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ANALISIS Single Nucleotide Polymorphysm (SNP) GEN Resistance Gene 

Analogue (RGA) DNA DELAPAN VARIETAS JAGUNG (Zea mays, L.) 

PADA FASE PERKECAMBAHAN 

 

 

 

Oleh 

 

 

MIKHA SELINA PUTRI 

 

 

 

Peningkatan produksi jagung dapat didukung dengan penerapan inovasi 

Pengelolaan Tanaman Terpadu (PTT), salah satunya yaitu pengendalian hama dan 

penyakit tanaman.  Ketahanan tanaman terhadap suatu cekaman termasuk 

serangan hama melibatkan gen Resistance Gen Analogue (RGA). Tujuan 

penelitian ini untuk mengetahui perbedaan viabilitas dan vigor perkecambahan 

benih delapan varietas jagung dan mengetahui Single Nucleotide Polymorphism 

(SNP) gen Resistance Gen Analogue (RGA) DNA delapan varietas jagung.  

Delapan varietas jagung diuji (NK 7328, Pertiwi 5, Bisi 321, Bisi 18, P36, NK 

Super, Eksotik, dan Lokal) menggunakan Rancangan Acak Kelompok dengan 3 

ulangan. Data dianalisis dengan software online GerminaQuant, dianalisis ragam, 

dan dilakukan uji lanjut Duncan Test menggunakan aplikasi R-Studio.  Sampel 

diekstraksi dengan metode kit Qiagen, kemudian sekuen DNA jagung 

diamplifikasi menggunakan primer PMW 1 (RGA 1) dan PMW 2 (RGA 2).  Hasil 

amplifikasi divisualisasi dengan alat elektroforesis digital QiaxCel Advanced dari 

Qiagen.  Sekuensing menggunakan Sanger Sequencing Method. Analisis 

sekuensing menggunakan aplikasi Mega XI. Pengujian viabilitas dan vigor daya 

kecambah benih jagung mengikuti standard International Seed Testing 

Association (ISTA) sampai 7 HST dengan metode UKDdP.  Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa viabilitas dan vigor perkecambahan delapan varietas jagung 

(Zea mays, L.) menunjukkan hasil yang berbeda, varietas P-36 dan Bisi 321 lebih 

unggul dibandingkan varietas uji lainnya. Hasil analisis penyejajaran sekuen 

nukleotida adanya perbedaan SNP gen RGA DNA. Terdapat 3 titik SNP untuk 

hasil sekuensing menggunakan primer PMW 1 dan 6 titik SNP untuk hasil 

sekuensing menggunakan primer SNP PMW 2.  

 
Keywords: Jagung, Perkecambahan, DNA, Resistance Gene Analogue (RGA), Polymerase Chain 

Reaction (PCR). 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 
 

Peningkatan produksi jagung dipengaruhi oleh intensifikasi pertanian, salah 

satunya dengan penerapan teknologi inovasi Pengelolaan Tanaman Terpadu 

(PTT).  Komponen penerapan teknologi tersebut dilakukan dengan penggunaan 

benih varietas unggul bermutu dan berlabel, pengoptimalan populasi tanaman dan 

melaksanaan pemupukan berdasarkan status hara yang sesuai kebutuhan tanaman. 

Komponen teknologi inovasi dimulai dari proses penyiapan lahan dengan 

teknologi tanpa olah tanah (TOT), pembuatan saluran drainase, penggunaan bahan 

organik, pembumbunan tanaman, penyiangan, pengendalian hama dan penyakit 

tepat sasaran, penanganan panen hinga pascapanen (Argo dkk., 2009).  Komponen 

tersebut sangatlah penting, apabila terjadi masalah pada satu bagian proses dapat 

berakibat pada penurunan produksi jagung.  Misalnya pada komponen 

penggunaan benih bermutu. Benih bermutu meliputi mutu genetis, fisik, 

fisiologis, dan patologis.  Benih yang bermutu rendah berpotensi tidak seragam 

dan menjadi sumber inokulum bagi penyakit seedborne tertentu.  Apabila benih 

mudah terserang inokulum, maka dikhawatirkan tanaman tidak mampu tumbuh 

dengan baik pada saat awal pertumbuhan dilapangan, sehingga tanaman akan 

rentan terhadap cekaman lingkungan dan serangan organisme pengganggu lainnya 

seperti Spodoptera frugiperda.  

 

Berdasarkan catatan global, serangan Spodoptera frugiperda dapat menyebabkan 

kerusakan serius pada beberapa tanaman budidaya yang penting secara ekonomi, 

salah satunya tanaman jagung (CABI, 2018).  Serangan Spodoptera frugiperda 

pada tanaman jagung di Indonesia diketahui terjadi mulai tahun 2019, salah satu 

daerah yang terserang adalah Provinsi Lampung (CABI, 2018; Sudarsono dkk., 



2 

 

2019; Lestari dkk., 2020).  Baudron dkk. (2019) melaporkan bahwa intensitas 

serangan Spodoptera frugiperda pada taraf  26,4 persen sampai 50 persen dapat 

menurunkan hasil panen sebesar 11,57%.  Hruska and Gould (1997) melaporkan 

tentang intensitas serangan Spodoptera frugiperda  selama pertengahan hingga 

akhir perkembangan jagung pada taraf 55 persen sampai 100 persen dapat 

menyebabkan kehilangan hasil sebesar 15 persen sampai 73 persen. 

 

Tanaman memiliki mekanisme ketahanan untuk mampu bertahan hidup 

menghadapi cekaman lingkungan dan serangan hama penyakit.  Ketahanan dan 

toleransi tanaman terhadap hama secara umum dipengaruhi oleh ekspresi gen-gen 

ketahanan yang dimiliki oleh tanaman (Yulong et al., 2006).  Salah satu gen 

ketahanan yang penting adalah Resistance Gen Analogue (Yaish et al., 2004)  

yang juga terdapat pada tanaman jagung (Wenxai et al, 2007).  Identifikasi 

keberadaan gen RGA pada tanaman jagung dapat dilakukan dengan Single 

Nucleotide Polymorphism (SNP) yaitu mengidentifikasi terjadinya polimorfisme 

basa nitrogen akibat proses substitusi satu basa pada nukleotida di dalam genom 

tanaman (Syvänen, 2001 dalam Timotiwu dkk., 2021). Keberadaan SNP diketahui 

menyebar di seluruh bagian dari genom tanaman (Gupta et al., 2001).  SNP 

ditemukan pada daerah ekson dan intron. Perbedaan SNP pada daerah ekson 

berpotensi mengubah polipeptida hasil ekspresi (Putri dan Wathon, 2018).  Disisi 

lain, SNP dapat di identifikasi setelah melakukan ekstraksi DNA.  Fase tanaman 

yang lebih mudah untuk mengisolasi DNA adalah fase perkecambahan.  Apabila 

viabilitas dan vigor benih tinggi maka benih mampu berkembang secara normal 

dikondisi terkontrol (Widajati dkk., 2013).  Benih yang bermutu memiliki 

viabilitas dan vigor tinggi yang diuji pada fase perkecambahan (Ilyas, 2012) 

alasannya karena fase perkecambahan benih memiliki sifat kompleks yang 

dikendalikan pada tingkat transkripsi, translasi dan metabolisme (Rajjou et al., 

2012 dalam Hatzig et al., 2015), diduga ada peran genetik yang memengaruhi 

ketahanan tanaman terhadap cekaman.  Namun belum diketahui apakah ada 

hubungannya dengan kontrol genetik tanaman.  Masih menjadi pertanyaan 

terbuka apakah benih yang berkinerja baik dalam kondisi optimal juga memiliki 

keunggulan dalam kondisi stres misalnya jika terserang hama tanaman tertentu 
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dan apakah hal tersebut ada hubungannya dengan keberadaan gen ketahanan RGA 

pada masing-masing varietas jagung.  Selain itu, informasi SNP gen RGA 

tanaman jagung yang dibudidaya di masyarakat belum diketahui, untuk itu perlu 

dilakukan penelitian tentang analisis Single Nucleotide Polymorphism (SNP) gen 

Resistance Gen Analogue (RGA) DNA delapan varietas jagung (Zea mays, L.) 

pada fase perkecambahan.  

 

 

 

1.2 Rumusan Masalah  

 

Rumusan masalah penelitian ini yaitu; 

1. Apakah terdapat perbedaan viabilitas dan vigor perkecambahan benih dari 

delapan varietas jagung (Zea mays, L.)? 

2. Apakah delapan varietas jagung (Zea mays, L.) yang berbeda menghasilkan 

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) gen Resistance Gen Analogue (RGA) 

DNA yang berbeda? 

 

 

 

1.3 Tujuan Penelitian 
 

Tujuan dilaksanakan penelitian ini sebagai berikut; 

1. Mengetahui perbedaan viabilitas dan vigor perkecambahan benih dari delapan 

varietas jagung (Zea mays, L.).  

2. Mengetahui Single Nucleotide Polymorphism (SNP) gen Resistance Gen 

Analogue (RGA) DNA delapan varietas jagung (Zea mays, L.) yang berbeda. 

 

 

 

1.4 Kerangka Pemikiran 
 

Peningkatan produksi jagung dipengaruhi oleh intensifikasi pertanian, salah 

satunya dengan penerapan teknologi inovasi Pengelolaan Tanaman Terpadu 

(PTT).  Penerapan teknologi tersebut sangat penting seperti penggunaan benih 

bermutu dengan viabilitas-vigor tinggi dan pengendalian hama-penyakit tanaman, 

misalnya Spodoptera frugiperda.  Serangan Spodoptera frugiperda ditemukan di 
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Lampung untuk pertama kalinya pada tahun 2018.  Hama ini mulai menyerang 

tanaman jagung pada fase vegetatif, tepatnya pada bagian titik tumbuh tanaman 

yang menyebabkan pembentukan pucuk tanaman mengalami kegagalan dan 

tanaman tidak bisa tumbuh, sehingga berakibat pada penurunan produktivitas 

tanaman jagung.  Oleh sebab itu, penting untuk mengetahui berbagai upaya untuk 

pengendalian hama ini.  

 

Pengendalian hama dan penyakit tanaman berhubungan dengan ketahanan 

tanaman. Secara alami, setiap tanaman memiliki mekanisme ketahanan 

dikarenakan terdapat kandungan gen RGA, namun perlu dilakukan identifikasi 

lebih lanjut tentang gen RGA yang ada pada tanaman jagung budidaya dengan 

menggunakan Single Nucleotide Polymorphism (SNP).  Penggunaan SNP dapat 

mendeteksi apakah terdapat keragaman tingkat gen pada varietas yang diuji. 

Penelitian ini menggunakan delapan varietas jagung yang banyak digunakan 

petani di Lampung yaitu varietas jagung NK7328 (SUMO), Pertiwi 5, Bisi 321, 

Bisi 18, P36, NK Super, Eksotik dan varietas lokal, selanjutnya hasil 

polymorfisme dari analisis SNP akan dibandingkan dengan vigor dan viabilitas 

jagung pada fase perkecambahan, apakah terdapat hubungan antara vigor dan 

viabilitas benih delapan varietas jagung dengan hasil polimorfisme dalam lingkup 

molekuler.  Pengujian vigor dan viabilitas dapat menjadi tanda awal untuk melihat 

kualitas hidup tanaman tumbuh normal dalam kondisi optimum atau suboptimum 

yang diduga apabila vigor dan viabilitas tinggi berpengaruh pada daya ketahanan 

tanaman dan keragaman SNP pada varietas uji.  Berikut gambar kerangka 

pemikiran penelitian ini: 
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Gambar 1. Kerangka Pemikiran 

 

 

 

1.5 Hipotesis 
 

Hipotesis dalam penelitian ini antara lain; 

1. Terdapat perbedaan viabilitas dan vigor perkecambahan benih dari delapan 

varietas jagung (Zea mays, L.) yang dapat menggambarkan ketahanan jagung 

terhadap 

2. Terdapat Single Nucleotide Polymorphism (SNP) gen Resistance Gen 

Analogue (RGA) DNA delapan varietas jagung (Zea mays, L.) yang berbeda. 

  



 

 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Botani Tanaman Jagung (Zea mays, L.) 

 

Jagung (Zea mays L.) merupakan tanaman monoecious yaitu bunga jantan 

terpisah dari bunga betina bukan pada satu tanaman yang sama.  Jagung 

merupakan tanaman C4 yang mampu beradaptasi dengan baik terhadap faktor 

pembatas pertumbuhan dan hasil.  Daun tanaman C4 sebagai agen penghasil 

fotosintesis untuk didistribusikan, kemudian memiliki sel-sel selubung pembuluh 

darah yang mengandung klorofil.  Sifat menguntungkan jagung sebagai C4 yaitu 

aktivitas fotosintesis dalam kondisi normal yang relatif tinggi, fotorespirasi sangat 

rendah, transpirasi rendah dan efisien dalam penggunaan air.  Karakteristik ini 

bersifat fisiologis dan anatomi yang membantu dalam memperoleh hasil 

(Muhadjir, 2018).  Secara umum klasifikasi tanaman jagung seperti berikut 

(Purwono dan Rudi, 2005) : 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Subdivisi : Angiospermae  

Kelas   : Monocotyledone 

Ordo  : Graminae 

Famili  : Graminaceae 

Genus  : Zea 

Spesies : Zea mays, L.  
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Jagung memiliki 10 kromosom sel seksual (haploid), 20 kromosom dalam sel 

somatik (diploid) dan 30 kromosom dalam sel endosperm (triploid).  Secara 

umum semua jenis tanaman jagung memiliki 10 pasang kromosom (Muhadjir, 

2018).  

 

 

 

2.2 Perkecambahan Benih 

 

Perkecambahan merupakan komponen utama dari kekuatan benih, yang 

didefinisikan sebagai jumlah dari sifat-sifat benih yang menentukan tingkat 

potensi aktivitas dan kinerja banyak benih dengan daya kecambah yang dapat 

diterima di bawah berbagai lingkungan (Perry, 1978 dalam Hatzig et al., 2015).  

Benih dikelilingi sel-sel yang disebut integumen benih.  Pada biji yang masak, 

dinding sel telur (pericarp) melekat erat pada kulit biji, sehingga dinding sel telur 

dan kulit biji seperti membentuk selaput tunggal.  Embrio dan endosperma 

merupakan sumber makanan benih yang terdiri dari dua bagian yaitu eksternal 

dan internal.  Bagian luar adalah endosperma sedangkan bagian dalam adalah 

kotiledon atau skutelum.  Skutelum adalah penghubung yang letaknya di tengah 

kotiledon.  Secara umum, endosperma terbagi menjadi dua yaitu endosperma 

lunak dan endosperma keras.  Kotiledon dikelilingi oleh lapisan sel tipis yang 

disebut epitel yang terletak di antara kotiledon dan endosperma.  Koleoptil 

merupakan calon daun yang berfungsi menembus permukaan tanah selama proses 

perkecambahan (Muhadjir, 2018). 

 

Perkecambahan adalah muncul dan berkembangnya struktur esensial embrio yang 

menunjukkan kemampuan menghasilkan tanaman normal pada kondisi optimum 

(Ilyas, 2012).  Proses perkecambahan diawali dengan penanaman benih ditanam, 

kemudian benih melakukan imbibisi dan calon tanaman mulai tumbuh. Akar 

radikal memanjang dengan diikuti oleh plumula dan akar seminalis.  Akar radikal 

muncul dari ujung benih dan berlawanan arah dengan tajuk potensial. Akar 

seminal biasanya muncul 2-5 dari ujung biji dekat dengan tajuk.  Semua akar, 

kecuali akar radikal, tumbuh miring 25-300 sehubungan dengan horizontal. 

Segmen pertama meluas mencapai tanah.  Jika ujung koleoptil muncul dari tanah, 
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maka perpanjangan ruas pertama berhenti dan daun mulai muncul dari koleoptil. 

Dalam kondisi panas lembab, ujung koleoptil muncul 4-5 hari setelah tanam. 

Sebaliknya dalam kondisi dingin dan kering, koleoptil hanya muncul dua minggu 

atau lebih.  Selain kondisi lingkungan, perkecambahan juga dipengaruhi oleh 

kedalaman tanam dan jenis tanah (Muhadjir, 2018).  Fase VE (Perkecambahan) 

berlangsung saat tanaman berumur 4 – 5 HST dengan kondisi lingkungan tumbuh 

lembab, atau berumur 14 HST saat kondisi lingkungan kering (Sirusa, 2020). 

 

 

 

Gambar 2. Perkecambahan dan pemunculan benih jagung 
 Sumber:        Muhadjir, F. (http://balitsereal.litbang.pertanian.go.id/wp- 

content/uploads/2018/08/3karakter.pdf) 
 

 

 

Perkecambahan adalah proses fisiologis untuk memulai dan mengembangkan 

bibit dengan memicu kaskade reaksi biologis dan biokimia.  Pada tahap awal 

perkecambahan, yang dikenal sebagai imbibisi, biji menyerap air dengan cepat, 

menyebabkan kulit biji mengembang dan melunak pada suhu optimal. 

Selanjutnya, aktivitas fisiologis bagian dalam benih diaktifkan, dan respirasi benih 

dimulai.  Akhirnya, kulit biji yang pecah memungkinkan inisiasi radikula dan 

plumula.  Oleh karena itu, dimulai dengan pengambilan air oleh biji kering diam 
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dan diselesaikan dengan munculnya radikula melalui pemanjangan sumbu embrio. 

Proses ini melibatkan serangkaian proses fisiologis dan morfogenetik yang 

terorganisir, termasuk transfer energi benih, konsumsi nutrisi endospermik, dan 

perubahan fisiologis dan metabolisme.  Indikasi utama perkecambahan adalah 

pemulihan aktivitas kritis, seperti transkripsi, translasi, dan perbaikan DNA, 

diikuti oleh pemanjangan dan pembelahan sel (Hussein et al., 2021). 

 

Perkecambahan mempengaruhi baik produksi akhir dan kualitas jagung. Pada 

dasarnya, tanaman tumbuh dari biji tunggal menjadi tanaman.  Perkecambahan 

dikendalikan oleh interaksi faktor lingkungan, status fisiologis benih, dan benih. 

Kebutuhan akan berbagai faktor abiotik tergantung terutama pada genotip dalam 

menanggapi faktor-faktor abiotik di sekitarnya dan faktor-faktor abiotik ini secara 

kolektif.  Perkecambahan jagung membutuhkan kondisi lingkungan yang 

menguntungkan dan kisaran spesifik dari faktor-faktor ini diperlukan untuk 

perkecambahan yang optimal.  Kondisi ini termasuk suhu, cahaya, dan 

ketersediaan air yang mempengaruhi perkecambahan. Reaksi  fisiologis benih 

terhadap faktor abiotik ekstrinsik yang tumpang tindih menentukan keberhasilan 

perbanyakan.  Dengan demikian, perkecambahan biji mencerminkan ukuran 

populasi, distribusi, dan kelimpahan.  Perkecambahan tidak memerlukan variabel-

variabel abiotik ini secara individual karena permintaan untuk satu komponen 

bergantung pada kebutuhan komponen lain, seperti yang ditunjukkan untuk suhu 

tumpang tindih cahaya.  Produksi yang sukses membutuhkan pertumbuhan bibit 

yang kokoh dan berkembang dengan baik, dan salah satu tujuan utama produksi 

bibit adalah untuk menghasilkan tanaman yang layak dari benih tunggal manapun. 

Ketersediaan dan mobilitas sumber penyimpanan endosperma merupakan penentu 

penting dalam pembentukan bibit (Hussein et al., 2021). 

 

 

 

2.3 Viabilitas dan Vigor Benih 

 

Viabilitas benih menunjukkan daya hidup benih aktif secara metabolit dan 

memiliki enzim yang dapat mengkatalisis reaksi metabolisme untuk 

perkecambahan dan pertumbuhan perkecambahan.  Gejala pertumbuhan dari 
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viabilitas benih dapat dilihat melalui perkecambahan.  Gejala metabolisme daya 

berkecambah benih adalah kemampuan benih untuk berkecambah normal pada 

lingkungan yang memadai dalam suatu periode pengujian tertentu yang 

diperkirakan akan mampu membentuk tanaman tertentu yang normal di lapangan 

yang optimum (memadai).  Pengamatan viabilitas benih dapat dilakukan dengan 

menguji jumlah radikula yang muncul, daya berkecambah benih, dan kecepatan 

tumbuh.  Uji daya berkecambah bertujuan untuk mengetahui daya berkecambah 

benih (Pramono et al., 2019).  Berikut kriteria perkecambahan pada benih 

(Widajati dkk., 2013) : 

1. Kecambah normal 

Kecambah normal adalah perkecambahan yang menunjukkan kemampuan 

untuk tumbuh dan berkembang menjadi bibit tanaman yang baik dan normal, 

sedangkan untuk lingkungan sendiri adalah kondisi kelembaban, temperatur, 

oksigen yang sesuai dan kadang untuk benih tertentu yang memerlukan 

cahaya (Kartasapoetra, 1986).  Kecambah dinyatakan normal apabila semua 

bagiannya (Akar, hipokotil, plumula, dan kotiledone) menunjukkan 

kesempurnaan dan lengkap (ISTA, 2009 dalam Widajati dkk., 2013).  Berikut 

akar dan plumula perkecambahan normal tanaman padi yaitu akar primer 

panjang disertai dengan banyak akar sekunder, beberapa akar permanen keluar 

dari nodus pertama harus ada apabila kecambah tidak dibuang sampai akhir 

periode perkecambahan.  Bagian plumula pertumbuhan daun utama baik.  

Koleoptil pecah, sehingga daun utama tumbuh normal atau hanya sedikit 

terbuka (Kamil, 1982). 

2. Kecambah abnormal 

Kecambah dinyatakan abnormal apabila salah satu bagiannya tidak muncul, 

atau muncul tetapi rusak atau tidak sempurna.  Bagian akar tidak ada akar 

primer lemah hanya sedikit atau tidak ada akar sekunder.  Bagian plumula 

tidak ada daun utama, hanya ada koleoptil yang tidak berwarna. (Kamil, 

1982). 

3. Benih mati 

Benih dinyatakan mati apabila sampai akhir periode perkecambahan tidak 

menunjukkan adanya gejala perkecambahan dan bukan merupakan benih keras 

(Widajati dkk., 2013). 
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Vigor benih didefinisikan sebagai sifat benih yang menentukan pemunculan 

kecambah yang cepat, seragam dan perkembangan kecambah normal pada kondisi 

lapang suboptimum (Ilyas, 2012).  Parameter pengamatan yang dapat dilakukan 

adalah dengan mengukur berat kering kecambah normal, keserempakan tumbuh 

benih dan indeks vigor benih.  

 

 

 

2.4 Gen Ketahanan Tanaman Resistance Gene Analogue (RGA) 

 

Beberapa penanda DNA yang dikembangkan dari sekuen RGA yang diisolasi 

telah dimanfaatkan untuk beberapa tujuan, seperti analisis keragaman genetik, 

penandaan sifat terkait ketahanan penyakit, dan penemuan gen kandidat pada 

beberapa tanaman (Nordberg et al., 2014 dalam Herlina dkk., 2018). 

RGA tanaman adalah kelompok besar gen R potensial yang memiliki domain dan 

fitur struktural yang dilestarikan yang memiliki peran spesifik dalam interaksi 

inang patogen.  Banyak RGA telah diidentifikasi dari beberapa genom tanaman.  

RGA genom lebar yang diidentifikasi dengan aplikasi dalam genomik dan 

bioinformatika seperti pemetaan hubungan, GWAS, pengelompokan dan profil 

tanda tangan protein akan membantu metode tradisional untuk meningkatkan 

pengembangan penanda, pemetaan QTL, kloning gen resistensi tanaman dan 

pemuliaan resistensi (Kumar et al., 2015).  

 

 

 

2.5 SNP (Single Nukleotida Polymorphism) 

 

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) merupakan variasi genetik yang 

ditemukan pada lebih dari 1% populasi.  Markah ini dapat dikategorikan sebagai 

‘markah generasi ketiga’.  Markah ini merupakan mutasi titik di mana satu 

nukleotida disubstitusi oleh nukleotik lain pada lokus tertentu.  SNP merupakan 

tipe yang lebih umum untuk membedakan sekuen di antara alel, kodominan di 

alam, dan menandakan markah polimorfik dari suatu sumber yang tidak pernah 

habis untuk penggunaannya pada resolusi tinggi dalam pemetaan genetik suatu 

karakter.  Deteksi markah SNP bersifat kodominan, berdasarkan pada amplifikasi 

primer yang berbasis pada informasi sekuen untuk gen spesifik.  Uji dengan 
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markah SNP dapat dilakukan pada tanaman seperti padi dan jagung yang 

informasi genomnya sudah cukup lengkap. Keunggulan teknik SNP adalah lebih 

mudah diaplikasikan dibandingkan dengan teknik SSR serta lebih bermanfaat 

ketika beberapa lokus SNP posisinya sangat berdekatan, sehingga dapat 

mendefinisikan haplotipe dan dalam pengembangan haplotype tags (Rusnita, 

2015).  Kelemahan dari teknik SNP adalah memerlukan informasi sekuen untuk 

suatu gen yang menjadi target analisis dan untuk pengadaan alat dan bahan 

memerlukan biaya yang sangat tinggi  (Widayawan, 2018). 

 

Markah molekuler banyak digunakan untuk meningkatkan efisiensi seleksi dalam 

pemuliaan tanaman serealia seperti jagung, melalui penggunaan markah 

molekuler dapat dilakukan penandaan level DNA sehingga terbentuk karakteristik 

galur secara langsung sehingga terbentuk kelompok dan pola heterotik yang dapat 

memandu para pemulia untuk menyeleksi kandidat hibrida secara cepat, tepat dan 

efisien.  Markah tersebut juga dapat bermanfaat untuk mengidentifikasi perbedaan 

tanaman secara individu melalui profil unik yang nantinya dapat diaplikasikan 

untuk penyusunan kultivar baru, dalam hal ini dapat menjadi dasar perakitan 

kultivar yang tahan.  Markah molekuler yang banyak dipakai dalam kegiatan 

pemuliaan adalah markah DNA yang berdasarkan pada proses PCR (Marcia dkk., 

2009). 

 

SNP dapat ditemukan pada coding region maupun non coding region (Lonetti et 

al., 2016 dalam Putri dan Wathon, 2018).  SNP yang terletak pada coding region 

dinamakan cSNPyang memiliki peluang untuk mempengaruhi fungsi gen karena 

dapat mengubah urutan asam amino dan mempengaruhi struktur protein sehingga 

menyebabkan gangguan monogenik resesif maupun dominan (Wang et al., 2001 

dalam Putri dan Wathon, 2018).  Gangguan monogenik adalah gangguan akibat 

adanya mutasi gen tunggal alel resesif atau dominan yang diwariskan induk ke 

keturunannya (Babar, 2017 dalam Putri dan Wathon, 2018).  

 

SNP dapat digunakan sebagai penanda (marker) yang efektif dalam mendeteksi 

keragaman genetik yang umumnya terjadi dengan frekuensi sekitar satu SNP 
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dalam 1000 nukleotida pada DNA genom (Campbell et al.,2000 dalam Putri dan 

Wathon, 2018).  SNP merupakan penanda dalam variasi genom antar individu 

sehingga dapat digunakan untuk mendeteksi alel yang membawa suatu sifat yang 

penting pada suatu individu (Campbell et al., 2000; Mmeka et al., 2013 dalam 

Putri dan Wathon, 2018).  Selain itu, penanda SNP dapat diaplikasikan di bidang 

kesehatan dan kedokteran untuk diagnostik dan prognostik suatu penyakit 

(Sadewa, 2015). 

 

 

2.6 Signifikansi SNP (Single Nukleotida Polymorphism) pada Tumbuhan 

 

Peningkatan sifat-sifat ketahanan tanaman secara biotik maupun abiotik 

berkontribusi secara langsung untuk peningkatan dan stabilisasi hasil pertanian 

(Hatzig et al., 2015).  SNP digunakan dalam farmakogenomik, penelitian 

diagnostik dan biomedis, namun SNP memiliki belum digunakan secara teratur 

dalam genotip tanaman.  Sejumlah besar data SNP tersedia pada manusia tetapi 

data yang sangat terbatas tersedia pada SNP pada tanaman.  Ahli genetika telah 

mengembangkan sejumlah tes genotipe SNP tanaman supaya ahli biologi dapat 

mengambil keuntungan dan menggunakan tes yang dikembangkan dengan baik 

dalam studi manusia.  SNP memiliki potensi luar biasa untuk sidik jari plasma 

nutfah.  

 

SNP sangat informatif dan pengujiannya tidak memerlukan pemisahan DNA 

berdasarkan ukuran.  Mereka lebih mudah ditemukan di sebagian besar wilayah 

salinan tunggal genom daripada SSR (Jehan T dan Suman L., 2006).  Penanda 

SNP diketahui memiliki hasil yang lebih spesifik, output yang lebih tinggi, biaya 

yang lebih rendah, dan tingkat kesalahan yang lebih rendah (Jones et al., 2009). 

 

 

 

2.7 Analisis DNA 

2.7.1 Ekstraksi DNA 

 

Prinsip dasar ekstraksi DNA adalah menghancurkan dinding dan membran sel 

tanaman, lalu mengeluarkan DNA yang terdapat dalam nukleus tanpa 
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menyebabkan kerusakan pada DNA tersebut (Sharma et al., 2010).  Sementara 

menurut Chi et al. (2009), secara umum proses ekstraksi DNA dibagi menjadi 

beberapa tahap yaitu persiapan materi yang akan digunakan, proses penghancuran 

sel, penghilangan senyawa kontaminan, dan pengumpulan DNA.  Menurut 

Ogunkanmi et al. (2008), DNA yang diekstrak harus terbebas dari senyawa 

kontaminan seperti polisakarida, polifenol, dan tanin yang seringkali ikut terbawa 

dan dapat menghambat kerja beberapa enzim dalam kegiatan molekuler.  

 

2.7.2 Analisis Kemurnian dan Kuantifikasi Hasil Ekstraksi DNA 

 

Setelah DNA di isolasi dengan ekstraksi, tahapan selanjutnya adalah pengujian 

secara kualitatif dan kuantitatif dengan spektrofotometer.  Uji menggunakan 

spektrofotometer atau nanophotometer pada prinsipnya adalah menghitung 

perbedaan penyerapan sinar UV yang membuat pita ganda DNA dapat menyerap 

sinar UV pada 260 nm, sedangkan kontaminan protein atau fenol dapat menyerap 

cahaya pada 280 nm.  Nilai kemurnian DNA dihitung dengan membagi 

absorbansi 260 nm dibagi dengan nilai absorbansi 280 (Å260/Å280), dan nilai 

kemurnian DNA berkisar antara 1,8-2.0 (Widiastuti A, 2017). 

 

2.7.3 Teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

Analisis molekuler dilakukan untuk mengetahui transformasi genetik yang dapat 

dilakukan menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR).  PCR 

dilakukan untuk mengetahui apakah gen interes sudah terintegrasi ke dalam 

genom tanaman.  Teknik PCR yang dikenalkan Kary Mullis et al., (1994) 

merupakan teknik melipatgandakan salinan DNA melalui reaksi polimerisasi 

berantai dengan beberapa siklus.  Pada proses reaksi terjadi pemanasan dan 

mendinginan secara berulang yang terdiri dari denaturasi template DNA, 

penempelan (Anneling) primer pada sekuen DNA yang komplemeter, dan tahap 

pemanjangan (Elongation).  Dalam 30 siklus dapat dapat dihasilkan kopi DNA 

hingga satu milyar, setiap periode siklus beragam antar protokol.  Komponen 

reaksi PCR antara lain DNA template, primer DNA, larutan penyangga PCR, 

enzim Taq DNA polymerase, MgCl2 atau MgSO4, dNTP (Utomo, 2012).  DNA 

template merupakan DNA target yang akan digandakan.  Primer DNA adalah 
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fragmen pendek yang mengandung sekuen komplementer dengan DNA target, 

penggunaan primer untuk permulaan sintesis DNA yang dilakukan oleh 

polymerase, nantinya enzim tersebut akan digunakan untuk mensintesis utas DNA 

baru yang berkomplementer dengan utas DNA templat.  dNTPs merupakan bahan 

utama yang dibutuhkan untuk sintesis DNA dalam proses PCR yang terdiri dari 

dATP, dGTP, dCTP dan dTTP.  Enzim Taq DNA polimerase berfungsi untuk 

bekerja sama dengan dNTP untuk melakukan proses polimerisasi primer.  Larutan 

penyangga dalam proses  PCR berfungsi untuk menyediakan lingkungan yang 

sesuai untuk aktivitas dan stabilitas DNA yang optimal (Widiastuti, 2017).  

Proses PCR dapat dilihat dari gambar berikut: 

 

 
 

 

Gambar 3. Proses PCR (Polymerase Chain Reaction) 
Sumber :       Widiastuti. 2017. Prinsip umum pengujian DNA. Balai Besar 

Pengembangan Pengujian Mutu Benih Tanaman Pangan dan 

Hortikultura. 

http://bbppmbtph.tanamanpangan.pertanian.go.id/assets/front/upl

oads/document/Prinsip%20Umum%20Pengujian%20DNA.pdf) 
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Langkah-langkah yang terjadi pada proses PCR untuk membentuk pita adalah: 

1. Pemisahan atau denaturasi template DNA 

Denaturasi adalah proses pemisahan DNA dari untai ganda menjadi tegakan 

tunggal. Proses denaturasi biasanya dilakukan pada suhu 94 oC atau 95oC. 

2. Penempelan atau anneling primer 

DNA yang terpisah pada proses denaturasi dan menjadi untai tunggal 

kemudian akan dipasangkan dengan primer yang susunannya komplementer 

dengan DNA. 

3. Pemanjangan 

Hasil penempelan antara primer dan template DNA kemudian akan 

memanjang sendiri atau bereplikasi berkali-kali dengan bantuan enzim DNA 

polimerase dan dNTPs sebagai sumber nukleotida. 

Keunggulan teknik PCR relatif lebih cepat dan lebih sensitif dalam proses 

penggandaan fragmen DNA walaupun konsentrasi DNA template rendah, 

kuantitas DNA yang diperlukan sedikit dan standard kualitas DNA bisa lebih 

rendah jika dibandingkan dengan hibridisasi Southern dan Northern.  Salah satu 

kelemahan teknik ini adalah akibat sensitivitas yang ditimbulkannya dapat 

meningkatkan reaksi kontaminan dari bakteri, jamur, virus atau DNA personel 

yang ada di laboratorium (Utomo, 2012).  

 

2.7.4 Elektroforesis 

 

Setelah proses PCR selesai, untuk mengetahui apakah proses PCR berhasil 

mengamplifikasi DNA atau tidak, maka harus dilakukan elektroforesis. 

Elektroforesis digunakan untuk mengamati hasil amplifikasi dari DNA.  Prinsip 

kerja dari elektroforesis berdasarkan pergerakan partikel-partikel bermuatan 

negatif (anion), dalam hal tersebut DNA, yang bergerak menuju dari kutub negatif 

ke kutub positif.  Hasil elektroforesis yang terlihat adalah terbentuknya band yang 

merupakan fragmen DNA hasil amplifikasi dan menunjukkan potongan-potongan 

jumlah pasangan basanya. Elektroforesis menggunakan media berupa gel dari 

agarose ataupun akrilamid dengan pelarut menggunkan buffet Tris Asetat EDTA 

(TAE) atau Tris Borat EDTA (TBE).  Gel dibuat dengan melarutkan agarose atau 

akrilamid dengan salah satu buffer tersebut dengan menggunakan cetakan khusus 
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dan terdapat sumuran/whell untuk menempatkan hasil PCR yang akan dirunning 

elektroforesis (Widiastuti, 2017). 

Selain produk hasil PCR, dalam elektroforesis juga dicampurkan loadind dye 

yang berfungsi sebagai pemberat agar DNA tidak keluar dari sumuran.  Untuk 

megetahui ukuran pasang basa hasil amplifikasi, maka pada salah satu sumuran 

diisi marker DNA dengan ukuran tertentu.  DNA ladder yang digunakan biasanya 

menyesuaikan dengan besar pasang basa target yang dicari, misalnya untuk pita 

DNA dengan target 150 basepair (bp) digunakan DNA ladder dengan ukuran 50 

bp, dan untuk DNA target di atas 1000 bp digunakan 1 kb ladder.  Elektroforesis 

dilakukan dengan menepatkan gel agarose dalam bak atau chamber elektroforesis 

yang didalamnya berisi buffer yang sama dengan pelarut yang digunakan untuk 

membuat gel (TAE atau TBE) dan terhubung dengan power supply yang dapat 

diatur arusnya.  Setelah elektroforesis selesai, umumnya dilakukan pewarnaan 

dengan merendam agar pada larutan Etidium bromida (Etbr) 1% selama 15 menit, 

kemudian membilasnya dengan merendam pada air selama 30 menit.  Hasil 

elektroforesis divisualisasi dengan UV transiluminator dengan sinar infra red.  

Jika amplifikasi terjadi maka akan terlihat pita pita DNA yang berpendar oleh 

sinar infra red (Widiastuti, 2017). 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian  
 

Penelitian ini dilaksanakan melalui dua tahapan yaitu perkecambahan benih 

jagung delapan varietas dan analisis Polymerase Chain Reaction (PCR).  Proses 

penelitian yang pertama adalah mengecambahkan benih jagung sesuai dengan 

standard peraturan International Seed Testing Association (ISTA) yang 

dilaksanakan di Laboratorium Benih, Universitas Lampung.  Proses kedua 

melakukan analisis dengan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) di 

Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (LTSIT), Universitas 

Lampung.  Penelitian ini berlangsung dari bulan Mei sampai dengan Juli 2022. 

 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Penelitian ini menggunakan delapan varietas jagung yang akan diuji yaitu: 

NK7328 (SUMO), Pertiwi 5, Bisi 321, Bisi 18, P36, NK Super, Eksotik dan 

varietas lokal.  Alat yang digunakan pada tahapan perkecambahan adalah 

germinator benih, nampan, alat presser, gunting, penggaris, karet, label, dan 

sprayer.  Bahan yang dibutuhkan adalah 150 butir benih/varietas, air, plastik, dan 

kertas merang.  Alat yang digunakan untuk tahapan analisis PCR adalah freezer, 

alat PCR (Labcycler), autoklaf, laminar, Tissue Lyser LT Qiagen, 

Nanophotometer P 360 (Implen) QIAxcelAdvanced, mortar, tabung 2 ml dengan 

tutup ulir, tabung 1,5 ml, vortex, heating block suhu 650C, microsentrifuge, life 

touch 1.7 ml microcentrifuge tube, mikro pipet berbagai ukuran 1000 µL, 200 µL, 

10 µL, Bioclean Aeroosol Resistent Barier Tip 1000 µL, 200 µL, 10 µL, shaker, 

disposable free powder gloves.  Sebelumnya alat yang digunakan di sterilisasi 

dahulu. Bahan yang digunakan adalah ekstraksi kecambah jagung 0,05 
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gram/varietas, aquades, alkohol 70%, Dneasy Plan Mini Kit (50) (Qiagen, 

Cat#69104). 

 

 

 

3.3 Metode Penelitian 

 

Penelitian ini menggunakan rancangan percobaan dengan Rancangan Acak 

Kelompok (RAK). Jumlah ulangan yang dilakukan sebanyak 3 ulangan untuk 

setiap varietasnya.  Perlakuan penelitian ini menggunakan faktor tunggal yaitu 

delapan jenis varietas jagung.  Satuan percobaan yang digunakan sebanyak 24 

satuan percobaan.  Analisis data yang digunakan pada uji perkecambahan benih 

menggunakan uji DNMRT atau Duncan pada taraf signifikansi 5%.  Pengolahan 

data penelitian menggunakan aplikasi R-Studio.  Berikut tata letak percobaan 

dalam pengujian perkecambahan delapan varietas jagung: 

 

Blok 1 Blok 2 Blok 3 

J6 J3 J3 

J3 J2 J2 

J4 J8 J4 

J5 J7 J6 

J7 J6 J1 

J1 J5 J7 

J8 J4 J8 

J2 J1 J5 

 

Keterangan: 

J1 : Varietas Jagung NK7328 (SUMO) 

J2 : Varietas Jagung Pertiwi 5 

J3 : Varietas Jagung Bisi 321 

J4 : Varietas Jagung Bisi 18 

J5 : Varietas Jagung P36 

76 : Varietas Jagung NK Super 

J7 : Varietas Jagung Eksotik 

J8 : Varietas Jagung Lokal 

 

 

Gambar 4. Tata Letak Percobaan Perkecambahan Delapan Varietas Jagung 
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Pada analisis PCR menggunakan primer PMW 1 dan PMW 2.  Kemudian hasil 

sekuensing dianalisis menggunakan BLAST di website genebank (NCBI) untuk 

verifikasi sekuen yang identik dengan hasil analisis.  Setelah diverifikasi, sekuen-

sekuen yang diperoleh dianalisis SNP-nya dengan software MEGA XI.  

 

 

 

3.4 Pelaksanaan Penelitian 

 

Berikut prosedur dalam penelitian ini: 

3.4.1 Pengujian Viabilitas dan Vigor Benih 

Pada percobaan ini dilakukan pengujian viabilitas dan vigor daya kecambah benih 

jagung yang sampai 7 HST.  Pada percobaan ini benih dikecambahkan dengan 

metode UKDdP yaitu pengujian perkecambahan kertas didirikan dalam plastik. 

Setiap gulungan berisi 25 butir benih jagung.  Satu ulangan terdapat 50 butir 

benih.  Berikut prosedur percobaan pengujian benih:  

1. Kertas merang direndam dalam air hingga basah semua bagiannya, lalu 

dikempa dengan pengempa kertas hingga tiris dan cukup lembab. 

2. Dua lembar mertas merang diletakkan pada selembar plastik. 

3. Benih diuji ditanam di atas kertas merang tersebut, 25 butir benih per-

lembaran dengan susunan yang teratur dan rapi (pola tanam zig-zag). Setiap 

ulangan menggunakan 50 butir benih jagung. 

4. Dua lembar kertas merang lembab lagi digunakan untuk menutup benih yang 

telah tersusun rapi. 

5. Dari salah satu sisi lebar kertas, benih yang telah ditanam itu digulung perlahan- 

lahan sehingga membentuk gulungan rapi. 

6. Label tanda uji disiapkan dan ditulis nama penguji, nama uji, nama benih, dan 

tanggal pengujian. Lalu selipkan di antara plastik dan kertas pada gulungan. 

7. Gulungan diletakkan pada rak dalam germinator APB 73-2 B dengan 

kedudukan berdiri (UKDdp= Uji kertas digulung didirikan dalam plastik). 

8. Pengamatan dilakukan pada 1 – 7 HST untuk tanaman jagung. Dengan variabel 

pengamatan terhadap tolak ukur jumlah radikula yang muncul, Daya 

Berkecambah (DB), dan Indeks Vigor.  
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3.4.2 Ekstraksi DNA Delapan Varietas Jagung 

 

DNA genom sampel diambil dari ekstraksi di tahap sebelumya menggunakan 

bagian perkecambahan karena di fase ini pertumbuhan dan perkembangan sel 

cepat (Surbekti, dkk., 2009).  Proses ekstraksi menggunakan Dneasy Plan Mini 

Kit (50) (Qiagen, Cat#69104).  Langkah awalnya dengan menyiapkan sampel, 

usap seluruh permukaan sampel dengan Alkohol 70%.  Diletakkan dan dikering 

anginkan sampel di atas tissue.  Setelah permukaannya mengering, dipotong kecil-

kecil dan ditimbang sampel seberat 0,075 gram.  Setelah ditimbang, sampel 

diletakkan dalam mortar yang telah diberi label.  Sampel dihaluskan dengan 

menambahkan 400 μL AP1.  Setelah itu, sampel diletakkan ke dalam tube 2 ml. 

Sampel di-vortex dan di-spin selama 30 detik untuk menginversi larutan sampel.  

Selanjutnya, sampel diinkubasi ke dalam heating block suhu 650C selama 10 

menit.  Tube sampel dibolak balik secara perlahan pada waktu ke 5 menit.  

Setelah itu, ditambahkan 130 μL P3, larutan sampel di inversi dengan tip dan 

dinkubasikan dalam ice box selama 5 menit.  Sampel yang telah diinkubasikan 

tadi disentrifus selama 5 menit (13.500 rpm).  Setelah itu, diambil lysate lapisan 

paling atas, kemudian dimasukkan ke dalam QIAshredder Lilac.  Sampel 

disentrifus 13.500 rpm selama 2 menit, usahakan setiap sampel dalam keadaan 

dingin di ice box, supaya lysate tidak tercampur.   

 

Setelah itu, lysate yang tertampung di collection tube dipindahkan tanpa mengenai 

peletnya ke tube 2 ml yang baru.  Selanjutnya ditambahkan buffer AW1 sebanyak 

1,5 kali volume lysate yang telah dipindahkan tadi ke tube baru.  Kemudian 

diinversikan dengan tip dan vortex sebentar, tujuannya untuk menghomogenkan 

lysate dan buffer.  Tahapan berikutnya adalah lysate tersebut dipindahkan ke tube 

Dneasy Mini Coloumn 2 ml dan disentrifus 6000 g selama 1 menit, tahapan ini 

dilakukan berulang sampai semua lysate tersaring.  Setelah itu, cairan yg 

tertampung di collection tube dibuang dan diganti dengan collection tube baru.  

Selanjutnya, ditambahkan buffer AW2 sebanyak 500 μL ke atas Dneasy Mini 

Coloumn, disentrifus 13.500 rpm selama 2 menit, tujuannya untuk mengeringkan 

membran atas filter dari etanol.  Tahapan berikutnya, digunakan kembali 

collection tube dengan yang baru dan disentrifus lagi 13.500 rpm selama 1 menit 
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tanpa penambahan apapun, tujuannya untuk mengeringkan membran dan 

membantu evaporasi etanol.  Berikutnya Dneasy Mini Coloumn bagian atas 

dipindahkan ke tube baru 2 ml, kemudian ditambahkan buffer AE sebanyak 30 

μL.  Sampel diinkubasikan dalam suhu ruang selama 15 menit.  Setelah selesai 

diinkubasi, disentrifus 6000 g selama 1 menit untuk proses elusi.  DNA siap 

digunakan atau disimpan pada suhu -200C (Freezer).  

 
Gambar 5. Prosedur ekstraksi DNA delapan varietas jagung 
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3.4.3 Analisis Kemurnian dan Kuantifikasi DNA  

 

Analisis dilakukan menggunakan alat Nanophotometer P360 ( Implen, Jerman). 

Setelah ekstrak DNA didapatkan pada proses ekstraksi, selanjutnya sampel 

tersebut akan diuji kemurniannya.  Sebelum diukur, hasil ekstraksi dihomogenkan 

menggunakan spinner.  Pertama, dilakukan kalibrasi dahulu sesuai dengan buffer 

yang digunakan yaitu buffer AE.  Diambil 1,5 μL buffer AE, diteteskan ditengah 

jendela cell pengukur. Submicroliter cell yang berisi sampel kalibrasi ditutup 

dengan rapat.  Setelah itu, kuvet diletakkan ke dalam jendela alat,  Tombol Ok 

ditekan untuk mengaktifkan mesin dan tombol blank ditekan untuk referensi 

pengukuran kalibrasi.  Selanjutnya, submicroliter dibersihkan dengan tissue, 

dilakukan juga pada tutup lid, jangan sampai menggores kaca.  Kemudian, sampel 

DNA dimasukkan sebanyak 1,5 μL/pengujian ke atas submicroliter, kemudian 

ditutup rapat dan dilakukan analisis dengan menekan tombol sampel (tombol !) 

untuk mengukur sampel.  Tujuan dianalisis dengan nanophotometer untuk 

mengukur konsenterasi dan kemurnian DNA dibahan ekstraksi guna persiapan 

proses PCR.  Pada penelitian ini, digunakan dua jenis lid yaitu 10 dan 50.  

 

3.4.4 Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

Berikut primer yang digunakan dalam proses amplifikasi PCR : 

 

Tabel 1. Primer yang digunakan dalam proses Polymerase Chain Reaction 

Kode Sampel Uji Kode Primer 1 Kode Sampel Uji Kode Primer 2 

J1-Forward PMW1_M3_R1 J1-Forward PMW2_m31_R1 

J1-Reverse PMW1_M3_R1 J1-Reverse PMW2_m31_R1 

J2-Forward PMW1_M4_R1 J2-Forward PMW2_m41_R1 

J2-Reverse PMW1_M4_R1 J2-Reverse PMW2_m41_R1 

J3-Forward PMW1_M13_R1 J3-Forward PMW2_m11_R1 

J3-Reverse PMW1_M13_R1 J3-Reverse PMW2_m11_R1 

J4-Forward PMW1_M7_R1 J4-Forward PMW2_m71_R1 

J4-Reverse PMW1_M7_R1 J4-Reverse PMW2_m71_R1 

J5-Forward PMW1_M5_R1 J5-Forward PMW2_m51_R1 

J5-Reverse PMW1_M5_R1 J5-Reverse PMW2_m51_R1 

J6-Forward PMW1_M6_R1 J6-Forward PMW2_m61_R1 

J6-Reverse PMW1_M6_R1 J6-Reverse PMW2_m61_R1 

J7-Forward PMW1_M8_R1 J7-Forward PMW2_m81_R1 

J7-Reverse PMW1_M8_R1 J7-Reverse PMW2_m81_R1 

J8-Forward PMW1_M22_R1 J8-Forward PMW2_m221_R1 

J8-Reverse PMW1_M22_R1 J8-Reverse PMW2_m221_R1 
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1. PCR Primer PMW 1 

Langkah pengerjaan tahap ini dimulai dengan membuat campuran pereaksi PCR.  

Volume total untuk vairan reaksi PCR sebanyak 19 μL dengan menggunakan 

PMW1 PCR Kit.  Komposisi pereaksi PCR yaitu 73,5 μL master mix PCR (buffer 

PCR, 0,5 μL 25 mM MgCl2; 0,5 μL 10 mM dNTPs, 0,1 μL 10 mM Taq DNA); 

1,75 μL 17,5 μM untuk masing-masing primer (Primer forward dan reverse); 0,75 

μL DNA genom untuk sampel J6 dan J7, 1 μL DNA genom untuk sampel J3, J1 

dan J2, 1,5 μL DNA genom untuk sampel J8, J5 dan J4 (± 30 ng/ μL); 63 μL 

ddH2O.  Setelah semua disiapkan, sampel di-tapping dan di-spin, diletakkan 

dalam kondisi dingin supaya suhu tetap terjaga.  Mesin PCR yang telah 

disambungkan dari UPS dihidupkan.  Diklik menu Edit, dan dipilih gradien 

setting yang akan digunakan yaitu Gradien q2.  Pengaturan denaturasi awal 

dilakukan pada suhu 95°C selama 5 menit yang kemudian diikuti dengan 35 kali 

siklus 95°C selama 1 menit, setting anneling 56,5°C selama 1 menit, dan 

elongation 72°C selama 1 menit.  Setelah siklus selesai, dilanjutkan dengan final 

elongation 1 siklus 72°C selama 5 menit.  Terakhir adalah proses cooling pada 

suhu 20°C selama 10 menit. Sampel diletakkan pada suhu 55 °C di well 5.  

2. PCR Primer PMW 2 

Campuran pereaksi PCR PMW2 dibuat menggunakan volume total 19 μL.  

Komposisi pereaksi tersebut yaitu 73,5 μL master mix PCR (buffer PCR, 0,5 μL 

25 mM MgCl2; 0,5 μL 10 mM dNTPs, 0,1 μL 10 mM Taq DNA); 1,75 μL 17,5 

μM untuk masing-masing primer (Primer forward dan reverse); 0,75 μL DNA 

genom untuk sampel J6 dan J7, 1 μL DNA genom untuk sampel J1, J2 dan J3, 1,5 

μL DNA genom untuk sampel J8, J5 dan J4 (± 30 ng/ μL); 63 μL ddH2O.  Setelah 

semua disiapkan, sampel di-tapping dan di-spin, diletakkan dalam kondisi dingin 

supaya suhu tetap terjaga.  Mesin PCR yang telah disambungkan dari UPS 

dihidupkan.  Diklik menu Edit, dan dipilih gradien setting yang akan digunakan 

yaitu gradient B2.  Pengaturan denaturasi awal dilakukan pada suhu 95°C selama 

5 menit yang kemudian diikuti dengan 30 kali siklus 95°C selama 1 menit, setting 

anneling 53,9°C selama 30 detik, dan elongation 72°C selama 1 menit.  Setelah 

siklus selesai, dilanjutkan dengan final elongation 1 siklus 72°C selama 5 menit. 
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Terakhir adalah proses cooling pada suhu 20°C selama 10 menit.  Sampel 

diletakkan pada suhu 54,5°C di well 7.  

 

3.4.5 Elektroforesis Hasil PCR 

 

Selanjutnya sampel hasil PCR dielektroforesis dengan alat digital QiaxCel 

Advanced dari Qiagen, Jerman menggunakan DNA High Resolution Kit.  Prosedur 

kerja alat ini mengikuti panduan teknis QiaxCel Advanced dari Qiagen, Jerman. 

 

3.4.6 Sekuensing Hasil PCR  

 

Hasil PCR yang telah tervisualisasi adanya pita amplikon pada elektroforesis 

kemudian disekuensing dengan metode Sanger menggunakan jasa sekuensing dari 

PT. Genetika Science.  Hasil sekuensing dianalisis menggunakan BLAST di 

website genebank (NCBI) untuk verifikasi sekuen yang identik dengan hasil 

analisis.  Setelah diverifikasi, sekuen-sekuen yang diperoleh dianalisis SNP-nya 

dengan software MEGA XI. 

 

 

 

3.5 Variabel Pengamatan 

 

A. Variabel Pengamatan Perkecambahan 

Berikut variabel pengamatan perkecambahan yang digunakan: 

1. Munculnya Radikula 

Pengamatan ini dilakukan pada 1-5 HST sampai radikula total seluruh 

kecambah muncul secara normal.  Kemudian jumlah kecambah yang 

sudah muncul radikulanya dihitung sampai hari ke 5 untuk mengetahui 

pada hari keberapa kecambah benih sudah menampakkan radikula yang 

utuh.  Waktu pengujian pemunculan radikula lebih cepat dibandingkan 

pengujian daya berkecambah, karena perhitungan dilakukan lebih awal, 

yaitu ketika panjang radikula telah muncul minimal sepanjang 2 mm 

(ISTA, 2021). 

2. Daya Berkecambah (%) 

Pengamatan pertama dilakukan pada hari ke lima, pengamatan kedua pada 

hari ke enam dan pengamatan ketiga pada hari ke tujuh setelah tanam. 
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Pengamatan dilakukan atas dasar kriteria kecambah normal, abnormal dan 

mati.  Daya berkecambah dihitung menggunakan rumus: 

 

DB =  
∑ KN Pengamatan 1 + ∑ KN Pengamatan 2 + ∑ KN Pengamatan 3

∑Benih di tanam
 x 100% 

 

Keterangan:  

KN = Kecambah Normal 

3. Indeks Vigor (%) 

Indeks Vigor didapat dari data yang diambil dengan mengamati jumlah 

kecambah normal pada hitungan hari pengamatan pertama yaitu 5 HST 

(Syafruddin dan Taqur, 2015).  Rumus yang digunakan sebagai berikut: 

 

Indeks Vigor =  
∑Kecambah Normal (Hari ke − 5) 

Total Benih ditanam
 x 100% 

 

 

B. Variabel Pengamatan Analisis PCR 

Berikut variabel pengamatannya: 

1. Ketebalan pita DNA 

Ketebalan pita DNA divisualisasikan dalam bentuk gel image.  Semakin 

tebal pita menunjukkan konsentrasi gen RGA DNA yang tinggi. 

2. Ukuran fragmen DNA 

Ukuran ini ditunjukkan pada tahapan elektroforesis dengan jumlah 

pasangan basa (base pairs= bp) pada setiap sekuen DNA.  Ukuran size 

marker berada pada rentang 100 bp – 3000 bp.  Apabila ukuran jumlah 

amplikon sesuai dengan panjang amplikon primer, maka primer tersebut 

berhasil mengamplifikasi DNA target.  Semakin banyak pasangan sekuen 

maka semakin tinggi konsentrasi gen RGA DNA.  .  

 

C. Variabel Pengamatan SNP DNA Gen RGA 

Pengamatan variabelnya berupa bagian sekuen yang berbeda dari hasil 

penyejajaran SNP DNA gen RGA delapan varietas jagung yang telah 

disekuensing.  Sekuen DNA yang berbeda menujukkan adanya polimorfisme. 
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3.6 Analisis Data  

 

A. Analisis Data Hasil Pengujian Viabilitas dan Vigor Benih 

Analisis data pengujian perkecambahan benih jagung delapan varietas 

menggunakan uji DNMRT atau Duncan pada taraf signifikansi 5%.  Data 

observasi akan dianalisis menggunakan aplikasi R-Studio dan software online 

GerminaQuant. 

 

B. Hasil PCR DNA Gen RGA 

Hasil PCR yang telah tervisualisasi adanya pita amplikon pada elektroforesis 

kemudian disekuensing dengan metode Sanger menggunakan jasa sekuensing 

dari PT. Genetika Science. 

 

C. Analisis SNP Gen RGA DNA Hasil Sekuensing 

Hasil sekuensing dianalisis menggunakan BLAST di website genebank 

(NCBI) untuk verifikasi sekuen yang identik dengan hasil analisis.  Setelah 

diverifikasi, sekuen-sekuen hasil sekuensing disejajarkan menggunakan 

program ClustlW Multiple Sequence Alignment di software MEGA XI.  

  



 

 

 

 

 

 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Kesimpulan 

 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan tentang “Analisis Keragaman Single 

Nucleotide Polymorphysm (SNP) Gen Resistance Gen Analogue (RGA) DNA 

Delapan Varietas Jagung (Zea Mays, L.) pada Fase Perkecambahan” dapat 

disimpulkan hasil sebagai berikut: 

1. Viabilitas dan vigor perkecambahan delapan varietas jagung (Zea mays, L.) 

menunjukkan hasil yang berbeda khususnya variabel pengamatan 

munculnya radikula dengan nilai persentase varietas Lokal sebesar 96 

persen.  Variabel pengamatan daya berkecambah varietas P-36 dan Bisi 321 

menunjukkan nilai persentase yang lebih tinggi di bandingkan varietas uji 

lainnya yaitu 100 persen dan 98,67 persen.  Hal ini juga terjadi pada hasil 

pengamatan variabel indeks vigor varietas P36 dan Bisi 321 yang 

menunjukkan persentase lebih tinggi dari varietas lainnya yaitu 90,67 persen 

dan 83,33 persen.  Hasil viabilitas dan vigor benih terendah secara berturut-

turut yaitu NK Super, NK7328 dan Lokal. 

2. Delapan varietas jagung (Zea mays, L.) menunjukkan adanya perbedaan 

SNP gen RGA DNA. Terdapat 3 titik SNP untuk hasil sekuensing 

menggunakan primer PMW 1 dan 6 titik SNP untuk hasil sekuensing 

menggunakan primer SNP PMW 2.   
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5.2 Saran 

 

Saran untuk penelitian berikutnya yaitu: 

1. Perlu dilakukan uji serangan Spodoptera frugiperda pada fase 

perkecambahan untuk membuktikan hasil analisis sekuensing bahwa 

varietas dengan polimorfisme gen RGA DNA yang banyak memengaruhi 

ketahanan tanaman dari serangan Spodoptera frugiperda sejak fase 

perkecambahan.   
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