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ABSTRACT

One of  the importance thing of plant genetic resources is cacao (Theobroma cacao L.). Seed of cacao is
defined as seeds which are sensitive to desiccation, chilling and cannot be dried below a certain critical moisture level
(recalcitrent). It’s essential to recogrize that owing to the various problems and limitation encountered with beth
genetic reserves. Cryopreservation currently offers the only safe and cost effective option for the long-term
conservation of genelic resources. Somatic embryo from zygotic embryo used as plant material because cell of somatic
embryo still in globular fase. Embryo can still alive and has a callus (13.33%) with cryoprotectant’s combination
comam 15% dimeth ’ys'ul foxide (DMS'O) and 15% g{ycerol thawing 35° C and grow at MS medium + picloram 0,1 g L’

Y+ thiamin 0,2 g L" + IAA I ml L + kinetin 0,1 mI L.
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, 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 lenyap. Plasma nutfah merupakan salah satu faktor sumber keragaman
genetik yang dapat menunjang keberhasilan suatu program pemuliaan, karena dengan adanya
keragaman genetik maka kita dapat merakit suatu varietas dengan sifat yang kita mgmkan
(Poespodarsono 1988).

Benih kakao memiliki karakteristik rekalsitran dan sensitif terhadap chilling sehingga tidak
memungkinkan untuk disimpan dalam waktu yang lama. Dimasa yang aLan datang, jika
mempertahankan keberadaan plasma nutfah kakao dengan cara membuat kebun koleksi
dikhawatirkan akan terbentur dengan masalah keterbatasan lahan, biaya, waktu, dan resiko terhadap
plasma nutfah karena kondisi alam serta gangguan lingkungan abiotik dan biotik (Florin ez al.
2000).

Cara yang paling memungkinkan untuk konservasi plasma nutfah terutama untuk tanaman
yang menghasilkan benih rekalsitran adalah kriopreservasi. Kriopreservasi (cryopreservation)
merupakan suatu alternatif penyimpanan dengan cdra melakukan pembekuan menggtmakan
nitrogen cair (-196°C) terhadap suatu bahan tanaman. Teknik kriopreservasi yang sering dilakukan
adalah teknik kriopreservasi slow cooling dan fast freezing. Pada kriopreservasi slow cooling
meliputi tahapan perendaman bahan tanam dalan: larutan krioprotektan dan di tempatkan pada suhu
-80°C, selanjutnya diikuti dengan pencelupan dalam nitrogen cair. Pada kriopreservasi fast freezing
dengan cara merendam bahan tanam pada krioprotektan dan selanjutnya dilakukan proses
pembekuan cepat dengan cara mencelupkan bahan tanam secara langsung ke dalam nitrogen cair
(Engelmann 2000).-. - -

Pada saat tanaman ditempatkan pada suhu yang sangat rendah maka kerusakan sel bisa
terjadi. Membran sel tanaman akan bertindak sebagai penghambat pembentukan kristal es secara
fisik akan tetapi sel banyak mengandung air sehingga tidak akan bertahan jika menghadapi suhu
nitrogen cair yang sangat rendah. Selama pembekuan dan pelelehan, sel tanaman dapat mengalami
kerusakan akibat: dipaksa untuk menghadapi suhu yang sangat rendah, terbentuknya kristal es, dan
mengalami dehidrasi (Reinhoud ez al. 2000).

Kerusakan sel pada saat bahan tanam menghadapl suhu yang membekukan dapat diatasi
dengan melakukan tahapan dehidrasi atau pengeringan untuk menghindari pembentukan kristal es
dengan menggunakan krioprotektan (misalnya glyserol, dlmethylsulfoxxde (DMSO0), ethane- or
propanediol, dan gula) (Reinhoud ez a/. 2000).
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TUJUAN
Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan proses penylmpanan embrio somatik kakao
yang terbaik melalui slow cooling cryopreservation.

BAHAN DAN METODE
Penelman ini telah dilaksanakan di Laboratorium Kultur J armgan Fakultas Pertanian Institut
Pertanian Bogor. Penelitian dimulai dari bulan November 2005 sampai dengan Juli 2006.

Tahapan Pelaksanaan Penelitian
Penyediaan sumber eksplan dan media

Eksplan berupa embrio zigotik yang diambil dari biji buah muda kakao varietas UAH
(Upper Amazon Hybrid) yang telah disterislisasi. Sterilisasi buzh muda kakao dilakukan dengan
cara perendaman dalam larutan 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 spmtus dan diulang sebanyak 3 kali,
kemudian buah dibuka kulit dan diambil bijinya.

Embrio yang diambii panjangnya 0,5-1,0 cm. Media yang dipergunakan untuk pertumbuhan
embno berupa media MSo yang ditambah 0,1 g L casein hidrolisat, 100 ml L™ air kelapa dan 30
g L sukrosa. JAA 1 ml L dan selanjutnya pH media diatur 5,8 dan ditambah agar 7,5 g L
(Chaidamsari 1998). Embrio somatik yang telah tumbuh, selanjutnya akan disimpan secara
kriopreservasi. Protokol untuk prosedur kriopreservasi dengan teknik slow cooling dapat dilihat
pada Gambar 1.

Metode Penclitian

Rancangan yang digunakan dalam percobaan ini adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) disusun
secara faktorial dengan 2 faktor.

Faktor I adalah kombinasi konsentrasi krioprotektan dimethysulfoxide (DMSO) dan gliserol dalam
larutan MSo dengan 4 taraf konsentrasi yaitu :

Al= 5%
A2=10%
A3=15%
A4=20%

Faktor II adalah berbagai macam med:a pemulih denga;n 3 taraf yaitu :

Bl = media MS + picloram 0,1 gL + thiamin 0,4 gL +IAA I ml L' + kinetin 0,2 ml L'l
B2 = media MS + picloram 0,1 g L + thiamin 02 g L +IAA 1 ml L + kinetin 0,1 ml L™
B3= mediaMS+24-D2miL "+ kinetin 0,1 ml L’

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

HASIL
L. Umur muncul pertama embrio somatik atau kalus (hari ke-) _

Percobaan kriopreservasi dengan teknik slow cooling untuk eksplan berupa embrio somatik,
terdapat beberapa eksplan yang mampu tumbuh setelah disimpan pada nitrogen cair (N2). Eksplan
mulai menunjukkan reaksi pertumbuhan setelah stagnasi selama 6 bulan dan kalus mulai muncul
pada hari ke 171 yaitu. pada perlakuan krioprotektan konsentrasi 15% dan pada media MS +
picloram 0,1 g L™ + thiamin 02 g L+ TAA 1 mI L™ + kinetin 0,1 ml L dan eksplan juga mulai
tumbuh pada hari ke 180 pada Perlakuan krioprotektan konsentrasi 15% dan pada media MS +2,4- .
D 2mlL"+ kinetin0,1 ml L™,

Pada kombinasi perlakuan yang lain, tidak ada satu pun embrio somatik yang mampu
tumbuh Hasil percobaan untuk pengamatan umur muncul pertama embrio somatik atau kalus pada
berbagal media pemulih ini dapat dilihat pada Tabel 1. Hasil percobaan untuk pengamatan rata-rata
wmur muncul pertama embrio somatik atau kalus ini dapat dilihat pada Tabel 1.
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2. Jumlah embrio somatik yang bertahan hidup
Eksplan tetap bertahan hidup dalam botol kultur, tetapi eksplan tidak menunjukkan

pertumbuhan apa-apa (stagnasi) dan eksplan juga tidak mati. Sampai akhir penelitian, mta~rata
jumlah eksplan yang tetap bertahan hidup dapat dilihat pada Tabel 2. e%

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 qebanyak 15% memberikan hasil yang berbeda nyata terhadap konsentrasi 5% dan
10%. Hasil uji lanjut pada macam medla pemulih menurpukkan hasil yang berbeda nyata dengan
media [ (media MS +.picloram 0,1 g L'+ thlamm 04gl” +1AA 1 ml L+ kmctm 0,2 ml L") dan
dengan media I (media MS + picloram 0,1 g L™ + thiamin 0,2 g L™ + IAA 1 ml L™ + kinetin 0,1 ml
L"). Perkembangan eksplan sebelum dan sesudah proses kriopreservasi dapat dilihat pada Gambar
2.

PEMBAHASAN o

Terbatasnya perkembangan kriopreservasi pada spesies rekalsitran karena jumlah spesiesnya
yang banyak dan sebagian besar merupakan spesies liar sehingga informasi kehidupan secara
fisiologi dan kimiawi sedikit. Selain itu, benih dan embrio dari spesies rekalsitran sering
mengalami kesulitan untuk tumbuh kembali setelah melewati proses kriopreservasi karena
kompleksnya komposisi jaringan sehingga banyak perbedaan sensitifitas terhadap pengeringan dan
pembekuan (Engelmann 2000).

Pada proses slow cooling kriopreservasi, terjadx proses dehidrasi secara perlahan tanpa
terjadinya pembekuan pada intrasellular, selanjutnya air dari dalam sel dikeluarkan dari sel dan
digantikan dengan larutan (krioprotektan) yang tidak akan membentuk kristal es. Jika 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
membuat protoplasma menyusut sehingga permukaan membran plasma mengalami adhesi yang
dapat membuat sel menjadi lisis, terbentuknya gelembung gas pada intraselular, dan tidak tegadmya
interaksi elektrik karena permukaan membran yang tertutup oleh es (Grout 1995).

Kerusakan sel pada saat bahan tanam menghadapi suhu yang inembekukan dapat d1atas1
dengan melakukan tahapan dehidrasi atau pengeringan untuk menghindari pembentukan kristal es
dengan menggunakan krioprotektan (misalnya glyserol, dimethylsulfoxide (DMSQ), ethane- or
propanediol dan gula). Beberape krioprotektan akan masuk dalam sel dan tampak bereaksi pada
sisi luar sel. Fungsi knoprotektan untuk merubah beberapa properti air seperti menurunkan titik
beku air dan mencapai titik transisi sebelum terjadinya nukleasi es didalam sel karena pada kondisi
seluler, titik transisi dapat dicapai pada suhu sekitar —100 °C sedangkan kristal es terbentuk sebelum
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 ez al. 2000).

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

Komposisi media pemulih untuk penanaman eksplan kembah setelah proses kriopreservasi
sangat penting karena media pemuhh harus dapat menyerap kembali krioprotektan yang berada di
““eksplan. Kandungan air dalam eksplan akan menentukan viabilitas eksplan 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 (Steward et al. 2001). - : o
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Adanya kemampuan tumbuh kembali pada embrio somatik disebabkar_l karena ukuran sel
pada embrio ini masih kecil dan masih da}am fase globular sehingga sangat sedllsit mengandung air
sehingga pembentukan kristal es dapat digegah. Dinding sel pada embrio somatik juga berperanan
penting dalam sistem pertahanan embrio somatik. _

Mennrut Ishikawa e «l. (2000), dinding sel bekerja sebagai 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 sel perlu mempunyai
kekuatan-tarik cukup untuk melawan tekanan hidrostatik yang negatif sebagai hasil beda tegangan
uap antara air dan es.

Air merupakan salah satu komponen yang penting dalam sistem kehidupan berdasarkan
pengamatan secara struktural dan regulasinya dalam setiap proses kehidupan. Pengaturan status air
selama proses kriopreservasi merupakan kunci factor dalam perkembangan keberhasilan strategi
krioprotektif dan mengatasi kerusakan akibat proses kriopreservasi. Air yang berada dalam jaringan
siologis bersifat bebas dan akan berubah menjadi es bila ditempatkan dalam suhu yang
membekukan sehingga dapat mengakibatkan kerusakan pada sel. Ada dua faktor hipotesis yang
"*:mengakibatkan kerusakan selama proses kriopreservasi berdasarkan pembentukan kristal es yaitu
sembekuan 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
Jan pada saat kristalisasi terinduksi untuk pertama kalinya pada bagian ekstraselular maka akan
nemberikan kontribusi kerusakan akibat dehidrasi osmotic yang terjadi di intraseluler sel, dimana
ir yang belum membentuk kristal dipindahkan dari dalam sel ke luar (Duraet dan Benson 2000).

Dapat dijelaskan bahwa proses kriopreservasi meliputi proses pembekuan-penyimpanan-
hawing-penanaman kembali merupakan rangkaian proses yang tidak dapat dipisahkan. Kesalahan
jang terjasi pada salah satu faktor dapat mengakibatkan terjadinya kerusakan pada sistem
yenyimpanan (Bajaj 1995).

KESIMPULAN

Eksplan kakao yang berupa embrio somatik dapat tumbuh kembali setelah dilakukan
»enyimpanan secara slow cooling kriopreservasi pada Media MS + picloram 0,1 g L™ + thizmin 0,2
LT+ IAA 1 ml L'+ kinetin 0,1 ml L dengan konsentrasi krioprotektan 15% tetapi tidak ada
erjadi interaksi antara perlakuan media pemulih dan konsentrasi krioprotektan. Eksplan
nembutuhkan waktu yang lama untuk memulihkan kembali keadaannya yaitu selama 6 bulan.
{ombinasi krioprotektan dan media pemulih yang tepat dapat membantu recovery sel eksplan
ietelah proses kriopreservasi sehingga eksplan dapat tumbuh dan berkembang kembali.
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label 1. Rata-rata umur muncul pertama embrio somatik pada berbagai media (hari ke-)

Kosentrasi . » Macam-macam Media -

Krioprotektan (%) “B1 B2 B3

10 - - -
15 - 177.8 " 1875
. 20 ‘ i . "- K - _
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Tabel 2. Rata-rata jumlah embrio somatik yang bertahan hidup pada berbagai media pemulihf;'

Kosentrasi Kriooprotektan (%
Media Pemulih P %) P e“gﬁ“szama
5 ‘ 10 15 20 cdla
" Medial 1,02 1,00 1,02 1,02 1,022
Media I 1,12 1,22 11,37 1,25 1,24b
Media III 1,02 1,05 1,32 1,19 1,15ab
Pengaruh Utama 1,065 A 1.09 AC 1,24 B 1,15 AB 1,13
Krioprotektan
KK=12,50 %

Angka-angka pada baris yang sama diikuti oleh huruf besar yang samna dan angka-angka pada lajur
yang sama diikuti oleh huruf kecil yang sama adalah berbeda tidak nyata pada taraf nyata 5%
menurut DMRT

i}« Embrio.Zygotik

| l
- "“""';"--E'mbrio’Somaiik
| L2
“{=~Sub-kultur (stabil)
~ |
: 4 l -
Media krioprotektan B
Freezer suhu -80 °C
N2 . .
, 1 . > Kriopreservasi
A oo .. Thawing
¥
Media Pemulih ,

Gambar lplagram alir prosedur kriopreservasi dengan teknik slow cooling
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Eksplan setelahdl knopreservasn

Eksan yang tumbuk kmbah setela di kriopreservasi

Gambar 2. Perkembangan eksplan dalam percobaan kriopreservasi
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