ANALISIS SIMPLE SEQUENCE REPEATS DAN PRODUKSI MUTU
BENIH JAGUNG (Zea mays L.) VARIETAS SRIKANDI UNGU PADA
KONDISI CEKAMAN ALUMINIUM

(Skripsi)

Oleh

Desi Anggia Putri
1814161039

FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2024



ABSTRAK

ANALISIS SIMPLE SEQUENCE REPEATS DAN PRODUKSI MUTU
BENIH JAGUNG (Zea mays L.) VARIETAS SRIKANDI UNGU PADA
KONDISI CEKAMAN ALUMINIUM

Oleh

DESI ANGGIA PUTRI

Tanah masam yang disebabkan tingginya kadar Al uminium (Al) merupakan
pembatas utama yang menyebabkan menurunnya pertumbuhan dan produktivitas
tanaman. Seiring dengan meningkatnya kebutuhan ketersediaan lahan, perlu
dilakukan upaya untuk menemukan varietas tanaman jagung (Zea mays L.) yang
mampu tumbuh pada kondisi pada tanah masam dengan cekaman Al. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui profil SSR dan produksi dan mutu benih (Zea mays L.)
varietas srikandi ungu pada kondisi cekaman aluminium. Pendekatan lapang dalam
penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) yang terdiri 4 taraf
perlakuan Al (0 g/kg, 0,3 g/kg, 0,6 g/kg, 0,9 g/kg) dan 3 ulangan. Di laboratorium
dilakukan analisis SSR terhadap benih jagung T-0 (benih induk) dan benih jagung
T-1 (benih turunan) pada perlakuan kontrol dan perlakuan Al 0,9 g/kg tanah. Hal
tersebut dikonfirmasi dengan nilai keragaman genetik yang dihasilkan pada benih
jagung T-1 dimana terdapat 2 profil pita DNA yang berbeda dengan tanaman
induknya (T-0), dan juga ditunjukkan dengan similaritas dendogram yang
dihasilkan. Secara dilapangan, pemberian Al menunjukkan penurunan hasil baik itu
produksi dan mutu benih yang dihasilkan. Selain itu, pola pita yang tervisualisasi
merujuk pada dasar pola pewarisan sifat yang diturunkan induknya, dimana profil
molekuler yang dihasilkan berkorelasi dengan hukum mendel I (1:2:1)
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sektor pertanian merupakan salah satu sektor yang memiliki peranan penting dan
strategis dalam pembangunan di Indonesia. Tanaman Jagung (Zea mays L.)
adalah tanaman biji-bijian penting di Indonesia setelah padi (Hanif et al., 2019).
Tanaman jagung memiliki beberapa fungsi diantaranya yaitu sebagai bahan
pangan, pakan, bahan bakar, dan bahan baku industri. Kebutuhan jagung dalam
negeri diperkirakan 58% digunakan untuk pakan, sedangkan untuk pangan hanya
30%, dan sisanya untuk kebutuhan industri dan benih (Kementerian Pertanian,
2013). Produksi jagung di Indonesia meningkat seiring dengan permintaan global
yang terus meningkat. Pada tahun 2015 produksi jagung di Indonesia mencapai
19.612.435 ton, dan ditargetkan akan naik menjadi 24,7 juta ton (Kementrian
Pertanian, 2015). Namun pada tahun 2020 hingga 2023 rata-rata produksi jagung
nasional masih berkisar 14 juta ton (Badan Pusat Statistik, 2023).

Sekitar 32% dari total area yang ada di Indonesia atau sekitar 60 juta hektar lahan
merupakan lahan masam dengan ordo Ultisol dan Oksisol (Subagyo et al., 2000).
Kendala utama tanah ultisol dalam peningkatan produksi jagung adalah reaksi
tanah masam (pH rendah), kandungan Al, Fe dan Mn tinggi, serta kandungan hara
makro (N, P, K) yang rendah (Suprijono et al, 2015). Tanaman jagung sangat
sensitif dengan kemasaman dan kekeringan. Rata-rata produktivitas jagung pada
tanah ultisol hanya mencapai 2,8 ton/ha (Hayati et al, 2014). Sehingga diperlukan

benih tanaman jagung (Zea Mays L) yang tahan terhadap cekaman Al.

Salah satu faktor pembatas utama terhadap pertumbuhan dan hasil tanaman,



khususnya tanaman jagung pada lahan kering yang bereaksi masam di daerah
tropis basah adalah keracunan Aluminium. Keracunan Al dapat menyebabkan
kerusakan dan terhambatnya pertumbuhan akar tanaman. Kerusakan akar yang
disebabkan oleh Al mengakibatkan rendahnya kemampuan tanaman menyerap
hara dan air, sehingga tanaman akan kekurangan hara dan mudah kekeringan yang
pada akhirnya mempengaruhi pertumbuhan dan produktivitas tanaman (Marshner,
1995; Gupta, 1997; Sasaki et al., 1996). Gejala umum yang dijumpai adalah
sistem perakarannya yang tidak berkembang (pendek dan tebal) karena proses
pemanjangan sel yang terlambat dan rusaknya plasmalema sel-sel akar
(Wagatsuma, 1988).

Salah satu upaya untuk meningkatkan produksi jagung adalah memperluas areal
tanam dengan memanfaatkan lahan-lahan yang marginal yang potensinya sangat
besar seperti lahan masam. Secara umum, tanaman jagung dapat beradaptasi baik
pada kejenuhan Al <40% (Fathan et al, 1988). Meskipun demikian, masih perlu
dilakukan upaya untuk mendapatkan varietas tanaman toleran di lahan masam
untuk memanfaatkan lahan-lahan masam. Varietas jagung yang tahan terhadap
lahan masam masih kurang karena luasnya lahan masam. Hingga saat ini baru
terdapat varietas Antasena yang telah dilepas sebagai varietas yang beradaptasi

baik pada tanah masam (Syafruddin et al,. 2006).

Varietas Srikandi Ungu dirilis oleh Balitbangtan melalui Balai Penelitian
Tanaman Serealia pada tahun 2018. Srikandi Ungu memiliki beberapa
keunggulan yaitu berumur sedang (dapat dipanen pada 87 HST), kandungan
antioksidan 390% lebih banyak dari jagung biasa, dan potensi hasil 7,5 ton/ha
(pada musim hujan) serta 6,4 ton/ha (pada saat musim kemarau). Berdasarkan
karakteristik unggul tersebut, Srikandi Ungu terdapat potensi untuk
mengembangkan varietas tersebut menjadi varietas unggul tanaman jagung yang

adaptif terhadap lahan masam.

Upaya perbaikan sifat tanaman dengan meningkatkan keragaman genetiknya perlu

dilakukan. Seperti telah diketahui, modal dasar pemulian tanaman adalah adanya
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keragaman yang luas. Dengan adanya variabilitas yang luas, proses seleksi dapat

dilakukan secara efektif karena akan memberikan peluang yang lebih besar untuk
diperoleh karakter-karakter yang diinginkan (Sobir, 2007). Oleh karena itu,
informasi genetik dari suatu tanaman khususnya yang terkait dengan suatu
karakter sangatlah penting. ldentifikasi genetik dengan pendekatan molekuler
sangat dibutuhkan dalam kegiatan pemuliaan ini agar memperoleh hasil yang
tepat. ldentifikasi tanaman menggunakan penanda SSR sebagai metode yang
dapat digunakan pada kontribusi genetik alel yang ditelusuri dari tetua ke
keturunannya (Manzila et al., 2021). Untuk mengetahui perubahan struktur basa
nitrogen yang terjadi pada produksi benih yang dihasilkan pada tanaman yang
ditanam pada cekaman aluminium dapat dilakukan analisis menggunakan Simple
Sequence Repeats (SSR). Simple Sequence Repeats merupakan sekuen berulang
DNA yang mewakili bagian signifikan dari genom eukariot dan dapat menyajikan
penanda genetik yang dapat mendeteksi perbedaan antar genotipe yang dihasilkan.

Penanda SSR juga dilaporkan merupakan penanda kodominan yang dapat
diterapkan untuk mendukung program pemuliaan tanaman (Reflinur & Lestari,
2015), antara lain keberhasilan persilangan pada generasi F-1 tanaman pisang
(Rosalia et al., 2020). Keunggulan ini menjadikan penanda SSR sering digunakan
dalam pembelajaran taksonomi dan keragaman genetik karena dapat
mengidentifikasi alel hingga tingkat yang tinggi dan diinduksi sebagai salah satu
penanda yang tepat untuk digunakan dalam analisis keragaman genetik. Oleh
karena itu, diperlukan penelitian ini untuk menganalisis menggunakan Simple
Sequence Repeats (SSR) dan produksi mutu benih jagung (Zea mays L.) pada

kondisi cekaman aluminium.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah dipaparkan, maka diperoleh rumusan
masalah sebagai berikut :
1. Apakah terdapat perbedaan pola pita DNA berdasarkan primer yang

digunakan pada pengaruh pemberian aluminium serta penurunan sifat
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segregasi hukum mendel berdasarkan analisis PCR-SSR antara benih jagung

(Zea mays L) T-0 (benih induk) dan T-1 (benih hasil turunan) varietas
Srikandi Ungu?

Apakah terdapat pengaruh pemberian aluminium pada 4 taraf dosis yang
berbeda terhadap pertumbuhan dan produksi benih jagung (Zea mays L.)
varietas Srikandi Ungu?

Apakah terdapat pengaruh pemberian aluminium pada 4 taraf dosis yang

berbeda terhadap mutu benih jagung (Zea mays L.) varietas Srikandi Ungu?

1.3 Tujuan Penelitian

Berdasarkan identifikasi dan perumusan masalah di atas, dapat dirumuskan tujuan

penelitian sebagai berikut :

1.

Mengetahui perbedaan pola pita DNA berdasarkan primer yang digunakan
pada pengaruh pemberian aluminium serta terdapat penurunan sifat segregasi
hukum mendel berdasarkan analisis SSR-PCR antara benih jagung (Zea mays
L.) T-0 (benih induk) dan T-1 (benih hasil turunan) varietas Srikandi Ungu
Mengetahui pengaruh pemberian aluminium pada 4 taraf dosis yang berbeda
terhadap pertumbuhan dan produksi benih jagung (Zea mays L.) varietas
Srikandi Ungu

Mengetahui pengaruh pemberian aluminium pada 4 taraf dosis yang berbeda

terhadap mutu benih jagung (Zea mays L.) varietas Srikandi Ungu.

1.4 Landasan Teori

Produksi dan produktivitas tanaman jagung yang masih tergolong rendah dapat

disebabkan oleh berbagai faktor. Faktor-faktor tersebut diantaranya tanah masam

yang mengandung Aluminium yang tinggi serta belumnya penggunaan benih

bermutu yang toleran terhadap cekaman. Benih yang tidak tahan cekaman

menjadi penentu hasil produksi. Benih bermutu terdiri dari mutu fisik, mutu
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kesehatan benih, mutu fisiologis serta mutu genetik benih (Widajati et al., 2013).

Perkecambahan adalah komponen utama dari vigor benih, yang didefinisikan
sebagai jumlah dari sifat-sifat benih yang menentukan tingkat potensi aktivitas
dan kinerja lot benih dengan perkecambahan yang dapat diterima diberbagai
lingkungan (Filho et al., 2015). Perkecambahan benih tanaman yang toleran
dapat dilakukan dengan uji viabilitas serta vigor benih, dimana pada fase
perkecambahan benih mempunyai sifat kompleks yang dikendalikan pada tingkat
transkripsi, translasi dan metabolisme (Rajjou et al., 2012 dalam Hatzig et al.,
2015).

Perkecambahan benih adalah fase dimana biji berkembang menjadi embrio dan
melanjutkan aktifitas fisiologis menjadi tanaman baru. Benih yang memiliki
kemampuan tumbuh normal pada kondisi optimum memiliki viabilitas yang baik,
namun belum dapat dikatakan memiliki vigor yang baik. Sebaliknya, benih yang
dapat berkecambah pada keadaan sub-optimum sudah dapat dikatakan memiliki
viabilitas serta vigor yang baik. Perkecambahan benih dipengaruhi oleh faktor
genetik dan lingkungan. Hal ini sejalan dengan Fatikhasari (2022) dimana salah
satu faktor internal pada perkecambahan benih adalah genetik benih itu sendiri
yang mempengaruhi kondisi fisik benih dan komposisi kimia benih. Genetik
benih dipengaruhi oleh perbedaan varietas benih tersebut. Sedangkan faktor
eksternal berkaitan dengan lingkungan di sekitar benih. Meskipun
perkecambahan benih dipengaruhi oleh faktor genetik maupun lingkungan, masih
menjadi pertanyaan terbuka apakah benih yang berkinerja baik dalam kondisi
optimal juga memiliki keunggulan dalam kondisi stres misalnya dalam keadaan
cekaman aluminium.

Banyak kultivar sereal dengan potensi hasil tinggi telah dikembangbiakkan selama
beberapa dekade. Namun potensi genetiknya terbatas karena berbagai cekaman.
Salah satunya adalah tanah masam yang menimbulkan banyak tekanan abiotik
bagi tanaman. Kendala tanaman produksi pada tanah masam disebabkan oleh
defisiensi unsur hara seperti P, Ca dan Mg dan toksisitas logam seperti Mn dan
Al, tetapi toksisitas Aluminium dianggap sebagai faktor pembatas utam a.

Aluminium merupakan logam yang paling melimpah di tanah. Aluminium



menjadi racun apabila berada pada kondisi asam karena aluminium akan lebih
mudah larut dan melepaskan ion trivalent (AI**) yang merusak sel-sel tanaman.
Kelebihan dan kekurangan Al sangat dipengaruhi oleh pH tanah dimana sebagian
besar Aluminium dalam tanah (dalam bentuk aluminium oksida) tidak larut.
Namun, ketika pH tanah turun Al menjadi lebih mudah larut. Al terlarut
(terutama AI**) menunjukkan fitotoksisitas yang secara cepat menghambat
pemanjangan akar pada tingkat mikromolar, selanjutnya mempengaruhi
penyerapan air dan nutrisi (Kochian 1995; Ryan et al., 2001; Ma, 2007).
Aluminium menghambat pembelahan sel dan pemanjangan akar, dengan cara

yang bergantung pada waktu dan konsentrasi Al (Kochian 1995; Ma, 2000).

Tanaman tidak dapat menghindari keberadaan Al di dalam tanah. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Dalimunthe et. al (2015) bahwa kendala pertumbuhan
tanaman jagung di lahan masam antara lain adalah pertumbuhan tanaman relatif
mengalami gangguan bila kadar aluminium lebih dari 60% sehingga
menyebabkan daya berkecambah tanaman jagung rendah, cenderung tumbuh
pendek, tepi daun yang menguning berubah menjadi coklat lalu kering, tanaman
akan mudah rebah, karena batangnya lemah. Yohana et al., (2018) melaporkan
bahwa pengaruh yang ditimbulkan dari keracunan Al antara lain, sistem perakaran
tidak berkembang baik yaitu akar mudah patah, pendek, tebal, percabangan tidak
normal, tudung akar rusak dan berwarna coklat atau merah.

Penggunaan benih yang toleran terhadap cekaman aluminium dapat mengatasi
permasalahan yang ada. Respon tanaman yang toleran terhadap keracunan
aluminium dikendalikan secara genetis oleh ekspresi gen ketahanan yang dimiliki
oleh tanaman. Karakter toleran ini dikendalikan oleh gen tunggal, gen tunggal
dengan banyak alel, dua gen dominan, ataupun oleh banyak gen (poligenik)
dengan pola pewaris yang kompleks (Kochian et al., 2004). Pada bagian tanaman
yaitu inti sel, aluminium bergabung dengan DNA sehingga menghentikan proses
pembelahan sel meristem apikal. Aluminium dalam bentuk polimer memiliki
muatan positif yang besar serta memiliki banyak situs pengikat. Untuk kultivar
tanaman yang tahan dengan kondisi lapangan yang beragam perlu melibatkan

pemahaman faktor genetik yang berkontribusi pada kinerja perkecambahan,



perkecambahan dan pertumbuhan tanaman yang memadai untuk mendongkrak

produksi.

Mekanisme toleransi aluminium meliputi sekresi anion asam organik dari akar, sel
modifikasi dinding sel. Sekresi anion asam organik memiliki dua pola yang
berbeda yaitu sekresi terjadi setelah penambahan Aluminium dan sekresi anion
asam organik yang tertunda antara sekresi dan paparan aluminium. Perbedaan ini
terjadi mengikuti kultivar yang memiliki pola ekspresi gen toleransi Aluminium
yang berbeda-beda. Pada tanaman jagung (Zea Mays L) toleransi aluminium
dikaitkan dengan tingginya tingkat eksudasi sitrat akar (Pellet et al., 1995; Pin-
eros et al., 2002). Namun beberapa studi genetik menggambarkan toleransi
Aluminium pada jagung sebagai sifat kuantitatif yang berdasarkan pada efek gen
adiktif (Magnavaca et al., 1987).

Zhang et al. (2019) juga menemukan bahwa kultivar jagung toleran aluminium
memiliki tiga salinan ZmMMATEL dalam genom yang identik dan merupakan
bagian dari rangkap tiga tandem. Ma et al. (2014) melaporkan bahwa penyisipan
transposon ditemukan untuk mengatur tingkat ekspresi pada jelai dan beberapa
kultivar gandum. Transposon sendiri merupakan fragmen DNA yang dapat
berpindah dari satu ruas DNA ke ruas DNA lain dalam replikon yang sama atau
antar replikon yang berbeda. Transposon akan menyisip ke dalam genom dan
terutama sekuen DNA yang berperan dalam regulasi suatu proses fisiologis
tertentu seperti sifat virulen, sehingga dapat menyebabkan perubahan ekspresi gen
(Kawakami et al., 2017). Ekspresi gen yang terlibat dalam toleransi Aluminium
dapat diidentifikasi dengan menggunakan pendekatan elemen berulang tandem

(tandem repeat) atau SSR.

Untuk melakukan analisis ini dapat dilakukan dengan marka molekuler. Simple
Sequence Repeats (SSR) merupakan salah satu marka molekuler yang hingga saat
ini banyak dimanfaatkan dalam kegiatan karakterisasi karena aplikasi yang
mudah, bersifat kodominan, serta tingkat polimorfisme tinggi. Selain itu,

karakterisasi molekuler lebih akurat karena dapat mengidentifikasi perbedaan
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pada tingkat lokus hingga ekspresi gen. SSR telah digunakan untuk mempelajari

variasi dan karakteristik genotipe dalam program pemuliaan tanaman. Marka
mikrosatelit atau SSR banyak digunakan dalam pembelajaran taksonomi dan
keragaman genetik karena marker ini dapat mengidentifikasi alel dengan reabilitas
yang cukup tinggi dan reproduktifitas yang telah terbukti sebagai salah satu
marker yang paling tepat untuk keragaman genetik (Nurdianawati et al., 2016).

SSR adalah sekuen berulang DNA yang mewakili bagian signifikan dari genom
eukariot dan dapat menyajikan penanda genetik yang dapat mendeteksi perbedaan
antar genotipe. Penggunaan primer forward dan refresh yang sesuai sendiri
digunakan dalam analisis SSR guna untuk pengurutan basa yang terjadi pada
mutasi yang merubah asam amino. Mutasi akibat substitusi satu basa dapat
merubah susunan asam amino dari polipeptida yang disandi oleh gen dan dapat
merubah fungsi dari polipeptidanya (Kowarsch et al., 2010). Hasil penelitian
Chuanzao et al. (2004) menunjukan bahwa cekaman Al dapat menginduksi
biosintesis lignin dan komponen dinding sel pada akar. Studi terdahulu terkait
kekerabatan genetik pada umumnya dilakukan menggunakan karakter morfologi
dan marka molekuler SSR. Namun sangat sedikit informasi terkait penelitian
yang memberikan aluminium dengan 4 taraf konsentrasi pada perkecambahan
benih jagung (Zea Mays L.) T-1 (benih hasil turunan). Oleh karena itu, dilakukan
penelitian ini untuk mengetahui pengaruh pemberian Aluminium terhadap vigor
dan viabilitas benih jagung (Zea Mays L) pada T-0 (benih induk), serta
mengetahui perbedaan keragaman genetik berdasarkan 3 primer yang digunakan
dalam marka SSR dari pada benih jagung (Zea Mays L.) T-0 (benih induk) dan T-
1 (benih hasil turunan) varietas Srikandi Ungu.

1.5 Kerangka Pemikiran

Rendahnya produksi jagung (Zea Mays) disebabkan oleh beberapa faktor. Salah

satu faktor penyebab rendah nya produksi jagung adalah tanah masam yang

mengandung Aluminium yang tinggi dan masih belum menggunakan benih
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bermutu yang toleran terhadap cekaman lahan masam. Tanaman pangan memiliki

beberapa kendala pertumbuhan pada tanah masam yang disebabkan oleh
defisiensi unsur hara seperti P, Ca dan Mg dan toksisitas logam seperti Mn dan
Al, tetapi toksisitas Aluminium dianggap sebagai faktor pembatas utama.
Aluminium menjadi racun apabila berada pada kondisi asam karena aluminium
akan lebih mudah larut dan melepaskan ion trivalent (AI®*) yang merusak sel-sel
tanaman. Dalimunthe et. al (2015) menyebutkan bahwa kendala pertumbuhan
tanaman jagung di lahan masam antara lain adalah pertumbuhan tanaman relatif
mengalami gangguan bila kadar aluminium lebih dari 60% sehingga
menyebabkan daya berkecambah tanaman jagung rendah, cenderung tumbuh
pendek, tepi daun yang menguning berubah menjadi coklat lalu kering, tanaman
akan mudah rebah, karena batangnya lemah. Selain itu, Yohana et al. (2018)
melaporkan bahwa pengaruh yang ditimbulkan dari keracunan Al antara lain,
sistem perakaran tidak berkembang baik yaitu akar mudah patah, pendek, tebal,

percabangan tidak normal, tudung akar rusak dan berwarna coklat atau merah.

Upaya yang dapat dilakukan untuk mengatasi permasalahan tersebut yaitu dengan
menggunakan benih yang toleran terhadap cekaman aluminium. Perkecambahan
benih adalah fase dimana biji berkembang menjadi embrio dan melanjutkan
aktifitas fisiologis menjadi tanaman baru. Benih yang memiliki viabilitas yang
baik mampu tumbuh normal pada kondisi optimum, namun belum dapat
dikatakan memiliki vigor yang baik. Sedangkan benih yang dapat berkecambah
pada keadaan sub-optimum sudah dapat dikatakan memiliki viabilitas serta vigor
yang baik. Perkecambahan benih dipengaruhi oleh faktor genetik dan lingkungan.
Genetik benih dipengaruhi oleh perbedaan varietas benih tersebut. Respon
tanaman yang toleran terhadap keracunan aluminium dikendalikan secara genetis
oleh ekspresi gen ketahanan yang dimiliki oleh tanaman.

Perkecambahan benih tanaman yang toleran dapat dilakukan dengan uji viabilitas
serta vigor benih, dimana pada fase perkecambahan benih mempunyai sifat
kompleks yang dikendalikan pada tingkat transkripsi, translasi dan metabolisme.
Namun, masih sulit untuk mengidentifikasi faktor genetik yang berkontribusi

dengan analisis genetik atau fisiologis konvensional. Meskipun perkecambahan
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benih dipengaruhi oleh faktor genetik maupun lingkungan, masih menjadi

pertanyaan terbuka apakah benih yang berkinerja baik dalam kondisi optimal juga
memiliki keunggulan dalam kondisi stres seperti keadaan cekaman Aluminium.
Untuk kultivar tanaman yang tahan dengan kondisi lapangan yang beragam perlu
melibatkan pemahaman faktor genetik yang berkontribusi pada kinerja
perkecambahan dan pertumbuhan tanaman yang memadai untuk mendongkrak
produksi. Oleh karena itu, untuk melakukan analisis lebih lanjut dapat
menggunakan marka molekuler Simple Sequence Repeats (SSR). Simple
Sequence Repeats (SSR) merupakan salah satu marka molekuler yang hingga saat
ini banyak dimanfaatkan dalam kegiatan karakterisasi karena aplikasi yang
mudah, bersifat kodominan, serta tingkat polimorfisme tinggi. Selain itu,
karakterisasi molekuler lebih akurat karena dapat mengidentifikasi perbedaan

pada tingkat lokus hingga ekspresi gen.

Simple Sequence Repeats (SSR) telah efektif digunakan untuk menilai keragaman
genetik pada tanaman (Herison et al., 2020). Identifikasi tanaman menggunakan
penanda SSR sebagai metode yang dapat digunakan pada kontribusi genetik alel
yang ditelusuri dari tetua ke keturunannya (Manzils et al., 2021). Pada penelitian
ini penggunaan marka molekuler SSR yaitu sebagai pelengkap yang berguna bagi
karakter morfologi karena tidak dipengaruhi oleh lingkungan pada tahap awal
perkembangan. Selain itu, untuk mengetahui perubahan struktur basa nitrogen
yang terjadi pada produksi benih yang dihasilkan pada tanaman yang ditanam

pada cekaman aluminium.

Studi terdahulu terkait kekerabatan genetik pada umumnya dilakukan
menggunakan karakter morfologi dan marka molekuler SSR. Namun sangat
sedikit informasi terkait penelitian yang memberikan aluminium pada
perkecambahan benih jagung (Zea Mays L.) T-1 (benih hasil turunan). Oleh
karena itu, dilakukan penelitian ini untuk menganalisis menggunakan simple
sequence repeats dan produksi mutu benih jagung (Zea Mays L.) pada kondisi

cekaman aluminium.



Produksi tanaman jagung (Zea mays L.) tergolong
rendah yang disebabkan tanah masan yang
menggandung Alumunium

l

Pertumbuhan dan perkembangan
tanaman jagung (Zea mays L.) pada tanah
yang mengandung Alumunium terhambat

l
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1.6 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, maka dapat ditarik

hipotesis sebagai berikut :

1. Terdapat perbedaan pola pita DNA berdasarkan primer yang digunakan pada
pengaruh pemberian aluminium serta terdapat penurunan sifat segregasi
hukum mendel berdasarkan analisis SSR-PCR antara benih jagung (Zea mays
L.) T-0 (benih induk) dan T-1 (benih hasil turunan) varietas Srikandi Ungu

2. Terdapat pengaruh pemberian aluminium pada 4 taraf dosis yang berbeda

terhadap pertumbuhan dan produksi benih jagung (Zea mays L.) varietas
Srikandi Ungu
3. Terdapat pengaruh pemberian aluminium pada 4 taraf dosis yang berbeda

terhadap mutu benih jagung (Zea mays L.) varietas Srikandi Ungu
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II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Botani Tanaman Jagung1

Tanaman Jagung merupakan komoditas palawija dan termasuk dalam keluarga
(famili) rumput-rumputan (Gramineae). Jagung adalah tanaman serealia yang
berasal dari benua Amerika, tepatnya dari negara Meksiko. Tanaman ini
merupakan salah satu jenis tanaman rumput-rumputan dengan tipe biji monokaotil.
Tongkol atau buah merupakan produk utama dari tanaman jagung. Bentuk,
warna, dan kandungan endosperm bervariasi bergantung pada jenis biji jagung
yang dihasilkan. Biji jagung terdiri atas tiga bagian yaitu, kulit biji (seed coat),
endosperm dan embrio (Koswara, 2009). Menurut Oslan et al. (2021) klasifikasi

tanaman jagung adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisio : Spermatophyta

Sub Divisio  : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae
Ordo : Poales

Famili : Poaceae (Graminaeae)
Genus : Zea

Spesies : Zeamays L.

Tanaman jagung merupakan jenis tanaman semusim. Pada kondisi tanah yang
sesuai akar jagung dapat tumbuh dan berkembang dengan baik. Batang tanaman
jagung berbentuk bulat silindris, tidak berlubang, dan beruas—ruas (berbuku—

buku) sebanyak 8-20 ruas. Struktur daun tanaman jagung terdiri atas tangkai
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daun, lidah daun, dan telinga daun. Jumlah daun setiap tanaman jagung bervariasi

antara 8-48 helai, namun pada umumnya berkisar antara 18-12 helai tergantung
pada varietas dan umur tanaman. Daun jagung berbentuk pita atau garis dengan
letak tulang daun di tengah- tengah daun sejajar dengan daun, berbulu halus, serta

warnanya bervariasi (Rukmana, 2010).

Penyerbukan jagung dapat terjadi apabila serbuk sari dari bunga jantan menempel
dirambut tongkol. Tanaman jagung termasuk jenis protandri yaitu sebagian besar
varietas bunga jantannya akan muncul pada hari ke 1-3 sebelum mucul rambut
tongkol. Serbuk sari (pollen) mulai terlepas dari spikelet yang berbeda pada spike
di tengah berukuran 2-3 cm dari ujung mulai (tassel). Selanjutnya polen akan
turun ke bawah dan pada satu bulir anther akan melepas 15- 30 juta serbuk sari,
dan serbuk sari akan jatuh melalui gerak gravitasi atau bisa tertiup angin.
Penyerbukan ini disebut penyerbukan silang. Proses penyerbukan ini bisa terjadi
apabila serbuk sari yang berasal dari bunga jantan menempel pada rambut tongkol
(Bilman, 2001). Menurut Syukur dan Rifianto (2013) menyatakan bahwa untuk
memperoleh produksi yang tinggi jagung sebaiknya dibudidayakan pada dataran
rendah hingga dataran tinggi (0-1.500 mdpl) dan pada lahan kering yang
pengairannya cukup maupun tadah hujan dengan pH antara 5,5-7. Selain itu,
pemberian pupuk N, P dan K merupakan salah satu penunjang keberhasilan dalam
budidaya jagung. Hal ini karena sangat berpengaruh terhadap kualitas dan

kuantitas produksi jagung yang dihasilkan.

2.2 Perkecambahan Benih Jagung

Secara agronomis benih disamakan dengan bibit karena memiliki fungsi yang
sama, tetapi secara biologis berbeda. Benih yang telah berkecambah disebut
dengan bibit. Pada perkembangbiakan secara generatif, bibit berasa dari benih
yang disemaikan tetapi pada perkembangbiakan secara vegetatif bibit dapat
diartikan sebagai bagian tanaman yang fungsinya sebagai alat reproduksi

(Wirawan dan Wahyuni, 2002). Tanaman yang berbunga sebagaian besar
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berproduksi dengan berkembangbiak secara seksual (generatif) yang akan

menghasilkan biji. Perkecambahan sendiri adalah proses yang kompleks dimana
benih berimbibisi beralih ke perkembangan yang ditandai dengan perkecambahan
benih. Perkecambahan merupakan komponen utama dari viabilitas serta vigor
benih yang didefinisikan dari sifat benih itu sendiri. Sifat benih tersebut
menentukan tingkat potensi aktivitas dan kinerja lot benih dengan perkecambahan

yang dapat diterima di berbagai lingkungan (Perry, 1978).

Perkecambahan benih dipengaruhi oleh dua faktor yaitu faktor internal dan faktor
eksternal dari benih tersebut. Faktor internal yang mempengaruhi perkecambahan
benih yaitu kemasakan benih, umur benih, varietas dan kondisi fisik benih.
Sedangkan, faktor eksternal yang mempengaruhi perkecambahan benih adalah
kondisi lingkungan, seperti air, suhu, kesuburan tanah dan cahaya.
Perkecambahan benih yang menghasilkan kecambah normal merupakan ciri yang
menentukan keberhasilan tanaman secara ekonimis dan ekologis. Fase
perkecambahan benih merupakan fase paling kritis dalam siklis hidup tanaman
(Lo’ic et al., 2012). Selama perkecambahan, benih melewati beberapa peristiwa,
yaitu imbibisi, aktivasi enzim, inisiasi pertumbuhan embrio, pemecahan selubung
benih, dan kemunculan bibit (Copeland dan McDonald, 2001). Perkecambahan
benih digambarkan sebagai proses yang terdiri dari tiga fase yaitu dimulai dengan
benih berimbibisi (fase 1) dan memulai kembali proses metabolisme (fase 2) serta
diikuti dengan munculnya radikula melalui selubung benih (fase 3). Pada fase
benih berimbibisi terjadi pembengkakan fisik dimana proses metabolisme dimulai
dan perkecambahan menjadi tidak dapat kembali. Selanjutnya fase kedua juga
digambarkan terjadi peningkatan berat segar karena pembengkakan fisik yang
sudah selesai, sementara pertumbuhan aktif terjadi diferensiasi dan pemanjangan
sel dimana pertumbuhan menjadi terlihat yang ditandai dengan munculnya
radikula dari dalam biji (Sarah et al., 2015).

Perkecambahan pada benih jagung ditandai ketika radikula muncul dari kulit biji.
Benih jagung akan berkecambabh jika kadar air benih pada saat di dalam tanah
meningkat >30%. Menurut McWilliams et al. (1999) dalam Subekti (2010),
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dimulai nya perkecambahan benih jagung yaitu ketika benih menyerap air melalui

proses imbibisi dan benih membengkak yang diikuti oleh kenaikan aktivitas
enzim dan respirasi yang tinggi. Perubahan awal sebagian besar adalah
katabolisme pati, lemak, dan protein yang tersimpan dihidrolisis menjadi zat-zat
yang mobile seperti gula, asam-asam lemak, dan asam amino yang dapat diangkut

ke bagian embrio yang tumbuh aktif.

Pada awal perkecambahan koleoriza (selubung pelindung akar) memanjang
menembus pericarp, kemudian radikula menembus koleoriza. Setelah radikula
muncul, kemudian empat akar seminal lateral juga muncul. Pada waktu yang
sama atau sesaat kemudian plumula tertutupi oleh koleoptil. Koleoptil terdorong
ke atas oleh pemanjangan mesokotil, yang mendorong koleoptil ke permukaan
tanah. Mesokotil berperan penting dalam pemunculan kecambah ke atas tanah.
Ketika ujung koleoptil muncul ke luar permukaan tanah, pemanjangan mesokotil
terhenti dan plumul muncul dari koleoptil dan menembus permukaan tanah seperti
ditunjukan pada Gambar 3 (Subekti et al., 2009).
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Gambar 3. Fase Perkecambahan Benih

Perkecambahan benih dapat dijadikan tolak ukur viabilitas serta vigor benih.
Benih yang bermutu tinggi memiliki viabilitas serta vigor benih yang tinggi.
Viabilitas benih adalah kemampuan embrio untuk berkecambah, dan dipengaruhi
oleh beberapa kondisi yang berbeda (Emerensiana dan Anna, 2016). Berbagai
faktor dapat mempengaruhi viabilitas benih seperti kemampuan tanaman
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menghasilkan benih yang bermutu. Umur benih juga mempengaruhi kesehatan

dan kemampuan perkecambahannya. Benih adalah embrio hidup dan seiring
waktu sel akan mati dan tidak dapat diganti. Umur benih sendiri dapat
dipengaruhi oleh genetika dan lingkungan. Beberapa benih dapat bertahan dalam
kondisi optimal selama bertahun-tahun, dan yang lainnya hanya satu siklus
musim. Faktor-faktor yang mempengaruhi viabilitas dari benih adalah viabilitas
awal benih, tingkat kemasakan benih saat panen, lingkungan sebelum panen, dan

lingkungan selama periode penyimpanan benih (Morad, 2013).

Selain viabilitas, vigor benih berpengaruh pada produksi tanaman yang dihasilkan.
Vigor benih merupakan kemampuan benih tumbuh normal pada kondisi lapangan
yang sebenarnya. Vigor benih sendiri adalah sifat benih yang kompleks yang
menentukan potensinya untuk kemunculan dan perkembangan seragam yang
cepat di bawah berbagai kondisi lapangan. Masa hidup benih merupakan
komponen penting dari vigor benih, yang bergantung pada potensi konservasi
fisiologis dan genetik benih pada kondisi yang dihadapi selama penyimpanan.
Secara ideal semua benih harus memiliki kekuatan tumbuh yang baik sehingga
bila ditanam pada kondisi lapang yang beragam akan tetap tumbuh sehat dan kuat
serta berproduksi tinggi dengan kualitas yang baik. Pengujian vigor pada suatu
benih sangat diperlukan untuk mendapatkan informasi mutu benih. Indikator
benih yang bermutu tinggi ditandai dengan vigor awal yang tinggi dan
mempertahankan vigornya (Ridwansyah et al., 2010).

Vigor benih didefinisikan sebagai jumlah total dari sifat benih yang menentukan
tingkat aktivitas dan penampilan benih selama perkecambahan. Pada setiap lot
benih, hilangnya vigor benih berkaitan dengan penurunan kemampuan benih
untuk menjalankan semua fungsi fisiologis yang memungkinkan benih tersebut
berfungsi. Proses ini disebut penuaan fisiologis (kerusakan), dimulai sebelum
panen dan berlanjut selama panen, pengolahan, dan penyimpanan. Hal tersebut
mampu menurunkan kemampuan benih untuk tumbuh, misalnya karena
perubahan integritas membran sel, aktivitas enzim dan sintesis protein (Morad,

2013). Perubahan biokimia ini dapat terjadi sangat cepat atau lebih lambat
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tergantung faktor genetik benih. Titik akhir dari kerusakan ini pada akhirnya

adalah kematian benih yang ditunjukan dengan benih tidak berkecambah. Benih
yang kehilangan kekuatan tumbuh sebelum kehilangan kemampuan untuk
berkecambah. ltulah sebabnya lot benih yang memiliki nilai perkecambahan
tinggi yang serupa dapat berbeda dalam umur fisiologisnya (tingkat deteriorasi)
dan juga berbeda dalam vigor benih (Aslina et al., 2021)

2.3 Respon Tanaman Jagung Terhadap Cekaman Aluminium

Aluminium adalah logam paling melimpah dan unsur paling umum ketiga di
kerak bumi. Tanah masam hampir selalu berasosiasi dengan hara dan keracunan
logam Al dan Mn yang merupakan kendala utama pada sebagian besar lahan
pertanian (Ma et al., 2001). Tanah di daerah tropis adalah tanah masam yang
disebabkan oleh proses perubahan iklim. Air hujan menyebabkan hara terlarut
seperti kalsium (Ca), Mg, dan K tercuci dari permukaan tanah atau lapisan olah ke
lapisan bawah kemudian secara bertahap digantikan oleh Al, Mangan (Mn), dan
Hidrogen (H), yang selalu berasosiasi dengan tanah masam (Kochian et al., 2004).

Adaptasi tanaman terhadap tanah mineral masam sangat ditentukan oleh adanya
sifat toleransi terhadap cekaman Al, yang merupakan cekaman hara utama pada
tanah masam. Secara umum terdapat dua mekanisme yaitu secara eksternal dan
internal. Mekanisme eksternal yaitu mekanisme tanaman untuk mencegah agar Al
tidak terserap ke dalam tanaman. Mekanisme internal merupakan mekanisme
yang secara internal dapat mengelinimasi pengaruh Al, walaupun Al sudah
terakumulasi didalam tanaman dan tanaman tetap dapat tumbuh dan berkembang
(Kochian et al. 2004). Mekanisme eksternal mencegah Al masuk ke dalam
simplas dan bagian metabolik yang sensitif melalui immobilisasi dinding sel,
permeabilitas selektif membran plasma karena membran lipids adalah salah satu
target utama Al (Vardar et al. 2011). Mekanisme toleransi eksternal yang banyak
dilaporkan adalah eksudasi asam organik sebagai pengkelat Al, sehingga Al tidak

dapat masuk ke akar. Asam organik yang dapat mengkelat Al tersebut antara lain
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asam malat, oksalat dan asam sitrat (Ma, 2000). Penelitian pada jagung, wortel

dan kedelai toleran menunjukkan, bahwa mekanisme toleransi terhadap Al
melibatkan produksi asam sitrat lebih besar. Asam organik sebagai pengkelat
akan berikatan kuat dengan Al sehingga akan mengurangi efek beracunnya pada
tanaman (Kasim, 2001; Sopandie, 2013).

Mekanisme lain adalah eksklusi Al melalui sekresi protein (Archambault et al.
1997) dan meningkatkan pH di rizosfer akar (Samac dan Mesfin 2003).
Mekanisme toleransi internal yang dilaporkan terutama berkaitan dengan
pengkelatan asam organik dalam sitosol dan kompartementasi dalam vacuola.
Tanaman mengakumulasi Al dengan ligan pengkelat seperti asam-asam fenolik
pada sel tertentu seperti sel epidermis daun. Al dikelat oleh asam malat, sitrat,
tartaric, oksalat pada mekanisme internal. Mekanisme internal melakukan
pengkelatan dengan asam organik dalam sitosol, kompartementasi Al di vakuola,
sintesis protein spesifik, isoenzim resisten serta peningkatan aktivitas enzim
(Taylor, 1991).
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Gambar 4. Respon Aluminium Pada Tanah
Sumber : Quintal et al., 2017

Tanah yang memiliki pH rendah dikategorikan menjadi asam dimana bentuk
fitotoksik Al dilepaskan ke dalam tanah ke tingkat yang mempengaruhi

pertumbuhan akar dan tanaman. Kochian et al. (2004) menyatakan bahwa, Al



21
yang terlarut di dalam tanah berada dalam berbagai bentuk ionik dalam tanah.

Bentuk Al di dalam tanah sendiri terdiri dalam berbagai bentuk diantaranya yaitu
A" bentuk bebas atau mononuklear, Al polinuklear, dan Al kompleks dengan
berat molekul rendah. Pada pH <5,0 Aluminium terdapat didalam tanah dalam
bentuk AI** sebagai alumuniun klorida heksahidrat oktahedral (Al(H20)6)%*).
Pada pH yang meningkat AI** mengalami deprotonasi berturut-turut membentuk
Al(OH)?* sedangkan pada pH netral AI(OH)s tidak larut terbentuk yang
membatasi kelarutan monomer. Keracunan Al terjadi pada pH < 5.5 karena
daerah pertukaran k ation dijenuhi Al terutama pada kejenuhan Al > 25%
(Marschner, 1995). Keracunan Al dapat menghambat pertumbuhan akar (Taylor,
1988). Gejala keracunan Al pada akar tanaman adalah akar primer menjadi lebih
pendek dan tebal serta pembentukan akar lateral yang tidak sempurna (Delhaize
and Ryan 1995).

Respon tanaman yang peka terhadap cekaman keracunan Al ini antara lain akar
menjadi pendek dan rapuh, cabang-cabang akar halus (fine root branching) pada
akar lateral berkurang, ujung akar dan akar lateral menebal serta berubah warna
menjadi cokelat. Akar yang mengalami kerusakan seperti itu menjadi tidak
efisien dalam penyerapan hara dan air dari dalam tanah. Selain memasuki sel-sel
akar, terutama bagian ujung akar, sebagian ion AlI®* bereaksi dengan P terlarut di
dalam tanah menyebabkan P yang tersedia bagi tanaman membentuk senyawa
kompleks dengan Al dan P dalam bentuk tidak terlarut sehingga menjadi tidak
tersedia bagi tanaman. Kerusakan lain yang disebabkan oleh Aluminium selain
pada dinding sel yaitu pada struktur membran plasma akar. Faktor penyebab
kerusakan akar oleh ion polimer Al salah satunya adalah terbentuknya ikatan
antara polimer Al dengan membran plasma akar yang menyebabkan kerusakan
pada membran dan kebocoran K* dari sel akar (Matsumoto et al., 1992).
Peroksidasi lipid dipicu oleh interaksi Al dengan senyawa lipid dan protein yang
mengakibatkan sel kehilangan integritas membran plasma (Yamamoto et al.,
2003). Siyaguru dan Paliwal (1993) melaporkan bahwa banyak penghambatan
pertumbuhan akar pada tanaman seperti padi oleh karena itu parameter

pertumbuhan akar pada kondisi cekaman Al biasanya digunakan untuk menilai



22
toleransi suatu tanaman terhadap keracunan Al (Delhaize dan Ryan, 1995). Salah

satu alternatif yang dianggap sebagai metode terbaik dengan biaya relatif murah
adalah penyediaan materi genetik yang toleran terhadap keracunan Al melalui
seleksi keragaman genetik spesies tanaman yang diikuti dengan perakitan varietas
unggul toleran Al. Menurut Tasma (2015) menyatakan bahwa kunci keberhasilan
program pemuliaan tanaman adalah pengetahuan genetika pada lokus (gen dan
quantitative trait loci [QTL]) pengendali toleransi tanaman terhadap keracunan

Aluminium.

2.4 Analisis Keragaman Genetik Berbasis Simple Sequence Repeat

2.4.1 Ekstraksi DNA Tanaman Jagung

DNA (Deoksiribo Nucleic Acid) merupakan senyawa kimia yang paling penting
pada makhluk hidup yang membawa keterangan genetik dari sel khusus atau
makhluk dari satu generasi berikutnya (Suryo, 2012). Ekstraksi DNA merupakan
kegiatan rutin yang dilakukan dalam penelitian berbasis molekuler (Pharmawati
2009 dalam Ethica et al., 2013). Dasar dalam melakukan ekstraksi DNA adalah
menghancurkan jaringan-jaringan yang tidak terkontaminasi oleh komponen sel
seperti protein dan karbohidrat tanpa menyebabkan kerusakan pada DNA. Prinsip
ekstraksi DNA terdiri dari beberapa tahapan yaitu perusakan sitoplasma dan
membran inti, pemisahan dan pemurnian DNA dari komponen lain seperti lipid,
protein, dan asam nukleat lain (Ali et al., 2017). Tiga tahapan penting pada proses
isolasi DNA yaitu proses penghancuran (lisis), pemurnian DNA, dan ekstraksi
atau pemisahan DNA dari bahan padat seperti protein dan selulosa. Proses awal
isolasi DNA adalah pengancuran membran dan dinding sel yang bertujuan untuk
mengeluarkan isi sel. Protein K digunakan untuk penghancuran membran dan
dinding sel yang dilakukan secara enzimatik. Fungsi protein K yaitu
menghancurkan membran pada sel darah, mendegradasi protein globular maupun
rantai polipeptida dalam komponen sel (Brown, 2017). Faktor yang
mempengaruhi keberhasilan isolasi DNA yaitu ada tidaknya kontaminan seperti

protein dan RNA. Kontaminan dicirikan dengan adanya Smear pada uji kualitatif
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menggunakan elektroforesis gel agarose dan nilai kemurnian DNA berada dalam

rentang 1,8-2,2 melalui uji menggunakan spektrofotometer. Hasil isolasi DNA
menunjukkan bahwa DNA dapat diisolasi dengan baik ditandai dengan
munculnya pita yang jelas dan terang, serta berada di atas marker pada semua
sumur. Konsentrasi dan kemurnian DNA hasil ekstraksi dapat diukur secara
akurat dengan absorbansi ultraviolet (UV) spektrofotometer. Absorbansi DNA
terukur pada 260nm. Sampel DNA murni memiliki rasio absorbansi 260nm dan
280nm (Az60/A2s0) pada kisaran 1,8. Namun, rasio kurang dari 1,8
mengindikasikan bahwa sampel terkontaminasi baik oleh protein maupun fenol
(Brown, 2017). Konsentrasi hasil isolasi DNA yang tinggi ditandai dengan pita
tebal dan terang secara kualitatif. Sedangkan konsentrasi hasil isolasi DNA yang
rendah dicirikan dengan bentuk pita yang tipis. Prinsip dari kuantifikasi DNA
menggunakan alat spektrofotometer adalah radiasi sinar ultraviolet dapat diserap
oleh nukleotida dan protein dalam larutan karena adanya basa purin dan pirimidin

(Hidayati et al, 2016).

2.4.2 Amplifikasi Sekuens DNA dengan SSR-Polymerase Chain Reaction
(PCR)

PCR (Polymerase Chain Reaction) adalah suatu metode in vitro untuk
menghasilkan sejumlah besar fragmen DNA spesifik dengan panjang dan sekuens
yang telah ditentukan dari sejumlah kecil template kompleks. PCR merupakan
suatu proses pelipat gandaan molekul DNA secara eksponensial dilakukan secara
in vitro dengan bantuan enzym polymerase (taq polymerase) dan oligonukleutida
pendek (primer forward + primer reverse) dalam suatu mesin thermocycler
(Hidayati, 2016). Teknik Polymerase Chain Reaction banyak diaplikasikan dalam
kegiatan karakterisasi molekuler karena teknik ini mampu menggandakan DNA
segmen tertentu hingga jutaan kopi dalam waktu beberapa jam. Pelipat gandaan
ini membutuhkan enzim spesifik yang dikenal dengan polimerase. Polimerase
adalah enzim yang mampu menggabungkan DNA cetakan tunggal membentuk
untaian molekul DNA yang panjang (Hewaluji dan Dharmayanti, 2014). Enzim

ini membutuhkan primer serta DNA cetakan seperti nukleotida yang terdiri dari
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empat basa yaitu, Adenine (A), Thymine (T), Cytosine (C), dan Guanine (G)

(Gibbs, 1990).

PCR didasarkan pada amplifikasi enzimatik fragmen DNA dengan
menggunakan dua oligonukleutida primer yang komplementer dengan ujung 5
dari kedua rantai sekuens target (Anggereini, 2009). Proses tersebut bergantung
pada primer yang dipilih. Primer digunakan untuk membantu dimulainya reaksi
sebagai pelengkap ujung DNA target dan akan berhibridisasi ke fragmen DNA
untuk diamplifikasi (Tortora et al., 2018). Komponen utama dalam proses PCR
yaitu asam deoksiribonukleotida trifosfat (ANTP), DNA cetakan, oligonukleotida

primer, enzim DNA polymerase, dan senyawa buffer (Yusuf, 2010).

Polymerase Chain Reaction (PCR) memiliki 3 prinsip utama, yaitu denaturasi,
penempelan primer (annealing), dan elongasi. Denaturasi merupakan fase saat
DNA yang semula beruntai ganda terpisah menjadi beruntai tunggal pada suhu
94—95°C dengan enzim faq polymerase sebagai katalisnya setelah itu suhu
diturunkan sehingga terjadi penempelan primer (annealing) pada DNA cetakan
yang berantai tunggal. Pada tahap penempelan primer (annealing) berlangsung
dengan suhu 55—65°C. Suhu annealing yang terlalu tinggi akan menyebabkan
primer tidak melekat dengan baik, sehingga DNA yang teramplifikasi sangat
rendah. Namun, apabila suhu terlalu rendah primer menempel tidak spesifik pada
DNA target. Sehingga terjadi amplifikasi pada segmen DNA yang tidak
diharapkan. Selanjutnya suhu dinaikkan kembali sehingga enzim polimerase
melakukan proses polimerase rantai DNA yang baru. Rantai DNA yang baru
tersebut selanjutnya dapat digunakan dalam reaksi polimerase berikutnya
(Yuwono, 2006). Pemanjangan primer oligonukleotida dan pembentukan untai
baru berlangsung pada suhu optimal 72—78°C (Ehtisham ef al., 2016). Tahap-
tahap tersebut diulang sebanyak 30—40 kali (Gupta, 2019).

Simple sequence repeat (SSR) atau mikrosatelit adalah sekuens DNA berulang
tandem pendek (16 bp) yang diapit oleh sekuens DNA dan terkonservasi. Simple

sequence repeat (SSR) dapat digunakan untuk tujuan karakterisasi tanaman pada
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taraf genotip (Gupta et al., 2010). Salah satu marka molekuler berbasis PCR yang

saat ini banyak diaplikasikan pada berbagai tanaman yaitu SSR. Keuntungan SSR
antara lain relatif sederhana, murah, dan lebih akurat. Selain itu, SSR bersifat
kodominan dan multi alelik, melingkupi daerah genom yang luas, serta pada
umumnya bersifat polimorfik (Saha et al., 2005; Gouvéa et al., 2010). Pada
organisme eukariota sering ditemukan SSR yang merupakan tandem arrays dari
2—>5 pasangan basa nukleotida yang berulang. Marka ini bersifat kodominan dan
dapat mendeteksi variasi alel yang tinggi (Wu dan Tanskley 1993; Panaud et al.,
1996). Oleh karena itu, marka ini dapat digunakan guna mendeteksi aksesi
tanaman yang berkerabat dekat secara lebih baik dibandingkan dengan markah

molekuler yang lain.

SSR dapat menjadi standar dari marka DNA yang digunakan dalam analisis
genom tanaman. Terdapat beberapa penelitian di Indonesia yang menggunakan
marka molekuler atau SSR. Pabendon et al., (2006) meneliti karakterisasi
kemiripan genetik koleksi inbrida jagung berdasarkan marka mikrosatelit.
Kemudian Tasma et al., (2006) juga menggunakan marka molekular untuk
ketoleranan tanaman kedelai terhadap keracunan aluminium. Dayanandan ef al.,
(1997) menggunakan SSR dalam melakukan konservasi pada tanaman tropis
(leguminose). Ernst et al. (2001) menggunakan penanda SSR untuk menentukan
kemiripan secara genetik dari beberapa jenis jagung. Menurut Robinson ef al.,
(2004) keuntungan SSR secara alami yaitu multiple alel SSR dapat dideteksi pada
lokus tunggal menggunakan penapisan berbasis PCR, SSR terdistribusi pada
seluruh genom, bersifat kodominan, Jumlah DNA yang dibutuhkan sedikit, dan

analisis dapat dilakukan secara semi otomatis.

2.4.3 Visualisasi Hasil Amplifikasi dengan Elektroforesis

Tahapan selanjutnya yaitu visualisasi hasil amplifikasi dengan elektroforesis.

Elektroforesis dilakukan untuk mengetahui hasil dari proses PCR yang telah
berhasil mengamplifikasi DNA. Elektroforesis yaitu memisahkan fragmen DNA
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berdasarkan ukuran dengan bantuan gel elektroforesis. 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 basa (Artati dan Lubis, 2017). Setiap pita yang
muncul saat proses elektroforesis berisi banyak salinan dari partikel fragmen

DNA (Tortora, et al., 2018).

Metode elektroforesis telah berkembang dari metode kovensional dengan gel
agorose elektroforesis ke elektroforesis gel kapiler. Pemisahan fragmen DNA
pada metode elektroforesis gel kapiler dilakukan dengan pada kapiler dari gel
catridge pracetak. Molekul berpindah melalui kapiler melewati detektor yang
mendeteksi dan mengukur sinyal fluoresens. Detektor photomultiplier mengubah
sinyal emisi menjadi data elektronik. Setelah rangkaian proses selesai, data
ditampilkan sebagai elektroferogram atau gel image. Sofiware proses
elektroforesis menghitung ukuran fragmen DNA berdasarkan pada waktu migrasi
fragmen yang dibandingkan dengan referensi size marker yang berukuran 50 bp—

1,5 kb (Qiaxcell DNA Handbook, 2014).

2.4.4 Analisis dan Interpretasi Hasil Visualisasi Sekuen dengan
Elektroforesis

Hasil amplifikasi dengan elektroforesis selanjutnya dilakukan analisis dan
interpretasi hasil visualisasi sekuen DNA yang telah dilakukan. Hasil tersebut
dianalisis dengan NTSYSpc. NTSY Spc adalah sistem program yang digunakan
untuk mencari dan menampilkan struktur dalam data multivariat. Istilah
taksonomi matematis dan klasifikasi otomatis juga telah digunakan untuk
menggambarkan bidang aplikasi ini. Teknik tersebut juga merupakan subset dari
analisis data multivariat dan memiliki hubungan dekat dengan beberapa metode

di bidang pengenalan pola (Rohlf, 1988).
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1. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan dari bulan Juni sampai dengan Oktober 2023
yang meliputi tiga tahapan yaitu penanaman benih, pengujian perkecambahan
benih jagung varietas Srikandi Ungu dan analisis Simple sequence repeat (SSR).
Proses penelitian yang pertama dilakukan penanaman benih jagung (Zea mays L.)
di kebun percobaan (5°22'24"S 105°15'33"E) selanjutnya proses perkecambahan
benih hasil produksi dilaksanakan di Laboratorium Benih (5°21'52"S
105°14'33"E) dan dianalisis menggunakan marka Simple sequence repeat (SSR)
di Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (LTSIT) (°22'01"S
105°14'42"E).

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu cangkul, koret, gembor, timbangan,
polybag 45x45 cm dan terpal ukuran 300x100x50 cm. Alat yang digunakan pada
tahapan perkecambahan adalah germinator benih, nampan, alat presser, gunting,
penggaris, karet, label, dan sprayer. Pada tahapan terakhir yaitu analisis (Simple
sequence repeat) SSR alat yang digunakan yaitu freezer, alat PCR (Labcycler),
autoklaf, laminar, 7issue Lyser LT Qiagen, Nanophotometer P 360 (Implen).
QIAxcel Advanced, mortar, vortex, heating block suhu 65°C, centrifuge, tube
lancip dan tumpul, mikro pipet berbagai ukuran 1000uL, 200uL, 10uL, Bioclean
Aeroosol Resistent Barier Tip 1000uL, 200uL, 10uL, shaker, disposable free

powder gloves.
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Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu benih jagung varietas Srikandi

Ungu, tanah, pollybag, air, Al (SO4)3-18H20 dengan 4 taraf perlakuan yang
berbeda (0 g/kg tanah, 0,3 g/kg tanah, 0,6 g/kg tanah, 0,9 g/kg tanah), pupuk Urea,
KCl dan SP-36 dan pestisida. Selanjutnya pada proses perkecambahan benih
bahan yang dibutuhkan adalah 150 butir benih/perlakuan, air, plastik, dan kertas
merang. Bahan yang digunakan dalam analisis marka Simple Sequence Repeat
(SSR) yaitu Nucleic lisis solution, Protein precipitation solution, etanol 75%,
isopropanol, DNA Rehydration, primer umc1066, phil12, phi057, master mix,
ddH»O, dan template DNA.

3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan non faktorial atau faktor tunggal yang
disusun dengan Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan faktor tunggal yaitu
pemberian (Al>2(SO4)3-18H20). Perlakuan pemberian (Al>2(SO4)3-18H20) yang
terdiri dari 4 taraf perlakuan (0 g/kg berat tanah, 0,3 g/kg berat tanah, 0,6 g/kg
berat tanah, dan 0,9 g/kg berat tanah). Setiap perlakuan terdiri dari 4 tanaman dan
diulang sebanyak 3 kali. Sehingga didapatkan satuan percobaan sejumlah 48.
Data yang diperoleh di uji homogenitas dengan Uji Barlet, kemudian data
dianalisis ragam dan dilakukan uji lanjut Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf
5%. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan program statistika R-studio.

Tata letak percobaan dapat digambarkan sebagai berikut :

BLOK I BLOK IT BLOK III
P4 P2 P4
P2 P4 P3
P3 P3 P1
P1 P1 P2

Keterangan : P1 = Jagung varietas Srikandi Ungu + perlakuan
(AI2(SO4);3-18H20) dengan taraf 0 g/kg berat tanah dalam
polybag; P2 = Jagung varietas Srikandi Ungu + perlakuan
(A12(SO4)3-18H20) dengan taraf 0,3 g/kg berat tanah dalam
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polybag; P3 = Jagung varietas Srikandi Ungu + perlakuan
(Al2(SO4)3-18H20) dengan taraf 0,6 g/kg berat tanah dalam
polybag; P4 = Jagung varietas Srikandi Ungu + perlakuan
(Al2(SO4)3-18H20 dengan taraf 0,9 g/kg berat tanah dalam

polybag.

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Produksi Benih Jagung Srikandi Ungu

3.4.1.1 Persiapan Media Tanam

Pada penelitian ini dilakukan persiapan media tanam. Media tanam yang akan
digunakan dilakukan analisis tanah terlebih dahulu diantaranya kadar keasaman
(pH), Al tersedia, Al total, Fe total, Mn total, Cd total, N tersedia, P tersedia, dan
K tersedia terlebih dahulu yang dilakukan di Laboratorium Pengujian UPT LTSIT
Universitas Lampung dengan metode MP-AES. Derajat keasaman tanah yang
akan digunakan untuk media tanam jagung diharapkan netral agar tanah yang
digunakan tidak berdampak pada pertumbuhan tanaman jagung. Bobot sampel
tanah yang dibutuhkan dalam analisis tanah yaitu 10 g. Sampel tanah kemudian
dihaluskan dan dilarutkan menggunakan aquades streril dan selanjutnya dilakukan
shake dengan shaker selama 30 menit. Analisis dilakukan dengan pH meter
elektrik otomatis. Hasil derajat kemasaman (pH) sampel tanah yang diperoleh
yaitu 6,8, Al-tersedia 67,53 ppm, Al total 7%, Fe-total 3,88%, Mn total 947,69
ppm, kadmium (Cd) dibawah limit deteksi metode dimana hasil yang diperoleh
dapat dikatakan limit (kecil). Setelah didapatkan hasil uji sampel tanah dilakukan
strerilisasi benih jagung. Strelesisasi benih jagung dilakukan dengan cara
perendaman pada bayclin dengan konsentrasi 0,01%. Perendaman benih
dilakukan selama 2—3 menit, setelah itu ditiriskan dan dibilas menggunakan

aquades steril.
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3.4.1.2 Pembuatan Larutan Aluminium Sulfat (Al2(SO4)3-18H,0)

(Al2(SO4)3-18H20) yang digunakan menggunakan 4 taraf yang berbeda yaitu 0
g/kg tanah, 0,3 g/kg tanah, 0,9 g/kg tanah. Untuk perlakuan pertama, dibutuhkan
(Al2(SO4)3-18H20) sebanyak 0,3 gr/polybag dengan berat media tanam yang
digunakan adalah 13 kg, maka untuk pengenceran 1000 ml dalam 1 kali
percobaan (satu polybag) diperlukan 3,9 g (Alx(SO4)3-18H20). Pada taraf kedua,
digunakan 0,6 g/kg tanah (Al>(SO4)3-18H20) dengan berat media tanam yang
digunakan yaitu 13 kg, maka untuk pengenceran 1000 ml dalam 1 kali percobaan
(satu polybag) diperlukan 7,8 gr (Al2(SO4)3-18H20). Selanjutnya, pada taraf 0,9 g
diperlukan (Al>(SO4)3-18H20) sebanyak 11,7 g (Al2(SO4)3-18H20). Pembuatan 4
taraf perlakuan larutan (Alx(SOs4)3-18H20) ini dilakukan secara bertahap sesuai

dengan waktu penanaman benih jagung.

3.4.1.3 Penanaman Jagung Srikandi Ungu

Benih jagung yang akan ditanam adalah benih bersari bebas varietas Srikandi
Ungu yang diperoleh dari Laboratorium Benih Universitas Lampung. Benih
jagung yang sudah steril ditanam pada polybag berukuran 45x45 cm yang
berisikan tanah dengan berat 13 kg yang telah diketaui derajat kemasamanya (pH)
yaitu 6,8. Tanah yang digunakan sebagai media tanam diambil dari lahan
pekarangan rumah milik Bapak Hasbi. Tanah yang digunakan diaduk terlebih
dahulu agar gembur dan halus. Setelah gembur, larutan (Alx(SO4)3-18H20)
dikocorkan pada polybag yang akan digunakan sebagai media tanam benih jagung
Srikandi Ungu. Benih jagung ditanam 2 butir/polybag sedalam 2-3 cm dengan
jarak tanam yang ditentukan. Selanjutnya, setiap polybag diberikan label sesuai
dengan nama varietas, perlakuan dan ulangan. Polybag ditata berbaris sesuai
dengan masing-masing variabel perlakuan, varietas, dan ulangan secara berurutan
dan diletakkan di tempat yang tidak ternaungi agar tetap mendapat pancaran sinar

matahari.
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3.4.1.4 Pemeliharaan Tanaman Jagung

Pemeliharaan tanaman jagung perlu dilakukan agar tanaman yang akan dihasilkan
dapat tumbuh dengan baik. Pemeliharaan tanaman jagung diantaranya yaitu
penyiramaman tanaman, pembumbunan, penyiangan gulma, pemupukan,
pengendalian hama dan penyakit, dan pemanenan. Penyiraman dilakukan pada
mulai dari fase vegetatif hingga generatif, kegiatan ini dilakukan setiap pagi dan
sore hari. Pembumbunan dilakukan agar tanaman jagung tetap tumbuh baik dan
kokoh. Pembumbunan dilakukan dengan cara menimbun tanah pada pokok
tanaman dengan alat bantu koret. Penyiangan dilakukan setiap minggu guna
menjaga pertanaman bebas gulma. Selanjutnya, pemupukan dilakukan sebanyak
3 kali yang dilakukan pada 7 hari setelah tanam (HST) dengan dosis rekomendasi
yaitu Urea 100 kg/ha, SP-36 150 kg/ha dan KCL 100 kg/ha. Pemupukan tahap 2
dilakukan pada 28—30 hari setelah tanam (HST) dengan pupuk yang digunakan
yaitu Urea dengan dosis 100 kg/ha. Pemupukan terakhir dilakukan pada 45—50
hari setelah tanam (HST) dengan pupuk yang digunakan yaitu Urea dengan dosis
100—150 kg/ha.

Selanjutnya adalah pengendalian hama penyakit tanaman yang mana dilakukan
dengan cara kimiawi yaitu pemberian insektisida dan fungisida seperti Furadan,
Pegasus 500 SC dan Captive 200 SC. Furadan diaplikasikan pada saat benih
ditanam dengan memasukan 3-4 butir furadan disetiap lubang yang berisikan
benih. Pegasus 500 SC dan Captive diberikan dengan cara disemprotkan pada
tanaman yang sudah berumur 14 HST (hari setelah tanam). Dosis dan aplikasi

mengikuti petunjuk yang tertera pada label kemasan.

3.4.1.5 Pemanenan dan Pengolahan Pasca Panen Benih Jagung Hasil
Produksi

Pemanenan jagung dilakukan pada saat benih mencapai masak fisiologis. Masak
fisiologi ditandai dengan kadar air benih yang cukup tinggi 3—40% maka dari itu,

perlu dilakukan pengeringan secara manual dengan cara membuka kelobot jagung
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(masak panen) untuk menurunkan kadar air benih. Hal tersebut bertujuan untuk

mengurangi risiko kerusakan secara mekanis dan untuk memudahkan dalam
proses pengeringan. Kadar air yang ditargetkan untuk jagung yaitu 15—20%
yang ditandai dengan kelobot berwarna kuning kering, biji jagung sudah keras
jika ditekan dengan jari, dan adanya lapisan hitam (black layer) pada plasenta
benih yang terdapat pada tongkol jagung. Pemanenan benih jagung dilakukan
secara manual dengan cara memetic tongkol yang sudah masak panen dan
dikumpulkan dalam wadah. Hasil panen selanjutnya dibawa pada unit pengolahan

benih jagung.

Selanjutnya dilakukan pengeringan dimana hasil panen tongkol jagung dikupas
kelobotnya kemudian dilakukan penyortiran. Setelah dilakuakan pensortiran
tongkol yang sehat dikeringkan secara alami dengan sinar matahari hingga kadar
air <14%. Tongkol yang sudah kering selanjutnya dilakukan pemipilan secara
manual. Benih yang telah dipipil dikeringkan kembali dibawah sinar matahari
+2—3 hari agar kadar air benih mencapai sekitar 11—12%. Selanjutnya, benih
hasil pipilan yang telah dikeringkan dilakukan pensortiran ukuran dan bentuk
serta pembersihan dari sisa-sisa kotoran berdasarkan. Benih yang sudah bersih,

seragam selanjutnya dilakukan pengujian daya berkecambah serta kadar air benih.

3.5 Pengujian Mutu Benih Jagung Srikandi Ungu

Pengecambahan benih jagung dilakukan untuk mengetahui viabilitas serta vigor
benih jagung yang dihasilkan yang mencerminkan mutu benih. Pengecambahan
dilakukan dengan metode UKDdp (uji kertas digulung didirikan dalam plastik)
yang mana dilakukan pada media kertas (kertas merang). Ulangan dilakukan
sebanyak 3 kali dengan setiap gulungan pada setiap ulangan berisikan 25 butir
benih jagung. Media kertas merang yang digunakan dilakukan perendaman dalam
bak yang berisikan air selanjutnya dipres dengan pengempa kertas hingga tiris dan
media lembab. Untuk penanaman kertas yang digunakan yaitu 5 lembar dimana 3
sebagai alas tanam dan 2 lembar kertas sebagai penutup benih. Benih jagung

ditanam di atas kertas merang sebanyak 25 butir/ulangan dengan susunan zig-zag.
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Setelah disusun, ditutup dengan 2 lembar kertas merang dan digulung. Setiap

gulungan diberi label sesuai varietas dan ulangan serta yang diberi perlakuan dan
tidak diberi perlakuan. Selanjutnya, gulungan tersebut diletalam pada germinator

IPB 73-2A/B dengan posisi berdiri (UKDdp).

3.6 Analisis Keragaman Genetik Berbasis Simple Sequence Repeat

3.6.1 Ekstraksi DNA

Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan metode Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, AS) dengan sedikit modifikasi peneliti. Ekstraksi
DNA diawali dengan menyiapkan sampel tanaman jagung yang telah
dikecambahkan. Sampel di ambil dari jaringan muda (bagian pucuk tanaman).
Sampel tanaman jagung dibersihkan terlebih dahulu dengan cara dilap
menggunakan tisu yang sudah diberi alkohol. Sampel ditimbang sebanyak 1—2 g
dan dihaluskan pada mortar dengan menambahkan 300ul Nucleic Lisis Solution.
Setelah sampel halus tambahkan kembali 300ul Nucleic Lisis Solution, dan
diinversi kemudian di pindahkan ke dalam fube tumpul menggunakan pipet. Lalu
sisa yang masih terdapat di dalam mortar diambil menggunakan spatula. Proses
lisis selanjutnya dibantu menggunakan 7Tissue Lyser penambahan peluru sebanyak
2 buah selama 10 menit, kemudian diamkan di suhu ruang selama 60 menit
sampai busa didalam tube sampel DNA hilang. Setelah itu pindahkan larutan
sampel dengan pipet kedalam tube baru, kemudian tambahkan 200ul Protein
Precipitation Solution dan PVP serta klorofom sebanyak 25ul. Dihomogenkan
dengan menggunakan Vortex selama 30 detik, lalu sampel disentrifugasi
menggunakan kecepatan 13.000 g selama 5 menit pada suhu 4°C.

Setelah terbagi 3 lapisan bagian, ambil supernatan paling atas, lalu pindahkan ke
tube ujung lancip steril, kemudian tambahkan isopropanol dalam keadaan suhu
ruang sebanyak 600ul. Inversi perlahan dengan pipetting, lalu sentrifugasi 13.000
g selama 3 menit. Selanjutnya, buang cairan secara perlahan dalam kondisi dingin
ke permukaan fissue supaya DNA yang terkumpul di pelet tidak terbawa,

kemudian tambahkan etanol 75 % sebanyak 600ul. Kemudian dihomogen secara
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perlahan dengan inversi, kemudian lakukan sentrifus 13.000 g kembali selama 5

menit, setelah disentrifugasi, supernatan dikeluarkan secara perlahan ke
permukaan tissue (jangan sampai pelet DNA terbawa). Tube dikeringkan pada
suhu ruang dengan dialasi tissue bersih selama 30 menit. Kemudian
sentrifugasikan sampel di alat vakum selama 15 menit, lalu DNA dilarutkan
dengan menambahkan DNA rehydration solution sebanyak 30ul. Inkubasikan di
suhu 65°C selama 30 menit, setiap 15 menit di tapping dan spin, kemudian DNA

disimpan pada suhu -18°C. Siap untuk diukur kemurnian dan konsentrasinya.

3.6.2 Analisis Kemurnian dan Kuaantifikasi DNA

Analisis dilakukan menggunakan alat Nanophotometer P360 ( Implen, Jerman).
Sebelum diukur, hasil ekstraksi perkecambahan dihomogenkan menggunakan
vortex. Sebelum dilakukan analisis kemurnian dan kuantifikasi dilakukan
kalibrasi Nanophotometer P360 dengan menggunakan blanko. Blanko yang
digunakan berupa pelarut yang digunakan pada ekstraksi DNA. Blanko diambil
sebanyak 1uL. DNA Sampel diambil sebanyak 1,5uL dan teteskan ditengah
jendela cell pengukur. Submicroliter cell yang berisi sampel ditutup dengan rapat.
Tombol “Ok” ditekan untuk mengaktifkan mesin dan tombol blank ditekan untuk

CG",

referensi pengukuran. Tombol “!”” ditekan untuk mengukur sampel. Jika satu
sampel telah selesai maka untuk pengukuran sampel berikutnya lid dan
submicroliter dibersihkan terlebih dahulu dengan tisu yang dibasahi alkohol.
Tujuan dianalisis dengan nanophotometer untuk mengukur keberadaan DNA

dibahan ekstraksi guna persiapan proses PCR.

3.6.3 Amplifikasi Gen dengan Metode Polymerase Chain Reaction

DNA jagung yang telah diperoleh kemudian diamplifikasi dengan metode Simple
Sequence Repeats (SSR)-Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan alat
thermocycler (Sensoquest, Jerman). Gen dari DNA jagung diamplifikasi

menggunakan 3 pasang primer yaitu Umc1066, Phi057 dan Phil12. Primer
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Umc1066 memiliki sekuen Forward (5°—3”) yaitu

5S'ATGGAGCACGTCATCTCAATGG-3" dan Reverse (5°—3’) 5'-
AGCAGCAGCAACGTCTATGACACT-3'; primer Phi057 memiliki sekuen
Forward (5°—3”) yaitu 5'-CTCATCAGTGCCGTCGTCCAT-3' dan Reverse (5°—
3’) 5'-CAGTCGCAAGAAACCGTTGCC-3"; primer Phil12 memiliki sekuen
Forward (5°-3”) yaitu 5'-TGCCCTGCAGGTTCACATTGAGT-3' dan Reverse
(5°—3’) yaitu 5'-AGGAGTACGCTTGGATGCTCTTC-3'". Pereaksi PCR terdiri
dari 10,5uL mastermix , 0,25uL primer Forward (F), 0,25uL primer Reverse (R),
9,85uL ddH>0, dan 0,15uL sampel DNA yang dimasukkan pada microtube
berukuran 0,2 mL. Setelah seluruh pereaksi dimasukkan ke dalam microtube,
sampel dihomogenkan dengan tapping dan spin. Proses memasukkan seluruh
pereaksi PCR dilakukan di Laminar UV 4 PCR. Pada proses amplifikasi DNA
dengan PCR (Polymerase Chain Reaction) mengikuti prosedur yang digunakan
Nining ef al. (2016). Proses ini memiliki 6 tahapan yaitu denaturasi 2 menit pada
suhu 94°C, dilanjutkan 30 detik pada suhu yang sama, 1 menit pada suhu 65°C,
dan 1 menit pada suhu 72°C. Suhu annealing diturunkan dari 1°C setiap dua
siklus hingga berakhir pada saat annealing tercapai. Tahap kedua diulang 29 kali
dan berakhir dengan siklus elongation (pemanjangan) pada suhu 72°C dan
pendinginan pada suhu 4°C, kemudian reaksi dihentikan. Tahap denaturasi,

penempelan primer (annealing), dan pemanjangan (elongation) diulang sebanyak

30 siklus.

3.6.4 Elektroforesis Hasil Polymerase Chain Reaction (PCR)

Tahap selanjunya, elektroforesis yang dilakukan untuk memvisualisasi hasil
amplifikasi sekuens DNA. Sampel hasil PCR dielektoforesis dengan alat
elektroforesis digital QiaxCel Advanced dari Qiagen, Jerman menggunakan DNA
high resolution kit. Prosedur yang digunakan mengikuti panduan manual QiaxCel

Advanced dari Qiagen, Jerman.
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3.6.5 Analisis dan Interpretasi Hasil Visualisasi Sekuen dengan
Elektroforesis

Hasil amplifikasi sekuen dari benih T-1 (benih hasil turunan) varietas jagung
Srikandi Ungu divisualisasi dengan elektroforesis selanjutnya dianalisis dan
diinterpretasi. Menurut Zhang ef al. (2014) analisis data polimorfisme dinilai
berdasarkan ada bernilai satu (1) atau tidak ada bernilai kosong (0), dan
dibandingkan antar kelompok hasil analisis kluster. Hasil tersebut dianalisis
dengan software NTSY Spc yang disajikan dalam bentuk dendogram dengan

asosiasi koefisien (An et al., 2017).

3.7 Variabel Pengamatan

3.7.1 Indikator Pertumbuhan dan Produksi

3.7.1.1 Jumlah Daun

Pengamatan jumlah daun tanaman jagung dihitung pada 7 MST. Daun yang

dihitung adalah daun yang sudah membuka secara penuh. Satuan yang digunakan

adalah helai daun.

3.7.1.2 Tinggi Tanaman

Pengamatan tinggi tanaman jagung diukur pada 7 MST. Tinggi tanaman
diukur dari ruas yang paling bawah. Pengukuran dilakukan dengan

menggunakan penggaris atau meteran.

3.7.1.3 Indeks Klorofil

Indeks klorofil daun diukur dengan menggunakan alat Minolta SPAD. Daun
tanaman jagung yang diukur adalah daun kedua paling atas yang sudah membuka.

Pengukuran dilakukan pada saat tanaman jagung memasuki umur vegetatif
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maksimum yaitu umur 6 MST. Pengukuran dilakukan pada 3 titik yaitu pangkal

daun, tengah daun, dan ujung daun. Hasil yang digunakan adalah rata-rata dari

ketiga titik pengukuran.

3.7.1.4 Luas Daun (cm?)

Pengukuran luas daun dilakukan dengan menggunakan alat Leaf Area Meter.
Sebelum jagung dihitung luas daunnya, daun tanaman jagung dikeringkan terlebih

dahulu untuk memudahkan dalam pengukuran.

3.7.1.5 Bobot Tongkol dengan Kelobot

Penimbangan berat tongkol dilakukan pada saat panen umur +87 HST (hari
setelah tanam) dengan cara menimbang berat tongkol pada setiap sampel

tanaman/blok dengan menggunakan timbangan.

3.7.1.6 Bobot Tongkol tanpa Kelobot

Penimbangan berat tongkol tanpa kelobot dilakukan pada saat panen umur + 87
HST (hari setelah tanam) dengan cara menimbang berat tongkol pada setiap

sampel tanaman/blok dengan menggunakan timbangan.

3.7.1.7 Baris per Tongkol, Biji Per Baris dan Biji Per Tongkol

Perhitungan dilakukan dengan menghitung jumlah baris biji per tongkol jagung.
Setelah itu dilanjutkan dengan menghitung jumlah biji pada baris tongkol.
Dilakukan 2 kali perhitungan, perhitungan yang pertama dimulai dari bagian atas
dan perhitungan kedua dimulai dari bawah kemudian keduanya dibagi dengan dua
agar mendapat nila rata-rata. Kemudian biji per tongkol diperoleh dari hasil

perkalian jumlah baris per tongkol dan biji per baris.
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3.7.1.8 Bobot Brangkasan Kering Jagung

Bobot brangkasan kering jagung diperoleh dengan cara ditimbang setelah

brangkasan basah dikeringkan.

3.7.2 Indikator Mutu Benih
3.7.2.1 Penetapan Bobot 1000 Butir Benih

Penetapan bobot 1000 butir benih dihitung dari mengambil secara acak 100 butir
benih murni sebanyak 8 kali ulangan. Bobot setiap sampel ditimbang dan
dihitung terlebih dahulu ragam, standar deviasi dan koefisien ragam dengan
menggunakan rumus berikut (ISTA, 2017) :

_ n(Zx2) - (Zx)2

n(n—1)
A =+VR?
S
KK=)_(—X100

Bobot 1000 butir = 10x

Keterangan : R = Ragam ; x = Bobot setiap ulangan ; n = Jumlah ulangan ;
> =Jumlah dari ; S = Standar deviasi ; KK = Koefisien keragaman
;X = Rata-rata bobot 100 butir

3.7.2.2 Indeks Vigor

Pengamatan indeks vigor dilakukan terhadap jumlah kecambah normal
pada hitungan pertama (first count) yaitu pada hari ke-5. Indeks vigor (IV)

dihitung dengan rumus :
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X KNI

IV=
¥ Benih yang ditanam

x 100%

Keterangan : IV = indeks vigor; KN 1 = kecambah normal pengamatan

pertama

3.7.2.3 Daya Berkecambah (%)

Daya berkecambah didapatkan dengan menghitung jumlah benih yang
berkecambah normal pada hari ke-4 (first count) dan ke-7 (final count) setelah
tanam. Pengamatan dilakukan dengan mengatai kecambah normal, abnormal dan

benih mati. Daya berkecambah dihitung menggunakan rumus :

YKNI+ X KNII

DB =
¥ Benih yang ditanam

x 100%

Keterangan : DB = daya berkecambah; KN 1 = kecambah normal
pengamatan pertama (first count); KN II = kecambah normal
pengamatan kedua (final count)

3.7.2.4 Kecepatan Tumbuh (%/etmal)

Data diperoleh dari substrat pengujian daya berkecambah benih. Setiap
kali pengamatan, jumlah persentase kecambah normal dibagi dengan etmal
(24 jam). Nilai etmal kumulatif diperoleh dari saat benih ditanam sampai

dengan waktu pengamatan. Rumus yang digunakan adalah sebagai berikut

tn

z N
KCT = —
t

0

Keterangan : KTC = kecepatan tumbuh; t = waktu pengamatan ke-i; N =
persentase kecambah normal setiap waktu pengamatan; tn
=waktu akhir pengamatan
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3.7.2.5 Keserempakan Tumbuh Benih (%)

Benih kecambah normal akan dihitung keserempakan tumbuhnya pada hitungan
antara hari ke-4 dan hari ke-7 pengamatan. Keserempakan tumbuh benih

dihitung dengan rumus sebagai berikut :

KST = KR 100%
=715 % 0

Keterangan : KST = keserempakan tumbuh; KN = jumlah kecambah
Normal; TB = total benih yang dianalisis

3.7.2.6 Tinggi Kecambah Normal (¢m)

Pengamatan tinggi kecambah jagung diukur pada saat ke-7 (final count). Tinggi
kecambah diukur dari bagian bawah endosperm. Pengukuran dilakukan dengan

menggunakan penggaris.
3.7.2.7 Berat Basah dan Berat Kering Kecambah Normal

Berat basah kecambah dilakukan pada hari terakhir, yaitu hari ke-7. Berat
basah kecambah normal diperoleh dengan menimbang kecambah pada 7 HST
dengan menggunakan timbangan digital. Sedangkan berat kering kecambah
normal dihitung setelah kecambah dimasukkan kedalam amplop dan dioven
selama 4 jam dengan suhu +105°C, setelah itu berat kering kecambah normal
ditimbang menggunakan timbangan digital dengan tingkat ketelitian 2 angka

dibelakang koma.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.

Terdapat perbedaan pola pita DNA jagung antara T-0 dan T-1 hasil PCR-SSR
menggunakan primer phil12 yang sesuai dengan hukum mendel I yaitu
hukum segregasi bebas.

Pemberian Aluminium dapat menurunkan pertumbuhan dan produksi tanaman
jagung varietas Srikandi Ungu dibandingkan dengan perlakuan kontrol.
Pemberian Aluminium 0,9 g/kg berat tanah dalam polybag merupakan
perlakuan yang menyebabkan penurunan sangat signifikan pada pertumbuhan

dan produksi benih jagung (Zea mays L.) varietas Srikandi Ungu.

. Pemberian Aluminium dapat menurunkan mutu benih jagung (Zea mays L.) T-

1 varietas Srikandi Ungu dibandingkan dengan perlakuan kontrol. Pemberian
Aluminium 0,9 g/kg berat tanah dalam polybag merupakan perlakuan yang
menyebabkan penurunan sangat signifikan pada mutu benih jagung (Zea mays

L.) T-1 varietas Srikandi Ungu.

5.2. Saran

Berdasarkan kesimpulan pada penelitian ini, maka penulis menyarankan untuk

dilakukan penelitian lebih lanjut terkait pola pita DNA yang memiliki panjang

basa £130 pb hasil amplifikasi dengan primer Phil12. Perlu dilakukan

Sequencing untuk menganalisis hasil variasi sekuen DNA antara amplikon yang

terpapar aluminium dengan yang tidak karena amplikon benih T-1 tersebut
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berpotensi dijadikan penanda molekuler untuk varietas tanaman jagung yang

terkait dengan cekaman aluminium.
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