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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk menguji efektifitas filtrat kultur yang dihasilkan oleh beberapa ras S.
rolfsii terhadap pertumbuhan in vitro kecambah kacang tanah. Penelitian ini diawali dengan
mengkarakterisasi dan uji anastomosis group isolat S. rolfsii yang telah dikoleksi dari lapangan. Hasil
kegiatan ini telah diperoleh empat (4) ras cendawan S. rolfsii yaitu ras 1, ras 8, ras 6 dan ras 9. Empat
(4) ras ini diperbanyak untuk digunakan sebagai filtrat kultur (toksin metabolit). Filtrat kultur ini
selanjutnya digunakan sebagai campuran media MS untuk pengujian in vitro kecambah kacang tanah.
Media filtrat kultur untuk pertumbuhan kecambah kacang tanah merupakan campuran media dasar MS
(Murashige dan Skoog), vitamin B5, gula sukrosa (30 g/L), agar-agar (8 g/L), dan filtrat kultur S. rolfsii
(konsentrasi 0, 25, 30, 35%). Kultivar kacang tanah (cv. Lokal Bima, Kelinci, G-250, dan G-300)
ditanam pada media MS dengan berbagai konsentrasi filtrat kultur. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa filtrat kultur dari berbagai ras cendawan S. rolfsii memberikan pengaruh yang berbeda terhadap
kemampuan berkecambah benih dan mampu menghambat pertumbuhan kecambah kacang tanah.
Konsentrasi filtrat kultur 35% sangat menghambat terhadap pertumbuhan kecambah kacang tanah
dibanding konsentrasi filtrat kultur yang lebih rendah atau dibanding kontrol (tanpa filtrat kultur).

Kata kunci: asam oksalat; embrio somatik; filtrat kultur

ABSTRACT
The objective of this research was to evaluate of culture filtrate effectiveness produced by S. rolfsii
races against in vitro growth of peanut seedling. The experiment was inisiated with characterize and
hyphal anastomosis group test of S. rolfsii isolates. This experiment has been gotten 4 races (race 1, 8,
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6, 9). Four races were proliferated for used as culture filtrate selective agents. This culture filtrate will
be used as material to be added with MS medium to peanut seedling growth test. Culture filtrate MS
medium (MS+CF) consisted of MS based medium, B5 vitamin, sucrose (30 g/L), agar, and culture
filtrate (different concentration 0, 25, 30, 35%). Seeds of peanut (cv. Local Bima, Kelinci, G-250, G-
300) were cultivated in different concentration of culture filtrate of MS+CF medium. Results of study
showed that culture filtrate from different races affected significantly againts seed germination ability
and inhibited growing peanut seedling. Culture filtrate concentration 35% was more inhibited to peanut
seedling growing compared with lower culture filtrate concentration or compared control (without
culture filtrate).

Key words: culture filtrate; oxalate acid; somatic embryo

PENDAHULUAN

Infeksi penyakit busuk batang (stem rot) yang disebabkan oleh cendawan S. rolfsii
merupakan faktor pembatas produksi kacang tanah. Infeksi patogen ini dapat menurunkan
kuantitas dan kualitas polong kacang tanah. Menurut Backman dan Brenneman (1997)
kerugian hasil akibat serangan S. rolfsii dapat mencapai 25-80 %. Patogen ini mampu
membentuk beberapa race-race fisiologi dan masing-masing race tersebut berbeda
patogenisitasnya (Punja 1985; Benhamou & Chert 1996). Efektifitas patogenisitas cendawan
S. rolfsii sangat erat kaitannya dengan kemampuannya untuk memproduksi asam oksalat.
Sekresi toksin asam oksalat dari S. rolfsii  bersifat racun untuk inang sehingga dapat
mematikan jaringan tanaman inang. Hasil penelitian Ferrar dan Walker (1993) bahwa S. rolfsii
dapat memproduksi konsentrasi milimolar oksalat pada jaringan yang terinfeksi. Asam oksalat
ini dapat menghambat penutupan stomata sehingga tanaman akan mengalami transpirasi yang
berlebihan sehingga tanaman mengalami kekeringan (kelayuan) (Kolkman dan Kelly, 2000).

Asam oksalat yang dikeluarkannya dapat meningkatkan virulensi cendawan S. rolfsii.
Senyawa asam oksalat ini juga dapat menyebabkan klorosis dan nekrosis daun selama stadia
pertama perkembangan tanaman (Backman & Brenneman 1997; Cessna et al., 2000).

Banyaknya ras-ras fisiologi yang tersebar pada pertanaman kacang tanah menyebabkan
sulitnya mengendalikan cendawan ini dengan hanya mengandalkan ketahanan gen tunggal.
Banyaknya ras menyebabkan juga mekanisme serangan pada tanaman akan bervariasi pula.
Penggunaan kultivar yang memiliki spektrum resisten yang luas merupakan alternatif yang
praktis dan ekonomis untuk meningkatkan daya hasil kacang tanah. Oleh karena itu,
penyediaan kultivar kacang tanah yang memiliki sifat resisten terhadap penyakit busuk batang
menjadi sangat penting.

Upaya untuk mendapatkan kultivar kacang tanah dapat dilakukan dengan meningkatkan
variabilitas genetik tanaman melalui variasi somaklonal dan diikuti dengan seleksi kalus
embriogenik (seleksi in vitro) (Karp 1995; Matsumoto et al., 1995). Seleksi kalus embriogenik
dapat dilakukan dengan menggunakan filtrat kultur (toksin metabolit) yang dikeluarkan oleh
S. rolfsii sebagai agens penyeleksi untuk mengidentifikasi sel atau jaringan tanaman kacang
tanah yang tidak mati oleh filtrat kultur (Yusnita et al., 2005 ; Matsumoto et al., 1995).
Penelitian sebelumnya telah dilakukan tentang penggunaan filtrat kultur Fusarium sp. 30%
untuk identifikasi embrio somatik kacang tanah cv. Lokal Bima (Astiko dan Hemon 2010).
Sebelum penggunaan filtrat kultur sebagai agens penyeleksi pada seleksi kalus embriogenik,
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maka penggunaan filtrat kultur yang dihasilkan dari S. rolfsii dapat pula digunakan untuk
mengidentifikasi ketahanan kecambah kacang tanah secara in vitro terhadap S. rolfsii.
Kemampuan filtrat kultur sebagai agens penyeleksi sangat tergantung dari konsentrasi filtrat
kultur. Konsentrasi filtrat kultur menunjukkan jumlah toksin metabolit yang terkandung dalam
filtrat kultur tersebut. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk menguji efektifitas filtrat
kultur yang dihasilkan oleh beberapa ras S. rolfsii terhadap pertumbuhan in vitro kecambah
kacang tanah.

BAHAN DAN METODE

Penyiapan ras S. rolfsii dan filtrat kultur
Telah dikoleksi 9 isolat cendawan S. rolfsii yang diisolasi dari berbagai daerah dan inang

tanaman. Dari berbagai isolat yang telah dikoleksi dilakukan karakterisasi pertumbuhan koloni
pada media PDA (Tabel 1). Setelah dilakukan karakterisasi pertumbuhan koloni, maka
dilakukan uji anastomosis group berdasarkan modifikasi metode yang dikembangkan oleh
Carling et al. (1994) dan Bains & Bisht (1995). Pada petridis yang berisi media PDA
ditempatkan tiga koloni dari isolat yang berbeda. Diameter koloni yang digunakan adalah 5
mm yang berumur 3 hari. Jarak antar koloni 3 cm. Pasangan kombinasi dua isolat yang lain
ditempatkan pula dalam media PDA. Berbagai isolat hasil koleksi diamati kompatibilitas
pertumbuhan miselium. Pertumbuhan miselium antar isolat yang tidak terjadi kompatibilitas
dianggap anastomosis group tersendiri (race fisiologis tersendiri).

Hasil karakterisasi pertumbuhan koloni dan uji anastomosis group diperoleh 4 ras S.
rolfsii, yaitu ras 1, ras 6, ras 8, dan ras 9 (Tabel 1). Setelah diperoleh 4 ras S. rolfsii, maka
selanjutnya dilakukan uji patogenitas. Hasil uji patogenitas menunjukkan bahwa ke empat ras
tersebut berbeda patogenitasnya terhadap kacang tanah. Empat ras tersebut selanjutnya
dikulturkan pada media PDA sebagai stok untuk keperluan pembuatan media filtrat kultur.
Filtrat kultur (toksin metabolit) diperoleh dengan cara menumbuhkan 4 ras patogen pada media
MSO0. Pada umur 14 hari setelah tanam, cendawan tersebut disterilkan untuk mendapatkan
filtrat kultur (toksin metabolit).

Tabel 1. Morfologi miselia isolat/ras-ras S. rolfsii

Isolat/ras-ras Warna miselia Struktur miselia Ukuran sklerotia Mulai terbentuk
sklerotia (hari)
1 putih kasar besar 14-20
2 putih kasar besar 14-20
3 putih kasar besar 14-20
4 putih kasar besar 14-20
5 putih kasar besar 14-20
6 putih kasar besar 14-20
7 putih kasar besar 14-20
8 putih halus tipis kecil 4-6
9 putih halus tipis besar 10-14
Keterangan :

Isolat 1 = kacang tanah dari daerah Lombok Utara Tanjung 1
Isolat 2 = kacang tanah dari daerah Lombok Utara Tanjung 2
Isolat 3 = kacang tanah dari daerah Lombok Utara Tanjung 3
Isolat 4 = kacang tanah dari daerah Lombok Utara Tanjung 4
Isolat 5 = kacang tanah dari daerah Lombok Barat Labu Api 1
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Isolat 6 = kacang tanah dari daerah Lombok Barat Labu Api 2
Isolat 7 = kacang tanah dari daerah Lombok Utara Desa Akar-Akar
Isolat 8 = tanaman hias lili bakung

Isolat 9 = tanaman hias Aleksis

Pembuatan media filtrat kultur

Media filtrat kultur untuk pertumbuhan kecambah kacang tanah merupakan campuran
media dasar MS (Murashige dan Skoog, 1962), vitamin B5 (Gamborg et al., 1968), gula
sukrosa (30 g/L), agar-agar (8 g/L), dan filtrat kultur S. rolfsii (konsentrasi 0, 25, 30, 35%).
Media diatur dengan pH 5,6 sebelum sterilisasi. Setelah agar-agar terlarut dalam media dengan
pemanasan, media dituangkan dalam botol kultur ukuran 150 mL masing-masing sebanyak 25
mL dan ditutup dengan plastik. Media yang telah disiapkan disterilkan dengan pemanasan
autoklaf pada suhul121°C dan tekanan 15 psi selama 20 menit. Setelah didinginkan media filtrat
kultur siap digunakan untuk uji pertumbuhan in vitro kecambah kacang tanah.

Penanaman benih kacang tanah

Benih kacang tanah yang digunakan dalam percobaan ini yaitu kultivar Kelinci, Lokal
Bima, G-250, dan G-300. Benih kacang tanah dikupas dari polong kacang tanah tua yang telah
dipanen minimal dua bulan. Benih-benih ini sebelum ditanam dalam media filtrat kultur
disterilisasi dengan perendaman dalam larutan NaOCI (Clorox) 25% selama 20 menit. Benih
kacang tanah yang telah steril selanjutnya dibilas dengan aquades steril sebanyak tiga kali
untuk menghilangkan sisa-sisa larutan sterilan. Tiap botol media ditanam 2 butir benih, yang
sebelumnya benih tersebut dihilangkan satu kotiledonnya. Perlakuan dibuat dalam 5 botol
(ulangan).

Pengamatan Pertumbuhan Kecambah Kacang Tanah
Pertumbuhan kecambah kacang tanah diamati setiap hari meliputi saat mulai

berkecambah, jumlah benih yang berkecambah (jumlah kecambah mati atau tidak
berkecambah). Pengamatan tinggi tanaman, jumlah daun, panjang akar, dan berat segar
kecambah, diamati pada akhir percobaan (20 hari setelah tanam).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Filtrat kultur S. rolfsii merupakan toksin metabolit yang dihasilkan oleh S. rolfsii. Menurut
Backman & Brenneman (1997) dan Cessna et al. (2000) bahwa selama melakukan proses
patogenitas pada tanaman, S. rolfsii mengeluarkan toksin asam oksalat dan bersifat racun bagi
tanaman inang. Pada penelitian telah diuji pengaruh konsentrasi filtrat kultur dari berbagai ras
S. rolfsii terhadap pertumbuhan kecambah kacang tanah.

Respon kultivar kacang tanah terhadap filtrat kultur ras S. rolfsii

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa filtrat kultur ras fisiologis S. rolfsii berpengaruh
nyata terhadap daya kecambah dan pertumbuhan kecambah beberapa kultivar kacang tanah.
Filtrat kultur yang dihasilkan dari ras 1 mempunyai kemampuan yang tinggi dalam
penghambatan perkecambahan kacang tanah dan diikuti dengan filtrat kultur ras 8, 6 dan 9
(Tabel 2). Kemampuan masing-masing ras dalam menghambat perkecambahan kacang ada
kaitannya dengan kemampuan ras untuk menghasilkan toksin metabolit (Punja 1985;
Benhamou & Chert 1996). Ras 1 mampu menghambat perkecambahan pada semua kultivar
kacang tanah. Pada filtrat kultur ras 8 hanya kecambah kultivar G-250 yang tidak mati namun
pada ras 6 ternyata kultivar tersebut mempunyai persentase kematian yang paling tinggi (10%).
Ini menunjukkan bahwa setiap kultivar kacang tanah mempunyai respon yang berbeda terhadap
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filtrat kultur ras cendawan. Benih kacang tanah pada filtrat kultur umumnya menghasilkan
kecambah abnormal, kecambah hanya mampu memunculkan akar, namun tunas tidak
berkembang dan akhirnya kecambah mati (Gambar 1).

Gambar 1. Gejala hambatan filtrat kultur pada perkecambahan kacang tanah, A= semua
kecambah menghasilkan kecambah abnormal, B= kecambah tumbuh normal pada media
tanpa filtrat kultur (anak panah) dan yang lain kecambah abnormal

Pada Tabel 2 juga terlihat bahwa perkecambahan sangat tergantung terhadap media
tumbuh. Media tumbuh kecambah kacang tanah yang mengandung filtrat kultur (toksin
metabolit) asam oksalat merupakan media tumbuh dengan pH 2-3 (data tidak ditampilkan).
Tingkat keasaman yang rendah menyebabkan degradasinya dinding sel tanaman.

Tabel 2. Pengaruh filtrat kultur ras S. rolfsii terhadap persentase (%) kecambah mati

Kultivar Filtrat kultur ras S. rolfsii

1 8 6 9
Lokal Bima 20,0 aA 3,0bC 6,7 bB 3,3bC
Kelinci 16,7 aA 10,0 aB 6,7 bC 6,7 aC
G-250 20,0 aA 0,0cD 10,0 aB 3,3bC
G-300 20,0 aA 13,3 aB 3,3¢ch 6,7 aC

Keterangan : Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada kolom atau huruf kapital yang sama
pada baris tidak berbeda nyata

Filtrat kultur yang dari berbagai ras S. rolfsii berpengaruh juga terhadap penghambatan
berat segar bibit kultivar kacang tanah (Tabel 3). Ras 8 mempunyai kemampuan yang besar
untuk menghambat pertumbuhan berat segar kecambah kacang tanah pada berbagai kultivar.
Kecambah kacang tanah yang mengalami hambatan pertumbuhan biasanya mengalami kerdil,
batang menjadi pendek, daun kecil-kecil dan akar tidak tumbuh secara normal (Tabel 4).

Tabel 3. Pengaruh ras S. rolfsii terhadap berat segar bibit (g) kacang tanah

Kultivar Kontrol (Tanpa Ras S. rolfsii

filtrat kultur) 1 8 6 9
Lokal Bima 2,57 aA 191 aB 1,46 bC 2,06 aA 1,85 aB
Kelinci 2,33 aA 2,02 aA 1,19aC 1,51 bB 1,52 bB
G-250 2,54 aA 1,78 aB 1,48 bC 2,14 aA 2,15 aA
G-300 3,22 bA 2,14 aB 1,47 bC 2,09 aB 1,80 aB

Keterangan : Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada kolom atau huruf kapital yang sama
pada baris tidak berbeda nyata
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Hasil pengamatan menunjukkan bahwa filtrat kultur dari berbagai ras patogen dapat
menghambat tinggi tanaman. Kultivar Kelinci yang paling mengalami kerdil terjadi pada ras
1. Asam oksalat yang dikeluarkan oleh ras-ras patogen diduga mampu menghambat
pembelahan sel. Selain itu, kandungan asam oksalat yang ada pada filtrat kultur menyebabkan
pergantian Ca?* pada dinding sel tanaman oleh anion oksalat sehingga dapat melemahkan
fungsi dinding sel tanaman (Pei et al., 2000).

Tabel 4. Pengaruh ras S. rolfsii terhadap tinggi bibit (cm) kacang tanah

Kultivar Kontrol (Tanpa Ras S. rolfsii

filtrat kultur) 1 8 6 9
Lokal Bima 8,05 aA 4,23 cC 4,22 bC 5,96 aB 5,60 abB
Kelinci 8,45 aA 3,98 cC 4,08 bC 5,12 bB 5,37 bB
G250 9,02 aA 5,33bC 568aBC 6,37 aB 6,51 aB
G300 8,34 aA 6,12 aB 5,45 aB 6,35 aB 6,05 aB

Keterangan : Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil atau huruf kapital yang sama pada kolom atau baris yang
sama tidak berbeda nyata

Respons kultivar kacang tanah terhadap konsentrasi filtrat kultur S. rolfsii

Konsentrasi filtrat kultur menunjukkan jumlah filtrat kultur (toksin metabolit atau asam
oksalat) yang terlarut dalam media MS. Filtrat kultur mengandung toksin metabolit berupa
asam oksalat yang dapat meracuni sel tanaman (Cessna et al., 2000). Berikut ini disajikan
pengaruh konsentrasi filtrat kultur dari berbagai ras S. rolfsii terhadap persentase kecambah
mati kacang tanah. Pada Tabel 5 terlihat bahwa konsentrasi tinggi (35%) pada 4 ras cenderung
menghambat perkecambahan benih dibanding konsentrasi rendah (Gambar 2). Konsentrasi
tinggi menunjukkan bahwa konsentrasi asam oksalat pada larutan filtrat kultur tersebut adalan
tinggi. Konsentrasi asam oksalat tinggi menyebabkan sel-sel tanaman mengalami degradasi
dan kematian sel, sehingga kecambah yang tidak tahan akan menyebabkan kecambah
mengalami kematian.

Tabel 5. Persentase (%) kecambah mati kacang tanah pada berbagai konsentrasi filtrat kultur

S. rolfsii
Ras S. rolfsii dan Konsentrasi Filtrat Kultur

Kultivar Kontrol 1 8 6 9
25% 30% 35% 25% 30% 35% 25% 30% 35% 25% 30% 35%
Lokal Bima 0 0 20 40 0 0 10 0 20 0 0 o0 10
Kelinci 0 10 10 40 0 0 30 0 O 20 0 20 0
G250 0 10 10 40 0 0 0 0 10 20 0 o0 10
G300 0 0 20 40 10 20 10 0 10 0 0 10 10

Keterangan : Kontrol = tanpa filtrat kultur
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Gambar 2. Persentase kecambah kacang tanah yang mati pada berbagai konsentrasi filtrat
kultur

Begitu pula pada berat segar kecambah ternyata kultivar kacang tanah menghasilkan berat
segar kecambah yang lebih rendah pada konsentrasi 35% pada berbagai ras (Tabel 6).
Transportasi oksalat yang melintasi membran plasma dapat menyebabkan penurunan pH pada
semua sel sehingga akan menyebabkan terbukanya stomata dan kematian sel-sel (Kostman et
al., 2001). Konsentrasi filtrat kultur 35% selanjutnya dapat digunakan untuk seleksi in vitro
para kalus embriogenik kacang tanah.

Tabel 6. Berat segar (g) kecambah kacang tanah pada berbagai konsentrasi filtrat kultur S.

rolfsii
) Ras S. rolfsii dan Konsentrasi Filtrat Kultur
Kultivar
Kacang Kontrol 1 8 6 9
tanah 25% 30% 35% 25% 30% 35% 25% 30% 35% 25% 30% 35%
Lokal

B ima 257 19 191 18 161 142 136 21 205 202 205 207 1,4
Kelinci 233 213 198 193 136 11 11 161 154 14 184 154 118
G250 254 204 188 143 17 134 14 226 219 20 236 213 19
G300 322 244 19 203 162 142 138 232 213 181 198 183 1,6

Keterangan : Kontrol = tanpa filtrat kultur

KESIMPULAN

Filtrat kultur dari berbagai ras cendawan S. rolfsii memberikan pengaruh yang berbeda
terhadap pertumbuhan in vitro kecambah kacang tanah dan mampu menghambat pertumbuhan
kecambah kacang tanah. Konsentrasi filtrat kultur 35% menghambat pertumbuhan in vitro
kecambah kacang tanah yang lebih besar dibanding konsentrasi filtrat kultur yang lebih rendah
atau kontrol (tanpa filtrat kultur).
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