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KONDISI OPTIMUM FUSI PROTOPLAS ANTARA JAMUR TIRAM PUTIH
{Peurotus floridae) DAN JAMUR TIRAM COKLAT

{Pleurotus cystidiosusy
[Optimizing Conditions for Protoplast Fusion between White Oyster Mushroom
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ABSTRACT
Genetic crossing of white oyster mushroom to introduce longer storage life trait can only be done within individuals in this
particular species. However, longer storage life trait is possessed by brown oyster mushroom (Pleurotus cystidiosus) which is other
species within this genus. Thefeore, protoplast fusion between white oyster mushroom (Peurotus floridae) and brown oyster
mushroom (Pleurotus cystidiosus) was conducted to hopefully obtain an oyster mushroom strain that has higher production and
longer storage life. Protoplast fusion was done by isolating protoplast from 5-days old monokaryotic mycelia grown in PDB. As
much as 3.15 x 105 protoplasts/ml were harvested using mixture of cellulase Onozuka R-10 (1%) and macerozyme R-10 (1%)
from brown oyster mushroom with 80.61% viability. Similarly, 3.71 x 105 protoplasts/ml were harvested using lysing enzyme (2%)
from brown oyster mushroom with 83.68% viability. Protoplast fusion were conducted using 0% (control), 30%, 40% and 50% of
PEG6000. Fusion periods were done at 10, 20 and 30 minutes. The candidate fusants were then screened using MRM (minimum
regeneration media) media. Based on this experiment, the optimum conditions for protoplast fusion is 10 minutes incubation using
40% PEG6000 that yielded 121 colonies grown on MRM media as candidate fusants.

Kata kunci: Fusi , MRM, PEG, Pleurotus cystidiosus, Pleurotus florida, protoplas, regenerasi.

PENDAHULUAN

Di Indonesia, budidaya jamur tiram secara
komersial dapat ditemukan di daerah Lembang.
Produksi jamur tiram per tahunnya belum diketahui
secara pasti karena sebagian besar kegiatan budidaya
j amur tiram dilakukan dalam skala kecil dan menengah.
Hambatan lain dalam budidaya jamur tiram adalah
kualitas produk yang dipasarkan. Jamur tiram
dipasarkan dalam bentuk segar sehingga produk lebih
cepat rusak dan daya simpannya tidak lama (Cahyana
et.al, 2002; Setiawati dan Juhiya, 2005). Oleh karena
itu, diperlukan suatu cara untuk meningkatkan
produktivitas dan daya simpan dari jamur tiram.

Teknik rekayasa genetik telah banyak
digunakan untuk meningkatkan kualitas produk
tanaman dan jamur konsumsi. Metode-metode yang
umum digunakan meliputi teknik mutagenesis yang
diiringi dengan proses penapisan, teknik hibridisasi
somatik, dan teknologi molekular melalui DNA
rekombinan yang memungkinkan terjadinya transfer
gen secara spesifik (Sarkar dan Saunders, 1997).

Penggunaan teknik molekular dalam

lDiterima: 17 Desember 2008 - Disetujui: 16 Februari 2009

peningkatan kualitas jamur tiram hingga saat ini belum
dapat dilakukan karena tidak tersedianya informasi
yang lengkap tentang efek gen, metode pewarisan sifat,
dan peta keterkaitan {linkage) antar gen. Ketiga hal
tersebut penting diketahui untuk memudahkan desain
persilangan dan strategi pengklonaan yang dibutuhkan
untuk peningkatan kualitas j amur tiram. Peningkatan
kualitas dari j amur tiram lebih banyak dilakukan dengan
teknik genetika klasik seperti persilangan dan
hibridisasi somatik melalui teknik fusi protoplas
(Bhandal dan Mehta, 1994; Larraya et. al, 1999;
Ramirezes.al., 2000).

Teknik fusi protoplas merupakan proses
peleburan antara protoplas dengan latar belakang
genetik yang berbeda sehingga dihasilkan organisme
hibrida dengan gabungan sifat dari kedua parentalnya
(Santoso dan Nursandi, 2003). Teknik fusi protoplas
telah digunakan untuk meningkatkan kualitas jamur
konsumsi seperti dilakukan oleh (Sufiani, 1993), yang
telah melakukan fusi protoplas antara Agrocybe

cyllindracea dan Lentinus edodes dengan
menggunakan larutan 40% polietilen glikol (PEG6000)
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dan waktu inkubasi 15 menit serta menghasilkan tiga
jenis fusan yang merupakan hasil fusi kedua
parentalnya. Penelitian serupa dilakukan juga oleh
(Fadlia, 1993) yang melakukan fusi protoplas antara
Volvariella volvacea dan Auricularia polytricha

dengan menggunakan larutan 40% PEG6000 dan waktu
inkubasi 15 menit serta menghasilkan lima jenis fusan
yang merupakan rekombinasi dari kedua parentalnya.

Penelitian menggunakan jamur tiram cokelat
yang memiliki daya simpan tinggi dan jamur tiram putih
dengan jumlah rumpun yang banyak, sehingga dengan
melakukan fusi protoplas antara kedua jenis jamur
tersebut diharapkan didapatkan jamur hibrida dengan
gabungan sifat unggul dari kedua parentalnya. Teknik
fusi protoplas didahului dengan proses isolasi
protoplas. Penelitian terdahulu (Irawan, 2004) telah
berhasil melakukan optimasi untuk menentukanjenis
enzim dan waktu inkubasi optimal yang diperlukan
untuk isolasi protoplas dari jamur tiram cokelat dan
putih (Foto 1).

Protoplas jamur tiram cokelat diisolasi secara
optimal dengan menggunakan campuran enzim selulase
1% dan maserozim 1% dengan masa inkubasi 5 jam,
sedangkan isolasi protoplas untuk jamur tiram putih
didapat dengan menggunakan lysing enzyme 2%
dengan masa inkubasi 1 jam (Irawan, 2004). Protoplas
hasil isolasi kemudian dilarutkan dalam larutan
penstabil osmotik 0,6 M MgSO4.7H2O dalam 0,01 M
dapar fosfat pH 5,8 untuk menjaga tekanan osmotik
protoplas dan mencegah pecahnya protoplas

(Santiago, 1982; Suryowinoto, 1996). Protoplas hasil
isolasi tersebut kemudian digunakan untuk proses fusi

Protoplas dari kedua jamur difusikan dengan
penambahan agen fusogenik berupa larutan polietilen
glikol (PEG) dengan berat molekul 6.000. Polietilen
glikol digunakan sebagai agen fusogenik karena dapat
meningkatkan frekuensi fusi protoplas hingga 1.000
kali. Polietilen glikol dapat menyebabkan terjadinya
perubahan karakteristik dari membran plasma sehingga
protoplas akan lebih mudah berlekatan satu sama lain
(Kao, 1991a; Smith, 1993).

Protoplas hasil fusi kemudian ditumbuhkan
pada medium regenerasi minimal (MRM) yang
berfungsi sebagai medium seleksi (Kiyohara et al.

1990). Protoplas yang dapat tumbuh pada MRM
hanyalah protoplas fusan, sedangkan protoplas yang
tidak mengalami fusi tidak akan dapat tumbuh. Koloni
fusan yang tumbuh kemudian dihitung lalu dianalisis
secara statistik dengan mengunakan metode ANAVA
dua faktor (Sudjana, 1991) dan uji jarak ganda Duncan
(Gomez dan Gomez, 1994).

Penelitian yang dilakukan bertujuan untuk
mengetahui ada tidaknya pengaruh konsentrasi larutan
PEG6000 dan lama waktu inkubasi yang digunakan
terhadap proses fusi serta menentukan kombinasi
antara konsentrasi larutan polietilen glikol (PEG6000) dan
waktu inkubasi yang tepat untuk melakukan fusi
protoplas antara jamur tiram cokelat (P. cystidiosus)

dan jamur tiram putih {P. floridae).

Foto 1. Jamur tiram coklat (Pleurotus cystidiosus) (kiri) dan Jamur tiram putih (Pleurotus floridae) (kanan)
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BAHANDANMETODE
Biakan jamur tiram cokelat {Pleurotus

cystidiosus) dan jamur tiram putih {Pleurotus florida)

yang digunakan merupakan koleksi kultur ITB Bandung
(ITB-CC). Sedangkan bahan kimia yang digunakan
selama penelitian adalah Na2HPO4.2H2O [Merck],
NaH2PO4.H2O [Merck], MgSO4.7H2O [Merck], enzim
selulase Onozuka R-10 [Yakult Honsha], enzim
maserozim R-10 [Yakult Honsha], lysing enzyme

[Sigma], polietilen glikol BM 6.000 (PEG6000) [Merck],
CaCl2.2H2O [Merck], dekstrosa [Difco], KC1 [Merck],
FeSO4.7H2O [Merck], K2HPO4 [Merck], (NH4)2SO4

[Merck], agar bacteriological [Oxoid], akuades steril
[Ikapharmindo], metilen biru [BDH], kloramfenikol
[Sigma], kain kasa halus, dan kertas Whatman no. 1.

Prosedur isolasi protoplas jamur tiram coklat
dilakukan berdasarkan modifikasi metode yang telah
banyak dipakai (Santiago, 1983 dalam Sufiani, 1993)
dan hasil optimasi sebelumnya (Irawan, 2004)
menggunakan campuran selulase Onozuka R-10 1%
dan maserozim R-10 1% selama 5 jam. Sedangkan
prosedur isolasi protoplas jamur tiram putih juga
dilakukan berdasarkan modifikasi metode sebelumnya
(Santiago, 1983 dalam Sufiani, 1993) dan hasil optimasi
Irawan (2004) hanya saja menggunakan 1 ml larutan
lysing enzyme 2% selama 1 jam. Suspensi enzim dan
miselia diinkubasi pada inkubator shaker dengan
kecepatan 80 rpm selama 1 jam. Viabilitas protoplas
diuji dengan menggunakan pewarna metilen biru.
Pewarnaan dengan metilen biru dilakukan berdasarkan
modifikasi metode Kao (Kao, 1991b). Data merupakan
rerata dari 3 kali pengamatan.

Penghitungan ukuran protoplas dilakukan
dengan melakukan pengamatan mikroskopis pada
perbesaran 10x40 terhadap protoplas individual.
Ukuran protoplas dihitung dengan menggunakan
mikrometer. Sebanyak 50 p.1 suspensi protoplas
diteteskan pada kaca preparat, kemudian diamati di
bawah mikroskop. Ukuran protoplas individual
kemudian dihitung. Nilai rerata ukuran protoplas jamur
tiram didapat dengan melakukan 2 kali pengamatan
dengan masing-masing 3 kali ulangan.

Prosedur fusi protoplas dilakukan berdasarkan
modifikasi metode Gunge (Grunge, 1983 dalam Sufiani,
1993). Sebanyak 1 ml suspensi protoplas hasil isolasi

dari tiap biakan dicampur di dalam tabung falcon
kemudian disentrifugasi selama 20 menit pada
kecepatan 2.500 rpm. Pelet lalu disuspensikan dalam 1
ml larutan PEG6000 dengan konsentrasi yang berbeda
yaitu 0%, 30%, 40%, dan 50% (Kl, K2 & K3). Larutan
PEG6000 yang digunakan terlebih dahulu dipanaskan
hingga 38° C. Suspensi kemudian diinkubasi pada
suhu ruang selama tiga periode yang berbeda yaitu 10,
20, dan 30 menit (Wl, W2 & W3). Suspensi kemudian
diencerkan dengan menambahkan 4 ml larutan penstabil
osmotik 0,6 M MgSO4.7H2O dalam 0,01 M dapar fosfat
pH5,8.

Pola kecenderungan fusi antara kedua jenis
protoplas diuji dengan melakukan pengamatan proses
fusi protoplas di bawah mikroskop dengan
menggunakan ketiga larutan PEG6000 dengan
konsentrasi berbeda dan lama waktu inkubasi berbeda
serta kombinasi kedua perlakuan tersebut (K0W0
sampai K3W3). Sebanyak 10 il protoplas jamur tiram
cokelat dan 10 il protoplas jamur tiram putih diteteskan
pada kaca preparat, kemudian tetesan dicampur dan
ditambahkan dengan 10 il larutan PEG6000. Preparat
kemudian diamati di bawah mikroskop dengan
perbesaran 10x40 selama 1 menit untuk melihat proses
fusi yang terjadi. Pola kecenderungan fusi protoplas
merupakan hasil dari 3 kali pengamatan.

Regenerasi protoplas merupakan kelanjutan dari
proses fusi dan dilakukan berdasarkan metode Hong
(Hong, 1983 dalam Sufiani, 1993). Sebanyak 1 ml
suspensi protoplas hasil fusi dari tiap perlakuan (K0W0
sampai K3 W3) diinokulasikan ke cawan petri steril yang
kemudian dituangi dengan medium regenerasi minimal
(MRM). Petri lalu diinkubasi pada suhu 30° C sampai
koloni tumbuh. Koloni fusan yang tumbuh pada MRM
dihitung dan dianalisis secara statistik.

Data jumlah fusan dianalisis dengan
menggunakan metode analisis varians (ANAVA) dua
faktor dengan empat kali pengulangan. Normalitas
sampel ditentukan dengan uji Shapiro- Wilk, sedangkan
homogenitas sampel ditentukan dengan uji Bartlett.
Data selanjutnya dianalisis dengan menggunakan uji
jarak ganda Duncan untuk menentukan taraf beda nyata
antara rerata dari tiap perlakuan (Conover, 1980;
Sudjana, 1991;Sudjana, 1992; Gomez dan Gomez 1995).
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Foto 2. Protoplas jamur tiram putih (kiri) dan coklat kanan. ( •) menunjukkan
protoplas yang mati sedangkan ( •) menunjukkan protoplas yang hidup

HASH,
Protoplas jamur tiram cokelat dan putih hasil

isolasi diamati dengan menggunakan mikroskop
perbesaran 10x100 (Foto 2). Hasil pengamatan
mikroskopis menunjukkan bahwa protoplas jamur tiram
cokelat dan jamur tiram putih berbentuk bulat
(spherical). Pengukuran diameter protoplas dengan
mikrometer menunjukkan bahwa protoplas jamur tiram
cokelat sedikit lebih besar dibandingkan protoplas
jamur tiram putih. Ukuran rerata protoplas jamur tiram
coklat adalah 3,24 um, sedangkan ukuran rerata
protoplas jamur tiram putih adalah 3,04 |j.m.

Rerata jumlah protoplas jamur tiram cokelat
hasil isolasi adalah 3,15 x 105 protoplas per ml suspensi,
sedangkan rerata jumlah protoplas jamur putih adalah
3,71 x 105 protoplas per ml suspensi. Jumlah protoplas
keduajamur tersebut lebih besar dari 105 protoplas per
ml, sehingga suspensi protoplas tersebut dapat
digunakan untuk proses fusi. Jumlah protoplas
optimum untuk melakukan fusi protoplas adalah 105-
106 protoplas per ml suspensi protoplas (Budiwati dan
Pudjiraharti,2001).

Viabilitas protoplas jamur tiram cokelat dan jamur
tiram putih hasil isolasi diuji dengan pewamaan metilen
biru (Foto 2). Metilen biru akan terakumulasi pada
protoplas yang mati karena membran protoplas bersifat
permeabel terhadap zat warna, sehingga protoplas mati
akan berwarna biru. Protoplas yang utuh dan hidup
akan mereduksikan zat warna tersebut, sehingga
protoplas tampak berwarna kekuningan (Eriksson
1985; Endress 1994).

Persentase viabilitas protoplas jamur tirarm
cokelat adalah 80,61%, sedangkan persentase viabilitas
protoplas jamur tiram putih adalah 83,68%. Pengujian
viabilitas protoplas dilakukan sebagai salah satu
metode untuk mengetahui kemampuan protoplas dalam
melakukan pembelahan, regenerasi, dan pembentukan
organisme utuh (Eriksson 1985; Sufiani 1993).

Protoplas jamur tiram cokelat dan putih
difusikan dengan penambahan larutan PEG6000 yang
mengandung 50 mM CaClr Pola kecenderungan fusi
antara protoplas jamur tiram cokelat dan jamur tiram
putih setelah penambahan larutan PEG6000 pada
konsentrasi yang berbeda (0%, 30%,- 40%, dan 50%)
diamati dengan melakukan pengamatan mikroskopis
Hasil pengamatan selama 1 menit menunjukkan bahwa
penambahan larutan 0% PEG6000 tidak menyebabkan
protoplas dalam suspensi saling berdekatan dan

berlekatan. Hal tersebut membuktikan bahwa proses
fusi antara protoplas dari spesies yang berbeda tidak
dapat terjadi dengan sendirinya (secara spontan)
karena hams diinduksi dengan penambahan zat

tertentu sebagai fusogen.

Sedangkan penambahan larutan 30% PEG6000

menyebabkan dua protoplas saling berdekatan dan
mengadakan pelekatan (kontak), namun kontak yang
terbentuk tidak stabil sehingga protoplas terpisah
kembali. Hal tersebut menunjukkan bahwa larutan 30%
PEG600() diduga mampu berperan sebagai agen
penginduksi fusi karena dapat mendekatkan protoplas
namun belum cukup efektif karena adhesi yang
ditimbulkannya kurang kuat sehingga protoplas dapat

588



Berita Biologi 9(5) - Agustus 2009

Foto 3. Fusi 2 protoplas dengan penambahan 40% PEG6000(kiri) dan Fusi lebih dari 2 protoplas
dengan penambahan 50% PEG6000(kanan)

kembali terpisah.
Penambahan larutan 40% PEG60DO menyebabkan

dua protoplas saling berdekatan dan mengadakan
kontak (Foto 3). Kontak yang terbentuk lebih stabil,
sehingga protoplas tidak mudah terpisah kembali
seperti saat penambahan larutan 30% PEG6000. Hal
tersebut menunjukkan bahwa larutan 40% PEG6000

diduga mampu berperan sebagai agen penginduksi fusi
yang efektif karena dapat mendekatkan protoplas dan
menimbulkan daya adhesi yang cukup kuat sehingga
protoplas yang berlekatan tidak terlepas kembali.

Penambahan larutan 50% PEG6000 menyebabkan
lebih dari dua protoplas saling berdekatan dan
mengadakan kontak dengan cepat (Foto 3). Hal tersebut
menunjukkan bahwa larutan 50% PEG6000 diduga
mampu berperan sebagai agen penginduksi fusi yang
lebih efektif dari larutan 40% PEG6000 karena dapat
mendekatkan dan melekatkan lebih dari dua protoplas.

Faktor lain yang dapat mempengaruhi proses
fusi adalah lama waktu inkubasi dalam PEG. Waktu
inkubasi dalam PEG yang digunakan pada penelitian
adalah 10,20 dan 30 menit. Seiring dengan peningkatan
waktu inkubasi, diharapkan semakin banyak protoplas
yang berlekatan dan mengadakan peleburan. Namun,
peningkatan lama waktu inkubasi juga dapat
menyebabkan kematian protoplas. Menurut Kao
(1991a), inkubasi protoplas dalam waktu yang lama
dalam larutan PEG atau Ca2+ tinggi dapat menyebabkan
kematian protoplas. Hal tersebut mungkin disebabkan
oleh tingginya afinitas PEG terhadap air dan adanya
aktivitas aglutinasi PEG yang dapat menyebabkan

distorsi pada protoplas, sehingga dapat menurunkan
viabilitas protoplas. Selain itu, PEG diketahui bersifat
toksik terhadap beberapa jenis sel tertentu sehingga
dapat mengurangi viabilitas produk fusi. Oleh karena
itu, PEG harus segera dicuci atau diencerkan setelah
proses fusi terjadi (Constabel dan Cutler 1985; Hadini
1997).

Protoplas hasil fusi ditumbuhkan di medium
regenerasi minimal (MRM). Hasil pengamatan
menunjukkan bahwa protoplas non fusi tidak dapat
tumbuh (Tabel 1), sedangkan protoplas hasil fusi yang
ditumbuhkan pada MRM mulai tumbuh pada hari ke-7
setelah fusi protoplas.

Kemampuan produk fusi untuk tumbuh pada
medium regenerasi minimal mungkin disebabkan oleh
perbedaan materi genetik yang dimiliki fusan. Selain
itu, peleburan inti (kariogami) pada sel heterokarion
cenderung meningkatkan aktivitas metabolisme
sehingga sel dapat mengatasi keterbatasan kandungan
bahan organik pada MRM (Endress, 1994). Protoplas
parental dan non fusi tidak dapat tumbuh pada MRM,
hal tersebut dapat disebabkan oleh ketidakmampuan
protoplas dalam mengatasi minimnya kandungan bahan
organik pada MRM.

Koloni-koloni yang tumbuh pada MRM belum
dapat dipastikan sebagai produk fusi karena perlu diuji
lebih lanjut untuk mengetahui apakah benar koloni
yang tumbuh merupakan produk fusi. Pengujian koloni
fusan dapat dilakukan dengan melakukan pengamatan
morfologis, analisis isozim ataupun uji aktivitas
biokimia seperti yang dilakukan oleh Fadlia (1993) dan

589



Djajanegara dan El-khobar - Fusi Protoplas Jamur Tiram Putih dan Jamur Tiram Coklat

Tabel 1. Pengaruh konsentrasi PEG6000(K) dan lama waktu inkubasi (W) terhadap keberhasilan proses fusi
protoplas

Perlakuan
K2W 1
K2W2
K3W2
K3W1
K3W3
K2W3
K1W3
K1W2
KIWI
KOWO

Rerata hasil fusi"a
121,25
114,50
1 10,50
109,00
108,00

69,25
54,25
28,25

6,5
0

UJGDb

a
a
a
a
a
b

be
cd
d
e

Keterangan:
' : Rerata dari empat kali ulangan,

b : Angka-angka yang mempunyai huruf yang sama dinyatakan tidak
berbeda nyata pada uji jarak anda Duncan (UJGD) pada taraf nyata 5%.

Sufiani (1993). Akan tetapijumlah koloni yang tumbuh
pada media MRM cukup memadai sebagai indikator
jumlah fusan yang didapat dari berbagai macam kondisi
fusi untuk menentukn kondisi mana yang paling
optimum berdasarkan jumlah kandidat fusan yang
terbanyak yang tumbuh pada media MRM.

Koloni-koloni yang dapat tumbuh pada medium
regenerasi minimal (MRM) dihitung dan diasumsikan
sebagai produk fusi yang dihasilkan (Tabel 1). Data
pada Tabel 1 menunjukkan bahwa rerata jumlah koloni
yang diduga fusan bervariasi yaitu 121,25 (perlakuan
K2W1), 114,5 (perlakuan K2W2), 110,5 (perlakuan
K3W2), 109 (perlakuan K3W1), 108 (perlakuan K3W3),
69,25 (perlakuan K2W3), 54,25 (perlakuan K1W3), 28,25
(perlakuan K1W2), dan 6,5 (perlakuan KIWI).

Metode ANAVA dilakukan untuk melihat
adanya efek faktor lama waktu inkubasi, konsentrasi
PEG6000, serta interaksi antara faktor lama waktu inkubasi
dan konsentrasi PEG6000 terhadap proses fusi
protoplas. Hasil analisis dengan metode tersebut
menunjukkan bahwa pada taraf nyata (a) 0,05, faktor
yang memiliki nilai Fhtag lebih kecil dari F^ ( F ^ (0,334)
<Ftobel (3,354) adalah lama waktu inkubasi. Berdasarkan
hal tersebut, dapat disimpulkan bahwa dari ketiga
faktor (lama waktu inkubasi, konsentrasi PEG6000, serta
interaksi antara faktor lama waktu inkubasi dan
konsentrasi PEG6000) yang diujikan yaitu konsentrasi
hanya faktor lama waktu inkubasi yang memiliki efek
signifikan terhadap keberhasilan proses fusi protoplas.

Analisis statistik dilanjutkan dengan melakukan
uji jarak ganda Duncan (UJGD) pada taraf kepercayaan

95% untuk melihat perbedaan nyata antara rerata dari
tiap perlakuan (Hadini, 1997). Data hasil UJGD (Tabel
1) menunjukkan bahwa rerata jumlah koloni pada
kombinasi perlakuan K2W1 (konsentrasi PEG6000 40%
dan waktu inkubasi 10 menit) menempati peringkal
pertama walaupun tidak berbeda nyata secara statistik
dengan perlakuan K2 W2 (konsentrasi PEG6000 40% dan
waktu inkubasi 20 menit), K3W2 (konsentrasi PEG6000

50% dan waktu inkubasi 20 menit), K3W1 (konsentrasi
PEG6000 50% dan waktu inkubasi 10 menit), dan K3W3
(konsentrasi PEG6000 50% dan waktu inkubasi 30 menit).
Oleh karena itu, penentuan kondisi optimal untuk
proses fusi protoplas antara jamur tiram cokelat dan
jamur tiram putih dilakukan berdasarkan nilai rerata
terbesar jumlah koloni yang diduga fusan.

Data jumlah koloni yang diduga fusan
menunjukkan bahwa rerata terbesar didapat pada
perlakuan penambahan konsentrasi PEG6000 40% dan
waktu inkubasi 10 menit yaitu 121,25 fusan.
Berdasarkan hal tersebut, diduga kondisi optimal untuk
fusi protoplas antara jamur tiram cokelat dan jamur tiram
putih adalah pada perlakuan K2W1 yaitu pada
konsentrasi PEG6000 40% dan waktu inkubasi 10 menit.

PEMBAHASAN

Pengukuran protoplas hasil isolasi dapat
digunakan sebagai salah satu cara untuk memantau
adanya proses fusi spontan saat isolasi protoplas. Data
yang didapat pada penelitian ini menunjukkan bahwa
variasi ukuran antara protoplas satu dan lainnya tidak
terlalu jauh, sehingga diduga bahwa tidak terjadi
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proses fusi spontan pada saat isolasi protoplas.
Menurut Endress (Endress, 1994), peningkatan volume
protoplas hasil isolasi menunjukkan adanya
peningkatan akti vitas metabolisme yang terjadi akibat
proses fusi.

Keberhasilan proses isolasi protoplas
dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain metode
isolasi, jenis enzim litik, larutan penstabil osmotik, suhu,
dan pH (Fadlia 1993). Metode isolasi protoplas jamur
tiram cokelat dilakukan dengan metode satu tahap
karena metode tersebut lebih praktis dan sederhana.
Selain itu, metode satu tahap dapat meminimalkan
frekuensi fusi spontan yang mungkin menghasilkan
protoplas multinukleat dan kerusakan protoplas akibat
agitasi selama masa inkubasi (Setiari 2001). Menurut
Ye & Earle (Ye & Earle, 1991), penggunaan protoplas
multinukleat pada proses fusi protoplas dapat
mempengaruhi tipe produk yang dihasilkan dan
kesuksesan dari proses fusi protoplas yang dilakukan.

Enzim yang digunakan untuk isolasi protoplas
jamur tiram cokelat adalah campuran selulase dan
maserozim. Menurut Hong (Hong, 1983 dalam Sufiani,
1993), campuran kedua jenis enzim tersebut baik
digunakan untuk mengisolasi protoplas jamur
Basidiomycota. Enzim selulase dan maserozim memiliki
aktivitas selulase, hemiselulase, dan pektinase yang
berperan penting dalam pelisisan dinding sel miselium
dan pelepasan protoplas (Davis, 1985).

Enzim yang digunakan untuk isolasi protoplas
jamur tiram putih adalah lysing enzyme yang berasal
dari Trichoderma harzianum. Enzim tersebut diketahui
memiliki aktivitas selulase, kitinase, dan protease yang
berperan dalam pelisisan secara efektif dinding sel
miselia yang tersusun atas selulosa, kitin, dan protein
(Davis, 1985).

Perbedaan jenis enzim litik yang digunakan saat
isolasi protoplas dapat disebabkan oleh perbedaan
perbandingan komposisi dinding sel dari kedua jamur.
Perbedaan komposisi dinding sel jamur tiram cokelat
dan jamur tiram putih belum diketahui, namun
berdasarkan aktivitas jenis enzim yang digunakan
diduga bahwa dinding sel jamur tiram cokelat memiliki
komposisi selulosa yang lebih besar bila dibandingkan
dengan dinding sel jamur tiram putih.

Larutan penstabil osmotik yang digunakan

adalah 0,6 M MgSO4.7H2O dalam 0,01 M dapar fosfat
pH 5,8. Penggunaan larutan garam tersebut diketahui
dapat meningkatkan aktivitas enzim dan tidak akan
menghambat aktivitas enzim seperti halnya larutan gula
alkohol, sehingga protoplas yang dihasilkan dapat
lebihbanyak(Davis, 1985; Zhao et. al.,2004).

Kemampuan PEG dalam menginduksi fusi
disebabkan oleh dua aktivitas yang dimilikinya yaitu
menyebabkan adhesi (pelekatan) sel dan mengganggu
kestabilan membran protoplas dengan mengubah
penyebaran muatan listrikpada membran (Hadini, 1997).
Saat dilarutkan dalam air, PEG akan bermuatan negatif
dan dapat membentuk ikatan hidrogen dengan kurub
positif dari molekul air serta molekul karbohidrat dan
protein yang terdapat pada membran protoplas. Ikatan
hidrogen tersebut menyebabkan terjadinya perubahan
penyebaran muatan listrik dan agregasi lokal
komponen-komponen protein pada membran. Polietilen
glikol dengan berat molekul yang tinggi berperan
sebagai jembatan antara membran protoplas yang
berdekatan dan menyebabkan terjadinya agregasi
protoplas (Endress, 1994). Bagian positif membran
dapat langsung berikatan dengan bagian negatif
membran lainnya pada titik kontak antar membran,
sehingga jembatan sitoplasma kecil terbentuk dan terus
membesar sampai akhirnya kedua protoplas melebur
(Smith, 1993; Endress, 1994;Purwito, 1999).

Penambahan PEG menyebabkan timbulnya
adhesi yang kuat pada sitoplasma protoplas. Menurut
Constabel & Cutler (Constabel & Cutler, 1985), adhesi
atau aglutinasi tersebut dapat mengeliminasi sistem
pengenalan antar sel yang mungkin terdapat antara
sel-sel dari taksa yang berbeda. Hal tersebut
memungkinkan terjadinya proses fusi antara protoplas
yang berasal dari satu spesies, berbeda spesies,
ataupun berbeda genus.

Larutan PEG6000 yang digunakan ditambahkan
dengan larutan 50 mM CaClr2H2O. Efek penambahan
larutan CaCl2.2H2O pada proses fusi yang dilakukan
belum diketahui, namun penambahan kation seperti
Ca2+ dalam larutan PEG diduga dapat meningkatkan
frekuensi fusi. Ion kalsium berperan sebagai jembatan
penghubung antara PEG dan membran protoplas atau
antara fosfolipid dari dua membran sehingga
mempercepat proses pelekatan dan peleburan antar
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