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ABSTRAK 

K.,.1jian variasi dan hubungan di antara 20 sa.mpel padi tanah kering Sabah yang 

dik'UlIlpulkan daripada beberapa lokasi geografi yang berlainan dianalisiskan dengan 

menggunakan lapan pasang primer mikrosatelit. Pasangan primer RM316 telah 

mengamplifikasikan dua lokus yang berbeza dengan konsisten maka ia diskorkan sebagai 

dua lokus yang berlainan. Kesemua sembilan lokus yang diuji ke atas semua sampel padi 

adalah bersifat polimorfik. Sejumlah 38 aIel telah beIjaya dikenalpastikan dalam semua 

lokus dikaji. Jumlah aIel per lokus yang diperolehi beIjulat daripada dna hingga sembilan. 

Bacaan purata bilangan aIel yang diperolehi dan aIel jangkaan, masing-masing 

merupakan 4.2 dan 2.9. Tambahan juga, min heterozigositi cerapan dan jangkaan, 

masing-masing bernilai 0.4000 dan 0.5352. Daripada jumlah sembilan ujian 'Chi-square' 

yang telah dilakukan, didapati hanya satu yang lokus yang berada dalam persamaan 

Hardy Weinberg pada kebarangkalian, P = 0.05 . Nilai frekuensi tertinggi dan terendah 

adalah 0.9500 pada lokus RM296 dan 0.0250 yang terdapat di lokus RM336. 

Dendrogram yang dibina berasa.skan nilai jarak genetik memmjukkan semua 20 sampel 

padi kajian dapat dikategorikan ke dalam dua kumpulan utama yang berkolerasi dengan 

taburan geografi asal sampel padi kajian. Ujikaji ini telah menunjukkan keberkesanan 

penanda mikrosatelit dalam mengesan polimorfisma yang membawa kepada identifikasi 

genotip dan penentuan diversiti genetik sampel kajian. Maka, aplikasi mikrosatelit harus 

digalakkan dalam program pembiakbakaan sewaktu fasa pemilihan tumbuhan dengan 

kromosom yang diinginkan daripada induk yang hampir sarna secara genetik. 
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The variation and relationships among 20 Sabah's upland rice samples collecte.lj from 

various geographical regions of Sabah were analyzed using eight microsatellite primer 

pairs. Primer pair RM316 amplified two loci consistently and was scored independently. 

All nine loci examined in all plant samples were polymorphic. A total of 38 allele were 

identified within nine loci. The number of alleles observed per locus ranged from two to 

nine. The means of observed and effective alleles were 4.2 and 2.9, respectively. fu 

addition, the mean observed and expected heterozygosities were 0.4 and 0.5352, 

respectively. Out of nine Chi-square tests that had been carried out, only one were in 

accordance with Hardy Weinberg Equilibrium at probability, P = 0.05. The highest and 

lowest overall allele frequencies were 0.9500 and 0.0250, found in locus RM296 and 

locus RM336, respectively. The dendrogram constructed from the genetic distance values 

showed that all of the 20 plant samples were grouped into two major clusters which 

correlated with the origin geographical location of each plant sample. The results 

demonstrate the utility of microsatellite markers for detecting polymorphism leading to 

genotype identification and for estimating genetic diversity. Thus, these hypelVariable 

microsatellites should promote the selection of plant which carry desired chromosomes 

from genetically similar parents in breeding programs. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

1.1 Pengenalan 

Padi tanah kering merupakan salah satu jenis tanaman tradisional utama di negeri 

Sabah untuk penduduk tempa18n. Akan te18pi, padi jenis ini kurang popular dan jarang 

mendapat perhatian di kalangan petani tempa18n berbanding padi sawah 

memandangkan produktiviti padi 18nah kering yang kurang memuaskan. Walau 

bagaimanapun, tanaman ini ialah di antara salah satu 18naman yang berpotensi tinggi 

di Sabah kerana keadaan cuaca dan geografi yang membolehkan padi 18nah kering ini 

beradap18si dengan baik. 

Pada masa kini, penggunaan penanda genetik molekul menjadi pilihan u18ma 

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 polymorphic DNA' (RAPD) dan rnikrosatelit 

Milcrosatelit a18u juga dikenali sebagai ' Simple Sequence Repeats ' (SSR) adalah lebih 

popular digunakan sebagai s 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 
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dalam bidang pembiakbakaan dan kajian genetik diversiti tumbuhan (Lu et aI., 1996). 

lui adalah kerana mikrosatelit mempunyai kelebihan seperti bilangannya yang banyak, 

'hypeIVariability' (kewujudan dalam bentuk aIel yang berlainan), bersifat kodominan, 

senang diaplikasikan dan bebas daripada pengaruh persekitaran. Mikrosatelit berpunca 

dari variasi turutan bes-bes segmen DNA yang bersaiz pendek (1-6 pasangan bes) 

pada lokus tertentu (Brown, 1996). 

Mikrosatelit sesuai digunakan sebagai penanda dalam mengesan kepelbagaian 

genetik dalam sesuatu populasi organisma. Ini disebabkan oleh perbezaan dalam 

kepanjangan turutan bes pada lokus SSR ini boleh dikesan dengan melakukan 

ampliftkasi DNA sampel kajian melalui proses tindakbalas rantai polimerase (PCR). 

Produk PCR dinilai dengan menggunakan gel elektroforesis untuk menentukan 

perbezaan aIel yang wujud pada sampel-sampel DNA yang dikajikan. 

1.2 Objektif kajian 

Penyelidikan kajian ini dilakukan untuk: 

1. menentukan tahap polimomsma dan kepelbagaian genetik tanaman padi 

tanah kering di Sabah, 

11. menentukan jarak genetik di an tara 20 sampel padi kajian, 

iii. mengkaji hubungan genetik sampel padi kajian melalui dendrogram yang 

dibina daripada bacaan jarak genetik. 
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BAB2 

2.1 Oryza sativa 

Tana.f!l.ftn padi atau juga rhkenali dengan naIP.ft bottlnj Oryza sativa, merupaktln 

tanam:m hlllnn vanQ" tementlnQ" dl negara-negara memhammn. Tllmhllhan padl 
J .) U .1 U U 

tergolong dalam tanaman bijirin rerumput semi-akuatik. Gramineae merupakan nama 

keluarga bagi padi dengan sub keluarganya sebagai Oryzoideae. Padi berada dalam 

kumpulan Oryzae dan nama genusnya ialah Oryza (Martin et al., 1976). 0. sativa 

adalah di antara tanaman monokot diploid (2n = 24) dengan saiz genom (C = 0.6 pg) 

yang paling kecil, iaitu dianggarkan lebih kurang 450 Mbp bertaburan di dalam 12 

pasangan kromosom (McCouch et aI. , 1988; Dean dan Schmidt, 1995). 

Genus Oryza terdiri daripada 24 spesies yang berbeza, iii rn.ap.ft 0. sativa L 

clan n. fTlaherrima memnakan ciua ~pe~le~ vanQ" dltanam. Pacla amnva. n. sativa T,. 
<.:1 J. ,.J U .J ~ 

ditanam secara meluas di seluruh dunia manakala 0. glaberrima pula hanya ditanam 

di sebahagian kawasan barat Afrika. Tambahan juga, terdapat sejenis padi liar Zizania 
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nnflntirn v~ncr tiit"n~11'"l ill' ~e1c.jtaT. 1c •. _~'''_~~Hn •• '('TTe_~t L~1c_e~' di .Arn •. en.:ka.~ tii rn."'!1<> ciri -"7"'--'-- J-"O _.= .. _... - - _"r -- --- - - - -- - -- - - =-= ---

morfologinya lehih minp kepada tumhuhan 'oat' herhanding dengan padi (Juliano, 

1993). 0. sativa L. dibahagikan kepada subspesies japonica, indica dan javanica. 

Selain daripada itu, tanaman padi juga boleh dikategorikan dengan berdasarkan cara 

penanaman, iaitu seperti padi tanah kering dan padi sawah. Padi tanah kering 

disubkumpulkan kepada padi Kedinga yang ditanamkan di kawasan tanah rendah 

dalam keadaan tanah tidak berair, dan padi bukit (atau juga dinamakan padi hurna) 

yang ditanam di sekitar kaki bukit tanpa saliran air yang baik. Padi sawah pula 

merupakan tanaman padi yang ditanamkan dalam tanah berair. Selain daripada itu, 

piawaian pengkelasan padi turut diperkenalkan oleh 'International Rice Research 

Tnc;:titntip.' pada tahun 1975 yang berasaslc.a!1 kepada keadaan penana!!1:.'!n padi yang 

ell21makan (Mackill et al. . 199())' Ta rlanat elikateQ"onkan kenarla. 'tall ana semi-dwarf v' ~ / .1 U .1 

rices' , ' tall rices' dan 'floating rices' . 

Padi t~!l~h kering adalah salah satu tanaman tradisional yang masih ban yak 

elitanam oleh netaniienis sara din . Ta sesuai ditanam eli negeri Sahah . di mana if!. rlanat 
J. .J ~ J. 

beradaptasi dengan baik pada cuaca yang kering dan keadaaan geografi yang berbukit-

bukau. Oleh kerana tanaman padi ini selalu memberikan hasil yang rendah dan 

mengalami masalah senang diserang penyakit maka ia tidak ditanamkan secara 

komersial oleh petani tempatan. Walau bagaimanapun, masih kurang kajian dan 

kemajuan genetik dilakukan terhadap padi tanah kering ini. 
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2.2 Populasi genetik 

Populasi genetik merupakan kajian organisasi dan dinamik takungan gen dalam 

sesuatu populasi. 1a termasuklah fenomena variasi genetik, transmisi pembahan gen 

daripada induk kepada anak dan pembahan takungan gen yang berlaku dalam 

sesebuah populasi yang disebabkan oleh tekanan evolusi. Variasi genetik berlaku 

apabila suatu aIel mengalami mutasi dalam kandungan gen, maka mutasi memainkan 

peranan yang penting sebagai sumber kepelbagaian genotip populasi. Oleh yang 

demikian, pengetahuan genetik diversiti sesuatu populasi organisma membekalkan 

asas kepada adaptasi dan evolusi populasi spesies yang penting dalam pemuliharaan 

vanasl gen. 

2.2.1 Persamaan Hardy-Weinberg 

Pada tahun 1908, G. H. Hardy, seorang pakar matematik British dan Wilhelm 

Weinberg, seorang pakar fizik German masing-masing telah menerbitkan laporan 

yang mengaitkan hubungan di antara frekuensi aIel dengan frekuensi genotip dalam 

bentuk formulasi matematik (Snustad dan Simmons, 1999). Persamaan ini kini 

dikenali sebagai prinsip Hardy-Weinberg yang mendefmisikan frekuensi genotip 

mono lokus setelah pengawanan secara rawak satu generasi boleh ditunjukkan oleh 

suatu fungsi aIel secara binomial (dwialel) atau multinomial (kepelbagaian aIel) 

(Hedrick, 1999) . 
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Menurut Klug dan Cummings (1997), keseimbangan Hardy-Weinberg 

dihasilkan dengan membuat jangkaan; 

a. pengawanan berlaku secara rawak dalam populasi, 

b. tiada berlakunya pemilihan semulajadi, 

c. generasi-generasi adalah tidak saling bertindihan, 

d. populasi adalah terasing, di mana tiada aliran gen ke dalam populasi ataupun 

keluar daripada populasi, tanpa berlakunya imigrasi, 

e. saiz populasi adalah besar, 

f. tiada mutasi berlaku pada lokus tersebut. 

Maka, prinsip Hardy-Weinberg menggambarkan kandungan genetik di dalam populasi 

diploid dalam bentuk aIel dan bukannya dalam fungsi frekuensi genotip. 

2.2.2 Frekuensi aiel dan polimorfisma 

Pada asasnya, teori genetik populasi adalah bersamaan dengan teori frekuensi aIel. 

Frekuensi aIel merupakan kebarangkalian aIel yang tertentu secara rawak dalam 

sesebuah populasi (Snustad dan Simmons, 1999) dan ia juga berperanan sebagai salah 

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

takung gen dalam sesuatu populasi dipengaruhi oleh perubahan frekuensi gen. 

Polimorfisma genetik berlaku apabila bacaan frekuensi kedua tertinggi bagi 

aIel tersebut adalah lebih daripada 0.01 (Snustad dan 
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disamaertikan dengan suatu aIel yang paling umum pada gen tersebut mempunyai 

bacaan frekuensi yang kurang daripada 0.95 (Hartl dan Clark, 1989). 

2.2.3 Heterozigositi aiel 

Bacaan heterozigositi ialah petunjuk yang paling umum diaplikasikan dalam 

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

populasi tersebut adalah diploid yang bersifat homozigus ataupun heterozigus pada 

suatu lokus tertentu. Nilai diversiti gen, yang didefinisikan sebagai 1 tolak jumlah 

kuasa dua frekuensi aIel pada suatu lokus tertentu. Bagi spesies organisma yang 

melakukan pengawanan secara rawak, bacaan heterozigositi mempunyai nilai yang 

hampir sarna dengan diversiti gen, maka, kadang-kala kedua-dua parameter ini 

disamagunakan ry./eir, 1990). Heterozigositi biasanya digunakan dalam 

kuantifikasikan amaun variasi genetik yang berasaskan polimorftk lokus. 
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2.3 Penanda genetik 

Peneiptaan penanda genetik merupakan hasil kejayaan yang amat penting dalam 

bidang pembiakbakaan dan kajian populasi genetik organisma. Secara amnya, ia dapat 

dikategorikan kepada 3 kumpulan, iaitu penanda morfologi, penanda biokimia dan 

penanda molekul. 

2.3.1 Penanda morfologi 

Penanda morfologi merupakan teknik yang paling awal diaplikasikan dalam kajian 

kepelbagaian tumbuhan. Ia dilakukan dengan mengambilkira eiri~iri fizikal dan 

tumbesaran tanaman, eontohnya warna daun dan bunga, saiz dan bentuk daun, 

ketinggian pokok, serta eiri ketoleransian kepada serangan penyakit dan serangga. 

Penanda ini mempunyai eiri kebolehan pembiakbakaan yang tinggi dan stabil 

memberikan sifat polimorfismanya yang sesuai sebagai suatu penanda yang cepat dan 

ringkas pengaplikasiannya (Alvarez et at., 2000). Kajian genetik padi selama 70 tahun 

yang lalu telah berjaya menghasilkan peta rangkaian (linkage map) kromosom padi 

berdasarkan penggunaan penanda morfologi. 

Walau bagaimanapun, majoriti penanda morfologi adalah didapati 

mengandungi lokus mutan yang kurang sesuai dalam menges an kepelbagaian dalam 

populasi pembiakbakaan. Keadaan ini disebabkan aIel-aIel pada lokus mutan tersebut 

kebanyakannya bersifat resesif dan ini menjadi faktor penghad dalam pernilihan eiri 

pembiakbakaan (MeCouch et at. , 1988). Selain daripada itu, pe'~~'#t"\~.~;rftJ a 5 
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amat dipengaruhi oleh faktor persekitaran tumbuhan yang menyebabkan kejituan 

keputusan kurang memuaskan. 

2.3.2 Penanda biokimia 

Penanda biokimia diaplikasi berasaskan kepada elektroforesis protein. Isozim 

merupakan penanda yang paling biasa digunakan. Isozim merupakan suatu enzim 

dalam bentuk mo1eku1ar yang berlainan dengan spesifikasi substrat yang sarna tetapi 

dengan mobiliti elektroforetik yang berbeza (Markert dan Moller, 1959). Oleh yang 

demikian, proses elektroforesis enzim yang terlibat dapat menunjukkan perbezaan 

genetik yang terhasi1 daripada proses mutasi organisma. 1a1ur yang kelihatan pada gel 

setelah dilakukan pewarnaan dinamakan sebagai zimogram. Kelebihan penggunaan 

penanda ini termasuklah eiri kodominannya dan hanya memerlukan amaun sampel 

yang sedikit yang sesuai diambilkan dari mana-mana bahagian tumbuhan sahaja. 

Pada masa kini sebanyak 47 lokus isozim yang dapat dikesankan pada 

tanaman padi, dengan 32 daripadanya telah disusunaturkan ke da1am lokasi kromosom 

padi (Brar et aI., 1991). Se1ain daripada itu, analisis peta rangkaian yang berdasarkan 

penggunaan penanda isozim juga telah berjaya memetakan 36 lokus pada kromosom 

tanaman padi (G1aszmann, 1985). Keberkesanannya penanda biokimia ini telah 

banyak membantu dalam analisis po1imorfisma dan lokasi gen yang mengkodkan 

enzim menjadikannya sebagai suatu penanda genetik yang amat penting dalam kajian 

populasi genetik. 
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