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ABSTRAK

Penanda Random amplified polymorphic DNA (RAPD) telah digunakan dalam
penandaan gen yang berpotensi rintang terhadap penyakit karah pada padi. Objektif
kajian adalah untuk mengkaji kepelbagaian genetik beberapa varieti padi tempatan
Sabah menggunakan penanda RAPD dan mengenalpasti penanda RAPD yang
berpotensi terangkai dengan gen yang rintang kepada penyakit karah padi yang terdapat
pada varieti padi tempatan di Sabah. Sembilan penanda RAPD iaitu OPAS, OPF6,
OPF9, OPF17, OPF19, OPG18, OPB7, OPK9 dan OPH19 menunjukkan polimorfisma
yang jelas pada varieti tempatan yang rintang dan tidak rintang. Sebanyak 70 jalur
dihasilkan dan 63 adalah polimorfik. Padi traditional mempunyai kadar kepelbagaian
terhadap kerintangan kepada penyakit karah yang tinggi dengan memberikan 90 %
kadar polimorfisma. Setiap primer menghasilkan 3 hingga 13 jalur dengan saiz molekul
290 bp hingga 1300 bp. Frekuensi jalur tertinggi adalah 83.33 % dan frekuensi terendah
adalah 16.67 %. Indeks jarak genetik antara populasi rintang dan tidak rintang adalah
0.2645 manakala indeks kesamaan genetik adalah 0.7676. Dendogram UPGMA telah
membahagikan enam varieti padi kepada dua kelompok utama mengikut reaksi ke atas
penyakit karah. Kelompok pertama terdiri daripada kesemua varieti tidak rintang
kepada penyakit karah iaitu Batangan, Azucena, Bataris, dan Tadong serta satu verieti
rintang Batikan. Kelompok kedua terdiri daripada satu varieti rintang iaitu Ambas.
Penanda OPGI18 bersaiz 850 bp hanya dijumpai pada varieti rintang dan berpotensi
sebagai penanda bagi membezakan varieti rintang dan tidak rintang.
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ABSTRACT

Random amplified pblymorphic DNA (RAPD) have been used for the molecular
tagging of potentially blast resistance genes in rice. The objectives of this research are
to study the genetic variation in a number of local rice by using RAPD markers and to
identify the RAPD markers potentially related to the blast resistance gene in the local
rice. A very clear polymorphism shown in both resistance and susceptible traditional
rice by nine RAPD primers OPAS, OPF6, OPF9, OPF17, OPF19, OPG18, OPB7,
OPK9 and OPHI19. Total 70 bands were produced and 63 are polymorphic. The
diversity of resistancy to blast disease in traditional rice is high with 90 % rate of
polymorphism. Each primer produces 3 to 13 bands with molecular size 260 bp to 1300
bp. The highest frequency of bands was 83.33 % and the lowest was 16.67 %. The
index of genetic distance between resistance and susceptible population was 0.2645
while the index of genetic similarity was 0.7676. Cluster analysis (UPGMA) separated
the six samples into two main clusters. The first cluster are consist of all the susceptible
variety including Batangan, Azucena, Bataris, Tadong and one resistant variety,
Batikan. The second cluster consist only one resistant variety, Ambas. Primer OPG18
with 850 bp was found only in resistant variety thus has potential to be used as a

marker to differentiate between resistant and susceptible variety.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Pengenalan

Oryza sativa L. atau padi merupakan tanaman industri dan merupakan makanan ruji bagi
separuh daripada populasi penduduk dunia merangkumi Asia, Eropah mahupun Afrika.
Kandungan karbohidrat yang tinggi menjadikannya sumber tenaga utama manusia.
Peningkatan populasi dunia telah menyumbang kepada peningkatan penghasilan padi

berikutan daripada permintaan yang tinggi daripada pengguna.

Kebanyakan negara kini giat menambah kawasan penanaman padi bagi
menampung permintaan dunia yang tinggi. Namun begitu penambahan kawasan tanaman
adalah tidak relevan bagi negara yang sedang aktif berubanisasi. Alternatif lain bagi

mengatasi masalah ini adalah dengan meningkatkan hasil padi per pokok.

Pengawalan faktor abiotik seperti suhu, kandungan kelembapan, bekalan

oksigen, cahaya, nutrient, air, dan baja dapat menjana kepada penghasilan padi yang
tinggi. Selain daripada itu, faktor biotik juga mempengaruhi penghasilan padi. Antara
faktor biotik adalah patogen. Serangan patogen yang menyebabkan penyakit pada pokok
padi adalah penyumbang terbesar kepada kehilangan hasil tanaman padi dunia

terutamanya penyakit karah padi yang disebabkan oleh sejenis kulat Pyricularia grisea

juga dikenali sebagai Pyricularia oryzae. ‘



Berbanding dengan faktor abiotik, faktor biotik adalah lebih sukar untuk dikawal.
Walaupun serangan penyakit karah pada pokok padi boleh dikawal melalui penggunaan
racun, tetapi penggunaan tanaman yang rintang kepada penyakit adalah cara yang paling
efektif dan ekonomi. Beberapa varieti rintang telah berjaya dihasilkan. Varieti IR64
adalah varieti padi Asia yang dilaporkan sebagai sangat rintang pada penyakit karah
(Sallaud et al., 2003), varieti Teqing dari China dilaporkan sebagai rintang kepada semua
jenis penyakit karah (Fjellstrom et al., 2004), dan varieti Gumei 4 dari Sichuan, China

dilaporkan mempunyai kerintangan yang luas pada P. grisea dalam tempoh lebih

daripada 20 tahun (Deng et al., 2006).

Dalam usaha menghasilkan tanaman yang rintang penyakit, gen yang rintang
kepada P. grisea harus dikenalpasti. Salah satu teknik yang menjanjikan pemilihan gen
yang rintang dengan mudah ialah melibatkan penanda molekul seperti Random Amplified
Polymorphic DNA Marker (RAPD). Kajian yang dijalankan sebelum ini telah
membuktikan bahawa RAPD boleh dan sesuai digunakan dalam mengenalpasti gen yang
rintang kepada P. grisea. Penanda RRF6 dan RRH18 telah mengesan gen Pi-10t yang
rintang kepada P. grisea (Mohan et al., 1997). Penanda RAPD OPAS5, OPG17, OPG18,
OPG19, OPF9, OPF17, dan OPF19 dilaporkan memberikan polimorfisma yang jelas
dalam membezakan varieti yang rintang dan tidak rintang kepada P. grisea pada tiga

varieti dari Brazil (Sandhu et al., 2003).

Kajian mengenai kepelbagaian genetik adalah penting untuk program
pembiakbakaan tanaman padi. Dengan mengkaji kepelbagaian genetik, pembetulan yang
rational pada program pembiakbakaan dapat dilakukan. Oleh yang demikian, kajian

mengenai kepelbagaian genetik padi adalah perlu untuk rujukan dalaﬂ? progtam
pembiakbakaan masa hadapan. ‘ v



1.2 Objektif kajian

Objektif kajian ini adalah:

1. Mengkaji kepelbagaian genetik beberapa varieti padi tempatan Sabah

menggunakan penanda RAPD.
2. Mengenalpasti pananda RAPD yang berpotensi terangkai dangan gen yang rintang

kepada penyakit karah padi yang terdapat pada varieti padi tempatan di Sabah.



BAB 2

ULASAN PERPUSTAKAAN

2.1 Pendahuluan

Oryza sativa L. atau padi secara dasarnya mempunyai tiga kepentingan utama terhadap
dunia. Pertama, beras merupakan makanan ruji bagi lebih daripada tiga bilion manusia
di mana ia merangkumi 20 % daripada jumlah kalori harian yang diambil oleh mereka
(Delseny et al., 2001; Garris et al., 2005; Sweeney & McCouch, 2007). Kedua ialah
kepentingannya dalam ekonomi. Di Asia, secara puratanya, permintaan terhadap padi
dijangka meningkat sebanyak 25 % pada tahun 2010 atau dengan makna lain
pengeluaran purata sebanyak lima tan per hektar akan meningat kepada 8 tan per hektar
(Delseny et al., 2001). Kegunaannya yang ketiga ialah sebagai model dalam kajian
melibatkan bidang genetik kerana ia mengandungi genom yang kecil iaitu 440 Mbp dan
tersebar dalam 12 pasang kromosom yang boleh dikenali secara individu (Delseny et

al., 2001; Sweeney & McCouch, 2007), ini sekaligus membuka peluang dalam kajian

melibatkan tanaman ini.



2.2 Taksonomi

Menurut Sweeney & McCouch (2007), padi atau Oryza sativa adalah tergolong di dalam
genus Oryza. Kesemua spesies yang tergolong di dalam genus ini mempunyai persamaan
dari segi bilangan kromosom iaitu n = 12 kromosom. Genus Oryza mempunyai dua
spesies yang ditanam secara meluas dan 21 spesies liar. Terdapat empat kompleks taksa
yang bernaung di bawah genus Oryza iaitu O. sativa, O. officialis, O. ridelyi dan O.

granulate (Veasey et al., 2004). Taksonomi O. sativa ditunjukkan dalam Rajah 2.1.

2.3 Oryza sativa

2.3.1 Kompleks Oryza sativa

Terdapat tujuh spesies secara keseluruhannya terangkum di dalam kompleks O. sativa ini
(Veasey et al., 2004). Dua spesies iaitu O. glaberrima dan O. sativa merupakan spesies
kultivar dan telah menjalani pendomestikan manakala lima spesies lain iaitu
O. rufipogon, O. barthii, O. longistaminata, O. meridionalis, dan O. glumaepatula adalah
spesies liar (Veasey et al., 2004; Sweeney & McCouch, 2007). O. sativa ditanam di serata
dunia terutamanya Asia manakala O. glaberrima hanya ditanam di Afrika (Delseny et al.,
2001; Sweeney & McCouch, 2007). Terdapat perbezaan yang jelas antara spesies kultivar

dan spesies liar. Perbezaan ini dinyatakan dalam Jadual 2.1.

HYEYS VISAY IV [LISHIANN

NVINISOdH3d



Spesies liar

O. rufipogon

O. barthii

O. longistaminata
O. meridionalis
O. glumaepatula

Genus
Oryza
A
Kompleks
Y
O. sativa 0. officinalis O. granulata O. ridleyi
A l A A
Spesies kultivar Spesies liar Spesies liar Spesies liar
0. sativa O. officinalis O. granulata O. longiglumis
O. glaberrima O. eichingeri O. meyeriana O. ridleyi

O. rhizomatis

O. malapuzhaesis
O. punctata

O. minuta

O. alta

0. latifolia

O. grandiglumis
O. australiensis

O. schlechteri

Spesies
O.sativa

Subspesies

A

Japonica

Indica

Rajah 2.1 Taksonomi O. sativa.



Jadual 2.1 Pebezaan antara spesies kultivar dengan spesies liar (Sweeney &

McCouch, 2007)

Ciri-ciri

Spesies kultivar (O. sativa)

Spesies liar

Pengetaman Pengetaman dikurangkan bagi ~ Pengetaman adalah kerap
memaksimumkan hasil tuaian.  bagi penyebaran benih.

Dormansi Kadar dormansi rendah bagi Kadar dormansi tinggi dan
percambahan yang seragam. kekal selama beberapa

tahun.

Pericarp dan Kurang pigmen dan Mengandungi pigmen yang

kelongsong benih menyebabkan benih berwarna menyebabkan warna merah
putih. pada benih.

Warna benih Putih Merah

Lengai benih Warna seperti jerami Berwarna gelap

Saiz benih Saiz yang pelbagai dan berbeza  Saiz kecil

Daun Berwarna lebih cerah Berwarna lebih gelap

Awn Pendek Panjang

Pendebungaan Hampir kesemuanya Sesetengahnya

menjalankan Inbreeding

menjalankan outcrossing

2.3.2 Subspesies Oryza sativa

Spesies O. sativa boleh dibahagikan kepada dua subspesies iaitu Japonica dan Indica

(Delseny et al., 2001; Garris et al., 2005; Nakayama, 2005). Sejak zaman pemerintahan

dinasti Han di China, terdapat rekod yang mencatat tentang dua jenis padi yang dipanggil

Hsien dan Keng dan kini ia dipanggil sebagai Indica dan Japonica (Sweeney &

McCouch, 2007).




Perbezaan antara Indica dan Japonica ialah ia ditanam pada keadaan geografi
yang berbeza. Indica biasanya ditanam di kawasan tropika seperti di Asia Tenggara dan
ditanam di kawasan tanah rendah manakala Japonica pula ditanam di kawasan beriklim
sederhana di bahagian Asia Timur seperti Jepun dan utara China dan ditanam di kawasan
tanah tinggi. Namun begitu Japonica juga ada ditanam secara besar-besaran di kawasan
tropika walaupun Japonica adalah predominan di kawasan ini (Xu et al., 2004; Garris et
al., 2005). Satu lagi perbezaan nyata antara keduanya ialah Indica menghasilkan nasi

yang tidak melekit manakala Japonica memberikan nasi yang melekit apabila dimasak

(Garris et al., 2005).

2.3.3 Kumpulan dalam Oryza sativa

Kajian yang dijalankan oleh pengkaji-pengkaji terkini telah berjaya membahagikan
O. sativa kepada lima kumpulan utama iaitu Indica, Aus, Aromatic, temparate japonica,

dan tropical japonica (Garris et al., 2005).
2.3.4 Kepelbagaian genetik Oryza sativa

Padi merupakan tanaman yang melakukan pendebungaan sendiri, (Garris et al., 2005) dan
atas dasar ini aliran gen adalah terhad antara spesies yang sama. Aliran keluar gen adalah
terhalang. Oleh yang demikian, tanaman padi ini saling membiak antara satu sama lain
dan ini boleh melibatkan antara spesies liar dan spesies kultivar. Jadi adalah tidak
mustahil bagi spesies kultivar mempunyai ciri<ciri seperti spesies liar. Faktor ini
merupakan salah satu penyumbang kepada kepelbagaian genetik tanaman Qadi. Atas
sebab ini kadar perbezaan genetik yang tinggi adalah dijangkakan pada kumpulan paél.i‘;di;

kawasan geografi atau ekologi yang berbeza. Kajian melaporkan bahawa kepelbagaian
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