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ABSTRAK

Manggis (Garcinia mangostana L.) memiliki nilai ekonomi tinggi dan saat ini
menempati urutan pertama ekspor buah segar Indonesia dengan penambahan volume
sebesar 10,7% per tahun. Sampai saat ini permintaan pasar buah manggis tetap
tinggi, sehingga masih berpeluang untuk dikembangkan. Karena itu perlu dilakukan
eksplorasi kekayaan plasma nutfah manggis. penelitian keanekaragaman genetik manggis
secara molekuler terhadap 13 aksesi kandidat tetua manggis unggul Bengkalis tersebut. Studi
genetik tanaman dapat dilakukan melalui analisis genetik kandidat tetua manggis unggul
Bengkalis akan dilakukan dengan menggunakan penanda molekuler yaitu ISSR (Restriction
Fragment Length Polymorphisme). Amplifikasi DNA dengan 6 primer ISSR
menghasilkan 49 pita DNA yang bervariasi (300-1125 pb) terdiri atas 28 pita
polimorfik dan 21 pita monomorfik. Hasil penelitian ini menunjukan variabilitas
genetik yang cukup tinggi berdasarkan analisis klaster yang membentuk 2 Klaster
utama dengan koefisien kemiripan berkisar 63-94% dan keanekaragaman genetik 6-
37%. Analisis komponen utama berdasarkan pita DNA ISSR dan kombinasi data
morfologi dengan molekuler menunjukkan Keanekaragaman yang tinggi 96% dan 90
% pada 49 dan 152 karakter.

Kata kunci: Manggis (Garcinia mangosana L.), Pulau Bengkalis Riau, Penanda ISSR

PENDAHULUAN

Manggis (Garcinia mangostana L.) termasuk salah satu buah tropik yang
disenangi, baik di dalam maupun di luar negeri karena kelezatan rasa, tekstur dan
kecantikan buahnya, sehingga dijuluki Queen of tropical fruit (Cox 1976). Buah
manggis memiliki nilai ekonomi tinggi dan saat ini menempati urutan pertama ekspor
buah segar Indonesia dengan penambahan volume sebesar 10,7% per tahun. Sampai
saat ini permintaan pasar buah manggis tetap tinggi, sehingga masih berpeluang
untuk dikembangkan. Karena itu perlu dilakukan eksplorasi kekayaan plasma nutfah
manggis dan mengungkap keanekaragamannya baik secara morfologi maupun

molekular.
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Pulau Bengkalis diperkirakan menyimpan kekayaan plasma nutfah manggis
yang cukup besar dan dapat dikembangkan untuk meningkatkan produksi manggis di
Provinsi Riau. Manggis Bengkalis memiliki keunikan dapat tumbuh di rawa-rawa
dan mempunyai sistem perakaran untuk batang bawah (root-stock) dalam budidaya
manggis. Keunggulan lainnya adalah umur pertama kali berbunga manggis
Bengkalis lebih cepat (7 tahun) dibandingkan dengan manggis dari daerah lain (lebih
dari 10 tahun). Masa berbunga manggis di Bengkalis terjadi lebih awal (mulai bulan
Maret hingga Juni) dibandingkan dengan masa berbunga manggis di Pulau Jawa
(mulai bulan Agustus hingga November).

Berdasarkan penelitian sebelumnya (Muchlis 2010, komunikasi pribadi),
manggis di Pulau Bengkalis memiliki keanekaragaman morfologi yang cukup tinggi
dan diperoleh 13 aksesi kandidat tetua manggis unggul asal Pulau Bengkalis yang
dapat direkomendasikan sebagai manggis unggul. Berdasarkan informasi ini, maka
dilakukan penelitian keanekaragaman genetik manggis secara molekuler terhadap 13
aksesi kandidat tetua manggis unggul Bengkalis tersebut.

Studi genetik tanaman dapat dilakukan melalui uji keturunan dan persilangan, tetapi
ini sulit dilakukan terhadap manggis karena panjangnya siklus hidup manggis (Mansyah et
al. 2003), sehingga analisis genetik kandidat tetua manggis unggul Bengkalis akan dilakukan
dengan menggunakan penanda molekuler yaitu ISSR (Restriction Fragment Length
Polymorphisme) Penanda ISSR memiliki beberapa keunggulan, yaitu sangat polimorfik
bahkan untuk spesies yang berkerabat dekat (mampu mendeteksi variasi genetik dalam level
sangat rendah), memerlukan DNA dalam jumlah kecil, bersifat universal, kodominan, mudah
dalam penggunaan, tingkat keberhasilan tinggi dan tidak perlu lebih dahulu mengetahui
susunan basa (sequence) dari genom tanaman (Wahyuni et al. 2004). Penelitian ini
bertujuan untuk menganalisis variabilitas genetik kandidat tetua manggis unggul di
Pulau Bengkalis dengan menggunakan penanda molekuler ISSR.

Il. METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Genetika Jurusan Biologi Fakultas

Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam Universitas Riau Pekanbaru dan
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Laboratorium Bioteknologi Pertanian Universitas Andalas pada Mei sampai

November 2010.

Sebanyak 13 sampel daun (Tabel 1) aksesi manggis diambil dari 10 lokasi di

Pulau Bengkalis Provinsi Riau yang telah diseleksi dan memiliki karakter unggul

yang dapat dikembangkan serta berpotensi menjadi kandidat tetua unggul. Karakter

yang menjadi pertimbangan seleksi aksesi manggis pada penelitian ini meliputi

ukuran buah sedang sampai besar (3.42-6.02 cm), rasa asam manis, edible portion
tinggi (18.83-50.51%), memiliki aril yang tebal (0.55-1.21 cm), masa berbunga lebih

awal (bulan Maret hingga Juni) dan habitat tergenang.

Tabel 1. Kandidat Tetua Manggis Unggul Pulau Bengkalis Provinsi Riau.

NO  Sandi Individu
Aksesi Manggis

Keterangan

1 SS1
2 SS2
3 SS3
4 NP2
5 NT1
6 NT8
7 NK2
8 NA4
9 NS5
10 SM2
11 SD7
12 SR1
13 SG1

Buah sedang dan seragam, rasa manis, biji sedikit dan berbuah
banyak.

Buah sedang, rasa asam manis dan aril cukup tebal.

Buah besar, rasa asam manis dan aril cukup tebal.

Buah sedang, berkulit tipis, aril tebal, rasa asam manis, biji sedikit
dan kecil, berbuah di luar musim dan habitat tanah gambut.

Buah sedang, aril cukup tebal, rasa asam manis, hampir tidak
memiliki biji, mulai berbuah sejak berumur 7 tahun dan berbuah
setiap tahun.

Buah sedang, aril cukup tebal dan hampir tidak memiliki biji.

Buah besar, rasa asam manis dan biji sedikit.

Buah besar, rasa asam manis, biji sedikit dan habitat tergenang.
Habitat tergenang

Buah besar, rasa asam manis dan biji kecil.

Buah sedang, berkulit tipis dan berbiji kecil.

Buah besar dan rasa asam manis.

Buah sedang, aril cukup tebal, rasa asam manis dan berbiji
sedikit.

(komunikasi pribadi, Muchlis 2010)

Ekstraksi DNA
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Metode ekstraksi DNA yang dilakukan dalam penelitian ini mengikuti metode
CTAB dengan beberapa modifikasi Carmen Castillo (2006), Sobir (2007) dan
Fitmawati (2009), yaitu menggunakan CTAB 10% dengan penambahan [-mercapto.

Amplifikasi PCR, Elektroforesis dan Dokumentasi Hasil PCR.

Sebanyak 6 primer ISSR diseleksi dengan cara mengamplifikasi DNA dari
semua aksesi kandidat tetua manggis unggul Pulau Bengkalis. Selanjutnya, primer
yang menghasilkan lebih dari satu pita dan bersifat polimorfik dipilih untuk
mengamplifikasi seluruh sampel (Tabel 2).

Tabel 2. Primer yang digunakan dalam Analisis ISSR

No Nama Primer 5-3 T™M (°C)
1 PKBT-I (AC)8TG 54
2 PKBT-2 (AC)STT 52
3 PKBT-3 (AG)ST 52
4  PKBT—4 (AG)8AA 52
5  PKBT-10 (GT)9A 54
6 PKBT-11 (GT)9C 54

Amplifikasi DNA menggunakan mesin PCR (MultiGene labnet), sebanyak 35
siklus setelah pra PCR selama 1 menit 94°C. Setiap siklus terdiri dari 1 menit 94°C
untuk denaturasi, 1 menit 52-54°C untuk penempelan primer, 1 menit 72°C untuk
pemanjangan fragmen DNA dan selanjutnya ekstensi 4 menit 72°C. Fragmen DNA
hasil amplifikasi dielektroforesis bersama DNA standar 1 kb DNA ladder pada gel
agarose 0.8% dalam larutan Buffer TBE 1X. Elektroforesis dilakukan selama 60
menit pada tegangan 60 volt, suhu ruang.

Analisis Data

Analisis Similaritas dan Analisis Klaster

Data yang diperoleh dari hasil elektroforesis diolah untuk melihat tingkat
similaritas semua aksesi manggis dan di analisis kluster. Kemunculan pita menjadi
data biner. Analisis similaritas data molekuler dilakukan dengan prosedur yang sama
dengan data morfologi yaitu menggunakan prosedur SIMQUAL pada program
NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate System) versi 2.01 (Rolf 1998),
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tetapi dihitung dengan metode koefisien DICE dari Nei dan Li (1979) untuk

menyusun matriks kesamaan genetik dengan persamaan:

Keterangan :
S adalah nilai kesamaan genetik antara individu tanaman a dan b
Nap adalah jumlah pita yang sama posisinya pada individu a dan b

na dan n, adalah jumlah pita pada masing-masing individu a dan b

Berdasarkan nilai kesamaan genetik tersebut, dilakukan analisis
pengelompokan data matriks (cluster analysis) dan pembuatan dendrogram pohon
kekerabatan menggunakan metode SAHN-UPGMA melalui program NTSYS versi
2.01 (Rolf 1998).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi DNA Manggis (Garcinia mangostana L.)

Ekstraksi DNA vyang dilakukan terhadap daun dari 13 aksesi manggis
Bengkalis mengalami beberapa kesulitan, diantaranya tingginya pencemar DNA
seperti polifenol dan kemurnian DNA yang rendah yang dapat diatasi dengan
pencucian DNA berulang. Kesulitan lain yang dialami adalah banyaknya pita DNA
yang dapat diatasi dengan penambahan RNAse kedalam DNA template.

Hasil Amplifikasi DNA dengan Menggunakan Penanda Molekuler ISSR
Berdasarkan hasil amplifikasi DNA dari 13 aksesi kandidat tetua manggis
unggul Pulau Bengkalis diperoleh informasi tingkat polimorfisme ke 6 primer ISSR

yang digunakan (Tabel 3).

Tabel 4. Tingkat polimorfisme dari enam primer yang digunakan berdasarkan pola

pita yang dihasilkan dari 13 aksesi manggis (Garcinia mangostana L.)

Ukuran Pita Pita
No  Primer 5'-3' _ _ _ _ Total
Pita (pb)  Monomorfik Polimorfik
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Pita

1 PKBT-1 (AC)8TG 300-800 6 (60%) 4 (40%) 10
2 PKBT-2 (AC)STT 375-1125 2 (20%) 8 (80%) 10
3 PKBT-3 (AG)ST  300-875 2 (20%) 8 (80%) 10
4 PKBT-4 (AG)SBAA 300-900 6(66.67%) 3 (33.33%) 9
5 PKBT-10 (GT)9A  300-600 2 (50%) 2 (50%) 4
6 PKBT-11 (GT)9C  500-1000 3 (50%) 3 (50%) 6

Total 21 (42.86%) 28 (57.14%) 49

Amplifikasi DNA manggis Bengkalis dengan menggunakan 6 primer ISSR
menghasilkan jumlah pita per sampel per primer bervariasi antara 4-10 pita. Jumlah
pita secara keseluruhan berjumlah 49 pita dengan ukuran fragmen DNA yang
teramplifikasi berkisar 300-1125 pb. Diantara 49 pita yang dihasilkan oleh 6 primer
ISSR diperoleh 28 (57.21%) pita polimorfik dan 21 (42.86%) pita monomorfik. Dua
primer dari enam primer yang digunakan menunjukkan tingkat polimorfisme yang
tinggi (80%), yaitu primer PKBT-2 dan PKBT-3, sedangkan primer yang
menghasilkan pita paling sedikit 4 pita (8.16%), yaitu PKBT-10 dan primer yang
menghasilkan pita terbanyak 10 pita (20.4%), yaitu PKBT-1, PKBT-2 dan PKBT-3.
Perbedaan pola pita DNA hasil amplifikasi terutama jumlah dan ukuran pita berperan
sangat penting dalam menentukan tingkat variabilitas genetik tanaman manggis
(Fauza et al. 2007).

Persentase polimorfisme yang tinggi tidak umum bagi tanaman manggis
sebagai tanaman apomiksis obligat (Richards 1997). Munculnya variasi
kemungkinan disebabkan karena manggis dihasilkan tidak dari persilangan satu kali
diantara tetuanya (Mansyah 2010). Hibridisasi berulang diantara tetua manggis
memungkinkan munculnya variasi genetik yang lebih luas diantara tetuanya (Sobir
dan Poerwanto 2007). Selain itu variabilitas keturunan apomiksis obligat pada
tanaman manggis menurut Richards (1990 dan 1997), serta Sobir dan Poerwanto
(2007) dapat disebabkan oleh mutasi alami sehubungan dengan telah

dibudidayakannya tanaman manggis sejak ribuan tahun yang lalu (Ramage et al.

Repository University Of Riau

FPERPUSTRKRARAND UNIVERSITHS RIRAU

http://repository.unri.ac.id/



2004). Menurut Richards (1997) beberapa tanaman apomiksis obligat, termasuk
manggis mungkin menghasilkan variabilitas genetik melalui rekombinasi somatik dan
atau melalui autosegregasi. Hasil amplifikasi DNA menggunakan 2 primer ISSR

menunjukkan bahwa jumlah dan intesitas pita DNA yang dihasilkan oleh setiap

primer ISSR bervariasi (Gambar 1).

750 pb
500 pb

250 pb

(b)
Gambar 1. Hasil elektroforensis dari hasil amplifikasi DNA manggis (a). PKBT-1
(b). PKBT—3. M= marker, 1=NT8 (Bantan Tengah8), 2=NT1 (Bantan
Tengahl), 3=NP2 (Teluk Pambang2), 4=NS5 (Selat Baru5), 5=NK2
(Kembung Luar2), 6=NA4 (Bantan Air4), 7=SM2 (Meskom2), 8=SD7
(Pematang Duku7), 9=SR1 (Air Putihl), 10=SG1 (Senggorol), 11=SS1
(Sebaukl), 12=SS2 (Sebauk?2) dan 13=SS3 (Sebauk3)
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Menurut Tingey et al. (1994) jumlah pita DNA yang terdeteksi oleh setiap
primer bergantung pada urutan basa primer dan ada tidaknya variasi dalam genotipe
tersebut.  Persentase aksesi identik berdasarkan pita DNA untuk setiap primer
bervariasi, berturut-turut 46% (PKBT-1), 23% (PKBT-2), 23% (PKBT-3), 31%
(PKBT-4), 46% (PKBT-10) dan 23% (PKBT-11), sedangkan berdasarkan semua
primer persentase aksesi identik adalah 38.3% atau proporsi aksesi yang bervariasi
secara genetik adalah 61.7%.

Perbedaan jumlah dan ukuran fragmen DNA polimorfik dan monomorfik
dalam analisis keanekaragaman genetika sangat menentukan tingkat keanekaragaman
suatu populasi. Tingkat polimorfisme manggis dengan penanda ISSR dalam
penelitian ini lebih rendah (57.14%) jika dibandingkan dengan menggunakan
penanda lain seperti RAPD (82.35%) dan AFLP (100%) yang telah dilakukan
berturut-turut oleh Sinaga (2008) dan Mansyah (2002). Ini disebabkan karena jenis
primer dan penggunaan jumlah sekuens primer RAPD dan AFLP lebih banyak
dibandingkan dengan primer ISSR (Noorrohmah 2010).

Analisis Similaritas 13 aksesi Manggis Bengkalis Berdasarkan Pita ISSR

Tingkat similaritas atau hubungan kekerabatan antar 13 aksesi manggis
diperoleh dengan melakukan analisis similaritas berdasarkan ada tidaknya pita DNA
hasil amplifikasi menggunakan enam primer ISSR. Matriks koefisien similaritas
antar 13 aksesi manggis yang diturunkan dari matriks Simqual menunjukkan rentang
nilai kemiripan berkisar antara 0.94—0.51 (Tabel 4).

Tabel 4. Matriks similaritas genetik antar 13 aksesi manggis Bengkalis

SS
NT8 NT1 NP2 NS5 NK2 NA4 SM2 SD7 SR1 SGl1 SS1 SS2 3

NT8 1.00

NT1 0.94 1.00

NP2 0.71 0.73 1.00

NS5 055 057 071 1.00
NK2 090 0.84 0.65 057 1.00
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NA4 084 082 055 059 086 1.00

SM2 051 053 071 088 053 059 1.00

sb7 078 076 065 065 0.76 086 0.61 1.00

SR1 059 061 063 092 061 063 084 057 1.00

SG1 080 078 071 063 078 080 0.63 0.65 0.67 1.00

SS1 080 082 067 067 073 084 067 090 059 0.71 1.00

SS2 059 057 076 084 057 063 084 065 076 071 0.67 1.00
SS3 065 063 078 082 067 065 078 071 073 069 073 090 1.0

Analisis klaster dilakukan untuk mengelompokkan 13 aksesi manggis
Bengkalis berdasarkan tingkat kemiripan yang menghasilkan dendrogram dengan
koefisien kemiripan berkisar antara 0.63—0.94 (63-94%) atau terdapat
keanekaragaman genetik sebesar 6—0.37 (6—37%) (Gambar 7). Pengelompokkan 13
aksesi manggis menunjukkan pemisahan aksesi ke dalam dua klaster utama, yaitu
klaster A dengan koefisien kemiripan 0.75 (NT8, NT1, NK2, NA4, SD7, SS1 dan
SG1) dan klaster B koefisien kemiripan 0.715 (NP2, NS5, SR1, SM2, SS2 dan SS3),
pengelompokkan terjadi berdasarkan lokasi populasi dan kemiripan secara genetik.
Pada klaster A terdapat subklaster yang mengelompok berdasarkan lokasi populasi
manggis Yyaitu NT8 dan NT1 dengan tingkat kemiripan 0.94 (94%) atau dengan
keragaman genetik 0.06 (6%) dan pada klaster B juga terdapat subklaster yang
mengelompok berdasarkan lokasi populasi manggis, yaitu SS2 dan SS3 dengan
tingkat kemiripan 0.90 (90%) atau dengan keragaman genetik 0.10 (10%).
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Coefficient

Gambar 2. Dendrogram 13 aksesi manggis Bengkalis berdasarkan profil pita DNA
dengan teknik ISSR

Berdasarkan dendrogram di atas dapat dilihat bahwa pengelompokan 13
aksesi manggis Bengkalis memiliki tingkat kemiripan sebesar 63-94%. Nilai ini lebih
rendah jika dibandingkan dengan pengelompokan yang diperolen Mansyah (2003)
pada manggis di Jawa dan Sumatera Barat dengan menggunakan RAPD (tingkat
kemiripan 73-100%) dan lebih tinggi jika dibandingkan dengan pengelompokan yang
diperoleh Mansyah (2010) pada 23 manggis wilayah Sumatera dengan ISSR (tingkat
kemiripan 44-96%). Dendrogram di atas menunjukkan bahwa walaupun tanaman
manggis bersifat apomiksis obligat, tetapi tetap dijumpai adanya variasi secara
genetik.

Keragaman genetik yang ditemukan pada tanaman apomiktik manggis diduga
akibat proses persilangan yang terjadi secara berulang dengan beberapa genotipe
tetua manggis. Richards (1990) menyatakan tanaman manggis merupakan tanaman
hibrid yang dihasilkan dari satu kali persilangan tunggal antara G. hombroniana dan
G. malaccensis dan mewarisi sifat apomiksis dari kedua tetuanya. Menurut Walbot
dan Cullis (1985) variabilitas genetik pada tanaman apomiksis dianggap sebagai hasil
dari variasi somaklonal, autosegregasi, pindah silang somatik, amplifikasi atau

hilangnya materi DNA, penyusunan kembali kromosom dan aktivitas transposon.
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Keanekaragaman genetik pada tanaman apomiksis obligat, kemungkinan juga
terjadi melalui mekanisme akumulasi mutasi DNA, rekombinasi somatik dari
translokasi kromosom dan mutasi terjadi akibat perubahan pada genom maternal
berkaitan dengan sifat apomiksis (Richards 1977 dalam Mansyah 2010). Variasi
genetik yang lebih luas diantara progeninya disebabkan oleh hibridisasi berulang

allotetraploid diantara tetua manggis (Sobir dan Poerwanto 2007).

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Amplifikasi DNA dengan 6 primer ISSR menghasilkan 49 pita DNA yang
bervariasi (300-1125 pb) terdiri atas 28 pita polimorfik dan 21 pita monomorfik.
Hasil penelitian ini menunjukan variabilitas genetik yang cukup tinggi berdasarkan
analisis klaster yang membentuk 2 klaster utama dengan koefisien kemiripan berkisar
63-94% dan keanekaragaman genetik 6-37%. Analisis komponen utama berdasarkan
pita. DNA ISSR dan kombinasi data morfologi dengan molekuler menunjukkan
persentase keanekaragaman yang tinggi 96% dan 90% pada 49 dan 152 karakter.
Saran

Hasil korelasi antar karakter morfologi dan profil pita DNA diharapkan dapat
dimanfaatkan untuk menyeleksi bibit unggul pada fase dini tanpa menunggu tanaman
berbuah untuk mengetahui karakter yang diinginkan. Pada penelitian ini tidak
ditemukannya MAS rasa manis, sehingga perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk
mengetahui MAS rasa manis dengan menggunakan primer yang telah dipetakan
untuk mengenali pita penyandi rasa manis pada tanaman manggis dan menggunakan
lebih banyak aksesi manggis serta primer yang digunakan untuk mendapatkan MAS

tanaman manggis.
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