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PENDAHULUAN

Indonesia termasuk negara penghasil kakao terbesar 

ke tiga setelah Pantai Gading dan Ghana, yakni dengan nilai 

produksi tahunannya mencapai 572 ribu ton. Berdasarkan 

data dari Direktorat Jenderal Perkebunan, pada tahun 2003 

luas areal penanaman kakao telah mencapai 917 ribu ha dan 

tersebar di seluruh provinsi, kecuali DKI Jakarta (Wahyudi 

et al., 2008). 

Dalam rangka program revitalisasi perkebunan kakao 

yang rata-rata berumur 25-30 tahun, kekurangan benih dan 

bibit kakao di Indonesia diperkirakan sebesar 47.7 juta pada 

tahun 2009 dan 30.4 juta pada tahun 2010 (Rahardjo dan 

Wahyudi, 2006).  Kondisi tersebut menimbulkan masalah 

dalam penyediaan benih kakao, karena benih kakao termasuk 

benih rekalsitran dengan daya simpan pendek.  Benih 

rekalsitran dalam penyimpanannya mempunyai kandungan 

air lebih dari 20%, tidak tahan dikeringkan dan tidak tahan 

disimpan pada suhu rendah (Pence,  1992; Benson, 2000; 

Fang et al., 2004). Benih kakao yang dikeluarkan dari 

buahnya dapat berkecambah dalam waktu 3-4 hari dan 

segera kehilangan daya kecambahnya.  Di samping daya 

simpan yang pendek, kekurangan lain dari benih kakao 

adalah sifat heterogenitas tanaman yang baru diketahui 

setelah tanaman berumur 4-5 tahun. 

Perbanyakan tanaman kakao sampai saat ini paling 

banyak dilakukan secara generatif (75-90%) melalui 

benih hibrida F1 (inter clonal hybrid). Perbanyakan secara 

generatif melalui benih relatif lebih mudah tetapi tanaman 

yang dihasilkan mempunyai sifat yang tidak seragam 

(Maximova et al., 2002).  Perbanyakan secara vegetatif 

lebih sulit dibandingkan dengan perbanyakan secara 

generatif, namun tanaman yang dihasilkan lebih seragam. 

Tanaman kakao yang berasal dari perbanyakan vegetatif 

(10-25%) pada umumnya diperoleh melalui metode stek, 

sambungan dan okulasi (entres) (Winarsih et al., 2003). 

Bibit kakao asal perbanyakan vegetatif saat ini belum dapat 

memenuhi permintaan akan bibit kakao dalam jumlah besar, 

karena sangat dibatasi oleh jumlah tunas dan cabang yang 

siap distek, disambung, dan diokulasi.

Bibit kakao yang dapat menghasilkan tanaman yang 

sama baiknya dengan induk unggulnya sangat diperlukan.  

Salah satu alternatif adalah dengan memanfaatkan bibit 

asal organ vegetatif yang dihasilkan melalui teknik kultur 

jaringan dengan proses embriogenesis somatik. Teknik 
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ABSTRACT

This research was aimed to observe the response of different clones and specifi c organs due to the somatic embryogenesis 

regeneration. It was arranged in factorial randomized completely design with three replication. The fi rst factor was cocoa 

clones i.e. ICCRI 01, ICCRI 02, ICCRI 03, ICCRI 04, KW 514, RCC72, and Sca 6. The second factor was fl ower parts 

i.e. petal, staminode and anther. Every explant was regenerated on initiation, induction, multiplication and rooting media. 

Almost all treatments showed high response of embryogenic calli which range 89.5 to 100% at initial stage, but different 

results were found at the following process of somatic embryogenesis. The experiment showed that each clones and each 

different part of fl ower had different response to somatic embryogenesis. The highest response of the explant number resulted 

from Sca 6 clone, which produce 35.8% embryo with average number of embryo per explant (1.34) followed by RCC 72 

(28.4%, averaged 0.7) ICCRI 03 (24.7%, averaged 1.3) ICCRI 04 (18.6%, averaged 0.6). While ICCRI 02 showed the lowest 

responsive clone. Especially for ICCRI 01, 55.8% explant was rooted and  only 1.3% explant producing embryo. The highest 

response of somatic embryo was resulted form petal.
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kultur jaringan dapat digunakan untuk menghasilkan bibit 

kakao dalam jumlah besar dan seragam dalam waktu yang 

relatif singkat, dan tidak tergantung musim (Ragapadmi, 

2002).     

Beberapa penelitian kultur jaringan di Pusat Penelitian 

Kopi dan Kakao Indonesia untuk menghasilkan bibit 

kakao hasil kultur jaringan melalui proses regenerasi 

embriogenesis somatik telah dilakukan (Winarsih dan 

Priyono, 1995; Winarsih et al., 2002; Winarsih et al., 2003).  

Beberapa peneliti lain juga mengembangkan regenerasi 

kakao melalui proses embriogenesis somatik (Mayolo et al., 

2003; Alemanno et al., 2003; Traore et al., 2003). Teknik 

embriogenesis somatik juga sudah dimanfaatkan untuk 

keperluan penyimpanan dalam nitrogen cair dengan teknik 

kriopreservasi  (Fang et al., 2004; Gonzalez dan Engelman, 

2006; Wang dan Perl, 2006). Jenis eksplan kakao yang sudah 

diteliti daya regenerasinya adalah daun muda, nuselus, 

embriozigotik muda biji kakao dan seluruh bagian-bagian 

bunga termasuk antera (Sondahl et al., 1993; Alemanno 

et al., 1997; Li et al., 1998).  Produksi masal bibit kakao 

klon-klon baru dengan teknik kultur jaringan masih perlu 

penelitian lebih lanjut. 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menghasilkan 

optimasi regenerasi  beberapa klon unggul kakao Indonesia 

melalui proses induksi embriogenesis somatik (ES).

BAHAN DAN METODE

Penelitian embriogenesis dari organ bunga kakao 

dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan, Pusat 

Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia, Jember, pada bulan 

Agustus 2007 sampai dengan Maret 2008.

Penelitian disusun menurut  Rancangan Acak Lengkap 

Faktorial dengan 2 faktor, yang diulang 3 kali. Faktor 

pertama adalah 7 klon kakao yaitu ICCRI 01, ICCRI 02, 

ICCRI 03, ICCRI 04, KW 514, RCC 72 dan Sca 6. Faktor 

ke-2 adalah 3 bagian organ bunga yaitu mahkota (petala), 

staminodia dan antera. Uji perbandingan rata-rata perlakuan 

digunakan Uji Tukey pada taraf nyata 5%.

Eksplan diperoleh dari Kebun Koleksi Kakao milik 

Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia. Eksplan diambil 

dari   bunga  kakao  yang   masih  kuncup  dengan  panjang 

3-6 mm (umur bunga tidak ditentukan), dipilih kuncup yang 

belum mekar yang terdiri atas bagian petala, staminodia, 

dan antera. 

Kuncup bunga direndam dalam larutan Sodium 

hypochloride 5% selama sekitar 5 menit sambil sesekali 

dikocok, kemudian dibilas tiga kali dengan aquadestilata 

steril. Setelah itu bunga dipisahkan sesuai bagian-bagiannya 

yaitu mahkota (petala), staminodia dan antera.  Eksplan 

yang sudah disterilisasi selanjutnya diregenerasikan melalui 

tahapan inisiasi, induksi, multiplikasi, dan pendewasaan.

Eksplan yang telah disterilisasi ditanam dalam media 

inisiasi berupa media dasar MS (Murashige dan Skoog, 

1962) dengan penambahan 2 mg L-1 2.4-D, 0.25 mg L-1 

Adenin, 30 g L-1 Sukrosa dan 2 g L-1 phytagel (Lopez-

Baez et al., 1993). Kultur diinkubasi selama 2 minggu dan 

dilakukan pengamatan terhadap jumlah eksplan berkalus. 

Eksplan yang telah berkalus dipindah ke media induksi 

dengan komposisi media sama dengan media inisiasi, tetapi 

tanpa zat pengatur tumbuh. Sub kultur dilakukan setiap 2 

minggu sekali. Pengamatan dilakukan terhadap eksplan 

dengan kalus embriogenik dan jumlah embrio per eksplan. 

Embrio somatik yang diperoleh selanjutnya 

diperbanyak di media multiplikasi yaitu media MS dengan 

penambahan 0.01 mg L-1 NAA, 0.3 mg L-1 2iP, 1 g L-1 arang 

aktif (charcoal), 40 g L-1 glukosa, dan 3 g L-1 phytagel 

(Tahardi dan Mardiana, 1995). Sub kultur dilakukan setiap 2 

minggu sekali.  Pada setiap sub kultur dilakukan pengamatan 

terhadap jumlah eksplan yang menghasilkan embrio dan 

jumlah embrio somatik per eksplan (fase globular, hati, 

torpedo, kotiledon).  

Embrio yang telah berkecambah kemudian dipindah 

ke media perakaran untuk memperoleh planlet. Media 

perakaran terdiri dari media MS yang ditambahkan dengan 

10 g L-1 glukosa, 1 g L-1 charcoal, dan 3 g L-1 phytagel.

Parameter pengamatan meliputi: persentase eksplan 

berkalus (hari ke 12), persentase eksplan dengan kalus 

friabel/embriogenik (minggu ke 10), dan persentase eksplan 

menghasilkan embrio (minggu ke 18). Persentase eksplan 

membentuk embrio dihitung berdasarkan jumlah eksplan 

yang dapat menghasilkan embrio dari total eksplan yang 

dikulturkan, jumlah embrio per eksplan (minggu ke 10, 14, 

dan 18), jumlah embrio berkecambah dan berakar menjadi 

planlet (setelah minggu ke 18).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Inisiasi Kalus 

Pada hari ke 12 semua eksplan menghasilkan kalus 

dengan kisaran 12.7-100% (Tabel 1). Empat klon dapat 

mencapai persentase eksplan berkalus hingga 100%, 

yaitu ICCRI 01, ICCRI 04, KW 514 dan RCC 72. Pada 

Klon

Persentase pembentukan kalus pada organ 

bunga (%)

Petala Staminodia Anthera

ICCRI 01   98.3aA 100.0aA 24.0bB

ICCRI 02   96.3aA     96.3abA 20.0bB

ICCRI 03   98.7aA     83.0cdB 88.0aB

ICCRI 04 100.0aA       94.7abcA 20.3bB

KW 514 100.0aA     92.7bcB 19.3bC

RCC 72 100.0aA 100.0aA 12.7bB

Sca 6   97.0aA   73.0dB      19.0b

Tabel 1. Interaksi antara klon dan organ bunga terhadap 

persentase pembentukan kalus pada hari ke 12 

Keterangan: angka-angka pada kolom yang sama apabila diikuti 

oleh huruf kecil yang berbeda dan angka-angka pada 

baris yang sama apabila diikuti oleh huruf kapital 

yang berbeda menunjukkan interaksi yang berbeda 

nyata menurut Uji Tukey pada taraf nyata 5 %
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penelitian Winarsih et al. (2003), seminggu setelah 

dikulturkan terjadi pengkalusan pada eksplan yang diawali 

dengan pembengkakan petala maupun pemanjangan 

staminodia 2-3 kali ukuran semula. Hasil pengamatan pada 

penelitian ini menunjukkan bahwa pada hari ke-4 setelah 

dikulturkan terjadi pembengkakkan pada eksplan petala 

dan pemanjangan staminodia, bahkan pada eksplan petala, 

staminodia dan sebagian antera sudah terjadi pengkalusan 

pada hari ke-6. 

Regenerasi Embrio Somatik pada Eksplan

Kalus friabel yang terbentuk selanjutnya mengalami 

pendewasaan (maturation) yang dicirikan oleh pertambahan 

volume kalus dan warna kalus yang semula putih kekuningan 

menjadi kuning krem hingga kecoklatan. Pengamatan awal 

dilakukan pada minggu ke-10 sesuai pendapat Masseret et 

al. (2008) bahwa embrio somatik primer dapat terbentuk 

setelah 9 minggu sejak eksplan diinduksi. Analisis varian 

menunjukkan interaksi klon dan bagian organ bunga 

menghasilkan perbedaan yang sangat nyata terhadap 

persentase eksplan yang dapat menghasilkan embrio (Tabel 

1). 

Tabel 2 menunjukkan eksplan yang menghasilkan 

embrio terutama dijumpai pada eksplan petala. Staminodia 

dapat menghasilkan embrio hanya pada 2 klon yaitu ICCRI03 

dan ICCRI04.  Eksplan antera pada penelitian ini sama sekali 

tidak menghasilkan embrio hingga pengamatan minggu ke-

18. Data pada Tabel 2 juga menunjukkan bahwa terdapat 

2 kelompok klon yang mempunyai perbedaan persentase 

sangat nyata yaitu kelompok kakao lindak (ICCRI 03, 

ICCRI 04, KW 514, RCC 72, Sca 6) dan kelompok kakao 

mulia (ICCRI 01 dan ICCRI 02). Dari 7 klon yang diuji, 6 

klon dapat menghasilkan embrio, dan  dari 6 klon tersebut, 5 

klon di antaranya mempunyai efi siensi menghasilkan embrio 

yang berkisar antara 31-52% dari eksplan petala. Urutan 

dari efi siensi tertinggi pada kelima klon tersebut berturut-

turut adalah Sca 6 (52.2%), KW 514 (42.5%), ICCRI 04 

(41.2%), ICCRI 03 (35.3%) dan RCC 72 (31.2%). 

Tan dan Furtek (2002) yang menguji 30 klon kakao 

untuk mempelajari responsnya terhadap sumber karbon, 

media dasar dan zat pengatur tumbuh, menunjukkan 

variasi dalam persentase kalus menghasilkan embrio 

berkisar antara 0-18.2%. Hasil ini mengindikasikan bahwa 

diperlukan optimasi prosedur untuk masing-masing klon 

agar didapatkan hasil yang lebih baik.

Multiplikasi Embriosomatik

Pada minggu ke-10 (Tabel 3), rata-rata jumlah embrio 

berkisar antara 0.005 embrio (terendah pada klon ICCRI 01) 

sampai dengan 0.6 embrio (tertinggi pada klon ICCRI 03). 

Kisaran kurang dari 1 embrio menunjukkan bahwa tidak 

semua eksplan menghasilkan embrio. Tabel 3 menunjukkan 

bahwa ada dua kelompok klon yang mempunyai kisaran 

berbeda, yaitu antara klon kakao mulia (ICCRI 01 dan 

ICCRI 02) dan klon kakao lindak (ICCRI 03, ICCRI 

04, KW 514, RCC 72 dan Sca 6). Menurut Traore et al. 

(2003), inisiasi embrio primer pada proses embriogenesis 

somatik memerlukan waktu antara 6-8 bulan, sedangkan 

pada penelitian ini untuk klon-klon yang responsif, inisiasi 

embrio somatik sudah dapat diamati mulai minggu ke-10 

(umur 2.5 bulan) meskipun  dengan persentase yang masih 

rendah.

Pengamatan pada minggu ke-14 (Tabel 3), 

menunjukkan terjadi peningkatan rata-rata jumlah 

embrio pada semua klon. Meskipun demikian, tetap ada 

kecenderungan mengikuti pola dua kelompok klon seperti 

pengamatan sebelumnya. Rata-rata tertinggi jumlah embrio 

dihasilkan oleh klon ICCRI 03 (2.1) dan terendah oleh 

Tabel 2. Interaksi antara klon dan bagian organ bunga 

terhadap persentase eksplan menghasilkan embrio 

pada minggu ke-18

Klon
Bagian organ bunga

Petala Staminodia Anthera

ICCRI 01 2.4cA 0bA 0aA

ICCRI 02   0.9ccA 0bA 0aA

ICCRI 03 35.3abA    5.1bB 0aC

ICCRI 04 41.2abA    8.5bB 0aC

KW 514 42.5abA   0abB 0aB

RCC 72    31.2bA 0bB 0aB

Sca 6    52.2aA 0aB 0aB

Keterangan: angka-angka pada kolom yang sama apabila diikuti 

oleh huruf kecil yang berbeda dan angka-angka pada 

baris yang sama apabila diikuti oleh huruf kapital 

yang berbeda menunjukkan interaksi yang berbeda 

nyata menurut Uji Tukey pada taraf nyata 5 %

Tabel 3. Rata-rata jumlah embrio per eksplan pada 7 klon 

kakao (data rata-rata dari seluruh bagian organ 

bunga yang diuji)

Klon
Lama inkubasi

10 MST 14 MST 18 MST

ICCRI 01 0.005 0.07 b (13.5)a) 0.07  b (1)b)

ICCRI 02 0.009 0.03 b (3.1)a) 0.03  b (1)b)

ICCRI 03 0.6 2.1   a (3.4)a) 2.6    a (1.2)b)

ICCRI 04 0.2 2.0   a (9.7)a) 2.5    a (1.27)b)

KW 514 0.2 1.4   a (6.1)a) 2.9    a (2.13)b)

RCC 72 0.2 0.9   a (3.7)a) 1.2    a (1.34)b)

SCA 6 0.5 1.0   b (1.9) a) 1.7    b (1.80)b)

Keterangan: a) pada kolom yang sama menunjukkan tingkat 

kelipatan multiplikasi dibanding minggu ke-10.

b) angka di dalam kurung pada kolom yang sama  

menunjukkan tingkat multiplikasi dibanding 

minggu ke-14; MST = minggu setelah tanam.
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klon ICCRI 02 (0.03). Tingkat  multiplikasi  dibandingkan 

pengamatan minggu ke-10, tertinggi pada klon ICCRI 04 

(9.7) meskipun dari rata-rata jumlah embrionya masih 

lebih  rendah klon ICCRI 03. Pengamatan pada minggu 

ke-18 (Tabel 3) mengindikasikan terjadi penurunan tingkat 

multiplikasi dibanding minggu ke-14. Klon KW 514 

menunjukkan tingkat multiplikasi tertinggi (2.1) demikian 

pula dengan rata-rata jumlah embrio (2.9). Di lain pihak, 

klon ICCRI 01 dan ICCRI 02 tidak menunjukkan perubahan 

sejak minggu ke-14 hingga minggu ke-18. 

Pendewasaan dan Aklimatisasi

Embrio somatik yang dihasilkan selanjutnya 

ditumbuhkan pada media perkecambahan dan perakaran agar 

dapat berkembang menjadi planlet. Embrio somatik yang 

dikecambahkan adalah embrio yang sudah mencapai fase 

kotiledon. Meskipun demikian, tidak semua embrio dapat 

berkembang menjadi kecambah normal, karena sebagian 

embrio menunjukkan perkembangan yang abnormal (tidak 

berkembang menjadi tunas, atau menjadi tunas yang tidak 

mampu membentuk tunas baru disertai dengan akar tidak 

tumbuh). Hanya embrio yang berkecambah normal yang 

dapat berkembang menjadi planlet, artinya dapat membentuk 

tunas dan akar hingga menjadi tanaman sempurna. 

Tabel 4 menunjukkan persentase embrio yang dapat 

berkecambah dan membentuk planlet dari 7 klon kakao 

yang diteliti. Data pada tabel tersebut menunjukkan bahwa 

klon Sca 6 menghasilkan persentase kecambah normal yang 

tertinggi, karena dari 220 embrio somatik fase kotiledon, 

157 embrio (71.4%) di antaranya mampu berkecambah 

dan menghasilkan tunas. Pada kelompok kakao lindak, 

klon KW 514 menghasilkan persentase kecambah normal 

terendah yaitu 33.8%, sedangkan kelompok kakao mulia 

(ICCRI 01 dan ICCRI 02) pada penelitian ini belum dapat 

menghasilkan kecambah. Di lain pihak, pengamatan 

terhadap klon RCC 72 menunjukkan bahwa meskipun 

persentase kecambah normalnya hanya 48.9% (lebih rendah 

dari klon Sca 6) tetapi menghasilkan persentase kecambah 

berakar (planlet) tertinggi yaitu 66.7%, sedangkan klon 

Sca 6 menempati urutan kedua dengan 51% dari kecambah 

normalnya yang dapat membentuk planlet. Urutan 

selanjutnya untuk persentase pembentukan planlet adalah 

klon ICCRI 04 (50.7%) dan ICCRI 03 (43.9%). Pada 

kelompok kakao lindak, klon KW 514 selain menghasilkan 

persentase kecambah normal terendah (33.8%), ternyata juga 

menghasilkan persentase planlet terendah yaitu 30.6%. 

Penelitian Masseret et al. (2008) mengindikasikan 

bahwa faktor genotipe juga menentukan jumlah embrio 

yang dapat tumbuh normal membentuk planlet. Pengamatan 

terhadap klon C 20 dan C 22 pada inkubasi 6 minggu 

menunjukkan  87% embrio dapat berkembang menjadi 

planlet. Demikian pula dari penelitian ini menunjukkan 

bahwa klon Sca 6 dari eksplan petala mempunyai persentase 

jumlah eksplan menghasilkan embrio tertinggi pada 

minggu ke-18 yaitu 52.2% dan diikuti dengan persentase 

pembentukan planlet 51% (urutan ke-2). Klon KW 514 

meskipun menghasilkan rata-rata embrio per eksplan 

tertinggi (2.9) sampai minggu ke-18, tetapi persentase 

kecambah normal dan pembentukan planlet-nya terendah, 

masing-masing 33.8% dan 30.6%. Kecambah normal yang 

telah berakar artinya telah berhasil membentuk planlet, 

dan selanjutnya planlet yang telah membentuk minimal 2 

ruas tunas siap untuk dikeluarkan dan diaklimatisasi seperti 

tampak pada Gambar 1.  Dari 30 planlet yang diaklimatisasi 

(asal eksplan tidak diperhatikan) dapat dihasilkan eksplan 

yang mampu tumbuh dan menghasilkan tunas baru sebanyak 

9 tanaman.  Penelitian ini menghasilkan sebanyak 30% 

tanaman dapat tumbuh baik pada fase aklimatisasi hingga 4 

minggu pengamatan.

Klon

Jumlah 

embrio 

somatik

Jumlah embrio

Fase 

kotiledon
Kecambah *) Berakar**)

ICCRI 01 2 0 (0 %) 0 (0 %)

ICCRI 02 0 0 (0 %) 0 (0 %)

ICCRI 03 103 57 (55.3 %) 25 (43.9 %)

ICCRI 04 126 75 (59.5 %) 38 (50.7 %)

KW 514 145 49 (33.8 %) 15 (30.6 %)

RCC 72 82 45 (48.9 %) 30 (66.7 %)

Sca 6 220 157 (71.4 %) 80 (51.0 %)

Tabel 4. Jumlah embrio berkecambah dan berakar 

membentuk planlet pada 7 klon kakao (data 

rata-rata dari seluruh bagian organ bunga yang 

diuji)

Keterangan: *) angka dalam persen menunjukkan persentase 

kecambah terhadap embrio somatik fase kotiledon; 

**) angka dalam persen menunjukkan persentase 

planlet terhadap kecambah.

Gambar 1.Tahap regenerasi dari eksplan petala. A. Bunga kakao 

(inset) dan petala; B. Embrio somatik; C. Planlet 

pada fase perakaran; D. Planlet siap aklimatisasi; E. 

Aklimatisasi planlet
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KESIMPULAN

Hasil penelitian menggunakan eksplan bunga beberapa 

klon kakao tersebut dapat menghasilkan kesimpulan sebagai 

berikut :

1.  Dari 7 klon yang diuji, 5 klon menghasilkan embrio 

somatik yaitu ICCRI 03, ICCRI 04, KW 514, RCC 72 

dan Sca 6, sedangkan 2 klon di antaranya yaitu ICCRI 01 

dan ICCRI 02 sampai pengamatan minggu ke-18 belum 

menghasilkan embrio somatik. Klon Sca 6 mempunyai 

persentase jumlah eksplan menghasilkan embrio dan 

kecambah normal tertinggi (52.2% dan 71.4%) dengan 

persentase kecambah berakar 51%.  Daya regenerasi 

membentuk embrio paling rendah terjadi pada Klon 

ICCRI 02. 

2.   Bagian bunga yang paling responsif daya regenerasinya 

membentuk embrio adalah petala. 
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