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ABSTRAK

Penggunaan varietas tahan adalah strategi yang paling ekonomis, efisien, dan
ramah lingkungan dalam mengurangi kehilangan hasil akibat serangan penyakit blas
yang disebabkan oleh jamur blas. Percobaan ini dilakukan untuk memper-oleh
kombinasi enzim restriksi dan probe yang mampu membedakan Danau Tempe dan
Kencana Bali dan analisis segregasi beberapa probe cDNA padi dan oat pada
populasi Fg hasil persilangan Danau Tempe dan Kencana Bali. Kombinasi 53 probe
dan lima enzim restriksi menghasilkan 21 pasang kombina-si yang mampu
membedakan tetua. Kombinasi antara enzim restriksi Dral dan probe dengan motif
struktur NBS-LRR menghasilkan tingkat polimorfis tertinggi dibandingkan dengan
kombinasi lainnya. Sebanyak enam probe telah dihibridi-sasikan pada galur-galur
inbrida rekombinan.
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ABSTRACT

The use of resistance varieties are the best strategies and efficient to reduce the
yield loss in rice blast endemy area. The objective of the research are to screen
combination of probes and restriction enzymes which show polymorphic band
between parents and using the polymorphic markers in hybridization of offspring of
Danau Tempe and Kencana Bali. Out of 53 probes were screened on genomic
parents cut with five restriction enzymes, we found 21 pairs of probes and
restriction enzymes show polymorphic. The combination of Dral and probe gave the
highest polymorphic score than another combination. About six probes were used in
segregation analysis of Fg population.
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PENDAHULUAN

Penggunaan varietas tahan dalam budi daya padi gogo adalah langkah
yang paling ekonomis dan efisien dalam mengurangi kehilangan hasil akibat
serangan blas yang disebabkan oleh jamur Pyricularia grisea (Pyricularia
oryzae). Penyakit blas pada padi sawah merupakan penyakit yang paling
merusak selain hawar daun bakteri yang menyebabkan tingginya kehilangan
hasil di sentra produksi padi sa-wah dan padi gogo. Hal ini disebabkan oleh
tingginya daya adaptasi dan keragam-an patogen blas tersebut (Ou, 1985).
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Oleh karena itu, perakitan atau perbaikan varietas yang memiliki gen
pengatur ketahanan terhadap blas perlu dilakukan.

Karakterisasi dan penelusuran sifat ketahanan varietas padi (calon
tetua) merupakan langkah awal dalam perakitan varietas tahan blas.
Karakterisasi dan penelusuran sifat ketahanan varietas terhadap penyakit
blas dapat dilakukan de-ngan teknologi markah molekuler atau markah DNA.
Teknologi markah molekuler tersebut secara umum dapat dikelompokkan
menjadi markah molekuler berbasis hibridisasi, yaitu Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) yang menggu-nakan probe dari klon DNA atau
kandidat gen dan berbasis PCR seperti Rapid Amplification Polymorphic DNA
(RAPD) (McCouch dan Tanksley, 1991), Simple Sequence Repeat (SSR =
mikrosatelite) (Cho et al, 2000; McCouch et al, 1997), Resistance Gene Analog
(RGA) (Chen et al, 1998; Wang et al, 2000). Teknik anali-sis DNA tersebut
mampu mengidentifikasi dan memetakan sifat-sifat yang meng-atur
ketahanan terhadap blas dengan markah-markah DNA yang digunakan.
Dengan informasi ini memungkinkan para peneliti untuk melakukan seleksi
hasil persilangan pada program perbaikan varietas dengan markah DNA yang
terpaut dengan sifat tahan blas di masa mendatang.

Untuk mengetahui lokasi gen pengendali ketahanan padi Indonesia
terha-dap penyakit blas dan untuk mendapatkan markah DNA yang terpaut
gen tahan blas maka pada penelitian ini dilakukan (1) pembuatan populasi
inbrida rekombi-nan (Recombinant Inbred Lines = RILs) dengan menyilangkan
tanaman tahan dan tanaman rentan terhadap penyakit blas, dan
mengembangkan masing-masing ha-sil persilangan secara Single Seed
Descend (SSD) hingga generasi Fs, (2) menye-leksi markah RFLP dan
kombinasinya dengan enzim restriksi tertentu yang dapat memberikan
gambaran pola pita DNA yang polimorfis (berbeda) antara tanaman tahan dan
tanaman rentan penyakit blas. Markah DNA yang terpilih ini, akan digu-
nakan dalam analisis segregasi inbrida rekombinan Fs.

Makalah ini akan menjelaskan hasil survai polimorfisme Danau Tempe
dan Kencana Bali menggunakan markah RFLP dan hasil analisis segregasi
beberapa probe RFLP pada populasi Fs hasil persilangan Danau Tempe dan
Kencana Bali.

BAHAN DAN METODE

Persiapan DNA dilakukan berdasarkan metode Dellaporta et al (1983),
sedangkan wuji kualitas dan kuantitas DNA dilakukan menurut metode
Sambrook et al (1989). Setiap sampel DNA tetua dipotong dengan enam
macam enzim vrestriksi, yaitu BamHI, Dral, EcoRV, Hindlll, dan Scal.
Fragmen DNA tetua tersebut kemudian diseparasi pada gel agarose 0,8% pada
elektroforesis datar. Proses blotting dan hibridisasi 53 macam probe kandidat
gen dilakukan berdasarkan sistem labeling ECL yang direkomendasikan oleh
Amersham dan bahan bukan radioaktif dig-11-dUTP dari Roche. Pola pita
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yang dihasilkan dari hibridisasi ini direkam pada film X-ray dan dibaca
sebagai data polimorfis probe dan enzim restriksi. Kombinasi enzim restriksi
dan probe yang dapat membedakan tetua selanjutnya digunakan dalam
analisis segregasi. Setiap galur inbrida rekombinan beserta kedua tetua
dipotong dengan enzim restriksi dan dihibridisasikan dengan probe yang
polimorfis dengan metode yang sama (IRRI, 1994a; 1994b).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Survai Polimorfisme Danau Tempe dan Kencana Bali

Identifikasi tetua dengan markah RFLP menggunakan probe kandidat
gen (candidate gene probe) dilakukan untuk meningkatkan jumlah kombinasi
enzim dan probe yang dapat membedakan tetua. Dari 53 probe yang disurvai
diperoleh 21 probe yang menghasilkan polimorfisme di antara tetua (Tabel 1).
Hasil survai tetua menunjukkan bahwa kombinasi enzim restriksi Dral
dengan probe kandidat gen menghasilkan pita polimorfis terbanyak antara
kedua tetua, yaitu 35,85% (19 probe) (Gambar 1). Sementara jumlah terendah
diperoleh dari kombinasi Scal dan probe, yaitu 20,75% (11 probe). Kombinasi
probe dengan enzim restriksi Dral, BamHI, Hindlll, EcoRV, dan Scal masing-
masing menghasilkan pita polimorfis anta-ra tetua berturut-turut sebanyak
19, 18, 15, 13, dan 11 pasang dengan total 21 pa-sang kombinasi. Secara
keseluruhan diperoleh 76 kombinasi enzim restriksi dan probe yang polimorfis,
namun hanya dipilih 21 pasang kombinasi yang terbaik. Ber-dasarkan survai
polimorfisme tetua tersebut terlihat bahwa keragaman terkelom-pok pada
probe yang terkelompok ke dalam motif struktur NBS-LRR (nucleotide-binding
site-leucine rich repeat). Hal ini berarti bahwa tanaman yang diuji kemung-
kinan mengandung struktur yang mirip (homolog) dengan struktur yang
umum da-ri gen ketahanan. Kombinasi enzim restriksi dan probe RFLP hasil
survail tetua ini akan digunakan untuk menganalisis segregasi galur inbrida
rekombinan. Hasil ini telah menambah jumlah total probe yang sudah disurvai
pada tetua selama per-cobaan berlangsung, yaitu sebanyak 165 probe dengan
memperoleh 72 kombinasi probe enzim polimorfis.

Analisis Segregasi Galur Inbrida Rekombinan dengan Markah RFLP

Analisis segregasi galur inbrida rekombinan dilakukan dengan
menggunakan markah molekuler berbasis hibridisasi, yaitu markah RFLP.
Setiap galur inbrida rekombinan dan tetua dihibridisasi dengan setiap probe
yang telah diseleksi dari survai polimorfis tetua. Pita DNA galur inbrida
rekombinan dibaca berdasarkan ke-samaannya dengan pita DNA tetua.
Sampai saat ini, telah dihibridisasi enam probe yang bersegregasi dengan
galur inbrida rekombinan. Gambaran penyebaran geno-tipe galur dapat dilihat
pada Gambar 2. Dari Gambar tersebut tampak keragaman jumlah genotipe
galur yang dihasilkan dari setiap probe. Kombinasi enzim dan pro-be RZ612,
RG400, RG1028, RZ390, RG64, dan RZ536 mengidentifikasi berturut-turut
110, 64, 90, 85, 41, dan 97 galur tahan (R) sedangkan galur yang menunjukkan
tipe heterozigot (MR) sebanyak 13, 5, 3, dan sisanya nol. Hasil analisis
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segregasl ini akan digunakan dalam studi keterpautan untuk memperoleh
data keterpautan markah molekuler pada sifat tahan blas.
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Tabel 1. Daftar probe RFLP yang digunakan dalam survai tetua Danau Tempe dan Kencana Bali

Probe Posisi Keterangan Probe Posisi Keterangan Probe Posisi  Keterangan
CDO-54 1 1 CDO-686 2 1 RG-450 3 1
RG-236 1 0 CDO-1091 2 1 RG-910 3 2
RG-331 1 0 RG-73 2 0 RZ-329 3 0
RG-345 1 0 RG-139 2 1 RZ-393 3 1
RG-400 1 1 RG-152 2 1 RZ-452 3 1
RG-462 1 0 RG-171 2 1 RZ-745 3 0
RG-612 1 1 RG-256 2 1
RG-811 1 1 RG-365 2 1
RZ-288 1 0 RZz-213 2 0
RZ-566 1 0 RZ-531 2 0
RZ-730 1 0
RZ-744 1 0
RZz-776 1 0
CDO-36 4 0 CDO-105 5 0 RG-64 6 3
CDO0-93 4 0 CDO-346 5 0 RG-123 6 1
RG-91 4 0 RG-207 5 0 RG-244 6 0
RG-169 4 1 RG-344 5 2 RG-424 6 1
RG-329 4 4 RG-360 5 1 RG-433 6 0
RG-788 4 1 RG-470 5 3 RG-445 6 3
RG-864 4 0 RG-480 5 0 RG-456 6 6
RG-908 4 0 Rz-67 5 0 RG-778 6 0
RZ-69 4 0 RZz-70 5 2 RG-1028 6 4
Rz-467 4 1 RZz-390 5 1 RZ-242 6 0
RZ-565 4 0 RZ-495 5 0 RZ-450 6 1
RZ-569 4 0 RZ-556 5 0 RZ-588 6 1
RZ-656 4 0 RZ-612 6 1
RZ-889 4 0 RZ-688 6 0
RZ-965 6 1
RG-156 7 0 RG-28 8 0 RG-563 9 0
RG-351 7 0 RZ-66 8 2 RG-662 9 2
Rz-272 7 2 RZ-562 8 3 Rz-12 9 0
Rz-387 7 1 Rz-572 8 0 RZ-206 9 1
RZ-395 7 0
Rz-721 7 0
RZ-886 7 0
RG-556 7 0
RG-752 10 1 CDO-520 11 0 RG-181 12 0
RZ-337 10 1 RG-2 11 3 RG-190 12 0
RZ-561 10 0 RG-16 11 0 RG-241 12 0
RZ-892 10 1 RG-103 11 1 RG-341 12 0
RG-131 11 0 RG-869 12 4
RG-303 11 0 RZ-76 12 0
RG-304 11 0 RZ-257 12 0
RG-1094 11 0 RZ-397 12 4
RG-1109 11 1 RZ-816 12 1
RZ-536 11 2
RZ-557 11 0
RZ-638 11 0
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Gambar 1. Persentase polimorfisme kom- Gambar 2. Komposisi genotipe galur inbrida rekom-
binasi enzim restriksi dan probe binan berdasarkan analisis segregasi
kandidat gene dengan enam probe RFLP
KESIMPULAN

1. Sebanyak 21 probe kandidat gen menghasilkan pita polimorfis pada survai
tetua. Kombinasi enzim Dral dan probe menunjukkan polimorfisme
tertinggi.

2. Sejauh ini telah dihibridisasi enam probe yang menunjukkan bersegregasi
dengan galur inbrida rekombinan dengan perbandingan genotipe yang
hampir sama antara R dan S.
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