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ABSTRAK

Identifikasi keragaman genetik dalam kultivar kopi Arabika berbuah kuning berdasarkan karakter morfologi tanaman dihadapkan pada
kendala sulitnya menemukan kondisi lingkungan yang seragam di lahan petani. Oleh sebab itu, diperlukan pendekatan lain yang tidak
dipengaruhi perbedaan kondisi lingkungan, yaitu berdasarkan polimorfisme DNA. Tujuan penelitian adalah menganalisis variasi
genetik dalam populasi kultivar kopi Arabika berbuah kuning berdasarkan penanda SSRs. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Terpadu Balai Penelitian Tanaman Industri dan Penyegar (Balittri), Sukabumi, mulai bulan April sampai Mei 2015. Sampel daun
untuk ckstraksi DNA diambil dari kultivar kopi Arabika berbuah kuning (AGK-1) dan dua kultivar berbuah merah sebagai
pembanding, yaitu ABP-1 (tipe katai) dan Typica (tipe tinggi). Kultivar AGK-1 dan ABP-1 masing-masing terdiri dari 17 dan 5 nomor
individu, sedangkan kultivar Typica terdiri dari 3 individu. Amplifikasi PCR menggunakan 12 primer SSR yang telah dirancang untuk
mengidentifikasi keragaman genetik kopi Arabika. Empat primer SSR di antaranya, yaitu M24, SSRCa052, M32, dan M42,
menghasilkan pola pita DNA polimorfik. Data biner diolah menggunakan program NTSYS-PC versi 2.1. Pengelompokan genotipe
berdasarkan matriks kesamaan genetik menggunakan unweighted pair group method with arithmetic average (UPGMA). Hasil analisis
menunjukkan adanya variasi genetik antar nomor/individu kultivar AGK-1 sehingga membentuk tiga klaster pada nilai kesamaan
genetik 67%. Salah satu klaster menunjukkan kedekatan jarak genetik antara beberapa individu dalam populasi kultivar AGK-1
dengan kultivar Typica. Dua klaster lainnya menggambarkan kemiripan genetik yang tinggi antara kultivar AGK-1 dengan kultivar
ABP-1. Dugaan adanya aliran gen antar kultivar dan atau residu heterozigositas dalam populasi kultivar AGK-1 di lahan petani perlu
dibuktikan lebih lanjut.

Kata kunci: Kopi Arabika, intra kultivar, buah kuning, keragaman genetik, SSRs

ABSTRACT

Identification of the genetic diversity within populations of yellow-berried Arabica coffee cultivar based on morphological characters faced an obstacle
in fjndjng identical environmental conditions atfarmersfie]d. Thergfore, an approach which is not it}ﬂuenced by d{ﬁ(erences in environmental
conditions is required, for instance based on DNA polymorphism. The research aimed to analyze genetic variation within populations qf}/eﬂow—
berried Arabica coffee cultivar based on SSRs markers. The research was conducted in the Integrated Laboratory, Indonesian Industrial and Beverage
Crops Research Institute, Sukabumi, from April until June 2015. The leaf samples for DNA extraction were obtained from yellow-berried Arabica
coffee cultivar (AGK-1) and two red-berried cultivars as controls, namely ABP-1 (dwarf type) and Typica (tall type). AGK-1 and ABP-1 cultivars
consisted of 17 and 5 individual numbers, respectively, whereas Typica cultivar comprised three individuals. PCR amplification was carried out using
12 SSR primers. Four primers (M24, SSRCa052, M32, and M42) produced polymorphic band. The binary data obtained in this research was
subsequently processed using NTSYS-PC program version 2.1. The genotypes were grouped based on a genetic similarity matrix using the unweighted
pair group method arithmetic mean (UPGMA). The result showed the existence of genetic variation among individual of AGK-1 cultivars, which
forming three clusters at the genetic similarity value of 67%. One cluster exhibited close genetic relationships between some individuals within the
population of AGK-1 cultivar and Typica cultivar. Meanwhile, the other two clusters showed high genetic similarity between AGK-1 cultivar and
ABP-1 cultivar. The result demonstrated the possibility of gene flow between genotypes or residual heterozygosity within the population of AGK-1
cultivar at farmers field, which required a further study.

Keywords: Arabica coffee, intra cultivar, yellow berry, genetic variability, SSRs
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PENDAHULUAN

Kopi Arabika (Coffea arabica L.) merupakan
spesies yang banyak dibudidayakan di Indonesia selain
kopi Robusta (C. canephora var. robusta). Beragam
kultivar kopi Arabika baik yang berbasis genetik Typica,
Bourbon, Caturra, maupun Hibrido de Timor (HdT) telah
dikembangkan secara luas di lahan petani. Salah satu
kultivar kopi Arabika yang dikembangkan petani
menmiliki karakteristik yang unik, yaitu buahnya tidak
berwarna merah ketika masak, melainkan berwarna
kuning. Kultivar kopi Arabika berbuah kuning mudah
ditemukan di wilayah pegunungan Papandayan,
Kecamatan  Cikajang, Kabupaten = Garut. Petani
setempat menyukai kultivar kopi tersebut karena daya
hasilnya dinilai tinggi (> 1 ton/ha) dan ukuran bijinya
tergolong  besar.  Hasil penelitian  sebelumnya
menunjukkan bahwa kultivar kopi Arabika buah kuning
menghasilkan biji berukuran besar, sesuai standar SNI
01-2907-2008 (Randriani, Dani, & Wardiana, 2014).

Informasi mengenai keragaman genetik dan
asal-usul genetik kultivar kopi Arabika berbuah kuning
terscbut  hingga saat ini masih sangat terbatas.
Pengembangannya di lahan petani sudah berlangsung
cukup lama sehingga dapat ditemukan lebih dari satu
generasi tanaman yang saling tumpang tindih
(overlapping) dalam hamparan lahan yang sama. Sebagian
besar petani mengembangkan kultivar  tersebut
bersama-sama dengan kultivar lain yang berbuah merah,
terutama ABP 1 dan Typica. Meskipun kopi Arabika
tergolong tanaman yang mampu menyerbuki sendiri
(self-pollinated) (Brokaw, 2013) sekaligus kompatibel
membuahi sendiri (self-compatible) (Yu et al., 2011),
tetapi tidak menutup peluang terjadinya pembuahan
silang (cross fertilization) (Andreazi et al., 2015).
Persilangan alami dapat terjadi antar kultivar kopi
Arabika bahkan dengan spesies kopi lain yang seringkali
tumbuh berdekatan (sympatric) (Gomez et al., 2016).
Kondisi tersebut memberikan peluang terjadinya aliran
gen (gene flow), baik antar kultivar maupun antar spesies
(Noirot, Charrier, Stoffelen, & Anthony, 2015).
Adanya introgresi gen dari luar dapat memunculkan
keragaman genetik baru dalam kultivar yang sama
sehingga berperan dalam memperluas basis genetik kopi
Arabika (Gimase, Thagana, Kirubi, Gichuru, &
Gichimu, 2011). Hal ini penting mengingat variabilitas
genetik spesies kopi Arabika telah tereduksi selama
proses domestikasi (Maluf, Silvestrini, Ruggiero,
Guerreiro Filho, & Colombo, 2005).

Keragaman genetik  dalam  kultivar  kopi
Arabika di lahan petani seringkali sulit diidentifikasi
secara visual dengan hanya mengandalkan perbedaan
karakter-karakter morfologi. Hal tersebut disebabkan
kurang  terstandarisasinya  pengelolaan  agronomis
tanaman kopi oleh para petani, seperti pemangkasan,
penggunaan naungan, pengaturan jarak tanam, dan
pemupukan.  Sebagai contoh, adanya perbedaan
intensitas naungan akan menyebabkan perubahan
struktur dan fungsi daun tanaman kopi schingga
memunculkan variasi antar individu dalam kultivar yang
sama (Baliza et al., 2012). Oleh sebab itu, diperlukan
pendekatan lain yang tidak dipengaruhi perbedaan
kondisi lingkungan. Dibandingkan dengan penanda
morfologi, penanda molekuler merupakan teknologi
yang lebih efisien, lebih akurat, dan dapat diandalkan
untuk membedakan antar spesies maupun antar kultivar
yang berkerabat dekat (Mishra & Slater, 2012), hingga
dapat mengidentifikasi keragaman genetik dalam
kultivar (Tran, 2005). Penanda simple sequence repeats
(SSRs), yang juga discbut microsatellites, short tandem
repeats (STRs) atau sequence-tagged microsatellite sites
(STMS), merupakan penanda molekuler berbasis
polymerase chain reaction (PCR) (Jiang, 2010). Metode
SSRs telah digunakan secara luas dalam karakterisasi
genetik kopi (Gimase et al., 2011) hingga seleksi sifat
ketahanan terhadap nematoda (Pereira et al., 2016) dan
penyakit buah kopi (coffee berry disease = CBD)
(Kiguongo, Omondi, Gichuru, & Kasili, 2014).
Penelitian bertujuan menganalisis variasi genetik dalam
populasi  kultivar kopi Arabika berbuah kuning
berdasarkan penanda SSRs.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Terpadu
Balai Penclitian Tanaman Industri dan Penyegar
(Balittri), Sukabumi, mulai bulan April sampai Juni
2015.

Bahan Tanaman

Sampel daun untuk bahan isolasi DNA diambil
dari 17 nomor individu kultivar AGK-1, 5 kultivar
ABP-1, dan 3 kultivar Typica yang ditanam petani di
Desa Cikandang, Kecamatan Cikajang, Kabupaten
Garut, Jawa Barat (Tabel 1).
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Tabel 1. Kultivar kopi Arabika berbuah kuning (AGK—1) dan berbuah merah yang digunakan untuk analisis variasi genetik
Table 1. Yellow-berried (AGK-1) and red-berried Arabica coffee cultivars used for genetic variation analysis

Kultivar — no. individu ~ Kelompok umur

Lokasi asal (blok)

Karakter morfologi spesifik

Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut ~ Perawakan semi katai, berbuah kuning
Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut ~ Perawakan semi katai, berbuah kuning
Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut ~ Perawakan semi katai, berbuah kuning
Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut ~ Perawakan semi katai, berbuah kuning
Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut ~ Perawakan semi katai, berbuah kuning
Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut ~ Perawakan semi katai, berbuah kuning
Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut ~ Perawakan semi katai, berbuah kuning
Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut ~ Perawakan semi katai, berbuah kuning

Ciawer, Cikandang, Cikajang, Garut
Ciawer, Cikandang, Cikajang, Garut
Ciawer, Cikandang, Cikajang, Garut

Perawakan semi katai, berbuah kuning
Perawakan semi katai, berbuah kuning

Perawakan semi katai, berbuah kuning

Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut ~ Perawakan semi katai, berbuah kuning
Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut ~ Perawakan semi katai, berbuah kuning
Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut ~ Perawakan semi katai, berbuah kuning

AGK-1-P1/1 >10-15 tahun
AGK—-1-P1/2 >10-15 tahun
AGK-1-P1/3 >10-15 tahun
AGK-1-P1/4 >10-15 tahun
AGK-1-P1/5 >10-15 tahun
AGK-1-P2/1 >5-10 tahun
AGK-1-P2/2 >5-10 tahun
AGK-1-P2/3 >5-10 tahun
AGK-1-P2/4 (C) >5-10 tahun
AGK-1-P2/5 (C) >5-10 tahun
AGK-1-P2/6 (C) >5-10 tahun
AGK-1-P3/1 <5 tahun
AGK-1-P3/2 <5 tahun
AGK—-1-P3/3 <5 tahun
AGK-1-P3/4 (S) <5 tahun
AGK—1-P3/5 (S) <5 tahun
AGK—1-P3/6 (S) <5 tahun
AGK-1-Al >15 tahun
AGK-1-A2 >15 tahun
AGK-1-A3 >15 tahun
AGK-1-A4 >15 tahun
AGK-1-P2/1 (S) >5-10 tahun
Preanger (Typica) >15 tahun
Preanger (S) (Typica) >15 tahun
Buhun (S) (Typica) >15 tahun

Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
Baru Ulis, Cikandang, Cikajang, Garut
Baru Ulis, Cikandang, Cikajang, Garut
Baru Ulis, Cikandang, Cikajang, Garut
Baru Ulis, Cikandang, Cikajang, Garut
Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut

Perawakan semi katai, berbuah kuning
Perawakan semi katai, berbuah kuning
Perawakan semi katai, berbuah kuning
Perawakan semi katai, berbuah merah
Perawakan semi katai, berbuah merah
Perawakan semi katai, berbuah merah
Perawakan semi katai, berbuah merah
Perawakan semi katai, berbuah merah
Perawakan tinggi, berbuah merah

Perawakan tinggi, berbuah merah

Perawakan tinggi, berbuah merah

Isolasi DNA

Daun muda yang digunakan untuk bahan isolasi
DNA adalah yang terdapat pada ruas cabang nomor dua
dari pucuk (sudah berkembang sempurna tetapi masih
berwarna hijau muda) dan tidak menunjukkan gejala
serangan hama dan penyakit (Motta et al., 2014). Isolasi
DNA menggunakan metode cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB) yang telah dikembangkan oleh Allen et
al. (2006). Genomik DNA hasil isolasi selanjutnya
diukur kualitas dan kuantitasnya menggunakan alat
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.,
Wilmington, DE, USA). Hasil pengukuran tersebut
selanjutnya digunakan untuk menentukan konsentrasi
final sebesar 10 ng/ul untuk keperluan analisis PCR.

Analisis SSR

Sebanyak 12 primer SSR yang didesain dari
sekuen kopi Arabika (Combes et al., 2000; Missio et al.,
2009; Teressa et al., 2010) digunakan untuk
mengamplifikasi DNA 25 nomor individu kultivar kopi
Arabika (Tabel 2). Komposisi bahan kimia yang
digunakan untuk proses amplifikasi DNA adalah 10 ng

DNA, 0,2 uM primer forward dan reverse serta 1x KAPA
PCR mix dengan volume akhir 15 ul. Proses amplifikasi
DNA dilakukan dengan menggunakan mesin PCR
Program  PCR
mengamplifikasi DNA dengan tahapan sebagai berikut:
(1) pre-denaturasi (95°C; 3 menit); (2) denaturasi
(95°C; 15 detik), penempelan primer (annealing)
(53°C; 15 detik) dan perpanjangan (extension) (72°C; 15

detik), semua proses dalam tahap dua ini diulang

SensoQuest. digunakan  untuk

sebanyak 35 siklus; dan (3) perpanjangan akhir (final
extension) (72°C; 10 menit). DNA kopi hasil amplifikasi
PCR kemudian diuji menggunakan elektroforesis
dengan gel agarose 1% yang sudah mengandung
pewarna gel red pada larutan 0,5 x bufer TBE. Tahap
selanjutnya adalah separasi semua DNA hasil amplifikasi
dengan menggunakan 6% gel poliakrilamid non-
denaturasi pada larutan 1x bufer TBE. Gel hasil
elektroforesis tersebut kemudian diwarnai
menggunakan larutan ethidium bromide selama 20 menit
dan divisualisasi pada UV transluminator menggunakan

gel documentation system.
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Tabel 2. Karakteristik 12 primer SSR yang digunakan untuk menganalisis keragaman genetik antar individu dan antar kultivar kopi

Arabika

Table 2. Characteristics of 12 SSR primers utilized for genetic variability analysis among individuals and cultivars of Arabica coffee

ls\fsaém foleus g pengulangan Sckuen primer (forward) Sekuen primer (reverse) [(1:;; an alel
M2a (GT)y/(GT)s/(GT), AGTGGTAAAAGCCGTTGGTG ~ GCGGTTGTTGGTGAGTTGAA 205218
M24 (CA)5(CG),CA GGCTCGAGATATCTGTTTAG ~ TTTAATGGGCATAGGGTCC 132-166
M25 (GT),CT(GT),/(GT),, CCCTCCCTGCCAGAAGAAGC — AACCACCGTCCTTTTCCTCG  160-170
M20 (GA)(GT) TT(GT), TT(GT),(GA),,(TC),(CT),GT CTTGTTTGAGTCTGTCGCTG ~ TTTCCCTCCCAATGTCTGTA — 240-270
CMAO055  (TG)y TTGAGCAAAAACCCTATTCC ~ TAAACCCAAAAAGACCACAA

SSRCa052  (TTG), GATGGAAACCCAGAAAGTTG  TAGAAGGGCTTTGACTGGAC 129
SSRCa018  (GT),x(GA), GTCTCGTTTCACGCTCTCTC — ATTTTTGGCACGGTATGTTC 115

M27 (GT),, AGGAGGGAGGTGTGGGTGAAG AGGGGAGTGGATAAGAAGG 118-134
M29 (CTCACA),/(CA), GACCATTACATTTCACACAC ~ GCATTTTGTTGCACACTGTA  103-122
M32 (CA),/(CA),/(CA)g AACTCTCCATTCCCGCATTC ~ CTGGGTTTTCTGTGTTCTCG  89-135
M42 (GT),/(GT), ATCCGTCATAATCCAGCGTC ~ AGGCCAGGAAGCATGAAAGG — 72--03
M47 (CT)o(CA)s/(CT),/(CA); TGATGGACAGGAGTTGATGG ~ TGCCAATCTACCTACCCCTT — 100-132

Sumber/ Sources: Combes et al. (2000); Missio, Caixeta, Zambolim, & Sakiyama (2009); Teressa, Crouzillat, Petiard, & Brouhan

(2010)

Analisis data

Marka SSR yang menunjukkan hasil polimorfik
diberi skor dengan menggunakan format data biner,
yaitu skor 1 apabila terdapat pita dan O apabila tidak ada
pita. Matriks data biner tersebut digunakan untuk
melakukan analisis keragaman genetik dalam populasi
kopi Arabika dengan program NTSYS-PC versi 2.1
(Rohlf, 2000). Pengelompokan semua genotipe kopi
dilakukan berdasarkan matriks kesamaan genetik dengan
menggunakan unweighted pair group method with arithmetic
average (UPGMA). Untuk mengetahui jarak genetik
antar genotipe kopi Arabika dilakukan perhitungan
dengan rumus: 1-matriks kesamaan genetik.

Untuk mengetahui jumlah alel, jumlah alel
spesifik, frekuensi alel mayor, keragaman gen (gene
diversity), nilai heterozigositas, dan nilai polymorphic
information content (PIC) dari tiap-tiap lokus SSR yang
digunakan maka dilakukan penghitungan dengan
menggunakan program PowerMarker versi 3.25 (Liu &
Muse, 2005). Nilai frekuensi alel mayor dihitung
berdasarkan jumlah alel terbanyak, sedangkan jumlah

alel spesifik dihitung berdasarkan pada jumlah alel yang
kurang dari 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penanda molekuler saat ini telah banyak
diterapkan untuk mengidentifikasi keragaman genetik
kopi. Keakuratan dan derajat separasi pada hasil

identifikasi keragaman genetik menggunakan berbagai
teknologi DNA sangat tergantung pada jumlah primer
yang  digunakan  dan  pita  polimorfis  yang
2012). Hasil

penelitian menunjukkan bahwa dari 12 primer SSR yang

dimunculkannya (Kathurima et dl.,

digunakan, hanya empat primer yang menghasilkan pita
polimorfik, yaitu M24, SSRCa052, M32, dan M42
(Tabel 3).

polimorfik tersebut sudah mampu mengidentifikasi

Meskipun demikian, keempat primer
adanya keragaman genetik dalam populasi kopi Arabika
berbuah kuning (AGK-1). Berdasarkan hasil analisis
keragaman alel menggunakan program PowerMarker
diperoleh jumlah total alel sebanyak 14 alel, dengan
jumlah rata-rata 3,5 alel untuk tiap lokus SSR (Tabel 3).
Jumlah total alel dan nilai rata-rata jumlah alel per lokus
yang dihasilkan lebih sedikit dibandingkan dengan
penelitian sebelumnya yang menggunakan 12 kultivar
kopi Arabika dan 10 primer SSR polimorfik, yaitu 83
alel dengan jumlah rata-rata 8 alel tiap lokusnya (Izzah,
Randriani, & Dani, 2015). Perbedaan tersebut diduga
disebabkan jumlah kultivar yang digunakan dalam
penelitian ini jauh lebih sedikit, yaitu hanya tiga
kultivar.

Hal lain yang menarik dari penelitian ini adalah
ditemukannya 2 alel spesifik berukuran antara 400500
bp yang ditunjukkan oleh primer SSRCa052 (Tabel 3;
Gambar 1). Kedua alel spesifik tersebut hanya muncul
pada dua nomor individu kultivar kopi Arabika berbuah
kuning, yaitu AGK-1-P3/3 dan AGK-1-P2/2 (Gambar
1). Hasil ini menunjukkan bahwa lokus SSRCa052
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berpotensi digunakan untuk mengindentifikasi individu
AGK-1-P3/3 dan AGK-1-P2/2 di dalam populasi kopi
Arabika berbuah kuning. Meskipun demikian, belum
diketahui adanya keterkaitan antara segmen DNA
tersebut dengan karakter fenotipik tertentu pada
kultivar AGK-1.

Nilai rata-rata PIC yang diperolch sebesar 0,51
(Tabel 3) schingga termasuk kategori tinggi (Zhang,
Mao, Zhang, & Wu, 2014). Ini berbeda dengan hasil
penelitian Missio et al. (2010) yang menunjukkan nilai
PIC rata-rata rendah (0,22) pada enam aksesi dan enam
varietas komersial kopi Arabika berdasarkan 33 pasang
primer, termasuk SSRCa052. Dalam penelitian ini,
primer SSRCa052 mempunyai nilai keragaman gen
(0,73) dan PIC (0,68) lebih tinggi dibandingkan dengan
primer yang lain (Tabel 3). Hal ini mengindikasikan
bahwa primer SSRCa025 merupakan penanda yang
cukup prospektif untuk digunakan dalam analisis sidik
jari plasma nutfah kopi Arabika. Hasil penelitian ini
sejalan dengan pendapat Rubiyo, Izzah, Sulistiyorini, &
Tresniawati (2015) yang menyatakan bahwa primer
dengan nilai keragaman gen dan PIC yang tinggi dapat
dipilih sebagai penanda potensial untuk analisis sidik jari
koleksi plasma nutfah dalam upaya mendukung program
pemuliaan.

Berdasarkan hasil analisis klaster diketahui
bahwa individu-individu dalam kultivar AGK-1 terbagi
ke dalam tiga kelompok besar pada nilai kesamaan
genetik 67% (Gambar 2). Pada klaster I, lima individu
kultivar AGK-1 mengelompok terpisah bersama dengan
tiga kultivar lain dari tipe Typica, yaitu Preanger,
Preanger (S), dan Buhun (S) pada koefisien kemiripan
genetik 85%. Padahal, penampilan morfologi kultivar
AGK-1 sangat berbeda dengan ketiga kultivar tersebut
(Gambar 2a). Klaster II dan III menempatkan sebagian
besar individu kultivar AGK-1 dengan kultivar ABP-1
yang berbuah merah. Hal ini menandakan bahwa kedua
kultivar tersebut memiliki jarak genetik atau hubungan

kekerabatan yang dekat. Tetapi, primer yang digunakan
dalam penelitian ini tidak dapat memisahkan genotipe
berdasarkan warna buah, yaitu merah dan kuning.
Kedekatan genetik kultivar kopi Arabika berbuah
kuning dengan salah satu kultivar berbuah merah (ABP-
1 dan ABP-2) juga telah ditunjukkan dalam hasil
penelitian sebelumnya (Randriani et al., 2014; Izzah et
al., 2015).

Variasi genetik antar individu kultivar AGK-1
berbuah kuning dan kultivar berbuah merah juga
ditunjukkan oleh nilai jarak genetik yang ditampilkan
pada Tabel 4. Nilai jarak genetik yang dihasilkan sangat
bervariasi mulai dari yang terendah (0,00) sampai
dengan tertinggi (0,86). Informasi mengenai nilai jarak
genetik tersebut sangat bermanfaat bagi para pemulia
dalam menentukan kombinasi tetua persilangan. Izzah et
al. (2015) menyatakan bahwa kombinasi tetua
persilangan ideal dipilih berdasarkan nilai jarak genetik
yang tinggi.

Secara teoritis, keragaman genetik dalam
kultivar kopi Arabika pada umumnya rendah sehingga
semua aksesi dalam kultivar yang sama akan
mengelompok dalam satu klaster. Meskipun demikian,
scbagian aksesi mungkin saja mengelompok dalam
klaster terpisah. Simpangan tersebut dapat terjadi akibat
masih adanya residu heterozigositas dari tetua asalnya
(Steiger et al., 2002) maupun adanya aliran gen antar
kultivar melalui penyerbukan silang secara alami
(Geleta, Herrera, Monzén, & Bryngelsson, 2012).
Residu  heterozigositas dapat  didefinisikan ~sebagai
proporsi lokus pada hasil persilangan antar genotipe
yang masih belum stabil secara genetik hingga generasi
inbreeding tertentu (Bailey, 1978). Persilangan alami
sangat mungkin terjadi, baik antar kultivar hingga antar
spesies kopi yang tumbuh berdampingan di lahan yang
sudah dimodifikasi oleh manusia Gomez (et al., 2010).
Petani kopi pada umumnya menanam lebih dari satu
kultivar dalam lahan yang sama (Gambar 3a).

Tabel 3. Keragaman alel dari empat primer SSR polimorfik yang digunakan untuk analisis keragaman genetik kopi Arabika

Table 3. Allele variation among four polymorphic SSR primers used for genetic diversity analysis of Arabica coffee

Jumlah alel Frekuensi

Keragaman

Nama primer SSR Jumlah alel spesifik alel mayor gen Heterozigositas PIC
M24 3 - 0,60 0,57 0,40 0,52
M42 2 - 0,88 0,21 0,00 0,19
M32 4 - 0,34 0,72 1,00 0,66
SSRCa052 5 2 0,32 0,73 0,72 0,68
Rata-rata 3,5 - 0,53 0,56 0,53 0,51
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Contoh polimorfisme pola pita DNA antar individu dalam populasi kultivar AGK-1 dan pembandingnya yang
teridentifikasi pada lokus SSRCa052. Tanda panah menunjukkan pola pita spesifik yang muncul pada dua individu dalam
populasi kultivar AGK-1

Polymorphic DNA band patterns among individuals within AGK-1 cultivar and its control varieties identified by locus SSRCa052.
The arrows indicated specific band patterns that appear on two individuals in the population of AGK-1 cultivar

Preanger
Preanger (5)
Buhun (5)

) AGK-1-P2/3
AGK-1-P3/6 (8)
AGK-1-P3/6 (8)
AGK-1-P2/6 (C)
AGK-1-P2/2
AGK-1-P1/3
AGK-1-P1/5
AGK-1-P2/5 (C)
AGK-1- P1/4
AGK-1-P1/1
AGK-1-P2/1
ABP-1-A1
AGK-1-P2/4 (C)
AGK-1-P3/3
ABP-1-A4
AGK-1-P3/5 (8)
AGK-1- P3/4 (5)
il ABP-1-P2/1 (8)
ABP-1-A3

I

AGK-1-P3/1
ABP-1-A2
AGK-1-P3/2

f T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]

0.40 0.55 0.70 0.85 1.00

Dendrogram keragaman genetik dalam populasi kultivar kopi Arabika berbuah kuning (AGK-1) dan kekerabatannya
dengan yang berbuah merah (ditandai dengan huruf tebal) berdasarkan penanda SSRs

Dendrogram shows genetic diversity in the population of yellow-berried Arabica coffee cultivar (AGK-1) and its relationships with red-
berried cultivars (indicated by bold letters) based on SSRs markers
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Gambar 3. Kultivar kopi Arabika yang dikembangkan petani secara bersamaan pada lahan yang sama: (A) kultivar AGK-1 (kiri) dan
Buhun (kanan) umur 2 tahun, (B) kultivar AGK-1 (kiri) dan ABP-1 (kanan) umur 2 tahun, dan (C) buah kultivar AGK-
1 (kiri) dan ABP-1 (kanan) umur 4 tahun

Figure 3. Arabica coffee cultivars cultivated by farmers simultaneously in the same field: (A) AGK-1 (left) and Buhun (right) cultivars (2 years
old plant), (B) AGK-1 (left) and ABP-1 (right) cultivars (2 years old plant), and (C) coffee berry of AGK-1 (left) and ABP-1 (right)
cultivars (4 years old plant)
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Kultivar kopi Arabika berbuah kuning yang
banyak dikembangkan petani di wilayah Kecamatan
Cikajang, Kabupaten Garut tersebut diyakini berasal
dari Brasil. Di negara tersebut, banyak dikembangkan
kultivar Catuai yang merupakan hasil persilangan antara
yellow Caturra C476-11 dan Mundo Novo CP 374—19.
Kultivar hibrida tersebut menggabungkan gen vigor
pertumbuhan vegetatif lebih baik dari Mundo Novo dan
perawakan katai dari Caturra. Seperti halnya kultivar
Caturra, kultivar Catuai juga terdiri dari dua tipe
berdasarkan warna buahnya, yaitu berbuah merah
(Catuai Vermelho) dan berbuah kuning (Catuai Amarelo)
(Steiger et al., 2002; Zambolim, 2016). Keduanya
memiliki penampilan yang sangat mirip dan hanya
mudah dibedakan secara morfologis berdasarkan warna
buahnya (merah dan kuning) (Sera et al., 2003).
Kemiripan morfologi serupa juga ditunjukan oleh
kultivar AGK-1 dan ABP-1 (Gambar 3), meskipun
keduanya memiliki karakteristik mutu citarasa yang
berbeda (Randriani et al., 2014; Silva, de Queiroz,
Ferreira, Corréa, & Rufino, 2015).

Warna buah kuning pada kultivar Catuai
diwarisi dari salah satu tetuanya, yaitu kultivar yellow
Caturra, yang kemungkinan dikendalikan oleh gen
resesif dalam kondisi homozigot xc xc (Carvalho,
Monaco, & Fazuoli, 1979; Krug, Mendes, & Carvalho,
1949) scbagai hasil mutasi dari tipe berbuah merah
(Moura et al., 2015). Perubahan warna buah dari merah
menjadi kuning diduga berkaitan dengan perubahan
metabolisme pembentukan antosianin, seperti pada
raspberry (Carvalho et al., 2016), anggur (Rustioni,
Rocchi, & Failla, 2015) dan woodland strawberry (Zhang
et al., 2015). Biosintesis antosianin, yang dikendalikan
oleh beberapa gen dan faktor transkripsi, aktivitasnya
berkurang pada genotipe berbuah kuning (Lijavetzky et
al., 2006; Wei et al., 2015). Warna kuning pada kulit
buah juga dapat ditentukan oleh kandungan dan
komposisi karotenoid, seperti pada tanaman peach (Tuan
et al., 2015).

KESIMPULAN

Hasil analisis berdasarkan empat penanda SSR
polimorfik (M24, SSRCa052, M32, dan M42)
menunjukkan ~ adanya  keragaman = genetik  antar
nomor/individu dalam kultivar kopi Arabika berbuah
kuning (AGK-1). Terbentuk tiga klaster pada koefisien
kesamaan genetik 67%. Salah satu klaster menunjukkan
kultivar AGK-1 memiliki jarak genetik lebih dekat
dengan kelompok Typica, sedangkan dua klaster lainnya
menunjukkan kedekatan genetik antara kultivar AGK-1
dan ABP-1. Adanya keragaman individu yang tinggi
dalam kultivar AGK-1 memberikan peluang untuk

melakukan seleksi pohon induk terbaik yang dapat
dijadikan sebagai sumber benih.
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	VARIASI GENETIK DALAM POPULASI KULTIVAR KOPI ARABIKA BERBUAH KUNING DI LAHAN PETANI BERDASARKAN PENANDA SSRs
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	ABSTRAK
	Identifikasi keragaman genetik dalam kultivar kopi Arabika berbuah kuning berdasarkan karakter morfologi tanaman dihadapkan pada kendala sulitnya menemukan kondisi lingkungan yang seragam di lahan petani. Oleh sebab itu, diperlukan pendekatan lain yang tidak dipengaruhi perbedaan kondisi lingkungan, yaitu berdasarkan polimorfisme DNA. Tujuan penelitian adalah menganalisis variasi genetik dalam populasi kultivar kopi Arabika berbuah kuning berdasarkan penanda SSRs. Penelitian dilakukan di Laboratorium Terpadu Balai Penelitian Tanaman Industri dan Penyegar (Balittri), Sukabumi, mulai bulan April sampai Mei 2015. Sampel daun untuk ekstraksi DNA diambil dari kultivar kopi Arabika berbuah kuning (AGK-1) dan dua kultivar berbuah merah sebagai pembanding, yaitu ABP-1 (tipe katai) dan Typica (tipe tinggi). Kultivar AGK-1 dan ABP-1 masing-masing terdiri dari 17 dan 5 nomor individu, sedangkan kultivar Typica terdiri dari 3 individu. Amplifikasi PCR menggunakan 12 primer SSR yang telah dirancang untuk mengidentifikasi keragaman genetik kopi Arabika. Empat primer SSR di antaranya, yaitu M24, SSRCa052, M32, dan M42, menghasilkan pola pita DNA polimorfik. Data biner diolah menggunakan program NTSYS-PC versi 2.1. Pengelompokan genotipe berdasarkan matriks kesamaan genetik menggunakan unweighted pair group method with arithmetic average (UPGMA). Hasil analisis menunjukkan adanya variasi genetik antar nomor/individu kultivar AGK-1 sehingga membentuk tiga klaster pada nilai kesamaan genetik 67%. Salah satu klaster menunjukkan kedekatan jarak genetik antara beberapa individu dalam populasi kultivar AGK-1 dengan kultivar Typica. Dua klaster lainnya menggambarkan kemiripan genetik yang tinggi antara kultivar AGK-1 dengan kultivar ABP-1. Dugaan adanya aliran gen antar kultivar dan atau residu heterozigositas dalam populasi kultivar AGK-1 di lahan petani perlu dibuktikan lebih lanjut. 
	Kata kunci: Kopi Arabika, intra kultivar, buah kuning, keragaman genetik, SSRs
	ABSTRACT
	Identification of the genetic diversity within populations of yellow-berried Arabica coffee cultivar based on morphological characters faced an obstacle in finding identical environmental conditions at farmers field. Therefore, an approach which is not influenced by differences in environmental conditions is required, for instance based on DNA polymorphism. The research aimed to analyze genetic variation within populations of yellow-berried Arabica coffee cultivar based on SSRs markers. The research was conducted in the Integrated Laboratory, Indonesian Industrial and Beverage Crops Research Institute, Sukabumi, from April until June 2015. The leaf samples for DNA extraction were obtained from yellow-berried Arabica coffee cultivar (AGK-1) and two red-berried cultivars  as controls, namely  ABP-1 (dwarf type) and Typica (tall type). AGK-1 and ABP-1 cultivars consisted of 17 and 5 individual numbers, respectively, whereas Typica cultivar comprised three individuals. PCR amplification was carried out using 12 SSR primers. Four primers (M24, SSRCa052, M32, and M42) produced polymorphic band. The binary data obtained in this research was subsequently processed using NTSYS-PC program version 2.1. The genotypes were grouped  based on a genetic similarity matrix using the unweighted pair group method arithmetic mean (UPGMA). The result showed the existence of genetic variation among individual of AGK-1 cultivars, which forming three clusters at the genetic similarity value of 67%. One cluster exhibited close genetic relationships between some individuals within the population of AGK-1 cultivar and Typica cultivar. Meanwhile, the other two clusters showed high genetic similarity between AGK-1 cultivar and ABP-1 cultivar. The result demonstrated the possibility of gene flow between genotypes or residual heterozygosity within the population of  AGK-1 cultivar at farmers field, which required a further study.
	Keywords: Arabica coffee, intra cultivar, yellow berry, genetic variability, SSRs
	Keragaman genetik dalam kultivar kopi Arabika di lahan petani seringkali sulit diidentifikasi secara visual dengan hanya mengandalkan perbedaan karakter-karakter morfologi. Hal tersebut disebabkan kurang terstandarisasinya pengelolaan agronomis tanaman kopi oleh para petani, seperti pemangkasan, penggunaan naungan, pengaturan jarak tanam, dan pemupukan. Sebagai contoh, adanya perbedaan intensitas naungan akan menyebabkan perubahan struktur dan fungsi daun tanaman kopi sehingga memunculkan variasi antar individu dalam kultivar yang sama (Baliza et al., 2012). Oleh sebab itu, diperlukan pendekatan lain yang tidak dipengaruhi perbedaan kondisi lingkungan. Dibandingkan dengan penanda morfologi, penanda molekuler merupakan teknologi yang lebih efisien, lebih akurat, dan dapat diandalkan untuk membedakan antar spesies maupun antar kultivar yang berkerabat dekat (Mishra & Slater, 2012), hingga dapat mengidentifikasi keragaman genetik dalam kultivar (Tran, 2005). Penanda simple sequence repeats (SSRs), yang juga disebut microsatellites, short tandem repeats (STRs) atau sequence-tagged microsatellite sites (STMS), merupakan penanda molekuler berbasis polymerase chain reaction (PCR) (Jiang, 2010). Metode SSRs telah digunakan secara luas dalam karakterisasi genetik kopi (Gimase et al., 2011) hingga seleksi sifat ketahanan terhadap nematoda (Pereira et al., 2016) dan penyakit buah kopi (coffee berry disease = CBD) (Kiguongo, Omondi, Gichuru, & Kasili, 2014). Penelitian bertujuan menganalisis variasi genetik dalam populasi kultivar kopi Arabika berbuah kuning berdasarkan penanda SSRs.
	PENDAHULUAN
	Kopi Arabika (Coffea arabica L.) merupakan spesies yang banyak dibudidayakan di Indonesia selain kopi Robusta (C. canephora var. robusta). Beragam kultivar kopi Arabika baik yang berbasis genetik Typica, Bourbon, Caturra, maupun Hibrido de Timor (HdT) telah dikembangkan secara luas di lahan petani. Salah satu kultivar kopi Arabika yang dikembangkan petani memiliki karakteristik yang unik, yaitu buahnya tidak berwarna merah ketika masak, melainkan berwarna kuning. Kultivar kopi Arabika berbuah kuning mudah ditemukan di wilayah pegunungan Papandayan, Kecamatan Cikajang, Kabupaten Garut. Petani setempat menyukai kultivar kopi tersebut karena daya hasilnya dinilai tinggi (> 1 ton/ha) dan ukuran bijinya tergolong besar. Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa kultivar kopi Arabika buah kuning menghasilkan biji berukuran besar, sesuai standar SNI 01-2907-2008 (Randriani, Dani, & Wardiana, 2014).
	Informasi mengenai keragaman genetik dan asal-usul genetik kultivar kopi Arabika berbuah kuning tersebut hingga saat ini masih sangat terbatas. Pengembangannya di lahan petani sudah berlangsung cukup lama sehingga dapat ditemukan lebih dari satu generasi tanaman yang saling tumpang tindih (overlapping) dalam hamparan lahan yang sama. Sebagian besar petani mengembangkan kultivar tersebut bersama-sama dengan kultivar lain yang berbuah merah, terutama ABP 1 dan Typica. Meskipun kopi Arabika tergolong tanaman yang mampu menyerbuki sendiri (self-pollinated) (Brokaw, 2013) sekaligus kompatibel membuahi sendiri (self-compatible) (Yu et al., 2011), tetapi tidak menutup peluang terjadinya pembuahan silang (cross fertilization) (Andreazi et al., 2015). Persilangan alami dapat terjadi antar kultivar kopi Arabika bahkan dengan spesies kopi lain yang seringkali tumbuh berdekatan (sympatric) (Gomez et al., 2016). Kondisi tersebut memberikan peluang terjadinya aliran gen (gene flow), baik antar kultivar maupun antar spesies (Noirot, Charrier, Stoffelen, & Anthony, 2015). Adanya introgresi gen dari luar dapat memunculkan keragaman genetik baru dalam kultivar yang sama sehingga berperan dalam memperluas basis genetik kopi Arabika (Gimase, Thagana, Kirubi, Gichuru, & Gichimu, 2011). Hal ini penting mengingat variabilitas genetik spesies kopi Arabika telah tereduksi selama proses domestikasi (Maluf, Silvestrini, Ruggiero, Guerreiro Filho, & Colombo, 2005).
	BAHAN DAN METODE
	Penelitian dilakukan di Laboratorium Terpadu Balai Penelitian Tanaman Industri dan Penyegar (Balittri), Sukabumi, mulai bulan April sampai Juni 2015. 
	Bahan Tanaman 
	Sampel daun untuk bahan isolasi DNA diambil dari 17 nomor individu kultivar AGK-1, 5 kultivar ABP-1, dan 3 kultivar Typica yang ditanam petani di Desa Cikandang, Kecamatan Cikajang, Kabupaten Garut, Jawa Barat (Tabel 1).
	Tabel 1. Kultivar kopi Arabika berbuah kuning (AGK–1) dan berbuah merah yang digunakan untuk analisis variasi genetik
	Table 1. Yellow-berried (AGK-1) and red-berried Arabica coffee cultivars used for genetic variation analysis
	Karakter morfologi spesifik
	Lokasi asal (blok)
	Kelompok umur
	Kultivar – no. individu
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut
	>10–15 tahun
	AGK–1–P1/1
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut
	>10–15 tahun
	AGK–1–P1/2
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut
	>10–15 tahun
	AGK–1–P1/3
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut
	>10–15 tahun
	AGK–1–P1/4
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut
	>10–15 tahun
	AGK–1–P1/5
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut
	>5–10 tahun
	AGK–1–P2/1
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut
	>5–10 tahun
	AGK–1–P2/2
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut
	>5–10 tahun
	AGK–1–P2/3
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Ciawer, Cikandang, Cikajang, Garut
	>5–10 tahun
	AGK–1–P2/4 (C)
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Ciawer, Cikandang, Cikajang, Garut
	>5–10 tahun
	AGK–1–P2/5 (C)
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Ciawer, Cikandang, Cikajang, Garut
	>5–10 tahun
	AGK–1–P2/6 (C)
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut
	<5 tahun
	AGK–1–P3/1
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut
	<5 tahun
	AGK–1–P3/2
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Legok Gede, Cikandang, Cikajang, Garut
	<5 tahun
	AGK–1–P3/3 
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
	<5 tahun
	AGK–1–P3/4 (S)
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
	<5 tahun
	AGK–1–P3/5 (S)
	Perawakan semi katai, berbuah kuning
	Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
	<5 tahun
	AGK–1–P3/6 (S)
	Perawakan semi katai, berbuah merah
	Baru Ulis, Cikandang, Cikajang, Garut
	>15 tahun
	AGK–1–A1
	Perawakan semi katai, berbuah merah
	Baru Ulis, Cikandang, Cikajang, Garut
	>15 tahun
	AGK–1–A2
	Perawakan semi katai, berbuah merah
	Baru Ulis, Cikandang, Cikajang, Garut
	>15 tahun
	AGK–1–A3
	Perawakan semi katai, berbuah merah
	Baru Ulis, Cikandang, Cikajang, Garut
	>15 tahun
	AGK–1–A4
	Perawakan semi katai, berbuah merah
	Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
	>5–10 tahun
	AGK–1–P2/1 (S)
	Perawakan tinggi, berbuah merah
	Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
	>15 tahun
	Preanger (Typica)
	Perawakan tinggi, berbuah merah
	Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
	>15 tahun
	Preanger (S) (Typica)
	Perawakan tinggi, berbuah merah
	Sumpena, Cikandang, Cikajang, Garut
	>15 tahun
	Buhun (S) (Typica)
	Isolasi DNA
	Daun muda yang digunakan untuk bahan isolasi DNA adalah yang terdapat pada ruas cabang nomor dua dari pucuk (sudah berkembang sempurna tetapi masih berwarna hijau muda) dan tidak menunjukkan gejala serangan hama dan penyakit (Motta et al., 2014). Isolasi DNA menggunakan metode cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) yang telah dikembangkan oleh Allen et al. (2006). Genomik DNA hasil isolasi selanjutnya diukur kualitas dan kuantitasnya menggunakan alat NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA). Hasil pengukuran tersebut selanjutnya digunakan untuk menentukan konsentrasi final sebesar 10 ng/µl untuk keperluan analisis PCR.
	Analisis SSR 
	Sebanyak 12 primer SSR yang didesain dari sekuen kopi Arabika (Combes et al., 2000; Missio et al., 2009; Teressa et al., 2010) digunakan untuk mengamplifikasi DNA 25 nomor individu kultivar kopi Arabika (Tabel 2). Komposisi bahan kimia yang digunakan untuk proses amplifikasi DNA adalah 10 ng DNA, 0,2 µM primer forward dan reverse serta 1x KAPA PCR mix dengan volume akhir 15 µl. Proses amplifikasi DNA dilakukan dengan menggunakan mesin PCR SensoQuest. Program PCR digunakan untuk mengamplifikasi DNA dengan tahapan sebagai berikut: (1) pre-denaturasi (95°C; 3 menit); (2) denaturasi (95°C; 15 detik), penempelan primer (annealing) (53°C; 15 detik) dan perpanjangan (extension) (72°C; 15 detik), semua proses dalam tahap dua ini diulang sebanyak 35 siklus; dan (3) perpanjangan akhir (final extension) (72°C; 10 menit). DNA kopi hasil amplifikasi PCR kemudian diuji menggunakan elektroforesis dengan gel agarose 1% yang sudah mengandung pewarna gel red pada larutan 0,5 x bufer TBE. Tahap selanjutnya adalah separasi semua DNA hasil amplifikasi dengan menggunakan 6% gel poliakrilamid non-denaturasi pada larutan 1x bufer TBE. Gel hasil elektroforesis tersebut kemudian diwarnai menggunakan larutan ethidium bromide selama 20 menit dan divisualisasi pada UV transluminator menggunakan gel documentation system.
	Tabel 2.  Karakteristik 12 primer SSR yang digunakan untuk menganalisis keragaman genetik antar individu dan antar kultivar kopi Arabika
	Table 2.  Characteristics of 12 SSR primers utilized for genetic variability analysis among individuals and cultivars of Arabica coffee
	Ukuran alel
	Nama lokus SSR
	Sekuen primer (reverse)
	Sekuen primer (forward)
	Motif pengulangan
	 (bp)
	205–218
	GCGGTTGTTGGTGAGTTGAA
	AGTGGTAAAAGCCGTTGGTG
	(GT)8/(GT)6/(GT)7
	M2a
	132–166
	TTTAATGGGCATAGGGTCC
	GGCTCGAGATATCTGTTTAG
	(CA)15(CG)4CA
	M24
	160–170
	AACCACCGTCCTTTTCCTCG
	CCCTCCCTGCCAGAAGAAGC
	(GT)5CT(GT)2/(GT)12
	M25
	240–270
	TTTCCCTCCCAATGTCTGTA
	CTTGTTTGAGTCTGTCGCTG
	(GA)5(GT)8TT(GT)4TT(GT)7(GA)11(TC)2(CT)3GT
	M20
	TAAACCCAAAAAGACCACAA
	TTGAGCAAAAACCCTATTCC
	(TG)18
	CMA055
	129
	TAGAAGGGCTTTGACTGGAC
	GATGGAAACCCAGAAAGTTG
	(TTG)7
	SSRCa052
	115
	ATTTTTGGCACGGTATGTTC
	GTCTCGTTTCACGCTCTCTC
	(GT)18(GA)10
	SSRCa018
	118–134
	AGGGGAGTGGATAAGAAGG
	AGGAGGGAGGTGTGGGTGAAG
	(GT)11
	M27
	103–122
	GCATTTTGTTGCACACTGTA
	GACCATTACATTTCACACAC
	(CTCACA)4/(CA)9
	M29
	89–135
	CTGGGTTTTCTGTGTTCTCG
	AACTCTCCATTCCCGCATTC
	(CA)3/(CA)3/(CA)18
	M32
	72–-03
	AGGCCAGGAAGCATGAAAGG
	ATCCGTCATAATCCAGCGTC
	(GT)3/(GT)7
	M42
	100–132
	TGCCAATCTACCTACCCCTT
	TGATGGACAGGAGTTGATGG
	(CT)9(CA)8/(CT)4/(CA)5
	M47
	Sumber/Sources:  Combes et al. (2000); Missio, Caixeta, Zambolim, & Sakiyama (2009); Teressa, Crouzillat, Petiard, & Brouhan (2010)
	Analisis data 
	Marka SSR yang menunjukkan hasil polimorfik diberi skor dengan menggunakan format data biner, yaitu skor 1 apabila terdapat pita dan 0 apabila tidak ada pita. Matriks data biner tersebut digunakan untuk melakukan analisis keragaman genetik dalam populasi kopi Arabika dengan program NTSYS-PC versi 2.1 (Rohlf, 2000). Pengelompokan semua genotipe kopi dilakukan berdasarkan matriks kesamaan genetik dengan menggunakan unweighted pair group method with arithmetic average (UPGMA). Untuk mengetahui jarak genetik antar genotipe kopi Arabika dilakukan perhitungan dengan rumus: 1-matriks kesamaan genetik. 
	Untuk mengetahui jumlah alel, jumlah alel spesifik, frekuensi alel mayor, keragaman gen (gene diversity), nilai heterozigositas, dan nilai polymorphic information content (PIC) dari tiap-tiap lokus SSR yang digunakan maka dilakukan penghitungan dengan menggunakan program PowerMarker versi 3.25 (Liu & Muse, 2005). Nilai frekuensi alel mayor dihitung berdasarkan jumlah alel terbanyak, sedangkan jumlah alel spesifik dihitung berdasarkan pada jumlah alel yang kurang dari 5%.
	Hal lain yang menarik dari penelitian ini adalah ditemukannya 2 alel spesifik berukuran antara 400–500 bp yang ditunjukkan oleh primer SSRCa052 (Tabel 3; Gambar 1). Kedua alel spesifik tersebut hanya muncul pada dua nomor individu kultivar kopi Arabika berbuah kuning, yaitu AGK-1-P3/3 dan AGK-1-P2/2 (Gambar 1). Hasil ini menunjukkan bahwa lokus SSRCa052 berpotensi digunakan untuk mengindentifikasi individu AGK-1-P3/3 dan AGK-1-P2/2 di dalam populasi kopi Arabika berbuah kuning. Meskipun demikian, belum diketahui adanya keterkaitan antara segmen DNA tersebut dengan karakter fenotipik tertentu pada kultivar AGK-1. 
	HASIL DAN PEMBAHASAN
	Penanda molekuler saat ini telah banyak diterapkan untuk mengidentifikasi keragaman genetik kopi. Keakuratan dan derajat separasi pada hasil identifikasi keragaman genetik menggunakan berbagai teknologi DNA sangat tergantung pada jumlah primer yang digunakan dan pita polimorfis yang dimunculkannya (Kathurima et al., 2012). Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari 12 primer SSR yang digunakan, hanya empat primer yang menghasilkan pita polimorfik, yaitu M24, SSRCa052, M32, dan M42 (Tabel 3). Meskipun demikian, keempat primer polimorfik tersebut sudah mampu mengidentifikasi adanya keragaman genetik dalam populasi kopi Arabika berbuah kuning (AGK-1). Berdasarkan hasil analisis keragaman alel menggunakan program PowerMarker diperoleh jumlah total alel sebanyak 14 alel, dengan jumlah rata-rata 3,5 alel untuk tiap lokus SSR (Tabel 3). Jumlah total alel dan nilai rata-rata jumlah alel per lokus yang dihasilkan lebih sedikit dibandingkan dengan penelitian sebelumnya yang menggunakan 12 kultivar kopi Arabika dan 10 primer SSR polimorfik, yaitu 83 alel dengan jumlah rata-rata 8 alel tiap lokusnya (Izzah, Randriani, & Dani, 2015). Perbedaan tersebut diduga disebabkan jumlah kultivar yang digunakan dalam penelitian ini jauh lebih sedikit, yaitu hanya tiga kultivar. 
	Nilai rata-rata PIC yang diperoleh sebesar 0,51 (Tabel 3) sehingga termasuk kategori tinggi (Zhang, Mao, Zhang, & Wu, 2014). Ini berbeda dengan hasil penelitian Missio et al. (2010) yang menunjukkan nilai PIC rata-rata rendah (0,22) pada enam aksesi dan enam varietas komersial kopi Arabika berdasarkan 33 pasang primer, termasuk SSRCa052. Dalam penelitian ini, primer SSRCa052 mempunyai nilai keragaman gen (0,73) dan PIC (0,68) lebih tinggi dibandingkan dengan primer yang lain (Tabel 3). Hal ini mengindikasikan bahwa primer SSRCa025 merupakan penanda yang cukup prospektif untuk digunakan dalam analisis sidik jari plasma nutfah kopi Arabika. Hasil penelitian ini sejalan dengan pendapat Rubiyo, Izzah, Sulistiyorini, & Tresniawati (2015) yang menyatakan bahwa primer dengan nilai keragaman gen dan PIC yang tinggi dapat dipilih sebagai penanda potensial untuk analisis sidik jari koleksi plasma nutfah dalam upaya mendukung program pemuliaan.
	Variasi genetik antar individu kultivar AGK-1 berbuah kuning dan kultivar berbuah merah juga ditunjukkan oleh nilai jarak genetik yang ditampilkan pada Tabel 4. Nilai jarak genetik yang dihasilkan sangat bervariasi mulai dari yang terendah (0,00) sampai dengan tertinggi (0,86). Informasi mengenai nilai jarak genetik tersebut sangat bermanfaat bagi para pemulia dalam menentukan kombinasi tetua persilangan. Izzah et al. (2015) menyatakan bahwa kombinasi tetua persilangan ideal dipilih berdasarkan nilai jarak genetik yang tinggi.
	Secara teoritis, keragaman genetik dalam kultivar kopi Arabika pada umumnya rendah sehingga semua aksesi dalam kultivar yang sama akan mengelompok dalam satu klaster. Meskipun demikian, sebagian aksesi mungkin saja mengelompok dalam klaster terpisah. Simpangan tersebut dapat terjadi akibat masih adanya residu heterozigositas dari tetua asalnya (Steiger et al., 2002) maupun adanya aliran gen antar kultivar melalui penyerbukan silang secara alami (Geleta, Herrera, Monzón, & Bryngelsson, 2012). Residu heterozigositas dapat didefinisikan sebagai proporsi lokus pada hasil persilangan antar genotipe yang masih belum stabil secara genetik hingga generasi inbreeding tertentu (Bailey, 1978). Persilangan alami sangat mungkin terjadi, baik antar kultivar hingga antar spesies kopi yang tumbuh berdampingan di lahan yang sudah dimodifikasi oleh manusia Gomez (et al., 2010). Petani kopi pada umumnya menanam lebih dari satu kultivar dalam lahan yang sama (Gambar 3a).
	Berdasarkan hasil analisis klaster diketahui bahwa individu-individu dalam kultivar AGK-1 terbagi ke dalam tiga kelompok besar pada nilai kesamaan genetik 67% (Gambar 2). Pada klaster I, lima individu kultivar AGK-1 mengelompok terpisah bersama dengan tiga kultivar lain dari tipe Typica, yaitu Preanger, Preanger (S), dan Buhun (S) pada koefisien kemiripan genetik 85%. Padahal, penampilan morfologi kultivar AGK-1 sangat berbeda dengan ketiga kultivar tersebut (Gambar 2a). Klaster II dan III menempatkan sebagian besar individu kultivar AGK-1 dengan kultivar ABP-1 yang berbuah merah. Hal ini menandakan bahwa kedua kultivar tersebut memiliki jarak genetik atau hubungan kekerabatan yang dekat. Tetapi, primer yang digunakan dalam penelitian ini tidak dapat memisahkan genotipe berdasarkan warna buah, yaitu merah dan kuning. Kedekatan genetik kultivar kopi Arabika berbuah kuning dengan salah satu kultivar berbuah merah (ABP-1 dan ABP-2) juga telah ditunjukkan dalam hasil penelitian sebelumnya (Randriani et al., 2014; Izzah et al., 2015).
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	Gambar 3.  Kultivar kopi Arabika yang dikembangkan petani secara bersamaan pada lahan yang sama: (A) kultivar AGK-1 (kiri) dan Buhun (kanan) umur 2 tahun, (B) kultivar AGK-1 (kiri) dan ABP-1 (kanan) umur 2 tahun, dan (C) buah kultivar AGK-1 (kiri) dan ABP-1 (kanan) umur 4 tahun
	Figure 3.  Arabica coffee cultivars cultivated by farmers simultaneously in the same field:  (A) AGK-1 (left) and Buhun (right) cultivars (2 years old plant),  (B) AGK-1 (left) and ABP-1 (right) cultivars (2 years old plant), and (C) coffee berry of AGK-1 (left) and ABP-1 (right) cultivars (4 years old plant)
	Kultivar kopi Arabika berbuah kuning yang banyak dikembangkan petani di wilayah Kecamatan Cikajang, Kabupaten Garut tersebut diyakini berasal dari Brasil. Di negara tersebut, banyak dikembangkan kultivar Catuai yang merupakan hasil persilangan antara yellow Caturra C476-11 dan Mundo Novo CP 374–19. Kultivar hibrida tersebut menggabungkan gen vigor pertumbuhan vegetatif lebih baik dari Mundo Novo dan perawakan katai dari Caturra. Seperti halnya kultivar Caturra, kultivar Catuai juga terdiri dari dua tipe berdasarkan warna buahnya, yaitu berbuah merah (Catuai Vermelho) dan berbuah kuning (Catuai Amarelo) (Steiger et al., 2002; Zambolim, 2016). Keduanya memiliki penampilan yang sangat mirip dan hanya mudah dibedakan secara morfologis berdasarkan warna buahnya (merah dan kuning) (Sera et al., 2003). Kemiripan morfologi serupa juga ditunjukan oleh kultivar AGK-1 dan ABP-1 (Gambar 3), meskipun keduanya memiliki karakteristik mutu citarasa yang berbeda (Randriani et al., 2014; Silva, de Queiroz, Ferreira, Corrêa, & Rufino, 2015).
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