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A B S T R A C T  

Peanut is one of food crops commonly consumed in Indonesia. This species comprises several cultivars such as Kancil, Bison, Jerapah, 
Talam, and Tuban, each of which has its individual advantages and disadvantages. The vast variation among peanut cultivars leads to the 
need of study on genetic diversity and relationship among them using particular molecular marker. This study aims to see whether 
variation on DNA sequences among some peanut cultivars amplified with atpB-rbcL primers exists or not and to know the relationship 
among the cultivars based on the amplicon sequences. The method involves some sequential steps, i.e. genomic DNA isolation using CTAB 
protocol, amplification of DNA sequence using atpB-rbcL primers and sequencing of the amplification products. Data on sequences were 
edited manually using Bioedit version 7.0.4.1. Sequence alignment was performed using ClustalW, which is also implemented in Bioedit 
version 7.0.4.1. Arlequin 2.0 was used to calculate nucleotide diversity . Phylogenetic analysis was performed using Maximum Parsimony 
in MEGA 5.0. The results showed that considerably high variation in DNA sequences of some peanut cultivars amplified with atpB-rbcL 
primers are observed. On the other hands, very close genetic relationship among cultivars is found. 
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P E N D A H U L U A N  

Kacang tanah (Arachis hypogaea L.) merupakan salah 
satu komoditas tanaman pangan yang cukup banyak 
dikonsumsi di Indonesia. Menurut Astawan (2009), 
tanaman ini mempunyai nilai ekonomi tinggi dan 
menempati posisi kedua di antara komoditas kacang-
kacangan setelah kedelai. Kacang tanah digunakan 
secara luas sebagai bahan pangan seperti makanan 
camilan atau digunakan sebagai bumbu masak. Selain 
itu, kacang tanah juga sering dimanfaatkan sebagai 
bahan baku industri, misalnya pengolahan kacang 
tanah sebagai minyak nabati. Hal ini karena 
kandungan gizinya yang tinggi dan lengkap sehingga 
sangat baik bagi kesehatan. Dalam 100 g kacang tanah 
terkandung 25,3% protein, 42,8% lemak, 21,1% 
karbohidrat, 31% serat, 25% vitamin E, dan beberapa 
bahan mineral seperti kalsium, klorida, fero, 
magnesium, fosfor, kalium, dan sulfur (Fachruddin, 
2000). 

Produksi kacang tanah saat ini belum mampu 
mencukupi kebutuhan nasional, terlebih lagi dengan 
makin meningkatnya kebutuhan kacang tanah sebagai 
bahan baku industri dan pakan ternak. Produksi 
kacang tanah di Indonesia pada tahun 2012 
meningkat sekitar 2,57% bila dibandingkan dengan 
produksi tahun 2011, yaitu 691 ribu ton biji kering 
menjadi 709 ribu biji kering. Namun, bila 
dibandingkan dengan rata-rata produksi selama 
periode tahun 2007 hingga 2011 sebenarnya terjadi 
penurunan sebesar 6,89%. Produksi kacang tanah 
selama periode tahun 2007 hingga 2012 cenderung 
berfluktuasi dan mengalami penurunan, dari 789 ribu 
ton biji kering pada tahun 2007 menjadi 709 ribu ton 
biji kering pada tahun 2012 atau mengalami 
penurunan rata-rata 1,99% per tahun (Kementerian 
Pertanian, 2012).  

Penurunan produksi kacang tanah tersebut 
diakibatkan oleh penurunan luas lahan, degradasi 
sumberdaya lahan, air dan lingkungan, serta 
terbatasnya akses petani terhadap sumber 
permodalan dan teknologi budidaya. Kemajuan 
teknologi, khususnya teknologi yang melibatkan 
praktik manipulasi genetik, membuka peluang 
keberhasilan dalam upaya peningkatan produksi 
budidaya tanaman. Sementara itu, teknologi 
pemuliaan konvensional yang cenderung berdasarkan 
atas keanekaragaman fenotipe, kadang-kadang 
mengalami bias dalam seleksi individu unggul pada 
suatu populasi tanaman. Hal ini dapat terjadi karena 
fenotipe merupakan interaksi antara faktor genetik 
dan faktor lingkungan. Oleh karena itu, diperlukan 
kegiatan pemuliaan tanaman yang lebih berbasis pada 
keanekaragaman genetik untuk menghasilkan 
genotipe-genotipe potensial (Sudarmi, 2013). 

Informasi tentang keanekaraga-man genetik yang 
diperoleh dari analisis DNA juga berguna dalam 
penentuan hubungan kekerabatan antarindividu atau 
antarpopulasi yang diteliti. Informasi ini dapat 
digunakan sebagai dasar dalam perbaikan kualitas 
genetik tanaman melalui pemuliaan tanaman yang 
terprogram dengan baik. Keanekaragaman genetik 
dapat terjadi karena adanya variasi nukleotida 
penyusun DNA. Variasi ini dapat berpengaruh pada 
fenotipe individu organisme yang dapat diamati 
secara langsung (Suryanto, 2003). 

Salah satu pendekatan untuk mempelajari 
keanekaragaman genetik dan hubungan kekerabatan 
genetik diantara beberapa kultivar kacang tanah 
adalah menggunakan data sekuens DNA tertentu. 
Sekuens ini dapat diketahui setelah diamplifikasi 
menggunakan suatu pasangan primer, misalnya 
primer untuk mengampli-fikasi daerah penyela 
intergenik atpB-rbcL dari genom kloroplas. Menurut 
Doi et al. (2002), daerah pada genom kloroplas ini 
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telah digunakan untuk studi filogenetik interspesifik 
pada beberapa tanaman seperti pada genus Magnolia 
(Azuma et al., 1999), studi filogenetik intraspesifik 
pada tanaman Pedicularis chamissonis Steven 
(Scrophulariaceae) (Fujii et al., 1997) dan pada 
beberapa populasi tanaman Kelloggia chinensis serta 
Kelloggia galioides Torrey ex Benth (Nie et al., 2005). 

Berdasarkan uraian tersebut di atas dapat 
dirumuskan tujuan penelitian, yaitu: melihat ada 
tidaknya variasi sekuens DNA pada beberapa kultivar 
kacang tanah yang diamplifikasi menggunakan primer 
atpB-rbcL dan melihat ada tidaknya hubungan 
kekerabatan beberapa kultivar kacang tanah 
berdasarkan sekuens hasil amplifikasi menggunakan 
primer atpB-rbcL. Hasil penelitian ini diharapkan 
dapat memberikan data dasar untuk perbaikan 
kualitas genetik kacang tanah dalam program 
pemuliaan tanaman kacang tanah.  

M E T O D E  

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Genetika dan 
Molekuler Fakultas Biologi Universitas Jenderal Soedirman 
pada bulan November 2015 sampai dengan Februari 2016. 
Sampel berupa lima kultivar kacang tanah berasal dari 
Balitkabi Malang, yang kemudian ditanam secara acak di 
dalam pot di RT 01 RW 01 Sumampir. Sampel yang 
digunakan berupa daun kacang tanah yang kemudian 
diekstraksi DNA genomnya dengan menggunakan metode 
CTAB (Doyle & Doyle, 1990) yang telah dimodifikasi. Uji 
kuantitatif DNA menggunakan nanospektrofotometer. 
Visualisasi DNA genom dilakukan untuk melihat kualitas 
DNA genom dengan menggunakan gel agarosa 0,75% dan 
visualisasi dilakukan juga untuk pengecekan hasil PCR 
menggunakan gel agarosa 1,5%. Primer oligonukleotida 
yang digunakan adalah sepasang primer universal atpB-
rbcL (Chiang et al., 1998). Reaksi PCR terdiri atas kappa mix 
25 µl, forward primer 5 µl, reverse primer 5 µl, DNA template 
2 µl, dan NFW 13 µl dengan total reaksi 50 µl. Reaksi PCR 
yang digunakan adalah pradenaturasi 94 °C 4 menit, diikuti 
35 siklus reaksi yang masing-masing terdiri atas denaturasi 
94 °C 1 menit, annealing 46 °C 2 menit, elongasi 72 °C 3 
menit, dilanjutkan dengan elongasi akhir 72 °C 10 menit dan 
penyimpanan 8 °C. Produk PCR selanjutnya dikirim ke 
Firstbase Malaysia untuk disekuensing. Suhu penempelan 
primer yang digunakan adalah 46 °C.  

Data hasil sekuensing disunting menggunakan piranti 
lunak Bioedit versi 7.0.4.1 (Hall, 1999) dan diperiksa secara 
manual. Penjajaran sekuens dilakukan dengan menggu-
nakan ClustalW (Thompson et al., 1994) yang juga 
diimplementasikan dalam piranti lunak Bioedit versi 7.0.4.1 
(Hall, 1999). Program Arlequin 2.0 (Scheinder et al., 2000) 
digunakan untuk menghitung keanekaragaman nukleotida 
(Nei, 1987). Analisis filogenetik dilaku-kan dengan 
menggunakan Maximum Parsimony yang ada di dalam 
program MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). 

H A S I L  D A N  P E M B A H A S A N  

Ekstraksi DNA genom kelima kultivar kacang tanah 
menghasilkan konsentrasi yang berkisar dari 313 
hingga 1.225 ng/µl dengan tingkat kemurnian 1,3 
hingga 2,0. Dilihat dari konsentrasinya, DNA tersebut 
dapat dikatakan cukup apabila akan digunakan 
sebagai templat PCR. Menurut Bartlett et al. (2003) 
DNA sebanyak 1 ng merupakan jumlah minimal yang 

dapat digunakan dalam proses PCR. Menurut Clontech 
(1999), jika konsentrasi DNA terlalu tinggi dapat 
dilakukan pengenceran, sedangkan jika konsentrasi 
DNA terlalu rendah dapat dilakukan penambahan 
volume DNA templat pada formula PCR.  

Jika dilihat dari kemurniannya, sebagian besar 
sampel DNA tersebut memperlihatkan nilai yang 
cukup baik untuk keperluan PCR. Sambrook & Russel 
(1989) menyatakan bahwa DNA dikatakan murni 
apabila mempunyai nilai A260/A280 dalam kisaran 1,8–
2,0. Menurut Alberts (1994), nilai A260/A280 kurang 
dari 1,8 menunjukkan adanya kontaminasi oleh 
protein, sedangkan nilai lebih dari 1,8 menunjukkan 
kontaminasi oleh RNA.  

Visualisasi DNA genom hasil ekstraksi disajikan 
pada Gambar 1. Hasil elektroforesis menunjukkan 
bahwa kualitas DNA hasil ekstraksi cukup baik karena 
DNA yang diperoleh terlihat jelas meskipun masih 
smear. Hasil smear ini menunjukkan bahwa sampel 
DNA masih terkontaminasi oleh RNA dan debris-
debris sel lain seperti protein dan karbohidrat.  

 

Gambar 1. Hasil elektroforesis DNA genom kultivar kacang 
tanah (Bsn = kultivar bison, Jrp = kultivar jerapah, Kcl = 

kultivar kancil, Tlm = kultivar talam, Tbn = kultivar tuban) 

Hasil amplifikasi menggunakan primer atpB-rbcL 
pada kacang tanah menunjukkan pita produk PCR 
yang tipis meskipun telah dilakukan beberapa kali 
optimasi suhu penempelan primer. Menurut Prana 
dan Hartati (2003), kualitas hasil amplifikasi dapat 
dilihat dari jumlah pita DNA yang dapat diidentifikasi 
dan tingkat resolusi pita fragmen DNA yang 
diamplifikasi.  

 

Gambar 2. Hasil amplifikasi fragmen DNA menggunakan 
primer atpB-rbcL pada beberapa kultivar kacang tanah  

(Bsn = kultivar bison, Jrp = kultivar jerapah, Kcl = kultivar 
kancil, Tlm = kultivar talam, Tbn = kultivar tuban) 

Fragmen amplikon yang diperoleh berukuran 
sekitar 660 pb. Menurut Doi et al. (2002), ukuran 
fragmen DNA yang diamplifikasi menggunakan 
primer atpB-rbcL pada genus Vigna berkisar dari 687 
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hingga 700 pb. Untuk mengetahui sekuens mplikon 
dari kelima sampel kacang tanah tersebut dilakukan 
sekuensing agar dapat dilakukan perbandingan di 
antaranya. Visualisasi amplikon yang diperoleh dapat 
dilihat pada Gambar 2. 

Hasil PCR kemudian disekuensing di FirstBase 
Malaysia. Data sekuens selanjutnya dianalisis 
menggunakan calculate identity/similarity dalam 
piranti lunak Bioedit versi 7.0.4.1 (Hall, 1999) untuk 
mengetahui kecocokan sekuens amplikon dengan 
beberapa sekuens yang juga diamplifikasi dengan 
primer atpB-rbcL dari spesies lain yang berkerabat 
dekat dengan kacang tanah. Hasil analisis kecocokan 
sekuens ditampilkan pada Tabel 1. Secara umum, bila 
kandungan DNA homolog berkisar 60–100% dianggap 
spesies yang sama, bila memiliki DNA homolog 
berkisar 20–60% dianggap spesies yang berkerabat 
dekat, sedangkan bila DNA homolog kurang dari 20% 
dianggap spesies berbeda (Johnson, 1984). Suatu 
sekuens DNA dikatakan identik apabila memiliki nilai 
91–100% (Kolondam et al., 2012). 

Tabel 1. Kecocokan sekuen amplikon dengan sekuens  
atpB-rbcL dari spesies lain 

Spesies yang 
dibandingkan 

Tuban 
(%) 

Kancil 
(%) 

Bison 
(%) 

Jerapah 
(%) 

Talam 
(%) 

Vigna grandiflora 28 26 28 28 29 
Vigna umbellata 29 30 27 27 30 
Vigna trinervia 30 27 28 30 27 
Vigna tenuicaulis 28 28 28 27 29 
Vigna radiata 26 23 23 24 26 
Phaseolus vulgaris 26 23 25 26 25 
Phaseolus lunatus 24 23 26 23 25 

Sekuens DNA yang diperoleh kemudian dijajarkan 
untuk keperluan analisis variasi sekuens dan 
filogenetik. Penjajaran sekuens dilakukan 
menggunakan Program ClustalW (Thompson et al., 
1994). Penjajaran dilakukan untuk menentukan 
tingkat homologi urutan basa DNA yang dianalisis. 
Hasil penjajaran sekuens dapat dilihat pada Lampiran 
4. Hasil penjajaran tersebut digunakan untuk 
menentukan nilai keanekaragaman nukleotida 
menggu-nakan piranti lunak DnaSP 5.10.01 dan 
Arlequin 3.1.  
Hasil analisis keanekaragaman nukleotida yang 
diperoleh adalah 0,428 +/- 0,260 dengan 417 situs 
polimorfik, rincian seperti pada Lampiran 5 (Tajima, 
1993). Dari nilai keanekaragaman nukleotida yang 
diperoleh dapat dikatakan bahwa keanekaragaman 
genetik pada beberapa kultivar kacang tanah tinggi, 
bila dibandingkan dengan nilai keanekaragaman 
nukleotida pada daerah intergenik atpB-rbcL genus 
Vigna sebesar 0,019 (Doi et al., 2002). 

Secara umum variasi genetik disebabkan oleh 
perkawinan acak, ukuran populasi yang sangat besar, 
migrasi, mutasi, rekombinasi, dan seleksi alam (Hartl 
dan Jones, 1998). Begitu tingginya keanekaragaman 
genetik pada beberapa kultivar kacang tanah diduga 
antara lain karena terjadi persilangan acak di antara 
individu-individu tetua kultivar tersebut. Perkawinan 
acak seperti ini membantu meningkatkan 

heterozigositas dari satu generasi ke generasi 
berikutnya. 

Persilangan (hibridisasi) dapat meningkatkan 
variasi genetik dalam suatu populasi karena proses 
tersebut dapat menyebabkan terjadinya aliran gen 
(Grant dan Grant, 1994). Aliran gen atau proses 
perpindahan materi genetik mempengaruhi tingkat 
keanekaragaman genetik dalam kurun waktu tertentu 
(Soelistyowati, 1996). Hal ini diduga menyebabkan 
tingginya variasi genetik antarkultivar kacang tanah. 

Tingginya keanekaragaman genetik juga dapat 
disebabkan oleh mutasi (Agisimanto dan Supriyanto, 
2007). Mutasi merupakan perubahan sekuens 
nukleotida DNA suatu organisme yang menghasilkan 
keanekaragaman genetik (Campbell, 2008). Hasil 
penelitian menunjukkan situs yang mengalami mutasi 
subtitusi transversi sebesar 268, sedangkan situs yang 
mengalami mutasi transisi sebesar 261. Dalam hal ini, 
komposisi basa nukleotida A adalah 34,78%, basa T 
28,86%, basa C 17,6%, dan basa G 18,77%. Perubahan 
kandungan basa nukleotida dapat mempengaruhi 
variasi genetik suatu populasi. Menurut Huang et al. 
(2005), kandungan basa nukleotida pada chloroplast 
spacer lebih banyak berupa A dan T.  

Analisis filogenetik menggu-nakan metode 
Maximum Parsimoniy pada Gambar 3. Hasil kontruksi 
pohon filogenetik tersebut menun-jukkan bahwa 
beberapa kultivar kacang tanah berada dalam satu 
kerumunan dalam uji bootstrap (1.000 ulangan) yang 
ditampilkan di sebelah cabang. Menurut Nei dan Li 
(1979), makin besar bootstrap value, makin tinggi 
pula tingkat kepercayaan topologi pada hasil 
rekontruksi pohon filogenetik. 

 

Gambar 3. Pohon filogenetik beberapa kultivar kacang 
tanah hasil analisis Maximun Parsimony (Program MEGA) 

Analisis hubungan kekerabatan dapat dilihat dari 
jarak genetik di antara masing-masing individu. Hasil 
analisis menggunakan piranti lunak MEGA 5.0 
(Tamura et al., 2011). Tabel 2 menunjukkan bahwa 
jarak genetik yang paling rendah sebesar 0,188 
dijumpai antara kultivar Talam dan kultivar Tuban, 
sedangkan jarak genetik yang paling tinggi sebesar 
0,910 dijumpai antara kultivar Kancil dan kultivar 
Talam. Menurut Nei (1972), jarak genetik termasuk 
rendah apabila memiliki nilai antara 0,010 dan 0,099; 
sedang 0,1–0,99; dan tinggi 1,00–2,00.  

Tabel 2. Estimasi matriks jarak genetik beberapa kultivar 
kacang tanah 

  1 2 3 4 5 
1. Kultivar Bison 

     2. Kultivar Jerapah 0,192 
    3. Kultivar Kancil 0,254 0,307 

   4. Kultivar Talam 0,856 0,797 0,910 
  5. Kultivar Tuban 0,844 0,832 0,889 0,188 

 

 bison

 kancil

 Jerapah 

 Talam 

 Tuban

64

100
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Menurut Rahayu & Handayani (2010) makin 
rendah jarak genetik, makin rendah ketidaksamaan 
genetik antara individu atau makin dekat hubungan 
kekerabatan antara individu. Kedekatan hubungan 
kekerabatan antarpopulasi dapat disebabkan oleh 
adanya asal-usul leluhur yang sama (common 
ancestor) (Campbell, 2008). 

K E S I M P U L A N  D A N  S A R A N  

Sekuens DNA beberapa kultivar kacang tanah yang 
diamplifikasi menggunakan primer atpB-rbcL 
memiliki variasi yang sangat tinggi. Hubungan 
kekerabatan beberapa kultivar kacang tanah cukup 
dekat jika dilihat dari sekuens DNA yang diamplifikasi 
menggunakan primer atpB-rbcL. 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk 
mempelajari variasi sekuens DNA dan hubungan 
kekerabatan di antara beberapa kultivar kacang tanah 
menggunakan marka molekuler yang lain.  
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