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ABSTRACT  

In Vitro Culture of Endosperm: An efficient protocol to 
propagate triploid plants directly. L. Agus Sukamto. 
Triploid plants are very vigorous and beneficial since they 
generally produce seedless fruits, bigger flowers, and pro-
duce more volume of wood than the diploid counterparts. 
The triploid plants can be produced by crossing diploid and 
tetraploid plants, but this method is cumbersome and takes 
a long time. In vitro culture of endosperm is an alternative 
method to produce triploid plants directly. The success of 
endosperm culture is dependent on many factors, such as 
maturity of endosperm, presence of the zygotic embryo, cul-
ture medium, growth regulators, browning, culture period, 
an plant species. Generally, a mature endosperm needs an 
initial association with an embryo to induce cell divisions, 
while proliferation of an immature endosperms is not 
dependent on the embryo. Endosperm of most parasitic 
angiosperms shows direct organogenesis without callus 
formation. Plants produced from endosperm culture are 
generally triploid, although some plants possess different 
ploidy levels. 

Keywords: In vitro culture, endosperm, propagation of 
triploid plants, efficient propagation protocol. 

ABSTRAK 

Kultur In Vitro Endosperma, Protokol yang Efisien untuk 
Mendapatkan Tanaman Triploid secara Langsung. L. 
Agus Sukamto. Tanaman triploid adalah sangat vigor dan 
berharga karena menghasilkan buah tanpa biji, bunga yang 
lebih besar, dan volume kayu yang lebih besar dibandingkan 
dengan tanaman normal diploid. Tanaman triploid dapat di-
peroleh dari persilangan tanaman diploid dengan tetraploid, 
tetapi cara ini tidak praktis dan memerlukan waktu yang 
lama. Kultur endosperma secara in vitro adalah cara alter-
natif untuk memperoleh tanaman triploid secara langsung. 
Keberhasilan kultur endosperma tergantung pada banyak 
faktor, yaitu umur endosperma, adanya embrio zigot, media 
kultur, zat pengatur tumbuh, pencoklatan, dan lama dikultur, 
serta jenis tanamannya. Umumnya, inisiasi endosperma 
yang tua memerlukan penyertaan embrio untuk menginduk-
si pembelahan sel, tetapi endosperma yang muda tidak me-
merlukan embrio untuk inisiasi pembelahan selnya. Keba-
nyakan endosperma tanaman parasit membentuk suatu 
organ secara langsung tanpa melalui pembentukan kalus. 

                                                      
Hak Cipta © 2010, BB-Biogen 

Tanaman hasil kultur endosperma kebanyakan adalah 
triploid, walaupun ada beberapa tanaman yang memiliki 
tingkat ploidi yang lain. 

Kata kunci: Kultur endosperma, in vitro, tanaman triploid, 
protokol yang efisien. 

PENDAHULUAN 

Endosperma adalah jaringan triploid yang terda-
pat pada biji, hasil dari penyatuan dua inti polar gamet 
betina dengan satu inti gamet jantan, yang berbeda 
dengan embrio dalam jumlah kromosomnya. Endos-
perma merupakan massa sel parenchym yang relatif 
homogen, tanpa adanya elemen jaringan pembuluh, 
sel-selnya bervariasi dalam ukuran, pembelahan, pe-
misahan kromosom, dan poliploidinya. Endosperma 
terdapat pada individu yang mencakup lebih dari 81% 
pada tumbuhan berbunga (Johri dan Bhojwani, 1977; 
Johri et al., 1980; Thomas dan Chaturvedi, 2008). 

Fungsi endosperma adalah memelihara embrio 
selama pertumbuhan pada fase heterofit dan mem-
berikan sumber energi selama perkecambahan dan 
pertumbuhan embrio (Johri dan Bhojwani, 1977). 
Jaringan endosperma ada yang habis dikonsumsi se-
luruhnya oleh embrio ketika biji menjadi tua, biji tum-
buhan tersebut disebut non endosperma, tetapi bila 
endospermanya tetap ada ketika biji menjadi tua seba-
gai makanan cadangan dalam bentuk tepung, lemak 
atau protein, disebut biji yang endosperma (Johri dan 
Bhojwani, 1977; Johri et al., 1980). Kultur endosperma 
secara in vitro akan mendapatkan tanaman triploid 
karena endosperma adalah jaringan triploid. Pada 
tumbuhan yang bijinya non endosperma, pengambilan 
eksplan endospermanya ketika biji belum tua.  

Tanaman triploid (2n = 3x) adalah tanaman yang 
jumlah kromosomnya kelipatan tiga dari kromosom 
dasarnya (3n), buahnya kebanyakan tidak berbiji atau 
berbiji tapi steril. Tanaman triploid tidak diinginkan 
bila bertujuan untuk menghasilkan benih yang komer-
sial, tetapi sangat berharga karena memberikan nilai 
tambah ekonomi yang tinggi dalam memperbaiki 
kualitas dan kuantitas buah, yaitu buahnya tidak ber-
biji, lebih besar dan hasilnya lebih produktif, seperti 
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pada buah pisang, apel, jeruk, anggur, pepaya 
(Sanford, 1983; Thomas dan Chaturvedi, 2008). 
Tanaman triploid memberikan keuntungan lain, yaitu 
pertumbuhan tanamannya lebih cepat dan bunganya 
lebih besar, seperti pada Petunia axillaris (Gupta, 
1982), atau dapat dipanen lebih awal dan mendapat-
kan biomasa kayu yang lebih besar, seperti pada 
Populus tremuloides untuk bahan baku kertas (Johri et 
al., 1980; Thomas dan Chaturvedi, 2008). Di Indonesia, 
petai cina (Leucaena glauca) triploid menghasilkan 
biomasa daun yang lebih besar untuk pakan ternak 
(Komunikasi pribadi dengan Dr. Brewbaker, Profesor 
Pemulia Tanaman University of Hawaii), bawang 
merah triploid untuk mendapatkan umbi yang lebih 
besar (Sulistyaningsih, 1999), sedang diteliti semangka 
triploid (Ir. Sunyoto, Litbang Pertanian), mangga 
Arumanis dan Gedong Gincu triploid (Dr. Wiendi, IPB), 
cendana triploid (Dr. Sukamto, Puslit Biologi-LIPI). 

MENDAPATKAN TANAMAN TRIPLOID 

Tanaman triploid dapat dihasilkan dari persilang-
an antara tanaman normal diploid (2n = 2x) dengan 
tanaman tetraploid (2n = 4x), seperti pada tanaman 
jeruk (Soost dan Cameron, 1980; Oiyama dan 
Kobayashi, 1990), dan pepaya (De Zerpa, 1957). Proto-
kol untuk mendapatkan tanaman triploid melalui per-
silangan, menghadapi banyak kendala, yaitu memerlu-
kan pentahapan/waktu yang panjang untuk mendapat-
kan tanaman tetraploid, dengan menggandakan jum-
lah kromosom dan menunggu tanaman tetraploid ber-
bunga, untuk dapat disilangkan dengan tanaman 
diploid, tanaman tetraploid tingkat sterilnya tinggi 
(Gupta, 1982), daya kecambah biji hasil persilangan 
sangat rendah karena kegagalan perkembangan 
endosperma, diikuti dengan keguguran embrio yang 
berkorelasi dengan perbandingan jumlah kromosom 
endosperma dengan embrio yang tidak tepat 3 : 2 
seperti pada biji yang normal (Lakshmi, 1987; Soost, 
1987). 

Kultur endosperma merupakan suatu teknik 
alternatif untuk menghasilkan tanaman triploid secara 
langsung, hanya melalui satu pentahapan (Lakshmi, 
1987). Tanaman triploid hasil kultur endosperma ke-
mungkinan lebih unggul dibandingkan dengan hasil 
persilangan, disebabkan tidak tereduksinya inti polar 
(2n) waktu fusi pada pusat sel megagametofit (Knight 
dan Alston, 1969). 

FAKTOR KEBERHASILAN KULTUR ENDOSPERMA 

Keberhasilan kultur endosperma secara in vitro 
dipengaruhi oleh banyak faktor, di antaranya umur 

endosperma penyertaan zigot embrio, pencoklatan 
(browning), dan umur kultur. 

Umur Endosperma 

Umur endosperma saat dikultur umumnya me-
rupakan fase kritis terhadap respon pertumbuhannya 
secara in vitro (Nag dan Johri, 1971; Tao et al., 2009). 
Eksplan endosperma yang umurnya terlalu muda atau 
telah melewati kisaran fase meristematisnya, umum-
nya tidak respon bila dikultur. Endosperma muda pada 
fase sel-selnya masih meristematis, umumnya akan 
respon positif bila dikultur, seperti pada kelapa 
(Kumar et al., 1985; Ceniza et al., 1992; Sukamto, 
1996), jeruk besar dan apel (Wang dan Chang, 1978; 
Mu dan Liu, 1978), Morus alba (Thomas et al., 2000), 
Azadirachta indica (Chaturvedi et al., 2003), endosper-
ma jagung respon pada umur 8-12 hari setelah pe-
nyerbukan (HSP) (Sternheimer 1954; Straus dan 
LaRue, 1954; Tamaski dan Ullstrup, 1958). Endosper-
ma blackberry 28 HSP (Cantoni et al., 2009), endo-
sperma Citrus grandis cv White Siamese 84-98 HSP 
(Gmitter et al., 1990), cv Tosa-Buntan 85-95 HSP (Yang 
et al., 2000), endosperma Citrus sinensis cv Hongjiang 
respon pada 98-119 HSP (Chen et al., 1990), cv Ridge 
Pineapple 84-98 HSP (Gmitter et al., 1990), endosper-
ma rye grass 9-10 HSP (Norstog, 1956), padi 4-7 HSP 
(Nakano et al., 1975), tetapi endosperma padi yang tua 
juga respon (Bajaj et al., 1980). Endosperma ketimun 
7-10 HSP (Nakajima, 1962), endosperma tomat 21 HSP 
(Kagan-Zur et al., 1990), endosperma walnut respon 
pada 56 HSP (Tulecke et al., 1988).  

Kultur endosperma tua dapat juga respon positif 
bila dikultur pada tumbuhan Exocarpus cupressiformis, 
Leptomeria acida, Nigella damascena, Nuytsia flori-
bunda, Osyris wightiana, Scurrula pulverulenta, Phora-
dendron tomentosum, Dendrophtoe falcata, Taxillus 
cunefatus, T. Vestitus, Leptomeria acida, Croton bon-
plandianum, Santalum album, Ricinus communis, 
Jatropha panduraefolia, Putranjiva roxburghii, Sapium 
sebiferum, Coffea arabica, Annona squamosa, Achras, 
apel, parsley, dan pecan (Johri dan Bhojwani, 1965; 
Bhojwani dan Johri, 1970, 1971; Nag dan Johri, 1971; 
Johri dan Srivastava, 1972; Srivastava, 1973, 1982; Sethi 
dan Rangaswamy, 1976; Bajaj et al., 1980; Cheema 
dan Mehra, 1982; Nair et al., 1986; Lakshmi, 1987). 

Penyertaan Zigot Embrio 

Kultur endosperma tua Croton, Ricinus, dan 
Putranjiva gagal tumbuh tanpa penyertaan embrio 
(Srivastava, 1982). Endosperma tua A. squamosa 
hanya membentuk kalus bila dikultur setelah pemben-
tukan akar 2-4 hari (Nair et al., 1986). Respon terbaik 
terjadi pada kultur endosperma C. sinensis dengan 
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penyertaan embrio setelah 2 hari, tetapi responnya 
negatif setelah 8 hari ditanam (Chen et al., 1990).  

Penyertaan zigot embrio tidak diperlukan untuk 
inisiasi pembentukan kalus pada endosperma tum-
buhan parasitis, seperti pada D. falcata, N. floribunda, 
T. cunefatus, T. Vestitus, dan L. acida (Nag dan Johri, 
1971). Lakshmi (1987) berhasil mendapatkan tanaman 
cendana dari kultur endosperma yang berasal dari 
buah yang hijau dengan atau tanpa penyertaan endo-
sperma. Kultur endosperma juga berhasil tumbuh 
tanpa penyertaan embrio pada Actinidia (Mu et al., 
1990), C. grandis dan C. sinensis (Wang dan Chang, 
1978), pir (Zhao, 1988), pecan, dan walnut (Cheema 
dan Mehra, 1982). Penyertaan embrio dapat digantikan 
dengan pencelupan eksplan endosperma dalam larut-
an asam giberelin (GA) 1-2 mg/l (Johri dan Bhojwani, 
1977; Srivastava, 1982; Nair et al., 1986) atau zeatin      
1 mg/l (Lakshmi, 1987). Kumar et al. (1985) berhasil 
mengulturkan endosperma dengan penyertaan 
embrio yang membentuk kalus pada kelapa cv West 
Coast Tall, tetapi Fisher dan Tsai (1978) berhasil 
mengulturkan endosperma tanpa penyertaan embrio 
yang membentuk kalus pada kelapa cv Golden Mala-
yan Dwarf, Sukamto (1996) berhasil mengulturkan 
endosperma kelapa tanpa penyertaan embrio yang 
membentuk kalus lebih dari 97% dan dapat memben-
tuk primordia tunas pada kelapa cv Samoan Dwarf. 
Kultur endosperma muda, juga ada yang memerlukan 
penyertaan embrio seperti pada tanaman Azadirachta 
indica (Chaturvedi et al., 2003) dan M. alba (Thomas et 
al., 2000). 

Formulasi Media 

Media kultur yang umum digunakan adalah for-
mulasi White (W) atau Murashige dan Skoog (MS). 
Media MS lebih sering digunakan karena kandungan 
garam anorganik dan nitrogen yang lebih besar (Chen 
et al., 1988). Pertumbuhan jaringan lebih baik dengan 
menggunakan zat pemadat phytagel dibandingkan de-
ngan agar, karena kemurnian dan kandungan substan-
si perangsang pada phytagel (Ladyman dan Girard, 
1991). Kultur endosperma A. indica tidak mengalami 
callogenesis tanpa penambahan zat pengatur tumbuh 
auksin, seperti 2,4-dichlorophe-noxyacetic acid (2,4-
D), α-naphthalene acetic acid (NAA), indole-3-acetic 
acid (IAA), atau kombinasi dengan sitokinin, seperti 6-
benzylamino purine (BA) (Chaturvedi et al., 2003). 
Kultur endosperma tua Actinidia deliciosa cv Hayward 
memproduksi kalus terbanyak pada media MS dengan 
penambahan 2 mg/l 2,4-D dan 5 mg/l kinetin (Kn) 
(Goralski et al., 2005). Tetapi kultur endosperma 
kelapa tidak memerlukan auksin untuk callogenesis 
(Sukamto, 1996). 

Auksin 2,4-D berkonsentrasi tinggi diperlukan ter-
utama bila penyertaan arang aktif untuk inisiasi kalus 
dari endosperma kelapa (Kumar et al., 1985; Ceniza et 
al., 1992; Sukamto, 1996). 4-amino-3,5,6-trichloropico-
linic acid (picloram), merangsang organogenesis lebih 
baik dibandingkan dengan 2,4-D pada kalus endos-
perma kelapa (Sukamto, 1996). 

Peranan sitokinin penting dalam media kultur 
endosperma, yaitu untuk memproduksi tunas pada 
endosperma Taxillus vestitus dengan Kn 2 x 10-5 M 
(Johri dan Nag, 1970), endosperma cendana dengan 
Kn dan BA (Lakshmi et al., 1980), endosperma srikaya 
(Nair et al., 1986), endosperma Actinidia deliciosa cv 
Hayward dengan thidiazuron (TDZ) konsentrasi 0,5 
mg/l (Goralski et al., 2005), dan endosperma kelapa 
dengan BA konsentrasi 10-5 M (Sukamto, 1996). Rege-
nerasi tunas A. deliciosa cv Hayward hanya terjadi 
dengan tambahan TDZ (Goralski et al., 2005), tunas A. 
indica dengan penambahan BA, Kn, TDZ, atau BA + 
IAA (Chaturvedi et al., 2003). 

Pencoklatan 

Pencoklatan (browning) yang terjadi dan apabila 
parah menjadi hitam pada eksplan sering dihubung-
kan dengan kegagalan eksplan untuk hidup. Kom-
ponen fenolik yang teroksidasi sering keluar dan 
masuk dalam media dengan terlukanya jaringan yang 
menyebabkan pencoklatan atau penghitaman eksplan 
(Anderson, 1987). Endosperma yang muda lebih 
respon bila dikultur dibandingkan dengan yang telah 
dewasa (Cheema dan Mehra, 1982; Sukamto, 1996) 
disebabkan karena eksplan yang telah tua mengeluar-
kan hasil oksidasi yang lebih banyak (Preece dan 
Compton, 1991). Tetapi pencoklatan tidak selalu 
berakibat kegagalan, karena ada kultur yang berhasil 
walaupun eksplan mengalami pencoklatan berat 
menjadi hitam pada kultur endosperma kelapa cv 
Samoan Dwarf (Sukamto, 1996). 

Umur Kultur 

Selaras dengan umur kultur yang makin tua, sel-
sel dalam kalus meningkat ploidinya dan kehilangan 
potensi regenerasinya (Reinert dan Backs, 1968; Johri 
dan Srivastava, 1973). Umur kalus C. sinensis 6 minggu 
dan 14 minggu sebelum disubkultur menghasilkan 10 
lipat dan 100 lipat jumlah embrioidnya dibandingkan 
dengan kalus umur 3 minggu, tetapi kalus umur 20 
minggu kehilangan totipotensinya (Kochba dan 
Button, 1974). Sel-sel diploid menurun dari 100% 
menjadi 71% dalam waktu 1 bulan dan menjadi 33% 
dalam waktu 3 bulan pada kultur C. limon (Murashige 
et al., 1967). Kapasitas regenerasi masih bertahan 
selama setengah tahun pada kultur endosperma 
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parsley (Masuda et al., 1977), 1 tahun pada kultur 
endosperma cendana (Lakshmi et al., 1980), 2 tahun 
pada kultur endosperma Putranjiwa, dan 30 bulan 
pada kultur endosperma Dendrophthoe dan Taxillus 
(Johri dan Srivastava, 1973; Johri dan Nag, 1974).  

Kehilangan totipotensi berhubungan dengan ter-
jadinya pembelahan nukleus abnormal, seperti pada 
kultur endosperma ketimun (Nakajima, 1962), peng-
gandaan kromosom dan berbagai jenis mitosis yang 
tidak beraturan, seperti chromosom bridges dan 
lagging chromosomes pada kultur jagung, Croton, 
Jatropha, dan Lolium (Johri dan Bhojwani, 1977). Te-
tapi kalus endosperma kelapa masih belum kehilang-
an totipotensinya setelah 17 bulan kultur (Sukamto, 
1996), kultur endosperma rye grass masih tetap 
triploid walaupun telah berumur 10 tahun (Norstog et 
al., 1969).  

TANAMAN HASIL KULTUR ENDOSPERMA                  
SECARA IN VITRO 

Kultur endosperma telah berhasil tumbuh dan 
berdiferensiasi menjadi tunas atau tanaman muda 
seperti pada parsley (Masuda et al., 1977), jagung, R. 
communis, E. cupressiformis, Actinidia chinensis, 
Codiaeum variegatum, S. pulverulenta, P. roxburghii, 
D. falcata, T. cuneatus, T. vestitus, J. panduraefolia, 
Prunus persica, Pyrus malus, Juglans regia, C. grandis, 
C. sinensis, S. album (Rangaswamy dan Rao, 1963; 
Satsangi dan Ram, 1965; Srivastava, 1971; Johri dan 
Bhojwani, 1977; Lakshmi et al., 1980; Tulecke et al., 
1988; Chen et al., 1990) A. squamosa (Nair et al., 
1986), pir (Zhao, 1988), loquat (Chen et al., 1988), A. 
chinensis (Gui et al., 1988),  

Umumnya tanaman hasil kultur endosperma se-
cara in vitro adalah triploid, seperti pada M. alba 
(Thomas et al., 2000), C. grandis “Tosa-Buntan”, dan A. 
deliciosa cv Hayward (Goralski et al., 2005). Tetapi 
tidak semua tanaman yang dihasilkan adalah triploid, 
yaitu 66% lebih triploid seperti pada A. indica 
(Chaturvedi et al., 2003), sebagian besar adalah diploid 
pada parsley (Masuda et al., 1977), 60% dodecaploid 
(2n = 12x) dan 40% hexaploid (2n = 6x) pada 
tanaman Diospyros kaki (Tao et al., 2009). 

PENUTUP 

Keberhasilan penelitian kultur jaringan endosper-
ma perlu memperhatikan kelima faktor tersebut di 
atas. Secara umum eksplan endosperma dari buah 
yang muda lebih respon dikultur secara in vitro diban-
dingkan dengan endosperma dari buah yang lebih tua. 
Kultur endosperma tua umumnya memerlukan pe-
nyertaan zigot embrio, sedangkan kultur endosperma 

muda tidak memerlukan penyertaan embrio untuk 
callogenesis. Respon kultur endosperma juga tergan-
tung pada jenis tanamannya. Kultur endosperma 
umumnya akan menghasilkan tanaman triploid, wa-
laupun ada tanaman yang tingkat ploidinya lain. 
Tanaman triploid memberikan nilai tambah secara 
ekonomi untuk tujuan menghasilkan buah tanpa biji 
(seedless), bunga yang besar, dan biomasa daun/kayu 
yang besar. 
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