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Abstract

The experiment was carried out at the Laboratory of Clinical Plant Pathology, Faculty
of Agriculture, Gadjah Mada University in Yogyakarta and the Research Center at the
Laboratory of Agriculture Biology, Gifu University in Japan. The objectives of the experiment
were to identify and to test anastomosis group of orchid mycorrhizal Rhizoctonia TMG-2, SR-
9, and SR-8 isolates. The tester of Rhizoctonia to be used were AG-F SIR.9, AG-F Fko.2.28,
and AG-F PS.17. Results of the study showed that SR-8 belongs to binucleate Rhizoctonia
(BNR) and grouped into AG F (teleomorph: Ceratobasidium sp).
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PENDAHULUAN

Jamur mikoriza merupakan bentuk aso-
siasi simbiosis mutualistik antara jamur dan akar
tanaman. Perkembangan miselium, diferensiasi
menjadi struktur infeksi, dan penetrasinya ke ta-
naman inang dipengaruhi oleh faktor biotik dan
abiotik. Faktor biotik yang penting ialah kemam-
puan tanaman menghasilkan sinyal-sinyal ter-
tentu yang menyebabkan jamur mikoriza meng-
infeksi akar (Nusantara 2007).Ada enam tipe
asosiasi mikoriza, yaitu: (1) Vesicular-arbuskular
mycorrhiza (VAM), yaitu mikoriza yang dalam
asosiasinya dengan perakaran tanaman memben-
tuk vesikula dan arbuskula. Jamur yang tergolong
dalam mikoriza tipe ini biasanya berasal dari
kelompok Zygomycetes. (2) Ectomycorrhiza (ECM),
yaitu mikoriza yang dalam asosiasinya dengan
perakaran tanaman membentuk mantel yang
menutupi permukaan perakaran dan membentuk
hartig net di sekeliling sel epidermis dan korteks.
Jamur yang tergolong dalam mikoriza tipe ini
biasanya berasal dari kelompok Basidiomycetes.
(3) Ectendomycorrhiza (Arbutoid), mempunyai sifat
mirip dengan ECM, tetapi hifa jamur dapat juga
masuk ke dalam sel epidermis. (4) Orchid mycorr-
hiza, tipe mikoriza ini terdapat pada anggrek,
terutama pada kecambah anggrek dan tanaman
anggrek dewasa yang klorofilnya kurang baik.
Jamur tipe ini membentuk struktur hifa yang ber-
upa lilitan padat yang disebut peloton. (5) Ericoid
mycorrhiza, jamur tipe ini biasanya membentuk
struktur yang disebuit ”Ahair root” pada tanaman
Ericales. (6) Thysanotus mycorrhiza, tipe mikoriza
ini terdapat pada tanaman bakung. Jamur ini ha-
nya tumbuh dan berkembang di bawah sel epider-
mis perakaran bakung.

Jamur mikoriza menguntungkan bagi tana-
man di daerah kering karena dapat meningkatkan
kemampuan tanaman untuk menyerap air (Cui et al.
2004), memperbaiki sifat kimia, fisika, danbiologi
tanah, karena hifa eksternal jamur mikoriza mampu
menembus ruang pori tanah, baik mikro maupun
makro. Keberadaan hifa eksternal danakarsangat
penting karena mampu menyerap dan menyimpan
lengas tanah/soil moistoure (Nelson & Safir cit. Ha-
rahap 2009). Jamur mikoriza dapat dimanfaatkan
untuk meningkatkan pertumbuhan dan regenerasi
akar (Porcel & Ruiz-Lozano 2004; Ingham cit. Mar-
garetha 2008). Jamur mikoriza diharapkan dapat
menyebabkan bibit vanili tahan kering, penggunaan
bibit vanili tahan kering ini dapat meningkatkan
produktivitasdan umur produksi tanaman (Ha-
disutrisno 2005).

Jamur mikoriza yang bersimbiosis dengan
anggrek disebut jamur mikoriza anggrekan. Mikori-
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za anggrekan tersebut dikelompokkan ke dalam ge-
nus Rhizoctonia, Tulasnella, Ceratobasidium, dan
Thanatephorus. Athipunyakom (2004) telah mene-
mukan tujuh genus dan empat belas spesies jamur
mikoriza yang diisolasi dari perakaran anggrek
sehat, yaitu Ceratorhiza cerealis, C. pernacatena,
C. ramicola, Ceratorhiza sp., Epulorhiza calendu-
lina, E. repens, Rhizoctonia globularis, Sistotrema
sp., Trichosporiella multisporum, Tulasnella sp.,
Waitea circinata dan dua jenis Rhizoctonia sp. Dari
pewarnaaninti diketahui bahwa semuanya terma-
suk ke dalam kelompok Rhizoctonia binukleat,
kecuali Waitea circinata yang termasuk kelompok
multinukleat. Kelompok anggrekan merupakan
tanaman yang bunganya indah dan sudah dikenal
sejak 200 tahun lalu. Kelompok ini dapat hidup se-
cara terrestrial maupun epifit, berkhlorofil maupun
parasit. Salah satu cirri utama tanaman anggrek
adalah dihasilkannya biji yang sangat kecil dan ban-
yak. Tanaman anggrek pada semua siklus hidupnya
secara obligat tergantung oleh jamur mikoriza
(Haryuni 2012).

Berdasarkan jumlah inti sel hifanya Rhizoc-
tonia dibagi menjadi tiga kelompok utama, yai-
tu: uninukleat, binukleat, dan multinukleat. Pada
Rhizoctonia binukleat ujung sel hifa yang muda
biasanya berinti 2 atau dapat berkisar antara 1—3,
sedangkan Rhizoctonia multinukleat berinti lebih
dari dua(Sneh et al. 1991). Hasil isolasi dari jamur
108 anggrek di Puerto Rico pertama kali diperoleh
hifa yang berinti dua atau lebih (Otero et al. 2002).
Pengelompokan tersebut dibedakan berdasarkan
pada warna dan morfologi koloni, jumlah sel inti
hifa, morfologi teleomorf, karakteristik pertumbu-
han dan patogenisitas pada tanaman inang.

Pengelompokan jamur dengan metoda anas-
tomosis hifa dapat menunjukkan hubungan keke-
luargaan atau tingkat kesamaan (Kim et al. 2004),
walaupun tidak mencapai 100%. Pengujian anas-
tomosis dilakukan pada kelompok yang berbeda
sehingga dapat menunjukkan kompatibilitas dan
respon dari 2 ujung hifa yang melebur. Berdasar-
kan anastomosisnya Ceratobasidium cornigerum
dapat berasosiasi dengan kelompok anggrekan. Hal
tersebut dapat dilihat dari terjadinya fusi 2 ujung
hifa yang bertemu dan melebur menjadi satu se-
cara sempurna. Rhizoctonia binukleat telah dibagi
menjadi “kelompok anastomosis” (Anastomosis
GroupatauAG) yang berbeda-beda (Hyakumachi
et al. 2005), didasarkan atas uji anastomosis dari
hifa dan didukung dengan analisis urutan DNA.
Setidaknya enam dari AGs(AG.-A, AG-B, AG-C,
AG-D, AG-P, dan AG-Q) berhubungan dengan
Ceratobasidium cornigerum (Sen et al., 1999),
sedangkan Hyakumachi et al. (2005) menemukan
Rhizoctonia binukleat AG-T dan AG-U dari akar
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dan batang Rosa spp. di Jepang.

Fusi 2 ujung hifa sangat menentukan adanya
kesamaan dalam kelompok. Pengujian terhadap
hubungan filogenik kelompok anastomosis (AG)
dari kelompok Rhizoctonia yang berasosiasi dengan
Ceratobasidium dan Thanatephorus teleomorf dari
122 isolat, diperoleh 31 kelompok terdiri atas 21 ke-
lompok Thenatephorusdan 10 kelompok Ceratoba-
sidium. Jamur yang memiliki kesamaan pada pola
genetik memudahkan dalam menentukan hubun-
gan kekerabatan (Frowine cit. Hidayat & Pancoro,
2008). Pada Rhizoctonia mikoriza yang didapatkan
dari anggrekan belum dilakukan pengelompokan
sehingga perlu dilakukan pengujian dengan cara
anastomosis.

METODE

Isolat jamur Rhizoctoniabinukleat (binu-
cleate Rhizoctonia atau BNR) yang digunakan ter-
diri atas SR-8 dan SR-9 yang keduanya diisolasi
dari perakaran vanili di Kulonprogo, dan TMG-2
yang diisolasi dari Temanggung (Irawati, 2004),
kemudian diperbanyak melalui medium seleksi
jagung tumbuk, pecahan beras halus, bekatul, dan
sekam padi. Isolat BNR diperbanyak pada me-
dium agar air 2%, kemudian disimpan pada suhu
kamar (25—26°C) selama 5 hari. Isolat selanjut-
nya ditumbuhkan dalam medium PDA di cawan
petri berdiameter 9 cm, kemudian diinkubasikan
selama 5—7 hari pada suhu kamar. Biakan jamur
tersebut diperbanyak dan dikembangkan pada
medium jagung giling (hasil seleksi pendahuluan)
selama 5—7 hari, biakan ini digunakan sebagai
biakan murni untuk pengujian selanjutnya.

Biakan diinokulasikan pada bibit vanili
yang berasal dari kultur jaringan, dibiarkan tum-
buh selama 8 bulan kemudian pada bagian pera-
karannya dilakukan pengamatan histopatologis.
Tahap pertama adalah penjernihan jaringan akar,
yaitu dengan mencuci akar bibit vanili sampai
bersih secara perlahan memotongnya dengan
panjang lebih kurang 2-3 cm, diiris tipis membu-
jur. Potongan akar dimasukkan dalam KOH 10%
dipanaskan pada suhu 70°C selama 3 menit (ha-
sil penelitian pendahuluan). Akar dicuci dalam
KOH 1% dingin dan direndam dalam HCI 1%
selama 1 menit. Tahap kedua adalah pengecatan
jaringan akar. Potongan akar yang telah melalui
tahap pertama direndam dalam lactophenol trypan
blue 0,05% selama lhari.

Panjang akar terinfeksi

Persentase

0,
infeksi akar = X 100%

Panjang akar yang
diamati
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Pengamatan struktur hifa (peloton) secara
mikroskopis dilakukan dengan membuat preparat
jaringan akar pada gelas objek. Pengamatan hifa
internal dilakukan secara mikroskopis dengan
melihat keberadaan hifa di dalam jaringan akar,
sedangkan pengamatan hifa eksternal dilakukan
dengan melihat adanya hifa di permukaan akar.

Pengamatan anastomosis dilakukan den-
gan cara mencairkan 200 ml agar air kemudian
pH nya diatur hingga mencapai 3,8 dengan cara
menambahkan larutan asam laktat (lactic acid)
10% . Agar air yang sudah mencair dan derajat
kemasamannya (pH) mencapai 3,8 dituangkan
kedalam gelas piala berukuran 200 ml. Selanjut-
nya gelas objek dimasukkan kedalam gelas piala
yang berisi agar air tersebut, kemudian dikerin-
ganginkan, bagian bawah gelas objek dibersihkan
dengan tissue steril. Setiap gelas objek ditandai
dengan label untuk menghindari kesalahan. Ge-
las objek yang sudah dilapisi dengan agar air dii-
nokulasi dengan isolat jamur SR-8 dan SR-9 yang
akan diuji, sedangkan pada sisi yang berlawanan
diinokulasi dengan isolat tester.

Perlakuan tersebut diulang 10 kali untuk
setiap isolate dengan salah satu isolat tester, se-
lanjutnya diinkubasi selama 15 sampai dengan
20 jam, dan diamati di bawah mikroskop untuk
melihat dan menentukan terjadi atau tidaknya
fusi hifa kedua isolat. Gelas objek yang sudah
diinokulasi dengan keduaisolat dimasukkan di
dalam kotak plastik steril dan bening sehingga
pertumbuhan hifa dapat diamati dari luar. Ke-
mampuan anastomosis Rhizoctonia diuji berdasar-
kan metode Villajuan-Abgona ez al. (1996). Identi-
fikasi dilakukan dengan mengelompokkan isolat
melalui anastomosis hifa. Penentuan kelompok
dengan melihat terbentuknya fusi yang bertautan
pada hifa antara isolat yang diuji dengan isolat uji
(tester) (AG-F SIR.9, AG-F FXo.2.28, dan AG-F
PS.17), penggunan isolat tester tersebut bedasar-
kan pada koloni morfologinya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi

Peloton (Gambar 3) dibentuk dari hifa
BNR yang melakukan penetrasi kemudian meng-
infeksi pada bagian sel epidermis, selanjutnya
membentuk lilitan padat di dalam akar (Kasi-
amdari 2000; Brundrett 2004). Infeksi dan lisis
peloton terjadi berulang kali di dalam sel. Pelo-
ton dapat dijumpai pada perakaran kelompok
anggrek tanah (Kristiansen et a/. 2001). Menurut
Brundrett (2004), bagian akar yang terinfeksi ti-
dak membesar, hifa menembus sel dan masuk di
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Gambar 1. Akar bibit vanili kultur jaringan yang diinokulasi dengan BNR x: peloton.

Gambar 2. Akar bibit vanili kultur jaringan yang diinokulasi dengan BNR y: hifa internal

Gambar 3. Akar bibit vanili kultur jaringan yang diinokulasi dengan BNR vy: hifa eksternal
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Gambar 4. Fusi hifa antara isolat SR-8 dengan isolat tester AG-F SIR.9.

dalam jaringan akar sebagai hifa internal (Gam-
bar 2), sedangkan hifa yang di luar akar yaitu hifa
eksternal (Gambar 3).

Jamur mikoriza menginfeksi bagian ujung
akar kemudian hifa bertambah banyak di dalam
jaringan dan meningkatnya pembentukan ser-
ta pertumbuhan akar (Brundrett 2004; Krishna
2005). Fungsi jamur mikoriza, yaitu 1) sifat-sifat
tanah (fisika, kimia, dan biologi) di rizosfer me-
ningkat, 2) bidang akar tanaman dan mening-
katkan efisiensi penyerapan air membesar, 3)
penyerapan fosfor (P) dan unsur lain yang dibu-
tuhkan tanaman meningkat, 4) aktifnya sistem
pertahanan tanaman, 5) terhindar dari kerusakan
oksidatif akibat cekaman kekeringan, dan 6) ber-
pengaruh pada ekspresi bahan genetik (Cui et al.
2004; Krishna 2005; Song 2005). BNR yang da-
pat membentuk peloton, hifa internal, dan hifa
eksternal yaitu jamur mikoriza.

Anastomosis hifa

Isolat SR-8 termasuk ke dalam kelompok
Ceratobasidium sp. AG-F.2. Pengujian pada jamur
Ceratobasidium sp. AG-F telah dilakukan oleh
Uchida et al. (1986) yang mempunyai hifa binu-
kleat kemudian dikelompokkan dan termasuk te-
leomorf dari Ceratobasidium mempunyai dua inti
(Sen et al. 1999). Gonzales (2001) memperoleh
10 kelompok Cerarobasidium yang diperoleh dari
asosiasi Rhizoctonia yang diisolasi dari 122 isolat,
banyak dijumpai di China (Yang er al. 2005) dan
di Australia (Irwin et al.2007).

Metode anastomosis digunakan sebagai
dasar pengelompokan dan diferensiasi antara
kelompok spesies. Kelompok yang sama menun-
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jukkan kemiripan dalam suatu populasi(Borges
et al. 2002). Sebagai isolat uji (tester) yang digu-
nakan yaitu AG-F SIR.9, AG-F Fko.2.28, dan
AG-F PS.17.

Fusi hifa yang dihasilkan antara isolat
SR-8 dengan isolat tester AG-F SIR.9 (Gambar
4) menunjukkan bahwa isolat SR-8 atau Rhizoc-
tonia binukleat dari Kulonprogo, Yogyakarta, ter-
masuk ke dalam kelompok AG-F sehingga isolat
SR-8 dimasukkan ke dalam kelompok Ceratoba-
sidium sp. AG-F.2. Teknik yang dilakukan untuk
klasifikasikan jamur ini melalui anastomosis.
Pertumbuhan dan pertemuan kedua ujung hifa
antara isolat SR-8 dan kelompok AG-F terjadi
fusi secara sempurna. SR-8 menunjukkan tingkat
interaksi antara hifa, sehingga terjadi fusi yang
sempurna dengan fusi dinding sel dan membran
dari isolat tester tanpa kematian sel. Isolat terse-
but berhubungan dekat, sehingga dapat dikelom-
pokkan ke dalam AG atau kelompok yang sama.

Pengamatan secara anastomosis pada Ce-
ratobasidium cornigerum dapat terjadi fusi dengan
kelompok anggrekan. Hal tersebut dapat dilihat
terjadinya fusi 2 ujung hifa yang bertemu dan me-
lebur menjadi satu (Sen et al. 1999). Mendukung
penelitian ini telah ditemukan 21 jenis jamur dari
Rhizoctonia spp. binukleat pada anggrek yang da-
pat beranastomosis dengan kelompok AGs (Sneh
etal., 1991). Sesuai dengan pendapat dari Carling
et al. (1994), Rhizoctoniasp. yang diperoleh dari
angrek Prerostylis acuminataAG-6 dan AG-12 dari
Australia beranastomosis dengan BNR. Rhiizoc-
tonia binukleat padastroberi yang diisolasi dari
provinsi Cape Barat di Afrika Selatan beranasto-
mosis dengan AG-A, AG-G, dan AG-I masing-
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masing sebesar 69%, 25%, dan 6% (Botha et al.
2003). Rhizoctonia binukleat terdiri atas 19 AGs,
sedangkan Rhizoctonia multinukleat terdiri atas
14 AGs (Sneh et al. 1991).

SIMPULAN

Identifikasi jamur mikoriza dilakukan ter-
hadap tiga isolat Rhizoctonia binukleat (binuclea-
te Rhizoctonia atau BNR) pada perakaran vanili
yang diperoleh dari Kulonprogo, dan Temang-
gung. Isolat tersebut terdiri atas SR-8, SR-9, dan
TMG-2. Hasil yang diperoleh menunjukkan bah-
wa SR-8 adalah BNR. Berdasarkan pengamatan
anastomosis hifa, isolat SR-8 dapat melakukan
fusi secara sempurna dengan isolate uji (tester)
AG-F SIR.9 dan termasuk ke dalam kelompok
Ceratobasidium sp. AG-F.2. Hasil karakterisa-
si menunjukkan bahwa BNR isolat SR-8 yang
diisolasi dari perakaran vanili dikelompokkan
ke dalam Ceratobasidium sp. anamorf Rhizocto-
nia binukleat AG-F, sedangkan isolat SR-9 dan
TMG-2 dikelompokkan ke dalam Rhizoctonia bi-
nukleat AG-A. Pengujian terhadap karakterisasi
dan variasi genetik diharapkan dapat membantu
pengujian lebih lanjut. Hal ini dilakukan untuk
membandingkan mekanisme infeksi antara BNR
dan spesies lainnya dalam kelompok yang sama.
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