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Deteksi metilasi DNA genom Elaeis guineensis Jacq hasil
kultur jaringan dengan teknik Randomly Amplified
Fingerprint (RAF) DNA dan Reverse Phase HPLC (RP-HPLC)
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Summary

Embryo somatic (ES) abnormalities of oil
palm were probably caused by numbers and
location of DNA genom cytosin methylation.
Quantity of methylation could be determined
by  Reverse phase HPLC (RP-HPLC)
techniques, while location of DNA cytosin
methylation was detected by Random Amplified
Fingerprint DNA (RAF-DNA) technique. The
objective of this research was to determine
numbers and pattern of DNA cytosin
methylation of normal or abnormal ES and
normal ortet as a standard. DNA genomic of
samples were cut by Hpall and Mspl enzymes
at CCGG site, and amplified by RAF. Hpall
cut at "CCGG sequences, but if second C
were methylated the sequences can not be cut
by Hpall While Mspl will cut if internal of
cytosine was methylated (C"CGG). The results
showed that AB16, AE1l, AOI2 and API12
primers could detect the changes of
methylation site on normal ortet and abnormal
ES cotyledone. RP-HPLC analyses showed
that DNA cytosin methylation content between
ES globular and ES cotyledone, both normal
and abnormal and also normal plantlet and

ortet were unsignificantly different. DNA
methyl content was around 0.25 — 2.72 %.
Internal and fully methylation was found on
124 — 457 bp. Abnormal ES of MK638 clone
showed the hipomethylation pattern. It was
concluded that methylation cytosine content
was very low and it seems that DNA
methylation undirectly affects on process of
morphology abnormalities. Abnormalities of
ES globular and cotyledone might be caused by
the change of DNA genom sequences.

[Key words: Oil palm, DNA methylation,
embryo somatic - abnormality,
RAF-DNA, RP-HPLC]

Ringkasan

Abnormalitas pada embrio somatik (ES)
tanaman kelapa sawit diduga disebabkan oleh
kandungan serta lokasi terjadinya metilasi
sitosin DNA genom. Kandungan metilasi dapat
ditetapkan dengan teknik Reverse Phase HPLC
(RP-HPLC), sedang lokasi terjadinya metilasi
sitosin DNA genom ES dapat dideteksi dengan
teknik Random Amplified Fingerprint DNA
(RAF-DNA). Tujuan penelitian ini adalah
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untuk menetapkan pola metilasi sitosin DNA
genom ES kotiledon normal dan abnormal,
sebagai pembanding adalah ortet yang normal.
DNA genom contoh dipotong dengan enzim
Hpall dan Mspl yang mengenali situs CCGG,
selanjutnya diamplifikasi dengan RAF. Enzim
Hpall memotong sekuen "CCGG tetapi jika C
kedua mengalami metilasi sekuen tersebut
tidak terpotong. Mspl akan memotong apabila
sitosin internal termetilasi (C"CGG). Hasil
yang diperoleh menunjukkan bahwa terjadi
perubahan situs metilasi antara ortet normal
dan ES kotiledon abnormal. Perubahan situs
metilasi sitosin dapat dibedakan dengan primer
RAF, yaitu AB16, AE11, AO12 dan API2.
Hasil analisis RP-HPLC menunjukkan bahwa
perbedaan kandungan metilasi sitosin DNA ES
globular maupun kotiledon masing-masing
antara yang normal dan abnormal, serta antara
planlet dan ortet normal sangat kecil.
Kandungan metil sitosin berkisar antara 0,25 —
2,72 %. Tampak bahwa pada 124 - 457 pb
terjadi metilasi internal, eksternal maupun
metilasi penuh. Pada ES abnormal klon
MK638 menunjukkan terjadi hipometilasi
sitosin. Perbedaan kandungan metilasi sitosin
yang sangat kecil diduga tidak berpengaruh
langsung  terhadap proses abnormalitas.
Abnormalitas yang terjadi pada ES globular
dan kotiledon kemungkinan akibat terjadinya
perubahan sekuens DNA genom.

Pendahuluan

Abnormalitas ~ pembuahan  pada
tanaman kelapa sawit asal kultur jaringan
dikenal dengan istilah mantel, yaitu
mesokarp tidak berkembang dan dapat
juga terjadi bunga jantan steril (Corley
et al., 1986). Abnormalitas terjadi pada
rata-rata 5-10 % dari populasi bibit asal
kultur jaringan (Jaligot et al., 2000), dan
bersifat epigenetik (Tregear et al., 2002).
Abnormalitas yang terjadi pada bibit
klonal kelapa sawit tersebut diduga
berhubungan erat dengan perubahan pola
metilasi DNA selama dalam kultur

(Phillips et al., 1990; Jaligot et al., 2000).
Matthes et al. (2001) menyatakan adanya
korelasi yang nyata antara hipometilasi
dengan pembungaan mantel pada bibit
kelapa sawit asal kultur jaringan. Menurut
Kaepller et al. (2000) adanya hubungan
antara hipermetilasi dari residu sitosin
DNA dalam gen atau promoter gen yang
menekan ekspresi gen. Grandbastein
(1998) mengemukakan bahwa akibat ter-
jadinya metilasi secara konsisten menye-
babkan adanya abnormalitas pembungaan
tanaman kelapa sawit setelah beberapa
tahun di lapang.

Berbagai analisis digunakan untuk
mengungkapkan kejadian abnormalitas
bunga dan buah kelapa sawit yang berasal
dari kultur jaringan. Studi ploidi (Rival
et al., 2004) dan transposon (Kubis et al.,
2003) menunjukkan bahwa tidak ada
hubungan abnormalitas buah bersayap
dengan perbedaan ploidi dan aktivitas
transposon, tetapi berhubungan dengan
perubahan pola metilasi DNA.

Bentuk metilasi DNA genom yang
umum adalah metilasi pada basa sitosin
yang dikatalisis oleh enzim metiltrans-
ferase dengan menambahkan gugus metil
ke basa sitosin (Martienssen & Colot,
2001). Metilasi DNA pada tanaman
diimplikasikan pada pengaturan ekspresi
gen, yaitu berpengaruh langsung terhadap
transkripsi DNA  atau tidak langsung
melalui  perubahan struktur kromatin
(Antequera & Bird, 1988; Adams, 1990).
Kaliz & Purugganan (2004) melaporkan
bahwa ada dua tipe utama metilasi yang
dihubungkan dengan perubahan epi-
genetik, yaitu metilasi DNA dan Histon.
Gardner et al. (1991) melaporkan bahwa
pada eukariot metilasi yang tinggi
mengakibatkan rendahnya ekspresi gen
atau sebaliknya. Davey et al. (1997)
berpendapat bahwa regulasi ekspresi gen
tejadi  melalui  perubahan  struktur
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kromatin lokal. Metilasi dan demetilasi
sitosin pada daerah promotor merupakan
mekanisme yang penting meregulasi
ekspresi gen pada sel dan jaringan spesifik
(Boyes & Bird ,1991).

Fraga & Esteller (2002) menyatakan
bahwa metilasi sitosin pada posisi lima
dari cincin pirimidin merupakan epi-
genetik yang sangat penting pada
tanaman, metil sitosin umumnya ditemu-
kan pada sitosin yang terikat pada basa
guanin dengan sekuens trinukleotida
(C,N,G).  Ehrlich & Ehrlich  (1998)
mengemukakan bahwa adanya lima
metilsitosin pada promoter gen spesifik
akan mengubah pelekatan faktor transkrip-
sional dan protein lainnya pada DNA. Di
samping itu dapat juga terjadi penarikan
metil-DNA-binding protein dan histon
deasetilase yang akan mengubah struktur
kromatin di sekitar daerah awal trasnkripsi
pada gen. Kedua mekanisme tersebut
memblok transkripsi dan menyebabkan
gen silencing. Wolffe et al. (1999)
menyatakan bahwa residu metilasi C
dalam DNA genomik memegang peranan
dalam regulasi ekspresi gen.

Menurut Lewin (1997) enzim Hpall
memotong sekuen CCGG tetapi apabila C
keduanya mengalami metilasi, sekuen
tersebut tidak terpotong. Mspl tidak
memotong apabila C eksternal termetilasi
("CCGQG) tetapi akan memotong apabila
sitosin internal termetilasi (C"CGG)
(McClelland ef al., 1994). Matthes et al.
(2001) membuktikan penurunan metilasi
diperoleh pada situs CCGG. Sekuen
CCGG ini berhubungan dengan ekspresi
gen karena ditemui juga pada daerah
promotor, yaitu pada GC boks. Metilasi
DNA dapat menghambat transkripsi
secara langsung dengan menghalangi
penempelan  faktor  transkripsi ke
promotor. Ng & Bird (1999) menge-
mukakan pembentukan struktur kromatin

pada tempat yang termetilasi merupakan
penyebab tidak aktifnya transkripsi.
Beberapa teknik digunakan untuk
mempelajari keberadaan atau lokasi ter-
jadinya metil sitosin dalam genom, salah
satunya  dengan teknik = Randomly
Amplified Fingerprinting (RAF) DNA,
yaitu teknik yang mengkombinasikan
antara teknik RFLP dan cDNA Ampli-

fication Fingerprinting (DAF). Dalam

teknik RAF, pada tahap awal DNA
genom dipotong dengan enzim kemudian
diamplifikasi menggunakan teknik RAF.
Sedang tingkat metil sitosin dalam DNA
genom dapat diukur dengan Reverese
Phase High Performance Liquid Chroma-
tography (RP-HPLC) atau dengan sistem
enzim maupun kimiawi (Fraga et al,
2002). Matthes et al. (2001) membuktikan
penurunan metilasi diperoleh pada situs
CCGG.

Penelitian ini bertujuan untuk me-
netapkan kuantitas metilasi DNA sitosin
dan posisi terjadinya metilasi dihubungkan
dengan abnormalitas pada ortet, embrio
somatik serta planlet, masing-masing
menggunakan teknik RP-HPLC dan
teknik RAF.

Bahan dan Metode

Bahan tanam yang digunakan dalam
percobaan ini adalah ES fase globular dan
kotiledon, sedang planlet dan ortet
digunakan sebagai pembanding. Masing-
masing sampel dari klon MK 638 yang
memiliki morfologi normal dan abnormal.
Penetapan bentuk normal dan abnormal
berdasarkan Sianipar ez al. (2007). DNA
contoh diisolasi menggunakan metode
Orozco-Castillo et al. (1994) dengan
memodifikasi beberapa komponen dalam
proses awal ekstrasi DNA. Uji kualitas
dan penetapan kuantitas DNA dilakukan
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dengan metode elektroforesis gel agarose
menurut Sambrook et al. (1989).

Deteksi situs metilasi DNA dengan teknik
RAF-sensitif metilasi

Deteksi situs metilasi sitosin DNA
yang digunakan berdasarkan protokol
RAF menurut Waldron et al. (2002) yang
dimodifikasi, khususnya pemotongan
DNA genom yang diuji dengan enzim
sensitif metilasi DNA. Sebanyak 0,5 pg
DNA genom yang diuji dipotong dengan
5 U Hpall dan 5 U Mspl, dalam 5 pL
bufer Tango 10 X yang mengandung
10 mM Tris-Asam asetat pH 7,4; 10 mM
Magnesium asetat; 66 mM Potasium
asetat; dan 0,1 mg/mL BSA diinkubasi
pada suhu 37°C selama dua jam. Hasil
pemotongan enzim difraksinasi dengan
elektroforesis 1,4 % gel agarose dalam
bufer 1 x TAE, dan diberi pewarnaan
0,5 ug/mL etidium bromida. DNA yang
telah dipotong dengan enzim Hpall dan
Mspl diencerkan 10 kali dengan bufer TE
kemudian disimpan di lemari pendingin
untuk  digunakan dalam percobaan
selanjutnya.

Teknik RAF-sensitif metilasi

Amplifikasi DNA dengan PCR
dilakukan berdasarkan metode Waldron
et al. (2002) menggunakan empat primer
RAF 10-mer. Sebelum melakukan PCR
dibuat campuran utama (master mix) lalu
di masukkan ke dalam Eppendorf 0,5 mL.
Selanjutnya sebanyak 5 pL (10ng/uL)
DNA dari masing-masing contoh yang
divji dimasukkan ke dalam Eppendorf
0,2 mL steril, kemudian ditambahkan
15 pb  campuran utama dan disentri-
fugasi dengan kecepatan 5000 rpm
selama lima menit.

Amplifikasi DNA yang telah dipotong
dengan enzim Mspl atau Hpall dilakukan
menggunakan primer 10-mer oligonuk-
leotida yang sudah dilabel dengan FAM
(6- karboksi fluoresein). Reaksi amplifi-
kasi dilakukan menggunakan alat Thermal
cycler Gene PCR (ABI 9700) dengan
siklus termal sebanyak 30 kali dengan
tahapan sebagai berikut : denaturasi lima
menit pada suhu 94°C kemudian setengah
menit pada suhu 94°C; penempelan satu
menit pada suhu 57°C, satu menit pada
suhu 56°C, satu menit pada suhu 55°C,
satu menit suhu 54°C, satu menit 53°C
dan waktu ekstensi (tahap ramping) lima
menit pada suhu tetap 72°C. Hasil PCR
diencerkan sebanyak 10 kali dengan TE
bufer dan disimpan pada suhu -20 °C.

Fragmentasi DNA hasil amplifikasi
dilakukan dengan elektroforesis meng-
gunakan 2 pL sampel ditambah dengan
0,2 uL Gene Scan™ -500 LIZ dan 7,8uL
HiDi pewarna formamid. Campuran
didenaturasi pada suhu 95° C selama lima
menit dan didinginkan dalam es selama 10
menit. Campuran kemudian dimasukkan
ke dalam kapiler yang panjangnya 50 cm
pada alat 3130 DNA Analyser (Applied
Biosystems) selama 32 menit untuk empat
contoh. Data berupa fragmen RAF-sensitif
metilasi adalah dalam bentuk elektro-
ferogram, yang disimpan menggunakan
software ABI 3130.

Kuantifikasi metilasi sitosin dengan RP-
HPLC

DNA genom diisolasi dari 0,5 g
bahan tanam yang diuji menurut metode
Orozco-Castillo et al. (1994). Tingkat
metilasi absolut diukur dengan teknik RP-
HPLC dengan metode enzimatik menurut
Kubis et al. (2003). Sebanyak 1-10 pg
DNA yang diuji diencerkan dalam air,
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selanjutnya dipanaskan selama dua menit
dalam air mendidih dan segera didingin-
kan dalam es. Sebanyak 5 uL 10 mM
ZnSO4 dan 10 pL nuklease S1 (1U/uL
dalam 30 mM Sodium asetat pH 5,4)
ditambahkan kemasing-masing sampel
dan campuran kemudian diinkubasi pada
37° C selama 16 jam. Sebanyak 10 pL
dari 0,5 M Tris pH 8,3 dan 10 pL alkalin
fosfatase (Sigma, 100 U/mL dalam 2,5 M
amonium sulfat) dan campuran diinkubasi
pada suhu 37° C selama dua jam, dan
disentrifugasi untuk membuang protein.
Sebanyak 20 pL sampel DNA yang
diuji disuntikkan ke dalam suatu kolom
superkoil LC-18S (150 mm x 4,6 mm,
Supelco) dan dipisahkan dengan alat
Waters otomatis HPLC. Elusi dilakukan
dalam fase mobil pada 0,05 M NH, H,
PO,, 8% metanol pH 4,2 dengan
kecepatan aliran 1 mL/menit pada suhu
ruang. Identifikasi puncak nukleosida
spesifik yang diperoleh  dibandingkan
dengan sampel standar sitidin, 5-metil-
sitidin dan campuran uji nukleosida.
Pengujian dilakukan secara duplo. Basa
nukleotida dideteksi pada 254 nm, sedang
presentase S-metilsitidin (SmC) dihitung
dengan rumus (5 mC/[5mC + C] x 100.

Hasil dan Pembahasan

Deteksi  situs metilasi  sitosin dengan
teknik RAF

Hasil RAF yang diperoleh meng-
hasilkan fragmen DNA yang polimorfis
dalam bentuk elektroferogram (Gambar
1). Pola metilasi yang diperoleh setelah
pemotongan Mspl dan Hpall dari ortet
normal dan ES kotiledon abnormal
menghasilkan tiga kelas fragmen, yaitu
terjadinya metilasi penuh (fully-metilated),
etilasi internal (hemimetilated) dan
metilasi eksternal.

Dari enam primer yang diuji ternyata
hanya primer AB-16, AE - 11, AO-12 dan
AP-20 yang dapat mengamplifikasi DNA
contoh setelah dipotong dengan enzim
Mspl dan Hpa II. Amplifikasi DNA
genom ES kotiledon normal menggunakan
primer AB-16 menunjukkan bahwa terjadi
metilasi sitosin pada lokasi sekitar 124 pb
sampai 385 pb. Namun, pada ES kotiledon
abnormal di lokasi yang sama (124 pb)
tidak ditemukan metilasi sitosin terme-
tilasi. Hal ini berarti terjadi perubahan
sekuens basa DNA sehingga DNA genom
ES kotiledon normal sebagai cetakan tidak
komplemen dengan basa-basa nukleotida
primer AB-16.

Hasil elektroforegram menunjukkan
bahwa pada ortet normal terjadi metilasi
penuh ("C™CGG) yang terdapat di lokasi
sekitar 124 pb (Tabel 1 & Gambar 1).
Tampak bahwa pola metilasi yang terjadi
pada ortet normal dan ES kotiledon
abnormal adalah berbeda. Pada ortet
normal situs metilasi sitosin terdapat di
sekitar 124 pb dan 378 pb, sedangkan
pada ES kotiledon abnormal dilokasi
sekitar 138 pb, 375 pb dan 385 pb. Pada
ES kotiledon abnormal terjadi metilasi
eksternal pada sekitar 375 pb dan 385 pb,
serta metilasi penuh di situs 138 pb (Tabel
1 & Gambar 1).

Menurut McCleland et al. (1994) dan
Belluci et al. (2002) enzim Mspl hanya
memotong C™CGG, tetapi tidak me-
motong pada *"CCGG. Oleh sebab itu
metilasi  internal  terdeteksi  dengan
pemotongan enzim Mspl yang tidak dapat
memotong pada sitosin, karena sitosin
termetilasi (C’™CGG). Hasil RAF dari
DNA ortet normal dengan primer AE-
11(5’-AAGACCGGGA-3’) menunjukkan
bahwa terjadi metilasi secara penuh pada
168 pb, sedangkan pada 446 pb dan 457
pb terjadi metilasi internal. Pada ES
kotiledon abnormal terjadi mutasi titik
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pada 168 pb dan 446 pb, dan metilasi
internal pada 457 pb. Tampak bahwa baik
pada ortet normal maupun ES kotiledon

lokasi sekitar 195 pb dan 290 pb. Pada ES
kotiledon abnormal terjadi mutasi titik
pada lokasi 195 pb dan 290 pb (Tabel 1 &

abnormal  terjadi metilasi internal di Gambar 1). Hal ini berarti primer AO 12
lokasi sekitar 457 pb (Tabel 1 & Gambar komplemen dengan DNA tanaman
1). normal, sedangkan pada ES kotiledon

Hasil amplifikasi DNA genom tanpa
dan dengan pemotongan enzim meng-
gunakan primer AO-12 (5’-TCCCGG
TCTC-3’), menunjukkan bahwa pada
ortet normal terjadi metilasi penuh pada

abnormal tidak komplemen. Hasil yang
diperoleh kemungkinan disebabkan ada-
nya perubahan satu basa dalam sekuens
DNA genom ES abnormal, yang disebut
sebagai mutasi titik.
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Gambar 1. Deteksi fluoresen teknik RAF dengan primer AB-16 (5’-CCCGGATGGT-3’) yang dilabel
gan p yang
dengan FAM (6-carboxy-fluorecein) pada tanaman kelapa sawit klon MK638. ( R1-EG)
ortet normal. (R1-2K-) kotiledon abnormal, (HR1-EG) ortet normal dipotong dengan Hpa
II, (HR1-2K-) ES kotiledon abnormal dipotong dengan Hpa II, (MR1-EG) ortet normal
dipotong dengan Msp I, (MR1-2K-) ES kotiledon abnormal dipotong dengan Msp 1.
P
Figure 1. RAF fluorescense detection with AB-16 (5’-CCCGGATGGT-3’) primer labeled with FAM

(6-carboxy-fluorecein) of oil palm MK 638 clone. ( RI-EG) normal ortet. (RI-2K-)
abnormal cotyledone, (HRI-EG) normal ortet cut by Hpa 11, (HRI-2K-) abnormal ES
cotyledone cut by Hpall, (MRI-EG) normal ortet cut by Msp 1, (MR1-2K-) abnormal ES
cotyledone cut by Msp L
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Tabel 1. Hasil deteksi lokasi metilasi sitosin DNA genom dengan metode RAF pada klon MK 638.
Table 1. Location detection of DNA genom methylated cytosine by RAF technique of MK 638 clone.

Primer AB-16 Contoh  Utuh Dipotong dengan Keterangan
(5’-CCCGGATGGT-3’) Sample  Full Cut by Explanation
Hpall Mspl
Band (pb) EG + + + Metilasi penuh (Fully methylation) "C"CGG
124 2K- - - - Mutasi titik (Point mutation)
138 EG - - - Primer tidak komplemen (Uncomplemented primer)
Metilasi penuh (Fully methylation) "C"CGG
2K- + + + Mutasi titik (Point mutation)
375 EG - - - Tidak ada homologi (Non homology)
2K- + + - Mutasi titik dan metilasi eksternal (Point and
eksternal methylation) "CCGG
378 EG + + + Metlasi penuh (Fully methylation) "C*"CGG
2K- - - - Mutasi titik (Point mutation)
385 EG - - - Primer tidak komplemen (Uncomplemented primer )
2K- + + - Mutasi titik dan metilasi eksternal
(Point mutation and external methylation)
Metilasi penuh (Fully methylation) "CCGG
Primer AE-11
(5’-AAGACCGGGA-3")
Band (pb) EG + + + Metilasi penuh (Full methylation) "C"CGG
168 2K- - - - Mutasi titik (Point methylation)
446 EG + + - Metilasi eksternal (External methylation) "CCGG
2K- - - - Mutasi titik (Point mutation)
457 EG + - + Metilasi internal (Internal mutation)
2K- + - + Metilasi internal (Internal methylation)
Primer AO-12
(5’-TCCCGGTCTC-3")
Band (pb) EG + + + Metilasi penuh (Fullmethylation)
195 2K- - - - Mutasi titik (Point mutation)
290 EG + + + Metilasi penuh (Full methylation) "C"CGG
2K- - - - Mutasi titik (Point mutation)
Primer AP-20
(5’-CCCGGATACA-3’)
Band (pb) EG - - - Tidak ada homologi (Nonhomology)
235 2K- + + - Metilasi eksternal dan mutasi titik (External

methylation and point mutation) "CCGG

Keterangan : EG (ortet normal), 2K- (ES kotiledon abnormal), ada fragmen (+), tidak ada fragmen (-)
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DNA genom ES kotiledon abnormal yang
dipotong dengan enzim Hpall dan Mspl
kemudian diamplifikasi dengan primer
AO-11, menunjukkan tidak kom-plemen
sechingga tidak terdeteksi terjadi- nya
metilasi. Namur demikian, terjadi mutasi
titik pada lokasi 195 pb dan 290 pb.
Amplifikasi DNA genom ES abnormal
dengan primer AP-20 (5’-CCGGATACA-
3’) memberikan hasil bahwa terjadi
metilasi eksternal dan mutasi titik pada
lokasi sekitar 235 pb (Tabel 1).

Penggunaan Mspl dan Hpall sebagai
enzim pemotong DNA genom dengan
tujuan untuk mendeteksi lokasi terjadinya
metilasi sitosin sudah digunakan pada
beberapa tanaman, yaitu padi, apel,
arabidopsis dan Pisum. Metode ini telah
digunakan untuk mengetahui metilasi CpG
dengan menggunakan enzim pengenal
pada situs CCGG, yaitu pada genom padi
(Xiong et al., 1999), karakterisasi per-
ubahan metilasi yang berkaitan dengan
mikropropagasi Apel (Xu et al., 2004),
dan variasi somaklonal kelapa sawit
(Matthes et al., 2001).

Empat dari enam primer yang diuji,
yaitu AB-16 , AE-11, AO-12 dan AP-20
dapat mendeteksi terjadinya metilasi
internal, metilasi eksternal, dan metilasi
penuh pada DNA genom ES kotiledon
abnormal dan ortet normal. Bird (1996)
menyatakan bahwa metilasi DNA terjadi
pada tempat spesifik genom eukariot
termetilasi adalah tidak seragam. Hanya
daerah spesifik yang termetilasi, sedang-
kan domain lain yang tersisa tidak
termetilasi. Sebagian besar kelompok
metil ditemukan pada CG. DNA eukariot
tingkat tinggi, termetilasi pada C dari
beberapa sitosin. Shapiro (1976) dan
Matassi et al. (1992) melaporkan bahwa
proporsi sitosin yang termodifikasi dengan

metilsitosin(5-mC) lebih dari 30 % pada
beberapa spesies tanaman.

Abnormalitas ES kotiledon yang
terjadi dalam penelitian perbanyakan
tanaman kelapa sawit melalui kultur
jaringan, diduga disebabkan variasi
somaklonal selama dalam kultur. Larkin
& Scowcroft (1981) menyebutkan variasi
pada tanaman yang diregenerasi secara in
vitro sebagai variasi somaklonal. Menurut
Leroy & Branchard (2000) perubahan
kromosom terjadi dengan frekuensi yang
tinggi pada tahap awal atau kultur sel cair,
adalah sebagai penyebab abnormalitas.
Chen et al. (1988) dan Miura et al. (2001)
menyatakan bahwa abnormalitas fenotipik
dapat disebabkan oleh akumulasi mutasi.
Menurut Kakutani et al. (1996) hipo-
metilasi DNA dapat meningkatkan laju
mutasi karena terjadi transposisi elemen
atau  peningkatan laju  rekombinasi
penyusunan genom kembali.

Van Harten (1998) dan Hershkovitz
et al. (1990) menyatakan ketidakaturan
mitotik berperan dalam ketidakstabilan
kromosom, terjadi amplifikasi gen atau
delesi dan inaktif gen atau aktif kembali
gen-gen silent. Beberapa aktivitas gen
tanaman muncul berhubungan dengan
metilasi sedangkan gen-gen lain tidak
mengalami-nya, sehingga dikatakan ada
regulasi perubahan gen melalui perubahan
metilasi in vitro Transposisi dan pindah
silang disebutkan juga sebagai faktor
penyebab. Menurut Pesche & Phillips
(1992) beberapa tipe utama variasi genetik
terjadi karena (1) aktivasi elemen tran-
sposon, (2) aberasi kromosom, dan (3)
perubahan metilasi.

Pada tanaman tingkat tinggi 5m-C
ditemukan pada beberapa sekuens genom
nuklear, yang lebih sering ditemukan pada
dinukleotida CG dan trinukleotida CNG.
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Metilasi sitosin pada nukleotida CG dan
CNG ditemukan sepanjang kromosom dan

bertindak meregulasi ekspresi gen yang
terjadi, pada level gen atau secara
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regional yang mempengaruhi daerah kro-
mosom. Fungsi metilasi regional adalah
untuk menginaktifkan heterokromatin dan
elemen pada atau dekat heterokromatin
yang menyebabkan frekuensi metilasi
pada daerah kromatin lebih besar (Bird,
1986). Struktur heterokromatin memper-
lambat transkripsi, sedangkan struktur
eukromatin mengaktivasi gen (Richards &
Elgin, 2000). Beberapa pendapat menyata-
kan bahwa regulasi gen terjadi melalui
perubahan struktur kromatin lokal (Davey
etal., 1997).

Dapat disimpulkan bahwa pada ortet
normal primer AB-16, AE-11, dan AO-12
sedangkan pada ES kotiledon abnormal
hanya primer AB-16 yang dapat
mendeteksi metilasi penuh. Situs terjadi-
nya metilasi penuh berbeda pada ortet
normal dan ES kotiledon abnormal.

Kuantifikasi ~ metilasi sistosin dengan
teknik RP-HPLC

Kandungan metil sitosin dari ES fase
kotiledon, ES globular, planlet dan ortet
yang normal dan abnormal adalah sangat
kecil. Pada klon 638 perbedaan kandungan
metilsitosin antara ES globular normal dan
abnormal 0,64 %, antara ES kotiledon
normal dan abnormal 0,25 %, antara
planlet dan ortet normal 2,72%. Data ini
menunjukkkan  perubahan kandungan
metil sitosin antara ES globular normal
dan abnormal menurun, perubahan ini
disebut hipometilasi (Gambar 2). Hal ini
menunjukkan bahwa perubahan metilasi
sitosin pada DNA genom ES globular, ES
kotiledon, planlet dan ortet tidak
berhubungan langsung dengan proses
abnormalitas. Abnormalitas yang terjadi
diduga kemungkinan disebabkan oleh
perubahan sekuens DNA genom atau

mutasi. Hal ini masih perlu untuk diteliti
lebih lanjut.

Baurens et al. (2003) mengatakan
bahwa untuk mempelajari metilasi sitosin
pada DNA genom dengan pengukuran
jumlah sitosin yang termetilasi pada
tingkat genom, membutuhkan degradasi
lengkap DNA secara enzimatik. Namun
metode ini tidak dapat menentukan lokasi
sitosin termetilasi pada genom. Menurut
Rival et al. (2004) ditemukan juga
hipometilasi pada kalus pertumbuhan
cepat (100% regeran abnormal) diban-
dingkan dengan kalus kompak (5%
regeneran abnormal) pada klon yang
sama. Shah et al. (1999) membuktikan
terjadi hipermetilasi pada tanaman kelapa
sawit abnormal. Kubis et al. (2003)
menyatakan perbedaan tingkat metilasi
sitosin antara kalus dan ortet adalah
sekitar 2,2 %, atau tidak berbeda nyata.
Tingkat metilasi lebih rendah pada pohon-
pohon yang berasal dari klon buah
bersayap dibandingkan dengan ortet tetua

Chen et al. (1988) dan Miura et al.
(2001) mengatakan bahwa abnormalitas
fenotipik disebabkan akumulasi mutasi.
Finnegan et al. (1996) menyatakan bahwa
sejumlah aberasi perkembangan yang
terjadi, dihipotesiskan sebagai  hasil
hipometilasi genom global yang diinduksi
secara genetik atau epigenetik dalam
sekuens tunggal pada tanaman maupun
hewan. Kakutani et al. (1996) menemukan
terjadinya hipometilasi sitosin  pada
tanaman  Arabidopsis  thaliana  yang
termutasi. Jacobsen & Meyerowitz (1997)
menyatakan bahwa hipotemetilasi DNA
dapat meningkatkan laju mutasi karena
terjadi transposisi elemen atau pening-
katan laju rekombinasi penyusunan
kembali genom. Perubahan pada level
metilasi menginduksi mutasi atau supresi
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gen. Metilasi menyebabkan perubahan
morfologi dan fisiologi secara nyata pada

tanaman.

Toruan-Mathius et al.
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Gambar 3. Persentase 5-metilsitosin dari embriosomatik, planlet dan ortet normal klon MK 638.

Figure 3. 5-methylcytosin percentage of embryosomatic, plantlet and normal ortet of MK 638 clone.

Kaeppler & Phillips (1993) melapor-
kan bahwa perubahan metilasi DNA dapat
menghasilkan perubahan struktur kro-
matin, sehingga replikasi terlambat pada
heterokromatin, kekacauan kromosom,
perubahan ekspresi gen. Hipometilasi pada
kromosom spesifik berhubungan dengan
ketidakstabilan kromosom sebagai penye-
bab kekacauan kromosom, atau efek dosis
gen yang abnormal karena kehilangan atau
pertambahan fragmen kromosom. Fraga &
Esteller (2002) menyatakan bahwa meti-
lasi sitosin pada posisi lima dari cincin
pirimidin  merupakan epigenetik yang
sangat penting pada tanaman, metil sitosin
umumnya ditemukan pada sitosin yang
terikat pada basa guanin dengan sekuens
trinukleotida (C,N,G).

Sebagian besar hipotesis pola metilasi
yang terbentuk selama perkembangan
mengalami demetilasi pada jaringan
spesifik dimana kelompok metil dilepas-
kan dari tempat kritis dari suatu gen yang
telah dijadwalkan terekspresi pada tipe sel
tertentu. Pada perkembangan awal sel
embrio, sebagian besar gen termetilasi

kemudian diferensiasi sel membentuk
jaringan spesifik terjadi penghilangan
kelompok metil pada basa sitosin atau
demetilasi menyebabkan gen-gen ter-
ekspresi pada jaringan tersebut (Gardner
et al., 1991). Lewin (1997) juga me-
ngatakan kondisi metilasi dapat hilang
dengan dua cara yaitu gagal terjadi
metilasi pada situs hemimetilasi dan
diturunkan melalui replikasi selanjutnya
dan gugus metil secara efektif dihilangkan
oleh enzim demetilase.

Untuk lebih memahami fenomena
abnormalitas pada embrio somatik yang
dihasilkan dari perbanyakan tanaman
kelapa sawit menggunakan teknik kultur
jaringan, diperlukan penelitian lebih lanjut
menggunakan lebih banyak klon dan
berbagai tingkat perkembangan embrio
somatik.

Kesimpulan

Teknik RAF menggunakan primer
AB-16, AE-11, AO-12 dan AP-12 dapat
mendeteksi situs atau lokasi terjadinya
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metilasi pada ES kotiledon abnormal dan
ortet normal. Terjadi metilasi internal,

eksternal dan penuh pada 124 bp- 457 bp
untuk ES kotiledon abnormal maupun

Deteksi metilasi DNA genom Elaeis guineensis Jacq hasil kultur jaringan.....

ortet normal Perbedaan kandungan
metilasi sitosin antara ES globular normal
dan abnormal, antara ES kotiledon normal
dan abnormal, antara planlet dan ortet
normal adalah berkisar antara 0,25 — 2,72
%, artinya terjadi hipometilasi. Hal ini
mengindikasikan bahwa metilasi sitosin
tidak berpengaruh langsung terhadap
proses abnormalitas pada embriosomatik
tanaman kelapa sawit.
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