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IDENTIFIKASI ALEL GEN Xa7 PADA PLASMA NUTFAH PADI LOKAL
PAREKALIGOLARA MELALUI UJI SEGREGASI FENOTIPE DAN GENOTIP E’
[Identification of Xa7 Alleles Gene in Landrace Parekaligolara by Phenotype and
Genotype Segregation Analysis]

Dwinita W Utami **** | TS Kadir? dan A Nasutior?
!Balai Besar Penelitian dan Pengembangan BiotekhdngSumber Daya Genetik Pertanian (BB Biogen)
Jin Tentara pelajar No. 3A Bogor 161%®&alai Besar Penelitian Padi, Jalan Raya Subangl®ary), 41256
‘e-mail: dnitawu@windowslive.com

ABSTRACT
Bacterial Leaves Blight (BLB) is one of the majdsahses in rice. Among the disease resistance g#DBsXa7 gene still can compensate
the diversity of Indonesian BLB pathogen in thddfieOne of the local rice germplasm, Parekaligol@mdica, IRN: 1541) were selected
based on allele mining research which containgd&alleles. The purpose of this study is to identifg alleles of th&Xa7 gene contained
in Indonesian local rice Parekaligolara germplasiride through the segregation testing based ongiiaee and genotype performance of
segregating population derived from the crossed wite susceptible control varieties, TN1. The sgation testing were conducted in F1
and F2 populations and analyzed on phenotypes Bf ikistance and genotypes uskaySNP markers. The analysis results showed that
the Xa7 allele variation founded in the Parekaligolarangglasm are act as dominant alleles that contribotthe BLB resistance trait par-
ticularly to Race VIII of BLB pathogerXa7SNP8 is polymorphic markers fa7 alleles gene that are found in Parekaligolaras Tiarker
could be used as a marker assisted for selectiBarekaligolara’sKa7 alleles will use as a parent in the BLB diseasistast rice breeding
program.

Key words: Xa7 gene, Parekaligolara, segregation test, phenogmeégenotypes.

ABSTRAK
Penyakit Hawar Daun Bakteri (HDB) adalah salah patwakit utama pada padi. Diantara gen-gen ketathanhadap penyakit HDB, gen
Xa7 masih dapat mengimbangi keragaman patogen HDBpdinlg. Salah satu aksesi plasma nutfah padi legdiht berdasarkan hasil
penelitian dengan pendekatalfele mining adalah Parekaligolagéndica, IRN: 154) yang diketahui memiliki alel geXa7. Tujuan dari
penelitian ini adalah mengidentifikasi alel géa7 yang terdapat pada plasma nutfah padi lokal Pbgekaa dengan uji segregasi secara
fenotipe dan genotipe melalui persilangannya dengaietas kontrol peka terhadap penyakit HDB, TN&ntifikasi dilakukan pada popu-
lasi F1 dan F2 dan dianalisis segregasinya betkkasdenotipe respon ketahanannya dan genotipe maaggn marka SNP untuk gen
Xa7. Hasil analisis menunjukkan bahwa variasi Xi&¥ yang terdapat pada plasma nutfah Parekaligdladicq, IRN: 154) menunjukkan
segregasi alel yang bersifat dominan, yang lebifkdmribusi membentuk sifat ketahanan terhadap RbsMri patogen HDB. Marka
Xa7SNP8 bersifat polimorfis dalam menandai alel ¢&Y yang terdapat pada varietas Parekaligolara. Markdapat sebaganarker
assisted selectioruntuk alelXa7 pada varietas Parekaligolara, apabila varietasligunakan sebagai tetua persilangan dalam program
perakitan galur padi tahan penyakit HDB.

Kata kunci: GeneXa7,Parekaligolara, uji segregasi, fenotipe dan gpeoti

PENDAHULUAN endemik penyakit ini di Indonesia (data
Penyakit Hawar Daun Bakteri (HDB) unpublishell Oleh karena itu gerkKa7 potensial
disebabkan oleh bakteri patogeKanthomonas sebagai kandidat gen pengendali penyakit HDB di
campestris pv oryzaenerupakan salah satu penyakit Indonesia, sehingga pencarian alel g&v ini pada
utama pada pertanaman padi dan menyebabkarsejumlah koleksi plasma nutfah padi lokal Indonesia
kehilangan hasil yang cukup signifikan setiap perlu dilakukan untuk mendapatkan sumber donor
tahunnya, yaitu mencapai 15-25% (Yamanmetal, gen ini.
1977) dan bahkan perkembangan terakhir dapat Hasil penelitian melalui pendekataallele
mencapai 30-40% (Tringt al, 2009). Beberapa mining untuk beberapa alel penting yang telah
hasil pengujian pada tahun-tahun sebelumnyadilakukan sebelumnya telah diperoleh hasil bahwa
menunjukkan bahwa gen ketahanan terhadapdari 96 aksesi plasma nutfah padi lokal Indonesia
penyakit HDB Xa7, belum “terpatahkan” oleh telah terpilih beberapa aksesi plasma nutfah yang
beberapa strain HDB yang dominan di lokasi memiliki alel-alel dari gen-gen yang berkontribusi
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membentuk sifat toleran terhadap cekaman biotik fenotipe dan genotipe melalui persilangannya dengan
dan abiotik. Beberapa aksesi plasma nutfah padivarietas kontrol peka terhadap penyakit HDB, TN1.
lokal tersebut adalah Parekaligolahadica, IRN:
1541 memiliki alel gen ketahanan terhadap patogen BAHAN DAN METODE
Hawar Daun Bakteri/HDBXa7 (Utamiet al, 2009). Material genetik
Namun demikian terdapatnya akh7 pada plasma Limabelas dan 100 individu tanaman masing-
nutfah Parekaligolara di atas masih perlu masing untuk populasi F1 dan F2 hasil persilangan
dikonfirmasi melalui uji segregasi baik secara antara plasma nutfah padi lokal, Parekaligolara
fenotipe ataupun genotipe pada populasi hasil(Indica, IRN: 154) dengan varietas introduksi asal
persilangannya dengan varietas peka terhadapChina TN1, yang merupakan varitas kontrol peka
penyakit HDB, yaitu TN1. untuk penyakit HDB.

Gen ketahanan terhadap penyakif7 pada
genom padi terpetakan di kromosom 6 dengan Uji fenotipe
interval ukuran sebesar 118.5 kb (Cleral, 2008). Rag/isolat yang digunakan
Berdasarkan peta genetik dari g€a7 di atas juga Ras-ras yang digunakan dalam pengujian
telah didisain beberapa marka SNP untuk ¥ed adalah Raslll, RasIVdanRasVIIl Ketiga ras di atas
(Utami et al., 2010), yang 3 diantaranya yaitu disamping merupakan ras-ras dominan di beberapa
Xa7SNP5, Xa7SNP8 dan Xa7SNP11 memiliki lokasi endemik penyakit HDB di Indonesia, juga
kedekatan jarak dengan hasil pemetaan oleh @hen sudah diketahui aktivitas virulensi yaegrrespond
al. (2008) di atas. terhadap gen ketahanata7, yang menjadi target

Identifikasi gen melalui uji segregasi genetik dalam penelitian ini. Raslll memiliki protein
telah banyak dilakukan, salah satunya oleh Kobaya-virulence effector(PVE) : PthXoS yang bersifat
shi et al. (2009), dalam mengidentifikasi gen avirulen-intraseluler. Sedangkan PVE
ketahanan terhadap penyakit blas pada galur-galuravrXa7sacB5@imiliki oleh RaslVdanVIll bersifat
hasil program pemuliaan IRRIRRI bred lines Gen virulen-intraseluler (Utameét al, 2011).
-gen ketahanan yang berperan membentuk sifat tahan
pada suatu galur terhadap suatu penyakit ditentukan nokulas tanaman uji dengan ras/ isolat HDB
dengan menyilangkan galur tersebut dengan varietas Pengujian dan penentuan tingkat ketahanan
peka dan membandingkan pola reaksi ketahanannyderhadap penyakit HDB di rumah kaca dilakukan
terhadap isolat-isolat diferensial. Untuk mengident dengan metode inokulasi pengguntingan terhadap
fikasi alel genXa7 pada varietas padi lokal Parekali- pada 15 dan 100 individu tanaman populasi F1 dan
golara, maka telah dibuat populasi segregasi taruna F2 hasil persilangan plasma nutfah Parekaligolara
dari Parekaligolara dengan varietas peka penyakitdengan varietas peka TN1, ditambah 2 galur kontrol
HDB, Xa7, yang selanjutnya dilihat respon yaitu TN1 sebagai galur kontrol peka dan Parekali-
ketahanannya terhadap ras-ras HDB tertentu, yaitugolara sebagai tetua donor alel dari ¥&. Skoring
Raslll, RaslVdanRasVIIl Ketiga ras tersebut selain tingkat serangan dilakukan berdasarkan skala
bersifat dominant di beberapa lokasi endemik pen-intensitas serangan dan skala skor, sesuai dengan
yakit HDB, juga telah teridentifikasi protein SES-IRRI (1996). Perkembangan penyakit diamati 2
virulence effectonya yangcorresponddengan gen  Kkali, yaitu 7 hari dan 2 minggu setelah inokulasi.
ketahanarXa7 (Utamiet al, 2011).

Tujuan penelitian ini adalah mengidentifikasi Analisis data
alel genXa7 yang terdapat pada plasma nutfah padi Parameter yang diamati adalah luas area daun
lokal Parekaligolara dengan uji segregasi secarasakit, yaitu dengan menghitung persentase luas
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serangan pada bagian daun yang digunting. AnalisisAnalisis genotipe dengan marka SNP

data dihitung berdasarkan persentase luas serangan Analisis genotyping dengan marka SNP dila-
dengan rumus: | = PS/PD x 100%, di mana | = kukan sesuai dengan Thomson (2004a7-SNP
Intensitas serangan, PS = Panjang serangan dan PD genotyping dilakukan pada 14 dan 50 sampel DNA
Panjang daun yang diamati. masing-masing dari individu tanaman populasi F1
dan F2 hasil persilangan plasma nutfah Parekaligo-
Uji genotipe lara dengan varietas peka TN1, ditambah 2 galur
Marka yang digunakan kontrol yaitu TN1 sebagai galur kontrol peka dan

Beberapa marka yang terpaut dan Parekaligolara sebagai tetua donor alel dariX@n
bersegregasi bersama dengan ¥ai adalah marka  DNA dari sampel tanaman di atas diamplifikasi den-
SNP Single Nucleotide PolymorphigmXa7-LD34 gan primerXa7-LD, dengan komposisi PCR: 2 ml
dan Xa7-LD40(Utami et al, 2010) dan marka SSR 10X buffer PCR, 0,6ml MgG] 0,6 ml dNTP mix
(Simple Sequence RepgdM20589 RM20590dan (10mM), 1,2 mIXa7-LD primer (F+R) (5mM), 0,15

RM20591(Chenet al., 2008). ml Tag Polymerase2 ml DNA template (10ng/ml).
Program PCR yang digunakan sebagai berikut:
Isolasi DNA dan kuantifikasinya 94°C, 2 menit untuk denatuarasi awal @45 detik

Benih dari aksesi-aksesi plasma nutfah yang untuk denaturasi, 88 45 detik untukannealing
digunakan dikecambahkan pada cawan petri dengar68°C 2 menit untuk proses pemanjangarténsioh
media kertas saring yang direndam dalam air. Benih-dan total siklus yang digunakan 29 siklus, proses
benih sampel tersebut dibiarkan berkecambah padgemanjangan terakhir pada°Z2selama 7 menit.
suhu ruang selama 3 minggu. Selanjutnya daunSetelah dilakukan purifikasi dengan enzim
kecambah dari benih-benih sampel yang telahexonuclease | dan shirmp alkaline phosphatase (Exo/
tumbuh tersebut dipanen untuk ekstraksi DNA. SAP), produkXa7LD yang diperoleh selanjutnya
Ekstraksi DNA dari daun dilakukan sesuai metode diamplifikasi dengan primexa7-SNP menggunakan
Dellaporta et al. (1983) dan Sambrook and Russel Beckman SNP primer extension, kintuk menandai
(1989). Setelah diperoleh DNA, tahapan selanjutnyaposisi targer SNP di sekitar gefa7. Program PCR
adalah penentuan kuantitas DNA menggunakanuntuk Xa7-SNP adalah sebagai berikut: °@6 3
mesin Chemidoc DNA QuantityBioRad) dan  menit untuk denaturasi awal, @ 20°C proses
pengenceran hingga konsentrasi akhir 50 pg/mldenaturasi, 5@ 11 detik untuk annealing, total

dengan air . siklus sebanyak 25 siklus dan proses pemanjangan
akhir dilakukan pada 7€ selama 30 detik. Hasil
Analisis PCR dari prosesSNP genotypindersebut selanjutnya di-

Komposisi reaksi PCR vyang digunakan runningdi mesingenetic analyzer CEQ800sktelah
menggunakan marka-marka molekuler di atas adalahdilakukan purifikasi enzim SAP.
MQ dH20 11,44 ull, 10 x buffer PCR 2,0 ul, 25 mM
MgCI2 1,2 ul, 10 mM dNTPs 0,6 ul, Primer (F) 0,6 HASIL
ul, Primer (R) 1,0 ul, Tag DNA pol. 0,16 ul, 50 ng Uji segregai alel gen ketahanan terhadap
DNA 2 ul. Profil PCR yang digunakan adalah pre patogen hawar daun bakteri (HDBXa7 ini
denaturasi & selama 3 menit, denaturas’@41 dilakukan untuk menganalisis variasi alel géa7
menit, anneling 5 1 menit, pemanjangan primer yang terdapat pada plasma nutfah Parekaligolara
72 °C 2 menit; diulang 35 x dan pemanjangan akhir (Indika,15141), yang menunjukkan sifat tahan pada
72°C 5 menit. Hasil analisis PCR divisualisasi penguijian lapang terhadap ras IV dan VIII (Utani
dengan elektroforesis menggunakan gel agarose 1% al., 2010). Variasi alelXa7 pada aksesi plasma
2%. nutfah Parekaligolara di atas perlu divalidasi @eng
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uji segregasi melalui persilangan dengan varietas Alel gen Xa7 pada plasma nutfah
peka penyakit HDB, TN1. Uji segregasi dilakukan Parekaligolara divalidasi dengan analisiSNP
baik secara fenotipe ataupun genotipe. genotyping dan dibandingkan dengan tetua peka
Uji fenotipe dilakukan dengan menguji TN1. Hasil analisisXa7-SNP genotypin@i seperti
tingkat ketahanan populasi F1 dan F2 hasil ditampilkan pada Gambar 2.
persilangan antara aksesi Parekaligolara dengan Hasil Gambar 2 menunjukkan varietas
varietas peka TN1 terhadap 3 ras utama patogerParekaligolara memiliki keragaan genotipe pada
HDB vyaitu Raslll, RaslV dan RasVIIL Di antara lokus Xa7-SNP8 peakwarna biru, berukuran 49 nt),
keragaan fenotipe ketahanan kedua tetua,Xa7-SNP5 peakwarna hijau, berukuran 55 nt) dan
Parekaligolara dan TN1 beserta variasi dalam Xa7-SNP peak warna biru, berukuran 57 nt),
segregasi pada populasi F2 turunannya, sepe padberturut turut memiliki basa nukleotida: T, Gdan T
Gambar 1. Sedangkan keragaan genotipe varietas TN1, pada
Secara keseluruhan hasil pengujian fenotipe lokus ketiga marka SNP tersebut, dengan ukuran
dapat ditampilkan sebagai keragaan fenotipe yangyang sama memiliki basa nukleotida C, G dan T.
diperoleh baik pada kedua tetua, yaitu P1 Selanjutnya marka yang bersifat polimorfis
(Parekaligolara) dengan tetua peka P2 (TN1)untuk kedua tetua di atas digunakan untuk
maupun pada populasi F1 (15 tanaman) dan F2 (100nenganalisis genotipe populasi F2 turunan dari
tanaman) seperti pada Tabel 1. Parekaligolara dan TN1 di atas. Beberapa hasil dari

Parekaligolara

RasVIIT RasIIT RasIVv

F2 : Parekaligolara X TN1

2 ili
N

P MT P T

Gambar 1. Keragaan respon ketahanan aksesi plasma nutfakalitgoéara dan galur peka TN1 serta galur isogenik
IRBB7 yang diinokulasi dengaRaslIl, RaslVdanRasVIIL Skala skoring yang digunakan (SES, IRRI, 1996):
T: tahan (15<5%); AT: Medium tahan (5% IS < 25%); P: peka (IS 25%).
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analisisXa7-SNP8genotyping di atas adalah seperti PEMBAHASAN
ditampilkan pada Gambar 3. Hasil pengujian fenotipe diketahui bahwa
Hasil analisis fragmen secara multiplexing terdapat peningkatan ketahanan terhadap patogen
pada Gambar 3 menunjukkan beberapa tanamamBLB pada populasi F1 dibandingkan dengan tetua
populasi F2 (tanaman F2-17-P/T dan tanama+?3- peka TN1l. Sedangkan pada populasi F2 terlihat
P/T ) memiliki keragaan genotipe pada lokus marka adanya variasi karena segregasi untuk sifat
Xa7-SNP8 (berukuran 48 nt) berturut-turut adalah ketahanan terhadap patogen BIE&s I, RaslVdan
basa C fgjeakberwarna hitam) dan Tpéakberwarna  RasVIIL Hasil keragaan fenotipe pada Gambar 2,
biru). terlihat bahwa tetua peka, TN1 bersifat peka (3 5%
Secara keseluruhan hasil analigenotyping terhadap ketiga ras uji yang digunakan. Sedangkan
pada kedua tetua dan pada individu tanaman populasietua donor, Parekaligolara bersifat tahatb%)
turunannya (F1 dan F2) memiliki rasio segregasi terhadapRaslll dan medium tahan (5% 1S < 50%)
genotipe seperti terangkum pada Tabel 2. terhadafRaslVdanRasVIll. Sebagian besar tanaman

Tabel 1.Keragaan fenotipe tanaman tetua P1 dan P2), pepulatan F2 turunan Parekaligolara dengan TN1

Jumlah dan respon fenotipe tanaman

Populasi Ras|11 RaslV RasVIli|
T MT P T MT P T MT P
P1 (Parekaligolara) N N
P2 (TN1) \ \ v
F1 (15) 3 12 15 2 13
F2 (100) 8 70 19 7 30 63 4 96
Keterangan: T(tahan) 1-5%; MT(agak tahan) 6-5Pfpeka) 51-75%. *) tiga individu tanaman mati (ggbanissing data
Parekaligolara TN1
000 | 2000
© Xa7-SNP11 g
o T 0.
E il 8 xa7'CSNPSXa7-SNP5
S | Xa&-éNPs = i G
1000 | | G| 1000 | [
i o] . | | xa7-snP11
Xa7-SNP8| | | " O M T
| | T | ! il r | A
I A i | | I i
i ; s o~ ¥ | T
D e AP el bbbt bl ol
430 45 50 55 60 8BS VO 75 35 40 45 50 55 &0
Size (nt)

ek
Stremt]

Gambar 2. Genotipe kedua tetua, Parekaligolara dan TN1 barkias analisis fragmen secarailtiplexingmarka-marka
Xa7-SNP5, Xa7-SNP8 dan Xa7-SNP11. Axis X menunjokkdauran basa nukleotida (nt), Y menunjukkan
ukuran signal warnalge signa)l. Peak warna biru menunjukkan basa: T, hijaua@ litam: C.
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populasi F1 menunjukkan keragaan ketahanan yangketahanan terhadap penyakit HDB pada aksesi
bersifat medium tahan terhadap ketiga ras uji yangParekaligolara lebih dikontribusikan oleh alel yang
digunakan. Variasi keragaan karena segregasiderlin bersifat dominan.

pada populasi F2, dengan jumlah tanaman yang Seperti telah disebutkan sebelumnya bahwa
bersifat tahan paling banyak pada populasi yanguji segregasi populasi F1 dan F2 hasil persilangan
diinokulasi dengan RasllI. antara aksesi Parekaligolara dengan galur peka TN1

Tabel 1 menunjukkan bahwa sebagian besarjuga dilakukan secara genotipe. Hasil penelitian
galur populasi F1 terhadap ketiga ras uji, merupaka sebelumnya menunjukkan bahwa variasi alel gen
galur-galur dengan tipe segregan antara tetua tahanXa7 pada kandidat aksesi Parekaligolara di atas
Parekaligolara dengan tetua peka TN1. Sedangkarterpetakan pada posisi LD map 28,05-28,1Mb dari
rasio segregasi pada populasi F2, terhaRaglll kromosom 6 dengan ditandai keterpautannya dengan
menunjukkan 27 tipe tetua 70 tipe segregan; tefhada beberapa markaa7-SNP5, Xa7-SNP8 danXar-
RaslV menunjukkan 30 tipe segregan 63 tipe tetua SNP11 sebagai marka MASMérker Assisted
peka TN1. Sedangkan terhadagRasVIli Selection (Utami et al, 2010). Hasil analisiXa7-
menunjukkan 4 tipe tetua tahan, Parekaligolara 96 SNP genotypingpada kedua tetua Parekaligolra dan
tipe segregan. Dari keragaan tingkat ketahananTN1 pada Gambar 3, dan seperti telah disebutkan di
terhadap ketiga ras HDB, alel ketahanan terhadapatas bahwa dengan marka7SNP5, Xa7SNP8&an
penyakit BLB (alel genXa7) yang terdapat pada Xa7SNP11Parekaligolara memiliki genotipe G, T
aksesi plasma nutfah Parekaligolara lebih terlihat dan T. Sedangkan varietas peka TN1 dengan marka
berkontribusi dalam membentuk sifat ketahanan yang sama memiliki genotipe G, C dan T. Dengan
terhadapRasVIIL Hal ini terlihat pada rasio fenotipe demikian di antara 3 markaa7-SNP yang
populasi F1 dan F2 yang sebagian besar bersifatdigunakan, markaXa7-SNP8 bersifat polimorfis
medium tahan, yang mengindikasikan bahwa sifat untuk kedua tetua di atas, yaitu ditandai dengaia ba

g F2-17-PIT F2-23-PIT
@
g Xa7-SNP8
> .
2 Xa7-SNP8 o L.:48
= C :48 [
; f 2
2000 i 3 !
I 0, |
Q I
| >
| | 5] [
| 2
1000 . | | 1000 |

SieeinLl

Sizcenk|

Gambar 3. Keragaan genotipe beberapa galur populasi F2 §&e17-P/T dan F2-23-P/T) berdasarkan analisis
fragmen secarmultiplexingyang ditunjukkan sebagai diagram signal fluoresogarka SNP Xa7-
SNP8. Axis X menunjukkan ukuran basa nukleotidan¥nunjukkan ukuran signal warnBye
Signa). Peak warna biru menunjukkan basa :T, hijauda® hitam : C.
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nukleotida T pada Parekaligolara sedangkan varieta Di antara marka SNP yang digunakan, marka
TN1 memiliki basa nukleotida C. Sedangkan Xa7SNP8 bersifat polimorfis dalam menandai alel
genotipe berdasarkan mark&a7-SNP5dan Xa7- genXa7yang terdapat pada plasma nutfah padi lokal
SNP11l kedua tetua bersifat monomorfis, yaitu Parekaligolara. MarkXa7SNP8 ini dapat digunakan
ditandai dengan basa nukleotida yang sama yaitudalam membantu seleksnérker assisted selectipn
berturutan basa nukleotida G dan T. apabila alel Xa7 yang terdapat pada varietas
Keragaan genotipe-genotipe galur F2 Parekaligolara diatas digunakan sebagai tetua
menggunakan mark&a7-SNP8 pada Gambar 3 persilangan dalam program perakitan galur padi
menunjukkan bahwa galur F2-17-P/T memiliki basa tahan penyakit HDB.
nukleotida C, dengan ukuran 48 basa. Sedangkan

galur F2-23-P/T memiliki basa nukleotida T, dengan DAFTAR PUSTAKA
ukuran juga 48 basa. Chen S, Z Huang, L Zeng, J Yang, Q Liu and X Zhu. @08.

Rasio genotipe pada Tabel 2 kembali
menunjukkan bahwa di antara ketiga marka SNP
yang digunakan, markaXa7_SNP8 bersifat

High resolution mapping and gene prediction of
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Dellaporta SL, T Wood and TB Hicks. 1983.A plant DNA
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