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ABSTRACT

A research was conducted to identify the genetics of upland rice cultivars using random amplified
polimorphic DNA (RAPD) markers. Five out of 60 random primers that capable to amplify the most number
of markers were OPE-07 (AGATGCAGCC), OPE-15 (ACGCACAACG), OPH-13 (GACGCCACAC), OPH-
19 (CTGACCAGCC), and OPM-02 (ACAACGCCTC). The number of markers amplified were 5, 6, 8, 8, and
7, respectively. RAPD-PCR using these 5 primers arranged to DNA templates of 41 rice cultivars amplified
1127 RAPD markers. Polymorphic information content (PIC) of each primer were 0.79, 0.80, 0.87, 0.87,
and 0.72, respectively. Cluster analysis using a UPGMA dendogram showed that the 41 cultivars were
grouped into 9 clusters with genetic similarity index more than 90 percent.
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ABSTRAK

Penelitian telah dilaksanakan untuk mengidentifikasi secara genetik kultivar padi gogo dengan menggunakan
marka penanda RAPD (random amplified polymorphic DNA). Lima dari 60 random primer yang dapat
mengamplifikasi DNA cetakan adalah primer OPE-07 (AGATGCAGCC), OPE-15 (ACGCACAACQG),
OPH-13 (GACGCCACAC), OPH-19 (CTGACCAGCC), and OPM-02 (ACAACGCCTC), dengan jumlah
marka masing-masing primer secara berurutan adalah 5, 6, 8, 8, dan 7. Analisis PCR-RAPD terhadap 41
DNA cetakan dari kultivar padi gogo dengan menggunakan lima primer tersebut dapat mengamplifikasi
1127 marka. Nilai PIC (polimorphic information content) secara berurutan pada masing-masing primer
adalah 0.79, 0.80, 0.87, 0.87, dan 0.72. Analisis cluster yang digambarkan pada dendogram UPGMA dapat
mengelompokkan 41 kultivas menjadi 9 kluster dengan indeks kesamaan genetik > 90 percent.

Kata kunci: kesamaan genetik, kluster, padi gogo, RAPD
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PENDAHULUAN

Tanaman padi (Oriza sativa L.) ter-
masuk dalam family Gramineae merupa-
kan bahan makanan pokok di Indonesia.
Mayoritas beras yang diproduksi berasal
dari lahan sawah karena budidaya padi
lahan kering masih sangat terbatas. Peng-
embangan budidaya padi lahan kering
merupakan pendekatan yang tepat untuk
meningkatkan produksi padi secara nasi-
onal. Teknologi budidaya padi lahan kering
atau padi gogo sangat tertinggal dibanding-
kan dengan padi sawah, misalnya dalam
hal bahan tanam, benih padi gogo yang
digunakan umumnya adalah kultivar-kul-
tivar tradisional yang diregenerasi secara
tradisional oleh petani dari waktu ke waktu
(Ranghunathachari et al., 2000; Li-na et al.,
2013). Dalam penelitian terdahulu, 41 kul-
tivar padi gogo dikoleksi di sentra produksi
di wilayah provinsi Bengkulu (Simarmata,
2010). Banyaknya variasi nama kultivar
di sentra-sentra produksi dimungkinkan
karena petani sering memberi nama yang
baru pada benih yang dibawa dari daerah
lain (Chang, 1988; Ranghunathachari et
a.l, 2000; Arif et al., 2005).

Satu cara pendekatan untuk mengi-
dentifikasi keragaman nama kultivar satu
spesies tanaman adalah dengan identifi-
kasi dan analisis molekuler berbasis DNA
(Mackill, 1995; Staub and Serquen, 1996).
Cara analisis ini dapat digunakan untuk
menjawab pertanyaan-pertanyaan yang
berkaitan dengan keragaman genetik tana-

man, menentukan klasifikasi dan filogeni

dalam pengelolaan plasma nutfah, dan da-
pat menjadi alat bantu dalam seleksi tetua
untuk tujuan pemuliaan tanaman melalui
penanda gen yang spesifik (Yu and Nguy-
en, 1994; Prasad et al., 2000; and Wu et
al., 2006).

Teknologi marka molekuler pada
tanaman berkembang cepat sejalan dengan
makin banyak metode dalam menentukan
marka DNA seperti marka RFLP (res-
triction fragment length polymorphism),
RAPD (randomly amplified polymorphic
DNA), AFLP (amplified fragment length
polymorphism), STS (sequence tagged
sites), SCARs (sequence characterized
amplified regions ), SSR (simple sequence
repeats), dan SNP (single nucleotide po-
lymorphisms) (Mackill, 1995; Staub and
Serquen, 1996, Prasad et al., 2000; Qian et
al., 2001; Nguyen et al., 2012). Pemilihan
marka yang akan digunakan dalam ana-
lisis molekuler perlu mempertimbangkan
tujuan yang diinginkan, sumber dana dan
fasilitas yang tersedia, serta kelebihan dan
kekurangan masing-masing jenis marka
(Williams et al, 1990; Staub and Serquen,
1996).

Marka RAPD adalah marka moleku-
ler yang sangat luas penggunaannya dima-
na fragmen DNA dapat diamplifikasi dari
reaksi PCR dengan menggunakan hanya
satu primer yang dikenal dengan primer
acak (random primer), biasanya beruku-
ran 10 pasangan basa (pb) (Williams et al,
1990; Staub and Serquen, 1996; Prasad et
al., 2000). Marka RAPD dapat digunakan
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untuk menentukan tingkat polimorfik suatu
primer dan filogeni atau hubungan kekera-
batan individu-individu yang berhubungan.
Walaupun masih memiliki beberapa kele-
mahan karena sering tidak konsisten, tetapi
studi molekuler dengan pendekatan marka
RAPD relatif lebih mudah dilakukan, ce-
pat, dan menghasilkan derajat polimorfik
tinggi (Williams et al, 1990; Staub and
Serquen, 1996). Penelitian ini bertujuan
untuk identifikasi genetik berbasis marka
molekuler random amplified polymorp-
hism DNA (RAPD) terhadap 41 kultivar
padi yang dikoleksi di sentra produksi padi
gogo Bengkulu.

METODE PENELITIAN

Penelitian dilaksanakan di Laborato-
rium Bioteknologi Tanaman, Universitas
Bengkulu. Sumber genetik tanaman adalah
41 kultivar padi gogo dikoleksi dari sen-
tra-sentra produksi padi gogo di wilayah
provinsi Bengkulu (Tabel 1). Tahapan
pelaksanaan penelitian meliputi penana-
man 41 kultivar padi gogo di rumah kaca,
ekstraksi DNA dari daun benih padi gogo,
penapisan primer acak (random primer),
amplifikasi PCR dan elektroforesis, ser-
ta analisis genetik dengan menggunakan
marka RAPD.

Ekstraksi DNA dari 41
genotip padi gogo (Tabel 1) dilakukan

sumber

dengan menggunakan bahan-bahan da-
ri kit-XNAP™ (dari Sigma Co). Metode
ekstraksi DNA mengikuti protokol yang

dianjurkan di dalam kit yang diadopsi se-

suai dengan metode ekstraksi cepat genom
DNA tanaman (Wang et al., 2005). DNA
hasil ekstraksi dilarutkan dalam 100 pl air
steril bebas ion. Sebelum analisis lebih
lanjut, kuantitas dan kualitas DNA dari ma-
sing-masing hasil ekstraksi ditentukan se-
suai dengan protokol Green and Sambrook
(2012), yaitu dengan pembacaan absorban
DNA menggunakan spektrofotometer pada
panjang gelomang 260 dan 280 nm.
Sejumlah 60 primer acak (dari Ope-
ron Tech.) terdiri dari OPE, OPH dan OPM
masing-masing 20 primer dengan ukuran
10 pasangan basa (pb) diseleksi terlebih
dahulu untuk menentukan primer yang
paling tinggi tingkat polimorfik terhadap
DNA tanaman padi gogo. Seleksi dilaku-
kan dalam reaksi PCR dengan total volume
reaksi 20 pl yang terdiri dari 10 pl larutan
PCR-ReadyMix (campuran larutan buffer,
dNTPs, dan Taq- polymerase), 5.0 ul DNA
cetakan (dari salah satu DNA cetakan), 1.0
ul primer, dan 4 pl H O. Untuk kontrol
adalah menggunakan campuran yang sama
tetapi template DNA diganti dengan H,O.
Mesin termocycle untuk PCR diprogram
untuk satu siklus denaturasi DNA pada
suhu 94 °C selama 5 detik, 30 siklus un-
tuk reaksi PCR terdiri dari denaturasi pada
suhu 94 °C selama 5 detik, penempelan
primer (annealling) pada suhu 45 °C se-
lama 30 detik, dan pemanjangan pita DNA
(elongation) pada suhu 72 °C selama satu
menit; satu siklus merupakan tambahan
pemanjangan pita DNA pada suhu 72 °C

selama 10 menit; dan pada siklus akhir me-
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Tabel 1. Sumber genetik padi gogo dan marka RAPD dengan lima primer.

No Nomor Sumber genetik Jumlah marka RAPD n];;);lila
genetik (Cultivar) OPE-7 OPE-15 OPH-13 OPH-19 OPM-02 Rpapp
1 Gl Situpatenggang 3 6 2 4 2 17
2 G2 Ciherang 4 5 3 8 6 26
3 G3  Limas 5 5 8 8 4 30
4 G4 Nona Cantik 4 5 8 8 5 30
5 G5  Seabun 5 5 8 8 3 29
6 G6  Klemas 5 5 8 8 3 29
7 G7  Bunga Macang 5 5 8 8 3 29
8 G8  Besar 5 5 7 8 2 27
9 G9  Mulut Harimau 4 5 8 8 4 28
10 G10  Segadang 5 5 7 8 3 28
11 G11  Halus 5 5 7 8 3 28
12 G12  Kuning 5 5 7 8 2 27
13 G13  Seblat 5 4 7 8 3 27
14 G14 Rias 5 4 7 8 1 26
15 G15 Cina 5 4 7 8 3 27
16 G16  Pulut/Ketan 3 5 3 8 2 22
17 G17  Tumbar 4 5 7 8 4 28
18 G18  Pendek 5 5 7 8 3 28
19 G19  Gunung 5 5 7 8 3 28
20 G20  Endak 5 5 8 8 2 28
21 G21  Bunder 5 5 8 8 3 29
22 G22  Grenzel 5 5 7 8 3 27
23 G24  Kancil 5 5 8 8 3 29
24 G25  Pulut Gulo 5 6 8 8 3 30
25 G26  Tambun Buih 5 5 8 8 3 29
26 G27 Ogan 5 5 8 8 3 29
27 G28  Pulut Beram 5 5 8 8 3 29
28 G29  Masak Beringin 5 5 8 8 3 29
29 G30  Siung Kancil 5 5 8 8 3 29
30 G31  Sawah Darat 5 5 8 8 3 29
31 G32  Keleng 4 5 7 5 3 24
32 G33  Abang Mumbang 4 5 7 8 3 27
33 G34  Abang Pintal 4 5 7 8 3 27
34 G35  Abang 4 5 8 8 3 28
35 G36  Sirantau 4 6 7 8 3 28
36 G37  Merah besar 4 5 7 8 3 27
37 G38  Daku 4 5 7 8 3 27
38 G39  Sedane 4 5 7 8 3 27
39 G40  Kijang 4 5 7 8 3 27
40 G41  Gemulai 4 5 7 8 3 27
41 G42  Kezones 4 5 7 8 3 27
Jumlah marka RAPD 186 205 290 320 126 1127
Polymorphism Information 79 g4 (g7 0.87 0.72

Content (PIC)
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sin diprogram untuk suhu 4 °C.

Elektroforesis hasil amplifikasi PCR
dilakukan di dalam ge/ agarose 1.5% (b/v)
menggunakan buffer TAE (tris acetic acid)
kepekatan 1X, kemudian dialiri listrik
dengan voltase konstan sebesar 100 volt
selama 90 menit. Pewarnaan DNA (stai-
ning) pada gel agarose dilakukan dengan
cara merendam gel dalam larutan etidium
bromide 0.5 mg 1" selama 30 menit. Visua-
lisasi pita DNA hasil amplifikasi PCR pada
gel diamati di atas alat UV-transiluminator
dan image dipotret dengan digital camera
Nikon D1000. Hasil potrean berupa diama-
ti dengan menghitung jumlah pita/marka
DNA yang muncul. Seleksi ini dilakukan
untuk memilih lima primer yang konsis-
ten dengan tingkat polimorfik yang paling
tinggi.

Amplifikasi PCR dengan lima primer
terseleksi dilaksanakan terhadap 41cetakan
genomik DNA dari cultivar padi gogo. To-
tal volume reaksi dalam campuran reaksi,
program termocycle, elektroforesis, dan vi-
sualisasi ge/ sama seperti pada reaksi PCR
sebelumnya, kecuali jumlah siklus mesin
termocycle ditambah menjadi 45 siklus
guna memperoleh jumlah amplifikasi DNA
yang lebih banyak.

Pengamatan hasil amplifikasi PCR
dilakukan dengan sistem skoring biner
pada image hasil potretan sesuai dengan
penghitungan kemunculan marka DNA.
Apabila marka DNA muncul pada hasil
amplifikasi PCR maka diberi skor (1), atau
apabila tidak muncul diberi skor (0). Ting-

kat polymorphik marka DNA pada setiap
primer dihitung dari hasil tabulasi skoring

dengan formula PIC = 1 - Y (Pi )* (Botstein
et al., 1980), dimana PIC = Polymorphism
Information Content, Pi adalah proporsi
populasi dengan jumlah kemunculan satu
marka pada satu primer terhadap total mar-
ka pada primer yang sama.

Tabulasi pengamatan skoring juga
digunakan untuk menentukan dendogram
UPGMA (unweighted pair-group methods
with arimetic means) melalui analisis
multivariate menggunakan program sta-
tistik MINITAB-15. Tabulasi data skoring
biner pada pita DNA juga digunakan un-
tuk menghitung indeks kesamaan genetik
(genetic similarity coefficient) dengan
menggunakan formula sesuai dengan Nei
(1972) yaitu GS; =2 N, / (N, + N ), di-
mana GS, adalah Genetic Similarity coeffi-
cient antara sampel ke-i dan ke-j; N adalah
jumlah pita DNA yang sama pada sampel
ke-i dan ke-j; N, adalah jumlah pita DNA
pada sampel ke-i; dan N; adalah jumlah
pita DNA pada sampel ke-j.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penapisan 60 random primer
dari OPE, OPH dan OPM masing-ma-
sing sebanyak 20 random primer terha-
dap cetakan DNA padi gogo diperoleh
15 primer yang yang menghasilkan pita/
marka DNA (Tabel 2). Lima primer yang
memiliki frekuensi marka DNA tertinggi
adalah OPE-07, OPE-15, OPH13, OPH-19
dan OPM-02 dengan sekuen nukleotida
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Tabel 2. Marka DNA yang diamplifikasi dari 15 primer acak.

No Nama primer Sekuen nukleotida (5°..3”) Jumlah marka
1 OPE-07 AGATGCAGCC 5
2 OPE-08 TCACCACGGT 2
3 OPE-15 ACGCACAACC 6
4 OPE-20 AACGGTGACC 1
5 OPH-01 GGTCGGAGAA 2
6 OPH-07 CTGCATCGTG 2
7 OPH-08 GAAACACCCC 2
8 OPH-11 CTTCCGCAGT 1
9 OPH-13 GACGCCACAC 8
10 OPH-14 ACCAGGTTGG 1
11 OPH-19 CTGACCAGCC 8
12 OPM-01 GTTGGTGGCT 2
13 OPM-02 ACAACGCCTC 7
14 OPM-08 TCTGTTCCCC 1
15 OPM-20 AGGTCTTGGG 1

secara berturut-turut adalah AGATGCAG-
CC, ACGCACAACC, GACGCCACAC,
CTGACCAGCC, dan ACAACGCCTC.
Visualisasi marka DNA pada masing-ma-
sing primer menunjukkan ukuran marka
DNA yang bervariasi yaitu primer OPE-07
tervisualisasi sebayak 5 marka DNA den-
gan ukuran 1200, 900, 500, 400, dan 300
pasangan basa (pb); OPE-15 sebanyak 6
marka DNA dengan ukuran 800, 750, 600,
500, 400, dan 300 pb; OPH-13 sebanyak §
marka DNA dengan ukuran 900, 800, 700,
600, 500, 400, 350, dan 280 pb; OPH-19
sebanyak 8 marka DNA dengan ukuran
1300, 1100, 900, 800, 600, 550, 500, dan
250 pb; dan OPM-02 sebanyak 7 marka
dengan ukuran 1800, 1200, 900, 750, 600,
350, dan 300 pb.

Kesesuaian setiap primer yang dise-
leksi sangat bervariasi dan berbeda-beda
untuk setiap DNA cetakan, walaupun DNA
berasal dari komoditi tanaman yang sama.

Hal ini dilaporkan pada beberapa penelitian
dan sudah dicoba untuk beberapa komoditi
berbagai jenis padi, jagung, dan gandum
(Mackill, 1995; Prasad et al., 2000; Rekha
et al., 2011; Li-na, et al., 2013; Sohrabi et
al, 2013). Beberapa keuntungan RAPD
PCR dalam mencari marka DNA antara
lain adalah karena hanya menggunakan
satu primer yang disebut primer acak (ran-
dom primer) untuk amplifikasi reaksi PCR
(Williams et al, 1990; Staub and Serquen,
1996; Prasad et al., 2000). Marka RAPD
dapat juga digunakan untuk menentukan
hubungan kekerabatan individu dalam satu
komoditi. Walaupun sering tidak konsis-
ten, tetapi pendekatan marka RAPD relatif
mudah dilakukan, cepat, dan menghasilkan
derajat polimorfik tinggi (Williams et al,
1990; Yu and Nguyen, 1994; Staub and
Serquen, 1996). Marka RAPD juga dapat
digunakan untuk mencari tautan marka

dengan karakteristik tanaman (Prasad et
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al., 2000; Sohrabi et al., 2013).

Hasil reaksi PCR-RAPD pada 41
cetakan DNA dari kultivar padi gogo yang
dianalisis dengan menggunakan lima pri-
mer dapat mengamplifikasi sebanyak 1127
marka DNA (Tabel 1). Salah satu pola ha-
sil amplifikasi PCR dengan menggunakan
primer OPM-02 disajikan pada Gambar 1.
Hasil tabulasi dengan skoring biner pada
kemunculan marka RAPD dikomputasi
menjadi jumlah marka RAPD pada setiap
primer (Tabel 1). Secara horizontal pa-
da Tabel 1, terlihat bahwa jumlah marka
RAPD dari 5 primer bervariasi pada setiap
individu padi gogo yaitu mulai dari 17
sampai 30 marka. Demikian juga jumlah
marka DNA dan informasi tingkat polym-
orfik (PIC) pada setiap primer, mulai dari
jumlah yang paling kecil sampai yang pa-

1 % 3 4 5 6 7

ling tinggi masing-masing adalah 126, 186,
205,290, dan 320 marka RAPD; serta 0.72,
0.79, 0.80, 0.87, dan 0.87, masing-masing
secara berturut-turut pada primer OPM-02,
OPE-07, OPE-15, OPH-13, dan OPH-19.
Perbedaan ini juga dilaporkan pada beber-
apa penelitian, dimana marka RAPD-PCR
juga dapat menentukan tingkat polimorfik
primer sebelum digunakan untuk penguji-
an molekuler lainnya (Staub and Serquen,
1996; Rekha et al., 2011).

Hasil analisis kluster berupa dendo-
gram UPGMA dan hasil tabulasi data biner
menunjukkan kekerabatan genetik padi
gogo berdasarkan indeks kesamaan gene-
tik (genetic similarity indices) (Gambar 2).
Pada tingkat kesamaan 49%, genotip yang
dianalisis terkluster menjadi dua yaitu
kluster I dan kluster II. Pada indeks ke-

M 3 9 10 11 1213 14 IS

16 17 18 19 26 31 23 M 23 24 35 26 27 38 130 30

31 32 33

34 35 M 36 37 38 39 40 41

Gambar 1. Pola amplifikasi RAPD-PCR 41kultivar padi gogo (Nomor urut 1 sampai 41) dengan primer
OPM-02. M adalah tangga DNA (100 pb - 3000 pb).
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Gambar 2. Dendogram UPGMA (unweighted pair-group methods with arimetic means) 41
sumber genetik kultivar padi gogo.

samaan yang lebih tinggi yaitu 66 persen,
kluster I terbagi lagi menjadi sub-kluster la
dan Ib. Demikian selanjutnya sampai pada
indeks kesamaan genetik 83 persen, maka
sub-kluster Ia terbagi menjadi subsub-klus-
ter Ia-1 dan Ia-2, demikian juga sub-kluster
Ib menjadi subsub-kluster Ib-1 dan Ib-2.
Dan apabila dikelompokkan sampai ting-
kat kesamaan genetik antara 90 sampai
100 persen, maka 41 kultivar padi gogo
dapat dikelompokkan menjadi 9 kelompok
kekerabatan (Tabel 3). Pengelompokan
ini dilakukan dalam analisis genetik guna
mencari kesamaan genetik (genetic simila-
rity) ataupun perbedaan (genetic distance)
pada kultivar yang sangat beragam di sentra
produksi. Manfaat lebih lanjut adalah un-

tuk para program pemuliaan dalam menca-

ri variasi tetua (Yu and Nguyen, 1994; Wu
et al., 2006). Untuk itulah maka analisis
genetik berbasis marka DNA seperti marka
RAPD sangat diperlukan untuk dapat me-
nentukan tetua bukan saja dengan karakter
morfologis tetapi juga dengan variasi gene-
tik (Chang, 1988; Ranghunatachari ef al.,
2000; Qian et al., 2001).

KESIMPULAN

Lima primer yang konsisten polimor-
fik pada cultivar padi gogo dengan RAPD-
PCR adalah primer OPE-07 (AGATG-
CAGCC), OPE-15 (ACGCACAACQG),
OPH-13 (GACGCCACAC), OPH-19 (CT-
GACCAGCC), dan OPM-02 (ACAACG-
CCTC), masing-masing dengan 5, 6, 8, 8,
dan 7 marka RAPD. Analisis PCR-RAPD
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Tabel 3. Kluster 41 kultivar padi gogo berdasarkan koefisien kesamaan genetik.

Nomor assesi kultivar

padi gogo

G8, G10,Gl11, G12, G13, G14, G15, dan G20

Kluster
(Kesamaan genetik > 0.90)
1 G32
2
3 G22
4

G35, Go, G7, G18, G19, G21, G24, G25, G26, G27, G28, G29,
G30, G31, G33, G34, G35, G36, G37, G38, G39, G40, G41, dan

G42
G9

Gl6
G2
Gl

O 00 3 O\ W

G3, G4, dan G17

terhadap 41 DNA cetakan kultivar padi go-
go dengan menggunakan lima primer ter-
sebut dapat mengamplifikasi 1127 marka
DNA. Nilai PIC (polimorphic information
content) secara berurutan pada masing-ma-
sing primer adalah 0.79, 0.80, 0.87, 0.87,
dan 0.72. Berdasarkan dendogram UPG-
MA maka pada indeks kesamaan genetik >
90 percent, sebanyak 41 kultivar padi gogo
dikelompokkan menjadi menjadi 9 kelom-

pok kekerabatan genetik.
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