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ABSTRACT

Suitability Analysis of SSR Marker (Simple Sequence Repeats) for Genetic Diversity Identification in
Bambara Groundnut West Java Origin

Bambara groundnut (Vigna subterranea) is one of legume crops that has not been widely
cultivated. It becomes food alternative sources in Indonesia as it has high of protein and
carbohydrate content and low fat. Furthermore, bambara groundnut should be good production in
marginal land. Molecular marker has been used for any crop development such as genetic
diversity, matting system, clones identification, etc. This research used neutral genetic markers
(SSR) to study genetic diversity in Bambara groundut population from West Java. Fifteen primers
has used and the results showed that primer 1 and primer 19 were polymorphic and informative
because the locus has high He (heterozygosity) and PIC (Polymorphic Information Content) value
compare to others. The higher Hr and PIC value the more informative to distinguish each
individual between genotype in one population.

Keywords: Bambara groundnut ( Vigna subterranea), Genetic diversity, Simple sequence repeats
(SSR)

ABSTRAK

Kacang bambara (Vigna subterranea) merupakan salah satu tanaman Jegumeyang belum terlalu
banyak dibudidayakan dan dapat menjadi sumber pangan alternative di Indonesia karena
kandungan protein dan karbohidratnya cukup tinggi dan rendah lemak. Selain itu, tanaman ini
juga dilaporkan dapat berproduksi dengan baik pada lahan-lahan marginal. Penggunaan marka
molekuler telah banyak digunakan pada tanaman untuk berbagai tujuan antara lain untuk
mengevaluasi keragaman genetik suatu populasi, menduga system perkawinan, identifikasi klon
dan lain-lain. Dalam penelitian ini digunakan marka netral (SSR) untuk mempelajari keragaman
genetik populasi Kacang bambara (Vigna subterranea) asal Jawa Barat. Dari lima belas primer,
primer 1 dan primer 19 merupakan primer yang bersifat polimorfik dan informative karena lokus
tersebut memiliki nilai He (heterozigositas) dan PIC (Polymorphic Information Content) yang
tinggi dibandingkan dengan primer-primer lainnya. Semakin tinggi nilai He dan PIC yang
dihasilkan maka primer tersebut semakin informatif dalam membedakan individu antar genotip
dalam populasi.

Kata Kunci : Kacang bambara ( Vigna subterranea), Keragaman genetik, Simple Sequence Repeats
(SSR)

PENDAHULUAN Indonesia yang masih terabaikan dan belum

dimanfaatkan dengan maksimal. Salah satunya

Indonesia merupakan salah satu negara kaya adalah kacang-kacangan, yang dapat dimanfaatkan

akan sumberdaya hayati untuk memenuhi sebagai pangan serta kaya akan protein. Kacang
kebutuhan manusia. Banyak sumberdaya hayati di
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bambara (Vigna subterranea) atau lebih dikenal
sebagai kacang Bogor adalah salah satu tanaman
kacang-kacangan yang dapat tumbuh baik di
Indonesia, namun belum belum tersebar luas.
Kacang bambara merupakan tanaman yang
berpotensi sebagai sumber pangan alternatif
penghasil protein dan karbohidrat. Pada biji kering
tanaman ini memiliki kandungan protein yang
cukup tinggi yaitu 16 — 21%, karbohidrat 50 — 60%
lemak yang rendah 4,5 - 6,5%,
mengandung kalsium, fosfor, zat besi, dan vitamin
Bl (Purseglove, 1968; Suwanprasert er al, 2006).
Polong muda kacang bambara biasanya dikonsumsi

dan serta

dengan cara direbus, sedangkan biji kering biasanya
diproses dahulu menjadi tepung dan sebagai bahan
utama pembuatan susu di Harare (Hampson er al
2000).

Selain kandungan nutrisi yang sangat baik,
tanaman ini juga dilaporkan dapat berproduksi baik
pada Madamba (1995)
melaporkan bahwa produktifitas kacang bambara

lahan-lahan marginal.

pada kondisi lingkungan tumbuh yang marjinal di
Zimbabwe dapat menghasilkan 300 kg/ha biji
kering, namun pada kondisi lingkungan tumbuh
optimal akan menghasilkan 4 ton/ha biji kering.
Penelitian kacang bambara di Indonesia
belum banyak dilakukan, karena namanya kurang
dikenal sehingga kacang bambara dinilai kurang
komersial. Hal ini menyebabkan belum tersedianya
varietas unggul kacang bambara. Varietas unggul
yang dimaksud antara lain mempunyai hasil tinggi,
toleran terhadap hama penyakit, umur genjah,
nutrisi tinggi dll. Program pengembangan atau
perakitan varietas unggul kacang bambara perlu
segera  dilakukan.
pemuliaan kacang bambara dapat diawali dengan

Program  pengembangan
upaya penyediaan informasi tentang keragaman dan
struktur genetik plasma nutfah kacang bambara.
Keragaman genetik berperan penting dalam
pemuliaan
pemahaman tentang keragaman genetik dapat
membantu  keberhasilan  program  pemuliaan
tanaman (Lima er al, 2001). Keragaman genetik

tanaman karena informasi dan

plasma nutfah merupakan salah satu komponen
dasar dalam sistem pemuliaan tanaman,dimana
keragaman genetik merupakan sumber informasi
genetik dari sifat-sifat penting suatu tanman untuk
perbaikan varietas. Agar keragaman plasma nutfah
dapat dimanfaatkan dalam program perbaikan
varietas, maka potensi sifat-sifat yang dimiliki harus
diketahui.
Estimasi

keragaman  genetik dengan

menggunakan marka morfologi banyak digunakan
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karena praktis, cepat, dan mudah, pengamatan
dilakukan dengan bersifat
kuantitatif. Namun, marka morfologi kurang akurat
untuk menganalisis keragaman dan struktur genetik
tanaman karena dipengaruhi oleh lingkungan
(Hussain et al., 2008; Oumouloud er al., 2009).
Marka molekular adalah pelengkap yang
bermanfaat bagi karakter morfologi dan fenologi
karena tidak dipengaruhi oleh lingkungan (Solmaz
et al, 2010). Setiyo (2001) dan Asins er al, (1995)
menjelaskan bahwa marka molekuler merupakan
teknik yang efektif dalam analisis genetik dan telah
diaplikasikan secara luas dalam program pemuliaan

cara visual dan

tanaman.

Marka mikrosatelit atau Simpel sequence
repeats (SSR) banyak digunakan dalam pembelajaran
taksonomi dan keragaman (Jatoi et al, 2006) karena
marker ini dapat mengidentifikasi alel dengan
reabilitas tinggi dan reproduktifitas (Guiterrez er al,
2005) dan telah terbukti sebagai salah satu marker
yang paling tepat untuk keragaman genetik (Lee er
al, 2007). adalah
memperoleh informasi keragaman genetik tanaman
kacang bogor asal Jawa Barat berdasarkan marka
SSR.

Tujuan dari penelitian ini

BAHAN DAN METODE

ini

dilakukan di
Laboratorium Analisis Tanaman Fakultas Pertanian

Penelitian akan
Universitas Padjadjaran dan Laboratorium Genetika
Molekuler  Fakultas  Kedokteran
Padjadjaran. Penelitian ini akan dilakukan mulai
dari September 2014 sampai dengan Januari 2015.
Bahan-bahan yang digunakan pada percobaan ini
adalah 70 aksesi kacang bambara asal Jawa Barat dan

Universitas

15 pasang primer SSR.

Isolasi DNA yang dilakukan dalam
penelitian ini adalah metode CTAB (Cety! Trimethyl
Ammonium Bromide). CTAB merupakan senyawa
yang dapat mendegradasi dinding sel, denaturasi

protein, memisahkan  karbohidrat, = merusak
membran sel dan melarutkan DNA.
Proses amplifikasi dilakukan dengan

Chain
Reaction). Proses PCR dilakukan dengan kondisi

menggunakan mesin PCR (Polymerase

PCR sebagai berikut: denaturasi awal pada 94°C
selama 3 menit; selanjutnya diulang sebanyak 35
siklus dengan kondisi 94°C selama 15 detik; 45-60°C
(sesuai Tm primer) selama 1 menit; 72°C selama 1
menit; diakhiri dengan ekstensi akhir pada suhu
72°C selama 10 menit. Hasil PCR dielektroforensis
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pada agarose 2% dengan tegangan 80 volt selama 70
menit.

Analisis data dilakukan berdasarkan hasil
scoring pola pita DNA yang muncul pada plate. Hasil
scoring dalam bentuk data biner, jika ada pita diberi
skor satu dan jika tidak adapita diberi skor 0. Jumlah
alel (Na), heterozigositas yang diharapkan (HO),
keragaman genetik (heterozigositas yang diamati =

Hr) dihitung dengan menggunakan software
POPGENE sedangkan polymorphic information
content (PIC) dihitung formula:
PICi = 1- % Pij?
HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil POPGENE 32 menunjukkan bahwa
jumlah alel (Na) yang dihasilkan dari lima belas
primer SSR yang digunakan adalah 1 sampai 3
dengan rata-rata 2 alel per lokus. Jumlah alel yang
dihasilkan tidak jauh berbeda dengan penelitiaan
Siie dan Massawe (2012) yang menghasilkan 1
sampai 2 alel dengan rata-rata 1,1 alel per lokus,
namun hasil tersebut lebih rendah dari penelitian
Somta er al (2011) yang mampu menghasilkan 4
sampai 10 alel dengan rata-rata 7,75 alel per lokus.

Teknologi PCR berdasarkan 15 primer
marka SSR yang telah digunakan pada penelitian ini
bersifat polimorfik sedang untuk membedakan
semua aksesi kacang bambara asal Jawa Barat yang
telah  diteliti.  Nilai polymorphic

rata-rata
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Information content (PIC) berdasarkan marka SSR
ini adalah sebesar 0,33. Nilai PIC terkecil adalah
primer 7 dengan nilai -0,17. sedangkan primer 1 dan
primer 19 merupakan primer yang Dbersifat
polimorfik dan informative dikarenakan memiliki
nilai PIC yang tinggi. Nilai polymorphic information
content (PIC) dijadikan standar untuk mengevaluasi
marka genetik berdasarkan pita DNA hasil
amplifikasi PCR, oleh karena itu nilai PIC dibagi
menjadi tiga kelas yaitu PIC > 0,5 = sangat
informatif, kemudian 0.25 > PIC > 0,5 = sedang, dan
PIC < 0,25 = rendah (Botstein er al, 1980 dalam
Mulsanti er al., 2013).
Keragaman genetik dapat pula ditunjukan
heterosigositas actual (Ho) dan
harapan (He). Pada Tabel 1
menunjukan bahwa primer 1 dan primer 19 bersifat
informative karena lokus ini memiliki nilai He dan

dari nilai

heterosigositas

PIC tertinggi jika dibandingkan dengan lokus-lokus
lainnya. Semakin tinggi nilai He dan PIC yang
dihasilkan maka primer tersebut semakin informatif
dalam membedakan individu antar genotip dalam
populasi. Boer (2007) menyatakan bahwa nilai He
yang tinggi dapat mengindikasi keragaman yang
tingi pada lokus tersebut. Selanjutnya, Sajib et al
(2012) menyatakan bahwa nilai PIC adalah ukuran
polimorfisme suatu lokus antar genotip dengan
menggunakan informasi jumlah alel.

Tabel 1. Parameter Informasi Keragaman berdasarkan marka SSR.

No PRIMER Na N I PIC Ho Hr Fsr P-VALUE
1. Primer 1 3 279 106 0.64 0.35 0.65 0.34 0

2. Primer 7 2 1.50 051 -0.17 0.67 0.33 0.03 0.89
3. Primer 10 3 1.16 030 0.13 0.86 0.14 0.08 0.29
4, Primer 15 3 1.56 0.67 -0.06 0.64 0.36  0.07 0.24
5. Primer 16 2 145 049 0.44 0.69 031 0.13 0.05
6. Primer 19 3 210 0.81 0.63 0.47 053 0.33 0

7. Primer 30 2 1.77 0.63 -0.08 0.56 0.44 0.05 0.63
8. Primer 31 1 1.00 0.00 0.29 1.00 0.00 0.00 1

9. Primer 32 3 208 0.88 0.3 0.48 052 0.18 0
10.  Primer 33 1 1.00 0.00 0.51 1.00 0.00 0.00 1
11.  Primer 41 1 1.00 0.00 0.36 1.00 0.00 0.00 1
12.  Primer D11 2 1.34 042 0.54 0.75 025 0.39 0
13.  Primer D14 1 1.00 0.00 0.47 1.00 0.00 0.00 1
14.  Primer D15 1 1.00 0.00 0.22 1.00 0.00 0.00 1
15.  PRIMER mBam2080 2 1.20 030 0.46 0.83 0.17  0.08 0.24
Rata-rata 2 146 040 033 0.75 0.25 0.11 0.49
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KESIMPULAN

Dari lima belas primer, primer 1 dan primer
19 merupakan primer yang bersifat polimorfik dan
informatif karena lokus tersebut memiliki nilai He
dan PIC yang tinggi dibandingkan dengan primer-
primer lainnya. Semakin tinggi nilai He dan PIC
yang dihasilkan maka primer tersebut semakin
informative dalam membedakan individu antar

genotip dalam populasi.
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