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ABSTRACT

KO PRASETIYVONO. Study on the effect of Pupl (P Uptakel)
ogression for increasing rice tolerancy to Phosphorus deficiency.
Supervised by HAJRIAL ASWIDINNOOR, SUGIONO MOELJIOPAWIRO,
and DIDY SOPANDIE

Phosphorus is one of the major nutricnt for plant. P-deficicncy occurs in
most of soil, mestly due to the bounding of P to minerals, such as Ca, Fe, and Al,
therefore, I is not available for plants. Rice plant having tolerance to P-
deficiency is very important, because it can decrease the input of P fertilizer, lime,
and organic matter. Genes related 10 P uptake had been mapped (Pupl/F Uptake
I} and some molecular markers for sclection purposes have already been
developed, Activitics for introgression of Pupl into Indonesian modem mce
varicties were conducted to increase the yield and to observe effect of Pup in the
Indonesian vanetics. Pupl from Kasalath and NIT.-443 was introgressed into Situ
Bagendit and Batur, through conventional breeding (backeross method). They are
Sitmi Bagendit x Kasalath, Situ Bagendit x N1L-C443_ Bamur x Kasalath, and Batur
¥ NIL-C443. Their progenies were selected using molecular markers (spesific
markers for Pupl and SSR markers). This cxperiments were conducted in
Indonesia and IRRI (Philippines) since August 2006 up to June 2009,
Development of Pup! lines were conducied using foreground, recombinant, dan
background markers up to BC2F3 lines for each crossing. Based on molecular
analysis, genotype condition of Pup! locus indicated homozygote locus for all of
BC2F2 selected lines, and this result was also found in the subsequent generation.
Small part of donor segment (Kasalath or NIL-C443) still remaining in the BC23
lines in different location, so it will influence plant performance. These donor
parent segment were 1.6 — 2.6 % of genome total lenght of rice genome. Testing
on BC2ES lines were performed using 3 methods @ nutrient  solution (0.5 ppm P
and 10 ppm P under O ppm Al and 45 ppm Al), Ultisol soil from Kentrong Village
{2 kg P/ha and 25 kg P/ha), and field experiment at Taman Bogo, Lampung (no P
fertilizer and add P fertilizer). The results showed that many variation of
agronomic characters at each BC2F3 lines occurs for each experiment, but effect
ol Pupl on agronomic characters can be clearly detected on less P compared with
adequate . Pup/ on BC2F} lines influcnced on the increasing of plant dry
weight compared (he parent, but tend to decrease on generative phase (especially
weight of filled grain/plant), eventhough some lines showed betler performance
than their parent on both, dry weight and the weight of filled grainfplant. For
further experiment, the BC2F3 lines had been selected al Taman Bogo feld
experiment, Lampung, by individual plant.

Keywords - Pupl, P deficiency, molecular analysis, muirient solution, Ultisol soil,
Taman Bogo %



RINGKASAN

) PRASETIVONO. Studi efek introgresi Pupl (P Uptakel) untuk
inglkatkan toleransi padi terhadap defisiensi fosfor. Dibimbing oleh :
RIAL ASWIDINNOOR, SUGIONO MOELJOPAWIRO, and DIDY
PANDIE

Defisiensi P biasanyva terjadi pada hampir semua jenis tanah, karena
kEcbanyakan P dalam kondisi terikat oleh unsur-unsur lain, seperti Ca, Fe, dan Al,
sehingga P vang tersedia uniuk lanaman menjadi sedikil. P merupakan salah satu
unsur uiama bagl pertumbuban tanaman padi, sehingga kekurangan P oakan
mengurangi jumlah anakan dan produksi bulir padi. Tanaman padi yang toleran
terhadap defisiensi P dapal mengurangi input tambahan scperti pemupukan P
kapur, dan bahan organtk. Input inl memerlukan biaya yang besar, dan baranghkals
tidak teqangkau oleh petani kecil. Pada sast inl gen-gen yang terkaitl dengan
penangkapan P (dinamakan Pupl/P Uptakel) telah dipetakan dengan haik dan
telah dibuat marka-marka vang spesifik untuk lokus tersebul. Pupl ini disinyalir
dapat merangsang pembentukan akar vang lebih banyak pada kondisi kurang P
dibandingkan jenis padi yang lain.

Oleh karena dlulah dilakukan penclitian memasukksn scgmen Pupld ke
dalam padi Indonesia dengan persilangan biasa dan seleksi menggunakan marka
molekuler . Penelitian ini dilakukan di Indonesia dan IRRI dar bulan Agustus
2006 sd. Jumi 2009. Tetua vang digunakan sebagal sumber Pupl adalah
Kasalath dan NIL-(C443 sedangkan tetua Indonesia sebagai tefua penerima adalah
Siu Bagendit dan Batur, schingga didapatkan kombinasi persilangan Situ
Bagendit x Kasalath, Situ Bagendit x NIL-C443, Bamr x Kasalath, dan Bator x
MNIL-C443. Metode persilangan yvang digunakan adalah silang balik (backoross),
dan seleks1 se(iap individu hasil persilangan menggunakan pomer foreground,
recombinant, dan hackground. Marka yang digunakan adalah marka spesifik
untuk Pup! schagai marka foregroumd, dan marka mikrosatclit (S5E) schagai
marka recombinant dan backgrowund. Seleksi dilakukan sejak tanaman F1 sampai
tanarman BOIF2, sehngga didapatkan lokus Pupl dalam kondisi homozgot.
Lokus yang homozigot mm diperkirakan tidak akan berubah lag umtuk generasi
bertkumya. LUji fenotipik menggunakan galur-galur BC2F3 dilakukan dengan
mengounakan larulan hara Yoshida, perlakvan pemuopukan pada tanah PME
(Podsolik Merah Kuning) dari Desa Kentrong, dan perlakuan pemupukan di
lapangan (KP Taman Bogo, Lampung).

Analisis molckuler vang  dilakukan dengsn mengpunakan marka
Joreground dan recombinant untmak Pupl telah menghasilkan lokus homozigot
pada seluruh tanaman BC2FZ, Namun, scbagian segmen tetua donor (Kasalath
atau NIL-C443) masih tertinggal di dalam galur-galur BC2F2 dengan lokasi yang
berbeda-beda, sehingga mempengaruhi penampilan tanaman.  Hasil analisis
molekuler mengpunskan marks backgrownd pada mdividu terbak BC2F2Z
menunjukkan lokus-lokus homozigol yvang dideteksi lebih banyak didapatkan
pada persilangan denpan NIL-C443, dibandingkan dengan Kasalath. Segmen
Kasalath yang masih tertinggal pada individu BC2F2 terbaik persilangan Silu
Bugendil x Kasalath diperkirakan schesar 31,7 eM (1,77%0) scdangkan Bator x



w1

Rasalath diperkirakan sebesar 482 oM (2,6%). Segmen Nipponbare (dari NI1L-
0443) vang masih tertinggal pada individu terbaik BC2F2 persilangan Situ
Bagendil x NIL-C443 diperkirakan sebesar 35,16 cM (1.96%), sedangkan Batur x
NIL-C443 diperkirakan sebesar 28,8 cM (1,61 %),

Pengujian galur-galur BC2F3 dilakukan dengan menggunakan larulan hara
Yoshida pada 2 dosis P, yakni 0,5 ppm P dan 10 ppm P, dimana keduanya
dilakukan dalam kondisi tidak tercekam Al (0 ppm Al) dan tercekam Al (45 ppm
Al). Hasil percobaan menunjukkan terdapat peningkatan nilai karakier agronomis
(kecuali panjang akar) pada galur-galur BC2F3 seiring dengan peningkatan kadar
P, baik pada kondisi 0 ppm Al dan 45 ppm Al Skoring P berdasarkan bobot
kering total menunjukkan kriteria bervariasi dari peka, sedang, dan toleran
{(kebanyakan sedang) pada galur-galur BO2F3 pada kondisi tanpa cekaman Al,
namun semua galor BC2F3 yang divji menunjukkan reaksi peka terhadap
defisiensi P pada kondisi lercckam 45 ppm Al Nilai rata-rata bobot kering total
galur-galur BC2ZF3 pada kondisi kurang P (baik ada cekaman Al mavpun tidak)
menunjukkan peningkatan respon pada kondisi kurang P dibanding tetuanya {Situ
Bagendit dan Batur), membuktikan Pupl telah memberi pengaruh positif pada
galur-galur keturunan Situ Bagendit dan Bamur. Nilai kadar P dan turunannya
(TSP, REP, EPF, dan ESF)} menunjukkan peningkatan pada kondisi kurang P
dibanding tetuanya, sedangkan REP dan EPF cenderung menurun pada kondisi
kurang P. Bohol kering total dan bobot kering akar pada kondisi kurang P (0,5
ppm P} dapal digunakan scbagai peubah utama untuk memilih galur-galur bam
vang toleran terhadap defisiensi P menunjukkan Pup] memberikan pengaruh
positif pada galur-galur BC2F3.

Pengujian menggunakan tanah Podsolik Merah Kuming dari Desa
Kentrong (Jawa Barat) dilakukan dengan perlakuan 2 kg P/ha sebagai perlakuan
kurang P dan 25 kg P/ha sebagal perlakuan cukup P. Hasil percobaan
menunjukkan kondisi vang sangat eksirim untuk percobaan P. Pada perlakuan
kurang P (dosis 2 kg P/ha) hampir semua individu BC2F3 menunjukkan tekanan
perfumbuban. schingga nilai karakter agronomisnya menurun, tdak ada yang
melebihi tetuanya. Namun, pada kondisi cukup P (25 kg P/ha) terjadi peningkatan
respon pertumbuhan.  Hal ini menunjukkan tanah PME dan Desa Kentrong
memiliki tingkat kesuburan yang ssngai rendah, schingga bisa dipakai untuk
skreening plasma putfah padi untuk sifar defisiensi P vang sangat ekstrim.
Walavpun secara umum tanaman tidak menunjukkan penampilan yang baik
dibandingkan tetuanya, namun terdapat beberapa galur BC2F3 yang memunjukkan
penampilan lebih baik dibanding tetua Situ Bagendit baik pada kondisi kurang P

ataupun cukup P.
Pengujian di lapang dilakokan di KP Taman Bogo, Lampung, Jdi lahan
4 vang subur dengan perlakuan dipupuk P dan tidak dipupuk P. Pada persilanpan

Situ Bagendit x Kasalath, NIL-C443 pengaruh FPupl terlihat jelas pada
peningkalan bobol kenng tajuk vang jauh melebihi tetuanya, namun peningkatan
bobot kering tajuk justru mengurangi bobot gabah isiftanaman pada sernua BC2F3
persilangan tersebul. Pada persilangan Batur x Kasalath, NIL-C443 Pupl tidak
hanya meningkatkan bobot kering tajuk pada semua galur BC2F3, tapi jusa
meningkatkan rata-rala bobot gabah isiftanaman pada persilangan Batur x
Kasalath. Berdasarkan hal tersebut persilangan Batur (terutama Batur x Kasalarh)
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unjukkan efck vang positif terhadap terhadap kondisi defisicnsi P pada lahan
bul,

Berdasarkan ketiga metode vang digenakan pada 6 galur BC2F3 terpilih,

ihat tidak ada konsistensi data untuk nomor galur yang sama pada ketiga
; tersebut setelah diuji dengan uji Dunnet 3%.  Oleh karena itu dibuat tabel
memual labulasi palur-palur vang divji pada beberapa pevbah penting dalam
clitian defisiensi P. Berdasarkan penjumiahan galur vang melebilu tetuanya
{kurang dan cukup 1), terlihat jumlah galur yang nila agronomisaya melebibi
tetuanya pada kondisi kurang P jauh lebih banyak dibandingkan dengan pada
kondisi cukup P, menunjukkan ekspresi Pup/ terlihat jelas pada kondisi kurang P
dibandingkan cukup P. Berdasarkan tabulasi total dari karakter-karakter penting
terlihat persilangan dengan Batur (Batur x Kasalath, Batr x NIL-C443)
menunjukkan kondisi yang lebih baik dibandingkan persilangan dengan Silu
Bagendit.

Seleksi galur-galur BCZF3 untuk kegistan selanjuinya dilakukan secara
individual (per tanaman) yang telah dilakukan pada percobaan lapang di
Lampung. Pada tanaman BC2F3 ini segmen Pupl diasumsikan tetap dalam
kondisi homozigot, walaupun lokus-lokus lain masih terjadi segregasi. Hal m
terlihat jelas pada saat tanaman ditanam di lapangan (KP-Taman Bogo), dimana
galur-galur yang berasal dari turunan Kasalath memilikl tinggl fanamsan vang
tidak scragam dalam 1 nomor, sedangkan turunan dari N1L-C443 memiliki tinggi
tanaman vang relatif seragam. Penelitian ini masih terus berlanjut untuk memilih
satu galur terbaik yang diharapkan bisa membawa perubahan dalam perlanian di
Indonesia. Dengan melihat beberapa hasil percobaan vang telah dilaksanakan,
barangkali pemberian pupuk P bisa dikurangi sampa 0.5 dosis dan sckarang
dengan memberikan hasil yang sama, atau bahkan lebih tinggi darl vang sudah
ada Hal ini perlu penelitian lebih lanjut dan berkesinambungan.

Kata kunci : Pupl, defisiensi P, analisis molekuler, larutan hara, tanah Ultisol
(PME), Taman Bogo
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@ Hak Cipta milik IPE, tahun 2010
Hak Cipta dilindungi Undang-Undang

1. Dilarang mengutip schagian atan seluruh karya twlhis mi tanpa mencaniumkan
atau menyebutkan surnber.

a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan
karya ilmiah. penyusunan laporan, penulisan knbk, atau tinjauan suatu
masalah
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Rackcross
cM (centiborgan)

Denaturing gel

Ethidium bromida

Larufan hara Yoshida

LOD (Logharitm of (dd)

Marka foreground

Marka recombinart

Marka background

Marka pengapit (flanking
marker)

Marka SSE/mikrosatelit

Marka molekuler
Marka morfolog!
Mbp (Mega basc pair)

Non denaturing gel

I'emetaan QTL

GLOSSARY

Metode persilangan dimana individu terpilih
disilangkan dengan tetua pemulih

Satuan yang menunjukkan pindah silang, 1 M =
250 kilo base pair.

Gel poliakrlamid yang menggunaksn Urea, dan
IDNA yang dipakai dalam kondisi utas tunggal
(terdenaturas)

Metode pewarnzan DMA dengan menggunakan
bahan kimia Etkidium bromide, dimana zal kimia
ini akan menvisip di antara basa-basa dan
berpendar saat diberi simar UV sehingga hisa
didokumentasikan

Larutan hara vang mengandung komposisi lengkap
nutrisi yang dibumhkan oleh tanaman

Logaritma  antara  terjadi  pindah  silang
dibandingkan dengan (idak terjadi pindah silang).
LOD 3 berarti peristiwa tegadi pindah silang
sebanyak [000 kali dibandingkan dengan 1 kah
tidak terjadi pindah silang

Marka molekuler yang terpaut sangal emat (fightly
linked) dengan gen tertentn. Pada beberapa kasus
bisa menggunakan marka-marka yang spesifik ke
pen/kandidat gen ilu sendiri

Marka molekuler vang terletak berdekatan denpan
marka foreground, terletak di ujung atas dan wung
bawah marka foreground

Marka molekuler yang terletak di  seluroh
kromosom. Marka S8R/mikrosatelit dapat dipakai
sebagai marka background

Dua marka yang bisa menunjukkan keberadaan
(perkiraan) gen-gen untuk sifat tertentu, dimana
apabila dua marka ini dipakai segmen gen terscbut
akun selalu terbawa

Marks molekuler vang dasar  pembustannya
mengounakan  sckuen-sekuen  pendek  vang
berulang-ulang

Marka/penanda vang berdasarkan DNA
Marka/penanda  vang  berdasarkan
morfologi, misalnya warna bunga
Ukuran DMA berdasarkan jumlah pasang basa.
Mepa base pair beranti 1 juta pasang basa

Gel polizkrilamid yang tidak menggunakan Urca,
dan DNA yang dipakai dalam kondisi ulas ganda
Fksplorasi marka-marka yang terpaut dengan
lokus-lokus vang mengatur sifat kuantitatif ((T1.)

kondisi



Peta senetik (gemeidic
miiiyt)

Peta fisik (physical map)

P-starvetion

P-deficiency

SAS
Silver staining
QT (Cluantitative Trair

Loci}
Ultisol

Pemetasn marka-marka DNA  berdusarkan
persilangan antara dua tanaman dengan sifat yang
berbeda (mis. indica vs japonica)

Pemetaan marka-marks DNA berdasarkan sekuen
DMNA vang tersedia

Kondisi dimand fanaman selalu  mengalami
kekurangan P karena P yang masuk ke dalam
tanaman dilokalisiv/disimpan ke dalam organel sel
tanaman, misalnva vakuola. Kondisi tanah di
sckitar tanaman schetulnya cukup P

Kondisi dimana tanaman tidak biss mendapalkan P
cukup dari tanzh karena P terikat oleh partikel
tanahfunsur lain. atau kandungan P dalam tanah
tidak mencukupi/kurang bagl tanaman

Program perhilungan statistik yang dapat dipakai
untuk menganalisis data-data pengamatan

Metode pewarnaan DNA  yang menggunakan
perak nitrat (Silver mitratl)

Lokus-lokus yang mengatur sifat  kuanbitatil
{panmjang akar, inggi tanaman, dil)

Salah satu jemis fanmah kenng masam  yang
sebarannya sangat luas di Indonesia. Tanah Ullisol
biasa disebul dengan tanah Podsolik Merah
Kuning {FMK)
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