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ABSTRAK

Onion yellow dwarfvirus (OYDV) pada tanaman bawang putih telah dilaporkan dapat menyebabkan
masalah pada produksi bawang putih. Penggunaan benih bawang putih bebas virus diharapkan dapat
menekan insidensi penyakit di lapangan. Tujuan penelitian ini ialah mengembangkan metode eliminasi
OYDV pada bahan perbanyakan umbi bawang putih melalui kombinasi perlakuan elektroterapi (0, 5,
10, 15, dan 20 mA selama 10 menit) dan termoterapi (23, 28, 33, dan 38 °C selama 4 minggu). Bawang
putih kultivar Sangga Sembalun dan Lumbu Hijau digunakan sebagai bahan tanaman untuk eliminasi
OYDV. Konfirmasi adanya infeksi virus dilakukan melalui metode reverse transcription-polymerase
chain reaction (RT-PCR). Hasil penelitian menunjukkan bahwa termoterapi pada suhu 33 °C merupakan
perlakuan terbaik untuk mengeliminasi OYDV pada umbi bawang putih meskipun tingkat efisiensi
berbeda pada setiap kultivar. Efisiensi eliminasi OYDV mencapai 60% pada kultivar Lumbu Hijau, dan
40% pada kultivar Sangga Sembalun. Perlakuan elektroterapi dan kombinasinya dengan termoterapi
belum dapat menghasilkan planlet bebas OYDV.

Kata kunci: Lumbu Hijau, Sangga Sembalun, planlet bebas OYDV, RT-PCR
ABSTRACT

Infection of Onion yellow dwarfvirus (OYDV) are reported causing problems in garlic production.
Planting virus-free bulbs might help reduce viral disease incidence in the field. This research was aimed
to develop method for eliminating OYDV from garlic bulbs using combination of electrotherapy (0, 5,
10, 15, and 20 mA each for 10 minutes) and thermotherapy (23, 28, 33, 38 °C each for 4 weeks). Two
garlic cultivars, i.e. Sangga Sembalun and Lumbu Hijau were used as seed bulbs for OYDYV elimination
tests. Virus infection was confirmed using transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). The
result showed that thermotherapy at 33 °C was the best method to eliminate OYDYV in garlic although
the efficiency was not the same for all cultivars. The efficiency reached up to 60% for cv. Lumbu Hijau,
whereas for cv. Sangga Sembalun only reached up to 40%. Electrotherapy alone or in combination with
thermotherapy were not able to produce OYDV-free plantlets.
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PENDAHULUAN

Bawang  putih  (Allium  sativum)
merupakan salah satu komoditas hortikultura
yang digunakan sebagai bumbu di sebagian
besar masakan Indonesia. Bawang putih
diperbanyak secara vegetatif sehingga diduga
tidak ada klon atau benih yang bebas dari
penyakit terbawa benih. Beberapa jenis
patogen diketahui dapat menular melalui
perbanyakan tanaman vegetatif, termasuk
virus. Menurut Diekmann (1997), kelompok
virus yang umum menginfeksi tanaman
bawang putih berasal dari genus Carlavirus,
Potyvirus, dan Allexivirus. Beberapa jenis
virus yang menginfeksi bawang putih dapat
menyebabkan kehilangan hasil, khususnya
Onion yellow dwarf virus (OYDV).

Infeksi OYDV pada bawang putih
menurunkan kualitas dan hasil panen di
Meksiko (Moreno et al. 2014). Infeksi
OYDV pada tanaman bawang putih dapat
menyebabkan kehilangan hasil sebesar
60% (Lot et al. 1998). Elnagar et al. (2009)
melaporkan infeksi OYDV menurunkan bobot
umbi bawang putih di Mesir hingga 58.78%.
Sampai saat ini belum pernah dilaporkan
pengaruh infeksi virus terhadap kehilangan
hasil panen pada bawang putih di Indonesia.

Umbi bebas virus dapat diperoleh
melalui penerapan teknik kultur jaringan
dan efisiensi bebas virus dapat ditingkatkan
melalui kombinasi beberapa metode eliminasi
virus seperti elektroterapi dan termoterapi.
Soliman et al. (2012) mengeliminasi OYDV
dari umbi bawang putih melalui elektroterapi
dengan perlakuan aliran listrik 15 mA
selama 10 menit dan tidak menyebabkan
gangguan pertumbuhan planlet. Torres et
al. (2000) berhasil mengeliminasi virus dari
umbi bawang putih menggunakan udara
panas bersuhu 37 °C selama 35 hari dan
tidak menyebabkan gangguan pertumbuhan
planlet. Pengaruh elektroterapi dan kombinasi
antara elektroterapi dan termoterapi terhadap
eliminasi virus belum pernah dilakukan di
Indonesia. Penelitian ini bertujuan untuk
mendapatkan metode eliminasi OYDV pada
bahan perbanyakan bawang putih yang efektif
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melalui aplikasi kombinasi elektroterapi dan
termoterapi secara in vitro.

BAHAN DAN METODE

Sampel umbi bawang putih diperoleh dari
penangkar umbi bawang putih. Bawang putih
kultivar Sangga Sembalun berasal dari Nusa
Tenggara Barat dan kultivar Lumbu Hijau
berasal dari Jawa Timur. Pemilihan sampel
umbi bawang putih berdasarkan pengujian
menggunakan metode DIBA pada penelitian
sebelumnya (Nasution ef al. 2016).

Eliminasi Virus dari Umbi Bawang Putih
Elektroterapi. Umbi bawang putih
yang digunakan ialah umbi yang positif
terinfeksi OYDV. Umbi dipecah menjadi
siung individual kemudian direndam dengan
larutan fungisida dan bakterisida 2 g L.
Siung dibelah dan diambil bagian tunas
adventif yang digunakan sebagai bahan
perlakuan. Tunas adventif direndam dalam
chamber elektroforesis yang berisi tris borate
EDTA (TBE) 0.5%. Tunas tersebut diberi
perlakuan arus elektroterapi pada 5 taraf
perlakuan, yaitu 0, 5, 10, 15, dan 20 mA masing-
masing selama 10 menit. Setelah perlakuan
elektroterapi, tunas adventif digunakan
sebagai bahan tanaman untuk kultur jaringan.
Kultur Jaringan dan Termoterapi.
Tunas adventif yang telah diberi perlakuan
elektroterapi  disterilisasi ~ menggunakan
NaOCL 1% selama 10 menit, kemudian
dipindah ke dalam NaOC10.5% selama 5 menit,
setelah itu dibilas air steril. Tunas pada bagian
basal dipotong sekitar 2 mm yang digunakan
sebagai eksplan untuk dikulturkan pada
medium murashige-skoog (MS) yang me-
ngandung 2ip (2mg L") dan GA, (0.3 mg L™).
Eksplan diinkubasi pada ruang kultur
dan diberikan termoterapi dengan 4 taraf
perlakuan, yaitu 23, 28 , 33 , dan 38 °C
masing-masing selama 4 minggu. Setelah
4 minggu, tunas dipindahkan ke medium
2 MS yang mengandung NAA (1 mg L)
untuk menginisiasi akar selama 2 minggu.
Planlet yang terbentuk dan sudah berakar siap
diaklimatisasi. Aklimatisasi dilakukan dengan
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merendam planlet dalam larutan fungisida dan
bakterisida 2 g L' selama 5 menit, kemudian
planlet ditiriskan di atas kertas serap steril.
Planlet ditanam pada medium arang sekam
steril selama 2 minggu di laboratorium.
Deteksi virus dilakukan pada tanaman bawang
putih hasil aklimatisasi menggunakan metode

reverse-transcription — polymerase  chain
reaction (RT-PCR).
Metode RT-PCR

Metode  RT-PCR  diawali  dengan

mengisolasi total RNA dari 0.1 g jaringan
daun komposit 4 botol kultur dalam 1 ulangan
menggunakan bufer ekstraksi ditambahkan
1% merkaptoetanol (Doyle dan Doyle 1987).
Sintesis complementary DNA (cDNA)
dilakukan dengan menyiapkan 10 pL reaksi
yang mengandung 3 uL RNA, 1 pL primer
Potyvirus, 2 pL. 50 mM DTT, 2 pL 5x buffer
RT, 1 uL 10 mM dNTP, 0.5 pL ribolock,
0.35 uL MMuLYV, 0.15 pL water free nuclease.
Reaksi transkripsi balik (RT) dilakukan dalam
mesin automated thermal cycler (Gene Amp
PCR System 9700; PE Applied Biosystem,
USA) yang diprogram untuk satu siklus pada
suhu 65 °C (5 menit), 42 °C (60 menit), dan 70
°C (10 menit). Primer yang digunakan untuk
amplifikasi PCR merupakan primer spesifik
OYDV dengan ukuran target 601 pb, OYDVF
(5’-CGAAGCAAATTGCCAAGCAG-3’)
dan OYDVR (5’-CGATTAGCTGCCCCTCT
AAC-3’) (Mahmoud et al. 2008). Reaksi
amplifikasi (25 pL) terdiri atas 9.5 uL dH,O,
12.5 pL GTG master mix, 1 pL masing-
masing primer (forward-reverse) dan 1 pL
cDNA. Amplifikasi cDNA menggunakan
mesin GeneAmp PCR System 9700 dengan
kondisi reaksi denaturasi awal pada suhu
94 °C selama 3 menit, sebanyak 35 siklus
pada suhu denaturasi 94 °C selama 30 detik;
penempelan primer 52 °C selama 1 menit;
ekstensi 72 °C selama 1 menit; dan ekstensi
akhir 72 °C selama 7 menit. Amplikon yang
diperoleh dielektroforesis pada tegangan
50 volt selama 50 menit dalam 1% tris borate
EDTA gel agarosa, selanjutnya gel agarosa
direndam dalam etidium bromida (EtBr) lalu
divisualisasi di bawah UV transilluminator.
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Rancangan Percobaan dan Analisis Data
Pengujian disusun dalam rancangan
percobaan petak terbagi. Perlakuan termoterapi
(23, 28, 33, dan 38 °C) sebagai petak utama
dan perlakuan elektroterapi (0, 5, 10, 15, dan
20 mA) sebagai anak petak. Masing-masing
percobaan dilakukan dengan 3 ulangan, tiap
ulangan terdiri atas 4 botol kultur dan tiap
botol kultur terdapat 1 eksplan. Peubah yang
diamati 1alah ersentase hidup eksplan, jumlah
daun, dan tinggi planlet. Data penelitian
dianalisis ragam (ANOVA) dan perlakuan
yang berpengaruh nyata diuji lanjut dengan uji
jarak berganda Duncan (DMRT) pada taraf 5%.

HASIL
Termoterapi dan Elektroterapi pada
Persentase Hidup Eksplan, Jumlah Daun
dan Tinggi Planlet

Pertumbuhan eksplan sampai dengan 4
minggu setelah tanam (MST) pada kultivar
Lumbu Hijau dan Sangga Sembalun mencapai
100%, kecuali pada perlakuan suhu 38 °C
(Tabel 1). Eksplan yang diberi perlakuan suhu
38 °C berubah warna menjadi putih dan mati.
Hasil analisis menunjukkan bahwa termoterapi
berpengaruh nyata terhadap persentase hidup
eksplan bawang putih, sedangkan elektroterapi
dan interaksi kedua perlakuan tidak berbeda
nyata terhadap persentase hidup eksplan
bawang putih.

Jumlah daun (Tabel 2) dan tinggi planlet
(Gambar 1) pada kedua kultivar dipengaruhi
olehtermoterapidanelektroterapi. Peningkatan
suhu menyebabkan penurunan jumlah daun
dan tinggi planlet. Pada kultivar Lumbu Hijau
elektroterapi memberikan pengaruh nyata
terhadap jumlah daun dan tinggi planlet,
sedangkan interaksi antara kedua faktor tidak
berpengaruh nyata terhadap kedua parameter
tersebut. Kondisi yang berbeda terjadi pada
kultivar Sangga Sembalun. Elektroterapi tidak
berpengaruh nyata terhadap jumlah daun dan
tinggi planlet, tetapi interaksi kedua perlakuan
memberikan pengaruh nyata terhadap jumlah
daun dan tinggi planlet.
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Tabel 1 Pengaruh elektroterapi dan termoterapi terhadap eksplan dua kultivar bawang putih yang hidup (%)

Termoterapi Elektroterapi (mA)
°C) 0 5 10 5 20 Rata-rata
Kultivar Lumbu Hijau
23 100 100 100 100 100 100 a
28 100 100 100 100 100 100 a
33 100 100 100 100 100 100 a
38 0 0 0 0 0 0b
Kultivar Sangga Sembalun
23 100 100 100 100 100 100 a
28 100 100 100 100 100 100 a
33 100 100 100 100 100 100 a
38 0 0 0 0 0 0b

Angka pada kolom dan kultivar yang sama diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata menurut uji

DMRT pada a 5%.

Tabel 2 Pengaruh elektroterapi dan termoterapi terhadap jumlah daun planlet dua kultivar bawang putih

pada 4 MST
Termoterapi Elektroterapi (mA)
©C) 0 5 10 15 20 Rata-rata*
Kultivar Lumbu Hijau
23 241 2.75 3.16 3.33 2.67 2.86a
28 2.41 2.67 291 3.00 233 2.67a
33 1.58 1.50 2.08 1.75 1.67 1.71b
38 - - - - - -
Rata-rata* 2.13¢ 2.31 abc 272 a 2.69 ab 222 be
Kultivar Sangga Sembalun**
23 258 BCD  2.83BC 3.67A 3.67A 2.67 BCD 3.08a
28 292B 2.83 BC 250BCD  2.83BC 2.67 BCD 2.75b
33 2.17 BCDE 2.00 DE 1.92 DE 1.75E 2.08 CDE 1.98 ¢
38 - - - - - -
Rata-rata 2.56 2.55 2.70 2.75 247

* Angka pada kolom atau baris berdasarkan kultivar yang sama diikuti huruf nonkapital yang sama menunjukkan

tidak berbeda nyata menurut uji DMRT pada o 5%.

**Angka pada kolom dan baris berdasarkan kultivar yang sama diikuti huruf kapital yang sama menunjukkan
respon interaksi elektroterapi dan termoterapi tidak berbeda nyata menurut uji DMRT pada a 5%.

Persentase Tanaman Bebas OYDV

Deteksi virus dilakukan secara komposit,
yaitu 4 botol kultur dalam satu ulangan.
Perlakuan suhu memberikan pengaruh nyata
terhadap persentase tanaman bebas OYDV
(Tabel 3), sedangkan perlakuan elektroterapi
dan interaksi kedua perlakuan tidak
memberikan pengaruh yang nyata terhadap
persentase tanaman bebas OYDV.

Deteksi virus setelah perlakuan termoterapi
dan elektroterapi dilakukan menggunakan
metode RT-PCR. Tanaman yang diperoleh
melalui teknik kultur jaringan memiliki
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konsentrasi virus yang sangat rendah (Gambar
2). Oleh karena itu, deteksi virus pada tanaman
kultur jaringan membutuhkan metode sensitif
seperti RT-PCR.

PEMBAHASAN

Bawang putih kultivar Lumbu Hijau adalah
kultivar unggul yang banyak ditemukan di
Jawa Timur, sementara kultivar  Sangga
Sembalun banyak terdapat di Nusa Tenggara
Barat. Kedua kultivar ini terinfeksi berbagai
jenis virus sepertt OYDV, Garlic common
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Bawang putih kultivar Lumbu Hijau
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Gambar 1 Pengaruh elektroterapi dan termoterapi terhadap tinggi planlet dua kultivar bawang putih
pada 4 MST secara in vitro. L] omA; B, smA;E, 10mA:; @, 15 mA; B 20 mA. Huruf yang sama
di atas balok data menunjukkan tidak berbeda nyata pada tiap kelompok termoterapi menurut uji DMRT
pada a 5%.

Tabel 3 Pengaruh elektroterapi dan termoterapi terhadap dua kultivar bawang putih bebas OYDV (%)

Termoterapi Elektroterapi (mA)
°C) 0 5 10 15 20 Rata-rata*
Kultivar Lumbu Hijau
23 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0b
28 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0b
33 50.0 100.0 0.0 50.0 100.0 60.0 a
38 - - - - -
Rata-rata 16.7 333 0.0 16.7 333
Kultivar Sangga Sembalun
23 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0b
28 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0b
33 0.0 50.0 0.0 100.0 50.0 40.0 a
38 - - - - -
Rata-rata 0.0 16.7 0.0 333 16.7

* Angka pada kolom dan kultivar yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji DMRT
pada a 5%.

latent virus, dan Shallot latent virus. OYDV Kultur shoot tip telah digunakan secara
merupakan virus utama yang menginfeksi luas untuk memperoleh tanaman bebas virus.
kedua kultivar tersebut dengan insidensi Efisiensi teknik ini dapat ditingkatkan melalui
penyakitmencapai 100% (Nasutionezal.2016). kombinasi teknik lain seperti termoterapi
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Gambar 2 Hasil amplifikasi Onion yellow dwarf virus dari tanaman bawang putih setelah perlakuan
elektroterapi dan termoterapi. M, Penanda DNA 1 kb; 1, Kontrol positif; 2, Kontrol negatif; 3—7, Suhu23 °C
dan0,5,10,15,20mA; 8-12,Suhu28°C:0,5,10,15,20mAdan 13—17,Suhu33°Cdan0, 5,10, 15,20 mA.

dan elektroterapi. Termoterapi memberikan
pengaruh nyata terhadap persentase hidup
eksplan. Perlakuan suhu terlalu tinggi
berpengaruh negatif terhadap pertumbuhan
eksplan. Suhu 38 °C dapat menghambat
pertumbuhan eksplan. Hasil yang sama
dilaporkan oleh Conci et al. (2005) yang
melakukan penelitian pada tanaman bawang
putih, eksplan meristem yang diberi perlakuan
suhu 36 °C selama 3040 hari dapat tumbuh
sekitar 55-57% dibandingkan dengan eksplan
yang tidak diberi perlakuan dapat tumbuh
sekitar 80-90%. Mahmoud et al. (2009)
melaporkan bahwa tingkat regenerasi semakin
menurun pada tanaman kentang yang diberi
perlakuan suhu 37 °C selama 40 hari secara
in vitro.

Jumlah daun dan tinggi planlet dipengaruhi
oleh termoterapi dan elektroterapi pada kedua
kultivar. Suhu rendah memberikan pengaruh
baik  terhadap perkembangan  planlet,
sementara suhu tinggi dapat menghambat
perkembangan planlet. Eksplan yang diberi
perlakuan elektroterapi 10 mA pada suhu 23 °C
memiliki jumlah daun dan tinggi tanaman
lebih baik dibandingkan dengan eksplan
yang tidak diberikan perlakuan elektroterapi.
Hal ini sesuai dengan penelitian Soliman et
al. (2012) bahwa elektroterapi pada 10 mA
selama 10 menit dapat meningkatkan tingkat
regenerasi planlet bawang putih. Tanaman
kentang yang diberi perlakuan elektroterapi
10 mA selama 10 menit dapat meningkatkan
regenerasi tanaman in vitro (Mahmoud et al.
2009). Aliran listrik dilaporkan dapat memacu
diferensiasi tanaman in vitro (Goldsworthy
1987). Regenerasi eksplan in vitro oleh
elektroterapi bergantung pada besarnya aliran
listrik dan kultivar tanaman yang digunakan
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(Badarua dan Chiru 2014). Menurut Dovas et
al.(2001), RT-PCR merupakan metode sensitif
dalam deteksi OYDV. Sensitivitas RT-PCR
10>-10* kali lebih tinggi dibandingkan dengan
metode enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA).

Percobaan  eliminasi  menggunakan
metode elektroterapi pada berbagai tingkat
arus listrik memperlihatkan bahwa perlakuan
elektroterapi  tidak  berpengaruh  nyata
terhadap persentase tanaman bebas virus. Hal
ini mungkin disebabkan konsentrasi virus
yang tinggi dan ukuran tunas adventif terlalu
besar. Lassois et al. (2013) menyatakan bahwa
ketersediaan tanaman bebas virus selain
bergantung pada teknik yang dikembangkan
juga perlu memperhatikan karakteristik
virus, tipe jaringan yang diberikan perlakuan,
dan jenis tanaman yang digunakan. Dewi
dan Slack (1994) menambahkan bahwa
efisiensi protokol untuk mengeliminasi virus
akan menurun jika eksplan yang digunakan
mengandung konsentrasi virus yang tinggi
atau telah terinfeksi oleh berbagai jenis virus.

Menurut Conci et al. (2005), efisiensi
untuk mendapatkan tanaman bebas virus
bergantung dari jenis virus target dan kultivar
bawang putih yang digunakan. Ghaemizadeh
et al. (2014) berhasil memperoleh tanaman
bebas OYDV dengan efisiensi 77% melalui
perlakuan suhu 36 °C dikombinasikan dengan
kultur stem-disc. Suhu yang tinggi dapat
menekan multiplikasi virus, yaitu dengan
meningkatkan degradasi RNA virus (Wang dan
Valkonen 2008). Perlakuan suhu tinggi dapat
mengakibatkan pecahnya ikatan hidrogen
dan disulfida protein penyelubung virus,
diikuti dengan ikatan kovalen fosfodiester
asam nukleat yang dapat mengakibatkan
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kemunduran infektivitas dan penghambatan
replikasi virus (Panattoni et al. 2013).
Perlakuan terbaik untuk mendapatkan
tanaman bebas OYDV ialah perlakuan suhu
33 °C karena mampu menghasilkan tanaman
bebas OYDYV hingga 60% pada kultivar Lumbu
Hijau dan 40% pada kultivar Sangga Sembalun.
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