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KATA PENGANTAR

Jurnal Berita Biologi nomor ini (Vol. 8, No. 6), kembali menyajikan berbagai hasil penelitian dari para peneliti
Indonesia dalam beragam bidang sesuai dengan keragaman ilmu dalam biologi dan turunan-turunannya.

Dalam bidang mikrobiologi, 5 buah makalah membahas berbagai aspek, meliputi Photorhabdus luminescens
HJ — bakteri yang bersifat entomopatogen karena kandungan protein toksin yang potensial dalam mengontrol larva
Tenebrio molitor. Selain itu, dilaporkan adanya beberapa jenis biakan yang memiliki aktivitas reaksi transfer yang
berperan penting dalam mensintesis flavonoid-glikosida sebagai bahan baku industri farmasi, pangan dan kosmetika
dengan menggunakan substrat pati alami dan ekstrak temu-temuan (jahe, temu konci, kunir putih, kencur dan temu
putih). Sementara itu, hasil studi produksi kitinase ekstraseluler Aspergillus rugulosus 501, menunjukkan bahwa jamur
ini menghasilkan kitinase dengan aktivitas tinggi apabila 1% inokulum suspensi spora diinokulasikan pada media cair
yang mengandung kitin 0,75%-1,5% dengan syarat-syarat tertentu. Makalah lainnya tentang asosiasi jamur arbuskular
dengan berbagai jenis bambu.

Dalam bidang zoologi, ditampilkan hasil penelitian keragaman genetik dan relasi genetik ikan nila dalam
konteks seleksi sehubungan dengan program pengembangan perikanan darat. Pesona ikan hias Marosathering ladigesi
(tercermin dari nama lokal — ikan pelangi — rainbow fish), ditampilkan hasil kajian ilmiah terhadap ikan yang endemik
Sulawesi inj, namun selama 30 tahun masyarakat memulung langsung dari alam karena harga jual vang tinggi,
schingga status konservasinya telah mendapat perhatian khusus dari IUCN. Selain itu dilaporkan pula hasil
pengamatan terhadap pola infeksi nematoda pada tikus Taman Nasional.

Di bidang botani, studi kriopreservasi yang relatif baru dikembangkan di Indonesia sebagai suatu metods
konservasi. Dilaporkan hasil penelitian aspek ini terhadap tumbuhan asti Indonesia Purwoceng (Pimpinella pruatjar).
selanjutnya, hasil studi pendekatan matematis dalam mengelompokkan plasma nutfah spesies padi liar (Oryza spp.).
Di bidang fisiologi tumbuhan, dilapcrkan hasil penelitian terhadap biji tumbuhan gewang (Corvpha utan Lamarck)
yang diketahui memiliki sifat dorman yang kuat sehingga biji sulit berkecambah Sementara itu, studi biologi
molekuler menamipilkan hasil mutasi struktural intron f#L (UAA) pada suku meranti-merantian (Dipterocarpaceae).
Studi etnobotani memaparkan hubungan — interaksi antara masyarakat tradisional dengan keanekaragaman tumbuhan
setempat untuk kebutuhan hidup sehariannya.

Selanjutnya, studi fitokimia mencoba mencari terobosan mensubstitusi sintetik strychnine dalam program
pengendalian penyakit rabies (anjing sebagai host perantara), dengan produk alami yakni minyak kroton yang
diekstrak dari biji tumbuhan kimalakian (Croton tiglium).

Cendana, salah satu jenis tumbuhan penghasil kayu mewah/fancywood dan minyak aromatik bemnilai sangat
tinggi, dipelajari keragaman genetiknya dan mengestimasi hubungan genetik di antara asesi koleksi plasma nutfahnya.

Pengamatan mikrobiologis terhadap infeksi jamur patogen serangga Metarhizium anisopliae pada hama
wereng coklat, menunjukkan bahwa hifa jamur ini dijumpai menginfeksi berbagai bagian tubuh serangga. Hasil skan
mikroskop elektron infeksi jamur ini kami angkat sebagai maskot cover depan Nomor ini.

Selamat membaca!

Salam iptek,

Redaksi
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KRIOPRESERVASI TANAMAN PURWOCENG (Pimpinella pruatjan Molk.)
DENGAN TEKNIK VITRIFIKASI
[Cryopreservation of Pruatjan (Pimpinella pruatjan Molk.) by Vitrification Technique]

I Roostika™, I Darwati dan R Megia'
Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan Sumberdaya Genetik Pertanian
Jalan Tentara Pelajar 3A Bogor-16111 Tlp. 0251-8337975, Fax. 0251-8338820
HP 08129839661, E-mail: ikatambunan@yahoo.com

ABSTRACT

Pruatjan (Pimpinella pruatjian Molk.) is an Indonesian endangered medicinal plant that included in Appendix I based on CITES. Therefore it is
ahighly protected species. To avoid extinction of this plant, it is very important to conserve the plant. /n vitro conservation is more suitable since
this plant is difficuli to be cultivated outside ofits habitat. Cryopreservation technique may conserve this material for a long-term period. Tke
objectives of this research were to find optimized treatments for pre culture, loading, and dehydration on cryopreservation of pruatjan. The
research was conducted at Tissue Culture Laboratory in Indonesian Center for Agricultural Biotechnology and Genetic Resources Research and
Development, started from May to November 2007. Pre culture was conducted using DKW basal media that added by sucrose at the level of 0.3,
0.4, and 0.5M for one and three days incubation. Loading was conducted in DKW basal media containing 2M glycerol and 0.4M sucrose for 15,
30, and 45 minutes duration time. Dehydraticn was conducted in several cryoprotectants, namely PVS1 (22% glycerol + 13% propylene glycol
+ 13% etylene glycol + 6% DMS0 + 3% sucrose), PVS2 (30% glycerol + 15% etylene glycol + 15% DMSO + 0,4M sucrose), PVS3 (50%
glycerol + 50% sucrose), and PVS4 (35% glycerol + 20% etylene glycol + sucrose 0.6M). Result showed that pruatjan could be preserved
through cryopreservation by vitrification method. The best pre culture was using 0.3 M sucrose for one day, the best loading was 30 minutes,
while the best cryoprotectant was PVS2 with 90% success before freezing and 40% after freezing. The success may be improved by applying pre
growth treatment, optimizing temperature of thawing, modification of recovery media and incubation condition.

Kata Kunci: Kriopreservasi, purwoceng, pruatjan, Pimpinella pruatjan Molk., vitrifikasi.

PENDAHULUAN

Purwcceng { Pimpinella pruatian Molk.) adalah Konservasi ex situ di lapangan menghadapi kendala

tanaman obat langka asli Indonesia dengan kategori karena tanaman purwoceng sulit dibudidayakan di luar

endangered atau hampir punah (Rifai ef al., 1992). habitatnya karena memerlukan persyaratan agronomis

i e o
Tanaman tersebut bernilai ekonomis tinggi yang yang spesifik. Selain itu, konservasi di lapangan

berkhasiat obai sebagai afrodisiak (meningkatkan menghadapi resiko hilangnya populasi tanaman

gairah seksual dan menimbulkan ereksi), diuretik
(melancarkan saluran air seni), dan tonik (meningkatkan
stamina tubuh). Purwoceng hidup secara endemik dan
sulit dibudidayakan di luar habitat aslinya. Rahardjo
(2003) dan Syahid ef al. (2004) melaporkan bahwa saat
ini tanaman tersebut hanya tersisa di areal petani yang
sangat sempit yaitu di Desa Sekunang, Dataran Tinggi
Dieng. Dewasa ini, tanaman ini bahkan termasuk dalam
Appendix I berdasarkan CITES (Convention on
International Trading in Endangered Species of Wild
Flora and Fauna) yang berarti sangat dilindungi.
Upaya konservasi in situ (pada habitatnya)
hampir tidak mungkin dilakukan karena habitat asli
tanaman ini sudah punah dengan rusaknya hutan
konservasi sebagai akibat kegiatan eksploitasi yang
berlebihan. Dengan demikian, konservasi ex situ (di
luar habitatnya) lebih sesuai untuk diterapkan.

tersebut karena cekaman biotik dan abiotik.
Pemeliharaan tanainan di lapangan juga akan
membutuhkan area, tenaga, waktu, dan biaya yang
besar.

Teknologi kultur in vitro merupakan teknologi
alternatif yang dapat diterapkan untuk menghindari
kepunahan tanaman purwoceng. Menurut Leunufna
(2004), konservasi in vitro sebagai koleksi aktif dapat
diterapkan dengan menggunakan teknik pertumbuhan
minimal untuk penyimpanan jangka menengah. Selain
itu, koleksi dasar, dapat diterapkan teknik
kriopreservasi untuk penyimpanan jangka panjang
(Kartha, 1985).

Menurut Grout (1995), teknik kriopreservasi
merupakan teknik penyimpanan bahan tanaman dalam
suhu yang sangat rendah, yaitu —160 hingga -180°C
(nitrogen fase uap) bahkan sampai —196°C (nitrogen



Roostika, Darwati dan Megia - Kriopreservasi Tanaman Purwoceng

fase cair). Penyimpanan dengan pembekuan dalam
nitrogen cair merupakan metode yang potensial untuk
penyimpanan jangka panjang plasma nutfah tumbuhan
(Bajaj, 1979; Withers, 1980; Towill dan Jarret, 1992).
Dengan kriopreservasi, pembelahan sel dan proses
metabolisme dalam sel, jaringan atau organ yang
disimpan dapat dihentikan sehingga bahan tanaman
dapat disimpan tanpa terjadi modifikasi atau perubahan
dalam waktu yang tidak terbatas (Bhojwani dan Razdan,
1983; Ashmore, 1997).

Beberapa tahapan yang dapat diterapkan dalam
penyimpanan secara kriopreservasi adalah perlakuan
pratumbuh, prakultur, /oading (pemuatan), dehidrasi
jaringan, pembekuan, thawing (pelelehan), dan
recovery (pemulihan) (Roostika dan Mariska, 2004).
Jenis-jenis tanaman yang telah berhasil disimpan secara
kriopreservasi adalah tanaman kentang (Hirai dan Sakai,
1999a), ubi jalar (Towil! dan Jaret, 1992), jeruk (Sakai et
al., 1990), kiwi (Bachiri et al., 2001) dan pisang (Panis
etal.,2000).

Teknik kriopreservasi pada tanaman purwoceng
belum pernah dilaporkan. Oleh karena iiu, penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui perlakuan yang optimal
dari tiap-tiap tahapan kriopreservasi yang meliputi
perlakuan prakultur, loading, dehidrasi baik sebelum
dan setelah pembekuan dalam nitrogen cair.

BAHAN DAN METODE
' Penelitian diiakukan di Laboratorium Kultur
Jaringan, Kelompok Peneliti Biclogi Sel dan Jaringan,
Balai Besar Fenelitian dan Pengembangan Bioteknologi
dan Sumberdaya Genetik Pertanian (BB Biogen) Bogor
pada bulan Mei hingga November 2007. Bahan tanaman
sebagai sumber eksplan adalah tunas in vitro
purwoceng yang dipelihara dalam media regenerasi
yang berupa media DKW (Driver dan Kuniyaki, 1984)
+BA 5 ppm + thidiazuron 0,2 ppm + arginin 200 ppm
yang disubkultur secara rutin, maksimal setiap dua
bulan. Eksplan yang digunakan berupa tunas pucuk
yang berukuran 2 — 3 mm. Tahapan percobaan meliputi
1) Perlakuan prakultur, 2) Perlakuan loading, 3)
Perlakuan dehidrasi dan pembekuan jaringan (Gambar
1). Untuk semua tahapan, respon yang diamati adalah
daya tumbuh dan jumlah total daun. Daya tumbuh
ditandai dengan pertumbuhan tunas, pembentukan
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daun, akar atau struktur kalus. Daya tumbuh dihitung
dengan membagi jumlah eksplan yang mampu tumbuh
terhadap jumlah total eksplan yang bertahan hidup
dikalikan 100%. Data akan ditampilkan dalam bentuk
rerata dan standar deviasi.

Perlakuan Prakultur

Eksplan ditanam pada media DKW dengan
penambahan sukrosa pada taraf 0,3, 0,4 dan 0,5M.
Eksplan diinkubasi dalam growth chamber dengan
suhu 10°C dalam kondisi gelap. Masa inkubasi yang
diujikan adalah selama satu dan tiga hari. Setelah
periode prakultur, kultur dipindah ke media regenerasi
dan diinkubasikan ‘pada suhu 20°C dengan
fotoperiodisitas 16 jam terang dan intensitas cahaya
800— 1000 lux. Setiap perlakuan diulang sebanyak tiga
kali dan setiap ulangan terdiri atas lima eksplan.
Perlakuan yang terbaik akan diterapkan pada tahapan
penelitian selanjutnya.

Perlakuan Loading

Mula-mula, eksplan diprakultur dengan
menerapkan perlakuan prakultur yang terbaik
berdasarkan percobaan sebslumnya. Setelah itu, kultur
di-loading dalam media DKW dengan penambahan
gliseroi 2M dan sukrosa (,4M. Durasi loading yang
diujikan adalah selama 0 (kontrol), 15, 30, dan 45 menit.
Setelah itu, eksplan direndam dalam larutan deloading,
yaitu larutan DKW dengan penambahan sukrosa 1,2M
selama 20 menit sebelum ditanam pada media
regenerasi. Sebelum dan sesudah perlakuan /loading,
kultur diinkubasi pada suhu 20°C dan fotoperiodisitas
16 jam terang dengan intensitas cahaya 800 — 1000 lux.
Perlakuan kontrol adalah eksplan yang diprakultur
tanpa direndam dalam larutan loading. Setiap perlakuan
diulang sebanyak tiga kali dan setiap ulangan terdiri
atas lima eksplan. Perlakuan yang terbaik akan
diterapkan pada tahapan penelitian berikutnya.

Perlakuan Dehidrasi dan Pembekuan Jaringan
Mula-mula, eksplan diprakultur dan di-loading
dengan menggunakan perlakuan terbaik berdasarkan
percobaan sebelumnya. Setelah itu, kultur didehidrasi
dengan menggunakan 4 macam larutan vitrifikasi, yaitu
1) PVSI1 (gliserol 22% + propilen glikol 13% + etilen
glikol 13% + DMSO 6% pada media dengan sukrosa
3%),2) PVS2 (gliserol 30% + DMSO 15% + etilen glikol



Berita Biologi 8(6) - Desember 2007

Perbanyakan tunas in vitro purwoceng
pada media DKW + BA 5 ppm + thidiazuron 0,2 ppm + arginin 200 ppm

4

Isolasi tunas pucuk purwoceng
dengan ukuran 2 — 3 mm

!

Prakultur
dalam media DKW + sukrosa 0,3, 0,4, dan 0,5M dengan masa inkubasi 1 dan 3 hari

!

Perendaman dalam larutan Loading Solution
dalam media DKW + gliserol 2M + sukrosa 0,4M dengan durasi rendam selama 0, 15, 30 dan 45 menit

]
=
"
u
]
]
]
n

"

}

Perendaman dalam krioprotektan
PVS1 (gliserol 22% + propilen glikol 13% + etilen glikol 13% + DMSO 6% + sukrosa 3%), PVS2
MEEEERER (gliserol 30% + DMSO 15% -+ etilen glikol 15% + sukrosa 0,4M), PVS3 (gileserol 50% + sukrosa S0%),
dan PVS4 (gliserol 35% + etilen glikol 20% + sukrosa 0,6 M) dengan durasi rendam selama 15 menit

'

Pembekuan dalam N , cair
selama semalam (sekitar 16 jam)

4

Pelelehan
dengan air pada suhu 35°C selama + 1 menit

(thawing)

v

ANIEENENENASaE

Pencucian (deloading)
dalam 1 ml larutan media DKW + sukrosa 1,2M selama 20 menit |eEesssssrassswsaanssn

i

!

Pemulihan (recevery)
pada media DKW + BA 5 ppm + thidiazuron 0,2 ppm + arginin 200 ppm

© Gambar 1. Diagram alir percobaan kriopreservasi tunas purwoceng dengan teknik vitrifikasi.

15% pada media dengan sukrosa 0,4M), 3) PVS3
(gliserol 50% dalam media dengan sukrosa 50%); dan
4) PVS4 (gliserol 35% + etilen glikol 20% pada media
dengan sukrosa 0,6M) sebagaimana yang dilaporkan
oleh Sakai (1993). Durasi perendaman dalam larutan
dehidrasi adalah 15 menit. Setelah itu, kultur (vang
sudah berada di dalam tabung krio) direndam dalam
nitrogen cair (-196°C) selama semalam kemudian
dilelehkan pada suhu 35°C dan selanjutnya direndam
dalam larutan deloading (DKW + sukrosa 1,2M)

selama 20 menit sebelum dipindahkan ke media
regenerasi. Setelah tahapan kriopreservasi lengkap
dilakukan, maka eksplan diinkubasikan pada suhu 20°C
dalam keadaan gelap selama dua minggu. Setelah itu,
kultur diinkubasikan pada kondisi fotoperiodisitas 16
jam terang dengan intensitas cahaya 800 — 1000 lux.
Sebagai perlakuan kontrol adalah kultur yang tidak
direndam dalam nitrogen cair. Setiap perlakuan diulang
sebanyak minimal tiga kali dan setiap ulangan terdiri
atas lima eksplan.

425
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Pengaruh Perlakuan Prakultur terhadap
Daya Tumbuh Kultur Purwoceng

Daya Tumbuh (%)

0.3M 0.4M

Perlakuan Prakultur

& 2 minggu
4 minggu

Pengaruh Perlakuan Prakultur terhadap
Jumiah Total Daun Kultur Purwoceng

dddddd

1 hari 3hari 1 hari 3 hari 1 hari 3 hari
0.3Mm 0.4M 0.5M .
Perlakuan Prakultur 2 mnogy
B 4 minggu

Gambar 2. Pengaruh perlakuan prakultur pada beberapa taraf sukrosa dengan masa inkubasi yang berbeda terhadap
persentase daya tumbuh dan jumlah total daun kultur purwoceng, umur 2 dan 4 minggu.

HASIL

Perlakuan Prakultur

Hasil percobaan prakultur menunjukkan bahwa
tingkat molaritas dan masa inkubasi berpengaruh
terhadap pertumbuhan kultur purwoceng. Terdapat
kecenderungan bahwa semakin tinggi taraf sukrosa,
semakin tinggi pula pengaruh penghambatannya.
MNamun demikian, semakin lama masa inkubasi
perlakuan prakultur maka semakin tinggi pula daya
tumbuh kultur. Jaringan tunas pucuk purwoceng
terbukti toleran terhadap sukrosa pada taraf tertinggi,
yaitu 0,5M.

Berdasarkan persentase daya tumbuh,
perlakuan sukrosa 0,3M selama satu hari dan sukrosa
0,4M selama 3 hari merupakan perlakuan terbaik. Namun
demikian berdasarkan jumlah total daun yang
terbentuk, perlakuan sukrosa 0,3M selama satu hari
merupakan perlakuan terbaik (Gambar 2). Pertumbuhan
eksplan dari perlakuan tersebut mempunyai kecepatan
yang paling tinggi (Foto 1). Dengan demikian, perlakuan
sukrosa 0,3M dengan masa inkubasi satu hari
diterapkan pada tahap penelitian selanjutnya, yaitu
percobaan leading.

Perlakuan Loading

Hasil percobaan /oading menunjukkan bahwa
perlakuan durasi rendam selama 45 menit
menyebabkan hampir 30% jaringan tunas purwoceng
memutih dan mati (Foto 2). Durasi rendam selama
30 menit merupakan perlakuan yang terbaik karena
memberikan persentase daya tumbuh yang tinggi (lebih
dari 90%) dengan kecepatan pertumbuhan yang tidak
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berbeda dengan perlakuan kontrol (Gambar 3). Untuk
selanjutnya, perlakuan /oading selama 30 menit
diterapkan pada percobaan dehidrasi.

Hasil percobaan dehidrasi dan pembekuan
jaringan menunjukkan bahwa jaringan tunas
purwoceng mempunyai respon yang berbeda-beda
terhadap larutan krioprotektan yang diujikan.
Persentase daya hidup dan daya tumbuh berangsur-
angsur turun dari perlakuan prakultur, loading, dan
selanjutnya dehidrasi. Dari keempat macam larutan
dehidrasi yang digunakan, larutan PVS1 dan PVS2

Foto 1. Pertumbuhan kultur purwoceng (umur 4
minggu) setelah perlakuan prakultur: 0,3M 1
hari (A), 0,3M 3 hari (B), 0,4M 1 hari (C), 0,4M
3 hari (D), 0,5M 1 hari (E), dan 0,5M 3 hari (F).



Foto 2. Pertumbuhan kultur purwoceng (umur 4
minggu) setelah perlakuan loading selama
durasi rendam tertentu: A. 0 menit, B. 15 menit,
C. 30 menit, dan D. 45 menit.

memberikan daya tumbuh yang tinggi (sekitar 90%)
sedangkan larutan PVS3 dan PVS4 memberikan daya
tumbuh yang rendah, yaitu kurang dari 40%. Setelah
pembekuan dalam nitrogen cair, daya tumbuh yang
tertinggi diperoleh dari perlakuan PVS2 (40%) dan
selanjutnya PVS4 (kurang dari 10%) sedangkan dari
perlakuan PVS1 dan PVS3 tidak terdapat kultur yang
bertahan hidup (Gambar 4). Kultur yang tidak mampu
pulih menjadi pudar warnanya dan akhirnya berwarna
putih sedangkan kultur yang bertahan hidup mampu
tumbuh lebih lanjut. Pertumbuhan kultur tersebut
ditandai dengan munculnya daun baru yang berasal
dari meristem (Foto 3). Setelah 4 minggu, pertumbuhan
kultur selanjutnya mengalami stagnasi di mana tunas

Berita Biologi 8(6) - Desember 2007

tidak tumbuh lebih lanjut dan daun baru tidak muncul.
Untuk memacu pertumbuhannya maka dilakukan
subkultur ke media segar. Hasil menunjukkan bahwa
kultur tidak mampu tumbuh lebih lanjut dan bahkan
mencoklat dan akhirnya mati.

PEMBAHASAN

Perendaman jaringan ke dalam krioprotektan
secara langsung dapat menyebabkan efek merusak sel
karena stres osmotik yang disebabkan oleh tingginya
molaritas larutan dehidrasi. Dengan demikian, jaringan
memerlukan perlakuan khusus untuk meningkatkan
toleransi terhadap stres osmotik akibat dari tingginya
konsentrasi (molaritas) larutan krioprotektan. Tahapan
perlakuan awal yang dapat diterapkan sebelum
perlakuan dehidrasi adalah pratumbuh, prakultur, dan
loading.

Perlakuan Prakultur

Penerapan perlakuan prakultur dengan
menggunakan sukrosa dimaksudkan untuk memberikan
kesempatan bagi sel untuk dapat meningkatkan
fleksibilitas membran sel. Fleksibilitas membran sel
sangat berperan dalam proses dehidrasi cairan dalam
sel supaya tidak terjadi plasmoloisis yang irreversibel.
Menurut Gnanapragasam dan Vasil (1992), prakultur
sel dapat menyebabkan penurunan velume vakucla
yaitu dengan cara redistribusi vakuola sentral yang
besar menjadi sejumlah vesikel yang lebih kecil. Dengan
demikian kristalisasi cairan dalam sel dapat dihindari
sehingga proses pembekuan tidak akan menyebabkan
sel mengalami injury (luka yang serius). Luka yang
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Gambar 3. Pengaruh perlakuan loading dengan durasi rendam yang berbeda-beda terhadap daya tumbuh dan
jumlah total daun dari kultur purwoceng, umur 2 dan 4 minggu.
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Gambar 4. Pengaruh perlakuan dehidrasi dari beberapa macam krioprotektan sebelum dan setelah pembekuan
dalam nitrogen cair (-196°C) terhadap daya tumbuh kultur purwoceng, umur 4 minggu.

Foto 3. Pertumbuhan kultur purweceng {umur 4
minggu) setelah pembekuan dalam nitrogen
cair (-196°C): A. Kultur yang bertahan hidup
dan mampu tumbuh serta B. Kultur yang tidak
bertahan hidup (mati).

-serius tidak diharapkan terjadi karena akan mempersulit
sel dalam proses recovery (pemulihan) atau bahkan
dapat menyebabkan kematian sel.

Pada percobaan prakultur, peningkatan taraf
menyebabkan

sukrosa tingkat

pertumbuhan kultur purwoceng. Hal ini disebabkan

penurunan

oleh tingginya molaritas media dengan sukrosa taraf
tinggi sehingga sel mengalami plasmolisis di mana
proses keluarnya air dari dalam sel justru lebih dominan
daripada proses penyerapan nutrisi. Sebagaimana sifat
membran sel yang semi permeabel, sel akan menyerap
nutrisi (bersama dengan penyerapan air) jika moiaritas
larutan pada lingkungannya adalah lebih rendah
daripada molaritas cairan di dalam sel.

Lamanya masa inkubasi perlakuan prakultur
berpengaruh positif terhadap pertumbuhan kultur. Hal
ini diduga disebabkan oleh proses adaptasi jaringan
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yang lebih lanjut sehingga proses penyerapan nutrisi
dari media tidak didominasi oleh proses dehidrasi

jaringan. Selain itu, kandungan sukrosa yang berlimpah

dalam media prakultur kemungkinan dimanfaatkan
sebagai sumber energi (karbon) bagi pertumbuhan
kultur selanjutnya.

Perlakuan Loading
Selain perlakuan prakultur, perlakuan loading

juga diterapkan dengan maksud untuk meningkatkan

keberhasilan kriopreservasi. Pada kondisi tersebut, sel
diperlakukan dengan larutan bermolaritas lebih tinggi
daripada perlakuan prakultur untuk mengadaptasikan
sel atan jaringan pada larutan dengan molaritas yang
lebih tinggi lagi, yaitu larutan krioprotektan.

Pada tahap loading, jaringan diperlakukan
dengan gliserol dan juga sukrosa pada taraf yang lebih
tinggi. Kedua komponen tersebut merupakan
komponen yang terkandung dalam larutan
krioprotektan yang akan digunakan pada tahap
dehidrasi. Kondisi tersebut memberikan kesempatan
lanjut bagi sel untuk meningkatkan fleksibilitas
membrannya dan menyebabkan proses dehidrasi
secara perlahan-lahan sehingga sel tidak akan pecah.
Perendaman jaringan dalam larutan loading dilaporkan
efektif dapat meningkatkan osmotoleransi jaringan
pada beberapa macam tanaman seperti pada talas
(Takagi ez al., 1997), kentang (Hirai dan Sakai, 1999a),
mentha (Hirai dan Sakai, 1999b), dan wasabi
(Matsumoto et al., 1994).

Berdasarkan hasil percobaan loading, tampak
bahwa semakin lama durasi rendam maka semakin turun

pula tingkat pertumbuhan kultur. Sebagaimana diketahui



bahwa plasmolisis dapat terjadi pada lingkungan
dengan molaritas yang tinggi, dan durasi yang lebih
lama akan memperparah tingkat plasmolisis sel. Durasi
rendam selama 45 menit ternyata dapat menyebabkan
penurunan daya hidup kultur hingga 30% sehingga
perlakuan tersebut tidak direkomendasikan. Perlakuan
yang optimal adalah durasi rendam 30 menit.

Hasil percobaan loading menunjukkan adanya
kejanggalan pada respon kultur dari durasi rendam 15
menit yang lebih rendah daripada durasi rendam 30
menit. Hal ini diduga disebabkan oleh keragaman
eksplan yang cukup tinggi. Dalam hal ini, jaringan kultur
purwoceng tampak sangat sensitif terhadap perlakuan
percobaan kriopreservasi sehingga diperoleh
keragaman respon yang tinggi pula.

Perlakuan Dehidrasi dan Pembekuan Jaringan

Untuk melindungi jaringan tanaman dari
pengaruh negatif pada saat pembekuan diperiukan
kondisi sel yang mengalami dehidrasi. Penggunaan
krioprotektan dapat memelikara keutuhan membran
dengan cara meningkatkan potensial osmotik media
sehingza cairan di dalam sel mengalir keluar dan terjadi
dehidrasi. Kondisi dehidrasi yang optimal dapat dicapai
dengan menggunakan larutan krionrotektan pada jenis,
konsentrasi dan lama perendaman yang sesuai.
Krioprotektan yang baik digunakan adalah yang dapat
melindungi jaringan selama pembekuan tanpa bersifat
toksik terhadap jaringan itu sendiri.

~ Larutan PVS3 dan PVS4 tampaknya bersifat
toksik daripada larutan PVS1 dan PVS2. Diduga bahwa
konsentrasi gliserol yang lebih tinggi dalam larutan
PVS3(50%) dan PVS4 (35%) daripada dalam PVS1 (22%)
dan PVS2 (30%) menjadi penyebab utama toksisitas
Jaringan tersebut. Menurut Kartha (1985), gliserol dan
DMSO merupakan senyawa krioprotektan yang dapat
masuk ke dalam sel (permeating agent) sedangkan
sukrosa merupakan senyawa krioprotektan yang tidak
dapat masuk ke dalam sel (non permeating agent)
melainkan berada di ruang inter seluler. Selain itu secara
visual, viskositas dari PVS3 dan PVS4 tampak lebih
kental daripada PVS1 dan PVS2. Hal ini kemungkinan
berhubungan dengan molaritas total dari komponen
krioprotektan dalam larutan tersebut. Diduga bahwa
molaritas yang terlalu tinggi tersebut menyebabkan
dehidrasi yang berlebihan sehingga terjadi plasmolisis
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yang irreversibel. Menurut Towill (1991) dalam
Reinhoud et al. (2000), sel yang terdehidrasi terlalu
kuat dapat menyebabkan plasmolisis yang kuat pula
sehingga berakibat terhadap perubahan pH, interaksi
makromolekuler dan peningkatan konsentrasi zat
elektrolit.

Setelah pembekuan jaringan dalam nitrogen cair,
PVS2 menyebabkan tingkat keberhasilan yang lebih
tinggi dibandingkan dengan PVSI1. Turunnya
persentase daya hidup kultur dari perlakuan PVS!
diduga karena jaringan kurang mengalami dehidrasi
sehingga sel-sel dalam jaringannya masih banyak
mengandung air. Air tersebut menjadi pemicu
terbentuknya es baik intra- dan ekstra-seluler. Formasi
es intraseluler mutlak bersifat letal sedangkan formasi
es ekstraseluler dapat juga merusak sel karena daya
mekanis dari kristal es yang tumbuh, gaya adesi kristal
es terhadap membran, interaksi elektris yang
disebabkan oleh perbedaan solubilitas ion pada fase
es dan cair, formasi gelembung udara intraseluler, luka
kimiawi yang berhubungan dengan peroksidase lipid
dan perubahan pH pada lokasi tertentu (Grout, 1995).
Turunnya persentase daya hidup setelah pembekuan
oleh perlakuan PVS2 diduga karena pengaruh perlakuan
pelelehan. Pada saat peleleban, kontraksi osmotik dapat
menyebabkan vesikulasi endositotik yang irreversibel
yang dapat mengakibatkan sel menjadi lisis karena
bahan membran yang baru tidak mampu memfasilitasi
deplasmolisis (Steponkus, 1984 dalam Reinhoud et al.,
2000).

Tingkat keberhasilan kriopreservasi pada
penelitian ini masih rendah. Beberapa upaya yang
mungkin dapat meningkatkan keberhasilan tersebut
adalah penerapan perlakuan pratumbuh, optimasi suhu
pelelehan, modifikasi media pemulih, dan modifikasi
lingkungan inkubasi. Hirai dan Sakai (1999b)
melaporkan bahwa perlakuan pratumbuh dengan suhu
4°C dapat meningkatkan daya tumbuh eksplan mentha
scbesar 70%. Selanjutnya, hasil penelitian
kriopreservasi ubi jalar menunjukkan bahwa suhu
pelelehan 22°C lebih baik daripada 40°C (Roostika er
al., 2004). Kondisi lingkungan inkubasi juga dilaporkan
dapat menentukan keberhasilan hidup kultur pasca
pembekuan. Pennycooke dan Towill (2000) mencobakan
kultur diinkubasikan dengan pencahayaan secara
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bertahap, yaitu mula-mula inkubasi dilakukan dalam
keadaan gelap kemudian dengan pencahayaan lemah
(40 mmol m™s™) dan akhirnya dengan pencahayaan
biasa (60 mmol m?s"'). Selain itu, dapat digunakan
modifikasi media pemulih seperti pengenceran garam
tertentu. Penggunaan media dengan kandungan ion
NH,* setengah kali lipat dari media MS terbukti mampu
meningkatkan keberhasilan tumbuh kultur ubi jalar
pasca pembekuan. Menurut Pennycooke dan Towill
(2001), ion NH,* bersifat merusak pada suhu rendah
dan dapat menghambat proses pemulihan kultur yang
mengalami luka karena pembekuan.

Fenomena stagnasi dari pertumbuhan kultur
purwoceng pasca-kriopreservasi kemungkinan
disebabkan oleh munculnya zat-zat yang menghambat
pertumbuhan kultur. Dilaporkan bahwa selama proses
kriopreservasi, dapat terbentuk formasi radikal bebas
yang bersifat toksik. Radikal bebas yang dapat
terbentuk misalnya radikal hidroksil (OH),
superoksida (O,), dan hidrogen peroksida (H,0,)
(Dumet dan Benson, 2000). Radikal bebas dapat
menyerang fraksi lipid pada membran dan
menghasilkan lipid peroksida dan selanjutnya dapat
terurai menjadi senyawa produk oksidasi sekunder
yang beracun (Benson et al. 1992; Dumet dan
Benson, 2000). Untuk mengatasi zat-zat penghambat
tumbuh termasuk radikal bebas maka ke dalam media
_ pemulih dapat ditambahkan zat antioksidan, misalnya
charcoal, PVP, asam askorbat, dan asam sitrat.

KESIMPULAN DAN SARATN

Teknik kriopreservasi dapat diterapkan untuk
penyimpanan jangka panjang tanaman purwoceng.
Perlakuan terbaik untuk setiap tahapan kriopreservasi
adalah prakultur dengan sukrosa 0,3M selama satu
hari, durasi rendam dalam larutan loading (DKW +
gliserol 2M + sukrosa 0,4M) selama 30 menit, dan
krioprotektan yang paling sesuai adalah PVS2 (DKW
+ gliserol 30% + DMSO 15% + etilen glikol 15% +
sukrosa 0,4M) dengan persentase daya tumbuh
mencapai 90% (sebelum pembekuan) dan 40% (setelah
pembekuan).

Pengembangan metode kriopreservasi
purwoceng dapat diupayakan untuk meningkatkan
keberhasilan. Keberhasilan kriopreservasi tersebut
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dapat ditingkatkan dengan menerapkan penerapan
perlakuan pratumbuh, optimasi suhu pelelehan,
modifikasi media pemulih, dan modifikasi lingkungan
inkubasi.
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