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ABSTRACT

This research applied various badh2.7 and badh2.2 fragrant markers (Bradbury et al/, 2005b, Lang and
Buu 2008, Shi et al., 2008, Sakthivel et al., 2009) on popular Indonesia non-fragrant (Ciherang, Fatmawati) and
fragrant (Pandan wangi, Rojo Lele, Mentik Wangi, Gunung Perak, Pulu mandoti, Pare Kembang, Sintanur) rice
varieties. For comparison, IR64, Nipponbare and Taipei 309 were included. Rice DNA samples were isolated from
young leaves, and PCR amplified using each of those fragrant markers. Results using all badh2.7 markers were
consistently supported the existence of 2 group badh2.7 mutation pattern, while the use of badh2.2 marker
indicated that there was no exon 2 mutation. Badh2.7 sequence analysis of non-fragrant Ciherang, and aromatik
member of group 1 (Pandan Wangi), as well as group 2 (Mentik Wangi) showed different mutation pattern.

Keywords: Badh2.2, badhZ2.7, fragrant maker, fragrant, non-fragrant.

ABSTRAK

Pada penelitian ini diaplikasikan berbagai marka aromatik ekson 7 (badh2.7) dan ekson 2 (badhZ2.2)
(Bradbury et al., 2005b, Lang and Buu 2008, Shi et a/., 2008, Sakthivel et a/., 2009) terhadap berbagai varietas
popular nonaromatik (Ciherang, Fatmawati) dan aromatik (Pandan wangi, Rojo Lele, Mentik Wangi, Gunung
Perak, Pulu mandoti, Pare Kembang, Sintanur) Indonesia. Sebagai pembanding digunakan IR64, Nipponbare
and Taipei 309. DNA sampel padi diisolasi dari daun muda kemudian diamplifikasi PCR dengan masing-masing
marka tersebut di atas. Hasil analisis menggunakan semua marka badh2.7 konsisten mendukung hasil penelitian
sebelumnya tentang dugaan adanya 2 kelompok tipe mutasi badh2.7 pada varietas Indonesia. Sementara
penggunaan marka badh2.2 menunjukkan tidak adanya mutasi pada ekson 2. Hasil sekuensing badhZ2.7 sampel
yang mewakili varietas non aromatik (Ciherang), aromatik kelompok 1 (Pandan Wangi), dan aromatik kelompok
2 (Mentik Wangi); menunjukkan adanya perbedaan pola mutasi tersebut.

Kata kunci: Badh2.2, badh2.7, marka aromatik, ekson 2, ekson 7.

PENDAHULUAN

Penemuan mutasi (delesi 8 bp) ekson 7 gen
badh2 (badh2.7) pada varietas aromatik (Borquis
et al, 2008) telah mendorong kontruksi marka
spesifik aroma yang dapat membedakan padi varietas
aromatik dan non aromatik, untuk pengembangan
metoda seleksi aroma berbasis marker-assisted PCR
(Bradbury et al, 2005b, Lang and Buu 2008, Shi
et al, 2008, Sakthivel et al, 2009). Perbedaan
ukuran gen antara badh2 termutasi padi aromatik
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dengan badhZ utuh varietas nonaromatik akan
mengasilkan amplikon PCR yang berbeda (Bradbury
et al, 2005b). Marka aromatik berbasis ekson 7
pertama kali dipublikasikan oleh Bradbury et al,
(2005b) dengan menggunakan sistem multipleks
(4 primer) sehingga perbedaan ukuran amplikon
aromatik (257 bp) dengan nonaromatik (355 bp)
relatif besar dan mudah terlihat. Marka ini telah
berhasil diaplikasikan untuk varietas Nipponbare dan
Kyeema.

Selain delesi 8 bp pada badh2.7 yang telah
dilaporkan (Bradbury et a/, 2005a, Borquis et al.,
2008), Shi et al, (2008) juga menemukan adanya
delesi 7 bp pada badh2.2 beberapa varietas aromatik
dari Cina (Wuxiang9915, Xiangjing111,
Zhenxiangjing5, Wouxiangjing9, Xiangjing02—-5855,
Xiangjing49, Gehuxiangjing, = Guanglingxiangjing,
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Xiangjing111/C9083, Wuxiang99-8, Wuxiangjing14,
Suxiangjingl) dan mengkonstruksi marka-marka
dupleks berbasis mutasi badhz.7 (FM-E7) dan
badh2.2 (FM-E2). Namun perlunya penggunaan PAGE
untuk memisahkan amplikon FM-E7 (8 bp) maupun
FM-E2 (7 bp) membuat marka-marka tersebut kurang
praktis untuk genotyping rutin yang melibatkan
material breeding dan germplasm yang banyak.

Lang and Buu (2008) juga mempublikasikan
marka dupleks RM 223 yang menghasilkan amplikon
~160 bp untuk sampel nonaromatik dan ~120 bp
untuk sampel aromatik. Marka ini telah diaplikasikan
untuk varietas aromatik (Nang Thom Cho Dao, Khao
Dawk Mali 105, Jasmine 85), nonaromatik (C51,
C53), dan berbagai varietas lain di Thailand. Selain
itu digunakan pada seleksi hasil persilangan
persilangan Jasmine 85 dengan C53 atau C51.
Walaupun perbedaan amplikon relatif besar (~40 bp)
namun marka ini masih berjarak tertentu (4,5 cM)
dari gen badh2 (badhZ-related) sehingga tidak
seakurat marka aromatik lain berbasis badh2 (badh2-
based).

Marka dupleks lain berbasis badhZ2.7 (Badex7-
5) juga telah dikonstruksi dan dilaporkan berfungsi
pada identifikasi padi aromatik Basmati, nonaromatik
Sambha Mashuri, dan  hasil persilangan kedua
varietas, serta berbagai varietas padi
aromatik/nonaromatik dari India (Amarawathi et al,
2008, Sakthivel et al, 2009). Marka ini menghasilkan
amplikon 95 bp untuk aromatik dan 103 bp untuk
nonaromatik. Pada kisaran tersebut perbedaan 8 bp
badh2 aromatik dan nonaromatik dicoba diperjelas
dan tidak perlu menggunakan PAGE.

Pada penelitian ini marka-marka tersebut
digunakan untuk genotyping aroma varietas aromatik
Indonesia, sebagai inisiasi penelitian aroma padi yang
baru mulai terinisiasi di Indonesia, serta memberikan
informasi marka-marka yang sesuai dan sekaligus
kelebihan/kelemahannya  untuk  pengembangan
varietas aromatik baru di Indonesia. Varietas padi
yang digunakan meliputi:  varietas nonaromatik
Indonesia (Ciherang, Fatmawati) dan pembanding
(IR64, Nipponbare and Taipei 309), serta varietas
aromatik (Pandan wangi, Rojo Lele, Mentik Wangi,
Gunung Perak, Pulu mandoti, Pare Kembang,
Sintanur).

BAHAN DAN METODE

Benih tanaman padi yang digunakan diperoleh
dari BB Biogen KemTan (Bogor), BB Padi
(Sukamandi), dan LIPI (Cibinong). DNA diisolasi dari
daun muda sampel tanaman padi yang berumur
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2 minggu (Doyle and Doyle 1990). Konsentrasi dan
kemurnian DNA ditentukan secara spektrofotometri
pada 260 nm dan 260/280 nm (Sambrook et al,
1989). Analisis profil PCR dilakukan menggunakan
marka aromatik berbasis badh2.7 (badhZ2.7based)
(Bradbury, Badex7-5, FM-E7) dan ekson 2 (FM-E2A),
serta terkait badh2.?  (badh2.2-related) RM223.
Campuran reaksi dan siklus suhu mengacu pada
Bradbury et al, (2005b) untuk marka Bradbury, Shi
et al, (2008) untuk FME-7 dan FME-2, Sakthivel
et al,, (2009) untuk Badex7-5, serta Lang and Buu,
(2008) untuk RM223. Separasi produk PCR dilakukan
mengunakan elekforesis agarose 1-2% untuk marka
Bradbury dan 2-3% untuk marka lainnya, dengan
menyertakan standar DNA  sizer, kemudian
divisualisasi dengan pengecatan Ethidium bromida
(10 mg/L) dan penyinaran UV, yang dilanjutkan
dengan dokumentasi (Sambrook et al/, 1989,
Bradbury et al, 2005, Shi et al, 2008, Sakthivel et
al, 2009, Lang and Buu 2008). Fragmen badh2.7
diperoleh dari amplifikasi menggunakan primer
eksternal dari marka Bradbury et al, (2005b).
Sekuensing badh2.7 Ciherang, Mentik Wangi, dan
Pandan Wangi dilakukan di Macrogen Inc., Seoul,
Korea Selatan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Genotyping aroma varietas Indonesia

DNA sampel padi diamplifikasi dengan marka
aromatik Bradbury, Badex7-5, FM-E7, atau FM-E2A.
Hasilnya (Tabel 1) mendapatkan bahwa semua dapat
teramplifikasi. Namun hanya Mentik Wangi dan
Gunung Perak saja yang menghasilkan pola yang
berbeda. Data ini secara konsisten diperoleh dari
3 marka badhZ.7 (Bradbury, Badex7-5, FM-E7). Hasil
yang diperoleh sesuai dengan publikasi peneliti
terdahulu yang menkonstruksi marka-marka tersebut
(Bradbury et al, 2005, Shi et al, 2008, Sakthivel
et al., 2009), serta mendukung hasil penelitian terkait
sebelumnya (Hami Seno et a/.,, 2009), dimana diduga
ada 2 kelompok pola mutasi badhZ2.7. Kelompok 1
meliputi Mentik Wangi dan Gunung Perak, sedang
kelompok 2 meliputi Rojo Lele, Pandan Wangi, Pulu
Mandoti, Pare Kembang, Sintanur, dan Gilirang. Hasil
yang diperoleh pada penelitian ini membuktikan
dugaan tersebut secara konsisten berdasarkan
penggunaan marka aromatik Bradbury, Badex7-5,
atau FM-E7.

Peneliti lain (Shi et al, 2008) mendapatkan
beberapa varietas aromatik di Cina tidak
mengandung mutasi (delesi 8 bp) pada badhz.7
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tetapi mengalami mutasi (delesi 7 bp) pada badh2.2.
Kasus tersebut tidak dijumpai pada varietas aromatik
Indonesia. Hal ini terlihat dari hasil yang diperoleh
pada penggunaan marka badh2.2 (FM-E2A), dimana
dari semua varietas padi yang dianalisis, tidak ada
yang memberikan pola amplifikasi berbeda (Tabel 1).

Marka Bradbury juga telah dilaporkan tidak
dapat mengidentifikasi varietas aromatik unggulan
Laos (Kai Noi Leung), Burma (Paw Sam Hwe), dan
Indonesia (Pandan wangi) (Fitzgerald et al., 2008,
Kovach et al, 2009). Para peneliti tersebut
mengusulkan adanya mutasi pada badh2.9, namun
belum terbuktikan secara detil. Hasil serupa juga
telah dilaporkan untuk varietas aromatik khusus
Tarunbhog, Ganjeikalli, Bishnubhog, Bansphool A dan
Adamchini dari India (Amarawathi et al, 2008,
Sakthievel et al., 2009). Hasil analisis lebih lanjut dan
sekuensing DNA varietas-varietas khusus tersebut
juga tidak mendapatkan adanya mutasi badh2.7
(Sakthievel et al, 2006, 2009) maupun mutasi
badh2.2 seperti pada beberapa varietas dari Cina (Shi
et al., 2008). Ketidak adaan delesi 8 bp badh2.7juga
telah dilaporkan pada genotip aromatik yang lain
(Kuo et al, 2005, Navarro et al, 2007). Analisis
sekuen badh2.7 dari 19 mutan padi aromatik,
mendapatkan 6 mutan (SA0418, SA0766, SA0766.1,
SA1613, R8_106A, dan TNG71) vyang tidak
mengandung delesi 8 bp (Kuo et al, 2005). Hal ini
menimbulkan spekulasi walaupun gen badhZ? dan
delesi 8 bp pada badh2.7 mengontrol pada
kebanyakan varietas aromatik, namun tidak universal
dan kemungkinan adanya gen lain pada varietas-
khusus tersebut yang mengontrol aroma (Kuo et a/.,
2005, Navarro et al, 2007, Fitzgerald et al., 2008,
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Sakthievel et al, 2009, Kovach et a/, 2009). Namun
hasil pengamatan selama dilakukan penelitian ini
diduga pada varietas-varietas khusus tersebut, serta
kelompok 2 varietas aromatik Indonesia, mutasi
tejadi pada badh2.7 tetapi dengan pola yang
berbeda. Oleh karena itu dilakukan sekuensing
badhZ.7 varietas nonaromatik Ciherang, Mentik wangi
yang mewakili kelompok 1, dan Pandan wangi yang
mewakili kelompok 2. Selain untuk membuktikan
dugaan tersebut, juga karena varietas khusus yang
merupakan kelompok minor di luar negri justru
merupakan mayoritas tipe mutasi varietas aromatik
Indonesia. Serta pada kondisi saat ini, seperti yang
telah diuraikan, hanya Mentik Wangi dan Gunung
Perak yang bisa digunakan untuk pengembangan
varietas padi aromatik baru.

Perbandingan sekuen badh2.7 Ciherang,
Mentik wangi dan Pandan Wangi.

BadhZ2.7 varietas Ciherang, mentik Wangi, dan
Pandan Wangi diisolasi melalui amplifikasi PCR
menggunakan primer eksternal Bradbury, selanjutnya
disekuensing (Macrogen Inc., Korea Selatan).
Hasilnya (Gambar® 1) membuktikan adanya delesi
4 bp pada Pandan Wangi, berbeda dengan Mentik
Wangi (8 bp).

Hasil ini mendukung kebenaran dugaan
tentang adanya tipe mutasi yang berbeda pada
varietas padi aromatik khusus, dalam hal ini
kelompok 2 varietas aromatik Indonesia. Bukan
mutasi pada ekson lain (Fitzgerald et al, 2008,
Kovach et al, 2009), atau adanya gen pengendali
aroma yang lain (Kuo et al, 2005, Navarro et al,
2007, Amarawathi et al, 2008, Fitzgerald et al,

Tabel 1.Resume hasil analisis PCR dengan berbagai marka aromatik berbasis badhZ.

Teramplifikasi/tidak dengan marka aromatik:

Varietas Aroma Bradbury Badex7-5 FM-E7 FM-E2A
Nipponbare tidak ya ya ya ya
Ciherang tidak ya ya ya ya
IR64 tidak ya ya ya ya
Fatmawati tidak ya ya ya ya
Taipei 309 tidak ya ya ya ya
Mentik Wangi ya ya* ya* ya* ya
Gunung Perak ya ya* ya* ya* ya
Rojo Lele ya ya ya ya ya
Pandan Wangi ya ya ya ya ya
Pulu Mandoti ya ya ya ya ya
Pare Kembang ya ya ya ya ya
Sintanur ya ya ya ya ya
Gilirang ya ya ya ya ya

Keterangan: *pola amplifikasi dapat dibedakan dari varietas nonaromatik
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2008, Kovach et al, 2009, Sakthievel et al, 2009).
Pada mutan aromatik yang diteliti oleh Kuo et al,
(2005), kemungkinan mutasinya terjadi pada badh2.2
seperti pada varietas Cina, yang pada saat studi
mutan aromatik belum ditemukan. Namun demikian
pembuktian ini akan lebih valid lagi jika dilanjutkan
dengan konstruksi marka aromatik baru. Penelitian
terkait ini dalam inisiasi, diharapkan marka yang
dihasilkan dapat mendeteksi varietas aromatik
Indonesia kelompok 2 serta varietas-varietas khusus
di luar negri seperti disebutkan di atas, sehingga
lebih berdaya guna dan berperan dalam membangun
landasan keilmuan terkait aroma padi maupun
memfasilitasi pengembangan varietas aromatik baru,
terutama di Indonesia.

Ciherang GGTaaAAAGATTATGGCTTCAGCTGCTCCTATG
Mentik Wangi GGT------- ATAT-ATTTCAGCTGCTCCTATG
Pandan Wangi GGT- - AACCGCCATGGTCACCG-TGCT-CTATG

Gambar 1. Perbedaan sekuen badh2.7 Ciherang,
Mentik Wangi, dan Pandan Wangi

Profil PCR berbagai marka aromatik pada
progeny persilangan

Untuk memberikan informasi tentang marka
aromatik  yang sesuai beserta kelebihan/
kelemahannya pada pengembangan varietas
aromatik baru di Indonesia, marka-marka berbasis
badh2.7 dan badh2.2 dicobakan pada hasil
persilangan (F1) varetas nonaromatik dengan
aromatik. Hasilnya (Gambar 1) menunjukkan marka
Bradbury (Bradbury et al, 2005b) paling jelas
perbedaannya. Marka Badex7-5, yang diarahkan
agar ukuran amplikon pada sekitar 100 bp untuk
memperjelas perbedaan 8 bp antara sampel
nonaromatik dan aromatik (Sakthievel et al., 2009)
menggunakan agarosa konsentrasi tinggi (tidak
menggunakan poliakrilamida), dapat membedakan
sampel nonaromatik dan aromatik tetapi masih
meragukan untuk penentuan heterozygote F1 hasil
persilangan. Kasus yang sama juga ditemui pada
penggunaan marka FM-E7 (Shi et al.,, 2008). Sedang
FM-E2A (Shi et al, 2008), tidak mendeteksi
perbedaan sampel nonaromatik, aromatik dan hasil
persilangannya (F1).Perbedaan amplikon varietas
nonaromatik, donor aromatik, dan hasil persilangan
dapat terlihat dengan jelas pada penggunaan marka
RM223 (Lang and Buu 2008), namun harus
dipertimbangkan karena marka ini merupakan badhZ-
related yang masih berjarak dari gen badhZ.
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Berdasarkan hasil yang diperoleh penggunaan
marka Bradbury jika donor aromatik yang digunakan
Mentik Wangi atau Gunung Perak. Jika sampel yang
di analisis tidak terlalu banyak dapat digunakan
Badex7-5 atau FM-E7, tetapi menggunakan
elektroforesis  akrilamida menggunakan. Marka
Bradbury telah diaplikasikan pada introgresi gen
aroma Mentik Wangi ke Ciherang (Hami Seno et al.,
2009, 2010a), sedangkan RM223 pada introgresi gen
aroma Pandan Wangi ke Ciherang (Hami Seno et al,,
2010b).

markabadh2.2|

—

FM-E2A

m
e

mC AF1 CAF CAFl CAPFlwmC P 1AFlw

Gambar 1. Gambar 2. Profil PCR berbagai marka
aromatik pada F1 hasil persilangan.

Keterangan :

C, A, dan F1 menunjukkan sampel padi nonaromatik, donor
aroma (Mentik Wangi), dan hasil persilangannya. P=Pandan
Wangi, 1=F1Ciherang-Pandan Wangi. Bradbury, Badex7-5,
dan FM-E7 merupakan marka aromatik yang spesifik untuk
badh2.7, sedangkan FM-E2A untuk badh2.2. m = size
marker dan w = air (kontrol negatif).

Aroma merupakan karakter resesif, oleh karena
itu tidak bisa digunakan marka dominan, harus marka
kodominan. Ukuran InDel (4, 7, atau 8 bp) antara
badh2 termutasi pada varietas aromatik dan badh2
utuh pada varietas nonaromatik menjadi kendala
pada konstruksi marka aromatik kodominan.
Berbagai cara telah dilakukan untuk mengatasi hal
ini, diantaranya penggunaan gel poliakrilamida
(Shi et al, 2008), mengarahkan ukuran amplikon
pada sekitar 100 bp (Amarawathi et al, 2008,
Sakthievel et al, 2009), atau menggunakan sistem
multipleks (4 primer) (Bradbury et al, 2005b);
namun umumnya masih belum memuaskan,
terutama terkait dengan sampel tanaman padi
heterozygot. Kendala ini juga dialami pada karakter-
karakter padi yang lain seperti toleransi genangan,
kekeringan, maupun salinitas tinggi, namun karena
toleransi-toleransi  tersebut merupakan karakter
dominan, masih dapat digunakan marka dominan
(Xu et al, 2004, Septiningsih et al, 2009). Kit
berbasis kombinasi nanoteknologi dengan molecular
beacon (Marras et al, 2003, Goel et al, 2005,
Wang et al, 2008), yang dapat menedeteksi
perbedaan 1 bp pada level nano- hingga
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subnanomolar dapat menjadi alternatif yang
menjajikan.

KESIMPULAN

Tidak ditemukan mutasi badh2.2 pada varietas
padi aromatik Indonesia, mutasi terjadi pada
badhZ2.7. Paling sedikit terdapat 2 kelompok varietas
padi aromatik Indonesia, yang dibedakan
berdasarkan tipe mutasi badhZ.7. Hasil sekuensing
mendapatkan pola mutasi badh2.7 Mentik Wangi
mengikuti pola umum varietas aromatik di berbagai
Negara (delesi 8 bp), sedangkan pada Pandan wangi
berbeda (delesi 4 bp). Hanya kelompok 1 yang dapat
teridentifikasi oleh marka aromatik berbasis badhZz
yang tersedia pada saat ini. Marka terkait badh2
RM223 dapat mengidentifikasi varietas aromatik
kelompok 1 (Mentik Wangi) maupun 2 (Pandan
Wangi).
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