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HASIL PENELITIAN ABSTRACT

Riwayat Naskah :

Dipterocarpaceae is known as the dominant forest vegetation family
in tropical forests that has mutual symbiosis with ectomycorrhizal
fungi. It makes tropical forest resilience depend on the existence
of ectomycorrhizal fungi. The role of ectomycorrhizal fungi to
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KEYWORDS support the regeneration was found in multi-host form, indicated
dinemcaer_Ceale ) by sharing ectomycorrhizal fungal species between plants. Based
ectomycorrhizal fungi on that phenomenon, the study aims to recognize ectomycorrhizal
multi-host . . . . :

tropical forests fungi that associate with dipterocarpaceae at tree and seedling
DNA levels, and the presence of multi-host ectomycorrhizal fungi on

both growth stages. The research was conducted by identifying
the ectomycorrhizal fungi via molecular approach by using
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. To strengthen the
sequence of DNA extracts, a specific primer pair of ITS 1F-ITS 4
was used. The identity of the ectomycorrhizal fungi was obtained
by matching the samples’DNA sequence to the Genbank database.
Based on the identification results, ectomycorrhizal fungi that
associate with dipterocarpaceae on tree and seedling levels have
genetic relationship with Dothideomycetes class and Sordariales,
Sebacinales, Cantharellales, Russulales, Agaricales, Boletales, and
Thelephorales orders. The research also found that multi-host
of ectomycorrhizal fungi to dipterocarpaceae is formed both in
different species and growth stages of host (tree and seedling). The
most ectomycorrhizal fungi that play a role in multi-host are those
with genetic relationship to the orders of Thelephorales, Russulales,
and Sebacinales. Tomentella sp. of Thelephorales order was the most
multi-host on both tree and seedling levels. R. lepidicolor, Sebacina
sp., and ectomycorrhizal fungi of Thelephoraceae were found
multi-host in seedling level. The existence of ectomycorrhizal fungi
associated in multi-host with dipterocarpaceae is a natural asset for
rehabilitation effort of degraded tropical forests.
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INTISARI

Dipterocarpaceae dikenal sebagai keluarga vegetasi hutan dominan
di hutan tropis yang memiliki simbiosis mutualisme dengan fungi
ektomikoriza. Hal tersebut menjadikan pemulihan hutan tropis
bergantung pada keberadaan fungi ektomikoriza. Peranan fungi
ektomikoriza dalam mendukung regenerasi dijumpai dalam
bentuk multi inang yang dapat terindikasi dari penggunaan secara
bersama jenis fungi ektomikoriza antar tanaman. Berdasarkan
hal tersebut, penelitian bertujuan untuk mengetahui jenis-jenis
fungi ektomikoriza yang berasosiasi dengan dipterocarpaceae di
tingkat pohon dan semai, serta mengetahui adanya multi inang
fungi ektomikoriza pada kedua tingkat pertumbuhan tersebut.
Penelitian ini dilakukan dengan mengidentifikasi ektomikoriza
melalui pendekatan molekuler dengan menggunakan teknik
Polymerase Chain Reaction (PCR). Urutan ekstrak DNA diperkuat
menggunakan pasangan primer spesifik ITS 1F-ITS 4. Identitas
fungi ektomikoriza diperoleh dari pencocokan urutan DNA sampel
terhadap database Genbank. Berdasarkan hasil identifikasi, jenis-
jenis fungi ektomikoriza yang berasosiasi dengan dipterocarpaceae
di tingkat pohon dan semai mempunyai hubungan kekerabatan
dengan  kelas  Dothideomycetesdan  ordo  Sordariales,
Sebacinales, Cantharellales, Russulales, Agaricales, Boletales, dan
Thelephorales. Penelitian juga menemukan multi inang fungi
ektomikoriza terhadap dipterocarpaceae, baik pada jenis maupun
tingkatan pertumbuhan inang yang berbeda (semai dan pohon).
Jenis fungi ektomikoriza yang paling berperan dalam multi inang
adalah fungi yang mempunyai hubungan kekerabatan dengan ordo
Thelephorales, Russulales, dan Sebacinales.Tomentella sp. dari
ordo Thelephorales ditemukan paling banyak berasosiasi multi
inang pada pohon dan semai. R. lepidicolor, Sebacina sp., dan fungi
ektomikoriza famili Thelephoraceae masing-masing berasosiasi
multi inang di tingkat semai. Keberadaan jenis-jenis fungi
ektomikoriza yang mampu berasosiasi secara multi inang dengan
dipterocarpaceae merupakan modal alami upaya rehabilitasi hutan
tropis terdegradasi.
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Pendahuluan

Dipterocarpaceae merupakan salah satu
jenis pohon kayu ciri khas hutan hujan tropis di
Indonesia. Keberlangsungan hidup dipterocarpaceae
mempunyai  ketergantungan pada  simbiosis
mutualisme dengan mikoriza, yaitu dengan fungi
ektomikoriza (Brearley 2012), meskipun beberapa
jenis dipterocarpaceae juga dilaporkan mempunyai
asosiasi dengan endomikoriza terutama pada
tahap awal pertumbuhan (Tawaraya & Turjaman
2014). Dalam hubungan timbal balik yang saling
tergantung dan menguntungkan tersebut tanaman
inang mendapatkan hara dan air yang dibutuhkan
serta terlindungi dari patogen dan nematoda
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tanah karena adanya kolonisasi miselium fungi
ektomikoriza pada perakaran. Sebaliknya, fungi
ektomikoriza mendapatkan karbon dari fotosintesis
tanaman (Smith & Read 2008) dan substrat organik
dari dekomposisi bahan organik (Lindahl & Tunlid
2015). Asosiasi simbiosis antara dipterocarpaceae
dengan fungi ektomikoriza telah dilaporkan
beberapa peneliti berdasarkan pengamatan tubuh
buah (Watling & Lee 1995; Watling et al. 2002) dan
berdasarkan metode molekuler (Sirikantaramas
et al. 2003; Yuwa-Amornpitak et al. 2006; Tata et
al. 2008; Peay et al. 2010; Kaewgrajang et al. 2014;
Tapwal et al. 2016; Essene et al. 2017) dalam topik

bahasan yang beragam.
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Menurut Brundrett (2009), ada sekitar 6000
spesies tanaman berektomikoriza dalam 145 genus
dan 26 famili atau sekitar 5600 angiosperma dan 285
gymnosperma, yang sebagian besar adalah pohon
atau semak-semak. Asosiasi terbatas beberapa famili
tanaman dengan ektomikoriza ditemukan pada
Betulaceae, Fabaceae, Fagaceae, Dipterocarpaceae,
Myrtaceae, dan  Pinaceae. Jumlah  spesies
dipterocarpaceae ditemukan 500 jenis, yang tergolong
dalam 17 genus (Ashton 2003). Fungi ektomikoriza
yang terlibat dalam asosiasi simbiotik mutualisme
tergolong dalam Basidiomycetes, Ascomycetes, dan
Zygomycetes. Famili dipterocarpaceae di hutan tropis
Asia Tenggara dijumpai dalam komunitas tumbuhan
dengan kelimpahan jenis pohon yang tinggi, yang
mendominasi di hutan tropika dataran rendah (Kettle
2010). Struktur komunitas tumbuhan dipengaruhi
oleh variasi edafis pada skala lokal (Paoli et al. 2006),
karena setiap perubahan yang terjadi di dalamnya
cenderung terkait dengan perbedaan kondisi
optimum antara fungi mikoriza untuk pertumbuhan
dan akuisisi sumber daya (Smith & Read 2008). Sifat
fungi ektomikoriza yang biotrop obligat menjadikan
preferensi antara simbion dan inang (spesifisitas)
dapat membentuk hubungan biotik yang kuat antara
tanaman dan struktur komunitas fungi(Ishida et al.

2007; Tedersoo et al. 2008).

Multi inang merupakan karakter unik fungi

ektomikoriza dalam berasosiasi, yaitu dapat
berasosiasi dengan berbagai jenis inang. Beberapa
hasil bahwa

ektomikoriza mempunyai karakter multi inang

penelitian  menunjukkan fungi
terhadap inang (Diédhiou et al. 2010; Taschen et al.
2015). Adanya dugaan multi inang fungi ektomikoriza
pada dipterocarpaceae berdasarkan penemuan tubuh
buah, dilaporkan Watling dan Lee (1995) dari fungi
ektomikoriza yang tumbuh di sekitar sejumlah inang
dipterocarpaceae. Lee et al. (1997) juga menemukan
indikasi adanya multi inang fungi ektomikoriza pada
tingkat pertumbuhan yang berbeda pada S. leprosula
berdasarkan morfotipe ektomikoriza. Multi inang
dapat terindikasi secara spesifik setelah ditemukan
pendekatan molekuler, sehingga lebih menjamin
kepastian adanya kemampuan suatu individu fungi
untuk berasosiasi dengan beberapa jenis inang.
Kemampuan fungi ektomikoriza yang demikian

dikenal sebagai generalis (Smith et al. 2009). Karakter

tersebut melibatkan tumbuhan yang berbeda jenis
dan berbeda umur sehingga mengindikasikan
bekerjanya fungi ektomikoriza dalam mekanisme
jaringan yang kompleks di hutan dan berlangsungnya
transfer karbon dan hara dalam jaringan fungi
ektomikoriza (Simard et al. 2012). Oleh karena itu,
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis-
jenis fungi ektomikoriza yang berasosiasi dengan
dipterocarpaceae di tingkat pohon dan semai dengan
menggunakan metode molekuler, serta mengetahui
adanya multi inang fungi ektomikoriza pada kedua

tingkat pertumbuhan tersebut.

Bahan dan Metode

Lokasi dan waktu penelitian

Kegiatan penelitian di lapangan dilaksanakan
pada bulan Mei 2012 sampai dengan April 2013 di
Hutan Desa Sungai Telang, Kabupaten Bungo,
Propinsi Jambi. Lokasi penelitian ini berjarak + 1,5 km
arah tenggara dari Desa Sungai Telang, yang secara
geografis terletak pada S 01° 42’ 59” dan E 101° 47
8.0”. Lokasi penelitian merupakan hutan sekunder
yang masuk dalam kawasan Hutan Lindung Bukit

Panjang Rantau Bayur, Kabupaten Bungo.

Penyiapan sampel untuk analisis molekuler
dilaksanakan di laboratorium BP2LHK Palembang.
Sampel tersebut kemudian dianalisis secara
molekuler di Laboratoire des Symbioses Tropicales
et Méditerranéennes (LSTM), Centre de Coopération
Internationale en Recherche Agronomique pour le
Développement (CIRAD), sebuah lembaga penelitian
dan pengembangan agronomi milik CIRAD Perancis
yang berkedudukan di Montpellier. Kegiatan
tersebut dilaksanakan pada bulan Mei 2012 sampai

dengan Oktober 2015.

Alat dan bahan penelitian

Peralatan yang digunakan untuk pengambilan
sampel adalah GPS (Global Positioning System) untuk
merekam posisi geografi plot sampel, kompas untuk
menentukan arah plot sampel, tali tambang, pita
plastik gulung, gunting tanaman, pisau lapangan,
label, kantong plastik untuk menyimpan sampel
akar, meteran, dan alat tulis untuk mencatat data
lapangan. Peralatan yang digunakan di laboratorium

merupakan alat-alat yang digunakan dalam analisis
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biologi molekuler. Untuk membantu pengambilan
root tip sebagai bahan ekstrak dari setiap sampel
akar digunakan mikroskop binokuler. Selama proses
ekstraksi digunakan vorteks dan sentrifugasi. Tahapan
penguatan urutan DNA (amplifikasi) menggunakan
thermocycler untuk melakukan Polymerase Chain
Reaction (PCR) untuk menghasilkan gugus DNA yang
spesifik dalam jumlah besar dalam waktu singkat.
Untuk memisahkan dan mempurifikasi fragmen
DNA dari sampel hasil PCR, digunakan perangkat
uji metode elektroforesis gel agarosa, dan visualiasi
DNA setelah tahapan elektroforesis menggunakan
UV-transiluminator. Selama proses analisis biologi
molekuler digunakan alat-alat bantu berupa pipet
mikro, gelas petri, spatula, pinset, ependorf sebagai
tempat sampel ekstrak DNA, dan alat tulis untuk
mencatat data laboratorium.

Bahan penelitian adalah biji dari 3 (tiga) jenis
Shorea (S.
stenoptera), larutan hipoklorit 2,5%, pasir, cocopeat,

leprosula, S. mecistopteryx, dan S.

tanah, polybag, root tips akar berektomikoriza (pohon
dan semai), bahan kimia dan reagent untuk analisis
di laboratorium. Bahan kimia berupa aquades dan
larutan setil-trimethyl-ammonium bromida (CTAB)
untuk mengekstrak sampel DNA setelah pengambilan
sampel root tips. Bahan reagent untuk analisis
molekuler metode PCR menggunakan RedExtract®
kit yang berisi semua reagen yang dibutuhkan
untuk mengekstrak dan menguatkan DNA genomik
dengan cepat. Untuk memperkuat urutan dari
ekstrak DNA digunakan pasangan primer spesifik
ITS 1F-ITS 4B. Pengujian elektroforesis menggunakan
agarosa sebagai bahan pembuatan gel elektroforesis,
buffer Tris-asam acetat (TAE) untuk mengaktifkan
dan menstabilkan pH DNA, dan penanda DNA
ethidiumbromida untuk mengidentifikasi dan
mengukur semikualitatif fragmen DNA yang terpisah

dalam gel.

Metode penelitian

Dalam rangka untuk mengetahui adanya asosiasi
antara fungi ektomikoriza dengan inangnya, baik
pada tingkat semai dan pohon maka dilakukan
pengambilan sampel pohon untuk kemudian diambil
sampel root tips pada akarnya, serta penanaman semai
dipterocarpaceae tidak bermikoriza di rhizosfer pohon

dipterocarpaceae yang juga diambil root tips akarnya
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setelah semai berumur 4 bulan. Root tips akar pohon
dan semai merupakan bahan analisis identifikasi
fungi ektomikoriza secara molekuler di laboratorium
untuk menghasilkan identitas simbion pembentuk
ektomikoriza (real symbiont). Hasil tersebut kemudian
digunakan sebagai bahan analisis indikasi adanya multi
inang baik antar pohon, antar semai, maupun antara

pohon dengan semai dipterocarpaceae.

Teknik pengambilan sampel pohon

Pengambilan sampel pohon Dipterocarpaceae
dilakukan secara acak di 3 (tiga) plot yang masing-
masing plot berukuran panjang 100 m dan lebar
100 m (luas 10.000 m?). Luas plot dengan sampel
vegetasi

berupa pohon mengikuti persyaratan

luasan dalam inventarisasi vegetasi (Wyatt-Smith
1958).
adalah pohon dewasa jenis-jenis Dipterocarpaceae

Pohon yang dijadikan objek penelitian

yang ditentukan berdasarkan kriteria pohon yaitu
berdiameter setinggi dada (1,3 m) 20 ¢m atau lebih.
Apabila pohon berbanir, diameter diukur 20 cm di
atas banir. Pohon terpilih kemudian dipetakan secara
geografis menggunakan GPS Garmin® type 78s,
serta diidentifikasi dan diukur diameter pohonnya
(DBH). Sampel pohon yang diperoleh merupakan
pohon dipterocarpaceae sisa akibat pelaksanaan
tebang pilih yang berlangsung sebelumnya, sehingga
jenisnya beragam namun tidak ditemukan dalam
jumlah yang banyak (Gambar 1). Dengan luasan plot
tersebut, dapat diketahui asosiasi yang terjadi dalam
satuan rhizosfer tiap pohon dan hubungan antar

rhizosfer tiap pohon.

Penanaman semai tidak bermikoriza di rhizos-
fer pohon dipterocarpaceae

Semai yang ditanam terdiri dari 3 (tiga) jenis shorea,
yaitu S. leprosula, S. mecistopteryx, dan S. stenoptera.
Untuk memastikan semai tidak bermikoriza, benih
tanaman sebelum dikecambahkan telah disterilisasi
terlebih dahulu dengan cara merendamnya dalam
larutan hipoklorit 2,5% selama lima menit dan
kemudian dicuci sampai bersih. Setelah itu benih
ditabur pada media pasir yang sudah disterilisasi
menggunakan autoklaf selama 15 menit pada tekanan
1 atm dan suhu 121°C. Penyemaian benih dilakukan
pada media pasir selama 30 hari. Semai kemudian

disapih pada media campuran cocopeat dan tanah
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dengan perbandingan 11 (v/v) yang telah disiapkan
dalam polybag berukuran 12 x 10 cm. Media sapih
sebelum digunakan juga disterilisasi dengan cara yang
sama seperti pada media semai. Media cocopeat dipilih
karena dapat menjaga kelembaban tanah dan media
tanah diperlukan untuk mendukung kekokohan semai.
Pembibitan dilakukan selama 6 bulan di persemaian
yang ternaungi oleh paranet dengan intensitas cahaya
65%. Pada awal masa pembibitan dilakukan pemberian
pupuk kimia NPK (15:1515) sebanyak 0,25 g per pot
untuk menjaga suplai hara bagi semai. Mutu semai
yang siap tanam minimal merupakan semai kriteria
ketiga, yaitu kurang dari 35 cm dan diameter kurang

dari 4 mm (Hendromono 2003).

Penanaman semai ketiga jenis shorea dilakukan di
area proyeksi tajuk di setiap pohon dipterocarpaceae
pada lokasi penelitian (Gambar 1). Jumlah semai
setiap jenisnya adalah 10 semai, yang ditanam secara
berselang-seling di sekitar pohon sampel (Gambar
2). Setelah berumur 4 bulan setelah tanam, semai
uji diambil dan root tips akar semai digunakan
sebagai sampel untuk keperluan identifikasi fungi
ektomikoriza secara molekuler. Pengambilan
sampel root tips pada akar semai dilakukan setelah 4

bulan setelah tanam karena Lee & Alexander (1996)

melaporkan bahwa mantel fungi telah terbentuk
pada akar semai berumur 20 hari, yang kemudian

dilanjutkan dengan pembentukan hartig net.

Pengambilan sampel root tips pada akar pohon

dan semai
Pengambilan root tips dari akar pohon
dipterocarpaceae mengikuti prosedur Diédhiou

et al. (2010) yaitu dengan melakukan penelusuran
akar dari dasar batang. Sepuluh sampai 30 sampel
akar diambil secara acak di 4 (empat) arah mata
angin di setiap pohon. Sampel akar pada semai S.
leprosula, S. mecistopteryx, dan S. stenoptera diambil
berdasarkan tipe kenampakan (morphotype) akar
yang terkolonisasi fungi ektomikoriza. Semua sampel
akar disimpan dalam kondisi dingin (4°C) setelah 1-3
hari pengambilan sampel di lokasi penelitian. Akar
kemudian dipisahkan dengan hati-hati dari tanah
dengan cara dibilas menggunakan air mengalir
dalam saringan berdiameter o,5 mm. Root tips
diamati menggunakan mikroskop binokuler untuk
dipisahkan dari akar dan dimasukkan ke dalam
larutan setiltrimetilamonium bromide (CTAB). CTAB
digunakan untuk mengekstrak DNA ektomikoriza
(Doyle & Doyle 1987).

T T
- s

PETA SEBARAN POHON MERANTI
DI LOKASI PENELITIAN {SUNGAI TELANG)
KAB. MUARA BUNGO, JAMBI

Shorea leprdota

Shorea leprosula

Gambar 1. Peta sebaran pohon dipterocarpaceae di hutan sekunder Sungai Telang, Jambi

Figure 1. Map of tree distribution in secondary forest, Sungai Telang, Jambi
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: F = Pohon Inang

"% =SL(Shorea leprosula)
=SS (Shorea stenoptera)

= SM (Shorea mecistopteryx)

Gambar 2. Lay out penanaman 3 (tiga) jenis semai shorea (S. leprosula, S. stenoptera, dan S.mecistopteryx) di bawah

pohon dewasa dipterocarpaceae

Figure 2. Lay out of 3 (three) different shorea seedlings (S. leprosula, S. stenoptera, dan S. mecistopteryx) under

dipterocarp trees)
Analisis Molekuler

DNA fungi ektomikoriza diisolasi dari tiap root tips
menggunakan pengekstrak pada RedExtract® kit, yang
kemudian diekstraksi menggunakan larutan ekstraksi
50 pL pada suhu 95°C selama 10 menit, dan 50 pL
larutan dilusi. Identifikasi fungi ektomikoriza dilakukan
dengan memperkuat (amplifying) dan mengurutkan
(sequencing) rDNA ITS nuklir dengan menggunakan
pasangan primer spesifik ITS 1F/ITS 4 (White et al.
1990). Untuk mendapatkan replikasi DNA digunakan
teknik Polymerase Chain Reaction (PCR), digunakan
larutan RedExtract® kit dan primer, sehingga terbentuk
keselarasan urutan DNA maju dan mundur untuk
menghasilkan sekuens DNA konsensus. Tahapan dalam
PCR diawali dengan pembuatan campuran larutan
20 pL dari reaksi yang mengandung 5 pL H O, larutan
PCR RedExtract 10 L, 0,5 pL primer ITS 1F 20 M, 0,5 pL.
primer ITS 4 20 M, dan ekstrak DNA ektomikoriza 4 pL.
Primer yang digunakan meliputi ITS1 F (5-CTTGGTC
ATTTAGAGGAAGTAA-3") sebagai  forward primer
dan ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') sebagai

reverse primer.

Penguatan  DNA  (amplifying)  dilakukan
menggunakan thermal cycler Gene Amp PCR 9700
dengan parameter cara kerja yaitu denaturasi awal
pada 94°C selama 3 menit, selama 35 kali putaran,

yang terdiri dari denaturasi pada 94°C selama 30 detik,
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annealing pada 52°C selama 1 menit, ekstensi pada 72°C
selama 1 menit, dengan ekstensi akhir pada 72°C selama
10 menit. Hasil tahapan ini kemudian ditindaklanjuti
dengan tahapan elektroforesis gel, yang dilakukan
dengan menggunakan 15 pL produk PCR dan diisi
ke dalam 1% gel agarose dan divisualisasikan dengan
penanda DNA ethidiumbromide. Tahapan ini dilakukan
untuk mengetahui ukuran fragmen DNA dari produk
PCR (lebih dari 200 bp). Jika ditemukan sampel dengan
ukuran di atas 200 bp, maka sisa produk PCR 5 uL, yang
disimpan sebelum dilakukan tahapan penguatan DNA
(amplifying), dikirimkan ke Genoscreen milik CIRAD

untuk proses pengurutan (sequencing).

Hasil pengurutan tersebut kemudian dikoreksi
dan disesuaikan dengan program software Chromas
2.51. Untuk menentukan afiliasi taksonomi fungi
ektomikoriza, urutan DNA dibandingkan dengan
database GenBank menggunakan algoritma BLAST
(Best Local Alignment Search Tool) yang terdapat pada
National Center for Biotechnology Information (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov), yang dilanjutkan dengan
penamaan takson yaitu dengan mengikuti skor BLAST.

Analisis Data

Deskripsi kolonisasi fungi ektomikoriza pada
akar pohon dan semai di lapangan dilakukan
secara kualitatif berdasarkan ciri pembentukan

ektomikoriza (Brundrett et al. 1996). Jenis-jenis
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fungi ektomikoriza di tingkat pohon dan semai
yang dihasilkan dari identifikasi secara molekuler,
bahan yang

selanjutnya dianalisis secara kuantitatif deskriptif

merupakan analisis komparasi,
untuk mengetahui indikasi adanya multi inang

pada tingkat pertumbuhan dipterocarpaceae
tersebut. Alignment ganda dilakukan dengan paket
software ClustalX dan Genedoc. Analisis filogenetik
dilakukan menggunakan MEGA versi 5 (Tamura
et al. 2011) dengan algoritma kemungkinan yang
maksimum, dan stabilitas pengelompokan dinilai

dengan melakukan analisis bootstrap.

Hasil dan Pembahasan

Fungi Ektomikoriza yang menginokulasi pohon
dan semai dipterocarpaceae

Pohon-pohon  dipterocarpaceae  di  lokasi
penelitian berdiameter lebih dari 20 cm (Tabel 1) dan
terdiri dari jenis yang beragam. Secara keseluruhan,
dari 18 pohon terdiri dari 6 jenis dipterocarpaceae
yaitu Parashorea lucida, S. leprosula, S. lepidota,
Cotylelobium sp., Dipterocarpus sp., dan Anisoptera
sp. (Gambar 1). Ektomikoriza pada akar pohon dan
semai yang ditanam di setiap pohon sampel (Gambar
2) diambil berdasarkan petunjuk adanya penebalan,
warna, dan pola percabangan akar terinfeksi yang

menyerupai piramida (Brundrett et al. 1996).

Hasil identifikasi ektomikoriza

secara molekuler di tingkat pohon dan semai

fungi

dipterocarpaceae selengkapnya ditampilkan pada
Tabel 2. Dari 104 identitas fungi ektomikoriza, telah
dianalisis untuk mengetahui filogenetik berdasarkan
sekuen DNA fungi ektomikoriza dengan dukungan
bootstrap >70%, yang dikelompokkan dalam kelas
Dothideromycetes, ordo Sordariales, Sebacinales,
Cantharellales, Russulales, Agaricales, Boletales,
dan Thelephorales (Gambar 3). Jenis-jenis fungi
ektomikoriza yang berhasil diidentifikasi didominasi
oleh fungi ektomikoriza yang tergolong dalam
basidiomycota, kecuali Dothideromycetes dan
Sordariales yang tergolong dalam ascomycota.
Secara keseluruhan, Tomentella sp. yang mempunyai
hubungan kekerabatan dengan ordo Thelephorales

merupakan fungi ektomikoriza yang paling banyak
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ditemukan, baik di tingkat pohon maupun semai.
Hal ini sejalan dengan hasil penelitian Peay et
al.(2010) dan Brearley (2012), yang menemukan jenis
fungi ektomikoriza tersebut di hutan tropis yang
didominasi oleh Dipterocarpus di Thailand dan
Malaysia.

Dalam penelitian ini, identifikasi jenis fungi
ektomikoriza secara molekuler telah menghasilkan
identitas fungi ektomikoriza yang dapat memberikan
informasi kepastian pembentukan ektomikoriza
pada inangnya, sehingga dapat digunakan untuk
mendeteksi karakter asosiasi yang terjadi. Metode
molekuler selain dapat mengkarakterisasi suatu
komunitas mikroba dan keanekaragamannya
(Tedersoo et al. 2014), juga secara khusus dapat
mendeteksi berbagai tingkat preferensi asosiasi

(Aponte et al. 2010; Tedersoo et al. 2010).

Tabel 2

fungi ektomikoriza yang cenderung lebih banyak

menunjukkan adanya jenis-jenis

ditemukan berasosiasi dengan dipterocarpaceae
di tingkat semai jika dibandingkan di tingkat
pohon, yang mengindikasikan fungsinya sebagai
fungi ektomikoriza tahap awal (early stage). Fungi
ektomikoriza tersebut adalah jenis yang masuk
dalam  famili  Thelephoraceae, Sebacinaceae,
dan Inocybaceae. Pada Thelephoraceae, banyak
ditemukan fungi ektomikoriza Tomentella sp., yang
juga dilaporkan banyak menginfeksi tanaman di
tingkat semai (Tata 2008; Ramanankierana et al. 2014).
Sementara itu, Sebacina sp. (Sebacinaceae) banyak
ditemukan pada semai setelah terjadi kerusakan
lahan (Katucka & Jagodziniski 2016; Malysheva et al.
2016). Meskipun dalam penelitian ini jumlahnya tidak
sebanyak Tomentella sp. dan Sebacina sp., jenis fungi
ektomikoriza dalam famili Inocybaceae juga relatif
lebih banyak ditemukan di tingkat semai seperti
yang dijumpai Tata (2008) dan Séne et al.(2015).
Dalam penelitian oleh Jeong et al. (2006), jenis-jenis
Thelephoraceae dan Inocybe ditemukan mendominasi
pada akar semai Pinus densiflora di lahan pasca
tambang. Secara umum, jenis fungi ektomikoriza
tahap awal lebih banyak ditemukan pada lingkungan
yang terdegradasi bahkan pada tingkat yang lebih

rusak (Hankin et al. 2015).
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Tabel 1. Jenis dan diameter (cm) pohon dipterocarpaceae di lokasi penelitian
Table 1. Species and diameter (cm) of dipterocarpaceae trees in research site

No. Pohon Nama jenis Diameter (cm)
1. Parashorea lucida 80
2. Cotylelobium sp. 62
3. Anisoptera sp. 48
4. P. lucida 47
5. Shorea leprosula 55
6. Cotylelobium sp 62

Shorea leprosula 50
8. Cotylelobium sp. 48
9. Cotylelobium sp. 58
10. Shorea sp. 95
1. Anisoptera sp. 131
12. Anisoptera sp. 57
13. S. lepidota 140
14. Anisoptera sp. 82
15. Dipterocarpus sp. 73
16. Anisoptera sp. 65
17. Anisoptera sp. 63
18. Dipterocarpus sp. 58

Tabel 2. Hasil identifikasi berdasarkan penanda molekuler ITS jenis-jenis fungi ektomikoriza yang ditemukan pada akar
pohon dan semai dipterocarpaceae
Table 2. The identification results based on ITS molecular marker of ectomycorrhizal fungi which found on root of tree
and seedlings of dipterocarpaceae)

Kemiripan pada sekuen DNA

No. Jenis fungi ektomikoriza Genbank Inang
No. Akses Pohon Semai
1 Clavulina sp. JO 346817 P. lucida
2 LC 035145 Cotylelobium sp.
3 KF 484437 S. mecistopteryx
4 AB 848421 S. stenoptera
5  Clavulinaceae GQ 268599 Dipterocarpus sp.
6 GQ 268602 S. mecistopteryx
7 Russula sp. AB 848565 Cotylelobium sp.
8 AB 629011 S. mecistopteryx
9 EU 598176 S. mecistopteryx
10 KC 679823 S. mecistopteryx
S. leprosula
u R lepidicolor AY 061687
S. stenoptera
12 R lepida DQ 422013 S. mecistopteryx
13 R.lutea HQ 604848 Cotylelobium sp.
14 R postiana KF 850410 Cotylelobium sp.
15  Lactarius quietus KR 025623 Cotylelobium sp.
16 Russulaceae F] 454926 Dipterocarpus sp.
17 AB 854698 S. leprosula
18 FJ 455025 S. leprosula
19  Tomentella sp. KJ 769318 Anisoptera sp. S. leprosula
20 KM 403022 Cotylelobium sp. S. stenoptera
21 GQ 268672 Dipterocarpus sp. S. stenoptera
S. mecistopteryx
22 JQ 347222 Cotylelobium sp.
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Tabel 2. Lanjutan
Table 2. Continued

No. Jenis fungi ektomikoriza Kemiripan pada sekuen DNA Genbank Inang
23 AY 748885 S. mecistopteryx
24 JX 630377 S. leprosula

S. stenoptera

S. mecistopteryx
25 KM 403047 S. leprosula
26 AB 848668 S. leprosula
27 AY 635174 S. leprosula
28 AB 777490 S. leprosula

S. mecistopteryx
29 AY 635173 S. mecistopteryx
30 GU 220622 S. stenoptera

S. mecistopteryx
31 GQ 268675 S. stenoptera

S. mecistopteryx
32 FR 852207 S. mecistopteryx
33 AB 777492 S. stenoptera
34 EU 668210 S. mecistopteryx
35 AM 412297 S. leprosula
36 JF 748114 S. leprosula
37  T.sublilacina DQ 482004 S. leprosula
38  T. beaverae NR 121287 S. leprosula
39  Thelephora sp. EF 634080 S. leprosula
40 HM 100661 Dipterocarpus sp.
f JN 858076 S. leprosula
42 EF 634087 S. stenoptera
43  Thelephoraceae FJ 454993 Dipterocarpus sp. S. stenoptera
44 GQ 268671 S. leprosula
45 JQ 991859 S. leprosula
46 KM 247463 S. stenoptera
47 JN 704829 S. leprosula
48 FJ 455029 S. leprosula
49 KF 514715 S. leprosula

S. mecistopteryx
50  Sebacina sp. FN 669246 Cotylelobium sp.
51 KM 576590 S. leprosula
52 HE 687106 S. mecistopteryx
53 JN 129411 S. stenoptera

S. mecistopteryx
54 EU 668260 S. stenoptera
55 JN 2941 S. leprosula
56 AB 84861 S. stenoptera
57  Sebacinales sp. HE 814196 S. mecistopteryx
58 KJ 188485 S. leprosula
59  Sebacinaceae JF 210753 S. stenoptera
60  Inocybe sp. HG 796983 Dipterocarpus sp.
61  Inocybe petiginosa HQ 586862 S. stenoptera
62 Inocybaceae JQ 991743 S. mecistopteryx
63  Amanita rubescens AJ 889923 Cotylelobium sp.
64  Entoloma sp. KC 261490 Anisoptera sp.
65  Boletus sp. AB 848411 S. stenoptera
66  Cantharellalessp. JF 691054 S. stenoptera
67  Phaeocollybia megalospora KF 219600 S. leprosula
68 KC 66216 S. mecistopteryx
69  Ceratobasidiceae GO 268601 S. mecistopteryx
70  Tricholomataceae F] 475747 S. stenoptera
71 Dothideomycetes JQ 760426 S. mecistopteryx
72 Sordariales sp. GQ 268554 S. stenoptera
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Gambar 3. Pohon filogenetik berdasarkan sekuens ektomikoriza ITS dari keanekaragaman fungi ektomikoriza pada

pohon dan semai dipterocarpaceae

Figure 3. The phylogenetic tree based on ITS ectomycorrhizal sequences from diversity of ectomycorrhizal fungi on

trees and seedlings of dipterocarpaceae

Kehadiran jenis-jenis fungi tahap akhir yang
cenderung berasosiasi dengan dipterocarpaceae
di tingkat pohon juga ditemukan, yaitu fungi yang
masuk dalam famili Russulaceae, Amanitaceae,
dan Entolomataceae. Redecker et al. (2001) dan
Nara (2009) melaporkan jenis-jenis dalam famili
Russulaceae sebagai fungi ektomikoriza tahap akhir

(last stage), sementara jenis-jenis fungi ektomikoriza
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dalam Amanitaceae dan Entolomataceae dilaporkan
Wazny (2014) dan Glassman et al. (2017) lebih banyak
eksis di tingkat pohon pada famili Pinaceae. Meskipun
demikian, jenis-jenis Russulaceae juga ditemukan pada
tingkat pertumbuhan semai dalam penelitian ini. Hal
tersebut dapat terjadi karena fungi mampu bersaing
secara efektif dengan fungi tahap awal ketika akar baru

terintegrasi dalam perakaran pohon (Fleming 1984).
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Multi inang fungi ektomikoriza pada pohon dan
semai

Pendekatan molekuler selain dapat memastikan

pembentukan  ektomikoriza pada  jenis-jenis
dipterocarpaceae, juga mampu menunjukkan pola
hubungan asosiasi simbiosis. Pada Tabel 2, suatu
jenis fungi ektomikoriza ditemukan dapat berasosiasi
dengan beberapa jenis dipterocarpaceae dan antar
tingkatan pertumbuhan (pohon dan semai), yang
dikenal dengan multi inang. Hal tersebut ditemukan
pada Tomentella sp. yang banyak berasosiasi pada
pohondansemai, yaitupohon Dipterocarpus dan semai
S. stenoptera serta S. mecistopteryx; pohon Anisoptera
sp. dan semai S. leprosula; pohon Cotylelobium
dan semai S. stenoptera. Selain itu, jenis fungi
ektomikoriza pada famili Thelephoraceae ditemukan
menginfeksi pada pohon Dipterocarpus sp. dan S.
stenoptera. Keberadaan jenis-jenis fungi ektomikoriza
tersebut pada pohon dan semai menunjukkan adanya
indikasi hubungan antara keduanya melalui jaringan
ektomikoriza, yang memfasilitasi proses transfer
fotosintat, hara, dan air (Smith & Read 2008) dan
dapat mendukung ketahanan dan pemulihan hutan

sekunder (Beiler et al. 2010).

Multi inang fungi ektomikoriza juga ditunjukkan
di tingkat semai dipterocarpaceae, yaitu R. lepidicolor
pada semai S. leprosula dan S. stenoptera, Sebacina
sp. pada semai S. mecistopteryx dan S. stenoptera,
dan fungi ektomikoriza famili Thelephoraceae pada
S. leprosula dan S. mecistopteryx. Dalam hal ini ada 2
kemungkinan mekanisme asosiasi yang terjadi, yaitu
melalui jaringan ektomikoriza dari pohon terdekat
atau karena keberadaan propagul fungi ektomikoriza
yang lain. Menurut Selosse et al. (2006), keberhasilan
pertumbuhan awal tanaman disebabkan semai
terintegrasi pada jaringan mikoriza. Sementara itu,
Teste et al. (2009) menyatakan bahwa mekanisme
kolonisasi fungi ektomikoriza pada semai juga
didukung oleh inokulum ektomikoriza yang terbawa
angin atau di dalam tanah (misalnya, chlamydospora,
sklerotia, fragmen hifa, dan potongan ektomikoriza
pada akar pohon yang terputus). Hal ini terkait
dengan sebaran fungi ektomikoriza multi inang
berkisar antara 12% hingga 90% dari semua spesies
dan mendukung transfer karbon antar semai yang

berbedajenis (Roy et al. 2009). Menurut Diédhiou et al.

(2010) multi inang di tingkat semai berkaitan dengan
kebutuhan semai untuk tumbuh dan bertahan hidup.
Kemampuan semai mengakses berbagai sumber dan
jenis fungi ektomikoriza terkait dengan kemampuan
tanaman untuk mengenali sinyal khusus protein dari
fungi untuk kemudian bersimbiosis sehingga terjadi

pertukaran nutrisi (Liao et al. 2016).

Secara umum jenis-jenis fungi ektomikoriza
yang mempunyai hubungan kekerabatan dengan
ordo Thelephorales lebih banyak menunjukkan
multi inang, baik pada jenis maupun tingkatan
pertumbuhan dipterocarpaceae yang berbeda.
Jenis-jenis Thelephorales juga dilaporkan generalis
pada Shorea (Sirikantaramas et al. 2003) dan
Dipterocarpus (Yuwa-Amornpitak et al. 2006) serta
pada Ericaceae (Bayman et al. 2016) dan Pinaceae
(Smith et al. 2009; Wen et al. 2014). Kemampuan
multi inang fungi ektomikoriza menunjukkan
adanya karakter generalis dalam berasosiasi (Dickie
et al. 2017). Karakter tersebut terbentuk karena fungi
ektomikoriza dapat berasosiasi dengan berbagai
famili tanaman (Nara 2006b) dan keberadaannya
mendominasi dalam suatu komunitas fungi
ektomikoriza (Bruns et al. 2002). Dominasi tersebut
disebabkan spora dan miselia fungi ektomikoriza
generalis biasanya tersebar luas di tanah hutan (Nara
2006b), sehingga dapat dengan cepat mengkolonisasi
semai (Matsuda & Hijii 2004). Menurut Nara
(2006a), pertumbuhan bibit rehabilitasi meningkat
secara signifikan setelah bibit terhubung ke jaringan
ektomikoriza yang banyak dibentuk oleh fungi

ektomikoriza generalis.

Terbentuknya multi inang tidak terlepas dari
tingkat spesifisitas suatu inang (Murata et al. 2013;
Roy-Bolduc et al. 2016). Menurut Reddy & Pandey
(2006), spesifisitas inang dan kemampuan kolonisasi
fungi mikoriza secara bersama turut mendukung
keberhasilan simbiosis. Spesifisitas yang rendah
pada inang turut mendukung potensi asosiasi
sehingga tanaman mempunyai daya tahan hidup
yang tinggi (Molina & Horton 2015). Dalam hal ini,
jenis dipterocarpaceae mempunyai kecenderungan
spesifisitas yang rendah seperti halnya dijumpai
Yuwa-Amornpitak et al. (2006) dan Brearley
(2012), bahkan Brearley et al. (2016) menyebutkan

dipterocarpaceae tidak mempunyai spesifisitas. Hal
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ini sesuai dengan pendapat Ishida et al. (2007) dan
Tedersoo et al. (2008) yang menyebutkan bahwa
pola hubungan asosiasi antara fungi ektomikoriza
dengan inangnya dipengaruhi oleh identitas inang
tanaman dan kecil kemungkinan terbentuknya
multi inang jika terjadi peningkatan jarak filogenetik
pada inang. Oleh karenanya, rendahnya spesifisitas
dipterocarpaceae terkait dengan kedekatan antar
genus, seperti genus Anisoptera mempunyai
kekerabatan dengan genus Dipterocarpus (Cao et
al. 2006) dan Cotylelobium (Indrioko et al. 2006).
Pada suku Shoreae, Parashorea mempunyai garis

kekerabatan dengan Shorea (Indrioko et al. 2006).

Keberadaan jenis-jenis fungi ektomikoriza yang
mampu berasosiasi secara multi inang dengan
dipterocarpaceae merupakan modal alami upaya
rehabilitasi hutan tropis. Jika potensi inokulum
diketahui

mendukung regenerasi alami, maka upaya rehabilitasi

jenis-jenis tersebut memadai untuk
dimungkinkan tidak memerlukan bantuan inokulasi.
Namun pada kondisi hutan yang sangat terdegradasi,
inokulasi pada bibit rehabilitasi dapat menggunakan
jenis-jenis fungi ektomikoriza yang mampu bermulti
inang dengan menerapkan teknologi inokulasi
ektomikoriza berbasis multi spesies agar dapat

menjamin keberhasilan asosiasi simbiosis.

Kesimpulan

Berdasarkan hasilidentifikasi dengan menggunakan
pendekatan molekuler, jenis-jenis fungi ektomikoriza
yang berasosiasi dengan dipterocarpaceae di tingkat
pohon dan semai adalah fungi ektomikoriza yang
mempunyai hubungan kekerabatan dengan kelas
Dothideomycetes, ordo Sordariales, Sebacinales,
Cantharellales, Russulales, Agaricales, Boletales, dan
Thelephorales. Dari jenis-jenis fungi ektomikoriza
tersebut ditemukan jenis fungi ektomikoriza
yang mempunyai karakter multi inang terhadap
dipterocarpaceae, yaitu jenis fungi ektomikoriza yang
mempunyai hubungan kekerabatan dengan ordo
Thelephorales, Russulales, dan Sebacinales. Multi inang
jenis-jenis fungi ektomikoriza tersebut ditemukan pada
jenis dan tingkatan pertumbuhan dipterocarpaceae
yang berbeda. Jenis fungi ektomikoriza yang ditemukan
paling banyak berasosiasi multi inang pada pohon dan
semai adalah Tomentella sp. dari ordo Thelephorales.

Sementara itu, jenis fungi ektomikoriza yang berperan
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dalam multi inang di tingkat semai adalah R. lepidicolor,
Sebacina sp.(Sebacinales), dan fungi ektomikoriza dari

famili Thelephoraceae.
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