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ABSTRACT 
One oj the importance thing of plant genetic resources is cacao (Theobroma cacao L). Seed ~f cacao is 

defined ar seedf which are sensitive to desiccotiOli, chilJing and carmot be dried below a certain critical moist1lre Jevel 
{recalcitrant}. 1t's essential 10 I'ecogt:ize Ihat owing 10 the vari01ls problems and limilal!on encountered with both 
genetic resenres. CryopreservaJion c1Irrently offers the only scife and cost effective option for the long-term 
conservation of genetic reSOllrc(~s. SomaGc emhryo frolt! zygotic embryo used as plant material m!Cl1lL'K? cell of somatic 
embryo still in globlllar fa~. Embryo can stil/alive and har a cal/us (13.33%) with cryoprotectant's combination 
contain 15% dimethF"ljoxide (DMSO) and 15% glycerol, thawing 3SOC, and grow at MS medium + pic/oram 0.1 g L-
, + thiamin 0,2 g L' + fAA 1 ml L" + kinetin 0,1 ml L"'. -' . 
Key worils : CtU:110 - gennplasm - cryopreservation 

. PENDAHULUAN_ . 
Keragaman genetik suatu spesies tanaman dapat menurun karena usaha manusia untuk 

menanam atau memperluas jenis-jenis unggul baru sehingga jenis-jenis lokal yang amat beragam 
akan terdesak bahkan dapat Jenyap. PJasma nutfah merupakan salah satu faktor swnber keragaman 
genetik yang dapat menunjang keberhasilan suatu program pemuliaan, brena dengan adanya 
keragaman genetik maka kita dapat merakit suatu varietas dengan sifat yang kita inginkan 
(Poespodarsono 1988). 

Benih i-akao memiJiki karnkteristik rekaJsitran dan sensitifterhadap chilling sehingga tidak 
memungkinkan untuk disimpan daIam waktu yang lama. Dimasa yang akan datang, jika 
mempertahankan keberadaan plasma nutfah kakao dengan cara membuat kebun koleksi 
dikhawatirkan akan terbentur dengan masalah keterbatasan laban, biaya, waktu, dan resi.k.o terhadap 
plasma nutfah karena kondisi alam serta gangguan lingkungan abiotik dan biotik (Florin et at. 
2000). 

Cara yang paling memungkinkan untuk konservasi plasma nutfah terutama untuk tanaman 
yang menghasilkan benih rekalsitran adalah kriopre~rvasi. Kriopreservasi (cryopreservation) 
me~pakan suatu altematif pet¢mpanan dengan cam meJakukan pembekuan menggunakan 
nitrogen eair (-196°C) terhadap suatu bahan tanaman. Teknik kriopreserv3si yang sering dilakukan 
adaJah teknik kriopreservasi slow cooling dan fast freezing. Pada kriopreservasi sloW cooling 
meliputi tabapan perendaman bahan tanam dalam larutan krioprotektan dan di tempatkan pada suhu 
-80GC, selanjutnya diikuti dengan pencelupan dalam nitrogen cairo Pada JaiopreseIVaSi fast freezing 
dengan cam merendam bahan tanam pada krioprotektan dan selanjutnya dilakukan proses 
pembekuan cepat dengan cara meneeJupkan bahan tanam secara langsung ke daJam nitrogen cair 
(Engelmann 2000). -. '.' 

Pada. saat tanaInap. . ditempat1qm pada suhu yang sangat rendah maka kerusakan sel bisa 
tel]adi. Mcmbran sel tanaman akan bertindak sebagai Penghambat pemtJentukan kristal es secara 
fisik akan tempi sel banyak mengandung air sehingga tidak akan hertahan jika mengbadapi suhu 
nitrogen cair yang sangat rendah. Selama pembekuan dan pelelehan, sel tanaman dapat mengalami 
kerusakan akibat: dipaksa untuk. mengbadapi suhu yang sangat rendah, terbentuknya kristal es, dan 
mengalami dehidmsi (Reinhoud et al. 2000). 

Kerusakan sel pada' saat bahan tanam menghadapj suhu yang membekukan dapat diatasi 
dengan melakukan tahapan dehidrasiatau pengeringan untuk menghindari pembentukan kristal es 
dengan menggunakan krioprotektan (misalnya glyserol, ~ethylsulfoxide (DMSO), ethane- or 
propanedioJ, dan guJa) (Reinhoud et aL 2(00). ' 
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TUJUAN 
Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan proses penyimpanan embrio somatik kakao 

yang terbaik melalui slow cooling cryopreservation. " 

BAHAN DAN 1\IETODE 
Penelitian ini teLah dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan Fak"Ultas Pertanian Institut 

PertanianBogor. Penelitian dimulai dari bulan November 2005 sampai dengan Juli 2006. 

TaJzapall PeIaksallaall Pettelitiall 
Penyediaan sumber eksp/an dan media 

Eksplan berupa embrio zigotik yang diambil dari biji buah muda kakao varietas UAH 
(Upper Amazon Hybrid) yang telah disterislisasi. Sterilisasi bueh ml!da kakao dilakukan dengan 
cara perendaman dalam lamtan bayclin 5% selama 15 menit sambil sekali-kali dikocok setelah itu 
dibilas dengan air yang mengalir, selanjutnya di dalam LAFC sterilisasi buah dengan cara 
pencelupan dalam alkohol 70% dan dibakar diatas nyala api spiritus 9an diulang sebanyak 3 kali, 
keniudian buah dibuka kulit dandiarnbil bijinya. 

Embrio j'ang diambil panjangnya 0~5-1~0 em. Media yang dipergunakan untuk pertumbuhan 
embrio berupa media MSo yang ditambah 0,1 g L-1 casein hidrolisat, 100 ml L-1 air kelapa dan 30 
g L-1_ sukrosa. IAA 1 ml L-1 dan selanjutnya pH media diatur 5,8 dan ditarnbah agar 7,5 g L-1 

(Chaidamsari 1998). Embrio somatik yang telah turnbuh, selanjutnya akan disimpan secara 
kriopreservasi. Protokol untuk prosedur kriopreservasi de!:gaa t.eknik slow cooling dapat dilihat 
pada Gambar 1. 
Metode Pene/ilian 
Rancangan yang·digunakan dalam percobaan ini adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) disusun 
secara faktorial dengan 2 faktor. 
Faktor I adalah kombinasi konsentrasi krioprotek."1an dimethysulfoxide (DMSO) dan gliserol dalarn 
larutan MSo dengan 4 taraf konsentrasi yaitu : 
Al = 5% 
A2=10% 
A3=15% 
A4=20% 
Fal1:or II adalah berbagai macarn media pemulih dengan 3 tarafyaitu: 
B I = media MS + picloram 0,1 g L-1 +. thiamin 0,4 g L-1 + IAA 1 mI L-1 + kinetin 0,2 mI L-1 

B2 = media MS + picloram 0,1 g L-1 + thi.amin 0,2 g L-1 + IAA 1 mi L-1 + kinetin 0,1 ml L-1 

B3 = media MS + 2,4-D 2 ml L -1 + kinetin 0,1 ml C l . 

Perlakuan diulang 10 kali dan setiap satuan percobaan terdiri dari 3 eksplan 

BASIL 
I. Umur muncuI pertama em brio somatik atau kalus (ilari ke-) 

Percobaan kriopreservasi dengan teknik slow cooling untuk eksplan berupa embrio somatik, 
terdapat bebe~pa eksplan yang marnpu tumbuh setelah disimpan pada nitrogen cair (N2). Eksplan 
mulai menurYukkan reaksi pertumbuhan setelah stagnasi selama 6 bulan dan kalus mulai muneul 
pada hari ke 17Lyaitu ... pada perlakuan krioprotektan konsentrasi 15% dan pada .media MS + 
piclonun 0,1 g L-1 + thiamin 0,2 g L-1 + lAA I ml L-1 + "kinetin 0,1 ml L-1 dan eksplan juga mulai 
tumbuh pada hari ke 180 pada perlakuan krioprotektan konsentrasi 15% dan pada media MS + 2,4- . 
D 2 mi L-l + kinetin 0,1 ml L-.··· .. . 

Pada kombinasi perlakuan yang .lain, tidak ada satu pun embrio somatik' yang mampu 
~buh. Hasil percobaan untuk pengamatan wnur inuncul pertam~ ernbrio somatik atau kalus pacta 
berbagai media pemulih ini dapat diIihat pada TabeI 1. Hasil percobaan untuk penga.'n2,Wl rata-rata 
ul'riur muncul pertama embrio somatik atau kalus ini dapat dilihat pada Tabel L 
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2. JumJalt embrio somatik yang bertahan Itidup 
Eksplan tetap bertahan hidup dalam botol kultur, tetapi eksplan tidak menunjt;tkkan 

pertumbuhan apa-apa (stagnasi) dan eksplan juga tidak mati. Sampai akhir peneJitian,i}ta-rata 
jumlah eksplan yang tetap bertahan hidup dapat dilihat pada Tabel2. 'J;,: 

Pada Tabel 2 terlihat bahwa hasil sidik ragam menunjukkan hasil yang berbeda nyata pada 
masing-masing perlakuan dan tidak terjadi interaksi antara krioprotektan dan media pemulih. Hasil 
uji lanjut pada pengaruh berbagai konsentrasi krioprotektan menunjukkan hasil bahwa konsentrasi 
krioprotektan sebanyak 15% memberikan hasil yang berbeda nyata terhadap konsentrasi 5% dan 
10%. Hasil uji lanjut pada macam media pemulih menu~ukkan hasil yang berbeda nyata dengan 
media I (media MS +--.picloram OJ g L-1 + thiamin 0,4 g L- + lAA I ml L-1 + kinetin 0,2 ml L-1) dan 
dengan media II (media MS + pic10ram 0,1 gel + thiamin 0,2 g L·1 + 1AA 1 ml L-1 + kinetin 0,1 mI 
L-1). Perkemb~mgan eksplan sebdum dan sesudah proses kriopreservasi dapat dilihat pada Gambar 
2. 

PEMBAHASAN 
Terbatasnya perkembangan kriopreservasi pada spesies rekalsitran kaTena jumlah spesiesnya 

yang banyak dan sebagian besar merupakan spesies liar sehingga informasi kehidupan secara 
fisiologi dan kimiawi sedikit. Selain itll, benih dan embrio dari spesies rekalsitran sering 
mengalami kesUlitan untuk tumbuh kembaIi seteIah melewati proses kriopreservasi karena 
kompleksnya komposisi jaringan sehingga banyak perbedaan sensitifitas terhadap pengeringan dan 
pembekuan (Engelmann 2000). 

Pada proses slow cooling kriopreservasi, terjadi proses dehidrasi secara perla han tanpa 
teIjadinya pembekuan pada intraseIIUlar, seIanjutnya air dari dalam sel dikeluarkan dari sel dan 
digantikan dengan lamtan (krioprotektan) yang tidak akan membentuk kristal es. Jib kristal es 
terbentuk didalam sel maka sel akan mengalami; stress secara mekanik sehingga formasi sel rusak 
dan jaringan sel pun rusak, menyebabkan lisis sel karena es yang terbentuk antara dinding sel 
menibuat protoplasma menyusut sehingga pennukaan membnin plasma mengaIami adhesi yang 
dapat membuat sel menjadi lisis, terbentuknya gelembung gas pada intraselUlar, dan tidak teIjadinya 
interaksi elektrik karena permukaan membran yang tertutup oleh es (Grout 1995). 

Kerusakan sel pada saat bahan tanam menghadapi suhu yang membekukan dapat diatasi 
dengan melakukan tahapan dehidrasi atau pengeringan untuk menghindari pembentukan kristal cs 
dengan menggw..makan krioprotektan (misaInya glyserol, dimethylsUlfoxide (DMSO), ethane- or 
propanediol. dan gula).· Beberapo. krioprotektan akan masuk dalam sel dan tampak bereaksi pada 
sisi luar seL Fungsi krioprotektan untuk merubah beberapa properti air seperti menurunkan titik 
beku air dan mencapai titik transisi sebelum teIjadinya nukleasi es didaIam sel karena pada kondisi 
selUler, titik transisi dapat dicapai pada suhu sekitar -100 0(' sedangkan kristal es terbentuk sebelwn 
suhu tersebut tercapai. Kombinasi krioprotektan sangat penting dalam kriopreservasi karena 
krioprotektan dapat bersifat meracuni sel tanaman jika digunakan pada konsentrasi yang tinggi atau 
pada suhu yang tinggi (Reinhoud et af. 2000). 

Kombinasi DMSO dan gliserol dengan konsentrasi masing-masingnya sebanyak 15% 
mampu melindungi ekSplan dari kerusakan akibat penyimpanan dengan suhu yang re.ndah. DMSO 
dan gliserol merupakan krioprotel1an bersifat permeating yang berarti krioprotektan tersebut dapat 
masuk ke dalam sel (Kartha 1985) ... Pada konsentrasi yang tepa!, gliserol dapat bertindak sebagai 
bahan untuk anti beku, dapat mengurangi pembentukan kristaC es, membantu pencapaian 
konsentrasi ekstraselular yang tepat dan mengatasi kekurangan air pada sel. DMSO sebagai 
krioprotektanjuga sangat efektif(Kartha 1985). 

Komposisi media pemulih untuk penanarnan eksplan kembali setelah proses kriopreservasi 
sangat penting karena media pemuiih hams dapat menyeriip kembali krioprotektan yang berada eli 

.. ~ e1csplan. Kandungan air dalam eksplan akan menentukan viabilitas elfsplan pada masing-masing 
perlakuan setelah penyimpanan secara kriopreservasi dan aktifitas katabolisme pada bagian yang 
mengandung krioprotektan setelah proses thawing dapat menyebabkan kerusakan yang tidak dapat 
diperbaiki kembali (Stewardetal. 2001). :'~~~. 
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Adanya kemampuan tumbuh kembali pada embrio somatik disebabkan karena ukuran sel 
pada embrio ini masih kecil dan masih dalam fase globular sehingga sangat serlikit mengandung air 
sehingga pembentuk-an kristal es dapat di'.?egah. Dinding sel pada embrio somatik juga berperanan 
penting dalam sist~ pertahanan embrio som~ti~. . . . . 

Memlrut Ishlkawa et al. (2000), dmdmg sel bekefja sebagal suatu penghalang untuk 
mencegah terjadinya kristal es ke dalam suatu sel dan secara serentak juga sebagai penghalang 
melawan terhadap pergerakan air dari sel ke extracellular membeku. Dinding seJ perJu mempunyai 
kekuatan-tarik cukup untuk melawan tekanan hidrostatik yang negatif sebagai basil beda tegangan 
Ilap antara air dan es. 

Air merupakan salah satu komponen yang penting dalam sistem kehidupan berdasarkan 
pengamatan secara strukturaJ dan regulasinya daIam setiap proses kebidupan. Pengaturan status air 
~elama proses kriopreservasi rnerupakan kunci factor daJam perkembangan keberbasilan strategi 
moprotektif dan mengatasi kerusakan akibat proses kriopreservasi. Air yang berada dalamjaringan 
:>iologis bersifat bebas dan akan berubah menjadi es bila ditempatkan dalam suhu yang 
!l1embekukan sebingga dapat mengakibatkan kerusakan pada sel. Ada dua faktor bipotesis yang 

': ·:,;:nengakibatkan kerus3kan selama proses Icriopreservasi berdasarkan pembentukan IcristaL:es· yaitu 
;rembekuan secara cepat terjadi secara besar pada intraseluler sehingga sel menjadi rusak dan factor 
(edua adalah kerusakan akibat dehidrasi yang terjadi setelah kristal es terbentuk. Pada slow cooling 
:fan pada saat kristaJisasi terinduksi untuk pertama kaHnya pada bagian ekstraseJuJar maka akan 
nemberikan kontribusi kerusakan akibat debidrasi osmotic yang teIjadi di intraseluJer sel, dimana 
lir yang belum membentuk kristal dipindahkan dari dalamsel ke luar (Dllmet dan Benson 2000). 

Dapat dijelaskan bahwa proses kriopreservasi meliputi proses pefubekuan-penyimpanan­
:hawing-penanaman kembaJi merupakan rangkaian proses yang tidak dapat dipisahkan. KesaJahan 
,ang teIjasi pada salah satu faktor dapat mengakibatkan teIjadinya kerusakan pada sistem 
xmyimpanan (Bajaj 1995). 

KESIMPULAN 
Eksplan kakao yang berupa embrio somatik dapat tumbuh kembali setelah dilakukan 

:>enyimpanan secara slow cooling kIjopreservasi pada Media MS + picloram 0,1 g L-L + thimnin 0,2 
~ L-1 + 1M 1 ml L-1 + kinetin 0,1 ml L-1 dengan konsentrasi krioprotektan 15% tetapi tidak ada 
:erjadi interaksi antara perlakuan media pemulih dan konsentrasi krioprotel-mn. Eksplan 
nembutuhkan waktu yang lama untuk memuJihkan kembali keadaannya yaitu selama 6 bulan. 
Combinasi krioprotektan dan media ~uIih yang tepat dapat membantu recovery sel eksplan 
;etelah proses kriopreservasi sehingga eksplan dapat tumbuh dan berkembang kembali. 
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fabel 1. Rata-rata umur muncul pertama embrio somat:jk pada berbagai media (hari ke-) 
KosentraSl Macam-macam Media 

Krioprotektan (%) . B 1 B2 B3 

5 

10 

15 

20 
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·177,8 187,5 
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Tabel 2. Rata-rata jumlah embrio somatik yang bertahan hidup pada berbagai media pemulih::,_' __ 

Media Pemulih 

Medial 

Media II 

Media III 

Pengaruh Utama 
Krioprotektan 

KK= 12,50% 

5 

1,02 

1,12 

1,02 

1,065 A 

Kosentrasi Kriooprotektan (%) Pengaruh Utama 

10 

1,00 

1,22 

1,05 

1.09AC 

15 

1,02 

11,37 

1,32 

1,24B 

20 Media 

1,02 1,02a 

1,25 1,24b 

.1,19 1, 15ab 

1,15 AB 1,13 

Angka-angka pada baris yang sarna diikuti oleh hurufbesar yang sama dan angka,..angka pada lajur 
'yailgsama diikuti oleh hurufkecil yang sarna adalah berbeda tidak nyata pada tarafnyata 5% .' 
menurut DMRT 

r·-------··.-. I • 

L .~.,."".-Em.brio-Zy.gofik 

, ................. __ ........................ -..... - .. 

r.,-·--·---··---·-··_····- ...•... _.-
lr------~~~~------~ 

Media krioprotektan 

~ 
Freezer suhu -80 °C 

~ 
N2 
~ 

Kriopreservasi 
. Thawing 

~ 
Media Pemulih 

Gambar l.: .. ~~ alir prosedur kriopreservasi dengan teknik slow cooling 
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Em brio zigotik 

.Embrio sornatik 

Eksplan setelah di kriopreservasi 

1', ;>i 

'''W ' 

Eksplan yang tum bub kern bali setelah di kriopreservasi 

Gambar 2. Perkembangan eksplan daIam percobaan kriopreservasi 
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