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Kloning Gen C1 (Rep) Geminivirus ke dalam Escherichia coli BL21

Abstrak

Kloning gen ke dalam suatu vektor untuk stok gen sangat penting dilakukan
sebagai langkah awal metode Phatogen Derived Resistance (PDR), guna merakit
tanaman cabai merah yang resisten dari serangan Geminivirus. Di dalam
Geminivirus, gen Cl (Rep) memiliki peranan yang sangat penting untuk
replikasinya. Oleh karena itu, penggunaan gen CIl akan lebih efektif jika gen
tersebut digunakan pada metode PDR daripada gen-gen lainnya dari Geminivirus.
Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi dan Pemuliaan
Tanaman, Fakultas Pertanian, Universitas Andalas. Percobaan kloning dilakukan
dengan mentransformasi pGem-1" easy rekombinan yang telah terinsersi oleh gen
C1 melalui metode “kejut panas™ dan seleksi antibiotik ke dalam Escherichia coli
BL21. Hasil penelitian ini ialah satu koloni transforman yang mengandung pGem-
T easy vector rekombinan yang telah terinsersi oleh gen C1 Geminivirus dari dua
belas koloni E. coli BL21 transforman. Hasil penelitian telah diverifikasi
menggunakan amplifikasi, restriksi, dan verifikasi sekuens DNA melalui
sekuensing. Verifikasi amplifikasi menggunakan primer T7/SP6 dengan ukuran
produk PCR sekitar 1307 bp dan primer C1-BamHI/Smal-NT dengan ukuran
produk sekitar 1132 bp. Verifikasi restriksi dilakukan menggunakan enzim
BamHI dan Smal. Data sekuens telah diverifikasi melalui teknik sekuensing
menggunakan primer T7/SP6.

Kata kunci: gen C1 Geminivirus, cabai merah, kloning, dan E. coli BL21
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Cloning C1 Gene (Rep) of Geminivirus to Escherichia coli BL21

Abstract

Cloning a gene to vector as material gene is really important as the first step of
Pathogen Derived Resistance (PDR) method to develop a resistance red chili
pepper from Geminivirus attack. In Geminivirus, C1 gene (Rep) has very
important role for its replication. So it will be more effective if it is used for PDR
than other genes of Geminivirus. This research was done in Laboratory of
Biotechnology and Plant Breeding, Faculty of Agriculture, Andalas University.
Cloning was done by transformed recombinant pGem-T easy which was inserted
by C1 gene by using heat shock method and antibiotic selection on Escherichia
coli BL21. The result of this research was one transformant colony containing a
recombinant pGem-T easy vector which is inserted by Cl gene from twelve
selected colonies transformant E. coli BL21. Then the results have been verified
by using amplification, restriction, and sequence DNA verification through
sequencing. The amplification was verified by using T7/SP6 primers (size of PCR
product is about 1307 bp) and C1-BamHI/Smal-NT primers (size of product is
about 1132 bp). The restiction was verified by using BamHI and Smal enzymes.
The sequence was verified by sequencing using T7/SP6 primers.

Key words: C1 gene of Geminivirus, red chili pepper, cloning, and E. coli BL.21.
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L PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sayuran merupakan salah satu komoditi yang berperan penting dalam
menunjang perekonomian Sumatera Barat. Salah satu jenis komoditi sayuran
tersebut adalah cabai merah. Cabai merah mempunyai nilai ekonomi yang penting
dibandingkan dengan jenis sayuran lainnya (Arneti ef al., 2009). Sumatera Barat
merupakan salah satu provinsi penghasil cabai di Indonesia. Produksi cabai di
Sumatera Barat sangat fluktuatif dan masih jauh dari potensi yang dapat
dihasilkannya. Salah satu penyebabnya ialah adanya serangan hama dan penyakit.

Penyakit yang paling dominan dan sangat merugikan tanaman cabai merah
pada saat sekarang ini adalah penyakit kuning keriting. Penyakit ini disebabkan
oleh Geminivirus dan disebut dengan Pepper Yellow Leaf Curl Virus (PepYLCV)
(genus: Begomovirus; famili: Geminiviridae). Di Sumatera Barat gejala penyakit
ini dilaporkan pertama kali pada akhir tahun 2003 di Kabupaten Sawah Lunto,
Sijunjung dan pada tahun 2004 telah menyebar di seluruh areal pertanaman cabai
di Sumatera Barat (Syaiful, 2005).

Para pemulia tanaman saat ini berusaha untuk mengembangkan kultivar-
kultivar tahan terhadap Geminivirus baik melalui pendekatan konvensional
maupun pendekatan rekayasa genetik. Pendekatan pemuliaan konvensional belum
memberikan peranan yang berarti terhadap penanganan penyakit kuning keriting
karena spesies-spesies cabai yang diketahui memiliki ketahanan terhadap penyakit
kuning keriting belum teridentifikasi sampai saat ini. Seiring dengan hal tersebut
maka pendekatan pemuliaan nonkonvensional dengan menggunakan teknik
rekayasa genetik juga dilakukan secara intensif (Gonsalves, 2002).

Strategi rekayasa genetik memiliki dua pendekatan dalam pengembangan
kultivar resisten terhadap virus berdasarkan sumber gen yang digunakan.
Pendekatan pertama disebut dengan pendekatan Pathogen Derived Resistance
(PDR) dimana gen yang digunakan untuk menghasilkan ketahanan berasal dari
patogen virus itu sendiri (Sanford dan Johnston, 1985). Pada pendekatan kedua,




gen-gen yang digunakan dapat berasal dari inang ataupun organisme lainnya
(Margareta, 2004).

Strategi berbasis PDR dapat dibagi ke dalam beberapa kelompok tergantung
kepada bagian genom virus yang digunakan. Salah satu gen yang dapat digunakan
untuk menghasilkan resistensi berbasis PDR adalah penggunaan gen-gen yang
mengkode protein untuk replikasi (gen replikasi) (Palukaitis dan Zaitlin, 1997).
Pada Geminivirus, gen yang berperan sebagai gen replikasinya ialah gen Cl
(Desbiez et al., 1995; Hull, 2002). Pemanfaatan gen C1 (Rep) di dalam PDR telah
dilakukan oleh Golemboski e al. (1990) pada tanaman tembakau untuk merakit
kultivar tembakau yang tahan terhadap Tobacco Mosaic Virus (TMV).

Ketahanan yang serupa juga telah dikembangkan untuk beberapa jenis virus
lainnya seperti Pea Early Browning Virus, PVY, dan CMV. Konsep penggunaan
gen dari gen Rep yang telah digunakan untuk pembentukan ketahanan pada
tanaman, dapat terdiri dari penggunaan sekuens gen sepenuhnya dan adanya
pemotongan atau mutasi pada gen tersebut. Kebanyakan dari sifat ketahanan yang
telah diperoleh pada hasil percobaan, tidak membutuhkan sintesis protein dan
menjadi perantara pada level RNA. Jenis ketahanan ini memiliki keterbatasan
hanya untuk spektrum serangan virus yang sempit. Spektrumnya lebih sempit
daripada Coat Protein Mediated Resistance (CPMR). Untuk membuat spektrum
ketahanannya menjadi luas merupakan hal yang sangat penting dilakukan. Hal ini
dilakukan untuk memperbanyak gen Rep tersebut dari beberapa sumber virus
yang berbeda ke dalam genom tanaman yang dicobakan. Walau spektrum gen Rep
sempit, tetapi sifat ketahanan yang dihasilkannya sangat kuat. Serangan virus
dengan tingkat agresivitas yang sangat tinggi, tidak akan memberi pengaruh
terhadap tanaman transgenik yang memiliki ketahanan dari gen Rep (Dasgupta ef
al., 2003).

Langkah awal dalam tahapan perakitan kultivar cabai merah tahan
Geminivirus melalui pendekatan PDR dapat dilakukan dengan mengkloning gen
target ke dalam plasmid yang diperbanyak di dalam vektor perbanyakan seperti
bakteri Escherichia coli BL21. Bakteri Escherichia coli BL21 memiliki
keunggulan untuk kloning gen dibandingkan bakteri Escherichia coli (E. coli)

strain lainnya. E. coli BL21 memiliki kemampuan memperbanyak diri dalam




Jjumlah rendah (low copy number) tetapi memperlihatkan ekspresi yang lebih baik
untuk tujuan transformasi gen/DNA daripada bakteri E. coli lainnya (Nellen,
2011). Selain itu, E. coli BL21 juga memiliki ketahanan terhadap antibiotik
chloramphenicol sehingga memudahkan seleksi bakteri E. coli BL21 transforman
di media selektif.

Kloning gen target sebagai langkah awal perakitan kultivar cabai merah
tahan geminivirus sangat penting untuk stok gen dan memudahkan proses ligasi
gen target ke dalam plasmid yang akan digunakan untuk proses transformasi serta
diharapkan dapat terckspresi dengan baik di dalam tanaman. Adapun plasmid
yang dapat mengekspresikan gen target dengan baik di dalam tanaman ialah
plasmid pBI121, pBin19, pET-15b, dan masih banyak plasmid komersial lainnya
yang biasa digunakan untuk proses transformasi genetik ke dalam tanaman.
Namun kekurangan plasmid-plasmid ini ialah biasanya memiliki ujung lengket
(sticky end) setelah dipotong dengan enzim restriksi, sedangkan gen target
biasanya berujung tumpul (blunt end) (Brown, 1991). Sehingga perlu dilakukan
penambahan adaptor pada proses ligasi gen target ke dalam plasmid tersebut.
Untuk memudahkan ligasi gen target ke dalam plasmid yang dapat terekspresi di
dalam tanaman, maka perlu dilakukan ligasi gen target ke dalam plasmid pGem-T
easy terlebih dahulu, karena ujung basanya telah diketahui pasti yaitu basa T
(Timin) dengan gen target hasil amplifikasi (PCR) yang ujung basanya sudah
pasti A (Adenin). Sehingga persentase keberhasilan ligasi gen target ke dalam
plasmid pGem-T easy lebih tinggi dibandingkan plasmid-plasmid lainnya.

Berdasarkan uraian di atas, peneliti tertarik dan telah melakukan penelitian
yang berjudul, “Kloning Gen C1 (Rep) Geminivirus ke dalam Escherichia coli
BL21”, sebagai langkah awal terhadap upaya perakitan kultivar cabai merah yang

resisten terhadap serangan penyakit Geminivirus melalui pendekatan PDR.

1.2 Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan plasmid dan bakteri E. coli
BL21 rekombinan yang mengandung gen C1.




II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Geminivirus

Geminivirus termasuk dalam kelompok virus tanaman dengan genom
berukuran 2,6-2,8 kb berupa utas tunggal DNA yang melingkar dan terselubung
dalam virion ikosahedra kembar (geminate) (Rusli et al., 1999). Replikasi virus
terjadi dalam bagian nukleus tanaman melalui pembentukan utas ganda DNA
(double stranded DNA replicative form). Geminivirus merupakan kelompok virus
yang memiliki asam nukleat deoksiribonukleat (DNA) dalam bentuk utas tunggal
[single stranded (ssDNA)] (Sudiono dan Purnomo, 2008).

Di Meksiko, Venezuela, Brazil, Amerika Serikat (Florida), dan di
beberapa negara di Amerika Tengah serta Karibia, serangan Geminivirus yang
ditularkan oleh kutu kebul Gennadius (Homoptera: Aleyrodidae) mengakibatkan
hancurnya industri tomat (Sudiono dan Purnomo, 2008). Serangan Tomato Yellow
Leaf Curl Virus Gemini di Israel dan isolat cabai Geminivirus di Texas
menyebabkan kehilangan hasil mencapai 100% (Pico ef al., 1996; Stenger et al.,
1990). Di Propinsi Lampung penyakit kuning telah menyebar sejak tahun 2000 di
sentra-sentra tanaman tomat dan tanaman cabai (Sudiono dan Purnomo, 2008).

Geminivirus dibedakan menjadi tiga kelompok berdasarkan tanaman
inang, serangga vektor, dan struktur genomnya. Kelompok I adalah Geminivirus
yang menginfeksi tanaman monokotil, ditularkan oleh serangga vektor wereng
daun, dan memiliki struktur genom monopartit. Kelompok I Geminivirus yang
menginfeksi tanaman dikotil, ditularkan oleh serangga vektor wereng daun, dan
struktur genomnya monopartit. Kelompok IIl adalah Geminivirus yang
menginfeksi tanaman dikotil, ditularkan oleh serangga vektor kutu kebul, dan
struktur genomnya bipartit. Geminivirus dalam kelompok I1I memiliki daerah
penyebaran yang sangat luas terutama di daerah tropika dan subtropika dimana
kutu kebul (Bemisia tabaci Genn.) dapat berkembang dengan baik (Sudiono et al.,
2005).

Geminivirus mempunyai satu jenis selubung protein dengan bobot molekul

28 kDa. Material genetik virus ini adalah rantai tunggal DNA (ssDNA). Genom




ssDNA pada subgrup I terdiri dari 2,6-2.8 kb, sedangkan pada subgrup II dan III
ukuran ssDNA-nya 2,4-2,6 kb. Geminivirus mempunyai partikel isometrik yang
selalu berpasangan (geminate) (Sugiarman, 2000).

Geminivirus berdasarkan pengelompokkan genom dan kelengkapan secara
biologinya terbagi ke dalam empat kelompok. Keempat kelompok tersebut ialah
genus Mastrevirus yang memiliki genom monopartit dan ditularkan oleh wereng
hijau (Leafhopper) ke tanaman monokotil dan dikotil. Genus Curtovirus
memiliki genom monopartit dan ditularkan oleh wereng hijau (Leafhopper) ke
tanaman dikotil. Genus Topocuvirus memiliki genom monopartit oleh wereng
pohon (7reehopper) ke tanaman dikotil. Genus keempat ialah Begomovirus yang
memiliki genom bipartit (genom A dan genom B) dan monopartit, serta ditularkan
oleh kutu kebul (Whiteflies) (Rojas, 2004).

Diantara genus-genus tersebut diatas, Begomovirus merupakan genus
dengan jumlah anggota terbesar. Genus Begomovirus terdiri dari virus-virus
dengan genom bipartit atau monopartit. Sebagian besar anggota genus
Begomovirus memiliki genom bipartit yang terdiri dari dua molekul DNA utas
tunggal sirkuler yang berbeda yaitu DNA A dan DNA B dengan masing-masing
berukuran 2,7-2.8 kb. Begomevirus dengan genom monopartit, semua gennya
terletak pada satu DNA utas tunggal sirkuler yang berukuran 2,8 kb. Komponen
DNA Geminivirus baik monopartit maupun bipartit mengandung gen-gen yang
menyandikan protein dengan fungsi yang khusus (Tabel 1). Gen penyandi protein
selubung virus merupakan daerah genom yang mempunyai runutan DNA dengan
derajat kesamaan yang tinggi antara anggota Geminivirus dalam satu genus
(Meliansyah, 2010).

Menurut Bos (1994), yang termasuk kelompok Geminivirus adalah maize
streak virus (MSV), chloris striate mosaic virus (CSMV), bean golden mosaic
virus (BGMV), cassava latent virus (CLV) dan tomato golden mosaic virus
(TGMV). Selain virus-virus tersebut, anggota Geminivirus lainnya menurut
Agrios (1997), yaitu tobacco mosaic virus (TMV), squash leaf curl virus (SLCV),
tobacco leaf curl virus (TLCV), tomato mosaic virus (ToMV), tomato yellow leaf
curl virus (TYLCV) dan beat curly top virus (BCTV).




Tabel 1. Jenis dan fungsi gen Begomovirus (Meliansyah, 2010).

Monopartit

Bipartit

Protein dan fungsinya

\2!

AV1

Protein selubung virus (coat protein), berperan
dalam penyebaran virus, pergerakan virus di
dalam inangnya dan berperan dalam penularan
yaitu melindungi partikel virus dari degradasi

' pada saat masuk sistem pencernaan kutu kebul.

V2

AV2

Movement protein (MP), berperan dalam

pergerakan virus dalam tanaman terinfeksi.

Cl1

AClI

Replication-associated protein (Rep), berperan

dalam proses replikasi virus.

C2

AC2

Transcriptional  activator protein (TrAP),
protein yang terlibat dalam pengaktifan
transkripsi dari promoter protein selubung.
Protein ini ditemukan pada inti dan berperan

dalam patogenesitas virus.

C3

AC3

Replication enhancer protein (REn), protein ini
berinteraksi  dengan protein Cl dan

meningkatkan akumulasi DNA virus.

C4

AC4

Berinteraksi dengan C1 dan V2, berperan
dalam penentu gejala dan terlibat dalam inisiasi
pembelahan sel, pergerakan DNA virus dari sel
ke sel mematahkan mekanisme pertahanan

tanaman.

BV1

Nuclear  shuttle  protein  (NSP)  dan
menyandikan virion DNA B.

BCl

Movement protein (MP), berperan dalam
pergerakan virus di dalam tanaman terinfeksi.




.
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Gambar 1. Pembagian genus Geminivirus beserta genomnya (Microbiologybytes,
2009)

Serangan Geminivirus pada tanaman cabai di Indonesia dilaporkan terjadi
di daerah Jawa Barat pada tahun 1999 (Hidayat e al., 1999). Gejala penyakit ini
sangat khas meliputi: tulang daun menebal, tepi daun menggulung ke atas, dan
helai daun berwarna kuning cerah (Sulandari er al.. 2006). Menurut BBPPTP
(2008), variasi gejala yang mungkin timbul pada cabai akibat serangan

Geminivirus ialah:




a. Tipe-1: Gejala diawali dengan pucuk mengkerut cekung berwarna mosaik
hijau pucat, pertumbuhan terhambat, daun mengkerut, dan menebal
disertai tonjolan berwarna hijau tua.

b. Tipe-2: Gejala diawali dengan mosaik kuning pada pucuk dan daun muda,
gejala berlanjut pada hampir seluruh daun menjadi bulai.

c. Tipe-3: Gejala awal urat daun pucuk atau daun muda berwarna pucat atau
kuning sehingga tampak seperti jala, gejala berlanjut menjadi belang
kuning, sedangkan bentuk daun tidak banyak berubah.

d. Tipe-4: Gejala awal daun muda/pucuk cekung dan mengkerut dengan
warna mosaik ringan, gejala berlanjut dengan seluruh daun berwarna
kuning cerah, bentuk daun berkerut dan cekung dengan ukuran lebih kecil,

serta pertumbuhan terhambat.

2.2 Strategi Mengatasi Geminivirus

Pengendalian penyakit yang disebabkan oleh virus relatif sulit dilakukan.
Virus sangat bergantung pada komponen inang untuk replikasinya, sehingga
aplikasi senyawa antiviral mungkin dapat bersifat fitotoksik terhadap tanaman
inang. Virus tanaman mempunyai keragaman genetik yang tinggi serta
mekanisme replikasi dan patogenesitasnya sangat kompleks. Kebanyakan
penularan virus di alam terjadi melalui kutu daun dan bersifat non persisten
(Taufik et al., 2007) sehingga target pengendalian menjadi lebih luas dan sulit
(Hull, 2002). Penggunaan kultivar tahan merupakan upaya pengendalian yang
perlu dikembangkan. Salah satu keuntungan penanaman kultivar tahan adalah
tidak diperlukan perlakuan khusus. Selain itu kultivar yang tahan atau toleran
bersifat selektif dan secara ekologis aman dan dapat dikombinasikan dengan
metode pengendalian lain seperti biokontrol atau dengan pestisida sekalipun
(Fraser, 1992).

Strategi lain yang digunakan untuk mengatasi penyakit-penyakit yang
disebabkan oleh virus biasanya meliputi pengendalian populasi vektor melalui
penggunaan insektisida, penggunaan bahan tanaman yang bebas virus, perlakuan
kultur teknis yang baik, serta penggunaan varietas-varietas tahan. Para pemulia

tanaman saat ini berusaha untuk mengembangkan kultivar-kultivar tahan terhadap



Geminivirus baik dengan pendekatan konvensional maupun pendekatan rekayasa
genetik. Sayangnya untuk tanaman cabai merah, spesies-spesies yang diketahui
memiliki ketahanan terhadap penyakit kuning keriting belum teridentifikasi
sampai saat ini. Oleh karena itu pendekatan pemuliaan konvensional belum
terlihat memberikan peranan yang berarti terhadap penanganan penyakit virus
kuning keriting. Seiring dengan hal tersebut maka pendekatan pemuliaan
nonkonvensional dengan menggunakan teknik rekayasa genetik juga dilakukan
secara intensif. Upaya-upaya yang telah dilakukan untuk menghasilkan beberapa
tanaman transgenik yang tahan terhadap berbagai jenis virus antara lain telah
dilakukan pada tomat, kentang, mentimun, padi, dan gandum (Jamsari ef al.,
2009).

Berdasarkan sumber gen yang digunakan pada dasarnya ada dua

pendekatan dalam pengembangan kultivar resisten terhadap virus. Pendekatan' .

pertama disebut dengan pendekatan PDR (Pathogen Derived Resisten) dimanalfI
gen yang digunakan untuk menghasilkan ketahanan berasal dari patogen virus itu
sendiri (Sanford dan Johnston, 1985). Pada pendekatan kedua, gen-gen yang
digunakan dapat berasal dari inang ataupun organisme lainnya. Pendekatan
pertama lebih banyak dilaporkan pada berbagai literatur dibandingkan dengan
pendekatan kedua (Margareta, 2004).

Strategi berbasis PDR dapat dibagi ke dalam beberapa kelompok
tergantung kepada bagian genom virus yang digunakan. Salah satu gen yang dapat
digunakan untuk menghasilkan resistensi berbasis PDR adalah penggunaan gen-
gen yang mengkode protein untuk replikasi (gen replikasi). Gen-gen replikasi
memiliki struktur yang berbeda-beda pada setiap genus virus, dengan demikian
pemilihan terhadap jenis virusnya akan mempengaruhi keberhasilan rekombinan
resisten berbasis RMPDR (Replicase-mediated PDR). Dengan menggunakan baik
keseluruhan gen replikasi, ataupun modifikasi melalui pemotongan ataupun
mutasi paling sedikit dihasilkan tanaman yang resisten terhadap 14 jenis virus
yang berbeda (Palukaitis dan Zaitlin, 1997).

Penggunaan sekuens gen replikasi secara utuh diketahui efektif untuk
menghasilkan tanaman yang resisten terhadap Potex-, Poty-, Luteo-, Sobemo-, dan

Polerovirus (Braun dan Hemenway, 1992). Efisiensi resistensinya juga telah
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dibuktikan dengan percobaan lapang. Bahkan kultivar kentang resisten terhadap
Polerovirus Potato Leaf Roll Virus telah diproduksi secara komersial (Lawson et
al., 2001). Salah satu kelemahan penggunaan gen-gen replikasi adalah kenyataan
bahwa resistensinya biasanya efektif untuk virus-virus dan kerabat dekatnya yang
merupakan sumber gen-gen replikasi tersebut. Namun demikian studi terakhir
juga memperlihatkan adanya kemungkinan peningkatan level dan spektrum
resistensi tersebut dengan menggabungkannya dengan resistensi berbasis PTGS
(Post Transcriptional Gene Silencing) (Wintermantel dan Zaitlin, 2000
Goregaoker et al., 2000).

DNA-A terdiri dari 5 open reading frame (ORF), 4 (Rep, TrAP, protein
REn, dan AC4) yang melengkapi pita, satu selubung protein (4V/) di pita virion.
Rep (protein inisiasi replikasi belum lama ini dikenal sebagai ACI) dan protein
REn terlibat dalam replikasi sebagai mutasi dari replikasi viral penghambat Rep,
dimana sebuah mutan protein REn dengan baik mereduksi level DNA dan
menghasilkan beberapa penghambat dan mengurangi gejala-gejala (Mujaddad,
2004). Rep berada di dalam inti tanaman terinfeksi, dimana Rep memainkan peran
kunci di dalam transkripsi dan replikasi DNA Geminivirus (Laufs er al., 1995).
Rep berperan dalam permulaan replikasi (Choi dan Stenger, 1995) dan
menginisiasi pita-positif replikasi DNA (Laufs et al., 1995).

Gen Cl (Rep) merupakan gen pengkode protein replikasi yang
multifungsional yaitu: 1) Gen C1 (Rep) terlokalisasi dengan nukleus, 2) Gen C1
(Rep) memiliki sisi pengenalan DNA spesifik, 3) Gen C1 (Rep) memiliki sisi
endonuklease spesifik dan aktivitas ligasi untuk pita positif (+) viral DNA, 4)
Memiliki aktivitas ATP/GTPase, 5) Mengaktifkan promotor untuk gen mRNA
selubung protein, 6) Dapat menekan promotornya sendiri, 7) Dapat menstimulasi
ekspresi perkembangan antigen inti sel, serta 8) Berinteraksi dengan protein
retinoblastoma (Hull, 2002).

Beberapa aktivitas biokimia gen Rep telah dilaporkan. Secara khusus Rep
berperan dalam pembelahan dan penyatuan viral pita-positif DNA dengan simpul
dari motif jepit rambut (Laufs er al., 1995). Protein tersebut juga memproses
aktivitas menakik DNA, sisi-spesifik topoisomerase dan aktivitas helikase
(Heyraud-Nitschke et al., 1995). Ikatan protein tersebut dengan retinoblastoma
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seperti protein-protein tanaman yang terlibat di dalam siklus sel dan demikian
memiliki fungsi terpenting di dalam ekspresi gen dan replikasi virus (Collin ef al.,
1996). Aktivitas-aktivitas ini dapat terjadi dengan mengikuti langkah-langkah atau
tahapan sebagai berikut :

1). Keterikatan Rep dengan retinoblastoma-berhubungan dengan protein untuk
mencegah sel masuk ke dalam fase S oleh faktor-faktor transkripsi eksekusi
(Collin et al., 1996).

2). Rep mengarahkan kompleks replikasi ke daerah asal replikasi (Fontes er al.,
1992).

3). Cetakan-cetakan yang tidak terbelit oleh aktivitas helikase (Gorbalenya et al.,
1990).

4). DNA yang menakik untuk menginisiasi replikasi putaran (Koonin dan Ilyana
1992; Heyraud-Nitschke ef al., 1995).

5). Pemisahan dari genom—genom yang direplika ke dalam unit lingkaran panjang
monomer-monomer untuk produksi dari keturunan virus-virus oleh enzim
nuklease dan aktivitas enzim ligase (Koonin dan Ilyana, 1992; Heyraud-Nitschke
et al., 1995).

2.3 Teknologi DNA Rekombinan, Transformasi Genetik, dan Kloning Gen

DNA rekombinan merupakan teknik yang dapat dipergunakan untuk
menguraikan mekanisme-mekanisme kompleks yang berkaitan dengan ekspresi
gen. Rekayasa genetika merupakan salah satu teknik DNA rekombinan. Teknik
ini mengubah urutan DNA untuk memodifikasi gen, yang selanjutnya dimasukkan
kembali ke dalam sel atau organisme sehingga dapat meningkatkan (over
expression) atau menurunkan (silencing) sejumlah protein yang dihasilkan
tanaman transgenik. Gen yang direkayasa dapat berasal dari spesies yang sama
atau berbeda dengan spesies tanaman yang akan disisipkan gen tambahan (Alberts
el al., 1994).

Transformasi genetik merupakan salah satu metode yang dapat
dimanfaatkan untuk mempelajari regulasi gen, identifikasi fungsi gen, pengujian
metabolisme, mempelajari fisiologi serta perkembangan tanaman. (Smith dan

Hood, 1995). Transformasi genetik merupakan proses pengambilan DNA oleh
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bakteri dari lingkungan di sekelilingnya. DNA yang berada disekitar bakteri dapat
berupa fragmen DNA atau potongan DNA yang berasal dari sel bakteri lainnya
atau organisme lainnya (Nasution, 2010). Teknologi transformasi genetik tanaman
telah berkembang dengan memanfaatkan berbagai metode transformasi.
Transformasi genetik dapat dilakukan melalui berbagai metode antara lain
elektroporasi, polyethylene glycol, penggunakan serat silicon carbide,
penembakan partikel DNA, dan melalui perantara Agrobacterium tumefaciens
(Maftuchah, 2005).

Teknologi DNA rekombinan merupakan perpaduan sejumlah teknik dalam
biologi molekuler. Beberapa teknik tersebut antara lain adalah (1) restriksi DNA
dengan enzim nuklease, sehingga memudahkan isolasi dan manipulasi setiap gen
yang dikehendaki; (2) kloning DNA, yaitu apabila sebuah fragmen DNA tertentu
telah diintegrasikan ke dalam suatu unsur genetik yang dapat mengggandakan diri
sendiri (plasmid atau virus) dan hidup pada bakteri sehingga sebuah molekul
DNA dapat direproduksi untuk menghasilkan salinan identik yang berjumlah
jutaan: (3) rekayasa genetika, yaitu suatu cara mengubah urutan DNA untuk
memodifikasi gen, yang selanjutnya dimasukkan kembali ke dalam sel atau
organisme (Alberts ef al., 1994).

Kloning merupakan satu-satunya prosedur untuk menghasilkan suatu
fragmen DNA yang mengandung gen spesifik dan oleh karena itu juga merupakan
satu-satunya cara untuk mendapatkan bahan untuk penelitian langsung mengenai
stuktur serta kontrol ekspresi gen. Langkah-langkah dasar dalam kloning gen
yaitu, (1) Suvatu fragmen DNA yang mengandung gen yang akan diklon
diinsersikan pada molekul DNA sirkular yang disebut vektor untuk menghasilkan
molekul DNA rekombinan, (2) Vektor bertindak sebagai perantara yang
membawa gen masuk ke dalam sel inang (hosf) yang biasanya berupa bakteri,
walaupun sel-sel jenis lainnya dapat juga digunakan, (3) Di dalam sel host, vektor
mengadakan replikasi, menghasilkan banyak kopi atau turunan yang identik, baik
vektornya sendiri fnaupun gen yang dibawanya, (4) Ketika sel inang membelah,
kopi molekul DNA rekombinan diwariskan pada progeni dan terjadi replikasi
vektor selanjutnya, (5) Setelah terjadi sejumlah besar pembelahan sel, maka
dihasilkan koloni atau klon sel inang yang identik. Tiap-tiap sel dalam klon
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mengandung satu kopi atau lebih molekul DNA rekombinan. Dengan demikian
dikatakan bahwa gen yang dibawa oleh molekul rekombinan telah diklon (Brown,
1991).

Teknik kloning biasanya menggunakan plasmid sebagai vektor yang
sesuai untuk menjadi penerima sisipan gen yang diinginkan sebagai DNA donor.
DNA donor dan vektor dipotong dengan enzim restriksi yang sama, kemudian
diinkubasi bersama dengan ligase untuk menyambungkan fragmen-fragmen DNA
donor dengan plasmid. Hasilnya adalah plasmid rekombinan yang mengandung
fragmen DNA yang diinginkan. Plasmid rekombinan tersebut kemudian
digunakan untuk mentransformasi sebuah sel inang bakteri, schingga dihasilkan
sebuah galur genetik baru dari bakteri tersebut yang dapat menjaga plasmid
rekombinan dengan stabil (Stansfield e al., 2006).
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Gambar 2. Proses kloning ke dalam sebuah plasmid (Sciencebiotech, 2012)

Kebanyakan spesies bakteri, termasuk E. coli, dalam keadaan normal
hanya dapat mengambil DNA dalam jumlah yang terbatas. Untuk melakukan
transformasi spesies tersebut secara efisien, bakteri harus mengalami perlakuan

fisik atau kimiawi tertentu yang akan meningkatkan kemampuannya untuk
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mengambil DNA. Sel-sel yang telah mengalami perlakuan ini disebut sebagai sel
yang kompeten (Brown, 1991).

DNA asing yang diambil oleh sel kompeten dapat berupa DNA bebas atau
DNA sisipan dalam suatu vektor. Vektor-vektor yang membawa DNA tersebut
terdiri dari plasmid, bakteriofage dan kosmid (Snyder and Champness, 1997).
Plasmid sebenarnya adalah molekul DNA tambahan yang terdapat pada
kebanyakan sel prokariot dan juga beberapa sel eukaryot. Struktur plasmid
merupakan DNA sirkular tertutup, berpita ganda dengan panjang antara 1 kb
sampai 200 kb. Plasmid secara umum bukan merupakan komponen esensial dari
inangnya. Sebagai komponen ekstragenomik, plasmid memiliki gen yang
mengendalikan kemampuan plasmid untuk memperbanyak diri atau replikasi
secara autonom, sehingga perbanyakan molekul plasmid tersebut dapat tergantung
kepada kendali perbanyakan sel inangnya. Replikasi DNA plasmid dikendalikan
oleh seperangkat enzim yang sama dengan yang dipakai untuk duplikasi
kromosom bakteri. Jika replikasi DNA plasmid bergabung dengan DNA
kromosom inangnya, maka disebut replikasi plasmid tersebut berada dalam
kondisi kontrol ketat. Pada kondisi ini, di dalam setiap sel bakteri hanya ada satu
atau beberapa kopi saja dalam sel bakteri. Sebaliknya apabila replikasi
berlangsung dalam kondisi kontrol longgar, maka jumlah kopi plasmid dapat

mencapai 10-200 kopi pada setiap sel bakteri (Jamsari, 2007b).

2.4 Polymerase Chain Reaction (PCR), Ligasi, Restriksi, dan Sekuensing

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan cara untuk menggandakan
urutan basa nukleotida tertentu secara in vitro. Penggandaan urutan basa
nukleotida berlangsung melalui reaksi polimerisasi yang dilakukan berulang-
ulang secara berantai selama beberapa putaran (siklus). Tiap reaksi polimerisasi
membutuhkan komponen-komponen sintesis DNA seperti untai DNA yang akan
digunakan sebagai cetakan (template), molekul oligonukleotida untai tunggal
dengan ujung 3°-OH bebas yang berfungsi sebagai prekursor (primer), sumber
basa nukleotida berupa empat macam dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), dan
enzim DNA polimerase (Susanto, 2008).
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Secara umum proses PCR pertama kali diawali dengan denaturasi pita
ganda DNA melalui reaksi pemanasan dengan suhu 94°C selama beberapa saat,
kemudian pengikatan primer-primer (annealing) ke pita tunggal molekul DNA.
Selanjutnya adalah reaksi pembentukan molekul DNA sintetis (extension) dari
bahan dNTPs pada suhu tertentu, tergantung karakteristik dari primer yang
digunakan. Proses pembentukan/perpanjangan molekul DNA sintetis yang
dikatalisis oleh enzim Tag-polymerase memiliki kecepatan pembentukan sekitar
150 nukleotid per detik (Jamsari, 2007b).

Ligasi ialah penyambungan molekul vektor dan molekul DNA yang akan
diklon. Enzim yang mengkatalisis reaksi ligasi ini disebut enzim DNA ligase.
Semua sel hidup menghasilkan DNA ligase, tetapi enzim yang dipakai dalam
rekayasa genetik biasanya dimurnikan dari E. coli yang telah diinfeksi dengan fag
T4. Di dalam sel, enzim ini melaksanakan fungsi yang sangat penting dalam
reparasi tiap diskontinyuitas yang mungkin timbul pada salah satu untai pada
molekul untai ganda. Diskontinyuitas sebenarnya hanya merupakan posisi tempat
ikatan fosfodiester antara nukleotida yang berurutan terputus (berbeda dengan
daerah putus (nick) tempat salah satu atau lebih nukleotida hilang). Walaupun
diskontinyuitas dapat terjadi pada waktu pemecahan DNA sel, hal ini juga dapat
terjadi akibat proses-proses seperti replikasi dan DNA rekombinan. Oleh karena
itu ligase memegang peran yang vital di dalam sel. Di dalam tabung percobaan,
DNA ligase yang dimurnikan, disamping mereparasi diskontinyuitas juga akan
menyambung molekul DNA secara individual atau menyambung kedua ujung
molekul yang sama (Brown, 1991).

Dalam teknik rekayasa DNA, menciptakan molekul-molekul kombinasi
DNA baru adalah pekerjaan rutin yang harus dilakukan. Untuk keperluan tersebut
persyaratan yang sangat dibutuhkan pertama sekali adalah ketersediaan fragmen-
fragmen DNA tertentu dalam ukuran yang lebih kecil. Oleh sebab itu, maka
dibutuhkan peralatan yang mampu memutuskan benang-benang DNA ke dalam
ukuran fragmen yang lebih kecil dengan komposisi sesuai dengan yang
dikehendaki (Jamsari, 2007b). Dalam kloning gen perlu bahwa molekul DNA
dapat dipotong dengan cara yang sangat tepat dan dapat diulang. Tiap vektor
harus dipotong pada posisi tunggal untuk membuka lingkaran sehingga molekul
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DNA baru dapat diinsersikan. Molekul yang terpotong lebih dari satu kali akan
terpecah menjadi dua fragmen atau lebih yang terpisah dan akan menjadi tidak
berguna sebagai perantara kloning (Brown, 1991).

Sejak lama para ahli mikrobiologi telah mengamati bahwa strain-strain
dari  bakteri tertentu mampu menghalangi perkembangan virus-virus
bakteriophage, sehingga virus-virus tersebut tidak mampu membiak lebih lanjut di
dalam tubuh bakteri. Setelah diteliti lebih dalam ternyata fenomena tersebut
disebabkan oleh adanya enzim-enzim yang ternyata mampu memotong senyawa-
senyawa DNA Bakteriophage tersebut pada tempat-tempat yang spesifik. Para
ahli biokimia menggolongkan enzim tersebut ke dalam golongan enzim nuklease,
yaitu golongan enzim yang terlibat dalam proses modifikasi asam nukleat. Enzim-
enzim tersebut disebut dengan enzim endonuklease sekuens spesifik karena
memiliki mekanisme pemotongan dari bagian sekuens. Enzim-enzim ini juga
diistilahkan dengan endonuklease restriksi atau sering disingkat dengan enzim
restriksi (Jamsari, 2007b). Enzim restriksi memungkinkan ahli biologi molekuler
memotong molekul DNA dengan cara yang tepat dan dapat diulang, yang
diperlukan untuk kloning gen (Brown, 1991).

Informasi genetik pada suatu makhluk hidup tersimpan pada DNA-nya.
Untuk mengetahui informasi genetik tersebut digunakan teknik DNA Sequencing,
yaitu metode yang digunakan untuk menentukan urutan basa nukleotida (adenine,
guanine, cytosine, dan thymine) pada molekul DNA. Saat ini teknik DNA
Sequencing sudah memasuki tahap baru yang mengarah pada large scale atau
high-throughput sequencing, jutaan bahkan miliaran basa nukleotida DNA dapat
ditentukan urutannya dalam sekali proses saja. Sekuensing DNA menggunakan
metode PCR (Polymerase Chain Reaction) sebagai pijakannya. DNA yang akan
ditentukan urutan basa ACGT-nya dijadikan sebagai cetakan (template) untuk
kemudian diamplifikasi menggunakan enzim dan bahan-bahan yang mirip dengan
reaksi PCR. namun ada penambahan beberapa pereaksi tertentu. Proses ini
dinamakan cycle sequencing. Perbedaan antara cycle sequencing dengan PCR
biasa adalah (1) primer yang digunakan hanya satu untuk satu arah pembacaan,
tidak dua (sepasang) seperti PCR, dan (2) ddNTPs (dideoxy-Nucleotide
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Triphosphate) adalah modifikasi dari INTPs dengan menghilangkan gugus 3°-OH
pada ribosa (Yepyhardi, 2009).

Cara pengurutan DNA telah ada sejak beberapa tahun yang lalu, tetapi
baru sejak akhir tahun 1970-an dimungkinkan pengurutan yang cepat dan efisien.
Dua macam teknik telah dikembangkan hampir secara bersamaan, yaitu cara
pengakhiran rantai (chain termination) oleh F. Sanger dan A. R. Coulson di
Inggris serta cara degradasi kimiawi oleh A. Maxam dan W. Gilbert di Amerika.
Kedua teknik tersebut sangat berbeda, tetapi sama-sama bermanfaat. Keduanya
memungkinkan penentuan urutan DNA yang panjangnya beberapa kb dalam
waktu yang relatif pendek. Urutan DNA sekarang merupakan jenis informasi
dasar pertama yang diperoleh mengenai gen yang diklon (Brown, 1991).

Pada awalnya metode sekuensing seperti yang dikembangkan oleh Sanger
et al. melakukan identifikasi keempat jenis basa nitrogen dalam reaksi yang
terpisah satu sama lain, sehingga prosedurnya cukup merepotkan dan tidak sesuai
lagi untuk keperluan sekuensing molekul DNA dari organisme yang memiliki
ukuran genom yang lebih besar apalagi untuk sekuensing seluruh total genom
suatu organisme. Oleh karena itu, teknik sekuensing sejak 10 tahun terakhir lebih
dikembangkan lagi ke arah automatisasi. Dengan semakin mudah dan
berkembangnya teknik autimatisasi sekuensing, saat ini banyak sekali sekuens
dari databank yang dapat diakses secara bebas lewat internet. Sebagai contoh

beberapa alamat websitenya adalah: www.ncbi., www.embl-heidel-berg.de.,

www.ebi.ac.uk., www.expasy.org. Masing-masing website tersebut bahkan juga

menyediakan fasilitas analisis komparatif sekuens baik untuk membandingkan
sekuens pada tingkat DNA, asam amino maupun pada tingkat protein seperti
contohnya program BLAST (Basic Local Aligment Search Tool). Setiap sekuens
yang diperoleh atau baru diidentifikasi dapat dibandingkan dengan sekuens yang
sudah ada di databank untuk kemungkinan menentukan fungsi dan produk dari
sekuens-sekuens yang diduga merupakan fragmen dari suatu gen yang telah
dikenal (Jamsari, 2007b).

Para ilmuwan cerdas menemukan cara untuk melabel ddNTP dengan 4
label fluorescent yang berbeda-beda untuk ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP.
Dengan demikian, reaksi cycle sequencing dapat dilakukan dalam satu tabung




reaksi dan diproses pada satu lajur gel elektroforesis saja. Dengan ditemukannya
mesin  Automated Capillary Sequencer, proses pemisahan fragmen dan
pembacaan urutan basa DNA dapat dilakukan dengan lebih sederhana, cepat dan
terotomatisasi. Jumlah kapiler pada mesin ini bervariasi, mulai dari 1, 4, 16, 48
hingga 96 kapiler dalam satu mesin, semakin banyak jumlah kapiler, semakin
banyak pula jumlah sampel DNA yang bisa ditentukan urutan basanya. Hasil
pembacaan mesin sequencer disebut electropherogam, yaitu peak-peak berwarna

yang menunjukkan urutan basa DNA-nya (Yepyhardi, 2009).
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Gambar 3. Visualisasi analisis sekuensing pada salah satu software (Yepyhardi,
2009)




ITI. BAHAN DAN METODE

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini telah dilaksanakan dari bulan September 2011 sampai
dengan Februari 2012 di Laboratorium Bioteknologi dan Pemuliaan Tanaman
Jurusan Budidaya Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Andalas. Jadwal

kegiatan percobaan dapat dilihat pada Lampiran 1.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam percobaan ini antara lain sampel daun cabai
merah terserang Geminivirus asal Tanah Datar (TD) dan Pesisir Selatan (PSS),
isolat DNA Geminivirus stok laboratorium, pGemT-easy vector, bakteri
Escherichia coli BL21, enzim Smal dan BamHI, agarose, Bromophenol Blue
(BPB), CaCL, 0,1 M, Ethidium bromide, Chloroform Isoamyl alcohol (Cl),
Phenol:Chloroform (P:C), Yeast extract, Ethanol absolute, Ethanol PA 70%, 1 kb-
ladder (Fermentas), Trypton, Agar Powder for Bacterial, ampicilin,
chloramphenicol, NaOH 10 N, glukosa, SDS, EDTA, Tris, NaCl, 0,5x TBE, 1x
TE, ddH,O PCR, RTG PCR Bead, dNTPs, Taq polymerase, Taq buffer, Go Taq-
Green (GTG) PCR Mix (Promega-USA), Pottasium asetat 8M dan 3M, aquades, A
DNA 50 ng/uL, solution 1, solution 11, lisozim, 2x Rapid Ligation Buffer T4 DNA
Ligase, water (free) nuclease, Ty DNA Ligase, membran binding solution,
membran wash solution, es batu, tisu, dan kapas. Adapun keseluruhan primer

yang digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 2.



Tabel 2. Data primer yang digunakan dalam penelitian
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No. | Nama Primer Sekuens 5°-3° Panjang | Estimasi panjang
basa (bp) produk (bp)
1. | WS-PYLCV- | GCTCCCTGRAWGTT 23 2700
387F HGGATGGAA
2. | WS-PYLCV- | GGAGCTAARTCMA 25
387R GYTCCGAYGTCA
3. [Tiel- CGTGCAGACGTATT 25 2749
PYLCV-455F | TCCCTTCGAAT
4. | TD21- CAACAGATTCTTCG 23
PYLCV-455R | ACCTGGTAT
5. | PSS14- CTGAACTGGGCTGC 25 2748
PYLCV-353F | TTTACCTTTGA
6. | PSS14- CGACACTTCGATCT 20
PYLCV-353R | TACACA
7. 117 TAATACGACTCACT 23 175
ATAGGGCGA
8. | SpP6 ATTTAGGTGACACT 23
ATAGAATAC
9. | C1-PSS14- GCAGTCTAAGTCAA 21 1108
WS-F TACGTCT
10. | C1-PSS14- ‘GAGTCAAACATGCC 21
WS-R TCGGTCA
11. | C1-TD21-WS- | GCAGTCTAAGTCAA 21 1110
F TACGTCT
12. | C1-TD21-WS- | CGACACTCCAAATG 20
R CCTCCGA
13. | C1-TD21- CTAATCCCGGGTAC 25 1132
Smal-NT * GTCTCCTGCGA
14. | C1-TD21- CATGGGGATCCATG 26
BamHI-NT * | CCTCCACCACGT

(*) nukleotida yang bergaris bawah merupakan sisi pengenal enzim restriksi yang

ditambahkan ke dalam primer.




2]

Sedangkan alat yang dibutuhkan antara lain pefridish ukuran diameter 9
cm, labu ukur, botol media 100 mL dan 500 mL, beaker glass, mesin PCR
(Biometra-Jerman), perangkat analisis gel elektroforesis, sistem dokumentasi gel,
erlenmeyer, tip pipet, jarum ose, alumunium foil, plastik wrap, plastik bening,
kertas label, sarung tangan, mesin sentrifugasi, oven, microwave, autoklaf, pH
meter, timbangan analitik, kompor listrik, water bath, kulkas, shaking incubator,
tube eppendorf, hot plate magnetic stirer, LAFC (Laminar Air Flow Cabinet),
pipet mikro, bunsen, cutter, dan freezer bag.

3.3 Metode Penelitian

Metode yang digunakan pada penelitian ini ialah eksperimen dan deskripsi.
Hal ini dimaksudkan karena untuk mendapatkan hasil sesuai yang diinginkan
hanya dapat diperoleh berdasarkan percobaan yang dilaksanakan di laboratorium.
Selain itu, keberhasilan seluruh hasil percobaan yang telah dilaksanakan dapat
ditentukan atau dijelaskan berdasarkan visualisasi hasil yang diperoleh dan
sumber—sumber literatur yang mendukung berhasil/tidaknya percobaan tersebut.

3.4 Pelaksanaan

Pelaksanaan penelitian ini dapat dilihat secara ringkas pada bagan alir
berikut.

Gambar 4. Bagan alir penelitian
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3.4.1 Persiapan Alat dan Bahan

Langkah awal pelaksanaan dari penelitian yang akan dilaksanakan ini ialah
mempersiapkan ketersediaan alat dan bahan sesuai kebutuhan atau keperluan
penelitian. Selanjutnya, dilakukan sterilisasi alat dan bahan seperti tip pipet, tube
eppendorf, dan lain-lain.

3.4.2 Pengambilan Sampel ke Lapangan

Pengambilan sampel dilakukan di dua daerah yang berbeda vyaitu di daerah
Koto Laweh Padang Panjang Kabupaten Tanah Datar sebagai sampel Geminivirus
Tanah Datar (TD) dan di daerah Salido Kabupaten Pesisir Selatan sebagai sampel
Geminivirus Pesisir Selatan (PSS). Kedua daerah ini dipilih berdasarkan informasi
bahwa agresivitas tertinggi Geminivirus Sumatera Barat terdapat pada
Geminivirus yang berasal dari kedua daerah tersebut. Adapun cara pengambilan
sampelnya adalah dengan memilih tanaman cabai yang akan diambil bagian
pucuknya berdasarkan kriteria umur tanam yang masih berkisar 2,5-3 bulan atau
yang belum memasuki fase berbunga dengan maksud agar serangan Geminivirus
pada tanaman cabai yang akan diambil belum mengalami serangan lanjut,
memperlihatkan ciri-ciri terserang Geminivirus yaitu daun menggulung dan
menguning. Setelah didapati tanaman cabai dengan kriteria tersebut, bagian pucuk
tanaman cabai dipotong menggunakan pisau, lalu pangkal batang yang dipotong
ditutup dengan kapas basah (dibasahi oleh air biasa) dan sampel tersebut
dimasukkan ke dalam plastik bening, diberi label dan disimpan di freezer bag.

3.4.3 Isolasi DNA Geminivirus dari Sampel Tanaman Cabai

Sampel yang telah ada, diisolasi daunnya untuk mendapatkan DNA
Geminivirus yang berada di dalam daun tersebut dengan menggunakan metode
Dellaporta er al. (1983). Sekitar 100 mg sampel daun cabai merah segar
dihaluskan dalam fube eppendorf 2 mL menggunakan pistil (batang pengaduk).
Setelah halus, ditambahkan 1000 pL bufer (Tris 0,IM, pH 9, EDTA 0,1M, SDS
1%) dan diinkubasi di dalam water bath bersuhu 65°C selama 30 menit serta
setiap 10 menit sekali dibolak-balik. Lalu ditambahkan Pottasium asetat 8M
sebanyak 35 pL dan diinkubasi di dalam es batu selama 30 menit. Kemudian
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disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 10.000 rpm. Supernatan yang
terbentuk setelah disentrifugasi, selanjutnya dipindahkan ke dalam tube eppendorf
2 mL yang baru dan ditambahkan Phenol:Chloroform (1:1) sebanyak 500 pL
yang dilakukan di lemari asam. Lalu disentrifugasi kembali selama |5 menit
dengan kecepatan 10.000 rpm. Hasil sentrifugasi yang kedua ini yaitu
terbentuknya tiga lapisan yang terdiri dari supernatan pada lapisan atas, sisa
gerusan sampel pada lapisan tengah, dan cairan klorofil pada lapisan bawah.
Supernatan yang diperoleh tersebut dipipet ke dalam fube eppendorf 2 mL yang
baru dan ditambahkan kembali Phenol:Chloroform sebanyak 500 pl. di lemari
asam. Kemudian disentrifugasi selama 15 menit berkecepatan 10.000 rpm. Hasil
sentrifugasi yang diperoleh yaitu terbentuknya dua lapisan terdiri dari supernatan
pada lapisan atas dan sisa Phenol:Chloroform pada lapisan bawah. Supernatan
dipipet ke dalam tube eppendorf 1,5 mL yang baru dan dicatat volumnya serta
ditambahkan ethanol absolute sebanyak 2,5x volum supernatan. Lalu campuran
supernatan dan ethanol absolute tersebut di-tipping hingga terlihat benang-benang
berwarna putih bening (diindikasikan sebagai DNA). Selanjutnya diinkubasi di
kulkas bersuhu -15°C selama 20 menit. Setelah 20 menit, disentrifugasi kembali
selama 15 menit dengan kecepatan 10.000 rpm. Kemudian supernatan dibuang
dan endapan pelet DNA yang terbentuk dimurnikan dengan ethanol 70%
sebanyak 500 pL dan di-tipping sebentar. Setelah itu disentrifugasi lagi selama
3,5 menit dengan kecepatan 10.000 rpm untuk mengendapkan pelet DNA. Sisa
ethanol dibuang dan pelet DNA yang terendap dikeringanginkan di atas tisu
selama 10 menit pada suhu ruang. Setelah kering, pelet dilarutkan dengan 1 x TE
dan disimpan di dalam kulkas -20°C.

3.4.4 Elektroforesis

Elektroforesis dilakukan untuk melihat kualitas dan kuantitas DNA hasil
isolasi maupun hasil amplifikasi. Prosedur elektroforesis yang dilakukan selama
penelitian ini yaitu: 1) Pembuatan gel agar 1%, agarose ditimbang sebanyak 1
gram dan dimasukkan ke dalam botol media serta ditambahkan 100 mL 0,5 x
TBE. Kemudian campuran tersebut dimasak di dalam microwave selama 1,5

menit dengan suhu medium high. Hasilnya ditambahkan 10 pL ethidium bromida
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dan diaduk sebentar. Kemudian cairan agar dituang ke dalam gel fray dan

dipasang sisir pada bagian atas fray. Cairan agar dibiarkan memadat sekitar 30

menit; 2) Pembuatan cocktail elektroforesis, terdiri dari:

a.

Untuk lambda (L) DNA 50 ng/pL:

- ADNA :2pL
- 10xBPB 1L
- 1xTE s 7l +
- Total : 10 pl

Untuk cek kualitas dan kuantitas setiap hasil isolasi DNA:

- DNA s 2L
- 10 x BPB ‘1 pL

- 1xTE 7L+
- Total - 10 L

Untuk cek kualitas dan kuantitas setiap hasil PCR (amplifikasi) dengan
RTG dan Master Mix:

- Hasil PCR 55 uL
- 10xBPB S
- Total 16 puL

Untuk cek kualitas dan kuantitas setiap hasil PCR (amplifikasi) dengan
GTG (Go Tagq Green), cukup langsung diloading di gel elektrophoresis
sekitar 10 pL karena ia telah berwarna sehingga tidak perlu lagi dibuat
cocktail-nya dengan penambahan warna 10 x BPB.

Untuk cek kualitas dan kuantitas hasil isolasi plasmid:

- Hasil isolasi plasmid : 5 pl.
-. " 10 x BPB : 1 ul +
- Total 26 .

Setelah agar memadat dan cocktail elektroforesis selesai dibuat, 3) Sisir

pada gel diangkat dan gel diletakkan pada bak elektroforesis; 4) Cocktail di-

running pada gel selama 30 menit dengan tegangan 100 Volt. Hasilnya

didokumentasikan pada sistem dokumentasi gel.

3.4.5 Optimasi Primer dan Amplifikasi Genom Geminivirus serta Gen C1

Geminivirus.

Optimasi primer dilakukan dengan menggunakan mesin PCR untuk

mendapatkan program PCR yang tepat dalam mengoptimalkan kerja primer.

Amplifikasi DNA genom Geminivirus dari Tanah Datar dan Pesisir Selatan
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c. Komposisi cocktail PCR menggunakan RTG PCR Bead:

- RTG : 1 buah
- Primer : 3ul
- DNA : 3pL
- ddH,O PCR :19pul +
- Total :25 uL

Setelah cocktail PCR selesai dibuat, cocktail tersebut diamplifikasi di
dalam mesin PCR dengan program yang telah diatur suhu dan waktunya. Adapun
program PCR yang digunakan selama penelitian ini yaitu:

a. Program PCR untuk amplifikasi genom Geminivirus Sumatera Barat
menggunakan primer WS-PYLCV-387FR.

Steps 'Q m:s Go to Loops
1 94 5 menit - -
2 94 1 menit - -
3 60 2 menit - -
4 72 2 menit ‘i 29
5 72 10 menit - E
6 8 Pause - B

b. Program PCR untuk amplifikasi genom Geminivirus Sumatera Barat
spesifik Tanah Datar menggunakan primer TD21-PYLCV-455FR.

Steps € m:s Go to Loops
1 94 5 menit - =
2 94 1 menit - B
3 55 2 menit - -
4 T2 2 menit 2 31
5 742 5 menit - -
6 8 Pause - -

c. Program PCR untuk amplifikasi genom Geminivirus Sumatera Barat
spesifik Pesisir Selatan menggunakan primer PSS14-PYL.CV-353FR.

Steps © m:s Go to Loops
1 94 5 menit - -
2 94 1 menit B -
3 60 2 menit - B
4 72 2 menit 2 29
] i 5 A 10 menit -
6 8 Pause - -
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d. Program PCR untuk amplifikasi gen C1 Geminivirus dari Tanah Datar
menggunakan primer C1-TD21-WS-FR.

Steps < m:s ~ Goto Loops
1 94 5 menit - -
2 94 1 menit - -
3 60 2 menit - -
4 72 2 menit 29
5 72 10 menit - -
6 8 Pause - -

e. Program PCR untuk amplifikasi gen C1 Geminivirus dari Pesisir Selatan

menggunakan primer C1-PSS14-WS-FR.

Steps A m:s Go to Loops
1 94 5 menit - -
2 94 1 menit - -
3 60 2 menit - -
4 72 2 menit 2 29
5 72 10 menit - -
6 8 Pause - -

f. Program PCR untuk amplifikasi gen spesifik C1 Geminivirus dari Pesisir
Selatan dan Tanah Datar menggunakan primer C1-TD21BamHI/Smal-NT.

Steps o m:s Go to Loops
1 94 5 menit - -
2 94 1 menit - -
3 60 2 menit - -
4 T2 2 menit 2 29
5 72 10 menit -
6 8 Pause B -
g. Program PCR untuk amplifikasi fragmen T7/SP6.
Steps L m:s Go to Loops
1 95 2 menit - -
2 94 30 detik - -
3 55 1 menit - -
4 72 1 menit - -
5 94 1 menit - -
6 57 1 menit - -
7 ) 1 menit 30 detik 5 24
8 &2 5 menit - -
9 8 Pause - -

Hasil amplifikasi dicek dengan elektroforesis dan didokumentasikan pada

sistem dokumentasi gel.
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3.4.6 Persiapan Sel Kompeten

Persiapan sel kompeten dilakukan sesuai anjuran protokol yang terdapat
dalam kit sel kompeten E. coli (Promega-USA) dengan melakukan sedikit
modifikasi. Bakteri E. coli dikulturkan di dalam tabung reaksi yang mengandung
5 mL medium Luria-Bertani (LB) selama semalam dan digunakan sebagai kultur
starter. Pada perlakuan lain koloni bakteri langsung dikulturkan pada 10 mL
medium LB selama semalam. Kemudian diinkubasi selama 3 sampai 4 jam
dikocok pada kecepatan 250 rpm dengan suhu 37°C untuk mendapatkan fase
cksponensial dari bakteri tersebut. Setelah 4 jam, suspensi sel dipanen ke dalam
tube eppendorf 2 mL. Kemudian disentrifugasi pada 14.000 rpm, 4°C selama 5
menit. Fasa cair dibuang dengan hati-hati agar endapan pelet bakteri tidak ikut
terbuang. Selanjutnya, endapan bakteri ditambahkan 500 pL 0,IM CaCl,.
Kemudian didiamkan dalam es selama 30 menit. Selanjutnya disentrifugasi
kembali dengan kecepatan 14.000 rpm 4°C selama 10 menit. Endapan bakleri
yang terbentuk ditambahkan dengan bufer 0,1M CaCl, sebanyak 240 ul. untuk
membentuk suspensi. Sel kompeten bisa langsung digunakan atau disimpan pada
suhu -80°C.

3.4.7 Ligasi Fragmen Gen C1 Geminivirus ke dalam Plasmid (pGemT-easy
vector)
Ligasi dilakukan dengan menggunakan prosedur dari Promega (Promega-
USA). Reaksi ligasi fragmen gen C1 Geminivirus hasil amplifikasi PCR akan
dilakukan dengan prosedur sebagai berikut.

Komposisi cocktail sampel :

2x Rapid Ligation Buffer T4 DNA Ligase : SuL
DNA Hasil Amplifikasi (PCR) 10 ng/pL L. 5 plL
pGemT-easy vector 50 ng/uL : 1 BE
water (free) nuclease : 8 uL
T,sDNA Ligase < )| P 5
Total :20pL

Kemudian cocktail diinkubasi selama satu malam (over night) pada suhu 4°C.
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3.4.8 Transformasi Plasmid Rekombinan ke dalam Bakteri E. coli
Transformasi dilakukan dengan menggunakan prosedur Promega
(Promega-USA) dengan sedikit modifikasi. Sebanyak 5 pL dari setiap hasil ligasi
atau plasmid dimasukkan secara hati-hati ke dalam tube eppendorf 1,5 mL yang
telah berisi suspensi sel kompeten sebanyak 50 mL. Selanjutnya, campuran
suspensi tersebut disimpan dalam es selama 30 menit. Setelah itu, rube berisi
campuran suspensi dimasukkan ke dalam water bath untuk memberi kejut panas
(heat shock) pada suhu 42°C selama 45 detik dan didinginkan dalam es selama 2
menit, serta ditambah 250 pL. LB cair. Kemudian campuran suspensi atau kultur
cair bakteri yang diduga transforman tersebut diinkubasi di shaking incubator
selama 60 menit pada 37°C dengan pengocokan berkecepatan 200 rpm. Setelah
diinkubasi, kultur ditanam pada medium LB padat yang mengandung 50 pg/mL
ampicilin dan 34 pg/mL chloramphenicol. Kultur bakteri diratakan di atas
medium LB padat dan diinkubasi pada suhu 37°C selama semalam (16-18) jam.
Diamati pertumbuhan bakteri yang tumbuh dan diduga sebagai bakteri

transforman dengan ciri-ciri berwarna putih bening.

3.4.9 Koloni PCR dan Pembuatan Master Plate

Bakteri yang tumbuh dan diduga sebagai bakteri transforman pada hasil
platting, selanjutnya diamplifikasi melalui koloni PCR dengan primer T7/SP6 dan
primer C1-TD21BamHI/Smal-NT untuk memastikan bahwa bakteri yang tumbuh
tersebut memiliki sekuens T7-SP6 dan gen C1 Geminivirus atau tidak. Adapun
komposisi cocktail PCR koloni yang digunakan ialah:

- dNTPs 2,5 mM : 2apE
- Dream Taq buffer 288l
- Taq polymerase i
- Primer T7/SP6 atau C1-TD21BamHI/Smal-NT -k
- ddH-0 PCR 2 16,5 ul +
- Total :25 uL

Setelah cocktail koloni PCR selesai dibuat, lalu diambil koloni tunggal
bakteri yang diduga transforman dengan tusuk gigi steril dan dicelupkan ke dalam
cocktail dan ditusukkan sedikit ke media LB padat pada master plate. Kemudian
cocktail yang telah berisi bakteri transforman diamplifikasi (PCR) dengan
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program T7/SP6 dan program gen C1 Geminivirus pada mesin PCR dan hasilnya
dicek dengan elektroforesis. Master plate (yang dibuat bersamaan pembuatan
cocktail PCR sebelumnya) diinkubasi pada suhu 37°C selama satu malam (over
night).

3.4.10 Isolasi DNA Plasmid

Bakteri yang tumbuh dan diduga positif sebagai bakteri transforman yang
mengandung gen C1 pada master plate (sesuai informasi yang diperoleh dari
koloni PCR), selanjutnya dikultur pada media LB cair sebelum digunakan untuk
tujuan isolasi plasmid. Langkah awal melakukan kultur cair bakteri transforman
ialah 10 mL media LB cair dituang ke dalam erlenmeyer berukuran 250 mL
kemudian ditambahkan 10 pL chloramphenicol dan 10 puL ampicilin serta diaduk
sesaal. Kemudian, koloni bakteri transforman yang tumbuh pada master plate
diambil sedikit dengan tusuk gigi steril dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer
berisi media LB cair selektif. Setelah itu, erlenmeyer ditutup dengan alumunium
foil dan plastik wrap serta di-shaker pada suhu 37°C selama satu malam (over
night).

Hasil kultur cair selanjutnya dipipet sebanyak 2 mL ke dalam tube
eppendorf berukuran 2 mL dan disentrifugasi 14.000 rpm selama dua menit untuk
tujuan mengendapkan pelet bakteri. Proses ini diulangi sebanyak 3-4 kali. Pelet
yang diperoleh disuspensi dengan 200 pL solution 1 : lisozim (10 : 1) dan
divorteks. Kemudian hasil suspensi ditambahkan 200 pL solution 11 dan dibolak-
balik selama 5 menit dan diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. Selanjutnya
ditambahkan 150 pL. potassium asetat 3M dan dibolak-balik selama 5 menit. Lalu
hasilnya diinkubasi dalam es selama 15 menit dan kemudian disentrifugasi pada
suhu 4°C dengan kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit. Supernatan yang
terbentuk dari hasil sentrifugasi ditransfer ke dalam ube eppendorf baru
berukuran 1,5 mL dan ditambahkan 500 pL C : I, selanjutnya dibolak-balik
selama 5 menit. Lalu hasilnya disentrifugasi pada kecepatan 14.000 rpm selama
15 menit. Sekali lagi supernatan ditransfer ke dalam rube eppendorf 1,5 mL baru
dan dipresipitasi dengan 500 pL ethanol absolut. Dilakukan sentrifugasi kembali
pada kecepatan 14.000 rpm selama 15 menit. Supernatan dibuang dan pelet dicuci
dengan 150 pL ethanol 70 %. Selanjutnya pelet yang dicuci dengan 150 pL
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ethanol 70% tersebut disentrifugasi pada kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit.
Terakhir, pelet dikeringkan dan disuspensi dengan |1 x TE sebanyak 50 pL serta
dielektroforesis sekitar 5 pL. untuk melihat kualitas dan kuantitasnya.

3.4.11 Amplifikasi Hasil Isolasi Plasmid dengan Primer T7/SP6 dan Primer

C1-TD21BamHI/Smal-NT

Untuk memastikan bahwa isolasi plasmid yang dilakukan berhasil atau
tidak, perlu dilakukan pengecekkan dengan mengamplifikasi hasil isolasi plasmid
tersebut dengan primer T7/SP6 dan C1-TD21BamHI/Smal-NT. Amplifikasi
dilakukan menggunakan GTG maupun RTG PCR Bead. Hasilnya dicek dengan
elektroforesis. Prosedur kerja amplifikasi dapat dilihat pada subbab 3.4.5 dan
prosedur kerja elektroforesis dapat dilihat pada subbab 3.4.4.

3.4.12 Restriksi Hasil Amplifikasi Plasmid Transforman dengan Enzim Smal
dan BamHI1
Hasil amplifikasi plasmid transforman direstriksi dengan enzim Smal dan
BamHl untuk memastikan bahwa plasmid transforman yang diperoleh dapat
direstriksi dengan kedua enzim tersebut atau tidak. Adapun komposisi cocktail

restriksi yang digunakan sebagai berikut:

- ddH;O PCR : 10 pL
- produk PCR S
- FD 10 x buffer : 3ul
- FD Bam-HI : 2pL
- FD Sma-l AT BEE
- Total :20 pL

Cocktail diinkubasi selama 3 jam pada suhu 37°C di dalam water bath.
Setelah 3 jam, enzim restriksi diinaktifkan dengan penambahan inkubasi selama
20 menit pada suhu 80°C dan kemudian dielektroforesis sekitar 5 uL untuk

melihat hasilnya.

3.4.13 Analisis Sekuens Gen C1 Geminivirus dari Plasmid Transforman
Sekuensing dilakukan di Laboratorium Sentral Universitas Andalas,

Padang. Sekuensing dilakukan secara dua arah (two read direction) menggunakan
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primer T7/SP6. Urutan DNA hasil sekuensing diedit dan dikontrol secara manual
dengan cara melihat peak tertinggi dari jenis peak lainnya. Urutan nukleotida
dapat dibedakan karena masing-masing nukleotida memiliki warna yang berbeda-
beda. Nukleotida A berwarna hijau, nukleotida G berwarna hitam, nukleotida C
berwarna biru dan nukleotida T berwarna merah (Ratnayani, 2007). Data sekuens

kemudian diidentifikasi dengan menggunakan vector screening secara online pada

website  http://www.ncbi.nlm.-nih.gov/VecScreen. Hasil vector screening

kemudian dibandingkan dengan databank pada situs www.nchi.nlm.nih.gov.
Selanjutnya, dipilih salah satu gen (aksesi) di database yang memiliki
kemiripan dengan sekuens gen yang di-inpur untuk dilakukan analisis penjajaran
sekuens (sequence alignment). Analisis pensejajaran sekuens bertujuan untuk
melihat tingkat kesamaan dan variasi antara sekuens gen hasil kloning dengan
salah satu gen dari database. Penjajaran sekuens ini dilakukan menggunakan

program Clustal versi 2.1 secara online di situs: http://www.ebi.ac.uk-

[Tools/services/web/toelform.ebi?tool=clustalw2. Hasil pensejajaran ini dianalisis

secara manual untuk melihat seberapa jauh tingkat kemiripan antar gen yang

dibandingkan.



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengambilan Sampel di Lapangan

Hasil pengambilan sampel segar daun tanaman cabai merah yang terserang
Geminivirus di lapangan (daerah Tanah Datar dan Pesisir Selatan), dapat dilihat
pada Gambar 5.

a, L o
Gambar 5. Visualisasi sampel segar tanaman cabai merah yang terserang
Geminivirus di lapangan. a) sampel Tanah Datar, b) sampel
Pesisir Selatan

Pada Gambar 5. dapat dilihat bahwa serangan Geminivirus pada tanaman
cabai merah menyebabkan pertumbuhannya terhambat dengan gejala yang
ditunjukkan berupa pengkerdilan di bagian pucuk dan pengkerutan (keriting) pada
daun-daunnya serta perubahan warna akibat klorosis yang terjadi. Klorosis atau
perubahan warna daun pada tanaman yang semula berwarna hijau menjadi kuning,
terjadi akibat tidak cukup terbentuknya klorofil. Terhambatnya pembentukan
klorofil ini merupakan pengaruh dari serangan Geminivirus pada tanaman
tersebut.

Gambar 5a. memperlihatkan gejala klorosis dominan terjadi pada tanaman
cabai merah di daerah Tanah Datar daripada daerah Pesisir Selatan (Gambar 5b.).
Namun sebaliknya, gejala pengkerdilan pucuk dan pengkerutan (keriting) daun
dominan terjadi pada tanaman cabai merah di daerah Pesisir Selatan daripada di
daerah Tanah Datar. Hal ini dapat terjadi akibat tingkat agresivitas yang sangat
tinggi dimiliki oleh Geminivirus di Pesisir Selatan daripada di Tanah Datar.
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Sehingga, gejala serangan yang cukup berat pun terdapat pada sampel di Pesisir
Selatan.

Sulandari et al. (2006) menyatakan bahwa gejala serangan Geminivirus
sangat khas meliputi: tulang daun menebal, tepi daun menggulung ke atas, dan
helai daun berwarna kuning cerah. BBPPTP (2008) membagi variasi gejala yang
timbul pada tanaman cabai merah akibat serangan Geminivirus, antara lain: a).
Tipe-1: gejala diawali dengan pucuk mengkerut cekung berwarna mosaik hijau
pucat, pertumbuhan terhambat, daun mengkerut dan menebal disertai tonjolan
berwarna hijau tua; b). Tipe-2: gejala diawali dengan mosaik kuning pada pucuk
dan daun muda, gejala berlanjut pada hampir seluruh daun menjadi bulai; c).
Tipe-3: gejala awal urat daun pucuk atau daun muda berwarna pucat atau kuning
sehingga tampak seperti jala, gejala berlanjut menjadi belang kuning, sedangkan
bentuk daun tidak banyak berubah: dan d). Tipe-4: gejala awal daun muda/pucuk
cekung dan mengkerut dengan warna mosaik ringan, gejala berlanjut dengan
seluruh daun berwarna kuning cerah, bentuk daun berkerut dan cekung dengan
ukuran lebih kecil, serta pertumbuhan terhambat.

Berdasarkan pembagian variasi gejala yang dikemukan oleh BBPPTP
(2008) dapat diperkirakan bahwa gejala serangan Geminivirus pada tanaman cabai
merah di daerah Tanah Datar adalah gejala tipe-2 atau tipe-3. Sedangkan gejala
yang diperlihatkan pada tanaman cabai merah di daerah Pesisir Selatan
merupakan gejala tipe-4. Perbedaan gejala yang diperlihatkan pada kedua sampel
di atas, menunjukkan bahwa perbedaan daerah pertanaman mempengaruhi gejala
serangan Geminivirus yang terdapat pada tanaman cabai merah tersebut. Polston
dan Aderson (1997) menyatakan bahwa strains virus, kultivar, umur tanaman pada
waktu terinfeksi dan kondisi lingkungan akan mempengaruhi gejala yang

ditimbulkan akibat adanya virus.

4.2 Isolasi DNA Genom Geminivirus

Hasil isolasi DNA Geminivirus dari beberapa sampel segar tanaman cabai
merah yang diperoleh dari lapangan (Tanah Datar dan Pesisir Selatan) pada bulan
September 2011, diperlihatkan pada Gambar 6.
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a. b.

Gambar 6. Hasil isolasi DNA genom Geminivirus. a) Isolat Tanah Datar (1-2), b)
Isolat Pesisir Selatan (1-2), M: marker >. DNA 50 ng/ul.

Gambar 6. di atas merupakan potongan visualisasi hasil elektroforosis
isolat-isolat baik dari daerah Tanah Datar maupun daerah Pesisir Selatan. Dari
isolasi DNA genom Geminivirus yang telah dilakukan, diperoleh sepuluh isolat
dari daerah Tanah Datar dan enam dari daerah Pesisir Selatan. Setelah dilakukan
pengecekkan kualitas dan kuantitas keseluruhan isolat, diketahui bahwa beberapa
isolat dari kedua daerah tersebut memiliki kualitas DNA yang cukup baik, yaitu
pada isolat TD2, TD8, TD10, PSS1, PSS2, PSS3, dan PSS6. Sedangkan isolat
TD3, TD6, TD7, dan TD9 memiliki kualitas DNA yang kurang baik karena
terlihat sedikit adanya fragmen smear di bawah pita utama DNA masing-
masingnya.

Begitu juga pada isolat TD1 yang memperlihatkan kualitas DNA yang
jauh kurang baik karena terdapat fragmen smear yang berada di sekitar dan di
bawah pita DNA utamanya dapat dilihat lebih jelas. Hal ini dapat terjadi karena
masih terdapat sisa-sisa protein atau RNA yang mengkontaminasi DNA sehingga
membentuk smear pada bagian sekitar atau di bawah pita utama DNA tersebut.
Fragmen smear adalah fragmen yang muncul akibat terpotongnya untaian DNA
utuh penyusun kromosom selama proses ekstraksi DNA. Terpotongnya fragmen
tersebut dapat disebabkan oleh kerusakan mekanis sebagai akibat kegiatan
penggerusan, maupun akibat aktifitas enzimatis oleh enzim DNAase selama

rangkaian kegiatan isolasi (Jamsari, 2007b).
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Berbeda pada isolat TD4, TD5, PSS4, dan PSS5 yang terlihat tidak
menghasilkan DNA pada hasil isolasi tersebut. Hal ini memiliki dua
kemungkinan, yaitu DNA tidak berhasil diisolasi atau konsentrasi DNA yang
dihasilkan sangat rendah. Untuk mendeteksi keberadaan genom Geminivirus pada
isolat-isolat tersebut dapat dilakukan melalui kegiatan amplifikasi menggunakan
mesin PCR. Mesin PCR memiliki tingkat sensivitas yang sangat tinggi, sehingga
primer yang digunakan masih mampu bekerja dengan baik untuk mengamplifikasi
genom Geminivirus tersebut walau konsentrasinya sangat rendah.

Gambar 6. juga memperlihatkan variasi jumlah konsentrasi DNA pada
masing-masing isolat. Dalam isolasi DNA, hal penting yang harus diperhatikan
yaitu: 1) Keutuhan ukuran molekul DNA, efektivitas isolasi, 3) Kemurnian DNA
hasil isolasi, dan 4) Praktis dan ekonomis (Jamsari, 2007b). Konsentrasi DNA
yang dihasilkan sangat tergantung pada efektivitas isolasi. Adapun variasi jumlah

konsentrasi DNA dari tiap isolat dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Data konsentrasi DNA genom Geminivirus dari tiap isolat

No. | Daerah Sampel | Konsentrasi DNA (ng/pL)
Tanah Datar
B TDi 200
2. | 100
32113 200
4. | TD4 25
5. | TDS -
6. | TD6 175
b [ilE 125
8. | TD8 75
9. | TD9 175
10. | TD10 125
Pesisir Selatan
.| PSS1 60
2.8 PSS2 100
3. | PSS3 100
4, | PSS4 -
5. | PSS5 -
6. | PSS6 75
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4.3 Amplifikasi Isolat dengan Primer WS-PYLCV-387F/R, TD21-PYLCV-
455F/R pada isolat TD dan PSS14-PYLCV-353F/R pada Isolat PSS

Setelah diperoleh DNA hasil isolasi, dilakukan amplifikasi DNA genom
Geminivirus dengan primer WS-PYLCV-387F/R pada seluruh isolat Tanah Datar
(TD) dan 6 isolat PSS (PSS1-PSS6) menggunakan Go Tag Green (GTG). Primer
yang digunakan merupakan primer yang mampu mengamplifikasi genom
Geminivirus spesifik daerah Sumatera Barat. Adapun hasil amplifikasinya
diperlihatkan pada Gambar 7. dan 8.

— 2700 bp
1000 bp -

Gambar 7. Hasil amplifikasi isolat TD dengan primer WS-PYLCV-387F/R. 1-10:
isolat TD, 1 KB: marker DNA ladder

—2700 bp
1000 bp

Gambar 8. Hasil amplifikasi isolat PSS dengan primer WS-PYLCV- 387F/R. 1-6:
isolat PSS, 1KB: marker DNA ladder, M: marker . DNA 50 ng/uL

Kedua gambar di atas menunjukkan bahwa amplifikasi isolat TD dan PSS
untuk memastikan keberadaan genom Geminivirus spesifik Sumatera Barat hanya

terdapat pada beberapa isolat dari kedua daerah tersebut. Dari sepuluh isolat TD
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yang dicobakan, hanya TD1,TD2, TD3, TD4, TD5, TD6, TD7, dan TD9 yang
menghasilkan produk DNA dengan panjang yang sesuai harapan yaitu sekitar
2700 bp setelah diamplifikasi dengan primer WS-PYLCV- 387F/R. Sedangkan
dari enam isolat PSS yang diamplifikasi dengan primer WS-PYLCV- 387F/R,
hanya isolat PSS1 dan PSS2 yang menghasilkan produk DNA dengan ukuran
yang tepat (sesuai harapan) yaitu sekitar 2700 bp.

Pada isolat-isolat TD dan PSS yang menghasilkan produk DNA dengan
ukuran yang sesuai harapan, terdapat empat isolat yang menghasilkan dua produk
DNA (produk sampingan) selain produk DNA utamanya yaitu pada isolat TD2,
TD4, TDS dan PSSI. Produk sampingan yang terbentuk pada keempat isolat
tersebut dapat terjadi karena adanya mispriming pada saat proses amplifikasi
berlangsung. Tidak jauh berbeda pada isolat PSS6, walau tidak menghasilkan dua
produk DNA, tetapi hasil amplifikasinya turut menunjukkan terbentuknya satu
produk DNA yang ukurannya tidak sesuai harapan. Hal ini kemungkinan dapat
dikarenakan adanya mispriming .

Handoyo dan Rudiretna (2001) menyatakan bahwa dalam merancang
suatu primer perlu diperhatikan komposisinya. Rentetan nukleotida yang sama
perlu dihindari, hal ini dapat menurunkan spesifitas primer yang dapat
memungkinkan terjadinya mispriming di tempat lain. Kandungan G+C (% jumlah
G dan C) sebaiknya sama atau lebih besar dari kandungan G+C DNA target.
Sebab primer dengan %(G+C) rendah diperkirakan tidak akan mampu
berkompetisi untuk menempel secara efektif pada tempat yang dituju. Dengan
demikian akan menurunkan efisiensi proses PCR. Selain itu, urutan nukleotida
pada ujung 3’ sebaiknya G atau C. Nukleotida A atau T lebih toleran terhadap
mismaich daripada G atau C, dengan demikian akan dapat menurunkan spesifitas
primer. Interaksi primer-primer seperti self-homology dan cross-homology harus
dihindari. Demikian juga dengan terjadinya mispriming pada daerah lain yang
tidak dikehendaki, ini semua dapat menyebabkan spesifitas primer menjadi
rendah.

Seperti yang juga dapat dilihat pada kedua gambar tersebut, beberapa
isolat lainnya baik pada isolat TD dan PSS tidak menghasilkan produk DNA sama
sekali. Hal ini dapat terjadi karena DNA Geminivirus spesifik Sumatera Barat
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tidak terdapat pada isolat-isolat tersebut sehingga primer tidak dapat bekerja dan
tidak menghasilkan produk DNA. Faktor lainnya adalah perubahan material
genetik virus yang sangat mudah berubah merupakan faktor penting yang
mempengaruhi keberhasilan primer mengamplifikasi DNA target (DNA virus).
Perubahan sedikit saja basa sekuens pelekatan primer (binding site) pada DNA
target yang akan diamplifikasi, dapat menyebabkan primer gagal mengamplifikasi
sekuens DNA target tersebut. Menurut Wahyuni (2005), dalam kehidupannya,
virus terus membentuk varian baru melalui suatu perubahan susunan nukleotida
dalam asam nukleatnya dan perubahan ini terjadi sebagai akibat dari cekaman
oleh faktor lingkungan, vektor, dan tumbuhan inang.

Untuk lebih memastikan hasil yang telah diperoleh di atas, maka seluruh
isolat TD dan keenam isolat PSS yang telah dicobakan tersebut diamplifikasi
dengan menggunakan primer spesifik Geminivirus sesuai daerahnya masing-
masing agar diperoleh informasi yang akurat terhadap DNA Geminivirus yang
berada pada isolat-isolat tersebut. Isolat-isolat Tanah Datar diamplifikasi dengan
primer TD21-PYLCV-455F/R dan isolat-isolat Pesisir Selatan diamplifikasi
dengan primer PSS14-PYLCV-353F/R. Sedangkan cocktail yang digunakan ialah
GTG. Hasil amplifikasi dapat dilihat pada Gambar 9.

Gambar 9. Hasil amplifikasi seluruh isolat TD dengan primer TD21-PYLCV-
455F/R. 1-10: isolat TD, 1KB: marker DNA ladder

Dari Gambar 9. dapat diketahui bahwa sebagian besar isolat TD yang
diamplifikasi dengan primer TD21-PYLCV-455F/R mampu menghasilkan produk
walau dengan konsentrasi DNA yang berbeda-beda. Dari kesepuluh isolat yang
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dicobakan, delapan isolat yaitu TD1, TD2, TD3, TD4, TD6, TD8, TD9, dan TD10
menghasilkan produk DNA dengan ukuran yang sesuai dengan harapan (sekitar
2749 bp) dan dua isolat lainnya yaitu TD5 menghasilkan produk DNA sampingan
(produk DNA dengan ukuran yang tidak sesuai dengan harapan) dan TD7 tidak
menghasilkan produk DNA sama sekali.

Faktor yang menyebabkan terdapatnya produk DNA sampingan pada hasil
amplifikasi isolat TDS5 ialah akibat adanya mispriming yang mungkin terjadi pada
saat proses PCR berlangsung seperti yang telah dijabarkan sebelumnya.
Sedangkan pada isolat TD7 tidak menghasilkan produk DNA sama sekali dapat
dikarenakan DNA Geminivirus spesifik daerah Tanah Datar tidak terdapat pada
isolat-isolat tersebut sehingga primer tidak dapat bekerja dan tidak menghasilkan
produk DNA. Faktor kemungkinan lainnya ialah telah terjadi perubahan material
genetik pada Geminivirus yang terdapat di dalam isolat tersebut.

Adapun hasil amplifikasi isolat-isolat PSS dengan primer spesifik

daerahnya dapat dilihat pada Gambar 10.

<+——1000 bp

Gambar 10. Hasil amplifikasi keenam isolat PSS dengan primer PSS14-PYLCV-
353F/R. 1-6: isolat PSS, 1KB: marker DNA ladder, M: marker L
DNA 50 ng/pL

Gambar 10. memperlihatkan bahwa keenam isolat PSS yang diuji tidak
menghasilkan produk DNA setelah diamplifikasi dengan primer PSS14-PYLCV-
353F/R. Hal ini menginformasikan bahwa DNA Geminivirus spesifik daerah
Pesisir Selatan tidak terdapat pada keenam isolat tersebut atau juga telah terjadi
mutasi atau perubahan material genetik pada Geminivirus di dalam isolat-isolat

tersebut seperti penjelasan yang telah diuraikan sebelumnya. Mudahnya material
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genetik virus mengalami perubahan dalam waktu yang cukup singkat, sangat
berpengaruh besar terhadap keberhasilan amplifikasi DNA target, sehingga tidak
sedikit percobaan amplifikasi yang dilakukan pada penelitian ini gagal atau tidak
menghasilkan produk DNA sesuai dengan harapan. Faktor ini terlihat jelas pada
hasil-hasil amplifikasi isolat Tanah Datar dengan primer spesifik gen CI
Geminivirus yang akan dijelaskan pada subbab selanjutnya.

4.4 Amplifikasi Gen C1 Geminivirus dengan Primer Spesifik Gen C1

4.4.1 Amplifikasi Gen C1 Geminivirus Isolat Tanah Datar (TD) dengan

Primer C1-TD21-WS-F/R dan C1-TD21-BamHI/Smal-NT

Amplifikasi gen C1 Geminivirus merupakan salah satu langkah yang
sangat penting dalam penelitian ini karena hasilnya digunakan untuk proses ligasi
gen tersebut ke dalam pGem-T easy vector dan akan diteruskan untuk diperbanyak
di dalam bakteri E. coli BL21. Primer yang digunakan untuk mengamplifikasi gen
C1 Geminivirus spesifik Tanah Datar ialah primer C1-TD21-WS-F/R. Namun
dalam penggunaan selanjutnya, primer ini bukan menjadi primer utama untuk
mengamplifikasi gen C1 Geminivirus Tanah Datar karena beberapa alasan yang
menyebabkan primer tersebut harus mengalami perubahan atau modifikasi.

Pada dasarnya, penelitian ini diarahkan untuk kepentingan penelitian yang
dapat dilakukan pada waktu yang akan datang, yaitu untuk penelitian transformasi
gen CI ke dalam kalus tanaman cabai merah. Tujuannya, untuk merakit tanaman
cabai merah yang resisten terhadap serangan Geminivirus. Tetapi, dari
ketersediaan bahan yang terdapat di laboratorium, diketahui plasmid yang mampu
menginfeksi tanaman dan tersedia di laboratorium hanya ada plasmid pBI121.
Sehingga, hal yang sangat penting untuk diperhatikan dalam penelitian
selanjutnya ialah peluang keberhasilan gen C1 Geminivirus tersebut dapat
diligasikan ke daerah T-DNA (antara daerah LB hinggz; daerah RB) yang ada
pada pBII2]1. Peluang tersebut sangat ditentukan oleh kecocokkan antara sisi
pengenalan enzim yang digunakan pada saat merestriksi gen tersebut dari pGem-T
easy vector dengan sisi pengenalan enzim yang juga terdapat pada pBII21,

sehingga memungkinkan keduanya berligasi.
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Peta pB1121 yang terdapat pada Lampiran 3. menunjukkan daerah T-DNA
plasmid tersebut memiliki promotor 35S dan gen GUS yang akan berguna untuk
seleksi plasmid rekombinan dan seleksi kalus transforman. Oleh karena itu, gen
C1 akan lebih tepat disisipkan diantara gen 35SP dan gen GUS. Diantara
promotor 35S dan gen GUS tersebut, terdapat beberapa sisi pengenalan enzim
restriksi, yaitu: BamHI, Xbal, dan Smal. Dengan pertimbangan bahwa pola ujung
pemotongan yang diharapkan ialah blunt end dan sticky end agar kemungkinan
terligasi kembalinya plasmid setelah mengalami pemotongan dapat dihindari,
maka dipilih enzim restriksi BamHI dan Smal yang akan digunakan untuk proses
restriksi karena hasil pemotongan dengan BamHI akan menghasilkan pola ujung
potongan sticky end dan Smal dengan pola ujung potongan blunt end. Berdasarkan
hal tersebut, perlu dilakukan modifikasi terhadap primer C1-TD21-WS-FR.

Kebanyakan enzim restriksi tidak mau bekerja jika situs pengenalannya
terletak di ujung, perlu beberapa basa tambahan agar enzim dapat bekerja.
Biasanya perlu ditambahkan sekitar 4 basa. Oleh karena itu, perlu ditambahkan
beberapa basa di ujung CI-TD21-WS-FR agar proses restriksi yang akan
dilakukan nantinya dapat berhasil. Adapun data sekuens primer untuk
mengamplifikasi gen C1 Geminivirus yang telah dimodifikasi tersebut terdapat
pada Tabel 2.

Selain bertujuan untuk memudahkan proses restriksi gen tersebut dari
pGem-T" easy vector dan memudahkan proses ligasinya ke pBI121, modifikasi
primer juga dilakukan untuk mengamplifikasi gen C1 tanpa mengikutsertakan
kodon terminatornya agar gen GUS masih dapat terekspresi pada tahap seleksi
kalus transforman. Sebab, gen GUS yang hanya dapat terekspresi pada jaringan
tanaman, tidak akan dapat terekspresi jika primer yang digunakan ikut
mengamplifikasi kodon terminator gen C1 Geminivirus. Dengan terikutnya kodon
terminator gen C1 tersebut akan menghentikan proses ekspresi genetik sebelum
mencapai gen GUS, sehingga hal ini akan menyebabkan gen GUS tidak dapat
terekspresi dan secara tidak langsung dapat menghambat penyeleksian kalus
transforman dengan uji gen GUS. Adapun primer hasil modifikasi tersebut
diidentitaskan dengan C1-TD21BamHI-NT sebagai forward dan C1-TD21Smal-
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NT sebagai reverse. Dalam penggunaan selanjutnya, kedua primer tersebut
digabung menjadi C1-TD21BamHI/Smal-NT.

Walau demikian, pengamplifikasian gen C1 Geminivirus spesifik Tanah
Datar menggunakan primer C1-TD21-WS-F/R tetap harus dilakukan karena
hasilnya digunakan sebagai template pada proses pengamplifikasian gen CI
tersebut terhadap primer C1-TD21BamHI/Smal-NT (reamplifikasi). Hal ini
sangat penting dilakukan karena setelah beberapa kali dilakukan percobaan
pengamplifikasian langsung isolat Tanah Datar dengan primer Cl-
TD21BamHI/Smal-NT, tidak ada satupun percobaan tersebut yang menghasilkan
produk DNA dan bila menghasilkan produk DNA selalu konsentrasinya dalam
jumlah yang sangat rendah sehingga meragukan untuk digunakan pada proses
ligasi. Konsentrasi DNA yang rendah jika diligasikan ke dalam pGem-T' easy
vector, maka peluang keberhasilan DNA tersebut terligasi ke dalam pGem-T easy
vector juga akan sangat rendah.

Adapun salah satu hasil percobaan amplifikasi gen C1 Geminivirus Tanah
Datar yang gagal menghasilkan produk dengan primer C1-TD21BamHI/Smal-NT

secara langsung (non reamplifikasi) ditampilkan pada Gambar 11.

1000 bp -

Gambar 11. Hasil amplifikasi beberapa isolat TD dengan primer Cl-
TD21BamHI/Smal-NT secara langsung (non reamplifikasi). 1-10:
isolat TD, 1KB: marker DNA ladder; M: marker ). DNA 50

ng/pL

Kemungkinan yang menyebabkan gen C1 Geminivirus sulit diamplifikasi

dengan primer spesifiknya dikarenakan material genetik virus yang sangat mudah
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berubah. Dibandingkan gen-gen lainnya yang berada di dalam genom
Geminivirus, gen C1 lebih bersifat tidak stabil sehingga kemungkinan perubahan
genetik pada gen C1 jauh lebih tinggi daripada gen-gen lainnya yaitu, V1, V2, C2,
C3, dan C4 yang lebih bersifat conserve. Wahyuni (2005), menyatakan bahwa
virus sering mengalami perubahan genetik. Angka mutasi yang terjadi dalam
frekuensi tinggi adalah sebagai hasil dari perubahan dalam susunan nukleotida.
Perubahan genetik lain dapat terjadi karena rekombinasi, pemilihan dan
penggabungan kembali (reassortment) sepotong genom, kehilangan suatu material
genetik atau karena akuisisi sekuensi nukleotida dari virus yang tidak sekerabat
atau dari genom inang. Hal senada juga dinyatakan oleh Bos (1994), virus terus-
menerus berubah dengan cara mutasi dan adaptasi selektif, misalnya adaptasi
terhadap inangnya. Proses ini dapat terjadi akibat adanya perubahan dalam tipe
tanaman atau kultivar.

Beberapa hasil amplifikasi isolat Tanah Datar dengan primer C1-TD21-
WS-F/R memberikan hasil yang cukup baik untuk digunakan sebagai template
pada reamplifikasi. Berikut salah satu hasil amplifikasi isolat Tanah Datar dengan

primer C1-TD21-WS-F/R menggunakan master mix.

1000 bp 1110 bp

Gambar 12. Hasil amplifikasi beberapa isolat TD dengan primer C1-TD21-WS-
F/R. 2-10: isolat TD, 1KB: marker DNA ladder; M: marker . DNA
50 ng/pLL

Gambar 12. memperlihatkan bahwa dari keempat isolat TD yang
dicobakan, hanya satu isolat yaitu isolat TD2 yang tidak menghasilkan produk
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DNA setelah diamplifikasi dengan primer C1-TD21-WS-F/R. Tidak terbentuknya
produk pada isolat TD2 disebabkan telah terjadi perubahan pada sekuens gen C1
Geminivirus Tanah Datar dari isolat tersebut sehingga primer tidak dapat bekerja.
Sedangkan ketiga isolat lainnya (TD8, TD9, dan TD10) memperlihatkan hasil
yang cukup memuaskan setelah diamplifikasi dengan primer C1-TD21-WS-F/R.
Ukuran panjang produk DNA yang dihasilkan ketiganya sesuai dengan ukuran
panjang produk DNA yang diharapkan yaitu sekitar 1110 bp.

Hasil yang telah diperoleh tersebut dilanjutkan dengan reamplifikasi
menggunakan primer C1-TD21BamHI/Smal-NT. Hasil amplifikasi isolat TD8
dengan primer C1-TD21-WS-F/R dipilih sebagai template untuk reamplifikasi
dengan perlakuan gradien suhu annealing pada saat proses amplifikasi di dalam
mesin PCR berlangsung. Adapun range suhu annealing yang digunakan ialah 56;
57.8; 58; 61,9; 64,1; 66,2 (°C). Reamplifikasi yang dilakukan menggunakan

master mix (tanpa modifikasi volume). Hasilnya dapat dilihat pada Gambar 13.

56°C 57,8°C 58°C 61,9°C6

/ /

4,1°C 66,2°C

/ 4

1000 bp -

Gambar 13. Hasil reamplifikasi isolat TD8. 1KB: marker DNA ladder; M: marker
A DNA 50 ng/pL

Gambar 13. menunjukkan bahwa reamplifikasi yang dilakukan pada isolat
TD8 dengan perlakuan gradien suhu annealing tidak menghasilkan produk DNA
sama sekali. Hal ini dipengaruhi oleh beberapa faktor yang telah banyak
dijelaskan pada pembahasan sebelumnya. Selain melakukan percobaan

amplifikasi dengan perlakuan gradien suhu annealing, perlakuan lainnya pun telah
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dicobakan, seperti modifikasi volume template dan primer yang digunakan pada
saat pembuatan cocktail PCR. Namun, dari percobaan tersebut masih belum
membuahkan hasil.

Kesesuaian antara jumlah konsentrasi DNA template (gen Cl
Geminivirus) pada isolat TD dengan jumlah konsentrasi primer yang digunakan
pada saat melakukan amplifikasi, perlu diperhatikan agar kemungkinan
menghasilkan produk DNA dari kegiatan amplifikasi yang dilakukan tersebut
dapat meningkat. Konsentrasi primer yang terlalu tinggi tidak akan menghasilkan
produk DNA jika konsentrasi DNA remplate-nya jauh lebih kecil. Demikian
sebaliknya, jika konsentrasi DNA femplate jauh lebih tinggi daripada konsentrasi
primer yang digunakan, proses amplifikasi yang dilakukan tidak akan efektif
sehingga tidak menghasilkan produk DNA yang baik dan bahkan menurunkan
spesifitas kerja primer, serta meningkatkan peluang terjadinya mismatch maupun
mispriming yang tidak diinginkan.

Oleh karena itu, untuk percobaan selanjutnya, dalam penelitian ini
dilakukan penyetaraan konsentrasi DNA femplate yang digunakan untuk proses
amplifikasi. Seluruh isolat baik isolat TD dan PSS disetarakan konsentrasinya
menjadi 10 ng/pl. dengan melakukan pengenceran dari isolat stoknya. Sedangkan
untuk pemakaian primer dari awal percobaan amplifikasi telah diencerkan
konsentrasinya menjadi 5 pmol dari stoknya masing-masing. Pengenceran DNA
template pada seluruh isolat menjadi 10 ng/pL dipilih berdasarkan pertimbangan
bahwa mesin PCR yang digunakan memiliki tingkat sensitivitas yang cukup tinggi
yaitu mencapai 4 pikogram. Sehingga pemakaian DNA template dengan
konsentrasi 10 ng/pl, dapat dikatakan sudah cukup efektif untuk proses
amplifikasi.

Walau demikian, ternyata percobaan-percobaan amplifikasi gen Cl
Geminivirus Tanah Datar dengan berbagai perlakuan yang telah diupayakan
sedemikian rupa, masih belum membuahkan hasil yang memuaskan. Beberapa
percobaan amplifikasi yang dilakukan baik dengan primer C1-TD21-WS-F/R
maupun primer CI-TD21BamHI/Smal-NT (reamplifikasi maupun non
reamplifikasi) menggunakan GTG, tidak menghasilkan produk DNA sama sekali.
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Gambar 14. menunjukkan tidak terbentuknya produk DNA pada percobaan

tersebut.

a. b.

Gambar 14. Hasil amplifikasi beberapa isolat TD dengan primer spesifik gen C1
Geminivirus Tanah Datar. a) amplifikasi isolat TD dengan primer
Cl1- TD21BamHI/Smal-NT (non reamplifikasi), b) amplifikasi isolat
TD dengan primer C1-TD21-WS-F/R, 1KB: marker DNA ladder;
M: marker A DNA 50 ng/uL, 1-10: isolat TD

Dengan tidak diperolehnya produk DNA sesuai Gambar 14. di atas,
menunjukkan bahwa pengenceran konsentrasi DNA femplate menurunkan
keberhasilan terbentuknya produk DNA karena besar kemungkinan jumlah DNA
Geminivirus dalam isolat tersebut jauh lebih rendah daripada DNA genom cabai
yang berhasil diisolasi. Oleh karena itu, walau sensivitas mesin PCR mampu
mencapai 4 pikogram, tetapi tetap tidak mampu mengamplifikasi gen CI
Geminivirus tersebut.

Semakin kecil konsentrasi template dari isolat yang digunakan maka
semakin kecil jumlah gen C1 gemivirus di dalamnya sehingga ketersediaan
template (gen C1 Geminivirus) semakin berkurang dan tidak memadai untuk
diamplifikasi oleh primer. Berdasarkan hal tersebut, percobaan selanjutnya ialah
mengamplifikasi beberapa isolat TD dengan variasi konsentrasi DNA template
dari tiap-tiap isolat tanpa mempertimbangkan sensivitas mesin PCR yang
digunakan. Upaya ini dilakukan untuk mengetahui konsentrasi template yang

terbaik untuk menghasilkan produk DNA ketika isolat-isolat tersebut
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diamplifikasi dengan primer C1-TD21-WS-F/R. Adapun hasil percobaan yang
menggunakan GTG ini ialah seperti gambar di bawah berikut.

1KE M 1

1000 bp - 1110 bp

c.

Gambar 15. Hasil amplifikasi beberapa isolat TD dengan primer C1-TD21-WS-
F/R (variasi konsentrasi DNA template). a) 1-10: isolat TD (10
ng/uL), b) 1-10: isolat TD (50 ng/uL), c¢) 1-10: isolat TD (TDI:
37,5 ng/ pL; TD3: 150 ng/ pL; TD8: 100 ng/ pL; TD10: 200 ng/
uL), IKB: marker DNA ladder, M: marker . DNA 50 ng/pL

Gambar 15. memperlihatkan bahwa hanya dua dari lima isolat TD yang
menghasilkan produk DNA setelah diamplifikasi dengan primer C1-TD21-WS-
FR, yaitu TD8 dan TD10 baik pada konsentrasi 10 ng/uL, 50 ng/uL, maupun 100
ng/pL. pada TD8 dan 200 ng/pL pada TD10. Konsentrasi produk DNA yang
dihasilkan isolat TD10 cukup tinggi dibandingkan isolat TD8. Hal ini dikarenakan
genom Geminivirus pada isolat TD10 lebih banyak daripada TD8, sehingga
template yang dapat diamplifikasi lebih banyak tersedia pada TDI10 daripada



49

TD8. Ditinjau dari ukuran panjang produk DNA yang dihasilkan oleh isolat TD8
dan TD10, menunjukkan kemungkinan besar bahwa produk DNA yang dihasilkan
adalah benar gen C1 Geminivirus yang berukuran sekitar 1110 bp.

Melanjutkan hasil positif dan cukup baik yang diperoleh pada isolat TD10,
maka percobaan selanjutnya ialah mengamplifikasi isolat TD10 dengan primer
C1-TD21BamHI/Smal-NT menggunakan gradien suhu annealing (range suhu: 55,
56, 57, 58, 60, 61, 62, 64, 65, dan 66°C). Untuk tujuan reamplifikasi, isolat TD10
(berkonsentrasi 50 ng/ul.) diamplifikasi kembali dengan primer C1-TD21-WS-FR
menggunakan master mix sebagai cocktail PCR-nya dengan suhu annealing 60°C.
Hal ini dilakukan agar hasilnya dapat digunakan sebagai template pada
reamplifikasi jika pengamplifikasian langsung isolat TD10 dengan primer Cl-
TD21BamHI/Smal-NT (non reamplifikasi) tidak menghasilkan produk DNA
walau sudah diperlakukan dengan gradien suhu anmnealing. Ternyata, hasil
percobaan tersebut adalah negatif karena tidak ada satupun yang menghasilkan
produk DNA. Hal ini tidak sesuai dengan perkiraan awal.

Berbeda jauh dengan hasil yang diperoleh pada Gambar 15., seharusnya
pengamplifikasian ulang TD10 berkonsentrasi 50 ng/uL. dengan perlakuan suhu
annealing yang sama pada perlakuan sebelumnya dapat menghasilkan produk
DNA. Satu hal yang dapat diasumsikan sebagai faktor utama perbedaan hasil
tersebut dapat terjadi ialah akibat pemakaian cocktail PCR yang berbeda di kedua
percobaan tersebut. Jika pada percobaan sebelumnya mampu menghasilkan
produk DNA dengan menggunakan GTG, maka percobaan yang gagal tersebut
menggunakan master mix. Hal ini mengindikasikan bahwa jenis cocktail PCR
yang digunakan sangat menentukan hasil amplifikasi.

Dari ketiga jenis cocktail PCR yang secara umum digunakan untuk
penelitian amplifikasi DNA yaitu master mix, Go Taq Green (GTG), dan RTG,
masing-masingnya memiliki tingkat kemurnian zat-zat yang terkandung di
dalamnya berbeda-beda. Jika ketiganya diurut berdasarkan tingkat kemurnian zat-
zat yang terkandung di dalamnya tersebut, maka RTG berada di urutan pertama,
selanjutnya GTG, dan di urutan terakhir ialah master mix. Oleh karena itu, harga
RTG jauh lebih mahal dibandingkan harga kedua jenis lainnya. Pemakaian RTG
dan GTG jauh lebih praktis dibandingkan pemakaian master mix. Karena
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komponen-komponen yang diperlukan dalam amplifikasi DNA seperti dNTPs,
Taq polymerase, Taq buffer, telah tersedia dalam satu kit sehingga kemungkinan
ketiga zat tersebut terkontaminasi jauh lebih kecil daripada pemakaian master
mix. Pada pemakaian master mix, ketiga komponen tersebut dimasukkan secara
terpisah, hal ini akan memperbesar kemungkinan zat-zat tersebut terkontaminasi
pada saat dipipet secara berulang-ulang.

Oleh karena itu, pada percobaan selanjutnya digunakan RTG untuk
mengamplifikasi gen C1 Geminivirus Tanah Datar dari isolat TDI10
berkonsentrasi 10 ng/uL dengan primer C1-TD21-WS-F/R. Diharapkan hasilnya
dapat langsung digunakan sebagai template pada reamplifikasi menggunakan
primer C1-TD21BamHI/Smal-NT. Hasil amplifikasi isolat TD10 dengan primer
C1-TD21-WS-F/R cukup baik dari ukuran panjangnya sesuai harapan dan
kualitasnya yang hanya menghasilkan satu pita DNA utama. Berbeda dengan hasil
reamplifikasi yang diperoleh, hasilnya tidak cukup memuaskan karena
konsentrasinya cukup rendah, sehingga produk DNA tersebut tidak
memungkinkan untuk digunakan pada proses ligasi. Selain itu, banyak produk
DNA sampingan yang terbentuk akibat mispriming yang terjadi. Hal ini dapat
diketahui dari banyaknya pita-pita DNA yang sangat tipis yang terbentuk setelah
pita DNA utama (terlihat seperti smear di sekitar pita DNA utama). Hasil
amplifikasi keduanya dapat dilihat pada gambar di bawah ini.

1000 bp—— ——»1110 bp

a. b.

Gambar 16. Hasil amplifikasi isolat TD10. a) Hasil reamplifikasi isolat TD10
dengan primer C1-TD21BamHI/Smal-NT, dan b) Hasil amplifikasi
TD10 dengan primer C1-TD21-WS-F/R, 1KB: marker DNA ladder,
M: marker .. DNA 50 ng/pL
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Gambar 16. menunjukkan bahwa amplifikasi isolat TD10 (berkonsentrasi
10 ng/ul.) menggunakan RTG baik dengan primer C1-TD21-WS-F/R maupun
dengan primer C1-TD21BamHI/Smal-NT (reamplifikasi) mampu menghasilkan
produk DNA dengan ukuran keduanya sesuai harapan. Namun demikian, pada
Gambar 16a. terlihat lebih banyak produk DNA sampingan yang terbentuk
dengan konsentrasi produk DNA utama yang cukup rendah, tidak layak untuk
dilanjutkan ke tahapan berikutnya yaitu pada proses ligasi. Oleh karena itu, hasil
yang telah diperoleh ini tidak dilanjutkan ke tahapan berikutnya.

4.4.2 Amplifikasi Gen C1 Geminivirus Isolat Pesisir Selatan (PSS) dengan

Primer C1-PSS14-WS-F/R dan C1-TD21-BamHI/Smal-NT

Amplifikasi gen C1 Geminivirus spesifik Pesisir Selatan (PSS) dari isolat
hasil isolasi penelitian ini sendiri menggunakan primer C1-PSS14-WS-F/R telah
dicobakan. Namun hasil yang diperoleh tidak jauh berbeda dengan hasil-hasil
amplifikasi gen C1 Geminivirus spesifik Tanah Datar. Rata-rata hasil
pengamplifikasian isolat yang diisolasi dalam penelitian ini dengan primer C1-
PSS14-WS-F/R, tidak membentuk produk DNA sama sekali atau menghasilkan
produk DNA, namun ukuran panjang produk DNA yang dihasilkan tidak sesuai
dengan harapan. Oleh karena itu, pemakaian isolat-isolat stok laboratorium
menjadi alternatif terakhir yang terbaik. Sebab, primer-primer yang digunakan
dalam penelitian ini merupakan primer yang didesain berdasarkan informasi
sekuens gen C1 Geminivirus dari penelitian Jamsari et al. (2009). Sehingga
kemungkinan tidak terbentuknya produk DNA hasil amplifikasi akibat faktor
ketidaksesuaian primer dengan sekuens DNA template dapat dihindari atau
dikurangi.

Adapun beberapa visualisasi hasil amplifikasi isolat PSS dari penelitian ini

dengan primer spesifik gen C1 Geminivirus dapat dilihat pada Gambar 17.
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1KB M Al A2 A3 BI B2 B3

1000 bp
1000 bp

1000 bp—

C.

Gambar 17. Hasil amplifikasi isolat PSS dengan primer spesifik gen Cl
Geminivirus. a) Hasil amplifikasi isolat PSS6 dengan gradien
suhu annealing 58-62°C (A1-A3=dengan primer C1-PSS14-WS-
F/R, Bl- B3=dengan primer CI-TD21BamHI/Smal-NT), b)
Hasil amplifikasi PSS6 dengan primer CI1-PSS14-WS-F/R (A
dengan GTG, B dengan master mix), c¢) Hasil amplifikasi
beberapa isolat PSS (PSS1, PSS2, PSS3, PSS56) berkonsentrasi
50 ng/pL dengan primer C1-PSS14-WS-F/R, 1KB: marker DNA
ladder, M: marker ). DNA 50 ng/pL

Gambar 17. menunjukkan bahwa ketiga percobaan tersebut gagal
menghasilkan produk PCR sesuai harapan. Gambar 17a. dan 17b. menunjukkan
bahwa produk PCR tidak terbentuk sama sekali dari percobaan tersebut.
Sedangkan Gambar 17c. menunjukkan adanya produk PCR yang terbentuk,
namun panjang produknya tidak sesuai harapan yaitu hanya sekitar 900 bp,

memiliki produk sampingan, dan konsentrasinya sangat rendah.




53

4.5 Evaluasi DNA Geminivirus Stok Labotarorium

Sulitnya gen C1 Geminivirus untuk diamplifikasi dari isolat-isolat Tanah
Datar yang diisolasi dari penelitian ini, mengharuskan template yang
diamplifikasi berasal dari isolat penelitian terdahulu oleh Jamsari et al. (2007a)
yang disimpan sebagai stok laboratorium. Upaya ini dilakukan agar primer yang
dirancang berdasarkan sekuens gen yang telah diketahui dari penelitian terdahulu
tersebut dapat bekerja dan menghasilkan produk DNA. Sebelum melakukan
amplifikasi terhadap isolat-isolat stok laboratorium, perlu dilakukan pengecekkan
kualitas dan kuantitas, DNA dari isolat-isolat tersebut. Gambar 18.
memperlihatkan hasil pengecekkan kualitas dan kuantitas DNA stok laboratorium

yang telah dilakukan.

Gambar 18. Hasil elektroforesis isolat stok laboratorium. 1.1-3.5 (di sebelah kiri
lambda): isolat TD, 1.1-3.4 (di sebelah kanan lambda): isolat PSS,
M: marker A DNA 50 ng/uL

Gambar 18. memperlihatkan bahwa seluruh isolat memiliki kandungan
DNA dengan kualitas dan kuantitas yang baik. Secara kualitas, seluruh isolat
dapat dinyatakan memiliki DNA yang baik karena band (pita) DNA yang
dihasilkan ialah band (pita) DNA tunggal dan tidak terdapat smear. Secara
kuantitas, konsentrasi masing masing DNA pada tiap isolat dapat dihitung dengan
membandingkannya terhadap lambda DNA 50 ng/pL, sehingga diperoleh data
sebagaimana pada Tabel 4.
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Tabel 4. Data konsentrasi DNA genom Geminivirus dari tiap isolat stok

laboratorium
No. | Isolat Tanah Datar | Konsentrasi Isolat Pesisir Selatan | Konsentrasi
DNA (ng/pL) DNA (ng/pL)

1. |TDI.1 100 | PSS1.1 100
2. | TDI1.3 75 | PSS1.5 150
3. | TDI1.4 87,5 | PSS2.1 125
4, | TD1.5 50 | PSS2.2 200
5. | TD2.1 65 | PSS2.3 175
6. | TD2.2 165 | PSS2.4 50
T TD2,3 165 | PSS2.5 75
8. |TD2.5 - 5|PSS32 75
9. TD3.1 175 | PSS3.4 87.5
10. | TD3.2 100 | - -
11. | TD3.3 100 | - -
12. | TD3.4 100 | - -
13. | TD3.5 875 | = =

Rata-rata 98,07 | Rata-rata 115,28

Setelah diketahui kualitas dan kuantitas masing-masing isolat tersebut,
langkah selanjutnya yang dilakukan ialah mengamplifikasi isolat-isolat tersebut
dengan primer WS-PYLCV-387F/R dan primer spesifik daerahnya masing-
masing yaitu TD21-PYLCV-455F/R untuk isolat-isolat dari Tanah Datar dan
PSS14-PYLCV-353F/R untuk isolat-isolat dari Pesisir Selatan.

Berdasarkan beberapa pertimbangan yaitu sulitnya gen C1 Geminivirus
dari Tanah Datar dapat diamplifikasi, sedikitnya stok bahan untuk pembuatan
cocktail PCR yang tersisa, dan banyaknya isolat Tanah Datar dari stok
laboratorium yang akan dicobakan, maka percobaan selanjutnya lebih difokuskan
pada isolat-isolat Pesisir Selatan saja agar memberikan hasil yang lebih efektif
dan efesien baik dari segi waktu dan biaya. Dari penelitian Jamsari ef al. (2009),
diperoleh informasi bahwa Geminivirus dari Pesisir Selatan memiliki tingkat
serangan (agresivitas) yang jauh lebih tinggi dibandingkan Geminivirus dari
Tanah Datar dan daerah-daerah lainnya di Sumatera Barat. Hal inilah yang
menjadi pertimbangan besar mengapa isolat-isolat Pesisir Selatan lebih
diutamakan pada akhir penelitian ini daripada isolat-isolat Tanah Datar.

Pertimbangan ini diambil dengan harapan jika hasil kloning penelitian ini dapat
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dilanjutkan untuk merakit tanaman cabai merah tahan Geminivirus dengan tingkat
agresivitas yang sangat tinggi, maka tanaman cabai merah tahan Geminivirus
yang berhasil dirakit dari gen C1 Geminivirus spesifik Pesisir Selatan tersebut
juga mampu tahan dari serangan Geminivirus spesifik-spesifik daerah lainnya di
Sumatera Barat dan dapat diaplikasikan ke seluruh daerah pertanaman cabai di
Sumatera Barat.

Adapun hasil amplifikasi isolat Pesisir Selatan dari stok laboratorium
dengan menggunakan primer WS-PYLCV-387F/R dapat dilihat seperti pada
Gambar 19.

2700 bp
1000 bp

Gambar 19. Hasil amplifikasi isolat PSS stok laboratorium dengan primer WS-
PYLCV-387F/R menggunakan GTG. 1-9: isolat PSS, 1KB: marker
DNA ladder, M: marker . DNA 50 ng/pL

Gambar 19. menunjukkan bahwa dari sembilan isolat PSS yang
diamplifikasi dengan primer WS-PYLCV-387F/R, hanya tujuh isolat saja yang
menghasilkan produk DNA dengan ukuran yang sesuai harapan, sedangkan dua
isolat lainnya yaitu nomor 6 (PSS2.4) dan nomor 7 (PSS2.5) tidak menghasilkan
produk DNA sama sekali. Hal ini menginformasikan bahwa ketujuh isolat yang
menghasilkan produk DNA tersebut mengandung genom Geminivirus spesifik
Sumatera Barat. Sedangkan dua isolat lainnya yang tidak menghasilkan produk
DNA dapat terjadi karena kedua isolat tersebut tidak mengandung genom
Geminivirus spesifik Sumatera Barat atau karena faktor-faktor lainnya yang telah

diuraikan pada penjelasan hasil-hasil amplifikasi sebelumnya.
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Untuk memastikan keberadaan sekuens DNA Geminivirus spesifik daerah
Pesisir Selatan, kesembilan isolat tersebut juga telah diamplifikasi dengan primer
PSS14-PYLCV-353F/R menggunakan GTG. Hasilnya dapat dilihat pada Gambar
20.

2748 bp
1000 bp

Gambar 20. Hasil amplifikasi isolat PSS stok laboratorium dengan primer PSS14-
PYLCV-353F/R. 1-9: isolat PSS, 1KB: marker DNA ladder, M:
marker . DNA 50 ng/uL

Gambar 20. menunjukkan bahwa dari sembilan isolat PSS stok
laboratorium yang diamplifikasi dengan primer PSS14-PYLCV-353F/R, hanya
lima isolat yang menghasilkan produk DNA dengan ukuran sesuai harapan dan
keempat isolat lainnya yaitu nomor 6, 7, 8, dan 9 (PSS2.4, PSS2.5, PSS3.2. dan
PSS3.4) tidak menghasilkan produk DNA. Dari gambar tersebut juga dapat dilihat
bahwa konsentrasi produk DNA yang dihasilkan bervariasi. Isolat nomor 3
(PSS2.1) menghasilkan produk DNA dengan konsentrasi yang lebih tinggi
dibandingkan keempat isolat lainnya yang juga menghasilkan produk DNA yaitu
nomor 1, 2, 4, dan 5 (PSS1.1, PSS1.5, PSS2.2, dan PSS2.3). Konsentrasi produk
DNA yang dihasilkan tergantung pada kombinasi volume dan konsentrasi antara
primer dan DNA template yang digunakan pada saat pembuatan cocktail PCR.

Karena keterbatasan bahan GTG pada saat percobaan amplifikasi ini
dilakukan, maka dari sembilan isolat PSS stok laboratorium yang ada, hanya tiga
isolat yang berhasil diamplifikasi dengan primer CI1-PSS14-WS-F/R
menggunakan GTG. Pemakaian GTG dipilih berdasarkan pertimbangan bahwa
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kemurnian zat-zat yang terkandung di dalamnya masih lebih tinggi dibandingkan
master mix dan tujuan awal amplifikasi ini hanya sebatas mengetahui apakah gen
C1 Geminivirus spesifik Pesisir Selatan terdapat pada ketiga isolat tersebut.
Sehingga untuk tujuan tersebut, akan lebih efektif menggunakan GTG daripada
master mix dan lebih murah biayanya daripada menggunakan RTG. Adapun hasil
amplifikasi ketiga isolat tersebut dapat dilihat pada gambar berikut.

1108 bp 1000 bp

Gambar 21. Hasil amplifikasi beberapa isolat PSS stok laboratorium dengan
primer CI-PSS14-WS-F/R. 1-3: isolat PSS (PSSI1.l1, PSSI.5,
PSS2.1), 1KB: marker DNA ladder, M: marker . DNA 50 ng/pL

Gambar 21. menunjukkan bahwa ketiga isolat PSS yang diamplifikasi
dengan primer C1-PSS14-WS-F/R mampu menghasilkan produk DNA dengan
ukuran panjang produk DNA sesuai harapan. Untuk dapat digunakan sebagai
template pada reamplifikasi, maka hasil amplifikasi sebelumnya harus
menggunakan cocktail PCR dari master mix atau RTG. Oleh karena itu, setelah
mendapatkan hasil yang positif dari ketiga isolat tersebut, tahap selanjutnya ialah
amplifikasi salah satu dari ketiga isolat PSS tersebut dengan primer C1-PSS14-
WS-F/R menggunakan RTG. Dari ketiga isolat PSS tersebut, dipilih isolat nomor
3 (PSS2.1) untuk diamplifikasi ulang dengan primer C1-PSS14-WS-F/R.
Pemilihan isolat PSS2.1 untuk diamplifikasi ulang karena dari hasil yang
diperlihatkan pada Gambar 21., menunjukkan bahwa konsentrasi produk DNA
yang dihasilkan isolat PSS2.1 lebih tinggi dibandingkan kedua isolat lainnya.
Sehingga, diharapkan pengamplifikasian ulang isolat PSS2.1 dengan
menggunakan RTG juga akan menghasilkan produk DNA dengan konsentrasi
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yang tinggi. Selain itu, isolat PSS2.1 juga diamplifikasi dengan primer Cl-
TD21BamHI/Smal-NT untuk memastikan apakah isolat PSS2.1 dapat langsung
diamplifikasi dengan primer C1-TD21BamHI/Smal-NT, tanpa harus melakukan
reamplifikasi. Adapun hasil amplifikasi keduanya dapat dilihat pada Gambar 22.

1108 bp

Gambar 22. Hasil amplifikasi isolat PSS2.1 menggunakan RTG. A:
PSS2.1dengan primer C1-TD21-WS-F/R, B: PSS2.1 dengan
primer C1- TD21BamHI/Smal-NT, 1KB: marker DNA ladder,
M: marker ). DNA 50 ng/pL

Gambar 22. memperlihatkan bahwa pengamplifikasian menggunakan RTG
memberikan hasil yang lebih baik daripada amplifikasi menggunakan GTG. Hal
ini dapat dilihat dari konsentrasi produk DNA yang dihasilkan dengan RTG jauh
lebih tinggi dibandingkan konsentrasi produk DNA dengan GTG (Gambar 21.).
Bahkan, pengamplifikasian langsung isolat PSS2.1 (non reamplifikasi) dengan
primer C1-TD21BamHI/Smal-NT mampu menghasilkan produk DNA dengan
konsentrasi yang cukup tinggi (sekitar 4 x A DNA 50 ng/uL).

Primer C1-TD21BamHI/Smal-NT merupakan primer spesifik gen Cl
Geminivirus spesifik Tanah Datar tetapi dapat juga mengamplifikasi gen Cl
Geminivirus dari Pesisir Selatan. Hal ini dapat diasumsikan bahwa gen Cl
Geminivirus isolat Tanah Datar dan gen C1 Geminivirus pada isolat PSS2.1
memiliki sekuens titik pelekatan primer (binding site) yang sama sehingga primer
mampu bekerja untuk mengamplifikasi gen C1 dari isolat yang dicobakan
tersebut. Hasil yang jauh lebih baik juga ditunjukkan pada produk DNA yang
diperoleh dari amplifikasi isolat PSS2.1 dengan primer C1-PSS14-WS-FR.
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Namun, dari hasil amplifikasi isolat PSS2.1 dengan primer CI-
TD21BamHI/Smal-NT (non reamplifikasi), diperoleh produk DNA sampingan
selain produk DNA utama yang terbentuk seperti yang diperlihatkan pada Gambar
22. Oleh karena itu, hasil amplifikasi tersebut harus dimurnikan terlebih dahulu
dengan cara purifikasi gel. Adapun hasil purifikasi yang telah dilakukan dapat
dilihat pada Gambar 23.

Gambar 23. Hasil purifikasi gel produk amplifikasi template PSS2.1 dengan
primer C1-TD21BamHI/Smal-NT. PSS-CINT: Hasil purifikasi gel,
IKB: marker DNA ladder; M: marker ). DNA 50 ng/pL

Gambar 23. memperlihatkan bahwa hasil purifikasi gel yang dilakukan
cukup berhasil dengan baik, hanya saja konsentrasinya menjadi cukup rendah
dibandingkan A DNA 50 ng/ul. Oleh karena itu, untuk meningkatkan
konsentrasinya, dilakukan percobaan reamplifikasi hasil purifikasi tersebut
dengan primer C1-TD21BamHI/Smal-NT menggunakan RTG. Hasilnya seperti
yang dapat dilihat pada Gambar 24.

1000 bp—

Gambar 24. Hasil reamplifikasi terhadap hasil purifikasi gel dengan primer CI-
TD21BamHI/Smal-NT. CIPSS-NT: Hasil reamplifikasi, 1KB:
marker DNA ladder; M: marker ). DNA 50 ng/pL
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Berdasarkan Gambar 24. tersebut dapat dilihat bahwa reamplifikasi yang
dilakukan mampu menghasilkan produk DNA dengan kualitas dan kuantitas yang
cukup baik. Ukuran panjang produk DNA yang dihasilkan sesuai harapan yaitu
sekitar 1132 bp, berpita tunggal, dan tidak terdapat smear maupun produk DNA
sampingan pada produk DNA utama tersebut. Konsentrasi prbduk DNA yang
dihasilkan setara A DNA 50 ng/pL. Dengan demikian konsentrasi hasil
amplifikasi tersebut diperkirakan 10 ng/pL.

4.6 Kloning Gen C1 Geminivirus ke dalam E. coli BL21

Walaupun konsentrasi produk DNA hasil amplifikasi yang diperoleh
hanya 10 ng/uL, percobaan tetap dilanjutkan ke tahap selanjutnya yaitu proses
ligasi ke dalam pGem-T easy vector untuk tujuan perbanyakan (kloning). Dalam
proses ligasi ini, tidak dapat dipastikan 100% bahwa hasil yang diperoleh adalah
pGem-T easy vector rekombinan yang telah ter-insert gen Cl Geminivirus.
Seperti yang dinyatakan Brown (1991), campuran reaksi ligasi selain mengandung
molekul rekombinan yang dikehendaki, mungkin juga mengandung: 1) Molekul
vektor yang tidak mengalami ligasi, 2) Fragmen DNA yang tidak mengalami
ligasi, 3) Molekul vektor yang telah melingkar tersambung kembali tanpa adanya
insersi DNA baru (self-ligated vector), dan 4) Molekul DNA rekombinan yang
membawa fragmen insersi DNA yang salah.

Oleh karena itu, untuk mendapatkan pGem-T easy vector rekombinan yang
ter-insert atau terligasi dengan fragmen yang benar yaitu gen C1 Geminivirus,
maka pada tahap selanjutnya perlu dilakukan PCR koloni dari koloni bakteri E.
coli BL21 transforman yang akan dibahas pada subbab selanjutnya.

Metode transformasi yang digunakan ialah metode “hear shock™ atau
“kejut panas™ dengan pertimbangan tidak memerlukan biaya tinggi dan
kelengkapan alat yang tersedia di laboratorium. Sebelum dilakukan kegiatan
transformasi, langkah awal yang harus dilakukan ialah pembuatan sel kompeten
yang sangat dibutuhkan pada proses transformasi tersebut.

Bakteri E. coli BL 21 transforman yang mengandung pGem-T easy vector
berinsert suatu fragmen akan tahan terhadap antibiotik ampicilin dan
chloramphenicol, sebaliknya pada bakteri lain yang bukan E. coli BL21 yang juga
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transforman karena mengandung pGem-T easy vector tetapi tidak ber-insert suatu
fragmen akan masih mampu bertahan hidup pada media seleksi jika hanya diberi
perlakuan antibiotik ampicilin tetapi akan mati jika diberi juga perlakuan
antibiotik chloramphenicol. Penggunaan antibiotik ampicilin berguna untuk
mengeleminasi bakteri-bakteri lain yang tidak mengandung pGem-T easy vector.

Dari volume total hasil ligasi yaitu sebanyak 20 ul, maka proses
transformasi dilakukan sebanyak 4x ulangan (A, B, C, dan D), dimana volume
hasil ligasi yang ditransformasi pada setiap ulangan ialah sebanyak 5 pL/50 puL
sel kompeten. Setiap ulangan juga dibagi lagi menjadi 2 ulangan yaitu ulangan I
(Al, BI, Cl, dan DI) ialah hasil transformasi yang di-platting sebanyak 100 pL
dan ulangan 11 (A2, B2, C2, dan D2) ialah hasil transformasi vang di-platting
sebanyak 50 pL pada media LB (Luria Bertani) padat yang telah diperlakukan
dengan antibiotik ampicilin dan chloramphenicol di dalam petridish. Setelah
dilakukan platting, seluruh hasil platting diinkubasi pada suhu 37°C selama satu
malam (over night) untuk menumbuhkan bakteri transforman di media LB padat
tersebut.

Dari hasil platting yang telah dilakukan dan diinkubasi selama satu malam,
diperoleh 12 koloni tunggal. Kedua belas koloni tersebut diperoleh dari total
bakteri transforman yang tumbuh pada kedelapan ulangan yang ada. Adapun tabel
perhitungan koloni-koloni yang diperoleh dari tiap ulangan tersebut disajikan
pada Tabel 5.

Tabel 5. Perhitungan jumlah koloni tunggal bakteri E. coli BL21 transforman
yang tumbuh pada media LB padat (media selektif)

No. Jumlah koloni tunggal yang tumbuh/ 100 | Jumlah koloni tunggal yang tumbuh/ 50 pL. |
uL volume platting volume platting
A 0 1
B 3 2
c 3 2
D 1 0
Total 7 5

Tabel 5. menginformasikan bahwa jumlah koloni tunggal transforman
yang tumbuh dari hasil platting 100 pL lebih banyak dibandingkan hasil platting
50 pL. Hasil ini merupakan hasil yang wajar, karena volume plaiting 100 pL
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lebih banyak 2x dari volume platting 50 plL. Sehingga, kemungkinan jumlah
bakteri transforman yang ada pada volume platting 100 pL lebih banyak daripada
volume platting 50 pL. Kedua belas koloni tunggal dari seluruh hasil platting
tersebut diprediksi sementara sebagai bakteri-bakteri transforman yang
mengandung pGem-T easy vector dengan insert fragmen yang benar (gen Cl
Geminivirus). Adapun hasil platting yang telah dilakukan dapat dilihat pada
Gambar 25.

Gambar 25. Pertumbuhan bakteri E. coli BL21 transforman di media LB padat.
A1-D1: hasil platting 100 pL, A2-D2: hasil platting 50 pL
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4.7 Koloni PCR pada Bakteri E. coli BL21 Transforman dan Pembuatan
Master Plate

Untuk memastikan apakah kedua belas koloni tunggal yang tumbuh pada
seluruh ulangan tersebut merupakan E. coli BL21 transforman yang berisi gen C1
Geminivirus, maka pada tahap selanjutnya dilakukan koloni PCR dan pembuatan
master plate. Pembuatan master plate bertujuan untuk mempertahankan
keberadaan koloni-koloni tunggal bakteri E. coli BL21 transforman tersebut
dalam kondisi hidup. Koloni PCR dilakukan dengan menggunakan primer
T7/SP6. Sebagai kontrol negatif digunakan pGem-T easy kosong yang juga
diamplifikasi dengan primer T7/SP6. Hasil koloni PCR dielektroforesis selama 30
menit pada tegangan 100 Volt dan ditampilkan pada Gambar 26.

—1307 bp
1000 bp—

Gambar 26. Hasil koloni PCR bakteri E. coli BL21 transforman. K: kontrol
negatif, 1-12: hasil koloni PCR bakteri E. coli transforman, 1KB:
marker DNA ladder, M: marker ). DNA 50 ng/pL

Gambar 26. menunjukkan bahwa kedua belas koloni tunggal bakteri E.
coli BL21 transforman yang telah diamplifikasi dengan primer T7/SP6, hanya
satu yang menunjukkan hasil positif yaitu pada koloni tunggal nomor 11 dengan
ukuran panjang produk DNA sekitar 1307 bp. Ukuran panjang produk DNA

tersebut memperkuat dugaan bahwa hasil amplifikasi tersebut adalah benar gen




C1 Geminivirus yang juga membawa sekuens T7 dan SP6, karena ukuran panjang
gen C1 ialah sekitar 1132 bp dan ukuran panjang gabungan sekuens T7 dan SP6
ialah sekitar 175 bp, sehingga total panjangnya sekitar 1307 bp. Sedikitnya jumlah
bakteri transforman yang mengandung pGem-T easy rekombinan ber-insert
fragmen yang benar yaitu hanya 1 dari 12 koloni tunggal yang diperoleh,
menunjukkan bahwa keberhasilan ligasi fragmen yang diinginkan dengan pGem-T
easy vector tergantung pada ukuran panjang fragmen itu sendiri. Gen C1 memiliki
ukuran panjang yang cukup besar sehingga memperkecil peluang keberhasilannya
terligasi ke dalam pGem-T easy vecior.

Sedangkan kesebelas hasil koloni PCR lainnya tidak menunjukkan hasil
yang positif dikarenakan ukuran panjang produk DNA yang dihasilkan tidak
sesuai dengan harapan yaitu rata-rata hanya sekitar 250-400 bp. Bahkan sebagian
besar diantaranya menghasilkan band (pita) DNA ganda. Adanya insert inilah
yang menyebabkan bakteri E. coli BL21 menjadi transforman (dapat tumbuh pada
media selektif LB padat dengan perlakuan antibiotik), walaupun produk DNA
(yang menjadi insert pada pGem-T easy tersebut) tidak memiliki ukuran panjang
produk sesuai dengan harapan.

Insert-insert atau produk DNA yang tidak sesuai harapan tersebut (bukan
fragmen yang diinginkan) dapat diasumsikan sebagai fragmen yang diduga
berasal dari potongan-potongan fragmen vektor yang ikut terligasi ke dalam
pGem-T easy atau gen C1 Geminivirus yang belum terligasi sempurna ke dalam
pGem-T easy tersebut. Dengan panjangnya ukuran produk gen C1 Geminivirus,
tentu akan menyulitkan gen tersebut dapat terligasi sempurna ke dalam pGem-T
easy sehingga persentase keberhasilannya sangat kecil. Oleh karena itu, hal yang
wajar jika dari 12 koloni tunggal yang diduga transforman dan telah diuji dengan
koloni PCR menggunakan primer T7/SP6, hanya satu yang menunjukkan hasil
yang positif (pada sampel nomor 11). Selain itu, hand (pita) DNA vang terlihat
ukurannya di bawah 250 bp pada seluruh hasil koloni PCR merupakan pGem-T

easy kosong.
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4.8 Verifikasi Gen Insert pada DNA Plasmid

4.8.1 Isolasi DNA Plasmid Rekombinan

Kultur cair dilakukan sebagai tahapan awal untuk melakukan isolasi
plasmid. Kultur cair yang dilakukan selama satu malam (over night) menunjukkan
hasil yang positif yaitu terlihat keruhnya warna dari kultur cair tersebut yang
diindikasikan sebagai akibat tumbuh dan hidupnya bakteri E coli BL21
transforman di dalamnya. Tidak semua hasil (stok) kultur cair digunakan untuk
tujuan isolasi plasmid, sebagian disimpan di tube eppendorf 1,5 mL pada suhu
minus 20°C untuk tujuan mempertahankan keberadaan bakteri £ coli BL21
transforman tersebut dalam kondisi hidup, selain sebelumnya juga telah
diupayakan dengan menggunakan master plate.

Setelah dilakukan isolasi plasmid dari kultur cair bakteri £ coli BL21
transforman nomor 11, diperoleh hasil berupa pelet plasmid yang dilarutkan
dengan 1 x TE sebanyak 50 pL. Setelah dielektroforesis selama 30 menit dengan

tegangan 100 Volt, hasil isolasi DNA plasmid dapat dilihat pada Gambar 27.

1000 bp

Gambar 27. Hasil isolasi plasmid. PR: Plasmid Rekombinan (pGem-T easy vector
rekombinan), 1KB: marker DNA ladder, M: marker . DNA 50

ng/pL

Gambar 27. memperlihatkan bahwa isolasi DNA plasmid yang dilakukan
berhasil dan konsentrasinya terlihat tinggi bila dibandingkan dengan lambda

DNA. Ukuran panjangnya hingga melebihi 10 kb, menunjukkan adanya
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kemungkinan bahwa dari kegiatan isolasi plasmid yang dilakukan, tidak hanya
plasmid rekombinan yang berhasil diisolasi tetapi juga DNA kromosom vektor.
Untuk memastikan apakah plasmid rekombinan yang diinginkan berhasil diisolasi
atau tidak, dapat dilakukan dengan kegiatan restriksi. Namun, kegiatan restriksi
plasmid rekombinan tersebut tidak dilakukan dalam penelitian ini. Restriksi

dilakukan pada DNA rekombinan hasil amplifikasi dengan primer T7/SP6.

4.8.2 Verifikasi Gen C1 dengan Metode PCR pada DNA Plasmid
Rekombinan

Untuk memastikan bahwa plasmid transforman tersebut mengandung gen
C1 Geminivirus, maka hasil isolasi DNA plasmid (konsentrasi 20 ng/ul.)
diamplifikasi dengan primer CI1-TD21BamHI/Smal-NT dan primer T7/SP6
menggunakan RTG. Pembuktian hasilnya menggunakan teknik elektroforesis

dapat dilihat pada Gambar 28.

1000 bp

Gambar 28. Hasil amplifikasi plasmid rekombinan dengan primer Cl-
TD21BamHI/Smal-NT dan primer T7/SP6. A: hasil amplifikasi
dengan primer T7/SP6, B: hasil amplifikasi dengan primer CI-
TD21BamHI/Smal-NT, 1KB: marker DNA ladder;: M: marker .
DNA 50 ng/uL

Berdasarkan Gambar 28. dapat diketahui bahwa amplifikasi yang dilakukan
pada plasmid transforman tersebut berhasil membentuk produk DNA baik dengan
primer C1-TD21BamHI/Smal-NT maupun dengan primer T7/SP6. Hal ini dapat
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dilihat dari ukuran panjang produk DNA masing-masing yang dihasilkan sesuai

harapan dengan konsentrasi yang cukup tinggi.

4.8.3 Restriksi Hasil Amplifikasi Plasmid Transforman dengan Enzim Smal
dan BamHI

Untuk memastikan bahwa gen tersebut adalah gen C1 Geminivirus dan
dapat direstriksi dengan enzim Smal dan BamHl dari pGem-T easy, maka
dilakukan restriksi terhadap produk DNA hasil PCR tersebut dengan

menggunakan enzim Smal dan BamHI. Hasilnya disajikan pada Gambar 29.

1307 bp

1000 bp 1132 bp

Gambar 29. Hasil restriksi plasmid transforman dengan enzim Smal dan BamHI.
BR (Before Restriction): sebelum restriksi, AR (Afier Restriction):
setelah restriksi, 1KB: marker DNA ladder, M: marker % DNA 50

ng/uL

Gambar 29. memperlihatkan bahwa restriksi yang dilakukan telah berhasil.
Keberhasilan tersebut dapat dilihat dari perbandingan panjang produk DNA hasil
setelah restriksi dengan hasil sebelum restriksi. Kedua fragmen memperlihatkan
ukuran panjang produk DNA yang berbeda, yaitu 1307 bp sebelum restriksi dan
1132 bp setelah direstriksi yang diindikasikan sebagai gen C1 Geminivirus.
Pengurangan sekitar 175 bp diperkirakan berasal dari fragmen vektor (sekuens
T7-SP6). Namun, fragmen vektor tersebut tidak dapat terlihat dengan jelas pada
Gambar 27. Hal ini dikarenakan ukuran panjangnya yang terlalu kecil dan

konsentrasinya yang terlalu tipis.
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4.8.4 Analisis Sekuensing Parsial Gen C1

Untuk lebih memastikan gen yang berhasil dikloning tersebut adalah benar
gen C1 Geminivirus spesifik Pesisir Selatan, maka dilakukan kegiatan sekuensing
terhadap hasil amplifikasi DNA plasmid transforman yang telah berhasil diisolasi
tersebut dengan primer T7/SP6. Sekuensing dilakukan dari dua arah pembacaan
(two read direction) menggunakan primer T7/SP6. Hasil yang diperoleh dari
Laboratorium Sentral berupa grafik elektroforegram dengan peak-peak yang
bewarna-warni untuk membedakan jenis basa nitrogen (nukleotida) vang
dicirikannya. Nukleotida A bewarna hijau, nukleotida G bewarna hitam,
nukleotida C bewarna biru, dan nukleotida T bewarna merah. Pola warna sekuens
yang sama juga disampaikan oleh Ratnayani er al. (2007).

Hasil data sekuensing yang diperoleh dari sampel, diedit menggunakan
bantuan sofiware dan dikontrol secara manual. Setelah hasil sekuensing tersebut
dianalisis, ternyata kualitas sekuens yang diperoleh kurang baik. Hal ini ditandai
dengan terjadinya overlapping peak nukleotid satu dengan yang lain sehingga
lambang nukleotidnya menjadi N. Lambang N merupakan lambang untuk simbol
nukleotid A, C, G, dan T. Kontrol lambang nukleotid dilakukan dengan
memperhatikan pola-pola peak apa yang menempati puncak tertinggi dari jenis
peak lainnya. Jika terdapat keraguan maka penentuan jenis nukleotidnya
difokuskan dengan memperkecil terjadinya variasi dari runutan nukleotid dengan
sampel yang lainnya.

Selain itu, setelah dilakukan pengeditan terhadap kedua hasil pembacaan
tersebut antara hasil sekuensing dengan T7 dan SP6, keduanya tidak membentuk
over lapping sama sekali, sehingga tidak dapat di-contig. Oleh karena itu, untuk
analisis selanjutnya, hanya dipilih dari satu pembacaan saja yaitu berdasarkan data
hasil sekuensing dengan primer SP6. Hal dikarenakan data hasil sekuensing
dengan primer SP6 lebih baik daripada data hasil sekuensing dengan primer T7.
Pada data hasil sekuensing dengan primer T7, banyak peak-peak yang tidak
memiliki puncak yang tegas, sehingga sangat menyulitkan untuk dilakukan
pengeditan.

Berdasarkan data sekuens yang telah dilakukan pengeditan pada hasil
sekuensing dengan primer SP6, diperoleh panjang sekuens 923 bp. Untuk
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memisahkan fragmen vektor dengan sekuens C1 Geminivirus, maka dilakukan
analisis secara in silico. Kegiatan ini dilakukan secara online pada website NCBI
(National Centre of Biotechnology Information): http://www.ncbi.nlm.nih.gov-
/VecScreen menggunakan program VecScreen. Dengan cara tersebut dapat
disisihkan sekuens-sekuens yang berasal dari plasmid (vektor) yang digunakan
dalam transformasi genetik.

Hasil VecScreen memisahkan sekuens sepanjang 848 bp yang
menunjukkan bahwa fragmen yang berhasil ditransformasikan cukup panjang
dibandingkan dengan fragmen awal (original sequence) yaitu 923 bp. Selanjutnya
dilakukan pengecekkan terhadap keberadaan basa primer dan titik potong enzim
pada urutan-urutan basa hasil VecScreen tersebut. Hal ini bertujuan untuk
memastikan bahwa benar hasil VecScreen yang diperoleh mengandung sekuens
primer C1-TD21-Smal-NT dan titik potong pengenalan enzim Smal. Adapun hasil
pengecekkan yang dilakukan menunjukkan bahwa benar sekuens primer Cl-
TD21-Smal-NT terdapat pada hasil VecScreen tersebut, begitu juga dengan titik
potong enzim Smal. Berikut urutan basa hasil VecScreen yang telah ditandai

sekuens primer dan titik potong pengenalan enzimnya dengan pewarnaan.

SN . 1 TAGTTTCTTCTTCGCAATTTGGTGCAGTATCTTCTGTGGAACTTGAG

TAGAGTGGCCCGTTGATGGTGACGAAGGTCGCATTTTTCTACGGCCCAAGATTTCAATGCATTATTTTTGTCC
ACGTCAAGGTATGCTTTATATGACGAGGTAGGACCAGGATTGCAGAGGAAGATAGTGGGAATTCCGCCTTTA
ATTTGAATTGGCTTTCCGTACTTAGTGTTGCTTTGCCAGTTCCGCTGGGCCCCCATAAACTCTTTAAAGTGCTT
TAGATAGTGGGGGTCGACGTCATCGATGACGTGGTACCAGGCGTCGATTGTTGTATACCTTGGGGCTCAAGT
CAAGATGTCCGCAGAGATAATTATGGGGGCCCAATGACCTAGCCCACATAGTTTTGCCCGTACGACTCTCAC
CTTCTATGACAATGCTAATGGGCCTCCATGGCCGCGCAGCGGCATCCATCACATTTTCAGCAGCCCATTGTCG
TAGTCCCTCTGGGAACTGGGTCACACGACGACGACGGATATGGTGAACAAGTGTATCTACAGGTGTAGCAAT
TATGCTTATCGAAATGAGCACGTAATACTGGTGGGTACTGGTAGAGCATAGCTCTTTACGGAAGCCAGGCTC
CATTGAGTTCAAGTCGAAAGAGGCATTCGGAACCTTACGTGCGCACGAAGTTCCAGGGGGCCTGCGGCGTTA
AAAATTCGGTTTACGTGCGTTGCGGGACAAGCGTGGTGCAGATCGGACACTATCTGCAAGTCATACCATACG
GTGGTATCACGTCTTAGTCATGTACGCAGAACATCGGAAACCTGAGTTTA

Gambar 30. Hasil VecScreen yang telah ditandai sekuens primer Smal.
merupakan  sekuens
primer CI1-TD21-Smal-NT dan nukleotid yang berlatar hijau

adalah titik potong pengenalan enzim Smal

Setelah diperoleh urutan sekuens C1 Geminivirus yang telah dipisahkan
dari vektor, maka dilakukan analisis sekuens lanjut dengan menggunakan analisis

BLAST. Analisis BLAST dilakukan dengan tujuan untuk membandingkan data
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sekuens yang dimiliki dengan sekuens-sekuens DNA dari berbagai penjuru dunia
dan tanaman yang didepositkan pada database (gen bank) sekuens publik. Untuk
keperluan tersebut maka analisis BLAST dilakukan pada website NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. Untuk mengidentifikasi sekuens C]1

Geminivirus hasil sekuensing, maka pengujian dilakukan dengan menggunakan
program BLASTn pada situs di atas. Hasil yang diperoleh ditampilkan pada Tabel
6.

Tabel 6. Hasil analisis BLAST

Aksesi Deskripsi Akurasi data | Max
(Query ident
coverage)
AB267834.1 | Pepper yellow leaf curl Indonesia virus 97% 87%
DNA, segment DNA-A, complete

enome ‘4
AB267838.1 | Pepper vyellow leaf curl Indonesia 98% 85%
virus-[Ageratum]  DNA, segment
DNA-A, complete genome

DQO83765.1 | Pepper yellow leaf curl Indonesia virus 95% 85%
isolate  Bogor  tomato, complete

genome 4
DQO083764.1 | Pepper yellow leaf curl Indonesia virus 95% 85%
isolate Bogor, complete genome
AB267836.1 | Pepper yellow leaf curl Indonesia 97% 85%
virus-[Tomato1] DNA, segment DNA-
A, complete genome J

Tabel 6. memperlihatkan bahwa sampel yang dimiliki menunjukkan
kesamaan sekuens C1 Geminivirus pada tanaman cabai dari daerah lainnya di
Indonesia, maupun pada tanaman lainnya yang berbeda spesies yaitu babandotan
(Ageratum conyzoides) dan tomat (Lycopersicum esculentum). Untuk mengetahui
daerah terkonservasi (melihat besar persentase basa yang sama antara sekuens
insert yang diperoleh dalam penelitian ini dengan sekuens dari aksesi

AB267834.1 seperti yang terdapat pada Tabel 5.), maka selanjutnya dilakukan

analisis penjajaran dengan program Clustal-W2. Analisis ini dilakukan pada

website Clustal-W?2: http://www.ebi.ac.uk/T ools/msa/clustalw?/.
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Aksesi AB267834.1 dipilih sebagai pembanding dengan pertimbangan
memiliki nilai maximum identity yang lebih tinggi daripada keempat aksesi
lainnya. Selain itu, aksesi AB267834.1 merupakan aksesi dari tanaman cabai
sehingga dapat digunakan sebagai pembanding yang lebih sesuai daripada
keempat aksesi lainnya yang berasal dari tanaman ageratum dan tomat. Walaupun
aksesi DQO083764.1 juga berasal dari tanaman cabai, tetapi aksesi ini tidak dipilih
sebagai pembanding karena nilai maximum identity-nya lebih rendah daripada
aksesi AB267834.1. Untuk melihat besar variasi basa pada sekuens C]
Geminivirus yang diperoleh dari hasil penelitian ini dengan C1-TD21 dan Cl-
PSS14 dari hasil penelitian Jamsari es al. (2009), maka analisis penjajaran juga
dilakukan terhadap kedua sekuens tersebut. Sehingga, total pembandingnya

menjadi 3 sekuens. Adapun hasil penjajaran sekuens-sekuens tersebut sebagai

berikut.
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Gambar 31. Hasil penjajaran sekuens C1 Geminivirus menggunakan Clustal-W2.
C1-PSS3=sekuens C1 yang diperoleh dari hasil penelitian ini, C1-
TD21 dan C1-PSS14=sekuens C1 dari penelitian Jamsari er al.
(2009), C1-AB267834.1=sekuens C1 dari database (gen bank)
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Gambar 31. menunjukkan bahwa sekuens C1 Geminivirus Pesisir Selatan
(C1-PSS3) dari hasil penelitian ini memiliki kesamaan yang cukup tinggi dengan
sekuens C1 Geminivirus dari isolat TD2] milik Jamsari es al. (2009). Hal ini
dapat dibuktikan dengan besarnya jumlah basa homologi yang diperoleh dari
pensejajaran keduanya yaitu sebesar 748 basa. Sehingga, persentase homologinya
dapat diketahui yaitu sebesar 748/837 x 100% = 89,37%. Nilai persentase sebesar
89,37% menunjukkan bahwa variasi basa pada sekuens C1 Geminivirus dari hasil
penelitian ini cukup rendah dibandingkan sekuens C1 Geminivirus Jamsari et al.
(2009). Hal ini yang dapat menyebabkan sekuens C1-PSS3 mampu diamplifikasi
oleh primer C1-TD21BamHI/Smal-NT yaitu primer yang dirancang spesifik
untuk sekuens gen C1 Geminivirus dari Tanah Datar. Tapi nyatanya, primer
tersebut juga mampu mengamplifikasi gen C1 Geminivirus Pesisir Selatan.

Perbandingan antara sekuens CI-PSS3  dengan CI1-PSS14 turut
menunjukkan variasi basa pada sekuens CI1-PSS3 tidak terlalu tinggi. Hal ini
dapat dilihat dari jumlah basa homologi dari perbandingan keduanya yaitu
sebanyak 695 basa. Sehingga, persentase homologinya sekitar 695/837 x 100% =
83,03%. Perbedaan variasi basa sekitar 53 basa atau 6,34% antara C 1-TD21 dan
CI1-PSS14 terhadap C1-PSS3 menunjukkan ketiga sekuens tersebut memiliki
tingkat kekerabatan yang cukup tinggi. Namun, variasi yang sedikit lebih tinggi
pada sekuens C1-PSS3 jika dibandingkan dengan C1-PSS|4 dapat terjadi karena
agresivitas Geminivirus dari isolat PSS]4 tersebut sangat tinggi sehingga
sekuensnya lebih kompleks dibandingkan isolat TD2]. Ternyata, persamaan
daerah asal isolat PSS3 dan PSS14 tidak dapat menjadi petunjuk pasti bahwa
kedua isolat tersebut memiliki gen C1 Geminivirus yang 100% identik.

Hasil di atas menunjukkan bahwa dalam satu daerah pertanaman cabai
merah, terdapat variasi Geminivirus yang menyerang daerah pertanaman cabai
merah tersebut. Seperti yang telah diungkapkan oleh Wahyuni (2005), material
genetik virus mudah berubah. Hal ini yang menyebabkan terjadinya variasi antara
Geminivirus dari satu daerah yang sama. Lebih lanjut Wahyuni (2005)

menyatakan bahwa dalam kehidupannya, virus terus membentuk varian baru

melalui suatu perubahan susunan nukleotida dalam asam nukleatnya dan
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perubahan ini terjadi sebagai akibat dari cekaman oleh faktor lingkungan, vektor,
dan tumbuhan inang.

Sedangkan perbandingan antara sekuens CI1-PSS3 dengan ClI-
AB267834.1, menunjukkan variasi basa yang sangat tinggi. Persentase
homologinya sekitar 470/837 x 100% = 56,15%. Hasil ini merupakan hal yang
normal, mengingat dalam satu daerah pertanaman cabai merah yang sama saja,
telah cukup banyak terjadi variasi basa sekuens C1 Geminivirus. Sehingga, suatu
hal yang wajar jika perbandingan variasi basa sekuens C1 Geminivirus lebih
tinggi terjadi pada daerah pertanaman cabai merah yang berbeda.

Data sekuens C1 Geminivirus dari hasil penelitian ini akan menambah
informasi sekuens C1 Geminivirus asal Indonesia. Hal ini sangat penting untuk
memberikan informasi bagi penelitian-penelitian selanjutnya, terutama bagi
penelitian yang bertujuan merakit tanaman cabai merah resisten Geminivirus
melalui metode PDR (Phatogen Derived Resistance) dengan penggunaan gen C1
sebagai sumber ketahanannya. Sebab, penelitian mengenai urutan sekuens DNA
Geminivirus asal Indonesia yang mungkin berkaitan dengan sekuens-sekuens
fungsional atau yang dapat menunjukkan adanya keragaman genetik di antara
Geminivirus asal Indonesia belum banyak dilakukan. Sehingga, hasil yang
diperoleh dari penelitian ini merupakan informasi yang sangat penting dalam
menambah pengetahuan mengenai Geminivirus pada tingkat molekuler (urutan
basa DNA).




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Hasil penelitian ini menyimpulkan bahwa gen C1 Geminivirus spesifik
Pesisir Selatan pada tanaman cabai merah telah berhasil dikloning ke dalam E.

coli BL21 dan diperoleh plasmid serta bakteri E. coli BL21 rekombinan.

5.2 Saran

Untuk penelitian selanjutnya yang bertujuan merakit tanaman cabai merah
resisten Geminivirus, disarankan melakukan ligasi adaptor ke dalam pBI121]
untuk membantu gen C1 Geminivirus dapat berligasi ke dalam pBI121. Sehingga,
pBI121 rekombinan (telah terinsert gen C1 Geminivirus spesifik Pesisir Selatan)
tersebut dapat ditransformasikan ke dalam bakteri Agrobacterium tumefaciens dan

diinjeksikan ke dalam tanaman cabai merah (kalus cabai merah), guna

memperoleh tanaman cabai merah yang resisten terhadap serangan Geminivirus.
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Lampiran 1. Jadwal Kegiatan Penelitian

No. Kegiatan September Oktober November Desember Januari Februari
3falrf2]3falt[2]3]e]1[2]3[a[1]2[3]4|1[2]3]4

1. | Persiapan alat dan bahan

2. | Pengambilan sampel ke lapangan

3. | Isolasi DNA geminivirus dari
sampel tanaman cabai

4. | Amplifikasi genom geminivirus
dengan primer WS-PYLCV-
387F/R, TD21-PYLCV-455F/R
dan PSS14-PYLCV-353F/R)

5. | Optimasi primer spesifik C1-
TD21-WS-F/R dan C1-PSS14-WS-
F/R serta primer C1-
TD21BamHI/Smal-NT

6. | Amplifikasi fragmen gen C1
geminivirus isolat PSS dengan
primer C1-TD21BamHI/Smal-NT

o

Persiapan sel kompeten

8. | Ligasi fragmen gen C1 geminivirus
ke dalam plasmid

9. | Transformasi plasmid rekombinan
ke dalam bakteri E.coli BL21 dan
platting

10. | Isolasi plasmid

I1. | Amplifikasi hasil isolasi plasmid
dengan primer T7/SP6 dan primer !

C1-TD21BamHI/Smal-NT . ;
12. | Analisis sekuensing ‘

13. | Penulisan laporan

18
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Lampiran 2. Komposisi Media

a.

Media LB (Luria Bertani) Cair (250 ml)
1,25 g NaCl

- 1,25 g Yeast extract

- 2,5 g Trypton

- 25pulNaOH 10N

- Ditambahkan aquades sampai mencapai volume 250 ml
Media LB Padat

- 1,25 g NaCl

- 1,25 g Yeast extract

- 2,5 g Trypton

- 25 pulNaOH I0N

- 3,75 G Agar powder

- Ditambahkan aquadest sampai mencapai volume 250 ml|




83

Lampiran 3. Gambar peta plasmid pBI121

RK2

NOS prom. ey KiaC

NPTIIl CDS

RK2 TriA

Smal

Xbat BamH1
AAG CTT GCA TGC CTG CAG GTC GAC TCT AGA GGA TCC CCG GGT
GGT CAG TCC CIT ATG TTA...

e el

GUS fusion junction:

~——

Peta sirkular pBI1121 (Clontech Inc, 1996)

pB|121 Sma |

------------------ TCT AGA G6A TCC (6 GET G6T (AG TCC (1T ATG

Xba| BamH | O e

Peta sisi kloning plasmid pBI121 (Clontech Inc. catalogue, 1996)



Lampiran 4. Gambar plasmid pGem-T-easy vector

Xmnl 2009
Scal 1890 \Nael 2707
f1 on
Am GEM™-T Easy
Ce lacZ
Vector

{2015bp)

on

Peta pGem-T easy vector (Biotek Tanaman, 2009)

174

Apal
Aatll
Sphi
BstZl
Ncol
BstZi
Notl
Sacll
EcoRlI

Q 'l
EcoRl
Notl
BstZI
Pstl
Sail
Ndel

BstXxl
Nsil

T spe

1473VAD5_BA
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