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Derived from Gene Pyramiding on Agronomic Traits

Gene pyramiding is a breeding approach that aims to integrate multiple
favorable genes from different parents into a single genotype. In rice, high
yield, brown planthopper (BPH) resistance, medium amylose content, early
maturity, and aroma are traits that must be fulfilled to satisfy both farmers' and
consumers' preferences. This study aimed to identify F, genotypes carrying
molecular markers linked to these agronomic traits, evaluate their genetic
diversity, and establish the genetic relationships among 115 F, rice genotypes.
The experiment was conducted from September to November 2021 at the
Ciparanje Experimental Station and the Plant Breeding Laboratory, Faculty of
Agriculture, Universitas Padjadjaran. Molecular characterization was
performed by using 10 Simple Sequence Repeats (SSR), which were: IFAP/ESP
(fragrance), SSIIa (waxy), RM586, RM8213 (BPH resistance), RM259 (panicle
number), RM7601, RM19414 (heading date), RM3701, RM3600 (panicle
length), and RM282 (grain weight). Data were analyzed using analysis of
molecular variance (AMOVA), while clustering was performed using the
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages (UPGMA). Sixty
genotypes with all target markers were obtained. The genetic variation was
partitioned into 36% within genotypes, 63% among genotypes, and 1%
between the populations. According to cluster analysis using ten molecular
markers, 64% dissimilarity existed among genotypes grouped into two major
clusters. The wide genetic distances among selected genotypes provide
evidence for successful gene pyramiding, with a high degree of allelic variation
derived from diverse parents. These selected genotypes will be advanced for
further agronomic evaluation to confirm their potential as multi-trait improved
lines.

Piramidisasi gen adalah salah satu teknik pemuliaan yang dapat digunakan
untuk menggabungkan beberapa gen yang menguntungkan dari banyak tetua
ke dalam satu genotipe tanaman. Daya hasil tinggi, tahan terhadap wereng
coklat, kandungan amilosa sedang, umur genjah dan aromatik adalah beberapa
karakter yang diharapkan untuk digabungkan untuk memenuhi keinginan
petani dan konsumen. Penelitian bertujuan memperoleh genotipe yang
memiliki marka molekuler yang terkait dengan karakter agronomis,
mendapatkan informasi keragaman genetik dan mengetahui hubungan
kekerabatan 115 genotipe padi generasi F: hasil piramidisasi. Penelitian
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dilaksanakan pada bulan September — November 2021 di Kebun Percobaan
Ciparanje dan Laboratorium Pemuliaan Tanaman, Fakultas Pertanian,
Universitas Padjadjaran. Analisis molekuler dilakukan dengan menggunakan
marka Simple Sequence Repeats (SSR) vyaitu IFAP/ESP terpaut gen
({1l fragrance), SSIla (waxy), RM586 (Bph3 dan bph4), RM8213 (Qbph4 dan
bphl7t)), RM259 (gPNI), RM7601 (Hd2/heading date), RM19414
(Hd3/heading), RM3701 (SP1/short panicle), RM3600 (LP1/long panicle), dan
RM282 (GW3/grain weight). Data dianalisis dengan menggunakan analisis
varians molekuler (AMOVA), sedangkan untuk analisis klaster dilakukan
menggunakan Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages
(UPGMA). Diperoleh sebanyak enam puluh genotipe yang teridentifikasi
memiliki marka molekuler terkait beberapa karakter agronomis. Keragaman
genetik secara molekuler genotipe hasil piramidisasi didapatkan variasi genetik
sebesar 36% di dalam genotipe, 63% antar genotipe dan 1% antar populasi.
Berdasarkan analisis cluster dengan 10 marka molekuler menunjukkan 64%
ketidakmiripan antar tetua dan genotipe hasil piramidisasi dan mengelompok
dalam dua kelompok. Jauhnya jarak genetik menunjukkan bukti keberhasilan
piramidisasi gen, yang ditunjukkan dengan besarnya variasi alel yang berasal
dari tetua yang beragam. Genotipe-genotipe yang terpilih akan dievaluasi lebih
lanjut karakter agronominya untuk mengkonfirmasi potensi galur-galur
tersebut sebagai galur unggul pada beberapa karakter.

Karakterisasi Molekuler dan Keragaman ...

PENDAHULUAN

Padi (Oryza sativa 1.) merupakan tanaman
pangan penting ketiga di dunia setelah jagung dan
gandum. Di Indonesia, padi sebagai tanaman
penghasil beras, merupakan komoditas yang strategis
karena mempunyai pengaruh besar terhadap
kestabilan ekonomi dan politik (Yusuf er al, 2024).
Pertumbuhan produksi dan nilai produktivitas padi di
Indonesia selama 37 tahun yang hingga saat ini masih
relatif rendah (3,5 - 5,2 ton/ha), menunjukkan
ketidakmampuan negara untuk menutupi kebutuhan
pangan masyarakat (Kusmana er al, 2017).
Rendahnya produktivitas padi disebabkan berbagai
faktor, diantaranya yaitu adanya serangan hama dan
penyakit. Terdapat sekitar 40 lebih jenis organisme
pengganggu tanaman yang menyerang padi, salah
satunya adalah hama wereng coklat (Nilaparvata
lugens Stal) yang menjadi hama utama padi pada
hampir di semua negara penanam padi (Prayoga dkk.,
2022). Untuk mengatasi permasalahan tersebut perlu
dilakukan upaya untuk mendapatkan varietas yang
tahan hama wereng coklat yaitu melalui perakitan
tanaman padi yang tahan beragam biotipe wereng.
Perakitan varietas ini dapat dipandang lebih ekonomis
dan ramah lingkungan karena dapat menghindari
penggunaan insektisida yang berlebihan (Magbool er
al, 2001). Perakitan galur-galur tahan terhadap
wereng coklat dapat dilakukan melalui introgresi gen-

gen ketahanan yang dimiliki oleh padi liar atau
kultivar tahan. Kultivar-kultivar yang sampai saat ini
diketahui memiliki ketahanan yang tinggi terhadap
beragam biotipe wereng coklat adalah PTB-33 dan
Rathu Heenati (Sun er al, 2005; Jairin er al, 2007a;
Santhanalakshmi er al, 2010; Carsono er al, 2021).
Introgresi gen-gen ketahanan yang dimiliki oleh PTB-
33 ke dalam varietas unggul Indonesia merupakan
upaya yang dipandang lebih efektif dan kompatibel
dengan beragam komponen pengendalian yang ada
saat ini.

Aspek lain yang perlu diperhatikan dalam
upaya menggabungkan gen ketahanan yang dimiliki
oleh PTB-33 adalah ketepatan dan keterandalan
metode seleksi yang digunakan untuk menyeleksi
populasi yang bersegregasi. Salah satu metode seleksi
yang dapat digunakan adalah menggunakan seleksi
berbasis marka molekuler, seperti menggunakan
Simple Sequence Repeats (SSR) marker, dengan
memanfaatkan berbagai marka yang diketahui terpaut
dengan gen-gen ketahanan, seperti RM589, RM588
(Jairin et al, 2007b; Jena & Mackill, 2008; Prayoga et
al, 2018; Yunus er al, 2023), RM8213 dan RM5953
(Sun er al, 2005). Beberapa peneliti telah berhasil
mengaplikasikan teknik MAS untuk merakit yang
tahan wereng dengan memanfaatkan gen Bphl8
(Wang et al., 2024). Selain itu, telah dilaporkan bahwa
terdapat 10 marka molekuler yang berkaitan dengan
karakter daya hasil, baik daya hasil langsung maupun
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karakter komponen hasil, seperti jumlah malai, bobot
bulir, fase senescence, tinggi tanaman, jumlah anakan,
serta kandungan klorofil. Sepuluh marka tersebut
terdiri dari empat marka SSR : RM 282 (Guo er al,
2009), RM 259 (Thomas et al., 2024), RM 513 (Kumar
et al, 2022) , RM 531 (Eimer er al, 2019) dan enam
marka gene specific; FLO (Zhang er al,, 2022), OsDOS
(Xian-Zhi, 2012), MOC1 (Liao er al, 2019), GLN1.1
(Zhao et al, 2024), NADH-NARI1 (Yamaya & Kusano,
2014; Yap et al, 2015).

Program pemuliaan tanaman dalam perakitan
padi varietas unggul untuk produktivitas tinggi
ataupun ketahanan terhadap cekaman biotik atau
abiotik seringkali mengabaikan karakter mutu beras
(grain quality), sehingga kultivar yang dilepas kurang
diminati oleh konsumen karena mutu beras yang
kurang baik. Oleh karena itu perlu dilakukan
program perakitan kultivar elit yang memiliki
karakter produktivitas tinggi, tahan wereng coklat,
memiliki mutu beras yang baik, sehingga mampu
memenuhi permintaan petani
Karakter kualitas beras merupakan salah satu target
pemuliaan penting di Indonesia dan karakter ini
termasuk ke dalam karakter kuantitatif, sangat erat

dan konsumen.

kaitannya dengan physicochemical properties
seperti: kandungan amilosa (KA), konsistensi gel
(KG), temperature of gelatinization (Fan et al., 2005),
kandungan protein (Lestari et al, 2009) serta aroma
(fragrance; Jin et al, 2010). Populasi tanaman hasil
persilangan berbagai tetua dengan karakter unggul,
umumnya akan menghasilkan populasi yang
beragam, oleh karena itu perlu untuk dilakukan
karakterisasi secara molekuler. Melalui kegiatan
karakterisasi, akan
genotipe yang diinginkan tanpa dipengaruhi oleh
faktor lingkungan, fase pertumbuhan tanaman dan
tipe jaringan/tissue, dan memiliki keakurasian yang
tinggi serta relatif mudah dilakukan (Park er al,

2019). Program perakitan varietas tanaman padi di

diharapkan mendapatkan

Indonesia dengan cara menggabungkan multi
karakter, yaitu karakter daya hasil tinggi, tahan
wereng coklat,

kandungan amilosa telah dilakukan melalui metode

umur genjah, aromatik, dan
piramidisasi dan saat ini mencapai generasi Fu.
Namun, genotipe-genotipe hasil piramidisasi ini
belum dikarakterisasi secara molekuler.

Populasi tanaman hasil piramidisasi umumnya
memperlihatkan keragaman genetik yang tinggi.
Sementara itu, keragaman genetik sangat berperan
penting dalam  pemuliaan
merupakan sumber informasi genetik dari sifat-sifat

tanaman karena

penting suatu tanaman untuk perbaikan varietas dan
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informasi  keragaman tersebut dapat membantu
keberhasilan program pemuliaan tanaman (Bhandari
et al, 2017). Informasi keragaman genetik tersebut
dapat diperoleh dengan melakukan karakterisasi
menggunakan marka molekuler untuk mendeteksi
perbedaan genetik varietas-varietas tersebut secara
lebih akurat (Appleby et al, 2009). Marka SSR telah
digunakan untuk menganalisis keragaman genetik
antar galur/varietas dan spesies (Athaichindachote et
al, 2019; Ngangkham er al, 2019; Park er al, 2019;
Singh et al, 2013).
selanjutnya dapat digunakan
kekerabatan genetik untuk memperoleh infomasi
jarak genetik yang dicerminkan dengan nilai matriks
kemiripan genetik (similarity matrix) genotipe-
genotipe yang diuji berdasarkan karakter yang
menjadi target pemuliaan tanaman (Scutari et al,
2015). Padi hasil piramidisasi yang telah disilangkan

Data hasil karakterisasi

dalam analisis

dan terkonfirmasi memiliki beberapa gen target,
selanjutnya hubungan
berdasarkan analisis kemiripan genetik. Menurut
Weeden & Wendel (1989), analisis kemiripan genetik
berdasarkan karakter agronomi dan morfologi
mempunyai beberapa kelemahan seperti pengaruh

dianalisis kekerabatan

faktor lingkungan yang cukup besar, dan interaksi
gen dominan resesif, serta adanya pengaruh faktor
lingkungan yang menyebabkan kurang akuratnya
hasil analisis. Oleh karena
kekerabatan berdasarkan marka molekuler dapat
dilakukan secara lebih akurat, sehingga dapat
diketahui informasi tentang konstitusi genetik dari
setiap genotipe atau setiap kelompok genotipe yang
terbentuk.
diketahui dapat membantu dalam mengidentifikasi
dan menganalisis penampilan suatu genotipe
(Bennett, 1997). Riset tentang karakterisasi padi hasil
piramidisasi secara molekuler relatif masih sedikit
dilakukan. Hasil riset piramidisasi beragam karakter
sebelumnya memperoleh 115 genotipe padi yang
belum diketahui kekerabatannya secara genetik.

itu, maka analisis

Sistem pengelompokan (clustering)

Oleh karena itu, karakterisasi molekuler dan estimasi
keragaman genetik pada populasi ini sangat penting
untuk dilakukan agar bisa mendapatkan hubungan
kekerabatan genetik antar genotipe padi yang
digunakan.

BAHAN DAN METODE

Pelaksanan Percobaan

Percobaan pada
September - November 2021. Budidaya tanaman padi
sebagai bahan isolasi DNA dilakukan di Kebun

dilaksanakan bulan
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Percobaan Fakultas Pertanian Unpad Ciparanje yang
memiliki ketinggian 753 m di atas permukaan laut
(mdpl), sedangkan kegiatan analisis molekuler
dilakukan di Laboratorium Pemuliaan Tanaman
Fakultas Padjadjaran,
Jatinangor. Materi genetik yang digunakan pada
percobaan ini adalah generasi F4 hasil selfing PP51 x
CAKA283 sebanyak 115 genotipe yang merupakan
hasil program piramidisasi empat tetua kultivar
unggul yaitu Pandanwangi, PTB-33, Kitaake dan

Pertanian  Universitas

Ciapus.
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Analisis Marka Molekuler

Pengambilan bahan tanaman untuk pengujian
molekuler dilakukan pada tiga helai daun muda yang
masih berada pada fase vegetatif awal, sehingga
tekstur daun masih lunak untuk memudahkan proses
ekstraksi DNA. Daun diambil dari tetua dan genotipe
generasi Fs4 hasil persilangan PP51 x CAKAZ283.
Pengambilan sampel dilakukan saat tanaman
berumur sekitar tiga minggu setelah tanam (MST).
Marka molekuler yang digunakan dalam percobaan
ini disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Marka Molekuler Simple Sequence Repeats (SSR) yang digunakan untuk Karakterisasi Generasi F4

hasil persilangan PP51 x CAKA283

No. Marka Molekuler Gen Karakter Referensi
1. IFAP/ESP Fgr Aromatik Bradbury et al (2005b)
2. RM259 gPN1I Jumlah anakan produktif  Zhu eral (2011)

3. RM3600 LP] Panjang malai Liu er al (2016)

4.  RM3701 SP1 Panjang malai Li et al (2009)

5.  RM282 GW3 Panjang dan bobot bulir Guo et al. (2009)

6. RM7601 Hd? Umur genjah Prasetiyono dkk. (2012)
7.  RMI19414 Hd3 Umur genjah http:/www.gramene.org
8. RM586 Bph3dan bph4 Tahan wereng cokelat Jairin er al. (2007a)

9. RMS8213 Qbph4dan BphiZt)  Tahan wereng cokelat Sun er al. (2005)

10. SSIIa SSIla Kandungan pati Luo et al. (2015)

Isolasi DNA Amplifikasi DNA menggunakan PCR
Isolasi DNA  diawali dengan proses Amplifikasi DNA  dilakukan  dengan

penggerusan daun padi muda sampai menjadi bubuk
dengan menggunakan bantuan nitrogen cair. Isolasi
dilakukan
cetyltrimethylammonium-bromide (CTAB) sesuai
dengan protokol Doyle (1996). Selanjutnya pengujian
kualitas DNA dilakukan terhadap semua hasil isolasi
DNA yang telah dilakukan. Kualitas DNA dianalisis
menggunakan ge/elektroforesis dan divisualisasi baik
atau tidaknya kualitas DNA hasil isolasi yang telah

dengan menggunakan metode

dilakukan sebelumnya.

Elektroforesis untuk pengujian kualitas DNA
dilakukan dengan menggunakan 0,8% - 1% ge/
agarose, yang dibuat dengan melarutkan 0,8 - 1 g
agarose dalam 100 ml larutan 0,5x TBE. Larutan
tersebut kemudian dipanaskan pada oven selama 2
menit dengan suhu 150°C. Proses elektroforesis
dilakukan pada tegangan 100V selama 30 menit,
kemudian gel direndam pada larutan ethidium
bromide (EtBr) selama 30 menit. Hasil perendaman
ini kemudian dimasukkan ke dalam Ge/
Documentation Box SYNGENE Type G-Box (UV
transiluminator) untuk melihat kualitas DNA yang
dihasilkan.

menggunakan mesin Polymerase Chain Reaction
(PCR). Kegiatan ini bertujuan untuk menggandakan
suatu bagian spesifik dari DNA, sehingga bagian
spesifik DNA yang diinginkan dapat diidentifikasi
dan diketahui keberadaannya. Amplifikasi PCR
dilakukan pada volume 12,5 pL menggunakan
campuran PCR Red Mix 9,5 pL, primer
forward/reverse (10 mM) masing-masing 1 pL, dan
DNA template sebanyak 1 pL pada konsentrasi 20
ng/uL, selanjutnya ditambahkan nuclease free water
1 pL. Kemudian tabung PCR dimasukkan ke dalam
mesin PCR untuk memulai proses amplifikasi.
Tahapan amplifikasi DNA membutuhkan
temperatur, waktu, dan siklus yang berbeda untuk
setiap primer dapat dilihat pada Tabel 2.

Elektroforesis dan Visualisasi DNA

Produk hasil amplifikasi PCR, dielektroforesis
menggunakan campuran 1,5 - 3% ge/ agarose dengan
0,8pum GelRed dalam larutan buffer 0,5X TBE yang
di-running pada durasi waktu dan besaran tegangan
listrik tertentu (Tabel 3). Hasil pemisahan fragmen
DNA dideteksi menggunakan Gel/ documentation (G-
box dari Syngene). 100 bp DNA Jadder (Promega)
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digunakan sebagai standar untuk menetapkan ukuran
DNA. Hasil visualisasi diharapkan.

pita

hasil amplifikasi

Karakterisasi Molekuler dan Keragaman ...

menunjukkan ada atau tidaknya DNA target yang

Tabel 2. Program PCR untuk 10 primer yang digunakan untuk karakterisasi molekuler generasi Fs hasil
persilangan PP51 x CAKA283

No Primer Tahapan Suhu (°C) Waktu (menit) Siklus
1 RM259 Pre-denaturation 94 3 1
Denaturation 94 0,5 30
Annealing 60 1
Extension 72 1
Final Extension 72 5 1
2 RM282 Pre-denaturation 94 4 1
Denaturation 94 0,5 35
Annealing 58 0,5
Extension 72 0,5
Final Extension 72 5 1
3 RM3600 Pre-denaturation 94 5
Denaturation 94 0,5 35
Annealing 55 0,5
Extension 72 0,5
Final Extension 72 5
4 RM3701 Pre-denaturation 94 5
Denaturation 94 0,5 35
Annealing 55 0,5
Extension 72 0,5
Final Extension 72 5
5 RM7601 Pre-denaturation 94 5 1
Denaturation 94 1 35
Annealing 55 1
Extension 72 2
Final Extension 72 7 1
6 RM19414 Pre-denaturation 95 2 1
Denaturation 95 1 35
Annealing 57 1
Extension 72 2
Final Extension 72 5 1
7 SSITa Pre-denaturation 95 5 1
Denaturation 95 1 35
Annealing 55 0,45
FExtension 72 1
Final Extension 72 10 1
8 RM586 Pre-denaturation 94 5 1
Denaturation 94 1
Annealing 55 1 36
FExtension 72 1
Final Extension 72 7 1
9 RM8213 Pre-denaturation 94 5 1
Denaturation 94 1 35
Annealing 55 1
FExtension 72 1
Final Extension 72 7 1
10 IFAP/ESP Pre-denaturation 95 5 1
Denaturation 95 1 35
Annealing 58 0,5
Extension 72 1
Final Extension 72 7 1
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Tabel 3. Program pengaturan elektroforesis untuk 10
primer yang digunakan.

Elektroforesis
No Primer Tegangan listrik =~ Waktu
V) (Menit)
1 RM282 100 90
2  RM259 75 75
3 RM3701 80 80
4 RM3600 80 80
5 RM7601 100 45
6 RM19414 100 45
7 SSIla 75 90
8 RM586 75 90
9 RMS8213 75 90
10 IFAP/ESP 70 75
Analisis Varians Molekuler
Analisis  varians molekuler (AMOVA)

dilakukan untuk menilai struktur genetik populasi
(Laurent er al., 1992). Ada atau tidak adanya varians

Tabel 4. Analisis Varians Molekuler (AMOVA)

Karakterisasi Molekuler dan Keragaman ...

molekuler di dalam dan di antara sub kelompok yang
diprediksi oleh software STRUCTURE kemudian
diestimasi menggunakan sofiware GenAlEx 6.5
(Peakall & Smouse, 2006). Jarak genetik
menunjukkan kekerabatan genetik di antara populasi
yang diukur berdasarkan nilai
pengukuran secara kuantitatif dari perbedaan genetik
pada frekuensi tingkat sekuens atau alel yang

numerik atau

dihitung antara genotipe individu dan populasi
(Dogan & Dogan, 2016). F-statistics digunakan untuk
mengukur keragaman dari suatu populasi genetik
berdasarkan pembagian varians genetik
individu, antar populasi dan di antara populasi
(Meirmans & Liu, 2018). Salah satu metode paling
popular untuk menghitung F-statistics adalah melalui
AMOVA (Dupanloup et al, 2002; Meirmans & Liu,
2018). Analisis ini digunakan untuk melihat seberapa

antar

besar keragaman atau variasi genetik pada beberapa
populasi dan individu yang ada di dalam populasi
tersebut dan rumusnya disajikan pada Tabel 4.

Sumber Variasi Derajat Bebas  Deviasi Kuadrat Tengah (DKT) Estimasi DKT
Di antara Lokus (AL) G-1 DKT/(AL) 2 +n'cf +n"c?
G

Di antara Populasi dalam Z Ig -G DKT/(AP/DL) 02 + nof
Lokus (AP/DL) g=1
Di antara Genotipe dalam G DKT/(AG) al
Populasi (AG/DP) N — Z Ig

g=1
Total Variasi N-1

Sumber: Laurent er al. (1992)

Estimasi Polymorphism Information Content (PIC)
Menggunakan GeneAlEx

Nilai PIC merupakan gambaran keragaman
bila
Penghitungan

alel
menggunakan penanda

dan frekuensi antar varietas diuji
tertentu.
tingkat polimorfis dari marka yang digunakan dengan
menghitung nilai PIC dihitung dengan dengan
formula berdasarkan (Smith ez al, 1998):

PIG = 1- (P}

Jika Pjadalah frekuensi alel ;7 yang dihasilkan
oleh primer j, kemudian dijumlah untuk keseluruhan
alel yang dihasilkan primer. Nilai PIC dibagi menjadi
tiga kelas yaitu PIC > 0,5 sangat informatif, 0,25 > PIC
< 0,5 sedang dan PIC<0,25 rendah (Botstein er al,

1980).

Estimasi nilai keragaman genetik

Analisis hubungan kekerabatan genotipe hasil
dilakukan software
XLSTAT untuk membentuk matrik similarity shared
allele distance dengan koefisien euclidean distance

piramidisasi menggunakan

sebagai pembentuk jarak genetik untuk marka
molekuler. Selanjutnya dilakukan clustering dengan
metode analisis kekerabatan. Pengelompokan
populasi dilakukan dengan menggunakan metode
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean (UPGMA) dengan bantuan aplikasi XLSTAT
menggunakan matriks dissimilarity dengan koefisien
jarak Jaccard. Apabila nilai dissimilarity semakin
kecil maka hal tersebut menunjukkan bahwa
keragamannya juga sempit, jika nilai
dissimilarity besar maka keragaman genetiknya luas.
Hasil  pengelompokan  digambarkan  dengan
dendrogram untuk mengetahui kekerabatan antar

namun
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genotipe hasil piramidisasi. Nilai jarak genetik
berkisar 0-1, nilai 0 menunjukkan spesies yang
diamati memiliki hubungan kekerabatan yang sangat
dekat, sedangkan nilai 1 menunjukkan spesies yang
diamati memiliki hubungan kekerabatan yang sangat
jauh.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi DNA menggunakan PCR
Hasil visualisasi pola pita DNA menggunakan
terpaut gen

10 marka SSR, vyaitu IFAP/ESP

Karakterisasi Molekuler dan Keragaman ...

(fgr/fragrance), SSlla (waxy), RM586 (Bph3 dan
bph4), RMS8213 (Qbph4 dan bphl7Z(t)), RM259
(gPNI), RM7601 (HdZ/heading date), RM19414
(Hd3/heading), RM3701 (SPl/short  panicle),
RM3600 (LP1/long panicle), dan RM282 (GW3/grain
weight), pada genotipe yang diuji menghasilkan pita
DNA sesuai referensi, sehingga dapat disimpulkan
genotipe-genotipe tersebut memiliki karakter target
(daya hasil tinggi, tahan wereng coklat, umur genjah,
aromatik, dan kandungan amilosa sedang). Adapun
contoh beberapa marka yang teramplifikasi dengan
baik disajikan pada Gambar 1 dan 2.

Gambar 1. Visualisasi pola pita DNA hasil amplifikasi marka RM586. Keterangan: (1) Genotipe 185-58; (2) 185-
72; (3) 185-74; (4) 185-78; (5) 185-83; (6) 185-85; (7) 185-90; (8) 185-93; (9) 185-90

e

-

-

200 bp

1 2 3 4 B

v
- gmy T amw TOT = eE =
100 bp

6 7 8 9

Gambar 2. Visualisasi pola pita DNA hasil amplifikasi marka RM8213. Keterangan: (1) Genotipe 185-58; (2)
185-72; (3) 185-74; (4) 185-78; (5) 185-83; (6) 185-85; (7) 185-90; (8) 185-93; (9) 185-90

Tabel 5. Genotipe-genotipe yang terkonfirmasi memiliki marka molekuler yang diduga berasosiasi dengan

daya hasil tinggi, tahan wereng coklat, umur genjah, aromatik, dan kandungan amilosa sedang.

Genotipe Padi Hasil Piramidisasi

185-8 185-60 185-89
185-28 185-64 185-90
185-30 185-67 185-91
185-39 185-69 185-93
185-45 185-70 185-95
185-46 185-74 185-96
185-47 185-75 185-100
185-49 185-78 185-XC
185-55 185-83 185-OK
185-59 185-85 185-KC

185-1] 250-9 234-47
185-RT 250-15 234-50
185-100 250-25 234-52
131-18 250-40 234-60
131-23 234-6 234-63

131-29 234-12 234-73

131-46 234-15 234-85

131-85 234-30 234-86

250-3 234-36 234-90

250-8 234-43 234-97
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Berdasarkan  hasil  analisis  molekuler
menggunakan PCR diperoleh 60 genotipe dari 115
genotipe uji (52,17%) yang terkonfirmasi memiliki
seluruh marka molekuler yang digunakan dalam
studi ini (10 marka molekuler) (Tabel 5). Hasil ini
perlu dikonfirmasi lanjut pada generasi berikutnya
untuk memastikan kalau sifat-sifat tersebut sudah
diturunkan atau belum pada genotipe yang sudah
terkonfirmasi memiliki sifat tersebut

Analisis Varians Molekuler

Analisis  varians  molekuler  dihitung
berdasarkan nilai F-statistics yang dihitung dari
komponen kovarian yang berhubungan dengan
perbedaan tingkat hierarki pada struktur populasi
(Dupanloup et al, 2002; Michalakis & Excoffier,
1996). Analisis genetik yang telah dilakukan pada 115
genotipe padi generasi F4, yang terdiri dari dua
kelompok hasil piramidisasi yaitu tetua dan progeni,
menunjukkan bahwa 36 % variasi terdapat dalam
individu itu sendiri, 63 % antar individu, dan hanya
1 % antar populasi, sedangkan nilai indeks fiksasi
(Fst) tercatat sebesar 0,058. Temuan ini menunjukkan
bahwa perbedaan terbesar terdapat pada antar
genotipe, sementara variasi yang muncul di tingkat
populasi relatif sangat rendah. Hal ini menunjukkan

bahwa terdapat diferensiasi genetik antar populasi.

Karakterisasi Molekuler dan Keragaman ...

tinggi (Hasan & Whitlock, 2024). Alel dengan
frekuensi yang tinggi akan memengaruhi Fst
(Jakobsson et al, 2013). Adapun hasil lengkap dari
AMOVA dan F-statistics dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Hasil Analisis Varians Molekuler (AMOVA)

Sumber Varissi df S = MS O
Var.
Antar Populasi 1 8,585 8585 0,058
Di antara 113 893,315 7,905 3,064
Genotipe
Di dalam 115 204500 1,778 1,778
Genotipe
Total 229 1106,400 4,900

Diantara
opulasi

Didalam
Genotipe
36%

Gambar 3. Variasi genetik 115 genotipe padi
menggunakan GeneAIEx

Hasil analisis AMOVA menggunakan aplikasi
GeneAlEx dapat dilihat pada Gambar 3. Nilai Fst
dipengaruhi oleh banyaknya sampel dan populasi
yang akan dianalisis. Populasi dengan alel yang
beragam akan menyebabkan nilai Fst rendah,
sedangkan jika alelnya seragam (alel privat) dan
hanya terdapat di populasi tersebut maka nilai Fst

Keterangan: df = Derajat bebas; SS = Jumlah deviasi kuadrat; MS =
Mean kuadrat deviasi; Est. Var = Perkiraan komponen
varians.

Hasil AMOVA yang tersaji pada Gambar 3
menunjukkan bahwa hanya terdapat 1% variasi antar
kedua populasi yang dievaluasi (populasi genotipe
tetua dan populasi generasi Fs). Hal tersebut
menunjukkan kalau populasi generasi F4 dan tetua
sangat bahwa
piramidisasi gen berhasil, karena sifat dari tetua

mirip dan mengindikasikan
sudah diturunkan pada progeninya dengan indikasi
kalau populasi tersebut memiliki profil SSR yang
sama antara masing-masing genotipe (Ahmed et al,
2022). Nilai variasi yang tinggi antara genotipe (63%)
dan keragaman di dalam genotipe (36%) disebabkan
karena proses persilangan untuk memunculkan sifat-
sifat yang berbeda pada setiap genotipe dan tetua
memiliki latar belakang genetik yang berbeda.

Polymorphism Information Content (PIC)

Hasil amplifikasi PCR secara keseluruhan
menunjukkan pita DNA sehingga mudah dilakukan
skoring. Hasil visualisasi pola pita DNA dapat dilihat
pada Gambar 4 (SSIa) dan Gambar 5 (RM8213). Pola
pita DNA hasil visualisasi dengan menggunakan
marka molekuler sebagai standar untuk menentukan
atau menghitung letak (base pair) DNA sampel yang
diuji.

Penggunaan  marka molekuler dalam
penelitian ini ditentukan dengan menduga nilai PIC,
yang menunjukkan kemampuan setiap marka
molekuler dalam mengestimasi adanya keragaman
antar genotipe berdasarkan jumlah dan frekuensi alel,
serta menunjukkan keinformatifan setiap marka.
Nilai PIC dari hasil penelitian bervariasi pada setiap
marka yang digunakan. Nilai PIC yang diperoleh dari

143 genotipe dalam penelitian ini berkisar antara 0,50
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- 0,98. Hal ini menunjukkan bahwa marka SSR yang
digunakan dalam penelitian ini mampu mendeteksi
polimorfisme dalam populasi sebesar 50% — 98%.
Nilai PIC terendah terdapat pada RM3701 (0,50),

- -
- -

|
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sedangkan nilai PIC tertinggi terdapat pada
IFAP/ESP, SSIla, RM586, RM8213, RM259, RM7601
dan RM282 (0,98) (Tabel 7).

g

R e I i e e

Gambar 4. Visualisasi pola pita DNA hasil amplifikasi marka SSIa. Keterangan: (1) 185-58; (2) 185-72; (3)
185-74; (4) 185-78; (5) 185-83; (6) 185-85; (7) 185-90; (8) 185-93; (9) 185-90

Gambar 5. Visualisasi pola pita DNA hasil amplifikasi marka RM 19414. Keterangan: (1) Genotipe 185-58;
(2) 185-72; (3) 185-74; (4) 185-78; (5) 185-38; (6) 185-85; (7) 185-90; (8) 185-93; (9) 185-90

Sepuluh marka SSR yang digunakan dalam
penelitian ini menghasilkan 57,5 alel yang terdeteksi
pada 115 genotipe padi dengan rata-rata 1,5 alel per
lokus. Semua marka SSR menunjukkan polimorfisme
dari 115 genotipe yang diuji. Tingginya tingkat
SSR
keefektifannya dalam menilai keragaman genetik
pada genotipe padi (Rini et al, 2023). Polimorfisme
ini juga menunjukkan bahwa marka SSR dapat
membedakan antara berbagai sumber daya genetik
(El-Esawi et al, 2022). Untuk memperoleh informasi
genetik yang lebih banyak dapat dilakukan evaluasi
menggunakan marka molekuler alternatif seperti

polimorfisme marka menunjukkan

Single Nucleotide Polymorphism (SNP), Insertion
Deletion (InDel), atau Start Codon Targeted (SCoT)
(Amiteye, 2021). Hasil ini menunjukkan bahwa 10
marka SSR yang digunakan sudah sangat efektif dan
dapat membedakan genotipe-genotipe dengan baik,
sehingga dapat digunakan untuk penelitian padi di
masa mendatang.
Polimorfisme merupakan gambaran
amplifikasi yang diperoleh dari perbedaan fragmen
DNA sebagai ada atau tidaknya perbedaan ukuran
sekuen sehingga menunjukkan ada tidaknya variasi
(Supriyanti dkk., 2015). Rentang nilai polimorfis
sebesar 0,50 — 0,98 pada hasil riset ini menunjukkan
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bahwa variasi alel pada setiap genotipe yang diuji
termasuk sedang menurut Botstein er al (1980).
Variasi alel yang sedang ini sebagai akibat dari proses
seleksi yang sudah dilakukan untuk populasi yang
diuji saat ini. Jika variasi alel dapat diasumsikan
sebagai variasi genetik, maka variabilitas genetik pada
populasi tergolong tinggi, maka akan lebih mudah
dalam memilih genotipe-genotipe yang diinginkan
untuk dilakukan rekombinasi genetik (melalui
persilangan) guna perbaikan varietas (Dualembang et
al, 2011).

Tabel 7. Nilai Polymorphism Information Content
(PIC)

Polymorphism Information Content (PIC)

Marka SSR Populasi Tetua Populasi Genotipe Fs
IFAP/ESP 0,667 0,980
SSIa 0,722 0,989
RM586 0,667 0,985
RM8213 0,667 0,982
RM259 0,778 0,987
RM7601 0,833 0,986
RM19414 0,667 0,975
RM3701 0,500 0,967
RM3600 0,667 0,971
RM282 0,667 0,985

Karakterisasi Molekuler dan Keragaman ...

Variasi genetik yang tinggi juga lebih
memudahkan dalam melakukan proses seleksi. Selain
itu, nilai PIC juga menunjukkan tingkat keseragaman
populasi yang diuji (Asri, 2016), semakin rendah nilai
PIC, maka diduga semakin seragam populasi tersebut.
Nilai PIC juga menunjukkan keinformatifan suatu
marka molekuler yang digunakan, semakin tinggi
nilai PIC, maka semakin informatif sebuah marka.
Penelitian ini menggunakan marka-marka SSR yang
bersifat kodominan, mampu membedakan antara
genotipe yang homozigot dengan yang heterozigot,
sehingga informasi nilai PIC sangat berarti bagi riset
tahap diharapkan mampu
mendukung program pemuliaan padi yang memiliki
aroma (gene £gr), umur genjah (Hd2dan Hd3), tahan
wereng coklat (Bph3, bph4, gbph4 dan ¢BPHI17(t) ),
kandungan amilosa sedang (ssIla), berdaya hasil
tinggi (panjang malai LPI, SP] dan jumlah anakan

selanjutnya, serta

produktif gPNI) sesuai yang tercantum pada Tabel 1.

Hasil dari analisis tersebut menunjukkan
heterozigositas atau keragaman dari alel terlihat pada
genotipe hasil piramidisasi. Hal
menunjukkan 10 marka SSR yang digunakan
walaupun menghasilkan satu pita DNA tetapi

semua ini

berdasarkan perbedaan dari berat molekuler pada
setiap alel (Tabel 8), marka tersebut polimorfik pada
populasi genotipe uji dan monomorfik pada populasi
tetua.

Tabel 8. Ukuran molekul DNA pada 115 genotipe padi yang diuji.

Genotipe Ukuran Molekul DNA (bp)

IFAP/ESP SSIla RM586 RMS8213 RM259 RM7601 RM19414 RM3701  RM3600 RM282
185-8 189 345 138 1.258 85 96 144 269 100 171
185-12 167 310 147 0 0 0 0 162 0 0
185-19 0 0 0 126 146 66 96 0 0 0
185-22 0 0 0 76 0 0 0 138 97 84
185-27 163 89 100 145 146 66 92 0 0 0
185-28 205 241 142 1.258 85 100 161 280 100 176
185-29 0 0 198 150 133 66 84 0 0 0
185-30 197 199 142 1.223 92 104 134 133 96 187
185-34 147 1.537 166 244 172 100 358 0 0 167
185-37 147 1.410 166 126 161 100 374 0 0 167
185-39 231 365 146 1.223 85 104 126 292 96 197
185-40 157 1.294 161 115 151 96 2.542 0 0 166
185-45 231 87 150 1.258 100 100 114 145 96 228
185-46 231 87 154 1.258 100 112 114 145 92 134
185-47 213 85 150 82 108 104 109 317 96 241
185-48 157 1.058 161 119 151 88 92 0 0 166
185-49 222 82 202 82 92 96 99 157 92 141
185-50 213 82 95 80 92 117 112 317 92 270
185-53 157 1.370 161 251 137 85 314 0 0 150
185-55 152 816 156 251 151 85 328 142 100 145
185-58 264 0 207 74 204 125 409 275 100 148
185-60 190 86 157 144 103 109 107 172 124 83
185-64 110 239 95 78 112 84 82 113 120 121
185-67 108 222 100 80 100 100 88 113 122 121
185-69 113 73 102 78 100 84 78 113 126 118
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Genotipe Ukuran Molekul DNA (bp)

IFAP/ESP SSIla RM586 RMS8213 RM259 RM7601 RM19414 RM3701 RM3600 RM282
185-70 135 0 110 78 96 94 78 110 126 114
185-72 256 1.494 201 133 126 135 362 268 97 148
185-74 272 1.311 191 145 126 135 381 261 97 143
185-75 122 174 110 76 100 84 82 119 130 114
185-78 272 566 196 141 132 142 390 275 97 148
185-83 281 523 190 133 142 145 430 253 97 148
185-85 272 523 190 163 137 153 462 268 94 154
185-86 150 296 155 0 0 121 0 296 0 0
185-89 128 84 110 74 96 84 88 113 134 106
185-90 172 537 168 145 142 149 419 319 92 148
185-91 128 89 110 74 94 80 92 113 138 96
185-93 264 716 185 145 142 145 419 247 92 148
185-95 128 87 110 76 94 94 92 119 140 74
185-96 256 1.575 259 158 142 138 430 240 92 78
185-98 172 303 164 0 0 0 0 311 0 0
185-100 167 298 691 180 114 104 104 109 104 147
185-XC 141 225 161 161 103 116 314 268 93 156
185-KC 141 393 151 171 103 120 83 312 96 161
185-CN 0 0 0 108 0 227 368 156 93 162
185-OK 141 225 156 171 103 125 326 301 104 172
185-1] 141 362 161 182 103 130 338 325 0 172
185-RT 131 333 166 176 103 135 364 350 115 172
131-4 0 0 176 155 0 170 117 156 90 150
131-6 0 0 0 97 217 0 0 142 100 106
131-14 0 0 0 94 100 0 0 142 94 112
131-18 127 342 151 176 107 135 378 350 120 178
131-23 202 86 157 144 110 250 115 144 120 176
131-28 167 303 159 0 0 0 0 319 0 0
131-29 127 372 161 182 97 135 378 364 115 184
131-46 184 86 142 144 103 250 115 154 124 77
131-47 111 404 143 194 100 112 93 191 120 0
131-54 115 520 156 188 156 188 156 231 171 0
131-61 226 168 149 154 122 113 77 137 104 182
131-64 167 283 173 0 0 0 0 336 0 0
131-77 233 204 149 154 122 113 318 147 111 189
131-85 173 84 152 144 107 258 107 343 124 169
131-86 188 256 145 168 114 104 100 114 104 171
131-93 241 178 153 154 0 122 318 158 124 202
131-KP 233 215 153 154 133 250 363 176 138 202
185-68 150 296 155 0 0 0 0 296 0 0
234-4 0 0 158 189 0 100 368 172 111 168
234-6 257 103 184 150 138 241 80 182 148 202
2349 161 296 198 0 0 0 0 336 0 0
234-10 0 0 176 182 0 110 368 184 115 187
234-12 275 100 175 183 144 138 88 195 148 217
234-15 194 235 151 168 114 104 96 111 111 156
234-24 161 283 168 0 0 0 0 319 0 0
234-28 0 0 153 197 0 91 368 197 104 187
234-29 0 0 142 189 0 95 350 197 100 168
234-30 228 84 157 148 107 115 102 160 129 183
234-31 0 0 142 213 0 91 100 178 100 156
234-32 0 0 137 213 0 95 100 167 104 145
234-38 170 88 143 140 135 105 85 143 90 159
234-36 167 230 151 172 112 104 92 111 119 150
234-43 235 86 142 100 103 112 105 343 124 117
234-45 97 88 153 144 118 110 85 157 87 159
234-46 275 63 145 154 144 250 84 189 143 195
234-47 239 97 145 158 144 149 332 189 143 195
234-50 0 183 149 163 138 143 80 189 143 202
234-52 188 91 158 148 126 105 288 152 87 159
234-60 157 93 0 319 85 154 1.212 283 90 147
234-63 170 88 163 153 135 116 85 168 93 173
234-67 176 151 158 157 139 105 210 173 97 179
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Genotipe Ukuran Molekul DNA (bp)

IFAP/ESP SSIla RM586 RMS8213 RM259 RM7601 RM19414 RM3701 RM3600 RM282
234-73 170 85 163 157 130 116 77 173 103 173
234-75 154 0 158 157 126 100 73 179 103 164
234-77 159 0 174 161 122 100 153 168 97 189
234-78 139 0 163 148 114 105 66 152 84 173
234-79 150 341 136 475 150 74 104 134 93 176
234-85 167 438 157 168 112 96 96 111 124 147
234-86 155 190 120 355 96 100 84 153 89 176
234-90 177 297 151 168 114 93 96 111 128 147
234-92 161 296 159 0 0 0 0 304 0 0
234-93 0 0 0 100 62 0 0 137 94 117
234-97 164 202 136 458 104 63 94 327 96 169
234-X5 167 93 151 72 95 154 913 360 93 143
234-PC 167 87 151 344 95 168 1.212 336 93 147
234-XY 178 90 156 319 106 176 1.212 373 100 143
250-1 172 71 151 70 106 176 1.022 180 104 134
250-3 169 66 136 100 108 63 60 158 108 183
250-8 169 60 128 100 112 86 78 164 116 197
250-9 169 60 154 96 116 117 67 168 112 176
250-25 164 134 136 475 112 185 104 153 104 176
250-15 183 268 145 166 116 86 88 105 128 145
250-40 164 134 145 96 1.811 251 84 148 100 169
250-42 184 84 156 311 117 184 1.282 180 112 127
250-45 0 0 151 51 85 148 148 146 112 60
250-56 0 0 0 97 103 0 0 133 89 110

Keragaman Alel dan Genetik

Hasil pengamatan menunjukkan sebanyak
rata-rata 3 alel terdeteksi untuk 10 set primer SSR
dalam populasi tetua (TTA), sedangkan terdapat rata-
rata 37 alel pada seluruh primer pada populasi
genotipe yang diuji (GTP) (Gambar 6). Lokus atau
marka SSITa dan RM282 menunjukkan frekuensi alel
yang paling tinggi di antara yang marka lainnya,

menunjukkan signifikansi pada populasi GTP dan
TTA. Tingginya frekuensi dapat disebabkan karena
tingkat sebaran alel yang luas pada dua populasi
tersebut dan tingginya nilai frekuensi alel disebabkan
beberapa alel yang panjangnya mencapai 2.542 bp
pada marka RM19414 di genotipe 185-40 dan
beberapa marka lainnya seperti RM3701 dan RM282
(Tabel 8).
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Gambar 6. Grafik Frekuensi Alel pada 10 marka SSR pada dua populasi utama (GTP: Genotipe yang Diuji dan

TTA: Genotipe Tetua).

Analisis pola alel antar-populasi menunjukkan
bahwa beberapa parameter genetik meningkat dari

populasi tetua (TTA) ke populasi hasil piramidisasi
(GTP). Rata-rata jumlah alel per lokus (Na), yang
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merefleksikan banyaknya variasi gen yang terdeteksi,
naik bersama jumlah alel privat (No. Pr. Al.) atau alel
yang hanya ada di satu populasi dan menggambarkan
identitas genetik khas. Peningkatan juga tercatat pada
jumlah alel efektif (Ne), yang memperlihatkan berapa
banyak alel yang memberikan kontribusi seimbang
dalam keragaman, indeks informasi genetik (I), serta
pada ukuran kerumitan dan kedalaman variasi
berdasarkan frekuensi alel. Sebaliknya, jumlah alel
yang frekuensinya lebih besar dari 5% (Na Freq. > 5),
atau ale] umum yang tersebar luas, turun sekitar 1,2%
di generasi GTP. Penurunan ini menandakan, meski

Karakterisasi Molekuler dan Keragaman ...

keragaman total bertambah, distribusi frekuensi
menjadi lebih rata, mencerminkan munculnya alel-
alel minor akibat rekombinasi selama proses
piramidisasi. Gambar 7 menunjukkan bahwa
heterozigositas yang meningkat pada populasi GTP
dengan implikasi tingginya variabilitas genetik pada
populasi tersebut dibandingkan populasi TTA.
Populasi GTP juga memiliki keragaman genetik dan
jumlah alel unik yang lebih tinggi sehingga relevan
untuk kajian diversitas genetik terutama pada tingkat
alel.

80 1,2
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- 0,8 & mmmNa Freq. >=5%
0 - .
=] i on
é&’ 40 - 06 § Ne
-
30 - g ]
- 04 ¢
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Gambar 7. Pola alelik pada populasi TTA (Tetua) dan GTP (Genotipe yang Diuji).
Keterangan: Na= jumlah alel yang berbeda; Na Freq= frekuensi dari jumlah alel yang berbeda; Ne= jumlah alel yang efektif; I= Shannon's

Information Index; No. Private Alelles= jumlah dari alel yang berbeda dari yang lain di suatu lokus; No. LComm Alelles=

jumlah dari alel yang sama di suatu lokus.

Parameter variasi genetik untuk 10 SSR
dihitung untuk menilai seberapa informatif marka
yang digunakan pada 115 genotipe padi (Tabel 9) dan
mengungkapkan akan adanya jumlah alel yang
berbeda (Na) dengan variasi dari 23 hingga 53, jumlah
alel efektif (Ne) dari 14,05 hingga 32,70, indeks
informasi (I) antara 2,17 dan 2,89, rata-rata PIC pada
kedua populasi berkisar dari 0,73 hingga 0,91,
keragaman (Ho) dari 0,04 hingga 0,99, dan
keragaman tak bias (uHe) dari 0,78 hingga 0,99.
Secara umum, semua marka memiliki sifat polimorfik
dan memiliki kapasitas diskriminasi yang tinggi.
Marka yang paling informatif adalah RM7601 dengan
44 alel dan rata-rata nilai tertinggi untuk semua
indeks yang telah diobservasi, sementara yang kurang
informatif adalah RM3701 dengan nilai terendah.

Parameter variasi genetik pada taraf populasi
menghasilkan jumlah alel yang berbeda pada populasi

tetua (TTA) dan populasi hasil piramidisasi (GTP)
(Tabel 10). Rata-rata banyaknya alel per lokus (Na)
melonjak nyata, dari 3,6 pada tetua (TTA) menjadi
69,6 pada populasi hasil piramidisasi (GTP). Lonjakan
ini menandakan bahwa langkah piramidisasi berhasil
menggabungkan alel dari beberapa nenek moyang,
sehingga membuka ruang variasi lebih luas. Jumlah
alel efektif (Ne) juga menunjukkan tren naik dari 3,41
menjadi 44,54 yang artinya selain jumlah alel
bertambah, frekuensi tiap alel jadi lebih merata dan
memberi distribusi yang besar pada keragaman secara
keseluruhan. Indeks informasi Shannon (I) yang
mengukur jumlah dan keseragaman alel, meningkat
dari 1,21 tetua (TTA) menjadi 3,97 pada populasi hasil
piramidisasi (GTP). Nilai tersebut menunjukkan
bahwa alel-alel pada generasi piramidisasi jauh lebih
rumit dan beragam.
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Tabel 9. Hasil analisis kearagaman genetik berdasarkan 10 Marka SSR yang digunakan.

Marka SSR Na Ne PIC Ho uHe
IFAP/ESP 39 25,89 2,59 0,82 0,24 0,89
SSIla 53 32,70 2,86 0,85 0,48 0,93
RM586 35 25,43 2,56 0,82 0,09 0,89
RMS8213 29 23,18 2,49 0,82 0,01 0,89
RM259 46 29,25 2,89 0,88 0,83 0,96
RM7601 44 28,42 2,97 0,91 0,99 0,99
RM19414 28 18,08 2,41 0,82 0,04 0,89
RM3701 23 14,05 2,17 0,73 0,21 0,78
RM3600 27 16,37 2,37 0,82 0,04 0,89
RM282 45 26,38 2,64 0,82 0,21 0,89
Mean 36,60 23,98 2,60 0,83 0,31 0,90
SE 8,12 5,04 0,32 0,04 0,08 0,02

Keterangan: Na= jumlah alel yang berbeda; Ne= jumlah alel yang efektif; I= Shannon's Information Index; PIC= Polymorphism
Information Content; Ho= Observed Heterozygosity; uHe= Unbiased Expected Heterozygosity; SE = Standard Error.

Tabel 10. Hasil analisis keragaman genetik pada dua populasi yang dievaluasi.

Populasi Na Ne I Ho uHe
Tetua (TTA) 3,6+034 341+034 121+008 0,23+0,11 0,82 + 0,03
Genotipe Hasil Piramidisasi (GTP) 69,6+ 6,01 4454+3,61 3,97+0,09 0,39 +0,11 0,98 + 0,002
Mean 36,6+ 8,11 2397503 2,59=+0,32 0,31=0,08 0,90 = 0,02

Keterangan: Na= jumlah alel yang berbeda; Ne= jumlah alel yang efektif; I= Shannon's Information Index, Ho= Observed Heterozygosity;

uHe= Unbiased Expected Heterozygosity.

Analisis Kekerabatan

Genotipe hasil piramidisasi dari berbagai tetua
yaitu PTB-33, Pandanwangi, Ciapus, dan KA pada
penelitian ini memunculkan keragaman genetik yang
lebih besar. Hal ini karena penggabungan karakter
target yang berasal dari hasil persilangan beberapa
tetua selama beberapa generasi akan menghasilkan
populasi heterozigot yang sangat tinggi (Carsono et
al, 2021). Nilai jarak genetik berkisar 0 — 1, nilai 0
berarti memiliki hubungan kekerabatan yang sangat
dekat, sedangkan nilai 1 berarti memiliki hubungan
kekerabatan yang sangat jauh (Wojcik, 2023).

Hasil analisis klaster dengan metoda UPGMA
untuk pengelompokan 115 genotipe agar dapat
memetakan hubungan genetik disajikan dalam

tersaji pada Gambar 8.
Berdasarkan Gambar 8 terlihat bahwa tingkat
ketidakmiripan antar tetua dan hasil piramidisasi

bentuk dendrogram

berdasarkan marka molekuler yang diamati berkisar
antara 0,00-0,64 dan terbentuk dua klaster utama
pada tingkat ketidakmiripan 64%. Genotipe-genotipe
berada pada masing-masing klaster utama dapat
dilihat pada Tabel 11.

Perbedaan klaster yang terbentuk ditentukan
oleh jarak genetik antar genotipe pada populasi
tersebut, yang artinya genotipe yang terbentuk di
dalam satu klaster memiliki jarak genetik yang sempit

(mirip). Somantri et al (2002) menyatakan bahwa
genotipe yang diklasifikasikan dalam satu kelompok
memiliki kemiripan satu dengan lainnya, sedangkan
genotipe yang berada pada kelompok yang berbeda
memiliki jarak genetik yang lebih jauh dibandingkan
genotipe dalam satu kelompok yang sama. Semakin
banyak persamaan karakter yang dimiliki maka
semakin besar nilai similaritasnya, yang menandakan
yang dekat.
Sebaliknya, semakin banyak perbedaan karakter yang

hubungan kekerabatan semakin
dimiliki maka semakin kecil nilai similaritasnya, yang
menandakan semakin jauh hubungan kekerabatan
antar genotipe yang dibandingkan.

Informasi keragaman genetik padi pada
marka-marka yang terpaut dengan beragam karakter
agronomis penting, seperti yang ditunjukkan dalam
penelitian ini, akan sangat bermanfaat untuk program
pemuliaan padi (Liu et aZ, 2020). Selain itu, penelitian
sebelumnya yang dilakukan oleh Park er al, 2019;
Sarif et al, 2020; Al-Daej et al., 2023; Kartahadimaja
et al, 2021; Xu et al, 2011; Nachimuthu er al, 2015;
Gan et al,2022) juga mengelompokkan genotipe
berdasarkan  kemiripan  karakteristik = morfo-
agronomi yang terkait dengan penanda SSR. Hasil
riset ini menunjukkan bahwa marka molekuler SSR
dapat diandalkan untuk menganalisis keragaman
genetik secara molekuler.
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Gambar 8. Dendogram berdasarkan marka molekuler terkait karakter bobot bulir, jumlah malai, panjang

malai, umur genjah, kandungan amilosa sedang, aromatik dan tahan wereng coklat berdasarkan

ketidakmiripan genetik menggunakan software XLSTAT.
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Tabel 11. Pengelompokkan genotipe hasil analisis c/ustering

Klaster I Klaster IT
250-15 131-18 185-37 234-52 185-47 234-43 234-46 234-PC  234-32
234-90 185-90 185-34 234-38 185-67 185-58 234-6 250-42  250-56
Pandanwangi 185-RT  185-40 234-45 185-64 185-49 131-KP  234-60 131-14
234-36 185-OK  234-24 234-67 185-75 131-46 234-47 250-1 131-6
234-15 185-85 131-28 234-73 185-69 185-60 234-12 234-X5  234-93
234-85 185-83 185-98 234-50 185-70 131-85 185-30 250-45  185-22
131-86 185-78 234-92 234-77 185-91 250-25 185-8 185-CN  185-29
185-100 185-93 185-68 234-75 185-89 131-23 185-39 234-10  185-19
185-KC 185-74 234-9 234-78 Kitaake 131-24 185-28 131-4 185-27
185-XC 185-72 185-12 234-86 185-95 131-47 185-46 234-31
185-55 185-96 185-86 234-79 250-9 131-77 185-45 234-4
185-1] 185-53 234-97 250-8 234-30 250-40 234-29
131-29 185-48 185-50 250-3 131-93 234-XY  234-28

SIMPULAN chinensis (Trin.) Tzvelev from Eurasian

Sebanyak 60 genotipe teridentifikasi memiliki
marka molekuler yang diduga berasosiasi dengan
beberapa karakter agronomi (daya hasil tinggi, tahan
coklat,
kandungan amilosa sedang).

wereng umur genjah, aromatik, dan

Keragaman genetik padi hasil piramidisasi
menunjukkan variasi genetik sebesar 36% di dalam
genotipe, 63% antar genotipe dan 1% antar populasi.
Hasil analisis hubungan kekerabatan padi hasil
piramidisasi secara molekuler dengan menggunakan
10 SSR pada tingkat ketidakmiripan 64% (kemiripan
36%) 115 genotipe hasil

piramidisasi kedalam dua klaster utama.

mengelompokkan

Genotipe-genotipe hasil piramidisasi masih
memperlihatkan adanya keragaman genetik yang
masih luas walaupun telah dilakukan seleksi pada
generasi sebelumnya,. Genotipe-genotipe yang
terkonfirmasi memiliki 10 marka molekuler yang
diuji akan dievaluasi lebih lanjut karena memiliki
beragam karakter agronomi yang unggul.
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