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RINGKASAN

SANRA (45 12 031 005). Keragaman Genetik Tanaman Manggis (Garenia
mangostana 1) Berdasarkan Molokuler Dan Metode RAPD (Ramdom Amplikasi

Paolymorphic 1INA),

Manggis (Garenia mangostana [..) Adalah salah satu komoditi buah tropis
vang menjadi unggulan  ekspor Indonesia. Indentifikas dan  karakterisasi
plasmanufah manggis dan krabat dekatnya adalah kunci dalam konservasi dan
penggunaan sumberdaya genetik manggis. Program perbaikan genetik manggis
sangat bergantung pada sumber keragaman genetik yang ada. Manggis Indonesia
merupakan salah satu pusat persebaran manggis di Asia Tenggara, Maka perlu
dilakukan eksplorasi, identifikasi dan kerakterisasi manggis dan kerabat dekatnya.
Imformasi 1m penting untuk memperoleh sumber keragaman genetik baru guna
perbatkan genetik dan peninkatan produksi manggis. Studi variasi genetik
diarahkan langsung untuk melacak keberadaan eksasi manggis Indonesia.

Mengingat studi genetik manggis jika dilakukan dengan uji keturunan dan
persilangan maka cukup sulit karena sikius hidup tanaman manggis yang panjang,
maka stimasi varibilitas genotif selain dengan menggunaan Molokuler dan RAPD
(Ramdom Amplikasi Polymorphic DNA} juga diarahkan pada penanda molokuler
seperti isoemzim, RAPD, E-RAPD AFLP untuk tanaman manggis periu dilakukan.

Penelitian bertujuan untuk mendapatkan imformasi keragaman genetik dan

kekerabatan antara manggis dengan kerabat dekatnya. Mendapatkan imformasi

keragaman penotip dan genetik, serta mendapatkan kandidat tetua unggul mnggis,




memperoleh impormasi tentang konsitens: varibilitas genetik antara induk dan
progeni manggis Bulukumba Merekomendasikan Metode kraktertsasi manggis
vang paling efektif dalam menggambarkan varibilitas genetik dan menefompokan

aksesi manggis dan kerabat dekatnya.
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PENDAHULUAN

Latar Belakang

Manggis (Gareniia mugostuna 1) vang dikenal sebagat Quen Of Tropical
I'ruis (Popenoe 1974) mcrupakan salah satu komoditi buah tropis yang menjadi
unggulan eskpor Indonesia dan mencnpati urutan pertma dan scluruh ekspor buah
segar. Ekspor manggis Indonesia pada tahun 2010 scbesar 84.538 ton, pada tahun
2011 menjadi 97487 ton jumlah tersebut menmkat, pada tahun 2012 sebesar
107,409 ton dan pada tahun 2013 113,096 ton (Dircktorat Budidaya Tanaman
Buah) Peninkatan nilat ekonomis manggis ini perlu  ditopang oleh peninkatan
produksi yang dicapat dengan kultur teknis yang lebith maju maupun dengan
penggunaan bibit unggul hasil program pemuliaan yang terterah dan strategis.

Program perbaikan genctik tanaman manggis sangat bergantung pada
sumber keragaman genetik vang ada. Mengingat Indonesia merupakan salah satu
pusat persebarang manggis dan Garcinia ssp di asia Tenggara, maka di prediksi
terdapat keragaman genetik terdapat di kawasan ini

Prospek pengembangannya dapat diketahui melalui studi botani dan
agronomi.Untuk itu, perlu di lakukan eksplorasi, identifikasi dan krakteristik
manggis melalui marka Morfologi dan RAPD. Informasi ini penting untuk
memperoleh sumber keragaman genetik baru guna perbaikan genetik dan
peninkatan populasi manggis.

Manggis bersifat apomiksis obligat, biji tidak berasal dari fertilisasi dan

diduga mempu nyai keragaman genetik sempit, sehingga diperkirakan manggis di



alam satu klon dan sifat nya sama dengan induknya (Cox 1996: Richards 1990a.
Verheni 1992; dan Naumova 1993), Kenyataan di lapang menunjukkan adanya
keaneka ragaman tanaman manggis yang kemungkinan disebabkan faktor
lingkungan maupun faktor genetik akibat mutasi alami séjalan dengan sejarah
tanaman manggis telah berumur ribuan tahun (Ramage e o/ 2004). Di kali gesing,
Kabupaten Purwerjo, Jawa Tenga di identifikasi adanya bibit hasil sambungan dan
tanaman produktif yang mempunyai trubus dengan warna hijau mudah. merah,
dan cokiat (suprianto et uf 1994). Evaluasi keancka ragaman pohon manggis pada
sentra produksi manggis di jawa dan Lombok dengan analisis isoenzim yang
dilakukan oleh Supriyanto e o/ Menujukkan minimal ada tiga klon manggis.
Berdasarkan morfologi manggis asal Sumatra barat dan Sumatra selatan terdiri
dari tujuh klon (Mansyah ¢t al. 1994). Manggis Sumatra barat, berdasarka analisis
1soenzim glucose phosphateisomerase (GIP) dengan 14 sampel yang diujikan
menunjukkan pola pita yang sama meskipun secara fenotip bervariasi, dengan
kata lain keragaman genetic sempit, tetapi keanekaragaman fenotip fuas (Mansyah
et al. 1999). Sejumblah analisis DNA dan RNA juga memperlthatkan variasi
diantara populasi manggis (Ramage ar al. 2004,. Kandungan DNA manggis dan
kerabat dekatnya (Nama local Thai chamuang, mafiput, pawa dun somkhang)
dengan flow cytmetri menunjukkan perbedaan. Selanjutnya, sekuensing DNA
gemon dan primer spesifik menunjukkan manggis menunjukkan manggis lebih
dekat kerabatnya dengan pawa diikuti somkhang dan mabput (Te-Chato dan lim

2000). Belum diktahui apakah keaneka ragaman tanaman manggis terjadi pada




tingkat tetua dengan progeninnya, antar dan dalam populasi, atau pada kawasan
yang lebih luas Analisis genetik dengan teknik mutahir terdapat jenis yang lebih
luas memungkinkan terdapat identifikasi tetua Jantan untuk hibridasi dengan
manggis sebagai tetua betina (Osman dan Milan 2006).

Penggunaan penanda molokuler berkontribusi pengting bagi pemulia
tanaman dalam penanganan apomiksis (Ramage er al. 2004; Acuna et al 2005 dan
Darrigues er o/ 2008). Keaneka ragaman genetik manggis apomiktik dapat
diungkap dengan penanda molokuler seperti RAPD (Random Amplifikasi
Polymorphic DNA), E-RAPD (Enhanced-Random Amplikasi Polymorphic DNA)
dan AFLP (Amplifikasi Fragment Lenggth  Polymorphism). Selain itu.
perbandingan data genetik dan morfologi tiap aksesi memungkinkan untuk
menjawab pertanyaan penting apakah keunggulan yang dilaporkan dari eksesi

manggis tertentu disebabkan oleh faktor genetic atau lingkungan.

Tujuan dan Kegunaan
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui  keragaman genetik;;
tanaman manggis berdasarkan marka RAPD

Kegunaan penelitian ini  adalah untuk mendapatkan  informasi

keanekaragaman genetik manggis dengan menggunakan marka RAPD.




ILTINJAUAN PUSTAKA

Botani dan Genetik Tanaman Manggis

Manggis (G. mongostana L) termasuk anggota famili Guttiferae atau
Cluciaceace yang berasal dari Asia Tenggara khususnya Indonesia, Thailand, dan
Malaysta (Nakasone dan pull 1999). Manggis yang dibudidayakan selama inj
adalah allotetraploid, diduga berasal dari persilangan  antara  Garcinia
hombroniana picrre dengan Garcima malaccensis T Anderson (Richards 1990).

Bunga manggis muncul dari wung (terminal), monoccieous. kelopak dan
mahkota masing-masing berjumblah cmpat. Daun mahkota berwarna hijau
kekuningan (Verheji 1992). Bunga memiliki benan san semu dan putik vang
pendek dengan bakal buah bulat, besar berwarna hijau (Soenarjono 1997) Bunga
Jantan bersifat rudimeter, yaitu tumbuh kecil mongenng schingpa tidak berfungsi
{Soenarjono er «/.1994; Rai 2004) Bunga betinamanggis fertile, tctapl organ
jantannya steri. Oleh karna itu, dimungkinkan hibridiasi dengan ( sareitiajenis
tain scperti (i. hombroniuna dan G. maluccansis (Osman dan Milan 2006}
Manggts (. mangostana) mempunyai Jumblah kromosom yang bervariasi, yattu
56-76, 88-90, 88-96. 20-130 (Verhejt 1991 dan Richards 1990b). Terdapat dua
kerabat dekat manggis yang memrupakan agamospermi fakultatif, vaitu
GHombroniana (2n = 48) dan (. malaccensis (2n = 42). Kedua kerabat dekatnya
secara morfologi mengelompok dengan manggis (Richards 1990b). Diduga
tanaman manggis adalah poliploid (Zn = 90) sebagai amphidipploid hasil
persilangan interspesifik antara ;. hombroniana (2n = 48) dan G.malaccencis (2n
= 42). Yang mengasilkan betina tunggal sebagar embrio adventif yang diasilkan
dari produksi seksual.

Buah manggis termasuk buah berry berbentuk bulat dengan diameter 4-7
cm, buah masak bobotnya berkisar antara 30-140 gramberbentuk bulat, dagin
buanya (aril) terdiri dart 5-7 sckmen berwarna putih, rasanya manis, lembut dan

lunak hanya mengandung 1-2 biji (Prove 1998). Dibandingkan dengan buah




tropika lainnya, manggis memiliki lebih scdikit bagian yang dapat dimakn
(edidble portion) hanya 30% dari bobot total buah.
Keragaman Genetik dan Pemulian Tanaman Manggis

Pemulian tanaman adalah teknik aplikasih untuk mengek sploitasi potensil
genetic tanaman. Kesuksesannya tergantung pada kemampuan identifikasi tetua-
tetua harapan, dikombinasikan dengan sifat-sifat yang dinginkan melalui hibrasi,
seleksi secara efektif diantara populasi yang bersegregasi (Fehr 1987). Perikatan
varietas unggul memerlukan keaneka ragaman genetik vang tinggi. Sumber
keaneka ragaman genetik dapat berasal dari koleksi plasma nutfah (tanaman
budidaya dan krabat dekat), hibridasi, mutasi, poliploidi dan introduksi
(Poespodarsono 1988). Imformasi dasar lebih rinci tentang keaneka ragaman
genetikdan hubungan kekerabatan intra-maupun inter-spesies sangat penting
dalam menentuan strategi dalam pengembangan sampel-sampel gen. secarah
agronomi imformasi ini dapat dimamfaatkan untuk memperbaiki krakter-krakter
(Ketahanan terhadap hama, penyakit dan stress abiotik) yang berkontribusi nyata
terhadap produksi dan kualitas yang lebih baik pada kultivar terpilih (Bannet
1993; Jana 1999).

Pada beberapa penelitian manggis diperoleh dari bahwa faktor lingkungan
sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan tanaman manggis. Pengamatan
Mansya et a/ (1999) pada populasi manggis di Sumatra Barat menunjukkan
bahwa variasi yang terjadi dalam beberapa krakter morfologi buah vaitu, panjang

daun, bobot buah, tebal kulit buah dan total padatan terlarut (TPT) terutama




disebatkan oleh faktor lingkungan. Begitu pula pengamatan Prabowo (2002) pada
populasi manggis di empat sentra produksi Luewilang, Purwakerta, purwerjo dan
Tranggalek menunjukkan keanekaragaman krakter morfologi tanaman yang
terjadi akibat adanya perbedaan lingkungan. Hasil penelitian tersebut didukung
oleh penelitian menggunakan RAPD oleh purwanti (2002) vang menujukkan
secarah pgenetic  populasi manggis leuwilang, wanayasa dan Keligesing
diindikasikan sama penclitian lanjutan menggunakan RAPD oleh Mansyah (2002)
menujukkan tanaman manggis di pulau jawa dan Sumatra barat memiliki variasi
fenotife dan genotipik.

Selanjutnya menurut Allard (1960) bahwa penanpilan krakter yang sangat
dipengaruhi oleh perubahan faktor lingkungan dikategorikan sebagai krakter
kuamtitatif. Krakter kuantitatif di kendalikan oleh banyak gen (gen minor) yang
masing-masing gen tidak memiliki kontribusi vang besar dalam penamfakan fisik,
sehingga pengaruh lingkungan lebih dominan dalam mempengaruhi penanfakan
fisik. Sedangka krakter kuantitatif adalah krakter yang dikendalikan oleh gen
mayor atau sedikit gen yang memiliki kontribusi besar dalam penamfakan fisik.
Penanda Merfologi

Penanda morfologi didasarkan pada pengamatan secara langsung fenotipik
tanaman dan telah banyak digunakan, baik dalam program dasar genetika maupun
dalam program praktis pemulian tanaman karna penanda ini dapat dengan mudah
diamati, sepertt warmna bunga, wama batang, warna kulit biji, bentuk biji dap

sebainya. Namun penanda ini memiliki kelemahan karna dapat dipengaruhi oleh



tingkungan, memperlihatkan sifat menurun dominan/resesif dan mempunyai
tingkat keragaman (polimorfisme) rendah atau jumblah vang sedikit {Tanksley at
al 1983). Karakeristik genetik yang mendasarkan pada penanda morfologi
memerlukan observasi yang intensif dari tanaman dewasa. Kegiatan pemuliaan
tidak cukup hanya memamfaatkan informasi yang didasarkan pada krakter
morfologt tetapi juga penanda lainnya. Asosiasi beberapa penanda diharapkan
membernikan hasil analisis yang lebih akurat dan fenotipik tanaman dapat ditandai
secarah spesifik dengan penanda pendampingnya (Roy et af. 2006).

Penanda molekuler langsung beringtegrasi dengan genetik dan
mengambarkan keadaan genom yang sesunggunya. Dasar dari penanda ini adalah
polimorfisme protein atau DNA. Penanda molokuler terdiri dari beberapa teknik,
seperti isoenzim, RFLF (restriction fragment length polymorphism), RAPD
(ramdom amplifiet polymorphic DNA), SSR (Simple sequence repeat) atau
mikrosatelit, AFLP (amflifiet fragmen length polvmorphism) (Powell er al. 1996
Karp dan Edwards 1997). Pananda monokuler dapat member gambar yang lebih
akurat tentang perbedaan genetik individu, baik pda tingkat spesies maupun
tingkat kerabat jauhnya. Menurut Tanksley (1993) penanda molokuler variasi

genetik pada finkat jaringan atau seluler dan plimorfismenya tidak dipengaruhi

oleh lingkungan.




Penanda RAPD

Metode RAPD menggunakan oligomer tunggal pendek (biasanya 10-mer)
vang dapat menempel secarah acak pada situs target homolongnya dalam genon.
Polimorfisme dan seguen DNA yang berbeda pada situs penenpelan primer dan
dari panjang amplifikasi DNA yang berbeda. Teknik ini merupakan penanda
dominan yang dapat diilikasikan pada sejumblah besar sampel dengan cara relatip
sederhana, cepat dan murah. Kelemahan dari penanda ini adalah rendanya
reprodusibilitasnya (Jones ef af. 1997) dan komigrasi fragmen non-homolog
(Rueseberg 1996). Kelemahan ini dapat diatasi dengan membuat reaksi dan
kondisinya schomogen mugnkin, sekrinin primer, serta RAPD sebaiknya
diaplikastkan pada individu yang berkrabat atau spesies (Rieseberg 1996),
memilih pita-pita fragmen DNA yang jelas (kontras), menggunakan suhu
annealing yang optimal dan penambahan {enhaced) 1-2 basa pada primer untuk
mempertinggi spesifikasi penampilan DNA tempat yang lazim disebut Lnhanced
atau emphasized-RAPD (E-RAPD) (Tanaka dan Taniguuchi 2002).

Dibandingkan dengan teknik RFLP, RAPD mempunyai  beberapa
kemudahan yaitu: (1) pengetahuan latar belakang genom tanamam tidak
diperlukan; (2) hasil RAPD dapat diperoleh secara cepat jika dibandingkan
dengan anilisi RFLP yang mengeluarkan banyak tahapan dan (3) beberapa jenis
keterbatasan primer arbitrasi bersifat universal (Willam ¢/ o/, 1990). Sedangkan
keterbatasannya adalah sangat sensitif terhadap kondisi reaksi dan profil tempratur

{Vos ef u/ 1995). Disamping itu penanda RAPD bersifat dominan, yaitu dalam




populasi bersegrasy, indinidu yang homozigot dengan individu yang berhomozigot
tidak dapat dibedakan dengan menggunakan penanda RAPD tertentu (Ronning et
al. 1995). Teknik RAPD berdasarkan pada amplikasi DNA secara in viro dengan
PCR (polymerase chamn reaction) yaitu dengan mengatur variasi tempratur pada
masin PCR selama pengulangan siklus denaturasi. “primer-annealing”, dan
perpanjangan pita DNA dengan bantuan enzim Tay INA polymerase Ekploras
variabilitas genetik tanaman manggis dapat dilakukuan pada tingkat DNA dengan
menggunakan penanda RAPD (ramdom umplifiet polvmorphic DNA). Kelebihan
dari penanda ini adalah dalam pelaksanaannya relative lebih murah dan efesien
Hal i dianggap sesuai dengan kondisi indonesia vang membutukan sarana
penelitan yang relatip sederhana dan murah tetapt dengan hasil dengan hasil yang
dapat dipertanggung jawabkan. Kelemahan dari hasil penanda i adalah
reabilitasnva renda. Kelemahan tersebut diantisipasi dengan beberapa langka yattu
seleksi primer vang reproducible dengan adanya pengulangan (minimal 3 kali),
memilih pita-pita fragma DNA (pita) secara konsisten dan vang tebal (kontras),
menggunakan suhu anncaling optimal (Tanaka dan Taniguchi 2002), menyatakan
penambahan (enhaced) 1-2 basa pada primer RAPD (Dikenal dengan istilah
enhaced-RAPD  atau emphasized-RAPD) mampu mempertinggi spesifikasi
penenpelan DNA  templat dan pita menjadi lebih jelas. Penanda RAPD
mempunyai kontribust penting bagi pemulia tanaman dalam penanganan
apomikasis (den Nijs dan van Dijk 1993; Mansyah dan Verheji 1998; Ramnge er

al. 2004 dan sinaga ¢f af. 2006).




BAHAN DAN METODE

Tempat dan Waktu

Tanaman manggis sampel diambil dari lokasi Kebun Maggis di
Kecamatan Tanete Kabupaten Bulukumba dengan ketinggian 300 m dpl. Analisis
marka molekuler akan dilakukan di Laboratorium Sumberdaya Genetik dan
Bioteknologi Bogor Balitbang Kementerian Pertanian. Penelitian ini dilaksanakan
mulai Pebruari sampai April 2016.

Bahan Dan Alat

Bahan yang dinakan dalam penelitian, Daun manggis dan buah manggis

yang diperoleh dari tempat penelitian.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah lebel, kamera dan polpen.

Metode Penelitian

Penelitian dilakukan melalui observasi dan evaluasi genotipik dl 5 ,,,1"3

laboratorium. Obsevasi genetik melalui analisis pola pita DNA dengan ]?‘i"}
menggunakan teknik RAPD di laboratorium. ,FE =
y LT/
N s e
Pelaksanaan Penelitian dan Pengamatan ‘\;-_' el
., .‘_'__.,'

Observasi genotipik

Observasi genotipik dilakukan dengan menggunakan analisis pola pita DNA
berdasarkan teknik RAPD. Pelaksanaan analisis RAPD meliputi dua kegiatan
utama, yakni a) Isolasi (persiapan template) DNA, dan b) analisis RAPD.

Isolasi DNA dilakukan dengan mengekstraksi DNA dari daun muda
manggis, yang berasal dari dua tetua dan turunannya sebanyak 30 tanaman F1
hasil persilangan. Isolasi dilakukan Laboratorium Molekuler PKBT Kampus IPB
Baranangsiang Bogor dengan mengamplifikasi DNA template melalui mesin

PCR. Elektroforesis, visualiasasi dan dokumentasi dikerjakan di Laboratorium




Biologi Molckuler Pusat Penelitian Bioteknologi PAU IPB, Kampus Darmaga,

Bogor (Nopember  Desember 2007).
Isolasi dan pemurniaan DNA tanaman manggis

Isolasi DNA dilakukan mengikuti metode CTAB Doyle dan Doyle (1987).
Bahan yang dianalisis adalah daun muda (bagian pangkal) dari hasil persilangan
sebanyak 0.5 g dan dipotong kecil-kecil. Potongan daun dimasukkan ke dalam
mortal. lalu ditambah PVPP dan nitrogen cair, kemudian digerus sampai halus.
Hasil gerusan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang telah berisi 600 pl
larutan buffer ekstrak CTAB (100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl. 20 mM
ethylenc  dumme  extraacetic  acud  (EDTA) pH 80, 2% (m/v)
cetylirimethylumonuam  Bromide (CTAB), dan  0,2% B-mercapto-ethanol),
campuran dikocok dan dipanaskan dalam waterdath selama 30 menit pada suhu
65°C (setiap 10 menit campuran dibolak-balik). Campuran dibiarkan hingga
mencapai suhu kamar lalu ditambahkan 600 pL larutan khloroform-isoamil
alkohol (24:1) dan dikocok. Sentrifuse campuran pada suhu ruang dengan
kecepatan 12000 rpm sclama 15 menit sehingga terbentuk dua fase cair. Fase cair
bagian altas (supernatan) dituang ke dalam tabung baru, kemudian ditambahkan
isopropanol dingin dengan volume yang sama dan disimpan dalam frezer selama
semalam. Campuran dicairkan pada suhu kamar dan disentrifuse dengan
kecepatan 12.000 rpm selama 15 menit. Cairan dibuang dengan hati-hati dan
pellet ditambah etanol 70% dingin sebanyak 100 pl, kemudian disentrifuse
dengan kecepatan 12,000 rpm selama 5 menit. Cairan dibuang dan pellet
dikenngkan dengan cara membalikkan tabung. Pellet vang telah kering

ditambahkan 100 uL air bebas ion dan dikocok sampai larut.

Pemurniaan DNA dengan menggunakan metode Sambrook ef al. (1989),
Larutan DNA ditambah | pl. RNAase dan dibiarkan pada suhu kamar selama 2
jam. Selanjutnya tambahkan fenol kloroform iscamilalkohol dingin sebanyak 100
pL. dan disentrifuse dengan kecepatan 12.000 rpm selama 15 menit, Supernatan
dipipet ke dalam tabung baru dan ditambahkan kloroform isoamilalkohol dengan
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volume sama, kemudian discentrifuse dengan kecepatan 12000 rpm selama 15
menit. Supernatan dipipet ke dalam tabung baru dan ditambahkan natrium asetat 3
M pH 5.2 sebanyak 1/10 volume dan isopropanol dingin scbanyak 2.5 volume.
Larutan dikocok hingga homogen dan disimpan dalam freezer semalam l.arutan
disentrifuse dengan kecepatan 12.000 rpm selama 15 menit, petlet vang diperoleh
ditambah etanol 70% sebanyak 100 ul. dan disentrifuse dengan kecepatan 12.000
rpm selama 5 menit. Cairan dibuang dan pellet dikeringkan dengan cara memb

alikkan tabung. Pellet yang telah kering ditambahkan 100 pL air bebas ion
Penetapan kualitas DNA

KualitasDNA  dilakukan setelah pellet DNA larut secara homogen.
Estimasi kuantitas DNA dilakukan melalui elcktroforesis dan dibandingkan
dengan standar DNA lamda Sebanyak 5 ul. masing-masing larutan DNA yang
diperoleh dicampur dengan 1 pl louding dye (10:2) dimasukkan ke dalam sumur
gel agarose 1% dan di running pada bak elektroforesis selama 30 menit dengan
tegangan 100 volt. Gel yang telah dielektroforesis direndam dalam larutan ethium
bromida 1% selama 15-20 menit, dibilas dengan aquades, dan selanjutnva pita
DNA hasil isolasi divisualisasi pada (/}" transiluminator, dan dipotret dengan
kamera digital. Konsentrasi DNA ditentukan dengan membandingkan ketebalan
DNA sampel dengan DNA lamda. DNA templat kemudian diencerkan sampat

konsentrasi 25 ng dan siap digunakan untuk reaksi amplifikas:
Reaksi amplifikasi dan elektroforesis

Amplifikasi DNA manggis dilakukan menurut metode Williams ¢r o/
(1990). Reaksi amplifikasi dilakukan menggunakan microtube volume 0.5 nl vang
berisi 25 pl campuran larutan yang terdin atas: 12.5 ul Go tag mix, 10.5 pl air
bebas ion (ion free), 1 ul primer acak. dan 1 ul DNA. Volume akhir campuran

reaksi amplifikasi adalah 25 pl.
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Selanjutnya tabung-tabung tersebut dimasukkan ke dalam blok mesin PCR
(Applied Biosystem Thermal Cycler version 2.00), yang dipr ogramkan dengan

tahapan sebagai berikut :
Tahapl. Pre-PCR : 94°C selama 4 menit sebanyak satu siklus:

Tahap 1. PCR - Denaturasi 94°C selama 30 detik, annealing (penempelan
primer) pada suhu 36°C selama 1 menit; dan ckstention
(perpanjangan) pada suhu 72°C selama | menit sebanyak
40 siklus;

Tahap Il Post PCR : Perpanjangan akhir pada suhu 72°C selama S menit

sebanyak satu siklus,

Setelah reaksi amplifikasi berakhir produk amplifikasi diben fouding dye,
dan selanjutnya dielektroforesis pada 1.2% gel agarose dalam larutan TBE ix.
Elektroforesis dilakukan selama 120 menit pada tegangan 60 volt, suhu ruang,
Pengamatan pita hasil amplifikasi dilakukan menggunakan alat dokumentasi gel

(gel dok) dan direkam ke dalam disket.
Seleksi primer

Seleksi primer bertujuan untuk menyeleksi primer yang dapat
menghasilkan produk amplifikasi, yang dilakukan menggunakan 50 jenis primer
RAPD dengan menggunakan DNA templat dari sampel tanaman manggis yang
memiliki stok DNA yang cukup Seleksi primer dilakukan melalui reaksi
amplifikasi dan elektroforesis seperti yang telah dijelaskan sebelumnya. Primer
yang memberikan hasil amplifikasi yang polimorfism berupa ptta DNA yang jelas
dan tajam, akan dipilih untuk digunakan dalam analisis selanjutnya.

Analisis Data

Data hasil pengamatan di lapang dan analisis RAPD dianalisis dengan
menggunakan software NTSYS-pc versi 2 02 dan MINITAB Release 14. Scbelum
data morfologi dan data RAPD dianalisis, tcrlebih dahulu data tersebut diskor
mlar nol (0) jika tidak ada, dan satu (1) jika ada pada karakter morfologi yang




sama, sedangkan profil pita DNA hasil RAPD diskor nilai nol (0} jika tidak ada

pita, dan satu (1) jika ada pita pada tingkat migrasi vang sama.

Analisis Similaritay

Koetisien kesamaan genetik antara sampel manggis berdasarkan penanda
morfologi dan RAPD dan data gabungan keduanya diolah menggunakan
prosedure SIMQUAL (Simularity for Qualnative Data) pada program NTSYS-pc
versi 2.02 dan dihitung berdasarkan berdasarkan rumus Nei dan Li (1979) atau
koefisien Dice (S) vaitu S= 2n,¢n,+ny): n,, adalah jumlah pita DNA pada

individu a dan b.

Analisis Pengelompokan

Analisis cluster (c/ustering) seluruh data, baik data morfologi, RAPD
maupun data gabungan masing-masing dianalisis menggunakan Sequential,
Agglomerative, Hierarchical, and Nested (SAHN)-UPGMA (Unweighted pair-
group method, arithmetic average) pada program NTSYS-pc versi 2.02. Hasil

analisis disajikan dalam bentuk dendrogram.

Analisis Komponen Utaniu

Anahsis tiga komponen utama dilakukan dengan mengekstrak 3
eigenvectors dart 3 ligenvalues utama vang memberikan tingkat keragaman
paling tinggi melalui prosedur analisis Ordination dalam program NTSYS-pc

versi 2.02. Hasil analisis disajikan dalam bentuk plot 2 dan 3 dimensi,
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil
Analisis Kemiripan.

Hubungan genetik antara individu manggis dapat ditemukan dan matris
kemiripan genetik vang berdasarkan ada tidaknya pita DNA hsil amplifikasi
menggunakan 6 primer acak. Berdasarkan analisis kluster 6 primer acak dengan
ketiga progeninnya bersatu pada kemiripan genetik 89% atau terdapat 11%
keragaman antara anak dan induk aksesi manggis Bulukumba. Kluster antara
progeni manggis Bulukumba. Kluster antara progeni bersatu pada tinkat
kemiripan 93% atau terdapat keragaman antara anak sebesar 7%. Nilai seleksi
kopenetik antar eksasi manggis bulukumba sebesar 0.44 atau dengan goodness of
fit sesuai pada tabel Matris kemiripan (Tabel 3). gambar -

Primer :

AL LT T

Gambar I Propil pita DNA 30 eksasi penada RAPD dengan eksesi OPE 03 pnmer M1 M?2
M3, M4, M35 M6 M7 M8 M9, MI0,MI 1 MI2,MI3 MI14, MI5MI6,M17.MI8MI9
M0 M21 M22 M24 M25 M26, M27 M28 M2930
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Gambar 2 Propil pita DNA 50 eksasi penada RAPD dengan eksesi OPD 02 primer M1, M2
M3 MANI MO M7 MEMOMIOMITIMI2ZMIZ MI4 MISMI6MITMISMIO
M20.M21 M22 M24 M235 M26 M27.M28. M2930

- ﬁnbbﬁ.*l......'.“ﬁ.‘.ﬂ‘.rﬂ-

(1WA
Gambar 3 :Propil pita DNA 30 eksasi penada RAPD dengan eksesi OPM 03 primer M1 M2 Y/
M3 M4 MSMOMTMSMINMIOMITMIZMI3 MI4. MISMI6OMITMISMIO o/ g P
M20.M21T M22.M24 M25 M26.M27 M28 M2930 a

Gambar 4 Propil pita DNA 30 eksasi penada RAPD dengan eksesi OPR 10 primer M1 M2
M3 M4 M35.M6 M7 M8 M MIOMIIMIZMIZMI4 MISMI6MITMIZBMIO
M20,M21 M22 M24 M25 M26.M27 M28 M2930
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Gambar 5 :Propil pita DNA 30 eksasi penada RAPD dengan eksesi OPR 15 primer M1 M2
M3 M4 M35 M6 M7 M8 MO MIO ML MI2ZMI3IMI14, M] SMioMI7MIB M9
M20 M2 M22 M24 M25 M26 M27 M28.M2930

1
MM -l "“'H".".“h; Y T TR A R
! .

ka

Gambar 6 :Propil pita DNA 30 eksasi penada RAPD dengan eksesi OPR 01 primer M1 M2
M3 M4, M5M6,M7 M8 MO MIOM11,M{2M13 M14, MISMI6.MI7,MI8MI9
JM20M21 M22 M24 M25 M26 M27 M28 M2930

Dari gambar diatas adalah DNA total dari beberapa aksasi manggis dan
krabat dekatnya.

Aplfiikasih DNA menggunakan 6 primer acak terhadap 30 eksesi manggis
dan krabat dekatnya mengasilkan jumbiah pita DNA tiap primer beepariasi antara
6-13 pita dengan rata-rata 10 pita DNA sampel Primer mengasilkan pita paling

sedikit (6 pita), sedangkan pita terbanyak dihasilkan oleh primer SBH 13 (13

pita), ukuran pita yang diamplifikasi berkisar antara 200-2000 pb. Jumblah pita




yang diasilkan oleh tiap primer terpantun pada sebaran situs yang homolog
dengan sekuen primer pada genom. Pita RAPD terbentuk dari pemanjangan
primer yang menenpel pada DNA cetakan yang terjadi secara berulang Setiap
primer biasanya dapat menempel secarah serentak pada beberapa situs homolog
vang tersebar didalam DNA cetakan dan hasil pemanjangan primer tersebut
ukurang nya sangat berfariasi. Oleh karena ity hasil elektroforesis yang teramati
dalam agerose memperlihatkan beberapa pita dengan ukuran yang berbeda
Jumbiah pita DNA yang terdeksi dalam setiap primer dan ada tidaknya variasi
dalam genotip tertentu (Upadhyay er al. 2004).

Semua primer mengasitkan tinkat polimorfisme tinggl yaitu 80 pita
(100%). Polimorfisme yang diasilkan teknik RAPD bersal dari variasi sekuen
DNA pada tempat penenpelan primer dan dari perbedaan panjang antara tempat
penenpelan primer yang mengalami kesalahan tempat homolog tgrget dan

hasilnya kehilangan pita (Milbourne et al. 1997).
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Ket. Jika dilithat dari hasil validasi (cross-validated) pada OPE 03, OPD-02,
OPM-13, OPR-10, OPR-15, OPE-i15, DAN OPR-01 AKP sebesar 92.5% dan
sebelumnya (Original) 95%.
Matrkis Kemiripan genetik tanaman manggis sebanyak tiga puluh sampel
manggis berdasarkan 6 primer RAPD.
Hasil analisis pengelompokan yang diturunkan dari matriks kemiripan DNA
tanaman manggis tidak memberikan pengelompokan yang mengikuti daerah
asalnya, namun demikian kedua tetua manggis (G. hombroniana dan .
maccensis)
Tidak mengelompokan terpisah dan manggis tapi menyebar diantara aksesi
manggis. Fenomena ini mendukung pendapat bahwa tanaman manggis tidak
berasal dari hibridasi tunggal kedua tetuany, tetapi hasil hibridasi beruilng dari
tetuanya, tetapi hasil hibrididasi berulang kedua tetua di berbagai tempat.
Sembilan puluh aksesi manggis dan krabat dekatnya dibagi kedalam tiga
kelompok berdasarkan kelompok utama yng pada level koefisien kemiripan 26%
( pada tabel 3). Analisis kiuster merupakan teknik vang efektif untuk
menganilisis kemiripan genetik menggunakan data RAPD.

Matrik kemiripan genetik sebanvak 30 sampel Manggis berdasarkan 6 primer
RAPD

MI M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MIO
M1 1.00

M2 0.75 1.00

M3 078 077 1.00

M4 0.64 069 073 1.00

M3 072 075 078 081 1.00

Mo 062 069 068 069 075 100




M7 076 079 081 075 078 069 1.00

M8 072 075 078 073 078 068 078 1.00

M9 069 074 071 069 082 078 069 0.75 100

MIG 071 078 077 069 073 074 075 073 072 100
M1] 071 070 074 066 070 072 077 070 073 072

M12 066 070 073 067 073 063 077 075 074 0.76
M13 065 075 072 069 074 064 074 069 068 0.73
M4 078 077 080 071 080 073 078 08 079 079
MIS 077 072 075 065 073 069 06% 073 072 070
Ml6 070 073 070 066 070 075 070 074 071 077
M17 069 069 066 065 066 061 062 068 065 065
M1§ 065 075 074 068 069 068 074 070 077 071
MI1¢G 073 076 077 078 081 070 081 075 074 076
M20 069 076 075 074 077 063 079 071 069 067
M2 069 075 074 069 076 071 070 072 084 0.71
M22 062 074 075 074 075 067 071 069 072 072
M?23 065 073 074 071 074 071 074 074 079 069
M24 068 078 075 076 077 069 079 077 070 0.70
M25 069 071 070 071 074 066 076 078 073 066
M26 076 077 074 082 078 075 081 081 077 073
M27 059 068 067 073 076 073 070 074 077 073
M28 0.67 068 069 066 063 066 070 074 066 066
M:29 062 069 064 063 062 065 064 066 065 069
M30 066 070 071 070 073 069 075 075 074 076

Matrik kemiripan genetik sebanyak 30 sampel Manggis berdasarkan 6 primer RAPD

M1l MI12 MI3 Mi4 Ml15 MI6 MI17 MI8 MI19
1.00

078 1.00
0.70  0.75
0.78 0.75
073 0.74
0.71 0.66
0.69 067
0.75 071
076 0.70
069 070
0.73 075
0.76  0.70




M25 071 069 067 076 068 069 068 070 069 0.68
M24 071 074 073 075 067 068 069 075 080 08I
M25 073 075 074 078 071 069 071 0.72 073 069
M26 079 071 070 076 075 078 068 072 08! 077
M27 071 071 067 076 064 070 071 072 077 071
M28 0.68 064 059 072 062 070 062 069 062 060
M29 067 065 069 069 056 068 069 069 067 0.67
M30 071 074 071 073 067 073 061 069 072 065

Matrik keminipan genetik sebanyak 30 sampel Manggis berdasarkan 6 primer RAPD

M2l M22 M23 M24 M25 M26 M27 M28 M29 M30
M21  1.00
M22 073 1.00
M23 080 079 1.00
M24 073 080 071 100
M25 072 071 072 073 1.00
M26 074 073 072 077 080 1.00
M27 074 077 076 077 072 074 1.00
M28 059 062 069 066 063 070 063 1.00
M29 068 067 066 067 068 069 069 068 100
M30 073 072 077 069 071 075 075 068 070 1.00

Variabilitas Genetik Manggis bulukumba

Pada wilaya geografik Indonesia, tanaman manggis secerah genetik juga
beragam baik dengan penanda isoenzim dan AFLP, dan RAPD. Berdasarkan
peramida isoemzim dan AFLP dengan kemiripan 89% dan 77% diasilkan
berkerabat dekat dengan . malaccensis, diduga Klon masih membawa krakter-
krakter (. malaccensis sebagai tetua aksesi manggis. Selanjutnya manggis
Indonesia dengan penanda RAPD pada kemiripan 44,4% dihasilkan 31 kion. Klon
yang terbentuk berdasarkan varibilitas Genetik cendrum mengikuti lokasih

tumbuh manggis.
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Analisis kemiripan varibilitas genetik menggunakan menggunakan
penanda isoenzim dan AFLP dilakukan guna memperoleh gambaran yang lebih
komperensif tentang varibilitas genetik tanaman manggis dan kerabat dekatnya.
Kedua penanda tersebut dapat dipai untuk mengelompokan tanaman tanaman
manggis dan membedakan kerabat dekatnya.

Analists varnbilitas genetik dengan penanda isoenzim, AFLP dan
kombinasiya memberikan keragaman dalam aksesi manggis berkisar 40-42%,
sedangkan manggis dengan krabat dekatnya berkisar 62-79%. Sejalan dengan
kedua penanda diatas, anlisis varibilitas manggis Indonesia dan krabat dekatnya
mengunakan penanda RAPD terhadap 30 eksesih dapat mengunkap keragaman
genetik dalam kelompok manggis dan kerabat dekatnya dengan kisarang 8-75%.
Luasnya kisran varibilitas genetik im1 dapat disebabkn karena jumblah eksesi vang
digunakan [ebihbanyak baik eksesi manggis maupun kerabat dekatnva dan
berasal dari wilaya distribusi vang lebih luas. Namun kisaranini masih dalam
cakupan dua penanda sebelumnya. Selanjutnya untuk menggunakan penanda E-
RAPD diperoloh keragaman dalam populasi sebesar 40%, sedangkan keragaman
antar populasi sebesar 53%.

Berdasarkan penanda isoenzim, AFLP , dan kombinasinya pada 30 eksasi
manggis dan krabat dekatnya, beserta RAPD terhadap 30 aksesi manggis
bulukumba menggambarkan aksest krabat dekat manggis (G. hombroniana dan G.

malaccensis), yang diduga merupakan tetua manggis berada dalam kisaran

varibilitas aksesi manggis berasal dari hasil persilangan berulang allotettrapolid .




homroniuna dan . mualaccensis ribuan tahun yang lalu. Fenomena ini
ditunjukkan oleh krakter morfologi manggis yang merupakan intermediate kedua
tetuanya

Secara keseluruhan aksesi manggis . hombroniana mempunyai krakter
mofologi vang lebih mirip (5. mungostana disbanding G. celebica yang hanya
mirip pada tipe bunga dan buah dengan G. mangostana (Jjones 1980). Krakter
Morfologi dikendalikan banyak gen sehingga lebih kuat dalam menggambarkan
hubungan kekerabatan. Berdasarkan penanda AFLP dan RAPD G. hombroniana
lebih dekat kekerabatan dengan . mangostana disbanding G. celebica (Sari
2000).
Tabel 4. Matris Jarak Genetik sebanyak 30 sampel manggis berdasarkan 6 primer
RAPD.

Matrik jarak genetik scbanyak 30 sampel Manggis berdasarkan 6 primer RAPD

MIT MI12 MI3 Ml4 MI5 Mi6 MI17 MI8 MI9
MI1 0.00
MI12 022 0.00
MI3 030 025 000
Mi4 022 025 030 000
MI15 027 026 032 027 0.00
Ml6 029 034 033 026 025 000
MI17 031 033 036 027 030 032 0.00
MI8 025 029 031 028 031 030 032 000
MI19 024 030 025 023 030 029 031 023 000
M20 031 030 025 031 031 031 037 027 0.15 000
M21 027 025 030 026 032 031 034 028 027 027
M22 024 030 031 029 035 032 030 021 022 028
M23 02% 031 033 024 032 031 032 030 031 032
M24 029 026 027 025 033 032 031 025 020 0.19
M25 027 025 026 022 029 031 029 028 027 031

27




M26
M27
M28
M29
M30

0.21
0.29
0.32
0.33
0.29

0.29
0.29
0.36
0.35
0.26

0.30
0.33
0.41
0.31
0.29

0.24
0.24
0.28
0.31
0.27

0.25
0.36
0.38
0.44
0.33

0.22
0.30
0.30
0.32
0.27

0.32
0.29
0.38
0.31
0.39

0.28
0.28
0.31
0.31
0.31

0.19
0.23
0.38
0.33
0.28

0.23
0.29
0.40
0.33
0.35

Matrik jarak genetik sebanyak 30 sampel Manggis berdasarkan 6 primer RAPD

M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30

M2]
0.00
0.27
0.20
0.27
0.28
0.26
0.26
0.41
0.32
0.27

M22

0.00
0.21
0.20
0.29
0.27
0.23
0.38
0.33
0.28

M23 M24 M25 M26 M27 M28 M29 M30

0.00
0.29
0.28
0.28
0.24
0.31
0.34
0.23

0.00
0.27
0.23
023
0.34
0.33

0.31

0.00
0.20
0.28
0.37
0.32
0.29

0.00
0.26
0.30
0.31
0.25

0.00
0.37
0.31
0.25

0.00
0.32
0.32

0.00

0.30 0.00

Matrik jarak genetik sebanyak 30 sampel Manggis berdasarkan 6 primer RAPD

Ml
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
MI11
MI12
MI13
MI14
MI5

Mi

0.00
0.25
0.22
0.36
0.28
0.38
0.24
0.28
0.31
0.29
0.29
0.34
0.35
0.22
0.23

M2

0.00
0.23
0.31
0.25
0.31
0.21
0.25
0.26
0.22
0.30
0.30
0.25
0.23
0.28

M3

0.00
0.27
0.22
0.32
0.19
0.22
0.29
0.23
0.26
0.27
0.28
0.20
0.25

M4

0.00
0.19
0.31
0.25
0.27
0.31
0.31
0.34
0.33
0.31
0.29
0.35

M5

0.00
0.25
0.22
0.22
0.18
0.27
0.30
0.27
0.26
0.20
0.27

28

M6

0.00
0.31
0.32
0.22
0.26
0.28
0.37
0.36
0.27
0.31

M7

0.00
0.22
0.31
0.25
0.23
0.23
0.26
0.22
0.31

M8

0.00
0.25
0.27
0.30
0.25
0.31
0.20
0.27

M9

0.00
0.28
0.27
0.26
0.32
0.21
0.28

M10

0.00
0.28
0.24
0.27
0.21
0.30




MI16 030 027 030 034 030 025 030 026 029 023
MI17 031 031 034 035 034 039 038 032 035 035
Mi8 035 025 026 032 031 032 026 030 023 029
Mi9 027 024 023 022 019 030 019 025 026 024
M20 031 024 025 026 023 037 021 029 031 033
M2} 031 025 026 031 024 029 030 028 016 029
M22 038 026 025 026 025 033 029 031 028 028
M23 035 027 026 029 02 029 026 026 021 031
M24 032 022 025 024 023 031 021 023 030 030
M25 031 029 030 029 026 034 024 022 027 034
M26 024 023 026 018 022 025 019 019 023 027
M27 0.41 032 033 027 024 027 030 026 023 027
M28 033 032 031 034 037 034 030 026 034 034
M29% 038 031 036 037 038 035 036 034 035 031
M30 034 030 029 030 027 031 025 025 026 024

Analisis Kluster
Hasil pengelompokan berdasarkan penanda RAPD in_i_ Menunjukkan ke-4
populasi manggis asal Bulukumba memiliki hubungan genetik yang cukup dekat,
vang ditunjukkan dengan mengelompokannya populasi manggis pada tinkat
kemiripan  80-97% Teknik ini dapat mengelompokkan aksesi manggis
berdasarkan daerah asalnya.
Berdasarkan analisis kluster dapat dilihat bahwa populasi manggis yang
ada dibulukumba tidak memisah secara tegas kedalam kelompok populasi masing-

masing. Adanya pita RAPD yang terdapat hanya pada kedua populasi tersebut

menunjukkan kedekatan hubungan genetik antar populasi, sehingga diduga

menggunakan asal bibit dari tempat yang sama.




Gambar 7. Dendrogram 30 aksest-manggis Bulukumba berdasarkan penanda
RAPD.

30



KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

1. genetik manggis berdasarkan melalui analisis kemiripan berkisar antara
0,19-0,44% .

2. Berdasarkan analisis RAPD seleksi manggis bahwa pada kemiripan 80%
dapat dilakukan menjadi dua langkah seleksi yaitu M28 dan M29 sebagai
langkah satu dan diseleksi sebagai langka kedua.

Saran
1. Diperlukan penelitian viabilitas polen bunga manggis untuk membuktikan

sumber variabilitas yang terjadi.
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Gambar |, 2, 3 dan 4 adalah gambar Daun Manggis
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