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ABSTRACT 

The accurate method of in vitro culture will increase the effectiveness and efficiency of sago palm callus proliferation and 
somatic embryogenesis induction. The research was conducted to evaluate the effectiveness of three methods for tissue 
culture, i.e. suspension, temporary immersion system (TIS), and solid media culture, for indirect somatic embryogenesis of 
sago palm “Alitir” derived from Merauke, Papua. A clump of friable calli derived from sucker’s tip meristem culture was used 
as starting material. The calli were cultured on a modified Murashige and Skoog medium with 5.0–15.0 mg/l 2,4-D combined 
with 0.1 mg/l kinetin using three culture methods. There were twelve treatment combinations. The results showed that the 
highest fresh weight of calli was 12.0 g/flask achieved by suspension culture method supplemented with 15 mg/l 2.4-D 
combined with 0.1 mg/l kinetin. The highest number of somatic embryo was 384.7 pcs/flask achieved by suspension culture 
method with supplemented 5 mg/l 2.4-D combined with 0.1 mg/l kinetin. The best survival rate (100%) was obtained by 
suspension culture method for all treatments with 2.4-D concentration. During the somatic embryo induction of sago palm, the 
color of calli has changed from mostly yellowish to light yellow and yellowish-white. 

Keywords: Calli proliferation, culture method, Metroxylon sagu Rottb., plant growth regulator, somatic embryo induction. 

ABSTRAK 

Metode kultur in vitro yang tepat akan meningkatkan efektivitas dan efisiensi pada proses penggandaan kalus dan induksi 
embriogenesis somatik. Penelitian ini bertujuan mengevaluasi efektivitas tiga metode kultur jaringan, yaitu sistem kultur 
suspensi,  sistem perendaman sesaat (SPS) atau temporary immersion system (TIS), dan media padat, untuk proliferasi kalus 
dan pembentukan embrio somatik secara tidak langsung pada tanaman sagu “Alitir” yang berasal dari Merauke, Papua. Bahan 
tanaman atau eksplan awal yang digunakan adalah kalus remah hasil induksi dari kultur meristem pucuk tunas anakan sagu. 
Kalus tersebut dikulturkan pada media Murashige dan Skoog (MS) modifikasi dengan penambahan 2,4-D 5,0–15,0 mg/l di-
kombinasikan dengan kinetin 0,1 mg/l menggunakan ketiga metode kultur sehingga terdapat dua belas kombinasi perlakuan. 
Hasil penelitian menunjukkan bobot segar kalus tertinggi sebesar 12,0 g/bejana dicapai pada metode kultur suspensi dengan 
penambahan 2,4-D 15,0 mg/l dikombinasikan dengan kinetin 0,1 g/l. Perolehan jumlah embrio somatik tertinggi dicapai pada 
metode kultur suspensi dengan penambahan 2,4-D 5,0 mg/l dikombinasikan dengan kinetin 0,1 g/l sebesar 384,7 buah/bejana. 
Daya hidup kultur sagu terbaik dan tertinggi (100%) diperoleh pada metode kultur suspensi pada semua perlakuan 
konsentrasi 2,4-D. Selama proses induksi embrio somatik, terjadi perubahan warna kalus dari sebagian besar kekuningan 
menjadi krem dan putih-kekuningan. 

Kata kunci:  Induksi embrio somatik, metode kultur, Metroxylon sagu Rottb., zat pengatur tumbuh, proliferasi kalus. 
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PENDAHULUAN 

Tanaman sagu (Metroxylon sagu Rottb.) meru-
pakan salah satu tanaman penghasil karbohidrat yang 
sangat potensial dalam mendukung program pe-
ningkatan ketahanan pangan nasional (Djoefrie et al., 
2013; Ehara, 2009; Kanro et al., 2003). Karbohidrat 
atau pati disimpan di dalam batang tanaman sagu 
dalam jumlah yang cukup besar antara 150–700 kg 
pati kering/batang (Flach, 1997). Sagu telah diguna-
kan sejak dahulu sebagai makanan pokok bagi se-
bagian besar penduduk Indonesia bagian timur, yaitu 
di Maluku dan Papua (Flach, 1997; Kanro et al., 2003). 
Selain sebagai sumber bahan pangan, tanaman sagu 
mempunyai banyak manfaat penting lain, yaitu se-
bagai sumber energi terbarukan, berupa bioetanol; 
sumber bahan industri, seperti lem (adhessive gel), 
sirup, mie, aneka kue, dan roti; bahan farmasi; pakan 
ternak (Djoefrie et al., 2013; Flach, 1997; Rostiwati et 
al., 2008;). 

Untuk penyediaan secara massal benih sagu 
unggul, metode perbanyakan in vitro menggunakan 
embriogenesis somatik penting untuk dikembangkan. 
Aplikasi auksin yang dikombinasikan dengan sitokinin 
sering ditambahkan ke dalam media untuk meng-
induksi baik kalus maupun embrio somatik dengan 
gradasi konsentrasi auksin. Auksin yang sering di-
gunakan adalah 2,4-D karena daya induksinya lebih 
kuat dan harganya lebih murah dibanding dengan 
jenis auksin lainnya (Alkhateeb, 2006; Boufis et al., 
2014; Cai et al., 2009; Hajong et al., 2013; Munoz-
Concha et al., 2011; You et al., 2011). Penelitian 
embriogenesis somatik tanaman sagu telah berhasil 
dikembangkan oleh Tahardi et al. (2002) dengan 
menggunakan sistem kultur media padat. Namun 
untuk pengembangan secara komersial, teknik media 
padat tersebut masih memiliki beberapa kendala, 
terutama tingkat efektivitas dan efisiensi yang rendah. 
Oleh karena itu, teknik embriogenesis somatik sagu 
dengan media cair penting untuk dikembangkan. 

Penerapan kultur cair ditujukan untuk otoma-
tisasi dan scale-up serta meningkatkan pertumbuhan 
dan keseragaman kultur (Gupta et al., 2014; Jova et 
al., 2011; Muruganantham et al., 2010). Beberapa 
teknik kultur cair potensial adalah perendaman 
periodik yang dikenal dengan sistem perendaman 
sesaat (SPS) atau temporary immersion system (TIS) 
dan kultur suspensi (suspension culture). Hasil pene-
litian pada kelapa sawit menggunakan metode SPS 
menunjukkan bahwa produksi embrio somatik dari 
kalus noduler cukup tinggi dan embrio somatik yang 
dihasilkan lebih seragam (Tahardi, 1998). Pada 
sistem kultur suspensi, perendaman berlangsung se-
cara terus-menerus dengan dikocok (shake) di atas 
orbital shaker sehingga oksigen dan nutrisi yang ter-

kandung di dalam media dapat merata dan homogen 
(Boufis et al., 2014; Gupta et al., 2014; Jova et al., 
2011; Muñoz-Concha et al., 2011). Penelitian ini ber-
tujuan mengevaluasi efektivitas tiga metode kultur 
jaringan, yaitu sistem kultur suspensi, SPS/TIS, dan 
media padat, untuk proliferasi kalus dan pembentuk-
an embrio somatik secara tidak langsung pada 
tanaman sagu “Alitir”. 

BAHAN DAN METODE 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biak Sel 
dan Mikropropagasi, Pusat Penelitian Bioteknologi 
dan Bioindustri Indonesia yang dimulai pada 18 
Desember 2013 sampai dengan 31 Maret 2014. Bahan 
tanaman yang digunakan berupa kalus remah yang 
diinisiasi dari jaringan meristem pucuk anakan 
tanaman sagu jenis “Alitir” yang berasal dari Merauke, 
Papua. 

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak 
Lengkap Faktorial dengan tiga ulangan. Data bobot 
basah biomassa dan jumlah embrio somatik diuji 
statistik menggunakan analisis keragaman (Anova). 
Perbedaan antar perlakuan ditentukan dengan Uji 
Jarak Berganda Duncan atau Duncan Multiple Range 
Test (DMRT) pada taraf uji  = 0,05. Analisis statistik 
untuk data-data setiap peubah menggunakan 
program SPSS versi 19. Perlakuan yang digunakan 
adalah kombinasi zat pengatur tumbuh (ZPT) dan 
metode kultur yang terdiri atas beberapa level sub-
perlakuan. Perlakuan konsentrasi 2,4-D terdiri atas 
empat level, yaitu 0, 5, 10, dan 15 mg/l yang masing-
masing dikombinasikan dengan kinetin 0,1 mg/l, ke-
cuali pada 0 mg/l (kontrol). Perlakuan metode kultur 
terdiri atas tiga macam, yaitu kultur suspensi 
(Gambar 1B), SPS/TIS (Gambar 1C), dan media padat 
(Gambar 1D). Secara rinci, terdapat dua belas 
kombinasi perlakuan yang diuji. 

Proses kultur sagu ini diatur dalam kondisi yang 
sama dan homogen yang meliputi sumber eksplan, 
kondisi laminar air flow, dan peralatan kultur 
(spatula, pinset, jarum, dan lain-lain.), serta kondisi 
ruang kultur yang dijaga dari kontaminasi faktor 
eksternal. Penelitian ini terdiri atas dua kultur yang 
berkesinambungan (kultur-1 dan kultur-2). Pada 
kultur awal atau kultur-1, sebanyak 0,5 g kalus remah 
sagu dimasukkan ke dalam bejana/wadah sesuai 
dengan perlakuan (Gambar 1A), baik perlakuan ZPT 
maupun metode kultur. 

Eksplan kalus remah sagu dikulturkan pada 
media padat MS (Murashige dan Skoog, 1962) yang 
dimodifikasi (MMS), seperti dilaporkan oleh Tahardi 
et al. (2002), sampai terbentuk kalus. Kalus yang di-
hasilkan dijadikan eksplan untuk menginduksi 
embrio somatik sesuai perlakuan yang diuji. Tingkat 
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keasaman media diatur pada pH 5,7, selanjutnya 
ditambahkan gelrite 3 g/l khusus pada media padat, 
sedangkan pada media SPS ditambahkan antibiotik 
rifampisin dan tetrasiklin dengan konsentrasi masing-
masing 15 mg/l. Selanjutnya, media tersebut 
disterilisasi di dalam otoklaf pada suhu 121C dengan 
tekanan 1 kg/cm2 selama 20 menit. 

Kalus sagu pada semua perlakuan diinkubasikan 
di dalam ruang terang di bawah lampu TL dengan 
intensitas cahaya 30 μmol foton/m2/detik dan lama 
penyinaran 12 jam dengan suhu ruangan 261C 
selama 6 minggu. Setelah hasil pertumbuhan dan per-
kembangan pada kultur-1 diamati, subkultur (kultur-
2) dilakukan pada media yang sama dengan kultur-1 
yang disesuaikan dengan perlakuan masing-masing 
secara akumulatif. Durasi kultur-2 selama 6 minggu 
sehingga total lama kultur-1 dan kultur-2 selama 12 
minggu. 

Sampel yang digunakan untuk pengamatan 
histologis adalah embrio somatik pada fase perkem-
bangan/stadium scutellar. Sampel tersebut difiksasi 
dengan formaldehid/asam asetat/alkohol (FAA) 
dengan konsentrasi 50% (v/v) selama 48 jam menurut 
protokol Johansen (1940). Selanjutnya, sampel di-
transfer ke dalam etanol 70% dan didehidrasi dalam 
seri etanol. Sampel direndam di dalam parafin 
dengan temperatur 60C. Selanjutnya, sampel dipo-
tong secara melintang menggunakan mikrotom 
(rotary microtom) dengan mata pisau terbuat dari 
baja dengan ketebalan 10 µm. Hasil potongan di-
tempatkan di atas kaca objek (slide) dan diwarnai 
(staining) dengan Safranin dan Fast Green selama 10 
menit (O’Brien et al., 1965). Kaca objek permanen 
yang mengandung sampel ditutup dengan resin 
sintetik (Entelan®). Pengambilan foto histologis 
embrio somatik menggunakan alat bantu mikroskop 
kamera Nikon Eclipse E100 dengan perbesaran 4  10 
menggunakan perangkat lunak Optilab. Skala gambar 
diatur dengan memproyeksikan pada kondisi optik 
yang sama. 

Peubah yang diamati pada penelitian ini terdiri 
atas aspek pertumbuhan dan perkembangan, 

histologis embrio somatik, dan daya hidup (survival 
rate) kultur in vitro. Secara rinci, terdapat lima 
peubah yang diamati, yaitu proliferasi kalus (dihitung 
berdasarkan pertumbuhan biomassa berupa bobot 
segar), jumlah embrio somatik yang terbentuk, daya 
hidup total kultur, dan perubahan warna dominan 
kultur. 

Daya hidup merupakan salah satu faktor yang 
penting pada kultur in vitro karena menentukan 
jumlah atau kuantitas hasil kultur yang dapat ber-
tahan hidup lebih lanjut. Definisi daya hidup adalah 
jumlah sisa kultur yang bertahan hidup dibanding 
dengan total kultur pada awal kultur yang dinyatakan 
dalam persentase. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Proliferasi Kalus dan Pertumbuhan Biomassa 

Kalus yang dikulturkan pada semua perlakuan 
mengalami proliferasi yang cukup pesat. Setelah 6 
minggu kultur, pertumbuhan biomassa kalus pada 
kultur-1 meningkat lebih dari 500% dibanding dengan 
bobot segar awal. Setelah disubkultur, pertumbuhan 
biomassa masih meningkat pesat, terutama pada 
metode kultur suspensi (Gambar 2). 

Pada kultur-1, proliferasi kalus yang diukur ber-
dasarkan bobot segar tertinggi dicapai pada perlaku-
an kultur suspensi dengan penambahan 2,4-D 15 mg/l 
dan kinetin 0,1 mg/l dengan rerata bobot segar 7,07 
g/bejana atau empat belas kali lipat bobot basah pada 
saat awal kultur yang berbeda nyata dengan perlaku-
an lainnya (Gambar 2). Tingkat proliferasi kalus teren-
dah diperoleh pada perlakuan SPS dengan penam-
bahan 2,4-D 15 mg/l dan kinetin 0,1 mg/l dengan 
rerata bobot segar 2,06 g/bejana atau empat kali lipat 
bobot segar awal kultur. 

Pada kultur-2, proliferasi kalus dan pertumbuhan 
biomassa tertinggi masih dicapai pada metode kultur 
suspensi dengan penambahan 2,4-D 15 mg/l dan 
kinetin 0,1 mg/l yang menghasilkan bobot segar 
sebanyak 12 g/bejana atau 22 kali lipat dibanding 
dengan kultur-1 atau inisiasi sebanyak 0,5 g/bejana. 

 

Gambar 1. Kultur awal kalus remah sagu (inisiasi embriogenesis somatik) pada tiga metode kultur. A = eksplan kalus remah sebelum 
dikulturkan, B = kultur suspensi di atas orbital shaker (bar = 5 cm), C = kultur SPS, dan D = kultur media padat di dalam botol/jar 
(bar = 1 cm). 

A C B D 
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Secara umum, biomassa mengalami pertumbuhan 
pada semua perlakuan, namun lajunya mulai me-
nurun dibanding dengan kultur-1 (Gambar 2). Adanya 
penurunan laju biomassa sagu ini karena terjadi per-
kembangan kalus embriogenik membentuk embrio 
somatik sehingga energi yang ada pada kalus di-
gunakan untuk perkembangan atau menginduksi 
embrio somatik (Deo et al., 2010; Zhao et al., 2015). 

Induksi Embriogenesis Somatik 

Pada kultur-1, peubah perolehan embrio soma-
tik hasil induksi menunjukkan kondisi yang berlainan 
dengan peubah proliferasi kalus. Meskipun pada 
metode SPS dihasilkan proliferasi kalus terendah, per-
olehan rerata embrio somatiknya merupakan yang 
tertinggi dibanding dengan metode kultur suspensi 
dan media padat dengan hasil yang berbeda nyata 
secara statistik (Gambar 2 dan 3). 

Pada kultur-2, terjadi perkembangan yang 
sangat pesat untuk induksi embriogenesis somatik. 
Meskipun dengan metode kultur suspensi pada 
kultur-1 dihasilkan embrio somatik paling sedikit, 
pada kultur-2 dapat terbentuk embrio somatik yang 
banyak dan jauh di atas kedua metode kultur lainnya. 
Perolehan embrio somatik tertinggi sebanyak 384,7 
embrio dicapai pada metode kultur suspensi dengan 
perlakuan 2,4-D 5 mg/l + kinetin 0,1 mg/l yang ber-
beda nyata dengan perlakuan lainnya (Gambar 3). 
Pada metode SPS dihasilkan embrio somatik lebih 
tinggi dibanding dengan media padat. 

Adanya induksi embriogenesis somatik yang 
sangat pesat pada metode kultur suspensi ini juga 

akibat pengaruh pertumbuhan biomassa yang sangat 
pesat pada tahap kultur-1 (Gambar 2). Pada saat 
kultur-2, sejalan dengan perkembangan menjadi 
embrio somatik, didorong oleh pengaruh ZPT 2,4-D 
konsentrasi relatif rendah (5 mg/l) dikombinasikan 
dengan kinetin 0,1 mg/l, sebagian besar biomassa 
yang besar tadi berkembang menjadi embrio somatik 
sehingga perolehan embrio somatik menjadi paling 
besar. Fenomena ini mirip dengan induksi embrioge-
nesis pada tanaman kurma yang menggunakan 2,4-D 
konsentrasi 1–100 mg/l dikombinasikan dengan BAP 
1 mg/l (Alkhateeb, 2006; Boufis et al., 2014) dan pada 
tanaman karet yang menggunakan 2,4-D 1,0 mg/l dan 
BA 1,0 mg/l (Zhao et al., 2015). 

Perolehan embrio somatik sagu yang tinggi pada 
metode kultur suspensi pada penelitian ini juga di-
sebabkan adanya pembentukan embrio somatik se-
kunder atau secondary somatic embryos (SSE). Hal 
ini sesuai dengan hasil penelitian induksi dan prolife-
rasi SSE pada tanaman Cyclamen persicum yang 
dapat mencapai 3.306 embrio/g bobot segar dengan 
penambahan 2,4-D 2 mg/l dikombinasikan dengan 0,2 
mg/l BA (You et al., 2011). ZPT 2,4-D yang dikom-
binasikan dengan kinetin pada penelitian ini tampak-
nya cukup untuk memacu proliferasi kalus dan pem-
bentukan embrio somatik primer yang diikuti dengan 
SEE sehingga produksi embrio somatik lebih banyak. 

Daya Hidup Kultur 

Daya hidup kultur sagu pada kultur-1 dan kultur-
2 terdapat sedikit perbedaan. Secara umum, terjadi 
peningkatan daya hidup pada kultur-2 dibanding 

 

Gambar 2. Proliferasi kalus dan pertumbuhan biomassa sagu pada periode kultur-1 (umur 6 minggu) dan kultur-2 (umur 12 minggu) pada 
kombinasi perlakuan konsentrasi ZPT dan tiga metode kultur. Bar yang sama dengan perbedaan huruf menunjukkan berbeda 
nyata menurut Uji Jarak Berganda Duncan pada α = 0,05. 
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dengan pada kultur-1, kecuali pada metode SPS yang 
mengalami penurunan. Sebaliknya, pada metode 
kultur suspensi terjadi peningkatan yang sangat baik, 
bahkan mencapai 100% pada semua perlakuan 
(Tabel 1). 

Tingkat daya hidup kultur sagu sangat dipenga-
ruhi oleh kontaminasi bakteri atau fungi. Namun, 
sebagian besar kontaminasi tersebut disebabkan oleh 
bakteri. Oleh karena itu, perbedaan daya hidup pada 
semua kultur ini bukan disebabkan oleh faktor 
internal eksplan yang dikulturkan ataupun respons 
pertumbuhan dan perkembangan dari media yang 
digunakan. 

Secara umum, tingkat daya hidup kultur sagu 
tertinggi dicapai pada metode kultur suspensi, baik 
kultur-1 maupun kultur-2 (Tabel 1). Hal ini disebab-
kan pada metode kultur suspensi proses pengerjaan 
kultur lebih singkat serta digunakannya tutup yang 

rapat dan bersifat statis sehingga tidak ada pertukar-
an dengan udara luar. Konstruksi SPS mempunyai 
susunan yang paling rumit dan banyak celah yang 
dapat menjadi peluang terjadinya pertukaran udara 
dari luar sehingga mudah terkontaminasi. Metode 
media padat di dalam botol/jar mempunyai celah 
dan peluang rentan kontaminasi, yaitu antara tutup 
dan drat botol. Pada metode kultur suspensi tidak 
terdapat celah penyebab kontaminasi karena tutup 
bejana atau botol erlenmeyer ditutup dengan 
aluminium foil dengan diikat karet sehingga sangat 
rapat dan lebih kedap udara dibanding dengan 
metode SPS dan media padat. Udara yang masih 
dapat masuk ke dalam bejana kultur merupakan 
penyebab utama kontaminasi. 

Dengan demikian, metode kultur suspensi me-
rupakan metode yang paling efektif dan efisien di-
banding dengan kedua metode lainnya. Secara teknis 

 
Gambar 3. Induksi embrio somatik sagu pada periode kultur-1 (umur 6 minggu) dan kultur-2 (umur 12 minggu) pada kombinasi 

perlakuan konsentrasi ZPT dan tiga metode kultur. Bar yang sama dengan perbedaan huruf menunjukkan berbeda 
nyata menurut Uji Jarak Berganda Duncan pada α = 0,05. 

Tabel 1. Daya hidup kultur sagu pada kombinasi perlakuan konsentrasi ZPT dan tiga metode kultur. 

 Perlakuan Daya hidup (%) 

 Metode kultur 2,4-D (mg/l) Kinetin (mg/l) Kultur-1 (6 minggu) Kultur-2 (12 minggu) 

 Suspensi   0 0,0 87,5 100 
 Suspensi   5 0,1 100 100 
 Suspensi 10 0,1 75,0 100 
 Suspensi 15 0,1 62,5 100 
 SPS   0 0,0 62,5 60,0 
 SPS   5 0,1 100 37,5 
 SPS 10 0,1 75,0 50,0 
 SPS 15 0,1 100 50,0 
 Media padat   0 0,0 70,0 85,7 
 Media padat   5 0,1 80,0 100 
 Media padat 10 0,1 100 80,0 
 Media padat 15 0,1 100 100 
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dan proses kultur, SPS merupakan metode yang 
paling rentan kontaminasi, meskipun telah digunakan 
kertas saring millipore dengan ukuran pori (mesh) 
sangat halus (0,22 µm), terkait dengan bentuk bejana 
SPS dan perangkatnya yang lebih rumit, banyak 
menggunakan udara luar yang dipompa, dan adanya 
sambungan pada bagian kultur. 

Perubahan Warna Dominan Kultur 

Seiring dengan pertumbuhan dan perkembang-
an kalus menjadi embrio somatik, perubahan warna 
dominan juga terjadi pada permukaan kalus yang 
akan membentuk embrio somatik. Perubahan warna 
dominan tersebut agak bervariasi dari warna kuning 
muda pada saat inisiasi menjadi semakin pekat, ter-
gantung stadium dan metode kultur. Secara umum, 
sebagian besar permukaan kalus berwarna krem dan 
sebagian kekuningan atau kuning keputihan pada 
kultur-1 (Tabel 2). 

Pada kultur-2, perubahan warna dominan tidak 
terlalu kontras dibanding dengan kultur-1, yaitu ham-
pir semua berwarna krem, sedikit putih-kekuningan 
(Tabel 2). Semakin banyak embrio somatik yang ter-
bentuk pada kalus, semakin pekat warna kalus yang 
berkembang menjadi embrio atau kalus embriogenik. 
Embrio somatik yang terbentuk mempunyai permu-
kaan halus (smooth) dan mengkilap (shiny) sehingga 

pada kultur-2 dapat dibedakan antara kalus dan 
embrio somatik (Gambar 4 dan 5). Kondisi ini hampir 
sama dengan hasil penelitian Cai et al. (2009) pada 
tanaman obat Gentiana straminea Maxim yang 
menghasilkan kalus dan embrio somatik berwarna 
kekuningan dan hijau-kekuningan. Perubahan warna 
kalus berkaitan dengan adanya pembentukan embrio 
somatik. Semakin tinggi atau dewasa tingkat perkem-
bangan embrio somatik, semakin pekat perubahan 
warnanya, yaitu ke arah krem, keputihan, kekuning-
an, kehijauan, dan kemerahan (Riyadi dan 
Sumaryono, 2009). 

Perkembangan Embriogenesis Somatik 

Perkembangan embrio somatik pada ketiga 
metode kultur dengan kandungan ZPT yang sama 
menunjukkan bentuk dan pola yang hampir sama. 
Sedikit perbedaan yang tampak adalah ukuran 
embrio somatik yang dihasilkan. Embrio somatik pa-
da kultur SPS sebagian besar memperlihatkan ukuran 
yang lebih kecil dibanding dengan kedua metode 
lainnya (Gambar 5B). Sebaliknya, embrio somatik 
pada kultur suspensi sebagian menunjukkan ukuran 
yang lebih besar dibanding dengan kedua metode 
lainnya (Gambar 5A). Embrio somatik pada media 
padat menunjukkan ukuran yang lebih variatif, se-
bagian berukuran besar, namun ada juga yang agak 
kecil (Gambar 5C). 

Tabel 2. Perkembangan perubahan warna dominan kultur sagu pada kombinasi perlakuan konsentrasi 
ZPT dan tiga metode kultur. 

 Perlakuan Perubahan warna dominan 

 Metode kultur 2,4-D (mg/l) Kinetin (mg/l) Kultur-1 (6 minggu) Kultur-2 (12 minggu) 

 Suspensi   0 0 Krem Krem 
 Suspensi   5 0,1 Krem Krem 
 Suspensi 10 0,1 Krem Krem 
 Suspensi 15 0,1 Kuning Krem 
 SPS   0 0 Krem Krem 
 SPS   5 0,1 Krem Putih kekuningan 
 SPS 10 0,1 Krem Krem 
 SPS 15 0,1 Krem Krem 
 Media padat   0 0 Krem Krem 
 Media padat   5 0,1 Krem Krem 
 Media padat 10 0,1 Kuning Putih kekuningan 
 Media padat 15 0,1 Kuning Krem 

 

Gambar 4. Pertumbuhan dan perkembangan kalus menjadi embrio somatik pada tiga metode kultur pada perode kultur-1 (umur 
6 minggu). A = kultur suspensi, B = kultur SPS, C = kultur media padat, D = penyaringan atau pengambilan embrio 
somatik saat panen metode kultur suspensi. 
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Pada kultur-2, semua perlakuan telah meng-
hasilkan embrio somatik dengan stadium yang 
lengkap, meskipun jumlahnya berbeda bergantung 
pada perlakuan. Stadium embrio somatik mulai dari 
globular, elongated, scutellar, dan coleoptilar yang 
telah dihasilkan terlihat jelas pada pengamatan di ba-
wah mikroskop model Zeiss dengan perbesaran 4  
10 (Gambar 5F). Perkembangan embrio somatik 
pada setiap stadium dapat dibedakan secara jelas 
berdasarkan bentuk dan arah perkembangan calon 
tunas (plumulae) dan calon akar (radicle) yang dapat 
diperhatikan pada ujung dan pangkal embrio somatik 
tersebut (Gambar 5F). 

Hasil pengamatan histologis menetapkan bahwa 
embrio somatik sagu yang dihasilkan sempurna ka-
rena mempunyai dua kutub perkembangan (bipolar) 
berupa shoot apical meristem (SAM) dan root apical 
meristem (RAM). Preparat embrio somatik yang telah 
diwarnai dengan FAA dan Fast Green menunjukkan 
adanya SAM dan RAM dengan pengamatan micros-
kop Nikon Eclipse E100 dengan perbesaran 4  10 
menggunakan perangkat lunak Optilab (Gambar 5D 
dan 5E). Posisi SAM dan RAM berturut-turut disajikan 
pada Gambar 5E dan 5D. 

Berdasarkan preparat embrio somatik stadium 
scutellar (Gambar 5D dan 5E), terlihat adanya lapisan 
yang menunjukkan SAM dan RAM dengan ciri-ciri 
warna yang lebih gelap dengan susunan sel yang 
lebih padat dan rapat, serta ukuran sel yang lebih 
homogen dan relatif lebih kecil (Gambar 5D dan 5E). 
Hal ini mirip dengan hasil pengamatan histologis 
pada Arabidopsis (Takada et al., 2001) dan tanaman 
obat G. straminea Maxim (Cai et al., 2009) yang 
menunjukkan adanya susunan sel yang lebih padat 
dan rapat dengan ukuran relatif lebih kecil pada 

meristematic zone untuk perkembangan proembrio 
dan embrio. Hasil pengamatan histologis embrio so-
matik normal sagu tersebut menunjukkan kecende-
rungan susunan sel yang sama dengan tanaman 
kurma cv. Gundila (El Dawayati et al., 2012) dan tebu 
(Alcantara et al., 2014). 

KESIMPULAN 

Proliferasi kalus embriogenik dan induksi 
embriogenesis somatik tanaman sagu dapat dilaku-
kan dengan metode kultur suspensi, SPS, dan media 
padat. Secara histologis dan morfologis, embrio 
somatik yang dihasilkan mempunyai potensi tumbuh 
dan berkembang secara normal karena memiliki SAM 
atau calon tunas dan RAM atau calon akar. Proses 
proliferasi kalus embriogenik dan induksi embrio 
somatik sagu terbaik dicapai pada perlakuan metode 
kultur suspensi dengan aplikasi 2,4-D 5 mg/l dikom-
binasikan dengan kinetin 0,1 mg/l. Kultur suspensi 
mempunyai efektivitas paling tinggi untuk meng-
induksi embrio somatik dibanding dengan metode 
SPS dan media padat.  
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Gambar 5. Pertumbuhan dan perkembangan kalus menjadi embrio somatik tiga metode kultur pada periode kultur-2 (umur 12 
minggu). A = kultur suspensi, B = kultur SPS, C = kultur media padat, D = penampang melintang embrio somatik 
stadium scutellar bagian pangkal (calon akar), E = penampang melintang embrio somatik stadium scutellar bagian 
ujung (calon tunas), dan F = embrio somatik berbagai stadium (dari kiri ke kanan: coleoptilar-scutellar elongated-
globular) hasil panen dengan kekuatan perbesaran mikroskop 4  10. Bar = 1 cm, kecuali pada E sebesar 1 mm. 
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