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ABSTRACT
An evaluation of protein content and pasting proeerof rice using molecular markers approachilslistited. This study was aimed to
evaluate protein content and pasting propertigamdnica rice using DNA marker in complement toe@mtional tools. This study was
further analysis based on the data of protein cardad pasting properties of 22 japonica varietied genotyping data using 30 DNA
markers. Multiple regression analysis was performeeébrmulate equations to estimate the proteintexinand pasting properties. As a
result, the protein content and Rapid Visco Analy{B/A) pasting properties values of 22 varietiesndnstrated in the range of japonica
rice with high variation. Correlation between pinteontent and RVA pasta properties showed diffgaéprofiles. Several type of DNA
markers tested in this study showed allele vamasimong varieties. To estimate the protein cordadtseveral parameters of pasting prop-
erties of japonica rice, six marker sets in thenfaf model equations were successfully developégh Iesolutions of equations with sig-
nifikant R%in range of 0.95 - 0.99 showed their potency tadjsterice physicochemical properties. These develomarker sets are an
initial step which needs further validation in artie be able for evaluation of the physicochemgrabperties in early generation of breeding
and germplasm collection of japonica rice in thieife.

Key word: DNA marker, japonica rice, pasting properties t@rocontent, regression equation

ABSTRAK

Evaluasi kandungan protein dan sifat pasta beraggumakan pendekatan marka molekuler masih tertRémelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi kandungan protein dan sifat paetas japonica dengan marka DNA untuk melengkapodaekonvensional. Studi ini meru-
pakan analisis lanjutan berdasarkan data kandupgdein dan sifat pasta2 varietas padi japonica dan dgenotypingdengan total 30
marka DNA. Analisis regresi ganda selanjutnya dileinh untuk membuat formulasi persamaan untuk ngendtandungan protein dan
sifat pastanyaHasil penelitian menunjukkan bahwa nilai kandungastein dan sifat pasta yang diukur dendRapid Visco Analyzer
(RVA) dari 22 varietas padi mempunyai kisaran dalarietas japonica dengan variasi tinggi. Koretaghra kandungan protein dan sifat
pastamenunjukkan profil diferensial. Sejumlah tipe maBdsA yang diujikan menunjukkan variasi alel diaatamrietas. Untuk menduga
kandungan protein dan parameter sifat pasta ppdnjea, enam set marka dalam bentuk persamaarsirbgrbasil dibuat. Resolusi yang
tinggi dari persamaan tersebut dengan nilai sigifi dalam selang 0,95-0,99 menunjukkan potensi dameset marka tersebut untuk
memprediksi sifat fisiko-kimia beras. Set marka DMAmerupakan langkah awal yang memerlukan vallidalm studi selanjutnya se-
hingga berguna untuk mengevaluasi sifat fisiko-kirgenerasi awal dalam pemuliaan dan koleksi plaamfah padi japonica di masa
depan.

Kata kunci: kandungan protein, marka DNA, padi japonica, peesamregresi, sifat pasta

PENDAHULUAN sifat fisiko-kimia pati beras, yang secara reology
Padi merupakan makanan pokok hampir sepa-menunjukkan bahwa granula pati beras dengan kan-
ruh penduduk dunia dan berpengaruh terhadapdungan amilosa tinggi akan lebih kuat dan kaku dan
ekonomi global. Padi sesuai kultivar grup dapat sebaliknya. Granula pati yang kuat dan kaku
dibedakan berdasarkan karakter genetik, morfologi, menghasilkan nasi lebih keras dan tidak pulen, se-

dan sifat fisiko-kimianya. Sifat fisiko-kimia patne- baliknya granula pati beras yang lemah akan
nentukan mutu rasa (palatabilitas) beras masak ataunenghasilkan nasi pulen dan lembek.
nasi dan mutu masakaeopking. Pati merupakan Kandungan protein sebagai faktor paling erat

komponen utama butir beras, sedangkan komponerhubungannya dengan palatabilitas/mutu rasa beras
minor terbanyak adalah protein dan lipid yang mas- japonica (Yuet al, 2008), menunjukkan korelasi
ing-masing sekitar 4,5 - 10% dan 0,5% (Deryeke negatif dengan nilai palatabilitas. Dalam hubungann
al., 2005). Kandungan amilosa juga ikut menentukan ya dengan sifat fisiko-kimia beras lainnya, variasi
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kandungan protein menyebabkan perbedaan vis-umum baik berdasarkam Toyo meter ataupun organ-
kositas pasta pati beras karena pengaruhnya padaleptik yang dikonversi ke dalam set marka moleku-
granula pati saat mengembang dan Kkarakterler sudah dilakukan (Ohtsulet al, 2002; 2003; Les-
kekakuannya (Derycket al, 2005). Dalam hal ini, tari et al, 2009, 2012). Namun demikian sampai
profil sifat pasta dapat digunakan sebagai indikasi sekarang pendekatan set marka khusus sifat fisiko-
mutu rasa nasi dan mutu masakanoking. Studi kimia beras japonica belum diteliti secara mendalam
sebelumnya menunjukkan adanya korelasi langsungKarena sifat komplek pati beras secara genetild-pre
antara sifat pasta dengan mutu rasa nasi japonicaksi mutu rasa nasi japonica dengan model matemat-
(Kuo et al, 2001). Pada awalnya profil sifat pasta ika biasa masih dirasa sulit.
digunakan untuk mempelajari pengaruh protein ter- Beberapa marka DNA sering digunakan untuk
hadap sifat pasta tepung beras (Meadow, 2002). Vis-analisis mutu rasa nasi ataupun sifat fisiko-kimia
kositas menurun sepanjang titik kurva ketika tepung beras adalakimple sequence repe@SR),sequence
diuji dengan agen pereduksi yang memutus ikatantagged site(STS) dansingle nucleotide polymor-
disulfida dalam protein. Peran protein terhadapumut phism(SNP). Marka yang didisain dari lokasi di ge-
masakan berdasarkan keberadaan agen perduksi aimom secara acak dan biasa disebut marka universal
waktu memasak nasi ternyata meningkatkan kepu-seperti SSR telah lama diaplikasikan unggnotyp-
lenan semua kultivar padi yang diuiji. ing, analisis keragaman genetik, pemetaan dan
Sifat pasta yang ditentukan dendapid Vis- lainnya. Perkembangan selanjutnya, marka fungsion-
co Analyzer(RVA) ikut berperan dalam menentukan al merupakan marka DNA yang diperoleh dari motif
sifat fisiko-kimia tepung beras. Profil pasta yang sikuen yang mempunyai karakter fungsional diang-
merupakan fenomena yang mengikuti gelatinisasi gap lebih superior daripada marka acak dalam ge-
dapat memprediksi sifat fungsional pati beras.tSifa nom. Marka fungsional seperti SSR, STS ataupun
pasta RVA yang ditentukan berdasarkan viskositas SNP yang berasosiasi dengan gen terkait sifaifisik
meliputi parameter suhu awal pasting, waktu dan kimia beras telah banyak dikembangkan (ktual,
viskositas puncak, viskositas akhir, viskositasihat 2004; Bao et al, 2006; Lestari et al, 2009).
(breakdown viscosityBDV) dan viskositas balik  Penelitian ini bertujuan untuk menduga sifat fisiko
(setback viscositySBV). Tiap sifat pasta menunjuk- kimia terutama kandungan protein and sifat pasta
kan kondisi tertentu pati. Waktu dan viskositas-pun padi japonica berdasarkan pendekatan marka DNA
cak mengindikasikan daya ikat air pati dan disinte- dalam set model persamaan. Untuk mendukung for-
grasinya, BDV menujukkan ketahanan terhadap mulasi set marka, kandungan protein dan sifat pasta
pemanasan, SBV sebagai indikasi potensi retrogra-RVA varietas padi yang diuji juga dievaluasi.
dasi dan sineresis, dan viskositas akhir memberikan

indikasi kemampuan pembentukan gel (Leteal, BAHAN DAN CARA KERJA
2001; Allahgholipour et al, 2006; Syamsir et al, Materi genetik dan persiapan sampel
2012). Total 22 beras japonica yang digunakan dalam

Beberapa metoda umum digunakan untuk penelitian ini sama dengan varietas yang digunakaan
menentukan sifat fisiko-kimia beras, namun masih untuk formulasi set marka untuk evaluasi mutu rasa
mempunyai kelemahan. Alat/mesin pengukur kan- beras japoncia (Lestaet al, 2009). Padi ditanam di
dungan protein, amilosa dan karakter pasta memerdapangan percobaan Suwon, Korea Selatan sesuai
lukan jumlah sampel analisis cukup banyak dan standar penananam padi sawah dan berasnya diper-
terbatas pada sejumlah aksesi sampel yang kecitahankan kadar airnya sekitar 15% untuk analisis
guna mendukung uji organoleptik mutu rasa nasi. sifat fisiko-kimia. Untuk isolasi DNA, padi ditanam
Beberapa studi tentang prediksi muta rasa nasiaseca di rumah kaca dengan pengaturan pencahayaan, suhu
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dan kelembaban sesuai pertumbuhan tanaman padiLestari et al, 2009) dan diringkas pada Tabel 1.
selama 5 minggu. Reaksi PCR dibuat dalam volume total@@engan
Pengukuran sifat fisiko-kimia komposisi 2ul DNA pada 20 ngil, 2 pl 10X bufer
Sampel beras untuk analisis fisiko-kimia mengandung 25 mM Mggll ul 2,5 mM dNTPs, 1
disosoh sampai 91%. Kandungan protein ditentukanunit Taq Polymerase (Intron Biotechnology, Korea),
berdasarkan nitrogen total setelah dikonversi dan 1ul primer forward danreverse(10 uM). Am-
(dikalikan 5,95) berdasarkan hasil protein dari plifikasi DNA dilakukan dengan mesin PTC-200
metode micro-Kjeldahl (AOAC, 1995). Kandungan Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Inc.USA)
amilosa dihitung berdasarkan nilai absorban relatif dengan skema amplifikasi terdiri dari 35 siklus°(®6
pewarnastarch-iodinedalam larutan digesti tepung selama 1 menit, 62 selama 1 menit, dan 2 sela-
beras lolos 100 mesh berdasarkan metoda Perez antha 2 menit) dengan perpanjangan final padC72
Juliano (Chenet al, 2007). Sifat pasta ditentukan selama 5 menit. Produk PCR hasil amplifikasi primer
dengan mengukur padRapid Visco AnalyzgRVA) STS dan dCAPS/CAPS dielektroforesis masing-
berdasarkan manual sesuai rekomendasi (NewPorimasing pada 3% dan 1,5% gel agarosa. Sedangkan
Sci. Co., Australia). Sifat pasta tepung berasndite amplikon primer SSR dan Indels dimigrasikan pada
tukan dalam 6 parameter yaitu viskositas puncak 4% gel poliakrilamid yang divisualisasikan melalui
(peak viscosityPV), viskositas awalht paste vis-  stainingdalam larutan etidium bromida.
cosity HPV), viskositas akhircpol paste viscosity  Analisis statistika
CPV), viskositas jatuhbfeakdown viscosityBDV= Hasil amplifikasi primer STS dalam penelitian
PV - HPV), dan viskositas baliksétback viscosity = ini merupakan marka dominan yang menghasilkan
SBV= CPV - PV), sesuai prosedur dari Bao dan Xia pita DNA “ada” (1) dan “tidak ada” (0). Pita DNA
(1999). dari primer kodominan seperti SSR, Indels dan
Isolasi DNA CAPS/dCAPS juga dikonversi ke data biner. Pola
Ekstraksi DNA dilakukan pada daun padi mu- pita yang dihasilkan tersebut dirubah ke dalami nila
da dan sehat yang dipanen, dibekukan dalam nitro-biner sebagai 1 (alel referensi) dan 0 (alel hasit
gen cair dan disimpan pada 280 Jaringan daun tasi). Analisis korelasi antar parameter dilakukan
digerus dalam nitrogen cair menjadi serbuk halus, untuk menentukan parameter fisiko-kimia yang pal-
selanjutnya DNA genomik diekstraksi menggunakan ing berpengaruh. Semua data molekuler 22 varietas
metodacetyl-trimethyl ammonium bromidg€TAB) padi dengan 30 marka molekuler yang dilaporkan di
berdasarkan protokol dari Murray and Thompson penelitian sebelumnya (Lestai al, 2009) dan da-
(1980). Kualitas dan kuantitas DNA diukur lam studi ini dikonversi ke dalam bentuk biner. Da-

menggunakan Spektrofotometer Nano [@)MD- lam penelitian ini analisis dititikberatkan untuk

1000 (Nano Drop, Willington, Delaware, USA) dan membuat formulasi persamaan dari set marka
dimigrasikan pada 0,8% gel agarosa. menggunakan data biner total primer dan data fisiko

Amplifikas PCR (Polymerase Chain Reaction) kimia dianalisis statistik dengan analisis reggzsi-
Analisis genotip menggunakan 30 primer hasil da. Analisis dilakukan menggunakan perangkat lunak

pegembangan sebelumnya yang terdiri dari STS,SAS (2001).

SSR, Indelsifisertion/deletions dan CAPS/dCAPS Secara singkat data biner total 30 marka dan

(cleaved amplified polymorphic sequence/derived tiap data kuantitatif fisiko-kimia di buat dalaniefi
cleaved amplified polymorphic sequen¢®htsubo Excel kemudian diexpor ke file perangkat lunak SAS
et al. 2002: 2003: Bao et al. 2006: Ohtsubo dan sesuai instruksi untuk menentukan kombinasi marka

2009) yang yang signifikan. Hasil analisis menghasilkan
akeluaran kombinasi marka berdasarkan jumlah mar-

Nakamura, 2007; Lestari et al,
digunakan untuk evaluasi mutu rasa beras japonic
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Tabel 1. Primer dan sekuensnya untuk amplifikasi PCR yaggriikan dalam studi ini.

. Sikuen
Primer
Forward (5™-3) Reverse (5-3)

A6 CCAGCTGTACGCCTGTACTAC CCAGCTGTACGTCTTCCCCAGC
A7 TGCCTCGCACCAGAAATAG TGCCTCGCACCATGAG
B1 GTTTCGCTCCTACAGTAATTAAGGG GTTTCGCTCCCATGCAATCT
B43 GGCCGGCATGACTCAC ACTGGCCGGCATCAAGAC
F6 ACCACTCCATATATATCATCCAAAG ACCACTCCATATCACCACAAGG
G4 GAGACCGATATGCGATTC GTGGTGTTTAGATCCAGAGACTTA
G22 CTCACTCAAATTTACAGTGCATTTTCTTG AGGGCCATGATACAAGACTCTGT
G28 GGCGGTCGTTCTGCGAT GGAGAATCCCACAGTAAGTTTTTCTTTG
J6 GTCGGAGTGGTCAGACCG GTCGGAGTGGATGGAGTAGC
M2CG ACAACGCCTCCGATGA ACAACGCCTCCGACAACAAGAT
M11 GTCCACTGTGACCACAACAT GTCCACTGTGGGGATTGTTC
P5 ACAACGGTCCGTCCTTGCTT ACAACGGTCCAACAGATACTTTTGA
S13 GTCGTTCCTGTGGTTAGGACAGGGT GTCGTTCCTGCTGGTGTCTCAGAT
T16 GGTGAACGCTGTAGTTGGAATATA GGTGAACGCTCAGATTTAAATATAAT
WK9 CCCGCAGTTAGATGCACCATT CCGCAGTTAGATCAAGTGGC
E30 TACCTGGTTGATGTATACAGATCTGGTT ATCCCTCGATCCCTCTAGCATTAT
B7 CAGGTGTGGGTTACAAGGATGA CAGGTGGTTCACGGCCTTT
G49A AATCCAGACATGAAATTTATATGCAGATA AATCCAGACATGTTGTCCTCAATTTTTG
G81 TACCTGAACCAGCAAGCATGCGCG TACCTGAACCAGTATAATCTTTG
P3 AACGGGCCAAAAACGGAGGT AACGGGCCAACGCAG
sSlia F7:CTGGATCACTTCAAGCTGTACGAC R1:GCCGGCCGTGCAGATCTTAAC

F22:CAAGGAGAGCTGGAGGGGGC R21:ACATGCCGCGCACCTGGAAA
S3cl CCACTCTCATGTCCTTGAAC GCCATGACATTTGGACAT
S3cll TTCCATGATGTGCCACTCTC GGACAAATGTTTTCAGTGAATAAAT
TreB CACTCCAGTTCCTGCTCAAA CACCTCCAAAACGAATATGG
AMs CTTCCAAGGACCCCATCCT CCCAACATCTCCGTCAGAAT
GPA CCAAATACGCGGCCTTCT AGTTTCTGGGCTCGGAGGA
GBSSI CAAATAGCCACCCACACCAC CTTGCAGATGTTCTTCCTGATG
AcPh AGTTGTGGTTTAAGCATAGG ATTGTCCTTTTCTTTAAAGTTTATTA
CBG AGCTTCCCTAATGGCTTCGT ATTTGCCAACTTTTGGATGG
SH51 ATTCTTGATGAAAATAATTAACTAG GGTTAACCATCTTATAAAATTTGTC

Keterangan *= primer SSlla merupakan primer SNP (single nucleotide polymorphism) yang terdiri 2 pasang primer yaitu dua

forward (F7, F22) dan dua reverse (R1, R21)

ka dan nilai R dari yang terkecil sampai tertinggi. bagai variabel “dependent”, dan data marka sebagai
Pemilihan jumlah dan kombinasi marka tiap parame- variable “independent”. Keluaran analisis adalah
ter fisiko-kimia dilakukan berdasarkan nilai? R estimasi parameter tiap marka dengan nifaiy&ng
tertinggi signifikan yang secara relatif mempunyai signifikan berdasarkan nilat dalam kombinasi
jumlah marka minimum. Kemudian analisis linier sejumlah marka untuk tiap sifat fisiko-kimia.

regresi ganda dengan SAS dilakukan pada tiap kom-Rumus umumnya adalah Y= a + bX1 + cX2 +
binasi marka yang telah dipilih untuk tiap sifeiki dXx3......Xn.

-kimia baik kandungan protein maupun masing- Dimana Y adalah sebagai hasil perhitungan nilai
masing sifat pasta. Nilai akhir sifat fisiko-kimsz- kuantitatif sifat fisikokimia yang diprediksi;
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a adalah nilai “intercept” total marka; Analisis genotip dengan marka DNA
b, ¢ dan seterusnya adalah nilai estimasi parameter Uji genotipik 22 varietas japonica yang mem-
tiap marka; iliki mutu rasa bervariasi dengan menggunakan mar-

X1,X2....Xn adalah data biner (nol (0) atau saf)) (1 ka DNA hasil pengembangan sebelumnya telah
dari alel yang dihasilkan tiap marka. Nilai posi#n dilaporkan di Lestaret al (2009). Ringkasan hasil
negatif tergantung dari tanda dari nilai estimasi p analisis 30 marka molekuler dalam nilai biner (kode

rameter untuk tiap marka. nol dan satu) ditampilkan pada Tabel 3. Secara
umum beberapa alel jarang ditemukan di varietas

HASIL japonica dan sebaliknya. Terutama insersi alel CTTT

Evaluas kandungan protein dan sifat pasta di lokus TreB, SSR (CT)27 di lokus AMs, (CT)11 di

Sebanyak 22 varietas padi japonica lokus GPA, (CT)17 di lokus GBSSI dan alel G pada
menunjukkan variasi yang tinggi kandungan protein lokus AcPh. Hal ini menggambarkan bahwa distri-
maupun profil sifat pasta RVA-nya (Tabel 2). Rataan busi alel tidak memperhitungkan sifat fisiko-kimia
nilai kandungan protein, CPV, BDV, PV, SBV dan beras Varietas dengan kandungan protein rendah
HPV masing-masing 6,83%, 232,62 RVU, 89,19 seperti Koshihikari, llpum, Samgwang cenderung
RVU, 242,37 RVU, - 9,75 RVU dan 153,17 RVU. mempunyai alel T, dan tidak memiliki insersi di
Selang kandungan protein adalah 5,91 - 7,89%lokus TreB. Enam belas varietas mempunyai alel T
sedangkan BDV dari 39,83 sampai 123,08 RVU dan pada lokus AcPh, dan terlihat jelas varietas Jepang
SBV antara — 94,75 - 25 RVU. Nilai parameter sifat yaitu Koshihikari dan Hitomebore ternyata mempu-
pasta didukung oleh suhu pasta dan guéakyang nyai kesamaan pola dan berbeda dengan varietas
konsisten sesuai karakter pasta tiap varietas selam padi Korea umumnya. Kecuali SSlla, distribusi alel
pengukuran yaitu masing-masing dalam selang 4,71 -dari gen pensintesis pati yang lain adalah monomorf
6.53 menit dan 67,96 — 7743 Untuk mengetahui ik di padi japonica, menggambarkan bahwa marka
adanya pengaruh kandungan protein terhadap nilaitersebut (Baoet al, 2006) tidak mampu mem-
sifat pasta tepung beras, analisis korelasi dilakuk bedakan varietas japonica. Contoh pola pita am-
Ada korelasi positif antara kandungan protein plikon yang dihasilkan dari marka dapat dilihat di
dengan BDV dan PV, sebaliknya antara kandunganGambar 2. Bersama dengan marka STS yang beraso-
protein dengan CPV, HPV dan SBV menunjukkan siasi dengan palatabilitas (Ohtubet al, 2002;
korelasi negatif (Gambar 1). Data fisiko-kimia 2003), total 30 marka (Lestaet al, 2009) diikut
tersebut penting untuk mendukung dalam analisis sertakan dalam analisis regresi untuk estimasi kan-
asosiasi dengan data molekuler dari marka untukdungan protein dan sifat pasta berdasarkan 22-varie
pembuatan set marka. tas beras japonica.

Tabel 2. Rataan kandungan protein dan sifat pasta varietdisgponica yang digunakan dalam studi ini.

Parameter Rataan + SD Selang CV (%)
Kandungan protein 6,83 + 0.61** 5,91-7,89 8,89
CPV 232,62 + 42.08** 93,53 — 284,39 18,09
BDV 89,19 + 21.16** 39,83 - 123,08 23,73
PV 242,37 + 28.52** 181,89 — 298,95 11,77
SBV -9,75 + 31.08 -94,75 - 25,00 36,56
HPV 153,17 + 30.99** 62,20 — 208,80 20,23

**peda nyata pada level 1%tidak berbeda nyata
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Tabel 3. Lanjutan

Varietas TreB CBG TreB SSlla AMs GPA AcPh S3cl s3cll GBSSI SH51
Koshihikari 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
Kopum 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Samgwang 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1
llpum 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1
Chucheong 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1
Dongjin 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1
Sinkemo 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1
Hwaseong 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1
Hwacheong 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1
Dobong 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1
Samnam 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1
Palkong 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1
Hitomebore 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1
Bekjinjul 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1
Seonong4 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1
Onnuri 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1
Manmi 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1
Giho 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1
Geman 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1
Nakdong 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1
Hexi41 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1
Samdeok 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

VT

*Data molekuler ini telah dilaporkan dalam Lesttral (2009) namun ditampilkan dalam bentuk biner unat&l 30 marka

'ada pita DNA (1), tidak ada pita DNA (0); SSHa:TT:GGTTTC (0), GC:GGGCTC (1); TreB: insersi CTTT (1), tidak ada insersi (0); S3CII: perubahan basa T (1) ke G (0); S3CI:tidak

ada delesi (1), delesi CTC (0); AMs: (CT)31 (1), (CT)27 (0); GPA:(CT)26 (0),(CT)11 (1); GBSSI: (CT)18 (1),(CT)17 (0); AcPh: perubahan basa dari T (1) ke G (0); SH51:pPerubahan

basa dari A (0) ke T (1); CBG: (CTT)19 (1), (CTT)8 (0)

210z snmisnby - (2)TT 160joig eluag
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Gambar 1. Korelasi antara kandungan protein dan sifat pasta ®pung beras. (A) Kandungan protein dan
CPV, (B) Kandungan protein dan BDV, (C) Kandungaotg@in dan PV, (D) Kandungan protein
dan HPV, (E) Kandungan protein dan SBV.

Formulasi set marka DNA protein dan PV), kemudian berturut-turut 14 marka
Analisis linier regresi biasa menunjukkan bah- (HPV), 13 marka (CPV dan SBV) dan hanya 12 mar-
wa marka DNA secara individu tidak dapat mem- ka (BDV). Hal ini menunjukkan bahwa nilai kan-
bedakan sifat fisiko-kimia beras japonica, untuk it dungan protein dan parameter sifat pasta (PV, HPV,
analisis regresi ganda dilakukan berdasarkan 30 mar CPV, BDV, SBV) dapat diduga dengan resolusi ting-
ka. Kombinasi marka dengan nilaf Ringgi yang gi dengan persamaan regresi pada analisis genotip
mengandung marka yang signifikan (P<0,01) dipilih menggunakan marka tersebut. Hal penting adalah
untuk digunakan sebagai variabel independen dalambeberapa marka hasil pengembangan sendiri (Lestari
membuat formulasi. et al, 2009) menunjukkan potensinya karena selalu
Akhirnya persamaan model berhasil dibuat memberi kontribusi dalam set marka pada semua
untuk memprediksi kandungan protein dan sifat pas-enam persamaan model (AcPh dan GPA) dan be-
ta RVA dengan resolusi signifikan tinggi. Nila? R berapa ada pada sebagian persamaan regresi (TreB,
paling rendah adalah 0,95 untuk estimasi BDV dan AMs, S3cl, GBSSI). Sebagian besar marka STS hasil
bahkan nilai regresi untuk PV dan HPV adalah 0,99. pengembangan Ohtsukbal (2002; 2003) juga ber-
Persamaan regresi tersebut memudahkan dalanperan dalam terbentuknya persamaan regresi.
pelaksanaan analisis mengingat jumlah marka dalam Set marka dalam model persamaan tersebut
set pendeteksi paling banyak 15 marka (kandungandapat sebagai kandidat potensial untuk memprediksi

148



Berita Biologi 11(2) - Agustus 2012

500 bp —=»

Gambar 2. Contoh pola pita hasil amplifikasi PCR beberapaetas padi japonica dengan marka DNA yang
terpilih dalam set marka. (A) Primer GPA, dimana Mdder DNA 100 bp, 1: Koshihikari,
2:Gopum, 3:Samgwang, 4: Ilpum, 5:Chucheong, 6:Hwaseong, 7:Hitomebore, 8: Giho, 9: Geuman,;

(B) Primer SSlla, dimana M: ladder DNA 100 bp, losKihikari, 2:Gopum, 3:Samgwang, 4: II-
pum, 5:Chucheong, 6:Hwaseong, 7:Hitomebore.

Tabel 4. Persamaan model set set marka untuk evaluasi kgaduprotein dan sifat pasta yang memiliki
koefisien significan dari nilditiap marka melalui analisis linier regresi ganda

Parameter R Persamaan regresi
(P<0,001)
Kandungan protein 0,96 Y =-0,08684 + 0,29297(B1) + 0,40589(B43) + 0,.73E3%) — 0,52430(F6) —

0,72031(G28) — 0,31180(J6) + 2,12309(M11) + 1, 3(REACG) — 0,58746(P5) +
1,82238(WK9) + 2,11808(SSlla) + 0,27360(TreB) + QBIGPA) + 2,36726(AcPh)
+1,72159(AMs)

Final viscosity 0,98 Y = 408,36377 — 30,79181(A6) — 52,35771(A7) — 28(B&B1) + 25,66550(B43) —

(CPV) 36,81424(F6) + 92,55712(G4) — 71,76593(G22) — 4%84J6) + 135,95332(P5) —
34,.67305(SSlla) + 13,63171(TreB) -58,62226(GPA)03357(AcPh)

Breakdown(BDV) 0,95 Y = -94,83805 + 19,64441(A7) + 19,.82414(B1) — 32BXB43) — 43,78173(G4) +

27,99793(G28) + 56,88896(M11) + 10,14517(M2CG) 73668(SSlla) — 31,19180
(S3cl) + 52,78330(GPA) + 79,51526(GBSSI) + 57,16868)

Peak viscosity 0,99 Y = 112,51255 — 31,74561(A7) + 16,49981(B43) + 38]9RE30) + 23,41282(G4) —

(PV) 31,56849(G22) — 12,59017(G28) — 33,60093(J6) R1BYS(M11) + 17,05941
(M2CG) + 124,46655(P5) + 27,16985(WK9) + 59,86900(§S 15,53685(S3cl) +
56,13896 (AMSs) + 31,79147(AcPh)

Hot paste viscosity 0,99 Y = 240,75464 — 36,77810(A6) — 35,49296(A7) — 32BHB1) + 36,21105(B43) +

(HPV) 100,81759(G4) — 47,60380(G22 — 59,50820(J6) + BER&(P5) + 33,59336(WK9)
— 20,90862(S3cl) — 43,05909(GPA) + 5,61241 (SSHIap,42820(AMs) — 14,02661
(F6)

SetbackSBV) 0,96 Y = 339,71701 — 29,60822(A6) — 16,31249(A7) — 4BBNE30) — 32,10477(F6) +

54,03978(G4) — 39,65439(G22) - 55,51411(M11) -485MQM2CG) — 46,51399
(WK9) — 119,89070(SSlla) — 17,52896(GPA) — 79,84BBSSI) — 91,81636(AcPh)

sifat fisiko-kimia aksesi padi yang diinginkan. Mdis telah dibuat (Tabel 4). DNA genomik varietas padi

nya ada koleksi varietas padi yang akan ditentukantersebut diamplifikasi masing-masing dengan marka
kandungan proteinnya tanpa mengukur denganyang tercakup dalam persamaan khusus untuk
metode Kjeldahl, melainkan dengan set marka yangmenduga kandungan protein (B1, B43, E30, F6,
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G28, J6, M11, M2CG, P5, WK®9, SSlla, TreB, GPA, bagian besar marka untuk sifat fisiko-kimia beras
AcPh dan AMs). Hasil amplifikasi PCR tiap marka dikembangkan berdasar analisis polimorfisme dan
dikonversi ke data biner mengikuti keterangan Tabel asosiasi (Baet al, 2006; Zhao et al, 2012). Marka

3. Dengan mengganti kode marka dalam persamaaryang diuji dalam studi ini menunjukkan polimor-
sebagai nilai biner (nol atau satu) sesuai hasiisia fisme di antara varietas japonica (Tabel 3). Sebaga
PCR dan mengikuti perhitungan persamaannya, contoh, alel dari SSlla yang berkorelasi tinggi -den
maka nilai kandungan protein tiap varietas tersebutgan suhu gelatinisasi, menghasilkan variasi allele
dapat dihitung. Perhitungan yang sama dilakukan TT/GC. Diketahui bahwa beras dengan suhu gelatini-
untuk menduga nilai sifat pasta RVA varietas padi sasi rendah cenderung memiliki alel TT dan se-

lainnya. baliknya (Baoet al, 2006). Lokus AMs dan GPA
hasil seleksi dari daerajuantitative trait loci(QTL)
PEMBAHASAN mungkin juga berkontribusi terhadap variasi sifat

Sifat fisiko-kimia pati beras seperti kandungan fisiko-kimia karena distribusi alel di japonica, me

protein dan sifat pastaerupakan indikator tak lang- 9ingat peranan gen-gen tersebut dalam biosintesis
sung untuk evaluasi mutu rasa nasi dan mutu masagula amino dan asam amino. Alel dari S3cl berbasis

kannya dari varietas padi (Champagne, 1997). Di- sukrosa sintase 3 yang berperan dalam pengisian pat

bandingkan dengan sifat pasta pati seperti PV, HPV,d_i biJ:i _pf"‘di (Wanget al, _1999)’ memungkinkan en-
CPV, BDV dan SBV, kandungan protein lebih erat zim ini juga mempunyai korelasi tak langsung den-
korelasinya dengan mutu rasa nasi @fwal, 2008). gan variasi sifat fisiko-kimia pati beras. Jadiihas
Varietas japonica dalam studi ini mempunyai tekstur g_enotyping menunjukkan bahwa mgskipun variasi
nasi pulen berdasarkan nilai sifat pasta RVA yang Sikuen marka DNA yang berasosiasi dengan gen

rendah khususnya SBV (rataan — 9,75 RVU) and khusus tidak terletak di daerabdingtetapi marka-
BDV (rataan 39,83 RVU). Nilai parameter RVA marka ini memberikan variasi diantara varietas padi
Variasi alel berbagai lokus di antara varietas padi

tersebut menjadi dasar untuk pengembangan set mar-
ka.

dalam studi ini juga lebih rendah dari pada haail d
Allahgholipouret al (2006). Sebagai contoh, khusus
varietas superior Koshihikari, mempunyai kandun-
gan protein rendah dan beberapa parameter sifat pas Marka molekuler yang digunakan dalam for-
ta RVA lebih tinggi dibandingkan dengan varietas mulasi set marka dalam penelitian ini dikembangkan
japonica lainnya. Rendahnya kandungan protein danberdasarkan analisis QTL terkait mutu rasa dan mutu

meningkatnya sifat lengket RVA serta tekstur, me- masakan beras japonica, gen-gen tarkait biosintesis
nyebabkan tingginya palatabilitas. Jadi, sifatkfisi popsakanda dpathwaypadi (Baoet al, 2006; Les-
kimia pati beras bervariasi tergantung varietasgyan (@M €t al, 2009) termasuk marka STS yang bera-

umumnya memiliki perbedaan level genetik. Namun SOSiasi dengan palatabilitas nasi (Ohtswioal,
demikian sampai saat ini sifat fisiko-kimia berbaga 2002; 2003; Ohtsubo dan Nakamura, 2007). Marka

varietas padi umumnya ditentukan secara konven- DNA fungsional yang diperoleh dari posisi di dalam
sional yang memerlukan jumlah sampel beras ban-atau dekat dengan gen target tersebut dapat menjadi

yak dan waktu lama. Marka DNA yang berkembang sumber marka potensial untuk berbagai studi genetik

pesat dapat menjadi metoda alternatif untuk evaluas analisis sidik jari DNA varietas padi, membantu
secara cepat dan efisien seleksi dalam pemuliaan maupun estimasi sifatdisik

Variasi nukelotida merupakan basis utama -kimia varietas padi japonica seperti dilaporkan da

dari perubahan fenotip yang dapat diturunkan, se-'@m studiini.

hingga variasi di genom padi menjadikan pen- Variasi polimorfisme yang dihasilkan oleh
gembangan marka lebih efektif. Oleh karena itu se- Marka, prospektif dalam membantu evaluasi kandun-
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gan protein dan profil RVA. Secara individu, se- masing-masing nilai pasta secara konvensional di-
bagian marka yang digunakan dalam studi ini telah observasi korelasinya dengan nilai hasil perhitanga
dimanfaatkan untuk uji perbandingan varietas padi dengan set marka. Seperti halnya validasi set marka
Korea dan Cina dalam aspek protein dan kualitas bij untuk evaluasi mutu rasa beras japonica ternyata
padi (Yuet al, 2008). Namun uji genotip dan poli- menghasilkan nilai korelasi signifikan cukup tinggi
morfisme belum cukup untuk mendiferensiasi kan- (r: 0,85) dari hasil formulasi awal dengah $ekitar
dungan protein dan profil pasta padi, sehinggai-anal 0,99 (Lestariet al, 2009). Set marka tersebut ber-
sis regresi ganda dikembangkan dalam studi ini hasil diaplikasikan untuk analisis rutin sampel sam
(Tabel 4). Hal lebih penting lagi, data birggnoty- pai sekarang. Demikian juga pada penelitian ini,
ping total marka yang diasosiasikan dengan datasetelah melalui proses validasi secara berulang,
fisiko-kimia berhasil menjadi alat bantu potensial metoda marka tersebut dapat membantu evaluasi
dalam formulasi set marka untuk estimasi sifak€isi  rutin fisiko-kimia beras di berbagai laboratorium
-kimia varietas/galur padi japonica. pangan. Selain itu, set marka tersebut juga menjan-
Semua marka yang tercakup hasil formulasi jikan karena hanya perlu jumlah sampel analisis sed
dalam tiap persamaan mempunyai peranan sebagakit, cukup daun sebagai sumber DNA dan analisis
pembeda karena adanya variasi alel. BerdasarkarPCR dan visualisasinya yang cepat. Hal tersebat jug
nilai regresi tertinggi (B (Lestariet al, 2009) persa- memberi peluang aplikasinya untuk evaluasi aksesi
maan model hasil regresi ganda dilaporkan efektif dalam koleksi plasma nutfah padi ataupun seleksi
untuk evaluasi mutu rasa beras japonica. Pendekatamalur-galur awal persilangan sehingga mempercepat
yang sama juga telah dilakukan untuk estimasi mutu program pemuliaan mutu padi.
rasa beras japonica lainnya dengan memanfaatkan
jenis marka STS (Ohtsubo dan Nakamura, 2007).KESIMPULAN
Evaluasi kandungan protein dan amilosa maupun Nilai rataan kandungan protein, CPV, BDV,
sifat adesif nasi telah dirintis berdasarkankameri PV, SBV dan HPV masing-masing 6,83 %, 232,62
yang berasosiasi dengan gen penyimpan proteinRVU, 89,19 RVU, 242,37 RVU, - 9,75 RVU dan
(Nakamuraet al, 2004). Sesuai dengan studi sebe- 153,17 RVU. Kandungan protein mempunyai ko-
lumnya maka enam set marka hasil formulasi dalamrelasi positif dengan dengan BDV dan PV, se-
studi ini diharapkan dapat menjadi kandidat baliknya berkorelasi negatif terhadap CPV, HPV dan
pendekatan secara molekuler untuk evaluasi kandun-SBV. Uji genotip dengan total 30 marka DNA pada
gan protein dan sifat pasta melengkapi metoda kon-22 varietas padi japonica penting sebagai dasakunt

vensional. membuat formulasi set marka dalam persamaan re-
Set marka yang memuat marka hasil pen- gresi. Hasil polimorfisme varietas japonica yang
gembangan dalam studi ini perlu divalidasi untuk mempunyai sifat fisiko-kimia bervariasi

mengetahui konsistensi dan keakuratan hasil formu-mengarahkan analisis regresi ganda untuk evaluasi
lasi sehingga dapat diaplikasikan. Karena persamaarkandungan protein dan sifat padinam persamaan

ini berdasarkan analisis awal, maka validasi semuaregresi dengan resolusi tinggi (P<0.001) memiliki R
set marka dapat dilakukan dengan memanfaatkan0,96, 0,98, 0,95, 0,99, 0,99 dan 0,96 untuk masing-
berbagai varietas padi japonica dan populasi persi-masing kandungan protein, CPV, BDV, PV, HPV
langan seperti studi sebelumnya (Lestati al, dan SBV berturut-turut.

2009). Validasi dilakukan pada sejumlah aksesi padi

dengan menentukan nilai fisiko-kimia menggunakan DAFTAR PUSTAKA

dua pendekatan, yaitu secara konvensional danAllahgholipour M, AJ Ali, F Alinia, T Nagamine and Y Koji-

. . ma. 2006. Relationship
pendekatan marka. Hasil kandungan protein dan between rice grain amylose and pasta properties fo

breeding better quality rice varietieBlant Breed.125,
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