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ABSTRACT

Linkage of 23 Microsatellite Marker on Chromosome 6
and 7 to Downy Mildew Resistance on Maize. Roberdi,
Hajrial Aswidinnoor, Asep Setiawan, Sutrisno, Marcia B.
Pabendon, and M. Azrai. Downy mildew caused by
Peronosclerospora is one of most important maize disease
in several countries, including Indonesia. Parental and
progenies selection based on conventional breeding is time
consuming and laborious. Development of molecular
biology produces many DNA markers used for selection, one
of them is microsatellite. The aim of this research to identify
microsatellite markers associated with downy mildew
resistance on maize progeny MR-4 X AMATLCOHS-9-1-1-1-1-
1-2-B, on chromosome 6 and 7. This research was consisted
of two activities, phenotypic and genotypic analysis.
Phenotypic analysis used 175 progenies BC,F, and both of
parents. This analysis included planting of spreading row,
inoculums preparation, inoculation of spreader rows, test
material planting, inoculation of test material and
observation. Genotypic analysis used 175 progenies BC,F,
and both of parents. This analysis included DNA genome
isolation, PCR analysis, electrophoresis, gel staining and data
scoring. Percentage of downy mildew infections on MR-4
was 76%, while these on AMATLCOHS-9-1-1-1-1-1-2-B was
16%, and on 175 progenies had range from 10.1-100%. Out of
23 SSR, 12 markers could be mapped in chromosome 6 and
11 markers in chromosome 7. QTL analyses showed that
chromosome 7 contain one QTL in position between phi082
and phil 16] marker as far as 18.6 cM with 2.6 LOD value.

Key words: Quantitative Trait Loci, microsatellite marker,
downy mildew-disease, Peronosclerospora
maydis, Zea mays.

PENDAHULUAN

Penyakit bulai pada jagung di Indonesia banyak
disebabkan oleh Peronosclerospora philippinensis
(Triharso et al. 1976). Penyakit ini dapat mengakibat-
kan kehilangan hasil hingga 90% (Mikoshiba 1983),
bahkan 100% pada kultivar rentan (Sudjono dan
Subandi 1988). Untuk mempercepat proses perakitan
kultivar tahan bulai, pemuliaan konvensional perlu di-
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bantu dengan pemuliaan molekuler. Hal ini perlu di-
lakukan, karena karakter ketahanan terhadap penyakit
bulai bersifat poligenik (Brown 1980, Mejaya et al.
1997). Penanda molekuler dapat digunakan sebagai
alat bantu seleksi pada generasi awal dengan tingkat
ketelitian yang lebih tinggi. Langkah awal yang sangat
penting dalam pemanfaatan penanda molekuler ini
adalah menentukan penanda yang terpaut dengan
suatu sifat yang diinginkan. Hal ini dapat dicapai de-
ngan analisis dan pemetaan Quantitative Trait Loci
(QTL).

Beberapa peneliti telah melakukan pemetaan
QTL yang berasosiasi dengan gen ketahanan jagung
terhadap penyakit bulai (Agrama et al. 1999, Ruswandi
et al. 2002, Azrai et al. 2002). Asian Biotechnology
Network (AMBIONET) telah melakukan pemetaan
QTL di India, Indonesia, Filipina, dan Thailand pada
progeni CML139 x Ki3 menggunakan penanda
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
yang digabung dengan penanda mikrosatelit. Dari pe-
nelitian ini telah diidentifikasi lokus karakter tahan bu-
lai pada kromosom 6, pada empat negara tersebut. Se-
lain itu, juga telah diidentifikasi lokus gen tahan bulai
berada pada kromosom 7, berdasarkan hasil fenotipik
di Indonesia dan India, kromosom 2 di India dan
kromosom 10 di Thailand (George 2003).

Mikrosatelit atau Simple Sequence Repeat (SSR)
merupakan salah satu penanda yang banyak diguna-
kan untuk analisis keragaman genetik, pemetaan
genetik, dan studi evolusi (Temnykh 2000). Hal ini di-
sebabkan teknik SSR mudah dilakukan dengan tingkat
polimorfisme yang tinggi. Di samping itu, profil SSR da-
pat langsung diinterpretasikan sesuai dengan alel-alel
yang terdapat pada lokus gen (Smith et al. 1997).

MR-4 merupakan galur jagung yang dibentuk di
Balai Penelitian Serealia, Maros, Sulawesi Selatan.
Hasil pengujian di beberapa lokasi pada tahun 2000
menunjukkan bahwa galur ini terserang bulai dengan
intensitas penyakit rata-rata 81,91%. AMATLCOHS-9-1-
1-1-1-1-2-B merupakan galur jagung yang berasal dari
International Maize and Wheat Improvement Center
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(CIMMYT) Asia yang sejak awal pembentukannya ta-
han terhadap penyakit bulai dan toleran pada tanah
masam. Hasil penyaringan ketahanan terhadap penya-
kit bulai pada dua musim di Lanrang, Maros; Lam-
pung; dan Bogor galur ini terserang dengan kategori
ringan, intensitas penyakit rata-rata 12,58% (Kasim et
al. 2002).

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan analisis
dan pemetaan QTL terhadap lokus kuantitatif penyakit
bulai pada progeni MR-4 x AMATLCOHS-9-1-1-1-1-1-2-B
menggunakan penanda SSR yang terkonsentrasi pada
kromosom 6 dan 7.

BAHAN DAN METODE
Materi Tanaman, Penyakit Bulai, dan Primer SSR

Bahan tanaman yang digunakan adalah 175 ge-
notipe tanaman jagung BC,F, untuk analisis genotipik.
Selanjutnya tanaman tersebut diselfing, sehingga di-
dapatkan 175 populasi BC,F, yang digunakan untuk
analisis fenotipik. Uji lapang menggunakan kedua te-
tua, 175 BC,F,, tanaman baris penyebar, dan tanaman
kontrol rentan. Sumber spora penyakit bulai berasal
dari tanaman yang terserang bulai di sekitar area pe-
nelitian.

Sebanyak 59 primer yang berasal dari Research
Genetic Inc. digunakan untuk survei polimorfisme
tetua. Primer yang polimorfis digunakan dalam analisis
segregasi genotipik (Tabel 1).

Uji Fenotipik

Uji fenotipik dilakukan menurut prosedur Azrai et
al. (2003) dengan tahapan sebagai berikut: (1) pena-
naman tanaman baris penyebar yang dilakukan 3
minggu sebelum penanaman genotipe uji, sebanyak 3
baris pada tiap-tiap pinggir dan di antara tiap 10 baris
genotipe uji, (2) penyiapan inokulum, (3) penyemprot-
an inokulum ke tanaman baris penyebar, inokulum
disemprotkan pada tanaman umur 2 dan 3 minggu,
dan (4) penanaman genotipe uji. Setiap nomor dipeli-
hara sebanyak 20 tanaman dalam satu baris, meng-
gunakan rancangan Alpha Lattice dengan 2 ulangan.
Genotipe uji disemprot dengan spora bulai sebanyak 3
kali, inokulasi pertama dilakukan pada tanaman umur
1 minggu, inokulasi kedua dilakukan 3 hari berikutnya,
dan inokulasi ketiga dilakukan 3 hari setelah inokulasi
kedua. Setiap tanaman diamati reaksinya terhadap pe-
nyakit bulai di lapang. Parameter yang diamati adalah
persentase serangan. Pengamatan penyakit bulai di-
lakukan pada minggu pertama sampai minggu kelima
setelah inokulasi pertama. Persentase serangan pe-
nyakit bulai dihitung menggunakan rumus:

>Ts .
PS = ST x 100%

PS = persentase serangan

STs = jumlah tanaman terserang bulai per plot
ST = jumlah tanaman per plot

Uji Genotipik
Isolasi DNA

Ekstraksi total DNA dari tanaman uji dilakukan
menggunakan metode CTAB (cethyl-trimetyl
ammonium bromide) yang telah dimodifikasi dan
direckomendasi CIMMYT untuk tanaman jagung
(Warburton dan Hoisington 2001). Daun tanaman
seberat 2 g digerus dengan nitrogen cair sampai halus.
Gerusan daun dimasukkan ke tabung polypropylene,
dan ditambahkan 8 ml bufer ekstraksi (1 M Tris pH 8,5
M NaCl dan 0,5 M EDTA, CTAB 2%, p-merkaptoetanol
0,2% (v/v), diinkubasi selama 60 menit pada suhu 65°C
sambil dibolak-balik setiap 10 menit agar homogen.

Pemurnian total DNA dilakukan dengan kloro-
form : isoamilalkohol (24 : 1 v/v) sebanyak 6 ml, di-
campur sampai merata dan disentrifugasi pada 3.500
rpm selama 20 menit. Supernatan dipindahkan ke
dalam tabung polypropylene 50 ml. Selanjutnya ditam-
bahkan isopropanol 1 x volume, pelet DNA diendap-
kan dengan mensentrifugasi pada 12.000 rpm selama
20 menit, pelet diambil menggunakan pipet Pasteur
dan dipindahkan ke Eppendorf lain, selanjutnya pelet
dicuci dengan etanol 70% kemudian dikeringkan dan
dilarutkan dalam TE 1x.

Kualitas dan kuantitas DNA ditetapkan dengan
mengelektroforesis DNA pada gel agarose 0,8%. Sete-
lah konsentrasi DNA diketahui maka disiapkan DNA
dengan konsentrasi 10 ng/uL. melalui pengenceran se-
bagai working solution.

Amplifikasi DNA dengan teknik PCR

Amplifikasi DNA dengan teknik PCR dilakukan
dengan total reaksi 10 ul yang mengandung 10 ng DNA
genom sebagai ternplate, masing-masing dNTP 0,1 uM
(dATP, dCTP, dGTP, dan dTTP), primer campuran
forward dan reverse 0,25 uM enzim Taq DNA polyme-
rase 1 unit dalam larutan bufer 1x dan MgCl, 2,5 mM.
Reaksi PCR dilakukan berdasarkan hasil optimasi di
laboratorium servis Ambionet Filipina menggunakan
mesin PCR MJ Research PCT-100. Program PCR terdiri
dari denaturasi awal pada suhu 94°C selama 2 menit,
dilanjutkan dengan 30 siklus, tahapan denaturasi 94°C
selama 30 detik, annealing 56°C selama 1 menit, dan
ekstensi 72°C selama 1 menit. Reaksi PCR diakhiri
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dengan ekstensi akhir 72°C selama 5 menit dan tahap-
an soak 4°C.

Fragmen DNA hasil amplifikasi dipisahkan de-
ngan elektroforesis menggunakan gel poliakrilamid

Tabel 1. Primer SSR yang digunakan dalam survei polimorfisme tetua.

4,5% dalam bufer TBE 1 x. Sebelum hasil PCR dielek-
troforesis dilakukan pre-run untuk mendapatkan suhu
yang sesuai agar tidak terjadi smiling band. Hasil PCR
di-loading sebanyak 2,5 uL. selama 60 menit pada 60

No. Primer Bins Forward Reverse Hasil
1. Umcl1143 6.00 GACACTAGCAATGTTCAAAACCCC CGTGGTGGGATGCTATCCTTT OK
2. Bnigl6l 6.00 GCTTTCGTCATACACACACATTCA ATGGAGCATGAGCTTGCATATTT -
3. phil26 6.00 TCCTGCTTATTGCTTTCGTCAT GAGCTTGCATATTTCTTGTGGACA ?
4. Bnlgl043 6.00 TTTGCTCTAAGGTCCCCATG CATACCCACATCCCGGATAA ?
5. Bnig1600 6.00 CGATCAGTGCGTGGAGAGTA TAGGCATGCATTGTCCATTG OK
6. Bnig391 6.01 CAGATATCACAGCATCAGAAGATCA AAAATGTAAGAACTTGTTTGGGATT -
7. phi423796 6.01 CACTACTCGATCTGAACCACCA CGCTCTGTGAATTTGCTAGCTC -
8. phi0o77 6.01 GAGAAGAGGATCAGGTTCGTTCCA CGCGTTGTACATCTTGCCTGCTT ?
9. Bnlg1867 6.01 CCACCACCATCGTAGGAGTT CAGTACACAGCAGGCAGCTC OK
10. Bnlg1139 6.01 GGGGGGTTGAGAGAGAAAAA ACGGCGATGATGAATTAAGC OK
11. Bnlg0391 6.01 CAGATATCACAGCATCAGAAGATCA AAAATGTAAGAACTTGTTTGGGATT OK
12. Bnlg0107 6.01 GCAACTAGAAGTAGATGGCTTGTTATGG CAACAACAAGTGGCTGGCTAGGGTGAA ?
13. Bnlgl1165 6.01 CGCTTGCATCATCTCAAGAA TTCAAGTTTAGCCACCCACC ?
14. Bnlg1538 6.01 CAGCCGAAGACGAAGCC GTGGTGAACGAACGAGCAA -
15. Bnlgl1753 6.01 GTAGGGGTTACAAGCGTTGC GTGGACAGATGTTCACGTGG -
16. Umc1023 6.02 -
17. Bnlg1371 6.02 TTGCCGATAAGAACCAAACA ACGACCGGTGTGGTTACATT ?
18. Yissr+J34 6.02 CAAGAAGAGGAGAGGCCGGA TTGAGCAGGGTGGAGCACTG OK
19. Bnlg2151 6.02 ?
20. Umc1083 6.03 CTTTCCTCTCTGGAGCGTGTATTG ATATGTTGCAGAACCATCCAGGTC OK
21. nc010 6.04 TGAGCTGACGACGAGCAG CATTATCTGTTCGGCCCG OK
22. nc009 6.04 CGAAAGTCGATCGAGAGACC CCTCTCTTCACCCCTTCCTT ?
23. Bnlg1014 6.04 -
24. Mmc0241 6.05 TATATCCGTGCATTTACGTTT CATCGCTTGTCTGTCGA -
25. Bnlgl154 6.05 GGGTGATCACATGGGTTAGG AAATCAATGCTCCAAATCGC OK
26. phio78 6.05 CAGCACCAGACTACATGACGTGTAA GGGCCGCGAGTGATGTGAGT ?
27. Bnlg2249 6.05 AGGATCCCCTAGCAAAAGGA CCCCCTAGTTCGTTGCATAA ?
28. nc012 6.05 TAATTTAAACACCACACCACCG ACACACGCCAAAGAAAAACC OK
29. phio81 6.05 AAGGAACTGGTGAGAGGGTCCTT AGCCCGATGCTCGCCATCTC -
30. Umc1020 6.05 CCTGGAGAGCCACTACAAGGAA TCAGCCTGAGCTCACATCATCT OK
31. phil29 6.05 GTCGCCATACAAGCAGAAGTCCA TCCAGGATGGGTGTCTCATAAAACTC ?
32. phi025 6.05 GCAACATCCTGGAGAGCCACTACAAGG ACAGCCTGTTTTCCTGGACAGTGAACTC ?
33. Bnlgl732 6.05 AACTTTTGGCATTGCACTGG CGTAAGTGCACACGGCATTA -
34. Bnlg1443 6.05 TACCGGAATCCTCTTTGGTG TTTGACAACCTCTTCCAGGG OK
35. Bnlg1087 6.05 -
36. Bnlg1922 6.05 GTCTTGGGCAGTAATCAGGC TCGATCAAAGACGTTCATGC OK
37. Bnlgl617 6.05 CGTGCACGGTACAGAAAGAA AGAAAGCCACGTACCCCTTT OK
38. Bnlg1702 6.05 TTATCATCAAATGGAGGACACG AAAGACACACGCTAATGGGC -
39. phi452693 6.06 CAAGTGCTCCGAGATCTTCCA CGCGAACATATTCAGAAGTTTG OK
40. dupssrl5 6.06 GAAGTCGATCCATCCACC GGGGTAGTGGAGATAACTAGTG -
41. Bnlgl1740 6.07 TTTTCTCCTTGAGTTCGTTCG ACAGGCAGAGCTCTCACACA ?
42. Bnlg1063 6.07 ?
43. Bnlgl1759 6.07 AGACGGAGTCCTCGTTTGC ACCGGTTCGTACCACTCACT ?
44. phi089 6.08 GAATTGGGAACCAGACCACCCAA ATTTCCATGGACCATGCCTCGTG -
45. phi299852 6.08 GATGTGGGTGCTACGAGCC AGATCTCGGAGCTCGGCTA OK
46. Umc1545 7.00 GAAAACTGCATCAACAACAAGCTG ATTGGTTGGTTCTTGCTTCCATTA OK
47. Bnlg1200 7.01 CGTCCTCGTTGTTATTCCGT GTTCCCTCTCTCCCTCCCTC OK
48. phi057 7.01 CTCATCAGTGCCGTCGTCCAT CAGTCGCAAGAAACCGTTGCC
49. phi034 7.02 TAGCGACAGGATGGCCTCTTCT GGGGAGCACGCCTTCGTTCT OK
50. Bnlg657 7.02 TCTGAGGATGCCCAATCATGCGC CGTTTCCGTTCGTCACCAGCTCG OK
51. Bnlg0398 7.02 CGTCGGCCAACAGGGTATC CTCGCACGCGGTCTTCTTC ?
52. phill4 7.03 CCGAGACCGTCAAGACCATCAA AGCTCCAAACGATTCTGAACTCGC -
53. Bnlg572 7.03 ACTGGACTGTCCTCGTGCCTA CAAAAAAAGATTCGTTCGGAGTAA OK
54. Bnlgl55 7.03 ACCGAGTAGCCGAGACACG AGAGTCCTGGAGCCACATGAG OK
55. Bnlg1070 7.03 TTCCAGTAAGGGAGGTGCTG TAAGCAACATATAGCCGGGC ?
56. phi328175 7.04 GGGAAGTGCTCCTTGCAG CGGTAGGTGAACGCGGTA ?
57. Bnlgl161 7.04 GAACGGACGACGGTCGAT ACCTCCACACGTCCCCAC OK
58. phio51 7.05 GGCGAAAGCGAACGACAACAATCTT CGACATCGTCAGATTATATTGCAGACCA OK
59. phi082 7.05 CACAGCACAGGCAGTTCG CGCGGCAAAAGATCTTGAACACCT -

OK = polimorfik dan digunakan dalam uji genotipik.
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watt. Pewarnaan DNA dilakukan dengan larutan pe-
warna 1 g AgNO; + 1,5 ml formaldehid 37%. Pewarna-
an pita-pita DNA dilakukan dengan memasukkan gel
ke dalam larutan developer 30,0 g Na,CO; + 1,5
formaldehid 37% dan 200 pL sodium tiosulfat dan di-
goyang pelan sampai muncul pita-pita DNA. Gel ke-
mudian difiksasi, dicuci dengan air nanopure, dan di-
keringkan untuk membuat angka (skoring).

Data profil DNA yang muncul dinilai berdasarkan
data biner, yaitu dinilai A jika muncul pita mengikuti
tetua target (MR-4) dan diskor H jika heterozigot.

Analisis Data

Parameter yang dianalisis adalah (1) proporsi ge-
notipe untuk mengetahui frekuensi alel masing-masing
tetua. Uji X? pada taraf 5% digunakan untuk menguji
proporsi genotipe masing-masing lokus apakah meng-
ikuti perilaku hukum Mendell, (2) pembuatan peta
pautan, berdasarkan data genotipik menggunakan
program MapMaker versi 3,0, dan (3) analisis QTL.
menggunakan composite interval mapping, yaitu kom-
binasi antara metode analisis simple interval mapping
dengan multiple linear, menggunakan software Win
QTL Cartographer versi 2,0.

Marka SSR yang berasosiasi dengan karakter ta-
han bulai ditentukan berdasarkan pada nilai threshold
pada LOD 2,5, yaitu nilai batas berdasarkan pada
tingkat kepercayaan pada nilai a = 0,0032 dalam suatu
distribusi X?, dengan df = 1 untuk analisis individu.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Evaluasi Ketahanan Tetua terhadap Penyakit Bulai

Reaksi tetua terhadap penyakit bulai di lapang
menunjukkan bahwa AMATLCOHS-9-1-1-1-1-1-2-B se-
bagai tetua tahan terserang sebesar 16%, sedangkan
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MR-4 sebagai tetua rentan terserang bulai sebesar 76%.
Sementara varietas Antasena sebagai kontrol tanaman
rentan terserang sebesar 78%. Hal ini menunjukkan
bahwa kedua tetua yang digunakan dalam persilangan
ini mempunyai reaksi ketahanan yang sangat berbeda
terhadap penyakit bulai. Hal ini sesuai dengan pen-
dapat McCouch dan Tanksley (1991) yang menyatakan
bahwa faktor yang turut menentukan keberhasilan
dalam kegiatan pemetaan antara lain materi tetua
yang digunakan harus beragam secara genetik.

Tetua yang digunakan harus mempunyai variasi
yang tinggi untuk karakter yang diinginkan baik pada
tingkat DNA maupun pada tingkat fenotipik. Variasi pa-
da tingkat DNA penting untuk mendapatkan kejadian
rekombinasi. Selain itu adanya variasi sekuen DNA
akan memudahkan pencarian penanda yang polimor-
fik yang terdistribusi di seluruh genom (Singh dan
Kumar 2002, Prasanna 2002). Perbedaan reaksi fenoti-
pik yang besar dari tetua persilangan terhadap suatu
karakter, menunjukkan adanya variasi genetik yang
tinggi di antara keduanya, walaupun pengaruh ling-
kungan yang tidak terkontrol dapat menyebabkan va-
riasi fenotipik yang besar dibandingkan dengan
pengaruh faktor genetik

Uji Ketahanan Progeni terhadap Penyakit Bulai

Hasil pengamatan menunjukkan reaksi progeni
terhadap penyakit bulai sangat beragam (Gambar 1),
terdapat 8 genotipe (4,57%) terserang pada kisaran
yang sama dengan tetua tahan (10,1-20,0%), dan 5 ge-
notipe (2,86%) terserang lebih berat dari tetua rentan.
Sedangkan progeni lain berada pada kisaran serangan
di antara kedua tetuanya, yang cenderung menunjuk-
kan reaksi tahan. Beragamnya respon progeni terha-
dap penyakit bulai menunjukkan bahwa telah terjadi
introgresi sifat ketahanan dari tetua donor terhadap
sebagian progeninya, namun untuk memastikan hal

ﬂﬁ—ﬂ—w

0-10 10,1-20 20,1-30 30,1-40 40,1-50 50,1-60 60,1-70 70,1-80 80,1-90 90,1-100
Persentase serangan

Gambar 1. Distribusi persentase serangan penyakit terhadap genotipe uji di lapang.
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tersebut perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada
generasi populasi yang sudah relatif homogen.

Beragamnya tingkat serangan penyakit terhadap
genotipe uji sangat tergantung pada tingkat viabilitas
genetik, variabilitas fenotipik dan interaksi antara ge-
netik dengan lingkungan. Pengetahuan mengenai ke-
ragaman tersebut sangat penting terutama dalam pe-
nerapan program seleksi yang akan digunakan untuk
karakter yang diinginkan. Interaksi antara genetik de-
ngan lingkungan untuk suatu karakter semakin besar
apabila karakter tersebut dikendalikan oleh gen-gen
minor atau poligenik. Beberapa peneliti menyimpul-
kan bahwa ketahanan jagung terhadap penyakit bulai
dikendalikan secara poligenik (Hakim dan Dahlan
1972, Kaneko dan Aday 1980). Sementara itu,
Ruswandi et al. (2002) melaporkan bahwa efek gen
aditif dominan dengan epistasis berperan penting ter-
hadap semua komponen resisten terhadap bulai
Filipina.

Survei Polimorfisme Tetua

Survei polimorfisme dilakukan untuk mendapat-
kan primer yang dapat membedakan pola pita kedua
tetua. Di antara 59 primer SSR yang disurvei pada kro-
mosom 6 dan 7 diperoleh 27 primer (45,76%) poli-
morfis, 16 primer (27,12%) monomorfis, 16 primer
(27,12%) tidak menghasilkan pita atau memunculkan
banyak pita DNA. Pemilihan primer pada kedua
kromosom ini dilakukan berdasarkan acuan terhadap
hasil penelian George et al. (2003) yang menemukan
adanya lokasi QTL di Indonesia pada populasi hasil
silangan Ki3 x CML 139.

Tingkat polimorfisme primer yang diperoleh ter-
golong tinggi, hal ini disebabkan jagung merupakan
salah satu tanaman menyerbuk silang yang mempu-
nyai keragaman genetik yang besar. Dengan demikian
peluang mendapatkan primer yang polimorfis akan sa-
ngat tinggi. Berdasarkan jumlah unit pengulangan SSR
yang digunakan diketahui bahwa jumlah primer poli-
motfis diperoleh pada motif pengulangan dua unit se-
banyak 11 primer (47,83%), pengulangan tiga unit 3
primer (13,04%), pengulangan empat unit 3 primer
(13,04%), dan lainnya 6 primer (26,09%). Hal ini sesuai
dengan hasil penelitian Smith et al. (1997) yang me-
lakukan penelitian pada 58 galur inbrida mengguna-
kan primer SSR yang berbeda dan didapatkan bahwa
rata-rata lokus SSR memiliki unit pengulangan pendek,
yaitu pengulangan dua 45% dan pengulangan tiga 27%.

Analisis Segregasi Populasi BC,F,; Progeni
MR-4 x AMATLCOHS-9-1-1-1-1-1-2-B

Analisis segregasi populasi BC,F, menggunakan
24 penanda SSR polimorfis dua puluh tiga primer
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menghasilkan pita yang dapat diskoring dan satu
primer pada kromosom 7 (phi328175) tidak dapat di-
skoring. Frekuensi alel yang diperoleh dari 23 penanda
SSR yang diuji adalah 53,36% mengikuti pola alel MR-4
dan 46,64% mengikuti pola kedua tetua (heterozigot).

Penghitungan frekuensi alel diperlukan untuk
mengetahui apakah alel yang didapatkan sesuai de-
ngan yang diharapkan. Proporsi alel yang diharapkan
adalah 50% mengikuti MR-4 dan 50% heterozigot.
Selain itu perhitungan frekuensi alel diperlukan untuk
mengetahui seberapa besar penyimpangan segregasi
populasi yang digunakan. Hasil perhitungan menun-
jukkan adanya penyimpangan frekuensi alel sebesar
3,36% cenderung ke MR-4. Jika penyimpangan yang
terjadi besar, maka harus dilakukan pengulangan pe-
milihan sampel populasi yang digunakan. Hal ini di-
sebabkan penggunaan populasi yang menunjukkan
penyimpangan segregasi akan mempengaruhi tingkat
kepercayaan uji keterpautan yang dilakukan.

Berdasarkan hasil uji X? diperoleh 18 penanda
(78,26%) bersegregasi mengikuti hukum Mendell,
sedangkan 5 penanda (21,74%) masing-masing 4 pada
kromosom 6 dan satu 1 pada kromosom 7 menyim-
pang dari hukum Mendell. Dari lima 5 penanda yang
menyimpang 80% cenderung ke MR-4 dan 20%
heterozigot. Hal ini menunjukkan bahwa alel-alel pada
5 lokus dalam kromosom tidak bersegregasi secara
bebas tetapi masih cenderung didominasi oleh tetua
rentan.

Pembuatan Peta Pautan

Dari 23 penanda SSR yang dapat diskor diperoleh
dua kelompok pautan, yaitu 12 penanda SSR pada
kromosom 6 dan 11 penanda SSR pada kromosom 7.
Jarak antar penanda masih agak jauh yang berkisar
antara 14,4-37,5 cM. Hal ini terjadi karena masih ku-
rangnya jumlah primer yang digunakan. Oleh sebab itu
masih diperlukan penambahan primer lain yang dapat
mengisi posisi di antara primer yang digunakan. Se-
hingga dapat dihasilkan peta pautan dengan kerapat-
an yang tinggi dan meliputi seluruh kromosom.

Liu (1999) menyatakan bahwa beberapa faktor
yang mempengaruhi pencakupan penanda dan ke-
rapatan peta genomik antara lain adalah panjang
genom, jumlah penanda, distribusi penanda yang poli-
morfik, distribusi penanda dalam genom, distribusi
pindah silang dalam genom, ukuran dan tipe populasi
pemetaan serta strategi pemetaan. Panjang genom
dan jumlah penanda akan mempengaruhi pencakup-
an kromosom dan kerapatan peta melalui bentuk
kelompok keterpautan yang lengkap. Biasanya ketika
jumlah penanda pada beberapa segmen genom di-
kurangi, penanda tersebut akan gagal secara bersama-
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sama membentuk kelompok pautan yang lengkap.
Tipe dan ukuran populasi mempengaruhi melalui isi
informasi keterpautan.

Panjang kromosom 6 dan 7 yang terpetakan
dalam penelitian ini berturut-turut ialah 296,5 cM dan
286,3 cM. Jarak antar penanda berkisar antara 14,4-
37,5 cM dengan rata-rata jarak antar penanda sebesar
25,34 cM (Gambar 2). Jarak antar penanda yang diper-
oleh ini lebih besar apabila dibandingkan dengan hasil
yang didapatkan oleh peneliti sebelumnya. Ruswandi
et al (2002) mendapatkan jarak rata-rata antar pe-
nandal8,22 cM pada hasil silangan 345 x Pi 23. Cao et
al. (2000), mendapatkan jarak antar penanda sebesar
24,4 cM menggunakan penanda RFLP untuk karakter
kekerdilan pada jagung hasil silangan 7922 x 5003.
Agrama et al. (1999) mendapatkan jarak antar penan-
da yang lebih dekat, yaitu 15,55 cM pada populasi hasil
silangan G62 x G58 menggunakan penanda RFLP.
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Oleh karena itu pada penelitian selanjutnya perlu di-
lakukan penambahan primer yang berada di antara
primer-primer yang telah digunakan pada peneltian ini
sehingga diharapkan akan diperoleh peta pautan SSR
yang berkerapatan tinggi.

Analisis QTL

Dari analisis QTL yang dilakukan pada kromosom
6 diketahui bahwa puncak (peak) yang terbentuk
tidak ada yang mencapai threshold pada level LOD
yang telah ditentukan, yaitu 2,5. Hal ini menunjukkan
bahwa tidak ditemukan adanya penanda SSR yang
berasosiasi dengan sifat ketahanan terhadap penyakit
bulai pada kromosom ini. Walaupun dari analisis be-
lum mampu mendeteksi adanya QTL tetapi posisi dari
peak di antara penanda bnigi443 dan phi452693 me-
nunjukkan adanya kecenderungan putatif QTL dengan
LOD 1,1 (Gambar 3). Hasil yang didapat ini berbeda
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Gambar 2. Peta pautan 12 penanda SSR pada kromosom 6 dan 11 penanda SSR pada kromosom 7.
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Gambar 3. Hasil analisis QTL menggunakan program WinQTL Carthographer pada kromosom 6.
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dengan hasil yang dilaporkan oleh Ruswandi et al.
(2002) dan George et al. (2003) bahwa mereka me-
nemukan adanya QTL tahan bulai pada kromosom 6
berturut-turut pada posisi 112 cM dan 89 cM. Hal ini
antara lain disebabkan oleh adanya perbedaan tetua
yang digunakan, perbedaan penanda, dan perbedaan
strain penyebab penyakit bulai sehingga menyebab-
kan perbedaan reaksi populasi terhadap spora bulai.

Ruswandi et al. (2002) menemukan penanda
RFLP umc65 dan umc59 berasosiasi dengan QTL
tahan bulai menggunakan tipe populasi yang sama
dari silangan P 345 sebagai tetua tahan dan P 23
sebagai tetua rentan yang diamati pada bulai Filipina.
Sementara George et al. (2003) menemukan penanda
SSR mmc0241 yang berasosiasi dengan QTL tahan
bulai pada populasi Ki3 x CML139.

Hasil analisis QTL yang dilakukan pada kromo-
som 7 ditemukan 1 QTL pada posisi 276 cM yang ber-
ada di antara penanda phi082 (267,75 cM) dan pe-
nanda phill6 (286,39 cM) dengan nilai LOD 2,6
(Gambar 4). Posisi QTL yang ditemukan tersebut ber-
ada di antara dua penanda yang mempunyai jarak se-
besar 18,6 cM. Jarak kedua penanda ini masih jauh se-
hingga peluang untuk terjadinya pindah silang juga
masih besar. Oleh sebab itu, masih perlu dilakukan
penjenuhan peta pautan melalui penggunaan penanda
molekuler yang berada di antara primer tersebut. Se-
lain itu juga perlu digunakan ukuran populasi yang
besar sehingga diperoleh penanda yang berada tepat
pada posisi QTL tersebut.

Presisi dalam analisis pemetaan dapat ditingkat-
kan dengan pembuatan populasi yang mempunyai
rekombinan dengan target region QTL yang lebih ba-
nyak. Populasi ini dapat dibuat dengan memperba-
nyak jumlah individu dalam populasi dengan cara
menanam individual tanaman dari beberapa galur
(Jansen 2001). Selain itu, Frisch et al. (1999) menyata-
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kan bahwa untuk mendapatkan posisi QTL yang opti-
mal, selain diperlukan populasi tertentu dalam ukuran
dan seleksi juga diperlukan penambahan penanda
molekuler untuk mendapatkan peta pautan yang ra-
pat. Hal ini penting terutama untuk tujuan mengisolasi
gen ketahanan terhadap penyakit bulai yang dapat di-
gunakan dalam merakit tanaman transgenik.

Efek QTL yang terdeteksi berdasarkan analisis
adalah efek aditif dengan nilai -8,642. Nilai negatif dari
efek aditif menurut Brito et al. (2001) menunjukkan
besarnya kontribusi alel-alel tetua donor terhadap pro-
geninya dalam mengurangi tingkat kepekaan terhadap
patogen penyakit bulai. Efek aditif sangat penting arti-
nya dalam pewarisan suatu karakter tanaman ke pro-
geninya. Kontribusi efek aditif terhadap pewarisan gen
resistensi terhadap bulai dikendalikan secara poligenik
(Borges 1987).

Nilai R* untuk lokus ini sebesar 0,09 dengan va-
rian yang ditimbulkan sebesar 8,87%, dengan demi-
kian keragaman yang ditimbulkan oleh lokus ini masih
tergolong rendah. Hal ini diduga karena masih ada lo-
kasi QTL lain yang belum terdeteksi mengingat masih
banyak kromosom lain yang belum dianalisis. Diharap-
kan kromosom-kromosom lain akan selesai dianalisis
sehingga dugaan ini dapat dibuktikan.

KESIMPULAN

Dari 23 penanda SSR, 12 penanda dapat dipeta-
kan pada kromosom 6 dengan jarak berkisar antara
14,4-30,4 cM dan 11 penanda pada kromosom 7 de-
ngan jarak berkisar antara 18,6-37,5 cM

Persentase serangan penyakit bulai pada
AMATLCOHS-9-1-1-1-1-1-2-B dan MR-4 serta Antasena
berturut-turut 16, 76, dan 78%. Persentase serangan
penyakit bulai pada BC,F, (MR-4 X AMATLCOHS-9-1-1-
1-1-1-2-B) berkisar antara 10,1-100%.
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Gambar 4. Hasil analisis QTL menggunakan program WinQTL Carthographer pada kromosom 7.
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Analisis QTL terhadap data genotipe dan fenotipe
menunjukkan bahwa pada kromosom 7 didapatkan
satu QTL yang berada antara penanda phi 082 dan phi
116 yang berjarak 18,6 cM dengan nilai LOD 2,6. Pada
kromosom 6 tidak didapatkan QTL.
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