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ABSTRACT  

Development of the Application of Cryopreservation 
Techniques for Conservation and Supporting Plant 
Breeding Program. Ika Roostika. In the beginning, cryo-
preservation technique was primarily used for germplasms 
long-term storage as passive collection because cell division 
and metabolism process can be stopped at super low 
temperature, commonly in liquid nitrogen. The technique is 
suitable for vegetative propagated plants and recalcitrant 
seeds. Recently, its application is extending for storing many 
species and orthodox seeds. In this paper, the development 
of cryopreservation application is discussed. In Indonesia, 
cryopreservation is being studied but the application of 
cryopreservation has been significantly developed abroad. 
The application of cryopreservation technique is not only for 
preserving passive collections but also for storing active 
collections, including to provide plant materials for hybridi-
zation, cellular engineering, genetic transformation, as well 
as pathogens eradication or cryotherapy. It is concluded that 
cryopreservation plays an important role in conventional and 
modern plant breeding program. 

Keywords: Cyopreservation, passive collection, active 
collection, cryotherapy, plant breeding. 

ABSTRAK 

Perkembangan Aplikasi Teknik Kriopreservasi untuk 
Konservasi dan Mendukung Program Pemuliaan Tanam-
an. Ika Roostika. Kriopreservasi awalnya diterapkan untuk 
penyimpanan plasma nutfah jangka panjang sebagai koleksi 
pasif karena pembelahan sel dan proses metabolisme dapat 
dihentikan pada kondisi suhu sangat rendah, di dalam nitro-
gen yang umumnya berfase cair. Teknik tersebut sesuai un-
tuk diterapkan pada tanaman yang berbiak secara vegetatif 
dan berbenih rekalsitran, namun saat ini penerapannya se-
makin luas untuk berbagai macam tanaman, bahkan yang 
berbenih ortodoks. Naskah ini mendiskusikan tentang per-
kembangan aplikasi teknik kriopreservasi. Di Indonesia, tek-
nik kriopreservasi masih merupakan studi sedangkan di 
mancanegara telah mengalami perkembangan yang nyata. 
Teknik tersebut tidak hanya diterapkan untuk penyimpanan 
koleksi pasif, melainkan juga dikembangkan untuk penyim-
panan koleksi aktif termasuk penyediaan materi untuk per-
silangan, rekayasa seluler dan rekayasa genetika, serta un-
tuk eradikasi patogen atau krioterapi. Dengan demikian, 
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dapat disimpulkan bahwa teknik kriopreservasi menduduki 
posisi penting dalam program pemuliaan secara konvensio-
nal maupun bioteknologi. 

Kata kunci: Kriopreservasi, koleksi pasif, koleksi aktif, krio-
terapi, pemuliaan tanaman. 

PENDAHULUAN 

Teknik kriopreservasi merupakan teknik penyim-
panan pada suhu sangat rendah dengan mengguna-
kan nitrogen. Pembelahan sel dan proses metabolis-
me di dalam sel, jaringan, atau organ tanaman dapat 
dihentikan dalam waktu yang tidak terbatas melalui 
kriopreservasi (Bhojwani dan Razdan, 1983; Ashmore, 
1997). Kondisi suhu penyimpanan secara kriopreser-
vasi dalam nitrogen sangat rendah, yaitu -160 hingga          
-180oC pada fase uap, bahkan sampai -196oC pada fase 
cair dan di bawah -200oC pada fase terpadatkan 
(solidified) (Grout, 1995; Towill dan Jarret, 1992). Tek-
nik kriopreservasi sangat potensial dikembangkan un-
tuk penyimpanan plasma nutfah tanaman dalam jang-
ka panjang hingga puluhan tahun (Bajaj, 1979; 
Withers, 1985; Towill dan Jarret, 1992). 

Secara teknis, kriopreservasi telah berkembang 
dari teknik klasik yang didasarkan pada free-induced 
dehydration of the cell melalui pembekuan lambat dan 
teknik baru yang didasarkan pada vitrification melalui 
pembekuan cepat (Kartha, 1985; Ashmore, 1997). Ber-
bagai macam teknik baru tersebut telah berkembang 
(Roostika dan Mariska, 2004), antara lain vitrifikasi, 
enkapsulasi-dehidrasi, enkapsulasi-vitrifikasi, desikasi, 
pratumbuh-desikasi, droplet, dan droplet-vitrifikasi. Se-
cara umum, tahapan teknik kriopreservasi meliputi 
pratumbuh, prakultur, pemuatan (loading), dehidrasi, 
pembekuan, pelelehan, penggantian muatan 
(deloading atau unloading), pemulihan, dan regene-
rasi. 

Teknik kriopreservasi tidak hanya menjadi bahan 
yang menarik untuk diteliti, namun telah diterapkan 
secara rutin di beberapa pusat penelitian di berbagai 
negara. International Transit Center (ITC) yang dahulu 
dikenal sebagai INIBAB (International Network for the 
Improvement of Banana and Plantain) di Belgia telah 
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menerapkan teknik kriopreservasi secara rutin ter-
hadap tanaman pisang (Panis, 2009). Demikian pula, 
International Centre for Tropical Agriculture (CIAT) di 
Kolombia, Institut fur Pflanzengenetik und 
Kulturpflanzenforschung (IPK) di Jerman, International 
Potato Center (CIP) di Peru, National Institut of 
Agrobiological Science (NIAS) di Jepang, dan National 
Clonal Germplasm Repository di Amerika Serikat telah 
rutin menyimpan ubi kayu, kentang, dan tanaman 
buah-buahan secara kriopreservasi di bank gen 
(Golmirzaie dan Panta, 2000; Reed et al., 2000; 
Leunufna, 2004; Okuno et al., 2005; Keller et al., 2008). 

Dari sisi aplikasi, kriopreservasi telah mengalami 
perkembangan yang nyata. Kriopreservasi tidak hanya 
diterapkan untuk penyimpanan koleksi pasif. Dewasa 
ini, teknik tersebut dikembangkan untuk penerapan 
yang lebih luas, antara lain penyimpanan koleksi aktif, 
penyediaan materi untuk persilangan, rekayasa seluler 
dan transformasi genetik, juga untuk eradikasi patogen 
dan penyimpanan materi hasil perbaikan genetik. 

Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bio-
teknologi dan Sumberdaya Genetik Pertanian (BB 
Biogen) merupakan institusi di bawah Badan Peneliti-
an dan Pengembangan Pertanian yang memiliki man-
dat untuk melestarikan sumber daya genetik pertani-
an. Teknik kriopreservasi perlu dikembangkan dan 
diaplikasikan untuk mendukung program pemuliaan 
tanaman, baik secara konvensional maupun biotek-
nologi. 

Naskah ini secara khusus membahas tentang per-
kembangan aplikasi teknik kriopreservasi, khususnya 
di mancanegara dan perkembangan studi kriopreser-
vasi di Indonesia serta prospek pada masa yang akan 
datang. Melalui diskusi tersebut maka diketahui peran 
penting dari teknik kriopreservasi untuk mendukung 
program pemuliaan, baik secara konvensional mau-
pun bioteknologi. 

APLIKASI TEKNIK KRIOPRESERVASI 

Kriopreservasi untuk Penyimpanan Koleksi Pasif 

Pada tanaman yang berbiak secara vegetatif, pe-
nyimpanan plasma nutfah secara ex situ dalam kon-
disi in vitro lebih disarankan daripada penyimpanan di 
lapang karena lebih menghemat area, waktu, tenaga, 
dan biaya serta lebih rendah risikonya terhadap turun-
nya diversitas genetik yang disebabkan oleh cekaman 
biotik dan abiotik (Mariska et al., 1996). Penyimpanan 
in vitro dapat dilakukan melalui tiga cara, yaitu pe-
nyimpanan dalam keadaan tumbuh, secara pertum-
buhan minimal dan kriopreservasi (Mariska et al., 
1996). 

Permasalahan yang muncul pada penyimpanan 
dalam keadaan pertumbuhan aktif adalah penuaan 
fisiologis, kehilangan vigoritas, dan totipotensi (total 
potential genetic) serta munculnya keragaman 
somaklonal (Kaeppler et al., 2000). Melalui kriopreser-
vasi, biakan tidak perlu disubkultur secara frekuentif 
atau dikulturkan dalam periode yang lama sehingga 
totipotensi sel tetap terjamin dan risiko terjadinya 
kontaminasi akan menurun yang berakibat pada ter-
peliharanya koleksi tanpa kekhawatiran akan rusak 
atau hilangnya materi genetik yang disimpan. Selain 
itu, pengurangan frekuensi subkultur akan menurun-
kan risiko terjadinya perubahan genetik bahan ta-
naman yang disimpan (Sakai, 1993). Untuk menghin-
dari perubahan genetik, disarankan menggunakan 
struktur yang telah terdiferensiasi sebagai bahan yang 
disimpan secara kriopreservasi. Menurut Sakai (1993), 
kriopreservasi jaringan meristematik merupakan tek-
nologi penting dalam penyimpanan plasma nutfah 
jangka panjang karena hanya diperlukan ruang yang 
minimum dan tidak terjadinya perubahan genetik. 
Leunufna dan Keller (2003) juga menjelaskan bahwa 
kriopreservasi meristem pucuk memungkinkan diper-
olehnya tanaman yang true-to-type (sesuai dengan 
induknya). 

Plasma nutfah yang disimpan secara kriopreser-
vasi berstatus sebagai koleksi dasar (Kartha, 1985; 
González-Benito et al., 2004) atau koleksi pasif, yaitu 
koleksi tanaman yang disimpan dalam jangka waktu 
yang sangat lama dan hanya akan digunakan jika ter-
jadi hal-hal yang luar biasa. Dalam hal ini, koleksi pasif 
bertindak sebagai back up atau duplikat atas koleksi 
aktif, baik dalam kultur in vitro maupun koleksi di la-
pang. Berbagai macam teknik kriopreservasi telah di-
terapkan untuk penyimpanan jangka panjang plasma 
nutfah tanaman yang berbiak vegetatif, berbenih rekal-
sitran, semi rekalsitran, dan ortodoks (Tabel 1).  

Beberapa pusat penelitian di mancanegara telah 
menerapkan teknik kriopreservasi untuk penyimpanan 
koleksi pasif, antara lain ITC di Belgia, CIAT di 
Kolombia, IPK di Jerman, CIP di Peru, dan NIAS di 
Jepang. Di Indonesia, Lembaga Ilmu Pengetahuan 
Indonesia (LIPI) merupakan perintis dilakukannya 
studi kriopreservasi yang diawali pada tahun 1992 pa-
da tanaman kehutanan, hortikultura, dan pangan, yaitu 
akasia, Paraserianthes falcataria, Pometia pinnata, 
leci, lengkeng, jeruk, bawang putih, kedelai, dan ja-
gung (Sudarmonowati, 2000). Di Badan Litbang Per-
tanian, khususnya BB Biogen, status teknik kriopreser-
vasi tanaman juga masih dalam taraf penelitian. 
Teknik kriopreservasi pada beberapa macam tanaman 
telah diteliti, antara lain pule pandak (Prasetyorini, 
1999), ubi jalar (Roostika et al., 2004b; 2004c), ubi kayu 
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(Roostika et al., 2004a), purwoceng (Roostika et al., 
2007; 2008), dan pisang (Roostika et al., 2011). 

Kriopreservasi untuk Penyimpanan Koleksi Aktif 

Dewasa ini, teknik kriopreservasi tidak hanya 
diterapkan untuk mengkoleksi plasma nutfah dalam 
waktu yang lama sebagai koleksi pasif (Kartha, 1985), 
namun juga telah diterapkan untuk penyimpanan 
koleksi aktif, terutama dalam bentuk kalus embrio-
genik, sel-sel embriogenik atau suspensi sel (Panis, 
2009). Koleksi aktif adalah koleksi yang sewaktu-
waktu dapat diperbanyak kembali atau secara rutin 
dapat digunakan untuk berbagai macam keperluan, 
seperti produksi benih secara masal maupun perbaik-
an genetik tanaman.  

Terdapat beberapa faktor yang menyebabkan 
kriopreservasi perlu diterapkan pada biakan (kalus 
atau jaringan) embriogenik. Pembentukan biakan 
embriogenik sulit dilakukan, terutama karena ter-
gantung pada genotipe yang digunakan (genotype 
dependent) (Panis, 2009). Tingkat kesulitan tersebut 
semakin tinggi pada tanaman monokotil dan berkayu 
(Mariska, komunikasi pribadi). Biakan embriogenik 
yang telah diperoleh perlu dipelihara melalui subkultur 
secara frekuentif, yang mengindikasikan pemborosan 
tenaga, waktu, dan biaya serta membuka peluang 
rusaknya biakan oleh karena kontaminasi (Panis 2009; 
Zeliang dan Pattanayak, 2011). Tanpa pemeliharaan 
melalui tindakan subkultur maka biakan embriogenik 
akan mudah mengalami pencoklatan dan kematian. 

Kapasitas regenerasi biakan embriogenik dapat me-
nurun atau bahkan hilang sama sekali (Panis, 2009; 
Zeliang dan Pattanayak, 2011) dan perubahan genetik 
dapat terjadi dengan meningkatnya frekuensi subkul-
tur (Zeliang dan Pattanayak, 2011). Banyak jenis ta-
naman yang bersifat rekalsitran terhadap perlakuan 
transformasi, yaitu dengan efisiensi transformasi dan 
daya regenerasi yang rendah (Kumar et al., 2005; Panis 
et al., 2000; Wang et al., 2005). Melalui aplikasi teknik 
kriopreservasi maka biakan embriogenik dapat terse-
dia dan dimanfaatkan sepanjang waktu tanpa me-
merlukan tindakan inisiasi dan subkultur. 

Di mancanegara, kajian kriopreservasi kalus 
embriogenik, suspensi sel, dan embrio somatik telah 
dilakukan pada beberapa macam tanaman (Tabel 2). 
Di Indonesia, kajian tersebut masih terbatas pada ta-
naman purwoceng (Roostika et al., 2008) dan pisang 
(Roostika et al., 2011). Dengan mempertimbangkan 
pentingnya biakan embriogenik maka studi kriopre-
servasi materi tersebut masih perlu dilakukan pada 
berbagai jenis tanaman lainnya. 

Konservasi secara kriopreservasi juga perlu dila-
kukan pada transforman dan materi tanaman hasil 
perbaikan genetik tanaman (Wang et al., 2012) kare-
na: (1) gen-gen yang berharga dapat digunakan untuk 
pengembangan kultivar baru, (2) biakan embriogenik 
dan protoplas dapat mengefisienkan sistem regenerasi 
selama transformasi genetik, (3) regenerasi tanaman 
dari sel yang telah dikriopreservasi dapat meningkat, 

Tabel 1. Berbagai macam teknik kriopreservasi dan tipe eksplan yang telah diterapkan pada berbagai macam tanaman. 

Tanaman Eksplan yang disimpan Teknik kriopreservasi Pustaka 

Monokotil: 
Asparagus 

 
Tunas pucuk 

 
Droplet-vitrifikasi 

 
Nishizawa et al. (1993); Mix-Wagner et al. (2000) 

Pisang Suspensi sel Droplet-vitrifikasi Panis et al. (2000); Panis dan Thinh (2009) 
Tebu Tunas apikal Enkapsulasi-dehidrasi Paulet et al. (1993) 
Bawang putih Meristem Vitrifikasi  Sudarmonowati (2001) 
Nanas Tunas apikal  Enkapsulasi-vitrifikasi Gámez-Pastrana et al. (2004); Huang et al. (2004) 

Dikotil herba: 
Ubi jalar 

 
Tunas apikal 

 
Vitrifikasi, enkapsulasi-vitrifikasi 

 
Towill dan Jaret (1992) 

Kentang Meristem Enkapsulasi-vitrifikasi Hirai dan Sakai (1999a) 
Mentha Tunas apikal Enkapsulasi-vitrifikasi Hirai dan Sakai (1999b) 
Krisan  Tunas apikal, meristem Enkapsulasi-dehidrasi, droplet-vitrifikasi Halmagyi et al. (2004) 

Dikotil berkayu: 
Ubi kayu 

 
Tunas apikal 

 
Vitrifikasi  

 
Escobar et al. (1997) 

Apel  Tunas apikal Vitrifikasi Niino et al. (1992) 
Jeruk  Sel nuselar Vitrifikasi Sakai et al. (1990) 
Pir Tunas apikal Vitrifikasi  Niino et al. (1992) 

Berbenih rekalsitran: 
Kopi  

 
Biji 

 
Desikasi 

 
Dussert et al. (2000) 

Berbenih intermediate: 
Damar 

 
Biji  

 
Vitrifikasi  

 
Djam’an et al. (2006) 

Berbenih ortodoks: 
Uwi 

 
Tunas pucuk 

 
Vitrifikasi, droplet-vitrifikasi 

 
Leunufna dan Keller (2003) 

Jagung Biji Desikasi  Reed (2008) 
Wijen  Biji  Desikasi  Priadi (2006) 
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(4) materi transgenik dapat disimpan dengan aman 
sebelum dianalisis dan dievaluasi lebih lanjut, dan (5) 
stok benih dapat disiapkan secara lebih mantap untuk 
komersialisasi produk rekayasa genetika. Melalui apli-
kasi teknik kriopreservasi maka pemeliharaan berba-
gai macam transforman dapat menjadi lebih efisien 
(hemat area, waktu, tenaga, dan biaya). Biakan em-
briogenik dan protoplas merupakan materi yang ideal 
untuk ditransformasi karena dapat menghindarkan 
dari terbentuknya tanaman khimera yang sangat tidak 
dikehendaki terjadi. Maturasi embrio somatik bahkan 
dapat distimulasi melalui proses dehidrasi selama ta-
hapan kriopreservasi sehingga daya regenerasi sel 
menjadi meningkat. Melalui aplikasi teknik kriopreser-
vasi, materi transgenik dapat disimpan, dianalisis, dan 
dievaluasi kapan saja ketika diperlukan. Selain itu, per-
banyakan tanaman secara masal atau produksi benih 
sintetik akan mudah dilakukan, terutama ketika digu-
nakan biakan embriogenik sebagai eksplan dalam 
kriopreservasi. 

Pada hibridisasi aseksual atau somatik dan reka-
yasa seluler lainnya (seperti variasi somaklonal dan 
seleksi in vitro) serta rekayasa genetika terbuka pe-
luang dihasilkannya tanaman dengan berbagai sifat 
yang unik dan baru. Konservasi materi genetik tersebut 
akan lebih efisien jika dikonservasi secara kriopreser-
vasi karena: (1) materi genetik dapat disimpan secara 
lebih dini sebelum ditanam di lapang, (2) materi ge-
netik dapat disimpan dalam waktu yang sangat lama 
(puluhan tahun), (3) jumlah materi genetik yang dapat 
dikelola secara kriopreservasi lebih banyak dibanding-
kan dengan teknik konservasi lainnya, (4) diversitas 
genetik dapat dipertahankan karena teknik kriopreser-
vasi mampu menjamin stabilitas genetik dari bahan 
tanaman yang disimpan, (5) kriopreservasi lebih 
menghemat area, tenaga, waktu, dan biaya.  

Di Indonesia, khususnya BB Biogen, transgen di 
dalam transforman belum disimpan secara kriopreser-
vasi. Walaupun belum pernah diaplikasikan, pe-
nguasaan teknik kriopreservasi sangat penting dilaku-
kan. Ketika diperoleh materi genetik yang berlimpah 
maka teknik kriopreservasi yang telah dikuasai akan 

sangat berguna dalam mempertahankan ketersediaan 
transforman yang telah dihasilkan dari rekayasa 
genetika. 

Kriopreservasi untuk Penyimpanan                         
Materi Pemuliaan 

Kriopreservasi merupakan teknik penyimpanan 
yang efektif untuk penyediaan materi tanaman untuk 
persilangan (hibridisasi seksual), rekayasa seluler (se-
cara kultur in vitro), dan rekayasa genetika (transfor-
masi genetik) (Wang et al., 2012). Plasma nutfah ta-
naman yang tersimpan secara kriopreservasi merupa-
kan sumber daya genetik yang dapat dimanfaatkan 
sebagai tetua dalam persilangan untuk perakitan 
varietas unggul. Genotipe yang saat ini belum memiliki 
nilai komersial yang tinggi, dapat menjadi sumber 
tetua yang sangat potensial pada masa mendatang se-
telah terkarakterisasi beberapa sifat unggulnya. Teknik 
kriopreservasi juga bermanfaat untuk menyimpan 
varietas lokal yang saat ini belum dikembangkan se-
cara luas. Varietas tersebut kemungkinan mengan-
dung minor alelle frequency (MAF) yang semakin ba-
nyak dieksplorasi dewasa ini melalui riset genomik. 

Selama proses persilangan, kadang-kadang dite-
mui kendala, seperti tidak sinkronnya waktu anthesis 
dan reseptif, misalnya pada tanaman Gymnosperma 
(pinus dan cemara) yang memerlukan waktu hingga 
bulanan atau tahunan sesuai dengan siklus sporoge-
nesis dan gametogenesis. Penyimpanan polen secara 
kriopreservasi merupakan salah satu strategi untuk 
mengatasi kendala tersebut. Polen yang telah dikrio-
preservasi tersebut dapat dilelehkan dan digunakan 
untuk menyerbuki bunga betina yang reseptif. Kajian 
penyimpanan polen secara kriopreservasi telah dilaku-
kan pada tanaman mangga, pepaya, jeruk, anggur, 
gladiol, mawar, anggrek, tomat, dan terung (Reed, 
2008; Vendrame et al., 2008). Secara teknis, uji viabili-
tas polen perlu dilakukan terlebih dahulu untuk me-
mastikan tingginya viabilitas polen sebelum dikriopre-
servasi. Uji viabilitas polen dapat dilakukan, misalnya 
dengan mengecambahkan polen dalam media ter-
tentu melalui metode hanging drops dan suspensi atau 

Tabel 2. Berbagai macam tanaman dan eksplan yang telah disimpan secara kriopreservasi dengan menggunakan 
berbagai macam teknik. 

 Tanaman Bahan tanaman yang disimpan Teknik kriopreservasi Pustaka 

 Pepaya Pro-embryogenic mass Enkapsulasi-dehirdasi, vitrifikasi Dhekney (2004) 
 Jeruk  Kalus embriogenik Pembekuan lambat Perez et al. (1999) 
 Apokat Kalus embriogenik Pembekuan lambat dan vitrifikasi Efendi dan Litz (2003) 
 Kelapa sawit Embrio somatik Desikasi  Dumet et al. (1993) 
 Pisang Kalus embriogenik, suspensi sel Vitrifikasi, enkapsulasi-vitrifikasi Panis dan Thinh, (2009) 
 Uwi Kalus embriogenik Enkapsulasi-vitrifikasi Yin dan Hong 2010 
 Coklat Embrio somatik Enkapsulasi-dehidrasi Fang dan Wetten (2011) 
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mengujinya dengan larutan kalium iodida (KI). For-
mulasi media perkecambahan sangat beragam, mulai 
dari yang sederhana (hanya mengandung sukrosa) 
hingga yang kompleks (mengandung sukrosa, boric 
acid, polyethylene glicol, Ca(NO3)2.4H2O, MgSO4.7H2O, 
dan KNO3). Selanjutnya, polen viable dienkapsulasi 
dalam kapsul gelatin, lalu kapsul dimasukkan dalam 
kantong aluminium dan disegel dalam keadaan kedap 
udara (Reed, 2008). Walaupun metodenya cukup mu-
dah, kriopreservasi polen belum berkembang di 
Indonesia dan masih terbatas dilakukan pada bebe-
rapa tanaman kehutanan (Sudarmonowati, 2000). 

Selain polen, materi tanaman lainnya dapat di-
konservasi untuk penyediaan materi bagi rekayasa 
seluler dan molekuler, yaitu meristem, tunas pucuk, 
kalus embriogenik, embrio somatik, suspensi sel, dan 
protoplas. Kemudahan untuk direkayasa, kemudahan 
untuk diregenerasikan, dan rendahnya risiko terjadi-
nya variasi somaklonal merupakan beberapa faktor 
yang perlu dipertimbangkan dalam penyediaan materi 
tanaman untuk rekayasa seluler dan molekuler. 

Beberapa studi kriopreservasi memperlihatkan 
tingkat keberhasilan yang tinggi. Kalus embriogenik 
dan protoplas yang telah dikriopreservasi bahkan me-
miliki daya regenerasi yang lebih tinggi daripada yang 
tidak dikriopreservasi setelah perlakuan transformasi 
(Cornejo et al., 1995; Haggman et al., 1998; Wang et 
al., 2002). Hal ini mungkin disebabkan oleh proses de-
hidrasi selama tahapan kriopreservasi yang berakibat 
pada induksi maturasi embrio somatik. Dengan de-
mikian, dapat dikatakan bahwa teknik kriopreservasi 
dapat meningkatkan keberhasilan pembentukan 
tanaman transgenik. 

Kriopreservasi untuk Eradikasi Patogen 

Beberapa macam patogen tanaman hanya dapat 
tumbuh dan memperbanyak diri di dalam jaringan 
tanaman hidup (bersifat biotrof) sehingga disebut se-
bagai parasit obligat, seperti viroid, virus, mikoplasma 
(fitoplasma), dan beberapa jenis bakteri serta jamur 
(Agrios, 1988). Asosiasi yang demikian dekat menye-
babkan patogen tersebut sulit dieliminasi dari jaringan 
tanaman inangnya.  

Teknik kultur apeks dan kultur meristem sudah 
umum diterapkan untuk eliminasi virus, namun teknik 
tersebut memiliki beberapa kelemahan, yaitu memer-
lukan isolasi meristem yang berukuran sangat kecil di 
bawah mikroskop (Wang dan Valkonen, 2012), me-
merlukan waktu yang lebih lama (Panis, 2009; 
Schneider, 2010), memerlukan ketrampilan khusus 
dalam isolasi meristem (Schneider, 2010), dan jumlah 
eksplan yang dapat diisolasi terbatas (Panis 2009), eks-

plan sulit diregenerasikan (Wang dan Valkonen, 2012), 
serta efektivitas eradikasi virus lebih rendah (Wang et 
al., 2003; Wang dan Valkonen, 2012).  

Dewasa ini, dilaporkan bahwa teknik kriopreser-
vasi juga dapat diterapkan untuk eradikasi patogen 
yang bersifat obligat sehingga disebut sebagai teknik 
krioterapi. Teknik tersebut tidak hanya mampu meng-
eradikasi virus, namun juga fitoplasma, bakteri, dan 
jamur parasit obligat. Kemampuannya untuk meng-
eradikasi patogen bahkan jauh lebih efektif daripada 
teknik kultur meristem. Dilaporkan bahwa virus terten-
tu, seperti raspberry bushy dwarf virus (RBDV) nyaris 
tidak dapat dieliminasi melalui kultur apeks yang di-
kombinasikan dengan termoterapi. Eliminasi virus 
RBDV berhasil dilakukan dengan mengkombinasikan 
teknik krioterapi dan termoterapi (Wang dan 
Valkonen, 2012). Teknik krioterapi mampu menghasil-
kan bibit bebas virus yang sewaktu-waktu siap diper-
banyak secara masal. Secara skematis, proses eradi-
kasi virus secara krioterapi pada apeks ditampilkan 
pada Gambar 1.  

Digambarkan bahwa patogen banyak terdapat 
pada lapisan sel di bagian bawah dome (berwarna 
merah) dan lapisan sel tersebut mati setelah pem-
bekuan. Sel-sel yang bertahan hidup adalah yang ber-
ada di daerah dome dan bagian atas primordia daun 
(berwarna hijau) sehingga tanaman yang dihasilkan 
dari area tersebut secara otomatis terbebas dari infeksi 
virus. Sel-sel di daerah dome mampu bertahan hidup 
pada saat pembekuan dalam nitrogen cair karena sel-
sel tersebut memiliki ukuran vakuola yang kecil. 
Menurut Gnanapragasam dan Vasil (1992), sel yang 
mempunyai vakuola berukuran kecil mengandung air 
yang relatif lebih sedikit sehingga menentukan keber-
hasilan kriopreservasi. Secara kriopreservasi, tindakan 
prakultur dengan menggunakan manitol atau sorbitol 
dapat menyebabkan penurunan volume vakuola sel 
dengan cara redistribusi vakuola sentral yang besar 
menjadi sejumlah vesikel yang lebih kecil. 

Aplikasi teknik krioterapi relatif masih baru. 
Hingga saat ini, jenis tanaman yang dikrioterapi di 
mancanegara masih terbatas pada tanaman pisang, 
jeruk, anggur, kentang, dan ubi jalar. Jenis patogen 
yang dieradikasi secara krioterapi juga masih terbatas, 
namun efektifitas eradikasi patogen dapat mencapai 
100% (Tabel 3). 

Teknik krioterapi belum pernah diterapkan di 
Indonesia. Oleh karena itu, peluang aplikasi dan 
pengembangan teknik tersebut masih terbentang 
sangat luas, terutama pada tanaman yang diperbanyak 
secara vegetatif yang sering terinfeksi oleh patogen 
obligat. Menurut Feng et al. (2011), dengan mengkon-
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firmasi status fitosanitari dan stabilitas genetik dari ta-
naman yang beregenerasi maka kriopreservasi apeks 
dapat dipertimbangkan sebagai metode yang aman 
untuk pertukaran plasma nutfah tanaman antar 
daerah dan negara. 

PENTINGNYA APLIKASI TEKNIK KRIOPRESERVASI   
DI INDONESIA 

Penyimpanan secara kriopreservasi lebih meng-
hemat area, tenaga, dan waktu untuk pemeliharaan 
(Kaczmarczyk et al., 2011). Dilaporkan bahwa aplikasi 
teknik kriopreservasi pada tanaman kentang dapat 

 
Sumber: Wang dan Valkonen (2012). 

Gambar 1. Ilustrasi anatomi sel-sel pada daerah apeks selama proses eliminasi virus melalui teknik krioterapi: 
leaf primordia atau primordia daun (LP1 dan LP2), apical dome (AD), pathogen infected cells atau 
sel-sel yang terinfeksi patogen (PIC), healthy cells atau sel-sel yang sehat (HC), killed cells atau sel-
sel yang mati (KC), survived cells atau sel-sel yang bertahan hidup (SC), proplastida (P), vakuola 
(V), nukleus (N), nukleolus (Nu), dan mitokhondria (M). 

Tabel 3. Berbagai jenis patogen yang telah dieradikasi secara krioterapi. 

 Tanaman Patogen a Teknik kriopreservasi Efikasi b (%) 

 Pisang CMV/BSV Vitrifikasi 33 
 Jeruk HLB Vitrifikasi 98 
 Anggur GVA Enkapsulasi-vitrifikasi 89 
 Kentang PLRV/PVY Enkapsulasi-vitrifikasi 93 
 Kentang PLRV/PVY Droplet-vitrifikasi 90 
 Ubi jalar SPCSV/SPFMV Enkapsulasi-vitrifikasi 100 
 Ubi jalar SPLL Enkapsulasi-vitrifikasi 100 

Sumber: Wang dan Valkonen (2012). 
a BSV = banana streak virus, CMV = cucumber mosaic virus, GVA = grapevine virus A, HLB = 
huanglongping bacterium, PLRV = potato leaf roll virus, PVY = potato virus Y, SPCSV = sweet 
potato chlorotic stunt virus, SPFMV = sweet potato feathery mottle virus, SPLL = sweet potato 
little leaf phytoplasma. b Persentase tunas pucuk yang bebas patogen. 
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menghemat biaya hingga seperempat kali dibanding-
kan dengan penyimpanan di lapang. Selain itu, 
penelitian kriopreservasi pada tanaman stroberi telah 
membuktikan bahwa daya hidup meristem yang telah 
disimpan selama 28 tahun tidak berbeda nyata dengan 
yang disimpan selama 8 minggu. Diprediksikan bahwa 
kriopreservasi biji lettuce dapat mencapai 400 tahun 
atau 20 kali lebih lama dibandingkan dengan penyim-
panan dalam bank benih (Li dan Pritchard 2009). 

Tanaman buah-buahan merupakan salah satu ke-
lompok tanaman yang sangat mendesak untuk di-
simpan secara kriopreservasi karena sebagian besar 
memiliki masa juvenil yang panjang dan dikembang-
biakkan secara vegetatif. Cekaman biotik dan abiotik 
sebagai akibat dari pengaruh pemanasan global sema-
kin memperparah tingkat diversitas genetik tanaman 
tersebut. Kasus yang terjadi pada tanaman pisang me-
rupakan fakta yang sangat menarik untuk menyadari 
akan pentingnya aplikasi teknik kriopreservasi. Banyak 
populasi tanaman pisang hancur oleh penyakit virus 
banana bunchy top virus (BBTV), layu fusarium 
(Fusarium oxysporum fsp. cubense) dan layu bakteri 
(Ralstonia solanacearum) (Hermanto et al., 2008). 
Selain itu, kekeringan menjadi salah satu kendala da-
lam konservasi tanaman pisang di Kebun Percobaan 
di Subang. 

Selain untuk konservasi jangka panjang, kriopre-
servasi dapat sekaligus diterapkan sebagai teknik krio-
terapi untuk pengendalian patogen cendawan obligat, 
bakteri, fitoplasma, virus, dan viroid. Upaya pengen-
dalian dengan menggunakan tanaman bebas patogen 
akan lebih aman terhadap lingkungan dibandingkan 
dengan menggunakan bahan-bahan kimia. Teknik 
krioterapi berpotensi besar diterapkan pada berbagai 
tanaman buah tropis, seperti pisang, jeruk, pepaya, 
melon, semangka, dan nenas yang banyak terinfeksi 
virus. 

KENDALA DALAM PENGEMBANGAN DAN 
PENERAPAN TEKNIK KRIOPRESERVASI DI 

INDONESIA 

Di antara berbagai macam kelebihannya, terda-
pat beberapa kendala dalam pengembangan teknik 
kriopreservasi di Indonesia. Penguasaan teknik rege-
nerasi menjadi faktor terpenting dalam pengembang-
an teknik kriopreservasi. Saat ini, teknik regenerasi 
tanaman tahunan dan monokotil berkayu belum sepe-
nuhnya dikuasai sehingga penelitian yang berkaitan 
dengan hal tersebut perlu dioptimalkan. Dukungan 
pemerintah juga memegang peranan penting dalam 
penelitian dan pengembangan teknik kriopreservasi. 
Sepuluh tahun yang lalu, dukungan tersebut masih 

kurang memadai, namun dewasa ini, Kementerian 
Pertanian mencanangkan program konservasi sumber 
daya genetik pertanian sehingga teknik kriopreservasi 
menjadi salah satu teknologi yang diharapkan mampu 
mendukung program tersebut. Dalam hal ini, wawas-
an yang luas dari peneliti sangat diperlukan untuk me-
ngembangkan teknik kriopreservasi sehingga peneliti 
perlu melakukan studi pustaka, studi banding, dan 
membangun jejaring kerja sama dengan lembaga lain, 
baik di dalam maupun luar negeri. Keterampilan 
teknisi yang belum memadai merupakan salah satu 
kendala dalam penerapan teknik kriopreservasi di 
bank gen in vitro. Saat ini, biaya untuk pembangunan 
bank gen bukan merupakan kendala, namun pemeli-
haraannya memerlukan dukungan teknis (tenaga 
operator) serta finansial. Saat ini, kemampuan pelak-
sana dalam mengelola bank gen in vitro masih perlu 
ditingkatkan karena manajemen bank gen menjadi 
faktor utama dalam mendukung keberhasilan pro-
gram konservasi. 

KESIMPULAN 

Di Indonesia, teknik kriopreservasi belum nyata 
berkembang sedangkan di mancanegara, teknik ter-
sebut telah mengalami perkembangan yang nyata. 
Teknik kriopreservasi diterapkan untuk penyimpanan 
koleksi pasif, penyimpanan koleksi aktif, penyediaan 
materi untuk sumber pemuliaan tanaman, eradikasi 
patogen, serta penyimpanan materi hasil perbaikan 
genetik tanaman. Kriopreservasi menduduki posisi 
penting dalam program pemuliaan secara konvensio-
nal dan bioteknologi sehingga perlu dikembangkan 
dan diterapkan di Indonesia. 
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