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ABSTRACT

Program on the ability of agriculture to provide rice as a staple food tends to decrease with the reduced land area used for rice cultivation.
improvement rice production should be directed to use marginal land as dry and acid land, where poisoning aluminium was seen as a con-
strain factor. Development of Aluminium (Al) tolerant variety is needed to increase rice production. This technology was environmentally
friendly, cheaper and also easier for farmers adopted. The rice lines with broad genetics background which tolerant to Al toxicity has been
produced by breeding program. The diversity of Indonesian local rice germplasm is a basic foundation on development of Al toxicity toler-
ant rice varieties. The purpose of this research was to analyze the genotype variety using 384 SNPs markers on selected Al tolerant rice lines
based on bioinformatics approach. Based on the 384 SNPs markers, the total 26 selected genotypes were clustered into 5 groups. Each
group was having varied Relative Root Length (RRL), which was an Al tolerant parameter of phenotype. These groups were indicated for
having different genes or QTL that were related to the Al tolerant character. The association analysis obtained 9 significant SNPs markers
that can be applied as the molecular markers for assisting selection in breeding program.

Key words: Gen / QTL for Aluminium tolerant; molecular markers; upland rice

ABSTRAK

Kemampuan pertanian untuk menyediakan beras sebagai makanan pokok cenderung menurun dengan berkurangnya areal pertanian padi.
Pengembangan lahan untuk pertanian padi diharapkan dapat dilakukan pada tanah-tanah marjinal, dimana cekaman Aluminium (Al)
merupakan salah satu kendala. Varietas padi toleran cekaman Al diperlukan utuk meningkatkan produksi beras. Teknologi ini telah
diketahui ramah lingkungan, murah dan mudah diadopsi petani. Galur-galur padi yang berlatar belakang genetik luas yang memiliki
toleransi terhadap cekaman Al telah dihasilkan dari program pemuliaan. Diversitas plasma nutfah padi lokal toleran cekaman Al merupakan
bahan dasar untuk memperoleh varietas padi toleran cekaman Al. Tujuan dari penelitian ini adalah menganalisis data keragaman genotipe
menggunakan 384 marka SNP pada galur-galur terseleksi toleran Al berdasarkan beberapa pendekatan berbasis teknologi bioinformatika.
Berdasarkan analisis struktur populasi keragaman genotipe menggunakan384 marka SNP pada 26 galur terpilih, terdapat 5 kelompok yang
memiliki kisaran RPA bervariasi. Kelima kelompok galur-galur tersebut terdeteksi memiliki alel gen/QTL yang berbeda-beda sehingga
karakter toleransinya pun berbeda-beda. Hasil analisis asosiasi diperoleh 9 marka SNP yang bersifat signifikan. Marka-marka ini dapat
diaplikasikan sebagai marka untuk membantu seleksi dalam program pemuliaan.

Kata kunci: Gen / QTL sifat toleran cekaman Al, marka molekuler, padi gogo,SNP marker

PENDAHULUAN

Saat ini tingkat produksi padi cenderung
menurun terutama disebabkan berkurangnya luas
lahan yang dapat digunakan untuk budidaya padi.
Hal ini antara lain disebabkan banyaknya alih fungsi
lahan produktif menjadi kawasan industri dan pem-
ukiman. Akibatnya upaya esktensifikasi ke lahan-
lahan marjinal menjadi pilihan untuk usaha per-
tanian,termasuk budidaya padi. Lahan-lahan marjinal
tersebut adalah termasuk lahan kering masam, yang
di Indonesia luas lahannya mencapai 102,8 ha atau
sekitar 54,6% dari total luas lahan (Mulyani et al.,
2009). Tanah masam di Indonesia tersebar luas di
pulau Kalimantan, Sumatera, dan beberapa wilayah
di Sulawesi, Jawa, dan Papua (Lynch dan St. Clair,

*Diterima: 28 April 2016 - Disetujui: 25 Mei 2016

2004). Pada kelompok tanah andosol, akrisol, pod-
sol, ferralsol, fluvisol, dan planasol, toksisitas alu-
minium sangat dominan mempengaruhi pertum-
buhan dan produksi tanaman (Baligar ef al., 2001).
Perluasan lahan pertanian ke lahan kering
masam menghadapi beberapa kendala, diantaranya
adalah tingginya tingkat kelarutan Aluminium (Al),
kadar hara makro dan mikro yang tidak mencukupi
kebutuhan tanaman, dan kandungan bahan organik
yang rendah (Roesmarkam et al., 1992; Sanchez,
1992). Sementara menurut Marschner (1995), ter-
dapat tiga faktor penghambat pertumbuhan tanaman
di lahan masam, yaitu (1) konsentrasi H", Al, dan Mn
yang tinggi menyebabkan keracunan pada tanaman,
(2) rendahnya konsentrasi Ca, Mg, K, P, M, dan Mo
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sehingga terjadi defisiensi hara mineral pada tana-
man, (3) terjadi penghambatan pertumbuhan akar
dan penyerapan air sehingga menyebabkan defisiensi
hara mineral pada tanaman dan cekaman kekeringan.
Dari semua faktor tersebut, keracunan Al merupakan
faktor penghambat utama pertumbuhan tanaman di
tanah masam. Pada pH netral, Al membentuk kom-
pleks dengan ion hidroksida yang tidak larut, tetapi
pada pH asam akibat terjadinya penumpukan ion H"
yang tinggi di dalam tanah atau media tumbuh, Al
berada dalam bentuk AI’* seperti pada reaksi : Al
(OH); + 3H" = AI*" + 3H,0 (Harter, 2002) yang
toksik karena bersifat mudah larut dan mempunyai
kemampuan mengkelat yang tinggi. Selain itu, pada
larutan dengan pH < 5,0 ion Al berbentuk oktahedral
Al(H,0)¢’" yang sering disingkat AI*". Dengan se-
makin berkurangnya tingkat kemasaman, Al(H,0)s>
mengalami deprotonisasi menjadi AI(OH)*" dan Al
(OH)," yang tidak beracun bagi tanaman (Mossor-
Pietraszewska, 2001).

Pada tanah-tanah masam seperti tanah pod-
solik merah kuning, bentuk AI** merupakan bentuk
yang paling dominan dan sangat beracun bagi akar
tanaman sehingga pertumbuhan akar dan tajuk ter-
hambat, akar pendek, tebal dan menggulung, tudung
akar rusak dan berwarna merah kecokelatan, yang
pada akhirnya sistem perakaran rusak dan penyera-
pan hara oleh tanaman terganggu (Delhaize dan
Ryan, 1995; Ma et al., 2005). Salah satu cara untuk
masalah tersebut adalah
menggunakan varietas padi yang toleran Al dengan
produktivitas yang tinggi.

Penggunaan varietas toleran Al diyakini men-
jadi solusi terbaik untuk peningkatan hasil padi di
lahan kering masam. Namun demikian, varietas padi
yang toleran terhadap keracunan Al masih terbatas.

menanggulangi

Hal ini disebabkan pengetahuan fisiologi dan mole-
kuler yang mendasari mekanisme toleransi Al belum
sepenuhnya diketahui. Beberapa penelitian menun-
jukkan bahwa sifat toleransi padi terhadap cekaman
Al dikendalikan oleh lebih dari satu gen (Ma et al.,
2002; Nguyen et al., 2001a, 2001b, 2002, 2003; Wu
et al., 2000) dan pengaruh sifat aditif lebih besar
daripada pengaruh sifat dominan (Khatiwada et al.,
1996; Wu et al., 1997).

Galur-galur hasil beragam persilangan yang
membawa sifat toleran keracunan Al telah dihasilkan
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dari program pemuliaan. Galur-galur ini perlu
diseleksi baik untuk sifat agronomi maupun toleransi
terhadap keracunan Al, secara fisiologis dan juga
dengan memanfaatkan marka molekuler.

Perkembangan teknologi terkini berbasis ge-
nom saat ini memungkinkan untuk mengeksploitasi
keragaman genotipe plasma nutfah padi untuk
pengembangan galur-galur harapan baru. Sejalan
dengan perkembangan teknologi tersebut maka telah
dilakukan analisis genotipe beberapa galur terseleksi
toleran keracunan Al menggunakan mesin iScan
dengan pendekatan teknologi Genotyping Golden-
Gate dari Illumina dengan 384 marka SNP dalam
bentuk chip (Utami ef al., 2013 unpublished). Tujuan
dari penelitian ini adalah menganalisis data keragaan
genotipe menggunakan 384 marka SNP pada galur-
galur terseleksi toleran Al dengan berdasarkan be-
berapa pendekatan berbasis teknologi bioinformat-
ika.

BAHAN DAN CARA KERJA
Material genetik

Dua puluh tiga galur padi gogo beserta be-
berapa galur/varietas sebagai tanaman kontrol
digunakan dalam analisis bioinformatik (Tabel 1).
Galur-galur tersebut merupakan galur-galur terpilih
yang memiliki keragaman fenotipe, terutama karak-
ter RPA (Relatif Panjang Akar) sebagai salah satu
parameter tanaman padi toleran keracunan Al.

Marka molekuler yang digunakan untuk ana-
lisis genotyping adalah total 384 marka SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) yang didesain berdasar-
kan penyebarannya pada total 12 kromosom genom
padi dengan rata-rata jarak per SNP-nya bervariasi
untuk masing-masing kromosom (Tabel 2). Marka-
marka SNP tersebut digunakan untuk mengidentifi-
kasi profil genotipe setiap galur padi yang dianalisis

Metode

Analisis genotyping dilakukan menggunakan
teknologi  [llumina’s Bead Array berdasarkan
metode GoldenGate assay. Data-data genotipe yang
dihasilkan menggunakan 384 marka SNP di atas
selanjutnya  dianalisis menggunakan beberapa
program berbasis teknologi bioinformatika sehingga
diperoleh informasi yang dapat dimanfaatkan untuk
mendukung tujuan program pemuliaan. Beberapa
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Tabel 1. Galur padi terseleksi untuk analisis bioinformatik berdasarkan data keragaman genotipe menggunakan
384 marka SNP (Selected rice lines for bioinformatic analysis based on genotype variation using 384

SNP markers)

No Galur(Line) RPA No  Galur(Line) RPA
1 AI-B11604E-TB-2-10-7 0.89 14 B11582F-MR-5-3-2 0.97
2 BI12165D-MR-8-3 0.98 15 BI13630E-9MR-1 0.87
3 BI21816E-MR-13-4 0.88 16  B11592F-MR-23-2-5 0.79
4 BI12165D-MR-33-1-3 0.96 17 B12497C-MR-45-6 0.90
5  BI12154D-MR-22-3-1 0.88 18  TB155J-TB-MR-3-1-5 0.91
6 BI121816E-MR-13-5 0.81 19  B11592F-MR-14-3-4-8 0.57
7 B11599D-TB-2-6-1-5 0.90 20  BI13630E-1MR-1 0.93
8  Al-B12489C-MR-49-1-4 1.00 21  BI13612E-1MR-4 0.76
9  BI13630E-1MR-4 0.93 22 BI12798E-MR-36-7 0.74
10 BI12803E-MR-10-2-2 0.90 23 B12476E-MR-12-3-1 0.73
11 BI3630E-3MR-9 0.89 24 IR60080-23" 0.79
12 BI12816E-MR-9-9-2 0.90 25  Danau Gaung™" 0.61
13 BI13630E-3MR-13 0.93 26  Limboto™ 0.79

Keterangan: Galur padi no. 1 — 23 adalah galur padi gogo terpilih; *IR60080-23: galur kontrol toleran; **Danau Gaung: varietas kontrol
peka; ***Limboto: varietas unggul padi gogo (kontrol). (No. 1-23 is the selected upland rice lines, *IR60080-23 as a tolerant
control, ¥**Danau Gaung as a susceptible control, and ***Limboto as a tolerant control for upland rice varieties)

Tabel 2. Informasi SNP terpilih untuk dirancang sebagai custom design 384 SNP-chip (Information of the se-
lected SNP for designing custom 384 SNP-chip)

Tumlah marka Posisi. genetﬁlf (basa) Rerata jarak per SNP
Kromosom (Number of (Genetic position (bp)) . (ba.sa)
(Chromosome) Markers ) Awal Akhir (Average distance per
(Start) (Stop) SNP (bp))

1 39 2,899,077 44,447,118 1,065,334

2 37 568,585 36,191,386 962,778

3 33 3,247,991 10,452,461 218,317

4 32 4,267,775 34,111,504 932,617

5 31 917,435 28,850,700 901,073

6 36 370,160 28,968,990 794,412

7 30 1,899,740 29,931,834 934,403

8 36 388,278 28,465,614 779,926

9 28 4,732,861 23,361,116 665,295

10 18 2,038,800 20,426,137 1,021,519

11 29 1,473,671 30,575,776 1,003,521

12 35 1,156,934 27,728,824 759,197

analisis yang dilakukan, yaitu analisis struktur
populasi dan keragaman genetik dari galur-galur
terpilih menggunakan perangkat lunak
STRUCTURE (http://pritch.bsd.ichicago.edu/ struc-
ture.html. Pritchard et al., 2000), Flapjack 1.14.03.17
(http://bioinf.hutton.ac.uk/flapjack) = dan  Tassel
(http://www.maizegenetics.net/tassel).

HASIL
Struktur populasi dan keragaman genetik galur-
galur terpilih
Berdasarkan keragaan genotipe menggunakan
custom design 384 SNP yang diperoleh dapat
diketahui struktur populasi dan keragaman genetik
dari galur-galur terpilih yang diuji (Gambar 1).
Terdapat 5 kelompok subpopulasi dari total
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Gambar 1. Struktur populasi (kiri) dan dendrogram (kanan) galur-galur terpilih berdasarkan analisis
keragaman genetik menggunakan 384 marka SNP. (Population structure and dendogram based on
genetic variation analysis of selected rice lines using 384 SNP marker.)

26 galur yang dianalisis (Gambar 1). Kelima ke-
lompok subpopulasi tersebut membentuk struktur
populasi seperti digambarkan pada Gambar 1 sebelah
kiri, yang menunjukkan adanya latar belakang ge-
netik yang berbeda pada masing-masing sub popu-
lasi. Variasi genetik yang berbeda ditunjukkan oleh
perbedaan warna (hijau, kuning. biru dan merah).
Adanya variasi genetik ini mengindikasikan adanya
perbedaan introgresi yang beragam pada masing-
masing galur uji.

Karakterisasi genotipe dan analisis gen/QTL
untuk sifat toleran keracunan Al

Informasi gen-gen yang mengendalikan sifat
toleran terhadap keracunan Al diantaranya telah
diketahui terpetakan di kromosom 3 dari genom padi
(Miftahudin et al., 2008 unpublished). Disamping itu
beberapa gen/QTL yang berkontribusi membentuk
sifat toleran keracunan Al pada tanaman padi juga
telah banyak dipetakan dan diidentifikasi sampai
pada ekspresi dari gen/QTL tersebut (Tsutsui et al.,
2012). Informasi gen/QTL Al toleran yang telah
dipetakan ditampilkan pada Tabel 3. Informasi peta
genetik dan peta fisik ini selanjutnya digunakan
sebagai dasar dalam menganalisis profil genotipe dan
mengidentifikasi gen/QTL terkait sifat toleran
terhadap keracunan Al pada galur-galur uji.
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Identifikasi gen/QTL toleran Al dilakukan
berdasarkan keragaman profil genotipe masing-
masing kelompok subpopulasi galur-galur uji.
Gambar 2 menunjukkan keragaman profil genotipe
di setiap lokus marka SNP yang digunakan, yang
terpetakan pada masing kromosom genom padi.
Marka SNP yang konsisten bersifat polimorfis
(ditunjukkan  dengan yang berbeda),
menunjukkan bahwa marka ini dapat membedakan
genotipe galur toleran (RPA > 0.71) dan galur peka.
Hal tersebut mengindikasikan bahwa pada lokus ini

warna

terdapat alel gen/QTL toleran Al untuk galur yang
toleran dan pada galur yang peka tidak memiliki alel
tersebut. Berdasarkan posisi genetik dari marka SNP
yang polimorfis ini maka dapat dilacak gen/QTL
yang terkait dengan sifat toleran Al.

Analisis profil genotipe dilakukan dengan
membandingkan profil genotipe galur uji dengan
varietas kontrol. Pada kelompok I ini digunakan Da-
nau Gaung sebagai varietas kontrol peka. Beberapa
lokus SNP yang bersifat polimorfis antara galur-
galur uji dengan Danau Gaung ditandai dengan nama
SNP beserta posisi genetiknya. Berdasarkan hasil
analisis polimorfisme pada galur-galur yang terma-
suk dalam kelompok subpopulasi I, beberapa lokus
polimorfis terdeteksi pada kromosom 1, 2, 3, 6, 9 dan
12. Pada kromosom 1 terdapat 2 lokus SNP yang
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Tabel 3. Peta genetik dan peta fisik beberapa QTL/gen terkait karakter toleran terhadap keracunan Al (Genetic
and physical map of QTLs/genes related to Al toxicity tolerance).

Posisi genetik '(cM)

) - Posisi fisik (Mb)
ID QTL Kromosom Set peta genetik (Genetic position (cM)) )
(QTL’s ID) (Chromosome) (Genetic map set) Awal Akhir Marka terpaut (P h)/SiCGZ posi-
(Start) (Stop) (Linkage marker) tion (Mb))
AQEZ006 1 CNZU IR1552/Azu RI QTL 221.8 237.8 RG381,RG323,RZ801,  33,7-40,9
R3203, RG222
AQEZ001 1 CNZU IR1552/Azu RI QTL 230.5 237.8 RG323,RZ801, RG381,
RG222
AQAY001 1 NIAS Kosh/Kas BIL QTL 106.2 112.0 C86,R2625,C813, C742
AQEZ002 1 CNZU IR1552/Azu RI QTL 221.8 237.8 RG381, RG323, RZ801,
R3203, RG222
AQEZ005 1 CNZU IR1552/Azu RI QTL 230.5 237.8 RG323,RZ801, RG381,
RG222
AQAY002 2 NIAS Kosh/Kas BIL QTL 0.0 7.7 R2510, R2460, E61928S  0.54-1,91
3 RM489 - RM2790 4,467- 4,505
AQAYO003 6 NIAS Kosh/Kas BIL QTL 12.0 20.7  S1520, G200, R1952, 29,94-29,95
R2171
AQEZ003 9 CNZU IR1552/Azu RI QTL 344 73.1 RZ698,RG757, RZ422 2,6-15,5
AQEZ007 9 CNZU IR1552/Azu RI QTL 34.4 73.1 RZ698,RG757, RZ422
AQEZ004 12 CNZU IR1552/Azu RI QTL 223.5 236.5 RMI117,RGY 40,0
AQEZ008 12 CNZU IR1552/Azu RI QTL 223.5 236.5 RMI117,RGY

*) www.Gramene.org ; **) Ma et al., 2002; Mao et al., 2004; Tsuitsui et al., 2012.

bersifat polimorfis, yaitu TBGI045769 (posisi ge-
netik: 28,443,100 bp) dan TBGI043933 (posisi ge-
netik: 27,204,582 bp). Polimorfisme pada kedua
lokus tersebut ditunjukkan oleh perbedaan keraga-
man galur-galur uji yang memiliki profil genotipe
berwarna merah, sedangkan varietas Danau Gaung
berwarna hijau. Berdasarkan posisi genetiknya, pada
kedua lokus ini juga telah terpetakan gen ARTI1
(AP ressistance transcription factor) yang terek-
spresi pada saat pemanjangan akar (root elongation)
(Tsuitsui et al., 2012). Pendekatan analisis yang
sama juga dilakukan pada kelima kelompok
subpopulasi untuk masing-masing kromosom.

Hasil analisis variasi profil genotipe subpopu-
lasi kelompok II ditampilkan pada Gambar 3. Lokus
SNP polimorfis terdeteksi pada kromosom 3 dan
beberapa QTL terkait dengan karakter toleran Al.

Pada kelompok subpopulasi III, lokus po-
limorfis terdeteksi pada kromosom 2 dan kromosom
6, dimana juga telah terpetakan gen A RT/ dan QTL-
Alt6 (Gambar 4).

Hasil analisis profil genotipe subpopulasi
kelompok IV (Gambar 5) terlihat adanya lokus po-
limorfisme pada kromosom 1 dan kromosom 2. Gen
ARTI juga telah diketahui terpetakan pada posisi

yang sama. Pada kelompok ini digunakan galur peka
B12476E-MR-12-3-1 sebagai kontrol.

Pada kelompok V terdeteksi beberapa QTL
yang terpetakan pada posisi lokus SNP yang po-
limorfis, yaitu di kromosom 3, 6 dan 9.

Tabel 4 menunjukkan bahwa galur-galur yang
termasuk dalam kelompok I terdeteksi memiliki gen/
QTL untuk karakter toleran keracunan Al yang terse-
bar di kromosom 1,2,3,6,9 dan 12. Sedangkan galur-
galur yang terdapat pada kelompok II terdeteksi
memiliki QTL yang paling sedikit, yaitu terpetakan
di kromosom 3 dan 9. Marka-marka SNP yang me-
nandai gen/QTL pada masing-masing kelompok ga-
lur dapat digunakan sebagai marka untuk membantu
seleksi terkait karakter toleran keracunan Al.

Analisis asosiasi antara keragaman genotipe dan
fenotipe sifat toleran keracunan Al

Untuk mendapatkan galur uji yang berasosiasi
terhadap marka yang digunakan untuk analisis
genotyping maka dilakukan analisis asosiasi antara
data keragaman genotipe dengan keragaman
fenotipe, yang dalam hal ini adalah salah satu
karakter toleran cekaman keracunan Al, yaitu RPA.
Berdasarkan hasil analisis tersebut, terpilih marka-
marka yang memiliki tingkat signifikansi nyata (P
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Gambar 2.
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Profil genotipe galur-galur yang terdapat pada kelompok I beserta varietas kontrol peka, Danau
Gaung. (Genotype profile of the selected rice lines clustered in group I comparing with the most
susceptible control line, Danau Gaung).
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Kromosom 3

RPA

0.61 Danau Gaung

0.72 B123630E-9MR-1
0.74 B12793E-MR-36-7
0.74 B12154D-MR-22-3~1

Kromosom 9

RPA

id9002721 (10,191,767)

id3005216 (10,144,407)

QTL-Alt3

0.61 Danau Gaung

0.72 B13630E-9MR-1
0.74 B12798E-MR-36-7
0.74 B12154D-MR-22-3-1

QTL-Alt9 (ID :AQEZ007)

Gambar 3. Profil genotipe galur-galur yang terdapat pada kelompok II beserta varietas kontrol peka, Danau
Gaung ( Genotype profile of the selected rice lines clustered in group II comparing with the

susceptible control, Danau Gaung.)

RPA
0.88 [RS00800
0.93 SL2I0C- M0 1
0.93 BLMLIT- U4
0.85 MLLD-3-9-2
0.79 Lisdore
0.9 J115990-TH-2-6-1"8
0.9 BN 45-4

TRGR272517(3.000.291)

RGN 76"«*.,-:'7'&{'

TBGH 16813 (31.772.208)

093 B1)6NC-1MR-1
093 BLMELX-IER-4
083 DBI2BL6T-MR-5-5-2
079 Liadets

0.9 BLISHSD-TB-2-6-1-5
09 BL2OC-MR-45-6

Gambar 4.

Profil genotipe galur-galur yang terdapat pada kelompok III beserta varietas kontrol medium
toleran, Limboto dan IR600800. (Genotype profiles of the selected rice lines clustered in group I11
comparing with the one of medium tolerant control line, Limboto and 1R600800.)

val < 0.05) sebagai kandidat marka penyeleksi sifat
toleran keracunan Al (Tabel 5).

Tabel 5 menunjukkan bahwa terdapat 9 marka
SNP yang signifikan berasosiasi dengan karakter
RPA. Kesembilan marka SNP tersebut terdapat pada

kromosom 2, 3, 6, 7 dan 8. Berdasarkan hasil analisis
profil genotipe yang diuraikan di atas, dari kelima
kromosom tersebut, adanya alel gen/QTL untuk
karakter toleran terhadap keracunan Al belum
terdeteksi pada kromosom 7 dan 8. Kemungkinan
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DLIGOAE-TD-2-10-7

BLISHIT-MR- 14~

Gambar 5. Profil genotipe galur-galur yang terdapat pada kelompok IV beserta galur pembanding yang

bersifat medium peka, B12476E-MR-12-3-1. (Genotype profile of the selected rice lines clustered
in group IV comparing with the one of medium susceptible line, B12476E-MR-12-3-1.)
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Gambar 6. Profil genotipe galur-galur yang terdapat pada kelompok V beserta galur pembanding yang bersifat
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medium peka, B12476E-MR-12-3-1. (Figure 6. Genotype profiles of the selected rice lines
clustered in group V comparing with the one of medium susceptible line, B12476E-MR-12-3-1.)
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Tabel 4. Hasil analisis gen/QTL sifat toleran keracunan Al berdasarkan profil genetik pada galur-galur uji
(Result gene/QTL analysis for Al toxicity tolerance based on genetic profiling of the experimental

lines)
Kelor}lpok Galur Marka SNP Kromosom Posisi genetik (basa) Gen /QTL
Group Line SNP markers Chromosome Genetic position (bp) Gene/QTL

I B12165D-MR-8-3 TBGI043933 1 27,204,582 ARTI-1%%)
B13630-3MR-13 TBGI045769 1 28,443,100 ARTI-1V
B12499C-MR-49-1-43 1d2002589 2 4,850,776 OTL-Alt2 (AQAY002) "
B11582F-MR-5-3-2 TBGI116665 2 31,704,900 ARTI-2V
B13630E-3MR-9 1d2015428 2 35,263,560 ARTI-2"
B12165D-MR-33-1- 1d2016013 2 36,008,616 OTL-Al2?

TBGI133586 3 6,146,384 OTL-Alt3 )
TBGI133529 3 6,063,229 OTL-Alt3 Y
TBGI138313 3 10,006,181 OTL-Alt3?
TBGI268535 6 791,409 OTL-Alt6 (A0AY003)
TBGI268597 6 797,482 OTL-Alt6 (A0AY003)
TBGI268602 6 798,050 OTL-Alt6 (A0AY003)
TBGI272493 6 3,002,912 OTL-Alt6?
1d900272 9 10,191,767 OTL-Alt9 (AQEZ007)"
1d9002966 9 11,337,691 OTL-AIt9 (AQEZ007)"
1d9004100 9 15,380,799 OTL-AIt9 (AQEZ007)"
1d12001007 12 2,173,074 OTL-Alt12?
1d12005822 12 17,559,416 OTL-Alt12?
1d12008894 12 24,948,584 OTL-Alt12”

II Danau Gaung 1d3005216 3 10,144,407 OTL-Al13
B13630E-9MR-1 1d9002721 9 10,191,767 OTL-Alt9
B12798E-MR-36-7
B12154D-MR-22-3-1

I TR600800 TBGI116813 2 31,792,208 ARTI-2
B13630E-1MR-1 TBGI272470 6 2,992,745 OTL-Alt6
B13612E-1MR-4 TBGI272571 6 3,009,291 OTL-Alt6
B12816E-MR-9-9-2
Limboto
B11599D-TB-2-6-1-5
B12497C-MR-45-6

v B12476E-MR-12-3-1 TBGI043933 1 27,204,582 ARTI-1
B13630E-1MR-4 TBGI043933 1 28,315,048 ARTI-1
TB155J-TB-MR-3-1-5 TBGI04569 1 28,443,100 ARTI-1
B11592F-MR-23-2-5 TBGI116665 2 31,704,900 ARTI-2

TBGI16813 2 31,772,208 ARTI-2

% BI121816E-MR-13-5 TBGI133529 3 6,063,229 OTL-Al13
B11604E-TB-2-10-7 TBGI268602 6 798,050 OTL-Alt6 (ID: AQAY003)
B12803E-MR-10-2-2 TBGI268769 6 841,517 OTL-Alt6 (ID: AQAY003)
B121816E-MR-13-4 TBGI272493 6 3,000,912 OTL-Alt6

1d9002966 9 11,337,691 OTL-AIt9 (ID: AQE200)
1d9004100 9 15,380,799 QTL-Alt9 (ID: AQE200)

“Kelompok keragaman genotipe; “’ART = AI** Ressistance Transcription Factor; Gen ARTI-I berperan dalam pemanjangan akar; ARTI-2 berperan dalam
pembentukan protein membran dan metabolisme. Gen QTL hasil analisis teridentifikasi oleh " Tsuitsui ez al., 2012 dan Ma ez al., 2002 (?Groups of genotype
diversity; ""ART = AF~ Ressistance Transcription Factor; ARTI-1gene role in root elongation; ARTI-2 gene role in formation of membrane protein and metab-

olism; Genes/QTL(s) were identified by " Tsuitsui et al., 2012 and Ma et al., 2002 )

alel gen/QTL toleran Al pada kromosom 7 dan 8
tersebut merupakan alel gen/QTL yang baru yang
belum terpetakan dari penelitian sebelumnya. Dari
beberapa galur terpilih terdapat 2 galur yang bersifat
heterozigot, yaitu galur B12497C-MR-45-6 dan
galur BI13630E-3MR-9, sehingga kemungkinan
kedua galur tersebut masih bersegregasi.

PEMBAHASAN

Hasil keragaman genotipe pada Gambar 1
memperlihatkan bahwa diantara 26 galur/varietas
yang dianalisis tampak terbagi menjadi lima ke-
lompok. Hal ini tergambar baik pada struktur popu-
lasi maupun dendrogram kekerabatan genetik masing
-masing galur.

Kelompok 1 terdiri dari galur-galur toleran
yang memiliki kisaran RPA antara 0,93-1,00.
Berdasarkan latar belakang genetiknya, galur-galur
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Tabel 5. Hasil analisis asosiasi antara data genotipe dengan fenotipe (Results of Genotyping and phenotyping

association analysis )

Kromo- Posisi genetik Estimasi
No Marka SNP som (pasang basa) Aksesi/Genotipe Efek RPA Fvalue P value
: (SNP Marker)  (Chrom  (Genetic position (Accesion/Gentype) (Effect
osom) (base pair)) Estimation)
1 TBGI138718 3 1.0323.447 B12497C-MR-45-6/AB 0.304 0.90 3.255 0.048
2 TBGI120162 2 34.474324 BI13630E-3MR-9 /AB 0.310 0.96 4.074 0.024
3 TBGI333276 7 26.000.143  B12165D-MR-8-3/BB 0.303 0.98 3.460 0.040
4 1d2001565 2 2.819.093 BI11582F-MR-5-3-2/BB 0.350 0.93 3.478 0.039
5 TBGI269247 6 1.088.486 BI11599D-TB-2-6-1-5/AA 0.350 0.79 5.637 0.005
6 TBGI129566 3 3.665.376 B12489C-MR-49-1-4/AA 0.228 1.00 6.447 0.020
7 1d8007067 8 25.990.080 B12165D-MR-33-1-3/BB 0.094 0.96 3.623 0.048
8 TBGI357779 8 20.908.314 BI11592F-MR-14-3-4-8/BB 0.269 0.92 3814 0.029
9 1d3005216 3 10.144.407 BI12803E-MR-10-2-2/BB 0.311 0.90 4.020 0.025

dalam kelompok I merupakan turunan dari beberapa
persilangan yaitu: Batutegi /IRAT13, TB409B-TB-14
-3/B11604E-TB-2-4  (berasal dari persilangan:
IR60080-23//IRBL8/IRBL23),  IR60080-23/BP303
dan Membramo/B.sabit//Gajah Mungkur/Cabacu.
Diantara tetua-tetua yang digunakan di atas terdapat
beberapa varietas unggul padi gogo, yaitu Batutegi
dan Gajah Mungkur, atau galur padi gogo yang sudah
digunakan sebagai bahan persilangan varietas padi
gogo, yaitu galur IR60080-23 (sebagai salah satu
tetua varietas Inpago 5). Profil genotipe dari galur-
galur yang terdapat pada kelompok I pada beberapa
kromosom dimana gen/QTL toleran Al terpetakan
seperti ditampilkan pada Gambar 5. Analisis genotipe
dilakukan dengan membandingkan profil genotipe
galur-galur toleran dengan varietas rentan, Danau
Gaung. Dari hasil analisis tersebut terdeteksi
beberapa lokus SNP yang bersifat polimorfis antara
galur toleran dan Danau Gaung. Gambar 5
menunjukkan terdeteksinya beberapa alel dari gen/
QTL yang telah diketahui berperan dalam
membentuk karakter toleran keracunan Al. Dari 12
kromosom yang dianalisis profil genotipenya
menggunakan 384 marka SNP, enam kromosom
terdeteksi memiliki alel pada lokus-lokus SNP yang
polimorfis antara galur toleran dan Danau Gaung. Ke
-enam kromosom tersebut adalah kromosom 1, 2, 3,6,
9, dan 12. Pada kromosom 1 terdeteksi alel ART]
(AP Resistance factors),  yang
berperan dalam pemanjangan akar (Tsuitsui et al.,

Transcription
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2012). Alel ini terdeteksi pada lokus SNP
TBGI0457669, terpetakan pada posisi genetik
28,443,100 basa dan lokus SNP TBGI043933 yang
terpetakan pada posisi genetik 27,204,582 basa.
Kedua posisi genetik lokus SNP di atas sesuai dengan
posisi genetik gen ARTI-2. Pada kromosom 2 juga
terdeteksi alel gen ARTI tetapi diketahui memiliki
ekspresi yang berbeda, yaitu berkontribusi dalam
pembentukan  protein membran dan  proses
metabolisme detoksifikasi (Tsuitsui et al., 2012).
Disamping itu, pada kromosom 2 ini juga terdeteksi
beberapa QTL-Al yang diketahui terpetakan sesuai
dengan lokus SNP yang bersifat polimorfis. Alel
QTL-Al juga terdeteksi pada beberapa kromosom
dari galur-galur kelompok I ini, seperti pada
kromosom 3 terdeteksi alel QTL-Alt3, pada
kromosom 6 terdeteksi alel QTL-Alt6, pada
kromosom 9 terdeteksi alel QTL-Alt9, dan pada
kromosom 12 terdeteksi alel QTL-A/t12(Gambar 5.)
Kelompok II terdiri dari galur-galur yang
mempunyai kisaran skor RPA 0.61-0.74 yang
merupakan kelompok galur yang agak peka terhadap
cekaman keracunan Al. Salah satu varietas yang
termasuk dalam kelompok ini adalah varietas Danau
Gaung yang merupakan varietas padi gogo yang
bersifat tahan terhadap penyakit blas daun dan blas
leher, namun rentan terhadap cekaman keracunan Al.
Dari hasil analisis profil genotipe galur-galur yang
termasuk dalam kelompok ini terdeteksi 2 alel QTL,
yaitu QTL-Al¢3 di kromosom 3, dengan posisi genetik
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10,144,407 basa dan QTL-AIlt9 di kromosom 9,
dengan posisi genetik 10,191,767 basa (Gambar 4).

Analisis profil genotipe dari galur-galur yang
terdapat pada kelompok III ditampilkan pada Gambar
7. Kelompok III terdiri dari galur-galur yang
memiliki kisaran RPA antara 0,79 — 0.93 (Gambar 7).
Kelompok III ini terdeteksi memiliki gen dan QTL
yang berperan membentuk sifat toleran terhadap
keracunan Al, yang masing-masing terpetakan pada
kromosom 2 dan 6. Pada kromosom 2 terdeteksi gen
ARTI-2 yang berkontribusi dalam pembentukan
protein membran dan proses metabolisme
detoksifikasi (Tsuitsui et al., 2012) sebagai dampak
dari cekaman keracunan Al. Kelompok III, terdiri
dari galur-galur toleran keracunan Al dengan kisaran
skor RPA 0,79 — 0.93 . Termasuk dalam kelompok
IIT ini galur toleran IR600800 yang telah digunakan
sebagai tetua persilangan dari beberapa program
pemuliaan perakitan galur unggul padi gogo.

Kelompok selanjutnya adalah kelompok IV,
mencakup galur-galur: B12479E-MR-12-3-1,
B3630E-1MR-4, TBI155J-TB-MR-3-1-5, B11592F-
MR-14-3-4-8, dan B11592F-MR-23-2-5. Galur-galur
pada kelompok IV memiliki struktur populasi yang
didominasi warna kuning dengan kisaran skor RPA
0.73-0.92.

Kelompok terakhir adalah kelompok V yang
terdiri  atas  galur-galur: B121816E-MR-13-5,
B11604E-TB-2-10-7, B12903E-MR-10-2-2, dan
B121816E-MR-13-4. Galur-galur pada kelompok V
memiliki struktur populasi yang juga didominasi oleh
warna kuning namun memiliki variasi introgresi yang
berbeda dengan kelompok IV. Meskipun demikian,
galur-galur yang termasuk kelompok V memiliki
kisaran skor RPA yang mirip dengan kelompok IV,
yaitu antara 0.81-0.90.

Tabel 6 menunjukkan bahwa sebanyak 12
galur toleran cekaman Al yang memiliki kisaran RPA
0.93-1 dan tergabung dalam kelompok I, memiliki
gen/QTL yang paling banyak, yang tersebar di 6
kromosomnya dibandingkan dengan galur-galur uji
yang tergabung dalam kelompok lainnya seperti
tergambar dalam hasil analisis keragaman genetik
(Gambar 4).

Kelompok II memiliki kisaran RPA paling
rendah, yaitu antara 0.61-0.74. Dari analisis profil
genotipenya kelompok II hanya memiliki 2 QTL,

yaitu QTL-Alt3 yang terpetakan di kromosom 3 dan
OTL-Alt9 yang terpetakan di kromosom 9.

Galur-galur pada kelompok III terdeteksi
memiliki gen ART/-2 dan QTL-Alt6. Gen ARTI-2
berkontribusi dalam membentuk protein membran
dan proses metabolisme detoksifikasi keracunan Al.

Kelompok IV dan V memiliki kisaran skor
RPA yang hampir sama, yaitu 0.73 — 0.92 untuk
kelompok IV dan 0.81-0.9 untuk kelompok V.
Berdasarkan Tabel 6 di atas terlihat bahwa kedua
kelompok galur tersebut memiliki faktor genetik
untuk karakter toleran Al yang berbeda. Galur-galur
pada kelompok IV terdeteksi memiliki gen ART-1
dan ART-2 berturut-turut pada kromosom 1 dan 2.
Kedua gen ini diketahui berperan dalam proses
pemanjangan akar dan pengaturan metabolisme
dalam detoksifikasi Sedangkan
kelompok V terdeteksi memiliki beberapa QTL pada
kromosom 3,6 dan 9.

Analisis profil genotipe dari galur-galur yang
terdapat pada dua kelompok terakhir, yaitu kelompok
IV seperti ditampilkan pada Gambar 8 dan kelompok

keracunan Al

V pada Gambar 9. Dalam analisis ini digunakan galur
B12476E-MR-12-3-1 sebagai tanaman pembanding
peka. Pada kelompok IV terdeteksi gen toleran
keracunan Al, yaitu pada kromosom 1, 2. Sedangkan
pada kelompok V terdeteksi QTL pada kromosom 3,
6, dan 9. Seperti halnya galur-galur toleran di
kelompok I, galur-galur toleran pada kelompok IV di
kromosom 1 dan 2 terdeteksi gen A RT1-1 dan ARTI-
2. Kedua gen ini berperan dalam proses pemanjangan
akar dan pengaturan metabolisme dalam detoksifikasi
keracunan Al. Sedangkan galur-galur yang termasuk
dalam kelompok V, pada kromosom 3, 6 dan 9
terdeteksi masing-masing berturutan alel QTL-A4/t3,
QTL-Alt-6 dan QTL-Alt-9.

KESIMPULAN

Berdasarkan  analisis  struktur  populasi
keragaman genotipe menggunakan 384 marka SNP
pada 26 galur terpilih, mengelompok menjadi 5
kelompok yang memiliki kisaran RPA bervariasi.
Kelima kelompok galur-galur tersebut terdeteksi
memiliki alel gen/QTL yang berbeda-beda sehingga
karakter toleransinya pun berbeda-beda. Hasil
analisis asosiasi diperoleh 9 marka SNP yang bersifat

signifikan. Marka-marka ini dapat diaplikasikan

123



Berita Biologi 15(2) - Agustus 2016

sebagai marka untuk seleksi.
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