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ABSTRACT

Celosia cristata is a crucial medicinal and ornamental plants. The gamma
irradiation with in vitro mutagenesis can be used to form economically developed
mutants. The effects of gamma-ray irradiation on stomata and chromosome of in
vitro leaves cultures of C. cristata were evaluated. Leave cultures were gamma-
irradiated at 0-75 Gy, and the population at third-generation (MV3) was used to
assess the stomata and chromosome in C. cristata. The result demonstrated that
the treatments of gamma-ray irradiation could be useful to change anatomy of
stomata and chromosome of C. cristata putative mutants. Stomata density was
found higher in dose 75 Gy with value 101.4/mm’. The chromosomes of putative
Celosia mutants were anatomically changed, which compared to control plantlets.
This result indicated that the gamma-irradiated treatment changed DNA in the
nucleus of C. cristata plantlets.
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ABSTRAK

Jengger ayam (Celosia cristata) merupakan tanaman ornamental dan tanaman
obat yang penting. Mutagenesis dengan radiasi sinar gama secara in vitro dapat
digunakan untuk meningkatkan nilai ekonomi tanaman mutan. Pengaruh iradiasi
sinar gama terhadap stomata dan kromosom tanaman mutan putatif dievaluasi
pada penelitian ini. Mutasi sinar gama dilakukan secara in vitro pada daun yang
diradiasi dengan dosis 0-75 Gy, selanjutnya untuk evaluasi stomata dan
kromosom dilakukan pada planlet generasi ke tiga. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa perlakuan sinar gamma dapat mengubah stomata dan kromosom tanaman
mutan putatif. Densitas stomata (101.4 /mm?) tertinggi ditemukan pada perlakuan
sinar gama dosis 75 Gy. Kromosom mutan putatif secara anatomi berubah
dibandingkan dengan kontrol. Hasil ini mengindikasikan bahwa perlakuan iradiasi
sinar gama dapat mengubah DNAnti plantlet Jengger ayam.

Kata Kunci : In vitro, Jengger ayam, kromosom, stomata

PENDAHULUAN

Jengger ayam merupakan tanaman hias
dar kelurga Amaranthaceae dengan nama ilmiah
Celosia cristata. Morfologi bunga yang berbentuk
jengger ayam dengan intensitas warna yang khas
menjadikan sebagai tanaman hias dalam bentuk
bunga potong yang cukup tinggi peminatnya
(Zuck, 2015). Selain tanaman ornamental,
Jengger ayam juga berpotensi sebagai tanaman
obat. Beberapa potensi khasiat farmakologi dari
tanaman Jengger ayam diantaranya adalah
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imunostimulan(Sun et al., 2015), hepatoprotektor
—<Wang et al., 2010; Sun et al., 2011), antivirus
—(Balasubrahmanyam et al., 2000), dan
antioksidan(Kimetal., 2015).

Program pemuliaan tanaman merupakan
salah satu cara yang dapat memfasilitasi dalam
menghasilkan tanaman Jengger ayam yang
memiliki warna, bentuk, dan ukuran yang
beragam. Pemuliaan mutasi dengan radiasi sinar
gamma merupakan salah satu teknik mutasi yang
banyak dimanfaatkan dalam menghasilkan
keragaman dalam program pemuliaan tanaman
(Parchin et al., 2019). Pemuliaan mutasi bagi
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tanaman yang diradiasi baik secara fisik dan
kimia secara langsung dapat menimbulkan
perubahan beberapa karakteristik morfologi,
anatomi, fisiologi dan genetik tanaman (mutasi
titik dan mutasi kromosom). Besarnya perubahan
yang terjadi bergantung pada dosis iradiasi yang
diberikan berkorelasi terhadap respon
pertumbuhan sel tanaman.

Beberapa studi menyatakan bahwa
akibat dari iradiasi menimbulkan gejala
hambatan pertumbuhan salah satunya adalah
penurunan performa tumbuh tanaman yang
berkaitan dengan perubahan bentuk anatomi sel-
sel yang terdapat di dalamnya (Wi et al., 2007).
Selain itu, beberapa penelitian telah
menunjukkan keunggulan mutasi sinar gamma
untuk pemuliaan tanaman khususnya
pembentukan keragaman pada morfologi dan
metabolit yang diinduksi oleh pemberiaan sinar
gamma (Asif & Khalil Ansari, 2019). Hambatan
pertumbuhan yang berkaitan dengan anatomi sel
ini berhubungan dengan faktor anatomi seperti
ukuran dan kerapatan stomata.

Hasil penelitian Lestari (2006)
menunjukkan bahwa pemaparan sinar X
menunjukkan hasil berpengaruh berbeda sangat
nyata pada panjang, jumlah, kerapatan dan
indeks stomata tanaman padi. Selain perubahan
struktur anatomi sel, perubahan juga terjadi
ditingkat genetik khusunya perubahan susunan
basa nukleotida (DNA) ditingkat kromosom atau
dalam istilah mutasi disebut dengan mutasi
kromosom (Hanafy & Akladious, 2018). Mutasi
pada tingkat kromosom terbagi menjadi dua,
yaitu mutasi yang menyebabkan perubahan
struktur kromosom dan mutasi yang
menyebabkan perubahan jumlah kromosom.
Perubahan ini dapat diamati secara genetik
dengan mengetahui ada tidaknya aberasi
kromosom atau dengan mengetahui adanya
perubahan bentuk dan jumlah kromosom
tanaman mutan.

Untuk itu, penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi perubahan stomata dan
kromosom tanaman mutan putatif tanaman C.
cristata yang diiradiasi dengan sinar gamma.

METODE PENELITIAN
Identifikasi Stomata

Metode pengerjaan identifikasi stomata
dilakukan dengan mengambil sampel daun dari
dalam botol kultur. Daun kemudian difiksasi
dalam 70% alkohol, kemudian dicuci dengan
akuades. Lapisan epidermis bawah daun yang
terdapat stomata diperoleh dengan cara dikikis
dengan bantuan pinset dan silet. Lapisan
epidermis tersebut diletakkan pada gelas objek,
kemudian ditutup dengan gelas penutup.
Preparat diamati di bawah mikroskop dengan
perbesaran 40 kali. Karakter anatomi yang
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diamati adalah panjang, lebar dan jumlah
stomata, serta kerapatan stomata. Data
pengukuran stomata merupakan nilai rata-rata
dari pengukuran 10 bidang pandang yang dipilih
secara acak masing-masing dengan 3 ulangan.
Kerapatan stomata dihitung dengan rumus pada
bidang pandang yang digunakan adalah
perbesaran 40 kali dengan diameter bidang
pandang 5.4 mm, sebagai berikut:

Jumlah stomata

Kerapatan stomata =

Luas bidang pandang
Keterangan:
Luasbidangpandang = %x3.14xd’

= Y%x3.14x5.4

= 22.89mm’

Data kuantitatif yang diperoleh dianalisis
secara statistik dengan Analysis of Variance
(ANOVA) taraf 5 %, jika terdapat perbedaan nyata
dilakukan uji lanjut dengan metode Duncan's
Multiple Range Test (DMRT).

Identifikasi Kromosom

Tahap pertama dalam identifikasi
kromosom adalah mempersiapkan larutan yang
digunakan. Larutan 8-hydroquinolin 0.002 M
dibuat dengan cara melarutkan 0,3 g 8
hydroquinolin dalam 1 liter akuades 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
former dibuat dengan mencampurkan 15 ml
asam asetat dengan 45 ml alkohol absolut (3:1).
Aceto orcein 2 % dibuat dengan cara
memanaskan 22.5 ml asam asetat dengan gelas
reaksi sampai mendidih kemudian diangkat lalu
dimasukkan tepung orcein sambil wadah
digoyang-goyangkan selama 10 menit (suhu
dipertahankan 90-95°C). Setelah agak dingin,
ditambahkan 27.5 ml aquadest dan dibiarkan
hingga suhu mencapai 20°C. Selanjutnya
dilakukan filtrasi digelas lain kemudian disimpan
diruang gelap.

Tahap selanjutnya adalah pengamatan
mitosis. Akar sampel tanaman yang berwarna
putih dan masih segar dipotong sepanjang 1 cm
untuk dibuatkan preparat. Sisa agar-agar dari
media yang menepel pada akar dibersihkan lalu
dimasukkan ke dalam larutan 8-hydoquinolin
selama 180 menit. Untuk perlakuan fiksasi
sebelum pengamatan, ujung akar dicuci bersih
selanjutnya direndam ke dalam larutan asam
asetat 45% selama 10 menit. Akar tersebut
kemudian dimasukkan dalam botol yang berisi
campuran asam asetat:HCI (3:1) selama 2 menit.
Ujung akar yang direndam tersebut dipanaskan
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Gambar 1. Ukuran panjang dan lebar somata planlet Celosia cristata; (A) 0 Gy
(kontrol), (B) 25 Gy, (C) 50 Gy dan (D) 75 Gy

dalam waterbath dengan suhu 60°C selama
2 menit. Setelah itu ujung akar diangkat dan
dimasukkan dalam orcein. Setelah dipindahkan
ke gelas preparat, ujung akar dipotong bagian
ujungnya hingga 1-2 mm, kemudian ditetesi
2 tetes orcein dan dibiarkan selama 10 menit
sambil ditutup dengan gelas penutup. Preparat
dilewatkan di atas api bunsen, lalu diketuk
dengan pensil berkaret (squash); kemudian
ditekan dengan ibu jari. Selanjutnya preparat
diamati di bawah mikroskop. Pada saat
pengamatan, preparat yang penyebaran
kromosomnya tampak baik dilakukan pemotretan
kemudian dilakukan editing untuk memperjelas
gambar dan bentuk kromosom. Berdasarkan
hasil dokumentasi secara deskriptif dan
kuantitatif diamati jumlah kromosom yang
terbentuk dan dibandingkan antara kromosom
tanaman normal dengan tanaman mutan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Identifikasi Stomata

Berdasarkan pengamatan anatomi
stomata jaringan daun planlet Celosia cristata,

dihasilkan bentuk stomata Celosia yang
merupakan tipe anomocytic. Tipe anomocytic
merupakan karakter stomata yang tidak memiliki
sel-sel anak (llloh, 1995). Hasil pengamatan
stomata planlet menggunakan mikroskop
perbesaran 40x dengan pengukuran panjang
irisan membujur diperoleh hasil panjang dan
lebar stomata yang ditunjukkan dengan tulisan
warna merah (Gambar 1). Berdasarkan hasil
pengamatan anatomi jaringan stomata pada
daun planlet mutan dan kontrol menggunakan
mikroskop terdapat perbedaan ukuran dan
kerapatan stomata pada setiap daun yang diberi
perlakuan iradiasi sinar gamma (Tabel 1). Hasil
tersebut sesuai dengan beberapa penelitian lain
khususnya pada tanaman lain bahwa perlakuan
induksi sinar gamma dapat meningkatkan
keragaman karakteristik stomata daun (Mallick et
al., 2016; Rosmala, Khumaida & Sukma, 2016).
Terdapat pengaruh nyata dari dosis
iradiasi terhadap seluruh karakter yang diamati
pada mutan planlet C. cristata. Ukuran panjang
dan lebar stomata tertinggi terdapat pada dosis
25 Gy namun tidak berbeda nyata dengan dosis 0

Tabel 1. Pengaruh iradiasi sinar gamma terhadap karakter anatomi planlet C. cristata

generasi MV3

Karakter anatomi

Dosis (Gy) Panjang stomata (hm) Lebar stomata (hm) Rerata jumlah stomata Kerapatan stomata/mm?

0 32250a 30961a
25 33646a 35183a
50 32278a 29287b
75 27990b 27174b

55.57b 72.8
54 .47b 71.4
30.6¢ 40.1
77.4a 101.4
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Gambar 2. Penampilan stomata planlet mutan Celosia cristata; (A) 0 Gy (kontrol),
(B) 25 Gy, (C) 50 Gy dan (D) 75 Gy

Gy (kontrol), sedangkan ukuran stomata
terpendek terdapat pada dosis 75 Gy dengan nilai
kerapatan yang paling tinggi (Tabel 1). Menurut
Dickison (2000) proses ionisasi dari iradiasi sinar
gamma dapat menyebabkan perubahan struktur
anatomi daun. lradiasi sinar gamma diketahui
dapat meningkatkan ketebalan kutikula,
epidermis, palisade dan tebal daun pada
beberapa individu hasil iradiasi sinar gamma,
meskipun interval kenaikannya bersifat variatif
dan tidak menunjukkan pola terhadap kenaikan
dosis iradiasi. Hal tersebut yang memungkinkan
terjadinya perubahan stomata terhadap variasi
dosis sinar gamma yang diberikan. Penghitungan
jumlah stomata pada beberapa bidang pandang
terhadap jaringan daun planlet mutan yang
diamati menunjukkan bahwa kerapatan stomata
planlet mutan dengan dosis 50 Gy memiliki
jumlah paling rendah dibanding 3 perlakuan
iradiasi lainnya dan memiliki ukuran panjang
stomata yang lebih besar daripada kontrol.
Perbedaan dosis yang diberikan pada
setiap planlet menimbulkan respon terhadap
pertumbuhan terutama pada pembentukan
stomata yang berbeda-beda pula. Hal ini akan
berkorelasi dengan pembentukan karakter
genetik tanaman dan kemampuan tanaman
dalam melanjutkan proses pertumbuhan.
Widiastuti et al. (2010) menyatakan bahwa
kerapatan stomata memiliki korelasi positif
dengan tinggi tanaman sebesar 90% dan
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kerapatan stomata dapat dijadikan sebagai
kriteria seleksi untuk menduga pertumbuhan
manggis.

Pada tanaman kontrol mempunyai
kerapatan stomata sebesar 72.8/mm?” sedangkan
pada planlet mutan yang diamati memiliki
kerapatan stomata terendah 40.1/mm?® dan
tertinggi 101.4/mm’. Menurut Wilmer (1983)
terdapat keselarasan antara ukuran stomata
dengan kerapatannya, semakin kecil ukuran
stomata, semakin besar kerapatannya. Hasil
demikian didapatkan pada mutan planlet dosis 75
Gy. Pada perlakuan dosis 25 Gy tidak memiliki
banyak perbedaan kerapatan stomata
dibandingkan kontrol, demikian pula dengan rata-
rata jumlah stomata pada beberapa bidang
pandang yang diamati. Frekuensi stomata yang
dihasilkan berada pada kisaran 54.47-77 .4,
namun menurut Illoh (1995) diperoleh frekuensi
stomata Celosia cristata berkisar 93.23-159.39
untuk tanaman yang tidak diinduksi mutasi.

Pada penelitian ini dihasilkan nilai
kerapatan stomata terendah berada pada dosis
50 Gy, hal ini berkorelasi dengan data
pertumbuhan in vitro yang menunjukkan bahwa
pertumbuhan planlet 50 Gy memiliki persentase
mutan pemendekan ruas paling tinggi yang
menyebabkan morfologi tanaman menjadi roset
atau kerdil. Lestari(2006) mengemukakan bahwa
tanaman padi yang memiliki kerapatan stomata
rendah yang dihasilkan dari iradiasi memiliki daya
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tahan lebih baik terhadap kekeringan.

Berdasarkan nilai kerapatan stomata,
dihasilkan nilai kerapatan stomata paling tinggi
pada planlet dengan dosis 75 Gy sebesar
101.4/mm? namun ukuran panjang dan lebar
stomata berukuran paling kecil diantara
perlakuan iradiasi lainnya. Tampaknya pengaruh
iradiasi dengan dosis 75 Gy pada penelitian ini
mempengaruhi pembentukan stomata tanaman
lebih banyak. Berbeda dengan ukuran tiga dosis
perlakuan lainnya yang tidak memiliki perbedaan
ukuran yang terlalu signifikan. Nilai kerapatan
stomata pada planlet Celosia cristata sangat
bervariasi, hal ini menunjukkan bahwa iradiasi
sinar gamma dapat menimbulkan perubahan
anatomi stomata.

Perbedaan kerapatan stomata masing-
masing planlet yang diradiasi tampak pada
Gambar 2 dimana jaringan daun planlet 50 Gy
memiliki stomata lebih sedikit daripada perlakuan
lainnya. Bentuk lebar dan panjang stomata juga
tampak berbeda antar perlakuan. Menurut Sari et
al. (2015), perbedaan ketebalan daun dan
kerapatan stomata pada tanaman kontrol dan
mutan antara lain terjadi karena adanya
perbedaan dalam penyerapan unsur hara dan
hilangnya air melalui proses transpirasi serta
intensitas cahaya terhadap sel-sel palisade.
Intensitas yang tinggi dengan suhu tinggi
menyebabkan sel-sel palisade menjadi lebih
panjang dan berlapis yang terdiri atas dua dan
tiga lapisan. Tekanan yang diberikan pada saat
iradiasi juga diduga menjadi faktor yang
menyebabkan perubahan anatomi stomata.

Studi struktur anatomi tanaman mutan

sangat bermanfaat untuk menjelaskan
perubahan karakter genetik pada proses tertentu
(Harahap 2005). Beberapa studi telah
menjelaskan bahwa perubahan anatomi dapat
menjadi faktor tanaman mutan dapat bertahan
hidup dan menghasilkan perubahan genetik. Sari
et al. (2015) mendapatkan tanaman mutan
gandum dengan kandungan prolin dan glukosa
lebih tinggi dari tanaman kontrol. Meilawati et al.
(2017) juga menyatakan bahwa dihasilkan
tanaman mutan lada hitam hasil iradiasi yang
mengalami perubahan karakter anatomi stomata
dan indeks stomata yang tahan terhadap infeksi
P. capsici.

Identifikasi Kromosom

Setiap spesies memiliki karakteristik
jumlah kromosom di dalam nukleus. Jumlah
kromosom bervariasi secara luas antar spesies
dan dapat terjadi peningkatan maupun
penurunan jumlah selama akibat adanya evolusi
dan spesiasi. Berdasarkan pengamatan
kromosom yang telah dilakukan terhadap mutan
planlet Celosia cristata dihasilkan visualisasi
profase dalam fase mitosis yang terjadi di dalam
nukleus planlet. Namun karena gambar yang
dihasilkan tidak terlalu jelas maka penelitian ini
hanya dapat mendeskripsikan fase mitosis
berdasarkan gambar yang telah diperoleh.

Pada Gambar 3 dapat dilihat fase profase
yang dihasilkan dari jaringan meristem akar
planlet pada masing-masing perlakuan. Jumlah
ploidi yang banyak dan berukuran sangat kecil
menjadikan sukar untuk dilakukan penghitungan
jumlah kromosom. Studi yang dilakukan oleh
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Gambar 3. Kromosom planlet C. cristata; (A) 0 Gy (kontrol), (B) 25 Gy, (C) 50 Gy

dan (D) 75 Gy
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Grant (1961) mengenai spesiasi dan jumlah
kromosom dasar genus Celosia memberikan
informasi bahwa kromosom dasar dari genus ini
adalah n=9, namun dari empat spesies Celosia
yang dilakukan studi sitologi, setiap spesies
memiliki jumlah level ploidi yang berbeda dari
diploid (2n) hingga dodecaploid (12n). Hasil
persilangan antar 2 spesies C. argentea (2n=72)
x C. cristata (2n=36) menghasilkan anakan
dengan jumlah kromosom 2n=108.

Respon setiap individu tanaman terhadap
iradiasi berbeda-beda. Mutasi hasil iradiasi
bersifat acak. Proses ionisasi yang terjadi pada
saat induksi radiasi dilakukan dapat saja
mengenai inti sel yang berisi DNA pembawa
materi genetik yang dapat diturunkan ke generasi
selanjutnya. Berdasarkan Gambar 3 dapat
diduga jumlah kromosom pada sel-sel mutan
mengalami perubahan seiring dengan terjadinya
perubahan anatomi stomata berupa ukuran
panjang, lebar dan kerapatan stomata.
Pernyataan ini didukung oleh Mostafa & Ahmad
(2016) yang melaporkan bahwa tanaman Celosia
mutan tetraploid ditemukan pada tanaman
dengan ukuran stomata, jumlah kloroplas per sel
penjaga dan kandungan DNA yang lebih banyak
dari tanaman normal. Berdasarkan persentase
mutan paling besar terdapat pada planlet yang
diradiasi dosis 50 Gy dengan nilai kerapatan
stomata paling rendah, sebesar 60%, planlet
generasi MV3 mengalami pemendekan ruas
yang membuat tanaman menjadi kerdil. Pada
planlet ini diduga kromosom yang ada di
dalamnya juga terjadi perubahan.

Penurunan aktivitas indeks mitosis
selanjutnya dilaporkan oleh Abubakar et al.
(2015) yang menyatakan bahwa telah terjadi
restitusi serbuk sari dan penurunan indeks
mitosis pada tanaman mutagenis C. argentea
yang diduga akibat indikasi gangguan pada
tingkat sel atau aktivitas fisiologis sel karena
tindakan mutagenik. Kumar & Yadav (2010) juga
melaporkan bahwa terjadi abnormalitas genetik
tanaman Sesamum indicum L. akibat induksi
iradiasi sinar gamma yang terjadi pada semua
fase pembelahan meiosis, abnormalitas yang
banyak terjadi yakni fenomena stickiness yang
dijumpai pada fase metafase l/Il, anafase /1l dan
telophase.

KESIMPULAN

Iradiasi sinar gamma dengan dosis 0, 25,
50 dan 75 Gy mampu menghasilkan perubahan
anatomi stomata planlet. Terdapat pengaruh
nyata dari dosis iradiasi terhadap panjang, lebar
dan jumlah stomata. Dosis 75 Gy menghasilkan
kerapatan stomata tertinggi sebesar 101.4/mm’
dan dosis 50 Gy menghasilkan kerapatan
stomata terendah sebesar 40.1/mm?’. Kromosom
planlet yang dihasilkan pada penelitian ini diduga

6

mengalami perubahan jumlah kromosom akibat
induksi mutasi pada dosis 50 Gy yang ditandai
dengan perubahan anatomi stomata yang juga
mengakibatkan restorasi DNA yang terdapat di
dalam nukleus sel mutan putatif planlet C.
cristata.
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