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ABSTRACT 
 

An experiment to analyze the effect of plant growth regulator α-Naphtaleneacetic Acid (NAA) on somatic embryogenesis moon orchid Ph 
amabilis (L.) Bl. was carried out. One year old of plantlets were used as explants sources. Basal leaf of these explants were cultured in 
medium New Phalaenopsis (NP) added with 0,1 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L, and 4 mg/L NAA. The explants were cultured in medium NP 
without NAA were used as control. The formation of embryogenic callus was observed every day, while the formation of somatic embryo 
was observed every week for 6 week using a dissecting microscope. The result showed that somatic embryogenesis Ph amabilis (L.) Bl 
were influenced by plant growth regulator NAA. Explants were cultured in medium NP without NAA didn’t  embryo formed, while explants 
were cultured in medium NP added with 2 mg/L, 3 mg/L, and 4 mg/L NAA embryo formed at embryogenic callus appear. These somatic 
embryos formed as an indirect via callus phase. 
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PENDAHULUAN 

Embriogenesis somatik atau embriogenesis aseksual 
adalah proses dimana sel-sel soma berkembang menjadi 
embrio melalui tahap-tahap morfologi yang khas tanpa 
melalui fusi gamet (Tautorus et al., 1991 dalam Toonen dan 
de Vries, 1996). Embrio somatik yang berasal dari kultur 
sel, jaringan, atau organ dapat terbentuk secara langsung 
dan tidak langsung. Embrio somatik yang terbentuk secara 
langsung meliputi pembentukan embrio dari sel tunggal 
atau kelompok sel yang menyusun jaringan eksplan tanpa 
melalui pembentukan kalus, sedangkan embrio yang 
terbentuk secara tidak langsung adalah pembentukan 
embrio melalui fase kalus (Dixon, 1985). 

Aplikasi embrio somatik selain untuk mikropropagasi 
dan untuk pelestarian plasma nutfah (Hartman et al., 1997) 
dapat juga digunakan untuk mendukung program 
pemuliaan tanaman (Komamine et al, 2005). Saat ini 
embrio somatik mendapat perhatian yang besar di bidang 
bioteknologi tanaman, yaitu untuk regenerasi tanaman 
transgenik dan produksi biji sintetik atau artificial seed 
(Brischia et al., 2002; Mamiya & Sakamoto, 2001; Nieves et 
al., 2001; Sicurani et al., 2001). Melalui DNA rekombinan, 

penggunaan struktur embrio somatik lebih disukai karena 
tanaman berasal dari sel tunggal (satu sel), sehingga akan 
memberikan hasil yang lebih tinggi dengan mengurangi 
terjadinya chimera (Bajaj, 1995; Ellis, 1995).  

Keberhasilan embriogenesis melalui kultur in vitro 
dipengaruhi beberapa faktor. Faktor-faktor dimaksud 
adalah: (1) genotip tanaman donor, (2) kondisi fisiologis 
tanaman donor (Jimenez & Victor, 2001), (3) jenis medium 
dan kondisi fisik medium, (4) lingkungan kultur, dan (5) Zat 
Pengatur Tumbuh (ZPT) (Borries et al., 1999; Zhang et al., 
2000). 

Zat pengatur tumbuh merupakan salah satu faktor yang 
menentukan keberhasilan embriogenesis somatik, seperti 
auksin (Chen & Chang, 2001; Tokuhara & Mii, 1993; 
Tokuhara & Mii, 2001) dan sitokinin (Chen & Chang, 2001; 
Kuo et al., 2005; Murty & Pyati, 2001; Park et al., 2003). 

Auksin merupakan salah satu ZPT yang sangat 
berperan dalam berbagai proses perkembangan tumbuhan, 
seperti pembelahan dan pemanjangan sel (Davies, 1995), 
diferensiasi sel dan inisiasi pembentukan akar lateral 
(Bhalerao et al., 2002; Reed et al., 1998; Guilfoyle et al., 
1998), pembesaran sel (Stern et al., 2003); dominansi 
apikal (Thimann & Skoog, 1934 dalam Hopkins, 1995), 
perkembangan pembuluh (jaringan pengangkut) (Mattsson 
et al., 1999), perkembangan aksis embrio (Friml et al., 
2003), tropisme (Friml et al., 2002), serta perkembangan 
embrio (Mc Glasson, 1978 dalam Ludford, 1990) 

Peran auksin dalam embriogenesis somatik antara lain 
untuk inisiasi embriogenesis somatik (Chough & Khurana, 
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2002), induksi kalus embriogenik (Chithra et al., 2005; 
Dudits et al., 1995; Vargas et al., 2005), prolifersai kalus 
embriogenik (Huan et al., 2004), induksi embrio somatik 
(Shinoyama et al., 2004).  

Penelitian embriogenesis somatik khususnya pada 
anggrek bulan spesies Phalaenopsis amabilis (L.) Bl. belum 
pernah dilaporkan. Chen dan Chang (2004) meneliti 
embriogenesis dari eksplan protokorm, namun 
menggunakan anggrek hibrid Ph amabilis var. Formosa 
Shimadzu. Kuo et al., (2005) meneliti embriogenesis 
langsung dari eksplan daun, namun menggunakan anggrek 
hibrid Phalaenopsis Little Steve. 

Berdasarkan uraian di atas, penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui pengaruh NAA terhadap embriogenesis 
somatik anggrek bulan spesies Ph amabilis (L) Bl secara in 
vitro. 

BAHAN DAN METODE 

Bahan penelitian 
Untuk penelitian ini sebagai sumber eksplan adalah 

plantlet Ph amabilis (L.) Bl hasil kultur in vitro biji umur 12 
bulan,  yang diperoleh dari Pusat Anggrek Royal Orchid, 
Prigen, Jawa Timur. Eksplan yang dipakai adalah bagian 
pangkal helaian daun urutan ke 2 dari pucuk. Bahan kimia 
penyusun media New Phalaenopsis (NP) menurut Islam et 
al.(1998), dan zat pengatur tumbuh α-Naphthalenacetic 
Acid (NAA). 

Rancangan penelitian  
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap 

(RAL), dengan sampel sebanyak 180 eksplan yang 
dikelompokkan secara acak menjadi 6 kelompok. Setiap 
kelompok terdiri atas 30 eksplan yang ditanam dalam 6 
botol kultur, setiap botol kultur berisi 5 eksplan. Pemberian 
perlakuan pada masing-masing kelompok adalah sebagai 
berikut: 
Kelompok I   :  eksplan ditanam dalam media NP tidak diberi 

NAA (kelompok kontrol) 
Kelompok II  : eksplan ditanam dalam media NP + 0,1 mg/L 

NAA  
Kelompok III : eksplan ditanam dalam media NP + 1,0 mg/L 

NAA 
Kelompok IV : eksplan ditanam dalam media NP + 2,0 mg/L 

NAA  
Kelompok V  : eksplan ditanam dalam media NP + 3,0 mg/L 

NAA  
Kelompok VI : eksplan ditanam dalam media NP + 4,0 mg/L 

NAA 

 Cara kerja 

Pembentukan plantlet 
Biji berumur 4 bulan hasil penyerbukan dikulturkan 

secara aseptis di atas medium NP padat, ditambah 100 g/L 
ekstrak tomat dan 20 g/L sukrose tanpa zat pengatur 
tumbuh. Kultur diinkubasi pada suhu 23±10C dengan 
intensitas cahaya 3000 lux selama 2 bulan. Protokorm dari 
biji umur 2 bulan selanjutnya dikulturkan ke medium NP 
cair, ditambah 1 mg/L BA, 0,5 mg/L NAA dan 5 g/L sukrose 
dan diletakkan di atas shaker dengan kecepatan 80 rpm. 
Setiap bulan protokorm dipindah ke dalam medium NP cair 
yang baru sampai terbentuk kecambah, setelah 3 bulan 
dipindahkan  ke medium NP padat ditambah 150 mL/L air 
kelapa, 20 g/L sukrose dan 1 g/L arang aktif selama 7 

bulan. Plantlet yang terbentuk dengan 4 daun selanjutnya 
digunakan sebagai sumber eksplan 

Perlakuan dan pengamatan  
Bagian pangkal daun nomor 2 dari pucuk plantlet umur 

12 bulan dipotong (1-1,5 cm) secara aseptis dan digunakan 
sebagai bahan eksplan. Eksplan tersebut ditanam dalam  
botol kultur berisi medium NP yang telah diberi perlakuan 
sesuai kelompoknya. Kultur di inkubasi di dalam ruang 
pada suhu 23±10C dengan intensitas cahaya 3000 lux. 
Setiap 2 minggu sekali kultur dipindah pada medium yang 
sama dan diamati perkembangannya. Pengamatan 
terhadap  pembentukan kalus dan kalus embriogenik 
dilakukan setiap hari. Pegamatan pembentukan embrio 
somatik dilakukan secara rutin seminggu sekali selama 6 
minggu menggunakan disekting mikroskop. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 
Tabel 1. Rerata  waktu induksi kalus, persentase eksplan 
membentuk kalus, rerata waktu induksi kalus embriogenik, dan 
persentase eksplan membentuk kalus embriogenik setelah 
selama 6 minggu dalam kultur 
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I 13,8 30/30 (100) _ 0/30   (0) 

II 12,6 30/30 (100) _ 0/30   (0) 

III 12,2 30/30 (100) _ 0/30   (0) 

IV 5,1 30/30 (100) 22,2 26/30 (86,6) 

V 5,4 30/30 (100) 24,1 24/30 (80) 

VI 6,7 30/30 (100) 25,5 23/30 (76,6) 

 
Hasil pengamatan terhadap persentase eksplan 

membentuk kalus (Tabel 1) menunjukkan bahwa kalus 
terinduksi pada semua eksplan (100 %) baik pada 
perlakuan II, III, IV, V, VI maupun pada perlakuan I (kontrol) 
walaupun waktu yang diperlukan untuk induksi kalus 
berbeda-beda. Perbedaan tersebut tampak pada perlakuan 
I (kontrol) yang membentuk kalus paling lama yaitu rata-
rata 13,8 hari, sedangkan pada perlakuan II, III, IV, V, dan 
VI terbentuknya kalus lebih cepat walaupun tidak serentak. 
Pembentukan kalus tercepat (5,1 hari) terjadi pada 
perlakuan IV. Ini menunjukkan bahwa hormon endogen 
berperan dalam induksi kalus. Terbentuknya kalus terjadi 
pada bagian luka bekas irisan (Gambar 1.A.), kemudian 
berlanjut dengan pertumbuhan kalus sebagai akibat dari 
proliferasi sel-sel penyusun kalus, sehingga menutup 
sebagian permukaan bekas irisan (Gambar 1.B.). Hal ini 
sesuai dengan pendapat Dodds & Robert (1982) yang 
menyatakan bahwa terjadinya kalus di tempat irisan 
bertujuan untuk menutup luka. Pembentukan kalus 
embriogenik hanya terjadi pada perlakuan  IV, V, dan VI, 
sedang pada kelompok perlakuan I (kontrol), perlakuan II, 
dan pada perlakuan III tidak terbentuk kalus embriogenik. 
Persentase eksplan membentuk kalus embriogenik paling 
tinggi (86,6%) terjadi pada perlakuan IV, sedangkan pada 
perlakuan V dan VI hanya 24 eksplan (80%) dan 23 
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eksplan (76,6%) dari 30 eksplan yang mampu berkembang 
membentuk kalus embriogenik. Hal ini diduga karena 
kemampuan setiap jaringan berbeda-beda untuk 
mengalami embriogenesis. 

Pada penelitian ini perlakuan NAA 2 mg/L (kelompok IV) 
merupakan konsentrasi yang paling cocok untuk induksi 
kalus embriogenik. Induksi kalus embriogenik pada 
perlakuan ini paling cepat dibanding dengan perlakuan 
yang lain, yaitu rata-rata 22,2 hari (Tabel 1.). Diduga 
pemberian NAA 2 mg/L menyebabkan perubahan 
konsentrasi auksin endogen, sehingga tercapai 
keseimbangan relatif untuk induksi kalus embriogenik. Dari 
Tabel 1.diketahui bahwa persentase pembentukan kalus 
embriogenik pada perlakuan NAA 2 mg/L paling tinggi.  

Pengamatan menggunakan disekting mikroskop 
terhadap eksplan setelah dikultur selama 2 minggu tampak 
bahwa semua eksplan yang dikultur pada kelompok kontrol 
dan kelompok perlakuan memberikan respon yang sama 
yaitu  kalus tampak jernih, berbutir-butir, dan berdinding 
tipis (Gambar 1.B.). Sampai 3 minggu lamanya dikultur, 
semua struktur kalus tidak menunjukkan perbedaan 
(Gambar 1.C.), namun pada minggu ke-4 sampai minggu 
ke-5 eksplan yang dikultur pada perlakuan IV, V, dan VI 
memberikan respon yang berbeda yaitu kalus berubah 
warna menjadi hijau kekuningan, remah, mengkilat, dan 
nodular, sedangkan eksplan yang dikultur pada perlakuan 
III kalus berubah warna menjadi kekuningan, dan eksplan 
yang dikultur pada perlakuan I dan II tidak menunjukkan 
perkembangan atau perubahan morfologi kalus. (Gambar 
1.D dan E; Tabel 2.). Pengamatan menggunakan disekting 
mikroskop, kalus yang berwarna hijau kekuningan, remah, 
mengkilat dan nodular merupakan kalus yang dapat 
mengikuti pola embriogenik. Untuk induksi kalus dibutuhkan 
auksin. Pemberian auksin secara eksogen, berperan 
penting dalam pembelahan sel, dan ini sangat berkaitan 
dengan inisiasi pembentukan embrio somatik.  Dudits et al., 
1995 dalam Arnold et al., 2002 menyatakan bahwa untuk 
inisiasi kalus embriogenik dibutuhkan program ekspresi gen 
embriogenik. Arus  ekspresi gen tersebut dikendalikan oleh 
auksin. Pemberian ZPT secara eksogen yaitu auksin 
berperan penting dalam reaktivasi siklus sel dan inisisiasi 
pembentukan embrio somatik. Auksin mampu mengaktivasi 
sinyal transduksi sehingga sel dapat melakukan 
pemrograman kembali ekspresi gen yang diperlukan untuk 
menginduksi kalus embriogenik. 
Sel-sel kalus dapat berkembang 
membentuk embrio somatik, 
tetapi tidak semua sel-sel kalus 
tersebut mampu berkembang 
menjadi embrio somatik. Hal ini 
disebabkan karena adanya 
kompetisi diantara sel-sel 
embriogenik untuk mengadakan 
perkembangan lebih lanjut. 

 
Selanjutnya pada minggu ke-

6, pada  kelompok perlakuan IV, 
V, dan VI terbentuk kalus hijau 
kekuningan dengan embrio 
somatik fase globular pada 
permukaan kalus (Gambar 1.F.), 
sedangkan pada perlakuan I 
(kontrol), perlakuan II, dan III sel-
sel kalus tidak mampu 
membentuk embrio. Pada 
penelitian ini terjadi 
embriogenesis tidak langsung 

karena diawali dengan pembentukan kalus dan sesudah itu 
terbentuk embrio somatik, seperti yang dilaporkan Franz 
(1998) dan Vasil et al., (1984) bahwa embriogenesis tidak  
langsung dicirikan dengan terbentuknya kalus terlebih 
dahulu.  

Berdasarkan pengamatan, kalus embriogenik dan 
embrio somatik terbentuk beberapa hari setelah eksplan 
dikultur . Hal ini menunjukkan bahwa ZPT membutuhkan 
waktu tertentu untuk menginduksi respon fisiologis tertentu. 
Respon tersebut adalah pembentukan kalus embriogenik 
dan embrio somatik. Meskipun respon pemberian auksin di 
tingkat seluler dimulai sejak 2 hari setelah eksplan dikultur 
dan selama 5 hari periode induksi ( Vasseur,1993 dalam 
Raghavan, 1997 ), namun secara visual respon tersebut 
pada penelitian ini baru dapat diamati pada minggu ke-4 
dan sampai ke-6 setelah kultur. 

Pengamatan terhadap perkembangan kalus yang 
dimulai dari awal terbentuknya kalus (Tabel1.) sampai 
terbentuk kalus embriogenik yang selanjutnya berkembang 
menjadi embrio somatik fase globular, menunjukkan bahwa 
kalus embriogenik dan berkembang menjadi embrio 
somatik adalah kalus yang terbentuk pada minggu pertama 
pada kelompok perlakuan IV, V, dan VI, sedangkan kalus 
yang terbentuk lebih  dari 7 hari (pada perlakuan I, II, III) 
tidak menjadi embriogenik dan tidak dapat berkembang 
menjadi embrio somatik hingga akhir pengamatan (6 
minggu setelah kultur). Ini mengindikasikan bahwa jaringan 
yang mudah membentuk kalus adalah jaringan yang sensitif 
terhadap perlakuan NAA sehingga menjadi lebih responsif 
dan lebih mudah diinduksi menjadi embriogenik dan 
mampu berkembang menjadi embrio somatik. Bell et al., 
(1993) dan Somleva et al., (1995) menyatakan bahwa 
sensitivitas sangat penting dalam menunjukkan kompetensi 
embriogenik eksplan dalam kultur in vitro. Keberadaan ZPT 
dalam medium kultur merupakan faktor penting untuk 
pengaturan pertumbuhan dan diferensiasi jaringan tanaman 
hanya jika jaringan yang digunakan sebagai sumber 
eksplan adalah bersifat responsif. 

Selama perkembangannya, tidak semua kalus sel-
selnya mampu mengalami embriogenesis, tetapi kalus, baik 
yang kompeten maupun yang inkompeten menjadi 
embriogenik dapat dihasilkan pada eksplan yang sama. Hal 
ini mengindikasikan bahwa sel yang identik dapat 
memberikan respon yang berbeda terhadap rangsang yang 

Tabel 2. Morfologi kalus pada medium dengan perlakuan NAA dan tanpa NAA pada minggu ke-
2, 4 dan 6. 

Morfologi kalus pada minggu ke… Perlakuan 
               2                 4                6 

I Jernih, berbutir-butir, 
berdinding tipis. 

Tidak ada perkembangan 
kalus 

Tidak ada 
perkembangan kalus 

II Jernih, berbutir-butir, 
berdinding tipis. 

Tidak ada perkembangan 
kalus 

Tidak ada 
perkembangan kalus 

III Jernih, berbutir-butir, 
berdinding tipis. 

Kalus berubah warna 
menjadi kekuningan 

Kalus kekuningan tanpa 
embrio 

IV Jernih, berbutir-butir, 
berdinding tipis. 

Kalus berubah warna 
menjadi  hijau kekuningan, 
remah, mengkilat, noduler 

Kalus hijau kekuningan 
dengan embrio 

V Jernih, berbutir-butir, 
berdinding tipis.  

Kalus berubah warna 
menjadi  hijau kekuningan, 
remah, mengkilat, noduler 

Kalus hijau kekuningan 
dengan embrio 

VI Jernih, berbutir-butir, 
berdinding tipis. 

Kalus berubah warna 
menjadi  hijau kekuningan, 
remah, mengkilat, noduler 

Kalus hijau kekuningan 
dengan embrio 
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sama, dan hanya sel tertentu yang dapat merespon. 
Respon tersebut berupa perubahan untuk memprogram 
kembali sel sehingga kompeten menjadi embrio, sedang sel 
yang lain tidak responsif terhadap rangsang sehingga 
terjadi perkembangan yang tidak sinkron (Gambar 1.G.). 

   

    

   

 
 
Gambar 1. Perkembangan kalus anggrek bulan Ph amabilis (L.) Bl. 
A. Pembentukan kalus (panah) pada bagian luka bekas irisan 1 
minggu setelah dikultur pada media NP ditambah 2 mg/L NAA 
(perlakuan IV), B. Pembentukan kalus 2 minggu setelah dikultur, 
kalus tampak jernih, berbutir-butir, dan berdinding tipis.  C. Kalus 
(panah) 3 minggu setelah dikultur . D. Kalus (panah) setelah 4 
minggu dikultur, kalus berubah  menjadi hijau kekuningan, remah,  
mengkilat, dan nodular. E. Kalus embriogenik 5 minggu setelah 
dikultur. F. Terbentuk kalus berwarna hijau kekuningan dengan 
embrio tipe globular (panah) 6 minggu setelah kultur. G. 
Perkembangan embrio lebih lanjut, yaitu munculnya tunas pucuk 
(panah). Perkembangan embrio yang terbentuk tidak sinkron. (Bar 
= 1 mm). 

 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa NAA 2 mg/L 

adalah konsentrasi yang optimum untuk induksi kalus 

embriogenik dan inisiasi embrio somatik dari eksplan 
pangkal daun anggrek bulan Ph amabilis (L) BL. 
Konsentrasi optimum NAA yang digunakan untuk induksi 
kalus embriogenik dan inisiasi embrio somatik pada 
penelitian ini lebih tinggi dibanding penelitian lain pada 
embriogenesis somatik anggrek bulan  lain yang pernah 
dilakukan sebelumnya. Konsentrasi optimum NAA untuk 
induksi kalus embriogenik dan embrio somatik pada 
anggrek   hibrid  Phalaenopsis (PM 292) adalah 0,1 mg/L 
(Tokuhara & Mii, 2001), dan konsentrasi NAA optimum 
untuk induksi dan multiplikasi  Protocorm-like Bodies (PLB) 
dari eksplan tunas pucuk tangkai bunga  anggrek  
Phalaenopsis dan Doritaenopsis adalah 0,1 mg/L NAA dan 
1 mg/L BAP (Tokuhara & Mii, 1993). Dari informasi ini 
membuktikan bahwa kebutuhan NAA yang harus 
ditambahkan untuk induksi kalus embriogenik dan 
embriogenesis somatik bervariasi untuk setiap jenis yang 
mempunyai sifat genetik yang berbeda. 

KESIMPULAN 

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa terdapat 
pengaruh pemberian NAA terhadap embriogenesis somatik 
anggrek bulan Ph amabilis (L) Bl. Konsentrasi NAA yang 
optimal untuk induksi pembentukan kalus embriogenik dan 
inisiasi embrio somatik adalah 2 mg/L. Embrio somatik 
terbentuk secara tidak langsung melalui tahap kalus. 
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