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ABSTRAK

DETEKSI SIMULTAN DAN VARIASI GENETIK BEBERAPA VIRUS
YANG MENGINFEKSI TANAMAN CABAI RAWIT MENGGUNAKAN
MULTIPLEX POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

Oleh
FAUZIAH RIZKY NURFADILLAH

Cabai rawit (Capsicum frutescens L.) merupakan sayuran yang memiliki banyak
manfaat serta bernilai ekonomis tinggi. Namun, akibat adanya infeksi virus
menyebabkan terjadinya penurunan produksi. Selain itu, virus yang menginfeksi
tanaman cabai rawit dapat lebih dari satu jenis virus atau infeksi campuran.
Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi beberapa jenis virus yang menginfeksi
tanaman cabai rawit di lapangan dengan Multiplex PCR menggunakan empat
pasang primer dan mengetahui spesies virus serta variasi genetik virus yang
menginfeksi tanaman cabai rawit. Survey lapangan dilakukan di Kabupaten
Lampung Selatan, Provinsi Lampung. Empat sampel daun bergejala kerdil,
keriting, menguning, dan daun menekuk ke atas diambil untuk dilakukan deteksi
lebih lanjut di Laboratorium. Deteksi dilakukan berdasarkan Multiplex PCR
menunjukkan cabai rawit terinfeksi Begomovirus dan Potyvirus dan tidak terinfeksi
Cucumber mosaik virus dan Tomato infectious chlorosis virus. Hasil pohon
filogenetik berdasarkan sekuen AC1/AC2 mengkonfirmasi bahwa Begomovirus
isolat Lampung Selatan dengan Pepper yellow leaf curl Indonesia virus berasal dari
tetua yang sama. Berdasarkan nilai homologi Begomovirus isolat Lampung Selatan
dan PYLCYV isolat Kertha memiliki nilai homologi 93% yang menunjukkan kedua
virus termasuk ke dalam spesies yang sama strain yang berbeda. Hasil pohon
gilogenetik berdasarkan sekuen coat protein mengkonfrmasi Potyvirus isolat
Lampung Selatan dengan Potato virus Y memiliki kesamaan spesies. Potyvirus
isolat Lampung Selatan dan PVY isolat Ukraina memiliki nilai homologi 100%
yang menunjukkan bahwa Potyvirus Lampung Selatan dengan PVY Ukraine
memiliki kesamaan yang spesifik. Hasil uji patogenesitas pada tanaman cabai rawit
menunjukan gejala berupa mosaik ringan sampai mosaik berat.

Kata Kunci: Begomovirus, infeksi campuran, multiplex PCR, Potyvirus
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Cabai rawit (Capsicum frutescens L.) merupakan salah satu tanaman sayuran yang
memiliki nilai ekonomis tinggi. Tanaman cabai rawit banyak dibudidayakan di
Indonesia karena dapat hidup baik di dataran tinggi maupun dataran rendah. Cabai
rawit memiliki banyak kandungan vitamin, meliputi kapsaisin, kapsantin,
karotenid, alkaloid, resin, dan minyak atsiri (Arifin, 2010). Dalam kehidupan
sehari — hari cabai rawit banyak digunakan baik dalam skala industri maupun
rumah tangga. Umumnya dalam skala rumah tangga cabai rawit sering digunakan
masyarakat Indonesia untuk menambah cita rasa pada makanan agar menambah
sensasi rasa pedas. Selain itu, manfaat dari buah serta bagian lain seperti batang,
daun, dan akarnya digunakan sebagai obat — obatan (Bahrun dan Rohansyah,
2020). Banyaknya manfaat yang terkandung pada cabai menyebabkan tingginya

permintaan produksi cabai.

Secara Nasional, kebutuhan cabai di Indonesia selalu mengalami peningkatan
pada setiap tahunnya. Namun, produksi cabai dalam negeri belum cukup
memenuhi kebutuhan tersebut. Badan Pusat Statistik melaporkan penurunan
produksi cabai di Indonesia pada tahun 2021 sebesar 1,5 juta ton, atau 8,09%
dibandingkan tahun — tahun sebelumnya. Sementara itu konsumsi masyarakat di
Indonesia mencapai 900 ton/tahun atau sekitar 4 kg/kapita. Konsumsi tersebut
hanya dapat dipenuhi oleh produksi dalam negeri berkisar 76% dari total
permintaan. Oleh karena itu, untuk memenuhi kebutuhan permintaan cabai,
dilakukannya impor dari Malaysia dan Australia. Mengingat cabai salah satu
komoditas yang permintaannya terus meningkat baik di dalam negeri maupun luar

negeri (Mahardika dan Yuliarni, 2018). Terjadinya penurunan jumlah produksi



cabai dalam negeri diakibatkan oleh berbagai faktor, terutama adanya infeksi virus

tanaman cabai.

Di Indonesia virus tanaman cabai rawit sudah banyak teridentifikasi. Dalam satu
tanaman cabai, virus dapat menginfeksi secara tunggal atau bersamaan yaitu lebih
dari dua jenis virus (Tuhumury dan Amanupunyo, 2013). Infeksi campuran
beberapa virus terjadi karena adanya interaksi dua virus atau lebih yang dapat
menginduksi gejala yang lebih parah (Syller, 2012). Infeksi campuran dapat
terjadi interaksi aditif, sinergis, dan antagonis (Septariani dkk., 2014). Virus yang
masuk dan menginfeksi dapat menyebar dan tinggal pada setiap bagian tanaman.
Tanaman yang terinfeksi virus biasanya menunjukkan gejala seperti menguning
(yellowing), kerdil (stunting), dan keriting (curly) (Hamdayanty dan Hardina,
2023). Gejala yang dieksperesikan tersebut mengakibatkan tanaman mengalami
gangguan sehingga pertumbuhan tanaman terhambat dan tidak dapat
berfotosintesis secara optimal. Infeksi virus dapat menyebabkan kehilangan hasil
mencapai lebih dari 90% bahkan kematian tanaman yang mengakibatkan

kegagalan panen (Saleh dan Rahayuningsih, 2014).

Sampai saat ini pengendalian virus pada cabai rawit belum banyak memberikan
hasil yang diharapkan, dikarenakan infeksi virus dilapangan diakibatkan oleh
serangga vektor seperti kutu kebul (Bemisia tabaci) dan kutu daun (Aphids) dan
serangga lain yang berperan sebagai vektor (Marianah, 2020). Selain itu
penyebaran yang terus meluas, juga semakin memperparah infeksi virus pada
tanaman cabai. Oleh karena itu, sebelum melakukan pengendalian yang tepat dan
efisien perlu dilakukannya identifikasi gejala, akan tetapi gejala dari infeksi virus
ini tidak spesifik, sehingga diperlukan adanya teknik identifikasi virus yang tepat,
cepat, dan efisien, yaitu dengan teknik Polymerase chain reaction (PCR).

PCR ialah salah satu metode mendeteksi virus yang dianggap valid dan memiliki
tingkat sensitif serta spesifik mendeteksi dan mengidentifikasi virus yang sangat
tinggi. Salah satu metode PCR yaitu Multiplex Polymerase chain reaction (PCR)
merupakan metode yang dapat digunakan untuk mengamplifikasi dua atau lebih

sekuen target secara bersamaan. Multiplex PCR berisi beberapa macam campuran



set primer sehingga pada saat divisualisasikan dengan elektroforesis gel akan
menghasilkan pita ukuran DNA yang berbeda — beda. Teknik mPCR dapat
menghemat waktu dan tenaga di dalam Laboratorium. Dengan demikian, metode
ini diharapkan mampu mendeteksi beberapa jenis virus yang menginfeksi tanaman

cabai rawit dalam satu reaksi PCR (Naully dan Septriliyana, 2022).

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mendeteksi molekuler beberapa jenis virus yang menginfeksi tanaman cabai
rawit di lapangan dengan Multiplex PCR, dan

2. Mengetahui spesies virus serta variasi genetik virus yang menginfeksi tanaman

cabai rawit.

1.3 Kerangka Pemikiran

Kebutuhan cabai rawit di Indonesia setiap tahunnya selalu mengalami
peningkatan yang diikuti dengan meningkatnya jumlah penduduk pada setiap
tahunnya (Septiadi dkk., 2020). Namun, banyaknya permintaan tersebut tidak
dimbangi dengan tersedianya cabai sehingga menyebabkan terjadinya pelonjakan
harga yang cukup tinggi. Kurang tersedianya cabai tersebut dapat terjadi karena
adanya hambatan yang dialami oleh petani yang mengakibatkan terjadinya
penurunan hasil produktivitas tanaman. Penurunan hasil produktivitas tanaman

cabai rawit salah satunya dapat terjadi karena adanya infeksi virus tanaman.

Virus yang menginfeksi tanaman cabai rawit telah teridentifikasi di Indonesia
yaitu, Chili veinal mottle potyvirus (ChiVMV), Cucumber mosaic cucumovirus
(CMV), Peppers mild mottle potyvirus (PMMV), dan Pepper yellow leaf curl
virus (PYLCV) (Vivaldy dkk., 2017). Gejala yang ditimbulkan dapat berupa daun
menguning, kerdil, daun menekuk ke atas, mottling, pengguguran bunga, klorosis
pada tepi daun, dan kematian tanaman. Apabila terus dibiarkan maka akan

menjadi masalah serius bagi produksi cabai rawit di Indonesia.



Identifikasi virus yang menginfeksi tanaman tidak dapat hanya melalui
pengamatan gejala saja, hal ini dikarenakan gejala yang ditimbulkan oleh infeksi
virus sulit untuk dikonfirmasi, karena gejala tersebut dapat berbeda — beda
bergantung dari strain dan spesies yang menginfeksi. Oleh karena itu,
diperlukannya identifikasi berdasarkan molekuler untuk mengetahui jenis, spesies,
dan sifat virus yang menyerang tanaman tersebut. Deteksi molekuler yang biasa
digunakan untuk identifikasi infeksi virus menggunakan teknik PCR (Polymerase
chain reaction). Teknik PCR memiliki prinsip kerja dengan mengamplifikasi
sekuen asam nukleat spesifik secara in vitro yang menggunakan teknik pemanasan

dan pendinginan terkendali (Carter et al., 2022).

Satu tanaman cabai rawit dapat terinfeksi virus yang berbeda dengan gejala yang
sama yang dapat disebut dengan infeksi campuran. Variasi gejala yang timbul
akibat infeksi dua atau lebih jenis virus dapat mengakibatkan gejala yang lebih
parah, seperti pertumbuhan apical tanaman yang tehenti akibat dari jaringan apeks
yang tidak lagi membelah (Septariani dkk., 2014). Oleh karena itu, diperlukannya
deteksi simultan atau bersamaan virus menggunakan metode Multiplex PCR untuk
mengetahui virus apa saja yang dapat menginfeksi dalam satu tanaman cabai

rawit.

Multiplex PCR (mPCR) ialah teknik PCR yang dapat mengamplifikasi dua atau
lebih sekuen asam nukleat virus target secara simultan. mPCR terdiri atas
beberapa set primer dalam campuran PCR tunggal untuk menghasilkan amplikon
dengan ukuran berbeda secara spesifik yang mengidentifikasi urutan DNA yang
berbeda. Multiplex PCR dapat mendeteksi virus yang berbeda dalam satu sampel
yang sama, sehingga lebih efisien karena hasil deteksi yang diperoleh lebih cepat.
Selain itu, deteksi dengan Multiplex PCR juga memiliki kelebihan seperti hemat
waktu, hemat reagen, dan hemat sampel, serta memiliki tingkat efektifitas
mendeteksi spesies yang tinggi (Gautam and Kumar, 2020). Oleh karena itu,
berdasarkan hal tersebut, perlu dilakukan penelitian terkait virus yang
menginfeksi tanaman cabai rawit di Kecamatan Natar, Kabupaten Lampung
Selatan, dengan teknik Multiplex PCR.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Cabai Rawit (Capsicum frutescens L.)

Tanaman cabai rawit merupakan tanaman semusim yang berumur pendek.
Tanaman cabai rawit ialah tanaman perdu tegak, yang mampu tumbuh hingga
mencapai tinggi antara 50 — 150 cm.

Taksonomi tanaman cabai rawit menurut Cronquist (1981) adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida

Anak kelas  : Asteridae

Bangsa : Solanales

Suku : Solanaceae

Marga : Capsicum

Jenis : Capsicum frutescens L.

Tanaman ini memiliki perakaran tunggang yang mampu tumbuh mencapai 1meter
ke dalam tanah. Batang dari tanaman cabai rawit berkayu dan memiliki banyak
percabangan. Struktur daun cabai rawit berbentuk bulat telur (oval) dengan bagian
pangkal membulat dan bagian ujung meruncing. Panjang daun berkisar antara 1 —
1,5 cm, sedangkan lebar 0,5 — 5 cm. Berdaun tunggal, memiliki tulang daun
menyirip, dan tangkai tunggal yang melekat. Bunganya merupakan bunga tunggal

dengan bentuk seperti bintang dan tumbuh menunduk pada ketiak daun



dengan mahkota bewarna putih (Gambar 1). Buah cabai memiliki bentuk, ukuran,
warna, dan tingkat kepedasan yang berbeda. Umumnya cabai rawit memiliki
bentuk buah lonjong bewarna orange kemerahan serta bewarna putih kekuning —
kuningan. Perbedaan warna cabai tersebut tergantung pada spesies dan varietas
(Fauzi, 2018).
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Gambar 1. Tanaman cabai rawit: (A) morfologi tanaman cabai rawit (dokumentasi
pribadi), (B) bentuk buah cabai rawit (dokumentasi pribadi), (C) bentuk
bunga cabai rawit (Adiyanto, 2021), dan (D) akar tanaman cabai rawit
(Adiyanto, 2021).

Cabai rawit merupakan tanaman yang alur persebarannya diawali di Amerika.
Jenis cabai rawit pertama kali dibawa pada zaman Columbia akhir ke Pasifik dan
daerah — daerah tropik lainnya, dan mengalami naturalisasi pada beberapa tempat
termasuk Asia Tenggara (Djarwaningsih, 2005). Pada awal abad ke XV cabai
mulai masuk ke Indonesia yang dibawa oleh seorang pelaut Portugis. Kemudian
terjadi penyebaran secara tidak langsung oleh para pedagang dan pelaut Eropa
yang mencari rempah — rempah ke plosok Nusantara. Hingga saat ini, cabai
menjadi salah satu bumbu yang digunakan dalam kehidupan sehari hari sebagai



pemberi rasa pedas dan penambah selera makan (Agromedia, 2007). Selain itu
cabai rawit kaya akan capsaisin, minyak esensial capsitol, dan bioflavonoid, serta
vitamin A dan mineral yang memiliki efek posistif bagi kesehatan tubuh

(Harpenas dan Dermawan, 2010).

Tanaman cabai rawit mampu tumbuh pada daerah dataran rendah sampai
menengah yang memiliki ketinggian antara 300 — 400 mdpl (Prajnanta, 2007).
Dalam budidayanya tanah sebagai tempat tumbuh umumnya harus subur, dengan
derajat keasaman tanah berkisar 6,0 — 7,0. Kemudian tanah harus bertekstur
gembur agar peresapan air dan surkulasi udara berjalan lancar. Suhu yang paling
baik antara 15°-30° C. Tanaman cabai rawit tidak tahan terhadap hujan lebat
karena hujan yang tinggi akan menimbulkan kegagalan panen. Agar proses
fotosintesis berjalan dengan baik, tanaman cabai memerlukan sinar matahari

penuh untuk pertumbuhannya (Tarigan dan wiryanta, 2004)

2.2 Virus yang dapat menginfeksi cabai rawit

2.2.1 Begomovirus

Famili Geminiviridae terdiri atas sembilan genus yaitu, Begomovirus,
Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus, Turncurtovirus, Becurtovirus, Eragrovirus,
Capulavirus, dan Grablovirus. Kemudian diklasifikasikan kembali berdasarkan
kisaran inang (baik monokotil maupun dikotil), berdasarkan serangga vektor
(Whiteflies, leafhoppers, treehoppers, atau aphids), dan berdasarkan struktur
genomnya (Bandoo et al., 2024). Begomovirus merupakan salah satu genus virus
tumbuhan yang mengandung genom berupa asam nukleat Deoxyribose nucleic
acid (DNA) dalam bentuk utas tunggal DNA (Single stranded — ssDNA) yang
berbentuk seperti silinder Begomovirus relatif kecil dan diselubungi partikel

geminate (Gambar 2) (Fauquet and Stanley, 2005).



Gambar 2. Partikel Geminivirus: (A) bentuk tiga dimensi partikel Begomovirus
dan (B) skema Begomovirus monopartit dan bipartit (Wyant et al.,
2011).
Begomovirus adalah genus virus partikel ganda yang masuk ke dalam Famili
Geminivirus. Virus ini berbentuk DNA beruntai tunggal melingkar. DNA Struktur
genom Begomovirus diklasifikasikan menjadi dua grup yaitu, monopartit dan
bipartit (Fauquet et al., 2005). Struktur genom bipartit terdiri atas dua molekul
sSDNA, yakni DNA-A dan DNA-B, sedangkan yang monopartit tidak memiliki
DNA-B (Gambar 3).
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Gambar 3. Peta genom Begomowrus (Bornancini et al. 2020).

Begomovirus dapat ditularkan oleh serangga vektor seperti kutu kebul (Bemisia
tabaci Genn.) dari famili Hemiptera. Begomovirus memiliki kisaran inang yang
luas dan dapat menginfeksi tanaman dikotil. Beberapa spesies Begomovirus yang
dapat menginfeksi tanaman Solanaceae di Indonesia antara lain: Tomato yellow
leaf curl Kanchanaburi virus (TYLCKaV) (Kintasari dkk., 2013), Tomato leaf



curl New Delhi virus (TOLCNDV) (Pratap et al., 2011), Tomato yellow leaf curl
Indonesia virus (TYLCIV), dan PYLCIV (Pepper yellow leaf curl Indonesia
virus) (Annisaa et al., 2021). Spesies Begomovirus tersebut dapat dideteksi
dengan teknik PCR dengan menggunakan sepasang universal primer Krusty
(Forward: 5~ CCN MRD GGH TGT GAR GGN CC- 3’) dan Homer (Reverse:
5’— SVD GCR TGV GTR CAN GCC AT- 3’) primer ini akan mengamplifikasi
bagian dari CP (gen penyadi protein selubung virus) yang menghasilkan pita
DNA berukuran ~550 bp (Revill et al., 2003). Nukleotida dari CP merupakan
daerah common region (yang terdiri atas 50~200 bp) yang berfungsi untuk
memprediksi hubungan taksonomi dalam genus Begomovirus (Brown et al.,
2001). Selain itu, PCR juga dilakukan dengan menggunakan sepasang degenerate
primer SPG1 (Forward: 5'- CCC CKG TGC GWR AAT CC AT- 3’) dan SPG2
(Reverse: 5~ ATC CVA AYW TYC AGG GAG CTA A-3') primer ini akan
mengamplifikasi bagian dari AC2 dan AC1 dan menghasilkan pita DNA
berukuran ~912 bp (Li et al., 2004)

2.2.2 Potyvirus

Potyvirus merupakan genus virus tanaman terbesar yang dapat menyebabkan
kerugian secara signifikan pada berbagai macam tanaman. Potyvirus dapat
ditularkan secara non persisten melalui kutu daun dan beberapa diantanranya
dapat ditularkan melalui benih. Famili Potyviridae terdiri dari delapan genus virus
yang anggotanya merupakan virus RNA positif beruntai tunggal (+ssRNA) yang
dapat menginfeksi tanaman dengan partikel virus yang fleksibel dan berfilamen.
Virion berbentuk filament lentur tanpa selubung yang memiliki diameter sekitar
11 — 15 nm (Gambar 4).
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Gambar 4. Partikel Potyvirus (Adam et al., 2012).

RNA genom Potyvirus mengandung keranga baca (ORF/ open reading frame)
tunggal yang mengkode poliprotein utama yang diproses secara proteolitik oleh

proteinase yang dikodekan oleh virus (Gambar 5) (Revers and Garcia, 2015).
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Gambar 5. Peta genom Potyvirus (Adam et al., 2016).

Virus dari genus Potyvirus yang umumnya menginfeksi tanaman cabai ialah Chili
veinal mottle virus (ChiVMYV). Gejala khas infeksi ChiVMYV ialah adanya bercak
daun dan garis urat bewarna hijau tua, serta daun, kemungkinan kecil dan
terdistorsi. Untuk mendeteksi anggota genus Potyvirus digunakan primer umum
yang didesain oleh MarieJeanne et al. (2000) yaitu MJ1 dan MJ2 dengan urutan
basa 5’-ATGGTHTGGTGYATHGARAAY GG-3’ (MJ1) dan 5°-
TGCTGCKGCYTTCATYTG-3’ (MJ2) dan akan menghasilkan pita DNA
berukuran ~ 320 bp.

2.2.3 Cucumber mosaic virus

Cucumber mosaic virus merupakan virus dari genus Cucumovirus yang paling
tersebar luas dan paling umum di seluruh dunia. Virus ini dapat menginfeksi 85
famili tanaman berbeda termasuk sejumlah besar gulma. Virionnya berbentuk
icosahedral, berdiameter 29 nm. Genom CMV terdiri dari tiga RNA untai tunggal
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lineer positif atau +sSRNA. sSRNA yang terdiri atas tiga molekul RNA: RNA-1,
RNA-2, dan RNA-3 (Gambar 6) (Moury and Verdin, 2012).
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Gambar 6. Peta genom Cucumovirus multipartait (AKin,
2021).

CMV mengekspresikan lima protein dari tiga RNA genomic dan dua RNA
subgenomik (Tennant et al., 2018). Virus CMV memiliki suhu inaktivasi antara
60-75°C. Dalam tanaman sakit, virus akan menjadi tidak aktif setelah disimpan
selama 96 jam pada suhu kamar. Virus mosaik dapat ditularkan secara mekanis,
oleh lebih dari 60 jenis kutu daun secara nonpersisten, termasuk Myzus persicae
dan Aphis gossypii, serta melalui benih beberapa tanaman inang (Gonzalves and
Garnsey, 1989).

Cucumber mosaic virus (CMV) dapat menyerang banyak tanaman yang termasuk
ke dalam beberapa suku, antara lain suku mentimun (Cucurbitaceae), sawi-sawian
(Cruciferae), terung-terungan (Solanaceae), dan kacang-kacangan (Papilionaceae).
Virus CMV dapat dideteksi melalui teknik PCR dengan menggunakan primer
CMV-Forward 5’ ATGGACAAATCTGAATCAAC-3’ dan CMV-Reverse yang
akan menghasilkan pita DNA berukuran ~ 650 bp (Miftakhurrorronmah, 2020).

2.3 Vektor Virus

2.3.1 Kutu Kebul (Bemisia tabaci G.)

Kutu kebul merupakan hama polifag yang dapat menyerang berbagai jenis

tanaman, antara lain sayuran, buah — buahan maupun tumbuhan liar atau gulma.
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Hama ini tersebar sangat luas di seluruh dunia baik di daerah tropis atau subtropis.
Kutu kebul di Afrika, India, dan Amerika selatan dikenal sebagai vektor penyakit
pada kapas (Suharto, 2007).

Taksonomi kutu kebul menurut Kalshoven (1981) ialah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Filum : Arthropoda
Kelas . Insekta
Ordo : Homoptera

Sub Ordo : Sternorrhyncha

Famili : Aleyrodidae

Sub Famili ~ : Aleyrodinae

Genus : Bemisia

Spesies : Bemisia tabaci Gennadius

Kutu kebul (Bemisia tabaci) merupakan salah satu hama penting pada tanaman
cabai. Hama ini pertama kali ditemukan di Indonesia pada tahun 1983 pada
tanaman tembakau. Gejala serangan kutu kebul ini dapat berupa bercak nekrotik
dan Kklorosis pada daun, akibat rusaknya sel-sel dan jaringan daun karena serangan
nimfa dan serangga dewasa. Pertumbuhan tanaman dapat terhambat akibat dari

serangan populasi kutu kebul yang tinggi (Setiawati dkk., 2005).

Siklus hidup B. tabaci terdiri dari telur, nimfa instar 1 hingga 3, nimfa instar 4
(pupa) dan imago. Waktu yang dibutuhkan dari telur hingga imago adalah 18 — 28
hari. Telurnya berukuran 0,1 — 0,25 mm diletakkan dibawah permukaan daun
yang berwarna putih kekuning-kuningan. Nimfa berukuran 0,6 — 0,8, dan imago
berukuran 0,8- 1,2 mm. Daun tanaman yang terinfeksi virus mosaik kuning lebih
disukai serangga betina untuk meletakkan telurnya daripada daun tanaman sehat.
Banyaknya telur yang diletakkan pada daun yang terserang virus rata-rata ialah 77

butir, sedangkan pada daun sehat hanya 14 butir (Suharto, 2007).

Serangga dewasa panjangnya lebih kurang 1-1,5 mm dan sayapnya tertutup tipis
dengan tepung, seperti lilin (Gambar 7). Ukuran tubuh jantannya lebih kecil

daripada yang betina. Warna tubuhnya keputihan sampai kekuningan, tertutup
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dengan bahan seperti tepung dan bersayap putih. Imago B. tabaci yang baru
menjadi dewasa akan mengembangkan sayapnya selama 8-15 menit dan
kemudian tubuh serangga mulai tertutupi tepung lilin (Suharto, 2007).

Gambar 7 Kutu kebul Bemisia tabaci (Cuthberson, 2013).

Lama hidup imago bervariasi tergantung pada keadaan lingkungan dan faktor-
faktor lain. Lama hidup imago B. tabaci di Indonesia berkisar enam hari, lama
hidup serangga jantan umumnya lebih pendek dibandingkan dengan serangga
betina yaitu 9-17 hari, sedangkan serangga betina mencapai 37-74 hari (Suharto,
2007).

Sebagai vektor, kutu kebul dapat menularkan sekitar tujuh kelompok virus yaitu
Closterovirus, Geminivirus, Carlavirus, Potyvirus, Nepovirus, dan Luteovirus
virus DNA yang berbentuk batang (Fitriasari, 2010). Di antara kelompok virus
tersebut yang paling banyak ditularkan adalah Closterovirus (Famili
Closteroviridae, Genus Crinivirus) dan Geminivirus (Famili Geminiviridae,

Genus Begomovirus) (Fitriasari, 2010).

2.3.2 Kutu daun Aphis gossypii

Aphis gosyypii atau kutu daun hijau memiliki sifat polifag yang tersebar hamper di
sekuruh dunia. Serangga ini menjadi vektor dari banyak virus dan merupakan

hama penting pada tanaman kapas dan Cucurbitae.
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Taksonomi kutu daun menurut Glover (1877) dalam Edde (2021) ialah sebagai
berikut:

Kingdom : Animalia
Filum : Arthropoda
Kelas . Insekta

Ordo : Hemiptera
Famili : Aphididae
Genus : Aphis

Spesies : Aphis gossypii

Edde (2021) menyatakan kutu daun nemiliki berbagai macam tanaman inang, di
India kutu daun dilaporkan menyerang lebih dari 459 spesies dalam 275 genus
tanaman. Kutu daun merupakan hama utama pada beberapa tanaman yang penting
secara ekonomi. A. gossypii memiliki warna yang bervariasi dan berubah ubah
sesuai dengan fluktuasi musim dan kondisi fisiologis tanaman inangnya. Kutu
daub memiliki siklus hidup beriklim sedang dan dapat bereproduksi secara
seksual dan aseksual. Telur A gossypii berbentuk oval dan panjangnya sekitar 0,6
mm. Telur bewarna kuning atau hijau saat pertama kali diletakkan, kemudian
lama — kelamaan berubah menjadi hitam pekat. Nimfa yang baru menetas
berukuran kurang dari 0,5 mm dan bewarna pucat menjadi kuning. Tubuhnya
berbentuk seperti buah pir dan menunjukkan variasi warna dari kuning pucat

hingga hijau sangat gelap atau hitam (Gambar 8).

Gambar 8. Kutu daun Aphis gossypii pada daun cabai rawit (dokumentasi pribadi).
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A. gossypii melewati empat tahap perkembangan sebelum menjadi dewasa. Pada
tahap pertama nimfa memiliki empat dan lima segmen antena. Nimfa kedua dan
ketiga memiliki kemiripan penampilan. Kemudian pada nimfa tahap keempat
memiliki sayap uang terlihat jelas. Suhu yang optimum untuk perkembangan
serangga ini ialah 25 — 30°C. Selama satu generasi (dari telur sampai dewasa) kutu
daun membutuhkan waktu 4 — 10 hari (Edde, 2021).

Kutu daun merupakan vektor yang efektif dalam menularkan virus tanaman.
Menurut Sari dkk. (2020) kutu daun mampu menularkan lebih dari 150 strain
virus yang dapat menyebabkan kerugian ekonomi yang besar, serta kehilangan
hasilnya sebesar 16% — 78%. Umumnya semua Potyvirus ditularkan oleh kutu

daun seperti Potato virus Y dengan cara nonpersisten (Dupuis et al., 2017).

2.4 Gejala Infeksi Virus pada Tanaman Cabai

Gejala penyakit virus pada populasi tanaman inang merupakan hasil interaksi
antara virus, tanaman inang, dan lingkungan. Beberapa tanaman yang terinfeksi
virus memiliki gejala seperti daun mosaik, klorosis, kerdil, keriting, dan daun
muda menggulung Gambar 9) (Mahfut dkk., 2016).

) —

/4 N a7
Gambar 9. Gejala virus pada tanaman cabai: (A) mosaik, (B) menguning, (C)
kerdil, dan (D) daun muda menggulung ke bawah (dokumentasi
pribadi).
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Manusia mempunyai peran yang sangat penting dalam penyebaran penyakit virus
dan vektornya. Manusia dapat mempengaruhi patogenisitas virus, kerentanan
tanaman terhadap virus, vektor, dan lingkungan disekitar pertanaman. Manusia
merupakan salah satu faktor yang sangat penting dalam penyebaran penyakit pada
tumbuhan karena mempunyai mobilitas yang tinggi sehingga dalam waktu singkat
dapat membawa tanaman sekaligus vektor dan penyakitnya ke tempat-tempat
yang jauh dalam waktu yang relatif singkat, meskipun harus melalui barier yang
sangat keras.

2.5 Deteksi Virus dengan Multiplex polymerase chain reaction

Teknik Polymerase chain reaction (PCR) memanfaatkan kehadiran enzim
Polymerase yang bersifat termostabil untuk mengamplifikasi molekul DNA secara
in vitro. Teknik ini mampu memperbanyak segmen DNA tertentu yang telah
ditandai oleh primer dalam jumlah ribuan hingga jutaan copy dalam waktu
beberapa jam saja (Handoyo dan Rudiretna, 2000). Kehadiran teknologi PCR
telah memberikan sumbangan besar bagi ilmu pengetahuan di berbagai bidang.
Deteksi virus dengan PCR akan memberikan hasil yang akurat, cepat, dan sangat
sensitif. Teknik PCR hanya memerlukan jumlah sampel yang sedikit, dan sampel
dapat berupa bahan segar, sudah dikeringkan atau beku. Teknik PCR pada
umumnya dapat mengatasi kendala pada pengujian virus secaraserologi
(Sulandari, 2006). Teknik PCR memungkinkan terjadinya proses pelipat gandaan
suatu fragmen DNA. Umumnya primer yang digunakan pada PCR terdiri dari 18
— 30 basa (Sasmito dkk., 2014).

Multiplex PCR (mPCR) adalah salah satu aplikasi teknologi PCR yang
memungkinkan amplifikasi secara simultan dari berbagai sekuen gen. Menurut
Nazir et al. (2019) teknik mPCR pertama kali dijelaskan pada tahun 1988 oleh
Chamberlain sebagai metode untuk mendeteksi delesi pada gen dystropihin. Pada
tahun 2008 mPCR digunakan untuk analisis mikrosatelit dan SNP (single
nucleotide polymorphism). Multiplex PCR berisi berbagai macam set primer

dengan campuran reagen PCR tunggal untuk memproduksi amplikon dari
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berbagai ukuran yang spesifik terhadap sekuens DNA yang berbeda. Multiplex
PCR (mPCR) ini memiliki kelebihan antara lain dapat mendeteksi patogen dalam
waktu bersamaan, sehingga dapat menghemat alat dan reagen yg digunakan.
Teknologi ini biasanya dimanfaatkan untuk mendeteksi infeksi berbagai penyakit
yg disebabkan oleh parasit, virus, jamur maupun bakteri (Aisah dkk., 2015).
Menurut Varma and Singh (2020) mPCR telah digunakan untuk mendeteksi rmpat
virus RNA yang menginfeksi apel, virus RNA dan DNA yang menginfeksi
tanaman padi, dan pisang. Multiplex PCR telah banyak dilakukan untuk
mendeteksi simultan Sembilan virus dan viroid berbeda yang menginfeksi
tanaman, tetapi dalam mendeteksi dua sampai lima pathogen lebih besar
efisiensinya. Oleh karena itu, mPCR telah muncul sebagai system diagnostic

multipleks yang paling disukai (Pallas et al., 2018).



111. BAHAN DAN METODE

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan November 2023 — Agustus 2024. Penelitian
ini dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian,
Universitas Lampung serta lahan cabai di Kecamatan Natar, Kabupaten Lampung

Selatan.

3.2 Alat dan Bahan

Pada penelitian ini alat yang digunakan meliputi Thermal cycler, mesin
elektroforesis, UV Transiluminator, mikropipet (100-1000 uL, 10 -100 pL, dan
0,5-10 puL), 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 cabai yang
bergejala kuning, mosaik, klorosis, tabung eppendorf (0,2 mL dan 1,5 mL),
Genomic RNA Mini Kit (Plant; Geneaid), Genomic DNA Mini Kit
(Plant;Geneaid), ethanol 70%, ethanol 96%, isopropanol, 1x TE (Tris-EDTA)
buffer, Water for Injection (WI), blue tips (100-1000 pL), yellow tips (10 -100
pL), white tips (0,5-10 pL), MyTagTM HS Red mix, 2x (Bioline), empat pasang
primer (Tabel 1), agarose powder, 1x TBE (TrisBorate-EDTA) buffer, EtBr
(ethidium bromide), 100 bp DNA ladder, DNA loading dye, alumunium foil,
amplop sampel, plastic sampel, plastik tahan panas, gelang karet, sarung tangan

karet, tissue, benih, polybag, dan alat tulis.
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Tabel 1. Urutan oligonukleotida primer deteksi dan identifikasi beberapa virus

Primer Urutan Oligonukleotida Produk Virus
PCR Sasaran
SPG1-F 5’-CCCCKGTGCGWRAATCCAT-3’ 912bp  Begomovirus

SPG2-R  5’-ATCCVAAYWTYCAGGGAGCTAA-3’
(Kintasari dkk., 2013)

Cucumber
CMV-F  5’ATGGACAAATCTGAATCAAC-3’ 650 bp  mosaik virus
CMV-R 5’TCAAACTGGGAGCACCC-3’ (CMV)
(Miftakhurrorh mah dkk., 2020)
TICV-F 5 AATCGGTAGTGACACGAGTAGCATC ’3 Tomato
TICV-R 5 CTTCAAACATCCTCCATCTGCC -3’ 416 bp infection
(Hartono dkk., 2008) chlorosis
virus

MJ1-F 5’-ATGGTHTGGTGTGYATHGARAAYGG-3
MJ2-R 5’ TGCTGCKGCYTTCAT-YTG-3’ 320 bp Potyvirus
(Laili dan Damayanti, 2019).

3.3 Pelaksanaan Penelitian

3.3.1 Eksplorasi tanaman cabai di lapangan

Eksplorasi dilakukan dengan tujuan untuk mendapat sampel tanaman cabai yang
terinfeksi virus dengan gejala serangan ringan sampai berat. Eksplorasi dilakukan
di Kabupaten Lampung Selatan. Sampel yang diambil berupa tanaman cabai yang
bergejala virus seperti, keriting, klorosis, mosaik, dan daun menekuk ke atas.
Kemudian sampel daun yang telah diambil dimasukkan ke dalam amplop kertas
dan diberi label lalu dibawa ke laboratorium untuk dideteksi kemudian
diidentifikasi lebih lanjut.

3.3.2 Deteksi molekuler beberapa virus pada tanaman cabai menggunakan
Multiplex PCR
3.3.2.1 Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA total dilakukan dengan tujuan untuk mengesktrak DNA virus.
Pada tahapan ini dilakukan sesuai dengan protokol Genomic DNA Mini Kit (plant)

dari Geneaid. Ekstraksi DNA total terdiri atas lima tahapan, sebagai berikut:

Langkah-langkah yang dilakukan untuk mendeteksi tanaman yang bergejala virus

sebagai berikut:
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a. Pemisahan Jaringan Tanaman (Tissue dissociation)
pada tahapan ini diambil 0.1 g jaringan tanaman (daun) tanaman sakit lalu digerus

dengan bantuan mortal dan pestle.

b. Lisis (lysis)

Pada tahapan lisis daun yang telah digerus kemudian dimasukkan ke dalam tabung
eppendorf 1,5 mL dan ditambahkan 400 puL GP1 buffer serta 5 uL RNase A,
kemudian divortex selama beberapa detik sampai homogen. Selanjutnya tabung
yang berisi campuran tersebut diinkubasi dalam waterbath pada suhu 60°C selama
10 menit dibalik setiap 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 kemudian ditambahkan
GP2 buffer pada larutan sampel sebanyak 100 uL lalu divortex dan diinkubasi
selama 3 menit dalam freezer. Setelah itu, diletakkan Filter Column dalam
collection 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 collection tube 2 mL ke
tabung eppendorf yang baru.

c. DNA binding

Pada tahapan DNA binding ditambahkan 1.5 volume GP buffer dari total volume
yang didapat dalam tabung eppendorf 1.5 mL tersebut, kemudian divortex selama
5 detik. Diletakkan GD Column dalam collection tube 2 mL dan ditambahkan 700
ML hasil mixture (larutan dan endapan) lalu dipindahkan dalam GD Column.
Kemudian disentrifuge selama 3 menit dengan kecepatan 12.000 rpm, kemudian
dituang kembali supernatant 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)

Kemudian supernatant dibuang dan ditambahkan 400 uL WI buffer dalam GD
Column lalu disentrifuge selama 1 menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Setelah
itu, GD Column dipindahkan ke Colletion tube 2 mL dan ditambahkan 600 puL
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Wash buffer dalam GD Column. Selanjutnya disentrifuge selama 1 menit dengan
kecepatan 12.000 rpm. Kemudian dipindahkan GD Column yang telah
disentrifuge ke collection tube 2 mL dan disentrifuge kembali selama 4 menit

dengan kecepatan 12.000 rpm dengan tujuan 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 di sentrifuge selama 1 menit dengan kecepatan 12.000
rpm 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.

3.3.2.2 Ekstraksi RNA

Ekstraksi RNA total dilakukan dengan tujuan untuk mengesktrak RNA virus.
Pada tahapan ini dilakukan sesuai dengan protocol Genomic RNA Mini Kit
(plant) dari Geneaid. Ekstraksi RNA total terdiri atas empat tahapan, sebagai
berikut:

a. Pemisahan Jaringan Tanaman (Tissue dissociation)

Pada tahapan ini diambil 0.1 g jaringan tanaman (daun) tanaman sakit yang masih
segar kemudian disimpan ke dalam mortal dan pestle yang dibungkus alumuniu,
foil kemudian dimasukkan ke dalam freezer selama 24 jam. Setelah 24 jam
selanjutnya sampel digerus dengan bantuan mortal dan pestle dan ditambakan
dengan nitrogen cair atau etanol 96%. Setelah sampel halus, sampel dimasukkan
ke dalam tube mikrosentrifuge 1.5 mL dan ditambahkan 1 mL PVR buffer, 100
pL PVRS buffer, dan 10 pL B-mercaptoethanol. Kemudian diinkubasi pada suhu
70°C selama 10 menit dan dibolak — balik setiap 3 menit sekali. Setelah itu,

sampel di sentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 14.000 rpm.
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b. RNA binding

Setelah di sentrifugasi diambil sebanyak 450 pL supernatant yang terpisah
kemudian dipindahkan ke dalam tube 1.5 mL yang baru dan ditambahkan 225 pL
etanol 96%. Selanjutnya hasil campuran tersebut dipindahkan ke PV kolom lalu
disentrifugasi selama 2 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. Kemudian flow-
through dibuang dan PV column ditempatkan pada collection tube 2 mL yang

baru.

c. RNA Wash

Ditambahkan 400 uL WI buffer setelah PV Column diletakkan pada Collection
Tube yang baru. buffer diletakkan tepat di tengah PV Column kemudian
disentrifugasi selama 2 menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Setelah
disentrifugasi Flow-through dibuang dari PV Column, kemudian PV Column
diletakkan kembali diatas Collection Tube. Selanjutnya ditambakan 600 pL Wash
buffer (pastikan tambahkan etanol) dan diletakkan pada bagian tengah PV Column
dan disentrifugasi selama 2 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. Flow-through
yang dihasilkan kembali dibuang dan PV Column diletakkan kembali di atas
Collection Tube. Kemudian ditambahkan kembali sebanyak 600 pL Wash buffer
dan disentrifugasi kembali selama 1 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. Lalu,
flow-through dibuang dan PV Column diletakkan kembali di atas Collection Tube.
Tube yang sudah kosong kemudian disentrifugasi kembali selama 3 menit dengan
kecepatan 14.000 rpm untuk mengeringkan matriks column.

d. RNA elution

RNA elution merupakan tahap terakhir dalam ekstraksi RNA. Pada tahap ini
diawali dengan diletakkannya PV Column yang sebelumnya telah dikeringkan
dengan sentrifuge. PV Column diletakkan di atas tube 1.5 mL baru, kemudian
dimasukkan 50 pL RNase-free water tepat di tengah matriks column lalu
didiamkan selama 3 menit atau sampai RNase terserap sempurna oleh matriks.
Kemudian disentrifugasi selama 2 menit dengan kecepatan 14.000 rpm untuk
mengelusi RNA yang dimurnikan. Hasil dari ekstraksi RNA total ini, nantinya

akan digunakan sebagai template dalam reaksi Reverse Transriptation (RT)
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3.3.3 Amplifikasi cDNA dengan Teknik Reverse Transcriptation (RT)

Hasil ekstraksi RNA virus dari genus Potyvirus, CMV, dan TICV yang telah
diperoleh kemudian dilanjutkan pada tahap amplifikasi complementary DNA
(cDNA) dengan teknik Reverse Transcriptation (RT) yang mengacu pada
protokol Toyobo. ReverTra Ace- a. Pada tahap ini terdiri dari pembuatan reaktan
yang akan di amplifikasi dengan komposisi 2 mL RT buffer, 4,5 mL Depc water,
0,5 mL dNTP, 0,5 RNAase, 0,5 Tetro RT, 0,5 Oligo (dt) dan 1,5 sampel ekstraksi
RNA total (Tabel 2). Reaktan yang telah siap selanjutnya dijalankan dengan
reaksi RT menggunakan beberapa tahapan, dimulai dari suhu 48° C selama 20
menit, 95° C selama 2 menit, dan 72° C selama 10 menit (Tabel 3). Reaksi ini
berlangsung dalam satu siklus dan menghasilkan produk berupa cDNA.

Tabel 2. Komposisi reagen cDNA Reverse Compliment

Komponen Volume ( pL)
RT buffer 2,0
DEPC buffer 45
dNTP Mix 0,5
Oligo (dt) 0,5
RNA Template 15
RNAse 0,5
Tetro RT 0,5
Total Volume 10

Tabel 3. Optimasi suhu dan waktu untuk reaksi Reverse Transcriptase

Optimasi Waktu Siklus
Suhu
48°C 3 menit 1x
95°C 1 menit 1x
72°C 30 detik 1x

3.3.4 Amplifikasi DNA dengan Teknik PCR

Amplifikasi DNA Virus dilakukan dengan teknik Multiplex PCR dengan
menggunakan empat pasang primer (Tabel 4), yaitu SPG1/SPG2, MJ1/MJ2,
TICV-CVITICV-CR, dan CMV-F/CMV-R.
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Tabel 4. Sekuen nukloetida primer yang digunakan dalam reaksi Multiplex PCR

Primer Urutan Oligonukleotida Produk PCR
SPG1-F 5’-CCCCKGTGCGWRAATCCAT-3’
SPG2-R 5’-ATCCVAAYWTYCAGGGAGCTAA-3’ 912 bp
CMV-F 5’ATGGACAAATCTGAATCAAC-3’
CMV-R 5’TCAAACTGGGAGCACCC-3’ 650 bp
TICV-CF 5" AATCGGTAGTGACACGAGTAGCATC 3
TICV-CR 5" CTTCAAACATCCTCCATCTGCC -3’ 416 bp
MJ1-F 5’-ATGGTHTGGTGTGYATHGARAAYGG-3
MJ2-R 5’TGCTGCKGCYTTCAT-YTG-3’ 320 bp
Tabel 5. Komposisi reagen Multiplex PCR
Komponen Volume (L)
My/Tag™ HS Red Mix 2x 12,5
Primer
SPG1-Forward 1
SPG2-Reverse 1
CMV-F 1
CMV-R 1
TICV-CF 1
TICV-CR 1
MJ1-Forward 1
MJ2-Reverse 1
DNA Template 5
Water of Injection (W1) 9,5
Total Volume 35
Tabel 6. Optimasi suhu dan waktu untuk reaksi PCR
Tahapan Reaksi Optimasi Waktu Siklus
Suhu
Pradenaturasi 95°C 3 menit 1x
Denaturasi 95°C 1 menit
Anneling 55°C 30 detik 40x
Extension 75°C 1 menit 30 detik
Final Extension 72°C 10 menit 1x
Total Siklus 40 Siklus

3.3.5 Visualisasi Fragmen DNA dengan Elektroforesis

Setelah melalui tahap amplifikasi selanjutnya produk PCR divisualisasi dengan

mesin elektroforesis. DNA Hasil amplifikasi selanjutnya dianalisis dalam agarose

gel 1% (dalam 1x TBE buffer) yang di dalamnya telah terkandung larutan

penyangga 1 ul 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 ke dalam sumuran gel (satu

sampel/lubang). DNA ladder sebanyak 3 pL yang digunakan untuk mengukur
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DNA dimasukkan ke dalam lubang sumuran pertama. Kemudian dilanjutkan
dengan sampel hasil PCR, selanjutnya dialiri arus listrik dengan tegangan 50 volt
selama 50 menit. Setelah selesai, hasilnya dapat dilihat dengan bantuan UV

Transiluminator.

3.3.6 Sekuensing DNA

Data hasil dari mPCR yang telah diperoleh dikirim melalui jasa PT. Genetika
Science Jakarta untuk dilakukan perunutan basa nukleotida (sekuensing).
Kemudian basa nukleotida yang sudah berurutan akan dianalisis menggunakan
software DNA Baser dan dan BioEdit. Selanjutnya dicari sekuen — sekuen virus
yang homolog dengan menggunakan fitur online software BLAST. Setelah dicari
dilanjutkan dengan menganalisis filogenetika dengan menggunakan software
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) v11 untuk menentukan

kekerabatan antara virus yang satu dengan virus lain yang diperoleh.

3.3.7 Analisis Data

Data hasil sekuensing dikonfirmasi ke GenBank dengan program Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) di National Center for Biotechnology
Information (NCBI) untuk dipilih beberapa isolat yang memiliki kekerabatan
yang tinggi dengan sekuen sampel uji. Sekuen sampel uji dan beberapa sekuen
yang dipilih melalui NCBI disejajarkan menggunakan Clustal W multiple
alignment MEGAV11. Analisis filogenetika dilakukan dengan menggunakan
MEGAV11 untuk menggambarkan hubungan kekerabatan yang menginfeksi cabai
rawit dengan beberapa sekuen yang telah dipilih yang diperoleh melalui GenBank
(NCBI). Selanjutnya, dengan menggunakan metode bootstrap-1000 kali dianalisis

lagi terkait hubungan kekerabatan antar cabang (Tamura et al., 2013).

3.3.8 Penyiapan tanaman uji patogenesitas

Tanaman uji yang digunakan terdiri atas cabai rawit varietas Dewata 43 F1.

Ditanam benih cabai rawit disemai dalam tray semai yang berisi 1 benih setiap
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lubangnya. Kemudian ketika sudah berumur = 4 minggu atau sampai ju mLah
daun 3-5 helai baru bibit dapat dipindah tanam ke polybag yang berisi media
tanaman berupa tanah dan sekam padi dengan perbandingan 2: 1 dan masing—
masing polybag berisi 1 tanaman. Kemudian tanaman uji dimasukkan ke dalam
sungkup agar aman dari serangan hama dan disiram setiap 2 kali sehari pada pagi
dan sore hari.

3.3.9 Inokulasi dengan cara mekanik

Tanaman yang telah dideteksi dengan PCR dan menunjukkan hasil yang positif
selanjutnya dikonfirmasi dengan teknik penularan virus (inokulasi). Inokulasi
secara mekanik dilakukan dengan cara menurut Taufik dkk. (2014) yang sudah
dimodifikasi. Pertama disiapkan cairan sap yang terdiri atas 1 g daun tanaman
cabai bergejala, 5 mL buffer phosfat, dan 0,1 g zeolite. Tahapan inokulasi yaitu
digerus tanaman yang bergejala virus yang sudah ditambahkam buffer phosfat.
Setelah halus hasil ekstraksi disaring cairan sap dengan kain kasa steril. Kemudian
ditambahkan 0,1 g zeolit dalam cairan sap. Setelah itu 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

aquades. Setelah itu tanaman diinkubasi selama 1 minggu.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka simpulan yang dapat diambil

sebagai berikut:

1.

Berdasarkan hasil multiplex PCR menggunakan empat pasang primer yaitu
TICV-CF/TICV-CR, MJ1/MJ2, SPG1/SPG2, dan CMV-F/CMV-R. Dua
primer menunjukkan hasil positif keberadaan virus pada tanaman cabai rawit,
yaitu primer SPG1/SPG2 terdeteksi Begomovirus dengan pita DNA +912bp
gen AC1/AC2 dan primer MJ1/MJ2 terdeteksi Potyvirus dengan pita DNA
+320bp gen Coat Protein (cp),

Berdasarkan hasil yang didapat diketahu bahwa spesies yang menginfeksi virus
pada tanaman cabai rawit, yaitu Pepper yellow leaf curl virus dan Potato virus
Y. Berdasarkan nilai homologi Begomovirus isolat Lampung Selatan dengan
Pepper yellow leaf curl virus isolat Kertha memiliki kekerabatan yang dekat
dengan kemiripan genetik 93%. Berdasarkan nilai homologi diperoleh bahwa
Potyvirus isolat Lampung Selatan dengan Potato virus Y isolat Ukraina
merupakan virus yang sama dan strain yang sama karena memiliki kemiripan
genetik 100%

5.2 Saran

Saran bagi peneliti selanjutnya yaitu perlu dilakukan penelitian lanjut untuk

mengidentifikasi virus lain yang menyerang tanaman cabai rawit menggunakan

beberapa primer universal lain seperti untuk, Tobamaovirus, Crinivirus, dan

Cucumovirus.
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