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ABSTRAK

Deteksi fragmen Open Reading Frame (ORF)100 dan ORF29 telah dilakukan pada dua jenis padi gogo rancah
beras merah yaitu varietas Slegreng dan Mandel. Metode penelitian dilakukan dengan cara isolasi DNA
kloroplas padi diikuti dengan amplifikasi PCR menggunakan optimasi suhu annealing pada tiga suhu yang
berbeda, yaitu 53°C, 55°C, dan 56°C. Sclanjutnya hasil amplifikasi divisualisasikan menggunakan elektroforesis
pada gel agarose 1%. Suhu annealing 53°C merupakan suhu yang optimal untuk memperlihatkan fragmen
ORF100 dan ORF29. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fragmen ORF100 dan ORF29 dapat teramplifikasi
pada padi Slegreng dan mandel, sehingga kedua jenis padi tersebut menunjukkan kecenderungan subspesies
Jjaponica. Perbedaan ketebalan dan ukuran pita tidak mempengaruhi keberadaan fragmen ORF100 dan ORF29
sebagai penanda untuk mengidentifikasi tipe indica atau japonica. Pemanfaatan marka molekuler fragmen
ORF100 dan ORF29 dalam mendeteksi jenis padi diharapkan dapat melengkapi hasil karakterisasi dan
pengelompokkan varietas padi berdasar karakter morfologi dan fisiologi.

Keywords: chloroplast DNA, ORF100, ORF29, indica-japonica differentiation

PENDAHULUAN

Padi merupakan tanaman pertanian yang paling
dominan di Indonesia, dan beras mencukupi
sckitar 60% dari sumber karbohidrat yang
dikonsumsi masyarakat. Padi memiliki 25 spesies
Oryza, dan yang dikenal adalah Oryza sativa
dengan dua subspesies utama, yaitu japonica
(padi bulu) yang ditanam di daerah subtropis dan
indica (padi cere) yang banyak ditanam di
Indonesia (Purwono dan Purnamawati, 2009).
Setiap varietas padi bisa memiliki persamaan
atau karakter, dan dapat digunakan sebagai dasar
pengelompokkan. Banyaknya varietas atau
kultivar padi menngakibatkan permasalahan
kesulitan  dalam  membedakan, sehingga
diperlukan  suatu pengelompokkan varietas
tersebut.  Pengelompokkan subspesies padi
biasanya  dilakukan  pendekatan  fenetik
berdasarkan karakter morfologi, anatomi (Irawan
dan

Purbayanti, 2008), (Utami dkk., 2009), sitologi
dan isoenzim (Li er al’., 2012). Karakterisasi
plasma nutfah selain didasarkan atas penampilan

fenotip morfologi tanaman juga dengan
menggunakan marka molekuler (Daradjat dkk.,

2010).
Variasi teknik molekuler beragam tergantung
cara pelaksanaan dan target data yang

diharapkan. Keragaman dan filogeni padi telah
diteliti menggunakan DNA kloroplas dan DNA
mitokondria. Beberapa teknik yang digunakan
seperti Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP), Amplification Fragment
Length  Polymorphism  (AFLP),  Random
Amplified  Polymorphic ~ DNA (RAPD),
mikrosatelit dan single strand conformation
polymorphism ~ (SSCP)  (Chuayjaeng  and
Volkaert, 2000), tetapi  tidak  dapat
mengelompokkan padi subspesies indica atau
Jjaponica.

Karakterisasi genom kloroplas merupakan salah
satu cara membedakan jenis padi. Salah satunya
adalah karakterisasi keragaman genetik genom
kloroplas padi dengan marka genetik fragmen
ORF100 dan ORF29 (Li et al’., 2012). Fragmen
Open reading frame (ORF) 100 dan ORF29
banyak digunakan pada analisis keragaman
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genetik DNA kloroplas padi, dan merupakan
marka yang efisien untuk mengelompokkan padi
ke dalam tipe indica atau japonica (Li et al'.,
2012). Variasi pada DNA kloroplas (cpDNA)
padi dapat membandingkan dan melengkapi hasil
pengamatan secara morfologi dan sitologi padi
(Matsuoka et al., 2002).

Identifikasi dan karakterisasi keragaman genetik
pada padi penting dilakukan karena merupakan
langkah awal dalam program pemuliaan (Nasir,
2001). Pelestarian sumberdaya genetik pertanian
juga berperan dalam usaha konservasi mencegah
kepunahan dan hilangnya sumberdaya genetik
karena diambil oleh negara lain (Kristamtini dan
Prajitno, 2009).

Penelitian ini bertujuan melakukan deteksi jenis
padi indica atau japonica pada padi gogo beras
merah varietas Slegreng dan Mandel dengan
marka molekuler berbasis marka kloroplas
fragmen ORF100 dan ORF29.

BAHAN DAN METODE

Sampel tanaman

Materi genetik yang digunakan adalah sampel
daun tanaman muda padi varietas Slegreng dan
Mandel. Satu pembanding digunakan sebagai
kontrol yaitu kultivar Mentik Wangi. Benih
tanaman diperoleh dari kebun percobaan Balai
Pengkajian Teknologi Pertanian (BPTP) Jawa
Tengah. Benih ditumbuhkan di kebun percobaan
BPTP Jawa Tengah.

Isolasi DNA kloroplas

Isolasi DNA kloroplas dilakukan dari daun
tanaman padi yang berumur sekitar dua minggu.
Metode untuk isolasi DNA kloroplas padi
mengikuti metode Dellaporta et al., (1983).
Sampel daun muda segar ditimbang seberat 0,25
g kemudian digerus di atas es. Sampel daun yang
telah lumat dimasukkan ke dalam tabung
mikrosentrifugasi kemudian ditambah buffer
ckstraksi CTAB dan diinkubasi 65°C selama 60
menit. Sampel kemudian ditambahkan kloroform
selanjutnya dilakukan sentrifugasi 10.000 rpm
sclama 5 menit schingga terbentuk dua fase.
Supernatan diambil kemudian ditambahkan
buffer CATB/NaCl, dikocok perlahan dan
ditambahkan klorofom, selanjutnya disentrifugasi
10.000 rpm selama 5 menit.

Supernatan diambil untuk ditambahkan buffer
presipitasi CTAB, kemudian inkubasi 65°C
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selama 30 menit. Sampel disentrifugasi 10.000
rpm selama 5 menit, jika muncul endapan
supernatan dibuang dan pelet ditambahkan buffer
High salt-TE dan kembali diinkubasi pada 65°C
selama 30 menit. Sampel selanjutnya ditambah
etanol absolut dan disentrifugasi 10.000 rpm
selama 5 menit. Supernatan dibuang dan pelet
ditambahkan etanol 80%, kembali disentrifugasi
10.000 rpm selama 5 menit. Etanol dibuang
kemudian dikeringanginkan overnight. Sampel
DNA seclanjutnya disimpan di dalam kulkas
dalam buffer TE, dan dapat digunakan untuk
amplifikasi.

Analisis suhu amplifikasi

Amplifikasi DNA kloroplas dengan primer cpl
dan cp2 (Li et al'., 2012) dilakukan pada tiga
suhu yang berbeda, yaitu 56°C, 55°C, dan 53°C.
Suhu yang berbeda untuk optimasi dipilih
berdasarkan hasil analisis primer cpl dan cp2
berdasarkan program FASTPCR6.3

Tabel 1. Hasil analisis primer cpl dan cp2
dengan program FASTPCR6.3

Primer cpl Primer cp2
Tm Tm Tm Tm
Forward Reverse Forward Reverse
54,5°C, 55,4°C 58,6°C 54,9°C
55,7°C 54,9°C 57,8°C 54,9°C
51,1°C 49,5°C 51,9°C -
CG:52,6% CG:588% CG:64,7%  CG: 58.8%
Amplifikasi PCR dan elektroforesis gel
agarosa

DNA kloroplas yang diperoleh digunakan untuk
amplifikasi PCR dengan Primer cpl (5’-GTG
GAC CTG ACT CCT TGA A-3’ dan 5°-AGC
CGA GGT CGT GGT AA-3’) yang akan
mengamplifikasi DNA kloroplas pada fragmen
ORF100, dan primer cp2 (5’-GCA GCC CAA
GCG AGA CT-3’ dan 5 AAG GCT CGG CGA
TAC TG-3’) akan mengamplifikasi DNA
kloroplas pada fragmen ORF100 (Li er al'.
2012).

Program PCR yang digunakan adalah denaturasi
awal pada 95°C selama 3 menit, dilanjutkan
dengan 30 kali siklus berulang yang terdiri dari
30 detik pada suhu 95°C untuk proses denaturasi,
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suhu 56°C, 55°C dan 53°C selama 30 detik untuk
proses annealing, dan suhu 72°C selama 50 detik
untuk proses ekstensi primer. Tahap ekstensi
akhir dilakukan pada suhu 72°C selama 10 menit,
dan kondisi sold pada suhu 4°C.

Produk PCR kemudian di 7unning menggunakan
clektroforesis horisontal dengan gel agarosa 1%
yang ditambah 4pl. Goodview dalam buffer TAE
0,5X. Hasil elektroforesis kemudian diamati
dengan lampu ultraviolet dan didokumentasikan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi suhu annealing dilakukan pada tiga
suhu yang berbeda, yaitu 56°C, 55°C, dan 53°C.
Pemilihan suhu 56°C berdasarkan program Fast
PCR 6.3. Hasil optimasi dengan suhu annealing
56°C (Gambar 1.) tidak menghasilkan produk
amplifikasi DNA kloroplas yang spesifik. Suhu
annealing 56°C terlalu tinggi, sehingga primer
cpl tidak dapat menempel pada DNA template
baik padi Slegreng maupun Mandel. Suhu
annealing yang terlalu tinggi menyebabkan
primer tidak dapat menempel pada DNA
template sehingga produk yang diharapkan akan
berkurang, bahkan tidak teramplifikasi.

Hasil amplifikasi DNA kloroplas dengan suhu
annealing 55°C berupa pita tebal dan tipis. Pita
DNA padi kultivar Mentik wangi terlihat lebih
tebal dibandingkan padi varietas Segreng
(Gambar 2.). Suhu annealing 55°C belum
optimal untuk mengamplifikasi DNA kloroplas
padi kultivar Mentik wangi karena hanya
memunculkan pita tipis, sedangkan pada varietas
Segreng suhu 55°C terlalu tinggi menyebabkan
primer kurang dapat menempel pada template
dan memunculkan pita sangat tipis. Hal ini
berarti primer cpl mengamplifikasi urutan DNA
target Mentik Wangi lebih banyak dibanding
varietas Slegreng.

10000 bp
2500 bp

500 bp

Gambar 1. Hasil elektroforesis gel agarosa
fragmen ORF100 padi Slegreng dan Mentik
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Wangi pada suhu annealing 56°C; ~ M: marker,
1: Mentik Wangi, 2: Slegreng

10000 bp

2500 bp
500 bp

Gambar 2. Hasil elektroforesis gel agarosa pada
fragmen ORF100 dan ORF29 padi Slegreng dan
Mentik Wangi pada suhu annealing 55°C;M.:
marker, 1: ORF100 Mentik Wangi, 2: ORF100
Slegreng, 3: ORF29 Mentik Wangi, 4: ORF29
Slegreng.

Hasil visualisasi gel agarosa padi varietas
Segreng dan kultivar Mentik wangi pada suhu
annealing 53°C memberikan gambaran pita
secara jelas (Gambar 3.). Suhu annealing 53°C
merupakan suhu optimal reaksi amplifikasi
primer cpl, karena pita DNA kloroplas padi
terlihat paling tebal dibandingkan reaksi PCR
dengan suhu annealing yang lain. Hal ini
diketahui bahwa amplifikasi DNA bekerja
optimum sehingga dihasilkan produk amplifikasi
dengan spesifitas tinggi.

10000 bp
2500 bp
500 bp

Gambar 3. Hasil elektroforesis gel agarosa pada
fragmen ORF100 dan ORF29 padi Slegreng dan
Mentik Wangi pada suhu annealing 53°C;M:
marker, 1: ORF100 Mentik Wangi, 2: ORF100
Slegreng, 3: ORF29 Mentik Wangi, 4: ORF29
Slegreng.

Pemilihan suhu ideal untuk primer cpl terkait
dengan panjang dan urutan G-C. Primer dengan
Tm lebih tinggi dari 50°C dan kandungan G-C 40
sampai 60% pada umumnya dapat
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mengamplifikasi lebih spesifik dan efisien
(Grunenwald, 2003). Persyaratan tersebut
dipenuhi oleh primer cpl, karena cpl forward
memiliki kandungan G-C sebanyak 52,6% dan
cpl reverse sebanyak 58,8%, sehingga cpl dapat
mengamplifikasi fragmen ORF100 pada suhu
annealing 53°C dan suhu ekstensi 72°C padi
varietas Slegreng, Mandel dan kultivar Mentik
Wangi (Gambar 4.).

Hasil elektroforesis menunjukkan munculnya
fragmen ORF100 pada Slegreng dari beberapa
daerah, varietas Mandel, maupun pada kontrol
kultivar Mentik Wangi. Perbedaan ketebalan dan
ukuran pita tidak mempengaruhi keberadaan
fragmen ORF100 dan ORF29 sebagai molekul
penanda yang dapat digunakan untuk
mengidentifikasi tipe indica atau japonica.

ENESeT T 8 9

- 2500bp
500 bp

Gambar 4. Hasil elektroforesis gel agarosa pada
fragmen ORF100 padi Slegreng, Mandel dan
Mentik Wangi pada suhu annealing 53°C; M:

marker, 1: Mentik Wangi, 2: Slegreng
Karanganyar, 3: Mentik Wangi, 4: Slegreng
Boyolali, S: Mentik Wangi, 6: Slegreng
Banjar

Sun et al., (1997) membedakan tipe indica dan
japonica dengan melihat keberadaan fragmen
ORF100. Adanya fragmen ORF100 maka padi
dikelompokkan tipe japonica, sebaliknya tidak
adanya fragmen ORF100 maka padi dapat
dikelompokkan tipe indica. Keberadaan fragmen
ORF100 pada padi varietas Slegreng dan Mandel
bahwa padi-padi lokal tersebut termasuk dalam
golongan padi japonica.

Li et al*., (2012) mengemukakan bahwa O. sativa
L. (padi budidaya Asia) subspesies indica
merupakan keturunan pertama dari O. rupifogon
(padi liar Asia), dan subspesies japonica
merupakan hasil evolusi dari indica. Perbedaan
karakter genetik subspesies indica dan japonica
ini berkaitan dengan sifat penting agronomi,
adaptasi lingkungan, dan kemampuan reproduksi.

Val. 21 (4): 98-102 (2013)

Pemanfaatan marka molekuler dalam deteksi
jenis padi indica atau japonica diharapkan dapat
melengkapi hasil karakterisasi dan
pengelompokkan varietas padi berdasar karakter
morfologi dan anatomi. Juga berperan dalam
program pemuliaan untuk perakitan galur beras
unggul, khususnya padi beras merah yang
memiliki banyak keunggulan.

KESIMPULAN

Pemanfaatan marka kloroplas fragmen ORF100
dan ORF29 pada padi lokal varietas Slegreng dan
Mandel dapat mengelompokkan padi dalam tipe
indica atau japonica. Berdasarkan karakter
fragmen ORF100 dan ORF29 padi varietas
Slegreng dan Mandel memperlihatkan
kecenderungan tipe japonica.
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