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Kegiatan pemmuliaan tanaman kakao pada saat ini masih menggunakan
metode konvensional yaitu persilangan, seleksi, dan eksplorasi sehingga
memerlukan waktu yang lama untuk menghasilkan varietas/klon baru. Hal
tersebut mendorong pengembangan pemuliaan tanaman kakao melalui
pendekatan bioteknologi melalui embriogenesis somatik, somatik hibridisasi,
dan regenerasi melalui kultur protoplas. Tahap yang lebih lanjut dari teknik
embriogenesis pada tanaman adalah pembentukan klon baru tanpa melibatkan
penyatuan sel gamet jantan dan betina, proses ini salah satunya dikenal sebagai
kultur haploid/haploid ganda menggunakan antera maupun ovule. Melalui kultur
haploid/haploid ganda diharapkan dapat memperpendek proses pemuliaan
tanaman dan menghasilkan tanaman galur murni. Pada tanaman kakao, teknik
ini belum pernah dikembangkan dan dilaporkan, sehingga studi awal kultur
antera bermanfaat untuk program pemuliaan tanaman kakao.

10 generasi melalui seleksi yang terus menerus,
sampai 2 set kromosom pada galur yang disilangkan
menjadi identik (homozigot).

Dalam upaya meningkatkan efisiensi dari
program pemuliaan tanaman dalam menghasilkan
generasi yang homozigot, maka perlu dilakukan
studi untuk menghasilkan tanaman homozigot
melalui pendekatan teknologi kultur haploid, yang
meliputi regenerasi dan produksi tanaman hap-
loid ganda yang berasal dari gamet. Individu ini
biasanya steril (mandul), oleh karena itu aplikasi
zat tertentu seperti kolkisin, dapat menggandakan
jumlah genom dan menghasilkan individu dengan
jumlah genom normal (dikenal sebagai haploid
ganda atau doubled-haploid) sehingga mampu
bereproduksi seperti biasa. Selain itu, teknologi
kultur haploid juga dapat digunakan sebagai suatu
model untuk mempelajari aspek-aspek dasar dari

endekatan teknologi pada bidang
pertanian saat ini ditujukan untuk
meningkatkan produktivitas dan
kualitas tanaman. Perbaikan

genetik pada tanaman kakao terutama digunakan
untuk memproduksi tanaman yang memiliki
ketahanan terhadap hama dan penyakit utama
kakao, memiliki fenotipe unggul serta memiliki
kualitas cita rasa yang tinggi. Secara
konvensional, proses embriogenesis diperoleh
melalui persilangan sel gamet jantan dan betina
untuk menghasilkan hibrida F1, selanjutnya dua
set kromosom pada tanaman F1 bersegregasi
acak pada generasi-generasi selanjutnya.
Keturunan dari generasi pertama (F1) bersifat
heterozigot tetapi secara genetis seragam.
Pemulia tanaman harus menyeleksi galur yang
diinginkan dan menanamnya untuk sedikitnya 8-
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ganda untuk mendapatkan galur murni yang
homozigot untuk meningkatkan performa fenotipik
baik secara spontan maupun melalui kultur haploid.

Kultur haploid pada tanaman kakao diperoleh
melalui androgenesis melalui kultur antera dan
mikrospora3), sedangkan gynogenesis diperoleh
melalui kultur ovule dan ovari4). Pada kultur antera
atau mikrospora maupun kultur ovari, genotipe,
ukuran bunga, dan perlakuan pra-perlakuan
sangat berpengaruh terhadap keberhasilan kultur.
Ukuran bunga berkaitan dengan tahap
perkembangan antera dan ovari. Bunga dengan
ukuran panjang 4-6 mm dianggap ukuran yang
sesuai untuk kultur haploid karena mikrospora
berada pada tahap bi-nukleat dan ovari masak
secara fisiologis4).

Faktor-faktor yang Mempengaruhi
Keberhasilan Kultur Haploid

Untuk meningkatkan peluang mendapatkan
tanaman haploid ganda sering digunakan
senyawa kimia kolkisin yang sifatnya dapat
menginduksi poliploidi terutama apabila proses
androgenesisnya terjadi secara langsung.
Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi
keberhasilan kultur haploid5) adalah:

genetika tanaman dan embriogenesis. Tanaman
haploid bersifat steril artinya tidak dapat
menghasilkan biji. Akan tetapi pada kultur antera
secara tidak langsung, kromosomnya mengalami
duplikasi secara spontan sehingga menghasilkan
tanaman haploid ganda yang bersifat fertil.
Berdasarkan hasil penelitian Lanaud3), tanaman
haploid dapat dikenali perbedaannya dari
tanaman diploid terutama pada saat tanaman
tersebut sudah dipelihara dalam rumah kaca.
Perbedaannya antara lain pada tinggi tanaman,
warna, ukuran  daun, dan perkembangan akar.

Kultur Haploid/Haploid Ganda
pada tanaman kakao

Program perbaikan genetik untuk tanaman
kakao (Theobroma cacao L.) umumnya didasarkan
pada produksi bibit hibrida yang diperbanyak
secara generatif. Tanaman kakao membutuhkan
waktu beberapa tahun untuk siklus reproduksinya,
sehingga persilangan berulang dianggap kurang
efisien lagi untuk dilakukan. Untuk mengatasi
masalah heterogenitas yang disebabkan dari
hibrida hasil persilangan, pemulia tanaman mencari
tetua yang lebih homogen untuk digunakan pada
program pemuliaan tanaman kakao. Oleh karena
itu, diperlukan tanaman haploid atau haploid

Bunga kakao dari tanaman haploid (H) pada sebelah kiri dan tanaman diploid (D) pada sebelah kanan
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a. Genotipa Tanaman Tempat Antera Berasal
Pemilihan bahan awal atau sumber

eksplan untuk kultur antera merupakan bagian
yang sangat penting. Genotipe dari sumber
bahan antera memegang peranan penting
dalam menentukan keberhasilan kultur antera.
Tidak terlalu banyak jenis tanaman yang
mempunyai kemampuan untuk memproduksi
tanaman haploid melalui kultur antera, bahkan
dalam spesies yang sama pun kemampuannya
dapat berbeda. Bahkan untuk spesies tanaman
yang model seperti tembakau, beberapa
genotipe menghasilkan tanaman haploid
dengan laju yang lebih tinggi dibandingkan
genotipe yang lain. Dikarenakan pengaruh
genotipe tersebut maka penting untuk
diperhatikan diversi tas genetik tanaman
apabila mengembangkan protokol untuk
memproduksi tanaman haploid melalui kultur
antera.

b. Komposisi Media Kultur
Androgenesis dapat diinduksi pada media

sederhana seperti media N6 untuk polen
tanaman tembakau dan beberapa spesies
lainnya. Akan tetapi untuk sebagian besar
spesies, media yang umum digunakan adalah
MS (Murashige-Skoog) dan N6 atau variasi
kedua media tersebut. Dalam beberapa hal
media perlu diperkaya dengan senyawa
organik komplek seperti ekstrak kentang, air
kelapa, dan casein hidrolisat. Pada sebagian
besar spesies, sukrosa yang digunakan dalam
media antara 2-3% sementara untuk beberapa
spesies lain, khususnya tanaman serealia
responnya lebih baik apabila konsentrasi
gulanya lebih tinggi (hingga 15%). Pada
beberapa spesies lain, penggunaan sumber
karbohidrat seperti ribosa, maltosa, dan
glukosa mempunyai pengaruh yang lebih baik
dibanding dengan sukrosa.

Kultur androgenesis (polen dan mikrospora) dan gynogenesis (ovule dan ovari) melalui
proses embriogenesis dan pembentukan kalus
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Penggunaan zat pengatur tumbuh (ZPT)
pada media kultur antera untuk beberapa
spesies seperti tembakau tidak diperlukan.
Akan tetapi, untuk sebagian besar spesies
diperlukan auksin dalam media dengan
konsentrasi rendah. Sitokinin yang
dikombinasikan dengan auksin kadang-kadang
diperlukan terutama untuk spesies yang
memerlukan fase kalus sebelum dihasilkan
tanaman haploid. Kultur antera umumnya
memerlukan bahan pemadat berupa agar.
Akan tetapi, agar mengandung senyawa yang
dapat menghambat proses androgenesis,
maka diperlukan bahan pemadat alternatif.
Agarose dilaporkan merupakan bahan
pemadat yang paling baik untuk kultur antera
spesies serealia. Alternatif lain adalah dengan
menggunakan media cair dengan cara menaruh
antera di atas permukaan media yang disebut
kultur mengapung atau “float culture”. Prosedur
ini menggunakan antera yang dikulturkan pada
media dua lapis, yaitu media cair di atas me-
dia padat. Selanjutnya dalam masa inkubasi,
antera akan membuka secara normal dan
mikrosporanya tersebar ke media. Mikrospora
ini kemudian akan berkembang menjadi
embrio. Selanjutnya, setelah dikecambahkan
dan dipindahtanamkan berkembang menjadi
tanaman utuh.

c. Kondisi Tanaman Donor
Umur dan kondisi fisiologis tanaman donor

sering mempengaruhi keberhasilan kultur
antera. Pada sebagian besar spesies, respon
yang paling baik berasal dari bunga (atau
kelompok bunga) pertama yang dihasilkan oleh
tanaman. Sebagaimana umumnya antera yang
dikulturkan harus berasal dari bunga yang
masih kuncup. Berbagai faktor lingkungan yang
mempengaruhi pertumbuhan tanaman donor
juga mempengaruhi tanaman haploid yang
dihasilkan. Pada beberapa spesies, intensitas
cahaya, lama penyinaran, dan suhu diketahui
mempengaruhi jumlah tanaman haploid yang
dihasilkan. Kondisi pertumbuhan optimum yang
spesifik berbeda antara tanaman yang satu
dengan yang lainnya. Secara umum hasil
terbaik akan diperoleh dari tanaman yang
pertumbuhannya sehat dan vigor.

d. Densitas Polen atau Antera
Densitas polen dan antera juga sangat

berpengaruh terhadap keberhasilan kultur
haploid secara androgenesis. Misalnya pada
Brassica napus membutuhkan densitas
minimum 3000 pollen/mL media kultur. Kultur
dengan densitas yang tinggi, akan meningkat-
kan persentase keberhasilan perkecambahan
secara in vitro. Akan tetapi, kultur dengan
densitas yang terlalu tinggi akan menghambat
pertumbuhan. Hal tersebut dikarenakan adanya
persaingan unsur hara dalam medium dan
timbulnya senyawa etilen dalam botol kultur.

e. Tahap Perkembangan Polen
Faktor yang sangat kritis yang mem-

pengaruhi produksi tanaman haploid dari kultur
antera adalah tahap perkembangan mikrospora.
Pada sebagian besar jenis tanaman, antera
hanya responsif selama fase uninukleat dari
perkembangan polen. Sebaliknya, pada
tanaman tembakau respon optimum ditemukan
pada beberapa saat sebelum, selama, dan
sesudah fase mitosis pertama dari polen (akhir
fase uninukleat hingga awal binukleat dari
mikrospora). Antera mengandung serbuk sari
(polen), sehingga kultur antera berarti mengikut
sertakan polen didalamnya. Polen yang masih
muda ( immature) atau mikrospora yang
terkandung dalam antera dapat secara
langsung beregenerasi membentuk embrio,
disebut androgenesis atau membentuk jaringan
kalus yang selanjutnya dapat diinduksi untuk
meregenerasi menjadi tanaman di bawah
pengaruh ZPT yang terkandung dalam media
tanam. Polen bersifat haploid, dan tentunya
sel-sel yang diproduksi oleh polen selama
proses kultur juga bersifat haploid. Metoda lain
untuk memproduksi tanaman haploid adalah
dengan kultur ovul atau ovari (prosesnya
disebut gynogenesis) atau melalui metoda
eliminasi kromosom yang disebut metoda Hor-
deum bulbosum1).

f. Pra-perlakuan
Pada beberapa spesies tanaman,

produktivitas kultur anteranya dipengaruhi oleh
perlakuan pemberian suhu pada kuncup bunga
sebelum proses sterilisasi dan isolasi antera.
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Produktivitas tanaman haploid tembakau yang
dihasilkan sering meningkat dengan perlakuan
penyimpanan kuncup bungan pada suhu 7-
8OC selama 12 hari6). Untuk jenis tanaman lain,
penyimpanan dapat dilakukan pada suhu
antara 4-10OC selama 3 hari sampai dengan
3 minggu. Umumnya penyimpanan pada suhu
yang lebih rendah memerlukan waktu yang
lebih pendek atau sebaliknya. Perlakuan suhu
pra inkubasi pada tanaman tertentu, seperti
sawi pakcoy, dengan cara menyimpan biakan
pada suhu 35OC selama 1-3 hari sebelum
diinkubasi pada suhu 25OC diketahui dapat
meningkatkan keberhasilan kultur antera7).

Manfaat Kultur Haploid dalam
Pemuliaan Tanaman

Pemanfaatan teknologi kultur haploid bagi
pemulia tanaman dilakukan untuk meningkatkan
efisiensi proses pemuliaan tanaman dalam
menghasilkan tanaman homozigot yang selama
ini dilakukan secara konvensional. Penggunaan
tanaman haploid ganda pada program pemuliaan
terbukti dapat mengurangi waktu yang dibutuhkan
untuk pengembangan suatu kultivar. Keunggulan
lain dari penerapan kultur haploid adalah untuk
mendeteksi mutasi dan rekombinan yang unik,
karena mutasi yang resesif tidak muncul dalam
keadaan diploid8). Selain itu, kultur haploid juga
dapat digunakan untuk penggandaan jumlah
kromosom sehingga nantinya diperoleh tanaman
homozigot.

Penggunaan mikrospora pada kultur haploid
lebih dipilih para pemulia dibandingkan kultur
antera karena memiliki beberapa kelebihan yang
meliputi: (a) populasi mikrospora yang jumlahnya
jauh dan lebih homogen sebagai eksplan awal,
(b) tidak adanya zat penghambat pertumbuhan
yang bocor dari degradasi jaringan antera, dan
(c) tidak adanya kompetisi pertumbuhan, seperti
pada jaringan penghubung antera9). Kultur
mikrospora efektif dalam mengatasi masalah
pembentukan albino pada kultur antera tanaman
serealia10), dan menghasilkan frekuensi penggandaan
kromosom secara spontan yang tinggi11). Haploid
ganda juga bermanfaat dalam proses seleksi,
terutama untuk sifat poligenik, karena rasio
keragaman genetik menjadi lebih sederhana dan

lebih sedikit tanaman yang digunakan untuk
mendapatkan genotipe tertentu. Selanjutnya,
tanaman haploid ganda berguna dalam penelitian
yang berhubungan dengan sifat resesif, karena
efek dominannya tidak menutupi keragaan
fenotipik tanaman.

Kendala yang Dihadapi dalam Kultur
Haploid Menggunakan Antera

Protokol yang digunakan dalam kultur antera
untuk menghasilkan tanaman haploid relatif lebih
mudah baik untuk spesies yang berbeda maupun
kultivar yang berbeda. Akan tetapi, dalam kultur
antera kerap ditemui masalah seperti kalus
terkontaminasi yang berasal dari dinding antera
yang tercampur bersama dengan polen yang
nantinya akan menghasilkan kalus atau jaringan
yang diploid atau poliploidi. Selain itu, tanaman
dari antera seringkali merupakan populasi
heterogen serta pada beberapa spesies ditemukan
perkembangan pollen yang tidak seragam.
Kendala lain yang dihadapi antara lain adalah
hasil yang diperoleh rendah yang disebabkan
kegagalan antera untuk tumbuh dan juga embrio
yang dihasilkan gagal berkembang, terjadi
ketidakstabilan genetik, terbentuknya tanaman
albino (khususnya pada tanaman serealia), dan
tanaman haploid ganda yang dihasilkan terkadang
tidak selalu homozigot. Embrio kultur mikrospora
dalam media cair untuk jangka waktu yang
panjang akan menyebabkan penurunan kemampuan
regenerasi embrio dan terjadi browning setelah
dipindahkan ke media padat. Oleh karena itu, perlu
dilakukan modif ikasi media, seleksi tahap
perkembangan mikrospora serta optimasi tahap
pra-perlakuan.

Solusi untuk Mengatasi Kendala
Kultur Haploid

Embriogenesis mikrospora dan ovari dipengaruhi
oleh banyak faktor seperti genotipe tanaman
donor dan status pertumbuhannya, tahap
perkembangan mikrospora, kondisi kultur, pra-
perlakuan, dan media kultur. Perlakuan stres
merupakan perlakuan yang paling sering
digunakan untuk menginduksi embriogenesis
mikrospora, salah satunya adalah penerapan kejut
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panas dalam waktu singkat, pra-perlakuan
dengan suhu dingin, dan perlakuan pengurangan
karbon. Namun, saat ini penambahan zat kimia
juga telah dilakukan untuk menginduksi embriogenesis
pada kultur mikrospora. Berdasarkan beberapa
penelitian menunjukkan bahwa tingkat embriogenesis
mikrospora dan regenerasi tanaman dapat
ditingkatkan dengan penambahan histone
deacetylase inhibitors (HDI)12), penambahan
antioksi dan reduced ascorbate, dan reduced
glutathione13). Penambahan perlakuan tersebut
masing-masing dapat meningkatkan embriogenesis
mikrospora. Namun, penambahannya hingga tingkatan
tertentu juga dapat menghambat, sehingga perlu
diperhatikan komposisi yang tepat tiap perlakuan
tersebut untuk menunjukkan peningkatan
embriogenesis mikrospora yang optimum.

Untuk mengatasi kendala penurunan regenerasi
karena kultur dalam waktu lama, maka diperlukan
perlakuan agitasi (penerapan kultur menggunakan
shaker) dan penggantian medium untuk
meningkatkan frekuensi embriogenesis dan
kualitas embrio14). Perlakuan aerasi menggunakan
shaker dapat menghilangkan inhibitor yang
terakumulasi di media kultur, sehingga dapat
meningkatkan embriogenesis pada kultur
mikrospora. Beberapa mikrospora utamanya yang
berasal dari mikrospora yang tua seringkali
mengakumulasi inhibitor atau toksik di dalam
medium yang menyebabkan mikrospora tersebut
tidak dapat berkembang menjadi embrio.

Penutup
Pengembangan teknologi kultur haploid untuk

menghasilkan tanaman kakao unggul dapat
dilakukan secara androgenesis melalui kultur
antera/mikrospora dan secara gynogenesis
melalui kultur ovari/ovule. Kultur haploid yang telah
diperoleh selanjutnya digandakan menggunakan
kolkisin untuk mendapatkan tanaman haploid
ganda yang nantinya dapat dimanfaatkan untuk
menghasilkan galur murni unggul baru tanaman
kakao. Penggunaan tanaman haploid ganda
pada program pemuliaan telah terbukti dapat
mengurangi waktu yang dibutuhkan untuk
pengembangan suatu kultivar dan untuk
mendeteksi adanya mutasi resesif tidak muncul
dalam keadaan diploid.
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