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PENDEKATAN BERBASIS GENOMIK DALAM MENGATASI
PERMASALAHAN ABNORMALITAS KLON KELAPA SAWIT

Syarul Nugroho*, Hernawan Yuli Rahmadi, Retno Diah Setiowati, dan Heri Adriwan Siregar

Abstrak - Peningkatan permintaan minyak sawit dunia sejalan dengan jumlah populasi global yang terus
bertambah. Kebutuhan minyak tetap dapat terpenuhi tanpa perlu melakukan perluasan lahan dengan
meningkatkan produktivitas kelapa sawit. Perbanyakan klon kelapa sawit secara in vitro diperkirakan
menghasilkan minyak 30% lebih banyak dibandingkan kelapa sawit DxP-nya. Klon kelapa sawit memiliki
permasalahan yaitu abnormalitas yang menghasilkan buah mantel dengan hasil minyak rendah serta tidak
menghasilkan biji. Metilasi pada situs Karma menjadi penyebab abnormalitas pada klon kelapa sawit. Pendekatan
berbasis genomik menjadi solusi untuk mengatasi fenomena abnormalitas klon. Pendekatan genomik yang
ditawarkan antara lain pencarian marka molekuler dan pengaplikasian CRISPR/dCas9. Marka molekuler yang
diperoleh dapat digunakan dalam deteksi dini abnormalitas klon kelapa sawit. CRISPR/dCas9 dapat
dikembangkan untuk memicu metilasi spesifik di situs Karma untuk mendapatkan klon kelapa sawit normal.
Terlepas dari tantangannya, kemajuan teknologi genomik menawarkan potensi keberhasilan dalam mengatasi
permasalahan abnormalitas klon kelapa sawit.

Kata kunci: CRISPR/dCas9, Karma, mantel, marka molekuler

PENDAHULUAN disarankan karena memiliki beberapa dampak negatif
terhadap lingkungan. Perubahan ekosistem hutan
akibat deforestasi berdampak pada hilangnya
keanekaragaman hayati dan perubahan iklim yang
menjadi isu politik dalam menghalangi peningkatan
perluasan lahan (Wicke et al., 2011). Produktivitas
kelapa sawit perlu ditingkatkan agar kebutuhan minyak
sawit dapat terus terpenuhi tanpa melakukan
perluasan lahan.

Minyak sawit merupakan salah satu minyak yang
paling banyak dikonsumsi dan diproduksi di dunia.
Minyak sawit memiliki banyak kegunaan dalam industri
pangan, kosmetik, dan biofuel yang membuat
permintaan minyak sawit semakin meningkat.
Meningkatnya permintaan minyak sawit dunia sejalan
dengan jumlah populasi global yang terus bertambah.
Minyak sawit pada puncak pandemi Covid-19 tahun
2020, bahkan masih menjadi produk yang nilainya Salah satu aspek yang dapat meningkatkan
tumbuh sebesar 13,6% dari tahun 2019 (Indriyadi,  Produksi kelapa sawit adalah pemilihan bibit.
2022). Tercatat kontribusi devisa industri kelapa sawit ~ Penggunaan benih berkualitas rendah dapat
pada tahun 2021 mencapai US$ 35,79 miliar atau Rp ~ berdampak negatif terhadap produktivitasnya,
500 triliun (BPDPKS, 2022). Permintaan minyak sawit  Sehingga perlu digunakan benih yang bersertifikat dari
yang terus naik perlu dijaga ketersediaannya dengan  Varietas unggul kelapa sawit. Menurut Solikin (2018),

meningkatkan jumlah produksi kelapa sawit. perbanyakan vegetatif seperti okulasi juga memiliki
keunggulan dalam menghasilkan bahan tanaman

dengan produktivitas lebih tinggi. Permasalahannya
kelapa sawit tidak memiliki metode perbanyakan
vegetatif konvensional seperti tanaman lainnya,
Penulis yang tidak disertai dengan catatan kaki instansi adalah peneliti karena kelapa sawit hanya memiliki satu meristem

Jumlah produksi kelapa sawit dapat ditingkatkan
melalui perluasan lahan, namun hal ini tidak

pada Pusat Penelitian Kelapa Sawit apikal tanpa cabang dasar (John Martin et al., 2022).
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Upaya perbanyakan kelapa sawit melalui kultur
jaringan dimulai pada tahun 1960-an, dan pada
pertengahan tahun 1970-an klon pertama kelapa sawit
berhasil diperoleh. Produksi minyak dari klon
diperkirakan setidaknya 30% minyaknya lebih banyak
dibandingkan populasi ortet tersebut dipilih (Hardon et
al., 1987). Hal ini dikarenakan ortet yang digunakan
sebagai eksplan klon merupakan ortet dari tanaman
individu elit kelapa sawit terpilih yang mempunyai
produktivitas tinggi. Produktivitas dari perbanyakan
klonal akan sama dengan individu tanaman asal yang
diambil ortetnya. Populasi tanaman yang dihasilkan
juga akan lebih homogen karena berasal dari sumber
ortet yang sama.

Perbanyakan kelapa sawit melalui klon ternyata
mengalami kendala permasalahan abnormalitas yang
dapat menurunkan hasil dan kandungan minyak.

b

Berdasarkan Ong-Abdullah et al. (2015) buah kelapa
sawit abnormal atau buah mantel merupakan varian
somaklonal yang muncul dari kultur jaringan yang
menurunkan hasil secara drastis. Kejadian
abnormalitas klon pertama kali dilaporkan pada tahun
1986 yang mengakibatkan kerugian besar bagi industri
dan pemusnahan ratusan hektar perkebunan klon
kelapa sawit di seluruh dunia (Mgbeze dan
Iserhienrhien, 2014). Meskipun tidak terdapat data
yang dipublikasikan mengenai hasil minyak, petani
melaporkan bahwa buah mantel memiliki hasil minyak
yang rendah serta tidak ada biji yang dihasilkan
(Shearman et al., 2013). Perbedaan fenotipik antara
buah mantel dan buah normal dapat memperkirakan
hasil minyak yang akan dihasilkan. Perbedaan
fenotipe antara buah klon kelapa sawit normal dengan
abnormal dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Buah normal (a), mantel fertil (b), dan mantel partenokarpi (c). Buah ditampilkan sebagai buah utuh
(atas), potongan membujur (tengah) dan potongan melintang (bawah). Panah hitam menunjukkan pseudokarpel;
panah putih menunjukkan kernel (Ong-Abdullah et al., 2015).

Upaya untuk mengatasi permasalahan abnormalitas
klon perlu dilakukan. Upaya yang dilakukan saat ini yaitu
dengan memilih jenis dan konsentrasi zat pengatur
tumbuh (ZPT) yang tepat serta memangkas siklus kultur
dan waktu pemaparan ZPT (Azahra dan Ernayunita,
2023). Terlepas dari upaya teknis kultur jaringan yang
dilakukan dalam mengatasi permasalahan tersebut,
pendekatan genomik dapat dijadikan sebagai upaya lain
dalam mengatasi permasalahan abnormalitas klon
kelapa sawit. Pendekatan genomik yang ditawarkan
antara lain pengembangan marka molekuler untuk
deteksi dini abnormalitas klon kelapa sawit di pembibitan
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dan pengaplikasian CRISPR/dCas9 untuk perakitan klon
kelapa sawit normal. Ulasan ini bertujuan mencari solusi
dalam upaya mengatasi permasalahan abnormalitas
klon pada kelapa sawit khususnya dengan pendekatan
berbasis genomik.

METILASI KARMA PENYEBAB ABNORMALITAS
KLON KELAPA SAWIT

Kultur jaringan merupakan salah satu metode
perbanyakan kelapa sawit yang digunakan oleh
industri. Kultur jaringan adalah teknik yang digunakan
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untuk memperbanyak tanaman secara in vitro (dalam
tabung reaksi) dalam kondisi steril (Soh et al., 2017).
Selama proses kultur jaringan, zat pengatur tumbuh
(ZPT) digunakan dengan konsentrasi tinggi yang
mungkin menjadi penyebab klon kelapa sawit dapat
mengalami variasi somaklonal mantel (Garcia et al.,
2019). Teknis kultur jaringan lain seperti sterilisasi
eksplan dan perlukaan eksisi dapat menyebabkan
stres oksidatif, yang juga diduga menjadi penyebab
variasi somaklonal mantel (Weckx et al., 2019). Variasi
somaklonal terjadi karena perubahan genotipe atau
fenotipe suatu tanaman, akibat mutasi yang terjadi
selama proses kultur jaringan (Krishna et al., 2016).
Peristiwa ini tidak terbatas pada satu tanaman, tetapi
sangat umum terjadi pada tanaman hasil regenerasi
kalus melalui kultur jaringan seperti kelapa sawit.

Variasi somaklonal dapat disebabkan oleh
variabilitas epigenetik yang terjadi karena metilasi DNA,
amplifikasi DNA, modifikasi histon, dan aktivasi
transposon yang mempengaruhi ekspresi gen
(Smulders dan de Klerk, 2011). Akibat modifikasi
epigenetik yang terjadi, perubahan pola ekspresi
sejumlah gen yang terlibat dalam pembungaan dan
perkembangan buah mengakibatkan klon kelapa sawit
menjadi abnormal dengan fenotipe buah mantel
(Shearman et al., 2013). Tipe epigenetik penyebab
abnormalitas klon kelapa sawit berdasarkan Ong-
Abdullah et al. (2015) disebabkan oleh metilasi DNA.
Berdasarkan Jin et al. (2011) metilasi DNA merupakan
peristiwa yang melibatkan transfer gugus metil kovalen
ke posisi C-5 cincin sitosin DNA oleh DNA
metiltransferase (DNMT). Pada tanaman, sitosin
dimetilasi baik secara simetris (CG atau CHG) atau
asimetris (CHH), di mana C singkatan dari Sitosin, G
untuk Guanin dan H untuk Adenin, Sitosin, atau Timin.
Hal ini mencegah gen tertentu untuk diekspresikan.

Kemungkinan penyebab epigenetik lainnya karena

adanya modifikasi histon. Histon menyediakan mekanisme
yang diwariskan untuk mengatur ekspresi gen. Ekor histon
mengalami berbagai modifikasi kovalen yang
mempengaruhi proses seluler utama seperti transkripsi
gen, replikasi DNA, dan perbaikan DNA. Modifikasi histon
mengakibatkan perubahan struktur fisik DNA sehingga
mempengaruhi pembacaan translasi protein dari gen (Jin
et al, 2011). Perubahan epigenetik juga dapat terjadi
karena aktivasi elemen transposabel atau dikenal sebagai
"gen pelompat" yang merupakan sekuens DNA yang
ketika aktif dapat berpindah dari satu lokasi dalam genom
ke lokasi lain (Miguel dan Marum, 2011). Perubahan
sekuens DNA akibat elemen transposabel juga akan
mempengaruhi pembacaan protein. Perbedaan jenis
protein yang dihasilkan akan berpengaruh pada
perbedaan fenotipe pada tanaman.

Terdapat perbedaan karakteristik utama antara
perubahan genetik dan epigenetik. Pada perubahan
genetik, modifikasi gen terjadi secara acak (Huang
et al.2016). Sementara perubahan epigenetik dalam
populasi tanaman yang dihasilkan, modifikasi gen
dapat terjadi pada region yang sama dengan
frekuensi tinggi dan dapat direproduksi kembali
ketika kondisi yang sama diterapkan pada produksi
populasi lain (Smulders dan de Klerk, 2011).
Perubahan gen akibat epigenetik menghasilkan
fenotipe berbeda dengan tipe liarnya yang dapat
membawa sifat menguntungkan atau bahkan
merugikan.

Metilasi DNA penyebab abnormalitas klon kelapa
sawit menghasilkan klon yang ditanam tidak
berbunga secara normal, melainkan memiliki bunga
dengan karakter mantel yang tinggi. Pada bunga
betina benang sari rudimenter primordial
berkembang menjadi karpel tambahan, sedangkan
bunga jantan mengalami feminisasi sehingga
menghasilkan ekor tupai (Gambar 2).

Gambar 2. Bunga betina abnormal menjadi karpel tambahan

(gynandromorph).

=

(a), dan bunga jantan abnormal menyerupai ekor tupai
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Kelainan abnormalitas disertai dengan pembentukan
buah nokarpik (tanpa biji) dan kegagalan tandan yang
parah (Soh et al., 2017). Diperkirakan sekitar 5%
tanaman kelapa sawit yang berasal dari embrio
somatik menunjukkan kelainan pada perkembangan
bunganya (Corley dan Tinker, 2016).

Ong-Abdullah et al. (2015) melakukan pencarian
genome-wide untuk mengetahui perubahan metilasi
DNA yang berkaitan erat dengan epigenetik dan sifat
fenotipe mantel. Hal ini mengarah pada terdeteksinya
perubahan metilasi yang terkait dengan fenotipe
mantel pada fragmen gen yang sebelumnya
diabaikan. Hasil penelitiannya menunjukkan fragmen
yang dimetilasi secara berbeda merupakan elemen
transposabel yang sekarang disebut “Karma”, yang
memiliki homolog dengan rice Karma LINE elements.
Region Karma terletak pada intron kelas B gen
homeotik kelapa sawit (EgDEF1) yang menentukan
identitas putik atau benang sari. Transkrip isoform dari
gen EgDEF, kDEF1 yang terdeteksi pada
organogenesis di pembungaan mantel mengarah

pada protein yang mungkin dapat terpotong.

Hipometilasi DNA dari Karma di intron gen
homeotik DEFICIENS umum terjadi pada semua klon
bermantel dan dikaitkan dengan alternative splicing
dan premature termination. Metilasi yang terjadi
menyebabkan penghentian prematur pembacaan
open reading frame (ORF) yang justru berimplikasi
pada fenotipe buah kelapa sawit abnormal.
Berdasarkan Ong-Abdullah et al. (2015) metilasi padat
(hipermetilasi) di dekat situs Karma memprediksi
pembentukan buah normal atau disebut Good Karma.
Sedangkan hipometilasi memprediksi transformasi
homeotik, partenokarpi, dan kehilangan hasil yang
nyata atau disebut Bad Karma (Gambar 3).
Transposon mantel juga mengkodekan situs splice
acceptor, sekuens yang mengarahkan splicing dalam
transkrip RNA. Hal ini mungkin disebabkan karena
selama proses kultur jaringan situs splicing Karma
menjadi aktif. Ketika splicing terjadi, metilasi dapat
berkurang sehingga menyebabkan fenotipe buah
mantel.

Gen DEFICIENS (EgDEFT)

DA *EEi

ooOG I o8

Good Karma Bad Karma
l (termetilasi) l(tidak termetilasi)
Transkripsi
1 (23 4 5 6|7 123 4 5 Kerma
Splicing benar dengan 7 ekson Splicing salah dengan 5 ekson + Karma

Fenotipe

-
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Gambar 3. Mekanisme pembentukan buah mantel. Kehilangan metilasi Karma dapat menyebabkan fenotipe buah

mantel. Adaptasi dari Ong-Abdullah et al. (2015).

Paszkowski (2015) menjelaskan bahwa pada
bunga kelapa sawit mantel ekspresi EQDEF1 menurun
karena berkurangnya metilasi DNA. Berdasarkan hasil
penelitian Ong-Abdullah et al. (2015) menunjukkan
pada klon kelapa sawit abnormal, metilasi CHG
berkurang secara nyata sementara metilasi CHH
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sedikit berkurang. Peristiwa ini diperkuat oleh Sarpan
et al. (2020), region KDEF1 yang terdiri dari lima ekson
pertama EgDEF1 dan sebagian wilayah elemen
Karma, juga mengalami hipometilasi dalam klon
bermantel, dengan penurunan kadar metilasi CG,
metilasi CHG, dan metilasi CHH.



Pendekatan berbasis genomik dalam mengatasi permasalahan abnormalitas klon kelapa sawit ﬁ

MARKA MOLEKULER DALAM DETEKSI
ABNORMALITAS KELAPA SAWIT

Marka molekuler telah digunakan dalam seleksi
berbantuan marka (MAS) untuk program perbaikan
tanaman selama puluhan tahun (Desta dan Ortiz,
2014). Penemuan marka merupakan salah satu
kegiatan terpenting dalam genomik tanaman atau
pemuliaan molekuler. Berdasarkan Pazhamala et al.
(2021) pemahaman yang tepat tentang marka
molekuler atau gen target yang bertanggung jawab
atas regulasi gen dapat dimanfaatkan dalam
mengendalikan sifat-sifat yang diinginkan pada
tanaman. Kemajuan di bidang bioteknologi,
sekuensing keseluruhan genom (WGS) kelapa sawit
telah dipublikasikan oleh Singh et al. (2013). Genom
kelapa sawit yang telah dianotasi menyediakan
sumber daya penting yang mendorong penerapan
fungsional genomik dalam pengembangan marka.

Semakin berkembangnya teknologi sekuensing
seperti next generation sequencing (NGS) mampu
memberikan gambaran mendalam mengenai
gen—gen yang diekspresikan pada perkembangan
bunga dan buah pada kelapa sawit. Low et al. (2014)
melakukan sekuensing dari region yang kaya akan
gen hipometilasi dari genom Elaeis guineensis dan
Elaeis oleifera dan diperoleh masing—masing
294.115 dan 150.744 sekuens yang disusun menjadi
contig. Sebanyak 33.752 mikrosatelit dan 40.820
marka single nucleotide polymorphism (SNP)
berkualitas tinggi telah diidentifikasi. Model gen yang
diprediksi dari kumpulan contig teridentifikasi faktor
transkripsi yang terkait dengan perkembangan
bunga dan kultur jaringan, seperti protein
homeodomain, MADS, Squamosa, dan Apetala2.
Sekuens hipometilasi E. guineensis dan E. oleifera
menyediakan sumber daya penting untuk memahami
mekanisme molekuler yang terkait dengan
abnormalitas dan sifat agronomi penting lainnya pada
kelapa sawit sehingga dapat dieksploitasi lebih lanjut.

Pencarian marka molekuler untuk abnormalitas
klon telah dilakukan namun belum berhasil
menemukan pita DNA spesifik yang dapat
membedakan antara klon normal dengan abnormal
secara universal (Anischan et al., 2014). Perbedaan
sekuens DNA yang terjadi akibat hilangnya metilasi
transposon Karma pada klon kelapa sawit abnormal
dapat dikembangkan sebagai kandidat marka. Orion

Biosains, anak perusahaan Orion Genomics,
mengembangkan tes deteksi abnormalitas klon
kelapa sawit dari region Karma. Tes tersebut diberi
nama SureSawit KARMA yang memungkinkan
deteksi dini abnormalitas di pembibitan. SureSawit
KARMA menggunakan sampel daun untuk
diekstraksi DNA-nya dan diolah dengan bisulfit.
Bisulfit mengubah sitosin menjadi urasil dengan
membiarkan 5-metilsitosin (bentuk metilasi sitosin)
tetap utuh, sehingga status metilasi Karma dapat
dengan mudah dideteksi dengan PCR (Ong-Abdullah
et al,, 2016). Seiring berjalannya waktu, hasil tes
SureSawit KARMA masih mengalami permasalahan
false negative yang muncul. Sejalan dengan Jaligot et
al. (2011) hal ini dikarenakan kelapa sawit memiliki
variasi genotype dependent yang tinggi pada setiap
individu.

Penelitian Zhang et al. (2022), juga
menggunakan marka DNA dari gen kDEF1 (homolog
EgDEF1) untuk mendeteksi sampel mantel pada
tingkat kalus. Primer kDEF1 didesain dari sekuens
kDEF1 KR347486.1 (GenBank). Hasil penelitiannya
menunjukkan pita DNA hanya terdeteksi pada
sampel mantel dan tidak ditemukan pada sampel
normal. Hal ini dapat dikaitkan dengan penelitian
Sarpan et al. (2020), bahwa hipometilasi elemen
Karma mengakibatkan ekspresi kDEF1 pada klon
kelapa sawit abnormal yang mengarah pada
fenotipe buah mantel sehingga kDEF1 tidak
terekspresi pada klon kelapa sawit normal. Namun
ketika metode ini diujikan pada klon kelapa sawit di
PPKS, hasil masih menunjukkan false positive.

Pengembangan marka untuk deteksi
abnormalitas klon kelapa sawit juga dapat
menggunakan marka SSR (short sequence repeat)
dan SNP (single nucleotide polymorphism). Marka
SSR juga dikenal sebagai mikrosatelit, adalah
sekuens pendek DNA berulang yang tersebar di
seluruh genom, sedangkan marka SNP adalah
perubahan pasangan basa tunggal yang terjadi di
lokasi tertentu dalam genom (Tsykun et al., 2017).
Keberadaan marka SSR kurang melimpah dalam
genom dan memiliki keterbatasan dalam penerapan
secara cepat dan presisi tinggi dibandingkan marka
SNP (Singh et al.,, 2013). Marka SNP dicirikan
sebagai variasi genom tanaman yang paling
melimpah, menjadikannya sangat berguna dalam
high-resolution genotyping. Marka SNP telah
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menjadi marka DNA paling populer di abad ke-21
karena berkembangnya teknik genotyping by
sequencing (GBS) (Thomson, 2014).

Marka SNP dapat ditemukan dengan dua metode
yaitu dengan menggunakan sekuensing seperti High
Throughput-Next generation sequencing (NGS) dan
menggunakan PCR (Dwiningsih et al., 2020).
Pendekatan sekuensing dapat mengurangi
kompleksitas dan menurunkan biaya dalam penemuan
marka SNP. Beberapa tahun terakhir, teknologi NGS
telah menghasilkan penemuan ribuan, bahkan jutaan
SNP. Banyak tools bioinformatika juga telah
ditemukan untuk membantu menganalisis SNP seperti
BioEdit, DNASTAR Lasergene Genomics Suite,
SAMtools, SOAPsnp, Stacks, Ddocent, Py RAD, dan
GATK (Dwiningsih et al., 2020). Marka SNP biasanya
bersifat bialelik sehingga mudah untuk diuji.
Penemuan marka SNP akan lebih efektif apabila
banyak genotipe berbeda digunakan secara
bersamaan, sehingga menciptakan dasar yang
diperlukan untuk memperoleh variabilitas genetik
suatu spesies.

Penemuan marka SNP melalui Genome by
Sequencing pada kelapa sawit telah dilakukan oleh
Babu et al. (2020) dalam pencarian kandidat marka
gen untuk sifat—sifat yang berkaitan dengan hasil
dan minyak pada kelapa sawit. Dalam penelitiannya,
SNP yang diperoleh dipadukan dengan metode studi
asosiasi lintas genom (GWAS) sehingga dapat
menemukan lokus yang berperan dalam
mengekspresikan sifat tertentu. Pendekatan ini
memungkinkan untuk diterapkan dalam pencarian
marka terkait sifat lain dalam kelapa sawit.
Berdasarkan Asif et al. (2021), metode GWAS secara
sistematis menganalisis polimorfisme SNP di seluruh
genom untuk dikaitkan dengan satu fenotipe yang
diminati seperti diagnosis. Pada GWAS akan terdapat
garis ambang batas (threshold) yang menunjukkan
SNP mana saja yang signifikan. Selanjutnya SNP
signifikan akan dianalisis untuk menentukan linkage
disequilibrium (LD) untuk melihat sifat-sifat yang
terpaut dengan lokusnya. Berdasarkan Grossi et al.
(2017), jika suatu marka berada dalam linkage
disequilibrium yang cukup dengan mutasi kausal yang
mempengaruhi suatu sifat tertentu, maka marka
tersebut akan menangkap sebagian besar varian
genetik untuk sifat tersebut.

Pencarian marka SNP melalui metode berbasis
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PCR, caranya dengan melakukan analisis sekuens
spesifik menggunakan primer yang cocok dengan
nukleotida tersubstitusi atau menggunakan
oligonukleotida untuk memblokir atau menjepit
templat yang tidak ditargetkan (Matsuda, 2017).
Metode ini memiliki kendala, terkadang gen target
spesies yang digunakan belum ada dalam database
genbank (NCBI). Penyelarasan gen berkerabat dari
beberapa spesies untuk mendesain degenerate
primer perlu dilakukan sehingga dapat
mengamplifikasi gen target dari spesies yang
diinginkan.

Hasil penyelarasan sekuens dari beberapa
spesies, akan diperoleh daerah dengan basa
nukleotida yang conserved (basa nukleotida sama)
maupun tidak. Degenerate primer digunakan untuk
mengatasi perbedaan basa nukleotida yang terjadi.
Berdasarkan Linhart dan Shamir (2005), degenerate
primer memiliki sekuens basa unik yang dapat
mengamplifikasi beberapa kemungkinan basa dalam
sampel saat melakukan PCR. Price at al. (2002)
menggunakan degenerate primer untuk
mengkarakterisasi gen copia-like retrotransposons
pada kelapa sawit. Metode ini sangat memungkinkan
untuk mengkarakterisasi gen—gen lain pada kelapa
sawit.

Penggunaan marka SNP dinilai lebih efisien
karena gen yang berasosiasi dengan sifat-sifat
penting dapat diidentifikasi secara cepat dan
presisi dibandingkan dengan marka molekuler
lainnya (Dwiningsih et al., 2020). Marka SNP
merupakan marka yang dapat dikembangkan
untuk menentukan variasi fenotipe buah kelapa
sawit mantel dengan melihat perbedaan sekuens
metilasi DNA pada region Karma antara klon
kelapa sawit normal dengan klon kelapa sawit
abnormal. Perbedaan SNP yang teridentifikasi
dapat digunakan sebagai kandidat marka molekuler
dalam mendeteksi abnormalitas pada klon kelapa
sawit.

Marka abnormalitas klon yang diperoleh
dapat digunakan untuk seleksi pada tahap
sangat awal pada beberapa fase kultur jaringan
seperti fase kalus dan embrio somatik di
laboratorium hingga fase aklimatisasi di
pembibitan. Metode ini menjamin klon kelapa sawit
abnormal dapat terdeteksi sebelum ditanam di
lapangan, sehingga kerugian akibat abnormalitas
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klon dapat dihindari. Pendekatan ini diharapkan
dapat mengurangi atau bahkan menghilangkan
jumlah kelapa sawit dewasa abnormal di
perkebunan komersial.

CRISPR/dCas9 MEMEDIASI PENGEDITAN GENOM
PADA SITUS SPESIFIK METILASI KLON KELAPA
SAWIT

CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) dan protein terkait enzim
Cas (Cas9) merupakan teknik pengeditan genom
tertarget spesifik yang banyak digunakan dalam
memodifikasi gen (El-Mounadi dkk., 2020).
CRISPR/Cas9 diadopsi dari mekanisme imun adaptif
prokariota terhadap virus. CRISPR sendiri adalah larik
urutan berulang pendek yang dipisahkan oleh spacer
dalam urutan yang unik. Sedangkan protein Cas9
adalah endonuklease yang berfungsi memotong
sekuens DNA (Le Rhun et al., 2019). Protein Cas9
dapat dipandu oleh sgRNA (single guide RNA) untuk
menuju dan menentukan daerah sekuens DNA target
spesifik yang akan dimodifikasi. CRISPR/Cas9
kemudian melakukan pemotongan sekuens DNA yang
dapat menyebabkan kerusakan untai ganda DNA (DSB).
Kerusakan yang terjadi dapat diperbaiki dengan
mekanisme penggabungan ujung non homolog
(NHEJ) atau perbaikan yang diarahkan pada homologi
(HDR) (Doudna dan Charpentier, 2014). Mekanisme
CRISPR dan perbaikannya selanjutnya dimanfaatkan
dalam pengeditan gen target spesifik.

Sekuens DNA target yang telah terpotong oleh
CRISPR/Cas9 pada kebanyakan kasus akan
diperbaiki dengan mekanisme NHEJ. Perbaikan yang

CRISPR activation

dCas9

DNA

terjadi akan menyebabkan insersi atau delesi (indel)
secara acak, yang dapat mengakibatkan mutasi
karena pergeseran pembacaan open reading frame
(orf) pada wilayah pengkodean gen. Indel yang terjadi
secara efektif menciptakan gen knock out yang
mengakibatkan gen menjadi tidak terekspresi atau
memiliki ekspresi lain dibanding tipe liarnya (Bortesi
dan Fischer, 2015). Berbeda dengan perbaikan
kerusakan DSB yang menggunakan mekanisme HDR,
ketika templat homolog tersedia di wilayah sekitar
DSB, mekanisme ini tidak menghasilkan indel
sehingga dapat dimanfaatkan untuk penyisipan gen
dengan sifat baru (gen knock in) (Peterka et al., 2022).

CRISPR/Cas9 tidak hanya dapat digunakan
untuk knock out atau knock in gen, tetapi juga
CRISPR/Cas9 dapat dimanfaatkan untuk
memodifikasi elemen regulator seperti faktor
transkripsi.  Faktor transkripsi dan promotor
diperlukan oleh sel eukariota untuk
mengekspresikan suatu gen (Phillips, 2008).
Mekanisme pengeditan elemen regulator dapat
dilakukan dengan memodifikasi CRISPR/Cas9
dengan mematikan fungsi pemotongan dari Cas9
atau disebut dead Cas9 (dCas9). Berdasarkan
Moradpour dan Abdullah (2020), sistem Cas9 yang
tidak aktif secara katalitik atau mati (dCas9)
menyediakan alat manipulasi genetik yang kuat,
yang sangat penting untuk perubahan fenotipik.

CRISPR/dCas9 kemudian harus difusikan
dengan faktor transkripsi seperti enhancer atau
repressor (Gambar 4). Sejalan dengan Xu et al.
(2019), level ekspresi gen dapat diubah melalui fusi
dCas9 ke regulator transkripsional.

sgRNA enhancer

gen target

Gambar 4. Mekanisme CRISPR/dCas9 dalam meningkatkan level ekspresi
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Kompleks CRISPR juga terdapat sgRNA yang
memandu menuju sekuens target spesifik. Metode
untuk aktivasi atau represi ekspresi suatu gen yang
ditargetkan akan lebih sederhana dan efisien.
CRISPR/dCas9 yang difusikan dengan enhancer akan
meningkatkan level ekspresi gen atau disebut CRISPR
activation, sedangkan CRISPR/dCas9 yang difusikan
dengan repressor akan menurunkan level ekspresi
gen atau disebut dengan CRISPR interference
(Karlson etal., 2021).

Mekanisme CRISPR/dCas9 dapat digunakan
sebagai pendekatan untuk mengatasi permasalahan
abnormalitas pada klon kelapa sawit. Diketahui
sebelumnya, berdasarkan penelitian Ong-Abdullah et
al. (2015), hipometilasi yang terjadi pada buah mantel
klon kelapa sawit abnormal mengindikasikan bahwa
gen yang seharusnya diekspresikan tidak terekspresi.
Klon kelapa sawit normal mengalami hipermetilasi
atau Good Karma yang mempunyai metilasi CHG
padat. Sebaliknya klon kelapa sawit abnormal
mengalami hipometilasi atau Bad Karma dimana telah
terjadi hilangnya seluruh metilasi CHG yang
menyebabkan fenotipe buah mantel. CRISPR/dCas9
sangat memungkinkan difusikan dengan enhancer
untuk meningkatkan tingkat metilasi pada klon kelapa
sawit guna menginduksi ekspresi buah normal.

Beberapa gen yang terkait dengan mekanisme
metilasi pada tanaman juga telah diidentifikasi,
sehingga dapat dikombinasikan dengan
CRISPR/dCas9 untuk menginduksi metilasi.
Berdasarkan Ghoshal et al. (2021), metilasi DNA
dipertahankan melalui tiga mekanisme utama,
bergantung pada lokasi genom dan konteks sekuens:
metilasi CG dipertahankan oleh DNA
METHYLTRANSFERASE 1 (MET1), metilasi non-CG
pada transposon kecil dan elemen berulang dalam
kromatin terbuka dipertahankan oleh RNA-directed
DNA methylation (RdDM), dan metilasi non-CG dalam
heterokromatin padat dipertahankan oleh
CHROMOMETHYLASE 2 (CMT2) dan
CHROMOMETHYLASE 3 (CMT3). Berdasarkan Du et
al. (2015), DOMAINS REARRANGED
METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) diperlukan untuk
pembentukan metilasi DNA secara de novo. Hasil
penelitian Lei et al. (2017) menunjukkan
metiltransferase bakteri spesifik CG, MQ7 (Sssl) dari
bakteri Mollicutes spiroplasma difusikan dengan
dCas9 dapat memicu metilasi DNA de novo dalam
konteks CG pada lokus target spesifik dalam sel.
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Teridentifikasinya kandidat gen terkait metilasi,
CRISPR/dCas9 akan lebih mudah diterapkan dalam
mengatasi permasalahan abnormalitas pada klon
kelapa sawit.

Karakter dari tanaman hasil pengeditan genom
dengan CRISPR dapat diwariskan secara stabil pada
generasi berikutnya (Song et al., 2022). Artinya
apabila kalus yang digunakan sebagai eksplan dalam
pengeditan genom CRISPR/dCas9 berhasil
mengaktivasi metilasi situs Karma dan beregenerasi
menjadi tanaman kelapa sawit dewasa, maka
keturunan (biji) yang dihasilkan akan membawa
karakter yang sama dengan tetap mengikuti konsep
segregasi. Klon kelapa sawit dewasa hasil pengeditan
genom, dapat juga diambil ortetnya untuk
perbanyakan secara in vitro tanpa perlu menjalani
pengeditan genom kembali menggunakan
CRISPR/dCas9. Hal ini bisa terjadi, karena setiap sel
hasil pengeditan yang membelah akan tetap
membawa kompleks CRISPR/dCas9 untuk terus
diekspresikan dalam aktivasi metilasi Karma.

KESIMPULAN

Pemahaman penyebab dan mekanisme
abnormalitas pada klon kelapa sawit, dapat
dikembangkan lebih lanjut untuk metode pendekatan
yang tepat dalam mengatasinya. Pendekatan genomik
mempunyai peluang keberhasilan tinggi dalam
mengatasi permasalahan abnormalitas klon. Kandidat
marka molekuler terkait abnormalitas klon dapat
digunakan untuk deteksi dini antara klon kelapa sawit
normal dengan abnormal. CRISPR/dCas9 dapat
memicu metilasi spesifik pada situs Karma untuk
perakitan klon kelapa sawit normal. Pendekatan
berbasis genomik memberikan gambaran dalam
mengatasi permasalahan abnormalitas klon kelapa
sawit.
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