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ABSTRAK 

 

DEVITYAS ARGIKA PUTRI. Analisis Fragmen Gen Lektin Pada Biji Tanaman 
Kacang Kedelai (Glycine max) (L) Merril Detam 1 dan Detam 2. Skripsi. 
Program Studi Biologi. Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 
Universitas Negeri Jakarta. 2016. 

 
Kacang kedelai (Glycine max) merupakan salah satu tanaman pangan penting 
di Indonesia. Peningkatan produktivitas kacang kedelai (Glycine max) 
dilakukan melalui perbaikan varietas, salah satu yang umum dilakukan adalah 
dengan persilangan antara varietas/galur introduksi dengan varietas lokal. 
Hasil persilangan kacang kedelai varietas/galur introduksi dengan varietas 
lokal contohnya adalah kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2. Kacang kedelai 
Detam 1 dan Detam 2 memiliki protein yang paling tinggi dibandingkan kacang 
kedelai lainnya. Pada kacang kedelai (Glycine max) terdapat protein lektin 
yang dapat berperan sebagai pertahanan diri terhadap patogen, seperti jamur 
dan bakteri. Berdasarkan hal tersebut, peranan protein lektin dianggap penting, 
sehingga perlu dilakukan isolasi fragmen gen lektin. Tujuan penelitian ini 
adalah untuk mengetahui urutan nukleotida gen lektin pada kacang kedelai 
(Glycine max) Detam 1 dan Detam 2 serta mengetahui homolog dari gen lektin 
pada kacang kedelai (Glycine max) Detam 1 dan Detam 2. Penelitian ini 
dilaksanakan di laboratorium Biokimia, Universitas Negeri Jakarta. Metode 
yang digunakan adalah metode deskriptif dengan teknik PCR dan 
elektroforesis. Hasil penelitian ini menunjukan bahwa gen lektin terdapat pada 
kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2 sepanjang 387 bp. Hasil penelitian 
berupa data sekuensing dari masing-masing sampel. Informasi ini dapat 
dijadikan dasar untuk mendeteksi gen lektin secara utuh dan selanjutnya dapat 
digunakan sebagai material untuk mengembangkan sekuens ORF bagi upaya  
insersi gen tersebut pada tanaman yang tidak mengandung protein lektin dan 
rentan terhadap patogen. 
 
Kata kunci:  Panjang fragmen gen lektin, PCR, Kacang kedelai Detam 1, 

Kacang kedelai  Detam 2 
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ABSTRACT 

 
 

DEVITYAS ARGIKA PUTRI. Fragment Analysis of Gene Lectine on Soy Bean 
Seed Detam 1 and Detam 2. Undergraduate Thesis. Department of Biology. 
Faculty of Mathematics and Natural Sciences, State University of Jakarta. 
2016. 

 

Soy Bean (Glycine max) is one of important food plants in Indonesia. The 
enhancment of soy bean  (Glycine max) productivity was done through the 
varieties emendation, one way to have that enhancment is by making 
intercrossing betwen the introduction of varieties or furrow and local varieties. 
The result of the intercrossing the soy bean introduction verieties or furrow and 
local varieties, for example is the soy bean Detam 1 and Detam 2. The soy 
bean Detam 1 and Detam 2 have the highest protein instead of the others soy 
beans. In the soy bean  (Glycine max), there is lectin protein that have function 
as imune from patogen, like mushroom and bacteria. Based on that fact, the 
use of lectin protein is concidered as an important thing, so that is a must to do 
the isolation fragment of lectin gene. The purpose of this research are to know 
the sequence of nukleotida lectin gene on soy bean  (Glycine max) Detam 1 
and Detam 2, and also to know the homolog of lectine gene on soy bean  
(Glycine max) Detam 1 and Detam 2. This research was held in Biokimia 
Laboratory, State University of Jakarta. The method that used in this research 
is desciptive methodology with PCR technique and electroforesis. The result of 
this research is show that lectin gene is contained on soy bean Detam 1 and 
Detam 2 along 387 bp. The result of this research is sequencing dat from each 
samples.  This information can be used as a base to detect lectin gene in their 
entirety and it can be apply as material to develop ORF sequence to attempt 
gene insertion in plant which hasn’t protein and on the plant embryo which is 
vulnerable with pathogen. 
 
Keywords : Gene lectin fragment, PCR, Soy Bean Detam 1, Soy Bean Detam 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A.  Latar Belakang 

 Kacang kedelai (Glycine max (L) Merril) merupakan salah satu tanaman 

pangan penting di Indonesia setelah beras dan jagung. Kacang kedelai 

mengandung nilai gizi yang tinggi, harga relatif murah dan ragam kegunaan 

yang cukup luas untuk dikonsumsi langsung maupun sebagai bahan baku 

industri pangan dan pakan ternak. Kebutuhan kedelai di Indonesia setiap 

tahun selalu meningkat seiring dengan pertambahan penduduk. Oleh karena 

itu produktivitas tanaman kacang kedelai perlu ditingkatkan (Rachmawati, 

2010). 

Peningkatan produktivitas kacang kedelai melalui perbaikan varietas 

telah dilakukan dengan berbagai cara seperti persilangan, mutasi iradiasi, 

pemurnian varietas lokal, dan pendayagunaan varietas introduksi. Salah satu 

hasil persilangan kacang kedelai antara varietas/galur introduksi dengan 

varietas lokal contohnya adalah kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2. 

Kacang kedelai Detam 1 merupakan hasil persilangan galur introduksi 

dengan varietas Kawi dan Detam 2 merupakan hasil persilangan galur 

introduksi dengan varietas Wilis. Keduanya merupakan kacang kedelai hitam 

yang dihasilkan pada tahun 2008, dan memiliki kandungan protein yang tinggi. 

Detam 1 dan Detam 2 telah mampu dikembangkan secara komersial untuk 

produksi benih dan merupakan bahan utama pembuatan kecap (Fang et al., 

2010).  
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Iklim tropis Indonesia, selain ideal untuk pengembangan sistem 

pertanian juga merupakan daerah yang subur bagi jamur, bakteri atau patogen 

yang dapat mengganggu pertumbuhan kacang kedelai sehingga 

mempengaruhi produktivitas secara alamiah. Pada kacang kedelai terdapat 

protein lektin yang dapat berperan sebagai pertahanan diri terhadap patogen 

(Fang et al., 2010). Protein lektin merupakan kelompok protein yang secara 

spesifik dapat berikatan dengan gugus karbohidrat. Gugus pengikat turunan 

karbohidrat tersebut berfungsi sebagai hemaglutinin untuk dapat mengikat 

molekul monosakarida atau oligosakarida yang terdapat pada patogen seperti 

jamur, virus, dan insekta sehingga dapat berperan sebagai pertahanan 

kecambah tanaman kacang kedelai. Selain berperan sebagai pertahanan 

pada tumbuhan, lektin juga berperan sebagai bahan konsumsi diet serta 

antikanker (Lin, et al 2008), sehingga keberadaan protein lektin dianggap 

penting. Oleh sebab itu, perlu dilakukan isolasi gen lektin pada kacang kedelai 

Detam 1 dan Detam 2. Pentingnya mengisolasi gen lektin dalam penelitian ini 

adalah menjadi dasar untuk dilakukan penelitian lanjutan yang berhubungan 

dengan lektin. Keberhasilan isolasi gen lektin memiliki potensi yang baik untuk 

diaplikasikan pada tanaman lain yang masih rentan terhadap serangan 

patogen. 

Protein lektin pada kacang kedelai dikode oleh gen LE 1 (NCBI). Isolasi 

gen LE 1 dianggap penting sebagai langkah utama untuk mendapatkan 

pengekspresi lektin tersebut. Apabila gen LE 1 sudah didapatkan maka gen 

tersebut dapat dikosntruksikan untuk memperoleh sekuens sebagai bahan 

dasar rekayasa genetik pada plasmid bakteri. Plasmid bakteri yang 
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mengandung konstruksi lektin dalam proses kultivasi memiliki prospek dapat 

diinfeksikan ke dalam embrio tanaman. Jika sudah terinfeksi, selanjutnya 

dapat berpeluang terinsersi ke dalam kromosom tanaman terinfeksi. Apabila 

sudah terinsersi diharapkan dapat terjadi transkripsi dan translasi gen lektin 

pada tanaman tersebut. Maka tanaman penerima akan memiliki ketahanan 

terhadap pathogen atau penyakit. Penelitian ini masih merupakan langkah 

awal dengan fokus melakukan isolasi gen lektin. 

  Menurut Pueppke (1978), protein lektin pada kacang kedelai banyak 

terdapat pada bagian kotiledon. Pada pra penelitian telah dilakukan isolasi 

fragmen dari bagian kulit bijinya. Hasil penelitian tersebut menjadi acuan 

dalam penelitian ini untuk melakukan isolasi fragmen gen lektin pada kacang 

kedelai  Detam 1 dan Detam 2, amplifikasi dengan teknik PCR dan sekuensing 

untuk mengetahui urutan nukleotida gen lektinnya serta mengetahui homolog 

dari gen lektin pada kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2. 

 

B. Perumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakan, masalah yang 

dapat dirumuskan dalam penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana urutan sekuens nukleotida fragmen gen lektin pada biji kacang 

kedelai Detam 1 dan Detam 2? 

2. Berapakah persentase homolog susunan nukleotida fragmen gen lektin 

pada biji kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2 terhadap data gen lektin 

pada NCBI? 
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C. Tujuan Penelitian 

Penelitian bertujuan untuk mendapatkan gen lektin dan urutan sekuens 

basa nukleotida, serta persentase homolog susunan nukleotida fragmen gen 

lektin pada biji kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2 terhadap data gen lektin 

pada NCBI. 

 

D. Manfaat Penelitian 

Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi mengenai 

urutan sekuens basa nukleotida fragmen gen lektin pada kacang kedelai 

Detam 1 dan Detam 2. Penelitian ini merupakan langkah awal untuk 

pengaplikasian gen lektin pada penelitian berikutnya. 
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BAB II 

KAJIAN PUSTAKA DAN KERANGKA BERPIKIR 

 

A. Kajian Pustaka 

1. Kacang kedelai (Glycine max (L) Merril) 

Kedelai atau kacang kedelai merupakan tanaman yang dibudidayakan 

untuk diambil bijinya sebagai bahan pangan. Kedelai  jenis liar Glycine 

ururiencis, merupakan kedelai yang menurunkan berbagai kedelai yang di 

kenal sekarang (Glycine max (L) Merril). Di Indonesia kacang kedelai mulai 

dibudidayakan pada abad ke-17 sebagai tanaman makanan dan pupuk hijau. 

Kacang kedelai masuk kedalam bangsa Fabaceae (Adie, 2007). Biji kedelai 

diketahui mengandung protein yang memiliki efek antibakterial seperti aglutinin 

(lektin N-acetylgalactosamine spesifik) (Bhol, 2012). Gambar morfologi dari 

kacang kedelai terlihat pada Gambar 1. 

Kacang kedelai memiliki klasifikasi sebagai berikut : 

Kingdom : Plantae 

 Divisi  : Magnoliophyta 

 Kelas   : Magnoliopsida 

 Ordo  : Fabales 

 Famili  : Fabaceae 

 Genus  : Glycine 

 Spesies : Glycine max (L.) Merril. (Rukmana,1996) 
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Gambar 1. Tanaman Kacang Kedelai (Glycine Max (L) Merril (BALITKABI, 

2008) 
 

2. Morfologi biji kacang kedelai  

Tanaman kedelai umumnya tumbuh tegak, berbentuk semak, dan 

merupakan tanaman semusim (annual). Morfologi tanaman kedelai didukung 

oleh komponen utamanya, yaitu akar, daun, batang, polong, dan biji sehingga 

pertumbuhannya bisa optimal (Irwan, 2006). 

Biji merupakan suatu struktur kompleks, yang terdiri dari embrio atau 

lembaga, kulit biji dan endosperma (Hidayat, 1985). Biji dibentuk dengan 

adanya perkembangan bakal biji. Pada saat pembuahan, serbuk sari 

memasuki kantung embrio melalui mikrofil dan menempatkan dua buah inti 

gamet jantan pada kantung embrio. Satu diantaranya bersatu dengan inti sel 

telur dan yang lain bersatu dengan dua inti polar yaitu inti sekunder. Penyatuan 

gamet jantan dengan sel telur menghasilkan zigot yang tumbuh menjadi 

embrio. Penyatuan gamet jantan yang lain dengan kedua inti polar 

menghasilkan inti sel endosperm pertama yang akan membelah-belah 

menghasilkan jaringan endosperm. Proses yang melibatkan kedua macam 

pembuahan (penyatuan) tersebut dinamakan pembuahan ganda (Fachruddin, 

2000). 
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Biji kedelai terbagi menjadi dua bagian utama, yaitu embrio dan kulit biji. 

Embrio pada tanaman kacang kedelai terbentuk sempurna, dan terdiri dari 

epikotil (calon pucuk), kaulikulus (calon batang), kotiledon (calon daun) dan 

radikula (calon akar) (Irwan, 2006). Bentuk biji kacang kedelai hitam terlihat 

pada gambar 2. 

 

     

 

 

 

 

Gambar 2. Biji Kacang Kedelai (Glycine max (L) Merril) (BALITKABI,  2008) 
  

Kulit biji (spermodermis) berasal dari selaput bakal biji (integumentum). 

Bagian-bagian dari biji kacang kedelai dijelaskan pada gambar 3. Kulit biji dari 

tumbuhan biji tertutup (Angiospermae) terdiri atas dua lapisan, (Irwan, 2006) 

yaitu: 

1. Lapisan Kulit Luar (testa), keras seperti kayu atau batu. Bagian ini 

merupakan pelindung utama bagian biji yang di dalam. Lapisan luar ini 

berwarna coklat pucat. 

2. Lapisan Kulit Dalam (tegmen), tipis seperti selaput, dinamakan juga kulit 

ari. Pada pembentukan kulit biji dapat pula ikut serta bagian bakal biji yang 

lebih dalam daripada integumentumnya, misalnya lain bagian jaringan 

nuselus yang terluar. Pada Gambar 3 dijelaskan letak dan bentuk struktur 

biji kacang kedelai.  
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Gambar 3. Struktur Biji Kacang Kedelai (Glycine max) (Campbell, 2000) 
 

Biji kedelai tidak mengalami masa dormansi sehingga setelah proses 

pembijian selesai, biji kedelai dapat langsung ditanam. Namun demikian, biji 

tersebut harus mempunyai kadar air berkisar 12-13% (Hidayat, 1985). 

 

3. Kacang kedelai (Glycine max (L) Merril) Detam 1 dan Detam 2 

Berdasarkan data Balai Penelitian Kacang-kacangan dan Umbi-umbian 

(BALITKABI) Malang tahun 2008, Detam 1 merupakan hasil persilangan 

antara kedelai galur introduksi 9837 dengan varietas kawi dan memiliki nomor 

galur 9837/K-D-8-185 (Adie, 2007). Detam 1 memiliki kandungan protein yang 

cukup tinggi yaitu 45,40% dari berat kering dan kandungan lemak 13,10% dari 

berat kering. Detam 1 merupakan kacang kedelai yang memiliki ukuran biji 

besar, berat 100 biji 14,84 gram. Biasanya Detam 1 ini digunakan sebagai 

bahan utama pembuatan kecap (BALITKABI, 2008). 

Detam 2 merupakan hasil persilangan F8 antara kedelai galur introduksi 

9837 dengan varietas Wilis, dan memiliki nomor galur 9837/W-D-5-211. Detam 

2 memiliki kandungan protein yang paling tinggi di Indonesia yaitu 45,58% dari 

berat kering dan kandungan lemak 14,83% dari berat kering. Detam 2 

tergolong toleran kekeringan pada fase reproduktifnya (BALITKABI, 2008). 
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Berikut merupakan data komposisi dari setiap varietas kacang kedelai yang 

ada di Indonesia, dijelaskan pada tabel 1. 

Tabel 1. Deskripsi Biji Beberapa Varietas/Galur Kacang Kedelai Unggul  
              Di Indonesia 

 

4. Protein lektin kacang kedelai (Glycine Max (L) Merril ) 

Kata Lektin berasal dari kata Latin yang berarti “memilih” karena lektin 

sangat spesifik untuk mengikat situs gugus karbohidrat tertentu. Protein lektin 

termasuk protein yang berperan dalam sistem imun dan memiliki domain yang 

dapat berikatan secara reversibel dengan molekul monosakarida atau 

oligosakarida tanpa merusak struktur kovalen dari gugus karbohidrat tersebut. 

Gugus karbohidrat yang mampu diikat oleh lektin adalah D-(+) galactose, D-

Varietas/ 
Galur 

Warna kulit biji Bobot 100 biji 
(gram) 

Protein 
(%bk) 

Lemak 
(%bk) 

Potensi 
hasil 
(t/ha) 

Tahun 
dilepas 

Argomulyo Kuning 18-19 37-40,20 19,30-20,80 2 1998 

Grobogan Kuning 18 43,90 18,40 3,40 2008 

Panderman Kuning 15-17 36,90 17,70 2,40 2003 

Burangrang Kuning 14,90-17 39-41,60 20 2,50 1999 

Bromo Kuning 14,40-15,80 37,80-42,60 19,50 2,50 1998 

Anjasmoro Kuning 14,80-15,30 41,80-42,10 17,20-18,60 2,30 2001 

Detam 1 Hitam 14,80 45,40 13,10 3,50 2008 

Detam 2 Hitam 13,50 45,60 14,80 3 2008 

Tampomas Kuning 10,90-11 34-41,20 18-19,60 1,90 1992 

Cikuray Hitam 9,10-11 35-42,40 17-19 1,70 1992 

Wilis Kuning 8,90-11 37-40,50 18-18,80 1,60 1983 

Kawi Kuning 10,10-10,50 38,50-44,10 16,60-17,50 2 1998 

Mallika Hitam 9-10 37 20 2,90 2007 

Merapi Hitam 8-9,50 41-42,60 7,50-13 1 1938 

Krakatau Kuning 8-9,10 36-44,30 16-17 1,90 1992 
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(+)-raffinose, L-(+)-arabinose, alpha-D-(+) melibiose, dan alpha-lactose. 

Mayoritas lektin merupakan protein non enzim sehingga tidak mempunyai 

fungsi katalitik (Irwan, 2006). Protein lektin tersebar luas pada tanaman hidup 

seperti sayuran, buah-buahan dan kacang-kacangan, tetapi pada kacang-

kacangan jumlah lektin sangat tinggi (Lis dan Sharon, 1978). 

Protein lektin memiliki beberapa sifat yaitu: lektin hanya mengikat pada 

sakarida spesifik, lektin termasuk dalam  housekeeping-gen (gen yang berada 

pada hampir seluruh bagian fungsional sel) (Dodd, 2001). Lektin memiliki dua 

tempat pengikat sakarida yang memiliki fungsi berbeda yaitu proses aglutinasi 

(penggumpalan) dan presipitasi (pengikatan) (Peumans, 1995). Pada 

tanaman, lektin memiliki banyak fungsi yang membantu pertumbuhan tanaman 

tersebut. Lektin mampu menjadi pertahanan tubuh atau zat antibodi bagi 

tumbuhan terhadap patogen sekitar seperti jamur, bakteri, virus dan insekta. 

Struktur gen lektin lihat pada gambar 4. 

 

 

 

 

             Gambar 4. Struktur Gen Lektin (RCSB PDB, 2016) 

 

Gen lektin pada tanaman kacang kedelai (Glysine max) memiliki nama 

LE-1, SBA, Aglutinin. Dari data NCBI gen lektin memiliki panjang 855 

nukleotida dan memliki berat 30,928 Da. Data origin DNA gen Lektin dari NCBI 

adalah : 
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1      atgcatcaca gtgcaattta gctgaagcaa agcaatggct acttcaaagt tgaaaaccca 

61    gaatgtggtt gtatctctct ccctaacctt aaccttggta ctggtgctac tgaccagcaa 

121  ggcaaactca gcggaaactg tttctttcag ctggaacaag ttcgtgccga agcaaccaaa 

181  catgatcctc caaggagacg ctattgtgac ctcctcggga aagttacaac tcaataaggt 

241  tgacgaaaac ggcaccccaa aaccctcgtc tcttggtcgc gccctctact ccacccccat 

301  ccacatttgg gacaaagaaa ccggtagcgt tgccagcttc gccgcttcct tcaacttcac 

361  cttctatgcc cctgacacaa aaaggcttgc agatgggctt gccttctttc tcgcaccaat 

421  tgacactaag ccacaaacac atgcaggtta tcttggtctt ttcaacgaaa acgagtctgg 

481  tgatcaagtc gtcgctgttg agtttgacac tttccggaac tcttgggatc caccaaatcc 

541  acacatcgga attaacgtca attctatcag atccatcaaa acgacgtctt gggatttggc 

601  caacaataaa gtagccaagg ttctcattac ctatgatgcc tccaccagcc tcttggttgc 

661  ttctttggtc tacccttcac agagaaccag caatatcctc tccgatgtgg tcgatttgaa 

721  gacttctctt cccgagtggg tgaggatagg gttctctgct gccacgggac tcgacatacc 

781  tggggaatcg catgacgtgc tttcttggtc ttttgcttcc aatttgccac acgctagcag 

841  taacattgat cctttggatc ttacaagctt tgtgttgcat gaggccatct aaatgtgaca 

901  gatcgaagga agaaagtgta ataagacgac tctcactact cgatcgctag tgattgtcat 

961  tgttatatat aataatgtta tctttcacaa cttatcgtaa tgcatgtgaa actataacac 

1021 attaa 

Dari data origin di atas, jika ditranslasikan menjadi protein maka memiliki 285 

asam amino. ( lihat  gambar 5). 
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Gambar 5. Urutan Asam amino Lektin  (www.ncbi.nlm.nih.gov)  

 

5. Desain primer 

Primer adalah suatu oligonukleotida (biasanya 16 hingga 30 nukleotida) 

yang dapat digunakan untuk mengawali amplifikasi sekuen DNA. Fungsi 

Primer adalah menyediakan ujung 3’-OH yang akan digunakan untuk 

menempelkan molekul DNA pertama dalam proses polimerisasi. Primer 

biasanya merupakan sepasang oligonukleotida, antara 15–25 basa yang 

digunakan untuk mengamplifikasi (memperbanyak) fragmen yang berada 

diantaranya. 

Syarat mendesain primer biasa diantaranya kedua primer hendaknya 

tidak mengalami self-annealing sehingga sekuen sepasang primer tidak saling 

komplemen, lalu khususnya pada ujung 3’, tidak terjadi primer-dimer (primer 

berikatan dengan primer lainnya yang sejenis), dan kedua primer sebaiknya 

tidak mempunyai basa nukleotida T pada ujung 3’ -nya karena akan 

menyebabkan mismatch (Kolmodin dan Birch, 2002). 
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Primer-primer PCR dirancang menggunakan program BIOEDIT, 

GENAMIC EXPRESSION, OLIGOCALCULATOR, dan FAST PCR. 

Perancangan primer yang baik harus mempertimbangkan beberapa peraturan 

tertentu, yakni memperlihatkan besarnya amplikon, panjang primer, titik leleh 

atau Tm, dan tidak membentuk struktur sekunder seperti self-dimer, cross 

dimer (primer berikatan dengan primer pasangannya (reverse dan forward)) 

(Tengel et al., 2001).  

 

6. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan salah satu teknik 

amplifikasi asam nukleat in vitro yang paling banyak dipelajari dan digunakan 

secara luas. Dalam waktu sembilan tahun sejak pertama kali dikemukakan 

oleh ilmuan dari Cetus Corporation, PCR telah berkembang menjadi teknik 

utama dalam laboratorium biologi molekuler (Putra,1999). 

PCR digunakan untuk menggandakan jumlah molekul DNA pada target 

tertentu dengan cara mensintesis molekul DNA baru yang berkomplemen 

dengan molekul DNA target tersebut melalui bantuan enzim dan 

oligonukleotida sebagai primer dalam satu themocycle (Muladno, 2010). 

 

a. Komponen PCR 

Beberapa komponen penting yang dibutuhkan dalam reaksi PCR adalah 

DNA template, sepasang primer oligonukleotida, DNA polymerase, 

deoksinukleosida trifosfat (dNTP) dan larutan buffer (Muladno, 2010; Gaffar, 

2007; Sulistyaningsih, 2007): 
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1) DNA template 

DNA template adalah molekul DNA untai ganda yang mengandung 

sekuen target yang akan diamplifikasi. Ukuran DNA bukan merupakan faktor 

utama keberhasilan PCR, berapapun panjangnya jika tidak mengandung 

sekuen yang diinginkan maka tidak akan berhasil proses suatu PCR, namun 

sebaliknya jika ukuran DNA tidak terlalu panjang tapi mengandung sekuen 

yang diinginkan maka PCR akan berhasil. 

 

2) Primer 

Susunan primer merupakan salah satu kunci keberhasilan PCR. 

Pasangan primer terdiri dari 2 oligonukleotida yang mengandung 18-28 

nukleotida dan mempunyai 40-60% GC content. Ujung 3’ primer menentukan 

spesifitas dan sensitivitas PCR, disamping itu tidak boleh komplementer satu 

dengan yang lain karena hal ini mengakibatkan primer-dimer yang akan 

menurunkan hasil produk yang diinginkan. Ujung 5’ primer tidak terlalu penting 

untuk annealing primer. 

Konsentrasi primer yang terlalu tinggi akan menyebabkan mispriming 

(penempelan pada tempat yang tidak spesifik) dan akumulasi produk non 

spesifik serta meningkatkan kemungkinan terbentuk primer-dimer, tetapi 

apabila konsentrasinya rendah maka PCR menjadi tidak efisien sehingga 

hasilnya rendah. 

3) DNA polymerase 

DNA polymerase adalah enzim yang mengkatalisis polimerisasi DNA. 

Kini banyak digunakan enzim Taq DNA polymerase yang memiliki keaktifan 
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pada suhu tinggi sehingga penambahan enzim tidak perlu dilakukan di setiap 

siklus dan proses PCR dapat dilakukan dalam satu mesin (Gaffar, 2007). 

Enzim Taq polymerase berasal dari isolat sel bakteri Thermus aquaticus 

dan enzim rekombinan yang disintesis didalam sel bakteri Escherichia coli 

(Muladno, 2010). Konsentrasi enzim yang dibutuhkan untuk PCR apabila 

berlebihan mengakibatkan akumulasi produk non spesifik, sedangkan jika 

terlalu rendah maka dihasilkan sedikit produk yang diinginkan (Sulistyaningsih, 

2007). 

 

4) Deoxynucleotide Triphosphate (dNTP) 

Deoxynucleotide Triphosphate merupakan material utama untuk sintesis 

dalam proses PCR yang terdiri dari dATP, dGTP, dan dTTP. Konsentrasi dNTP 

masing-masing sebesar 20-200µM. Deoxynucleotide Triphosphate akan 

menurunkan Mg2+ bebas sehingga mempengaruhi aktivitas polimerase dan 

menurunkan annealing primer. Konsentrasi dNTP yang rendah akan 

meminimalkan mispriming pada daerah non target dan menurunkan 

kemungkinan perpanjangan nukleotida yang salah. Oleh karena itu spesifitas 

dan ketepatan PCR meningkat pada konsentrasi dNTP yang lebih rendah 

(Sulistyaningsih, 2007). 

 

5) Larutan buffer 

Larutan buffer yang biasa digunakan untuk reaksi PCR mengandung 10 

mM TrisHCl pH 8,3, 50 mM KCl, dan 1,5 mM MgCl2 (Sulistyaningsih, 2007). 
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6) Kofaktor Ion Metal 

Magnesium Klorida (MgCl2) merupakan kofaktor esensial untuk DNA 

polymerase yang digunakan di dalam PCR dan konsentrasinya harus 

dioptimasi untuk setiap sistem primer template. Konsentrasi ion ini 

mempengaruhi beberapa hal yaitu annealing primer, suhu pemisahan untai 

template dan produk PCR, spesifitas produk, pembentukan primer-dimer serta 

aktivitas dan ketepatan enzim Taq polymerase (Kolmodin dan Birch, 2002). 

 

b. Tahapan PCR 

Proses PCR memiliki beberapa tahapan, seperti berikut: 

1) Denaturasi 

Denaturasi DNA merupakan proses pembukaan DNA untai ganda 

menjadi DNA untai tunggal. Biasanya berlangsung sekitar 3 menit, untuk 

meyakinkan bahwa molekul DNA terdenaturasi menjadi DNA untai tunggal. 

Denaturasi yang tidak lengkap mengakibatkan DNA mengalami renaturasi 

(membentuk DNA untai ganda lagi) secara cepat, dan mengakibatkan 

gagalnya proses PCR. Adapun waktu denaturasi yang terlalu lama dapat 

mengurangi aktifitas enzim Taq polymerase. Aktifitas enzim tersebut 

mempunyai waktu paruh lebih dari 2 jam, 40 menit, 5 menit masing-masing 

pada suhu 92,5°C; 95°C dan 97,5°C (Muladno, 2010). 

 

2) Penempelan (Annealing)  

Pada tahap penempelan primer (annealing), primer akan menuju daerah 

yang spesifik yang komplemen dengan urutan primer. Pada proses annealing 
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ini, ikatan hidrogen akan terbentuk antara primer dengan urutan komplemen 

template. Poses ini biasanya dilakukan pada suhu 50-60°C (Gaffar, 2007). 

 

3) Pemanjangan (Extention) 

Selama tahap ini enzim Taq polymerase memulai aktivitasnya 

memperpanjang DNA primer dari ujung 3’. Kecepatan penyusunan nukleotida 

oleh enzim tersebut pada suhu 72°C diperkirakan 35 – 100 nukleotida/detik, 

bergantung pada buffer, pH, konsentrasi garam dan molekul DNA target. 

Dengan demikian untuk produk PCR dengan panjang 2000 pasang basa, 

waktu 1 menit sudah lebih dari cukup untuk tahap perpanjangan primer ini. 

Biasanya di akhir siklus PCR waktu yang digunakan untuk tahap ini 

diperpanjang sampai 5 menit sehingga seluruh produk PCR diharapkan 

terbentuk DNA untai ganda (Yuwono, 2009). Tahapan PCR dijelaskan pada 

gambar 6. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Tahapan PCR (Yusuf, 2010) 
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B. Kerangka Berpikir 

Kacang kedelai termasuk komoditas pangan yang penting setelah beras 

dan jagung. Kacang kedelai tidak mengalami masa dormansi sehingga dapat 

langsung ditanam, untuk komoditas pangan biji kedelai disimpan. Masa 

penyimpanan ini rentan terhadap patogen seperti jamur, bakteri. Kacang 

kedelai Detam 1 dan Detam 2 merupakan kacang kedelai yang memiliki 

kandungan protein yang tinggi dan biasa digunakan sebagai bahan produk 

pangan. Berdasarkan data BALITKABI dijelaskan bahwa kedua varietas 

kacang kedelai ini mampu tahan terhadap kekeringan dan menghasilkan 

produksi biji yang besar, oleh karena itu, penelitian ini terfokus pada satu 

protein yaitu protein lektin yang mampu bekerja sebagai zat antimikroba 

karena protein tersebut dapat mengikat gugus karbohidrat seperti 

monosakarida atau oligosakarida yang terdapat pada dinding sel patogen. 

Peranan protein lektin dapat dianggap penting untuk mencegah pembusukkan 

biji oleh patogen. Penelitian ini merupakan penelitian awal mengenai isolasi 

dan analisis sekuens nukleotida gen lektin pada kacang kedelai Detam 1 dan 

Detam 2 di Indonesia. 

Penelitian ini ingin mengetahui urutan sekuens fragmen gen lektin yang 

terdapat pada biji kacang kedelai, serta persentase homolog susunan 

nukleotida fragmen gen lektin pada biji kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2. 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

A. Tujuan Operasional Penelitian 

1. Melakukan teknik isolasi fragmen gen lektin pada biji tanaman kacang 

kedelai Detam 1 dan Detam 2. 

2. Melakukan desain primer untuk mendapatkan fragmen gen lektin pada 

biji kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2. 

3. Melakukan teknik PCR untuk amplifikasi fragmen gen lektin pada biji 

kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2. 

4. Membaca urutan sekuens hasil PCR fragmen gen lektin pada biji 

kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2. 

5. Melakukan analisis homolog gen lektin pada kacang kedelai Detam 1 

dan Detam 2. 

 

B. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan bulan Oktober 2015 di Laboratorium 

Biokimia Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan 

Alam, Universitas Negeri Jakarta. 

 

C. Metode Penelitian 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode deskriptif. 

Data berupa foto hasil PCR fragmen gen lektin yang telah dilakukan 



20 
 

elektroforesis, hasil sekuensing urutan nukleotida fragmen gen lektin dari 

masing-masing varietas dalam bentuk chromatogram dan gambar homolog 

gen lektin antara kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2. 

 

D. Prosedur Penelitian 

1. Alat dan Bahan 

a. Isolasi DNA Biji Kacang Kedelai 

Alat-alat yang digunakan untuk mengisolasi DNA adalah sentifugasi, 

water bath, mikro pipet berserta tip steril ukuran 0,1-10 µL; 10-100 µL; dan 

100-1000 µL. Sedangkan bahan-bahan yang digunakan berupa biji kacang 

kedelai, aquabidestilata steril, isopropanol, dan etanol 75%, larutan SDS, 

enzim proteinase K, DNA Lysis cell, Larutan STE ph 7,4, kloroform, serta 

larutan  serta Tri Reagen Solution Kit. 

 

b. Deteksi DNA Genom Biji Kacang Kedelai 

Deteksi DNA menggunakan spektrofotometri bertujuan untuk 

mengetahui indeks kemurnian DNA dengan panjang gelombang tertentu. 

Alat-alat yang digunakan pada metode deteksi DNA ini menggunakan 

mesin Nanodrop (Maestro Gen), mikro pipet (BioRad) beserta tip (Biologix) 

steril ukuran 0,5-10 µL, dan sarung tangan karet. Sedangkan bahan-bahan 

yang digunakan berupa DNA genom sampel, dan blanko (DNA Rehydration 

solution). 
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c. Amplifikasi Gen Lektin dengan Metode PCR 

Amplifikasi fragmen DNA lektin dapat dilakukan dengan teknik PCR. 

Alat yang digunakan untuk proses amplifikasi ini berupa Techne TC-3000G, 

Vortex (Thermolyne) mikro sentrifugasi (Revolutionary Science), Mikro 

pipet (Socorex) beserta tip steril ukuran 0,1-10 µL, 10-100 µL,100-1000 µL), 

tabung mikro beserta rak tabung mikro ukuran 1,5 ml, tabung PCR ukuran 

0,5 ml, Kotak berisi es, dan lemari pendingin. 

Bahan yang digunakan adalah DNA genom sampel, Kit PCR KAPPA 

Taq Ready Mix (terdiri atas: 50 unit/ml Taq DNA polymerase, KAPPA Taq 

Buffer, 1,5mM MgCl2, 0,2mM dNTPs dan Dye), aquabidestilata, dry ice. 

Pada pra penelitian telah dilakukan pembuatan desain primer untuk gen 

lektin. Primer yang digunakan yaitu primer reverse (Leic): (5’ CCG GAA 

AGT GTC AAA CTC AAC AG CG 3’), Primer Forward (Leic): (5’ GCG GAA 

ACT GTT TCT TTC AGC TGG 3’). 

 

2. Cara Kerja 

   a. Pengambilan Sampel Biji Kacang Kedelai 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji kacang 

kedelai Detam 1 dan Detam 2, merupakan hasil persilangan back cross F8. 

Dengan demikian tingkat keragaman genom yang dihasilkan sudah sangat 

rendah (mendekati nol) (Adie, 2008). Sampel ini direndam dalam air selama 

3 jam kemudian diambil whole bijinya.  
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b. Isolasi DNA Genom Biji Kacang Kedelai 

Pada pra penelitian telah dilakukan isolasi DNA kulit biji (testa) 

kacang kedelai konsumsi dengan menggunakan teknik isolasi terbaru yaitu 

Teknik Isolasi RIDE (Puspitaningrum et al., 2015), dengan langkah kerja 

sebagai berikut: 

1) Biji kacang kedelai direndam dengan air selama 3 jam, lalu diambil 

bagian whole bijinya dan timbang sebesar 0,3 gram. 

2) Selanjutnya, lumpang dan alu disiapkan dan biji dihaluskan dengan cara 

ditumbuk, setelah halus dimasukkan kedalam tabung mikro 1,5 ml. 

3) DNA lysis cell 1000 µL, Proteinase K 70 µL, larutan SDS 20% 80 µL 

dimasukkan kedalam tabung mikro dan diinkubasi selama 4 jam. 

4) Larutan STE ph 7,4 sebanyak 600 µL dimasukkan ke dalam tabung 

mikro, akan terbentuk bagian pelet dan supernatan.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

5) Sebanyak 500 µL supernatan dipindahkan ke tabung mikro baru, lalu 

dimasukkan 1 ml Tripure. 

6) Sampel diinkubasi selama 5 menit dengan suhu ruang (sambil dibolak-

balik hingga homogen), selanjutnya disentrifuse sebesar 10.000 rpm 

selama 12 menit. 

7) Terbentuklah supernatan dan pelet, yang diambil adalah 

supernatannya. 

8) Supernatan dimasukkan ke dalam Tripure, dan ditambahkan dengan 

100 µL kloroform dingin, dilanjutkan dengan diinkubasi selama 8 menit, 

disentrifuse 10.000 rpm selama 13 menit. 
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9) Supernatan diambil, dipindahkan ke tabung mikro dan ditambahkan 

isopropanol sebanyak 500 µL. 

10) Langkah selanjutnya, sampel divortex, lalu diinkubasi pada suhu ruang 

selama 5-10 menit dan disentrifuse 10.000 rpm selama 10 menit. 

11) Supernatan dibuang setelah dilakukan vortex, lalu 1000 µL etanol 75% 

dingin ditambahkan kedalam tabung mikro, dan disentrifuse 7500 rpm 

selama 5 menit. 

12) Buang supernatan, lalu divakum sampai kering dan ditambahkan buffer 

Rehydrasi Solution sebanyak 50 µL. 

 

c. Deteksi DNA Genom Biji Kacang Kedelai dengan Spektrofotometri 

  Spektrofotometri dimulai dengan memilih menu measure blank. 

Kemudian 2 µL blanko (DNA Dehydration) dipipetkan pada plat uji secara 

perlahan, lalu plat uji ditutup dan tombol blank ditekan, setelah itu plat uji 

dibersihkan menggunakan tissue steril. Langkah selanjutnya pada program 

terdapat menu sample lalu ditekan. Sebanyak 2 µL DNA hasil isolasi 

dipipetkan pada plat uji, kemudian plat uji ditutup lalu menu enter ditekan. 

Setelah itu, hasil pembacaan serapan akan keluar pada layar. Hasil berupa 

nilai serapan pada panjang gelombang 230nm, 260nm, dan 280nm, serta 

indeks kemurnian DNA dan konsentrasi DNA (ng/µL). Kemudian hasil 

pengujian didokumentasikan. 
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d. Desain Primer Gen Lektin 

            Berikut merupakan langkah-langkah mendesain primer: 

1) Menentukan posisi gen yang diinginkan dalam genom makhluk hidup. 

2) Menentukan posisi forward primer dan reverse primer dengan Genamics 

Expression. Posisi primer diupayakan berdekatan dengan start dan stop 

kodon serta mengarah ke situs pemotongan enzim restriksi. 

3) Jika situs pemotongan enzim restriksi di dekat start dan stop kodon sulit 

disesuaikan dengan posisi primer, dapat dilakukan mutasi situs 

pemotongan pada  2-3 nukleotida. Mutasi 2-3 nukleotida pada sekuen 

gen selulase tidak akan mengurangi daya lekat primer  terhadap untai 

DNA asalkan presentase Guanin (G) dan Sitosin (C)  primer cukup 

tinggi. 

4) Mengecek desain primer dengan aplikasi geneious untuk mengetahui 

tingkat spesifitas primer dan ukuran produk PCRnya. 

Pada pra penelitian telah dilakukan desain primer gen lektin pada 

kacang kedelai (Glycine max) pada gugus lektin dan glycosilasi dengan 

berat molekul 387 pb terlampir pada lampiran 1 (Puspitaningrum et al., 

2015). 

 

e. Amplifikasi Gen Lektin dengan metode PCR 

 Pada pra penelitian, telah dilakukan pembuatan desain primer yang 

diberi nama primer LEIC. Primer tersebut digunakan untuk deteksi gen 

lektin pada kacang kedelai, Primer yang digunakan yaitu primer reverse 
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(Leic): (5’ ccg gaa agt gtc aaa ctc aac ag cg 3’), Primer forward (Leic): (5’ 

gcg gaa act gtt tct ttc agc tgg 3’) dengan hasil produk PCR sebesar 387 pb. 

Proses PCR, diawali dengan pembuatan mix PCR (Cocktail PCR). 

Pembuatan mix PCR diawali dengan mengukur konsentrasi DNA genom 

sampel dengan Nanodrop, Komposisi mix PCR (untuk satu kali 

resep/tabung PCR) ditunjukan pada tabel 2. 

 

Tabel 2. Pembuatan Mix PCR 

 

Setelah Mix PCR dibuat, kemudian tabung tersebut dimasukkan ke 

dalam mesin thermal cycler. Program PCR untuk amplifikasi gen lektin 

dijalankan sesuai program pada tabel 3. 

 

 

 

 

 

 

 

MIX PCR 

Kontent Volume Konsentrasi 

Template DNA …. µL 100ng/µL 

Primer F 1 µL 10pmol 

Primer R 1 µL 10pmol 

KAPA Taq 12,5 µL  

Aqubides 8,5 µL  

Total 25 µL  
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Tabel 3. Program  Running PCR 
 

Tahap PROGRAM PCR 

 Suhu Waktu Siklus 

Denaturasi awal 94°C 3’ 1 

Denaturasi 94°C 30” 40 

Annealing 60,1°C 30” 40 

Elongasi 72°C 45’ 40 

Elongasi akhir 72°C 10’ 1 

Simpan 4°C ∞ 1 

  

f. Deteksi Produk PCR Menggunakan Elektroforesis Gel Agarosa 2 %  

   Langkah awal yang dilakukan adalah membuat gel agarosa 2 %  

dengan cara mencampurkan 0,8 gram agarosa dalam 40 mL buffer TAE 1x 

(10 mL Larutan tris 0,5 M; 1, 36 gram Na Asetat.3H2O; 0,37224 gram EDTA; 

250 mL akuabidestilata). Pada gel ditambahkan 1 µL etidium bromida untuk 

memfasilitasi visualisasi DNA setelah proses elektroforesis selesai. 

Elektroforesis dilakukan dengan beda potensial 100 volt selama 30 menit 

dalam buffer TAE. Pita DNA divisualisasi dengan menempatkan gel di 

bawah UV transiluminator pada Gel Doc System. Denah penempatan 

sampel dalam sumur elektroforesis dijelaskan pada gambar 7. 

 

Gambar 7. Denah Penempatan Sampel dan DNA Marker pada 
                   Elektroforesis 

 

Apabila didapatkan pita yang diinginkan pada hasil elektroforesis 

sepanjang 387pb, maka langkah selanjutnya yaitu sekuensing hasil PCR 

DNA Marker Sampel Detam 1 Sampel Detam 2 
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tersebut untuk mendapatkan urutan nukleotida. Sekuensing hasil PCR 

menggunakan jasa sekuensing PT Macrogen, Singapore. 

 

E. Teknik Analisa Data 

Hasil sekuensing berupa urutan nukleotida fragmen gen lektin 

dianalisis dengan perangkat lunak Chromas Pro. Hasil sekuensing diedit 

dan disejajarkan menggunakan perangkat lunak MEGA (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis) 5 dan BLAST (Basic Local Alignment Tool) 

NCBI untuk memperoleh kesamaan antar varietas kacang kedelai. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

A. DNA Genom Biji Kacang Kedelai Detam 1 dan Detam 2 

Berdasarkan hasil isolasi DNA genom biji kacang kedelai Detam 1 dan 

Detam 2 dengan Metode RIDE, didapatkan hasil Indeks kemurnian ≥ 1,75 dan 

memiliki konsentrasi yang besar (>100ng/µL). Biji kacang kedelai Detam 2 

memiliki konsentrasi DNA tertinggi, sebesar 826,72 ng/µL, sedangkan biji kacang 

kedelai Detam 1 memiliki konsentrasi DNA sebesar 162,01ng/µL (Tabel 4). 

Tabel 4. Hasil Serapan Absorbansi Spektrofotometer Maestro Nanodrop dan 
Konsentrasi DNA Genom Lektin Sepanjang 387pb. 

 

Prinsip dasar isolasi DNA adalah memisahkan DNA di dalam sel dari zat-zat 

lain selain DNA, seperti protein histon, polisakarida, dan lain-lain. Metode isolasi 

DNA dilakukan dengan teknik isolasi terbaru, yaitu teknik RIDE. Metode RIDE 

digunakan karena pada saat pra penelitian berhasil mendapatkan DNA pada testa 

kacang kedelai konsumsi (Puspitaningrum et al., 2015). 

Sampel biji direndam selama 3 jam sebelum diisolasi. Proses perendaman 

dilakukan agar terjadi imbibisi air untuk memudahkan pengambilan bijinya tanpa 

kulit. Imbibisi air adalah peristiwa migrasi molekul-molekul air ke suatu zat lain 

Sampel 
A230 
(nm) 

A260 
(nm) 

A280 
(nm) 

A260/A230 
(nm) 

A260/A
280 
(nm) 

[DNA] 
(ng/µl) 

Kacang Kedelai Detam 1 3,391 3,240 1,439 0,955 2,252 162,01 

Kacang Kedelai Detam 2 13,220 16,534 8,967 1,251 1,844 826,72 
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yang mempunyai pori-pori cukup besar sehingga mampu melewatkan molekul air, 

kemudian molekul air tersebut menetap di dalam zat tersebut. Menurut Irfatongga 

(2009), lamanya perendaman biji dilakukan karena semakin lama biji direndam, 

maka semakin besar masuknya air ke dalam endosperma biji. Perendaman biji 

dalam air mengakibatkan kulit biji lembab dan lebih lunak memungkinkan pecah 

dan rusak. Hal ini didukung oleh penelitian yang dilakukan Uruc (2008) yang 

melakukan perendaman biji selama 3 jam.  

Penghancuran jaringan dilakukan secara mekanik dengan menggunakan 

mortar. Penghancuran jaringan secara mekanik dapat menghasilkan partikel-

partikel yang dihasilkan lebih halus, dan tidak merusak DNA yang terkandung 

dalam jaringan tersebut. Menurut Surzycki (2003), penggerusan sampel secara 

mekanik lebih mudah dan resiko kerusakan DNA lebih kecil. 

Isolasi DNA genom biji kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2 diawali dengan 

menginkubasi sampel yang sudah dihaluskan dan dilarutkan dengan DNA lysis 

cell, SDS 20%, dan proteinase K. DNA lysis cell berfungsi untuk memecah 

membran sel (Clark, 1997). Larutan SDS (Sodium Dodecyl Solution) 20% 

merupakan detergen anionik yang mampu mendegradasi membran sel (Sharpe, 

2005). Penambahan proteinase-K bertujuan untuk mendegradasi protein. 

Proteinase K adalah sebuah enzim proteinase yang diekstrak dari Tritirachium 

album. Proteinase-K merupakan enzim yang dapat menggubah protein menjadi 

peptida dan dapat menjadi agen pelindung dalam ekstraksi DNA. (Cabral et al., 

2000). 
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Isolat DNA genom diukur indeks kemurnian DNA-nya dengan menggunakan 

alat Maestro Nanodrop. Alat tersebut berfungsi untuk mengukur absorbansi dari 

protein, RNA dan DNA. Nilai absorbansi yang menunjukkan indeks kemurnian 

DNA adalah A260/A280. Dell’Anno et al., (1998) menyatakan bahwa apabila hasil 

absorbansi yang dihasilkan lebih besar sama dengan 1,8, artinya hasil isolasi 

sampel yang dilakukan murni mengandung DNA, apabila hasil absorbansi  lebih 

besar dari 2,0 hasil isolasi sampel yang dilakukan mengandung DNA dan masih 

terdapat sedikit RNA. Namun jika hasil absorbansi kurang dari 1,8 hasil isolasi 

yang dilakukan masih terkandung protein yang cukup banyak, dan perlu dilakukan 

isolasi ulang (Chen et al., 2010). 

Berdasarkan hasil absorbansi yang dihasilkan berupa indeks kemurnian 

DNA dengan menggunakan Maestro Nanodrop, didapatkan nilai indeks 

kemurnian pada sampel biji kacang kedelai Detam 1 sebesar 2,252 nm dan 

Detam 2 sebesar 1,844 nm. Isolat DNA Detam 1 mengandung DNA namun masih 

ada kontaminasi dari RNA, sedangkan isolat Detam 2 sudah murni mengandung 

DNAnya saja. 

Perbedaan kemurnian DNA dari kedua sampel ini disebabkan karena pada 

tahap lisis DNA tidak menggunakan RNAse, sehingga sampel yang dimiliki masih 

terdapat campuran RNA-nya. Larutan RNAse berfungsi untuk mendegradasikan 

RNA pada sampel.  
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B. Deteksi Fragmen Gen Lektin Sepanjang 387pb Pada Biji Tanaman 

Kacang Kedelai Detam 1 dan Detam 2 

Biji kedelai Detam 1 dan Detam 2 yang sudah diisolasi, selanjutnya dideteksi 

fragmen gen lektin sepanjang 387pb. Amplifikasi fragmen gen lektin biji kacang 

kedelai Detam 1 dan Detam 2 sepanjang 387pb, berhasil dilakukan pada pra 

penelitian dengan program yang sudah dilakukan optimasi PCR.  Visualisasi 

fragmen gen lektin hasil PCR dilakukan dengan menggunakan teknik 

elektroforesis agarosa 2%. Hasil fragmen gen lektin diperoleh dengan melakukan 

optimasi program PCR dan komposisi mix PCR. Program PCR secara optimal 

mengamplifikasi fragmen gen lektin dijelaskan pada Tabel 3, sedangkan 

komposisi mix PCR yang digunakan ditunjukkan pada Tabel 5. 

Tabel 5. Komposisi Mix PCR 
 

 

 

 

 

 

Hasil amplifikasi didapatkan secara optimal karena menghasilkan pita yang 

cukup tebal. Pita positif sampel fragmen gen lektin kacang kedelai Detam 1 dan 

Detam 2 sepanjang 387pb, menggunakan primer Leic forward (5’ GCG GAA ACT 

GTT TCT TTC AGC TGG 3’). dan primer Leic reverse (5’ CCG GAA AGT GTC 

AAA CTC AAC AG CG 3’) (Gambar 8) 

MIX PCR 

Kontent Volume Konsentrasi 

Template DNA Lektin 2µL 200ng/µL 

Primer F 1µL 10pmol 

Primer R 1µL 10pmol 

KAPPA Taq 12,5µL  

Aquabides 8,5µL  

Total 25µL  
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Gambar 8. Pita Positif pada Sampel Sepanjang 387pb pada Elektroforesis 

Agarosa 2 % (kolom 1: marker DNA (Kappa Universal Leader 100pb), 
kolom 2: kacang kedelai Detam 1 (++), kolom 5: kacang kedelai 
Detam 2 (+++)) 

 
Keterangan : ++ (Terang) 
   +++ (Sangat Terang) 
 
 

Hasil deteksi fragmen gen lektin dilakukan dengan metode teknik PCR 

dengan susunan program seperti yang dijabarkan pada Tabel 3. Visualisasi 

fragmen gen lektin hasil PCR dilakukan dengan menggunakan teknik 

elektroforesis agarosa 2%. 

Konsentrasi gel agarosa menentukan kecepatan migrasi molekul DNA (Lu & 

Morimoto, 2009). Deteksi fragmen DNA hasil PCR menggunakan gel agarosa 

dengan konsentrasi 2 %. Menurut Lewis (2011) menyatakan bahwa bahwa 

konsentrasi gel agarosa berkisar 0,7 % untuk DNA dengan ukuran 5-10 kb dan 2 

% untuk fragmen DNA 0,2-1 kb. Pita DNA produk PCR dapat dideteksi secara 
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visual menggunakan primer reverse dan primer forward dan pengaturan atau 

optimasi suhu annealing. 

Program Primer-Blast pada situs NCBI dalam penelitian ini dapat digunakan 

untuk merancang primer yang dapat memotong area kodon ke-33 pada gen lektin. 

Syarat utama yang perlu diperhatikan dalam merancang primer adalah 

kespesifikan primer. Menurut Untergasser et al (2012) primer hanya dapat 

menempel dan memotong pada area target yang telah ditentukan dan tidak dapat 

menempel pada area lain. Hasil rancangan primer yang diperoleh pada penelitian 

ini adalah primer leic forward dan primer leic reverse yang masing-masing 

memiliki 24 basa nukleotida dan 25 basa nukleotida. Panjang primer tersebut 

dapat meningkatkan kespesifikan primer dan meminimalkan kemungkinan 

terjadinya penempelan primer pada situs lain (Elsalam, 2003). 

Jumlah basa nukleotida G dan C pada primer leic forward dan primer leic 

reverse adalah 50% dan 52%. Jumlah basa nukleotida G dan C pada primer 

tersebut sudah memenuhi syarat primer yang baik. Jumlah basa G dan C pada 

primer berkisar 40% sampai 60%, untuk menjaga agar suhu melting primer tidak 

berada di bawah 500 Celcius (Aird et al., 2011). 

Produk PCR yang dihasilkan dari pemotongan primer leic forward dan primer 

leic reverse adalah sepanjang 387pb. Hal tersebut sesuai dengan teori yang 

dikemukakan Olsen (2008) bahwa area hasil pemotongan primer forward dan 

primer reverse berkisar antara 300-2.000pb. 
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Optimasi teknik PCR merupakan langkah yang dilakukan untuk 

mendapatkan kondisi dan reaksi yang optimal pada proses PCR sehingga 

diperoleh produk PCR yang optimal (Bartlett and Stirling, 2003). Optimasi PCR 

terhadap program PCR pada penelitian ini dilakukan dengan cara memvariasikan 

suhu fase penempelan (annealing) primer pada DNA template dengan 

menggunakan PCR gradien dengan suhu 58°C pada gradient 6°C. Skema 

optimasi  program PCR gradien dijelaskan pada gambar 9. 

 

Kolom 
A 

Kolom 
B 

Kolom 
C 

Kolom 
D 

Kolom 
E 

Kolom 
F 

Kolom 
G 

Kolom 
H 

55,1°C 55,5°C 56,3°C 57,3°C 58,3°C 59,3°C 60,1°C 60,6°C 
- - - - - - + - 

Gambar 9. Skema Optimasi Suhu Annealing Program PCR Gradien 

 

Berdasarkan variasi suhu yang didapat dari program PCR gradien, 

penentuan suhu fase penempelan (annealing) primer leic forward dan leic reverse 

pada DNA template berpatokan pada suhu leleh (melting) primer. Menurut Olsen 

(2008), suhu annealing diperoleh dari perhitungan suhu didih primer lalu dikurang 

lima angka. Suhu annealing primer leic forward dan primer leic reverse berada 

pada kisaran suhu 55-63°C. 

Hasil optimasi PCR menunjukkan bahwa suhu fase annealing yang optimal 

adalah pada suhu 60,1º C. Pada suhu tersebut, pita DNA produk PCR yang 

terbentuk hanya terdapat pada area pemotongan primer yaitu sepanjang 387pb 

secara spesifik tanpa terbentuknya pita lain. Hal tersebut membuktikan bahwa 
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proses PCR telah terjadi secara optimal, dimana semua komponen bahan-bahan 

PCR telah bereaksi secara optimal tanpa menghasilkan bahan sisa reaksi. Waktu 

fase annealing berlangsung selama 30 detik. Penentuan waktu fase annealing 

berdasarkan protokol standar PCR yang disampaikan oleh Bartlett dan Stirling, 

2003, bahwa waktu fase annealing optimal berada pada rentang waktu 30 detik 

sampai 1 menit. 

Pemrograman PCR pada fase denaturation dan fase extension diperoleh 

berdasarkan suhu dan waktu optimal PCR. Fase denaturation berlangsung pada 

suhu 940 C selama 2-5 menit dan fase extension berlangsung pada suhu 720 C 

selama 1 menit. Penentuan waktu optimal tahap extension adalah 1 menit tiap 

panjang 1 kilo pasangan basa (1.000 basepair) dari produk PCR (Bartlett and 

Stirling, 2003). Jumlah siklus PCR pada penelitian ini untuk mendapatkan hasil 

optimum, dilakukan sebanyak 40 siklus (Tabel 3). Menurut Bartlett dan Stirling 

(2003), siklus PCR dapat dilakukan sebanyak 25-40 siklus tergantung dari 

banyaknya produk yang dapat dihasilkan. 

Berdasarkan hasil deteksi fragmen gen lektin (Gambar 8) dibuktikan 

dengan adanya pita tebal yang cukup terang (++) pada sampel biji kacang kedelai 

Detam 1 dan sangat terang (+++) pada kacang kedelai Detam 2 tepat pada 

panjang 387pb. Hal ini membuktikan bahwa optimasi yang dilakukan dan primer 

yang telah didesain berhasil dan sesuai dengan target yang diinginkan.  

Perbedaan ketebalan pita yang dihasilkan dipengaruhi oleh konsentrasi fragmen 

DNA yang dimiliki oleh masing-masing sampel, pada Tabel 4 dijelaskan bahwa 
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konsentrasi DNA genom biji kacang kedelai Detam 1 lebih tinggi dibandingkan biji 

kacang kedelai Detam 2. Konsentrasi DNA genom biji kacang kedelai Detam 1 

adalah 162,01 ng/µl sedangkan konsentrasi DNA genom biji kacang kedelai 

Detam 2 adalah 826,72 ng/µl. 

 

C. Sekuens Biji Kacang Kedelai Detam 1 dan Detam 2 

1. Sekuens biji kacang kedelai detam 1 dan detam 2 dengan aplikasi 
chromas pro 
 

Pengolahan hasil sekuens dilakukan dengan perangkat lunak Chromas Pro 

kemudian menyejajarkan hasil tersebut melalui perangkat lunak Mega 5 dan 

NCBI. Sekuensing DNA atau pengurutan DNA adalah proses teknik pembacaan 

urutan basa nukleotida pada suatu molekul DNA. Urutan nukleotida tersebut 

merupakan informasi mendasar suatu gen karena mengandung instruksi yang 

dibutuhkan untuk pembentukan tubuh makhluk hidup. Manfaat melakukan 

sekuensing adalah untuk menentukan identitas maupun fungsi gen atau fragmen 

DNA lainnya dengan cara membandingkan sekuen-nya dengan sekuen DNA lain 

yang sudah diketahui (Campbell, 2000). 
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Gambar 10a. Hasil Kromatogram Fragmen Gen Lektin Biji Kacang Kedelai Detam 1 Sepanjang 387pb 
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       Gambar 10b. Hasil Kromatogram Fragmen Gen Lektin Biji Kacang Kedelai  Detam 2 Sepanjang 387pb

3
8

 



39 
 

 
 

 

Template sekuensing fragmen gen lektin biji kacang kedelai Detam 1 dan 

Detam 2 adalah produk PCR gen lektin sepanjang 387pb (lihat gambar 10a 

dan 10b). Hasil sekuensing berupa grafik kromatogram dengan puncak-

puncak yang berwarna-warni untuk membedakan jenis basa nitrogen 

(nukleotida) yang dicirikannya. Nukleotida A (Adenin) berwarna hijau, 

nukleotida G (Guanin) berwarna hitam, C (Citosin) nukleotida berwarna biru 

dan nukleotida T (Timin) berwarna merah. Hal ini sesuai dengan pendapat 

McPherson (2006) yang menyatakan bahwa pola warna sekuen yang sama 

juga sesuai dengan hasil penelitian sekuensing nukleotida pada fragmen DNA. 

Hasil data sekuensing yang diperoleh dari kedua sampel diedit 

menggunakan software Mega 5 dan Chromas Pro dikontrol secara manual. 

Berdasarkan lampiran 3, dapat dilihat bahwa kedua puncak yang dihasilkan 

cukup baik sehingga lambang N yang merupakan lambang untuk simbol A, G, 

C, dan T yang muncul tidak banyak. Pengeditan dilakukan dengan 

menentukan lambang nukleotida dengan memperhatikan pola puncak-puncak 

tertinggi. Jika terjadi keraguan maka penentuan jenis nukleotidanya difokuskan 

dengan memperkecil terjadinya variasi jenis nukleotidanya atau nukleotida 

yang mengalami pembacaan ganda pada urutan tersebut dipotong dari urutan 

nukleotida dengan sampel yang lain.  

Chromas Pro merupakan perangkat lunak bioinformatika yang digunakan 

untuk mengedit dan menganalisis hasil sekuens yang masih mengalami double 
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peak atau noise. Program ini digunakan untuk menyatukan hasil sekuens dari 

primer reverse dan forward. Urutan basa nukleotida yang masih terdapat noise 

akan dihapus pada urutan tersebut, apabila sudah menunjukkan angka 0 pada 

hasil trimm maka hasil sekuens tersebut dianggap sudah baik. Selanjutnya 

hasil sekuens yang telah diedit disejajarkan oleh perangkat lunak MEGA 5 dan 

NCBI, kedua perangkat lunak bioinformatika ini sama-sama digunakan untuk 

membandingkan urutan hasil sekuens dan dibandingkan dengan data yang 

sudah ada pada NCBI atau data-data yang didapat pada penelitian. 

Hasil chromatogram sekuen fragmen gen lektin diatas setelah dilakukan 

pengeditan dilihat pada Gambar 10a dan 10b. Urutan sekuen yang telah diedit 

dianalisis BLAST untuk mengetahui perbedaan atau kesamaan antara titik 

tersebut. 

 

2. Sekuens biji kacang kedelai detam 1 dan detam 2 dengan aplikasi 

BLAST 

 

Teknik BLAST dilakukan untuk tujuan membandingkan data sekuen 

fragmen gen lektin biji kedelai Detam 1 dan Detam 2 sepanjang 387pb dengan 

data sekuen gen lektin pada NCBI. Analisis BLAST dilakukan secara online 

pada website NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.) 

Cara untuk mengetahui persentase penyejajaran sekuens fragmen gen 

lektin kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2 sepanjang 387pb adalah dengan 
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menggunakan perangkat lunak Mega 5 untuk membandingkan data sekuen 

fragmen gen lektin biji kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2  yang terdapat di 

NCBI. Penyejajaran fragmen gen lektin dilakukan pada posisi 33-892, 

penyejajaran pada program BLAST dimulai dengan bagian yang memiliki nilai 

kesamaan yang tinggi sedangkan pada urutan yang memiliki ketidaksamaan 

yang cukup tinggi akan dipotong (cut-off). Sistem tersebut menghasilkan 

persentase penyejajaran yang tinggi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Persentase hasil sekuens fragmen gen lektin sepanjang 387pb yang telah 

disejajarkan dengan data gen lektin pada NCBI diperlihatkan pada Tabel 6.  

 
Tabel 6. Deretan Hasil Sekuens dengan NCBI 
 

Penyejajaran 
Persentase 

 Homolog nukleotida (%) 

Kacang kedelai Detam 1- NCBI 100 

Kacang kedelai Detam 2- NCBI 100 

 

Penyejajaran hasil sekuens fragmen gen lektin kacang kedelai baik 

kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2 sepanjang 387pb dimulai pada posisi ke 

33-892 urutan nukleotida gen lektin pada NCBI. Penyejajaran urutan 

nukleotida fragmen gen lektin kacang kedelai Detam 1 sepanjang 387pb 

dengan data gen lektin pada NCBI dapat dilihat pada Gambar 12a, sedangkan 

Penyejajaran urutan nukleotida fragmen gen lektin kacang kedelai Detam 2 

sepanjang 387pb dengan data gen lektin pada NCBI dapat dilihat pada 

Gambar 12b. Nomor akses untuk hasil penyejajaran antara kacang kedelai 
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Detam 1, Detam 2 dengan data gen lektin pada NCBI dapat dilihat pada 

Gambar 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Gambar 11. Nomor Akses Hasil Penyejajaran Gen Lektin Detam 1, Detam 2 

dengan Data Gen Lektin pada NCBI 
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Gambar 12a. Penyejajaran Urutan Nukleotida Fragmen Gen Lektin Kacang      

Kedelai Detam 1 Sepanjang 387pb dengan Data Gen Lektin 

LOC100818710 pada NCBI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 12b. Penyejajaran Urutan Nukleotida Fragmen Gen Lektin Biji 

Kacang   Kedelai Detam 2 Sepanjang 387pb dengan Data Gen 

Lektin LOC100818710 pada NCBI
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Gambar 12c. Penyejajaran Urutan Nukleotida Fragmen Gen Lektin Biji Kacang    

Kedelai Detam 1 Sepanjang 387pb dengan Data Gen Lektin 

Phaseolus vulgaris pada NCBI 

 

 

 

  

 

 

 

 

Gambar 12d. Penyejajaran Urutan Nukleotida Fragmen Gen Lektin Biji 

Kacang   Kedelai Detam 2 Sepanjang 387pb dengan Data Gen 

Lektin Phaseolus vulgaris pada NCBI 
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Berdasarkan hasil sekuens kacang kedelai Detam 1 (Gambar 12a) 

didapatkan bahwa fragmen gen lektin pada biji kacang kedelai Detam 1 

sepanjang 387pb dengan data gen lektin pada NCBI memiliki kesamaan 

persentase 100%, begitu juga dengan hasil sekuens kacang kedelai Detam 2 

(Gambar 12b) didapatkan bahwa fragmen gen lektin pada biji kacang kedelai 

Detam 2 sepanjang 387pb dengan data gen lektin pada NCBI memiliki 

kesamaan 100%. Hal ini dikarenakan primer yang digunakan sesuai dengan 

panjang basa nukleotida target yang diinginkan. Pemotongan primer dilakukan 

pada urutan nukelotida posisi ke-33, posisi tersebut merupakan titik awal 

adanya gen lektin yaitu adanya gugus glikosilasi.  

Penyejajaran urutan nukleotida juga dilakukan pada hasil sekuens 

fragmen gen lektin biji kacang kedelai Detam 1 sepanjang 387pb dengan hasil 

sekuens fragmen gen lektin kacang kedelai Detam 2 sepanjang 387pb. Hasil 

yang didapatkan juga menunjukkan persentase 100%. 

Hal ini menunjukkan bahwa primer yang digunakan sangat tepat dan 

dikatakan berhasil karena sesuai dengan target yang diinginkan yaitu gen 

lektin dengan panjang fragmen 387pb. Primer dikatakan berhasil bila memiliki 

panjang basa oligonukleotida antara 18-24 basa, selanjutnya memiliki urutan 

basa-basa spesifik untuk melekat pada DNA cetakan, selain itu tidak terdapat 

basa-basa yang berkomplemen pada ujung 3’ sehingga terjadi dimer, dan 

komposisi basa sitosin dan guanin adalah 50% dari seluruh basa. Selanjutnya 
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dua primer yang di pasangkan memiliki suhu melting yang tidak berbeda jauh 

(Iserte, 2013). 

Sedangkan fragmen gen lektin pada biji kacang kedelai Detam 1 dan 

Detam 2 disejajarkan juga dengan data gen lektin kacang kedelai varietas lain 

pada NCBI ditunjukkan pada gambar 12c dan 12d memiliki kesamaan 82% 

dengan perbedaan similaritas pada beberapa pasang basa nukleotida. Hal ini 

menunjukkan bahwa terdapat variasi genetik pada kelompok kacang kedelai 

dilihat dari gen lektin yang dimiliki. 
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BAB V 

KESIMPULAN, IMPLIKASI DAN SARAN  

 

A. Kesimpulan  

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa: 

1. Telah berhasil teridentifikasi urutan nukleotida fragmen gen lektin pada 

kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2. 

2. Fragmen gen lektin kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2 sepanjang 387 

pb memiliki kesamaan 100 % dengan data gen lektin pada NCBI. 

 

B. Implikasi 

Data urutan nukleotida fragmen gen lektin sepanjang 387 pb dapat 

digunakan sebagai data acuan untuk analisis gen lektin secara utuh pada 

kacang kedelai Detam 1 dan Detam 2. 

 

C. Saran 

Pada penelitian selanjutnya perlu dilakukan desain primer gen lektin 

secara keseluruhan serta dapat diaplikasikan dengan diinsersi ke dalam 

embrio tanaman yang rentan terhadap pathogen.  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Desain Primer Gen Lektin Sepanjang 387pb 

Data  gen lektin pada (Glycine max (L.) Merill) di ambil dari www.ncbi.com, 

maka diperoleh origin DNA : 

 1 atgcatcaca gtgcaattta gctgaagcaa agcaatggct acttcaaagt 

tgaaaaccca 

       61 gaatgtggtt gtatctctct ccctaacctt aaccttggta ctggtgctac 

tgaccagcaa 

      121 ggcaaactca gcggaaactg tttctttcag ctggaacaag ttcgtgccga 

agcaaccaaa 

      181 catgatcctc caaggagacg ctattgtgac ctcctcggga aagttacaac 

tcaataaggt 

      241 tgacgaaaac ggcaccccaa aaccctcgtc tcttggtcgc gccctctact 

ccacccccat 

      301 ccacatttgg gacaaagaaa ccggtagcgt tgccagcttc gccgcttcct 

tcaacttcac 

      361 cttctatgcc cctgacacaa aaaggcttgc agatgggctt gccttctttc 

tcgcaccaat 

      421 tgacactaag ccacaaacac atgcaggtta tcttggtctt ttcaacgaaa 

acgagtctgg 

      481 tgatcaagtc gtcgctgttg agtttgacac tttccggaac tcttgggatc 

caccaaatcc 

      541 acacatcgga attaacgtca attctatcag atccatcaaa acgacgtctt 

gggatttggc 

      601 caacaataaa gtagccaagg ttctcattac ctatgatgcc tccaccagcc 

tcttggttgc 

      661 ttctttggtc tacccttcac agagaaccag caatatcctc tccgatgtgg 

tcgatttgaa 

      721 gacttctctt cccgagtggg tgaggatagg gttctctgct gccacgggac 

tcgacatacc 

      781 tggggaatcg catgacgtgc tttcttggtc ttttgcttcc aatttgccac 

acgctagcag 

      841 taacattgat cctttggatc ttacaagctt tgtgttgcat gaggccatct 

aaatgtgaca 

      901 gatcgaagga agaaagtgta ataagacgac tctcactact cgatcgctag 

tgattgtcat 

      961 tgttatatat aataatgtta tctttcacaa cttatcgtaa tgcatgtgaa 

actataacac 

     1021 attaa 
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Kemudian ditemukan daerah open reading frame (ORF), berdasarkan data origin 

diatas maka daerah ORF terdapat pada kodon urutan ke 35-892 (garis kuning). 

Langkah selanjutnya menentukan primer yang akan dibuat: 

 

Foward primer  : gcaatggctacttcaaagttg (21bp), %GC : 42.9%. 

Reverse primer : ccggtagatttacactgtctagc (23bp), %GC : 47.8%. 

 

 Berat molekul yang akan diambil sebesar 874 bp. Karena berat molekul 

ini dianggap besar maka diperlukan penelusuran lebih lanjut mengenai letak 

gugus lektin pada gen lektin tersebut melalui web 

http://www.uniprot.org/uniprot/P05046 maka diperoleh keterangan letak gugus 

lektin pada posisi asam amino urutan ke 33-285. 

 

 

 

 

 

Data Asam Amino dari uniprot 
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Dengan kode asam amino urutan asam amino sebagai berikut: 
 

 
 

Gugus lektin dipekirakan terletak pada kodon ke 99 dengan asumsi 33x 3 = 99, 

untuk   memastikannya dapat digunakan program geneious yang diperoleh 

melalui www.geneious.com : 
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Dari urutan nukleotida tersebut diperoleh 759 bp maka dapat dilakukan desain 

primer gen lektin tepat pada gugus lektin sebagai berikut : 

 

GCGGAAACTGTTTCTTTCAGCTGGAACAAGTTCGTGCCGAAGCAACCAAACATGATCCTCCAAGGAGACGC

TATTGTGACCTCCTCGGGAAAGTTACAACTCAATAAGGTTGACGAAAACGGCACCCCAAAACCCTCGTCTC

TTGGTCGCGCCCTCTACTCCACCCCCATCCACATTTGGGACAAAGAAACCGGTAGCGTTGCCAGCTTCGCC

GCTTCCTTCAACTTCACCTTCTATGCCCCTGACACAAAAAGGCTTGCAGATGGGCTTGCCTTCTTTCTCGC

ACCAATTGACACTAAGCCACAAACACATGCAGGTTATCTTGGTCTTTTCAACGAAAACGAGTCTGGTGATC

AAGTCGTCGCTGTTGAGTTTGACACTTTCCGGAACTCTTGGGATCCACCAAATCCACACATCGGAATTAAC

GTCAATTCTATCAGATCCATCAAAACGACGTCTTGGGATTTGGCCAACAATAAAGTAGCCAAGGTTCTCAT

TACCTATGATGCCTCCACCAGCCTCTTGGTTGCTTCTTTGGTCTACCCTTCACAGAGAACCAGCAATATCC

TCTCCGATGTGGTCGATTTGAAGACTTCTCTTCCCGAGTGGGTGAGGATAGGGTTCTCTGCTGCCACGGGA

CTCGACATACCTGGGGAATCGCATGACGTGCTTTCTTGGTCTTTTGCTTCCAATTTGCCACACGCTAGCAG

TAACATTGATCCTTTGGATCTTACAAGCTTTGTGTTGCATGAGGCCATC 

 

Foward Primer 

gcggaaactgtttctttcagctggaacaagttcgtgccgaagcaaccaaacatgatcctccaaggagacgctattgtgacctc

ctcgggaaagttacaactcaataaggttgacgaaaacggcaccccaaaaccctcgtctcttggtcgcgccctctactccaccc

ccatccacatttgggacaaagaaaccggtagcgttgccagcttcgccgcttccttcaacttcaccttctatgcccctgacacaa
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aaaggcttgcagatgggcttgccttctttctcgcaccaattgacactaagccacaaacacatgcaggttatcttggtcttttcaa

cgaaaacgagtctggtgatcaagtcgtcgctgttgagtttgacactttccgg 

Reverse Primer 

 
Foward primer  : gcggaaactgtttctttcagctgg (24bp), %GC : 50%. 
Reverse primer : ccggaaagtgtcaaactcaacagcg(25bp), %GC : 52%. 
 

Berat molekul yang akan diambil sebesar 387bp.  Dengan asumsi gugus yang 

terambil ialah gugus lektin dan glycosylation. 
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Lampiran 2. Alat dan Bahan Penelitian Analisis Fragmen Gen Lektin pada  Biji 

Kacang Kedelai Detam 1 dan Detam 2 

       

 

 

 

 

 

 

 (a)      (b) 

 

 

  

 

  (c) 

 

  

 

   

 

 

 

        (d)      (e) 

 

Gambar. Alat untuk Isolasi DNA Genom Biji Kacang Kedelai (Glycine max) 
               (a) Vortex DAAD; (b) Penangas Air AS ONE TRW-42TP 80 High 

Temperature Version; (c) Pipet Mikro: BIOHIT Ukuran 0,5-10 µL; BIO 
RAD ukuran 100-1.000 μL; (d) Mikrotip Biologix Ukuran 10 µl, 200µL, 
dan 1.000µL; Alumunium Foil; Plastik Wrap; dan Sarung Tangan Hand 
Seal; (e) Mikro Vakum DAAD 
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           (f)                        (g) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           (h) 

Gambar. Alat dan Bahan yang Digunakan untuk Elektroforesis (f) 

Spektrofotometer Maestro Nanodrop; (g) Maestro Buffer Nucleic Acid 

MR- 031203 1ml; (h) Agarose LE analytical grade Promega dan KAPA 

Universal DNA Ladder 
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         (i)           (j) 

 

Gambar. Alat dan Bahan yang Digunakan untuk PCR (i) PCR Techne-1000; (j) 

Gel Doc System Biometra Digital 
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Lampiran 3a. Grafik Hasil Sekuensing Fragmen Gen Lektin Detam 1 

Sepanjang 387 pb 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (a) 

 

(b) 

Gambar (a) Hasil Kromatogram Sekuensing Primer Leic Forward Kacang 
Kedelai Detam 1 Sepanjang   387pb 

(b) Hasil Kromatogram Sekuensing Primer Leic Reverse Kacang 
Kedelai Detam 1 Sepanjang  387pb 
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Lampiran 3b. Grafik Hasil Sekuensing Fragmen Gen Lektin Detam 2 

Sepanjang 387 pb 

 

(a) 

(b) 

Gambar (a) Hasil Kromatogram Sekuensing Primer Leic Forward Kacang 
Kedelai Detam 2 Sepanjang   387pb 

(b) Hasil Kromatogram Sekuensing Primer Leic Reverse Kacang 
Kedelai Detam 2 Sepanjang  387pb 
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Lampiran 4. Fragmen Gen Lektin Sepanjang 387 pb pada Kacang Kedelai 

Detam 1 dan Detam 2 Disejajarkan dengan Data Gen Lektin 

LOC1008718710 Pada NCBI 
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Lampiran 5.  Color Key For Alignment Scores Fragmen Gen Lektin 

Sepanjang 387 pb Biji Detam 1 dan Detam 2 
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