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Abstrak

Tehnik-tehnik in vitro mempunyai potensi yang sangat besar untuk koleksi, pertukaran, dan
konservasi termasuk (1) sumberdaya genetis dari benih-benih yang mengandung “recalcitrant” dan
species yang di perbanyak secara vegetatif seperti halnya species yang sedang dalam bahaya
kepunahan, (2) genotipe “elite” yang dikembang-biakkan pada skala besar dalam laboratorium
produksi, dan (3) kultur /pembibitan galur sel yang memproduksi bahan “metabolite” dan bahan
baku yang direkayasa secara genetis. Tehnik koleksi secara in vitro yang menggunakan embrio
atau jaringan vegetatif telah diterapkan dilapangan untuk mengkoleksi plasma nutfah dari berbagai
macam species yang bermasalah. Kultur in vitro secara rutin digunakan untuk pertukaran sumber
genetis dari sejumlah species, karena keuntungannya dengan teknik ini dalam hal status
phytosanitary dan biaya nya relatif kecil.

Tehnik pertumbuhan lambat telah dikembangkan untuk konservasi jangka menengah pada
sejumlah species tetapi penggunaan secara rutin masih terbatas pada sejumlah species tanaman
tertentu. Penggunaan tehnik cryopreservasi secara rutin masih terbatas pada konservasi galur Sel
dalam skala penelitian laboratorium. Namun demikian, petunjuk sederhana dan teknik pembekuan
yang efisien telah dikembangkan baru-baru ini untuk “apices” dan embrio, secara operasional untuk
peningkatan jumlah species dapat dipertimbangkan. Dalam paper ini akan dibahas tentang (1)
pengembangan tehnik koleksi in vitro, (2) demonstrasi dari fleksibilitas, kesederhanaan dan
kepraktisan penyimpanan pada pertumbuhan lambat guna peningkatan kegunaannya, (3)
percobaan tehnik cryopreservasi yang telah ada pada suatu skala besar dalam suatu konteks gene
bank dan pengembangan dari protocol tehnik cryopreservasi.

Keywords : konservasi sumberdaya genetis, pembibitan secara in vitro, pengkoleksian secara in
vitro, pertumbuhan lambat, kryopreservasi.

1. PENDAHULUAN

Kebanyakan spesies memproduksi benih
dengan cara dikeringkan hingga kandungan
kadar airnya serendah mungkin dan disimpan
untuk jangka waktu yang panjang pada
temperatur yang rendah. Namun, sejumlah
spesies di daerah ftropika (tropis) atau sub-
tropika kebanyakan merupakan jenis pohon-
atau pepohonan dan species semak belukar
yang memproduksi bahan yang bersifat
rekalsitran (recalcitrant) atau benih-benih yang
mana tidak mampu untuk bertahan dalam
keadaan sangat kering dan kerap kali rentan
terhadap kondisi yang sangat dingin dan
karenanya tidak dapat disimpan pada keadaan
kering pada temperatur rendah (Roberts, 1973;
Ellis dkk, 1990). Beberapa species tanaman
pangan tidak dapat memproduksi benih atau
mempunyai sifat genotipe yang steril. Spesies
lainnya yang memproduksi benih dengan cara
klasik namun mempunyai sifat heterozygot yang
tinggi, dan oleh karenanya spesies-spesies
tersebut dipropagasi secara vegetatif.

Metode tradisional untuk konservasi
sumberdaya genetis pada spesies-species yang
bermasalah tersebut dilapangan adalah sluruh
tanaman utuh. Karena itu ada beberapa

masalah serius dengan gen bank lapangan,
termasuk diantaranya bahaya terhadap bencana
alam, dan serangan hama penyakit (Withers and
engels, 1990). Lebih lanjut, distribusi plasma
nutfah dan pertukaran gen bank dilapangan
sangat sulit dikarenakan perkembangbiakannya
secara vegatatif alami dari bahan baku tersebut
mempunyai resiko besar karena factor adanya
perpindahan penyakit (disease transfer).

Konservasi spesies langka dan spesies
dalam bahaya merupakan suatu isu yang
mendapat perhatian belakangan ini (Fay, 1994).
Pengembangan bioteknologi telah mengarah ke
produksi plasma nutfah termasuk klon yang
diperoleh dari genotipe “elite” yang merupakan
galur sel dengan atribut khusus dan secara
genetis mempunyai bahan yang tertransformasi
(Engelmann, 1994).

Tehnik pembibitan secara in vitro telah
digunakan secara luas untuk perbanyakan
tanaman semenjak protocol mikropropagasi
dipublikasikan untuk lebih dari 1500 jenis
species tanaman yang dipropagasi secara
teknik in-vitro (George, 1993-1996). Teknik
kultur jaringan mempunyai potensi yang sangat
besar untuk koleksi, pertukaran, dan konservasi
plasma nutfah tanaman (Engelmann, 1991).
Sistem kultur jaringan memungkinkan propagasi
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tanaman diperoleh secara cepat dalam
lingkungan yang aseptik (bebas kuman).
Tanaman yang bebas virus dapat diperoleh
melalui  kultur jaringan meristematis dan
termoterapis. Oleh karena itu produksi stok bibit
yang bebas penyakit dapat diperoleh dengan
teknik ini, kerenanya prosedur karantina untuk

pertukaran plasma nutfah (germ) secara
internsional menjadi lebih sederhana.
Miniaturisasi eksplan memungkinkan

pengurangan kebutuhan ruang sehingga biaya
tenaga kerja untuk  perawatan serta
pengumpulan plasma nutfah (germ) jauh lebih
murah.

1.1. Kultur In Vitro untuk Koleksi dan
Petukaran Plasma Nutfah

Pendayagunaan tehnik kultur in vitro
mempunyai daya tarik khusus untuk koleksi
plasma nutfah dari benih species yang
mengandung sifat “recalcitrant”. Sejumlah benih
yang bersifat “recalcitrant” mempunyai viabilitas
yang sangat pendek (kurang dari seminggu
untuk  beberapa jenis spesies seperti
Dipterocarpaceae) dan kerapkali mempunyai
berat dan bersisi besar seperti dalam kasus
pohon kelapa. Koleksi secara in vitro digunakan
secara sukses dalam percobaan dari berbagai
jenis species termasuk diantaranya kelapa,
coklat, pisang, kopi, dan berbagai macam
tanaman makanan ternak dan tanaman buah-
buahan. Koleksi plasma nutfah pohon kelapa
adalah salah satu contoh yang paling baik dari
aplikasi tehnik kultur in vitro. Teknik ini
memungkinkan pertukaran plasma nutfah
melalui ekstraksi embrio dari biji pada saat
koleksi dilapangan (Assy-Bach dkk, 1987;
Sossou dkk, 1987).

Pertukaran plasma nutfah internasional
dalam bentuk kultur in vitro untuk berbagai
macam jenis tanaman pangan seperti kentang,
ubi kayu, yam, dan pisang-pisangan secara rutin
telah dilakukan. Miniaturisasi eksplan bias
menghemat biaya pengiriman dan
memungkinkan pertukaran material bebas virus
dalam kondisi steril sehingga prosedur
karantina menjadi lebih sederhana dibandingkan
dengan metode in vivo (Fay, 1994).

1.2. Kultur In Vitro untuk Konservasi
Plasma Nutfah

Metode-yang dipergunakan dalam
konservasi plasmanutfah  beragam menurut
lamanya penyimpanan yang  diinginkan
(Engelmann, 1991). Konservasi  jangka
menengah, bertujuan untuk  mengurangi
kecepatan pertumbuhan sehingga interval
/selang antara sub-kultur dapat ditingkatkan.

Untuk konservasi jangka panjang, metode satu-
satunya yang saat ini sudah tersedia adalah
kryopreservasi  yaitu  penyimpanan pada
temperatur ultra rendah, biasanya dalam
nitrogen cair (-196°C). Dengan teknik ini proses
metabolisme seperti halnya pembelahan sel
terhenti pada temperatur ini. Karena itu tanaman
dapat dikonservasi tanpa modifikasi untuk
periode yang lama dalam volume yang kecil
dengan sedikit perawatan.

2. KONSERVASI JANGKA MENENGAH

Kultur standard hanya dapat digunakan
untuk penyimpanan jangka menengah bagi
species yang punya pertumbuhan lambat,
misalnya seperti tanaman kopi. Plantlets in vitro
dari tanaman kopi dapat di rawat dalam medium
standar pada temperature 27°C tanpa subkultur
selama 6-12 bulan, tergantung pada speciesnya
(Bertrand-Desbrunais, 1991). Walaupun
demikian dalam kebanyakan kasus kondisi
lingkungan dan /atau media kultur harus
dimodifikasi untuk mengurangi percepatan
pertumbuhan. Hal ini sering sekali diperoleh
melalui tehnik penurunan temperature, dan
kerapkali dibarengi dengan pengurangan
intensitas sinar atau bahkan penekanan secara
menyeluruh.  Planlets in vitro tanaman
strawberry dapat disimpan pada temperatur 4
°C dalam kamar gelap selama 6 tahun dengan
penambahan beberapa tetes media nutrisi
secara reguler (Mullin dan Schlegel, 1976).

Species yang bertoleransi terhadap dingin
dikerjakan pada temperature dalam kisaran 0-5
°C tetapi temperatur yang lebih tinggi
dibutuhkan pada kasus species tropika yang
pada umumnya sensitive terhadap udara dingin.
Plantlets in vitro Cassava harus disimpan pada
temperatur diatas 20 °C (Roca, dkk, 1984).
Embryo somatic tanaman kelapa sawit dan
plantlets in vitro tidak tahan hidup dalam
kondisi transisi temperature dibawah 18 °c
(Corbineau dkk, 1990). Sebaliknya, plantlets in
vitro tanaman pisang dapat disimpan pada
temperatur 15 °C selama 15 bulan (Banerjee
dan de Langhe, 1985). Hal yang juga
memungkinkan dalam membatasi pertumbuhan
yaitu dengan cara mengurangi kadar gula
dan/atau konsentrasi mineral pada kultur
medium. Hal lain yang berpengaruh terhadap
kehidupan suatu kultur adalah tipe dan volume
wadahnya. Sebagai catatan penting bahwa
dalam menggunakan wadah pilih tutup yang
cukup ketat untuk membatasi menguapnya
media kultur (Florent ,1998)

Studi baru-baru ini pada in vitro plantlets
tanaman kopi menunjukan bahwa tidak semua
species mampu hidup setelah penyimpanan
dalam kondisi pertumbuhan yang dperlambat
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pada media kultur tunggal (Dussert dkk, 1997).
Beberapa media mungkin harus dimodifikasi
untuk mengakomodasikan kebutuhan yang
berbeda-beda dari setiap material yang
dikonservasi dalam “pertumbuhan lambat”.

Media baru dalam teknik konservasi baru-
baru ini sedang dalam penyelidikan. Mereka
mengurangi tingkat ketersediaan oksigen dalam
kultur (dengan menutupi eksplant dengan
sebuah lapisan media cair atau minyak mineral
atau dengan menempatkan dalam udara
terkontrol), pengeringan  (desikasi) dan
pengkapsulan eksplant dalam butir-butir alginat
(Engelmann, 1997). Namun demikian tehnik ini
masih dalam taraf percobaan.

3. KONSERVASI JANGKA PANJANG

Kebanyakan sistem-sistem percobaan
yang diterapkan dalam kryopeservasi (suspensi
sel, kalus, ujung tunas, somatic dan embrio
zygot) mempunyai kandungan selular air yang
tinggi dan karena itu sangat sensitive terhadap
terjadinya pembekuan luka karena sebagian
besar tidak toleransi terhadap pembekuaan. Sel-
sel yang mempunyai sifat demikian haru
dihidrasi secara buatan untuk mencegah
mereka dari kerusakan yang disebabkan oleh
kristalisasi air diantara sel sehingga menjadi
berbentuk es (Mazur, 1984). Tehnik yang
diterapkan serta mekanisme fisik dalam tehnik
kryopreservasi klasik dan baru berbeda (Withers
dan Engelmann, 1997). Tehnik kryopreservasi
klasik ~ menggunakan pembekuan  yang
menghasilkan dehidrasi, sedangkan tehnik
kryopreservasi baru didasarkan pada vitrifikasi
(kamus Wojowasito dkk; pelapisan seperti
kaca). Vitrifikasi didefinisikan sebagai transisi air
langsung dari fase cair kedalam suatu fase
amorphous atau kaca/gelas untuk menghindari
terbentuknya kristal es (Fahy dkk, 1984).

3.1. Tehnik Kryopreservasi Klasik

Tehnik  kryopreservasi  klasik  telah
dikembangkan pada tahun 70-80an. Teknik ini
meliputi  suatu perlakuan kryoprotektif diikuti
dengan pembekuan secara perlahan yang
dikerjakan dengan  menggunakan  suatu
peralatan dapat di program untuk pembekuan
(Kartha, 1985). Pada umumnya
mempergunakan bahan-bahan  kryoprotektif
seperti DMSO (dimethylsulfoxite), mannitol,
sorbitol, sucrose dan PEG (polyethyleneglycol).
Bahan-bahan kryoprotektif mempunyai prinsip
aksi osmotic tetapi beberapa dari mereka
seperti DMSO bisa masuk ke sel dan mencegah
intergritas selular selama pembekuan. Untuk
kebanyak material, kondisi pembekuan yang
optimal terdiri dari suatu kecepatan pendinginan

yang lambat (0.5 s/d 2 0C/min) turun ke sekitar —
40 °C diiukuti oleh perendaman yang cepat dari
contoh dalam cairan nitrogen. Prosedur
kryopreservasi klasik hanya cocok untuk
pembekuan kultur yang tidak terdeferensiasi
seperti halnya suspensi sel dan kalus (Withers,
1985); Kartha dan Engelmann, 1994).

3.2. Tehnik Kryopreservasi Baru

Untuk pembekuan jaringan dan organ
yang terdeferensiasi seperti apices, embryo
zygotic dan somatic, tehnik baru berdasarkan
pada dehidrasi sebagian dari eksplant diikuti
dengan pembekuan yang cepat telah
dikembangkan selama bertahun-tahun
belakangan ini (Whiters dan Engelmann, 1997)
Prosedur berdasarkan vertifikasi secara
operasional kurang kompleks dibandingkan
dengan yang klasik karena mereka tidak
membutuhkan penggunaan pembekuan yang

terprogram.  Sebagai  tambahan karena
pembentukan es dihindari selama proses
pembekuan, mereka  teradaptasi untuk

pembekuan organ yang kompleks seperti halnya
species atau embryo yang berisi variasi tipe sel,
setiap sel membutukan suatu keunikan dibawah
kondisi pembekuan yang menghasilkan
dehidrasi (Whiters dan Engelmann, 1997).
Akhirnya teknologi konservasi secara in vitro
mempunyai potensi yang lebih besar untuk
penggunaan yang lebih luas dari pada tehnik
klasik hanya memerlukan sedikit modifikasi
untuk berbagai tipe sel.

4. KESIMPULAN DAN SARAN

Perkembangan pesat telah dicapai pada
decade yang lalu dalam pengembangan teknik
in vitro untuk konservasi sumber genetic
tanaman. Telah banyak kasus beberapa
tanaman yang dikoleksi secara in vitro
pertumbuhan lambat daan cyopreservation
dapat digunakan untuk meningkatkan
konservasi sumber genetic tanaman. Namun,
disamping potensinya , telnik in vitro masik
terbatas digunakan. Hal ini melihat fakta bahwa
masih sangat sedikit diketahui dalam komunitas
sumber genetic untuk iy=tu penelitian lebih
lanjut masih diperlukan .
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