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ABSTRACT

Morphological Characterization on Abnormalities of Oil-
palm (Elaeis guineensis Jacq) Embryo Somatic Gener-
ated from Leaf Explant. Nesti F. Sianipar, Gustav A.
Wattimena, Hajrial Aswidinnoor, Maggy Thenawidjaya
S., Nurita Toruan-Mathius, and Gale Ginting. Somatic
embryogenesis is the development of somatic cells to form a
structure alike zygotic embryo direct or indirectly. Somatic
embryos from young leaf explants could be induced from
primary callus formed surrounding the palm-leaf rib. Em-
bryogenic callus will develop to be somatic embryos which
grew nonuniformly. Embryo somatic growth pattern of
globular, asymmetric heart shape, and cotyledon ary stage
produced different morphological variation. Morphological
variability of in vitro somatic embryos could be due to high
application of growth regulator 2,4-D at the beginning of
initiation, subculture frequency, loaded cells, and polysomic
cells from certain tissues. From the three clones used,
which were clone 638, 636, and 558, there were different
variation at each step of development stages, grouping
morphologically into normal and abnormal based on the
development of somatic embryos. The percentage of abnor-
mality from the three clone used was clone 27% (638), 30%
(636), and 46% (558). The normal somatic embryos at globu-
lar stage were round and bipolar shaped; while the abnor-
mal embryos were oval and no bipolar. At heart-shape stage,
the normal somatic embryos had symmetrical polarized sur-
face; while the abnormal embryos had asymmetrical polar-
ized surface. At the cotyledon stage, the normal embryos
had monocot-tyledon; the abnormal ones were more than
one cotyledon.

Key words: Elaeis guineensis, somatic embryogenesis,
abnormality, morphology.

PENDAHULUAN

Kelapa sawit (Elaeis guineensis Jacq.) merupa-
kan tanaman monocious dan tidak dapat diperbanyak
secara vegetatif dengan metode konvensional. Em-
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briogenesis somatik digunakan sebagai alat untuk per-
banyakan vegetatif. Perkembangan embrio somatik
yang tidak seragam, perkecambahan yang rendah dan
pembentukan planlet yang tidak efisien merupakan
kendala utama untuk penerapan embriogenesis soma-
tik dalam perbanyakan massal tanaman unggul
(Tahardi et al. 2003). Teknik kultur jaringan kelapa sa-
wit pada saat ini lebih banyak dikembangkan melalui
embriogenesis somatik dalam kultur cair dengan tu-
juan otomatisasi dan produksi embrio somatik serta
meningkatkan pertumbuhan dan keseragaman kultur
(Touchet et al. 1991, Duval et al. 1993, Sumaryono et
al. 1994, Teixeira et al. 1995, Ginting dan Fatmawati
1997, Tahardi 1998a, 1999).

Embriogenesis somatik adalah perkembangan
embrio dari sel somatik sampai struktur yang menye-
rupai embrio zigotik yang dapat terjadi secara lang-
sung maupun tidak langsung (Pierik 1987). Embrio so-
matik yang dapat berdiferensiasi secara langsung ada-
lah pembentukan embrio dari sel atau jaringan tanpa
melalui pembentukan kalus (Williams dan Maheswa-
ran 1986). Eksplan yang mengandung sel embriogenik
dapat langsung memperbanyak diri dan berkembang
menjadi embrio somatik berbentuk globular, hati,
torpedo, dan kotiledon (Jurgens ef al. 1991).

Auksin 2,4-D lebih efektif dibandingkan dengan
auksin yang lain untuk meningkatkan perkembangan
dan proliferasi kultur embriogenik. 2,4-D mendorong
pertumbuhan embrio somatik dari embriogenesis.
Dengan 2,4-D yang lebih rendah sehingga memblok
ekspresi gen-gen yang dibutuhkan untuk perubahan
bentuk ke tahap hati (Zimmerman 1993).

Kebutuhan 2,4-D atau zat pengatur tumbuh lain
untuk inisiasi embriogenesis somatik sangat besar di-
tentukan oleh tahap perkembangan dari jaringan eks-
plan. Kalus embriogenik umumnya dibentuk pada me-
dium yang mengandung auksin. Satu mekanisme, auk-
sin dapat mengatur embriogenesis melalui asidifikasi
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pada sitoplasma dan/atau dinding sel (Kutschera
1994).

Ada dua mekanisme yang penting dalam pem-
bentukan embriogenesis suatu sel, yaitu, pembelahan
sel asimetrik dan pemanjangan sel kontrol (De Jong et
al. 1993). Pembelahan sel asimetrik dipengaruhi oleh
zat pengatur tumbuh yang mengubah sel polaritas me-
lalui interfensi dengan gradien pH daerah sekitar sel
(Smith dan Krikorian 1990).

Auksin mempunyai dua peranan dalam perkem-
bangan tanaman, yaitu pemanjangan sel pada jaringan
tanaman seperti pada koleoptil jagung atau ruas ka-
cang serta dalam pembelahan, diferensiasi, morpoge-
nesis sel. Reinert (1958) melaporkan bahwa auksin
berperan penting dalam regenerasi dinding sel pada
beberapa spesies tanaman seperti dalam sel embrio-
genik wortel. Auksin dapat mengendalikan RNA dan
sintesis protein dengan cara berperan sebagai peng-
aktif mRNA (Griffith et al. 1993).

Zat pengatur tumbuh 2,4-D pada konsentrasi
rendah akan menginduksi terbentuknya kalus, namun
pada konsentrasi tinggi akan menyebabkan timbulnya
mutasi karena 2,4-D bersifat herbisida dan akan me-
nyebabkan perubahan jaringan tanaman (Goldsworty
dan Mina 1991). Embrio somatik yang dihasilkan mela-
lui kultur jaringan menunjukkan keragaman somaklo-
nal yang tinggi. Keragaman somaklonal ditunjukkan
pada abnormalitas secara sitologi dan mutasi fenotipe
secara kualitatif dan kuantitatif, serta perubahan kario-
tipe dan perubahan sekuens (Duncan 1997). Variasi
somaklonal disebabkan oleh proses kultur jaringan
yang diinduksi dari lingkungan dengan pemberian
2,4-D (Deambrogio dan Dale 1980).

Keragaman somaklonal adalah keragaman gene-
tik tanaman yang dihasilkan melalui kultur jaringan
(Larkin dan Scowcroft 1981). Keragaman genetik yang
terjadi di dalam kultur jaringan disebabkan oleh peng-
gandaan jumlah set kromosom (fusi, endomitosis), en-
doreduplikasi, perubahan jumlah kromosom (lagging,
non disjunction), perubahan struktur kromosom, peru-
bahan gen, dan perubahan sitoplasma (Griffith et al.
1993, Kumar 1995). Menurut Van Harten (1998) variasi
somaklonal kemungkinan disebabkan oleh ketidak-
aturan mitotik yang berperan dalam terjadinya ke-
tidakstabilan kromosom dan amplifikasi atau delesi
gen.

Keunggulan teknik kultur jaringan adalah mampu
menghasilkan bibit secara massal dalam waktu yang
relatif singkat, seragam, memiliki sifat identik dengan
induknya, masa non produktif lebih singkat, dan pro-
duktivitasnya lebih tinggi. Penelitian ini bertujuan un-
tuk melakukan karakterisasi abnormalitas embrio so-

matik kelapa sawit dari beberapa tahap perkembang-
an.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Anatomi
Institut Pertanian Bogor, mulai September 2005
sampai Januari 2006.

Bahan tanaman yang digunakan sebagai eksplan
diambil dari daun muda yang belum mekar berasal
dari pohon kelapa sawit yang telah dewasa varietas
Tenera unggul hasil seleksi (ortet terpilih) dari Pusat
Penelitian Kelapa Sawit. Bahan tanaman yang diguna-
kan terdiri dari 3 klon, yaitu klon 638, 636, dan 558. Pe-
nelitian dilakukan dengan menginisisasi kalus embrio-
genik dan proliferasi embrio somatik pada medium MS
padat.

Inisiasi dan Proliferasi Kalus Embriogenik, Embrio
SomatiK pada Medium Padat

Eksplan daun muda ditanam pada medium
Murashige dan Skoog (MS) yang ditambahkan 2,4-D
100 mg/l dengan kinetin 0,1 mg/l, arang aktif 2 g/, air
kelapa 10%, dan sukrosa 30 g/l pada tabung untuk
inisiasi kalus. Kultur diinkubasi dalam ruangan gelap.
Kalus embriogenik yang terbentuk setelah 4 bulan di-
proliferasi pada medium DF (de Fossard et al. 1974).
Embrio somatik diinduksi dari kalus embriogenik da-
lam medium DF yang mengandung 2,4-D 0,1 mg/l dan
kinetin 0,1 mg/l (Tahardi 1998b).

Karakterisasi Abnormalitas Embrio Somatik
secara Morfologi

Karakterisasi morfologi embrio somatik kelapa
sawit normal atau abnormal sebagai berikut:

1. Untuk tahap globular didasarkan pada bentuk dan
bidang polaritas.

2. Untuk tahap hati didasarkan pada bidang pembe-
lahan sel asimetri atau simetri

3. Untuk tahap kotiledon didasarkan pada jumlah
kotiledon

Pengamatan dilakukan pada embrio somatik ta-
hap globular, hati asimetri (heart-shape), dan kotile-
don. Morfologi masing masing tahapan embrio difoto
dengan mikroskop binokuler dengan perbesaran 40 x
(stereomicroscope Technical, Japan).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perkembangan embrio somatik kelapa sawit
yang diinisiasi dari eksplan daun muda menghasilkan
embrio somatik melalui kalus primer yang terbentuk di
sekitar lidi dan sebagian muncul sepanjang pembuluh
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daun bekas irisan (Schwendiman at al. 1988). Kalus
primer bersifat massif, berwarna kuning kecoklatan,
berbentuk bulat, berhubungan satu sama lainnya seca-
ra bersambungan. Kalus embriogenik mengandung
bagian sel-sel meristematik yang dilokasikan pada per-
mukaan kalus. Pada bagian kalus yang meristimatik
akan cepat membentuk embrio somatik ke tahap glo-
bular (Kysely dan Jacobsen 1990). Perkembangan em-
brio somatik pada tanaman dikotil melalui tahap glo-
bular, hati (heart-shaped), torpedo, dan Kkotiledon
(Jurgens et al. 1991), sedangkan pada tanaman mono-
kotil melalui tahap globular, hati scutellar, dan kotile-
don. Embrio somatik berbeda dengan embrio zigotik
karena embrio somatik tidak mempunyai suspensor
pada tingkat globular, tetapi mempunyai fase perkem-
bangan yang sama, yaitu globular, hati, torpedo, dan
kotiledon.

Tingkat persentase abnormalitas embrio somatik
yang tertinggi pada klon 558 (46%) dan terendah pada
klon 636 (30%) (Tabel 1). Persentase abnormalitas
yang tinggi dapat disebabkan oleh subkultur yang ber-
ulangkali dan umur Kkalus (Paranjothy ef al. 1993,
Ignacimuthu 1997). Tingkat persentase abnormalitas
embrio somatik yang tinggi hingga 46% diduga karena
penggunaan 2,4-D yang juga menyebabkan terjadinya
abnormalitas dalam proses pembelahan sel yang me-
nyebabkan keragaman somaklonal. 2,4-D bukan saja
bersifat auksin, tetapi suatu fenoksi herbisida yang
membunuh gulma berdaun lebar.

Hasil pengamatan terhadap perkembangan mor-
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fologi embrio somatik dari 3 klon, yaitu klon 638, 636,
dan 558 dikelompokkan secara normal dan abnormal
untuk masing-masing tahapan. Klon 638, 636, dan 558
memiliki bentuk, permukaan, dan polaritas yang ber-
beda-beda (Tabel 2).

Morfologi embrio somatik normal dan abnormal
pada tahap globular sangat bervariasi. Hal ini mungkin
dapat disebabkan oleh adanya perubahan saat pem-
belahan sel pada tahap kalus embriogenik. Tahap
awal perkembangan sel embriogenik dikarakterisasi
melalui proliferasi sel polar. Karakterisasi sel embrio-
genik yang telah dipelajari pada tingkat sitologi, histo-
kimia, dan biokimia menunjukkan bahwa sel embrio-
genik adalah unik (Natesh dan Rau 1984, Williams dan
Maheswaran 1986).

Morfologi globular pada klon 638 mempunyai
bentuk dan permukaan tidak beraturan, berbeda anta-
ra normal dengan abnormal. Morfologi globular abnor-
mal bervariasi bentuknya, yaitu lonjong, bentuk per-
mukaannya tidak rata dan globularnya bergerombol
(Gambar 1), sedangkan pada klon 636 embrio somatik
globular abnormal mempunyai permukaan yang kasar
sama halnya dengan klon 558 (Gambar 1).

Perubahan morfologi pada tahap globular yang
ditunjukkan pada ketiga klon yang diamati, menunjuk-
kan terjadinya variasi somaklonal yang disebabkan
beberapa faktor sewaktu pada masa kultur. Perubah-
an ekspresi suatu karakter disebabkan oleh perubahan
genetik atau epigenetik. Perubahan genetik karena
perubahan set kromosom, jumlah kromosom, struktur

Tabel 1. Persentase abnormalitas embrio somatik berdasarkan karakterisasi morfologi.

Embrio somatik

Persentase

embrio somatik

Klon R1 R2 R3
N AB N AB N AB N AB
638 17/20 3/20 14/20 6/20 13/20 7120 73 27
636 15/20 5/20 14/20 6/20 13/20 7120 70 30
558 10/20 10/20 15/20 5/20 9/20 11/20 56 46
N = normal, AB = abnormal, R1 = ulangan 1, R2 = ulangan 2, R3 = ulangan 3.
Tabel 2. Hasil karakterisasi abnormalitas embrio somatik secara morfologi.
o Tahapan perkembangan embrio somatik
Karakterisasi
Globular Hati Kotiledon
Normal ¢ Bulat Simetri Monokotiledon
¢ Bipolar
¢ Permukaan rata
Abnormal klon 638 + Lonjong Tidak simetri Lebih dari satu kotiledon
¢ Bergerombol
¢ Permukaan tidak rata
Abnormal klon 636 ¢ Bulat tidak beraturan Tidak simetri Lebih dari satu kotiledon
¢ Tidak bipolar
Abnormal klon 558 ¢ Dua bulatan yang tidak terpisah Tidak simetri Lebih dari satu kotiledon
¢ Tidak bipolar
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kromosom atau gen. Ekspresi dari karakter tersebut kimia (D’Amato 1986, Griffith ef al. 1993, Kumar 1995).
dapat terjadi pada tingkat morfologi, fisiologi, dan bio-
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Gambar 1. Karakterisasi abnormalitas morfologi embrio somatik tahap globular, N (normal) dan Ab (abnormal).

Teknik kultur jaringan tidak selalu menghasilkan
tanaman yang identik dengan induknya karena selama
proses Kkultur jaringan dapat terjadi variasi fenotipik
baik yang disebabkan oleh perubahan genetik mau-
pun epigenetik yang disebut variasi somaklonal. Kera-
gaman genetik tanaman yang dihasilkan melalui kultur
jaringan dapat diturunkan pada zuriat tanaman hasil
regenerasi (Larkin dan Scowcroft 1981, Skrivin et al.
1993). Variasi somaklonal merupakan keragaman ge-
netik yang terjadi secara spontan hasil regenerasi sel
somatik pada kultur in vitro. Variasi somaklonal dapat
juga berasal dari keragaman genetik eksplan yang di-
sebabkan adanya sel-sel bermutasi maupun adanya
polisomik dari jaringan tertentu (Wattimena 1992).

Dari klon 638, 636, dan 558 menghasilkan embrio
somatik pada tahap hati scutellar yang mempunyai
variasi sangat beragam. Bentuk hati scutellar adalah
normal, yaitu hati yang permukaannya halus (Gambar
2), sedangkan bentuk hati scutellar abnormal mempu-

nyai bentuk bercabang (zigzag), permukaannya kasar
dan tidak polar.

Variasi embrio somatik pada tahap kotiledon
mempunyai bentuk yang sangat beragam (Gambar 3).
Perubahan perkembangan embrio somatik pada tahap
kotiledon sangat dipengaruhi oleh tahap perkembang-
an dari globular dan hati scutellar. Pada tahap kotile-
don terlihat bentuk yang bergerombol, yaitu tidak ter-
pisah satu sama lain, juga memiliki penonjolan ke ka-
nan, ada yang berbentuk bunga dan memiliki kotile-
don lebih dari satu. Variasi bentuk yang sangat bera-
gam ini dapat disebabkan penggunaan zat pengatur
tumbuh 2,4-D (100 mg/l) yang tinggi sewaktu inisiasi
kalus dari eksplan. Zat pengatur tumbuh merupakan
pengatur perkembangan tanaman.

Pengaruh 2,4-D dalam menginduksi embrioso-
matik sangat baik (Dudits et al. 1991, Yeung 1995).
2,4-D mempunyai peranan sebagai pusat memediasi
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Gambar 2. Karakterisasi abnormalitas embrio somatik tahap hati scutellar, N (normal) dan Ab (abnormal).
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Gambar 3. Karakterisasi abnormalitas morfologi embrio somatik pada tahap kotiledon, N (normal) dan Ab (abnormal).
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transduksi signal untuk ekspresi gen. Hasil pembelah-
an sel yang diinduksi dari pertumbuhan kalus yang
tidak terorganisasi atau awal pertumbuhan polarisasi
merupakan proses pembentukan embrio somatik. Ke-
mampuan induksi embriogenik tergantung pada ber-
macam-macam sensitivitas dari sel (Dudits et al.
1991). Ada dua mekanisme yang penting dalam pem-
bentukan sel embriogenik, yaitu pembelahan sel asi-
metrik dan kontrol pemanjangan sel (De Jong ef al.
1993, Emons 1994). Pembelahan sel asimetrik dido-
rong oleh zat pengatur tumbuh yang mengubah pola-
ritas sel melalui interferensi gradien pH (Smith dan
Krikorian 1990).

Perkembangan embrio somatik pada tahap koti-
ledon dari masing-masing klon menghasilkan bentuk,
ukuran, dan permukaaan kotiledon yang bervariasi.
Ada bentuk kotiledon pada bagian ujung (shoot)
mempunyai bentuk seperti zigzag, runcing, bengkok,
di kotiledon (Gambar 3). Morfologi embrio somatik
yang dihasilkan 3 klon pada masing-masing tahapan
baik tahap globular, hati scutellar, dan kotiledon mem-
perlihatkan bentuk yang sangat bervariasi (Gambar 1,
2, dan 3).

Menurut Jurgens et al. (1991) bahwa hasil pe-
manjangan pada vascular primordium dan pembelah-
an sel paralel dapat memperbesar permukaan apikal
dari bagian embrio yang berperanan penting untuk
pembentukan primordia secara lateral pada kotiledon,
yang ditandai pembentukan hati scutellar. Selama
transisi dari tahap globular ke hati, simetri bilateral
terbentuk untuk inisiasi kotiledon.

Variasi fenotipik pada embrio somatik ditentukan
faktor genetik dan epigenetik. Variasi somaklonal dide-
finisikan sebagai genetik dan variasi fenotipik di antara
propagasi tanaman secara klon yang berasal dari sum-
ber satu klon (Lee dan Phillips 1988, Duncan 1997,
Veillux dan Johnson 1998, Olhoft dan Phillips 1999).
Penyebab variasi somaklonal melalui proses kultur ja-
ringan juga dapat dipengaruhi oleh faktor lingkungan.
Aspek epigenetik dari variasi somaklonal terjadi me-
lalui mekanisme silencing gen atau inaktivasi gen dan
bukan karena aberasi kromosom atau perubahan
sekuens. Perubahan ini mungkin tidak stabil atau da-
pat kembali secara somatik (Patterson et al. 1993,
Cubas et al. 1999).

KESIMPULAN

Karakterisasi morfologi dari embrio somatik
kelapa sawit dari tahap globular, hati scutellar, dan
kotiledon menghasilkan variasi yang sangat besar.
Tingkat persentase abnomalitas embrio somatik pada
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klon 638 (27%), klon 636 (30%), dan klon 558 (46%).
Karakterisasi normal dan abnormal dari klon 638, 636,
dan 558 pada masing-masing tahapan berbeda. Em-
brio somatik tahap globular normal mempunyai ben-
tuk bulat dan bipolar sedangkan abnormal berbentuk
lonjong, bulat tidak beraturan, dan tidak bipolar. Tahap
hati normal mempunyai bidang polarisasi sel asimetri
sedangkan hati abnormal memiliki bidang polarisasi
tidak simetri. Tahap kotiledon normal memiliki satu
kotiledon sedangkan abnormal memiliki lebih dari
satu kotiledon.

Bentuk morfologi embrio somatik yang abnormal
bisa terjadi disebabkan faktor genetik atau epigenetik.
Perubahan genetik karena perubahan set kromosom,
jumlah kromosom, struktur kromosom atau gen. Eks-
presi dari karakter tersebut dapat ditingkat morfologi,
fisiologi, dan biokimia.
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