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ABSTRACT

Begomovirus is one of the emerging viruses that cause serious disease on chlli
plantation worldwide, including Indonesia. Chilli as the important commodity in
Indonesia is reported widely infected by begomovirus. Molecular analysis on
begomovirus-infecting chilli is important for the disease management of this virus.
The purpose of this research is to detect the begomovirus-infecting melon in
Magelang, Central Java, as one of the central chilli production in Indonesia. This
research was conducted through several phases, which are: yellow and curly leaves
collection on the field, virus DNA isolation, and begomovirus detection using
universal primer of of this virus. The result of field studies which were conducted in
Muntilan, Magelang found some chilli plant with symptom of begomovirus infection.
The detection of begomovirus by PCR showed that chilli with yellowing and leaf
curl symptoms is positively infected by begomovirus. This study is the report of
naturally infection of begomovirus on chilli with yellowing and leaf curl symptoms
at Magelang, Central Java, Indonesia.
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PENDAHULUAN tanaman (Brown et al., 2015).

Begomovirus merupakan genus
terbesar dari family Geminiviridae
(King et al, 2011). Secara
keseluruhan, ada 388 spesies dalam
genus Begomovirus yang sudah
terdaftar dalam International
Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV). Genus Begomovirus juga
diketahui tidak hanya genus terbesar
dalam family Geminiviridae, tetapi

dalam  seluruh  taksonomi  virus

Begomovirus terdiri dari virus-virus
dengan genom bipartite yang memiliki
dua komponen DNA (DNA-A dan
DNA-B) dengan ukuran yang sama
kurang lebih 2.5 hingga 3.0 kb
(Fauquet et al.,, 2003; Varma and
Malathi, 2003) maupun monopartite
yang hanya memiliki satu genom yang
mirip dengan DNA-A (Briddon et al.,
2010).
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Infeksi ~ begomovirus  pada
tanaman cabai merupakan masalah
penting pada budidaya tanaman
tersebut dan menyebabkan kerusakan
yang parah di berbagai negara tropis
dan subtropis (Varma and Malathi,
2003). Penyebaran virus tersebut
melalui vektor kutu kebul (Bemisia
tabaci Genn.; Hemiptera:
Aleyrodidae). Gejala umum yang
ditimbulkan akibat serangan
begomovirus yaitu daun Keriting
(curling), menguning (yellowing),
serta pertumbuhan tanaman yang
terhambat (stunting) (De Barro et al.,
2008; Varma and Malathi, 2003). Di
Indonesia, gejala yang ditimbulkan
oleh infeksi begomovirus tersebut
ditemukan pada tanaman cabai di
beberapa daerah sentra produksi cabai,
terutama di pulau Jawa dan Sumatra
dengan tingkat keparahan yang tinggi
(Sulandari et al., 2006).

Deteksi yang umum digunakan
untuk mendeteksi infeksi begomovirus
yaitu dengan metode polymerase
chain reaction (PCR) menggunakan
primer universal
(Wilisiani et al., 2014; 2019a; 2019b;
2019c¢). Analisis molekuler terhadap

begomovirus

begomovirus  yang  menginfeksi

tanaman  cabai  tersebut  perlu

dilakukan sebagai informasi awal

dalam usaha pengendalian virus
tersebut. Penelitian ini bertujuan untuk
mendeteksi ada tidaknya infeksi
begomovirus pada tanaman cabai di
Magelang, Jawa Tengah sebagai salah
satu sentra produksi cabai di Indonesia.

METODE PENELITIAN
Pengamatan dan  Pengambilan
Sampel Daun  Cabai Isolat
Magelang

Pengamatan dan pengambilan
sampel daun cabai dilakukan pada
bulan Agustus 2017 di Muntilan,
Magelang, Jawa Tengah. Sampel yang
diambil adalah daun bagian pucuk
dari tanaman cabai yang bergejala
daun menguning dan Kkeriting, serta
tanaman tumbuh kerdil sebanyak 10
sampel (satu sampel satu tanaman).
Sampel tersebut disimpan dalam
keadaan kering segar di dalam plastik
dan disimpan di dalam freezer
sebelum dilakukan analisis lebih lanjut.
Ekstraksi DNA total dari tanaman
cabai bergejala

Ekstraksi DNA virus dan DNA
genom total tanaman yang bergejala
kuning dilakukan dengan
menggunakan DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen). Sebanyak 100 mg sampel
daun tersebut digerus sampai halus

dengan penambahan nitrogen cair.
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Hasil gerusan dimasukkan ke dalam
tabung mikro 1.5 ml dan ditambahkan
dengan 400 pl bufer AP1, kemudian
ditambahkan 4 pul RNase (100 mg/ml).
Selanjutnya sampel diinkubasi selama
10 menit pada penangas air 65°C
sambil tabung dibolak balik setiap 5
menit. Selanjutnya, ditambahkan bufer
P3 sebanyak 130 pl ke dalam tabung,
dicampur  dengan  sampel, dan
diinkubasi selama 5 menit di dalam
box yang telah berisi pecahan es batu.
Setelah itu, tabung berisi sampel
tersebut disentrifus selama 5 menit
dengan kecepatan14.000 rpm.
Supernatan yang
dipindahkan ke dalam QIAshredder
Mini  spin  column yang telah

diperoleh

dipasangkan dengan 2 ml collection
tube, kemudian disentrifus selama 2
menit dengan kecepatan 14.000 rpm.
Larutan yang tertampung di dalam
collection tube dipindahkan ke dalam
tabung mikrol.5 ml baru, kemudian
ditambahkan 1.5 volume bufer AW1
ke dalam tabung tersebut dan
dicampur dengan cara dipipet.
Sebanyak 650 pl sampel tersebut
diambil dan dimasukkan ke dalam
DNeasy Mini spin column yang juga
telah dipasangkan dengan 2 ml
collection tube. Selanjutnya, column

tersebut disentrifus selama 1 menit

dengan kecepatan 8000 rpm. Larutan
yang tertampung di dalam collection
tube dibuang dan tube tersebut
dipasangkan kembali dengan DNeasy
Mini  spin column yang terdapat
sampel di dalamnya. Tahapan ini
dilakukan kembali hingga semua
sampel yang ada di dalam tabung 1.5
ml tersentifus semua. Selanjutnya,
DNeasy Mini spin column diletakkan
di collection tube yang baru. Sebanyak
500 pl bufer AW2 ditambahkan ke
dalam column tersebut dan disentrifus
selama 1 menit dengan kecepatan
8000 rpm. Larutan yang tertampung di
dalam collection tube dibuang,
kemudian ditambahkan kembali buffer
AW?2 sebanyak 500 ml ke dalam
DNeasy Mini spin  column dan
disentrifus selama 2 menit dengan
kecepatan 14.000 rpm. DNeasy Mini
spin column dipindahkan ke dalam
tabung mikro 1.5 ml, kemudian
ditambahkan buffer AE sebanyak 50
pl dan diinkubasi selama 5 menit pada
suhu ruang (15-25°C). Selanjutnya
column tersebut disentrifus selama 1
menit dengan kecepatan 8000 rpm.
DNeasy Mini spin column dibuang
dari tabung mikro 1.5 ml. Larutan
yang tertambung di dalam tabung
mikro 1.5 ml tersebut mengandung
DNA virus dan DNA total genom
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tanaman untuk digunakan lebih lanjut
pada tahap deteksi begomovirus.
Deteksi begomovirus dengan PCR
DNA yang diperoleh digunakan
sebagai template untuk deteksi
begomovirus dengan menggunakan
metode PCR. Primer universal dari
begomovirus UPV1 (Briddon and
Markham, 1994) dan PAV1c715
(Rojas et al, 1993) (Tabel 1)
digunakan dalam metode PCR untuk
deteksi  ada  tidaknya  infeksi
begomovirus pada sampel yang
dianalisis. Amplifikasi produk PCR
dilakukan dengan BioTaq™ DNA
Polymerase Kit (Bioline). PCR
dilakukan pada 25 pl mix-reaction
yang mengandung 2.5 ul 10x NH4
Reaction Buffer, 1.5 ul 50 mM MgCly,
2.5 pl 100 mM dNTP Mix,1 pl setiap
primer UPV1 dan PAV1c715 (10 pM),
0.5 ul BioTag™DNA Polymerase, dan
distillated-water hingga 25 ul total
volume akhir reaksi. Kondisi PCR
dilakukan pada 94°C selama 2 menit
untuk pre-denaturasi, diikuti dengan
35 siklus denaturasi pada 94°C selama
30 detik, annealing pada 55°C selama
30 detik, dan elongasi pada 72°C
selama 1 menit 30 detik, dan diikuti
dengan final extension pada 72°C

selama 5 menit.

Visualisasi pita DNA begomovirus
hasil amplikasi dengan PCR

Produk PCR deteksi
begomovirus dari  tiap  sampel
divisualisasikan dengan elektroforesis
gel agarosa 0.8% pada 1x bufer TBE
(Tris-Boric acid-EDTA). Sebanyak 5
pl produk PCR dari masing-masing
sampel ditambahkan dengan 2 pl
loading dye dan dicampur sempurna,
kemudian dimasukkan ke dalam
sumuran gel (satu sampel satu
sumuran). Untuk menentukan ukuran
dari produk PCR disertakan juga DNA
standar/marker (1 Kkb; Invitrogen)
sebagai pembanding.

Gel agarose tersebut
dielektroforesis selama 30 menit.
Setelah itu, gel diwarnai dengan cara
direndam di dalam larutan pewarna
Etidium bromide 1% selama 3 menit
dan dicuci dengan air selama 10 menit.
Gel agarosa tersebut divisualisasi di
atas UV transilluminator dan pita-pita
DNA yang tampak didokumentasikan
untuk dianalisis amplifikasi target
PCR yang diinginkan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengamatan gejala daun Kkeriting
pada tanaman cabai

Hasil pengamatan gejala pada

bagian atas daun tanaman cabai di
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lahan cabai Muntilan, Magelang, Jawa
Tengah menunjukkan bahwa tanaman-
tanaman cabai tersebut diduga
terinfeksi Begomovirus dengan gejala
infeksi yang parah, meliputi daun
menguning dan  keriting, serta

pertumbuhan  tanaman  terhambat
(stunting) (Gambar 1).

Tanaman dengan gejala-gejala
tersebut diduga dapat mengakibatkan
berkurangnya klorofil pada Selain itu,
kutu kebul (Bemisia tabaci) juga
teramati sangat banyak di setiap

tanaman cabai pada lahan tersebut.

Gambar 1. Tanaman cabai bergejala
daun  menguning dan
keriting yang diduga
terinfeksi begomovirus.

Populasi kutu kebul tersebut
sangat melimpah pada musim kemarau
(Sulandari et al., 2006). Survei
lapangan  dalam  penelitian  ini
dilakukan di bulan Agustus sehingga
diduga berkaitan dengan banyaknya
populasi kutu kebul yang teramati di
lahan cabai tersebut. Keberadaan kutu
kebul sebagai vektor begomovirus di

lahan  tanaman cabal tersebut

dimungkinkan ~ sangat  berkaitan
dengan penyebaran infeksi virus
tersebut. Serangga vektor tersebut
dapat berkembang dengan baik di
daerah tropika (Sulandari et al., 2006)
sehingga penyakit yang disebabkan
karena infeksi  begomovirus  di

Indonesia sebagai negara tropis sangat

tinggi.
Deteksi begomovirus dengan
metode PCR

Deteksi  begomovirus  pada
sampel  cabai  bergejala  daun
menguning dan keriting diawali
dengan tahap isolasi DNA virus dan
DNA total tanaman. Dalam penelitian
ini, isolasi DNA dilakukan dengan kit
yang dapat mengekstraksi DNA virus
dan DNA total tanaman dari sampel
daun cabai tersebut. Total DNA yang
diisolasi dari masing-masing sampel
digunakan sebagai template dalam
PCR untuk deteksi begomovirus
menggunakan primer universal
Begomovirus, UPV1 dan PAV1c715.
Hasil deteksi begomovirus dengan
PCR menggunakan sepasang primer
pada seluruh sampel yang dikoleksi
menunjukkan hasil positif terinfeksi
begomovirus dengan terlihatnya band
berukuran kurang lebih 1500 bp
(Gambar 2) pada seluruh sampel yang

dianalisis.
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Tabel 1. Primer universal begomovirus

Primer Sekuen nukleotida Ulggrém Reference
UPV1 KSGGGTCGACGTCATCAATGACGTTRTAC + 1500 b Brown JK, et al. 1994
PAVc715 | GATTTCTGCAGTTDATRTTYTCRTCCATCCA | — P Rojas MR, et al. 1993

Deteksi begomovirus dengan
target gen yang berada di DNA-A
merupakan hal penting berkaitan
DNA-A  dalam
identifikasi dan klasifikasi spesies

dengan  peran

begomovirus (Wilisiani et al., 2019a;
2019b; 2019c). Selain itu, gen AV1
pada DNA-A begomovirus merupakan
conserve gene dari beberapa spesies
anggota begomovirus (Revill et al.,
2003; Reddy et al., 2005), sehingga
primer tersebut dapat digunakan untuk
identifikasi awal virus tersebut
(Wilisiani et al., 2014).

Infeksi ~ begomovirus  pada
tanaman cabai juga telah banyak
dilaporkan di berbagai daerah di
Indonesia (Sakata et al., 2008). Infeksi
begomovirus pada tanaman cabai di
Indonesia dilaporkan terjadi di daerah
Jawa Barat pada tahun 1999 (Hidayat
et al., 1999). Sejak tahun 2000 di
daerah Sleman, Kulon Progo, Bantul,
dan Gunung Kidul (DIY) dilaporkan
terjadi epidemi penyakit pada cabai
karena infeksi begomovirus pada

tanaman cabai dengan intensitas

mencapai 100% (Sulandari et al.,
2006).

+1500bp —> L L —

Gambar 2. Hasil deteksi begomovirus pada tanaman cabai bergejala daun
menguning dan keriting dengan PCR, divisualisasi dengan gel agarose
0.8% (1-10: sampel tanaman cabai; M: marker 1 kb DNA ladder).
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Gambar 3. Posisi primer universal UPV1 dan PAC1c715 pada genom DNA-A

begomovirus
Begomovirus dapat menular dari

tanaman inang ke tanaman lain
melalui

vektor kutu kebul (Bemisi tabaci) (De
Barro et al., 2008). Vektor tersebut
diketahui mempunyai kisaran inang
(host range) yang luas (De Barro et al.,
2008; Wilisiani et al., 2019b; 2019c).
Adanya infeksi begomovirus pada
tanaman cabai dalam penelitian ini
diduga disebabkan oleh B. tabaci yang
telah  membawa virus tersebut.
Kondisi lingkungan di sekitar lahan
tanaman cabai yang diamati dalam
penelitian ini diduga ikut berpengaruh
terhadap penyebaran begomovirus di
lingkungan tersebut (Wilisiani et al.,
2014). yang

ditanam di sekitar lahan tanaman cabai

Beberapa tanaman

yang diamati dalam penelitian ini,

meliputi tanaman tomat dan terong,

AC3

merupakan jenis tanaman Yyang
termasuk dalam kisaran inang kutu
kebul sebagai vektor begomovirus,
sehingga  dimungkinkan  adanya
penyebaran infeksi begomovirus dari
tanaman-tanaman tersebut (Aidawati
et al., 2005; Hidayat et al., 2006;
Sudiono et al., 2001). Selain itu,
liar (H.
brevipes, P. floridana, dan C. juncea),
indikator (D.

kecubung)

beberapa jenis tumbuhan
tanaman stramonium
atau serta gulma (A.
conyzoides atau babadotan) yang biasa
tumbuh di sekitar pertanaman cabai
ternyata juga termasuk dalam kisaran
inang vektor virus tersebut (Sulandari
et al., 2006) sehingga diduga juga
berpengaruh  terhadap penyebaran
begomovirus di lingkungan tersebut.
Di Indonesia, keberadaan gulma di
sekitar cabai

pertanaman dapat
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berperan sebagai inang alternatif
begomovirus dan juga sebagai inang
perbanyakan  vektor kutu kebul
(Sakata et al., 2008; Sulandari et al.,
2006). Keberadaan gulma pada
pertanaman cabai masih  belum
diperhatikan, misalnya tidak dilakukan
penyiangan secara teratur dan lahan
dibiarkan ditumbuhi gulma dalam
jangka waktu relatif lama setelah masa
panen sampai saatnya ditanami cabai
pada pertanaman berikutnya sehingga
dapat melestarikan sumber inokulum
begomovirus di lapangan (Sulandari et
al., 2006).

KESIMPULAN DAN SARAN
Penyakit pada tanaman cabai
dengan gejala daun menguning dan
keriting pada daun bagian atas
tanaman disebabkan oleh infeksi
begomovirus. Penelitian ini  perlu
dilanjutkan untuk mengidentifikasi
jenis begomovirus yang menginfeksi

tanaman tersebut.
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