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ABSTRACT

Counting the number of chromosomes can be conducted by analysis of chromosomes with chromosome staining. The
purpose of this research is to find the right method for staining chromosomes of teak, time of the mitotic phase of teak,
and the duration of the mitotic phase of teak. Overall, to get good results, chromosomal analysis is done through four
stages in the sequence was (1) the early phase of treatment, (2) stage of fixation, (3) stages of maceration and (4) stage of
coloration. In this study, there were seven methods of making preparations applied to the root tip mitosis, chromosomes
are stained onion root (method A), modification of maceration (method B), modification without fixation and maceration
(method C), modifications time to cut teak root (D method), modification of maceration without fixation (method E), the
modification of pre-treatment without fixation and maceration (M method), and storage of the root tip before pre-
treatments (method G). Chromosome staining onion roots used as a basic for the staining method is easy to get the
correct teak’s chromosomes. From this study, analysis of teak’s chromosome is known that D chromosome staining
method is appropriate because the methods and stages of mitotic chromosomes can be seen, but the number of
chromosomes can not be calculated because the size of chromosomes were very small. the best time to cut the teak root at

9:00 to 10:00 am, and the duration of the mitotic phase of teak is + 1 hour.
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PENDAHULUAN

Tanaman jati saat ini sudah banyak dibudidayakan,
terutama dengan teknik kultur jaringan (Kumari dan
Singh 2012). Kultur jaringan tidak hanya teknik untuk
memperbanyak tanaman saja, tetapi juga untuk
mendapatkan jenis tanaman yang berbeda dengan
induknya (Yashoda et al. 2005). Dengan teknik
poliploidi (penggandaan kromosom) (Pereira et al.
2014) bisa didapatkan tanaman jati yang ukurannya
lebih besar.

Kromosom adalah benang-benang yang terdapat
pada inti sel yang berfungsi membawa DNA yang
bersifat bawaan dan berisi tentang sebagian besar
informasi untuk aktivitas regulasi sel (Francis 2007).
Kromosom akan tampak jelas pada sel yang aktif
membelah (Zamariola et al. 2014). Jumlah kromosom di
dalam inti sel dari berbagai organisme berbeda-beda
(Chung et al. 2012, Draghia et al. 2013, Kuo 2013).

Saat ini teknik penggandaan kromosom sudah mulai
digunakan pada tanaman jati. Namun hasil seleksinya
hanya berdasarkan penampilan fenotipnya saja, masih
jarang yang meneliti mengenai perubahan genotip
(Narayanan et al. 2007). Keberhasilan teknik
penggandaan kromosom tanaman jati dapat dibuktikan
dengan menghitung jumlah kromosom pada awal dan
akhir proses penggandaan kromosom (Bedini et al.
2012). Penghitungan jumlah kromosom dapat dilakukan
dengan cara analisis kromosom dengan metode

pewarnaan (Kubik et al. 2003, She et al. 2005, Suman
dan Kaur 2013).

Tujuan penelitian ini ialah mencari (1) metode yang
tepat untuk pewarnaan kromosom tanaman jati, (2)
waktu terjadinya tahap mitosis tanaman jati, dan (3)
lamanya tahap mitosis tanaman jati. Hasil penelitian ini
diharapkan dapat menambah informasi mengenai
metode-metode  pewarnaan  kromosom  tanaman
kehutanan dan menjadi sumber informasi dalam teknik
penggandaan kromosom khususnya untuk tanaman jati.

BAHAN DAN METODE

Persiapan larutan

Larutan 8-hidroksiquinolin 0.002 M dibuat dengan
cara melarutkan 0.3 gram 8-hidroksiquinolin dalam 1
liter aquades pada suhu 70°C. Kemudian diaduk dengan
menggunakan magnetic stirer selama 1 jam sampai
terlihat warna kekuningan. Larutan disimpan dalam
wadah tertutup di dalam lemari es.

Larutan kolkisin  0.1% dibuat dengan cara
melarutkan kolkisin 1 gram dalam 1 L aquades. Larutan
kemudian disimpan dalam botol pada suhu ruangan.

Aceto orcein 2% dibuat dengan cara melarutkan 1
gram orcein dalam 50 mL asam asetat glasial 45% pada
suhu 90°C. Kemudian diaduk dengan menggunakan
magnetic stirer selama 10 menit. Setelah agak dingin
dilakukan filtrasi. Larutan disimpan dalam botol gelap
pada suhu ruangan.
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Persiapan akar tanaman jati

Ujung akar bibit jati berumur 4 minggu diambil
mulai dari pukul 06.00 WIB pagi sampai dengan 05.00
WIB pagi keesokan harinya dengan selang waktu
pengambilan setiap 1 jam. Akar dimasukkan ke dalam
botol yang berisi larutan 8-hidroksiquinolin 0.002 M
dan disimpan dalam lemari pendingin selama 1 jam.
Ujung akar yang lain dimasukkan ke dalam botol yang
berisi larutan kolkisin 0.1% dan disimpan pada suhu
ruangan selama 1 jam (Gunarso 1989).

Metode A

Akar vyang telah direndam dalam larutan 8-
hidroksiquinolin 0.002 M dan kolkisin 0.1% dicuci
dengan air dan direndam dalam asam asetat 45% selama
10 menit. Akar diangkat dan dicuci kembali dengan air.
Akar dipanaskan dalam larutan HCI 1N: asam asetat
45% = 3:1 selama 2 menit, kemudian diletakkan dalam
cawan petri yang telah ditetesi dengan larutan pewarna
orcein. Akar didiamkan selama £1 jam setelah itu ujung
akar diletakkan di atas object glass lalu dipotong dengan
ukuran £1 mm menggunakan silet, kemudian diteteskan
larutan pewarna orcein lalu ditutup dengan cover glass.
Object glass dilewatkan pada api pembakar bunsen, lalu
diketuk dengan pensil dan ditekan dengan ibu jari.
Preparat siap diamati di bawah mikroskop.

Metode B

Metode B sama dengan metode A, dengan
modifikasi pada tahap maserasi, yaitu waktu pemanasan
dalam larutan HCI 1N: asam asetat 45% = 3:1 selama 5
menit, 10 menit, 15 menit, dan 20 menit dengan tujuan
untuk melunakkan jaringan akar.

Metode C

Metode C dilakukan tanpa perlakuan fiksasi
(perendaman dalam larutan 8-hidroksiquinolin 0.002 M)
dan maserasi (perendaman dalam larutan HCI 1 N dan
asam asetat 45%). Menurut Gunarso (1989) teknik
pewarnaan kromosom menggunakan pewarna orcein
dengan sampel ujung akar tanaman dilakukan tanpa
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harus perlakuan fiksasi, akan tetapi diperlukan tahap
pra-perlakuan. Metode ini dimulai dari membersihkan
sampel akar, setelah itu bagian ujung akar dipotong
sepanjang 0.5—1 cm. Tahap pra-perlakuan: ujung akar
dimasukkan dalam botol berisi kolkisin 0.1%, kemudian
disimpan selama 1 jam pada suhu ruangan. Akar dicuci
dengan air, kemudian direndam dalam larutan pewarna
orcein selama 20 menit pada suhu + 60 °C. Ujung akar
kemudian dipotong sepanjang + 1 mm, diletakkan pada
object glass, di atasnya ditambahkan dua tetes aceto
orcein 2%. Preparat ditutup dengan cover glass, setelah
itu dilewatkan pada api pembakar bunsen. Preparat
selanjutnya diketuk dengan pensil dan ditekan dengan
ibu jari. Preparat siap diamati di bawah mikroskop.

Hasil pengamatan metode C, penggunaan larutan
kolkisin 0.1% memberikan hasil yang lebih baik
dibandingkan  dengan  penggunaan larutan 8-
hidroksiquinolin 0.002 M sehingga untuk metode D
sampai dengan G pada tahap pra-perlakuan hanya
digunakan larutan kolkisin 0.1%.

Metode D

Metode D sama dengan metode C, dengan
modifikasi waktu pengambilan akar, yaitu pada pukul
09.10, 09.20, 09.30, 09.40, dan 09.50 WIB.

Metode E

Metode E sama dengan metode C, dengan
modifikasi pada tahap maserasi, yaitu pemanasan dalam
larutan HCI 1N:asam asetat glasial 45% = 3:1 selama 2
menit.

Metode F

Metode F sama dengan metode C, dengan
modifikasi pada tahap pra-perlakuan, yaitu perendaman
dengan larutan kolkisin selama 3, 6, 12, dan 24 jam.

Metode G

Metode G sama dengan metode C, dengan
modifikasi sebelum tahap pra-perlakuan yaitu ujung
akar disimpan dalam lemari pendingin selama 1 hari.

Tabel 1 Hasil pengamatan kromosom jati dengan metode A, B,dan C

Waktu peng- .
Metode ambilanpakgr Hasil Keterangan
A Tiap jam selama 24 Kromosom tidak terlihat Pra-perlakuan dengan 8-hidroksiquinolin
jam Sel tidak pecah 0.002 M atau kolkisin 0.1% memberikan
hasil yang sama
B Tiap jam selama 24 Kromosom tidak terlihat Pra-perlakuan dengan 8-hidroksiquinolin
jam Sel pecah 0.002 M atau kolkisin 0.1% memberikan
Tahap maserasi yang tepat ialah dengan hasil yang sama
perendaman HCI : asam asetat glasial 45%
= 3:1 selama 10 menit
C < Pukul 09.00 WIB Kromosom tidak terlihat Sel berwarna merah

Pukul 09.00 WIB Kromosom terlihat

Kromosom masih berada dalam tahap
profase
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Pengamatan kromosom

Setelah mendapatkan preparat morfologi akar
dengan kromosom yang baik pada mikroskop,
dilakukan pemotretan. Pemotretan dilakukan dengan
menggunakan kamera digital dengan perbesaran seratus
kali. Setiap objek yang diamati dilakukan pemotretan
dua kali. Pemotretan pertama, yaitu fokus pada kamera.
Pemotretan kedua, yaitu fokus pada lensa okuler. Hasil
pemotretan ini memberikan gambaran kromosom yang
lebih jelas. Kromosom diamati secara deskriptif.
Pengamatan kromosom dibantu dengan software Adobe
Photoshop.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Metode A

Hasil yang diperoleh dengan menggunakan metode
A ialah kromosom tidak terlihat dan terwarnai dengan
baik. Hal ini terjadi pada tahap pra-perlakuan dengan 8-
hidroksiquinolin 0.002 M maupun dengan kolkisin 0.1%
(Tabel 1). Dari hasil pengamatan, diketahui bahwa sel
akar jati lebih kecil dibandingkan dengan sel akar
bawang (metode kontrol). Dengan sel yang lebih besar
dan jumlah kromosom diploid (2n = 16) (Foschi et al.
2013) yang lebih sedikit, maka dapat diduga bahwa
kromosom bawang merah ukurannya lebih besar
dibandingkan dengan kromosom jati. Hal inilah yang
diduga menjadi penyebab kromosom tanaman jati tidak
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terlihat dengan menggunakan metode
kromosom bawang merah (metode A).

pewarnaan

Metode B

Hasil yang diperoleh dengan menggunakan metode
B ialah tahap maserasi yang baik dengan perendaman
selama 10 menit karena sel akar pecah dan menyebar
sangat baik, tetapi kromosom masih belum terlihat
(Tabel 1). Hal ini mungkin disebabkan oleh (1) lamanya
perendaman dalam larutan pra-perlakuan, (2) terlalu
cepatnya proses fiksasi, (3) tahap maserasi yang terlalu
lama, (4) tahap pewarnaan yang terlalu cepat, dan (5)
kurang tepatnya konsentrasi bahan kimia yang
digunakan.

Metode C

Hasil yang diperoleh dengan menggunakan metode
C ialah kromosom terlihat, namun masih sulit dilakukan
penghitungan jumlah kromosom karena kromosom
sangat kecil dan masih berada pada tahap profase (Tabel
1). Waktu pengambilan sampel terbaik yang diperoleh
untuk pengambilan sampel akar jati ialah pukul 09.00
WIB karena pada waktu ini kromosom dapat terlihat.
Pada sel-sel organisme multiseluler, proses pembelahan
sel memiliki tahap-tahap tertentu yang disebut siklus sel
(Francis 2007). Berdasarkan informasi tersebut dapat
diketahui bahwa tahap mitosis untuk tanaman jati
dimulai sekitar jam 9 pagi dan lamanya tahap mitosis
tanaman jati sekitar 1 jam.

Tabel 2 Hasil pengamatan kromosom jati dengan metode D, E, dan G

Waktu peng-

Metode ambilan akar Hasil Keterangan
Sel berwarna merah
Pukul 09.10 WIB Kromosom terlihat Kromosom yang terlihat sangat kecil dan masih
berada dalam tahap profase
Sel berwarna merah
Pukul 09.20 WIB Kromosom terlihat Kromosom yang terlihat sangat kecil dan masih
berada dalam tahap profase
Sel berwarna merah
D Pukul 09.30 WIB Kromosom terlihat Kromosom yang terlihat sangat kecil dan masih
berada dalam tahap profase
Sel berwarna merah
Pukul 09.40 WIB Kromosom terlihat Kromosom yang terlihat sangat kecil dan masih
berada dalam tahap profase dan tampak buram
Kromosom terlihat dan Sel berwarna merah
Pukul 09.50 WIB Kromosom yang terlihat sangat kecil dan masih
tampak buram
berada dalam tahap profase dan tampak buram
Sel berwarna merah muda
E Pukul 09.00-10.00 WIB Kro_mosom tidak Ada bercak menyerupai kromosom di tengah-tengah
terlihat sel
Diduga kromosom rusak pada saat tahap maserasi
Kromosom tidak
G pukul 09.00 WIB terlihat Sel tidak berada pada kondisi yang sama seperti waktu

Sel berwarna merah
muda

pengambilan akar.
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Tabel 3 Hasil pengamatan kromosom jati dengan metode F
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Waktu pena- Lama peren-
Metode ambilanpakgr daman dalam Hasil Keterangan
kolkisin 0.1%
Sel berwarna merah muda
09.00wiB 3 jam Kro_mosom Kromosom yang terlihat sangat kecil dan
terlihat -
masih berada dalam tahap profase
Sel berwarna merah muda
09.00 WIB . Kromosom tidak ~ Ada bercak menyerupai kromosom di
6 jam .
terlihat tengah-tengah sel
Diduga kromosom rusak
F Sel berwarna merah muda
09.00 WIB . Kromosom tidak  Ada bercak menyerupai kromosom di
12 jam .
terlihat tengah-tengah sel
Diduga kromosom rusak
Sel berwarna merah muda
09.00 WIB . Kromosom tidak  Ada bercak menyerupai kromosom di
24 jam .
terlihat tengah-tengah sel
Diduga kromosom rusak
Metode D Allium cepa L. Pereira et al. (2014) menggunakan

Hasil yang diperoleh dengan menggunakan metode
ini sama seperti metode C, yaitu tidak ditemukannya
kromosom yang berada pada tahap metafase (Tabel 2).
Hal ini disebabkan tidak tepatnya waktu pemotongan
akar jati yang digunakan untuk membuat slide preparat
kromosom. Menurut Zheng et al. (2014) tahap metafase
hanya terjadi dalam waktu yang singkat (1-2 menit).

Metode E

Sel-sel pada metode E terlihat lebih jernih
dibandingkan dengan sel-sel pada metode C karena
pengaruh dari tahap maserasi (Tabel 2). Tahap maserasi
adalah tahap melunakkan jaringan akar sehingga sel
menjadi lebih mudah lepas, dan sitoplasma lebih jernih
dari komponen-komponen sel yang tidak dikehendaki.
Pelaksanaan tahap maserasi yang kurang tepat dapat
mengakibatkan terjadinya kerusakan sel (Chirino et al.
2014) dan penundaan waktu mitosis (Gudowska-Nowak
et al. 2005).

Metode F

Kromosom yang terlihat pada metode F masih
berada dalam tahap profase (Tabel 3). Hal ini diduga
disebabkan oleh (1) waktu pengambilan akar yang
kurang tepat, dan (2) lama perendaman akar dalam
kolkisin 0.01% yang kurang optimal. Pada beberapa
jenis tanaman, waktu pengambilan akar yang tepat
sangat diperlukan untuk memperoleh kondisi kromosom
berada pada tahap metafase, karena sedikitnya waktu
yang dibutuhkan sel untuk melakukan tahap metafase.
Contohnya pada tanaman Halodule sp. (Kuo 2013).

Belum ada standar untuk tingkat konsentrasi
kolkisin yang digunakan, dan lamanya waktu
perendaman. Pada umumnya Kkolkisin akan bekerja
dengan efektif pada konsentrasi rendah, yaitu pada
kisaran konsentrasi 0.001%—-1.00%, dengan lama
perendaman 3-24 jam (Suryo 1995). Draghia et al.
(2013) menggunakan kolkisin dengan konsentrasi 0.5%
selama 30 menit untuk preparasi kromosom Allium spp.
dan Silene spp, sedangkan Foschi et al. (2013)
menggunakan kolkisin dengan konsentrasi 625-1250
MM selama 24-48 jam untuk preparasi kromosom

kolkisin dengan konsentrasi 0.1-0.5% dengan lama
perendaman 1.5-24 jam untuk preparasi kromosom
Lolium multiforum Lam.

Metode G

Hasil yang diperoleh dengan menggunakan metode
G sama dengan metode B. Sel berwarna merah muda
dan tidak terlihat ada bercak kromosom (Tabel 2). Hal
ini diduga disebabkan perendaman akar dalam kolkisin
selama 1 hari yang dilakukan dalam lemari pendingin
(suhu + 4 OC), menyebabkan kolkisin tidak dapat
bekerja dengan baik untuk melunakkan jaringan akar.
Perendaman yang dilakukan di dalam lemari pendingin
biasanya dilakukan untuk tahap maserasi Yyang
menggunakan larutan larutan HCI 1N dan asam asetat
45% (Draghia et al. 2013); sedangkan yang
menggunakan kolkisin, perendaman dilakukan pada
suhu ruangan (Foschi et al. 2013).

Kromosom Jati

Upaya perakitan bibit unggul dapat dilakukan
melalui kegiatan pemuliaan pohon. Faktor penentu
keberhasilan program perakitan bibit unggul, salah
satunya adalah tersedianya keragaman genetik. Teknik
yang biasanya digunakan untuk  menghasilkan
keragaman genetik ialah poliploidisasi (Foschi et al.
2013), dan mutasi (Mao et al. 2005). Beberapa metode
dapat digunakan untuk menganalisis keragaman genetik
yang dihasilkan, salah satunya dengan analisis
berdasarkan susunan kromosom (Bedini et al. 2012).
Temuan-temuan baru di bidang sitogenetika dapat
berguna untuk mendukung program pemuliaan tanaman,
baik secara tidak langsung yaitu berupa peningkatan
pengetahuan susunan genetik suatu jenis tanaman (Cai
dan Zhang 2014, Prancl et al. 2014) maupun secara
langsung yang berupa penerapan teknik sitogenetika
untuk perbaikan sifat tanaman (Orhan et al. 2010,
Peruzzi 2012).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari keenam
metode pewarnaan yang digunakan, hanya metode C
yang menghasilkan gambaran kromosom yang terlihat
jelas, walaupun jumlah kromosom tanaman jati yang
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dihasilkan belum dapat dihitung karena berukuran
sangat kecil. Jumlah kromosom (2n) setiap makhluk
hidup berbeda-beda, tidak bergantung pada ukuran
genom (Chung et al. 2012). Tanaman jati mempunyai
jumlah kromosom vyaitu 2n = 36 (Fofana et al. 2008).
Perubahan jumlah kromosom organisme biasanya
dihasilkan dari mutasi genom. Jumlahnya bisa
bertambah, melalui proses poliploidi, yang merupakan
fenomena penting dalam evolusi vaskular tanaman
(Bedini et al. 2012). Jumlah kromosom juga dapat
berkurang karena terjadinya beberapa kali translokasi
(da Silva et al. 2005). Kromosom juga dapat rusak
karena radiasi yang dapat menyebabkan tertundanya
proses mitosis (Gudowska-Nowak et al. 2005).

Kromosom yang dihasilkan pada penelitian ini
masih berada pada tahap profase. Profase merupakan
tahap paling lama dalam mitosis. Pada proses awal,
kromosom mulai tampak lebih pendek dan menebal.
Selanjutnya, pada sel tumbuhan, benang-benang spindle
(mikrotubul) terbentuk tanpa terikat pada sentriol (Mao
et al. 2005). Mikrotubul ini berkontribusi dalam
menentukan posisi poros profase bipolar, dan
orientasinya (Ambrose dan Cyr 2008). Pada tahap
profase akhir, masing-masing kromosom terlihat terdiri
dari dua kromatid yang terikat pada sentromer.
Selanjutnya, nukleolus hilang dan membran nukleus
hancur. Pada tahap ini kromosom terletak bebas di
dalam sitoplasma (Zamariola et al. 2014).

KESIMPULAN

Metode pewarnaan kromosom tanaman jati yang
tepat ialah metode C karena dengan metode ini
kromosom dapat dilihat tetapi jumlah kromosom
tanaman jati masih belum bisa dihitung karena
kromosom masih berada pada tahap profase. Waktu
pengambilan sampel terbaik yang diperoleh untuk
pengambilan sampel akar jati ialah pada pukul 09.00
WIB, dan lamanya tahap mitosis tanaman jati + 1jam.
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