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IDENTIFIKASI DAN KARAKTERISASI MOLEKULER
GEMINIVIRUS PENYEBAB PENYAKIT KERUPUK
PADA TANAMAN TEMBAKAU (Nicotiana tabacum L.)
DI KABUPATEN LIMA PULUH KOTA

Abstrak

Penelitian bertujuan untuk mengidentifikasi dan karakterisasi isolat-isolat
geminivirus yang berasosiasi dengan penyakit kerupuk pada tanaman tembakau.
Penelitian dilaksanakan dalam bentuk deskriptif dengan teknik pengambilan
sampel purposive random sampling, penghitungan persentase serangan dan
intensitas serangan penyakit kerupuk dengan teknik rancangan acak sistcmatis.
Tahapan penelitian terdiri dari karakterisasi gejala penyakit kerupuk, isolasi DNA,
amplifikasi DNA dengan pasangan primer PALlv 1978 dan PARIc 715 pada
dacrah common region dan produk hasil amplifikasi Polymerase Chain Reaction
(PCR) disekuensing menggunakan mesin ABI-Prisma 3100-Avant genetic
analyzer. Hasil sekuensing digunakan dalam analisis filogenetik untuk melihat
kekerabatan isolat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa penyakit kerupuk telah
tersebar di Kabupaten Lima Puluh Kota dengan rata-rata persentase serangan
25,8% tergolong pada kriteria serangan berat dan intensitas serangan 19,6%
dengan karakterisasi gejala yang beragam. Hasil identifikasi didapat 10 isolat
yang terdeteksi geminivirus dan 1 isolat yang disekuensing untuk dianalisis lebih
lanjut. Isolat geminivirus pada tanaman tembakau Kabupaten Lima Puluh Kota
memiliki tingkat kesamaan genetik dengan Pepper Yellow Leaf Curl Indonesia
Virus isolat asal dari guima babadoian (Ageraium conyzoides) dan Pepper Yellow
Leaf Curl Indonesia Virus isolat asal cabai penyebab penyakit virus kuning
keriting pada tanaman cabai dengan tingkat kesamaan genetik 94%. Analisis
filogenetik isolat geminivirus pada tanaman tembakau Kabupaten Lima Puluh
Kota membentuk kelompok tersendiri dengan isolat geminivirus GeneBank dan
cabai Sumatera Barat berdasarkan asal/lokasi isolat. Isolat geminivirus pada
tanaman tembakau yg ditemukan di Kabupaten Lima Puluh Kota merupakan
geminivirus galur baru, sehingga dapat disebut dengan Tobacco Leaf Curl
Sumatera Barat virus (ToLCSBV).

Kata Kunci : Geminivirus, analisis sekuen, Tobacco Leaf Curl Sumatera Barat
Virus (ToLCSBV).



MOLECULER IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
GEMINIVIRUS CAUSED by CURL DISEASE OF TOBACCO
(Nicotiana tabacum L.) TN DISTRICT LIMA PULUH KOTA

Abstract

The research were aimed at identifying and characterizing geminivirus
isolates associated with curl disease in tobacco plants. Research locations were
detrmined by using purposive random sampling. Samplings were done by using
systematic random techniques. Phases of the study consisted of the
characterization of curl disease symptoms, DNA isolation, DNA amplification
with primer pairs PALIv 715 and PARIc 1978 in the common region and the
amplification products Polymerase Chain Reaction (PCR) were sequenced using
ABI-Prism 3100 machine-Avant genetic analyzer. The results of sequencing were
used in the phylogenetic analysis to view the genetic relationship of isolates. The
results showed that the curl disease had been spread in district Lima Puluh Kota
with the average percentage of damage was 25.8% classified as severe attacks and
19.6% intensity of damage with a variety of symptoms. Ten isolates were detected
and a geminivirus isolaies were sequenced for further analysis. Geminivirus
isolates in district I.ima Puluh Kota on tobacco plants had high level of genetic
similarity with Yellow Pepper Leaf Curl Virus isolates Indonesia babadotan origin
of weeds (Ageratum conyzoides) and Pepper Yellow Leaf Curl Virus isolates from
Indonesia chili yellow curl virus a disease in pepper plants to the level of genetic
similarity 94%. Phylogenetic analysis of gemini virus isolates in distric Lima
Puluh Kota of tobacco plants formed a separate group with GeneBank and pepper
geminivirus isolates of West Sumatra by origin / location of the isolates.
Geminivirus isolates on tobacco plants in District Lima Puluh Kota was 2 new
strain of geminivirus, so it was called the Tobacco Leaf Curl virus of West
Sumatra (ToLCSBV).

Keywords: Geminivirus, sequence analysis, Tobacco Leaf Curl Virus West
Sumatra (ToLCSBV).



I. PENDAHULUAN

Tanaman tembakau (Nicotiana tabacum 1.) merupakan salah satu
komoditi yang strategis dari jenis tanaman perkebunan yang mempunyai nilai
ekonomis. Komoditi tembakau mempunyai arti yang cukup penting, tidak hanya
sebagai sumber pendapatan bagi para petani, tetapi juga bagi negara. Tembakau
(daunnya) digunakan sebagai bahan pembuatan rokok (Erwin, 2000).

Sumatera Barat merupakan salah satu sentra produksi tembakau di
Indonesia yang terdapat di Kabupaten Lima Puluh Kota dengan produksi dari
tahun ke tahun berfluktuasi. Tahun 2007 jumlah produksi adalah 200,40 ton
dengan produktivitas 179,00 ton/ha, kemudian menurun menjadi 106,29 ton pada
tahun 2008 dengan produktivitas 133,00 ton/ha. Pada tahun 2009 produksi
mengalami peningkatan yakni naik menjadi 141,57 ton dengan produktivitas
228,00 ton/ha (BPS, 2010).

Terjadinya produksi yang berfluktuasi disebabkan oleh adanya serangan
hama dan penyakit tumbuhan. Salah satu adalah penyakit kerupuk yang timbul
selama penanaman tembakau. Gejala penyakit kerupuk biasanya mulai terlihat
pada umur 2-3 minggu setelah tanam dan banyak terjadi pada waktu cuaca kering.
Penyakit kerupuk ditularkan oleh serangga Bemisia tabaci Genn (kutu kebul)
ordo : Hemiptera; famili : Aleyrodidae; (Trisusilowati, 1989; Hartati, 2007).

Menurut Trisusilowati (1992), tanaman tembakau yang terserang penyakit
kerupuk memperlihatkan gejala tepi daun melengkung ke permukaan bawah atau
menggulung ke arah permukaan atas daun, tulang daun menebal dan berkelok-
kelok, terjadi enasi pada tulang daun di permukaan bawah, daun mengkerut tidak
merata, daun menjadi kaku, apabila diremas akan pecah seperti kerupuk dan rapuh
sehingga menurunkan kuantitas dan kualitas rokok. Penyakit ini disebabkan oleh
Tobacco Leaf Curl Virus yang sudah banyak dilaporkan di berbagai negara seperti
Thailand (Chiemsombat dan Kitipakorn, 1997; Samretwanich et al., 2000),
Banglades (Maruthi e al., 2005), Spanyol (Morilla ef al., 2005) dan Indonesia di
pulau Jawa (Hidayat et al., 2008) yang kemudian diketahui disebabkan oleh
Begomovirus. Di Indonesia geminivirus pertama kali dilaporkan menyerang
tanaman tembakau yaitu virus kerupuk tembakau. Pada tahun 1984 virus kerupuk



yang menyebabkan penyakit kerupuk menjadi sangat penting, karena kerusakan
mencapai 30% dari seluruh areal pertanaman tembakau di Bojonegoro
(Poerbokoesoemo, 1984 cit Trisusilowati, 1989 ). Shew dan Lucas (1971)
menyebutkan bahwa penyakit virus kerupuk ini tersebar luas dan menimbulkan
kerugian hanya pada tanaman tembakau di daerah tropis.

Begomovirus termasuk kedalam famili Geminiviridae, yang merupakan
kelompok terbesar penyebab penyakit pada tanaman. Kelompok geminivirus
mempunyai karakter morfologi dengan dua partikel isometrik mempunyai genom
ssDNA (Gutierrez, 2000). Geminivirus dikelompokkan dalam empat genus
berdasarkan kisaran inang, serangga vektor dan organisasi genom. Genom
Begomovirus (sub group III) ditularkan oleh serangga vektor kutu kebul (Bemisia
tabaci Genn) ordo : Hemiptera; famili : Aleyrodidae, menginfeksi tanaman
dikotil dan mempunyai organisasi genom monopartit dan bipartit (Fauquet dan
Stanley, 2003).

Perkembangan penyakit yang disebabkan oleh Begomovirus sangat cepat
di lapangan, sehingga dibutuhkan suatu prosedur untuk mendeteksi geminivirus
secara spesifik dalam membantu kajian epidemiologi dan pengendalian penyakit
(Nakhla dan Maxwell, 1998). Tanaman inang dari geminivirus adalah tomat,
cabai, cabai rawit, tembakau, gulma babadotan (4geratum conyzoides) dan bunga
kancing (Gomphrena globosa) (Hartati, 2007).

Metode yang telah dilakukan untuk mendeteksi geminivirus adalah metode
serologi. Penggunaan metode ini telah dilakukan untuk mendeteksi virus kerupuk
tembakau (Trisusilowati, 1989). Akan tetapi untuk saat ini penggunaan metode
serologi kurang efektif untuk mendeteksi geminivirus, karena keragaman
geminivirus yang cukup tinggi dan kesulitan untuk pembuatan antisera yang
disebabkan oleh sifat fisik dan kimia partikel virus yang membuatnya sulit untuk
dimurnikan dalam bentuk yang stabil, sifat imunogenik dari virion yang lemah,
protein selubung terutama untuk virus-virus yang ditularkan oleh Bemisia tabaci
ordo : Hemiptera; famili : Aleyrodidae, tidak dapat dibedakan melalui antisera
poliklonal maupun monoklonal (Roberts ef al., 1984). Analisis molekuler melalui
sidik jari DNA dan runutan asam nukleat telah banyak dikembangkan untuk
melakukan karakterisasi maupun identifikasi virus tumbuhan. Teknik yang telah



banyak digunakan untuk mendeteksi dan identifikasi geminivirus yaitu
identifikasi secara nonbiologi antara lain dengan pengamatan mikroskop elektron,
uji immunologi atau serologi, hibridisasi asam nukleat menggunakan pelacak
DNA dan melalui teknik Polymerase Chain Reaction (PCR). Teknik Polymerase
Chain Reaction (PCR) merupakan salah satu metode yang digunakan untuk
mendeteksi geminivirus secara cepat dan akurat dari berbagai sampel tanaman
sakit dan serangga vektor di berbagai negara. Sampel yang diperlukan sedikit dan
dapat berupa bahan segar dan kering (Navot ef al., 1992; Rojas ef al., 1993; Wyatt
dan Brown, 1996; Sulandari, 2004).

Pengujian dengan teknik PCR memerlukan sepasang primer yang spesifik
untuk menginduksi pembentukan dan perbanyakan asam nukleat atau untai DNA
dengan bantuan enzim Taq polymerase dalam mesin PCR atau thermocycler.
Pemilihan primer yang tepat sangat menentukan keberhasilan identifikasi suatu
virus. Teknik PCR sangat cocok digunakan untuk mendeteksi geminivirus karena
replikasi geminivirus terjadi melalui ds DNA yang merupakan bentuk replicative
form dan dapat digunakan sebagai templet DNA. Teknik ini telah berhasil untuk
mendeteksi berbagai geminivirus yang menyerang tanaman tomat, buncis, cabai,
kedelai dan ketela pohon yang sebelumnya sulit dideteksi dengan metode lain
(Rojas et al., 1993, Polston dan Anderson 1997). Metode PCR juga telah berhasil
digunakan untuk mendeteksi geminivirus asal cabai yang dikumpulkan dari
berbagai daerah di Indonesia terutama Jawa (Hidayat er al, 1999; Sulandari
2004),Sumatera Barat (Trisno, 2010), tomat (Aidawati er al, 2005; Hartono,
2006; Santoso ef al., 2008) dan tembakau di Jember Jawa Timur (Hidayat e al.,
2008).

Pemilihan primer untuk geminivirus dapat dilakukan pada daerah common
region atau intergenic region, gen penyandi selubung protein dan protein yang
berasosiasi untuk proses replikasi virus (Rojas ef al., 1993; Polston dan Anderson
1997). Primer spesifik yang digunakan untuk mengamplifikasi DNA pada daerah
common region untuk geminivirus yaitu pasangan primer PALlv 1978 dan
PARIc 715 yang hasil elektroforesis amplifikasi produk PCR didapatkan fragmen
DNA dengan ukuran 1600 bp (Aidawati ef al., 2002). Penggunaan primer PALlv
1978 dan PARIc 715 mampu mengidentifikasi dan karakterisasi Tobacco Leaf



Curl Virus pada tanaman tembakau di Jember Jawa Timur (Hidayat e al., 2008)
dan geminivirus pada cabai di Sumatera Barat (Trisno, 2010).

Sejauh ini, informasi mengenai identifikasi dan karakterisasi molekuler
geminivirus dengan menggunakan teknik PCR terhadap penyakit kerupuk pada
tembakau yang banyak menimbulkan kerugian dan mengurangi hasil produksi
daun tembakau di Sumatera Barat belum ada dilaporkan. Berdasarkan
permasalahan tersebut, penulis telah melakukan penelitian dengan judul ”
Identifikasi dan Karakterisasi Molekuler Geminivirus Penyebab Penyakit
Kerupuk Pada Tanaman Tembakau Di Kabupaten Lima Puluh Kota “.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi dan karakterisasi isolat-
isolat geminivirus yang berasosiasi dengan penyakit kerupuk pada tanaman
tembakau.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Penyakit Virus Pada Tembakau

Tembakau (Nicotiana tabacum L.) termasuk tanaman kelas
Dicotyledonaea, ordo Personatae, famili Solanaceae, sub famili Nicotianae dan
termasuk genus Nicotiana. Tembakau adalah produk pertanian yang diproses dari
daun tanaman dari genus Nicotiana. Tembakau dapat dikonsumsi, digunakan
sebagai pestisida, dan dalam bentuk nikotin tartrat dapat digunakan sebagai obat.
Jika dikonsumsi, pada umumnya tembakau dibuat menjadi rokok dan tembakau
kunyah (Abdullah dan Soedarmanto, 1986).

Di Indonesia, tembakau yang baik (komersial) hanya dihasilkan di daerah-
daerah tertentu. Kualitas tembakau sangat ditentukan oleh lokasi penanaman dan
pengolahan pascapanen. Akibatnya, hanya beberapa tempat yang memiliki
kesesuaian dengan kualitas tembakau terbaik, tergantung produk sasarannya.
Spesies yang sering dibudidayakan adalah Nicotiana tobacum dan Nicotiana
rustika (Erwin, 2000).

Banyak faktor yang menyebabkan penurunan produksi, salah satu
hambatan yang dapat menurunkan produktivitas tanaman tembakau adalah adanya
organisme pengganggu tanaman (OPT) baik hama maupun patogen (jamur,
bakteri dan virus). Di antara banyak patogen tembakau ini, virus merupakan
patogen yang banyak menyerang dan sangat merugikan (Saleh ef al., 1992).

Penyakit khususnya virus tembakau umumnya masih kurang disadari
keberadaannya dan kerugian yang ditimbulkan oleh petani, karena tanaman yang
terserang virus tidak menimbulkan kematian pada tanaman sehingga masih dapat
memberikan hasil, tetapi kerugian yang ditimbulkan cukup banyak (Saleh ef al.,
1992). Penyakit disebabkan oleh virus yang telah dilaporkan menyerang tanaman
tembakau di Indonesia antara lain adalah penyakit mosaik tembakau disebabkan
olah Tobacco Mosaic virus, penyakit mosaik mentimun disebabkan oleh
Cucumber Mosaic Virus, penyakit betok disebabkan oleh Tobacco Etch Virus,
penyakit kerupuk disebabkan oleh Tobacco Leaf Curl Virus dan penyakit coreng
disebabkan oleh Tobacco Streak Virus (Semangun, 2008; Saleh et al., 1992).



2.2 Geminivirus

Geminivirus merupakan salah satu kelompok virus yang banyak
menimbulkan kerusakan pada berbagai tanaman yang dibudidayakan didaerah
tropis maupun subtropis. Selain menyerang berbagai tanaman pertanian,
geminivirus juga dapat menginfeksi berbagai gulma (Salati ef al., 2002; Sulandari,
2004). Beberapa jenis tumbuhan liar, gulma dan tanaman indikator seperti
Physalis floridana, Datura stramonium, Hyptis brevipes, Ageratum Conyzoides
(babadotan), Crotalaria juncea (orok-orok) yang biasa tumbuh liar di sekitar
pertanaman cabai ternyata rentan terhadap serangan geminivirus isolat Segunung.
Physalis sp., Datura sp., dan beberapa jenis gulma dari famili Solanaceae telah
dilaporkan menjadi inang alternatif geminivirus (Torres-Patcheco et al. 1996,
Sanchez-Campos et al. 1999; Sulandari et al., 2006). ¢

Geminivirus ini tidak ditularkan lewat biji dan juga mekanik, hanya dapat
ditularkan melalui penyambungan dan vektor yaitu kutu kebul (Bemisia tabaci)
ordo : Hemiptera; famili : Aleyrodidae. Kutu kebul ini selain sebagai hama yang
sangat merugikan pada berbagai tanaman semusim di daerah tropis ataupun
subtropis, juga dapat menularkan berbagai macam virus dari kelompok
Begomovirus dan Closterovirus, khususnya Crinivirus (Sulandari, 2004).

Efektivitas penularan virus oleh kutu kebul ini dipengaruhi oleh berbagai
faktor antara lain strain virus, biotipe serangga, dan jenis inang. Sifat hubungan
virus dengan serangga vektornya dikendalikan oleh protein spesifik yang
menyusun protein selubung virus dengan protein spesifik yang terdapat pada
serangga vektornya. Interaksi keduanya akan berpengaruh dalam efektivitas
penularan penyakit (Noris ef al., 1998).

Geminivirus merupakan virus yang mempunyai genom DNA berutas
tunggal dan selubung protein. Virion berbentuk ikosahedral kembar dengan
ukuran sekitar 18 x 30 nm (Geminate) (Harrison, 1985). Geminivirus termasuk ke
dalam famili Geminiviridae. Berdasarkan struktur genom, jenis serangga
vektornya dan jenis tanaman inangnya famili ini dibedakan menjadi empat genus
yaitu : Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus dan Topocuvirus (Van Regenmortel
et al., 2000; Fauquet et al., 2000; Hull 2002).



Genus Mastrevirus, anggota jenisnya dicirikan dengan tipe Maize Streak
Virus, mempunyai genom monopartit yang berukuran sekitar 2,6 — 2,8 kb,
menyerang tanaman monokotil dan ditularkan oleh wereng daun. Genus
Curtovirus anggota jenisnya dicirikan dengan tipe Beet Curly Top Virus. Pada
Curtovirus, struktur genom dan jenis serangga vektornya sama dengan genus
Mastrevirus, akan tetapi hanya menyerang tanaman dikotil. Genus Begomovirus
atau sebelumnya dikenal sebagai subkelompok III anggotanya dicirikan dengan
tipe Bean Golden Mosaic Virus, dengan struktur genom bipartit (beberapa
monopartit), inangnya adalah tanaman dikotil, vektornya Bemissia tabaci Genn.
Topocuviorus merupakan genus baru hasil pemisahan dari Curtovirus. Genus ini
mempunyai struktur genom yang mirip dengan Curfovirus akan tetapi ditularkan
oleh treehopper yaitu Micrutalis malleifera (Sulandari, 2004).

Begomovirus sebagian besar genomnya terdiri atas dua molekul (bipartit)
yang masing-masing berukuran sekitar 2,78 kb dan terpisah menjadi dua, DNA-A
dan DNA-B. Selain itu ada yang terdiri atas satu molekul saja atau monopartit
yang berukuran sekitar 2,7-2,8 kb. Geminivirus dengan genom bipartit banyak
ditemukan di Amerika, sedangkan yang monopartit banyak terdapat meliputi
Eurasia, Afrika dan Australia. Geminivirus dengan genom monopartit pada
umumnya hanya menginfeksi tanaman solanaceae (Hull, 2002).

Geminivirus yang monopartit dengan yang bipartit keduanya mempunyai
ukuran, fungsi dan organisasi gen yang hampir sama khususnya pada DNA-A.
Gen penyandi selubung protein virus (coat protein) merupakan daerah genom
yang mempunyai runutan susunan DNA dengan derajat kesamaan yang tinggi
(conversed) antara anggota geminivirus dalam satu genus (Rojas et al, 1993,
Wyatt dan Brown 1996). Intergenic region (IR) atau common region (CR), selain
mempunyai derajat kesamaan runutan asam nukleat yang tinggi juga mempunyai
derajat kesamaan yang rendah (diversed) antar anggota genus geminivirus
(Matthews, 1992; Padidam et al, 1995; Van Regenmortel er al., 2000). Pada
IR/CR terdapat promotor dan urutan basanya sebagai awal terjadinya transkripsi.
Oleh karena bersifat conversed daerah genom tersebut banyak digunakan sebagai
dasar pemilihan suatu primer (Matthews, 1992; Rojas ef al., 1997).



2.3 Identifikasi Virus

Deteksi dan karakterisasi penyebab penyakit pada tanaman, benih ataupun
bahan vegetatif, selain untuk mengetahui sifat biologinya juga merupakan langkah
awal yang sangat diperlukan dalam strategi pengelolaan penyakit. Banyak cara
yang dapat dilakukan untuk karakterisasi virus. Karakterisasi virus antara lain
dapat dilakukan melalui identifikasi secara biologi ataupun nonbiologi serta
melalui analisis komponen patogennya. Identifikasi secara biologi antara lain
dapat dilakukan dengan penularan ke tanaman indikator, penularan menggunakan
vektor serangga dan kajian kisaran inang (Brown dan Ogle, 1997).

Deteksi geminivirus dengan metode konvensional seringkali tidak
mungkin dilakukan karena kebanyakan geminivirus tidak dapat ditularkan secara
mekanik dengan cairan perasan tanaman terinfeksi. Dengan demikian penggunaan
bioassay untuk identifikasi dan evaluasi kisaran inang menjadi sulit untuk
dilakukan. Beberapa geminivirus yang dapat ditularkan secara mekanik yaitu
Bean Dwarf Mosaic Virus (Morales et al., 1990), Mungbean Yellow Mosaic Virus
(Honda et al., 1983) dan Tomato Yellow Mosaic Virus (Uzcateguin dan Ramon,
1978).

Metode yang selama ini dilakukan untuk mendeteksi geminivirus adalah
metode serologi. Penggunaan metode ini telah dilakukan untuk mendeteksi virus
kerupuk tembakau (Trisusilowati, 1989). Akan tetapi untuk saat ini penggunaan
metode serologi kurang efektif untuk mendeteksi geminivirus karena keragaman
geminivirus yang cukup tinggi dan kesulitan untuk pembuatan antiserum yang
disebabkan oleh sifat fisik dan kimia partikel virus yang membuatnya sulit untuk
dimurnikan dalam bentuk yang stabil, sifat imunogenik dari virion yang lemah,
protein selubung terutama untuk virus-virus yang ditularkan oleh B.rabaci tidak
dapat dibedakan melalui antisera poliklonal maupun monoklonal (Roberts ef al.,
1984). Untuk mengetahui adanya komponen spesifik dari suatu virus dapat
dilakukan dengan identifikasi secara nonbiologi antara lain dengan pengamatan
mikroskop elektron, uji immunologi atau serologi, hibridisasi asam nukleat
menggunakan pelacak DNA dan melalui teknik PCR. Teknik Polymerase Chain
Reaction (PCR) dengan menggunakan primer universal telah terbukti dapat
digunakan untuk mendeteksi dan mengidentifikasi geminivirus dari tanaman yang



berbeda (Rojas ef al.,, 1993; Wyatt dan Brown 1996; Chiemsombat et al., 1990;
Roye et al., 1997). Teknik ini tidak hanya dapat mendeteksi asam nukleat virus
pada jaringan tanaman terinfeksi tetapi juga berhasil mendeteksi asam nukleat
dalam tubuh serangga vektor (Polston et al, 1990; Chiemsombat ef al,, 1990;
Mehta et al., 1994; Navot ef al., 1989).

2.4 Analisis Molekuler

Teknik molekuler untuk karakterisasi maupun deteksi geminivirus
tumbuhan banyak dikembangkan akhir-akhir ini. Teknik PCR berkembang sangat
cepat untuk mendeteksi berbagai virus tumbuhan. Deteksi virus secara PCR akan
memberikan hasil yang akurat, cepat dan sangat peka. Teknik PCR memerlukan
jumlah sampel sedikit dan sampel dapat berupa bahan segar, sudah dikeringkan
atau beku. Teknik PCR dapat mengatasi kendala pada pengujian geminivirus
secara serologi (Wyatt dan Brown, 1996).

Pengujian dengan teknik PCR memerlukan sepasang primer yang spesifik
yang akan menginduksi pembentukan dan perbanyakan rangkain asam nukleotida
atau untaian DNA tertentu dengan bantuan enzim 7aq polymerase dalam mesin
PCR atau thermocycler. Pemilihan primer yang tepat sangat menentukan
keberhasilan identifikasi suatu virus. Pada geminivirus, primer dapat dipilih pada
bagian common region atau intergenic region, gen yang menyandikan selubung
protein virus maupun protein yang berasosiasi dengan proses replikasi virus
(Polston dan Anderson, 1997). Untuk keperluan taksonomi geminivirus banyak
digunakan primer dari gen penyandi protein selubung yaitu AV1 ORF DNA-A
karena daerah ini mempunyai derajat kesamaan yang tinggi antara anggota
geminivirus (Idris dan Brown, 1998). Penyusunan primer tersebut misalnya Av
494 dan Ac 1084 yang akan mengamplifikasi sebagian gen protein selubung virus
berukuran sekitar 550 bp. Berdasarkan ukuran fragmen DNA tersebut dapat
digunakan untuk mengidentifikasi keberadaan geminivirus pada berbagai
tanaman pertanian, tanaman hias dan gulma (Wyatt dan Brown, 1996).
Penggunaan primer yang disusun dari daerah AL1 dan ARI1 yaitu PAL1v 1978
dan PARIc 496 antara lain dapat teramplifikasi untain DNA sekitar 1,3 kb dari
TYLCV-Egi (Rojas et al., 1993), dan ToYLCV (Tomato Yelow Leaf Curl Virus )

f
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pada tomat di Jepang (Kato et al., 1998). Teknik PCR selain dapat digunakan
untuk mendeteksi geminivirus yang menyerang tanaman, juga dapat mengetahui
keberadaan geminivirus dan lokasi virus di dalam tubuh serangga vektornya
(Metha et al., 1994).

Teknik PCR menggunakan primer universal telah terbukti dapat digunakan
untuk mendeteksi dan mengidentifikasi geminivirus dari tanaman dan tempat
yang berbeda (Hidayat et al., 1999; Aidawati et al., 2002; Sudiono ef al., 2001
dan Sulandari ef al., 2006). Teknik ini tidak hanya dapat mendeteksi asam nukleat
geminivirus pada jaringan tanaman terinfeksi tetapi juga dapat mendeteksi
geminivirus dalam tubuh serangga vektor kutu kebul (Bemisia tabaci) ordo :
Hemiptera; famili : Aleyrodidae (Aidawati dan Hidayat, 1999 cir Trisno 2010).

Keragaman geminivirus dapat dilihat dari pola pita PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Hasil
restriksi pola RFLP dari fragmen DNA hasil amplifikasi PCR menunjukkan strain
geminivirus yang berbeda. Pola PCR-RFLP fragmen DNA-A dan DNA-B isolat
Guadeloupe, Martinique, dan Puerto Rico adalah sama, sehingga diduga tanaman
tomat tersebut terinfeksi oleh virus yang sama (Polston ef al., 1997). Momo ef al.,
(1993) cit Trisno (2010) mengatakan bahwa fragmen DNA geminivirus yang
menginfeksi tomat di Georgia Selatan dan Florida Utara setelah dipotong enzim
EcoRI dan Clal polanya sama dengan ToYLCV yang menginfeksi tomat, tetapi
berbeda dengan ToMoV. Hasil penelitian Hidayat er al. (1999) menunjukkan
bahwa pola enzim retriksi virus cabai isolat Cugenang berbeda dengan virus cabai
isolat Segunung dan sama dengan isolat Baranangsiang. Dengan metode yang
sama Sudiono ef al. (2001) berhasil menganalisis pola enzim restriksi dari
fragmen DNA hasil amplifikasi dengan PCR dan menunjukkan adanya strain
geminivirus yang berbeda pada tomat, yaitu isolat Bandung, Cisaat, dan
Cibeunying adalah sama, tetapi berbeda dengan isolat Ciloto, Aidawati (2006)
menambahkan dengan PCR-RFLP (enzim retriksi BamHI, EcoRI, HindIIl dan
Pstl) didapatkan isolat-isolat geminivirus pada tomat dari lokasi yang berbeda
mempunyai keragaman yang berbeda. Selain itu, keragaman geminivirus dapat
juga dilakukan berdasarkan analisis runutan susunan asam nukleatnya.



IIl. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini telah dilaksanakan melalui kegiatan survei dan pengambilan
sampel di Kabupaten Lima Puluh Kota dan isolasi DNA tanaman di Laboratorium
Pemuliaan dan Bioteknologi Jurusan Budidaya Pertanian Fakultas Pertanian
Universitas Andalas Padang. Penelitian ini telah dilaksanakan dari bulan Juli 2011
— Januari 2012 (Lampiran 1).

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu tabung mikro (eppendorf),
tip, pistil plastik, waterbath, microcentrifuge, mesin PCR, bak elektroforesis, UV
transiluminator (dokumen gel), mesin ABI-Prisma 3100-Avant genetic analyzer.
Bahan yang digunakan yaitu alkohol, sampel daun tanaman tembakau yang
terinfeksi Geminivirus, pasangan primer PAL1v 1978 dan PARIc 715, larutan
buffer (Tris 0,1 M (pH 9,0), EDTA 0,1 M, SDS 1%), potassium asetat (8 M),
fenol : kloloforom (1:1), etanol absolut, etanol 70%, TBE, lamda DNA, gel
agarosa 1%, pewarna etidium bromida, loading day, air bisteril (ddH,0), fissue
dan alat tulis.

3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian laboratorium dalam bentuk deskriptif,
dengan menganalisis runutan asam nukleat dari masing-masing isolat geminivirus
yang berasal dari Kabupaten Lima Puluh Kota yang merupakan sentra tanaman
tembakau di Sumatera Barat dengan menetapkan 2 kecamatan yaitu kecamatan
Sungai Kamuyang dan Situjuah Limo Nagari dengan teknik pengambilan sampel
menggunakan metode purposive random sampling. Dari masing-masing
kecamatan diambil satu jorong dan dari jorong tersebut diambil tiga lahan
pertanaman tembakau milik petani (Lampiran 2), sedangkan untuk menghitung
persentase serangan dan intensitas penyakit menggunakan metode rancangan acak
sistematis (Rivai, 2006) (Lampiran 3). Tahapan penelitian ini terdiri dari isolasi
DNA dengan metode Dellaporta ef al. (1983), amplifikasi DNA dengan pasangan
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primer PAL1v 1978 dan PAR1c715 . Amplifikasi dilakukan dengan metode Rojas
et al. (1993), dan produk hasil amplifikasi Polymerase Chain Reaction (PCR)
disekuensing menggunakan mesin ABI-Prisma 3100-Avant genetic analyzer.
Hasil sekuensing digunakan dalam analisis filogenik untuk melihat kekerabatan

isolat.

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Pengambilan Sampel Tanaman Sumber Virus dan Penghitungan
Tingkat Serangan Penyakit Kerupuk di Lapangan

Pengambilan sampel tanaman sumber isolat virus dengan syarat yang
ditentukan berdasarkan variasi gejala di lapangan dan dilakukan karakterisasi

gejala penyakit pada tanaman tembakau seperti gambar di bawah ini :

Gambar 1. Tanaman tembakau terserang virus kerupuk di lapangan
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Penghitungan persentase dan intensitas tanaman terserang dengan metoda
rancangan acak sistematis dengan menetapkan 20% tanaman sampel yang
mewakili seluruh tanaman tembakau di lapangan. Cara pengambilan tanaman
sampel dimulai dari bedengan pertama dan tanaman pertama yang di tetapkan
sebagai sampel pertama, setiap bedengan diambil empat tanaman sampel sampai
bedengan ke 20 dengan jumlah tanaman sampel 40 batang tanaman tembakau
(Lampiran 3).

3.4.2 Isolasi DNA Tanaman

Sampel-sampel daun tembakau yang terinfeksi geminivirus diisolasi
DNA-nya dengan metode Dellaporta et al., (1983) yang dimodifikasi. Sampel
daun tanaman (£ 100 mg) dimasukkan ke dalam tabung mikro (eppendorf),
ditambahkan 100 pl bufer (Tris 0,1 M ( pH 9,0 ), EDTA 0,1 M, SDS 1% )
kemudian digerus dengan pistil plastik. Setelah digerus sampel diinkubasi selama
30 menit pada suhu 65°C dalam waterbath. Selanjutnya 3,5 pl potassium asetat (8
M) ditambahkan, dan tabung disimpan dalam lemari pendingin selama 30 menit
pada suhu -20°C. Selanjutnya disentrifugasi selama 15 menit dengan
menggunakan microcentrifuge pada kecepatan 10.000 rpm. Setelah disentrifugasi
supernatan dipindahkan ke dalam tabung mikro yang baru dan diekstraksi
sebanyak satu kali dengan campuran fenol : kloroform (1:1). Setelah
disentrifugasi lapisan atas dipindahkan ke tabung mikro, ditambahkan 2,5 x
volume etanol absolut, dicampur dan diinkubasi selama 15 menit pada suhu -
20°C. Setelah itu, tabung mikro disentrifugasi selama 15 menit pada kecepatan
10.000 rpm. Supernatan dibuang, pelet dicuci dengan 500 pl etanol 70% dan
disentrifugasi. Setelah itu etanol dibuang, pelet dikeringanginkan selama 15 menit
dalam vakum, kemudian dilarutkan dalam 25 pl air bisteril (ddH,O).

3.4.3 Amplifikasi DNA dengan Polymerase Chain Reaction (PCR)

DNA hasil ektraksi diamplifikasi dengan teknik Polymerase Chain
Reaction (PCR) berdasarkan metode Rojas ef al. (1993). Primer yang digunakan
adalah : 1). PAL1v 1978 (5’-GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT-
3’) dan 2). PARIc 715 (5’-GATTTCTGCAGTTDATRTTYTCRTCCATCCA-3)
yang dirancang untuk mengamplifikasi gr,n yang-men andikan-protein un
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replikasi, common region dan selubung protein. Setiap reaksi PCR ( 25 pl) terdiri
atas 1 pl DNA templet, 1 pl masing-masing primer (PAL1v 1978 dan PARIc
715), 1,5 unit Taq polymerase 0,2 ul , buffer 2,5 pul, MgCl, 1 pl dan dNTPs 0,5 pl
(Amersham Pharmacia Biotech) dan ddh,O 17,8 pul. Amplifikasi DNA dilakukan
sebanyak 30 siklus yang melalui tiga tahap yaitu pemisahan utas DNA pada suhu
94°C selama 1 menit, penempelan primer pada 55°C selama 2 menit dan sintesis
DNA pada 72°C selama 2 menit ( Rojas ef al., 1993). Khusus untuk siklus terakhir
ditambah tahapan sintesis selama 10 menit, kemudian siklus berakhir dengan suhu
4°C.

3.4.4 Elektroforesis

Fragmen DNA hasil amplifikasi PCR dielektroforesis pada gel agarosa 1%
dalam bufer Tris-borate EDTA (TBE) 0,5 X dengan tegangan 50 dan 100 volt (
Maniatis ef al., 1989 dimodifikasi) dan diamati dengan UV transiluminator setelah

diberi pewarna dengan etidium bromida.

3.4.5 Perunutan Asam Nukleat Produk Amplifikasi Polymerase Chain
Reaction (PCR)

Fragmen DNA hasil amplifikasi PCR dari primer PAL1v 1978 dan PARIc
715 digunakan untuk perunutan DNA (sekuensing) untuk mempelajari keragaman
genetik antar isolat dari daerah yang berbeda. Perunutan DNA menggunakan ABI
PRISMA model 3100 versi 3,7 yang dilaksanakan di Laboratorium Dasar
Universitas Andalas Padang dan PT. Genetika Jakarta.

3.4.6 Analisis Keragaman Genetik

Hasil perunutan DNA dianalis menggunakan program NCBI BLAST (
http://www.nebi.nlm.nih.gov/BLAST) untuk melihat kesamaan genetiknya
dibandingkan dengan runutan asam nukleat (DNA) yang ada di GeneBank.
Analisis keragaman berdasarkan runutan DNA daerah “fop region® dilakukan
menggunakan program Online Analysis Tools Phylogene

(www.Genebee.msu.su/servisce)
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3.5 Parameter Pengamatan
3.5.1 Karakterisasi Gejala Penyakit Kerupuk di Lapangan

Karakterisasi gejala diamati pada pertanaman tembakau di lapangan.
Pengamatan meliputi : warna daun dan bentuk daun. Hasil pengamatan
ditampilkan dalam bentuk deskripsi gejala dan gambar yang diambil di lapangan.

3.5.2 Persentase Serangan dan Intensitas Penyakit
3.5.2.1 Persentase Tanaman Terserangan

Persentase serangan (%) diamati pada tiap lokasi sampel dengan
menggunakan rumus :

P= —— x 100%

Keterangan :

P = Persentase tanaman terserang

a = jumlah tanaman sakit

b = jumlah tanaman keseluruhan
3.5.2.2 Intensitas Penyakit

Intensitas penyakit kerupuk tembakau diamati berdasarkan pada kategori
serangan skala yang dikemukakan oleh Lapidot et al. (2001) yang dimodifikasi
(Tabel 1). Intensitas penyakit dihitung menggunakan rumus :

1 Y(nixwvi)

Nxz

Keterangan :

I = Intensitas daun yang terserang

ni = Jumlah daun yang diamati dari setiap kategori skala
vi = Nilai skala dari setiap kategori

N = Jumlah daun yang diamati

Z = Nilai skala yang tertinggi
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Tabel 1. Kriteria skala kerusakan penyakit kerupuk pada tembakau (Lapidot et al.,
2001. dimodifikasi).

Skala Kriteria kerusakan Tobacco Leaf Tingkat kerusakan

Curl Virus (TLCV) (%)
0 Tidak ada gejala 0
1 Daun keriting dimulai pada daun 1-20
muda
Semua daun hampir keriting >20-40
3 Daun keriting, dan melengkung
keatas, daun-daun mengecil dan >40-60
tanaman masih tumbuh
4 Tanaman kerdil, daun muda sudah
keriting dan melengkung keatas dan >60
pertumbuhan sudah terhenti

Tabel 2. Kriteria tingkat keparahan serangan tanaman tembakau terhadap infeksi
geminivirus (Green and Kaloo, 1994. dimodifikasi).

Persentase serangan (%) Kriteria Serangan
0 Tidak ada
X<10 Ringan
10<X<20 Sedang
20<X<30 Berat
30<X<50 Sangat berat

X>50 Fuso
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3.5.3 Optimasi Isolasi DNA

Optimasi isolasi DNA dilakukan untuk mendapatkan kualitas DNA yang
baik. Metode standar yang digunakan yaitu metode Dellaporta e al. (1983)
dengan melakukan beberapa modifikasi pada tahapan-tahapannya.

3.5.4 Optimasi Amplifikasi DNA dengan Polymerase Chain Reaction (PCR)
Optimasi PCR dilakukan untuk mendapatkan komposisi PCR dan hasil
amplifikasi DNA yang baik. Hidayat et al. (2008), mengatakan bahwa
amplifikasi DNA tembakau yang terinfeksi geminivirus menggunakan primer
PAL1v 1978 dan PAR1c 715 menghasilkan fragmen DNA berukuran 1600 bp.

3.5.5 Karakterisasi Sekuen Fragmen Hasil Amplifikasi Polymerase Chain
Reaction (PCR)

Parameter karakterisasi molekuler dilakukan berdasarkan hasil perunutan
asam nukleat (DNA) dari bagian Top Region dan membandingkan dengan runutan
DNA yang terdapat dalam data GeneBank.

3.5.6 Analisis Filogenetik Geminivirus

Keragaman di antara isolat-isolat geminivirus dianalisis dengan cara
membandingkan kekerabatan isolat geminivirus penyebab penyakit kerupuk
tembakau dengan data GeneBank dan data isolat cabai Geminivirus Sumatera
Barat (Tabel 3). Hasil analisis filogenetik tersebut berupa dendogram kesamaan

genetik yang menunjukkan hubungan kesamaan antar isolat.
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Tabel 3. Daftar geminivirus yang digunakan untuk analisis kekerabatan dengan

isolat tembakau Sumatera Barat.
g:ﬂ:bs::llc Organisme Kode isolat Gef)zlaﬁ Tmm Asal Isolat
AB267838.1 Pepper Yellow Leaf Curl PYLCIVAg Indonesia Babadotan GeneBank
Indonesia Virus (Ageratum
conyzoides)
AB267834.1 Pepper Yellow Leaf Curl PYLCIVBo Indonesia, Cabai GeneBank
Indonesia Virus (Bogor) Bogor
AB267836.1 Pepper Yellow Leaf Curl PYLCIVTo  Indonesia Tomat GeneBank
Indonesia Virus (Tomato)
- Pepper Yellow Leaf Curl PepPS1-1 Indonesia, Cabai Trisno
Pesisir Selatan Virus Sumatera (2010)
Barat,
Pesisir
Selatan.
- Pepper Yellow Leaf Curl PepTD1-1 Indonesia, Cabai Trisno
Tanah Datar Virus Sumatera (2010)
Barat,
Tanah
Datar.
- Pepper Yellow Leaf Curl PepPYK1 Indonesia, Cabai Trisno
Payakumbuh Virus Sumatera (2010)
Barat,
Payakumb
uh.
- Pepper Yellow Leaf Curl PepS02-1 Indonesia, Cabai Trisno
Solok Virus Sumatera (2010)
Barat,
Solok.
- Pepper Yellow Leaf Curl PepAG1-4 Indonesia, Cabai Trisno
Agam Virus Sumatera (2010)
Barat,
Agam.
- Pepper Yellow Leaf Curl PepPBST2-2 Indonesia, Cabai Trisno
Kab.pasaman Barat Virus Sumatera (2010)
Barat,
Kab.Pasam
an barat.
- Tobacco Leaf Curl ToLCSBV Indonesia, = Tembakau Isolat yang
Sumatera Barat Virus Sumatera diteliti
Barat, Kab.

50 Kota.




IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Karakterisasi Gejala Penyakit Kerupuk di Lapangan

Berdasarkan pengamatan di lapangan dari 6 lahan di kecamatan yang
berbeda ditemukan beragam karakterisasi gejala (Gambar 2). Gejala yang umum
ditemukan adalah daun keriting, tepi daun melengkung ke bawah dan atau ke atas
permukaan daun, terjadi enasi, daun menebal dan kecil-kecil. Variasi gejala yang
ditemukan meliputi a) tepi daun melengkung ke bawah, tulang daun berwarna
hijau pekat, daun mengecil dan daun berwarna kuning (Gambar 2.A); b) tepi daun
melengkung ke bawah permukaan dan ke atas permukaan daun, tulang daun
menghijau dan jaringan daun di sekitar menguning, daun menebal dan kecil-kecil,
daun muda mengecil dan keriting (Gambar 2.B); c) tepi daun melengkung ke
bawah permukaan daun, daun menebal, daun mosaik dan keriting pada daun muda
(Gambar 2.C); d) tepi daun melengkung ke bawah, daun mengeriting, sebagian
daun kecil-kecil dan terjadi pembentukan enasi (Gambar 2.D); e) tepi daun
melengkung ke bawah, mengeriting, mengecil pada daun muda dan enasi
(Gambar 2.E); f) tepi daun melengkung ke bawah dan ke atas permukaan, daun
menebal, daun kecil-kecil, daun berwarna hijau tua (Gambar 2.F); g) tepi daun
melengkung ke bawah permukaan daun, daun muda mengecil dan mengeriting
(Gambar 2.G).

Dari berbagai karakterisasi gejala penyakit kerupuk yang ditemukan di
lapangan dapat disimpulkan bahwa gejala penyakit kerupuk adalah tepi daun
melengkung ke atas dan atau ke bawah permukaan daun, daun menebal, daun
mengeriting/helaian daun tidak rata, tulang daun berwarna hijau pekat, terjadi
pembentukan enasi, daun mengecil dan tanaman kerdil. Osaki dan Inouye (1978)
cit Aidawati (2000) melaporkan bahwa Tobacco Leaf Curl Virus di Jepang
identik dengan Tomato Yellow Dwarf Virus. Pada tembakau, Tobacco Leaf Curl
Virus umumnya mengakibatkan pertumbuhan tanaman terhambat, batang terpilin,
daun melengkung dan berkerut dengan ukuran yang lebih kecil daripada yang
normal, tulang daun terpilin dan sepanjang tulang daun sering terbentuk
penebalan berwarna hijau.



20

Gambar 2. Variasi gejala penyakit kerupuk pada daun tembakau di Kabupaten
Lima Puluh Kota. (A,G) Sungai Kamuyang lahan 1, (B,F) Sungai
kamuyang lahan 2, (C,D,E) Situjuah Limo Nagari lahan 1.
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Thung (1932) cit Trisusilowati (1989) membedakan tiga gejala kerupuk
pada tanaman tembakau yang terinfeksi virus kerupuk tembakau yaitu gejala
kerupuk biasa (common kerupuk), keriting (cur/ kerupuk) dan kerupuk jernih
(transparent kerupuk). Tanaman dengan gejala kerupuk biasa menunjukkan tepi
daun yang melengkung ke bawah permukaan daun, helain daun tidak merata,
tulang daun pada permukaan bawah daun tampak berkelok-kelok dengan
penebalan pada tempat-tempat tertentu yang sering berkembang menjadi enasi.
Tanaman yang menunjukkan gejala keriting, tampak seluruh bagian tepi daunnya
melengkung ke arah permukaan bawah daun, bagian helain daun diantara tulang-
tulang daun lateral tereduksi sehingga tampak bergelombang dan pada permukaan
bawah daun tulang daun berkelok-kelok serta terjadi pembentukan enasi. Pada
gejala kerupuk jernih tanaman menunjukkan tepi daun yang melengkung ke arah
permukaan atas daun, tidak terjadi penebalan tulang daun dan pembentukkan
enasi tetapi tulang daun terutama tulang-tulang daun lateral menjadi jernih.

Trisusilowati (1989) melaporkan bahwa gejala virus kerupuk tembakau
pada tanaman tembakau di Jember (Jawa Timur) sangat bervariasi. Dari hasil
inokulasi dengan penyambungan dibedakan dua tipe virus kerupuk tembakau
yaitu isolat 1 dan isolat 2 . Isolat 1 menyebabkan perubahan bentuk daun dengan
tepi helain daun yang sebagian besar menggulung ke arah permukaan atas dan ada
juga yang melengkung ke bawah, tulang daun tengah dan tulang daun lateral
berkelok-kelok, sehingga permukaan helaian daun berkerut tidak beraturan dan
terjadi penebalan tulang daun yang kadang-kadang disertai enasi. Isolat 2
menyebabkan gejala yang hampir menyerupai isolat 1, tetapi disertai dengan
terbentuknya penebalan anak tulang daun yang tampak dari permukaan bawah
daun seperti kerutan dengan warna lebih hijau daripada yang tidak mengalami
penebalan. Bentuk penebalan ini merupakan salah satu bentuk dari enasi dan
merupakan ciri gejala yang membedakan dengan gejala kerupuk yang lain.
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4.2 Persentase dan Intensitas Serangan Penyakit Kerupuk pada Tanaman
Tembakau di Lapangan

Hasil pengamatan persentase dan intensitas serangan penyakit kerupuk di
masing-masing lokasi dapat dilihat pada Tabel 4 dan intensits serangan pada
Tabel 5.

Tabel 4. Persentase Serangan Penyakit Kerupuk di Kabupaten 50 Kota

Lokasi Pengambilan Lahan

Sampel 1 > 3 Rata-Rata (%)
Situjuah Limo Nagari 40% 5% 27,5% 24,1%
Sei. Kamuyang 37,5% 25% 15% 25,8%

Tabel 5. Intensitas Penyakit Kerupuk Di Kabupaten 50 Kota

Lokasi Pengambilan Lahan

o 0
Sampel 1 ¥ 4 3 Rata-Rata (%)
Situjuah Limo Nagari  2639%  25%  15,6% 14,8%
Sei. Kamuyang 24 4% 20% 14,4% 19,6%

Pada Tabel 4 dan 5 dapat di lihat bahwa rata-rata persentase serangan
tertinggi adalah 25,8% dan intensitas serangan 19,6% pada Sei. Kamuyang.
Berdasarkan pada kriteria tingkatan keparahan serangan tanaman tembakau
terhadap infeksi geminivirus tergolong pada kriteria berat (Tabel 2) (Green dan
Kaloo, 1994). Pada Tabel 4 terlihat bahwa penyakit virus kerupuk telah tersebar di
areal pertanaman tembakau di Kabupaten Lima Puluh Kota dengan persentase
serangan tertinggi pada Nagari Situjuah Limo Nagari lahan 1 40% dengan
intensitas 26,3% (Tabel 5). Hal ini diduga karena penyakit kerupuk menyebar
melalui serangga vektor kutu kebul (Bemisia tabaci) ordo : Hemiptera; famili :
Aleyrodidae dan adanya gulma babadotan (4geratum conyzoides) yang ditemukan
di lapangan. Gulma babadotan merupakan inang alternatif serta sumber inokulum
dari geminivirus. Persentase serangan terendah pada lahan 2 Situjuah Limo
Nagari (5%) dengan intensitas 2,5%. Hal ini disebabkan karena kondisi
lingkungan atau lahan tanaman tembakau dirawat oleh petani sehingga tidak
ditemukan gulma atau tanaman inang lain yang bisa menjadi sumber inokulum
dari geminivirus. Semangun (2008) menyatakan pada waktu di kebun tidak
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terdapat tanaman tembakau, virus dapat bertahan pada babadotan (Ageratum
conyzoides), srunen (Synedrella nodiflora), nyawun (Vernonia cinerea), kembang
kertas (Zinnia elegans) dan tomat (Lycopersicon esculentum). Tiga tumbuhan
yang pertama adalah gulma yang umum terdapat di kampung, makam, pematang,
tepi jalan dan sebagainya. Dari tumbuhan ini kutu kebul (Bemisia tabaci)
menularkan virus ke tanaman lain. Apabila petani tembakau melakukan sanitasi
terhadap gulma pada lahan tanaman tembakau maka, virus ini tidak akan
menyebar luas ke tanaman lain.

Beberapa jenis tumbuhan liar, gulma dan tanaman indikator seperti
Physalis floridana, Datura stramonium, Hyptis brevipes, Ageratum conyzoides
(babadotan), Crotalaria juncea (orok-orok) yang biasa tumbuh liar di sekitar
pertanaman cabai ternyata rentan terhadap serangan geminivirus isolat Segunung.
Physalis sp., Datura sp., dan beberapa jenis gulma dari famili Solanaceae telah
dilaporkan menjadi inang alternatif geminivirus (Torres-Patcheco ef al. 1996;
Sanchez-Campos et al. 1999; Sulandari et al., 2006).

Penularan dan penyebaran penyakit kerupuk pada tanaman tembakau
banyak ditularkan melalui serangga vektor yaitu Bemisia tabaci (kutu kebul).
Hasil penelitian Trisusilowati (1989) menunjukkan virus penyakit kerupuk dapat
ditularkan melalui penyambungan dan imago Bemisia sp. sebagai serangga
vektor. Satu ekor Bemisia sp. yang berasal dari tomat dan Ageratum conyzoides
sakit dapat menularkan virus kerupuk ke tembakau sehat, sedangkan penularan
dari tembakau yang terinfeksi ke tembakau sehat memerlukan tiga ekor serangga
per tanaman. Kisaran inang virus kerupuk tembakau meliputi tomat, Solanum
khasianum, Nicotiana glutinosa dan A.conyzoides.

Penyebaran virus kerupuk tembakau tidak dapat ditularkan dengan cairan
perasan tanaman sakit dan tidak terbawa benih. Virus kerupuk tembakau dapat
ditularkan dengan penyambungan dan serangga vektor dari famili Aleyrodidae
yaitu B.tabaci secara persisten dan tidak ditularkan ke keturunannya (Brunt er al.,
1990). Sampai saat ini belum dilaporkan serangga selain spesies dari Aleyrodidae
yang dapat berperan sebagai vektor virus kerupuk (Aidawati, 2000). Thung (1932)
cit Trisusilowati (1989) tidak berhasil menularkan virus kerupuk tembakau
melalui Thrips dan Myzus persicae Sulzer. Menurut Wolf er al., (1949) cit



24

Aidawati (2000) Dycyphus minimis juga tidak berperan sebagai vektor virus
kerupuk tembakau.

4.3 Optimasi Isolasi DNA Tembakau
Isolasi DNA dilakukan dengan menggunakan metode Dellaporta et
al.(1983). Langkah awal yang dilakukan adalah isolasi DNA total tanaman dari
sampel-sampel yang menunjukkan gejala penyakit kerupuk di lapangan. Hasil
isolasi DNA didapatkan 20 isolat DNA dari 6 lokasi. DNA hasil isolasi dapat
dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. A. DNA dengan kualitas dan kuantitas kurang baik. B. DNA dengan
kualitas dan kuantitas baik.

Hasil isolasi DNA menggunakan metode Delaporta er al. (1983) terhadap
20 sampel menghasilkan DNA dengan konsentrasi rata-rata yang cukup tinggi
yaitu = 100 ng/ul. Nilai konsentrasi ini didapatkan dengan cara membandingkan
ukuran ketebalan pita DNA dari isolat sampel dengan lamda DNA yang
konsentrasinya diketahui. Konsentrasi tersebut merupakan jumlah yang cukup
banyak dan mencukupi untuk dilakukan analisis PCR. Disamping itu, kualitas
DNA yang didapatkan sangat baik. Kualitas DNA dapat dinilai berdasarkan
bentuk pita hasil elektroforesis isolasi DNA, ditandai adanya fragmen-fragmen
yang smear. DNA dengan kualitas kurang baik akan terlihat banyaknya fragmen-
fragmen smear (Gambar 3A). Fragmen smear merupakan indikasi keberadaan
fragmen-fragmen kecil terputus yang terbentuk pada saat penggerusan/perusakan
sel-sel secara mekanis. Hasil isolasi DNA sampel terlihat sedikit fragmen-fragmen
smear bahkan tidak ada sama sekali (Gambar 3B) sehingga kualitas dan kuantitas
DNA hasil isolasi sudah memenuhi syarat dan dapat digunakan dalam tahap

analisis selanjutnya.
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4.4 Optimasi Amplifikasi DNA dengan Polymerase Chain Reaction (PCR)

DNA hasil isolasi diamplifikasi untuk mendeteksi keberadaan virus
dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Amplifikasi menggunakan
primer PAL1v 1978 dan PARIc 715 yang dirancang dari gen pengkode intergenik
sekuen (7op Region). Dari 20 isolat DNA yang didapatkan setelah diamplifikasi
dengan teknik PCR ditemukan 10 isolat DNA virus yang terdeteksi tergolong
pada gemivirus, tetapi untuk dianalisis lebih lanjut hanya 7 isolat karena, 3 isolat
yang teramplifikasi hasil fragmen DNA kurang bagus atau tipis sekali sehingga
tidak bisa dianalisis lebih lanjut dibandingkan 7 isolat yang lain. Karakterisasi
gejala dari 3 isolat ini mirip dengan karakterisasi gejala pada Gambar 2B, 2D dan
2E. Hasil amplifikasi PCR 7 isolat DNA virus yang terdeteksi dapat dilihat dari
hasil elektroforesis dengan fragmen DNA berukuran 1600 bp (Gambar 4).

1500 bp
1600 bp
1000 bp

750 bp

500 bp

Gambar 4. Produk PCR hasil amplifikasi menggunakan pasangan primer PAL1v
1978 dan PARI1c 715. Marker (1 kb Ladder), 1: kontrol positif (isolat
cabai), 2-8 : Sampel Geminivirus Tembakau Kab. 50 Kota.
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Hasil deteksi dan identifikasi dengan teknik PCR menggunakan primer
universal geminivirus PAL1v 1978 dan PARIc 715 membuktikan penyebab
penyakit tersebut adalah geminivirus. Hal tersebut ditunjukkan dengan
teramplifikasinya fragmen DNA yang berukuran 1600 bp. Menurut Rojas et al.
(1993) hal tersebut sesuai dengan ukuran yang diharapkan apabila menggunakan
primer universal geminivirus tersebut. Deteksi dan identifikasi geminivirus
dengan teknik PCR terbukti cepat, akurat dan dapat digunakan untuk mendeteksi
sampel daun yang kering maupun sampel daun yang segar (Rojas ef al., 1993;
Sulandari, 2004).

Dari 20 sampel yang diamplifikasi dengan teknik PCR, 10 sampel atau
isolat yang tidak terdeteksi menunjukkan gejala yang berbeda dengan isolat yang
terdeteksi geminivirus. Diduga isolat yang tidak terdeteksi menggunakan
pasangan primer PALlv 1978 dan PARIc 715 merupakan jenis virus lain.
Pasangan primer PALIv 1978 dan PARI1c 715 akan mengamplifikasi bagian
genom geminivirus yang mencakup daerah common region, sebagian gen
replikasi dan sebagian gen selubung protein (Rojas ef al., 1993).

Hasil Hidayat et al. (2008) dan Aidawati ef al. (2002) mengatakan bahwa
amplifikasi fragmen DNA tembakau yang terifeksi geminivirus berukuran 1600
bp dengan menggunakan primer PALlv 1978 dan PARIlc 715. Amplifikasi
fragmen DNA dilakukan pada bagian fop region. Hidayat et al. (1999); Sulandari
(2004) dan Trisno (2010) menemukan hal yang sama bahwa amplifikasi DNA
cabai yang terinfeksi geminivirus dengan menggunakan primer PAL1v 1978 dan
PARIc 715 menghasilkan fragmen DNA berukuran 1600 bp.
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4.5 Karakterisasi Sekuen Fragmen Hasil Amplifikasi PCR

Untuk karakterisasi sekuen hanya 1 isolat yang disekuensing dan dianalisis
lebih lanjut. Isolat yang disekuensing berasal dari Sungai Kamuyang yang diberi
kode ToLCSBV (Tobacco Leaf Curl Sumatera Barat Virus) dengan karakterisasi
gejala dapat dilihat pada Gambar 2G dan urutan DNA pada Gambar 5.

ToLCSBV (Tobacco Leaf Curl Sumatera Barat Virus)
AAGGGACCTGAGGAGCAATGTGAGGCTTGCAGATGCACAGAATATTGTAC
TACTCTGTGCTTAATACCATTACCTCTTGTGAAACGAGAAACGAAACGGC
CTTCCCAATATTTGTGATGACATGCCGCTGTTCAAAAGATTGGACCTTAC
ATTGTCCTTCACAACCCCGCGGAACATCACTGCTCCTTCGACCCTGGAAA
TCTGGGTTTCCGAGTCGGGGGGAGATTTACCCCTGCTCTTCCTTTGCACC
ACGTGCCTGGGGCATGGGGGCAGCAGCAGGGAGACTGTACTGACTCGCAT
ATTTTAATCTCCGGCGTGTTATATACATTGGCATCGACGACACTGTATCG
ATGGAACGCTTCTGGGTAATTTTTACACCGCAACAGACAAATTATATCCC
TCACGAATTCAACTCCAACCGTATCAGGAGAATACGTAGCCTCTAATCTT
TGCAAATACTTGATAGCCAACATGCATCGAAACCCGTGTAGGGTTTCCGG
AAAAGGATGAATAATCGGATCCCACATCCTTGGATAGTGGAGGGTGGTCC
CTATCTTTATGGTGGGCGACCCACTAATTAAGCTTTGCACATGCAACGTG
ATTGGTCAGTCAAAAGTTTGGCTTCTGGGACCACATCTCAAAAATTTTCG
CGGCACTCGGTAATATTATACGAGTGCCGCTTTAATCATTCAAGGGTGTA
CAAAATTACCTAGAAGCCCCTTATAGAACTTATGTAATATTGTCTCCCGT
CTCCAATATATGGGGAT

Gambar 5. Urutan DNA 1 isolat (ToLCSBV)

Data sekuen DNA 1 isolat selanjutnya di analisis tingkat kesamaan genetik
menggunakan program NCBI BLAST yang dapat dilihat pada Tabel 6. Hasil
perbandingan urutan DNA isolat ToLCSBV dibandingkan dengan data sekuen dari
isolat geminivirus asal cabai Sumatera Barat (Trisno, 2010) dan data GeneBank
dapat dilihat pada Tabel 3. Analisis kekerabatan menggunakan program Online
Analysis Tools Phylogene dapat dilihat pada Gambar 6.
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Sequences producing significant aligmants

BSIESSL  Pegper yello eaf cur Indonesia v Tomalal] C1, C4, 2, Vi geoes | 8¢ B W wooom
A5 Pgper yeow eaf cur Indonesia v Tomatod] C1, C4 VL, 2 genes | 68 89 W wooom
AROAITLL  Pegper velow af cr Idonesia v 1L, 4, V0, V0 g rrphcat 38 B8 s weooom
06761 Pegper yeow eof cur Inconesa v [Agera DN sequent WA, L " nooow
D00EET641 Pepper yelow laf cur Indonesa vius sl Bogor, conplte genome. 756 % ] wooom
TS Pegper yeow e ndomesa vivs e g oy, congletege,  E A i oo
578351 Pepper yelow leaf cur Indomesia - Tomatol DN, seqnent DNA-A, 75 s » (TR
BIES5L1  Pegperyeow af o Inconesa s C4, V2 geoes e ot 22 T W oo
ABIETEAL  Pepe yebow af o Inonesa s DN, seent DN, conplete g~ 16 & ¥ o

Tabel 6. Hasil analisis tingkat kesamaan genetik isolat ToLCSBV dengan
geminivirus (data GeneBank) menggunakan program NCBI BLAST.

Berdasarkan analisis kekerabatan Geminivirus dengan isolat ToLCSBV
menggunakan program NCBI BLAST diketahui bahwa isolat TOLCSBV dapat
dikatakan tingkat kesamaan genetik sama dengan Pepper Yellow Leaf Curl
Indonesia Virus yang isolat berasal dari gulma babadotan (Ageratum conyzoides);
No. Asesi AB267838.1 dan Pepper Yellow Leaf Curl Indonesia Virus, penyebab
penyakit virus kuning keriting tanaman cabai No. Asesi AB267834.1 dengan
tingkat kesamaan 94%, sedangkan tingkat kesamaan genetik dengan virus lain
berbeda. Dari analisis ini dapat dipastikan bahwa ToLCSBV adalah Geminivirus.
Rybicki (1998) menyatakan bahwa nilai identitas sekuen nukleotida dapat
digunakan untuk mengidentifikasi suatu virus sebagai spesies. Nilai identitas
>90% menunjukkan satu spesies atau galur yang sama sedangkan bila <90%
merupakan spesies atau galur yang baru (tidak satu spesies atau satu galur).
Hidayat et al. (2008) juga menambahkan penyakit kerupuk (Tobacco Leaf Curl
Virus) pada tembakau di Jawa disebabkan oleh Geminivirus.
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L P PR L R L L e S S I D sttt sk O L L T B L TR PR L T
T---AATACCATTACCTC-~=---— TTGTGAAACGAGA--AACGARACGGCCTTCCCAATA
TGGACATCAGACGACGACYGGATATGGTGAAACAAATGTATCTACA-GGTTTAGCAAATA
TGGTCAAACGACGACGAC-GGATATGGTGARACAAATGTATCTACA-GGTTTAGCARATA
TGGTCARACGACGACGAC-GGATATGGTGAAGCAAATGTATCTACA-GGTTTAGCAAATA
TGGTCAAACGACGACGAC-GGATATGGTGAAACAAATGTATCTACA-GGTTTAGCAAATA
TGGTCAAACGACGACGAC-GGATATGGTGAAACAAATGTATCTACA-GGTTTAGCAAATA
TGGTCAARACAACGAAGAA-AGATAAGGACAAACAAAATCCTCTAAA-GGAGGTGCCAAAA
TGGTCAAACGACGACGAC-GGATATGGTGAAACARATGTATCTACA-GGTGTTGTAARGA
TGGTCARACGACGACGAC-GGATATGGTGAGACAAATGTATCTACA-GGTTTAGCAAATA
TGGTCARACGACGACGAC-GGATATGGTGAAACAAATGTATCTACA-GGTTTAGCAAATA

T = = = o T o o T
TTTgTGATGACATgCCGCTGTTCcAAAAGATTGGACCTTA---CATTGTCCTT-~~-~-CACA
TTT-TATCGAAAT-TAACACTT-AAATTGTGGTACTGTAGAACATAGTCTTT-CGGAGCA
TTT~-TATCGAAAT-TAACACTT-AAATTGTGGTACTGTAGAACATAGTCTTT~CGGAGCA
TTT-TATCGAAAT-TAACACTT-AAATTGTGGTACTGTAGAACGTAGTCTTT-TGGAGCA
TTT-TATCGAAAT~-TAACACTT-ARATTGTGGTACTGTAGAACATAGTCTTT-CGGAGCA
TTT-TATCGAAAT-TAACACTT-ARATTGTGGTACTGTAGAACATAGTCTTT-CGGAGCA
TCC-TATCGAAAT-TAGCCCTT-GAGTTATGAAATTGTAAAACAAAATCTTTaTGGAGCT
TTT-TATCARAAT-TAACACTT-AAATTGTGGTACTGTAGAACATAGTCTTT-TGGAGCA
TTT-TATCGAAAT-TAACACTT-ARATTGTGGTACTGTAGAACATAGTCTTT-TGGAGCA
TTT-TATCGARAT-TAACACTT-AAATTGTGGTACTGTAGAACATAGTCTTT-TGGAGCA

B L S r e o o o E s o T o o T o B o o o S S AN S S
ACCCCGCGGAAC-ATCACTGCTCC A-AATCT-GGGTTTCCGAGTcg
AGCTCTTTAATCAATCGAAGAGCA CAATTTAGGGCCTGCGCGT~--
AGCTCTTTAATCAATCGAAGAGCAT)| ACAATTTAGGGCCTGCGCGT -~
AGCTCTTTAATCAATTGAAGAGCA ACAATTTAGGGCCTGCGCGT--
AGCTCTTTAATCAATCGAAGAGCA ACAATTTAGGGCCTGCGCGT--
ACAATTTAGGGCCTGCGCGT--
GCTGTTAAGTGCCTTGGGGT--

GAATTTAGGGCCTGCGCAT--

CAATTTAGGGCCTGCGCGT-~

CAATTTAGGGCCTGCGCGT—

AGCTCTTTAATCAATCGAAGAGCA'
AGCTCTTTAATCAATTGAAGAGCC
AGCTCTTTAATCAATTGAAGAGCG
AGCTCTTTAATCAATTGAAGAGCA'
AGGTCTTTAATCAATTGAAGAGCA

B R E e T T S o e R s
gggggAGATTTaccCCTGCTCTTCCTTTGCACCACGtgCCTGGGGCATGGGGGCagCAGE
————— ARACGT---CGTTTACTGCGTGCGGACCA----CCTCGTGCAGATCGGC~-=CATC
----- AAACAT---CGTTTACTGCGTGCGGACCA----CCTCGTGCAGATCGGC--CATC
————— AARCAT---CGTTTACGGCGTGCTGACCA----CCTCGTGCAGATCGGC~--CATC
————— AAACAT---CGTTTACTGCGTGCGGACCA---~-CCTCGTGCAGATCGGC--CATC
----- AAACAT---CGTTTACTGCGTGCGGACCA----CCTCGTGCAGATCGGC-~-CATC
————— AAGCGT---CATTGGATGATTGTTGTCCC----CCTCGTGCAGATCGTC~--CATC
----- AAACTT---CGTTTACTGCGTGCTGACCA----CCTCGTGCAGATCTCC~~CATC
----- AAACAT---CGTTTACTGCGTGCTGACCA----CCTCGTGCAGATCGGC~--CATC
----- ARRCAT---CGTTTACTGCGTGCTGACCA----CCTCGTGCAGATCGGC--CATC

R e e e e e e RS B e o o T e e I
-=-AGGGAGACTGTACTGACTCGCcataTTTTAATCTCCGGC-GTGT-TATATA--CATTGG
TATCTGAARATTCTCCCCATTCG----GTGGTATCACCGTCTTTGTCCATGTACGCCTTGA
TATCTGARATTCTCCCCATTCG----GTGGTATCACCGTCTTTGTCCATGTACGCCTTGA
TATCTGARATTCTCCCCATTCG----GTGGTATCACCGTCTTTGTCCATGTACGCCTTGA
TATCTGAARATTCTCCCCATTCG----GTGGTATCACCGTCTTTGTCCATGTACGCCTTGA
TATCTGARATTCTCCCCATTCG---~GTGGTATCACCGTCTTTGTCCATGTACGCCTTGA
GATCAGARACTCACCCCARAACC=--=-~ATGGGGTCTCCGTCCTTCTCCGAGTAGGACTTGA
TATCTGARATTCTCCCCATTCG----ATTGAATCACCGTCCTTGTCCATGTACGCCTTGA
TATCTGARATTCTCCCCATTCG----ATTGAATCACCGTCTTTGTCCATGTACGCCTTGA
TATCTGARATTCTCCCCATTCG-~--~-ATTGAATCACCGTCTTTGTCCATGTACGCCTTGA

+++++++, 4+ AR AR AR AR 4
CATC-GA---Cl CTGTATCGATGGAACGCTTCTG----GGTaaTTT
CATCGGAACTT TGTTCGGATGGARATGTGCTGACCTGGT--TGG
CATCGGAACTT! TGTTCGGATGGARATGTGCTGACCTGGT--TGG
CATCGGAACTT TGTTCGGATGGARATGTGCTGACCTGGT--TGG
CATCGGAACTT TGTTCGGATGGARATGTGCTGACCTGGT--TGG

CATCGGAACTT! TGTTCGGATGGAARATGTGCTGACCTGGT--TGG
CATCGGAGCT TGTTCGGATGGAAACGTGCTGATCTGGT--TGG
CATCGGAACTT TGTTCGGATGGAAATGTGCTGACCTGGC--TGG
CATCGGAGCTT! TGTTCGGATGGAAATGTGCTGACCTGGT--TGG
CATCGGAGCTT! TGTTCGGATGGAAATGTGCTGACCTGGT--TGG
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373)
437)
424)
430)
431)
427)
439)
2369)
2368)
2369)

428)
497)
484)
490)
491)
487)
499)
2429)
2428)
2429)

484)
553)
540)
546)
547)
543)
555)
2485)
2484)
2485)

535)
608)
595)
601)
602)
598)
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2540)
2539)
2540)

594)
657)
644)
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651)
647)
662)
2589)
2588)
2589)

636)
712)
701)
709)
707)
703)
713)
2645)
2645)
2646)
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TTACACCGCAACAGACAA-ATTATATC GAATTCAAC-TCCAACCGTATCAG
GGATACCAGGTCGAAGAATCTGTTGTT GTATTTCCCTTCGAATTGTATGAG
GGATACCAGGTCGAAGAATCTGTTGTT! GTATTTTCCTTCGAATTGTATGAG
GGATACCAGGTCGAAGAATCTGTTGTT GTATTTCCCTTCGAATTGTATGAG
GGATACCAGGTCGAAGCATCTGTTGTT! GTATTTCCCTTCGAATTGTATGAG

GGATACCAGGTCGAAGAATCTGTTGTT GTATTTCCCTTCGAATTGTATGAG
GGATACCAAATCGAAGAATCTGTTAGT! GTATTTCCCTTCGAACTGGACAAG
GGATACCAGGTCGAAGAATCGGTTGTT GTATTTCCCTTCGAATTGTACGAG
GGATACCAGGTCGAAGAATCTGTTGTT! GTATTTCCCTTCGAATTGGAGGAG
GGATACCAGGTCGAAGAATCTGTTGTT! GTATTTCCCTTCGAATTGGAGGAG

B T O T o S
GA---GAATACGTAGCCTCTAATCTTTG-CAAATACTTGATAGCCcAACATGCcaTCGARAAC
CACATGGAGATGAGGGCTCCCATCTTCGTGAAGTTCTCTACAG-~ATCTTG-~-ACAAACA
CACATGGAGATGAGGGCTCCCATCTTCGTGARGTTCTCTACAG--ATCTTG--ACAAACA
CACATGGAGATGAGGGCTCCCATCTTCGTGAAGTTCTCTACAG--ATCTTG~~ACAAACA
CACATGGAGATGAGGGCTCCCATCTTCGTGAAGTTCTCTACAG--ATCTTG--ACAAACA
CACATGGAGATGAGGGCTCCCATCTTCGTGAAGTTCTCTACAG--ATCTTG--ACAAACA
CACGTGGAGATGAGGGCTCCCATCTTCGTGAAGCTCTCTGCAG-~ATCTTG-~-ATATATT
CACATGGAGATGAGGGCTCCCATCTTCGTGAAGTTCTCTACAG~~ATCTTG--ACAAACA
CACATGGAGATGAGGGCTCCCATCTTCGTGAAGTTCTCTACAG--ATCTTG--ACAAACA
CACATGGAGATGAGGGCTCCCATCTTCGTGAAGTTCTCTACAG-~-ATCTTG~-~ACARACA

o o P+t L i T e A e R o o s e e e
CCGTGTagggTTTCCGGA-~-~= ARAGGATGAATAATCG--~GA-TCCCACATCCTTGGA
GCTTGT---~TGACAGGAGTGTTGATGGAT-TTTAATTGTTCGAGTGCTTCTTCTTTGGT
GCTTGT----TGACAGGAGTGTTGATGGAT-TTTAATTGTTCGAGTGCTTCTTCTTTGGT
GCTTGT----TGACAGGAGTGATGAGGGAT-TTTAATTGTTCGAGGGCCTCTTCTTTGGT
GCTTGT----TGACAGGAGTGTTGATGGAT-TTTAATTGTTCGAGTGCTTCTTCTTTGGT
GCTTGT----TGACAGGAGTGTTGATGGAT-TTTAATTGTTCGAGTGCTTCTTCTTTGGT
TCTTAT----TTGCCGGAGCGTT-AAGGATGTGTAATTGGGAAAGTGCTTCTTCATTAGT
ACTTGT----TGACAGGAGTGCTGAGGGAT-TTTAATTGTTCCAGTGCTTCTTCTTTGGT
GTTTGT----TGACAGGAGTGTTGATGGAT-TTTAATTGTTCGAGTGCTTCTTCTTTGGT
GTTTGT----TGACAGGAGTGTTGATGGAT-TTTAATTGTTCGAGTGCTTCTTCTTTGGT

++++HHH4o i+ S U e e e PP o PR o
-TAGTGGAGGGTGGTCCCTAtctttaTGGT! CACTAATTAAGCTTTGCACATG
~TAGAGAACAGTGTGG-ATA TAGTTTCTACTCTGTA-ACTTA
-TAGAGAACAGTGTGG-ATA TAGTTTTTACTCTGTA-ACTTA
~TAGAGAACAATGTGGGGTA-==—~~ TAGTTTTTGCTCTGTA-ACTTA
-TAGAGAACAGTGTGG-ATA TAGTTTTTACTCTGTA-ACTTA
-TAGAGAACAGTGTGG-ATA TAGTTTTTACTCTGTA-ACTTA
aAAAAGAGCACTGGGGGATA TAATTTTGGGGCTTTGCA-TGA
-TAGAGAACACTTTGG-ATA-—-—-~ TAGTTTTTACTCTGTA-ACTTA
~TAGAGAACAGTGTGG-ATA TAGTTTTTGTTCTGTA-ACTTA
-TAGAGAACAGTGTGG-ATA TAGTTTTTGTTCTGTA-TCTTA

B o o o T o o AP S o S P S S O A
CAACGTGATTGGTC-AGTCA---AAAGTTTGGCTTC-~—=~~ TGG-GAC~---CAC----A
AAACGACGT-GGTGGAGGCATTTGGAGTGTCGTTTT-GTAT-TGGAGACA-TC-CTTCTA
AAACGACGT-GGTGGAGGCATTTGGAGTGTCGTTTTTGTAT-TGGANACAATC~-CTTCTA
AAACGACGTGGGGGGAGGCATTTGGAGTGTCGTTTT-GTAT-TGGAGACAATCACTTCTA
AAACGACGT-GGTGGAGGCATTTGGAGTGTCGTTTT~GTAT-TGGAGACAATC-CTTCTA
AAACGACGT~GGTGGAGGCATTTGGAGTGTCGTTTT-GTAT-TGGAGACRATC~-CTTCTA
AAACGACCT-GCTCGAGGCATTT--~-TTTATTTGGTGAATCGGGGGGCACTC~~~~ARAA
AAACGACGT-GGTGGAGGCATTTGGAGCGTCGTTTT-GTAT-TGGAGACAATC-CTTCTA
AAACGACGT-GGTGGAGGCATTTGGAGTGTCGTTTT-GTAT-TGGAGACAATCACTTCTA
AAACGACGT-GGTGGAGGCATTTGGAGTGTCGTTTT~GTAT-TGGAGACAATCACTTCTA

L 0 S R S o T I o P o e sssaem et R
TCTCAAARATTTTCGC! .

TCCC-ATATATTGGGA :

TCCCCATATATT-GGA(

TCCCTATGTATT-GGA!

TCCCCATATATT-GGA!

TCCCCATATATT-GGA

GTCTTATGGACTC

TCCCTATGTATT-GGA! P ATCTacaAGTTCTAT
TCCCTATGTATT-GGAG A ATAA----GTGCTAT
TCCCTATGTATT-GGA R ATAA-—--CTCCTAT
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ToLCSBV 690) TCAAGGGTGTACAAAATTACCTAGAA---GCCCCTT------- ATA----GAACT-TAT-

PepPSl-1 757) --AAGGGCTTC-TAGGTAATTTTGTA-CCCCCCTTGAATGATAAAA-GGGGCACT-CGT~
PepTD1-1 746) --AAGGGCTTC-TAGGTAATTTTGTA--CACCCTTGAATGATTAAG-GCGGCACT-CGT~
PepPYK1 752) --ATGGGCCTTACTACTTATTGGGCC--TATCCCCG---GGGTAAA-GCGGCACT-CGT~-

(
(
(
(
PepS02-1 ( 753) -AAAGGGCTTC-TAGGTAATTTTGTA--CACCCTTGAATGATTAAA-GCGGCACT-CGTt
(
(
(
(
(

PepAGl-4 749) --AAGGGCTTC-TAGGTTATTTTTGT-ACCCCCTTGAATGATTAAAGGCGGCACT-CGT-
PepPBST2- 766) AATTGTAATTCGCAAATAAATTCAAAtTCAAATTTGAA--GTCAAAAGCGGGCCTCCGT-
PYLCIVAg 2701) --AAGGGTGTT-TAGGTAATTGTGTA--CACCCTTGAATGATTAAA-GCGGCACT-CGT-
PYLCIVBoO 2688) --ATGGGCCTA-ACTATAAATTGGGC--CTAACCCG----GGTAAA-GCGGCACT-CGT-
PYLCIVTo 2689) --ATGGGCCTA-ACTATAAATTGGGC--CTAACCCG----GGTAAA-GCGGCACT-CGT-

Gambar 6. Perbandingan hasil sekuensing 1 isolat (ToLCSBV) geminivirus
dengan sekuen isolat geminivirus asal cabai Sumatera Barat dan
GeneBank.

Berdasarkan Analisis Aligment (Perbandingan Urutan) Nukleotida isolat
ToLCSBYV dengan isolat geminivirus asal cabai dan GeneBank dapat kita ketahui
bahwa urutan nukleotida ada yang mengalami mutasi. Dari aligment urutan
nukleotida isolat ToLCSBV mengalami perubahan struktural berupa delesi
(penghilangan satu atau beberapa nukleotida) dan insersi (penambahan nukleotida
pada struktur DNA). Dari Gambar 6 mutasi delesi dapat dilihat pada urutan
nukleotida ke 164, 332 dan 372 (ditandai dengan warna biru). Dari aligment ini
terjadi delesi pada isolat ToOLCSBV karena beberapa nukleotida pada isolat
ToLCSBV hilang sedangkan isolat yang lain urutan nukleotida lengkap (tidak
terjadi delesi). Mutasi insersi dapat dilihat pada urutan nukleotida ke 535, 610,
636, 713 dan 2645 (ditandai dengan warna merah). Pada aligment ini yang
mengalami mutasi insersi yaitu isolat ToLCSBV, PepPBST2 dan PYLCIVAg
karena, jika dibandingkan urutan nukleotiada isolat ToLCSBV, PepPBST2 dan
PYLCIVAg dengan isolat lain terjadi penambahan/penyisipan pasangan basa
sedangkan isolat yang lain mengalami perubahan atau pengurangan nukleotida
(tidak ada pasangan basa).

Terjadinya mutasi yang berupa penambahan (insersi) dan pengurangan
(delesi) suatu nukleotida pada umumnya merupakan mutasi yang mempunyai
pengaruh sangat merusak. Oleh karena itu mutasi semacam ini dapat mengubah
pola pembacaan (reading frame) suatu gen mulai dari tempat terjadinya mutasi
tersebut sampai seterusnya. Mutasi yang mengubah pola pembacaan (frameshifi
mutation) mempunyai dua implikasi, pertama semua kodon mulai dari tempat
terjadinya mutasi dan seterusnya akan menghasilkan urutan asam-asam amino
yang berbeda dan kemungkinan merupakan polipeptida yang tidak fungsional.
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Kedua, ada kemungkinan kodon terminasi tidak terbaca oleh karena pola
pembacaannya berbeda sehingga translasinya akan berlangsung sampai di luar gen
yang bersangkutan (Yuwono, 2006).

4.6 Analisis Filogenetik Geminivirus Berdasarkan Sekuen-Daerah Common
Region (Top Region)

Analisis filogenetik isolat ToLCSBV digunakan untuk menentukan
hubungan kekerabatan diantara geminivirus asal Asia (GeneBank) yang
menginfeksi tembakau dan inangnya. Analisis ini didasarkan pada urutan DNA
“top region“ isolat TOLCSBV dibandingkan dengan isolat-isolat geminivirus dari
GeneBank dan isolat geminivirus asal cabai Sumatera Barat (Trisno, 2010) (Tabel
3). Hasil analisis filogenetik dapat dilihat pada Gambar 7.

TolLCSBV Isolat tembakau

Sumatera Barat
Peprs1-1\
PepAGl-4
10

A om Isolat Cabai

Sumatera Barat
10 PepPYK1
5ol PepS02-1
?cpPBSIEj
PYLCIVAg
T - Isolat Ge!ninwurus
Indonesia (Gene
1
PYLCIVTo Bank)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 i

Gambar 7. Filogenetik kekerabatan isolat TOLCSBV geminivirus Sumatera Barat
berdasarkan runutan DNA Top Region terhadap isolat-isolat
geminivirus Indonesia dari data GeneBank dan data Trisno, 2010.
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Berdasarkan analisis filogenetik menunjukkan bahwa terdapat 3 group
yang berbeda. Group 1 terdiri dari 1 isolat yaitu : isolat TOLCSBV yang berasal
dari isolate tembakau. Group 2 terdiri dari 8 isolat yaitu : isolat PepAgl-4,
PepPS1-1, PepPYK1, Pep TD1-1, PepSO2-1 dan PepPBST2-2 berasal dari isolat
cabai Sumatera Barat. Group 3 terdiri dari 3 isolat yaitu : PYLCIVAg,
PYLCIVBo, PYLCIVTo berasal dari data GeneBank.

Dari analisis ini terlihat bahwa pengelompokkan terjadi menurut lokasi
tanaman inang. Hal ini ditunjukkan oleh pengelompokkan group 1, 2 dan 3,
dimana isolat yang berasal dari lokasi berbeda dan jenis tanaman inang yang
berbeda maka pengelompokannya berbeda. Penelitian Trisno (2010) menemukan
bahwa dari analisis filogeni 15 isolat geminivirus Sumatera Barat menunjukkan
bahwa isolat-isolat Sumatera Barat berbeda dengan isolat-isolat dari Jawa, seperti
Pepper Yellow Leaf Curl Indonesia Virus (PYLCIV) asal cabai, PYLCIV asal
tomat, PYLCIV asal gulma Ageratum conyzoides (babadotan) dan Tomato Leaf
Curl Indonesia Virus. Isolat-isolat dari Sumatera Barat membentuk 2 group
dengan nilai bootstrap yang tinggi dengan nilai 98-100%.

Isolat ToLCSBV pengelompokkannya berbeda dengan isolat dari
GeneBank dan isolat geminivirus Sumatera Barat. Isolat geminivirus Sumatera
Barat asal cabai membentuk 1 kelompok dan isolat dari GeneBank juga
membentuk 1 kelompok. Dari analisis filogenik ini dapat dipastikan bahwa isolat
ToLCSBV merupakan isolat baru dengan dukungan nilai bootstrap 100% dan
nilai kesamaan/ kemiripan 0% dengan isolat lain. Rybicki (1998) menyatakan
bahwa nilai identitas sekuen nukleotida dapat digunakan untuk mengidentifikasi
suatu virus sebagai spesies. Nilai identitas >90% menunjukkan satu spesies yang
sama sedangkan bila <90% merupakan galur baru. Berdasarkan hal tersebut,
secara tentatif ToLCSBV diusulkan merupakan galur baru dan diberi nama
Tobacco Leaf Curl Sumatera Barat Virus.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilaksanakan dapat disimpulkan

bahwa :

L.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penyakit kerupuk telah tersebar di
Kabupaten Lima Puluh Kota dengan rata-rata persentase serangan 25,8%
tergolong pada kriteria serangan berat dan intensitas serangan 19,6%
dengan karakterisasi gejala yang beragam.
Hasil identifikasi didapat 10 isolat yang terdeteksi geminivirus dan 1 isolat
yang disekuensing untuk dianalisis lebih lanjut.
Isolat geminivirus pada tanaman tembakau Kabupaten Lima Puluh Kota
memiliki tingkat kesamaan genetik dengan Pepper Yellow Leaf Curl
Indonesia Virus isolat asal dari gulma babadotan (4Ageratum conyzoides)
dan Pepper Yellow Leaf Curl Indonesia Virus isolat asal cabai penyebab
penyakit virus kuning keriting pada tanaman cabai dengan tingkat
kesamaan genetik 94%.
Analisis filogenetik isolat geminivirus pada tanaman tembakau Kabupaten
Lima Puluh Kota membentuk kelompok tersendiri dengan isolat
geminivirus GeneBank dan cabai Sumatera Barat berdasarkan asal/lokasi
isolat. Isolat geminivirus pada tanaman tembakau Kabupaten Lima Puluh
Kota merupakan geminivirus galur baru, sehingga dapat disebut dengan
Tobacco Leaf Curl Sumatera Barat virus (ToOLCSBV).

5.2 Saran
Disarankan untuk pengujian lebih lanjut tentang virus kerupuk pada

tembakau.
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