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ABSTRAK

Krisan (Dendralithema grpfivﬂij”(}r«fl adalah salah soacn jeris tanaman
bunge poteny yang banyak diminats oleh mosyarakat marcanegara karena daya
terik, warne, bentuk don wkurarrnya vang beranekr ragoom. Dalam hudidava
laramar Frison, banyok kendala yorg divlomi oleh pora peiaai don pengusaha.
Salan  saiw kendalo terszbur  addlak serangan penyebalh  pemyakil  vang
kon kerugion wama doloim produlksi Xrisas yaitu rendahnga keafitas
m vegeiwif) sehingge menychabkon wdevya

m&rpel
bitvit krisan potong (bakan perbanyal

penolakwe Bibil krisan olel para eksportiv di tinghat internasional. Oleh kavena

ity perly ditakuken penzlitian untux mendeielsi virvws Chrysanthemnm Virus B

vasg ada poda bibii keisan, sehinggo dikarapkon hagil penelition ini dapai

membanty petoni dar pangusaha bibit tanaman km an.

Sampel wang difuge rerifeksi CVB Jiombil dari pembil irm f(usun di
Clpunas,  Clavjwe. Jeowa  Buoral, dengan luas anininial - sekitar 0-500m° .
Peagamatan difahukon pada boglan daw dan bunga icnoman krivan ;c'rcl.'si it
dilcibular wit seralog! devgen merbondingian diec meiode, vaitn nustode ELISA
clour DIBA. lann,’ra./rr Lrisan yarg diduga mrinfeksi CV8 daci lokasi p"ngfwu,‘mn
dikolvksi don kerudian dipelibara di r m:ah Laca univk digunabor sebagai bk

pf‘:ﬂ:h’;im (cuntler inokulian.

Fardosavkan hasil penclitian mergenai cara mendeiekst Chrysanthemum
Virus B (CVE) puda rmwn:ar. hrisan, dnpw‘ dikeiaieai habwa metose pengufion
engan au.S‘/ dan DIBA dopat diguarkor wmul mendeiekyi Chrysanihemum
Views & [CVR), namun metode yong lebili efedilf dan cficien dalan aplikasi
citlopemg leﬁ’,ﬁ". demgar metode DIBA.

Keyword : CVI2,

onlong ya n{ ‘mnyax cllmmau o‘en ﬂ‘-ES«ﬁT’ql( mancanegara karena daya mk,
zatuk, dan nkuannya yang teraneXka ragam. Dy Indonesia, keisan banyak
- olsh petani dalam skala keci] mraupun skela besar oleh perpzahaan
pnol cnis teruiamg di peovined Jawa Bacat, Jawa Timur, Jawa Tengah, dan
Sumaiera Utara, Di sanping vahik memenuhi kebutiban delam aegeri, krisan
(“‘l roduksi wntuk menmennhi kebutukan luar negeri, 3c,ljt.]l| uegara-negara Lropa,
pang, dan negara Asia lainnya. Ekspor tanarman keisan bisa dalam bentuk bunga
poiong, tetapd yapg lebik banyak acdalah dalan: hentuk stek bararg (FT. Saung
Mitwear 2667,
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Pevrriirtzem l’J MIRNER Ifn'u, DIE (’ﬂﬁ A, Sh kﬁuv I ]”nn ai FrAsRY dalam ne e:k.-l
{d \‘guu}_) oL prEsEr ir aziona mekis meningket dan tahon ke tahur
Siluzsd i o -nb-_n pziuang bagi para peiani produsen dan pengusahea Wmga
Lrisan untule mreninghetican kuantitas, kualitas, dan kerdinuitas produksi burngs
krisan yang sesual untuk peroninten paszr (Marwaoto 1959),

Indenesia sehagei salah sain Xomunitas dinda, bila ingin produk krisannya
[;,m u pasar dunia, harus mengilkuti atean perdaganzan mw mzsionat teratama
o tumbuban, Sertifikasi bahen tanaman krisan bebas virus
revnctuhitan metode deiecsi yang eepal dan akerat. Tarnamun 1n| rn:ndorong
yang mengerah pada penyediagn melode detekst CTVB dengan
gurzlen aotiserom yaag dapat diterapkan uatuk memenubi kebihan
seriifikast. Serlifikasy yarna dluwgupg weteds detekst randal diharvapkan Jdapat
trenyetzmatkan ekspor keisan Indonesia,

Pada tahur 2004, Tuss fatar kedsan & Iodanesis mencapst 1543 Ha dengan
produbisi 27683449 tanghs, w’.-é‘ ehagian besar ditamamn di provinst Jawa Barat
yaitu dengan lugs panen 105,6 Ha dengan prodiakst 23386 672 tangkai. Pravins
sinnye adzlzh Jawe Tinuw, Jewe Tengah, Sumatera Utara, Sulawesi Utavz, dan
Bali (Direxiorat Jevdra) Feodukst Hactooliura 2003).

Dalam memyproduksi tanaman keisan, para petans dan pengusaka banyak
rl.'acncmul:an kendala, di anfaranya pentrooar prodoksi dan koztiias tanaman
krisan vang disebabkan olch serangan paiogen. adapur penyakit wiams pada
tanaman krisur adalah ”hri’vann"temmn wrus B {CVE), Fenyvalit penting lainnyva
adalah kacal hitam (Puccinio chrysennend), kart puta (P, horiang), bercak daun
seploria (Septoria chvysumtemi tl.}::es '* dan & Jeucanihemi Secc. gt Speg.). layu
cendawan (5 oxysporwm Schiecht. Ex Fro Dan VerdioiTium wlborairim Rainke et
Berl), Chrvsantfiemum st vireid (CsVD) (Piroae 1978 & Sernangun 1981).

¥risan umuranya diperbanyak secora vegeiatif untok produksi bunga petong
mawpea tanaman dalam pot, sehingga status bebas penyakit pada tananman sumber
perbanyakan sangatlah ;:f'm"nb Ferbanyiakan bibit seczca vcg:.:mf smumnya akan
terancam olek mdg&lih degencrasi yang Gp«t dizsebalbkza cleh beberapa fakior,
t_tutﬂJ]a infeksi palopen _yuo bizreifal sisteack, Mhususays vims, Xaemoudlan

petbanyak secera vegsiati dengan melode konvensional, waks virus akan
25 Lav 4 pade L.ctu:tlf.dlﬂﬂ*e-
Pengarul in

crisan dapat menyebokkan kerugian

secara kuahitas maupun ko2 i |a,)umm Hlorsi et al. (15973, hahwa
pengaroh infeksi virus sepeiti R ] ngl dlameier ounga sebesar 9%
dan panzog @mngkai bunga sehesar u’ 5¢ hubna:' CVB dapat mengakibaikan

kerusakan nnnman rata-cata raendepa 50%. CY3 yang menwskan salah saty
agens utama panysbab pen"ak'?t virns pads tznaman krisan menvebabdan harbagal
menifesias) ge Jala p?u fa toasman krisan. Morling davn atavs Jein-clearing vang
tenpel miidd acalah gejala yang paling vz (0% H ngs, 1657; Holings & Stones,
1992, Moan, 1987). Ijrbrial wuum?rmir’hk s menunjuldian prmurungn
Imnrz mbﬁm‘mpl'?n dengan tznaman yang be ’:ﬁs virus. Penurunin kualitas bunga
terutama Karena pada tanaiman yaag lecnfeksi, warna mahkoia bunga toipitus-
putus loiver zrh%h} mengalera, distorsi dac kesdil Xadang-kadang pads
|

tanamarn krigzn tenndzkst CVE berkerabang wekrefic streaie cokelai pada Soret,
dan sering sekall tidal menuniuikan geiala (symiptomless).
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CVI3 da
Virus il dapat
Maocrosiphiis ke
Mucrosiphoniella sanborni (lloliuws & St- NES, l)ﬂ \m Fan, R?Sf).

%L(lmilwn w(w arak jauh CVIB terjadi terniama melalui bahan
perbanyakan veg . Hal inilabh yang menyeibabkan negara-negara
pengimpor ki 1 ketat (e hzae]) semua bahan tanaman krisan
harus bebas virus

I)V daeral pei
mild moiling dan el
mieksi CVB. Peny
mivip dengan seran
sii {=sifal suaiu vi

uji serologi mengg

il inokulasi mekanik dan grafiing. Di lapang,
”:31'5’@"1 r'JIGli kiiii' fiﬂurw M;zm pm’fimr'

1 lerizan di punung Cipanas, ditemukan pejala penvakit
© pada daun, mirip gejala yang disebabkan oleh
isebabkan oleh virus. Berdasarkan gejala yang
perlu ditskukan identifikasi melalu pcnguna)
uil deskripsi gejala virtus pada tanaman kiisan dan
oy CNVI3.

Perummunsan nzasainh
Dalam bodidaya ian ]

pefani dan penpusahe Salab sain kendala tersebut adalah serangan penycbab
,_)L’n}.'.f;!\nl yarg menyebablan kerugizn utanz dalzn produkst knsan  vaite
rendahnya kualitas bibit krisan powong (bahan peibanyakan vegelauf) sz—hmg._L
menyebabkan adanya penolakan bibit knszn oleh para <ksporir di tingkat
internasienal. Oleh karena i, perlu dilakukan penelitian vntuk mendeteksi vires
Clirysanthenm virus B jaz’-“ .ﬁa pada bibil kiisan, sehingga diharzpican hasil
penelitian ini dapar membante petant dan pengusaha b!bll Lanmnzan kris

aman krisan, banyak kendala yanp diatami oleh para

Tujuan fenelittun

Penelitian in a’i'i'ujnkrm unfuk penyediaan metode pendeteksi virus CVB
pada bibit fanaman krisain polong (Dendralithema grandifora) secara efekiii dan
clisien.

l (11(5

i dalai 1

Maoinat Perelitian

Penﬂf?“;m iri dilarapcan dapat bemanfaat bagi para petani dan pengusaha
krisan  pofoag  untuk mendeleks] .».el:.,m.uadn CVR dalarn upaye

menmgkatkan kualitag bible tanaman kuisan potong agar sesuai dengsn standgar

miernasional

mengunakan metode yang (epai, efek(if, dan
B di lapangan.

sieks) virg Y

BABAN DAN METODE

Temnpat dan Walitu Penclitian
Penelitizn dilakukan di faborararion virotogi dan cumak kaca Depariemen
Proteksi Tanaman, Fakulias Pertanian, Institut Periznizn Bogor.




Metode Pawelitian
Pengamatun dan peagumps n tinaman viag terafeksi
Sampel yang r‘idugm terinfelcsi CVR diambil dari pembibitan krisan di
A Jawa Daral, dengan Jvas mimmal sekitar 300-300 w2

F l da bagian daun dan bunga tanzaman krisan, Lokasi yang
cieilin ada *-h mem (10\' Barat). Selain pe ng'ﬂudldutu]mreep sejala dan vanas
gata jueza dihitung leas serangan dan 11; gut Keparahan penyaklt.,

Tanaman [ori ang diduga lerinfeksi CVER dart lokasi pengamatan
dikoleksi dan kzmn '

ar (ll.)elgham di yumah kaca untuk dligunakan sebagat bahan
_Jene!man (sumbcr inokulum).

i dengan meiode I-ELISA

sam ,Jel terladap antissrum CVE ('(‘113’_,(1! metode [-ELIS A, dilakukan
bcrf,lzuarxan metede Stack & acmillan [2003). Sampel tanamain ierin Feksi GV
digerus datam buffer r'o:.:m.v_g (seciven carbonate GG ¢ sodivm Eicarbonato 0,29
g, sodium ozide 002 g, polyvingipyrrolidone 2 5 vang dilaruckan dalam 100 m)
JELQ, pH 9,%) -Jw-g:,an verbandingan 1:10 {b/v}. Sampel Ie::r.t;el_:ui r?inmsar'“k'-r'
dzlam mesing-masing sumuran pada play wikvotiier ELISA sebanyak L0 dan
Jitnkubast pada subu 4°C selama. semalam, Selanjutnya roasing-rmasing sumuran
dicuci sehanyzk 6 kaly dengan PBE (Soditen c¥loride § o, vodium phexpaie 115 g,
potasimr phosnwe 0.2 g, potesiva chiorid: 9.7 ¢ dan \,‘l!lﬂILi!Ldu dalam 1080 110}
dH-O {pH 7.0) vang mengandung teeees dengan konsentrasi aklur 0,059 (V38T
dan kemudian diisl dengan 100 1 antizerurn yang teloh dilarudon daiam buffer
FCI (bovine szrum albumin 0,2 J, pn. yuinyirradidore 2 g, sodium azide 002 g
dan difarutkar dalam 100wl FEST (pH 740 Laman  aniiseiam  fersehe
: hasi pada zubu 37°C SC:qu;d 2 jam. Selanjuinya masing-masiag SLmilcan
roLci ':;err-bz:l" dan diisi dengan 100 pl konjugal {goat awi rafwl-!gu Sigma,
S) yang dilarvikan dalam buffer ECY dengan perbardingan 1:1.000. Larutan
'k*.;-n"ugat tersebul kernudian dinkubaz pada suhu rueng selama 2 jam. Setelah
dicuci, sumurarn, diist dengan 100 nl substrar p-niropheny! phospate (PNP) yang
dilavulkan dalarn buffer PNP um-gne‘.s'mm cloride hexahydrate 1,025 g, sudium
zicle U, 5 g, diethanolamize 24,25 ml dan dilareikan dalam 200 mi ¢H0. (pH
) Jiini ubast pada ;uhu ruzag seiama 13 menid, lakukan genganatan
eCrG Ruarmtam dengan menggunakan ELISA Reader pada panjany gelombang
nocara menambahkan [aruten NaCH 3 M
sebanyak 50 pm ke dalay masisgersasing sumuran. konirol pepatf yang

Uit Serclegt denzan Metede Lot lnvaunobinduz Assay DILA)
Metode RIBA dilakulkan beraasarkau metede Mahmood & af (1997).
Seselum  dipunskan merobran nitroseluiosa  direndam duiz:‘: metawno
0 detil; dan dikeringanginkan. J 'ng i daun lanatien yang le;hr."vks:
I3$: i

o alam i bugfer safine dengan perbaadingan (] 0 (bhy {TRE: Tris-
HCL 0,02 M dan NaCl 3,75 M, pH 7,5). Selarjuinya cairan perasan lanaman
tersebus diteteskan ke rrumwr 2 mitroseiulosa sebanyak 10 pl serap sampel

ex

dengan berbagai konsenaasi. Sziziah tetesan sampel kering, membran diinkubag:
pada sub ruang sambil digeyerg dengan Lec:.pa'a.r.' 5¢ rpm osclama 2 jao.
.*'.f'xnvdian e mb an dicuel denpan I EO sebaryak 5 kall, tiap pencucian
berlangsung S menit samdil digoyang dengan Lec:p.}* an 130 rpm. Selanjutnya
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membran direndan: dakam vaag mengandung zntiserum 5wl ditamb“li
nowfot re dengan lwr.s”mra# it 2% dorn kesnodtizn membran dnokubag
semalam pada cuhu kamar zambil n‘:prjy g dengan kecepatan 50 rpm. Setelah |tn,
membran dicuct Xemiali dengan T3S (TBST). Mesrbvan direndam selamaz 5
menit dalam 10 ml bufler \J‘?Cllr‘l {Tris-HCE 0,1 M, NaCl 0,1 M, dan MgCiz 5M)
yang mengand iz riiro Stz tetrazolive (MNBT) sebanyak 30 b dan drovio ¢hloro

rzolil phospate (20212) 50 ;u Bia reaksi pasitif alcan tepadi pervhabar wama
punn merjadi unga pada membran i

oselulosa vang elah ditetest cnran pevasan
ignaman dan reaks! dapar dibentikan dengzo roerendam dalam d150.

L

HASIL PENELITIAN

gl(ﬂr-
2k .zclsl,
£ (CVB)

g pecelittan inl digunalan antiserum CVIA dengan membar
dug melade va iw DAS-ELISA dan DIBA untuk meagetahuel  kee
kzefigieaan dex kesensitifan datany mendeteks’ Carysaniiciram wirus

cads ianamean ikrisan.

C.

1Pa aELT
Ay

\
n!‘
A

Tabel |, Hasil pengujian dengan metode ELISA

uli ‘ Pengeacernn cairan pe2san sampel tanaman
ELISA

12 1/4 /8 1116 1132 1764 17128 I!2.56 17512
Nilai 1,129 | 1,034 | 1,057 | 0,925 |1 0,804 | 0,812 | 0,679 | 0,539 { 0,614
absorban |
Nilai 1,196 | 1,199 | 1,155 [ 1,100 | 1,017 | 0,872 | 0,671 | 0,853 {0,519
absorban
I
Rata-rata | 1,163 [ 1,1165 | 1,106 | 1,013 [ 0,917 | 0,842 {0,675 | 0,696 | 0,566
Nilai 0,294
absorban
kontrol
Buffer 0,195

Posifif = Milal rata-rata > 3x livsinyz kantrol negatif (Verimia ef ofl 2003)

Daiza kuantiatif hacil penelitian yang diproses di Laboratoriom Virologi
menunjukkan bahvra pacs o jian metode 1-ELISA de 1 pengenceran 12
sampai 1/512, virus masih dapat tendeicksi pada pengeacesan 1/32.

Parameier yang imenunjukkan hasil o adalah nilai rata-ata sampel
yang didapai daii hagil peimbacaan ELISA reader sama dengan tiga kali lipat nilai
rata-rata konirol positif (Verina 2003).

Niai rata-rata kootee]  negatif yang  didapat sebesar 0,294, Pada
pengenceran Y2 didapat nilar hesi) vata-rata sebesar 1,163 hal ind berarti pada
genceran tersebut nilal rata-rata v.mg d‘thpat adalat 3,9x darl kontral negatif,
ada peagenceran 1/4 bermilai [,1165 haf ini berani pada pe rlgﬁ" ceran fersehut
i rata-rata yang didapat adalah 3,85 dart kontiol negatif, pada pengenceran 1%
didapet ailai hasi! rata-rata sebesar 1,106 hat 1mi Leranii pada pengeoceran terssbat
miai rata-rata yang didapss adalah 3,7 darl fontro!l negaif, pada pengenceran

'I'E didapat nile hrxsd ravs-rata scbesar 1,0125 1zl ol beraris pada pengenceran
ersebit n..lal rati-rata yaing didapat adalak 3,4x dari kontrol negatif, pada

,
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pengenceran 1/32 didapat nilai hasil rataoata scbesar 0,9105 hal ini berard pada

pengenceran tersebut nile) retz-rate yang didapar adalah 3,1x dzn kontro! negatif.
Hal ini menurjukkan bahwa sampe) pn(m pengenceran /2 sz 1/32 posifif

icitkena viros CVE. Dengan demikian sonsiiifias dengan metode FELISA hanya
sampal pada pengenceran 1/32,

172 174 1/8 1716 1/32 1/64

17828 17256 14512 (+) -y buffer
Gambar 1. Hant peoguian sampel dengan metode DIBA

Pads pengujian nmetode DIBA dengan pengenceran 172 sampai 17712 hagil
vang dif’an'u Ferupa data Kusliatil i‘amlncm vang menunjukrir hasd positf
adalat aerubahan waren yang tegadi pada membran selifosa dacl warna puiih
menjadi wama angu. Semakit bamyak pengeveman yang dilakukon makz
kepekatan wanna pur sevaedin verarang Pace pengencerin 12 warna hijan yang
ditigsitken szegat pekat. Had ini memmjukkan kasil posiuf dari sampe! yang diuji
dimara wirus Japat “zrdeicksi namun belum n:u’«: lp untuk: dijadilian sebagsi
parameter karena masib banyak jaringan daun yang terkandung dalam sap. Darn

sap vang diypken dsngan pengenceran 12 sampai /512 mepunjukkan hasil
positif (pada pengenceran 17123 hingea /512 resksinya lemalt).

dila dibandingken dengan metode -ELISA, DIBA  masih dapat
mendeiexst kKeboradaan virug hingga pengenceran 1/812 sedangkan [-ELISA
hanyza szropzi pengenceran 1/32, Hal ind memun] uldan tingkat keseasitifan DIBA
lebih tingg dibandingiean dengan LELISA dalern mendereisd keperadzzn CVE,

])&]di'ﬂ aphkasinya dilapangan, DIBA lebih efektif dan efisien karena
mcmliks beberapa kelebihan dibandinglezan dzogan I-ELISA diantaranye alat vang
digunzkan lebih sederbana (tidak periv zlzl yang mashal seperd penggunan
ELISA reauer), membran selulosa yang digunakan %Lbc.}_u! media wil memiliki
kapasitas yang lebih besar dibandingkan dengan plzt mikrotiter ELISA y"rrr'
kapasitastiya hanya 96 swmuran hal ind bevengrfzal terulzmz ontok prodoser
tanaman keasan dan Badan Karanting yang memboiuhkan banyal p-n;_nii

"mpel sebzibm rnsiEkukzn ekspnr — Impor tanatman lrl_k. p;nLu" n DIRA
dapat lzngsung dilakukan d lapang, lvl!l halnva den z;.zn melade -ZLISA :h.rn.am:
sampel yang diduga tennfeist barus divgh di lzbovatosiu

Dzngan  demikian,  hasil p;n&hllan m"-nncn'*i cara  mendeteksi
Chrypsanthemurn virws B (CVB) pada tanzon keiszo, dapat diketzhui bc.h\-""
metode pengujizn dengan [LELISA dan DIBA dapat digunzkan entek mendeteksi
Chrysanihepvon virus B (CVE), meicde yang lebil efeliif dan efisien dalam
eplikass di lapzng adzlzh poogajizn dengen meiode DIBA.
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KESIMPUILAN
Metode pengujian  dengan LELISA dan DIBA m ?‘(r mendeteksi
(hrywm/hf'fnmn Virus & (CVE Dalam peagujian kall ini metads DIBA lebik
efekiif dan elizicn berdasarkan hasil pengujion dimana virus masth dapnt
terdeteksi pada pengenceran 1/512 dan atai yang digunakan lebih sederhara.
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