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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh primer SSR terpaut toleran terhadap suhu tinggi dengan
menggunakan bulked segregant analysis (BSA) dan dilanjutkan dengan single marker analysis (SMA).
Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler Tanaman, Departemen Agronomi dan
Hortikultura, Institut Pertanian Bogor (IPB). Bahan genetik yang digunakan DNA tetua IPB 4S, Situ
Patenggang, DNA dari genotipe F2, 12 Primer SSR. Hasil penelitian menunjukkan primer SSR RM 337
mengikuti segregasi hukum Mendel, kemudian berdasarkan single marker analysis dengan menggunakan
karakter bobot gabah bernas menunjukkan primer SSR RM 337 terpaut toleran terhadap suhu tinggi dengan
nilai peluang yang sangat nyata. Genotipe F2 yang memiliki pola pita DNA seperti Situ Patenggang (Tetua
toleran) dan daya hasil tinggi menghasilkan 54 genotipe F2. Diferensial seleksi berdasarkan genotyping
dengan menggunakan primer RM 337 menghasilkan kenaikan bobot gabah bernas sebesar 37.96%.

Kata kunci: Analisis Segregasi Bulk, Analisis Marka Tunggal, Marka Molekuler, Populasi
F2, SSR

ABSTRACT

This study aims to obtain SSR markers linked to tolerance to high temperature using bulked segregant
analysis (BSA) and continued with single marker analysis (SMA). The experiment was conducted at the
Laboratory of Plant Molecular Biology, Departement Agronomy and Horticulture, Bogor Agricultural
University (IPB). The genetic materials include parental DNA IPB 4S, Situ Patenggang, and the DNA of
F2 genotypes, and the 12 primer SSR. The primary result showed that the primer RM 337 followed
segregation based on the Law of Mendel. After that, based on single marker analysis the using weight grain
character, the primer RM 337 was linked to tolerance to high temperature with a significant result. Based
on analysis of molecular, F2 genotypes are similar to the DNA pattern of Situ Patenggang (tolerant parent),
and high yielding was the result 54 genotypes F2. Selection differential based on genotyping use primer
RM 337 can increase weight grain were 37.96%.

Keywords: Bulked Segregant Analysis, F2 Population, Molecular Marker, Single Marker
Analysis, SSR
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PENDAHULUAN

Padi (Oryza sativa L.) merupakan salah satu tanaman pangan yang di konsumsi oleh lebih
dari setengah penduduk dunia dan kebutuhannya terus meningkat (Krishnalatha dan
Sharma 2012). Salah satu tantangan dalam mempertahankan produksi pangan, khususnya
beras adalah perubahan iklim global yang ditandai dengan peningkatan suhu muka bumi.
IPCC (2007) melaporkan bahwa pada akhir abad ke-21 suhu permukaan bumi akan
meningkat sebesar rata-rata 2-4 °C dan akan berakibat buruk pada komoditas pertanian
yaitu tanaman akan tercekam suhu tinggi.

Sifat toleransi padi terhadap cekaman suhu tinggi dapat diperbaiki melalui
program pemuliaan tanaman. Seleksi pada lingkungan bercekaman harus dilakukan di
lingkungan target dengan tujuan untuk dapat memaksimalkan ekspresi gen-gen yang
mengendalikan daya hasil maupun daya adaptasi (Cooper dan Byth, 1996). Seleksi pada
kondisi bercekaman dapat dilakukan berdasarkan fenotipe, marka molekuler, dan
gabungan antara fenotipe dan marka molekuler (Bernando, 2002).

Pemanfaatan marka molekuler dalam seleksi materi pemuliaan tanaman disebut
molecular marker assited selection (MAS). Teknik MAS memiliki kelebihan, antara lain
sifatnya yang stabil dan tidak terpengaruh lingkungan. MAS dapat diujikan pada
tanaman, bahkan pada saat tanaman masih muda, dan ditanam di rumah kaca maupun di
lapang, tanpa terpengaruh musim. Beberapa kelebihan tersebut menyebabkan seleksi
berdasarkan marka molekuler berpotensi memberikan hasil yang lebih akurat
dibandngkan dengan seleksi berdasarkan fenotipe tanaman yang terpengaruh oleh musim,
iklim mikro, spesifik organ, dan fase pertumbuhan tanaman (Susanto et al., 2008).

Marka makrosatelit merupakan marka genetik yang bersifat kodominan, dapat
mendeteksi keragaman alel. Beberapa pertimbangan untuk penggunaan marka
mikrosatelit diantaranya: (a) marka terdistribusi secara melimpah dan merata dalam
genom, variabilitasnya sangat tinggi, dan lokasi genom dapat diketahui; (b) merupakan
alat bantu yang sangat akurat untuk membedakan genotipe, evaluasi kemurnian benih,
pemetaan dan seleksi genotipe untuk karakter yang diinginkan; (c) studi genetik populasi
dan analisis diversitas genetik (Powell et al., 1996).

Populasi F2 merupakan populasi yang sangat baik untuk dijadikan studi genetik,
hal ini dikarenakan pada populasi ini terlihat jelas rasio pola segregasi dan mudah untuk
di amati. Oleh sebab itu pada penelitian ini digunakan populasi F2 padi hasil persilangan
IPB 4S dengan Situ Patenggang. Penelitian ini dilaksanakan dengan tujuan untuk
memperoleh marka SSR terpaut sifat toleran suhu tinggi pada padi melalui analisis
segregasi populasi F2 dengan menggunakan BSA dan SMA.

BAHAN DAN METODE

A. Bahan Tanaman

Bahan tanaman yang digunakan adalah varietas IPB 4S sebagai tetua peka, varietas Situ
Patenggang sebagai tetua toleran dan populasi F2 hasil persilangan IPB 4S dan Situ
Patenggang (Manalu, et. al., 2017).

B. Prosedur Penelitian

Metode yang digunakan untuk menyeleksi 12 primer SSR yaitu metode bulked segregant
analysis (BSA) dan single marker analysis (SMA). Metode BSA ini dipergunakan
dengan terlebih dahulu melakukan identifikasi fenotipik pada genotipe-genotipe F2 hasil
persilangan IPB 4S dan Situ Patenggang menggunakan hasil pengamatan terhadap bobot
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gabah bernas. Selanjutnya dilakukan identifikasi genotipik yang terdiri dari tiga tahapan
seleksi primer. Pertama yang dilakukan yaitu seleksi primer dengan menggunakan DNA
tetua untuk mendapatkan primer yang polimorfik terhadap tetua toleran dan peka. Kedua
dilakukan pengelompokan berdasarkan karakter bobot gabah bernas, bulk toleran terdiri
atas campuran DNA dari individu-individu tanaman yang toleran dalam populasi F2 dan
bulk peka terdiri atas campuran DNA dari individu-individu tanaman yang peka dalam
populasi F2. Bulk DNA toleran dan bulk DNA peka ini dipergunakan untuk menyeleksi
kembali primer yang menunjukkan polimorfik dan terpaut pada tetua toleran. Tahap
ketiga dilakukan seleksi primer pada masing-masing individu dari bulk DNA toleran dan
bulk DNA peka serta di ujikan ke seluruh individu F2 individu untuk mengetahui ko-
segregasi marker yang terpilih. Primer yang dipilih adalah primer yang bersifat
polimorfik dan terpaut pada tetua toleran, bulk DNA toleran dan masing-masing individu
yang toleran pada populasi F2.

Setelah metode BSA selesai di kerjakan maka dilakukan metode SMA. Tahapan
seleksi primer di tetua sama seperti dengan yang dikerjakan pada metode BSA,
perbedaannya adalah pada metode SMA semua primer yang polimorfik di tetua dilakukan
genotyping pada seluruh individu F2. SMA dilakukan dengan cara menggabungkan data
fenotip dan genotip kemudian dilakukan analisis ANOVA faktor tunggal dengan program
SPSS.

C. Ekstraksi DNA dan Ampilfikasi DNA

Bahan yang digunakan untuk ekstraksi DNA adalah daun tanaman padi pada usia
menjelang generatif yang mengalami cekaman suhu tinggi. Isolasi DNA digunakan
dengan menggunakan metode cetyltrimethylammonium bromida (CTAB) (Doyle dan
Doyle, 1987) yang telah di modifikasi.

Metode amplifikasi DNA dengan mesin polymerase chain reaction (PCR). Pada
penelitian ini digunakan 12 primer SSR untuk mengamplikasi semua sampel yang ada.
Informasi sekuen primer tersebut disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Jenis Primer SSR yang digunakan dalam penelitian ini
. . Tipe Kisaran Produk Ta

No Primer Sekuen Primer Repetisi PCR (pb) C) Kromosom

1 RM3586 f: gaagagagagccagagccag (GA)12 118 63.5 3
r: acacgatcgagctagaagacg

2 RM160 f: agctagcagctatagcttagetggagateg (GAA)23 131 65 3
r: tctcatcgccatgegaggcecte

3 RM3735 f: gcgaccgatcagctagcetag (GA)16 138 61 4
r: ataactccteecttgetgee

4 RM310 f: ccaaaacatttaaaatatcatg (GTM)19 105 47 8
r: gettgttggtcattaccattc

5 RM26212  f: gtcgctcctetectecaatee (CTC)9 180 61 4
r: getegcetgcttctaatctcttge

6 RM127 f: gtgggatagctgcegtcgegteg (AGG)8 223 67 4
r: aggccagggtgttggcatgcetg

7 RM5687 f: gatcgctggegattgatc (AAT)17 158 58 4
r: gacttgtggggtggtttitg

8 RM471 f: acgcacaagcagatgatgag (GA)12 106 56 4
I: gggagaagacgaatgtttgc

9 RM6132 f: ccgcecatctctettcagtte (CGC)8 184 60 10
r: cagtgcatagaggagaggacg

10 RM6100 f: tcctctaccagtaccgeacc (CGA)8 144 55 10
r: gctggatcacagatcattgc

11 RM103 f: cttccaattcaggcecggetgge (GAA)5 336 67 6
I cgccacagctgaccatgcatge

12 RM337 f: gtaggaaaggaagggcagag (CTT)4-19 210 60 8
r: cgatagatagctagatgtggec (CTT)8
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Sumber: Zhu et al. 2005; Zhang et al. 2009; Xiao et al. 2011; Buu et al. 2014

Metode amplifikasi DNA dengan mesin PCR. Untuk amplifikasi DNA, 3 pul
primer (sudah ada primer forward dan reverse), 3 ul DNA ekstrat (untuk DNA bulk,
sebelumnya di bulked dulu DNA individu-individu yang toleran dan peka) dan 6 ul taq
polymerase (Merk Kappa seri ready to use with dye) dan dimasukkan ke dalam PCR tube
dan diamplifikasi pada mesin PCR (ESCO), sehingga total volume reaksi PCR adalah 12
ul. Proses amplifikasi ini dilakukan sebanyak 35 siklus, yaitu pre denaturasi selama 3
menit pada suhu 95 °C, denaturasi siklus selama 15 detik pada suhu 95 °C, annealing
selama 15 detik pada suhu 47-67 °C (tergantung suhu anneling primer) dan extention
selama 15 detik pada suhu 72 °C, stop PCR / post PCR dilakukan pada suhu 72 °C selama
10 menit dan pendinginan hasil PCR selama 10 menit pada suhu 4 °C. Hasil dari
amplifikasi ini dilanjutkan dengan elektroforesis menggunakan agarose biasa (Vivantis)
untuk melihat ada atau tidak adanya pita, setelah di lihat ada baru dilanjutkan
elektroforesis dengan menggunakan agarose Super Fine Resolution (Amresco).

D. Elektoforesis dengan Agarose Sufer Fine Resolution (SFR)

Produk PCR primer SSR dipisahkan dengan elektroforesis gel menggunakan agarose
sufer fine resolution (SFR) dari Amresco dengan konsentrasi 3%, buffer LB (Lithium
Boric) merk Faster Better Media ¥ x pada volume 40 mL. Elektroforesis horizontal
menggunakan alat elektroforesis merk Bio-Rad selama 120 menit pada voltase 120 volt.
Marker DNA yang digunakan adalah marker 100 bp (Vivantis). Kemudian pewarnaan
hasil elektroforesis dengan menggunakan Etidium Bromide dengan cara perendaman
selama 10 detik kemudian di rendam dengan aquadest selama 30 menit.

E. Analisis Data

Analisis SSR dilakukan pada populasi P1, P>dan F2. Pertama yang dilakukan yaitu seleksi
primer dengan menggunakan DNA tetua untuk mendapatkan primer yang polimorfik
terhadap tetua toleran dan peka. Metoda BSA (bulk segregation analysis) dilakukan
dengan pengelompokan berdasarkan karakter agronomi yang mempunyai korelasi tinggi
dengan hasil tanaman. Terdapat 1 kelompok Bulk toleran terdiri atas campuran DNA dari
individu-individu tanaman yang toleran (masing-masing 5 genotipe per grup toleran)
dalam populasi F2 dan 1 kelompok bulk peka terdiri atas campuran DNA dari individu-
individu tanaman yang peka (masing-masing 5 genotipe per grup peka) dalam populasi
F2. Setelah diperoleh primer yang menunjukkan polimorfik pada tetua, selanjutnya
dilakukan analisis terhadap bulk. Primer yang polimorfik pada bulk kemudian di ujikan
ke seluruh individu tanaman dari populasi F2 untuk mengetahui ko-segregasi dari primer
terpilih.

Genotipe yang memiliki posisi satu alel pada posisi bagian atas diskor sebagai A
(homosigot AA), genotipe yang memiliki posisi satu alel pada posisi bagian bawah diskor
sebagai B (homosigot BB), sedangkan yang memiliki dua alel diberi skor H (Heterosigot
AB). Hasil pengujian marka SSR terpilih dari seleksi marka di bulk yang dicobakan pada
seluruh individu F2 di analisis dengan menggunakan uji chi square untuk mengetahui
apakah mengikuti pola segregasi hukum Mendel | yaitu 1:2:1 (A:H:B), rasio ini
sebenarnya modifikasi dari rasio fenotipe Hukum Mendel | yaitu 3:1 dimana secara
fenotipe individu heterozigot masuk dalam kategori dominan, sementara jika kita lakukan
genotyping maka individu heterozigot akan menjadi nisbah tersendiri. Hipotesis yang
diajukan untuk analisis ini adalah:
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Ho: data sesuai dengan nisbah 1:2:1
H1: data tidak sesuai dengan nisbah 1:2:1

Untuk mengetahui akurasi hasil BSA maka pekerjaan selanjutnya dilakukan
metoda SMA (Single Marker Analysis). Metode SMA dilakukan setelah diperoleh primer
yang menunjukkan polimorfik pada tetua, selanjutnya dilakukan analisis terhadap seluruh
individu F2. Data genotipe hasil skoring primer SSR digabungkan dengan data bobot
gabah bernas. Single Marker Analysis dilakukan dengan menggunakan software I1BM
SPSS Statistics 22.

Diferensial seleksi pada populasi F2 terpilih (mengikuti pola pita DNA Situ
Patenggang dan berdaya hasil tinggi) diestimasi berdasarkan menggunakan formula
Falconer dan Mackay (1996):

(X.— X
l_—o)x100%
XO

S =

Keterangan:
S = diferensial seleksi,
X, = nilai tengah populasi terseleksi
X , = nilai tengah populasi sebelum seleksi.
Nilai duga kemajuan genetik diestimasi menggunakan formula Falconer dan
Mackay (1996):

R =ig,h?

Keterangan:
R = dugaan kemajuan genetik,
i = intensitas seleksi (pada penelitian ini dengan terpilih 54 genotipe berdasarkan
primer RM 337 maka intensitas seleksi adalah 1.290)
op = standar deviasi dari ragam fenotipe
h? = heritabilitas
Pendugaan nilai respon seleksi untuk generasi berikutnya yaitu F3 dilakukan
dengan menjumlahkan dari nilai tengah populasi terseleksi (generasi F2 yang berasal dari
seleksi primer RM 337 terpilih) ditambah nilai kemajuan genetik.

HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Seleksi Primer di Tetua

Analisis yang dilakukan yaitu seleksi 12 primer SSR pada kedua tetua IPB 4S dan Situ
Patenggang. Hasil amplifikasi 12 primer SSR terhadap DNA tetua padi toleran (IPB 4S)
dan peka (Situ Patenggang) terhadap cekaman suhu tinggi di rumah kaca diperoleh 5
primer SSR yang menghasilkan polimorfik. Hal ini membuktikan bahwa primer-primer
tersebut dapat digunakan untuk melakukan seleksi ke tahap selanjutnya.

B. Bulked Segregant Analysis

Hasil pengujian pada generasi F2 hasil persilangan IPB 4S dan Situ Patenggang
menunjukkan sebaran tidak mendekati normal, sehingga untuk memperoleh dua
kelompok genotipe yang memiliki tingkat toleransi yang berbeda dalam keadaan toleran
cekaman suhu tinggi maka sebaran ini perlu dinormalkan, dengan peubah Z (Gambar 1).
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Gambar 1. Pola sebaran data bobot gabah bernas sebelum dan setelah distandarisasi
dengan nilai Z pada populasi F2 padi (IPB 4S x Situ Patenggang)
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Berdasarkan sebaran normal dapat dipilih sebanyak lima individu toleran dan lima
individu peka. Individu yang termasuk kategori sangat toleran yaitu individu yang
mempunyai nilai bobot gabah bernas X > X + 3SD (nilai Z > 3) dan individu yang sangat
peka yaitu individu yang mempunyai nilai bobot hasil X < x - 3SD (nilai Z < -3) (Aluko
and Oard 2004). Berdasarkan hasil data terstandarisasi ditetapkan genotipe-genotipe
toleran dan peka yang disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2 Nilai fenotipe bobot gabah bernas populasi F2 padi (IPB 4S x Situ Patenggang)
pada kondisi tercekam suhu tinggi

Nomor Individu Bobot gabah bernas (g) Nilai Z Kategori
F2-114/1T1 80.6 2.38 Toleran
F2-28/1T2 77.67 2.22 Toleran
F2-48/1T3 75.96 2.13 Toleran
F2-93/1T4 64.75 1.52 Toleran
F2-190/1T5 64.66 1.52 Toleran
F2- 153/IP1 4.57 -1.88 Peka
F2-182/1P2 4.04 -1.82 Peka
F2-1221P3 4.00 -1.76 Peka
F2-201/1P4 2.83 -1.76 Peka
F2-31/IP5 1.79 -1.73 Peka

Keterangan: IT1: Individu Toleran ke-1; IT2: Individu Toleran ke-2; IT3: Individu Toleran ke-3; 1T4:
Individu Toleran ke-4; IT5: Individu Toleran ke-5; BP: Bulk Peka; IP1: Individu Peka ke-1; IP2: Individu
Peka ke-2; IP3: Individu Peka ke-3; IP4: Individu Peka ke-4; IP5: Individu Peka ke-5

Analisis fenotipe dengan metode diskriminan ini telah berhasil memisahkan
genotipe yang toleran dan peka. Pemisahan ini sangat menentukan dalam keberhasilan
metode bulk segregant analysis yang digunakan dalam seleksi marka. Hal yang sama juga
telah dilakukan oleh Sihaloho (2015) pada peneltian kedelai untuk toleransi terhadap
cekaman tanah masam. Berdasarkan seleksi primer dari kedua tetua di dapatkan 5 primer
yang polimorfik, kelima primer ini kemudian digunakan untuk analisis pada bulk DNA
dan individu bulk.

Berdasarkan hasil kegiatan BSA didapatkan bahwa primer RM 337 mempunyai
ko-segregasi sesuai Hukum Mendel I, akan tetapi belum bisa dipastikan hubungan primer
tersebut dengan karakter agronomi tertentu untuk mencari segregan yang toleran terhadap
suhu tinggi. Karakter agronomi yang berhubungan langsung dengan sifat toleransi
terhadap cekaman suhu tinggi salah satunya adalah karakter bobot gabah bernas
(Mohammadi et al. 2007). Oleh sebab itu perlu dilakukan analisis marka tunggal (single
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marker analysis). Doerge (2002) menyatakan bahwa single marker analysis merupakan
analisis segregasi fenotipe dengan marker genotipe dimana marker yang akan kita analisis
apakah ada hubungan atau asosiasi pada karakter kuantitatif yang kita inginkan. Collard
et al. (2005) menyatakan bahwa single marker analysis merupakan salah satu metode
analisis quantitative trait loci (QTL) dengan memanfaatkan analysis of varian
(ANOVA).

Berdasarkan hasil single marker analysis terhadap bobot gabah bernas pada
seluruh individu F2 yang di uji, menunjukkan hanya satu penanda yang memiliki asosiasi,
yaitu RM 337 (Gambar 2). Kombinasi alel dari lokus tersebut terdiri dari tiga kombinasi,
masing-masing kombinasi memiliki rata-rata bobot gabah bernas (BGB) yang berbeda.
Genotipe AA memiliki bobot gabah bernas terendah, yaitu sebesar 14.98 g tanaman™.
Genotipe AB memiliki rataan bobot gabah bernas menengah, yaitu sebesar 40.78 g
tanaman™. Genotipe BB memiliki rataan bobot gabah bernas tertinggi, yaitu sebesar
50.43 g tanaman™.

Berdasarkan Gambar 2, boxplot menunjukkan pada primer RM 337 terlihat
terdapat 2 genotipe yang memiliki nilai outlier (pencilian) atas, genotipe tersebut adalah:
F2-28 dan F2-114 pada genotipe AB dan pencilan bawah pada genotipe F2-87 dan F2-
210 pada genotipe AB, sementara pada genotipe BB, terdapat pencilan atas yaitu genotipe
F2-48. Untuk keperluan proses seleksi dalam pemuliaan berdasarkan marka molekuler
umumnya pemulia menginginkan genotipe yang homosigot dominan tapi fenotipenya
berdaya hasil tinggi, maka genotipe F2-28 dan F2-114 tidak akan terpilih meskipun
berdaya hasil tinggi karena heterosigot. Primer RM 127 dan RM 471 berdasarkan hasil
single marker analysis tidak memberikan pengaruh yang nyata. Primer RM 3586 dan RM
310 menghasilkan pita yang monomorfik pada seluruh populasi F2.

100.00— 100.00—

80.00—
60.00— T "V

40.00—

:
47

00—

80.00

s000- | T i
10.00] i I I

Bobot gabah bernas
Bobot gabah bernas

20.00—

00—

T T T T
AB BB AA AB BB

RM 337 RM 127

14.98 40.78 50.43
p-value = 0.000 **

35.27 3398 42.33
p-value = 0.015 tn

100.00—

80.00

60.00

|T

40.00 _l — —
T
AA

Bobot gabah bernas

20.00 J 1

T T
AB BB
RM 471

00

37.68 36.35 40.12
p-value = 0.596 tn

Gambar 2. Boxplot hasil single marker analysis pada padi F2 (IPB 4S x Situ
Patenggang)
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Berdasarkan hasil penelitian yang telah di lakukan di dapatkan bahwa primer RM
337 memiliki signifikansi yang nyata dan nilai R? 52.50% terhadap karakter bobot gabah
bernas pada kondisi tercekam suhu tinggi. Buu (2014) dalam penelitiannya juga
mendapatkan bahwa primer RM 337 dengan nilai R? 21.70% dan nilai peluang yang nyata
terhadap karakter bobot gabah bernas pada kondisi tercekam suhu tinggi. Sementara
peneliti lainnya melaporkan bahwa primer RM 1089 dan RM 229 memiliki signifikansi
yang nyata terhadap karakter bobot gabah bernas (Poli et al. 2013). Hal ini bisa di
sebabkan karena hasil tersebut hanya berlaku pada populasi yang di uji dan memerlukan
pengujian jika akan digunakan pada latar belakang genetik yang berbeda. Hal ini
diperkuat oleh Xie et al. (2008) yang menyatakan bahwa QTL dipengaruhi oleh latar
belakang genetik, namun terdapat marka yang stabil pada beberapa latar belakang genetik
dan dapat digunakan dalam seleksi.

Pengunaan marka molekuler untuk toleransi terhadap cekaman suhu tinggi telah
banyak dilaporkan oleh para peneliti dengan menggunakan marka SSR pada tanaman
padi (Zhu et al. 2005; Jagadish et al. 2010; Xiao et al. 2011; Poli et al. 2013; Buu et al.
2014). Ye et al. (2015) melaporkan bahwa terdapat 1 QTL yang bertanggung jawab
terhadap cekaman suhu tinggi yaitu QHTSF4.1 pada kromosom nomor 4 yang konsisten
ditemui pada populasi F2 hasil persilangan IR64/N22 dan IR64/Gizal70 dengan
menggunakan 6000 marka SNP.

Penggunaan marka molekuler untuk toleransi terhadap cekaman suhu tinggi pada
tanaman lainnya juga telah banyak dilaporkan oleh para pemulia antara lain: Lin et al.
(2006) pada tanaman tomat untuk mengidentifikasi marka RAPD yang terpaut toleran
cekaman suhu tinggi dengan menggunakan karakter bobot buah, Garg et al. (2012) pada
tanaman gandum dengan menggunakan marka SNP untuk mendeteksi gen heat shock
protein, Barakat et al. (2012) seleksi menggunakan marka SSR dengan metode BSA
untuk identifikasi penanda molekuler terkait dengan tingkat pengisian biji-bijian sebagai
indikator untuk gen toleransi suhu tinggi pada tanaman gandum, Yamin (2014) pada
tanaman gandum dengan menggunakan marka SSR pada populasi F4 menggunakan
metode bulk segregant analysis (BSA) berdasarkan karakter bobot gabah bernas, Thudi
et al. (2014) pada kacang arab (chickpea) dengan menggunakan pendekatan pemetaan
asosiasi marka SNP.

C. Kemajuan Seleksi Menggunakan Marker Assisted Selection

Seleksi merupakan suatu prosedur memilih sejumlah individu dari suatu populasi dan
membiarkannnya membentuk generasi baru. Seleksi merupakan salah satu penyebab
terjadinya perubahan dari frekuensi suatu alela dalam populasi, karena hanya alela yang
dipilih akan diteruskan ke generasi berikutnya. Tujuan seleksi adalah untuk memperoleh
peningkatan frekuensi gen-gen yang diinginkan pada generasi berikutnya (Falconer dan
Mackay 1996). Kemajuan seleksi sangat bergantung dari adanya keragaman genetik dan
metode seleksi yang tepat. Seleksi berdasarkan fenotipe umumnya dipengaruhi oleh
faktor lingkungan. Potensi dan penggunaan marka molekuler DNA sebagai instrumen
dalam pemuliaan tanaman sangat menguntungkan. Keuntungan memanfaatkan marka
molekuler sebagai marker assisted selection adalah marka molekuler bersifat stabil
karena tidak dipengaruhi oleh lingkungan sehingga tidak dipengaruhi oleh kondisi
dimana tumbuhan berada dan dapat terdeteksi pada semua tahap perkembangan tanaman,
jumlah tidak terbatas dan memiliki nilai heritabilitas tinggi sehingga hasil seleksi yang
diperoleh lebih akurat (Mohan et al. 1997; Gupta et al. 2002; Collard dan Mackill 2007;
Susanto et al. 2008).
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Hasil seleksi menggunakan marka molekuler yang dilakukan terhadap genotipe
F2 berdasarkan single marker analysis diperoleh 54 genotipe yang pola pita DNA nya
(Homosigot BB) terpaut dengan Situ Patenggang (tetua toleran suhu tinggi) dan berdaya
hasil tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa seleksi menggunakan marka molekuler tidak
dipengaruhi oleh kondisi lingkungan, namun sangat dipengaruhi oleh faktor genetik
tanaman (Pakniyat dan Tavakol 2007).

Kemajuan seleksi yang telah dilakukan terhadap semua karakter yang diamati
pada populasi F2 terpilih dengan menggunakan marka molekuler disajikan pada Tabel 3.
Pada umumnya kemajuan seleksi adalah linier, terutama kalau ditinjau dari jangka
pendek. Kemajuan yang cepat pada generasi awal menunjukkan suatu perubahan yang
besar dari frekuensi mayor gen (Syukur et al. 2015). Penggunaan marka molekuler DNA
pada penelitian ini akan sangat menguntungkan, karena mempunyai nilai heritabilitas
yang tinggi. Nilai kemajuan seleksi tersebut dapat dijadikan indikator keberhasilan
pelaksanaan seleksi.

Tabel 3. Kemajuan seleksi berdasarkan primer RM 337 pada padi

Rata-rata . -
Rata-rata . Diferensial
Karakter populasi awal popuIaS|_ seleksi (%)
terseleksi
Kehijauan daun 105 HST 44.4 44.76 0.81
Tinggi tanaman saat panen (cm) 140.35 142.67 -1.65
Jumlah anakan total 21.77 24.80 13.92
Jumlah anakan produktif 17.23 20.06 17.17
Panjang malai (cm) 28.02 29.14 4.11
Jumlah gabah bernas 144.02 175.94 21.98
Jumlah gabah hampa 105.19 115.04 9.66
Jumlah gabah hampa (%) 44.24 38.94 -11.98
Jumlah gabah total 249.21 290.98 16.78
Lama pengisian biji (hari) 31.59 33.83 -7.26
Bobot 100 butir (g) 2.08 2.25 8.70
Bobot gabah bernas (g) 36.56 50.44 37.96

Berdasarkan hasil single marker analysis maka kemajuan seleksi akan
memberikan akan memberikan perbaikan nilai tengah bobot gabah bernas sebesar
37.96%, bobot 100 butir sebesar 8.70%, jumlah gabah bernas sebesar 21.98%. Seleksi
dengan menggunakan marka RM 337 mempunyai keunggulan yaitu meningkatnya nilai
tengah kehijauan daun, jumlah anakan produktif, jumlah anakan total, panjang malai,
jumlah gabah bernas, dan jumlah gabah total sedangkan kelemahannya adalah
meningkatnya tinggi tanaman sebesar 1.65%, lama pengisian biji sebesar 7.26%, dan
meningkatnya jumlah gabah hampa sebesar 9.66% yang hal ini tidak diinginkan pemulia.
Penggunaan kemajuan seleksi dengan menggunakan marka molekuler di laporkan oleh
Sihaloho (2015) pada kedelai untuk toleransi terhadap cekaman Al dan tanah masam pada
populasi F4. Sihaloho (2015) dalam penelitiannya mendapatkan 20 genotipe yang
membawa marka RAPD terpaut toleran tanah masam menghasilkan bobot biji tanaman™
lebih baik dari pada genotipe yang tidak membawa marka dan memperoleh kemajuan
seleksi sebesar 18.3%.
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D. Kemajuan Genetik dan Dugaan Respon Seleksi

Kegiatan yang terpenting dari seleksi adalah bagaimana penampilan keturunan dari
individu-individu hasil seleksi. Kemajuan seleksi dapat diduga sebelum dilakukan
seleksi, apabila nilai heritabilitas dari karakter yang diseleksi diketahui. Perbaikan
penampilan populasi yang dibentuk dari individu-individu hasil seleksi dibandingkan
dengan populasi dasarnya disebut sebagai kemajuan genetik. Nilai pendugaan kemajuan
genetik dan dugaan respon seleksi pada generasi F3 berdasarkan seleksi primer RM 337
disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. Kemajuan genetik dan dugaan respon seleksi pada padi generasi F3
berdasarkan seleksi primer RM 337

2 Dugaan
Karakter % s AR respon seleksi
Kehijauan daun 105 HST 2.72 0.25 1.78 46.54
Tinggi tanaman saat panen (cm) 15.86 0.90 10.38 153.05
Jumlah anakan total 6.39 0.55 4.18 28.98
Jumlah anakan produktif 6.53 0.63 4.27 24.33
Panjang malai (cm) 2.95 0.74 1.93 31.07
Jumlah gabah bernas 61.62 0.70 40.33 216.27
Jumlah gabah hampa 45.94 0.51 30.07 145.11
Jumlah gabah hampa (%) 18.09 0.76 11.84 27.10
Jumlah gabah total 80.27 0.76 52.53 343,51
Lama pengisian biji (hari) 4.81 0.31 3.14 36.97
Bobot 100 butir (g) 0.48 0.62 0.31 2.56
Bobot gabah bernas (g) 18.46 0.50 12.08 62.52

Keterangan: o,, : standart deviasi dari ragam fenotipe; hs: heritabilitas arti luas; AR : kemajuan genetik;
DRSL.: dugaan respon seleksi langsung; DRSM: dugaan respon seleksi dengan multikarakter

Pendugaan respon seleksi yang telah dilakukan terhadap semua karakter yang
diamati pada populasi F2 dengan menggunakan marka molekuler menunjukkan bahwa
nilai dugaan respon seleksi terbesar terdapat pada karakter bobot gabah bernas tanaman-
! Nilai dugaan respon seleksi itu dapat dijadikan indikator keberhasilan pelaksanaan
seleksi, karakter yang mempunyai nilai respon seleksi tinggi seperti pada karakter bobot
gabah bernas tanaman™ dapat dijadikan variabel yang tepat untuk menyeleksi populasi
F2.

KESIMPULAN

Seleksi marka yang dilakukan baik menggunakan metode BSA maupun SMA
menghasilkan satu marka yaitu RM 337 yang konsisten teramplifikasi pada tetua toleran
dan genotipe-genotipe F2. Berdasarkan single marker analysis diperoleh 54 genotipe
yang pola pita DNAnya seperti Situ Patenggang (tetua toleran suhu tinggi) dan hanya
fenotipe yang berdaya hasil tinggi. Hasil single marker analysis maka kemajuan seleksi
akan memberikan akan memberikan perbaikan nilai tengah bobot gabah bernas sebesar
37.96%. Pendugaan respon seleksi dengan menggunakan primer RM 337 akan
memberikan perbaikan nilai tengah bobot gabah bernas pada generasi berikutnya (F3)
menjadi 62.52 g.
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