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IDENTIFIKASI GEN AROMA PADA PROGENI-PROGENI BACKCROSS
ANTARA VARIETAS CIHERANG DENGAN PANDAN WANGI

(IDENTIFICATION OF FRAGRANT GENE WITHIN BACKCROSS PROGENIES BETWEEN
CIHERANG AND PANDAN WANGI VARIETIES)

Djarot Sasongko Hami seno™”), Akhmad Endang Zainal Hasan", Tri Joko Santoso?,
Bram Kusbiantoro?, Zainal Alim Mas’ud®

ABSTRACT

Marker-assisted PCR has been considered as the most potential method for fragrant selection. RM223 is
the only suitable marker to identify mutated badh2 gepe of Pandan Wangi. This research applies RM223-assisted
PCR in the introgression of fragrant gene (mutated badh2) of Pandan Wangi variety, to engineer non-transgenic
fragrant variety with good agronomic traits as those of Ciherang. Gene introduction was carried out through
site-directed crossing; Pandan Wangi was crossed and backcrossed to Ciherang until heterozygot BC5F1,
followed by selfing to obtain homozygot BC5F2. RM223-assisted selection was conducted in each cross and
backcross generation. RM223 was able to identify native, mutated and heterozygot badh2 of Ciherang, Pandan
Wangi, and their cross/ backcross progenies, respectively. Therefore, the introgression of mutated badh2 within
progenies were observed, as well as the statues of badh2 gene (native/mutated) and alleles
{homozygot/heterozygot). Further backcross and selfipg to obtain BC5F2 is in progress.

Keywords: Backcross, Bradbury, fragrant, Mentik Wangi, badh2, site-directed crossing.

ABSTRAK

PCR berbantuan marka spesifik merupakan metpda deteksi aroma padi yang pada saat ini dianggap paling
potensial. RM223 merupakan satu-satunya marka yang dapat mengidentifikasi badh2 termutasi varietas Pandan
Wangi. Penelitian ini mengaplikasikan PCR berbantuan marka RM223 pada introgresi gen aroma (badh2
termutasi) varietas Pandan Wangi, dalam rangka merekayasa varietas nontransgenik beraroma Pandan Wangi
dengan karakter agronomi sebaik padi Ciherang. Intrpduksi dilakukan secara persilangan terarah (site-directed
crossing), dimana Pandan Wangi disilang dan dibackcross dengan Ciherang hingga diperoleh BC5F1 heterozygot
yang kemudian disel/fing untuk mendapatkan BC5F2 homozygot (Ciherang aromatik). Pada setiap generasi
persilangan/ backcross dilakukan seleksi PCR berbantuan marka RM223. Didapatkan RM223 dapat mendeteksi
badh2 utuh pada Ciherang, termutasi pada Pandan Wangi serta heterozygot pada progeni persilangan hingga
BC3F1. Oleh karena itu dapat teramati introgresi gen padh2 termutasi pada progeni hasil persilangan/ backcross,
dan status gen (native/termutasi) serta alel (homogygot/ heterozygot) badh2. Backcross dan selfing untuk
mendapatkan BC5F2 sedang dalam proses.

Kata kunci: Backcross, Bradbury, Mentik Wangi, Ciherang, badh2, site-directed crossing.

PENDAHULUAN

Nilai komersial dan permintaan pasar (nasional
maupun internasional) akan padi aromatik sangat
tinggi dan cenderung meningkat terus, terutama
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pada masyarakat dengan taraf ekonomi yang mapan
(Qiu and Zhang, 2003, Shi et al, 2008, Bradbury
et al, 2005a,b). Namun hanya sebagian kecil petani
di Indonesia yang menanam padi aromatik karena
kecuali aroma, karakter agronomi padi aromatik
(ketahan penyakit dan stres, selektivitas geografi
kultivasi, kemudahan penanaman/pemeliharaan,
waktu tanam, dan produktivitas) tidak sebaik padi
nonaromatik.  Introduksi aroma pada padi
nonaromatik dengan tanpa merusak kelebihan-
kelebihan karakter agronomi lain dari tetua pemulih
(host), merupakan hal yang prospektif dalam rangka
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ketahanan pangan dan meningkatkan economic
benefit kepada petani. Aroma varietas Pandan Wangi
yang sangat popular di masyarakat merupakan donor
aroma yang potensial. Pada introduksi aroma, baik
secara rekayasa genetik, persilangan konventional
(random crossing), maupun persilangan terarah (site-
directed crossing), diperlukan marka spesifik
aromatik yang dapat mengidentifikasi varietas
Pandan Wangi dan progeni persilangannya dari
sampel varietas nonaromatik. Analisis awal
mendapatkan bahwa marka-marka aromatik berbasis
badh2 (badh2-based) yang telah dipublikasikan oleh
berbagai peneliti (Bradbury et al, 2005b, Shi et al.,
2008, Sakthivel 2009), tidak dapat membedakan
varietas aromatik kelompck 2, yang termasuk
didalamnya varietas Pandan Wangi, dari varietas
nonaromatik (Hami Seno et al/, 2009). Studi
pendahuluan mendapatkan marka terkait badh?
(badh2-related), RM223 dapat membedakan Pandan
Wangi dari varietas nonaromatik. Oleh karena itu
pada  penelitian ini dianalisis kemampuan marka
aromatik RM223 dalam mendeteksi keberadaan,
introgresi, dan status gen. aroma (badhZ) pada
progeny-progeni backcross antara varietas donor
aromatik Pandan Wangi dengan varietas host
Ciherang.

BAHAN DAN METODE

Benih tanaman padi yang digunakan diperoleh
dari BB Biogen KemTan (Bogor), BB Padi KemTan
(Sukamandi), dan LIPI (Cibinong). Persilangan dan
backcross mengacu pada Soedyanto et al, (1978).
Isolasi DNA dari daun muda sampel tanaman sesuai
metoda Doyle and Doyle (1990). Konsentrasi dan
kemurnian DNA ditentukan secara spektrofotometri
pada 260 nm dan 260/280 nm (Sambrook et af.,
1989). Campuran reaksi dan siklus suhu pada seleksi
PCR sesuai Bradbury ef al, (2005b) untuk marka
Bradbury dan Lang and Buu (2008) untuk marka
RM223. Produk PCR diseparasi pada elekforesis
agarose (1-2%) dengan menyertakan standar DNA
sizer, divisualisasi dengan ethidium bromida (10
mg/L) dan penyinaran UV, dilanjutkan dokumentasi
dengan Biorad Chemidoc gel sistem (Sambrook
et al, 1989, Bradbury et a/, 2005b, Lang and Buu
2008).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi gen aroma menggunakan PCR
dengan marka Bradbury

DNA sampel tanaman padi varietas
nonaromatik dan aromatik popular Indonesia
diamplifikasi PCR dengan marka Bradbury ef af,
(2005b), yang dirancang untuk badh2.7 serta
menghasilkan amplikon 355 bp dan 585 bp untuk
varietas nonaromatik, serta 257 bp dan 585 bp untuk
varietas aromatik. Hasil elektroforesis produk PCR
(Gambar 1) menunjukkan hanya Mentik Wangi dan
Gunung Perak yang menghasilkan amplikon (257 bp
dan 585 bp) berbeda dari varietas nonaromatik (355
bp dan 585 bp). Sedangkan varietas aromatik lain,
termasuk diantaranya Pandan Wangi, menghasilkan
amplikon yang sama dengan varietas nonaromatik
(257 bp dan 585 bp). Hasil ini mendukung penelitian
sebelumnya (Hami Seno et al, 2009), serta
memperkuat dugaan terdapatnya paling sedikit 2
kelompok tipe mutasi ekson7 gen badh2 (badh2.7)
pada varietas aromatik Indonesia. Kelompok 1
meliputi Mentik Wangi dan Gilirang, sedang kelompok
2 meliputi Pandan Wangi, Pulu Mandoti, dan Pare
Kembang. Marka Bradbury dapat mengidentifikasi
varietas aromatik kelompok 1, tetapi kelompok 2
tidak. Tidak terdeteksinya sampel aromatik dari
kelompok 2 menunjukkan ketidak cocokan marka
Bradbury dengan varietas-varietas tersebut, yang
diduga karena pola mutasi yang berbeda atau tidak
mengandung delesi 8 bp pada badh2.7. Tidak
ditemukannya tipe mutasi tersebut (delesi 8 bp
badh2.7) juga telah dilaporkan pada genotip aromatik
yang lain (Kuo et al, 2005; Navarro et al, 2007).
Demikian juga beberapa varietas aromatik dari Cina
juga ditemukan tidak mengandung tipe mutasi ini,
namun mengalami mutasi 7 bp pada badh2.2 (Shi
et al., 2008). Sementara beberapa varietas aromatik
dari India (Tarunbhog, Ganjeikalli, Bishnubhog,
Bansphool A dan Adamchini) dilaporkan tidak
mengandung bai delesi 8 bp badh2.7 maupun delesi
7 bp badhz.2 (Sakthievel et al, 2009). Pandan
Wangi, Kai Noi Leung (Laos) dan Paw Sam Hwe
(Burma) juga telah telah dilaporkan tidak
teridentifikasi dengan marka Bradbury (Fitzgerald
et al, 2008, Kovach et al, 2009). Oleh karena itu,
diduga pada varietas aromatik kelompok 1
mengalami delesi 8 bp pada badh2.7, sedang
kelompok 2 tidak.
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Gambar 1. Hasil analisis PCR varietas nonaromatik
dan aromatik dengan marka Bradbury.

Keterangan:

m=size marker. Sampel padi nonaromatik: N=Nipponbare,
C=Ciherang, Ir= IR64, F=Fatmawati, T=Taipei 309.
Sampel padi aromatik : M=Mentik Wangi, P=Pandan
Wangi, G=Gunung Perak, Pm=Pulu Mandoti, /Pk= Pare
Kembang. w=air (kontrol negatif). *=Varietas aromatik
(Mentik Wangi dan Gunung Perak) yang dapat
teridentifikasi dengan marka Bradbury (memberikan pola
amplikon yang berbeda dengan varietas nonaromatik).

identifikasi gen aroma varietas Ciherang,
Pandan Wangi, dan F1 persilangannyg
menggunakan PCR dengan marka RM233

DNA varietas Ciherang dan Pandan Wangj
diamplifikasi dengan marka RM223.  Hasil
elektroforesis produk PCR (Gambar 2) menunjukkan
RM 223 marker dapat mengidentifikasi perbedaan
amplikon Ciherang (~160 bp) dan Pandan Wangi
(~140 bp), serta sesuai dengan publikasi sebelumnya
(Lang and Buu 2008). Selain itu, heterozygot F1 juga
dapat terlihat dengan jelas. Percobaan dan contoh
hasil pembentukan serta seleksi F1 telah
dipublikasikan sebelumnya (Hami Seno et a/,, 2010).

Identifikasi introgresi gen aroma pada BC1F]
Ciherang-Pandan Wangi

F1 Ciherang-Pandan Wangi (hasil percobaan
sebelumnya) dibackcross dengan Ciherang dan DNA
BC1F1 dianalisis PCR dengan marka RM223. Outfine
percobaan dan contoh hasil disajikan pada Gambar 2,
Hasil elektroforesis produk PCR (Gambar 4)
menunjukkan sampel padi nonaromatik Ciherang
padi aromatik Pandan Wangi, maupun hasil backcross
(BC1F1) keduanya dapat teridentifikasi  dengan
marka RM223, sesuai hasil publikasi sebelumnya
(Hami Seno et al, 2010) serta publikasi penelitj
terdahulu menggunakan varietas lain (Lang and Buy
2008). Selain itu, keberhasilan introgresi badh2
termutasi dari  Pandan Wangi juga dapat
teridentifikasi dengan marka RM223, terlihat dari pitg
heterozygot sampel BC1F1.
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Gambar 2. Profil RM233-PCR varietas Ciherang dan
Pandan Wangi..

Keterangan:
1= size marker, 2 = Ciherang, 3 = Pandan Wangi, 4=F1
Ciherang-Pandan Wangi, dan w = air (kontrol negatif)

Gambar 3. Outline dan contoh hasil percobaan pada
pembentukan dan seleksi BC1F1 Ciherang-
Pandan wangi.

Keterangan:

1-4 = contoh tanaman Ciherang, Pandan wangi,
persilangan, dan malai. 5-9 = contoh biji/buah BC1F1,
tanaman BC1F1 pada petri dis, bak, dan pot/ember pada
awal penanaman, dan pada saat pengambilan sampel
daun untuk isolasi DNA.10 = contoh gel agarosa hasil
elektroforesis produk PCR; m = size marker, P = Pandan
wangi, C = Ciherang, BC1F1 = BC1F1 Ciherang-Pandan
wangi, dan w = air. Panah menunjukkan urutan langkah
percobaan. * = menunjukkan F1 heterozygot, digunakan
untuk menyeleksi tanaman F1 (11) yang akan di backcross
selanjutnya dengan Ciherang untuk mendapatkan
BC2F1Ciherang-Pandan Wangi. Ukuran amplikon seperti
pada Gambar 2.
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Identifikasi introgresi gen aroma pada BC2F1
dan BC3F1 Ciherang-Pandan Wangi

Tahapan percobaan dilakukan seperti pada
Gambar 5, tetapi F1 diganti dengan BCI1F1 atau
BC2F1 pada pembentukan dan seleksi BC2F1 atau
BC3F1. Hasil elektroforesis produk PCR (Gambar 6)
menunjukkan sampel padi nonaromatik Ciherang,
padi aromatik Pandan Wangi, maupun hasil backcross
(BCZF1 dan BC3F1) dapat teridentifikasi dengan
marka RM223. Heterozygot- BC2F1 dan BC3F1 juga
dapat teridentifikasi, seperti pada F1 (Hami Seno
et al, 2011), percobaan sebelumnya (BC1F1), dan
publikasi Lang and Buu (2008).

Berdasarkan hasil-hasil percobaan yang telah
diperoleh, perbedaan amplikon gen aroma pada
sampel padi nonaromatik Ciherang, padi aromatik
Pandan Wangi, maupun hasil persilangan (F1) atau
backcross (BC1F1, BC2F1, dan BC3Fl1) dapat
teridentifikasi dengan konsisten menggunakan PCR
dengan marka RM223. Introgresi badh? termutasi
dari donor ke host, status gen (termutasifutuh) serta
alel (homozygot/heterozygot) badh.? varietas padi
nonaromatik Ciherang, aromatik Pandan Wangi, dan
hasil persilangan serta backcross kedua varietas
tersebut juga dapat teridentifikasi. Oleh karena itu,
marka RM223 cocok untuk digunakan scbagai marka
seleksi pada pengembangan varietas padi aromatik
baru berbasis Pandan Wangi. Selain itu, RM223
merupakan satu-satunya marka aromatik yang
tersedia pada saat ini yang dapat mengidentifikasi
Pandan Wangi dari varietas nonaromatik. Narmun
RM223 merupakan marka terkait badh? (badh2-
related), sehingga tidak seakurat marka berbasis
badh2 (badh2-based).

Marka RM223 merupakan salah satu marka
aromatik yang menggunakan  sistem  duplek
(2 primer). Selain marka dengan sistem duplek,
marka aromatik dengan sistem muiltiplek (4 primer)
juga telah dipublikasikan (Bradbury et af, 2005b),
namun selain tidak sesuai/kompatibel dengan Pandan
Wangi, sistem multiplek mempunyai kelemahan
karena lebih kompleks, memerlukan lebih banyak
primer, amplifikasi lebih lemah, inkonsistensi akibat
kompetetisi pengikatan primer dengan DNA templat,
dan amplifikasi nonspesifik akibat sedikit perbedaan
konsentrasi primer (Sakithvel et af, 2009).
Sebaliknya, pada marka duplek, perbedaan ukuran
amplikon nonaromatik dan aromatik pada (Lang and
Buu 2008, Shi ef a/, 2008, Shakitel et a/, 2009)
relatif kecil karena hanya bergantung pada
perbedaan basa akibat delesi (InDel) gen badh2
(8 bp pada ekson 7 dan 7 bp pada ekson 2). Hal ini
menyulitkan pengamatan sampe! heterozygot dan
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untuk  menanggulangi  masalah  ini  harus
menggunakan gel poliakrilamida (Shi ef a/, 2008),
sehingga kurang praktis pada seleksi tanaman dalam
jumlah banyak. Perbedaan ukuran amplikon dari
RM223 merupakan yang paling besar dibandingkan
marka aromatik duplek yang lain (Shi et af, 2008,
Shakitelet af, 2009). Oleh karena itu relatif paling
mudah/praktis  digunakan, serta tidak perlu
menggunakan gel poliakrilamida untuk mendapatkan
visualisasi perbedaan amplikon yang jelas, terutama
pada sampel heterozygot.

CP
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Gambar 4. Contoh hasil elektroforesis seleksi PCR
BC2F1 dan BC3F1 Ciherang-Pandan
Wangi. dengan marka RM223.

Keterangan :

C - Ciherang, P = Pandan Wangi, w - air, * = progem
BC2t1 atau BC3F1 heterozygot Ciherang-Pandan Wangi.
Ukuran amplikon seperti pada Gambar 2.

KESIMPULAN

Keberadaan dan  status gen  badh?
(utuh/termutasi} serta alel (homozygot/heterozygot)
badh? pada sampel varietas padi nonaromatik
Ciherang, aromatik Pandan Wangi, dan hasil
persilangan/backcross kedua varietas tersebut (F1,
BCIF1, BC2F1, BC3F1) dapat teridentifikasi
menggunakan PCR dengan marka RM223. Introgresi
gen aroma (badh2 termutasi) dari donor (Pandan
Wangi) ke host (Ciherang) dapat teridentifikasi
menggunakan PCR  dengan marka RM223.
Keberhasilan introgresi atau pembentukan progeni
persilangan (F1) dan backcross (BC1F1,BC2F1, dan
BC3F1) terlihat dari munculnya pita heterozygot pada
sampel progeni persilangan atau backcross. Marka
RM223 cocok untuk digunakan sebagai marka seleksi
pada pengembangan varietas aromatik baru berbasis
Pandan Wangi.
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