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ABSTRAK 

Variasi genetik dan hubungan di antara sampel padi tanah kering yang dikumpulkan 

dari Tuaran, Ranau, Tamparuli, Beluran, Lahad Datu dan Keningau telah dianalisa 

dengan menggunakan enam pasangan primer mikrosatelit. Sebanyak enam 

lokus dalam sampel adalah polimorfik. Bilangan aIel yang ditemui ialah sebanyak 17 

alel. Min bilangan aIel yang dicerap dan min bilangan alel efektif masing-masing 

adalah 2.833 dan 1.994. Di samping itu, min heterozigositi dicerap dan dijangka 

mempunyai perbezaan yang besar iaitu 0.476. Frekuensi alel tertinggi adalah 0.8 

dijumpai pada lokus RM312 dan frekuensi alel yang terendah iaitu 0.1 dijumpai pada 

lokus RM124, RM154 dan RM321. Dendogram yang dibina menunjukkan terdapat 

satu kumpulan. Ujikaji ini menunjukkan bahawa penanda mikrosatelit adalah berkesan 

dalam menentukan variasi genetik padi tanah kering ini. 



VI 

ABSTRACT 

The genetic variation and relationship among Sabah upland rice samples collected 

from Tuaran, Ranau, Tamparuli, Beluran, Lahad Datu and Keningau were analyzed 

using six primer pairs of micro satellite. All six loci examined in all plants were 

polymorphic. Seventeen allelles was found. The mean number of alleles observed 

were 2.833 and mean number alleles effective were 1.994. Beside that, the mean 

observed and expected heterozigosities showed big differences of 0.476. The highest 

allele frequencies were 0.8 was found in locus RM312 and the lowest allelles 

frequencies were 0.1 , was found in locus RM124, RM154 and RM321. The 

dendogram constructed from genetic distance of all samples showed one group. This 

test showed that SSR markers were effective in detected genetic variation among 

upland rice. 
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BAR 1 

PENDAHULUAN 

1.1 Pengenalan 

Padi tanah kering Oryza sativa., L adalah merupakan tanaman tradisional di negeri 

Sabah. Padi jenis ini kurang popular dan jarang mendapat perhatian di kalangan petani 

tempatan berbanding padi sawah memandangkan produktiviti padi tanah kering yang 

kurang memuaskan. Walau bagaimanapun, tanaman ini adalah salah satu tanaman 

yang berpotensi tinggi di Sabah kerana keadaan cuaca dan geografi yang 

membolehkan padi tanah kering ini beradaptasi dengan baik. Dntuk memperbaiki 

mutu padi tanah kering ini, kajian tentang variasi genetik perlu dijalankan. 

Pada masa ini, penggunaan penanda genetik molekul menjadi pilihan utama 

dalam penyelidikan penentuan dan identifikasi genotip tumbuhan berbanding dengan 

teknik lain. Jenis penanda molekul yang biasa digunakan termasuklah 'Restriction 

Fragment Length Polymorphism' (RFLP), 'Amplified Fragment Length Polymorphism' 

(AFLP) , Random Amplified Polymorphism DNA's (RAPD) dan mikrosatelit. 

Mikrosatelit atau juga dikenali sebagai 'Simple Sequence Repeats' (SSR) atau 'Simple 

Sequence Length Polymorphism' (SSLP) adalah lebih popular digunakan sebagai 

penanda dalam bidang pembiakbakaan dan kajian genetik diversiti tumbuhan (Lu et al., 
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1996). Ini adalah kerana mikrosatelit mempunyai kelebihan seperti bilangannya yang 

banyak, 'hypervariability' (k:ewujudan dalam bentuk alel yang berlainan), bersifat 

kodominan, senang diaplikasikan dan bebas dari pengaruh persekitaran. Mikrosatelit 

berpunca dari variasi turutan bes -bes segmen Asid dioksiribonukleik (DNA) yang 

bersaiz pendek (1-6 pasangan bes ) pada lokus tertentu (Brown, 1996). 

Mikrosatelit sesuai digunakan sebagai penanda dalam mengesan kepelbagaian 

genetik dalam satu populasi organisma Ini disebabkan oleh perbezaan dalam 

kepanjangan turutan bes pada lokus SSR ini boleh dikesan dengan melakukan 

amplifikasi sampel melalui proses tindakbalas rantai polimerase. Produk peR dinilai 

dengan menggunakan gel elektoforesis untuk menentukan perbezaan alel yang wujud 

pada sampel-sampel DNA yang dikaji. 

1.2 Objektif kajian 

Tujuan penyelidikan ini adalah untuk: 

1. menentukan tahap polimorfisma dan variasi genetik di antara 20 sampel padi 

tanah kering yang ditanam di Sabah 

11. mengkaji hubungan genetik sampel padi kajian melalui dendogram yang 

dibina daripada bacaan jarak genetik. 



BAB 2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 Oryza sativa L. 

Padi (Oryza sativa L.) adalah merupakan tanaman makanan yang penting di dunia. 

Kira-kira dua pertiga penduduk dunia makan nasi setiap hari. Asia adalah pusat 

pengeluaran padi yang terbesar di dunia (Pruitt, 2002). Padi bukit yang ditanam di 

Asia merangkumi 11.6 million hektar atau 53% dari keluasan kawasan penanaman 

(Tran,1986). Tumbuhan ini tergolong dalam famili Gramineae, sub famili 

Oryzoideae, kumpulan Oryzae dan genus Oryza (Martin et al., 1976). Oryza sativa L. 

dibahagikan kepada tiga subspesies iaitu japonica, indica dan javanica. Selain 

mengikut cara penanaman, ia boleh dibahagikan kepada dua jenis iaitu padi sawah dan 

padi tanah kering. Padi sawah adalah padi yang ditanam dalam keadaan yang berair. 

Padi tanah kering pula didifinasikan sebagai padi yang di tanam dalam keadaan kering 

dan hanya bergantung pada air hujan untuk menyeimbangkan kelembapannya, ia tidak 

memerlukan takungan atau pengumpulan air di atas tanah dan tidak memerlukan 

pembajakkan (De Datta, 1975). 
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Di Malaysia, padi jenis ini banyak ditanam di Sabah kerana ia adalah tanaman 

tradisional bagi penduduk negeri Sabah. Keadaan muka bumi Sabah sesuai untuk 

penanarnannya. Narnun begitu, padi ini tidak dikomersialkan kerana kurang 

memberikan hasil dan selalu diserang penyakit. Kajian genetik dan kemajuan genetik 

juga masih kurang dijalankan ke atas padi bukit ini. 

2.2 Variasi genetik 

Variasi genetik ialah kepelbagaian maklumat genetik sesuatu individu di dalarn 

spesies yang sarna iaitu diversiti intraspesifik ataupun antara spesies iaitu diversiti 

interspesifik (KIug dan Cumming, 2002). Variasi genetik berlaku disebabkan oleh 

perubahan terhadap kandungan gen dalarn satu alel yang disebabkan oleh mutasi, 

rekombinasi dan migrasi. Variasi genetik tidak terhad kepada manusia atau haiwan 

sahaja ia juga merangkumi tumbuh-tumbuhan. Variasi genetik telah ditentukan kepada 

lebih 1,400 flora dan telah dapat menentukan zon berdiversiti tinggi (Virchow, 1999) 

manakala kajian variasi genetik pada padi juga telah dijalankan. 

2.2.1 Kepentingan variasi genetik 

Variasi genetik penting dalam bidang pemuliharan genetik dan pembiakbakaan. Bagi 

pemuliharaan genetik ia diperlukan bagi perkembangan sesuatu populasi untuk 

beradaptasi dengan perubahan persekitaran. Perubahan ini terrnasuklah perubahan 

cuaca, pencemaran, pengenalan terhadap pesaing-pesaing nobel, peningkatan jumlah 

penyakit, racun perosak dan parasit. Populasi yang mempunyai variasi genetik yang 

tinggi mempunyai kebarangkalian yang tinggi untuk tidak pupus manakala sebaliknya 
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bagi populasi yang kurang variasi genetik (Frankham dan Ballou, 2002). Salah satu 

contoh tumbuhan yang beradaptasi terhadap perubahan persekitaran pencemaran 

logam berat ialah Agrositis tennuts dan 'bunch grass' (Frankham et al. , 2002). Dalam 

pembiakbakaan, maklumat genetik yang pelbagai dapat menentukan hubungan antara 

populasi. Ia bertujuan untuk memperbaiki baka sesuatu individu dengan penghasilan 

baka bam. Contohnya penghasilan baka bam bagi padi dan tumbuhan lain seperti 

gandum, jagung dan kacang soya. 

2.2.2 Pengukuran variasi genetik 

Variasi genetik dinilai dengan berdasarkan ciri kuantitatif seperti perbezaan fenotip 

antara spesies, seperti perbezaan warna biji benih, ketinggian dan warna bunga. Selain 

ia juga dinilai dari segi genotip, dimana perubahan aIel diambilkira. Kini, penilaian 

variasi genetik boleh dilakukan secara molekul. Cara molekul ini termasuklah melalui 

teknik pemisahan protein menggunakan elektroforesis dan berdasarkan profil DNA 

atau asid nukleik (Frankham dan Ballou, 2002). 

Teknik profil DNA ini melibatkan penggunaan penanda molekul asid nukleik 

yang melibatkan jujukan DNA dan analisis fragmen terhad. Perkembangan dalam 

penggunaan ini telah meningkat dengan adanya teknik PCR (Westman dan Kresovich, 

1997) Beberapa faktor dalam pernilihan penanda genetik iaitu, apa yang ingin di ukur, 

bagaimana keputusan boleh diperolehi, sumber mencukupi termasuk teknikal, 

peralatan, masa, kemahiran, keperluan automasi dan kos yang berkesan. 
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Penanda genetik yang baik mestilah berupaya menentukan variasi genetik seperti 

kebolehwarisan dan perbezaan antara individu atau populasi, senang untuk diukur dan 

memberikan keputusan yang boleh dibandingkan dengan kajian yang lain. Beberapa 

jenis penanda molekul adalah seperti 'Amplified Fragment Length Polymorphism' 

(AFLP), 'Restriction Fragment Length Polymorphism' (RFLP), 'Random Amplified 

Polimorphism' (RAPD) dan 'Simple Sequence Repeats' (SSR). 

2.2.3 Penanda genetik molekul 

i. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 

'Amplified Fragment Length Polymorphism' (AFLP) adalah penanda genetik yang 

melibatkan pemanjangan PCR berasaskan polimorfisma. Ia murah dan senang 

diamplifikasikan (Kearsy, 1997). AFLP berupaya menentukan variasi genetik pada 

amaun yang tersangat kecil dalam populasi genetik. Ia sangat berguna bagi 

penyelidikan spesies yang terancam. AFLP boleh dijana dengan memotong fragmen 

DNA menggunakan dua enzim pembatas kemudian bebenang pendek tunggal 

dimasukkan kepada hujung fragmen yang telah dipotong. Penanda ini menghasilkan 

corak cap jari yang berlainan bagi setiap individu. Ia sesuai untuk menilai variasi 

genetik terutamanya dalam bidang pemuliharaan genetik (Klug dan Cumming, 2003) 
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ii. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

'Restriction Fragment Length Polymorphism' (RFLP) adalah penanda genetik yang 

digunakan secara meluas di dalam penyelidikan kejuruteraan genetik. Di antara 

kebaikan RFLP adalah potensinya yang tidak terhad kepada jumlah fragmen yang 

besar . Ia juga dapat menentukan genotip sebenar. RFLP juga dapat menentukan 

genotip walaupun pada lokus tunggal. RFLP lokus boleh ditentukan pada mana-mana 

sahaja tahap perkembangan dan di mana-mana bahagian tumbuhan. Empat aplikasi 

pananda RFLP dalam pembiakbakaan tumbuhan iaitu; (l) individu RFLPs digunakan 

untuk menandakan gen tunggal; (2) kebanyakkan RFLP tersebar melalui genom dan 

boleh digunakan untuk menentukan ciri individu atau populasi; (3) boleh digunakan 

untuk menganalis trait kuantitatif ; dan (4) ia juga boleh digunakan untuk memilih 

trait lokus kuantitatif berdasarkan penyatuan QTLs dan penanda RFLP (Figdore, 

1988) 

iii. Random Amplified Polimophism DNAs (RAPD) 

'Random Amplified Polimophism DNAs' (RAPD) adalah penanda yang ringkas . 

DNA yang digunakan amat sedikit dan memerlukan aturan dan amplifikasi. Penanda 

ini tidak melibatkan penggunaan bahan radioaktif, ia murah, dan dominan. Ia 

berupaya untuk membezakan heterozigot dan homozigot dalam semua jumlah produk 

(Kearsy, 1997). 

Modifikasi terhadap penanda ini telah dilakukan dimana terdapat dua hasil 

modifikasi iaitu 'DNA Amplification fingerprinting' (DAF) dan 'Arbitrarily Primer 
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PCR' (AP-PCR). DAF menggunakan pruner rawak pendek iaitu 5-8bp dan 

menunjukkan bilangan produk amplifikasi yang besar menggunakan elektroforesis 

gel poliakrilimida (pAGE). AP-PCR pula menggunakan primer yang panjang dan 

juga PAGE. 

iv. Mikrosatelit (SSR) 

Pananda mikrosatelit ataupun SSR ialah satu jujukan DNA yang ditemui pada awal 

1980 (Ashworth et ai., 2004). Unit ulangan mikrosatelit adalah 1-5 bp panjang. Ia 

berpotensi untuk menjadi penanda genetik yang baik kerana mempunyai tahap 

kebolehubahan yang tinggi, kodominan, mempunyai tahap penghasi1an yang baik dan 

mempunyai kesatuan dengan kawasan 'non coding' di dalam genom (Ternnych et aZ., 

2000). Selain itu ia juga adalah penanda yang menunjukkan tahap polirnorfismanya 

yang tinggi disebabkan kekerapan rnutasi yang berlak:u. Ciri mikrosatelit ini 

menjadikannya ideal untuk pemetaan genom bagi kajian populasi genetik dan kajian 

diversiti. 

Arabidopsis thaliana rnerupakan model tumbuhan yang pertama rnenggunakan 

SSR untuk menentukan variasi genetiknya. Mikrosatelit wujud dalam kuantiti yang 

banyak dan tertabur secara seragam dalarn genom organisma (Brown, 1996). Kini 

terdapat 57.8 mb jujukan DNA padi dikaji untuk rnenentukan frekuensi dan taburan 

genom SSR dan sebanyak 200 penanda SSR telah dihasilkan dan disinarnbungkan 

dengan peta padi (Mahalaksmi et ai., 2002). Selain SSR, terdapat penanda yang sarna 

fungsi dengannya iaitu 'Inter Simple Sequence Repeats' (ISSR) dan Chloroplast 



9 

microsatellite (cpSSR), tetapi ia selalunya terdiri dari 1 bp contohnya (T)n (Robinson 

dan Harris, 1999). 

Protokol mikrosatelit ini mudab. Bermula dengan rekaan primer diikuti dengan 

program PCR yang bergantung kepada cara satu-satu primer itu dikesan samada 

secara 'flourescent' atau radioaktif. Setelah itu produk PCR dipisabkan dengan 

menggunakan PAGE dan dikesan dibawab cabaya ultra ungu atau filem x-ray 

(Robinson dan Harris, 1999). Kelebihan mikrosatelit yang kodominan meningkatkan 

keberkesanan dan ketepatan pengukuran populasi genetik berbanding dengan pananda 

lain seperti AFLP dan RAPDs (Robinson dan Harris, 1999). 

2.3 Kepelbagaian genetik Oryza sativa L. 

Kajian tentang kepelbagaian genetik merupakan satu bidang kajian yang mengkaji 

tentang kepelbagaian sesuatu organisma itu. Dalam genetik, kajian seperti ini 

digolongkan dalam satu babagian iaitu populasi genetik. Populasi genetik membawa 

maksud kajian yang dilakukan terbadap takungan gen dalam satu populasi. 

Beberapa contoh kajian tentang diversiti genetik ialab pada tumbuhan spesis 

Gramineae termasuklab padi, jagung dan barli (Kantetey et al., 2002) Kajian 

kepelbagaian terbadap genus Oryza sativa ini juga membantu dalam menjawab 

persoalan yang berhubung dengan domestikasi, spesifikasi, poliploidi dan adaptasi 

ekologi yang tidak terjawab dengan mengkaji padi secara am sahaja (Vaugan et ai., 

2003). Selain itu, kajian juga dijalankan untuk pemuliharaan terbadap spesis padi liar 

yang terancam seperti kajian yang dilakukan di Yunnan, China (Cheng et ai., 2004) 
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Penggunaan mikrosatelit dalam kajian diversiti genetik padi juga semakin 

meluas. Bukan sahaja padi di Malaysia, malah di beberapa negera yang mempunyai 

padi seperti di Filipina (Sebastian et ai., 1998) dan China (Zhou et ai. , 2003) Lebih 

daripada 500 set penanda mikrosatelit padi yang telah dihasilkan (McCouch et ai. , 

2001). Kemajuan terhadap kajian ini memungkinkan peningkatan kualiti yang baik 

terhadap penghasilan tanaman padi. 

2.3.1 Frekuensi aiel, polimorfisma dan heterozigositi. 

Secara amnya, teori genetik populasi adalah bersamaan dengan teori frekuensi aiel. 

Frekuensi aIel adalah kebarangkalian alel tertentu yang wujud secara rawak di dalam 

sesebuah populasi (Frankham et al., 2002). Ia juga berperanan sebagai salah satu 

parameter yang penting dalam kajian evolusi, ini adalah disebabkan oleh perubahan 

takungan gen dalam satu populasi dan dipengaruhi oleh perubahan frekuensi gen. 

Polimorfisma ialah ketidaksinambungan variasi genetik yang hadir pada 

bentuk yang berbeza atau jenis di antara ahli yang terdapat pada lokus tunggal. 

Polimorfisma genetik berlaku apabila bacaan frekuensi tertinggi bagi alel tersebut 

adalah lebih daripada 0.01 (Snustad dan Simmons, 1999). Iajuga sama ertinya dengan 

satu alel yang paling umum pada gen tersebut mempunyai bacaan frekuensi yng 

kurang daripada 0.95 (KIug dan Cumming, 2003) 

Heterozigositi adalah petunjuk paling umum yang diaplikasikan dalam 

pengukuran variasi genetik dalam sesebuah takungan gen, di mana individu dalam 

populasi tersebut adalah diplqid yang bersifat homozigus dan heterozj~s pada satu 
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