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Abstrak

Salah satu faktor yang menyebabkan tanaman menghasilkan buah tidak
berbiji (partenokarpik) adalah tingkat plodi. Tanaman dengan set kromosom 3n
akan menghasilkan buah tidak berbiji, sedangkan yang memiliki set kromosom 2n
akan berbiji. Sebagian aksesi pamelo Indonesia tidak berbiji, tetapi belum
diketahui set kromosomnya. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tingkat
ploidi aksesi pamelo berbiji dan tidak berbiji asal Sumedang, Kudus, Pati dan
Magetan. Hasil penelitian menunjukkan baik aksesi pamelo berbiji maupun tidak
berbiji memiliki kromosom diploid (2n=18).

PENDAHULUAN

Pamelo {Citrus maxima (Burm.) Merr.} berasal dari Malesia, kemudian menyebar
ke Indo-Cina, Cina Selatan, Jepang Selatan, India Barat, Mediterania dan Amerika
Tropik (Niyomdham 1992). Pusat produksi pamelo dunia terdapat di Cina bagian
Selatan, Thailand, Vietnam, Malaysia, Indonesia, Taiwan dan Jepang (Hodgson 1967).
Di Indonesia, sentra produksi pamelo utama terdapat di Kabupaten Magetan, sedangkan
sentra produksi potensial antara lain di Kabupaten Sumedang, Pati, Kudus, Pangkajene
dan Kepulauan (Sulawesi Selatan) dan Bireun (Aceh). Di sentra-sentra produksi
tersebut, terdapat berbagai kultivar pamelo yang beragam bentuk, ukuran, warna, rasa
buah dan jumlah bijinya. Aksesi pamelo memiliki jumlah biji beragam, mulai dari tidak
berbiji hingga berbiji banyak (Ladaniya 2008). Buah tidak berbiji lebih banyak diminati
oleh konsumen, karena biji menyebabkan rasa pahit dan merepotkan saat
mengkonsumsi buah (Altaf dan Khan 2007), sehingga pengembangan jeruk diarahkan
pada kultivar tidak berbiji.

Di antara faktor yang menentukan jumlah biji pada buah adalah tingkat ploidi.
Hasil penelitian Frost (1925a) menunjukkan kultivar jeruk berbiji bersifat diploid,
dengan jumlah kromosom 2n = 18. Selain itu terdapat pula kultivar jeruk yang
tetraploid (Frost 1925b) dan triploid. Tanaman triploid dapat diperoleh dari hasil
persilangan antara tanaman diploid dengan tetraploid (Fatima et al. 2002), hibridisasi
somatik antara kultivar diploid dan haploid (Kobayashi et al. 1997), kultur endosperma
(Raza et al. 2003), iradiasi (Zhang et al. 1988) atau terbentuk secara spontan (Jaskani et
al. 2007). Pada jeruk, triploid spontan juga terdapat pada bibit zigotik seksual (Raza et
al. 2003).
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Jeruk tidak berbiji di Indonesia kemungkinan terbentuk secara spontan, sebagai
hasil persilangan alami antara kultivar diploid dan tetraploid atau mutasi alami, karena
mutasi alami dan sport sering terjadi pada jeruk (Raza et al. 2003). Secara morfologi,
terdapat perbedaan antara tanaman jeruk yang tetraploid, triploid dan diploid. Tanaman
jeruk tetraploid tumbuh lebih cepat, memiliki daun lebih lebar, lebih tebal, dan
berwarna lebih gelap dibanding tanaman triploid dan diploid (Usman et al. 2006).
Embrio triploid dari spesies monoembrionik mudah diidentifikasi karena ukuran bijinya
yang 1/3 sampai 1/6 kali lebih kecil dari biji diploid (Esen dan Soost 1971).

Analisis set kromosom diperlukan untuk mengetahui kemungkinan adanya aksesi
tidak berbiji yang triploid, karena jumlah kromosom pada jeruk mempengaruhi
pembentukan dan perkembangan biji.  Tanaman jeruk triploid (3n) biasanya
menghasilkan buah tidak berbiji (Toolapong et al. 1995). Kondisi triploid ini
menyebabkan meiosis yang abnormal dan aborsi embrio (Zhu et al. 2009).

Set kromosom dapat diketahui dengan melakukan analisis komosom dan melalui
flow cytometry. Dengan cara ini diharapkan dapat diidentifikasi tingkat ploidi pamelo
berbiji dan tidak berbiji.

BAHAN DAN METODE
Tempat dan Waktu

Konfirmasi tingkat ploidi dengan analisis jumlah kromosom dilakukan di
Laboratorium Mikroteknik, Departemen Agronomi dan Hortikultura IPB pada bulan
September 2010 sampai Pebruari 2011, dan analisis flow cytometry dilakukan di
Laboratorium Genetika Tumbuhan, LIPI Biologi, Cibinong pada bulan Februari 2012.

Analisis Jumlah Kromosom

Bahan yang diperlukan ialah akar tanaman pamelo aksesi berbiji (‘Muria Merah
2’, ‘Adas Duku’, ‘Sri Nyonya’ dan ‘Nambangan’), tidak berbiji (‘Muria Merah 1° dan
‘Bageng Taji’), bahan untuk analisis kromosom (8-Hydroxyquinolin 0.002 M, asam
asetat 45 %, HCI 1 N, aseto orcein 2%). Alat yang digunakan berupa mikroskop
Olympus BX41, gelas obyek dan penutup, pinset, water bath, alat fotografi.

Metode yang digunakan mengacu pada Sastrosumarjo (2006) yang telah
dimodifikasi. Ujung akar tanaman pamelo dipotong sepanjang 0.5-1.0 cm dan segera
dimasukkan ke dalam larutan 0.002 M 8-hydroxyquinoline selama 3 jam pada suhu 4
°C. Akar tersebut dicuci dengan air, difiksasi dalam asam asetat 45% selama 10 menit
pada suhu ruang. Berikutnya ujung akar dimasukkan ke dalam botol berisi campuran
HCI dengan asam asetat 45% (3:1) selama 2 menit. Proses pelunakan (maserasi) akar
dilakukan dengan memasukkan botol berisi akar ke dalam water bath dengan suhu 60
°C selama 2 menit. Ujung akar diletakkan di atas gelas obyek, dipotong bagian
ujungnya 1-2 mm, ditetesi dengan aseto orcein 2 %, ditutup dengan gelas penutup,
dilewatkan di atas api bunsen 2-3 kali. Gelas penutup diketuk dengan ujung pensil
berkaret (squash), kemudian ditekan dengan ibu jari.

Pengamatan dilakukan di bawah mikroskop pada perbesaran 1000x. Dari setiap
individu tanaman dipilih beberapa sel yang menunjukkan fase metafase, karena pada
fase ini kromosom tampak menyebar.

Analisis Flow Cytometry

Untuk mengkonfirmasi hasil analisis jumlah kromosom dilakukan analisis ploidi
tanaman pamelo, menggunakan Partec Flow Cytometry (D-48161 Minster Jerman).
Bahan tanaman yang digunakan berupa daun pamelo kelompok aksesi berbiji (Cikoneng
ST, Jawa 2, Jawa 3, Magetan, Sri Nyonya, Adas Duku, Muria Merah 2), potensial tidak
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berbiji (Nambangan, Bali Merah 1) dan tidak berbiji (Bali Merah 2, Bageng Taji dan
Muria Merah 1).

Kira-kira 0.5 cm? daun muda dicacah menggunakan silet tajam dalam cawan petri
berdiameter 55 mm berisi 250 pl buffer ekstraksi Partec HR-A selama 30-90 detik.
Hasil cacahan daun disaring dengan Partec 50 pum Cell Trics disposable filter ke dalam
tabung kecil, kemudian ditambahkan larutan pewarna (dengan Propidium lodida dan
RNAse) sebanyak 1.0 ml. Sampel tersebut diinkubasi di tempat gelap selama 30-90
menit, kemudian dianalisis di flow cytometer. Pengamatan dilakukan terhadap intensitas
fluoresens relatif DNA total aksesi pamelo yang diamati.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengamatan pada empat aksesi berbiji (‘Srinyonya’, ‘Adas Duku’, ‘Muria
Merah 2’ dan ‘Nambangan’) dan dua aksesi tidak berbiji (‘Bageng Taji’ dan ‘Muria
Merah 1), tidak menemukan aksesi dengan set kromosom triploid, tetapi seluruhnya
diploid. Hal ini disebabkan terjadinya triploid alami pada jeruk amat langka, satu-
satunya contoh kultivar komersial yang berasal dari triploid alami adalah jeruk nipis
‘Tahiti’ (Citrus aurantifolia Swing.) (Bosco et al 2007). Hasil penelitian Usman et al.
(2006) pada bibit berasal dari biji berukuran kecil menunjukkan persentase triploid
alami berkisar antara 7.33 % pada mandarin ‘Feutrell’s Early’ sampai 15.45 % pada
jeruk nipis Kaghzi.

Jumlah kromosom pada aksesi pamelo yang diamati adalah 2n=2x= 18, kecuali
pada ‘Nambangan’ diperkirakan 2n=2x=16 (Gambar 1). Untuk mengkonfirmasi hasil
penghitungan jumlah kromosom tersebut, dilakukan analisis ploidi menggunakan flow
cytometer. Hasil analisis flow cytometry juga menunjukkan perbedaan intensitas
fluoresens yang cukup besar antara ‘Nambangan’ dengan ‘Sri Nyonya’ dan ‘Magetan’,
sedangkan antara ‘Sri Nyonya’ dengan ‘Muria Merah 2’, meskipun ada perbedaan
intensitas fluoresens, tetapi tidak setajam ‘Sri Nyonya’-‘Nambangan’ (Gambar 1, Tabel
1).

Diduga ‘Nambangan’ yang diamati mengalami aneuploidi, walaupun menurut
Syukur (2006) peristiwa ini tidak terdapat dalam populasi alami. Jumlah kromosom
aneuploid pada jeruk dijumpai pada Citrus clementina Hort. ex Tan. ‘Clemenules’ hasil
kultur in vitro, yaitu 2n = 2x + 4 = 22 (Aleza et al. 2009). Jumlah kromosom sel
somatik pada jeruk {Clausena lansium (Lour.) Skeels} kultivar Yunan, selain diploid,
juga ditemukan triploid dan aneuploid (Zhichang 2010). Yasuda et al. (2010)
melaporkan pula adanya aneuploidi pada hasil persilangan diploid x diploid antara
tangor ‘Kiyomi’ dan kumkuat ‘Meiwa’. Hasil penelitian Zhu et al. (2009) menunjukkan
tingkat ploidi bibit jeruk triploid citrus BHR (hasil persilangan antara diploid tangerine
(C. reticulata cv. Bendizao) dan allotetraploid hibrida somatik HR (C. sinensis cv.
Hamlin + C. Jambhiri cv. Rough Lemon) ada yang tetraploid, triploid, diploid, dan
aneuploid (2n = 21 = 2x+ 3, 2n = 25 = 3x-2, 2n = 24 =3x-3).

(b)
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Gambar 1. Kromosom (a) ‘Sri Nyonya’, (b) ‘Muria Merah 2°, (¢) ‘Adas Duku’, (d)
‘Bageng’, (¢) ‘Muria Merah 1’adalah 2n = 2x = 18, sedangkan pada (f)
‘Nambangan’ adalah 2n=2x = 16.

Tabel 1. Hasil konfirmasi jumlah kromosom hasil analisis dengan metode

Sastrosumarjo (2006) dan flow cytometry

Kultivar Intensitas fluoresens Koeﬂmer(z;:)eragaman K rJounTolgg m

Cikoneng ST 213.11 7.25 -

Jawa 2 185.66 8.96 -

Magetan 220.47 5.00 -

Sri Nyonya 208.23 4.00 18

Adas Duku 214.04 6.89 18

Muria Merah 2 232.64 8.90 18

Muria Merah 3 234.67 4.93 -

Nambangan 165.49 6.74 16

Bali Merah 1 212.18 6.51 -

Bali Merah 2 225.59 6.32 -

Bageng 193.50 4.63 18

Muria Merah 1 226.75 6.57 18

Keterangan: - : Hasil analisis jumlah kromosom tidak bisa dihitung

Perbedaan kromosom pada jeruk juga dilaporka oleh Kitajima et al. (2001), yang
menunjukkan adanya perbedaan komposisi kromosom berdasarkan pola pita CMA
(Chromomycin A3) antara bibit pamelo yang berasal dari biji dengan pohon induknya.
Yamamoto et al. (2005) juga menyampaikan bahwa pola pita kromosom CMA pamelo
dan kerabat dekatnya mempunyai 4-7 tipe kromosom A, B dan C.

i Sri

Nvonva

Muria
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Nvonva
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Intensitas fluoresens Intensitas fluoresens Intensitas fluoresens

Gambar 2. Hasil konfirmasi ploidi antar (a) ‘Nambangan-‘Sri Nyonya’, (b)
‘Nambangan’- ‘Magetan’, dan (c) ‘Sri Nyonya’-‘Muria Merah 2.
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Sehubungan dengan jumlah kromosom yang hampir semuanya 2n=2x=18,
kecuali jika terjadi aneuploidi, maka poliploidi bukan penyebab pembentukan buah
tidak berbiji pada pamelo.

KESIMPULAN
Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa baik aksesi pamelo berbiji
maupun tidak berbiji memiliki kromosom diploid (2n=2x=18).
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