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ABSTRAK

Kakao merupakan tanaman potensial, informasi lengkap termasuk molekuler sangat diperlukan untuk pengembangan ragam
selanjutnya. Tujuan penelitian adalah mengevaluasi keragaman genetik, hubungan kekerabatan dan identifikasi kultivar tanaman kakao
baik secara morfologi maupun molekuler.  Penelitian dilaksanakan di lapangan, yaitu di Kabupaten Pinrang dan Luwu Provinsi
Sulawesi Selatan, serta di Laboratorium Biologi Molekuler, BB-Biogen, Bogor. Penelitian dimulai Maret sampai Desember 2011.
Bahan tanaman yang digunakan 17 aksesi kakao. Selain pengamatan karakteristik morfologi, dilakukan juga analisa molekuler dengan
beberapa tahapan: Isolasi DNA mengikuti metode CTAB Doyle dan Doyle, pemurnian DNA mengikuti metode Sambrook dan
Russel, penetapan kualitas DNA, dan Reaksi amplifikasi dan elektroforesis mengikuti metode Williams. Sedangkan untuk uji
similaritas digunakan software N-Tsys. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari 46 pola pita yang dihasilkan oleh 8 primer diperoleh
36 pita polimorfisme (78%) dan 10 pita monomorfik. Analisis kluster terhadap 14 karakter utama morfologi tanaman kakao
menghasilkan dendrogram dengan koefisien kemiripan berkisar antara 65-98% atau terdapat keragaman genetik sebesar 2-35%.
Sedangkan analisis kluster terhadap 46 pola pita DNA menghasilkan dendrogram dengan koefisien kemiripan berkisar antara 64-91%
atau terdapat keragaman genetik sebesar 9-36%. Hasil analisis secara morfologi maupun molekuler, keduanya menunjukkan variasi
yang sempit.

Kata Kunci: Kakao, keragaman, morfologi, molekuler

ABSTRACT

Cocoa is one of other important crops of Indonesia. Comprehensive information of cocoa is therefore needed, including molecular information for crop
improvement.The purpose of this experiment was to find out information of genetic variation, genetic relationship and cultivar identification of cocoa
by using morphology character and molecular analysis. The experiment was conducted at field in South Sulawesi and Molecular B iology Laboratory of
BB-Biogen, Bogor since March till December 2011. Genetic material used were 17 accessions of cocoa, and other material were chemical substances.
Besides morphological characteristics, molecular markers were also analyzed by using several steps: DNA isolation uses CTAB methods by Doyle and
Doyle, DNA purification uses Sambrook and Russel methods, and amplification and electrophoresis reaction uses Williams methods. Whereas
genetically similarity were analyzed by using N-Tsys. Result showsed that of 46 band patterns of DNA is resulted from 8 primers yielded of 36 band
patterns of polymorphism (78%) and 10 band patterns of monomorphism.  Based on the cluster analysis of 14 main morphologycal characters, it was
obtained a dendrogram with similarity coefficient about 65-98% or genetic variation about 2-35%. While cluster analysis to 46 band patterns of
DNA was obtained a dendrogram with similarity coefficient about 64-91% or genetic variation about 9-36%. Based on morphologycal and genetic
characters, both the results show narrow variation.
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PENDAHULUAN

Dalam program pemuliaan secara
konvensional, strategi untuk evaluasi keragaman
genetik dapat dilakukan melalui pendekatan
anatomi, morfologi dan fisiologi (Mahapetra et al.,
1995). Penggunaan karakter morfologi dalam tahap
pengamatan kurang akurat, karena dapat
dipengaruhi oleh faktor lingkungan.  Demikian pula
penggunaan kriteria agronomi yang berhubungan
dengan komponen produksi dan produksi
mempunyai kendala yang berhubungan dengan
umur tanaman. Sebagai tanaman tahunan
(perennial), kegiatan seleksi hingga diperoleh kakao
unggul diperlukan waktu lama.

Saat ini pendekatan tersebut telah
dilengkapi dengan teknik molekuler, sehingga
memungkinkan diperolehnya suatu marka gen yang
mengendalikan karakter target dengan cepat dan
akurat. Hal ini sangat membantu efektifitas
maupun efisiensi dari pelaksanaan proses seleksi
yang akan dilakukan dalam program pemuliaan
tanaman (Gupta et al., 2002; Vargas et al., 2005;
dan Richards, 2006). Seperti yang telah dikatakan
oleh Weising et al. (1995) dan Cao et al. (2003)
bahwa perkembangan marka molekuler telah
terbukti dapat memfasilitasi penelitian dalam
bidang ilmu seperti taksonomi, ekologi, genetika
dan pemuliaan tanaman. Seleksi tingkat molekuler
telah banyak dilakukan, di antaranya oleh Arus dan
Morino-Gonzales (1993).

Pemanfaatan plasma nutfah dalam rangka
perbaikan sifat-sifat agronomi dari aksesi-aksesi
terpilih harus didasarkan pada determinasi genetik
yang lebih akurat sehingga penentuan individu
tanaman sebagai material dalam perbaikan genetik
dapat dilakukan dengan tepat (Mohanty et al.,
2004; Ebbs dan Bender, 2006; Law dan Jacobsen,
2010). Penemuan teknik Polymerase Chain Reaction
(PCR) dan automatisasi peralatannya telah
memberikan sumbangan yang besar dalam memacu
perkembangan bidang biologi molekuler dan
genetika (Chan et al., 2004).

Peneliti bidang genetika dan biologi
molekuler banyak menggunakan teknik RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) karena
beberapa alasan yaitu, (1) tidak perlu mengetahui
latar belakang genom yang diteliti, (2)
pelaksanaannya lebih cepat dan sederhana

dibandingkan teknik lain, seperti RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), dan (3) dapat
digunakan untuk analisis genomik hampir pada
semua organisme  (Welsh dan McCleand, 1990;
William et al., 1990; Ni et al., 2001; dan Modgil et
al., 2005). Penggunaan penanda RAPD
memperlihatkan keragaman yang lebih tinggi
dibandingkan isozim dan RFLP (Liu dan Furnier,
1993). Namun teknik ini juga masih memiliki
kekurangan yakni tidak mampu mengidentifikasi
heterozigot (Waugh, 1997).

Pada tanaman tahunan, teknik RAPD dapat
digunakan untuk meningkatkan efisiensi seleksi
awal. Selanjutnya banyak peneliti menggunakan
teknik ini untuk studi genetika termasuk
keragaman genetik (Tingey et al., 1992; dan
Alleman et al., 2006). Oleh karena itu, analisis
keragaman genetik  dengan teknik RAPD cukup
berpotensi karena selain memiliki kelebihan
tersebut di atas juga mampu menghasilkan karakter
yang tidak terbatas jumlahnya. Beberapa contoh
penelitian tentang analisis keragaman genetik
dengan menggunakan RAPD telah dilakukan oleh
Welsh dan Mc Clelland, 1990; Williams et al.,
1990; Nayak et al., 2003; Qin et al., 2007;
Ardiana, 2009; Randriani et al., 2011; Syafaruddin
et al., 2011; Syafaruddin dan Santoso, 2011; dan
Syafaruddin dan Tresniawati, 2011).

Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengevaluasi keragaman genetik, hubungan
kekerabatan dan identifikasi kultivar tanaman kakao
baik secara morfologi maupun molekuler.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan di sentra tanaman
kakao kabupaten Pinrang dan Luwu Provinsi
Sulawesi Selatan, serta di Laboratorium Biologi
Molekuler, Balai Besar Penelitian dan
Pengembangan Bioteknologi dan Sumberdaya
Genetik Pertanian (BB-Biogen), Bogor. Penelitian
ini berlangsung mulai Maret sampai Desember
2011. Bahan tanaman yang digunakan adalah 17
aksesi kakao, yaitu M-01, AP, BT-6, M-04, BR-25,
M-08, PBC, M-05, CCN-51, CCN-31, BB, M-06,
SN, MY-03,  SS-REWA, YM-01 (YM), dan ARDI.
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Pengamatan morfologi dilakukan terhadap
14 karakter: 1) batang (tegak/ semi tegak/
terkulai), 2) bentuk daun (oval/ lonjong/ bulat/
bulatpanjang/ oblanceolate/ obovate), 3) bentuk
pangkal (runcing/ bulat/ tumpul), 4) ujung daun
(runcing/ ramping/ tumpul), 5) warna daun
muda/ flush (merah/ kuning/ hijau), 6) ukuran
buah (besar/ sedang/ kecil), 7) bentuk buah
(bulat/ lonjong), 8) leher buah (jelas/ samar), 9)
ujung buah (runcing/ tumpul), 10) permukaan
buah (halus/ kasar), 11) kedalaman alur (dalam/
dangkal), 12) warna buah muda (merah/ hijau),
13) warna buah masak (kuning/ merah
kekuningan/ hijau), dan 14) tingkat pembungaan
(banyak/ sedang/ sedikit).

Kegiatan di laboratorium meliputi
beberapa tahapan: (1) isolasi  DNA mengikuti
metode CTAB (Doyle dan Doyle ,1987), (2)
pemurnian DNA mengikuti metode Sambrook dan
Russel (1989), (3) penetapan kualitas DNA, dan
(4) reaksi amplifikasi dan elektroforesis mengikuti
metode Williams et al. (1990).

Data hasil pengamatan morfologi dan
molekuler di uji similaritas dengan menggunakan
software NTSYS-pc versi 2.02 dan MINITAB Release
14. Sebelum data morfologi dan data RAPD
dianalisis, terlebih dahulu data tersebut diskor
dengan nilai nol (0) jika tidak ada, dan nilai satu (1)
jika ada pada karakter morfologi yang sama,
sedangkan profil pita DNA hasil RAPD diskor nilai
nol (0) jika tidak ada pita, dan satu (1) jika ada pita
pada tingkat migrasi yang sama. Selanjutnya
dilakukan analisis similaritas berdasarkan rumus
Nei dan Li (1979), analisis pengelompokan
menggunakan Sequential, Agglomerative, Hierarchical,
and Nested (SAHN)-UPGMA (Unweighted pair-group
method, arithmetic average) pada program NTSYS-pc

versi 2.02, dan hasil analisis ini disajikan dalam
bentuk dendrogram.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis Polimorfisme RAPD
Tabel 1 menunjukkan hasil amplifikasi

DNA yang dilakukan terhadap 17 aksesi kakao
dengan menggunakan 8 primer RAPD yang telah
diseleksi dari 20 primer yang dilakukan pengujian
sebelumnya untuk melihat polimorfisme DNA
terhadap Theobroma cacao L. Primer terseleksi ini
merupakan primer dengan variasi yang luas dan
sangat mewakili, yaitu OPD-08, OPE-01, OPN-
06, OPB-04, OPN-20, OPG-16, OPG-18 dan
OPU-06 yang menghasilkan total 46 pita, dengan
ukuran fragmen DNA bervariasi. Hasil ini sesuai
dengan pendapat yang dikemukakan oleh
McPherson dan Longo (1992), Teulat et al. (2000),
Kanno et al. (2005), dan Buisine et al. (2008),
menyatakan bahwa ukuran fragmen DNA yang
teramplifikasi tergantung daerah yang diapit oleh
dua primer dalam arah bolak-balik.

Berdasarkan hasil amplifikasi, terlihat pola
pita DNA terbagi dalam dua kelompok, yakni pita
yang menunjukkan polimorfik dan pita
monomorfik. Secara umum hasil amplifikasi
dengan 8 primer ini sudah memperlihatkan
polimorfisme DNA dengan 46 pita DNA. Primer
yang menghasilkan jumlah pita terkecil adalah
primer OPD-08 dan OPE-01, sedangkan yang
terbanyak menghasilkan pita adalah primer OPN-
20. Padmalatha dan Prasad (2006) menyatakan
bahwa jumlah pita yang dihasilkan tergantung pada
berapa banyak potongan DNA yang dihasilkan dari
PCR.

Tabel 1. Primer RAPD yang digunakan untuk analisis keragaman kakao
Table 1. RAPD primers used for genetic variation analysis on cocoa

Penanda
(50–30)

Variasi polimorfik pita DNA
Total Polimorfik % Polimorfik

OPD-08 3 2 66,67
OPE-01 3 3 100,00
OPN-06 5 5 100,00
OPB-04 6 6 100,00
OPN-20 10 6 60,00
OPG-16 4 1 25,00
OPG-18 8 7 87,50
OPU-06 7 6 85,71
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M=Marker 1=M-01 2=AP 3=BT-6 4=M-04 5=BR-25 6=M-08 7=PBC 8=M-05 9=CCN-51 10=CCN-31 11=BB 12=M-06 13=SN
14=MY-03 15=SS-REWA 16=YM-01 17=ARDI

Gambar 1. Pola pita penanda RAPD yang dibangkitkan menggunakan primer OPU-06 pada 17 aksesi kakao
Figure 1. Band pattern of RAPD marker which is raising by using OPU-06 primer on 17 cocoa accessions

Tingkat polimorfisme primer yang
digunakan adalah tinggi, terdapat tiga primer yang
memiliki tingkat polimorfisme 100%. Dari 46 pola
pita yang dihasilkan oleh 8 primer diperoleh 36 pita
polimorfisme (78%) dan 10 pita monomorfik (36 :
10).  Setiap primer menghasilkan 3-10 pita (rata-
rata 5,75 pita setiap primer). Amplifikasi 8 klon
kakao yang dilakukan Essy (2003) dengan
menggunakan 19 primer acak menghasilkan 218
pita, dengan 179 pita polimorfik dan 39 pita
monomorfik. Polimorfisme merupakan gambaran
amplifikasi yang diperoleh dari perbedaan fragmen
DNA yang bervariasi (McGregor et al., 2000;
Surzycki, 2000; dan Malone and Hannon, 2009).
Contoh pola pita RAPD hasil amplifikasi  primer
OPU-06 menggunakan DNA dari 17  aksesi kakao
dapat dilihat pada Gambar 1.

Primer yang tidak menghasilkan pita DNA
mengindikasikan bahwa primer-primer tersebut
tidak mempunyai homologi dengan DNA cetakan,
karena terbentuknya fragmen pita DNA tergantung
pada sekuen primer dan genotipe dari DNA
cetakan. Perbedaan jumlah dan polimorfisme pita
DNA yang dihasilkan dari setiap primer
menggambarkan kompleksitas genom tanaman
yang diamati. Pita RAPD merupakan hasil
berpasangannya nukleotida primer dengan
nukleotida genom tanaman, semakin banyak
primer yang digunakan akan semakin terwakili
bagian-bagian genom sehingga semakin tergambar
keadaan genom tanaman sesungguhnya.

Polimorfisme yang dideteksi oleh RAPD
pada prinsipnya merupakan hasil dari beberapa tipe
peristiwa, yaitu: (1) insersi DNA di antara dua situs
penempelan primer, (2) delesi pada bagian genom
yang mengandung situs penempelan, dan (3)
substitusi nukleotida pada situs penempelan primer

(Weising et al., 1995). Insersi DNA yang
berukuran besar di antara dua situs penempelan
primer menyebabkan ketidakmampuan DNA
polimerase untuk mensintesis DNA sehingga
daerah tersebut tidak dapat diamplifikasi. Delesi
pada genom yang mengandung situs penempelan
menyebabkan primer tidak dapat menempel pada
daerah tersebut sehingga daerah tersebut tidak
dapat diamplifikasi. Delesi di antara dua situs
penempelan menyebabkan perubahan panjang dan
ukuran daerah yang diamplifikasi (Sahasrabudhe
dan Deodhar, 2010).

Analisis Kluster Karakter Morfologi
Dari 17 aksesi terdapat 6 (enam) aksesi

kakao dengan buah berwarna kuning ketika masak,
yaitu aksesi M-01, M-04, BB, YM-01 (YM), SS-
REWA, dan M-08, sedangkan 11 aksesi kakao
berwarna merah kekuning-kuningan, yaitu M-05,
M-06, PBC, BR-25, BTG, AP, SN, MY-03, ARDI,
CCN-31 dan CCN-51.

Berdasarkan analisis kluster terhadap 14
karakter morfologi menghasilkan dendrogram
dengan koefisien kemiripan 65-98% atau terdapat
keragaman genetik 2-35% (Gambar 2). Pada
koefisien kemiripin genetik (KKG) 65% atau jarak
genetik 35%  terbentuk dua kelompok.  Kelompok
pertama (I) pada koefisien kemiripin genetik
(KKG) 70% atau jarak genetik 30%, terdapat enam
aksesi, yaitu M-08, ARDI, CCN-51, CCN-31, SN
dan M-05. Kelompok ini memiliki kesamaan
karakter permukaan buah kasar, bentuk pangkal
daun runcing, ujung daun ramping, dan warna
buah kekuning-kuningan.

Kelompok dua (II) pada koefisien
kemiripin genetik (KKG) 67% atau jarak genetik
33% terbentuk dua subkelompok.  Subkelompok

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1716
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(a) dengan KKG 71% atau jarak genetik 29%,
nampak bahwa aksesi SS-REWA, BTG, dan PBC
memisah dari aksesi lainnya (YM-01 (YM), MY-03,
dan M-06), sedangkan subkelompok (b) dengan
KKG 74% atau jarak genetik 26% terlihat bahwa
aksesi M-04 dan AP memisah dari aksesi M-01 dan
BB. Pemisahan kelompok dua (II) menjadi dua
subkelompok disebabkan perbedaan beberapa
karakter yaitu permukaan buah, bentuk daun, dan
warna daun muda (pucuk).

Analisis Kluster Pita DNA
Analisis kluster terhadap 46 pola pita DNA

menghasilkan dendrogram dengan koefisien
kemiripan berkisar antara 64-91% atau terdapat
keragaman genetik sebesar 9-36%  (Gambar 3).
Pada koefisien kemiripan genetik (KKG) 0,64
aksesi kakao terbentuk dua kelompok. Pada KKG

0,64 aksesi PBC memisah tersendiri dari aksesi
lainnya.

Pada koefisien kemiripin genetik (KKG)
0,668  atau jarak genetik 33,20%  terbentuk dua
subkelompok. Subkelompok pertama (a) hanya
terdapat satu aksesi, yaitu aksesi SN. Subkelompok
dua (b) dengan KKG 68% atau jarak genetik 32%,
nampak bahwa aksesi M-08, M-04, BR-25, M-01,
BTG dan AP yang memiliki KKG 0,76 atau jarak
genetik 24% memisah dari aksesi MY-03, ARDI,
YM-01 (YM), SS-REWA, M-06, BB, CCN-31,
CCN-51 dan M-05 yang memiliki KKG  0,72 atau
jarak genetik 28%. Dari hasil analisis kedua
karakteristik baik secara morfologi maupun
molekuler, memperlihatkan kelompok besar dan
subkelompok dalam setiap kelompok, tetapi
keduanya menunjukkan variasi yang sempit baik
kemiripan morfologi maupun kemiripan genetik.

Gambar 2. Dendrogram kemiripan morfologi hasil analisis kluster dengan metode pengelompokan UPGMA berdasarkan 14 karakter morfologi
Figure 2. Dendrogram of morphologycal similarity provided by cluster analysys of UPGMA method based on 14 morphology characters

Koefisien
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Gambar 3. Dendrogram kemiripan genetik hasil analisis kluster dengan metode pengelompokan UPGMA berdasarkan 46 pita DNA
Figure 3. Dendrogram of genetic relationships based on UPGMA clustering of 46 band pattern of DNA

KESIMPULAN

Berdasarkan analisis morfologi dan
molekuler ke-17 aksesi kakao ternyata
memperlihatkan variasi yang sempit sehingga
diperlukan terobosan lain untuk meningkatkan
keragaman genetik. Analisis kluster terhadap 14
karakter utama morfologi tanaman menghasilkan
dendrogram dengan koefisien kemiripan berkisar
65-98% atau terdapat keragaman genetik 2-35%.
Sedangkan analisis kluster terhadap 46 pola pita
DNA menghasilkan dendrogram dengan koefisien
kemiripan berkisar antara 64-91% atau terdapat
keragaman genetik sebesar 9-36%.
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