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DNA Barcoding of Local Varieties of Red Rice in South Sumatera Based On
The rbcL Gene

Cindy Adventiny Daeli

08041281722024

SUMMARY

Rice (Oryza sativa L.) has various rice colors based on color pigments. Red rice is
a colored rice whose genetic variation is higher than other colored rice. Genetic
conservation is an effort that needs to be made to save local varieties of red rice
from the threat of genetic erosion and extinction. One effort to conserve the genetics
of local varieties of red rice is DNA sequencing using molecular markers. DNA
barcoding is one approach used to study genetic diversity. DNA barcoding is
suitable for two purposes, namely molecular identification of described species and
undescribed species. The gene used in this research is the rbcL gene contained in
cpDNA. This gene is part of a DNA sequence located in cpDNA. The role of the
rbeL gene which codes for the RuBisCO protein causes this gene sequence to have
a low mutation rate compared to other barcode genes in cpDNA so that the level of
similarity between species is quite high. This research aims to analyse the genetic
variation of local varieties of red rice in South Sumatera. This research was carried
out from May to June 2022, at the Genetics and Biotechnology Laboratory, Biology
Department, Faculty of Mathematics and Science, Sriwijaya University. The
methods used in this research include DNA isolation using Tiagen Plant Genomic
DNA KIT DP305. Electrophoresis of the isolation results, DNA amplification using
primers rbcl a-F and rbcL-724R and DNA sequencing. The research results
showed that the rbcL gene in 8 samples of local South Sumateran varieties of red
rice was successfully amplified with DNA bands measuring 580 bp — 588 bp and
there was a high similarity with Oryza sativa cultivar accession number
KP827660.1. however, there are differences in nucleotide bases between local
varieties of red rice, South Sumatera, which are indicated by mutation events.

Keywords: red rice, rbcL gene, DNA barcoding, South Sumatera
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Barcoding DNA Padi Beras Merah Varietas Lokal Sumatera Selatan

Berdasarkan Gen rbcL

Cindy Adventiny Daeli

08041281722024

RINGKASAN

Padi (Oryza sativa L.) memiliki beragam warna beras berdasarkan pigmen warna.
Padi beras merah merupakan padi beras warna yang variasi genetiknya lebih tinggi
daripada padi beras warna lainnya. Konservasi genetik merupakan upaya yang perlu
dilakukan untuk menyelamatkan padi beras merah varietas lokal dari ancaman erosi
genetik dan kepunahan. Salah satu upaya untuk konservasi genetik padi beras
merah varietas lokal adalah sekuensing DNA menggunakan marka molekuler.
DNA barcoding adalah salah satu pendekatan yang digunakan untuk mengkaji
keanekaragaman genetik. DNA barcode sesuai untuk dua tujuan, yaitu identifikasi
molekuler spesies yang sudah terdeskripsikan maupun untuk spesies yang belum
terdeskripsikan. Gen yang digunakan dalam penelitian ini adalah gen rbcL yang
terkandung dalam cpDNA. Gen ini adalah bagian dari urutan DNA yang terletak di
cpDNA. Peranan gen rbcL yang mengkode protein RuBisCO menyebabkan sekuen
gen ini memiliki tingkat mutasi yang rendah dibandingkan dengan gen barcode lain
dalam cpDNA sehingga tingkat kesamaan antar spesies cukup tinggi. Penelitian ini
bertujuan untuk menganalisis variasi genetik padi beras merah varietas lokal
Sumatera Selatan. Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Mei sampai dengan
bulan Juni 2022, bertempat di Laboratorium Genetika dan Bioteknologi, Jurusan
Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya.
Metode yang digunakan dalam penelitian ini antara lain isolasi DNA menggunakan
Tiagen Plant Genomic DNA KIT DP305, elektroforesis hasil isolasi, amplifikasi
DNA menggunakan primer rbcL a-F dan rbcL-724R dan sekuensing DNA. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa gen rbcL pada 8 sampel padi beras merah varietas
lokal Sumatera Selatan berhasil teramplifikasi dengan adanya pita DNA pada
ukuran 580 bp - 588 bp dan terdapatnya kemiripan yang tinggi dengan Oryza sativa
cultivar No. Aksesi KP827660.1. namun terdapat perbedaan basa nukleotida antar
spesies padi beras merah varietas lokal Sumatera Selatan yang ditunjukkan dengan
adanya peristiwa mutasi.

Kata kunci : padi beras merah, gen rbcL, Barcoding DNA, Sumatera Selatan.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Padi (Oryza sativa L.) memiliki keragaman genetik yang tinggi. Plasma nutfah
padi yang tidak berwarna putih juga menunjukkan keragaman genetik. Plasma
nutfah padi memiliki banyak aksesi dengan berbagai warna beras, mulai dari merah
putih, coklat-merah, kuning hingga hitam keunguan. Dibandingkan dengan jenis
padi beras lainnya, padi beras merah memiliki tingkat variasi yang tinggi di antara
varietas beras yang disebutkan di atas. Plasma nutfah padi beras merah memiliki
hubungan genetik dengan spesies padi liar. Beras merah memiliki beberapa
karakteristik spesies padi liar, seperti habitus tanaman yang serak, bulu pada daun
dan biji, tanaman tinggi, biji mudah rontok dan tidur, batang kecil dan mudah rebah
(Utami et al., 2010).

Ada berbagai jenis padi beras, seperti beras putih, merah, hitam dan coklat
(Widyawati et al., 2013). Mengingat bahwa beras merah memiliki nilai gizi yang
lebih tinggi daripada beras putih, padi beras merah kurang diperhatikan daripada
beras putih. Beras merah memiliki keunggulan karena mengandung antioksidan
dalam bentuk fenolik, yang merupakan kelompok flavonoid (Indriyani et al., 2013).
Kandungan flavonoid dianggap memiliki kemampuan untuk menyembuhkan
kanker dan penyakit jantung serta memiliki kemampuan untuk menangkal radikal

bebas. Beras merah yang kaya akan nutrisi harusnya menjadi sumber
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pengembangan lebih lanjut untuk memenuhi kebutuhan pangan dan mendukung
program kesehatan masyarakat (Sugiarto ef al., 2018).

Salah satu plasma nutfah padi lokal yang bermanfaat bagi tubuh, padi beras
merah memiliki rasa, kepulenan, dan manfaat lainnya. Saat ini, kemungkinan
pengembangan plasma nutfah padi lokal menjadi varietas unggul sangat rendah. Ini
karena analisis keragaman genetik plasma nutfah padi lokal yang telah
dikumpulkan belum selesai. Padi lokal adalah salah satu plasma nutfah yang dapat
berfungsi sebagai sumber gen yang dapat mengontrol karakteristik penting tanaman
padi. Dalam program pemuliaan padi umum, keragaman genetik yang tinggi pada
padi lokal dapat bermanfaat (Mafaza et al., 2018).

Untuk melindungi varietas padi lokal dari potensi erosi keanekaragaman
sumber daya genetik dan kepunahan, konservasi genetik diperlukan. Ini akan
memungkinkan padi beras merah untuk dilestarikan dan berfungsi sebagai sumber
gen penting yang ada untuk mendukung program pemuliaan. Untuk pemuliaan
tanaman konvensional, mutasi, dan berbasis molekuler, plasma nutfah atau sumber
daya genetik sangat penting (Ariningsih, 2015). Untuk memperbaiki varietas,
diperlukan varietas lokal yang lebih beragam. Salah satu contohnya adalah dengan
menggunakan persilangan spesies padi lokal dengan kerabat jauh dengan teknologi
marka molekuler. Oleh karena itu, varietas yang diperoleh diharapkan dapat
bertahan lebih lama (Silitonga, 2004).

Barcoding DNA adalah teknik identifikasi varietas tanaman yang semakin
berkembang dan berhasil dalam bidang biologi molekuler. DNA Barcoding adalah

teknik untuk mengidentifikasi spesies yang didasarkan pada sekuens DNA dari gen
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tertentu. Metode ini menggunakan variasi genetik pada DNA untuk menemukan
spesies tanaman. Barcode DNA dapat membantu taksonomi dan penelitian
keanekaragaman hayati (Basith, 2015).

Gen yang berasal dari kloroplas (cpDNA) biasanya digunakan untuk membuat
barcode DNA karena karakteristiknya yang lebih konservatif, bentuk sirkularnya
yang kecil, genomnya yang diturunkan secara unparental dan tidak mengalami
rekombinasi, dan ukuran genomnya yang kecil. DNA kloroplas mengatur produksi
RNA transfer (tRNA), RNA ribosom (rRNA), dan sebagian besar protein kloroplas.
Hal ini selaras dengan penelitian (Dong et al., 2014) yang menyatakan bahwa DNA
kloroplas (cpDNA) digunakan secara umum karena karakteristiknya yang efektif
untuk menganalisis keragaman dan evolusi serta kemampuan untuk
mengidentifikasi spesies yang jenisnya masih diragukan.

Penelitian ini menggunakan gen rbcL yang terkandung dalam cpDNA, yang
merupakan bagian dari urutan DNA yang terletak di cpDNA. Gen ini dianggap
sebagai penanda barcoding DNA standar karena universalitasnya, kualitas sekuen
keseluruhan yang tinggi, biaya yang rendah, dan tingkat diskriminasi yang tinggi
(Carneiro et al.,2019). Karena panjang total gennya sebesar 1400 bp, gen rbcL juga
menyediakan banyak karakter untuk studi filogenetik karena peranannya dalam
mengkode protein RuBisCo, yang menyebabkan sekuen gen ini memiliki tingkat
mutasi yang rendah dibandingkan dengan gen barcode lainnya dalam cpDNA, yang
menghasilkan tingkat kesamaan antar spesies yang cukup tinggi. Dengan tingkat
mutasi yang rendah ini, studi menyeluruh tentang variasi genetik dan filogenetik

intraspesies dapat dilakukan (Basith, 2015).
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Berdasarkan penelitian sebelumnya, analisis menggunakan gen rbclL
menawarkan pendekatan yang efektif untuk mempelajari variasi genetik dan
filogenetik intraspesies (Nurhasanah et al., 2019). Amplifikasi parsial sekuens gen
rbcL dengan primer universal berhasil dilakukan dengan primer forward rbcLa-F
dan primer reverse rbcL-724R. Hasil elektroforesis pada gel agarose 2%
menunjukkan bahwa panjang parsial dari hasil amplifikasi sekuens gen rbcL adalah
600 bp (Basith et al., 2021). Saat ini belum ada penelitian yang melibatkan sekuen
DNA padi beras merah lokal yang didasarkan pada gen rbcL di Sumatera Selatan.
Oleh karena itu, penelitian ini diperlukan untuk menjaga plasma nutfah genetik
varietas lokal padi beras merah Sumatera Selatan.

Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa penggunaan gen rbcL sebagai
target Barcoding DNA dapat memberikan hasil yang akurat untuk mengidentifikasi
spesies tanaman, termasuk padi. Namun, penelitian mengenai Barcoding DNA
varietas lokal padi beras merah di Sumatera Selatan masih terbatas. Oleh karena itu,
penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi varietas lokal padi beras merah di

Sumatera Selatan berdasarkan gen rbcL.

1.2. Rumusan Masalah

Meskipun potensi padi beras merah varietas lokal di Sumatera Selatan cukup
besar, namun identifikasi varietas tersebut masih belum optimal. Tantangan utama
yang dihadapi adalah kurangnya data genetik yang lengkap dan akurat mengenai

varietas-varietas padi beras merah tersebut. Oleh karena itu, penelitian ini perlu
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dilakukan untuk mengidentifikasi padi beras merah varietas lokal di Sumatera

Selatan berdasarkan gen rbcL menggunakan metode DNA barcoding.

1.3. Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah, penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
keragaman genetik varietas lokal padi beras merah di Sumatera Selatan berdasarkan

gen rbcL.

1.4. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi dalam pengembangan
varietas padi beras merah varietas lokal di Sumatera Selatan. Hasil identifikasi
varietas padi beras merah berdasarkan gen rbcL ini juga diharapkan dapat menjadi
acuan bagi para peneliti dan petani dalam memilih varietas yang sesuai dengan
kebutuhan dan kondisi lingkungan. Selain itu, penelitian ini juga diharapkan dapat
menjadi referensi bagi peneliti lain yang tertarik dalam bidang DNA barcoding

tanaman.
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