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ABSTRAK. Protokol organogenesis untuk perbanyakan plantlet Citrumelo menggunakan metode transverse thin cell layer (tTCL) 

batang telah berhasil dikembangkan.  Identifikasi stabilitas genetik tanaman hasil kultur jaringan mutlak diperlukan untuk menguji 
keberadaan off-type. Tujuan penelitian adalah untuk mengetahui potensi primer retrotransposon dan inter simple sequence repeat 

(ISSR) dalam mendeteksi stabilitas genetik tanaman Citrumelo dari periode kultur yang panjang. Penelitian dilaksanakan pada bulan 

Juni 2013 sampai dengan Oktober 2015 di Laboratorium Pemuliaan Tanaman, Balai Penelitian Tanaman Jeruk dan Buah Subtropika, 

Tlekung. Sebanyak empat penanda dengan urutan basa berulang, yaitu retrotransposon dan ISSR digunakan untuk menguji stabilitas 

genetik plantlet in vitro yang berumur 22 bulan dan untuk mengonfirmasi metode yang dapat diandalkan untuk perbanyakan jeruk 
Citrumelo yang true-to-type pada masa mendatang. Daun plantlet diseleksi dan diisolasi secara bulk. Amplifikasi dilakukan terhadap 
DNA dengan sistem bulk segregant analysis (BSA), dan kemudian dipisahkan menggunakan gel agarose. Tanaman in vitro yang 

sama secara morfologi dapat dibedakan oleh penanda INT-retrotransposon yang mendeteksi adanya kehilangan pita pada grup 

sampel dengan ukuran 550 bp.  Keberadaan retrotransposon dalam genom berlimpah dan aktivasinya diinduksi oleh stres. Kondisi 

kultur jaringan berpotensi menginduksi aktivasi retrotransposon. Keragaman genetik diperoleh sebesar 2,6%, tetapi masih dapat 

diterima untuk plantlet yang dihasilkan dari kultur jangka panjang. Plantlet yang digunakan dalam penelitian ini adalah plantlet 

yang dikulturkan sejak awal tahun 2014 dan telah digunakan untuk mempelajari faktor media dan lingkungan kultur yang efisien 
pada Citrumelo selama periode 2014–2015. Aktivitas pengkajian variabilitas genetik plantlet yang dihasilkan melalui tTCL batang 

masih terus dilakukan.  Kombinasi protokol dan deteksi berbasis penanda PCR menjadi sarana yang efektif untuk perbanyakan 

massa benih berkualitas hasil kultur jaringan untuk mendukung progam pemuliaan maupun perbenihan.  

Kata kunci: Citrumelo; tTCL; Variabilitas genetik; Retrotransposon; ISSR

ABSTRACT. Assessment of genetic stability of long-term cultivation of plantlet derived tTCL Citrumelo using repetitive sequence 

primers. Regeneration of plantlet from organogenesis of stem transverse thin cell layer (tTCL) was achieved for Citrumelo, a 

valuable rootstock. Identification of the genetic stability of plant tissue culture is absolutely necessary. The aim of this study was 
to assess the potential retrotransposons and inter simple sequence repeat (ISSR) primers in detecting the genetic stability of the 

Citrumelo plantlet derived from tTCL technique. The research was conducted from Juni 2013 until October 2015 in Breeding 

Laboratory of Indonesian Citrus and Subtropical Fruits Research Institute.  A four repetitive based sequences retrotransposon and 

ISSR marker assays were used to evaluate genetic stability of a group of  22 months old in vitro plantlets and to confirm the most 
reliable method for true-to-type propagation of Citrumelo.  Leaves of plantlets were selected and isolated in bulk. Groups of DNA 

in bulk segregant analysis (BSA) were amplified and separated using agarose gel. Vitroplants that morphologically similar have 
been effectively distinguished by a selected primer INT- retrotransposon that detect an deletion band at 550 bp on a line a group of 
sample. Retrotransposon is abundance through the genome and its activation induced by stress condition. Tissue culture condition was 

reported potential to induce retrotransposon activation. The genetic variation of 2.6% was acceptable for the culture that produced 

from long-term.  Plantlets used in this study were selected from population induced from early 2014, and employed for studying 

media as well as environment factors for efficiently organogenesis of citrumelo in period of 2014-2015. However, additional study 
is on going for evaluating genetic variability from a cycle plantlet production through tTCL of stems. This combination protocol 

of organogenesis and PCR based markers detection would be powerful tools for mass propagation of high quality seedling derived 

tissue culture for breeding or cultivation programs. 
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Swingle Citrumelo merupakan hibrida antara 

jeruk trifoliata dan grapefruit varietas Duncan [Citrus 

paradisi MacFaden x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] 

yang dibuat oleh Walter S. Swingle tahun 1907. 

Citrumelo saat ini digunakan secara luas sebagai 

tanaman batang bawah di berbagai sentra produksi 

jeruk dunia (Filho et al. 2009), karena ketahanannya 

terhadap penyakit Citrus tristeza virus (CTV) (Castle 

& Stover 2001, Roman et al. 2004), Citrus sudden 

death associated virus (CSDaV) (Roman et al. 

2004), toleran terhadap penyakit blight, nematoda, 

dan cold tolerance (Castle & Stover 2001), root rot 

(Phytophthora parasitica Dast.) (Carpenter & Furr 

1962, Castle & Stover 2001) dan toleran terhadap 

salinitas tinggi (Fadli et al. 2014). Batang bawah ini 

mereduksi pertumbuhan kanopi batang atas, tetapi 
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mendukung kuantitas dan kualitas buah yang lebih 

tinggi pada grapefruit (Castle et al. 2011), jeruk manis 

(Castle et al. 2010), dan jeruk keprok (Tazima et al. 

2013). Kelemahannya tidak tahan terhadap penyakit 

citrus spot disease dan cekaman kekeringan (Molinari 

et al. 2004). 

Jeruk Citrumelo merupakan jeruk batang bawah 

potensial untuk pengembangan kawasan produksi di 

lahan suboptimal Indonesia. Untuk mewujudkan ini, 

ketersediaan benihnya harus ditingkatkan. Penyediaan 

secara konvensional memerlukan waktu yang lama 

dan kawasan produksi yang luas. Penyediaan secara 

inkonvensional menggunakan metode kultur jaringan 

lebih memungkinkan. 

Berbagai metode kultur jaringan terbukti efisien 
untuk proliferasi sel dan regenerasi tanaman (Ziv 

2005). Metode regenerasi yang umum digunakan 

adalah organogenesis (George et al. 2008). Regenerasi 

tanaman jeruk melalui organogenesis melalui 

multiplikasi tunas adventif telah dilakukan sejak 

tahun 1982. Kelemahan metode ini adalah laju 

multiplikasi yang rendah. Hasil penelitian Schinor et 

al. (2011) terhadap lima varietas jeruk menghasilkan 

tunas adventif sebanyak 1–3 per eksplan.  

Pengembangan teknik thin cell layer (TCL) 

oleh Teixeira-da-Silva (2009), yaitu metode 

mikropropagasi menggunakan eksplan tipis (0,1–0,5 

mm) dari organ tanaman dapat menutupi kelemahan 

metode multiplikasi tunas adventif.  Metode ini 

mememiliki keunggulan, yaitu lebih sederhana 

dan cepat, serta memiliki efisiensi lebih tinggi 

dibandingkan perbanyakan melalui kultur jaringan 

konvensional melalui proliferasi tunas (Dobránszkia 

& Teixeira-da-Silva 2011). Dengan menggunakan 

teknik tTCL, populasi tanaman yang diperoleh lebih 

banyak dalam waktu yang lebih pendek dari eksplan 

yang terbatas (Grabkowska et al. 2014, Teixeira-da-

Silva 2009).  

Teknik TCL mampu mengeliminasi mikroorganisme 

dan meminimalisir peluang terjadinya keragaman 

akibat mutasi variasi somaklonal, karena teknik 

TCL menggunakan eksplan dengan ukuran yang 

kecil dengan penambahan kombinasi ZPT dengan 

konsentrasi yang rendah (Teixeira-da-Silva & 

Dobranszki 2013, Steinmacher et al. 2007).  Beberapa 

faktor yang berpengaruh terhadap induksi variasi 

somaklonal antara lain zat pengatur tumbuh (ZPT), 

genotipe, sumber dan umur eksplan, periode kultur, 

level ploidi, laju proliferasi, dan kondisi kultur 

(Skirvin et al. 1994). Kombinasi sitokinin eksogen 

dan pemotongan tunas pucuk (Smulders & Klerk 

2011) pada periode kultur yang lama menjadi faktor 

utama keragaman. 

Berbagai metode pengamatan morfologi, 

fisiologis, sitologi, isozim (Gupta & Varshney 

1999), dan molekuler (Devarumath et al. 2007)  

digunakan untuk mendeteksi stabilitas genetik. 

Perkembangan metode molekuler menuntaskan 

kelemahan pemuliaan konvensional dalam proses 

identifikasi (JinPing et al. 2009). Metode ini memiliki 

akurasi lebih tinggi untuk identifikasi stabilitas 

genetik tanaman (Bhattacharyya et al. 2014, Saha 

et al. 2014, Carra et al. 2012).  Penanda molekuler 

berdasarkan sekuen berulang (repetitive sequence) 

makin banyak digunakan sebagai alat identifikasi. 
Sekuen berulang tersebar di sepanjang genom sebagai 

elemen dominan dari nuclear-genome dan organela 

(Kalendar et al. 1999). Kondisi ini menguntungkan 

jika digunakan sebagai penanda.  

Dua tipe sekuen berulang yang populer adalah 

ISSR dan retrotransposon. Retrotransposon adalah 

kelas utama DNA berulang, yang terdiri atas 40–60% 

dari genom pada tanaman, dominan dengan susunan 

basa yang panjang, jelas, urutan yang stabil, dan 

penyisipan polimorfisme baru yang diproduksi 

oleh sisi aktif secara replikasi (Weising et al. 2005, 

Hirochika 1995).  ISSR menggunakan sekuen 
pendek oligonukleotida, 2–6 basa, diulang dalam 

susunan rangkaiannya, simple sequence repeat, 

yang tersebar di sepanjang genom eukaryotik 

(Tautz & Renz 1984), yang terdapat baik di dalam 

region intron gen dan noncoding gen (Scarano 

et al. 2002) sehingga jumlah pengulangan di 

sepanjang genom menjadi tinggi. Sebagai primer, 

penanda ISSR mudah dilakukan, sederhana, cepat, 

konsisten, membutuhkan kuantitas cetakan DNA 

rendah (10–30 bp), mampu membedakan individu-

individu dengan kekerabatan yang dekat, dan tidak 

membutuhkan banyak informasi untuk mendesain 

primer (Zietkiewicz et al. 1994).  

Retrotransposon diaktivasi oleh cekaman, seperti 

luka, elisitor biotik, serangan patogen, radiasi, 

dan kultur jaringan. Aktivasi ini menyebabkan 

sekuen retrotransposon melakukan replikasi dan 

insersi (Kumar & Bennetzen 1999), yang jika 

terjadi di dalam daerah kode (coding region) akan 

menyebabkan mutasi karena perubahan ekspresi 

gen (Grandbastien et al. 1997).  Sifat ini memberi 

peluang sekuen retrotransposon digunakan sebagai 

indikator keragaman genetik dan penguji stabilitas 

genetik tanaman hasil kultur jaringan (Hirochika et 

al. 1996). 

Tujuan penelitian ini adalah mengetahui potensi 

primer retrotransposon dan ISSR dalam mendeteksi 

stabilitas genetik tanaman Citrumelo dari periode 

kultur yang panjang. Hipotesis yang diajukan 
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dalam penelitian ini adalah bahwa penggunaan 

kultur in vitro pada periode yang panjang diduga 

menyebabkan keragaman genetik.

BAHAN DAN METODE

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan Juni 2013 

sampai dengan Oktober 2015 di Laboratorium 

Pemuliaan Tanaman, Balai Penelitian Tanaman Jeruk 

dan Buah Subtropika (Balitjestro). 

Sumber Tanaman

Sumber tanaman dalam pengujian stabilitas genetik 

plantlet Citrumelo adalah plantlet yang dihasilkan dari 

hasil transverse TCL batang dan akar in vitro berukuran 

200–300 µm (Gambar 1).  Pada tahap awal, irisan hasil 

transverse TCL batang dan akar in vitro dikulturkan pada 

media MS yang diperkaya dengan 50 g/l sukrosa, 1 mg/l 

tidiazuron (TDZ) untuk induksi mata tunas. Eksplan 

selanjutnya dipindahkan ke dalam media MS yang 

ditambah dengan sukrosa 30 g/l, BAP 2 mg/l dan NAA 

0,1 mg/l. Eksplan dipelihara di dalam media tersebut 

selama tiga kali subkultur dengan periode subkultur 

setiap bulan. Plantlet yang dihasilkan selanjutnya 

dipelihara dan diperbanyak di dalam media MS yang 

ditambah dengan sukrosa 30 g/l, metatopolin 1 mg/l, 

dan NAA 0,025 mg/l selama 22 bulan dengan periode 

subkultur setiap bulan. Tanaman yang digunakan sebagai 

kontrol adalah tanaman induk Citrumelo.

Ekstraksi, Isolasi, dan Kuantifikasi DNA
Ekstraksi, isolasi, dan kuantifikasi DNA dilakukan 

dengan mengikuti metode yang dikembangkan oleh 

Doyle & Doyle (1990). Sampel yang digunakan yaitu 

daun yang diambil dari plantlet Citrumelo hasil TCL 

yang dikelola mengikuti metode BSA. Sebanyak 100 

mg sampel daun yang berasal dari 10 plantlet dari 

sumber yang sama digerus di dalam 1,5 ml  buffer 
ekstraksi (2% CTAB, 20 mM EDTA, 100 mM Tris HCl, 
1,4 M NaCl, 2% PVP, dan 0,2% merkapto-ethanol). 

Cara ini dilakukan untuk delapan sampel berikutnya 

termasuk satu kontrol (nomor 9). 

Campuran hasil gerusan dan buffer ekstraksi 

diinkubasi pada suhu 65oC selama 30 menit. 

Campuran didiamkan selama 2 menit pada suhu 

ruang kemudian ditambah dengan Na-asetat (1/10 

x volume) dan 1 ml CHISAM (kloroform: isoamil-
alkohol 24:1). Pemisahan campuran dilakukan 

dengan sentrifugasi selama 10 menit pada kecepatan 

12.000 rpm. Supernatan yang terbentuk diambil 

dan  dipindahkan ke dalam tabung sentrifuse baru 

selanjutnya ditambah dengan Na-asetat (1/10 x 

volume), diikuti dengan penambahan isopropanol 

(0,6 x volume) untuk presipitasi DNA. Campuran ini 

di sentrifuse pada kecepatan 12.000 rpm selama 10 

menit untuk mengendapkan DNA. 

Endapan DNA dicuci dengan etanol 70%, dikering-

anginkan dan dilarutkan kembali dengan 500 µl buffer 

TE. DNA yang sudah larut ditambah dengan RNAse 

sebanyak 1 µl dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 

30 menit. Supernatan dikoleksi setelah sentrifugasi 

selama 10 menit pada kecepatan 12.000 rpm, ditambah 

dengan Na-asetat (1/10 x volume) dan etanol absolut 

(2,5 x volume) untuk presipitasi DNA. Presipitasi 

DNA dibantu oleh sentrifugasi pada kecepatan 12.000 

rpm selama 10 menit. Endapan DNA dicuci dengan 

etanol 70%, dikering-anginkan dan dilarutkan kembali 

dengan 50–100 µl buffer TE. 

Seleksi Primer

Pasangan primer retrotransposon yang digunakan 

adalah pasangan primer yang telah digunakan 

untuk membedakan jeruk tetua dan turunan dengan 

keseragaman yang tinggi, yaitu tetua Washington 

Navel (C. sinensis), Hart’s Tardiff Valencia, W. 
Murcott (leluhur Tango), dan Tango (hasil radiasi 

W. Murcott budwood) (Crowley 2011).  Pasangan 

primer tersebut didesain berdasarkan tiga daerah target 

pada long terminal repeat (LTR) retrotransposon 

golongan CIRE1, yaitu gen reverse transcriptase 

(RT) (F. 5’-GAAGGTGTAGATTTCAATG-3’/R. 
5’-CTGACTTGTATTTGCTTGCA-3’), gen integrase 

(INT) (F. 5’-GATAGAA TCCAGCAACTG-3’/R. 
5’-AGCTTTGAATTATCAGCATAC-3’) dan daerah 
bagian kanan LTR (F. 5’-GAGCTGTTGTGCAGATTG-
3’/R. 5’-CAGCAAGAC TCACG AATC-3’). Primer 
ISSR dari dinuklotida AG (AG8C) efektif mendeteksi 

Gambar 1.   Plantlet Citrumelo hasil perbanyakan 

dengan teknik tTCL
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keragaman vitroplant anggur (Nookaraju & Agrawal 

2012). Primer-primer ini telah digunakan untuk 

studi keragaman jeruk di Indonesia dengan derajat 

polimorfisme >90%.

Amplifikasi dan Separasi DNA
Amplifikasi sampel DNA dengan penanda (AG)8C 

(ISSR), LTR-retrotransposon, INT-retrotransposon, 

dan RT-retrotransposon. Sebanyak 50 ng DNA 

dan 0,5 pmol primer dimasukkan ke dalam buffer 
PCR (Dream Tag Green-PCR Master Mix, Thermo 

Scientific). Amplifikasi dilakukan dengan mesin PCR 
(Thermocycler-Biometra).  Amplifikasi penanda ISSR 
diawali dengan satu siklus denaturasi suhu 94oC 

selama 3 menit, diikuti dengan 28 siklus denaturasi 

suhu 94oC selama 45 detik, annealing suhu 53oC 

selama 1 menit, dengan ekstensi suhu 72oC selama 2 

menit. Siklus PCR untuk penanda ISSR ini diakhiri 

dengan satu siklus ekstensi akhir dengan suhu 72oC 

selama 10 menit (Scarano et al. 2002). Amplifikasi 
dengan penanda retrotransposon diawali dengan satu 

siklus denaturasi suhu 94oC selama 5 menit, diikuti 

dengan 30 siklus denaturasi suhu 94oC selama 1 

menit, annealing suhu 45oC selama 2 menit, ekstensi 

suhu 72oC selama 3 menit dan diakhiri dengan satu 

siklus ekstensi akhir pada  suhu 72oC selama 10 menit  

dengan suhu pendinginan 4oC (Crowley 2011).

Pemisahan pita DNA hasil amplifikasi dilakukan 
dengan metode elektroforesis pada gel agarose 

(Vivantis, # PC0701) 2,5 % yang mengandung 

etidium bromida (10 mg/l) di dalam larutan 0,5 x TBE 

selama 60 menit pada kekuatan arus 100 volt.  Deteksi 

pita DNA dilakukan dengan sistem biodokumentasi 

(BioDoc Analyzer-Biometra). 

Parameter Pengamatan

Pengamatan dilakukan terhadap profil pita DNA 
yang dihasilkan melalui proses elektroforesis.  

Penambahan atau kehilangan pita DNA dibandingkan 

dengan kontrol menunjukkan adanya off-type. 

Analisis Data 

Profil DNA diterjemahkan ke dalam data biner 
berdasarkan kehadiran pita (1) dan tidak ada pita 

DNA (0). Pita-pita DNA dari hasil analisis molekuler 

marker dianggap sebagai satu karakter yang 

mewakili satu lokus DNA. Pita-pita DNA dengan laju 

migrasi yang sama diasumsikan sebagai lokus yang 

homolog. Data biner digunakan untuk membangun 

matriks kemiripan (data kualitatif). Persentase 

keragaman dihitung dengan menggunakan software 

DARWin5 (dissimilaritys analysis representation 

for windows). Persentase keragaman menunjukkan 

adanya off-type.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengujian stabilitas genetik merupakan salah 

satu prasyarat utama dalam produksi tanaman yang 

diperoleh melalui teknik kultur jaringan untuk 

memastikan efektivitas protokol dalam menghasilkan 

benih yang true to type. Pada penelitian ini sekuen 

berulang retrotransposon dan ISSR yang digunakan 

dapat mendeteksi dan mengamplifikasi 6-13 alel di 
daerah retrotransposon yang diobservasi pada sampel 

vitroplant Citrumelo (Tabel 1). Ini mengindikasikan 

bahwa ketiga daerah long terminal repeat (LTR) 

retrotransposon golongan CIRE1, gen reverse 

transcriptase (RT), gen integrase (INT), dan daerah 

bagian kanan LTR aktif pada genom Citrumelo. 

Sementara primer ISSR hanya mendeteksi 10 

alel yang mengindikasikan penyebaran sekuen 

dinukleotida AG pada Citrumelo. Pita DNA yang 

dihasilkan didominasi oleh pita monomorfik. Dari 
ke-4 primer yang diujikan, terjadi penyimpangan 

sebesar satu primer polimorfik (INT-retrotransposon) 

yang mendeteksi keragaman pada tanaman Citrumelo 

pada ukuran 550 bp (Tabel 1, Gambar 2).  Pada 

Gambar 1c, kolom ke-9 memiliki pita DNA pada 

ukuran 550 bp sementara 80 sampel lainnya pada 

kolom 1–8 kehilangan pita DNA pada ukuran 

tersebut. Penggunaan penanda retrotransposon untuk 

mendeteksi keragaman tanaman selama periode kultur 

jaringan memang cepat dan efisien (Campbell et al. 

2011).

Fenomena kemunculan keragaman dalam 

penelitian ini diyakini dipengaruhi bersama 

oleh lamanya periode kultur, yaitu 22 bulan dan 

penggunaan sitokinin (BAP dan metatopolin) selama 

periode kultur. Akumulasi sitokinin endogen di dalam 

sel somatik dapat meningkatkan level reactive oxygen 

species (ROS) di dalam sel tanaman. Molekul itu 

Tabel 1.  Keragaman jumlah alel yang dihasilkan 

sekuen berulang retrotransposon dan 

ISSR (Variability of allele number derived 

from retrotransposon and ISSR repetitive 

sequences)

Penanda

(Primer)

Jumlah alel 

(Number of 

allele)

Alel 

monomorfik
(Monomorphic 

allele)

LTR-retrotransposon 13 13

INT- retrotransposon 11 10

RT- retrotransposon 8 8

ISSR 10 10

38 37
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dapat bereaksi dengan metabolit, protein, dan asam 

nukleat yang menyebabkan kerusakan sel. ROS 

dapat menyebabkan kerusakan oksidatif DNA inti 

dan organel melalui delesi dan substitusi DNA yang 

berakibat pada perubahan ekspresi gen, kerusakan 

jumlah atau struktur kromosom (Siragusa et al. 2007). 

Cekaman yang terjadi selama periode kultur jaringan 

berhubungan pula dengan terjadinya aktivasi elemen 

transposon (Kaeppler et al. 2000). 

Hilangnya satu pita DNA pada ukuran 550 bp yang 
ditemukan oleh penanda INT-retrotransposon (Gambar 

1C) menjadi indikator aktivasi retrotransposon.  

Aktivasi retrotransposon dalam penelitian ini sangat 

mungkin terjadi karena selama proses induksi dan 

pemeliharaan secara in vitro merupakan kondisi 

yang tidak alami. Pada kondisi ini, tanaman akan 

menerima sumber karbon (gula) dari media tumbuh 

untuk menggantikan fotosintesis, menerima tambahan 

ZPT (auksin dan sitokinin) yang ditambahkan dalam 

media dan terganggunya keseimbangan air dalam 

sel akibat kondisi kultur yang memiliki kelembapan 

tinggi (Smulders & Klerk 2011). Kondisi stress 

menyebabkan tanaman menyesuaikan diri dengan 

cara mengaktifkan retrotransposon (Kaeppler et al. 

2000).  

Hasil perhitungan dengan menggunakan software 

DARwin5 menunjukkan bahwa keragaman tanaman 

hasil mikropropagasi dengan teknik tTCL selama 

22 bulan sebesar 2,6%. Namun, perubahan genetik 

sebesar 2,6% tersebut tidak diikuti perubahan 

morfologi sehingga perubahan genetik yang dideteksi 

dengan primer retrotransposon tersebut masih dapat 

diterima.  Pada level ini keragaman sebagai respons 

terhadap kondisi kultur masih dianggap realistis dan 

dapat diterima karena keragaman somaklonal yang 

terjadi masih di bawah 3% (Skirvin et al. 1994). 

Aktivasi retrotransposon yang tidak menunjukkan 

perubahan secara fenotipik seperti ini terjadi pula 

pada padi karena aktivitas Tos10, Tos17, dan Tos19 

yang meningkatkan laju transkripsi (Kaeppler et al. 

2000).  

Deteksi sejak dini keragaman genetik pada 

tanaman hasil mikropropagasi penting untuk 

menghindari pengembangan tanaman yang telah 

berubah genetiknya, hemat waktu, dan lebih efisien 
(Chuang et al. 2009, Bairu et al. 2011). Keragaman 

genetik yang berujung kepada off-type klonal 

menurunkan nilai ekonomis vitroplant (Oh et al. 

2007). Deteksi dini keragaman genetik menggunakan 

penanda molekuler diyakini sebagai cara terbaik  

(Aremu et al. 2013), seperti primer berbasis sekuen 

retrotransposon. Retrotransposon adalah tipe 

transposable element yang tersebar di sepanjang 

genom (Gupta & Rustgi 2004). Tipe transposable 

element ini dapat memperbanyak diri melalui 

reverse transcription bagian RNA intermediate. 

Potongan baru hasil kopi sekuen itu dapat menyisip 

ke berbagai posisi di sepanjang genom membentuk 

susunan basa yang baru. Retrotransposon ini terbagi 

ke dalam dua kelompok utama, yaitu LTR dan non-

LTR. LTR memiliki dua subkelas Ty1-copia dan the 

Ty3-gypsy (Kumar & Bennetzen 1999). Aplikasinya 

dalam identifikasi keragaman akibat induksi variasi 
somaklonal dilaporkan pada jeruk (Asíns et al. 

1999, Bernet & Asíns 2003, Tao et al. 2005), padi 

(Hirochika et al. 1996), vitroplant pisang (Ray et 

al. 2006), vitroplant Aloe vera (Rathore et al. 2011), 

apel (Venturi et al. 2006), kacang polong (Smýkal et 

Gambar 2. Pola pita DNA plantlet Citrumelo hasil tTCL dengan penanda LTR (A), RT (B), INT (C), 

dan ISSR (D). Line 1-8: sampel, line 9 : kontrol (DNA banding pattern of plantlet of Citrumelo 

derived from tTCL using LTR (A), RT (B), INT (C), and ISSR (D) primers. Line 1-8: sample, line 

9: control) 
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al. 2007), anggur (Walker et al. 2006), dan Spartina 

anglica (Baumel et al. 2002).

Hasil penelitian ini menunjukkan pula bahwa 
retrotransposon berperan sebagai penguji keragaman 

tanaman Citrumelo hasil kultur jaringan . Penggunaan 

2 mg/l BAP atau 1 mg/l metatopolin atau konsentrasi 

yang lebih rendah dalam jangka panjang dapat 

menginduksi keragaman genetik.  Keragaman genetik 

tersebut dapat diantisipasi dengan menurunkan level 

hormon yang digunakan atau memperpendek periode 

kultur.  

KESIMPULAN DAN SARAN

Sekuen berulang (INT-retrotransposon) efektif 

digunakan untuk mengevaluasi keragaman genetik 

vitroplant Citrumelo hasil perbanyakan dengan metode 

tTCL.  INT retrotransposon mendeteksi kehilangan 

pita pada ukuran 550 bp dari kelompok sampel 

berumur 22 bulan, menghasilkan keragaman genetik 

sebesar 2,6%.  Kombinasi protokol mikropropagasi 

yang efesien dalam penggunaan auksin dan sitokinin 

serta deteksi berbasis penanda PCR dapat menjadi 

sarana yang efektif untuk perbanyakan massal benih 

berkualitas atau untuk membentuk populasi tanaman 

pemuliaan. 
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