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ABSTRAK. Kemoterapi merupakan aplikasi senyawa kimia (ribavirin) yang memiliki aktivitas antiviral guna menghambat ataupun
menghentikan multiplikasi virus pada jaringan tanaman. Penelitian bertujuan mengetahui pengaruh konsentrasi ribavirin terhadap
pertumbuhan shoot tip bawang merah untuk mengeliminasi virus OYDV. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan
3, Departemen AGH IPB dan Laboratorium Virologi Tumbuhan, Departemen Proteksi Tanaman IPB, sejak bulan Oktober 2015
hingga Juni 2016. Rancangan percobaan yang digunakan adalah kelompok lengkap teracak dengan dua faktor dan empat ulangan,
setiap ulangan terdiri atas empat tabung kultur yang ditanam satu eksplan. Percobaan dilakukan secara terpisah pada dua kultivar
bawang merah, yaitu Bima Brebes dan Tiron. Faktor pertama adalah konsentrasi ribavirin, yaitu 0, 5, 10, 15, dan 20 mg/L. Faktor
kedua adalah ukuran eksplan (shoot tip), yaitu 1,1-2,0 mm dan 2,1-3,0 mm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa peningkatan
konsentrasi ribavirin menekan tinggi tunas cv. Bima Brebes, waktu muncul daun, tinggi tunas, dan jumlah daun cv. Tiron. Ukuran
shoot tip yang lebih besar (2,1-3,0 mm) dapat meningkatkan persentase tumbuh eksplan dan mempercepat waktu muncul daun pada
cv. Bima Brebes dan Tiron. Konsentrasi ribavirin yang diaplikasikan pada dua ukuran shoot tip masih belum dapat mengeliminasi
virus OYDYV pada kedua kultivar bawang merah.

Katakunci: Bawang merah; /n vitro; Ribavirin; Shoot tip

ABSTRACT. Chemotherapy is an apllication of chemistry compound (ribavirin) that has antiviral activity to inhibit virus
multiplication in plant tissues. The objective of the experiment was to evaluate the effect of ribavirin concentrations on shoot tip
growth of shallot for OYDYV eradication. The experiment was cunducted at Tissue Culture Laboratory 3, Agronomy Department and
Plant Virology Laboratory, Plant Protection Department of IPB from October 2015 until June 2016. The experiment was arranged
in a completely rendomized block design with two factors and four replications. Each experimental unit consisted of four bottles
with one explant in it. The first factor was ribavirin concentrations, i.e. 0, 5, 10, 15, and 20 mg/L. Second factor was shoot tip sizes,
i.e. 1.1-2.0 mm and 2.1-3.0 mm. The experiment showed that increasing ribavirin concentrations suppressed the shoot length of cv.
Bima Brebes, and it also inhibited the time of leaf to emerge, shoot length, and leaf number of cv. Tiron. Increasing shoot tip size
(2.1-3.0 mm) influenced percentage of explant growth and speed the time of leaf emergance of cv. Bima Brebes and Tiron. Ribavirin
concentrations used in this treatment did not eradicate OYDYV in both shoot tipe sizes of the two cultivars.

Keywords: Shallot ; In vitro; Ribavirin; Shoot tip

Bawang merah merupakan tanaman sayur unggulan
Indonesia setelah kubis dan kentang dengan produksi
pada tahun 2014 mencapai 1.233.989 ton. Bawang
merah dibudidayakan hampir di seluruh provinsi di
Indonesia. Sentra produksi utama bawang merah
berada di pulau Jawa, yaitu Jawa Tengah (Badan Pusat
Statistik 2016).

Masalah yang saat ini dihadapi adalah berbagai
kultivar bawang merah yang dibudidayakan telah
terinfeksi virus (Gunaeni et al. 2011; Swari, Subandiyah
& Hartono 2015; Wulandari 2016). Sistem perbanyakan
vegetatif menggunakan umbi bawang merah yang
selama ini dilakukan petani menyebabkan akumulasi
virus pada generasi berikutnya (Gunaeni et al. 2011).

Pengujian virus yang dilakukan oleh Wulandari
(2016) menunjukkan bahwa kultivar Bima Brebes
100% terinfeksi Onion yellow dwarf virus (OYDV),
sedangkan Tiron dilaporkan telah terinfeksi Potyvirus
(Swari, Subandiyah & Hartono 2015). OYDV
merupakan virus yang termasuk kelompok Potyvirus
dan berkontribusi terhadap kehilangan hasil panen
yang dilaporkan mencapai 60% (Brewster 2008).

Protokol eliminasi virus pada tanaman Allium telah
banyak dilaporkan dan berhasil mendapatkan tanaman
bebas virus secara in vitro, akan tetapi secara umum
metode yang digunakan berupa kultur meristem tip
yang dikombinasikan dengan metode lainnya. Taskin ez
al. (2013) menyatakan bahwa isolasi bagian meristem
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tip merupakan hal yang sulit dilakukan, membutuhkan
banyak waktu, dan keahlian khusus. Oleh karena itu,
pada penelitian ini metode yang digunakan berupa kultur
tunas pucuk (shoot tip culture) yang dikombinasikan
dengan metode kemoterapi dengan tujuan mendapatkan
persentase eliminasi virus yang tinggi.

Kemoterapi merupakan aplikasi senyawa kimia yang
bertujuan menghentikan laju infeksi pada tanaman yang
terinfeksi virus (Sastry & Zitter 2014). Ribavirin (/-5-D-
ribofuranosil-1,2,4-trizole-3-carboxamide) merupakan
senyawa yang memiliki kemampuan aktivitas antiviral,
yang dapat menghambat proses sintesis RNA dan DNA
virus (Streeter et al. 1973). Penggunaan senyawa kimia
antiviral secara in vitro dapat memberikan efek fitotoksik
pada eksplan yang diberi perlakuan. Oleh karena itu,
diperlukan konsentrasi yang paling efektif dalam
mengeliminasi virus dan mendapatkan eksplan yang
mampu bertahan hidup (Verma, Ram & Zaidi 2005).

Konsentrasi ribavirin yang diujikan memberikan
pengaruh yang beragam pada masing-masing tanaman.
Neelamathi, Manuel & George (2014) melaporkan
bahwa meristem tip tebu yang dikulturkan pada
konsentrasi ribavirin rendah (2,5, 5,0, dan 7,5 mg/L)
tidak memperlihatkan adanya penghambatan pada
pertumbuhan dan multiplikasi eksplan, akan tetapi
konsentrasi tersebut tidak mampu mengeliminasi virus.
Sementara itu, ribavirin dengan konsentrasi yang tinggi
dapat menimbulkan efek fitotoksik sehingga dapat
menekan pertumbuhan dan perkembangan eksplan.
Andriani, Ermavitalini & Nurmalasari (2013) berhasil
memperoleh tebu yang bebas dari virus Sugarcane
mosaic virus (SCMV) melalui kultur meristem tip dan
penambahan ribavirin dengan konsentrasi optimum 30
mg/L dan 40 mg/L tanpa menghambat pertumbuhan
secara permanen. Ribavirin juga diaplikasikan oleh
Fletcher, Fletcher & Lewthwaite (1998) dengan
konsentrasi 50 mg/L pada bawang merah yang
dikombinasikan dengan termoterapi. Namun, ukuran
basal disc yang digunakan tersebut cukup besar
sehingga pada penelitian ini menggunakan ekplan
shoot tip.

Penelitian bertujuan mengetahui pengaruh
konsentrasi ribavirin terhadap pertumbuhan shoot tip
bawang merah untuk mengeliminasi virus OYDV.

BAHAN DAN METODE

Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan Oktober 2015
hingga Juni 2016 di Laboratorium Kultur Jaringan
3, Departemen Agronomi dan Hortikultura IPB serta

Laboratorium Virologi Tumbuhan, Departemen
Proteksi Tanaman. Penelitian menggunakan bawang
merah kultivar Bima Brebes dan Tiron yang telah
mengalami pemecahan dormansi dan umbi bibit
diperoleh dari petani penyedia bibit bawang merah di
Kabupaten Brebes dan Bantul.

Pesiapan Bahan Tanam dan Sterilisasi

Persiapan eksplan diawali dengan membuang kulit
bawang merah terluar dan umbi dicuci bersih. Umbi
kemudian direndam dan dikocok dengan larutan
deterjen selama 7 menit sebanyak dua kali, dan dibilas
dengan air mengalir. Umbi disterilisasi dengan 0,04%
streptomisin sulfat dan 0,16% mankozeb, dan dikocok
selama semalam, selanjutnya dibilas dengan akuades
steril sebanyak 2-3 kali. Sterilisasi umbi dilanjutkan
dengan perendaman dan pengocokan dalam 1,05%
NaOCl selama 20 menit. Tahapan berikutnya dilakukan
di laminar air flow (LAF). Umbi dikupas 1-2 lapisan,
kemudian disterilisasi dengan 0,525% NaOCl selama
25 menit. Eksplan dipotong hingga berukuran 0,5-1,0
cm dan dikulturkan pada media MS serta diinkubasi
selama | hari (24 jam). Eksplan yang sudah dikulturkan
pada media MS disterilisasi kembali menggunakan
0,263% NaOCl selama 5 menit. Isolasi eksplan tunas
pucuk atau shoot tip (1,1-3,0 mm) dengan dua hingga
tiga primordia daun dilakukan di bawah mikroskop
binocular menggunakan pinset dan jarum diseksi.

Eksplan yang diisolasi dibagi menjadi dua kelompok
ukuran, yaitu D1 (1,1-2,0 mm) dan D2 (2,1-3,0 mm)
dan dikulturkan pada media MS yang mengandung 2
ppm 2ip + 0,3 ppm GA, +ribavirin. Perlakuan ribavirin
yang diaplikasikan pada eksplan terdiri atas lima taraf
konsentrasi, yaitu 0, 5, 10, 15, dan 20 mg/L. Konsentrasi
yang digunakan lebih kecil (0-20 mg/L) dibandingkan
penelitian sebelumnya. Hal ini dikarenakan eksplan
shoot tip yang digunakan pada penelitian ini berukuran
lebih kecil dibandingkan basal disc yang digunakan
Fletcher, Fleteher & Lawthwaite (1998).

Ribavirin disterilisasi menggunakan syringe filter
0,22 um (Omricon scientific) kemudian ditambahkan
ke dalam larutan media yang telah disterilisasi dengan
autoclave. Eksplan diinkubasi di ruang kultur dengan
intensitas cahaya + 2.000 lux selama 24 jam pada
suhu 37 + 2°C selama 4 minggu. Eksplan selanjutnya
disubkultur pada media yang sama tanpa ribavirin
dengan kondisi ruang kultur yang sama selama 5
minggu. Eksplan kemudian dipindahkan ke ruang
kultur dengan suhu 25 + 1°C untuk perbanyakan tunas.
Tunas yang tumbuh selanjutnya dipindahkan ke media
induksi umbi mikro (Dinarti 2012), yaitu media MS +
vitamin B5 + sukrosa 120 g/L dan diinkubasi di ruang
kultur dengan intensitas cahaya 4+ 2.000 lux selama 24
jam pada suhu 30 + 1°C selama 8 minggu.



Planlet umbi lapis mikro dibersihkan dan direndam
dalam larutan bakterisida dan fungisida masing-masing
2 g/L selama 5 menit dan dikeringkan dengan kertas
tisu. Umbi lapis mikro ditanam dalam wadah gelas
plastik yang telah diberi media dengan campuran
tanah steril, arang sekam, dan pupuk kandang (1:1:1).
Penyiraman menggunakan media /> MS dilakukan 2—3
hari sekali dan pemberian pupuk daun (Gandasil D) 2
g/L dilakukan 1 minggu sekali. Aklimatisasi dilakukan
di kotak kasa yang ternaung dari sinar matahari
langsung selama 2—-3 minggu.

Rancangan Percobaan

Percobaan dilakukan secara terpisah pada dua
kultivar bawang merah dan disusun menggunakan
rancangan kelompok lengkap teracak (RKLT) dengan
dua faktor, yaitu lima konsentrasi ribavirin (0, 5, 10,
15, dan 20 mg/L) dan 2 ukuran eksplan, yaitu DI
(1,1-2,0 mm) dan D2 (2,1-3,0 mm). Setiap kombinasi
perlakuan diulang sebanyak empat kali sehingga
terdapat 40 satuan percobaan. Satu satuan percobaan
terdiri atas empat botol kultur, dan masing-masing
botol ditanam satu eksplan sehingga setiap kultivar
terdapat 160 satuan pengamatan.

Analisis RT-PCR

Total RN A diisolasi dari 0,1 gjaringan daun (tanaman
yang telah diaklimatisasi) menggunakan metode CTAB
(Doyle & Doyle 1987) yang telah dimodifikasi. Sintesis
complementary DNA (.DNA) dilakukan dengan 10
pL volume yang mengandung 3 L RNA, 1 pL primer
poty, 2 uL 50 mM DTT, 2 pL 5x buffer RT, 1 pL 10
mM dNTP, 0,5 uL ribolock, 0,35 uL MMuLYV, dan 0,15
L water free-nuclease. Reaksi terdiri atas 65°C (5
menit), 42°C (60 menit), dan 70°C (10 menit). Primer
yang digunakan untuk amplifikasi PCR berdasarkan
Mahmoud et al. (2007). Primer forward yang digunakan
5’- CGAAGCAAATTGCCAAGCAG -3’ dan primer
reverse berupa 5’- CGATTAGCTGCCCCTCTAAC
-3’. Reaksi PCR dilakukan dengan 25 pL volume
larutan yang mengandung 9,5 pL dH,0, 12,5 uL
GTG master mix, 1 pL untuk masing-masing primer
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(forward-reverse), dan 1 uL .DNA. Amplifikasi
dilakukan sebanyak satu siklus pada 94°C (3 menit),
selanjutnya 35 siklus dengan tahapan denaturasi pada
94°C (30 detik), annealing pada 52°C (1 menit), dan
sintesis pada 72°C (1 menit), serta satu siklus pada
72°C (7 menit). Amplifikasi DNA target dilakukan
menggunakan mesin GeneAMP PCR System 9700
(PE Applied Biosystems). DNA dielektroforesis
menggunakan 1% gel agarosa yang dilarutkan dalam
buffer 0,5x Tris-Borate EDTA (TBE) pada tegangan
50 volt selama 50 menit, kemudian direndam dalam
larutam etidium bromida selama 30 menit. Penanda
ukuran DNA yang digunakan adalah 1 kb DNA Ladder
(Thermo scientific). Visualisasi DNA dilakukan di
bawah UV transluminator dan didokumentasikan
dengan kamera digital.

Pengamatan terhadap eksplan yang diberi perlakuan
konsentrasi ribavirin dilakukan setiap minggu hingga
4 minggu setelah tanam (MST). Peubah yang diamati
dari percobaan ini, meliputi persentase tumbuh
eksplan, waktu muncul daun, jumlah tunas, jumlah
daun, tinggi tunas, persentase eksplan hyperhydric,
dan persentase eksplan bertunas.

Analisis Data

Data penelitian dianalisis menggunakan analisis
ragam (ANOVA). Uji lanjut dilakukan terhadap
perlakuan yang berpengaruh nyata menggunakan
Duncan's Multiple Range Test (DMRT) pada tingkat
kepercayaan 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Ukuran Shoot Tip Terhadap Persentase
Tumbuh Eksplan dan Waktu Muncul Daun

Perlakuan konsentrasi ribavirin dan ukuran
shoot tip berpengaruh secara tunggal, tidak terdapat
interaksi antara kedua faktor. Ukuran eksplan shoot tip
berpengaruh terhadap persentase tumbuh eksplan dan

Tabel 1. Persentase tumbuh eksplan dan waktu muncul daun pada dua kultivar bawang merah (Percentage
of explant growth and time of leaf emergence of two shallot cultivars)

Kultivar (Cultivars) Ukuran eksplan Persentase tumbuh eksplan Waktu muncul daun
(Explant sizes) (Percentage of explant growth) (Time of leaf emergence), MST (WAP)
Bima Brebes D1 95,00 b 1,89 a
D2 100,00 a 1,01 b
Uji F * ok
Tiron Dl 94,58 b 1,43 a
D2 100,00 a 1,LI2 b
Uji F * 3k

D1=1,1-2,0 mm, D2 =2,1-3,0 mm
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Tabel 2. Pengaruh konsentrasi ribavirin terhadap persentase tumbuh eksplan dan waktu muncul daun
(Influence of ribavirin concentrations on percentage of explant growth and time of leaf emergence)

Kultivar  Konsentrasi ribavirin (Ribavirin  Persentase tumbuh eksplan Waktu muncul daun (Zime of leaf
(Cultivars) concentrations), mg/L (Percentage of explant growth) emergence), MST (WAP)
Bima Brebes 0 100,00 a 1,31a
5 100,00 a 1,28 a
10 95,83 a 1,41 a
15 100,00 a 1,46 a
20 91,67 a 1,78 a
KK (CV), % 6,69 15,36
Uji F tn tn
Tiron 0 96,88 a 1,L13b
5 100,00 a 1,08 b
10 100,00 a 1,26 ab
15 96,88 a 1,34 ab
20 92,71 a 1,57 a
KK (CV), % 8,14 10,88
Uji F tn *

waktu muncul daun cv. Bima Brebes dan Tiron (Tabel
1). Eksplan dengan ukuran yang lebih besar (D2)
memiliki persentase tumbuh 100% dan nyata lebih
tinggi dibandingkan eksplan D1 dengan ukuran yang
lebih kecil. Hal ini disebabkan kemampuan tumbuh
eksplan meningkat sesuai dengan besarnya ukuran
eksplan yang diisolasi (Oana et al. 2009).

Perlakuan ukuran eksplan juga memperlihatkan
respon yang sama terhadap waktu muncul daun.
Eksplan berukuran lebih besar (D2) memperlihatkan
waktu muncul daun sangat nyata lebih cepat (1,01-1,12
MST) dibandingkan eksplan D1 (1,43-1,89 MST) pada
kedua kultivar bawang merah.

Pertumbuhan dan Perkembangan Eksplan Pada
Media Ribavirin

Eksplan shoot tip cv. Bima Brebes dan Tiron yang
diberi perlakuan ribavirin memperlihatkan persentase
tumbuh yang tinggi. Penambahan ribavirin pada media
tidak berpengaruh nyata terhadap persentase tumbuh
eksplan dari kedua kultivar bawang merah (Tabel 2).
Pada cv. Bima Brebes, pengaruh konsentrasi ribavirin
terhadap waktu muncul daun secara statistik tidak
berbeda nyata antara kontrol dengan konsentrasi
lainnya. Peningkatan konsentasi ribavirin (10-20
mg/L) cenderung menghambat pertumbuhan dan
perkembangan eksplan sehingga rata-rata waktu
muncul daun menjadi lebih lama dibandingkan
kontrol. Hasil percobaan ini didukung oleh penelitian
sebelumnya yang menyatakan bahwa kemampuan
ribavirin dalam menghambat pertumbuhan eksplan
sangat bergantung pada konsentrasi ribavirin (Klein &
Livingston 1983) dan ukuran eksplan yang digunakan
(Oana et al. 2009).

Perlakuan ribavirin 20 mg/L pada eksplan Bima
Brebes diketahui menghambat waktu muncul daun
0,47 MST dibandingkan dengan kontrol. Sementara
pada cv. Tiron, ribavirin memberikan pengaruh yang
nyata terhadap waktu muncul daun. Penghambatan
terhadap pertumbuhan eksplan Tiron juga memiliki
pola yang hampir sama dengan Bima Brebes.
Ribavirin dengan konsentrasi 20 mg/L diketahui secara
nyata menghambat waktu muncul daun 0,44 MST
dibandingkan dengan kontrol.

Pengaruh Ribavirin Terhadap Persentase Tumbuh
Eksplan Shoot Tip dan Waktu Muncul Daun

Peningkatan konsentrasi ribavirin menekan laju
pertumbuhan dan perkembangan eksplan shoot tip,
pengaruh tersebut terlihat pada penurunan jumlah
daun dan tinggi tunas (Tabel 3). Tunas Bima Brebes
yang tumbuh pada media dengan ribavirin 20 mg/L
memiliki jumlah daun 36% lebih rendah dibandingkan
kontrol, meskipun secara statistik tidak berbeda nyata.
Hal ini diduga akibat pertumbuhan planlet yang tidak
seragam sehingga berpengaruh terhadap jumlah daun
yang terbentuk. Sementara itu, perlakuan ribavirin
20 mg/L nyata menurunkan 34% jumlah daun yang
terbentuk pada tunas cv Tiron. Perlakuan ribavirin
diduga menghambat pembentukan daun, hal ini
terlihat dari jumlah daun yang terbentuk semakin
berkurang setelah penambahan ribavirin 5 hingga 20
mg/L

Hasil analisis statistik terhadap tinggi tunas
menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ribavirin
sangat nyata menghambat pemanjangan tunas pada
kedua kultivar (Tabel 3). Perlakuan ribavirin 10 hingga
20 mg/L pada Bima Brebes menghasilkan tinggi tunas
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Tabel 3. Pengaruh konsentrasi ribavirin terhadap jumlah daun, jumlah tunas, dan tinggi tunas pada dua
kultivar (Influence of ribavirin concentrations on number of leaf, number of shoot, and shoot length

of two cultivars)

Kultivar Konsentrasi ribavirin (Ribavirin Jumlah daun Jumlah Tinggi tunas
(Cultivars) concentrations), mg/L (No. of leaf) Tunas (No. of shoot) (Plant height), cm
Bima Brebes 0 1,62a 0,36 248a

5 1,56 a 0,43 247 a
10 1,24 a 0,34 1,37b
15 1,25 a 0,40 1,68 b
20 1,03 a 0,34 1,33 b
KK (CV), % 8,98 8,80 12,18
Uji F tn tn o
Tiron 0 1,99 a 0,55 3,13a
1,43 b 0,38 2,18b
10 1,60 ab 0,48 2,25b
15 1,3 b 0,50 1,86 bc
20 1,31b 0,31 1,50 ¢
KK (CP), % 13,56 8,07 10,56
Uji F * tn *%
60 - [ Bima Brebes I Tiron 3Bima Brebes  m Tiron

Eksplan hyperhydric
(Hyperhydric explants), %

0 5 10 15 20
Konsentrasi ribavirin
(Ribavirin concentrations), mg/L

Eksplan bertunas
(Sprouting explants), %

5

10 15 20

Konsentrasi ribavirin
(Ribavirin concentrations), mg/L

Gambar 1. Persentase eksplan hyperhydric dan bertunas pada bawang merah cv. Bima Brebes dan
Tiron (Percentage of hyperhydric and sprouting explants on shallot cv. Bima Brebes and

Tiron)

yang nyata lebih rendah dibandingkan kontrol. Tinggi
tunas pada perlakuan ribavirin 20 mg/L (1,33 cm) tidak
berbeda nyata dengan tunas pada 10 dan 15 mg/L.

Pada kultivar Tiron, penghambatan pemanjangan
tunas terlihat pada pemberian ribavirin 5 hingga 20
mg/L. Tinggi tunas pada konsentrasi ribavirin 20 mg/L
tidak berbeda nyata dengan tinggi tunas pada ribavirin
15mg/L, namun berbeda nyata dengan perlakuan
ribavirin (0-10 mg/L). Penghambatan pertumbuhan
tinggi tunas terjadi karena ribavirin merupakan senyawa
dengan struktur yang mampu beranalog dengan
nukleotida purin (adenin dan guanosin). Ribavirin
memungkinkan untuk menargetkan virus dan enzim

inang yang berkaitan dengan nukleotida purin (Wu, Lin
& Hong 2003). Mekanisme kerja ribavirin tersebut dapat
mengakibatkan efek toksik terhadap sel inang (Parker
2005). Penelitian sebelumnya juga menunjukkan
bahwa ribavirin dapat menghambat pertumbuhan tunas
dan pada konsentrasi tertentu menyebabkan kematian
eksplan (Klein & Livingston 1983).

Pengamatan terhadap jumlah tunas menunjukkan

bahwa konsentrasi ribavirin tidak berpengaruh nyata.
Rendahnya jumlah tunas cv. Bima Brebes dan Tiron
diduga akibat suhu inkubasi ekplan yang cukup tinggi
(37 £ 2°C) sehingga menghambat pembentukan dan
regenerasi tunas.
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Bima Brebes

1 2 3 4 56 7 8 910M P N

23 4 5 6 78 9101 M PN

Gambar 2. Elektroforesis agarose gel hasil deteksi RT-PCR menggunakan spesifik primer OYDV. (The
electrophoresis of agarose gel of RT-PCR detection using OYDV spesific primer ). a = shoot tip
(1,1-2,0 mm), b = shoot tip (2,1-3,0 mm), 1-11 = sampel daun yang teramplifikasi fragmen DNA
601 bp (leaf samples amplified by 601 bp DNA fragment), M = 1 kb DNA Ladder (1 kb Ladder
DNA), P = kontrol positif (positive control), N = kontrol negatif (negative control)

Selain itu, hyperhydricity merupakan salah satu
masalah yang dihadapi pada penelitian ini. Planlet yang
mengalami hyperhydric memperlihatkan pertumbuhan
dan morfologi tanaman yang abnormal, seperti memiliki
daun yang kaku dan tebal, transparan, mengandung air,
dan ujung daun menguning atau putih. Pembentukan
daun menjadi terhambat dan berdasarkan pengamatan
bahwa daun yang dihasilkan antara satu hingga dua
helai. Wu, Chen & Long (2009) juga memaparkan
bahwa tanaman Ayperhydric memiliki anatomi daun
yang abnormal, kemampuan berfotosintesis menurun,
multiplikasi tunas terhambat, dan pada kondisi yang
parah mengakibatkan tanaman mati.

Persentase eksplan yang mengalami hyperhydric
antara 37-46% pada cv. Bima Brebes dan 28-55%
pada Tiron (Gambar 1). Persentase hyperhydricity yang
tinggi berpengaruh terhadap rendahnya persentase
eksplan bertunas. Rata-rata persentase eksplan
bertunas pada cv. Bima Brebes 34-43% dan pada
Tiron 32—-55%.

Deteksi Virus

Pendeteksian awal virus hanya dilakukan pada
cv. Tiron untuk membuktikan bahwa sampel yang
digunakan terinfeksi virus (data tidak ditampilkan),
sedangkan cv. Bima Brebes diasumsikan telah terinfeksi
OYDYV yang merujuk pada laporan Wulandari (2016).
Pendeteksian virus OYDV menggunakan metode
RT-PCR dilakukan pada sampel tanaman (yang telah
diaklimatisasi) cv. Bima Brebes dan Tiron dari seluruh
kombinasi perlakukan, kecuali pada cv. Bima Brebes
perlakuan ribavirin 20 mg/L dengan ukuran shoot tip
1,1-2,0 mm. Hal ini disebabkan oleh sedikitnya jumlah
tanaman yang tumbuh normal pada perlakuan tersebut
dan kematian eksplan yang terjadi akibat hal teknis

selama perbanyakan tanaman. Sampel daun komposit
dari setiap kultivar diambil dengan mengoleksi
daun tanaman dari setiap kombinasi perlakuan pada
ulangan yang sama. Tanaman yang terinfeksi OYDV
ditunjukkan oleh amplifikasi fragmen DNA yang
panjangnya 601 bp.

Hasil pengujian virus menunjukkan bahwa
seluruh tanaman dari dua kultivar masih mengandung
virus OYDV (Gambar 2). Hasil yang didapat
memperlihatkan bahwa perlakuan kemoterapi yang
diberikan pada dua ukuran shoot tip (1,1-2,0 mm dan
2,1-3,0 mm) belum dapat mengeliminasi virus pada
tanaman secara total. Konsentrasi ribavirin (5-20 mg/
L) yang diaplikasikan pada shoot tip selama 4 minggu
dan didukung dengan suhu inkubasi eksplan 37 + 2°C
belum mampu mematikan virus OYDV yang terdapat
pada jaringan tanaman.

Keberhasilan metode kemoterapi dalam
mengeliminasi virus dipengaruhi oleh konsentrasi
ribavirin, diduga konsentrasi tersebut belum
dapat mengeliminasi virus sehingga tidak mampu
membebaskan tanaman dari infeksi virus. Ribavirin
diketahui sebagai senyawa antiviral yang mampu
menginduksi mutasi pada genom selama proses
replikasi RNA di dalam sel dan menyebabkan genom
virus menjadi rusak (Crotty et al. 2000). Sistem kerja
ribavirin yang demikian dilaporkan dapat menekan
infeksi virus pada tanaman (Quecini et al. 2008).

Konsentrasi ribavirin yang digunakan pada
percobaan ini juga diperkirakan masih rendah sehingga
tidak mampu mengeliminasi virus secara total.
Persentase eliminasi virus dapat ditingkatkan dengan
menaikkan konsentrasi ribavirin (Hu ef al. 2012; Oana
et al. 2009) dan memperlama periode kemoterapi,



namun tingkat efektivitasnya bergantung pada genotipe
tanaman (Hauptmanova & Polak 2011). Efisiensi
eradikasi virus juga dapat didukung dengan aplikasi
termoterapi yang dilakukan secara in vitro (Hu et al.
2012) maupun in vivo (Pramesh & Baranwal 2015).
Selain itu, eliminasi virus juga bisa diterapkan dengan
menggunakan kombinasi metode yang dilaksanakan
dalam dua tahapan. Tahapan pertama berupa perlakuan
kemoterapi pada eksplan dan tahapan kedua dilanjutkan
dengan isolasi bagian meristem (Budiarto ez al. 2011).

Ukuran eksplan merupakan faktor penting yang
dapat memengaruhi efektivitas eliminasi virus. Oana
et al. (2009) melaporkan bahwa persentase eliminasi
virus mengalami peningkatan dengan mengulturkan
eksplan meristem apikal maupun meristem yang
disertai satu primordia daun. Ashnayi et al. (2012)
juga menyatakan bahwa pada umumnya eksplan yang
berukuran besar telah terinfeksi virus.

KESIMPULAN DAN SARAN

Peningkatan konsentrasi ribavirin secara nyata
menekan pertumbuhan tinggi tunas cv. Bima Brebes,
serta waktu muncul daun, tinggi tunas, dan jumlah
daun cv. Tiron.

Ukuran shoot tip yang lebih besar (2,1-3,0
mm) meningkatkan persentase tumbuh eksplan dan
mempercepat waktu muncul daun pada cv. Bima
Brebes dan Tiron.

Konsentrasi ribavirin yang diaplikasikan pada dua
ukuran shoot tip masih belum dapat mengeliminasi
virus OYDV pada cv. Bima Brebes maupun Tiron.

RT-PCR merupakan metode yang umum digunakan
dalam pendeteksian virus karena menggunakan
spesifik primer dan lebih sensitif dibandingkan dengan
metode serologi. Penelitian ini menggunakan sampel
daun yang dikompositkan dari beberapa tanaman
sehingga dikhawatirkan hasil deteksi menjadi kurang
akurat apabila di antara tanaman yang dikompositkan
terdapat sampel yang bebas dari infeksi virus. Oleh
karena itu, pendeteksian virus sebaiknya menggunakan
sampel daun yang dikoleksi dari masing-masing
individu tanaman.
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