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ABSTRAK

KARAKTER BIOLOGI, DETEKSI DAN IDENTIFIKASI MOLEKULER
SERTA KERAGAMAN GENETIK STRAIN LEMAH DAN STRAIN
GANAS BEGOMOVIRUS PADA TANAMAN TERUNG (Solanum
melongena L.)

Oleh

RENI SAFITRI

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakter biologi strain lemah dan ganas
Begomovirus pada tanaman terung (Solanum melongena L.), deteksi molekuler
Begomovirus yang menginfeksi tanaman terung menggunakan universal primer
Begomovirus, dan identifikasi dan variasi genetik Begomovirus. Begomovirus
strain ganas (isolat LS01) dan strain lemah (isolat PS01) yang diisolasi dari
tanaman terung dapat menginfeksi tanaman terung ungu dan cabai merah besar
dengan gejala berupa bercak kekuningan, keriting, dan terjadi penebalan lamina
daun. Begomovirus yang diisolasi dari tanaman terung di lapangan yang
ditularkan oleh kutu kebul mempunyai kisaran inang yaitu tanaman pepaya dan
kacang panjang. Isolat strain ganas dan lemah Begomovirus dapat dideteksi
menggunakan universal primer Begomovirus dengan pita DNA berukuran +£550
bp dan +912 bp. Berdasarkan pohon filogenetik Begomovirus isolat LS01
berbeda cluster dengan TYLCVKaV dan PepYLCIV, namun berdasarkan jarak
genetik isolat teridentifikasi sebagai TYLCVKaV namun berbeda strain dengan
TYLCVKaV (LC511773.1, LC511772.1, LC511771.1, LC051116.1,
MZ374359.1 dan KF446673.1). Berdasarkan pohon filogenetik Begomovirus
isolat PSO1 memiliki common ancestor dengan Ageratum yellow vein virus
(MN233601.1, MN233600.1, KC577733.1) dan AYVV isolat Pesawaran, namun
berdasarkan jarak genetik isolat tersebut merupakan spesies yang berbeda dan
termasuk spesies baru, sehingga diberi nama Eggplant yellow leaf curl virus isolat
Pesawaran.

Kata Kunci: Begomovirus, deteksi molekuler, karakter biologi, variasi genetik.
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|. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman terung (Solanum melongena L.) merupakan salah satu tanaman perdu
yang mempunyai banyak manfaat bagi kesehatan. Tanaman ini mengandung asam
fenolik yang bekerja sebagai anti obesitas, anti-inflamasi, anti-diabetes, dan baik
untuk kesehatan jantung. Selain itu, terung kaya akan senyawa antosianin yang
baik untuk mengatasi masalah saraf, gangguan kardiovaskular, dan diabetes
(Naeem and Ugur, 2019). Berdasarkan penelitian Shen et al. (2017) pada buah
terung terkandung senyawa glycoalkaloid yang berperan sebagai anti-kanker.
Glycoalkaloid dapat menurunkan sel kanker paru paru dan memiliki fungsi anti-
inflamasi serta dapat menurunkan kolesterol. Serat yang terkandung pada terung
bermanfaat untuk memperlancar pencernaan. Terung kaya akan magnesium,

mangan, potasium, dan tembaga yang penting untuk kesehatan tulang.

Tanaman terung banyak dibudidayakan di daerah yang beriklim tropis dan sub
tropis. Terung menduduki posisi kelima produksi tanaman hortikultura terbesar di
dunia setelah tomat, kentang, lada dan tembakau. Produksi terung dunia mencapai
48,5 juta ton dan Cina menjadi negara penghasil terung terbesar di dunia
(Talhouni et al., 2019). FAO (2014) melaporkan produksi terung negara Cina
mencapai 28,4 juta ton, kemudian diikuti negara India dengan produksi sebesar
13,4 juta ton, Mesir 1,2 juta ton, Turki 0,82 juta ton, dan Iran 0,75 juta ton.
Venkataravanappa et al. (2018) menyatakan bahwa di India tanaman ini termasuk
sayuran yang populer dan penting karena hampir 90% produksi dunia berasal dari

negara ini.



Terung termasuk tanaman yang rentan terserang organisme pengganggu tanaman
(OPT), salah satunya virus. Virus penting yang telah dilaporkan menginfeksi
tanaman terung ialah Begomovirus (Schippers, 2000). Begomovirus merupakan
genus virus yang berasal dari famili Geminiviridae yang dikelompokan menjadi
dua genom yaitu monopartit dan bipartit. Virus ini mempunyai banyak inang
diantaranya dari famili Euphorbiaceae, Cucurbitaceae, Malvaceae, Fabaceae,
Convolvulaceae, dan Solanaceae (Soro et al., 2021). Berdasarkan laporan dari
Afrika spesies virus yang menginfeksi tanaman terung yaitu Tomato mosaic virus
(Arogundade et al., 2018), Eggplant severe mottle virus dan Tombusvirus
eggplant mottle crinkle virus (Chen et al., 2001). Selain itu, di Asia juga telah
dilaporkan terdapat dua spesies Begomovirus yang menginfeksi tanaman terung
yaitu Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus di Thailand (Green et al., 2003)

dan Tomato leaf curl New Dehli virus di India (Pratap et al., 2011).

Gejala infeksi Begomovirus pada tanaman Solanaceae yang tampak yaitu mosaik
dan menguning pada daun serta penghambatan pertumbuhan tanaman (kerdil).
Sebuah survei pernah dilakukan di daerah Nagpur India pada rentang waktu 2009
sampai 2010 dengan hasil keterjadian penyakit akibat infeksi Begomovirus pada
tanaman terung sebesar 60-65% (Pratap et al., 2011). Aidawati (2006)
menambahkan bahwa produktivitas tanaman menurun akibat infeksi Begomovirus
yang berkisar 20-100% dan menyebabkan kerugian yang besar, sehingga kerugian

yang ditimbulkan menjadi salah satu yang tertinggi.

Kerusakan akibat infeksi virus ini termasuk cukup tinggi dan erat kaitannya
dengan populasi serangga vektornya yaitu kutu kebul (Bemisia tabaci). Kutu
kebul berperan sebagai agen penyebaran virus dengan jangkaun yang luas. Hal ini
menyebabkan intensitas penyakitnya semakin parah, sehingga Begomovirus
menjadi kendala yang cukup serius pada budidaya tanaman hortikultura di seluruh
dunia (Navas-Castillo et al., 2011). Tingkat penyebaran Begomovirus yang luas

serta intensitas serangan yang tinggi menyebabkan perlunya perhatian yang serius.



1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengetahui karakter biologi strain lemah dan strain ganas Begomovirus pada
tanaman terung (Solanum melongena L).

2. Deteksi molekuler Begomovirus yang menginfeksi tanaman terung
menggunakan universal primer Begomovirus.

3. Mengidentifikasi dan mengetahui variasi genetik Begomovirus.

1.3 Kerangka Pemikiran

Begomovirus merupakan salah satu genus yang memiliki anggota terbanyak dalam
famili Geminiviridae. Begomovirus mempunyai penyebaran yang tergolong cukup
luas yaitu hampir menyeluruh pada budidaya pertanian. Famili Solanaceae
menjadi salah satu famili tanaman yang sering dilaporkan terinfeksi Begomovirus.
Beberapa spesies Begomovirus yang telah dilaporkan menginfeksi tanaman
Solanaceae di Indonesia meliputi Tomato leaf curl Java virus, Tomato leaf curl
Philippine virus, Pepper yellow leaf curl Indonesian virus (Subiastuti et al.,
2019).

Terung yang terinfeksi Begomovirus menunjukkan gejala berupa mosaik pada
daun, daun menguning serta ditemui adanya populasi kutu kebul pada permukaan
daun (Venkataravanappa et al., 2018). Penyebaran Begomovirus terjadi dengan
bantuan vektor berupa kutu kebul (B. tabaci). Kutu kebul mempunyai
kemampuan reproduksi yang tinggi, kemampuan penyebaran yang luas, bersifat
polifag, serta virus yang masuk dalam tubuh vektor bersifat semi persisten yang
menjadi faktor pendukung tingginya penyebaran virus tersebut. Kutu kebul
memakan bagian floem tanaman yang tidak spesifik sehingga mempunyai inang
yang luas serta memiliki banyak inang alternatif. Hal ini menjadi salah satu
penyebab Begomovirus dapat tersebar cepat dengan jangkauan area yang luas
(Islam et al., 2018).



Identifikasi Begomovirus berdasarkan gejala tidak cukup untuk mendiagnosa
penyebab penyakitnya. Di lapangan sering dijumpai tanaman terung yang tahan
walaupun telah terinfeksi Begomovirus. Hal ini dapat terjadi karena virus dalam
tanaman termasuk virus strain lemah yang akan melindungi tanaman dari infeksi
virus strain ganas pada spesies virus yang sama. Sifat virus strain lemah ini yang
banyak dimanfaatkan sebagai salah satu metode pengendalian infeksi virus pada
tanaman. Greenleaf (1986) mengemukakan infeksi Begomovirus pada varietas
tahan umumnya tidak menunjukkan gejala atau hanya timbul gejala ringan saja
seperti klorosis. Ketahanan tanaman ini merupakan imbas dari strain lemah yang
mempunyai kemampuan untuk membatasi perkembangan virus sehingga virus

tidak menyebar ke sel-sel lainnya.

Deteksi dan identifikasi molekuler merupakan salah satu langkah penting karena
seringkali tanaman yang terinfeksi virus berbeda menunjukkan gejala yang sama
dan sebaliknya. Teknik PCR (polymerase chain reaction) merupakan teknik yang
banyak digunakan dalam deteksi molekuler Begomovirus karena mempunyai
tingkat keakuratan yang tinggi. Li et al. (2004) mengemukakan Teknik PCR
mempunyai prinsip kerja yaitu mengamplifikasi sekuen asam nukleat secara in
vitro menggunakan polimerisasi berulang dari sekuen DNA yang melibatkan
enzim DNA polymerase. DNA hasil amplifikasi PCR biasanya digunakan
sebagai bahan penyusunan filogenetik untuk memperoleh informasi terkait

keragaman maupun kedekatan genetik virus.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Terung (Solanum melongena L.)

2.1.1 Deskripsi umum tanaman terung (Solanum melongena L.)

Famili Solanaceae termasuk salah satu dari sepuluh famili tanaman berbunga
dengan spesies yang banyak serta beragam yang berkisar 1400 spesies (Knap et
al., 2013). Tanaman terung (Solanum melongena L.) merupakan tanaman
hortikultura yang masuk dalam famili tersebut. Tanaman perdu ini banyak
dimanfaatkan dan bagian tanaman yang biasanya dikonsumsi adalah buahnya. Di
Indonesia sendiri terung banyak dibudidayakan dan menjadi sayuran yang banyak

digemari.

2.1.2 Infeksi Begomovirus pada tanaman terung (Solanum melongena L.)

Di lapangan dijumpai tanaman terung yang terinfeksi Begomovirus dengan gejala
daun mosaik, menguning, dan tanaman kerdil. Pada umumnya tanaman terung
yang terserang masih menghasilkan buah namun kualitasnya menurun. Kejadian
penyakit yang disebabkan oleh Begomovirus masih sulit dikendalikan karena
jangkauan inang virus yang luas dan adanya vektor B. tabaci, keragaman genetik
virus yang tinggi, rekombinasi antar spesies virus,dan terjadi infeksi ganda
(Bhattacharyya et al., 2015). Penyebaran Begomovirus pada famili Solanaceae
mempunyai jangkauan yang sangat luas dalam rentang waktu yang relatif cepat.
Pada 2013 ditemukan infeksi Begomovirus pada tanaman terung di wilayah Jawa
Barat, Jawa Tengah, dan Daerah Istimewa Yogyakarta dengan gejala berupa
mosaik dan menguning (Kintasari dkk., 2013). Soro et al. (2021) mengemukakan



bahwa terdapat dua jenis Begomovirus yang menginfeksi tanaman terung di
wilayah Asia yaitu Tomato leaf curl New Dehli virus dan Tomato yellow leaf curl
Kanchanaburi virus. Dilaporkan pula terdapat infeksi Begomovirus di Thailand
tepatnya di provinsi Kanchanaburi yang disebabkan oleh Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV) (Green et al., 2003).

2.2 Begomovirus

Genus Begomovirus termasuk salah satu patogen tumbuhan yang banyak dijumpai
menginfeksi tanaman di daerah tropis maupun sub tropis. Begomovirus
merupakan salah satu anggota famili Geminiviridae. Famili Geminiviridae sendiri
memiliki tujuh genus yaitu Begomovirus, Curtovirus, Becurtovirus, Eragrovirus,
Mastrevirus, Topocuvirus dan Turncurtovirus. Begomovirus memiliki lebih
banyak spesies di dalamnya dibandingkan genera lain dalam famili Geminiviridae
(Isshiki et al., 2008). Brown et al. (2015) melaporkan genus Begomovirus
mempunyai 288 spesies yang diakui oleh International Committee on Taxonomy
of Viruses (ICTV) dan menjadikan Begomovirus sebagai genus dengan banyak

spesies di famili Geminiviridae.

Begomovirus mempunyai genom berupa circular single stranded DNA (ssDNA)
yang terdiri dari single molecule berukuran 2,7-2,8 kb (monopartite) dan sebagian
besar double molecules, DNA-A dan DNA-B (bipartite) (Vanitharani et al., 2005).
Genom pada virus berfungsi sebagai pembawa informasi genetik. Genom tersebut
tersusun atas gen penyandi protein yang berperan untuk replikasi dan
patogenesitas tanaman inang (Akin, 2021). Genom monopartit terdiri atas genom
tunggal yang disebut DNA-A. Sedangkan genom bipartit terdiri atas DNA-A dan
DNA-B. DNA-A (Gambar 1). Genom bipartit mempunyai enam Open Reading
Frames (ORF) meliputi AC1, AC2, AC3, AC4, AV1, dan AV2 (Tabel 1). AC1
berfungsi untuk mengkode protein yang berhubungan dengan replikasi (Rep)
(Reddy et al., 2012). AC2 dan AC3 berperan dalam mengkode protein untuk
aktivasi trasnkripsi (Trap) dan protein penambah replikasi (Ren) serta AC4

berperan dalam mengkode protein AC4 yang terletak dalam AC1 (Sunter and



Bisaro, 1991). Gen AV1 berperan dalam mengkode coat protein (cp) dan gen
AV?2 berperan dalam mengkode protein AV2 (Hamilton et al., 1984). DNA-B
hanya memiliki dua ORF yaitu BC1 dan BV1. BC1 berperan dalam mengkode
protein gerak (MP) dan BV1 berperan sebagai nuclear shuttle protein (NSP)
(Hanley-Bowdoin et al., 1990). Masing-masing ORF mempunyai peran dalam
induksi gejala, patogenisitas virus, dan transport intra dan interseluler (Kandito et
al., 2020).
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Gambar 1. Peta genetik Begomovirus. (Sumber: Pandey et al., 2021).

Tabel 1. Protein yang disandikan Begomovirus

Kerangka baca Jenis protein Fungsi biologi

ORF AV1 CP (coat protein): sub unit Protein selubung kapsid
protein

ORF AC1 REP: replication associated Replikasi virus
protein

ORF AC2 trap (transactivator protein) Activator protein

ORF AC3 ren (replication enhancer) Replikasi virus

ORF AC4 sd (possible symptom Gejala penyakit

determinant), ss (possible
silencing suppressor)

ORF BC1 mp (movement protein) Translokasi virus
ORF BV1 nsp (nuclear shuttle protein) Translokasi genom ke
dalam inti sel

(Sumber: Bornacini et al., 2020).

Terdapat berbagai cara penularan virus, penularan virus melalui benih merupakan
hal yang penting karena virus dapat bertahan di dalam benih selama jangka waktu
tertentu dan dapat menyebarkan penyakit ke wilayah baru di mana pun virus
tersebut menyebar. Sekitar 20% virus tanaman dilaporkan ditularkan melalui
benih (Mink, 1993). Kothandraman et al. (2015) melaporkan Begomovirus dapat

ditularkan melalui benih (seedborne). Penyakit mosaik kuning juga dilaporkan



ditularkan melalui biji pada kacang hijau (Vigna radiata) dan secara spesifik dapat
dideteksi dari kulit biji, kotiledon, dan embrio.

2.3 Vektor Penyebaran Begomovirus

Kutu kebul (B. tabaci) (Gambar 2) termasuk serangga famili Aleyrodidae, ordo
Hemiptera yang dapat ditemukan hampir di semua wilayah baik mediterania,
tropik, maupun sub-tropik. Vektor B. tabaci dapat menyerang tanaman dari
berbagai famili tidak terkecuali menularkan virus dari gulma ke tanaman
budidaya. B. tabaci menjadi vektor dari lebih 60 virus tanaman di genus
Closterovirus, Nepovirus, Carlavirus, Potyvirus, Geminivirus, dan virus DNA
berbentuk batang (Hidayat dkk., 2020). B. tabaci merupakan serangga yang
berperan sebagai hama dan vektor virus tanaman. B. tabaci menjadi salah satu

vektor penyebaran Begomovirus.

Gambar 2. Imago kutu kebul (B. tabaci) (Sumber: Abubakar et al., 2022).

Begomovirus ditularkan dari satu tanaman ke tanaman lainnya oleh B. tabaci
secara semi persisten. Virus dalam tubuh vektor dapat bertahan namun tidak
terbawa selama hidupnya dan tidak diturunkan ke keturunannya (Ghanim, 2014).
Periode makan dari kutu kebul relatif sebentar yaitu 30 menit. Periode retensi
virus dapat bertahan dalam tubuh vektor selama £ 20 hari. Gaswanto dkk. (2015)
menyatakan bahwa pada Begomovirus terdapat gen AV1 yang mampu
menghasilkan protein yang berfungsi melindungi degradasi partikel virus saat
masuk ke sistem pencernaan B. tabaci. Singarimbun dkk. (2017) menyatakan
keterjadian penyakit akibat Begomovirus berkaitan dengan vektornya yaitu kutu

kebul. Kutu kebul betina dapat menghasilkan + 320 telur dalam satu kali siklus



hidupnya (Lee et al., 2018). Kemampuan reproduksi kutu kebul yang tinggi
mengakibatkan populasinya cepat meningkat. Menurut Hidayat dkk. ( 2020)
peningkatan populasi kutu kebul sangat berpengaruh terhadap tingkat keterjadian
penyakitnya. Mehta et al. (1994) menambahkan bahwa persentase tanaman
terserang Begomovirus akan berbanding lurus dengan peningkatan kutu kebul
yang viruliferous. Viruliferous berarti virus dapat berpindah melalui aktivitas

makan dari tanaman terinfeksi dan masuk ke dalam tubuh serangga.

Begomovirus menjadi salah satu virus yang tidak stabil dan tidak dapat bertahan
lama di luar tubuh inangnya. Keefektifan penularan Begomovirus akan cukup
tinggi dengan metode penularan secara langsung tiap satu individu tanaman.
Metode ini dipilih untuk menghindari terjadinya escape (Gaswanto dkk., 2015).
Penularan virus pada tanaman dapat dilakukan dengan beberapa cara. Umumnya
penularan Begomovirus terjadi secara alami dengan bantuan vektor kutu kebul (B.
tabaci). Begomovirus masuk ke dalam tubuh vektor bersamaan saat vektor
menyuntikkan stiletnya pada tanaman bergejala. Selanjutnya virus masuk dan
beredar pada pencernaan vektor, menembus dinding usus, dan bersirkulasi dalam
cairan tubuh serta kelenjar saliva. Meskipun demikian, virus tersebut tidak
selamanya berada dalam tubuh vektornya. Virus dapat bertahan dalam tubuh
vektor selama 20 hari dan tidak ditularkan ke keturunannya (Uzcategui and
Lastra, 1978).

Penularan Begomovirus juga dapat dilakukan secara mekanik namun dengan
persentase keberhasilan yang rendah. Hal tersebut karena virus menginfeksi
jaringan floem tanaman dan apabila dilakukan penularan mekanik maka virus
hanya dapat terintroduksi pada jaringan epidermis tanaman saja. Keberhasilan
penularan secara mekanik bergantung pada konsentrasi virus dalam larutan (sap),
sumber inokulum, ketahanan virus dalam sap, metode penyiapan, tanaman inang,
serta lingkungan. Penularan secara mekanik dilakukan dengan cara mengoleskan
larutan sap (ekstrak daun mengandung virus) pada permukaan daun yang telah

dilukai sebelumnya menggunakan karborundum (Akin, 2006).
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2.4 ldentifikasi Gejala Infeksi Begomovirus

2.4.1 ldentifikasi berdasarkan gejala yang timbul

Identifikasi gejala infeksi Begomovirus dapat dilakukan dengan melihat gejala
yang muncul. Gejala yang umumnya terlihat yaitu daun menguning, terjadi
perubahan warna daun (mosaik) (Gambar 3). Identifikasi Begomovirus hanya
dengan melihat gejalanya saja tidaklah cukup membuktikan bahwa tanaman
benar-benar terinfeksi Begomovirus. Hal tersebut karena infeksi virus hampir

semuanya menimbulkan gejala yang serupa (Aidawati, 2006).

Gambar 3. Variasi gejala infeksi Begomovirus pada terung ungu. Gejala mosaik
kuning pada daun (A) dan gejala menguning (B). (Sumber: Kintasari
dkk., 2013).

2.4.2 ldentifikasi molekuler menggunakan teknik PCR

Teknik polymerase chain reaction (PCR) telah banyak digunakan untuk
mendeteksi Begomovirus di berbagai negara (Trisno dkk., 2010). Teknik PCR
digunakan untuk mendeteksi dan mengidentifikasi patogen-patogen pada tanaman
(virus, bakteri, dan jamur) dengan sensitivitas yang tinggi. Selain itu, teknik PCR

dapat digunakan untuk mengetahui diversitas genetik virus (Santoso dkk., 2013).

Pada umumnya teknik PCR dilakukan dengan menggunakan sepasang primer
yaitu forward dan reverse. Pada umumnya panjang primer berkisar antara 18
sampai 30 basa. Primer yang digunakan untuk mengindentifikasi Begomovirus
yaitu universal primer Krusty (5CCNMRDGGHTGTGARGGNCC’3)- Homer
(5’SVDGCRTGVGTRCANGCCAT’3) dan SPG 1
(5’CCCCKGTGCGWRATTCCAT’3)- SPG2 (5’ ATCCVAAYWTYCAGGGAG
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GAGCTAA’3) (Tabel 2). Universal primer Krusty/Homer akan mengamplifikasi
bagian AV1 atau bagian coat protein (cp) dan menghasilkan pita DNA berukuran
550 bp (Revill et al., 2003). Sedangkan universal primer SPG1/SPG2 akan
mengamplifikasi bagian AC2 dan AC1 dan akan menghasilkan pita DNA
berukuran 912 bp (Annisaa et al., 2021). AC2 berperan mengaktivasi coat
protein (cp) pada jaringan pengangkut tumbuhan, sedangkan AC 1 berfungsi
untuk mereplikasi genom virus (Shivaprasad et al., 2005).

Tabel 2. International Union of Pure and Applied Chemistry ambiguity code

IUPAC ambiguity code Basa

G G
A
T
C
G atau A
T atau C
Aatau C
GatauT
G atau C
Aatau T
AatauCatau T
Gatau T atau C
G atau C atau A
Gatau Aatau T
N G atau A atau T atau C

UO< ®m® I S unw XX < 3 0O -

(Sumber: [UPAC Committee, 1985).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2022 - Juli 2023. Penelitian ini
dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian dan Laboratorium limu
Penyakit, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung serta lahan terung di

Kabupaten Lampung Selatan, Kabupaten Pesawaran, dan Kabupaten Pringsewu.

3.2 Alat dan Bahan

Pada penelitian ini alat yang digunakan meliputi Thermal cycler, mesin
elektroforesis, UV Transiluminator, mikropipet (100-1.000 pL, 10-100 uL, dan
0,5-10 L), mortar dan pestle, timbangan digital, sentrifuge, vortex mix,
inkubator, erlenmeyer 100 mL, gelas ukur 20 mL, cetakan agar, gel tray, combs,
freezer, oven, autoklaf, rak tube, tray semai benih, meteran, sungkup kaca,

cangkul dan smartphone.

Bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu daun tanaman terung yang
bergejala Begomovirus, tabung eppendorf (0,2 mL dan 1,5 mL), Genomic DNA
Mini Kit (Plant; Geneaid), ethanol 70%, ethanol 96%, isopropanol, 1x TE (Tris-
EDTA) buffer, Water for Injection (W1), blue tips (100—1000 uL), yellow tips
(10-100 pL), white tips (0,5-10 uL), MyTaqTM HS Red Mix, 2x (Bioline),
sepasang universal primers Krusty dan Homer dan SPG1 dan SPG2 (Tabel 3),
agarose powders, 1x TBE (TrisBorate-EDTA) buffer, EtBr (Ethidium Bromide),
100 bp DNA ladder, DNA loading dye, alumunium foil, amplop sampel, plastik
sampel, plastik tahan panas, gelang karet, sarung tangan karet , tisu,
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benih terung ungu varietas SS 110, cabai merah varietas ENNO 1433, kacang
panjang, bibit pepaya varietas kalina, polybag, dan alat tulis.

Tabel 3. Urutan oligonukleotida universal primer, deteksi dan identifikasi
Begomovirus

Primer Urutan Oligonukleotida Produk PCR
(Referensi)

Krusty 5’CCNMRDGGHTGTGARGGNCC’3

(Forward) DNA target ~550 bp
Homer 5’SVDGCRTGVGTRCANGCCAT’3 (Revill et al., 2003)

(Reverse)

SPG 1 5’CCCCKGTGCGWRATTCCAT’3

(Forward) DNA target ~912 bp
SPG 2 5’ATCCVAAYWTYCAGGGAG (Annisaa et al., 2021)

(Reverse) GAGCTAA’3

3.3 Pelaksanaan Penelitian
3.3.1 Ekplorasi tanaman terung di lapangan

Eksplorasi dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan sampel tanaman terung
yang terinfeksi Begomovirus dengan gejala serangan ringan dan berat. Ekplorasi
dilakukan di Kabupaten Pesawaran, Lampung Selatan, dan Pringsewu. Sampel
yang diambil berupa daun tanaman terung yang bergejala ringan atau tidak
menunjukkan gejala yang letaknya berdekatan atau di antara tanaman terung
bergejala berat dengan intensitas serangan >50% dalam satu lahan. Dimasukkan
sampel daun yang telah diambil ke dalam amplop Kkertas lalu dimasukan ke plastik
dan diberi label kemudian dibawa ke laboratorium untuk diidentifikasi lebih
lanjut. Tanaman terung yang diambil dari lapangan dipindah ke polybag dan
dibawa ke laboratorium untuk dipelihara sebagai sumber inokulum. Persentase
keterjadian dan keparahan penyakit dihitung berdasarkan rumus yang
dikemukakan oleh Nelson et al. (1999) yang telah dimodifikasi sebagai berikut:

Keterjadian Penyakit = %x 100%

Keterangan
n : Jumlah tanaman sakit

N : Jumlah tanaman yang diamati
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Sedangkan keparahan penyakit diukur menggunakan bantuan skor dan skala
gejala penyakit Tabel 4 dan Gambar 4. Perhitungan keparahan penyakit dihitung

dengan rumus sebagai berikut:

Y (nixzi)

0
KP: Nzz X 100%

Keterangan
KP : Keparahan penyakit (%),

ni : Jumlah tanamanan sakit,

zi - Nilai tanaman bergejala dengan skor (0, 1, 2, 3,dan 4),
N : Jumlah total tanaman yang diamati,

Z : Nilai skor tanaman tertinggi.

Tabel 4. Skor, gejala infeksi pada daun, dan kategori keparahan

Skor Persentase Gejala (%) Kategori Keparahan
0 0 Sehat
1 >1-25 Ringan
2 >25-50 Sedang
3 >50-75 Berat
4 >75-100 Sangat berat

(Sumber: Nelson et al., 1999).
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Gambar 4. Skor gejala penyakit akibat infeksi Begomovirus pada tanaman terung.
Skor 0 (A), skor 1 (B), skor 2 (C), skor 3 (D), dan skor 4 (E).

3.3.2 Pengambilan serangga vektor Begomovirus

Vektor yang digunakan untuk inokulasi Begomovirus adalah kutu kebul (B.
tabaci). Vektor berupa imago kutu kebul yang menetap pada tanaman yang
bergejala. Diambil kutu kebul menggunakan bantuan alat aspirator. Dipelihara
kutu kebul yang didapat dari lapangan menggunakan tanaman terung sebagai
inangnya yang diletakkan dalam sungkup kaca.

3.3.3 Penyiapan tanaman uji

Ditanam benih tanaman Solanaceae yang terdiri atas terung ungu (Solanum
melongena L.) varietas SS 110, cabai merah besar (Capsicum annum L.) varietas
ENNO 1433 dan kacang panjang. Tahapan awal yang dilakukan yaitu disemai
benih terung ungu, cabai merah besar, dan kacang panjang dalam tray semai yang
berisi 1 benih di tiap lubangnya. Setelah berumur + 4 minggu atau sampai jumlah
daun 3-5 helai baru bibit dapat dipindah tanam ke polybag yang telah berisi media
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tanaman berupa tanah dan sekam padi dengan perbandingan 2:1 dan masing-
masing polybag berisi 1 tanaman. Dilakukan hal yang sama terhadap bibit
tanaman pepaya yang berumur = 5 minggu. Setelah berumur + 5 minggu bibit
dipindah tanam ke polybag. Kemudian tanaman uji dimasukkan dalam sungkup
agar aman dari serangan hama dan disiram 2 kali setiap hari pada pagi dan sore
hari.

3.3.4 Uji patogenisitas strain lemah pada tanaman Solanacea

Uji patogenisitas bertujuan untuk membuktikan kemampuan virus untuk
menimbulkan gejala pada tanaman uji. Tanaman yang digunakan untuk inokulasi
yaitu cabai merah besar dan terung ungu berjumlah masing-masing 8 tanaman
yang terdiri atas 5 tanaman yang diinokulasikan strain lemah dan strain ganas
Begomovirus, 1 tanaman yang diinokulasikan strain lemah Begomovirus, 1
tanaman yang diinokulasikan strain ganas Begomovirus, dan 1 tanaman yang tidak

diinokulasikan strain lemah dan strain ganas Begomovirus.

Inokulasi Begomovirus ke tanaman terdiri atas dua tahapan yaitu inokulasi strain
lemah Begomovirus dan inokulasi strain ganas Begomovirus. Sebelum dilakukan
inokulasi terlebih dahulu disiapkan cairan sap. Komposisi cairan sap terdiri atas 1
g daun tanaman terung bergejala ringan, 1 g daun tanaman terung bergejala berat,
5 mL buffer phosfat, 0,1 g zeolit. Tahapan inokulasi strain lemah Begomovirus
yaitu digerus daun tanaman terung bergejala ringan yang telah ditambahkan buffer
phosfat dengan bantuan mortal dan pastle sampai halus. Setelah itu disaring cairan
sap dengan kain kasa steril. Kemudian ditambahkan 0,1 g zeolit dalam cairan sap.
Setelah itu cairan sap diaplikasikan ke tanaman dengan cotton bud pada 2 helai
daun sampai merata, kemudian didiamkan 2 menit dan dibersihkan sisa-sisa zeolit
yang menempel pada daun dengan akuades. Setelah itu tanaman diinkubasi

selama 1 minggu.

Tahapan inokulasi strain ganas Begomovirus tidak berbeda dengan tahapan

inokulasi strain lemah Begomovirus. Namun, pada tahapan ini daun tanaman
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terung yang digunakan yaitu yang bergejala berat. Setelah tahapan inokulasi
selesai tanaman diinkubasi selama 4 minggu untuk melihat respon tanaman
setelah inokulasi. Gejala yang muncul diamati dan difoto bersama tanaman
kontrol dengan parameter pengamatan berupa rata-rata (tinggi tanaman, dan

jumlah daun setelah inokulasi) dan masa inkubasi.

3.3.5 Uji kisaran inang Begomovirus

Uji kisaran inang bertujuan untuk mengetahui kemampuan virus menginfeksi dan
menimbulkan gejala pada tanaman inang lain. Uji ini dilakukan terhadap tanaman
pepaya varietas kalina dan kacang panjang. Inokulasi dilakukan dengan bantuan
serangga vektor B. tabaci. Enam tanaman pepaya dan kacang panjang disiapkan, 5
tanaman diinokulasikan B. tabaci dan 1 tanaman sebagai kontrol. Proses inokulasi
ini didasarkan atas penelitian sebelumnya oleh Lepidot et al. (1997) yang
dimodifikasi yakni diinfestasikan sebanyak 100 ekor B. tabaci pada masing-
masing 5 tanaman pepaya dan kacang panjang, lalu disungkup selama +72 jam
dalam sungkup kaca. Setelah £72 jam, dikeluarkan tanaman dan diinkubasi

sampai timbul gejala, kemudian diamati gejala yang muncul dan didokumentasi.

3.3.6 Deteksi molekuler Begomovirus tanaman terung ungu menggunakan
universal primer Begomovirus

Langkah-langkah yang dilakukan untuk mendeteksi tanaman yang bergejala

Begomovirus sebagai berikut:
1. Ekstraksi DNA Total

Ektraksi DNA total dilakukan dengan tujuan untuk mengekstrak DNA virus. Pada
tahapan ini dilakukan sesuai protokol Genomic DNA Kit (Plant) dari Geneaid.

Ektraksi DNA total terdiri atas lima tahapan, sebagai berikut:
a. Pemisahan Jaringan Tanaman (Tissue Dissociation)

Pada tahapan ini diambil 0,1 g jaringan tanaman (daun) tanaman sakit lalu digerus
dengan bantuan mortar dan pestle.
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b. Lisis (Lysis)

Pada tahapan ini daun yang telah digerus dimasukkan dalam tabung eppendorf 1,5
mL. Kemudian ditambahkan 400 puL GP1 buffer serta 5 uL RNase A, lalu divortex
selama beberapa detik sampai campuran homogen. Langkah selanjutnya
campuran daun diinkubasi dalam Waterbath pada suhu 60 °Cselama 10 menit dan
tabung eppendorf dibalik tiap 5 menit. Bersamaan dengan itu dimasukkan Elution
Buffer (200 pL per sampel) dalam tabung eppendorf 1,5 mL dan diinkubasi dalam
Waterbath pada suhu 60 °C. Setelah tahap inkubasi selesai campuran larutan
ditambahkan GP2 Buffer sebanyak 100 pL, lalu divortex dan diinkubasi selama 3
menit dalam freezer. Setelah itu, diletakkan Filter Column dalam colletion tube 2
mL dan dipindahkan hasil mixture dalam filter column. Kemudian disentrifuge
selama 1 menit dengan kecepatan 1.000 rpm, lalu filter column dibuang dan
dipindahkan supernatannya dari colletion tube 2 mL ke tabung eppendorf 1,5 mL

yang baru.

c. DNA Binding

Pada tahapan ini ditambahkan 1,5 volume GP buffer (dipastikan isopropanol
sudah ditambahkan) dalam tabung eppendorf 1,5 mL tersebut, kemudian divortex
selama 5 detik. Diletakkan GD column dalam colletion tube 2 mL dan
ditambahkan 700 pL hasil mixture (larutan dan endapan) lalu dipindahkan dalam
GD column. Disentrifuge selama 3 menit dengan kecepatan 12.000 rpm,
kemudian dituang kembali supernatan dari colletion tube 2 mL ke GD column.
Lalu disentrifuge kembali selama 3 menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Setelah

itu dipindahkan GD column yang telah disentrifuge ke colletion tube 2 mL.

d. Pencucian (Wash)

Ditambahkan 400 pL W1 Buffer dalam GD column lalu disentrifuge selama 1
menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Setelah itu, GD column dipindahkan ke
collection tube 2 mL dan ditambahkan 600 pL Wash buffer (dipastikan ethanol
96% sudah ditambahkan) dalam GD column. Selanjutnya disentrifuge selama 1
menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Dipindahkan GD column yang telah
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disentrifuge ke collection tube 2 mL dan disentrifuge kembali selama 4 menit
dengan kecepatan 12.000 rpm dengan tujuan untuk mengeringkan GD column.

e. DNA Elution

Dipindahkan GD column ke tabung eppendorf 1,5 mL yang baru kemudian
ditambahkan 100 pL pre-heated Elution buffer tepat di tengah-tengah GD
column. Setelah itu didiamkan selama 3-5 menit agar Elution buffer terserap
dengan baik. Selanjutnya disentrifuge selama 1 menit dengan kecepatan 12.000
rpm selama 1 menit yang bertujuan untuk memurnikan DNA. Setelah selesai, GD
column dibuang dan tabung eppendorf 1,5 mL hasil ekstraksi disimpan dalam

freezer pada suhu -39 °C sebelum digunakan.

2. Amplifikasi DNA

DNA hasil ekstraksi diamplifikasi (digandakan) menggunakan teknik PCR dengan
protokol yang dikemukakan Kandito et al. (2020). Primer yang digunakan untuk
deteksi Begomovirus yaitu universal primer Krusty/Homer dan SPG1/SPG2
(Tabel 3). Nukleotida diwakilkan dengan satu huruf berdasarkan aturan IUPAC
ambiguity code (Tabel 2). Komposisi reagen untuk deteksi Begomovirus tertera
pada Tabel 5. Sedangkan komposisi reagen PCR sampel untuk sekuensing

disajikan pada Tabel 6.

Tabel 5. Komposisi reagen PCR

Komposisi 1 Komposisi 2 Volume (uL)

My Tag™HS Red Mix My Tag™ HS Red Mix 12,50
2X 2X

Primer SPG 1 (Forward) Primer Krusty (Forward) 1,00
Primer SPG 2 (Reverse)  Primer Homer (Reverse) 1,00
DNA Template DNA Template 1,00
Water of Injection (WI)  Water of Injection (WI) 9,50
Total volume 25,00

Keterangan: - Komposisi 1, untuk deteksi Begomovirus berdasarkan gen AV1
- Komposisi 2, untuk identifikasi Begomovirus berdasarkan gen AC2
dan AC1
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Tabel 6. Komposisi reagen PCR sampel untuk sekuensing

Komposisi 1 Komposisi 2 Volume (uL)

My Tag™HS Red Mix My Tag™ HS Red Mix 20,00
2X 2X

Primer SPG 1 (Forward) Primer Krusty (Forward) 4,00
Primer SPG 2 (Reverse)  Primer Homer (Reverse) 4,00
DNA Template DNA Template 4,00
Water of Injection (WI)  Water of Injection (WI) 8,00
Total volume 40,00

Komposisi reagen PCR (Tabel 5 dan 6) dimasukkan dalam tabung eppendorf 0,2
mL dengan bantuan mikropipet dan dihomogenkan agar tercampur dengan baik.
Setelah itu dimasukkan tabung eppendorf 0,2 mL dalam Thermal cycler (mesin
PCR). Reaksi amplifikasi yang diterapkan untuk deteksi Begomovirus yaitu
sebanyak 40 siklus yang terdiri atas beberapa tahapan yaitu, pre-denaturation
suhu 95 °Cselama 3 menit, denaturation suhu 95 °Cselama 1 menit, annealing
suhu 55 °Cselama 30 detik, elongasi (extention) suhu 75 °C selama 1 menit 30
detik, dan final extention suhu 72 °Cselama 10 menit (Kandito et al., 2020).
Setelah itu ditunggu suhu mesin PCR turun sekitar 28-29 °C. Sembari menunggu,
diambil sampel dalam mesin PCR tanpa mematikan mesinnya, lalu dimasukkan

dalam freezer pada suhu -39°C.

3. Visualisasi hasil PCR

Visualisasi hasil PCR dilakukan dengan bantuan mesin elektroforesis. Sampel
DNA hasil amplifikasi dianalisis dalam agarose gel 1% (dalam 1x TBE buffer)
yang telah terkandung 1 puL EtBr (Ethidium Bromide, 10 mg/ml). Sampel hasil
PCR sebanyak 3 pL dicampur dengan 1 pL loading dye dengan bantuan
mikropipet ukuran 0,5-10 pL, kemudian dimasukkan dalam sumuran gel (satu
sampel/lubang). DNA ladder sebanyak 3 pL yang digunakan untuk mengukur
DNA. DNA ladder dimasukkan dalam lubang sumuran pertama kemudian
dilanjutkan dengan sampel hasil PCR, selanjutnya dialiri arus listrik dengan
tegangan 55 volt selama 50 menit. Setelah selesai, hasilnya dapat dilihat dengan

bantuan UV Transiluminator.
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3.3.7 ldentifikasi dan variasi genetik Begomovirus
3.3.7.1. Sekuensing

Dua sampel DNA tanaman terung ungu dengan masing-masing 34 uL DNA hasil
amplifikasi strain lemah dan strain ganas (SPG1/SPG2 dan Krusty/Homer)
dikirim untuk ke PT. Genetika Science Jakarta untuk disekuensing. Hasil
sekuensing dapat digunakan untuk mengklasifikan Begomovirus hingga ke tingkat

spesiesnya.

3.3.7.2. Analisis perunutan nukleotida DNA hasil amplifikasi

Data hasil sekuensing kemudian dikonfirmasi ke GenBank menggunakan program
Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) di National Center for Biotechnology
Information (NCBI) untuk melihat kekerabatan yang tinggi dari sekuen sampel
yang diuji. Kemudian dipilih sekuen nukleotida Begomovirus lainnya dari
GenBank sebagai pembanding. Sekuen sampel uji tersebut disejajarkan
(alignment) menggunakan Clustal W Multiple Alignment MEGA v11. Kemudian
divisualisasi sampel uji tersebut dalam bentuk dendogram menggunakan program
Molecular Evolutionary Genetic Analysis Software (MEGA) v11 dengan metode
Neighbor-Joining Tree menggunakan bootstrap 1000x ulangan. Selanjutnya
dipilih Out group sebagai pembanding. Penentuan spesies Begomovirus
didasarkan pada spesies dengan kekerabatan terdekat pada pohon filogenetik serta

jarak genetik yang diperoleh.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat diambil

kesimpulan sebagai berikut:

1.

Begomovirus yang diisolasi dari strain ganas dan strain lemah tanaman terung
dapat menginfeksi tanaman terung ungu dan cabai merah besar dengan gejala

berupa bercak kekuningan, daun keriting, dan terjadi penebalan lamina daun.

Begomovirus yang diisolasi dari tanaman terung di lapangan yang ditularkan
oleh kutu kebul mempunyai kisaran inang yaitu tanaman pepaya dan kacang

panjang.

Isolat Begomovirus strain ganas asal Lampung Selatan dapat dideteksi
menggunakan universal primer Begomovirus Krusty/Homer dengan pita DNA
berukuran 550 bp.

Isolat Begomovirus strain lemah asal Pesawaran dapat dideteksi menggunakan

universal primer Begomovirus SPG1/SPG2 dengan pita DNA berukuran +912
bp.

Berdasarkan pohon filogenetik (gen AV1) Begomovirus isolat LS01
diidentifikasi sebagai Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus
(TYLCVKaV).

Berdasarkan matrik jarak genetik (gen AV1) Begomovirus isolat LS01
teridentifikasi sebagai TYLCVKaV namun berbeda strain dengan TYLCVKaV
isolat Nicotiana tabacum (LC511773.1), TYLCVKaV isolat S. melongena
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(LC511772.1), TYLCVKaV isolat S. melongena (LC511771.1), TYLCVKaV
C. annum (LC055556.1), TYLCVKaV isolat S. melongena (MZ374359.1), dan
TYLCVKaV isolat C. annum (KF446673.1).

7. Berdasarkan pohon filogenetik (gen AC1 dan AC2) Begomovirus isolat PS01
memiliki diidentifikasi sebagai Begomovirus spesies baru.

8. Berdasarkan matrik jarak genetik (gen AC1 dan AC2) Begomovirus isolat
PS01 diklasifikasikan sebagai Begomovirus spesies baru dan diberi nama

Eggplant yellow vein virus isolat Pesawaran.

5.2 Saran

Saran bagi peneliti selanjutnya yaitu penelitian ini dapat dijadikan sebagai sumber
referensi yang berguna dalam pembuatan tanaman trasgenik, serta karantina

tumbuhan biosecurity Begomovirus.
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