL6.3.1
BBL10.1
IJLB1
TKB1
GsG3.2.1
GSG3.1.2
GSG3.3.1
G6SG3.3.2
§88.2
PWBGS.1.1
PWBG5.3.1
PWBGT.1
§823.2
|Sﬂ1.2
|SSS.2.2
§843.2
]CCC1.4.1
lss6.32
CC1.5
— T T — T T T T Lo T T T T—T T L— — T T 1
0.94%2 0.9661 0.9831 1.0000
Koefisien Kemiripan
Kode Galur
BBL | BBL | BBL | BBL | BBL | ccc GsG | GsG | GsG | GsG |PwBG |PWBG [ PWBG | ss ss ss ss ss
532 | 611 | 621 | 631 | 101 | 141 |cccis| Bl | TkB1 | 312 | 321 [ 331 | 332 | 511 | 531 | 71 | 232 | 312 | 322 | 432 | 632 |Ss82
BBL 532, 1
BBL6.1.1, 098 1
BBL 6.2.1, 098 1 1
BBL 6.3.1, 098 1 1 1
BBL 10.1, 0,98 1 1 1 1
cccial, 0,98 098 0,98 098 0,98 1
cce 15, 095 095 095 095 095 095 1
JLB 1, 098 098 098 098 098 098 095 1
KB 1, 0,98 098 0,98 098 0,98 098 0,95 1 1
GsG3.12, 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,95 0,98 0,98 1
Gése3.2.1, 0,98 098 0,98 098 0,98 098 0,95 1 1 098 1
GSG331, 098 098 098 098 098 098 095 098 098 098 098 1
GSG3.3.2, 098 098 098 098 098 098 095 098 098 098 098 098 1
PWBG 5.1.1, 098 098 098 098 098 098 095 098 098 098 098 098 098 1
PWBG 5.3.1, 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,95 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 1
PWBG 7.1, 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,95 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 1
Ss 232, 098 098 098 098 098 098 095 098 098 098 098 098 098 098 098 098 1
Ss3.12 098 098 098 098 098 098 095 098 098 098 098 098 098 098 098 098 098 1
Ss322 098 098 098 098 098 098 095 098 098 098 098 098 098 098 098 098 098 1 1
Ss 432 098 098 098 098 098 098 095 098 098 098 098 098 098 098 098 098 098 1 1 1
Ss6.3.2 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 1 0,95 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 1
sss2, 098 098 098 098 098 098 095 098 098 098 098 098 098 098 098 098 098 098 098 098 098 1

galur GSG (Sedayu Gresik) memiliki nilai
kemiripan antara 0,9831, 3 galur PWBG
(Bungah Gresik) memiliki nilai kemiripan
antara 0,9831 dan 6 galur SS (Sumedang)
memiliki nilai kemiripan antara 0,9831-1,00.

Nuryati et al. (2014) dalam penelitian
menunjukkan bahwa dari 22 galur kacang
Bogor yang digunakan sebagai bahan
penelitian ini memiliki koefisien kemiripan
antara 0,695-0,950 Berdasarkan hasil
analisis kekerabatan dengan menggunakan

penanda morfologi menunjukkan bahwa
koefisien kemiripan tertinggi 0,950.

Hal ini menunjukkan bahwa dengan
menggunakan materi genetik yang sama
dapat memberikan hasil analisis yang
berbeda nilai koefisien kemiripan dan
keragaman dengan menggunakan metode
analisis yang berbeda.

Pada hasil RAPD koefisien kemiripan
antara 0,9495-1,00, koefisien kemiripan
hasil morfologi antara 0,695-0,950 dan pada
hasil gabungan menunjukkan koefisien



kemiripan antara 0,90-0,97. Hal ini dapat
dikatakan bahwa semua galur berkerabat
dekat. Meskipun ada beberapa galur yang
memiliki nilai koefisien yang relatif sama
baik pada penanda RAPD, morfologi
ataupun gabungan, akan tetapi dengan
koefisien kemiripan yang tinggi tersebut sulit
untuk dapat dilakukan pengelompokan
untuk galur-galur yang memiliki nilai
koefisien yang konstan pada berbagai
penanda yang digunakan karena urutan
nilai koefisien yang berubah-ubah dan relatif
tinggi pada semua galur.

Rendahnya keragaman yang ada
antar galur kacang Bogor dapat terjadi
karena kacang Bogor yang dianalisis
berasal dari latar belakang genetik yang
sama. Analisis yang dilakukan oleh Pasquet
et al. (1999) menunjukkan bahwa baik pada
kacang Bogor liar atau yang telah
didomestikasi memiliki keragaman genetik
yang rendah, hal ini menunjukkan bahwa
semua galur domestikasi berawal dari galur
liar yang sama. Selain itu, Nuryati et al.
(2014) juga menjelaskan bahwa selama
eksplorasi benih kacang Bogor telah
didapatkan informasi dari petani-petani
bahwa benih yang ditanam di lahan mereka
juga dibeli dari daerah lain, misalnya petani
di daerah Gresik jawa timur juga membeli
benih yang berasal dari jawa barat. Austi et
al. (2014) menambahkan bahwa galur lokal
kacang bambara yang dikoleksi dilakukan
usaha penggaluran.

Rendahnya keragaman genetik dapat
pula terjadi karena jenis tanaman autogami.
Penyebarluasan oleh manusia dari satu
tempat ke tempat lain dan rendahnya
tingkat peningkatan keragaman secara
seksual dapat menyebabkan rendahnya
variasi antar populasi. Menurut Ren et al.
(2004) tidak ada korelasi yang nyata antara
jarak secara geografis dengan jarak genetik
pada populasi beberapa jenis tanaman
karena persebaran yang terjadi disebabkan
karena introduksi yang dilakukan oleh
manusia.

KESIMPULAN

Hasil optimasi 31 primer tunggal dan
8 primer campuran menghasilkan 5 primer
terpilih dengan umlah band yang paling
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banyak dan memiliki beberapa pita
polimorfik yaitu 3 primer tunggal dan 2
primer campuran yang digunakan dalam
amplifikasi. Hasil elektroforesis dengan
menggunakan 5 primer terpilih  dari
screening primer menunjukkan beberapa
pita polimorfis meskipun rata-rata
persentase polimorfisme hanya 18,87 %.
Tingginya homologi antar galur dapat
disebabkan karena primer yang bersifat
random. Koefisien kemiripan antar galur
berkisar antara 0,9492-1,00. Koefisien
kemiripan terkecil adalah 0,9492 antara
kelompok 2 (galur CCC1.5) dengan 21 galur
yang lain. Koefisien kemiripan dalam
kelompok 2 adalah 0,983. Sementara
koefisien  kemiripan tertinggi dengan
koefisien kemiripan 1 yaitu antara BBL6.1.1,
BBL6.2.1, BBL6.3.1, dan BBL10.1, antara
JLB 1, TKB 1 dan GSG 3.2.1, antara
SS3.1.2, SS3.2.2 dan SS4.3.2 dan antara
CCCl1.41 dan SS6.3.2. Kemiripan yang
tinggi dapat dimungkinkan karena galur-
galur tersebut memiliki latar belakang
genetik yang sama.
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