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ABSTRAK

Harumanis adalah varieti mangga yang sangat terkenal di Malaysia dan menjadi ikon negeri
Perlis, serta mendapat harga yang lebih tinggi di pasaran berbanding mangga lain. Fenomena
ini menyebabkan berlakunya penipuan dengan menggantikan mangga Harumanis dengan
varieti lain yang mempunyai morfologi hampir serupa. Tambahan pula, variasi fenotip untuk
varieti yang sama menyukarkan pengawalan kualiti buah. Kekurangan data genetik yang
menyeluruh menjadi masalah utama dalam pemilihan benih berkualiti. Teknologi genetik
molekul dan penanda DNA menawarkan penyelesaian berkesan kerana ia dapat membezakan
maklumat genetik tanpa dipengaruhi oleh faktor persekitaran. Ulasan ini dihasilkan melalui
kaedah kajian kepustakaan yang merujuk kepada kajian-kajian lepas berkenaan penggunaan
teknologi genetik molekul serta penanda DNA kloroplas, CDDP dan SSR terhadap mangga
Harumanis yang ditanam di Perlis. Produk PCR kloroplas berukuran 400 hingga 800 bp dengan
julat Kandungan Maklumat Polimorfisme (PIC) SSR dan CDDP antara 0.16 hingga 0.61
menunjukkan potensinya dalam analisis variasi genetik mangga. Dapatan ulasan ini penting
sebagai asas dalam merangka kajian susulan yang dapat memperbaiki kaedah pengenalpastian
dan pemilihan benih atau pokok induk, serta meningkatkan kualiti buah ini, khususnya di
Perlis.
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1.0 PENGENALAN

Mangga (Mangifera indica L.) merupakan buah tropika yang sangat digemari oleh
orang ramai, hanya boleh diperolehi pada musim tertentu berdasarkan kepada jenis varietinya.
Walau bagaimanapun, penanam mangga terpaksa berhadapan dengan beberapa cabaran,
antaranya pengurusan lepas tuai, perubahan iklim, serangan perosak dan penyakit, perbezaan
kandungan bahan kering semasa penuaian, kepelbagaian genetik dalam varieti, serta
kekurangan pengetahuan genetik yang sistematik (Kadam et al., 2022; Asare-Nuamah et al.,
2022; Trisnaningsih et al., 2022; Freitas et al., 2022; Begum et al., 2014; Yusuf et al., 2018a).
Harumanis adalah salah satu varieti mangga yang amat popular dan digemari ramai kerana
cirinya yang unik seperti kurang serat, aroma yang menyenangkan, dan rasa yang manis (Yusuf
et al., 2018a; Rosidah et al., 2010), iaitu tahap kemanisan buah apabila sesuai dimakan adalah
melebihi 16 % Brix.

Pokok Harumanis terkenal sebagai pokok yang sensitif kerana ianya memerlukan
musim kering yang panjang untuk meransang penghasilan bunga dan buah yang berkualiti,
sangat sesuai dengan cuaca di negeri Perlis. Mangga Harumanis telah menjadi salah satu
tanaman pilihan di Perlis untuk dikomersialkan pada skala besar, sekaligus menjadi sumber
pendapatan yang berpotensi dalam pembangunan ekonomi. Namun, bekalan yang terhad
berikutan sifatnya yang sensitif terhadap cuaca dan bermusim telah mendorong berlakunya
penipuan dalam penjualan dengan menggantikan Harumanis dengan varieti lain yang lebih
murah seperti Thong Dam dan Susu kerana mempunyai morfologi hampir serupa (Rahman et
al., 2024; Zakaria et al., 2018).

Variasi fenotip untuk varieti mangga yang sama telah menyukarkan pengenalpastian
sesuatu varieti tersebut (Begum et al., 2013). Selain pergantungan kepada morfologi,
kurangnya profil genetik turut menjadi cabaran dalam memilih baka yang berkualiti untuk
program pembiakbakaan. Profil genetik yang komprehensif diperlukan untuk proses pemilihan
baka yang unggul , dapat mengoptimumkan kualiti dan kuantiti buah yang dihasilkan serta
bertindak sebagai kaedah alternatif bagi pengenalan varieti.
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Profil genetik berdasarkan teknologi penanda DNA menawarkan kaedah yang berkesan
untuk menangani perkara ini. Penanda molekul DNA adalah jujukan DNA pada kedudukan
tertentu dalam kromosom yang digunakan untuk mengesan dan membezakan maklumat
genetik antara individu atau spesies, serta mempunyai kelebihan seperti bilangannya yang tidak
terhad, tidak terjejas oleh keadaan persekitaran, dan diwarisi secara mudah (Schulman, 2007;
Karihaloo, 2015). Hingga kini, perbandingan secara sistematik menggunakan penanda DNA
untuk membezakan antara varieti Harumanis dan bukan Harumanis masih belum mencukupi.

Ulasan ini akan memberi tumpuan kepada aplikasi teknologi genetik molekul dan
penanda DNA dalam usaha untuk mendapatkan maklumat genetik yang holistik bagi sampel
Harumanis di Perlis. Aplikasi penanda DNA adalah kaedah pemilihan genetik yang lebih
efisien dalam pembiakbakaan varieti Harumanis, mempercepatkan proses penghasilan pokok
berkualiti tinggi dan meningkatkan produktiviti serta kualiti hasil. Profil genetik Harumanis
yang lengkap penting dalam penghasilan cap jari DNA yang khusus bagi mangga Harumanis.

Ulasan ini juga diharap dapat menjadi bahan rujukan kepada pemegang taruh dalam
aspek aplikasi teknologi genetik molekul dan penanda DNA khususnya untuk Harumanis di
Perlis di samping berpontesi besar untuk aplikasi lain pada masa hadapan. Kajian ini menilai
literatur sedia ada berkaitan dengan penggunaan teknologi genetik molekul untuk tujuan
perbandingan genetik bagi populasi mangga Harumanis di Perlis dengan memberi fokus
kepada penanda DNA kloroplas, Polimorfisme Terbitan DNA Terpelihara (CDDP), dan
Ulangan Jujukan Ringkas (SSR). Kajian lanjutan turut dicadangkan bagi memurnikan
penemuan sedia ada serta melengkapkan data genetik yang masih terhad seterusnya berpotensi
mempengaruhi kaedah pemilihan benih Harumanis yang berkualiti dan unggul dalam usaha

untuk meningkatkan kualiti serta kuantiti buah.
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20 TEKNOLOGI GENETIK MOLEKUL DAN PENANDA DNA

Teknologi genetik molekul dan penanda DNA telah membawa perubahan besar dalam
industri pertanian apabila analisis dan manipulasi maklumat genetik dapat dilakukan secara
mendalam. Penanda molekul adalah serpihan DNA unik, yang boleh dikesan daripada
keseluruhan genom serta memainkan peranan penting dalam menandakan lokasi gen tertentu
serta mempunyai ciri pewarisan yang khusus. Gabungan pembangunan penanda molekul
dengan teknologi berkapasiti tinggi membolehkan kita memahami struktur genom tanaman
dengan lebih baik, meningkatkan kualiti dan kuantiti hasil tanaman, serta membangunkan
varieti yang lebih rintang penyakit dan perubahan iklim (Jayakumar & Pandey, 2024).

Inovasi dalam tindakbalas rantai polimerase (PCR) oleh Kary Mullis pada tahun 1983
telah memudahkan analisis variasi genetik dalam tumbuhan dengan membolehkan penciptaan
penanda DNA yang canggih dan mempunyai tahap kebolehulangan yang tinggi (Miah et al.,
2013). Penanda isozim biokimia dan DNA telah digunakan untuk menilai kepelbagaian
genetik, menyelidik struktur populasi, meneroka hubungan filogenetik, mengenal pasti
pelbagai kultivar, dan membina peta pautan genetik melibatkan pelbagai spesies tumbuhan
(Isshiki et al., 1992; Nongdam & Nirmala, 2007; Zarei & Erfani-Moghadam, 2021). Walau
bagaimanapun, penanda DNA secara amnya dianggap lebih berkesan dan menguntungkan
berbanding isozim kerana keabundannya, keupayaannya untuk menunjukkan pola pewarisan
dominan dan kodominan, serta penglibatan urutan yang diekspresikan dan tidak diekspresikan
yang spesifik kepada lokus gen masing-masing (Kumar et al., 2020).

Penggunaan penanda DNA berasaskan tindakbalas rantai polimerase (PCR) telah
menjadi kaedah rutin dalam analisis genomik tumbuhan. Teknik PCR membolehkan
penggandaan DNA bagi segmen tertentu genom dilakukan dengan menggunakan primer
oligonukleotida yang direka secara khusus. Proses PCR melibatkan beberapa langkah utama
laitu penyahasli, penyepuhlindapan dan pemanjangan yang dilakukan dalam mesin pengitar

terma. Ini diikuti dengan teknik elektroforesis gel dan penjujukan DNA untuk memisahkan
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dan menjujuk urutan nukleotida bagi segmen DNA yang terhasil dengan tepat. Polimorfisme
merujuk kepada variasi genetik antara individu dalam populasi yang biasanya disebabkan oleh
mutasi titik, perubahan struktur DNA seperti penyisipan, penghapusan, atau kesilapan yang

terjadi semasa proses replikasi DNA (Selvakumari et al., 2017).

Penanda molekul yang menunjukkan perbezaan genotip dikenali sebagai penanda
polimorfik, manakala penanda yang tidak membezakan genotip dipanggil monomorfik.
Penanda DNA yang ideal seharusnya meliputi seluruh genom, mudah diuji, kos efektif, boleh
digunakan dalam pelbagai ujian, bersifat kodominan dan polimorfik.

Acrtikel ini akan memberi tumpuan kepada kaedah identifikasi menggunakan penanda
DNA universal berdasarkan lokus kloroplas, penanda SSR dan penanda CDDP. Penanda DNA
kloroplas yang selalu digunakan adalah lokus trnL-F dan trnR-N, dalam mengkaji hubungan
filogenetik, variasi genetik serta identiti genetik varieti mangga, termasuk Harumanis. Penanda
SSR pula membezakan individu melalui variasi urutan berulang pendek, manakala penanda

CDDP mengenal pasti variasi dalam urutan DNA terpelihara.

3.0 PENANDA DNA UNIVERSAL BERDASARKAN LOKUS PADA KLOROPLAS
BAGI HARUMANIS DI PERLIS

Kloroplas memainkan peranan penting dalam fotosintesis, penetapan karbon, serta
dalam sintesis kaniji, asid lemak, dan asid amino bagi tumbuhan. Selain itu, kloroplas mengatur
tindak balas metabolik dan laluan pengeluaran tenaga untuk kelangsungan hidup dan
produktiviti tumbuhan. Purata kadar evolusi bagi DNA kloroplas adalah empat kali lebih
perlahan berbanding DNA nuklear dalam tumbuhan (Curtis & Clegg, 1984).

Kadar mutasi bagi kawasan salinan tunggal kecil (SSC) dan salinan tunggal besar
(LSC) kebiasaannya adalah lebih cepat berbanding dengan kawasan pengulangan terbalik (IR)
(Curtis & Clegg, 1984; De Las Rivas, Lozano, & Ortiz, 2002). Genom kloroplas telah banyak
digunakan dalam analisis filogenetik serta pembangunan penanda molekul bagi spesies
tumbuhan. Penanda molekul ini boleh mengesahkan dan mengenalpasti taksonomi tumbuhan.

Ini terbukti apabila gen matK dan rbcL pada genom kloroplas digunakan sebagai pengekodan
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DNA universal bagi tumbuhan (Dong et al., 2012). Jadual 1 menunjukkan maklumat berkaitan

aplikasi penanda DNA kloroplas yang pernah dijalankan bagi sampel Harumanis di Perlis.

Lokus trnL-trnF telah lama diiktiraf sebagai salah satu amplikon plastid universal yang
penting dalam kajian sistematik tumbuhan dan filogeografi (Hollingsworth et al., 2011;
Fazekas et al., 2008). Sejak 1990-an, lokus ini telah digunakan secara meluas kerana
potensinya dalam menyediakan data penting untuk kajian genetik molekul (Hollingsworth et
al., 2011; Fazekas et al., 2008). Lokus ini, yang terletak dalam kawasan salinan tunggal besar
genom Kloroplas, walaupun mempunyai kadar perubahan molekul yang perlahan, dianggap
berkesan sebagai penanda disebabkan oleh tapak-tapak terpelihara yang dimilikinya (Park et
al., 2017). Oleh itu, ia merupakan alat yang berguna dalam kajian taksonomi pada tahap yang
lebih tinggi (Kress & Erickson, 2008; Chase et al., 2007). Primer yang berkesan telah
dibangunkan untuk 19 spesies yang diuji, termasuk alga, bryofit, pteridofit, gimnosperma, dan
angiosperma (Taberlet et al., 1991).

Lokus trnR-trnN, yang disasarkan oleh penanda cpl104, terletak dalam pengulangan
terbalik (IR) genom kloroplas (Yang et al., 2015). Penanda ini berfungsi dengan berkesan
untuk membezakan antara monokot dan dikot. Sampel organisma monokot menghasilkan jalur
konsisten sepanjang 400 bp, manakala dikot menghasilkan jalur yang lebih besar daripada 400
bp. Polimorfisme panjang jalur yang diperhatikan menunjukkan bahawa lokus trnR-trnN
mungkin memainkan peranan penting dalam perkembangan berbeza antara kedua-dua
kumpulan ini, sekali gus menekankan kepentingannya dalam kajian perbezaan perkembangan
dalam genom kloroplas. Ujian terhadap 14 spesies berbeza (18 sampel) menunjukkan bahawa
penanda cp104 secara konsisten menghasilkan polimorfisme panjang jalur, serta mengesahkan
keberkesanannya untuk pengenalpastian spesies (Yang et al., 2015). Secara keseluruhan, lokus
trnR~trnN mempunyai potensi besar untuk diskriminasi varieti dan analisis filogenetik,

terutamanya dalam konteks pengelasan tumbuhan.

3.1 Identifikasi genetik bagi mangga Harumanis berdasarkan lokus trnL-F di Perlis
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Salah satu kajian awal yang pernah dilaporkan berkaitan identifikasi genetik mangga
Harumanis di negeri Perlis melibatkan urutan DNA kloroplas bagi lokus trnL-F (Rahman et
al., 2018). Objektif kajian ini adalah untuk mengamplifikasi dan menjujuk lokus trnL-F
mangga Harumanis dari Perlis serta dibandingkan dengan pengkalan data dalam GeneBank.
Sampel daun Harumanis digunakan untuk pengekstrakan DNA sebelum lokus trnL-F
diamplifikasikan menggunakan kaedah PCR (Rahman et al., 2018). Segmen DNA terhasil dari
PCR diuji menggunakan kaedah gel elektroforesis, ditulenkan serta diikuti dengan penjujukan

dan carian BLAST berdasarkan pengkalan data GeneBank.

Rajah 1 menunjukkan proses pengenalpastian mangga Harumanis di Perlis
menggunakan penanda DNA Kloroplas melalui prosedur asas seperti pengekstrakan DNA,
amplifikasi PCR dan analisis urutan DNA. PCR menggunakan primer trnL-F menghasilkan
jalur DNA tunggal berukuran antara 400 hingga 500 bp, yang bersesuaian dengan hasil kajian
terdahulu bagi spesies lain, Pergularia daemia dan Mangifera indica, L. var totupura
(Raghavamma et al., 2013; Sankar et al., 2011). Perbezaan kecil yang berlaku dalam saiz
produk PCR biasanya dipengaruhi oleh faktor varieti, lokasi dan memerlukan kajian lanjutan.

Produk PCR kemudian dijujuk dan dianalisis menggunakan Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) di Genbank, NCBI, dengan panjang urutan sekitar 390 bp, menyamai
dengan kajian terdahulu dalam organisma Pergularia daemia (390 bp) Raghavamma et al.,
2013) dan Mangifera dari Sumatera (313 bp) (Rahman et al., 2020). Analisis BLAST
menunjukkan bahawa sampel tersebut ialah Mangifera indica dengan persamaan 100%
terhadap urutan kloroplas trnL-F. Penemuan ini mengesahkan kesahihan kaedah
pengenalpastian genetik dan menyediakan asas penting untuk kajian lanjut variasi genetik
mangga Harumanis. la juga membuka peluang untuk meneroka kawasan lain dalam genom

bagi memahami variasi genetik Harumanis secara lebih mendalam.

112



Journal of Science and Management Research Vol. 15 Issue 1; April 2025
2600-738X

Pengekstrakan .ampel Daun *DNA diekstrak dari daun mangga Harumanis yang diperoleh
dari ladang di Peris.

*Kawasan sasaran DNA kloroplas (lokus tmL-F dan trR-N)
Ampilifikasi PCR diamplifikasikan menggunakan teknik PCR.

¢ Jalur DNA yang dihasilkan dianalisis menggunakan
elekiroforesis gel untuk memastikan ukuran yang diperoleh
adalah tepat.

*Produk PCR ditulenkan dan dijujuk untuk mendapatkan
urutan DNA

* Urutan DNA yang diperoleh dianalisis menggunakan alat
carian BLAST di GeneBank untuk mengenal pasti persamaan
dengan urutan kloroplas lain.

o o * Urutan DNA yang diperoleh dibandingkan dengan
Analisis In-Silico pangkalan data GeneBank untuk identifikasi varieti.

Rajah 1 Proses pengenalpastian mangga Harumanis di Perlis menggunakan penanda DNA

kloroplas melalui pengekstrakan DNA, amplifikasi PCR, dan analisis urutan DNA.
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Jadual 1 Analisis Lokus DNA trnL-F dan trnR-N dalam Mangga Harumanis

Kriteria Lokus trnL-F Lokus trnL-F Lokus trnR-N
(Rahman et al., 2018) (Rahman et al., 2020) (Rahman et al., 2020)
Fokus Kajian = Menganalisa lokus trnL-F  Menganalisa lokus trnL-F dari ~ Mengenal pasti penanda
sebagai kajian bagi pelbagai ladang, berdasarkan genetik dalam lokus trnR-N
pengecaman genetik di kajian oleh Rahman et al., 2018 untuk pembangunan
peringkat genus dan [30] untuk pengecaman genetik  pengecapjarian genetik
spesies bagi mangga bagi mangga Harumanis Harumanis
Harumanis
Sumber Daun pokok buah mangga Daun pokok buah mangga Daun pokok buah mangga
Sampel Harumanis dari ladang di  Harumanis yang dikumpulkan =~ Harumanis yang
Universiti Malaysia Perlis  dari lima ladang di Perlis: dikumpulkan dari lima
Chelong Balik Bukit, Paya ladang di Perlis: Chelong
Kelubi, Alor Ara Timur, Balik Bukit, Paya Kelubi,
Ladang Harumanis Santan, dan ~ Alor Ara Timur, Ladang
Sanglang Harumanis Santan, dan
Sanglang
Kaedah Kaedah pengekstrakan Kaedah pengekstrakan DNA Kaedah pengekstrakan DNA
Pengekstrakan DNA CTAB CTAB CTAB
DNA
Primer trnL-F3, trnL-F4 [30] trnL-F3, trnL-F4 [30, 34] cpl04-F, cp104-R [34, 29]
Digunakan
Saiz Produk 400-500 bp 400-500 bp 700-800 bp
PCR
Teknik Kaedah PCR dan analisis Kaedah PCR dan analisis Kaedah PCR, penjujukan
Analisais jujukan in silico jujukan in silico DNA, dan analisis jujukan
in silico menggunakan
BLAST
Keputusan Jujukan segmen trnL-F Jujukan segmen trnL-F Jujukan segmen trnR-N

menunjukkan 99%
identiti kepada Mangifera
indica dan kultivar yang
berkait rapat seperti
Tommy dan Arunika

menunjukkan 99% identiti
kepada Mangifera indica dan
kultivar yang berkait rapat
seperti Tommy dan Arunika

menunjukkan persamaan
dengan dua aksesi
Mangifera indica sahaja,
kurang informatif untuk
membezakan antara dua
varieti
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Kepentingan Boleh digunakan sebagai Boleh digunakan sebagai trnR-N berpotensi sebagai
pengecaman genetik pada  pengecaman genetik Mangifera calon kawasan untuk
peringkat genus dan indica dan varieti mangga yang pembangunan cap jari
spesies bagi Mangifera berkait rapat melalui DNA genetik Harumanis,
indica kloroplas, dengan sumber walaupun kurang informatif

sampel yang berbeza berbanding trnL-F

3.2 Identifikasi Genetik Susulan dalam Mangga Harumanis Berdasarkan Kawasan
DNA

trnL-F dan trnR-N bagi ladang berbeza di Perlis

Kajian mengenai penanda kloroplas juga telah dijalankan terhadap dua kawasan sasaran
jaitu trnL-F dan trnR-N ke atas sampel Harumanis dari beberapa ladang terpilih di Perlis.
Sampel yang terlibat adalah dari tiga kawasan di Perlis, iaitu Arau, Kangar, dan Padang Besar
merangkumi lima lokasi ladang terpilih. PCR digunakan untuk mengamplifikasi kawasan
sasaran, diikuti dengan penjujukan DNA serta analisis in-silico bagi kawasan trnL-F dan trnR-
N (Rahman et al., 2020). Urutan DNA yang diperoleh dibandingkan dengan GeneBank
menggunakan algoritma BLAST, dan urutan ini akan disimpan dalam GenBank, NCBI.

Kajian menunjukkan kualiti DNA yang terhasil adalah dalam keadaan baik apabila
dirawat dengan RNase. Produk amplifikasi PCR menggunakan primer trnR-N menghasilkan
jalur DNA dengan saiz antara 700 bp hingga 800 bp. Saiz ini bersamaan dengan kajian lain
yang dilaporkan terhadap Arachis hypogaea, Vigna radiata, Glycine max, dan Vigna
unguiculata menggunakan pasangan primer yang sama (Yang et al., 2015). Produk amplifikasi
PCR menggunakan primer trnL-F pula menunjukkan jalur dalam julat 400 bp hingga 500 bp,
dengan semua sampel menghasilkan jalur yang terang dan jelas. Kajian ini selaras dengan
kajian lain pada Pergularia daemia dan Mangifera indica yang turut menghasilkan saiz produk
PCR antara 350 bp hingga 550 bp (Rahman et al., 2018; Raghavamma et al., 2013; Sankar et
al., 2011). Semua urutan DNA dikenal pasti dengan carian BLAST berdasarkan pengkalan data
GenBank. Hasil carian BLAST menunjukkan bahawa urutan kawasan trnR-N dan trnL-F
sepadan dengan Mangifera indica dengan keserupaan urutan 99%. Selain itu, urutan trnL-F
juga sepadan 99% dengan beberapa varieti mangga khusus seperti Tommy dan Arunika. Walau
bagaimanapun, urutan trnR-N kurang informatif kerana hanya dua varieti mangga dikenal pasti
pada ketika itu (Rahman et al., 2020).
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40 MANGGA HARUMANIS DAN KAJIAN PENANDA DNA CDDP DAN SSR DI
PERLIS

Penanda molekul seperti CDDP (Polimorfisme Terbitan DNA Terpelihara) dan SSR
(Jujukan Ulangan Ringkas) boleh memainkan peranan penting dalam bidang pertanian moden.
Penanda CDDP memanfaatkan variasi genetik yang terpelihara untuk mengesan perbezaan
pada jujukan DNA, manakala penanda SSR digunakan untuk mengenal pasti polimorfisme di
kawasan jujukan berulangan pendek dalam genom. Penanda DNA berpotensi digunakan secara
berkesan dalam membezakan varieti tanaman, membantu dalam mengenal pasti ciri-ciri
genetik yang penting bagi peningkatan hasil dan kerintangan terhadap penyakit. Rajah 2
menunjukkan carta alir proses pengenalpastian dan analisis genetik mangga Harumanis
menggunakan penanda DNA CDDP dan SSR di Perlis. Carta alir ini merangkumi keseluruhan
proses, termasuk pengumpulan sampel daun mangga dari pelbagai lokasi, pemilihan dan
amplifikasi penanda DNA, analisis data genetik menggunakan kaedah UPGMA untuk
pembinaan dendrogram, serta interpretasi hasil bagi menilai kepelbagaian genetik dan

mengenal pasti alel unik dalam pelbagai varieti mangga.
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CDDP menggunakan primer untuk amplifikasi segmen DNA terpelihara,
membolehkan pengenalan polimorfisme dalam kawasan yang stabil, tetapi memerlukan
pengoptimuman kaedah PCR. Sebaliknya, SSR melibatkan amplifikasi kawasan yang
berjujukan ulangan pendek dapat memberikan maklumat mengenai variasi genetik dengan
resolusi yang tinggi dan sesuai untuk pelbagai spesies. Kedua-dua teknik ini berguna untuk
analisis variasi genetik, serta mempunyai kelebihan dan kekurangan masing-masing. Jadual 2

menunujukkan Analisis Penanda DNA SSR dan CDDP bagi Mangga Harumanis di Perlis.

Pengumpulan Sampel Pemilihan Penanda DNA
¢ Daun mangga diambil dari lokasi * CDDP: 6 primer untuk amplifikasi.
di Perlis dan Thailand (varieti: *SSR: 39 penanda berdasarkan
Harumanis, Thong Dam, Sala, kajian terdahulu.
Pedal Ayam).
Proses Amplifikasi (PCR) dan Analisis Jalur
Elekiroforesis Gel
*Kira jalur polimorfik, kekerapan
*Hasil amplifikasi PCR dinilai alel, heterozigositi. dan
berdasarkan saiz jalur yang kandungan maklumat polimorfik
terhasil melalui proses (PIC)
elekiroforesis gel.
Analisis Dendrogram Interpretasi Hasil
*Gunakan kaedah UPGMA untuk Jﬁ\ * Menilai kepelbagaian genetik
pembinaan dendrogram. ( \;» dan mengenal pasti alel unik
I (SSR)
4

* Menyimpulkan potensi penanda
DNA dalam membezakan varieti
mangga.

Rajah 2 Proses Pengenalpastian dan Analisis Genetik Mangga Harumanis Menggunakan
Penanda DNA CDDP dan SSR di Perlis.
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Jadual 2 Analisais Penanda DNA SSR dan CDDP bagi Mangga Harumanis di Perlis dengan
varieti yang bermorfologi hampir serupa.

Ciri Penanda DNA SSR Penanda DNA CDDP
(Yusuf et al., 2019) (Rahman et al., 2024)
Varieti Mangga yang Harumanis, Tong Dam, Sala, Harumanis, Tong Dam, Susu
Dikaji Pedal Ayam
Bilangan 39 penanda SSR, 17 dipilih 6 primer CDDP yang
Penanda/Primer untuk analisa lanjutan mensasarkan gen (WRKY, ERF,
MADS, KNOX)
Julat Kandungan 0.16 (MIAC 4) hingga 0.61 0.16 hingga 0.44 (WRKY-R1
Maklumat Polimorfisme (LMMA 10) menunjukkan tertinggi pada 0.44)
(PIC)

Bilangan Alel / Lokus 24 alel per lokus (purata 2.65  6-15 lokus per primer (purata 8

yang Dikesan alel/lokus) lokus per primer)

Polimorfisme Daripada 443 produk Primer WRKY-R1 menunjukkan
amplifikasi: 216 (48.76%) adalah 100% polimorfisme, primer lain
polimorfik, 224 monomorfik, dan polimorfik sederhana

3 amplifikasi unik
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Ciri Penanda DNA SSR Penanda DNA CDDP
(Yusuf et al., 2019) (Rahman et al., 2024)
Keberkesanan Berkesan untuk membezakan Berkesan, dengan primer
Pembezaan kultivar mangga, terutamanya WRKY-R1 menunjukkan 100%

dalam mengenal pasti Harumanis  polimorfisme, membezakan
menggunakan penanda SSR yang Harumanis, Tong Dam, dan Susu

sangat polimorfik seperti SSR 7 dengan jelas
dan LMMA 10
Kepelbagaian Dendrogram UPGMA Dendrogram UPGMA

Genetik/Pengelompokan  menunjukkan kumpulan yang membentuk empat kelompok,
jelas bagi Harumanis berbanding memisahkan Harumanis, Tong

Tong Dam, Sala, dan Pedal Dam, dan Susu dengan jelas
Ayam, menunjukkan berdasarkan data genetik
kemungkinan persamaan intra-
varieti

4.1  Analisis Penanda Ulangan Jujukan Ringkas (SSR) bagi Harumanis di Perlis

SSRs, atau mikrosatelit, merupakan penanda DNA yang terdiri daripada motif ulangan
pendek dengan variasi jumlah ulangan pada lokus tertentu (Coutinho et al., 2018). Penanda ini
menawarkan beberapa kelebihan termasuk kebolehulangan yang tinggi. SSR juga bersifat
polimorfik, membolehkan pengesanan variasi alel walaupun antara varieti yang berkait rapat.
Penanda ini adalah kodominan dan terdapat banyak di seluruh genom eukariot (Tautz et al.,
1989). SSRs telah berjaya digunakan dalam pelbagai aplikasi genetik termasuk menilai
kepelbagaian genetik dalam kultivar Chrysanthemum morifolium, pengesanan mutasi dalam
nenas, serta pemilihan dan pembiakan varieti baru (Feng et al., 2016; Feng et al., 2013; Yang
et al.,2018; Kimaro et al., 2020). Penanda ini juga digunakan untuk mengenal pasti genotip
spesies sitrus di Tunisia dan analisis kepelbagaian genetik spesies Lathyrus dan Lactuca indica
(Romdhane et al., 2016; Rahman et al., 2022; Oliya et al., 2018). Selain itu, kajian lepas juga
mendapati tahap polimorfisme alel yang tinggi dalam 353 akses Solanum tuberosum

menggunakan 25 penanda SSR (Bhardwaj et al., 2023). Namun, pembangunan penanda SSR
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adalah kompleks dan mahal serta memerlukan maklumat urutan untuk mereka set primer yang
spesifik.

Harumanis diuji menggunakan penanda Jujukan Ulangan Ringkas (SSR) untuk menilai
kepelbagaian genetik dengan sampel bukan Harumanis, termasuk mangga Thong Dam, Sala
dan Pedal Ayam dari lokasi yang berlainan (Rahman et al., 2024). Pengumpulan setiap sampel
daun mangga dilakukan di lokasi yang berbeza yang kebanyakannya di Perlis, Malaysia
(Chelong Balik Bukit, Paya Kelubi, Alor Ara Timur, Santan, Simpang Empat), serta di
Thailand (Pattani). Sebanyak 39 penanda SSR telah dipilih berdasarkan kajian terdahulu
(Begum et al., 2013; Viruel et al., 2005; Ravishankar et al., 2011; Shamili et al., 2012; Kumar
et al., 2013; Dillon et al., 2013; Tsai et al., 2013).

Data daripada kajian ini digunakan untuk mengira kekerapan alel utama (MAF), bilangan alel,
kepelbagaian genetik, heterozigositi jangkaan, heterozigositi, kandungan maklumat polimorfik
(PIC), dan pekali pembiakbakaan menggunakan perisian Power Marker versi 3.0 (Liu et al.,
2005). Kandungan maklumat polimorfik dikira berdasarkan formula Botstein et al. (1980).
Dendrogram yang telah dihasilkan adalah berdasarkan SSR menggunakan kaedah UPGMA
dengan 1000 bootstrapping menggunakan perisian PAST versi 3.23. Sebanyak 39 pasangan
primer SSR digunakan untuk saringan awal, dan hanya 17 primer terpilih untuk analisis
lanjutan. Primer yang tidak berkesan dikecualikan kerana kemungkinan disebabkan oleh
kehadiran intron, kurangnya kespesifikan primer, variasi motif pengulangan, atau kesilapan
pemasangan (Varshney et al., 2005). Penggunaan 17 primer telah menghasilkan 443 produk
amplifikasi dengan 216 (48.76%) adalah polimorfik, 224 monomorfik dan tiga amplifikasi
yang unik. Saiz produk PCR terhasil antara 100 hingga 650 bp dengan primer LMMA11
menghasilkan saiz terbesar manakala MiSHRS-18, SSR 8, dan MIAC-5 menghasilkan saiz
terkecil. Bilangan alel adalah di antara 2 hingga 4, dengan purata bilangan alel per primer
sebanyak 2.65. Tiga alel unik dikesan merangkumi varieti Pedal Ayam (PAl) yang
menunjukkan alel 300 bp pada lokus MMICIR008, Sala (SGS1) menghasilkan alel 160 bp dan
360 bp pada lokus SSR 8 dan LMMA 4. Alel unik ini berpotensi digunakan untuk membezakan
genotip Harumanis daripada Pedal Ayam dan Sala.

Frekuensi alel adalah antara 0.38 hingga 0.91, dengan purata 0.63. Manakala, Nilai
Kandungan Maklumat Polimorfik (PIC) adalah antara 0.16 hingga 0.61, yang menunjukkan
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tahap polimorfisme di setiap lokus. Heterozigositi yang diperhatikan (Ho) adalah antara 0.00
hingga 1.00, manakala heterozigositi jangkaan (He) tertinggi terdapat pada primer LMMA 10
(0.67), diikuti MIAC 5 (0.66) dan SSR 7 (0.62) (Yusuf et al., 2019). Analisis menunjukkan
persamaan genetik yang tinggi antara sampel Harumanis dengan kesemua sampel dan
dikelompokkan dalam satu kumpulan yang sama, manakala enam mangga bukan Harumanis
dikelompokkan dalam kumpulan yang lain. Hasil kajian ini menunjukkan bahawa penanda
SSR mampu untuk membezakan kultivar dan tidak hanya berdasarkan lokasi (Honsho et al.,
2005; Eiadthong et al., 1999). Perbezaan kumpulan ini mencadangkan bahawa kultivar yang
berbeza mempunyai komponen genom yang berbeza, manakala kumpulan Harumanis
menunjukkan komponen genom yang sama walaupun berasal dari pokok induk lain, kerana
aksesori tidak dibahagikan mengikut lokasi tetapi mengikut kultivar (Yusuf et al., 2019;
Begum et al., 2013). Analisis ini juga menunjukkan keupayaan 17 penanda SSR dalam

membezakan sampel Harumanis dengan sampel kawalan yang lain.

4.2 Analisis Penanda DNA Polimorfisme Terbitan DNA Terpelihara (CDDP) bagi
Harumanis di Perlis

Penanda CDDP diperoleh daripada gen tumbuhan yang telah dikaji secara menyeluruh
dan responsif terhadap tekanan biotik serta abiotik, serta proses perkembangan (Collard &
Mackill, 2009). Pendekatan ini menghasilkan penanda berfungsi yang berkait rapat dengan
fenotip tertentu. Penanda ini menunjukkan polimorfisme panjang dalam kawasan DNA
terpelihara, dengan lokasi penggandaan yang sama tetapi berbeza dalam taburan genom
(Bilcikova et al., 2021). Kajian menunjukkan kepelbagaian genetik dipengaruhi oleh jarak
geografi dan pertukaran gen antara kumpulan tumbuhan serta jantina di pelbagai persekitaran
(Haffar et al., 2022). Penanda CDDP telah berjaya digunakan untuk menilai kepelbagaian
genetik dalam pelbagai spesies tumbuhan, menyumbang kepada usaha pemulihan genetik,
pemuliharaan in-situ dan ex-situ, serta pengenalan kultivar (Poczai et al., 2013; Liu et al., 2020;
Amiteye, 2021). Kelebihan penanda ini termasuk kemudahan penggunaan, kos rendah, dan
polimorfisme yang kaya, yang boleh digunakan untuk menghasilkan penanda ciri yang

disasarkan (Jiang et al., 2015).
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Harumanis di Perlis turut diuji menggunakan penanda CDDP untuk menilai
polimorfisme genetik dan potensinya untuk membezakan mangga Harumanis dan bukan
Harumanis serta dua varieti mangga lain iaitu Susu dan Thong Dam (Rahman et al., 2024).
Enam primer CDDP digunakan untuk mengamplifikasi empat kawasan gen (WRKY, ERF,
MADS dan KNOX) bagi kesemua sampel mangga yang diuji. Kaedah PCR dan elektroforesis
gel dilaksanakan untuk mendapatkan corak jalur DNA bagi proses penilaian jalur dengan
menggunakan koefisien Jaccard. Selepas itu, dendrogram dibina berdasarkan Pengelompokan
Berpasangan Tanpa Wajaran dengan Purata Aritmetik (UPGMA). Parameter Kritikal primer
CDDP seperti bilangan jalur polimorfik dan kuasa penyelesaian (Rp) dikira berdasarkan kajian
terdahulu. Penanda CDDP menghasilkan sekitar 6 ke 15 lokus dengan purata 8 lokus bagi
setiap primer.

Peratusan polimorfisme tertinggi yang direkodkan ialah 100%, dihasilkan oleh primer
CDDP WRKY-R1, yang berperanan dalam tindak balas tekanan biotik dan abiotik serta terlibat
dalam proses perkembangan fisiologi (Jiang et al., 2015). Sebaliknya, primer CDDP MADS-1
mencatatkan peratusan polimorfisme yang paling rendah iaitu 66.67%. Gen MADS diketahui
terlibat dalam proses pembentukan bunga dan perkembangan awal buah (Elitzur et al., 2010).
Kesemua primer CDDP yang diuji menunjukkan potensi yang tinggi dalam penilaian

polimorfisme genetik untuk varieti mangga Harumanis, Thong Dam, dan Susu.

Peratusan polimorfisme kajian ini lebih tinggi berbanding beberapa kajian lain seperti Vitis
vinifera L. (11% hingga 33%) dan varieti gandum (Hamidi & Keshavarzi , 2014; Aljuaid et al.,
2022). Purata kandungan maklumat polimorfik (PIC) adalah 0.32 dengan nilai tertinggi oleh
primer WRKY-F1 (0.44) dan terendah oleh primer WRKY-R1 (0.25). Dapatan ini selari
dengan kajian polimorfisme genetik Quercus infectoria Oliv (Ahmed et al., 2022). Purata kuasa
penyelesaian (Rp) adalah 6.17 dengan primer WRKY-F1 mencatatkan nilai tertinggi dan
MADS-1 menghasilkan nilai terendah, menunjukkan keupayaan primer CDDP dalam
membezakan pelbagai genotip.

Matriks jarak yang dikira menggunakan koefisien Jaccard berdasarkan jalur yang
diperolen dengan penanda CDDP menunjukkan bahawa dendrogram UPGMA
mengelompokkan sampel kepada empat kumpulan utama yang menggambarkan kepelbagaian
dan hubungan antara sampel-sampel tersebut (Rahman et al., 2024). Kumpulan-kumpulan ini

kemudiannya dibahagikan kepada klad-klad tambahan. Semua varieti mangga yang digunakan
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dalam kajian ini membentuk kumpulan eksklusif masing-masing, tanpa sebarang kumpulan
yang mengandungi lebih daripada satu varieti yang dikaji. Kumpulan 1 dan Kumpulan 2
mengandungi sampel Harumanis. Kumpulan 3 dan Kumpulan 4 mengandungi sampel bukan
Harumanis, dengan Kumpulan 3 terdiri daripada sampel mangga Sala dan Kumpulan 4 terdiri
daripada sampel mangga Thong Dam. Kajian ini menunjukkan bahawa penanda CDDP boleh
digunakan dalam penentuan genotip mangga, analisis kepelbagaian genetik, serta menyediakan
asas yang kukuh untuk kajian lanjutan dalam pemilihan baka dan pembiakaan varieti mangga

yang lebih baik.

50 PENANDA DNA ALTERNATIF

Berikut adalah beberapa penanda DNA alternatif yang boleh dipertimbangkan untuk
kajian susulan, selain dari penanda DNA yang telah dibincangkan sebelumnya. Salah satu
penanda DNA yang sering digunakan ialah Amplifikasi Polimorfik Rawak (RAPD). Teknik
ini merupakan salah satu penanda generasi awal yang menggunakan primer pendek untuk
mengamplifikasikan serpihan DNA secara rawak, menjadikannya satu kaedah yang pantas dan
berpatutan untuk menilai kepelbagaian genetik dalam spesies tumbuhan (Williams et al., 1990;
Ruiz-Chutan et al., 2019; Moghadam et al., 2021). Sebagai contoh, kajian oleh Bibi et al.
(2015) menggunakan primer RAPD untuk menentukan varieti biji rami (linseed) serta
maklumat kepelbagaian genetik yang berkaitan. Namun begitu, penanda ini mempunyai
kebolehulangan yang rendah serta polimorfisme yang terhad, yang boleh menghalang
penggunaannya dalam pemilihan berasaskan penanda (Ben-Ari & Lavi, 2012). Walaupun
RAPD berguna untuk penilaian awal, penyelidik perlu berhati-hati dalam menginterpretasi

keputusan yang diperoleh.

Teknik Polimorfisme Panjang Serpihan Sekatan (RFLP) pula berfungsi dengan kaedah
memotong DNA menggunakan enzim sekatan menghasilkan serpihan dengan panjang yang
berbeza (Miller & Tanksley, 1990; Mondin et al., 2009). RFLP dikenali kerana memberikan
hasil yang konsisten serta menunjukkan pewarisan kodominan, yang memudahkan
perkongsian maklumat dan sangat berguna dalam pemetaan genom serta kajian genetik
tumbuhan (Mir et al., 2013; Cui et al., 1995; Maizura et al., 2006). Walau bagaimanapun,
keperluan untuk jumlah DNA yang besar dan masa pemprosesan yang panjang merupakan

kelemahan yang mungkin membataskan penggunaannya (Amom & Nongdam, 2017). Oleh itu,
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walaupun RFLP menyediakan data yang boleh dipercayai, namun terdapat limitasi dalam aspek
praktikal untuk aplikasi di lapangan.

Amplifikasi Polimorfisme Panjang Serpihan (AFLP), merupakan pilihan popular dalam
penyelidikan kepelbagaian genetik kerana sensitiviti dan kebolehulangannya yang tinggi (Vos
etal., 1995). Teknik ini tidak memerlukan pengetahuan mengenai urutan DNA yang mendalam
(Brugmans et al., 2003; Ganapathy et al., 2011), menjadikannya lebih fleksibel dalam
penggunaannya. Dalam kajian oleh Al-Nadabi et al. (2018), AFLP digunakan untuk
membezakan pelbagai kultivar sitrus, menunjukkan potensi yang tinggi dalam kajian varieti.
Namun, kompleksiti hasilnya boleh menyukarkan analisis yang jelas, memerlukan penyelidik
untuk mengaplikasikan metodologi analisis yang lebih teliti.

Polimorfisme Kotak CAAT (CBDP) memberi tumpuan kepada urutan kotak CAAT
dalam promotor tumbuhan, membantu dalam pengenalan kultivar dan pemetaan genetik (Singh
et al., 2014). Kaedah ini mudah dibangunkan dan menghasilkan profil yang konsisten dalam
penilaian kepelbagaian genetik (Tomar & Malik, 2016; Ahmed et al., 2021). Namun begitu,
CBDP mungkin menunjukkan kuasa diskriminasi yang rendah (Fabriki-Ourang & Karimi,
2019), yang boleh membataskan keupayaannya dalam aplikasi tertentu.

Penanda Amplifikasi Berkenaan Urutan (SRAP) mengamplifikasikan kawasan
pengekodan yang menunjukkan variasi ketara (Zhou & Zhang, 2011). Teknik ini
menjadikannya berguna untuk meneroka kepelbagaian genetik dalam tumbuhan (Zhou et al.,
2021; Zheng, et al., 2017). Walau bagaimanapun, hasilnya mungkin dipengaruhi oleh tekanan
pemilihan yang wujud (Robarts & Wolfe, 2014), memerlukan pemahaman mendalam
mengenai interaksi genetik dan persekitaran.

Penanda Sasaran Kod Permulaan (SCoT) mengambil pendekatan dengan memberi
tumpuan kepada kawasan terpelihara berhampiran kod permulaan, memberikan penilaian

kepelbagaian genetik yang boleh dipercayai (Collard & Mackill, 2009).

la digunakan untuk mengenal pasti kultivar mangga (Luo et al., 2010) dan untuk
menilai variasi dalam spesies lain (Zhang et al., 2015; Satya et al., 2015; Shavrukov et al.,
2016). Penanda DNA alternatif yang lain adalah Penanda Pengulangan Jujukan Antara-
Sederhana (ISSR). ISSR ialah teknik berasaskan PCR yang mengamplifikasi segmen DNA

antara kawasan mikrosatelit dengan menggunakan primer sepanjang 16—25 bp, membolehkan
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amplifikasi pelbagai lokus. Penanda ISSR ini mempunyai persamaan dengan RAPD tetapi
menawarkan kebolehulangan yang lebih tinggi kerana suhu penyambungan yang lebih tinggi.
Selain itu, analisis ISSR biasanya lebih kos efektif berbanding AFLP. Kaedah ini secara meluas
digunakan dalam kajian kepelbagaian genetik, filogenetik, pemetaan genetik, dan biologi

evolusi bagi pelbagai jenis spesies tumbuhan (Nurhasanah et al., 2023).

6.0 KESIMPULAN

Harumanis, sebagai buah yang sensitif kepada persekitaran, memerlukan musim kering
yang panjang untuk berbunga dan berbuah dengan baik, dan ini sangat sesuai dengan cuaca di
Perlis. Tanaman ini menjadi salah satu produk komersial yang telah membantu meningkatkan
penjanaan ekonomi di negeri Perlis, khususnya dalam kalangan para petani dan usahawan
kecil-kecilan. Terdapat kajian berkaitan morfologi dan genetik mangga Harumanis di negeri
Perlis yang telah dilaksanakan untuk memastikan kelestarian varieti ini (Yusuf et al., 20183;
Rahman et al., 2024; Rahman et al., 2018; Rahman et al., 2020; Yusuf et al., 2018b; Yusuf et
al., 2020). Kajian asas genetik molekul telah mengesahkan potensi penggunaan penanda DNA
kloroplas seperti trnL-F dan trnR-N, bersama penanda CDDP dan SSR, dalam menganalisis
dan membezakan genetik serta polimorfisme antara varieti Harumanis yang khusus di Perlis
dan varieti bukan Harumanis. Penanda DNA kloroplas memainkan peranan penting dalam
menentukan hubungan filogenetik dan struktur genetik tanaman. Penanda CDDP menawarkan
informasi mendalam mengenai polimorfisme genetik pada tahap yang lebih terperinci.
Teknologi SSR pula memberikan resolusi yang tinggi dalam mengesan variasi genetik antara
varieti yang berbeza dan juga dalam kalangan varieti yang sama. Maklumat yang diperolehi
daripada kajian-kajian ini adalah penting untuk pembangunan pencapjarian DNA Harumanis
serta menyediakan asas untuk identifikasi dan pengesanan varieti yang lebih tepat.

Walau bagaimanapun, masih terdapat beberapa kekurangan yang perlu ditangani.
Kajian ini hanya melibatkan beberapa penanda genetik tertentu, dan ia mungkin tidak

merungkai secara keseluruhan variasi genetik yang ada dalam varieti mangga.

Penemuan awal yang diperolen memerlukan kajian lanjutan yang melibatkan lebih
banyak penanda genetik dan populasi sampel yang lebih luas dari pelbagai lokasi geografi
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untuk mengesahkan ketepatan dan keberkesanan penanda dalam proses pembezaan varieti.
Selain itu, kajian terhadap interaksi genetik antara varieti dan bagaimana faktor persekitaran
mempengaruhi variasi genetik juga penting bagi memberikan gambaran yang lebih
komprehensif. Kajian susulan harus memberi tumpuan kepada pemurnian cap jari DNA
Harumanis khususnya di negeri Perlis dengan menggabungkan data genomik berskala besar,
serta mengaplikasikan alat diagnostik molekul yang lebih canggih untuk identifikasi varieti
yang lebih cepat dan tepat. Ini juga akan membuka ruang untuk penerokaan lebih mendalam
dalam penambahbaikan varieti, dengan matlamat meningkatkan daya tahan, kualiti, dan hasil

tanaman.
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