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RINGKASAN

RAHMAH DIAN SARI. Induksi Ketahanan Planlet Bawang Merah Bebas Virus
terhadap Fusarium oxysporum Menggunakan Mikrob Endofit. Dibimbing oleh EFI
TODING TONDOK, SRI HENDRASTUTI HIDAYAT dan DINY DINARTI.

Bawang merah merupakan salah satu komoditas sayuran penting di Indonesia
yang banyak dibudidayakan olen masyarakat. Bawang merah memiliki nilai
ekonomi yang tinggi, banyak dimanfaatkan sebagai bahan bumbu masakan serta
memiliki fungsi sebagai bahan obat tradisional. Ada beberapa hal yang menjadi
perhatian penting dalam budi daya bawang merah, salah satunya adalah gangguan
penyakit. Dilaporkan bahwa penyakit yang menginfeksi tanaman bawang merah
dapat menyebabkan kehilangan hasil sebesar 20%-100%. Salah satu penyakit
utama pada bawang merah adalah penyakit busuk pangkal batang atau ‘moler’ yang
disebabkan oleh cendawan dari genus Fusarium. Penyakit mosaik yang disebabkan
oleh infeksi virus dari genus Potyvirus, Carlavirus, dan Allexivirus juga dilaporkan
menjadi kendala dalam budi daya bawang merah.

Penyakit busuk pangkal batang dan penyakit mosaik bersifat tular benih dan
memiliki Kisaran inang yang luas. Selain itu, penyakit busuk pangkal batang
memiliki sumber inokulum di lapangan karena Fusarium sp. bersifat soil borne
sedangkan penyakit mosaik dapat ditularkan secara mekanis dan ditularkan oleh
vektor. Salah satu strategi pengendalian terbaik yaitu memperoleh benih bebas virus
dan yang tahan terhadap Fusarium oxysporum. Oleh karena itu penelitian dilakukan
untuk memperoleh umbi bawang merah bebas virus dengan metode kultur in vitro
dan menginduksi pertumbuhan dan ketahanan umbi menggunakan mikrob endofit
(Bacillus siamensis, Chaetomium sp., Curvularia lunata dan Trichoderma
asperellum) terhadap F. oxysporum.

Penelitian dilakukan melalui empat tahapan, yaitu (1) penapisan umbi
terinfeksi virus melalui deteksi serologi yaitu metode ELISA menggunakan
antibodi spesifik OYDV, SYSV, SLV, dan GCLV; (2) isolasi Fusarium
menggunakan medium WA dan pemurnian menggunakan medium ADK,
identifikasi F. oxysporum dilakukan dengan cara mengamati karakteristik
morfologi dan secara molekuler menggunakan dua pasang primer (ITS1/1TS4 dan
FOF1/FOR1), uji patogenesitas menggunakan umbi bawang merah, seleksi mikrob
endofit dilakukan secara in vitro (uji koloni ganda dan uji produksi SOV) dan secara
iv vivo; (3) propagasi umbi bawang merah dengan metode kombinasi kultur
meristem dan termoterapi; (4) deteksi tunas dan umbi planlet bawang merah secara
molekuler menggunakan primer spesifik OYDV SYSV, LYSV, SLV, dan GCLV
serta induksi mikrob endofit pada umbi planlet dilakukan dengan pemberian mikrob
endofit pada masa aklimatisasi.

Enam isolat cendawan penyebab penyakit busuk pangkal batang yang
berhasil diisolasi dari lapangan menunjukkan karakteristik morfologi yang sama
dengan Fusarium sp. Berdasarkan identifikasi secara molekuler menunjukkan
bahwa satu isolat merupakan spesies F. oxysporum, dua isolat F. solani dan tiga
isolat F. acutatum. Uji patogenesitas menunjukkan bahwa enam isolat tersebut



bersifat patogen (virulens). Selanjutnya, isolat F. oxysporum digunakan sebagai
bahan uji dalam seleksi mikrob endofit. Hasil uji koloni ganda menunjukkan bahwa
B. siamensis mampu menyebabkan lisis dan pembengkakan pada hifa F.
oxysporum, sementara Chaetomium sp., C. lunata, T. asperellum mampu
menyebabkan lisis dan hiperparasit terhadap hifa F. oxysporum. Berdasarkan
pengukuran tingkat hambatan pertumbuhan F. oxysporum pada uji koloni ganda
diketahui bahwa perlakuan terbaik yaitu T. asperellum, sedangkan berdasarkan
tingkat hambatan relatif (THR) pada uji produksi SOV perlakuan terbaik yaitu
perlakuan B. siamensis. Pada uji secara in vivo menunjukkan bahwa perlakuan
terbaik dalam menginduksi pertumbuhan tinggi dan jumlah daun yaitu B. siamensis
dan Chaetomium sp. dan perlakuan terbaik dalam menginduksi pertumbuhan akar
yaitu T. asperellum. Mikrob endofit yang mampu menekan insidensi penyakit
busuk pangkal batang yaitu Chaetomium sp. dan T. asperellum.

Umbi bawang merah yang ditumbuhkan di laboratorium menunjukkan gejala
malformasi, mosaik hijau, dan mosaik kuning. Hasil deteksi ELISA menunjukkan
bahwa umbi bawang merah terinfeksi OYDV, SYSV, SLV, dan GCLV. Persentase
Infeksi virus pada kultivar Bima Brebes, Batu ljo, dan Thailand yaitu berturut-turut
sebesar 60%, 50%, 60% terinfeksi OYDV; 70%, 80%, 50% terinfeksi SYSV; 60%,
60%, 80% terinfeksi SLV, dan 40%, 80%, 90% terinfeksi GCLV. Rata-rata infeksi
virus pada kultivar Bima Brebes, Batu ljo, dan Thailand secara berturut-turut
sebesar 57,5%, 67,5%, dan 70,0%.

Pada percobaan kultur in vitro menunjukkan bahwa kombinasi kultur
meristem dan termoterapi memberikan hasil yang berbeda untuk masing-masing
kultivar bawang merah. Perlakuan suhu yang terbaik untuk persentase tunas yang
tumbuh adalah 25 °C untuk kultivar Bima Brebes dan Batu ljo, dan 30 °C pada
kultivar Thailand. Pengaruh suhu terhadap tinggi tunas terbaik yaitu pada suhu 37
°C untuk tiga kultivar bawang merah, sedangkan terhadap jumlah daun tunas
bawang merah yang terbaik yaitu pada suhu 37 °C untuk kultivar Bima Brebes dan
Batu ljo, serta pada suhu 25 °C untuk kultivar Thailand. Perlakuan suhu yang
terbaik untuk persentase tumbuh tunas bawang merah pada media perbanyakan
adalah 37 °C untuk kultivar Bima Brebes dan Batu ljo, serta 25 °C untuk kultivar
Thailand.

Perlakuan kombinasi kultur meristem dan termoterapi mampu mengeliminasi
beberapa virus pada umbi bawang merah. Pada kultivar Bima Brebes dan Thailand
mampu mengeliminasi OYDV, LYSV, SLV dan GCLV; sedangkan pada kultivar
Batu Ijo mampu mengeliminasi OYDV, LYSV, dan GCLV. Deteksi virus pada
tunas bawang merah pada tahap pertumbuhan di media perbanyakan dan umbi
planlet bawang merah menunjukkan bahwa OYDV, LYSV, dan GCLV tidak
terdeteksi pada kultivar Bima Brebes, Batu ljo, dan Thailand, namun SYSV dan
SLV terdeteksi. Induksi mikrob endofit pada masa aklimatisasi umbi bawang merah
menunjukkan bahwa perlakuan terbaik pada kultivar Bima Brebes dan Thailand
adalah T. asperellum, yaitu berdasarkan tinggi dan jumlah daun pada umbi mikro.
Parlakuan mikrob endofit pada kultivar Batu ljo tidak memberikan pengaruh yang
fehih baik dibandingkan perlakuan kontrol.

Hasil penelitian ini mengkonfirmasi F. oxysporum. F. solani, dan F. acutatum
berasosiasi dengan penyakit busuk pangkal batang. Selain itu dibuktikan bahwa



umbi benih bawang merah mengandung OYDV, SYSV, SLV, dan GCLV.
Pengetahuan tersebut dapat digunakan untuk menentukan langkah pengendalian
penyakit bawang merah, diantaranya melalui induksi ketahanan tanaman dan
penyediaan umbi bebas patogen (virus). Mikrob endofit B. siamensis, Chaetomium
sp., C. lunata, dan T. asperellum dapat direkomendasikan sebagai agens
penginduksi ketahanan dan pertumbuhan tanaman. Perlakuan kombinasi kultur
meristem dan termoterapi dapat direkomendasikan untuk produksi umbi bebas
virus.

Kata kunci: busuk pangkal batang, identifikasi, kultur meristem, termoterapi



SUMMARY

RAHMAH DIAN SARI. Inducing Resistance of Virus-Free Shallot Plantlets to
i=usarium oxysporum Using Endophytic Microbes. Supervised by EFI TODING
TONDOK, SRI HENDRASTUTI HIDAYAT and DINY DINARTI.

Shallots are an important vegetable commodity in Indonesia and widely
cultivated across the country. Shallots have high economic value, are widely used
as spices and have functions as traditional medicinal ingredients. It is reported that
diseases on shallot plants can cause yield losses of 20%-100%. One of the main
diseases in shallots is stem base rot or ‘moler’ caused by fungi of the genus
Fusarium. Mosaic disease caused by viral infections of the Potyvirus, Carlavirus,
and Allexivirus genus is also reported to be a constraint in shallot cultivation.

Stem base rot and mosaic disease are bulb-borne and have a wide host range.
In addition, Fusarium sp. is soil borne, while viruses causing mosaic disease can be
mechanically transmitted and vector-borne. One of the best control strategies is to
obtain virus-free bulbs that are resistant to Fusarium sp. Therefore, a study was
conducted to obtain virus-free shallot bulbs by in vitro culture method and to induce
bulb growth and resistance using endophytic microbes (Bacillus siamensis,
Chaetomium sp., Curvularia lunata, and Trichoderma asperellum) against F.
oxysporum.

The research was conducted in four stages, (1) screening of virus-infected
bulbs through serological detection, i.e. ELISA method using specific antibodies
for OYDV, SYSV, SLV, and GCLV; (2) isolation of Fusarium using water agar
and PDA medium, followed by identification of F. oxysporum based on
morphological characteristics and molecular detection using two pairs of primers
(ITS1/ITS4 and FOF1/FOR1); then pathogenicity tests was conducted by
inoculation of bulbs and endophytic microbial selection was carried out by in vitro
(double colony test and VOC production test) and in vivo; (3) propagation of shallot
bulbs by a combination method of meristem culture and thermotherapy; (4)
molecular detection of shoots and bulbs of shallot plantlets using specific primers
OYDV, SYSV, LYSV, SLV, and GCLV and application of endophytic microbes
during the acclimatization period.

Six isolates of stem base rot-causing fungi isolated from the field showed the
same morphological characteristics as Fusarium sp. Based on molecular
identification, it was confirmed that the isolates are F. oxysporum, F. solani and F.
acutatum. Pathogenicity tests showed that the six isolates were pathogenic
(virulent). Furthermore, double colony test showed that B. siamensis was able to
cause lysis and swelling of F. oxysporum hyphae, while Chaetomium sp., C. lunata,
T. asperellum were able to cause lysis and hyperparasite of F. oxysporum hyphae.
Based on the measurement of the growth inhibition rate of F. oxysporum in the
double colony test, it is known that the best treatment is T. asperellum, while based
ol the relative inhibition rate (THR) in the VOC production test, the best treatment
is B. siamensis. The in vivo test showed that the best treatment in inducing the
growth of height and number of leaves was B. siamensis and Chaetomium sp. and



the best treatment in inducing root growth was T. asperellum. Endophytic microbes
that can best suppress the incidence of stem base rot disease are Chaetomium sp.
and T. asperellum.

Shallot bulbs grown in the laboratory showed symptoms of malformation,
green mosaic, and yellow mosaic. ELISA detection results indicated that shallot
bulbs were infected with OYDV, SYSV, SLV, and GCLV. The percentage of
OYDV infection in ‘Bima Brebes’, ‘Batu Ijo’, and ‘Thailand’ was 60%, 50%, 60%;
SYSV was 70%, 80%, 50%; SLV was 60%, 60%, 80%, and GCLV was 40%, 80%,
90%, respectively. The overall average of virus infection in ‘Bima Brebes’, ‘Batu
[jo’, and ‘Thailand’ was 57.5%, 67.5%, and 70.0%, respectively.

The in vitro propagation experiment showed that the combination of meristem
culture and thermotherapy gave different results for each shallot cultivar. The best
temperature treatment for the percentage of shoots that grow is 25 °C for cultivars
Bima Brebes and Batu Ijo, and 30 °C on Thailand cultivars. The best effect of
temperature on shoot height was at 37 °C for the three shallot cultivars, while the
best number of shallot shoot leaves was at 37 °C for the Bima Brebes and Batu 1jo
cultivars, and at 25 °C for the Thailand cultivar. The best temperature treatment for
the percentage of shallot shoot growth on propagation media is 37 °C for Bima
Brebes and Batu ljo cultivars, and 25 °C for Thailand cultivar.

The combined treatment of meristem culture and thermotherapy was able to
eliminate several viruses in shallot bulbs. Bima Brebes and Thailand cultivars were
able to eliminate OYDV, LYSV, SLV and GCLV; while the Batu ljo cultivar was
able to eliminate OYDV, LYSV and GCLV. Virus detection in shallot shoots at the
growth stage in propagation media and shallot planlet bulbs showed that OYDV,
LYSV, and GCLV were not detected in Bima Brebes, Batu Ijo, and Thai cultivars,
but SYSV and SLV were detected. Application of endophytic microbes during the
acclimatization period of shallot bulbs showed that the best treatment for Bima
Brebes and Thailand cultivars was T. asperellum, based on the height and number
of leaves on the micro bulbs. Endophytic microbial treatment on the Batu Ijo
cultivar did not give a better effect than the control treatment.

The results of this study confirm that F. oxyspotum. F. solani, and F. acutatum

are associated with basal stem rot disease. In addition, it is proven that shallot seed
bulbs contain OYDV, SYSV, SLV, and GCLV. This knowledge can be used to
determine steps to control shallot diseases, including through induction of plant
resistance and provision of pathogen-free (virus) bulbs. Endophytic microbes B.
siamensis, Chaetomium sp., C. lunata, and T. asperellum can be recommended as
agents that induce plant resistance and growth. Combination treatment of meristem
culture and thermotherapy can be recommended for the production of virus-free
bulbs.

Keywords: identification, meristem culture, stem base rot, thermotherapy
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Frekuensi infeksi virus pada tunas bawang merah di media
perbanyakan berdasarkan deteksi RT-PCR

Frekuensi infeksi virus pada umbi mikro bawang merah berdasarkan
deteksi RT-PCR

Pengaruh mikrob endofit terhadap pertumbuhan umbi mikro pada
masa aklimatisasi 2 MST
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DAFTAR GAMBAR

Alur penelitian Induksi ketahanan planlet bawang merah bebas virus
terhadap Fusarium oxysporum menggunakan mikrob endofit

Inokulasi cendawan pada umbi bawang merah

Penanaman sampel umbi di baki plastik menggunakan media air
Gejala penyakit busuk pangkal batang

Hasil uji patogenesitas beberapa isolat Fusarium sp pada umbi
bawang merah

Hasil PCR penyebab busuk pangkal batang pada tanaman bawang
merah menggunakan primer ITS1/1TS4

Pohon filogenetik Fusarium oxysporum berdasarkan analisis
Neighbor-Joining menggunakan primer ITS1/1TS4

Pohon filogenetik Fusarium solani berdasarkan analisis Neighbor-
Joining menggunakan primer ITS1/1TS4

Pohon filogenetik Fusarium acutatum berdasarkan analisis
Neighbor-Joining menggunakan primer ITS1/1TS4

Koloni dan morfologi mikroskopis Fusarium oxysporum

Hasil PCR penyebab penyakit busuk pangkal batang pada bawang
merah menggunakan primer FOF1/FOR1

Pohon filogenetik spesies Fusarium oxysporum berdasarkan analisis
Neighbor-Joining menggunakan primer FOF1/FOR1

Gejala penyakit mosaik pada penapisan umbi bawang merah
Frekuensi infeksi virus kompleks pada umbi bawang merah
berdasarkan hasil ELISA

llustrasi pengujian koloni ganda antara mikrob endofit terhadap
Fusarium oxysporum

Interaksi antara Fusarium oxysporum dengan mikrob endofit
Mekanisme antagonistik dan perubahan morfologi Fusarium
oxysporum oleh mikrob endofit

Tingkat hambatan pertumbuhan Fusarium oxysporum akibat
berinteraksi dengan mikrob endofit

Laju tingkat hambatan relatif (THR) terhadap Fusarium oxysporum
Pengaruh mikrob endofit terhadap pertumbuhan bawang merah
Pengaruh mikrob endofit dalam menekan insidensi penyakit yang
disebabkan oleh Fusarium oxysporum

Persentase hambatan relatif oleh beberapa mikrob endofit terhadap
Fusarium oxysporum pada bawang merah

Persentase eksplan bawang merah yang hidup pada media in vitro
Pengaruh perlakuan termoterapi terhadap prtumbuhan tinggi tunas
bawang merah

Pengaruh perlakuan termoterapi terhadap pertumbuhan daun tunas
bawang merah

Jumlah tunas bawang merah pada berbagai media pertumbuhan in
vitro
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DAFTAR LAMPIRAN

Hasil sekuensing DNA Fusarium sp. menggunakan Primer
ITS1/ITS4 dan Fusarium oyxporum FOF1/FOR1

Hasil deteksi umbi bawang merah berdasarkan uji metode ELISA
Hasil deteksi umbi bawang merah berdasarkan uji metode ELISA
(lanjutan)

Hasil PCR setelah perlakuan termoterapi pada bawang merah

Hasil PCR setelah perlakuan termoterapi pada bawang merah
(lanjutan)

Hasil PCR tunas bawang merah pada media perbanyakan

Hasil PCR tunas bawang merah pada media perbanyakan (lanjutan)
Hasil PCR pada umbi mikro bawang merah

Hasil PCR pada umbi mikro bawang merah (lanjutan)

Tahapan propagasi bawang merah secara in vitro

Hasil aklimatisasi umbi bawang merah
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