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ABSTRACT
Coffee, as one of the world's essential commodities, is an important source of foreign exchange in
several countries. Coffea canephora is a type that is commonly cultivated in the world, including Indonesia.
Until now, genetic diversity in C. canephora has been widely used using DNA markers but not much use
sequence analysis. This study aims to analyze the genetic diversity and haplotypes of C. canephora using
ITS sequences. The genetic distance between accessions was relatively low and grouped all accessions into
five clusters. The diversity of genes and nucleotides of C. canephora were 0.9402 £ 0.0202 and 0.0154 +
0.0081, respectively. Thirteen haplotypes were successfully constructed with H10 deduced as the parent

haplotype of all C. canephora accessions used in this study.
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INTISARI

Kopi sebagai salah satu komoditas penting dunia merupakan sumber devisa penting di beberapa
negara. Coffea canephora merupakan jenis yang umum dibudidayakan di dunia, termasuk Indonesia.
Hingga saat ini keragaman genetik pada C. canephora telah banyak digunakan menggunakan marka DNA
tetapi belum banyak menggunakan analisis sekuen. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis keragaman
genetik dan haplotipe C. canephora menggunakan sekuen ITS. Jarak genetik antar aksesi cukup rendah dan
mengelompokkan keseluruhan aksesi menjadi lima klaster. Keragaman gen dan nukleotida C. canephora
secara berurutan 0,9402 £ 0,0202 dan 0,0154 + 0,0081. Tiga belas haplotipe berhasil dikonstruksi dengan
H10 diduga sebagai haplotipe tetua dari seluruh aksesi C. canephora yang digunakan.

Kata kunci: Coffea canephora; haplotipe; internal transcribed spacer; keragaman genetik; UPGMA

PENDAHULUAN

Kopi (Coffea spp.) merupakan salah satu
komoditas penting dunia dan sumber devisa
yang sangat penting bagi banyak negara di
Afrika, Asia, dan Amerika Latin. Kopi juga
menjadi  komoditas unggulan perkebunan
nasional di samping kelapa sawit dan karet.
Produksi kopi dari tahun ke tahun cenderung
meningkat hingga mencapai 760.963 ton di
tahun 2019 dan diperkirakan masih terus
meningkat hingga mencapai 773.409 ton di
tahun 2020 (Ditjen Perkebunan Kementan R,
2019). Bila dilihat dari penerimaan devisa
negara, komoditas kopi mampu
menyumbangkan devisa hingga mencapai US$
254,213 juta di tahun 2018 dengan tujuan
ekspor lima besar negara di antaranya Amerika
Serikat, Malaysia, Jepang, Mesir, dan Italia
(Badan Pusat Statistik, 2019).

Kopi (Coffea sp.) termasuk tumbuhan
berbunga dari suku Rubiaceae. Anggota marga

Coffea berjumlah sebanyak 126 jenis (The Plant
List, 2013), menyebar di berbagai wilayah
tropis dunia terutama Afrika tropis. Komoditas
kopi yang umum diperdagangkan dunia berasal
dari 3 spesies yaitu kopi arabica (C. arabica L.),
kopi robusta (C. canephora Pierre ex
A.Froehner), kopi liberika (C. liberica Hiern)
dan kopi excelsa (C. liberica var. dewevrei (de
Wild. & T.Durand) Lebrun). Namun dari
keempat komoditas kopi ini, kopi arabika dan
robusta yang lebih banyak diproduksi dan
diperdagangkan oleh masyarakat luas.

Coffea canephora (robusta) merupakan
tanaman asli hutan tropis Afrika yang
membentang dari Afrika Barat melalui
Kamerun, Republik Afrika Tengah, Kongo,
Uganda, dan Tanzania utara hingga Angola
utara (Musoli et al., 2009) dan dibudidayakan
secara meluas terutama di dataran rendah
Afrika tropis dan wilayah tropis lainnya di
dunia (Davis et al., 2006). Kopi robusta mulai
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diperkenalkan di Indonesia pada tahun 1900 di
Pulau Jawa saat masih dikuasai oleh Hindia
Belanda setelah sebelumnya kopi arabika dan
liberika lebih dahulu masuk ke Indonesia
(Cramer, 1957), dengan tujuan untuk
menggantikan kopi arabika yang rusak akibat
serangan penyakit karat daun dan memperbaiki
performa produksi kopi liberika. Hingga Kini
kopi robusta telah menyebar luas dan
beradaptasi baik di hampir semua wilayah di
Indonesia dengan luasan areal produksi di tahun
2019 sekitar 862.049 ha lebih luas
dibandingkan dengan kopi arabika yang
ditanami di areal lahan sekitar 353.490 ha
(Ditjen Perkebunan Kementan RI, 2019).
Coffea canephora secara alami memiliki
tingkat ploidi diploid (2n = 2x = 22) dan secara
umum merupakan self-incompatible (Bikila et
al., 2017) yang memungkinkan polen tanaman
lain menempel pada putik dan terjadi
penyerbukan  silang.  Mekanisme  self-
incompatible ini menyebabkan keragaman
genetik dari C. canephora yang besar dan
memiliki tingkat variasi yang sangat tinggi di
berbagai daerah. Untuk melihat seberapa besar
keragaman genetik ini perlu dilakukan analisis
genotipe dari berbagai lokasi baik secara
morfologi  maupun  molekuler.  Analisis
menggunakan penanda molekuler
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memungkinkan untuk melihat keragaman
genetik secara dini di berbagai fase
pertumbuhan tanaman dengan meminimalisir
pengaruh lingkungan terhadap genotipe yang
dianalisis. Salah satu penanda molekur yang
dapat digunakan adalah ITS (internal
transcribed spacer) yang bersumber dari
genom inti, berukuran kecil kurang lebih 700
pasang basa, dan memiliki salinan yang banyak
pada genom inti (Suparman, 2012). Studi
taksonomi dan analisis kekerabatan
(filogenetik) telah banyak menggunakan
sekuen ITS karena dapat membedakan inter dan
intraspesies (Rahayu et al., 2019). Penelitian ini
bertujuan untuk menganalisis keragaman
genetik dan haplotipe C. canephora
berdasarkan sekuen ITS.

METODE PENELITIAN

Bahan penelitian yang digunakan adalah
sekuen internal transcribed spacer (ITS) dari
lima belas spesimen C. canephora yang berasal
dari 5 sumber pengunggah diperoleh melalui
basis data GenBank, National Center for
Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/).
Informasi mengenai jumlah dan nomor aksesi
spesimen C. canephora yang digunakan dalam
analisis tersaji pada Tabel 1.

Tabel 1. Informasi sekuen ITS C. canephora dari genbank NCBI

No Nomor Aksesi Ukuran Sekuen

Disubmit Oleh

1 AY780425.1
2 DQ153593.1

663 pasang basa
784 pasang basa

L.-Y. Chen dan J.-S. Liu
O. Maurin, A.P. Davis, M. Chester, E.F. Mvungi, Y. Jaufeerally-

Fakim, dan M.F. Fay

3 MF417755.1 657 pasang basa
4 MK615730.1
5 MK615731.1
6 MK615732.1
7  MK615733.1
8 MK615734.1
9 MK615735.1
10 MK615736.1
11  MK615737.1
12 MK615738.1
13 MN719952.1
14 MN719951.1
15 MN719950.1

G. Pelayo-Sanchez dan M.J. Yanez-Morales

817 pasang basa A.C. Panaligan, M.D. Baltazar, dan G.J.D. Alejandro

781 pasang basa A.C. Panaligan, M.D. Baltazar, dan G.J.D. Alejandro

770 pasang basa A.C. Panaligan, M.D. Baltazar, dan G.J.D. Alejandro

842 pasang basa A.C. Panaligan, M.D. Baltazar, dan G.J.D. Alejandro

767 pasang basa A.C. Panaligan, M.D. Baltazar, dan G.J.D. Alejandro

770 pasang basa A.C. Panaligan, M.D. Baltazar, dan G.J.D. Alejandro

767 pasang basa A.C. Panaligan, M.D. Baltazar, dan G.J.D. Alejandro

790 pasang basa A.C. Panaligan, M.D. Baltazar, dan G.J.D. Alejandro

745 pasang basa A.C. Panaligan, M.D. Baltazar, dan G.J.D. Alejandro

739 pasang basa A.P. Davis, R. Gargiulo, M.F. Fay, D. Sarmu, and J. Haggar
738 pasang basa A.P. Davis, R. Gargiulo, M.F. Fay, D. Sarmu, and J. Haggar
738 pasang basa A.P. Davis, R. Gargiulo, M.F. Fay, D. Sarmu, and J. Haggar

Penghitungan  Jarak  Genetik  dan
Konstruksi Fenogram
Penyejajaran sekuen dilakukan dengan

metode Multiple Sequence Comparison by Log-

Expectation (MUSCLE) (Edgar, 2004). Hasil
penyejajaran  selanjutnya diperiksa untuk
melihat ada tidaknya ambiguitas nukleotida
yang disebabkan oleh adanya insersi, delesi,
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atau substitusi kemudian dilakukan
penyuntingan sekuen jika diperlukan. Hasil
penyuntingan sekuen ITS diproses lebih lanjut
untuk menghitung jarak genetik dan konstruksi
dendrogram. Konstruksi dendrogram dilakukan
menggunakan metode Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean (UPGMA)
(Sneath & Sokal, 1973). Persentase replikasi
yang muncul pada cabang dendrogram dihitung
melalui 1000 bootstraps (Felsenstein, 1985).
Jarak genetik dan jarak evolusi antar aksesi
diukur berdasarkan parameter Kimura 2
(Kimura, 1980). Laju variasi antar situs
dimodelkan  melalui  distribusi  gamma
(parameter bentuk = 5). Semua posisi ambigu
dihapus pada setiap pasangan yang berurutan
melalui pilihan pairwise deletion. Semua
parameter dan analisis dikerjakan
menggunakan software MEGA X (Kumar et
al., 2018).

Analisis Variasi Molekuler

Pengelompokan haplotipe berdasarkan
keragaman nukleotida dan jarak genetik antar
aksesi dihitung melalui Analisis Variasi
Molekuler (AMOVA) menggunakan software
DnaSP v6 (Rozas et al., 2017) dan ARLEQUIN

Tabel 2. Jarak genetik lima belas aksesi C. canephora
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v3.5.2.2 dengan 1000 permutasi (Excoffier &
Lischer, 2010). Evolusi sekuen ITS dianalisis
dengan metode Median-Joining mengikuti
Bandelt et al. (1999) melalui penghitungan
statistik rho dan standar error rho mengikuti
Forster et al. (1996) dan Saillard et al. (2000)
menggunakan software Network 5.0.1.1
(http://fluxus-engineering.com).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Lima belas aksesi C. canephora dianalisis
jarak genetik dan hubungan antar aksesinya
menunjukkan adanya variasi yang cukup tinggi.
Nilai jarak genetik antar aksesi bervariasi dari
terendah 0,000 hingga 0,032 (Tabel 2).
Dendrogram antar aksesi menunjukkan bahwa
terdapat lima klaster C. canephora pada nilai
jarak genetik 0,0025, yakni klaster 1 terdiri dari
1 aksesi (MK615735.1), klaster 2 terdiri dari 1
aksesi (MK615736.1), klaster 3 terdiri dari
aksesi (MK615738.1), klaster 4 terdiri dari 3
aksesi (MK615734.1, MN719950.1, dan
MN719951.1), dan klaster 5 terdiri dari 7 aksesi
(MK615730.1,  615733.1,  MF417755.1,
DQ153593.1, MK615731.1, MK615737.1, dan
MN719952.1) (Gambar 1).

Nomor Aksesi 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14
AY780425.1

DQ153593.1 0,005

MF417755.1 0,005 0,000

MK615730.1 0,005 0,000 0,000

MK615731.1 0,005 0,003 0,003 0,003

MK615732.1 0,006 0,005 0,002 0,005 0,005

MK615733.1 0,005 0,000 0,000 0,000 0,003 0,005

MK615734.1 0,008 0,009 0,008 0,009 0,006 0,008 0,009

MK615735.1 0,029 0,028 0,025 0,028 0,028 0,028 0,028 0,032

MK615736.1 0,019 0,020 0,019 0,020 0,020 0,020 0,020 0,018 0,031

MK615737.1 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002 0,003 0,002 0,008 0,026 0,018

MK615738.1 0,006 0,011 0,008 0,011 0,011 0,012 0,011 0,014 0,036 0,023 0,009

MN719950.1 0,005 0,006 0,006 0,006 0,003 0,008 0,006 0,003 0,031 0,017 0,005 0,011
MN719951.1 0,005 0,006 0,006 0,006 0,003 0,008 0,006 0,003 0031 0,017 0,005 0,011 0,000
MN719952.1 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0005 0,026 0,017 0,000 0,009 0002 0,002
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Gambar 1. Dendrogram aksesi C. canephora berdasarkan sekuen ITS yang dikonstruksi melalui metode UPGMA

Keragaman gen pada C. canephora
berdasarkan sekuen ITS menunjukkan nilai
0,9402. Komposisi nuleotida C-G lebih tinggi
dibandingkan A-T dan keragaman nukleotida
menunjukkan nilai rendah (0,015432) (Tabel
3). Rendahnya nilai keragaman nukleotida pada
sekuen ITS C. canephora disebabkan oleh
sedikitnya variasi nukleotida antar aksesi.
Sebanyak 35 (5,20%) nukleotida dari 672
dataset yang digunakan  menunjukkan
perbedaan basa pada aksesi yang dibandingkan.
Sebaliknya, keragaman genetik pada C.
canephora menunjukkan nilai yang cukup
tinggi yakni 0,9402 (Fst=0,729) (Tabel 4).

Keragaman genetik C. canephora cukup
tinggi dan hampir setara dengan beberapa jenis
tumbuhan lainnya (Yan 2007; Chen et al.,
2008; Chen et al., 2012; Xing et al., 2017).

Tabel 3. Komputasi haplotipe C. canephora

Tingginya keragaman genetik pada C.
canephora juga dilaporkan oleh Ngugi & Aluka
(2019) dan Huded et al. (2020). Namun,
rendahnya keragaman nukleotida menunjukkan
hal yang cukup menarik. Hal demikian juga
ditemukan pada Rhizophora (Rhizophoraceae),
dengan keragaman nukleotida pada sekuen
trnG-trnS dan trnH-rpl2 secara berurutan
bernilai 0,04 + 0,02 dan 0,03 + 0,02 (Lo et al.,
2014). Ketidakseimbangan nilai keragaman
genetik dan keragaman nukleotida pada
penelitian ini diduga karena sampel sekuen ITS
C. canephora yang tersedia di genbank NCBI
dan dianalisis masih sedikit, yakni berasal dari
7 sumber pengunggah sekuen, sehingga
meskipun menunjukkan keragaman genetik
yang tinggi tetapi belum mampu menunjukkan
keragaman nukleotida dengan baik.

Komputasi Haplotipe Nilai
Keragaman gen 0,9402 + 0,0202
Komposisi nukleotida C 33,32%
T 16,68%
A 19,09%
G 30,91%
Keragaman nukleotida 0,0154 + 0,0081

Fst = 0,729

*angka di belakang + menunjukkan nilai standar deviasi
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Tabel 4. Variasi nukleotida pada sekuen ITS C. canephora

Nomor Nukleotida ke-

Aksesi 7 8 16 17 22 27 52 54 65
AY780425.1 C G C A C C C C -
DQ153593.1
MF417755.1
MK615730.1
MK615731.1
MK615732.1
MK615733.1
MK615734.1
MK615735.1
MK615736.1
MK615737.1
MK615738.1
MN719950.1
MN719951.1
MN719952.1
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Analisis haplotipe pada C. canephora
menunjukkan adanya 13 haplotipe terbentuk
dari total 15 aksesi. Haplotipe dengan anggota
paling banyak terdapat pada haplotipe 2 dan 12,
yakni 4 aksesi. Haplotipe tetua merupakan
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haplotipe yang terletak di pusat jejaring aksesi
(Crandall & Templeton, 1993) yang
ditunjukkan dengan H10 yang terdiri dari 2
aksesi (Gambar 2). Komposisi aksesi pada
setiap haplotipe ditampilkan pada Tabel 5.

1 H80

bttt H8 0

Total sampel per haplotipe:

Hil=2 H4=2 HJ=2 HI0=2 HI13=1
H»=5 H3=2 HE=2 HIIl=2

2 He6=2 2

Gambar 2. Jejaring haplotipe aksesi C. canephora. Ukuran lingkaran bersesuaian dengan jumlah sampel per
haplotipe. Garis lurus yang terletak antar haplotipe menunjukkan jumlah mutasi yang terjadi.

Tabel 5. Komposisi aksesi penyusun haplotipe pada gambar 2

Kode Haplotipe

Aksesi C. canephora

H1 AY780425.1 Coffea_canephora-1 AY780425.1 Coffea_canephora-2

H2 DQ153593.1 Coffea_canephora-1 DQ153593.1_ Coffea_canephora-2
MK615730.1_Coffea_canephora-1 MK615730.1_Coffea_canephora-2

MN719952.1 Coffea canephora-2

H3 MF417755.1 Coffea canephora-1 MF417755.1 Coffea canephora-2
H4 MK615731.1 Coffea_canephora-1 MK615731.1 Coffea_canephora-2
H5 MK615732.1 Coffea_canephora-1 MK615732.1 Coffea_canephora-2
H6 MK615733.1 Coffea canephora-1 MK615733.1 Coffea canephora-2
H7 MK615734.1 Coffea_canephora-1 MK615734.1 Coffea_canephora-2
H8 MK615735.1 Coffea canephora-1 MK615735.1 Coffea canephora-2
H9 MK615736.1 Coffea canephora-1 MK615736.1 Coffea canephora-2
H10 MK615737.1 Coffea canephora-1 MK615737.1 Coffea canephora-2
H11 MK615738.1 Coffea_canephora-1 MK615738.1 Coffea_canephora-2
H12 MN719950.1_Coffea_canephora-1 MN719950.1_Coffea_canephora-2

MN719951.1 Coffea canephora-1 MN719951.1 Coffea_canephora-2

H13 MN719952.1 Coffea_canephora-1

Distribusi skala luas C. canephora
dengan keragaman genetik yang tinggi
menunjukkan bahwa sampel yang digunakan
telah mengalami adaptasi dan perubahan
sebagaimana ditunjukkan dengan sekian
banyaknya mutasi pada beberapa haplotipe.
Haplotipe terdekat dengan tetua adalah H2 yang

terdiri dari 5 sampel yang berasal dari aksesi
DQ153593.1, MK615730.1, dan MN719952.1.
Haplotipe 8 yang terdiri dari 2 sampel
(MK615735.1 dan MK615735.1) merupakan
haplotipe terjauh dari tetua karena memiliki
paling banyak mutasi dibandingkan dengan
haplotype lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa
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aksesi dengan sumber pengunggah yang
berbeda tidak selalu berbeda satu sama lain,
begitu pula dengan aksesi yang berasal dari
pengunggah yang sama sehingga hasil yang
ditunjukkan oleh jejaring haplotipe dapat
digunakan sebagai salah satu pertimbangan
dalam  rekomendasi  pemanfaatan  dan
pengembangan plasma nutfah C. canephora
yang berkelanjutan.

KESIMPULAN
Analisis  keragaman  genetik  dan
keragaman  nukleotida @ C.  canephora

menunjukkan nilai yang tinggi dan rendah
secara berurutan. Lima belas aksesi C.
canephora terbagi menjadi 13 haplotipe dengan
H10 sebagai tetua. Haplotipe terdekat dan
terjauh dengan tetua secara berurutan adalah H2
dan H8. Lima sumber aksesi sekuen ITS C.
canephora tergabung dalam satu klad secara
acak dan tidak menyatu sesuai asal sumber
pengunggah.
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