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Abstrak 
 

Toleransi tanaman padi terhadap cekaman aluminium (Al) merupakan sifat 
kuantitatif yang dikendalikan oleh banyak gen.  Salah satu gen yang diinduksi 
oleh Al, yaitu gen B11, telah diisolasi dari tanaman padi genotipe toleran Al 
(Hawara Bunar). Ekspresinya pada Hawara Bunar lebih tinggi daripada IR64 yang 
sensitif Al dan telah terbukti dapat meningkatkan toleransi tanaman tembakau 
transgenik terhadap cekaman Al.  Akan tetapi fragmen gen B11 genomik pada 
tetua padi toleran Al (Hawara Bunar) dan sensitif Al (IR64), hasil amplifikasi 
menggunakan primer turunan B11, tidak menunjukkan polimorfisme.  Penelitian 
ini bertujuan mengembangkan penanda molekuler B11 yang dapat digunakan 
sebagai alat seleksi pada MAS dan mempelajari pola pewarisannya pada populasi 
padi F2 hasil persilangan IR64 (varietas padi sensitif Al) dan Hawara Bunar 
(genotipe padi toleran Al).  Bahan tanaman yang digunakan adalah genotipe padi 
toleran Al (Hawara Bunar dan Grogol) dan sensitif Al (IR64 dan Krowal).  
Pengembangan penanda molekuler B11-CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic 
Sequence) dilakukan melalui analisis urutan nukleotida pada fragmen DNA B11 
dari IR64 dan Hawara Bunar, analisis situs enzim restriksi, dan desain primer B11 
berdasarkan situs enzim restriksi yang memberikan polimorfisme pada kedua 
tetua padi.  Fragmen B11 pada kedua tetua padi mengandung 8 polimorfisme 
nukleotida tunggal (SNPs).  Salah satu SNPs menyebabkan polimorfisme 
berdasarkan situs enzim restriksi AluI dan ini menjadi dasar untuk 
mengembangkan penanda molekuler kodominan B11-CAPS.  Penanda molekuler 
B11-CAPS bersegregasi untuk homozigot toleran:heterozigot:homozigot sensitif 
dengan rasio diasumsikan 1:2:1 pada populasi padi F2.  Genotipe padi Grogol 
memiliki pola pita seperti Hawara Bunar yang sama-sama toleran Al dan genotipe 
padi Krowal memiliki pola pita seperti IR64 yang sama-sama sensitif Al.  
Penanda molekuler B11-CAPS berpotensi sebagai alat seleksi pada program 
pemuliaan tanaman padi untuk mendapatkan galur atau varietas padi yang toleran 
Al. 

  
Kata kunci: Aluminium, AluI, cleaved amplified polymorphic sequence, padi, 

pewarisan gen.  
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Pendahuluan 

 

Gen B11 merupakan gen toleran aluminium (Al) yang telah diisolasi dari 

tanaman padi karena ekspresinya di tanaman padi diinduksi oleh Al serta terbukti 

dapat meningkatkan toleransi cekaman Al pada tanaman tembakau (Nicotiana 

tabacum L.) transgenik.  Gen B11 diturunkan dari penanda molekuler B11 yang 

terletak pada daerah kromosom 3 padi yang memiliki hubungan sintenik dengan 

lokus gen toleran Al pada rye, yaitu lokus Alt3.  Penanda molekuler yang sangat 

terpaut dengan gen atau QTL tertentu akan sangat berguna sebagai alat seleksi 

pada MAS (Marker Assisted Selection) (Collard & Mackill 2008). 

Marker Assisted Selection adalah seleksi menggunakan penanda molekuler 

yang sangat terkait dengan lokus gen tertentu untuk membantu menyeleksi 

fenotipe sesuai gen tersebut.  Suatu penanda molekuler berpeluang dijadikan 

MAS apabila penanda tersebut dapat membedakan genotipe homozigot dan 

heterozigot, diekspresikan pada tahap awal perkembangan tanaman, tidak 

mempengaruhi morfologi, dan interaksi antar penanda rendah atau tidak ada (Arus 

& Moreno-Gonzalez 1993).  Penanda molekuler untuk MAS dapat diperoleh 

dengan cara mengeksplorasi polimorfisme nukleotida tunggal (SNP, Single 

Nucleotide Polymorphism) berdasarkan situs enzim restriksi lalu 

mengaplikasikannya pada bulk  tetua dan komponennya dari populasi F6 RIL dan 

juga populasi segregasi seperti F2.  Penanda molekuler yang demikian itu disebut 

penanda kodominan berdasarkan situs enzim restriksi atau CAPS (Cleaved 

Amplified Polymorphic Sequence) (Semagn et al. 2006).  Miftahudin et al. (2004) 

dengan cara tersebut berhasil mendapatkan penanda kodominan B4-CAPS yang 

terkait karakter Root Re-Growth (RRG) sebagai parameter toleransi cekaman Al 

pada tanaman rye (Secale cereale L.).  Penanda molekuler B4-CAPS tersebut 

dapat digunakan sebagai alat seleksi pada MAS pada tanaman rye dan gandum 

untuk mendapatkan genotipe yang toleran Al. 

Penelitian ini bertujuan mengembangkan penanda molekuler B11 yang 

dapat digunakan sebagai alat seleksi pada MAS dan mengidentifikasi pola 

pewarisannya pada populasi padi F2 hasil persilangan IR64 dan Hawara Bunar. 
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Bahan dan Metode 

Bahan Tanaman.  Bahan tanaman yang digunakan adalah varietas padi 

IR64 (sensitif Al) dan genotipe padi Hawara Bunar (toleran Al) serta populasi 

padi F2 hasil persilangan IR64 x Hawara Bunar.  Benih padi diperoleh dari Kebun 

Percobaan Muara, Balai Besar Penelitian Tanaman Padi, Bogor, Jawa Barat. 

Pembuatan Populasi Padi F2.  Varietas padi IR64 yang sensitif Al sebagai 

tetua betina disilangkan dengan genotipe padi Hawara Bunar yang toleran Al 

untuk menghasilkan biji padi generasi F1. Teknik persilangan dilakukan 

mengikuti prosedur Supartopo (2006).  Biji hasil persilangan ditanam di tanah 

sawah dan dibiarkan menyerbuk sendiri untuk mendapatkan biji padi F2. 

Analisis RRG pada Populasi Padi F2.  Analisis RRG pada populasi padi 

F2 bertujuan untuk mengidentifikasi pola pewarisan sifat toleransi tanaman padi 

terhadap cekaman Al.  Tanaman padi F2 yang dianalisis berjumlah 110 tanaman.  

Perlakuan Al diberikan pada konsentrasi 15 ppm, pH 4.00±0.02 selama 72 jam 

dan pemulihan selama 48 jam.  Panjang akar diukur setelah akhir perlakuan Al 

dan pemulihan, lalu dihitung nilai RRG dari setiap tanaman padi F2.  Tanaman 

padi yang toleran Al memiliki nilai RRG lebih besar dari 2.1 cm. 

Verifikasi Populasi Padi F1 dan F2.  Verifikasi dilakukan pada biji padi 

hasil persilangan untuk menentukan mana yang benar-benar F1 serta pada biji 

padi F2 yang dihasilkan.  Verifikasi dilakukan dengan teknik PCR (Polymerase 

Chain Reaction) menggunakan primer SSR RM526, yakni: forward 5’-CCC 

AAGCAATACGTCCCTAG-3’ dan reverse 5’-ACCTGGTCATGACAAGG 

AGG-3’, yang sudah diketahui polimorfik di antara kedua tetua padi.  Tanaman 

padi F1 menampilkan pita heterozigot, sebaliknya tanaman padi yang bukan F1 

akan menunjukkan pita yang mengikuti salah satu tetua padi.  Verifikasi pada 50 

biji padi F2 akan menampilkan 3 macam pola pita, yaitu ada yang seperti IR64, 

Hawara Bunar, dan F1 atau heterozigot. 

Isolasi DNA Genom.  Daun muda dari tanaman padi diisolasi menggunakan 

teknik isolasi DNA secara cepat (Miftahudin et al. 2004).  DNA yang diperoleh 

selanjutnya digunakan untuk PCR.  

Polymerase Chain Reaction (PCR).  Untuk tujuan verifikasi populasi padi, 

DNA genom dari tanaman padi tetua, F1, dan F2 diamplifikasi menggunakan 
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primer RM526, dengan suhu annealing 55°C.  Untuk tujuan analisis pola 

pewarisan penanda B11-CAPS, DNA genom dari tanaman padi F2 dan tetua padi 

diamplifikasi menggunakan primer B11-CAPS, yakni forward 5’-TGGTCTTAG 

GGGTATGCTTG-3’ dan reverse 5’-CTGCTGAGGCAATGAGATGAAG-3’ 

dengan suhu annealing 65°C.  Komposisi PCR adalah sebagai berikut: 100 ng 

DNA padi digunakan dalam 20 µl reaksi PCR yang mengandung 1x buffer PCR 

(+Mg2+), 0.2 mM dNTPs, 0.4 µM setiap primer, dan 1 Unit Taq DNA 

Polymerase.  Kondisi PCR sebagai berikut: 94°C selama 5 menit, dilanjutkan 35 

siklus, dan diakhiri dengan 72°C selama 10 menit.  Setiap siklus PCR terdiri dari 

3 tahapan, yakni 94°C selama 45 detik, penempelan primer (bergantung 

primernya) selama 45 detik, dan 72°C selama 1 menit 30 detik.  Amplifikasi 

dilakukan pada mesin PCR SwiftTM Maxi Thermal Cycler (Esco). 

Analisis Situs Enzim Restriksi.  Produk PCR dari DNA genom tetua padi 

yang toleran Al, sensitif Al, dan F1 yang diamplifikasi dengan penanda B11 

menghasilkan pita monomorfik.  Produk PCR dari kedua tetua padi diurutkan 

nukleotidanya lalu dibandingkan dan diidentifikasi situs enzim restriksinya 

menggunakan perangkat lunak NEB cutter (New England Biolabs, USA; 

http://www/neb.com/NEBcutter/ index.php3) (Vincze et al. 2003) dan BioEdit v. 

7.0 (Hall 1999).  Satu situs enzim restriksi yang polimorfik di antara kedua tetua 

padi berhasil diidentifikasi, yakni AluI.  Produk PCR dari kedua tetua padi lalu 

direstriksi menggunakan enzim restriksi Alu1 dengan komposisi reaksi sebagai 

berikut: 17 µl produk PCR, 1X buffer Tango, 1 unit enzim restriksi AluI dan 

dH2O steril hingga volume reaksi 20 µl.  Campuran reaksi diinkubasi pada suhu 

37°C selama 16-18 jam.  Hasil restriksi dimigrasikan pada 1.5% gel agarose 

dengan buffer 1x TBE (Tris Borate EDTA, pH 8.0) pada 65 volt selama 1.5 jam.   

Analisis Pola Pewarisan Penanda Molekuler B11-CAPS.  Analisis pola 

pewarisan penanda molekuler B11-CAPS dilakukan dengan mengamplifikasi 

DNA genom dari 110 tanaman padi F2 menggunakan penanda molekuler B11-

CAPS.  Produk amplifikasi didigesti menggunakan enzim restriksi AluI dan 

dielektroforesis. 

Analisis Data.  Data pola pita hasil digesti menggunakan enzim restriksi 

AluI pada populasi padi F2 diberi skor sebagai berikut: 1 = jika pola pita sama 

http://www/neb.com/NEBcutter/
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dengan pola pita tetua padi yang senstif Al; 2 = jika pola pita sama dengan pola 

pita tetua padi yang toleran Al; dan 3 = jika pola pita mengandung pola pita kedua 

tetua padi.  Berdasarkan hasil skor tersebut lalu dilakukan Uji Khi-Kuadrat pada α 

= 0.05 untuk mengidentifikasi pola pewarisan penanda B11-CAPS.   

 

Hasil dan Pembahasan 

Situs Enzim Restriksi dari Fragmen DNA B11 

Penanda molekuler B11 merupakan primer yang digunakan untuk 

mengisolasi gen toleran Al dari tanaman padi, yakni gen B11.  Analisis urutan 

nukleotida fragmen DNA B11 dari IR64 dan Hawara Bunar yang berukuran 2021 

pb menunjukkan adanya 8 polimorfisme nukleotida tunggal (SNPs) yang terletak 

di antara basa ke-1 sampai 1380.  Salah satu SNPs pada posisi nukleotida ke-668 

di daerah intron 1 merupakan situs enzim restriksi AluI (5’-AG’CT-3’) yang ada 

pada Hawara Bunar tetapi tidak ada pada IR64 (Gambar 22).       

 

 
 
Gambar 22. Polimorfisme nukleotida tunggal (SNP) pada intron 1 fragmen DNA 

B11 di antara genotipe padi Hawara Bunar dan IR64.  Nukleotida di 
dalam kotak merupakan polimorfisme yang terdeteksi berdasarkan 
situs enzim restriksi AluI.  •: lokasi SNP. 

 

Polimorfisme karena situs enzim restriksi AluI tersebut kemudian menjadi 

dasar untuk membuat penanda molekuler B11-CAPS (Cleaved Amplified 

Polymorphic Sequence).  Enzim restriksi AluI digunakan untuk analisis segregasi 

karena memberikan polimorfisme pada kedua tetua padi dan harganya relatif 

murah.  Harga enzim restriksi yang murah sangat penting karena dapat 

menurunkan biaya ketika menggunakan penanda molekuler CAPS sebagai alat 
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seleksi pada MAS atau menyeleksi populasi segregasi berukuran besar 

(Miftahudin et al. 2004). 

  

Penanda Kodominan B11-CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)   

Penanda molekuler B11-CAPS yang kodominan berdasarkan polimorfisme 

situs enzim restriksi AluI telah dikembangkan dari urutan nukleotida gen B11 

pada posisi nukleotida 544-563 untuk forward dan 1042-1063 untuk reverse.  

Posisi forward dan reverse mengapit SNP pada nukleotida ke-668 dan satu situs 

enzim restriksi AluI lain yang terdapat di intron 1 dari fragmen B11 IR64 maupun 

Hawara Bunar.  Amplifikasi menggunakan penanda molekuler B11-CAPS 

tersebut dengan cetakan berupa DNA genom Hawara Bunar, IR64, dan F1-IRH2 

menghasilkan fragmen B11 yang monomorfik dan berukuran 520 pb.  Fragmen 

DNA B11 kemudian didigesti menggunakan enzim restriksi AluI.  Digesti 

fragmen DNA B11 dari Hawara Bunar menghasilkan 3 fragmen yang masing-

masing berukuran 26, 99, dan 395 pb, sedangkan pada IR64 menghasilkan 2 

fragmen berukuran 26 dan 494 pb.  Digesti fragmen B11 dari F1-IRH2 

menghasilkan 4 fragmen yang berukuran 26, 99, 395, dan 494 pb.  Pada waktu 

elektroforesis, fragmen berukuran 26 pb tidak dapat terlihat karena ukurannya 

terlalu kecil.  Hasil digesti fragmen DNA B11 menunjukkan bahwa penanda 

molekuler B11-CAPS yang dikembangkan dapat memberikan polimorfisme pada 

kedua tetua padi dan merupakan penanda kodominan.  Penanda molekuler B11-

CAPS memang sudah memenuhi syarat polimorfisme tetapi harus diaplikasikan 

pada bulk tetua padi dan komponennya untuk menentukan apakah penanda 

tersebut terkait sifat toleransi cekaman Al dan dapat digunakan sebagai alat 

seleksi pada MAS.  Akan tetapi karena ketiadaan bahan baku, maka untuk 

sementara analisis dilakukan pada genotipe padi Grogol dan Krowal yang telah 

digunakan sebelumnya pada Bab Karakter Root Re-Growth sebagai Parameter 

Toleransi Cekaman Aluminium pada Tanaman Padi.  Grogol dan Krowal 

merupakan genotipe padi yang sudah teruji secara lapang sebagai genotipe padi 

yang toleran Al dan sensitif Al secara berturut-turut (Asfarudin 1997; Farid 1997; 

Syakhril 1997). 
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DNA total dari tanaman padi Grogol dan Krowal diamplifikasi 

menggunakan penanda molekuler B11-CAPS kemudian produk PCR-nya 

didigesti menggunakan enzim restriksi AluI.  Hasil digesti menunjukkan bahwa 

pola pita pada Grogol mengikuti pola pita Hawara Bunar yang sama-sama 

merupakan genotipe padi toleran Al dan pola pita pada Krowal mengikuti pola 

pita IR64 yang sama-sama sebagai genotipe padi sensitif Al (Gambar 23).  Hasil 

ini menimbulkan dugaan bahwa kemungkinan penanda molekuler B11-CAPS 

berpeluang sebagai alat seleksi pada MAS, walaupun konfirmasi lebih lanjut 

masih diperlukan. 

 
 

Gambar 23. Pola pita fragmen DNA B11-CAPS pada empat genotipe padi.  
Produk PCR sebelum (A) dan sesudah (B) didigesti dengan enzim 
restriksi AluI.  M: 100 pb DNA Ladder, G: Grogol, HB: Hawara 
Bunar, IR: IR64, K: Krowal.    

 

Segregasi Penanda Molekuler B11-CAPS pada Populasi Padi F2 

Sebanyak 110 tanaman padi dari populasi padi F2 diambil secara acak untuk 

analisis segregasi sifat toleransinya terhadap cekaman Al dan segregasi penanda 

molekuler B11-CAPS.  Analisis toleransi cekaman Al berdasarkan karakter RRG 

telah dilakukan pada cekaman 15 ppm Al selama 72 jam diikuti pemulihan selama 

48 jam.  Hasil analisis menunjukkan bahwa 98 kecambah padi menampilkan nilai 

RRG seperti IR64 dan 12 kecambah lainnya seperti Hawara Bunar.  Hasil uji Khi-

Kuadrat menunjukkan bahwa segregasi sifat toleransi cekaman Al yang diukur 

menggunakan karakter RRG pada populasi padi F2 tidak mengikuti pola segregasi 

satu atau dua gen  {3:1 (χ2
3:1 = 11.648; χ2

3:1 tabel = 3.841; db = 1; α = 0.05), 9:7 

(χ2
9:7 = 48.208; χ2

9:7 tabel = 3.841; db = 1; α = 0.05), 13:3 (χ2
13:3 = 4.439; χ2

13:3 tabel 
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= 3.841; db = 1; = 0.05) dan 15:1 (χ2
15:1 = 4.075; χ2

15:1 tabel = 3.841; db = 1;  = 

0.05)}.  Berbeda dengan tanaman rye, karakter RRG pada tanaman padi 

dikendalikan oleh beberapa gen atau poligenik (Nguyen et al. 2003).   

Hasil serupa dengan padi dijumpai pada tanaman triticale.  Sifat toleransi 

cekaman Al yang juga diukur menggunakan karakter RRG merupakan sistem 

poligenik karena data tidak menunjukkan pola segregasi satu atau dua gen.  Efek 

setiap gen pada karakter RRG bersifat aditif.  Oleh karena itu seleksi hasil 

persilangan menggunakan tanaman yang memiliki kemampuan akar tumbuh lebih 

panjang setelah cekaman Al sebagai tetua diharapkan dapat meningkatkan 

toleransi cekaman Al (Zhang et al. 1999). 

Analisis segregasi penanda molekuler B11-CAPS selanjutnya dilakukan 

dengan mengamplifikasi DNA total dari ke-110 tanaman padi F2, lalu mendigesti 

produk PCR-nya menggunakan enzim restriksi AluI.  Hasil digesti kemudian 

dimigrasikan pada 1.5% gel agarose untuk mengidentifikasi pola pita pada setiap 

tanaman padi F2 (Gambar 24).   

 

 
 

Gambar 24. Pola pita fragmen DNA B11-CAPS pada populasi padi F2.  Produk 
PCR sebelum (A) dan sesudah (B) didigesti dengan enzim restriksi 
AluI.  PS: tetua padi yang sensitif Al, PT: tetua padi yang toleran Al, 
PH: F1 heterozigot, F2-S: tanaman padi F2 (IR64 x Hawara Bunar) 
yang sensitif Al, F2-H: tanaman padi F2 seperti F1, F2-T: tanaman 
padi F2 yang toleran Al.  

 

Berdasarkan pola pita dari tetua padi lalu dibuat skor terhadap pola pita pada 

setiap tanaman padi F2.  Tigapuluh enam tanaman padi F2 memiliki pola pita 
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seperti IR64, 20 tanaman seperti Hawara Bunar, dan 54 tanaman seperti F1 atau 

heterozigot.  Hasil perhitungan Khi-Kuadrat menunjukkan bahwa nilai Khi-

Kuadrat hitung(1:2:1) sebesar 4.691, lebih kecil dari nilai Khi-Kuadrat tabel(1:2:1) 

yakni 5.99 (db = 2, α = 0.05), sehingga diasumsikan bahwa segregasi penanda 

molekuler B11-CAPS mengikuti pola pewarisan 1 gen, yaitu 1:2:1.  Hasil analisis 

segregasi fenotipik dan penanda molekuler menimbulkan spekulasi bahwa 

toleransi tanaman padi terhadap cekaman Al dikendalikan oleh lebih dari satu gen 

dan merupakan karakter kuantitatif (QTL).  Gen B11 merupakan salah satu gen 

yang turut berperan memberikan pengaruh dalam menentukan toleransi tanaman 

padi terhadap cekaman Al. 

Simpulan 

Fragmen B11 pada kedua tetua padi mengandung 8 polimorfisme nukleotida 

tunggal (SNPs).  Penanda molekuler B11-CAPS yang kodominan telah 

dikembangkan berdasarkan polimorfisme berdasarkan situs enzim restriksi AluI 

pada salah satu SNP.  Segregasi penanda molekuler B11-CAPS pada populasi 

padi F2 mengikuti pewarisan gen tunggal.  Penanda molekuler B11-CAPS 

berpotensi sebagai alat seleksi pada program pemuliaan tanaman padi untuk 

mendapatkan genotipe padi yang toleran Al. 
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