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PEDOMAN BAGI PENULIS

Makalah Primer ditulis dalam bahasa Indonesia atau Inggris dan disusun dengan urutan: Judul, Nama Penulis,
Instans, Abstrak (dalam bahasa Indonesiadan Inggris), Kata Kunci, Pendahuluan, Bahan dan Metode, Hasil dan
Pembahasan, Kesimpulan, Ucapan Terima Kash (bila diperlukan), dan Daftar Pusteka Diketik dua spas
dengan pengolah kata Microsoft Word, font Times New Roman 12, dan dikirim tiga eksemplar bersama file
kepada Redaks . Kepada setiap penulis diberikan satu eksemplar jurnal dan dua eksemplar reprint.

Judul menggambarkan is pokok tulisan secarasingkat dan jelas, kurang lebih 10 kata

Abgtrak ditulis dalam bahasa Indonesia dan Inggris, tidak lebih dari 250 kata, menggambarkan intisari permasal ahan,
metode, uraian i, dan kesmpulan.

Pendahuluan beris latar belakang/masalah, hipotesis, pendekatan, dan tujuan pendlitian.

Bahan dan M etode menguraikan bahan, carakerja, rancangan percobaan dan lingkungan penelitian serta waktu dan
tempat pendlitian.

Hasl dan Pembahasan mengungkapkan hasil penelitian, bagaimana hasil pendlitian dapat memecahkan masalah,
prinsip hubungan yang dicerminkan, perbedaan/persamaan dengan hasil pendlitian terdahulu, serta kemungkinan
pengembangannya. Bab ini dapet disertai dengan tabel, ilustras (grafik, diagram, gambar) dan foto. Informas
yang sudah dijelaskan dalam tabd atau ilustras tidek perlu diuraikan panjang lebar dalam teks.

Uraian terdiri atas beberapa Sub-bab yang disesuaikan dengan kebutuhan dan informas yang tersedia

Kesmpulan cukup singkat, memuat hasil yang dibahas.

Daftar Pustaka disusun menurut abjad berdasarkan nama penulis pertama. Pustaka yang diacu sebagian besar
berasal dari makalah primer terbitan 10 tahun terakhir. Setigp pustaka yang tercantum dalam Daftar Pustaka
harus dirujuk dalam teks, tabel atau ilustrasi. Pustaka ditulis secara berurutan terdiri atas: nama pengarang (atau
namaingang jika anonimous), tahun penerbitan, khusus untuk buku harus mencantumkan nama penerbit, kota,
negara, dan jumlah halaman. Beberapa contoh penulisan sumber acuan sebaga berikut:
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ABSTRACT

Protoplast Isolation of Winged Bean Using Enzymes. The
kind and concentration of enzyme that appropriate affected
isolation process and result of plant protoplast. The research
was conducted to enhance the protoplast rendements of winged
bean (Psophocarpus tetragonolobus L.) that was isolated by
Cellulase RS and Macerozyme R-10 enzyme as single and its
combination in a solution. Concentrations of enzyme used
were as much as 2.0-3.0% w/v for Cellulase RS and 0.4-0.6%
w/v for Macerozyme R-10. The solution containt mannitol 25
mM as an osmotycum. Isolation process was done on shaker
with 50 rpm (rotation per minute) speed in dark room for 5
hours. Results showed that C3 treatment (concentration of
Cellulase RS enzyme as much as 3.0% w/v) resulted
protoplasts density 3.49 x 10° protoplasts/g fresh weight of
hypocotyl and M2 treatment (concentration of Macerozyme R-
10 enzyme as much as 0.5% w/v) resulted 3.19 x 10°
protoplasts/g. Whereas the best combined enzymes treatment
was achieved by C3M2 (combination between Cellulase RS as
much as 3.0% and Macerozyme R-10 enzyme as much as 0.5%
w/v) which resulted protoplasts density 4.94 x 10’
protoplasts/g fresh weight of hypocotyl. The protoplast was
intact and viable.

Keywords. Psophocarpus tetragonolobus L., protoplasts,
isolation, rendement, density, Cellulase RS,
Macerozyme R-10.

ABSTRAK

Jenis dan konsentrasi enzim yang tepat berpengaruh terhadap
keberhasilan proses isolasi dan rendemen protoplas tanaman.
Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan rendemen proto-
plas tanaman kecipir (Psophocarpus tetragonolobus L.) yang
diisolasi dengan enzim Cellulase RS dan Macerozyme R-10 se-
cara tunggal maupun kombinasi kedua enzim dalam satu larut-
an. Konsentrasi enzim yang digunakan adalah 2,0-3,0% b/v
untuk Cellulase RS dan 0,4-0,6% b/v untuk Macerozyme R-10.
Zat osmotikum yang digunakan adalah mannitol 25 mM.
Proses isolasi dilakukan di atas pengocok dengan kecepatan 50
ppm (putaran per menit) dalam kondisi gelap selama 5 jam.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan C3 (konsen-
trasi enzim Cellulase RS 3,0% b/v) menghasilkan densitas 3,49
x 10° protoplas/g bobot segar mesofil daun, dan perlakuan M2
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(konsentrasi enzim Macerozyme R-10 0,5% b/v) menghasilkan
densitas 3,19 x 10° protoplas/g. Secara keseluruhan, perlakuan
terbaik ditunjukkan oleh C3M2 (konsentrasi enzim Cellulase
RS 2,5% dan Macerozyme R-10 0,5% b/v) yang menghasilkan
densitas 4,94 x 10° protoplas/g bobot segar hipokotil. Protoplas
yang diperoleh terlihat utuh dan viabel.

Kata kunci: Psophocarpus tetragonolobus L., protoplas,

isolasi, rendemen, densitas, Cellulase RS,
Macerozyme R-10.
PENDAHULUAN

Tanaman kecipir (Psophocarpus tetragonolo-
bus L.) telah lama dikenal sebagai sayuran dari
golongan kacang-kacangan yang mengandung gizi
cukup baik, terutama protein nabati (Djatmiko,
1986). Selain sebagai sumber sayuran, tanaman ini
merupakan sumber karbohidrat yang terdapat pada
bagian umbinya (Anonim, 2008). Tanaman kecipir
juga bermanfaat mengendalikan gulma pada areal
pertanian dan perkebunan, seperti alang-alang, rum-
put-rumputan, dan teki (Rismunandar, 1983) serta
berperan sebagai penutup tanah pada lahan per-
kebunan kelapa sawit dan karet (Anonim, 2008).
Bahkan biji kecipir berpotensi sebagai bahan baku
tempe, susu, dan minyak goreng. Minyak goreng
dari kecipir mempunyai keunggulan dibandingkan
dengan minyak goreng dari kelapa sawit, yaitu war-
na, rasa, bau yang lebih sedap, dan dapat disimpan
lebih lama (Djatmiko, 1986). Dengan demikian, ta-
naman kecipir mempunyai potensi untuk dikem-
bangkan dalam skala besar untuk mensuplai bahan
industri produk kecipir. Untuk mendukung usaha
pengembangan kecipir dalam skala besar, diperlu-
kan bahan tanam atau bibit yang berkualitas tinggi
dan seragam. Pengembangan embriogenesis soma-
tik mempunyai peluang dalam perbanyakan bibit
unggul dan seragam pada waktu relatif singkat
dengan jumlah besar (Tahardi et al., 2000).
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Salah satu metode pemuliaan tanaman yang
dapat dilakukan dengan waktu relatif cepat adalah
teknik isolasi protoplas yang berperan penting da-
lam menyeleksi tanaman unggul. Di samping itu,
teknik ini dapat dijadikan metode pembuatan ta-
naman hibrida baru dalam waktu yang relatif lebih
cepat. Isolasi protoplas merupakan teknik awal dari
beberapa tahapan dalam melakukan fusi protoplas
atau hibridisasi somatik untuk merakit bibit uggul
(Suryowinoto, 1989; Kanchanapoom et al., 2001).

Dalam mekanisme isolasi protoplas tanaman,
salah satu faktor penting yang menentukan tingkat
keberhasilan adalah proses penghilangan atau peli-
sisan dinding sel dan mendapatkan protoplas yang
utuh (intact). Dinding sel yang masih muda biasa-
nya tersusun dari zat pektin dan selulosa, sehingga
untuk melisiskan zat penyusun dinding sel tersebut
diperlukan zat yang dapat menghancurkan atau me-
larutkannya. Jenis enzim yang dapat digunakan un-
tuk melisiskan zat penyusun dinding sel adalah
Pectinase dan Cellulase karena Pectinase dapat ber-
fungsi melarutkan pektin sedangkan Cellulase me-
larutkan selulosa (Evans dan Bravo, 1983; Mazarei
et al., 2008).

Pemakaian enzim Pectinase dan Cellulase te-
lah berhasil dilakukan untuk mengisolasi protoplas
tanaman Solanum sp. (Tan, 1987), Hyperatum
perforatum L. (Saker et al., 1999), Dendrobium
pompadoum  (Kanchanapoom et al., 2001),
Arabidopsis thaliana (Sheen, 2002), Echinacea
augustifolia (Liqing et al., 2005), Panicum virga-
tum L. (Mazarei et al., 2008), dan masih banyak
lagi pemakaian enzim tersebut dengan tujuan untuk
mengisolasi protoplas. Konsentrasi enzim yang di-
gunakan berkisar antara 1-3% w/v untuk Cellulase
dan 0,2-1,0% w/v untuk Macerozyme. Macerozyme
merupakan salah satu enzim Pectinase yang sering
digunakan untuk maserasi (maceration), atau memi-
sahkan agregat sel menjadi sel-sel tunggal. Peneliti-
an ini bertujuan untuk mengetahui dan menentukan
konsentrasi enzim Cellulase RS dan Macerozyme
R-10 serta komposisi kedua enzim terbaik untuk
isolasi protoplas tanaman kecipir.
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BAHAN DAN METODE

Bahan Tanaman

Bahan tanaman yang digunakan adalah biji
kecipir unggul lokal yang diambil dari Desa Juman-
toro, Kecamatan Jumapolo, Kabupaten Karang
Anyar, Jawa Tengah. Biji tersebut dikecambahkan
secara in vitro dengan media kapas basah dalam
erlenmeyer atau botol. Pengecambahan benih dila-
kukan pada kondisi aseptik dalam ruang terang se-
lama 15 hari. Kecambah yang telah mempunyai dua
helai daun atau lebih diseleksi untuk dijadikan do-
nor protoplas. Organ yang digunakan sebagai donor
protoplas adalah bagian hipokotil. Sebelum dike-
cambahkan, benih disterilisasi dengan zat hipoklorit
(Baycline) dengan konsentrasi 50%.

Pembuatan M edia

Media yang digunakan dalam proses isolasi
protoplas terdiri atas: (1) EM-medium (elution
medium) atau media elusi, yaitu media yang telah
dicampur kedua enzim dengan konsentrasi yang se-
suai dengan perlakuan yang digunakan untuk proses
isolasi protoplas dari hipokotil kecipir. Macam ba-
han dan konsentrasi enzim yang digunakan disaji-
kan pada Tabel 1 dan (2) CPW-medium atau
medium pencuci yang biasa disebut PM-medium
(purification medium) atau media pemurni/pember-
sth. Medium ini digunakan untuk mencuci dan me-
murnikan protoplas hasil isolasi dari zat enzim, se-
hingga protoplas tersebut dalam kondisi bersih/mur-
ni dan siap dikulturkan atau untuk proses selanjut-
nya, misalnya untuk fusi atau transfer organela.
Macam bahan dan konsentrasi CPW-medium atau
PM-medium disajikan pada Tabel 2.

Prosedur Kerja

Kecambah tanaman kecipir yang berumur 15
hari diambil bagian hipokotilnya, kemudian dikum-
pulkan sebagai bahan sumber protoplas. Hipokotil
yang diperlukan setiap perlakuan adalah 0,3 g yang
sebelumnya dipotong/diiris tipis selebar +1 mm, se-
lanjutnya dimasukkan ke dalam 2 ml larutan EM-
medium, kemudian diinkubasi dalam keadaan gelap
selama 5 jam sambil dikocok di atas gyotoric
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Tabel 1. Komposisi EM-medium atau medium untuk isolasi protoplas.

Konsentrasi (sesuai perlakuan)

Nama bahan

CiM1 C2M2 C3M3
Cellulase RS* 2,0% 2,5% 3,0%
Macerozyme R-10* 0,4% 0,5% 0,6%
Mannitol 25 mM 25 mM 25 mM
MES (Morpho-Ethana Sulfoxide) 1 mM 1 mM 1 mM
pH 5,8 5,8 5,8

*Enzim yang digunakan sebagai perlakuan.

Tabel 2. Komposisi CPW-medium atau medium pencuci.

Nama bahan

Konsentrasi

KH,PO,
KNO;

CaClz . 2H20
KJ

Cu SO4.5 H,O
Mannitol

170,00 uM
999,00 uM
10,00 mM
998,00 UM
0,96 uM
1,00 pM
600,00 mM

shaker berkecepatan 50 rpm. Perlakuan enzim ter-
sebut adalah variasi konsentrasi enzim Cellulase RS
dan Macerozyme R-10 yang masing-masing perla-
kuan terdiri atas tiga tingkat ditambah kontrol, se-
hingga pada penelitian ini terdapat 16 kombinasi
perlakuan sebagai berikut:

1. COMO 2. COMI 3. COM2 4. COM3

5. CIMO 6. CIMl 7. CIM2 8. CIM3
9. C2M0 10. C2M1 11. C2M2 12. C2M3
13.C3M0  14. C3M1 15. C3M2 16. C3M3

CO0 = tanpa enzim Cellulase RS (kontrol).

C1 = konsentrasi enzim Cellulase RS 2,0% b/v.
C2 = konsentrasi enzim Cellulase RS 2,5% b/v.
C3 = konsentrasi enzim Cellulase RS 3,0% b/v.

MO = tanpa enzim Macerozyme R-10 (kontrol).

M1 = konsentrasi enzim Macerozyme R-10 0,4%
b/v.

M2 = konsentrasi enzim Macerozyme R-10 0,5%
b/v.

M3 = konsentrasi enzim Macerozyme R-10 0,6%.
b/v.

Untuk mendapatkan rendemen protoplas via-
bel, larutan enzim beserta suspensi protoplas terse-
but disaring dengan kain Mary-cloth mesh 200 um.
Suspensi protoplas yang diperoleh disentrifugasi
dengan centrifuge merk Hettich Universal berkece-
patan 1.000 rpm selama 2 menit. Supernatan diam-
bil dengan pipet dan dibuang, sedangkan endapan-
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nya ditambah larutan CPW-medium sebanyak 1 ml,
kemudian disentrifugasi lagi berkecepatan 1.000
rpm selama 5 menit. Protoplas akan mengapung di
permukaan larutan, kemudian diambil secara hati-
hati dengan pipet, kemudian ditempatkan dalam
tabung tersendiri. Protoplas tersebut sudah murni,
bersih dari larutan enzim, dan siap untuk di-
kulturkan atau difusikan. Untuk mengetahui den-
sitas atau kerapatan rendemen protoplas hasil
isolasi, suspensi protoplas tersebut diteteskan dalam
Haemocytometer untuk penghitungan densitasnya.

Pengamatan dan Analisis Data

Pengamatan dilakukan terhadap perolehan
rendemen protoplas hasil isolasi. Jumlah protoplas
dihitung dengan menggunakan alat Haemocytome-
ter. Penelitian ini menggunakan metode faktorial
dengan pola dasar rancangan acak lengkap. Masing-
masing perlakuan diulang tiga kali. Hasil rata-rata
perlakuan yang berbeda diuji dengan Duncan
Multiple Range Test (DMRT) pada taraf nyata 5%.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengecambahan Benih

Benih kecipir mulai berkecambah pada umur
+7 hari setelah kultur. Kuncup daun mulai mekar
(sepasang pertama) pada umur +11 hari setelah ta-
nam dan warnanya masih putih-kekuningan
(Gambar 1). Pada umur +15 hari, hipokotil tersebut
diambil dan digunakan sebagai bahan atau donor
protoplas yang akan diisolasi secara enzimatis.

Isolasi Protoplas

Hasil analisis menunjukkan bahwa perlakuan
konsentrasi enzim Cellulase RS dan Macerozyme R-
10 maupun kombinasi kedua enzim (interaksi) ber-
pengaruh nyata terhadap perolehan rendemen pro-
toplas kecipir hasil isolasi berdasar uji DMRT pada
taraf nyata 5%.

Protoplas yang terisolasi sebagian besar me-
nunjukkan bentuk infact atau utuh dengan membran
transparan, sehingga organela atau bagian dalam sel
dapat terlihat jelas (Gambar 2). Beberapa organela
telah terlihat seperti butiran warna kemerah-merah-
an dan putih pekat. Organela berwarna kemerah-
merahan ini digunakan sebagai marker atau penan-
da dalam identifikasi penghitungan rendemen pro-
toplas hasil isolasi (Suryowinoto, 1990; Patnaik et
al., 1997).

Gambar 1. Perkecambahan kecipir secara in vitro dengan media
kapas basah pada umur +15 hari pada ruang terang.
Tanda panah menunjukkan hipokotil yang digunakan
sebagai donor protoplas.

60

Protoplas yang terkumpul tampak utuh mes-
kipun melewati masa inkubasi dalam larutan enzim
selama 3 jam sambil dikocok dengan kecepatan 50
rpm pada kondisi gelap dengan zat osmotikum be-
rupa manitol 25 mM. Dengan demikian waktu inku-
basi isolasi protoplas kecipir asal hipokotil selama 5
jam dapat dijadikan formula karena mampu mem-
berikan protoplas yang baik. Demikian juga manni-
tol 25 mM yang digunakan sebagai osmotikum atau
sering disebut sebagai zat antipecah (anti blasting)
mampu menjaga kestabilan tekanan antara sitoplas-
ma dengan larutan enzim, sehingga protoplas tidak
pecah (Suryowinoto, 1990; Kim dan Lee, 1996;
Stoldt et al., 1996; Mazarei et al., 2008). Hasil pe-
nelitian ini sesuai dengan penelitian isolasi proto-
plas karet yang dilakukan Nurhaimi-Haris et al.
(1993), yang menggunakan manitol 6,5-8% sebagai
osmotikum dalam larutan enzim yang dikocok
dalam kondisi gelap.

Pengar uh Perlakuan Isolas Enzim Cellulase RS

Rendemen protoplas hasil isolasi pengaruh
perlakuan beberapa konsentrasi Cellulase RS yang
diuji berdasarkan DMRT pada taraf nyata 5% me-
nunjukkan perbedaan yang signifikan (Tabel 3).
Rendemen protoplas tertinggi dicapai oleh perlaku-
an C3 (konsentrasi enzim Cellulase RS 3,0%) sebe-
sar 3,49 x 10° protoplas/g dan berbeda nyata dengan
perlakuan lainnya. Rendemen protoplas terendah di-
tunjukkan oleh perlakuan CO (kontrol), yaitu 0,32 x
10° protoplas/g.

b= i
. \_“ -
‘- . b "
- *y
% .

Gambar 2. Protoplas kecipir hasil isolasi asal hipokotil.
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Pada Tabel 3 diketahui bahwa perlakuan
enzim Cellulase RS dapat mengisolasi protoplas de-
ngan rendemen cukup tinggi. Hal ini membuktikan
enzim Cellulase RS mampu mengisolasi protoplas
kecipir asal hipokotil secara tunggal (tanpa dikom-
binasi dengan enzim lain). Cellulase RS merupakan
salah satu jenis enzim yang berfungsi melarutkan
dinding sel berupa selulosa. Pengocokan selama 5
jam pada kondisi gelap diduga membantu memper-
cepat proses isolasi protoplas kecipir, sehingga me-
ningkatkan rendemen protoplas (Pedroso dan Pais,
1995; Kim dan Lee, 1996; Patnaik et al., 1997).

Tabel 3 juga menunjukkan adanya peningkat-
an rendemen densitas protoplas kecipir seiring de-
ngan meningkatnya konsentrasi enzim Cellulase
RS. Hal ini diduga proses pelarutan dinding sel se-
lulosa dan derivat-derivatnya dipengaruhi oleh kon-
sentrasi enzim Cellulase RS. Pada proses isolasi ini,
konsentrasi tertinggi (3%) merupakan konsentrasi
yang tepat dan optimum sehingga menghasilkan
rendemen protoplas tertinggi. Suryowinoto (1990)
dan Patnaik ef al. (1997) mengemukakan bahwa un-
tuk melarutkan dinding sel yang tersusun atas selu-
losa digunakan enzim Cellulase.

Pengaruh Perlakuan Isolasi Enzim
Macerozyme R-10

Rendemen protoplas hasil isolasi pengaruh
perlakuan beberapa konsentrasi Macerozyme R-10
yang diuji berdasarkan DMRT pada taraf nyata 5%
menunjukkan perbedaan yang signifikan (Tabel 4).
Rendemen protoplas kecipir tertinggi dicapai oleh
perlakuan M2 (konsentrasi enzim Macerozyme
R-10 0,5%) sebesar 3,19 x 10° protoplas/g. Rende-
men protoplas terendah diperoleh pada perlakuan
MO (kontrol), sebesar 0,84 x 10° protoplas/g. Per-
lakuan M2 (enzim Macerozyme R-10 0,5% b/v)
memberikan rendemen protoplas tertinggi. Hal ini
diduga karena konsentrasi tersebut merupakan kon-
sentrasi yang tepat dan optimum untuk hipokotil
kecipir. Pada konsentrasi enzim Macerozyme R-10
yang lebih tinggi (M3 0,6% b/v), rendemen proto-
plas lebih rendah (2,89 x 10° protoplas/g bobot
segar hipokotil) dan tidak berbeda nyata dengan
perlakuan konsentrasi enzim Macerozyme R-10
0,4% b/v (M1) dengan rendemen sebesar 2,54 x 10
protoplas/g. Hal ini sesuai dengan penelitian
Nurhaimi-Haris et al. (1993), yang menggunakan
enzim Macerozym dengan konsentrasi 0,5% untuk
mengisolasi protoplas tanaman karet.

Macerozyme R-10 merupakan salah satu jenis
enzim Pectinase yang berfungsi melarutkan dinding

Tabel 3. Uji jarak berganda Duncan dengan taraf nyata 5% pada perlakuan kon-
sentrasi enzim Cellulase RS terhadap rendemen protoplas kecipir.

Konsentrasi enzim Cellulase RS (%)

Rata-rata densitas protoplas (g)*

0
2,0
2,5
3,0

0,32d
2,68 ¢
2,97b
349a

*Angka rata-rata dikalikan 10°.

Angka dalam satu lajur yang diikuti oleh huruf sama tidak berbeda nyata pada taraf

nyata 5% menurut DMRT.

Tabel 4. Uji jarak berganda Duncan dengan taraf nyata 5% pada perlakuan kon-
sentrasi enzim Macerozyme R-10 terhadap rendemen protoplas kecipir.

Konsentrasi enzim Macerozyme R-10 (%)

Rata-rata densitas protoplas (g)*

0,84 ¢
2,54b
3,192
2,89b

*Angka rata-rata dikalikan 10°.

Angka dalam satu lajur yang diikuti oleh huruf sama tidak berbeda nyata pada taraf

nyata 5% menurut DMRT.

Buletin Plasma Nutfah Vol.16 No.1 Th.2010

61



sel primitif yang tersusun atas zat pectin (Kim dan
Lee, 1996; Kanchanapoom et al., 2001; Mazarei et
al., 2008). Enzim Macerozyme digunakan untuk
memisahkan atau maserasi jaringan tanaman se-
hingga sel-sel tersebut terlepas menjadi sel-sel tung-
gal. Akhirnya enzim tersebut melarutkan dinding
sel yang masih tersisa sehingga terbentuk protoplas
transparan berbentuk bulat dan utuh (Suryowinoto,
1990; Pedroso and Pais, 1995; Patnaik et al., 1997
Saker et al., 1999).

Interaksi Perlakuan antara Enzim Cellulase RS
dengan Macerozyme R-10

Perlakuan kombinasi antara kedua enzim
Celluase RS dan Macerozyme R-10 dapat mening-
katkan rendemen protoplas cukup tinggi dibanding-
kan dengan pengaruh enzim secara tunggal. Rende-
men protoplas hasil isolasi pengaruh perlakuan
kombinasi kedua enzim tersebut menunjukkan per-
bedaan yang nyata (Tabel 5). Rendemen protoplas
tertinggi dicapai oleh perlakuan C3M2 (konsentrasi
enzim Cellulase RS 3% dikombinasikan dengan
Macerozyme R-10 0,5%) sebesar 4,94 x 10> proto-
plas/g. Rendemen protoplas terendah diperoleh dari
perlakuan COMO (kontrol), 0,12 x 10° protoplas/g.

Hasil interaksi terbaik enzim Cellulase RS
dengan Macerozyme R-10 dicapai oleh perlakuan

C3M2 (konsentrasi enzim Cellulase RS sebesar 3%
dan Macerozyme R-10 0,5%) yang menghasilkan
densitas tertinggi sebesar 4,94 x 10° protoplas/g
hipokotil kecipir. Hal ini diduga karena interaksi
kedua enzim tersebut dengan konsentrasi enzim
Cellulase RS 3,0% dan Macerozyme R-10 0,5% me-
rupakan perlakuan kombinasi enzim dengan kon-
sentrasi paling tepat dan optimum. Tingginya ren-
demen protoplas kecipir yang terisolasi akibat
pengaruh perlakuan interaksi kedua enzim tersebut,
menunjukkan bahwa antara enzim Cellulase RS dan
Macerozyme R-10 terdapat interaksi positif. Keada-
an ini menyebabkan pada penggabungan kedua
enzim terjadi saling mempengaruhi untuk mening-
katkan rendemen protoplas yang terisolasi diban-
dingkan dengan pengaruh enzim secara tunggal.
Hal ini sesuai dengan penelitian Suryowinoto
(1996) dan Stoldt et al. (1996) yang mengemukakan
bahwa untuk proses isolasi protoplas lebih baik bila
menggunakan kombinasi enzim Cellulase dengan
enzim Pectinase seperti Macerozyme. Kombinasi
enzim-enzim tersebut akan meningkatkan densitas
protoplas hasil isolasi.

Protoplas kecipir hasil isolasi menunjukkan
kondisi yang baik (Gambar 2), berbentuk cenderung
bulat, utuh, dan viabel dalam jumlah yang cukup
(memenuhi persyaratan densitas untuk proses se-

Tabel 5. Uji jarak berganda Duncan dengan taraf nyata 5% pada interaksi antara perlakuan konsentrasi
enzim Cellulase RS dengan Macerozym R-10 terhadap rendemen protoplas kecipir.

Konsentrasi enzim (%)

Rata-rata densitas protoplas (g)*

Cellulase RS Macerozyme R-10
0 0 0,121
0 0,4 0,311
0 0,5 0,371
0 0,6 0,47 h
2 0 0,84 h
2 0,4 2,71e
2 0,5 346d
2 0,6 3,69¢
2,5 0 1,09 g
2,5 0,4 3,30d
2,5 0,5 397b
2,5 0,6 352¢
3 0 1,32 f
3 0,4 3,83b
3 0,5 494 a
3 0,6 3,88b

*Angka rata-rata dikalikan 10°.

Angka dalam satu lajur yang diikuti oleh huruf sama tidak berbeda pada taraf nyata 5% menurut uji DMRT.
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lanjutnya). Hal ini berarti protoplas tersebut siap di-
kulturkan atau diperlakuan lebih lanjut dengan ting-
kat keberhasilan yang lebih tinggi. Perlakuan lanjut
dari protoplas hasil isolasi adalah kultur protoplas,
transfer organela dan fusi protoplas intragenerik
maupun intergenerik (Kim dan Lee, 1996; Suryowi-
noto, 1996). Pada Gambar 2 terlihat bahwa proto-
plas kecipir tampak transparan sehingga organela
dalam protoplas terlihat dengan adanya butiran
yang berwarna agak kemerahan, sehingga dapat di-
gunakan sebagai marker atau tanda pada proses fusi
protoplas dengan protoplas tanaman lain yang me-
miliki marker khusus.

KESIMPULAN

Protoplas tanaman kecipir dapat diisolasi dari
hipokotil dengan menggunakan enzim Cellulase RS
dan enzim Macerozyme R-10 secara tunggal mau-
pun kombinasi keduanya. Pada perlakuan enzim
Cellulase RS secara tunggal, rendemen protoplas
tertinggi dicapai oleh perlakuan C3 (konsentrasi 3%
b/v) dengan densitas 3,49 x 10° protoplas/g bobot
segar. Pada enzim Macerozyme R-10, rendemen
protoplas tertinggi sebesar 3,19 x 10° protoplas/g
dicapai oleh perlakuan M2 (konsentrasi 0,5% b/v).
Perlakuan interaksi antara enzim Cellulase RS dan
Macerozyme R-10 mampu menghasilkan rendemen
protoplas lebih tinggi. Perlakuan interaksi terbaik
kedua enzim dicapai oleh perlakuan C3M2 (konsen-
trasi enzim Cellulase RS sebesar 3,0% b/v dan
Macerozyme R-10 sebesar 0,5% b/v) dengan den-
sitas 4,94 x 10° protoplas/g.
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