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1940; Cox, 1976). Richards (1990) menyatakan bahw^%^

manggis merupakan agamospermy obligat dengan re-   ^
produksi melalui tunas adventif proembrio dari jaringan
ovular. Kenyataan di lapang menunjukkan adanya ke
ragaman tanaman manggis yang dapat disebabkan oleh
faktor lingkungan maupun genetik akibat mutasi me-
ngingat pohon manggis yang ada sekarang telah ber-
umur ratusan tahun.

Di Jawa terdapat variasi rasa buah manggis dan
ukuran buah lebih besar dibanding yang ada di Filipina
(Cox, 1976). Richard (1990) melaporkan bahwa mang
gis di kepulauan Sulu mempunyai kulit buah yang lebih
tebal dan rasa buah lebih asam. Menurut Verheij (1991)
terdapat pohon manggis berdaun besar dengan buah
yang sangat bervariasi. Berdasarkan hasil survei di
Sumatera B^rat dan Sumatera Selatan, manggis di-
kelompokkan menjadi tujuh klon berdasarkan ukuran
daun, buah, ketebalan kulit buah, dan jumlah buah/
tandan Mansyah et al (1992 dan 1994). Di sentra
produksi manggis di Kaligesing, Kabupaten Purworejo
Jawa Tengah, ditemukan adanya semaian, bibit hasil
penyambungan dan tanaman produktif yang mem
punyai pupus yang berbeda warnanya, yaitu hijau muda,
merah, dan coklat (Supriyanto et al, 1996).

Isozim dapat digunakan untuk membedakan kera
gaman tanaman dalam waktu relatif lebih cepat dan
murah (Ghareyazie et al, 1995). Isozim bersifat spe-
sifik jaringan, dipengaruhi oleh lingkungan dan stadia
perkembangan tanaman sehingga mengurangi ke-
mampuannya dalam memberikan cakupan genome
kompleks (Smith dan Smith dalam Ghareyazie et al,
1995). Identifikasi yang akurat dapat diperoleh dengan
metode analisis DNA.

Thjuan penelitian ini adalah untuk mengevaluasi
keragaman pohon induk manggis yang berasal dari sen
tra produksi di Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa Timur,
dan Lombok Nusa Tenggara Barat dengan mengguna
kan isozim.

PENDAHULUAN

Biji manggis (Garcinia mangostana L.) bersifat
apomiksis atau biasa disebut agamospermy sehingga di
alam diharapkan hanya ada satu jenis manggis (Horn,
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mangosteen trees from the central areas of West Java, Central Java,
East Java, and Lombok Island of West Nusa Tfenggara by isozyme
analyses for esterase, acid phosphatase and peroxidase. At least
three clone of mangosteen were found based on the zymogram of
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ABSTRAK
Biji manggis bersifat apokmisis sehingga diharapkan pohon-pohon
man^gis yang ada sama secara genetis. Fenomena di lapang me-
nunjukkan bahwa pohon manggis di sentra produksi umumnya
beiasal dari biji. Pengujian keragaman manggis dari pohon induk di
Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa Timur, dan Pulau Lombok di Nusa
Tenggara Barat telah dilakukan dengan menggunakan isozim di
laboratorium virologi Inlithi Segunung dengan menggunakan enzim
esterase, acid fosfatase, dan peroksidase. Hasil analisis yang di-
dukung oleh pengamatan di lapang menunjukkan adanya minimal
tiga klonmanggis. Penelitian lebih lanjut temtama terhadap pohon
manggis yang berpupus hijau muda, merah, dan coklat perlu di
lakukan dengan metode yang lebih akurat seperti analisis DNA.
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sampel sebanyak 25 1 dimasukkan ke dalam lubang gel.
Penyangga elektroda ditempatkan pada slab.

Penyangga ekstraks i terd iri dari:

Tris-HCl 0,1 MpH 7,5200 ml
DTT0,31 g
Sukrosa10 g
Asam askorbat8g
PVP-4020 g
Merkaptoetanol200 pi
Triton lOOx1 ml

Komposisi gel meliputi:
Untuk 30 ml
30%Acryl/Bis(40:l) 3,75 ml
penyangga gel 3,75 ml
H2O18,42 ml
APS 10%0,3 ml
TEMED0,03 ml

Penyangga elektroda:
Tris 0,025 M3 g
Glysine 0,192 M14,4 g
H2O800 ml
pH...8,3

Tambah H2O menjadi 1 liter

Analisis Isozym

Enzim Esterase

Running dilakukan pada 100 volt konstan(l 24 mA)
selam 2 jam. Gel selanjutnya direndam dalam larutan

pewarna:

100mpNa2HPO4,pH6     100 ml
a-Napthyl acetat    100 ml
P-Bapthyl acetat      50 mg
Fast gainet GBC    100 mg
Gel diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37C, sebelum
pembacaan pita yang terbentuk,

Enzym Acid Fosfatase

Prosedur preparasi contoh sama dengan untuk

enzym esterase. Running dilakukan pada 100 volt (26
mA) selama 5 jam. Gel selanjutnya direndam dalam
larutan pewarna:

Fast Garnet GBR Salt    100 mg
0,05 M Na-Asetat (pH 5,0)    100 ml

^an disimpan dalam kulkas. BPB sebanyak 10 1
mtambahkan ke dalam setiap sampel segera sebelum
loading. (4) Larutan gel akrilamid sebanyak 30 ml
dimasukkan ke dalam casting kaca vertikal dengan sisir
20 lubang. Gel dibiarkan selama 1 jam pada suhu kamar
sampai beku.  (5) Supernatan dari masing-masing

BAHAN DAN METODE

Pohon induk di sentra produksi manggis di Jawa
Barat, Jawa Tengah, Jawa Timur, dan Lombok Nusa
Tenggara Barat digunakan sebagai sumber sampel daun.
Analisis isozim dilakukan di laboratorium virologi
Instalasi Penelitian Tanaman Hias (Inlithi), Segunung,
Cipanas, Jawa Barat.

Pengambilan Sampel

Hasil penelitian pendahuluan menunjukkan bahwa
daun muda manggis menjelang dewasa merupakan
stadia terbaik untuk dianalisis dengan metode
elektroforesis. Untuk membandingkan ada tidaknya
keragaman pohon induk manggis di lapang, sampel
daun diambil sebanyak 3-5 helai dari pohon induk
manggis di beberapa sentra produksi manggis di Jawa
dan Lombok, yang sebagian di antaranya telah
dideskripsi. Sampel daun langsung disimpan dalam
cool-box bersuhu 4-60C hingga siap diproses. Daerah
pengambilan sampel daun manggis adalah:

(A)Kaligesing, Kabupaten Purworejo, Jawa Tengah

(B)Dampit, Kabupaten Malang, Jawa Timur

(C)Cipaku, Kabupaten Bogor, Jawa Barat
(D)Cikalong, Kabupaten Cianjur, Jawa Barat
(E)Narmada dan Lingsar, Lombok Barat

Preparasi Sampel

Ekstraksi sampel dilakukan melalui tahapan
berikut: (1) Daun muda manggis sebanyak 0,5 g di-
hancurkan dalam 1,5 ml penyangga ekstraksi dengan
menggunakan mortar porselen yang telah didinginkan
terlebih dahulu. Potongan daun direndam dalam
nitrogen cair untuk memudahkan penghancurannya.
Penggerusan dilakukan pada suhu 4-60C dalam lemari
pendingin. (2) Daun yang sudah hancur ditampung ke
dalam vial Evendorf dan disentrifus pada 10.000 rpm
selama 10 menit pada suhu 2-60C. (3) Supernatan

. (5001 per sampel) dimasukkan ke dalam evendorf lain
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Gambar 2. Skema zimogram enzim acid fosfatase pohon manggis dari beberapa daerah sentra produksi di Jawa dan Lombok.
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A1-A6 : Pohon manggis dari Kaligesing, Kabupaten Perworejo, Jawa Tengah.
B"  : Pohon manggis dari Dampit, Kabupaten Malang, Jawa Timur
C  : Pohon manggis dari Cipaku, Kabupaten Bogor, Jawa Barat
D : Pohon manggis dari Cikalong, Kabupaten Cianjur, Jawa Barat
El : Pohon manggis dari Narmada, Lombok Barat
E2  : Pohon manggis dari Lingsar, Lombok Barat

Gambar 1. Skema zimogram enzim esterase pohon induk manggis dari beberapa daerah sentra produksi di Jawa dan Lombok.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil analisis dengan elektroforesis menggunakan
enzim esterase, acid fosfatase, dan peroksidase disaji-
kan pada Gambar 1,2, dan 3. Semua sampel yang diuji
dengan enzim esterase ternyata memperlihatkan pola
zimogram yang sama, yaitu munculnya tiga garis
dengan Rf masing-masing sebesar 0,35; 0,65 dan 0,75.
Garis pertama berwarna kemerah-merahan dan dua

garis berikutnya berwarna coklat tua. Walaupun seca^^^-
umum warna yang terjadi lebih lemah dari pengujiar^
terdahulu tetapi batas-batas garis terlihat lebih jelas.
Penyangga ekstraksi mengandung beberapa bahan
tambahan seperti mercaptoetanol dan asam askorbat
dengan sukrosa sebagai pemberat.

Esterase pada manggis bersifat polimorfis dengan
dua losi, yaitu Est-1 untuk garis pertama (Rf 0,35)
berwarna kemerah-merahan (pewarna a-naphthyl

asetat). Dua garis berikutnya adalah Est-5 berwarna
coklat tua (pewarna P-naphthyl asetat). Berdasarkan
analisis esterase, tidak ada keragaman pada 13 sampel
yang diuji.

0,1 M MgC12        5 ml
1 % ( Napthyl acid fosfat        2 ml
(20 mg dilarutkan dalam 2 ml aseton). Gel inkubasi
selama 1 jam pada suhu 37C, sebelum pembacaanpita
yang terbentuk.

Enzim Peroksidase

Prosedur preparasi coiitoh sama dengan untuk enzim
esterase. Running dilakukan pada 100 voit (+26 mA)
selama 4 jam, gel selanjutnya direndam dalam larutan
pewarna:

3;amino-9ethyl carbazole 50 mg
(dilakukan dalam 5 ml dimethyl formamide)
0,1 M CaC12:2 ml
30% hidrogen peroksidase0,2 ml
0,05 M Na-asetat (pH 5,0) 95 ml
Gel diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37C, sebelum
pembacaan pita yang terbentuk.
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KESIMPULAN

Enzim peroksidase pada analisis isozim dapat

digunakan sebagai pembeda beberapa klon manggis
dari sentra produksi di Jawa dan Lombok. Berdasarkan

zimogram yang dihasilkan, pohon induk manggis yang
diuji dapat dikelompokkan menjadi minimal tiga klon.
Uji lebih lanjut dengan metode yang lebih akurat
(analisis DNA) perlu dilakukan untuk melengkapi hasil
yang telah didokumentasikan.

disi tanaman (Mansyah et al., 1992; 1993). Ollitrauet
(1990) menyatakan bahwa, pcnatsiran terhadap sistem
enzim pada isozim berkaitan dengan kondisi fisiologis
jaringan/organ yang digunakan, kccuali untuk esterase,

acid phosphatase, dan peroksidase yang dapat diatur
oleh t'aktor tisiologi. Oleh karena itu, diperlukan

pengujian genetik yang lebih akurat dengan metode
analisis DNA guna melcngkapi hasil identitikasi yang
telah dilakukan.

Hasil analisis enzim peroksidase menunjukkan
bahwa setelah 24 jam inkubasi pada suhu kamar
terbentuk warna coklat gelap dengan Rf =0,55.
Intensitas warna untuk masing-masing sampel adalah

sebagai berikut: (1) garis coklat halus pada pohon induk
Al, El, dan E2; (2) garis eoklat sedang pada pohon
induk A2, A8, dan D; dan (3) garis coklat kuat hanya
dijumpai pada pohon induk A7. Sampel dari pohon
induk manggis lainnya tidak memiliki garis. Hal ini
mengidentitikasikan bahwa pohon induk yang diuji
dengan isozim dapat dikelompokkan minimal menjadi
tiga klon.

Pohon induk manggis di Kaligesing dapat terdiri
dari minimal tiga varietas, scdangkan semua varietas

pohon induk di luar Kaligesing yang diuji ada di antara
delapan pohon induk manggis di Kaligesing. Hasil
analisis isozim pohon induk manggis Kaligesing yang
berhubungan dengan fenomena warna pupus (hijau
muda, merah, dan coklat) yang ditemukan di pescmaian,

bibit hasil penyambungan dan pohon produktit di sentra
produksi tersebut.perludikaji lebih lanjut. Pohon induk
manggis Dampit (Jawa Timur) mempunyai persamaan
dengan yang berasal dari Cikalong (Jawa Barat) dan
berbeda dengan tanaman yang berasal dari Lombok.

Pohon induk manggis yang berasal dari Narmada mau-

pun Lingsar, Kabupaten Lombok Barat, tidak berbeda.
Hal ini dapat dipahami karena berdasarkan riwayatnya
pohon induk manggis dari Lingsar merupakan pengcm-
bangan dari Narmada.

Zimogram glucose phosphate isomerasc (GPI)
^tanaman manggis koleksi Kebun Percobaan Aripan,

-^cdai Penelitian Tanaman Buah (Balitbu) Solok, yang
berasal dari beberapa daerah di Sumatera menunjukkan
pola yang sama (Anonymous dalam Rais et al., 1996).
Artinya, secaragenetis semua pohon manggis yang diuji
sama, sedangkan perbedaan yang ditemukan sebelum-

nya dapat disebabkan oleh t'aktor lingkungan dan kon-

Gambar 3. Skema zimogram enzim peroksidase pohon manggis dari bebarapa daerah senfra produksi di Jawa dan Lombok.
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