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ABSTRAK

Penyakit mosaik pada tanaman nilam di Indonesia berasosiasi
dengan infeksi Telosma mosaic virus (TeMV), Broad bean wilt virus 2
(BBWV2), Cymbidium mosaic virus (CymMV) dan Cucumber mosaic
virus (CMV). TeMV, BBWV2 dan CymMYV sudah diidentifikasi secara
molekuler, sedangkan CMV baru terdeteksi secara serologi. Karakte risasi
molekuler setiap virus diperlukan sebagai salah satu dasar pengambilan
tindakan pengendalian. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi
CMYV asal tanaman nilam secara molekuler berdasarkan sekuen nukleotida
gen CP. Tiga sampel daun nilam bergejala terinfeksi virus diambil dari
koleksi tanaman nilam di rumah kaca Balittro. Sampel daun diekstraksi
asam nukleat totalnya (RNA+DNA). Asam nukleat total diamplifikasi
dengan teknik one step reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR) menggunakan primer spesifik gen coat protein (CP) CMV.
Produk PCR berukuran 650 pb (pasang basa) dirunut sekuen
nukleotidanya serta dianalisis homologi dan hubungan filogenetikanya
dengan sekuen isolat-isolat CMV yang ada di GenBank. Sekuen nukleotida
dan asam amino gen CP CMV asal nilam menunjukkan persentase
kemiripan terbesar (97,1 dan 97,7%) dengan isolat um-Jepang. Analisis
filogeni menunjukkan bahwa CMV asal nilam berkerabat sangat dekat
dengan CMV isolat um-Jepang dengan nilai bootstrap 100%, dan berada
dalam satu kelompok dengan isolat-isolat CMV subgrup IB. Keberadaan
CMV subgrup IB pada tanaman nilam perlu diwaspadai karena subgrup I
lebih virulen dibandingkan subgrup II. Penelitian ini merupakan laporan
pertama karakterisasi molekuler CMV nilam, baik di Indonesia maupun di
luar negeri, yang dapat digunakan sebagai salah satu dasar pengambilan
tindakan pengendalian.

Kata kunci: analisis homologi, pohon filogeni, nukleotida, asam amino

ABSTRACT

Mosaic disease on Indonesian patchouli associated with nfection
of TeMV, BBWV2, CymMV and CMV. TeMV, BBWV2 and CymMV
has been identified molecularly, while CMV just was detected
serologically. The objective of this study was to identify CMV from
patchouli by molecular approach based on CP gene nucleotide sequence
Leaf samples were collected from three mosaic symptomatic patchouli
plants in greenhouse of Balittro. Leaf samples were extracted for the total
nucleic acids (RNA + DNA). Nucleic acids were amplified using specific
primer for CP gene of CMV by one step RT-PCR technique. The DNA of
PCR product with the size of ~ 650 bp was directly sequenced and
analyzed for its homology with sequences of CMV isolates extracted from
Gene Bank. CMV CP gene from patchouli showed the highest of
nucleotide and amino acid sequence similarities, 97,1 and 97,7%

respectively, with um-Japanese isolates. Phylogenetic tree analysis revealed
that CMV from patchouli was closely related with um-Japanese isolate with
100% bootstrap value, and clustered with another CMV isolates in subgroup
IB. Since the CMV subgroup I was more virulent than subgroup it, is
necessary to increase the awareness of the CMV occurrence in another plant.

Key words : homology analysis, phylogeny tree, nucleotides, amino acid

PENDAHULUAN

Penyakit mosaik akibat virus pada nilam di Indonesia
telah dilaporkan sejak tahun 1996. Ada empat jenis virus
yang telah terdeteksi berasosiasi dengan penyakit mosaik
nilam di Indonesia, yaitu Telosma mosaic virus (TeMV)
dari genus Potyvirus, Cymbidium mosaic virus (CymMV)
dari genus Potexvirus, Broad bean wilt virus 2 (BBWV2)
dari genus Fabavirus, dan Cucumber mosaic virus (CMV)
dari genus Cucumovirus (Sukamto et al. 2007; Noveriza et
al. 2012b; Miftakhurohmah et al. 2015). Infeksi virus pada
tanaman nilam menyebabkan penurunan produksi mencapai
30 — 40% dan penurunan kadar patchaoli alcohol hingga
5%, baik pada terna basah maupun terna kering (Noveriza
etal. 2012a) .

Karakterisasi molekuler TeMV sudah dilakukan oleh
Noveriza et al. (2012b), demikian juga CymMV dan
BBWV2 oleh Miftakhurohmah et al. (2015). CMV
terdeteksi secara serologi pada beberapa pertanaman nilam
di Indonesia, yaitu di Kebun Percobaan (KP) Cicurug dan
Manoko, serta di lahan petani di Cijeruk (Miftakhurohmah
et al. 2013), namun belum dilaporkan karakterisasi
molekulernya.

Karakterisasi molekuler virus diperlukan dengan
beberapa tujuan, antara lain untuk mendapatkan data yang
lebih akurat. Deteksi secara serologi kurang akurat karena
tidak dapat membedakan virus yang sekerabat (Boonham et
al. 2014), sehingga identifikasi virus lebih tepat dilakukan
secara molekuler. Ketepatan identitas virus akan
menentukan ketepatan langkah pengendalian atau langkah
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karantina yang diambil untuk meminimalkan kehilangan
hasil akibat virus (Khan et al. 2011a). Karakterisasi
molekuler virus juga untuk mengetahui sejarah evolusinya
(asal dan penyebarannya), sehingga dapat dilakukan
pencegahan penyebarannya. Strategi pengendalian CMV
yang efektif juga dapat dilakukan dengan merakit varietas
tahan. Perakitan varietas tahan berkaitan dengan
karakterisasi molekuler virus (Kim et al. 2014).

CMV  memiliki kisaran inang luas dan telah
dilaporkan menginfeksi lebih dari 1.300 spesies tanaman
yang tergolong ke dalam lebih dari 500 genus dan 100
famili (Duarte et al. 2013). Virus ini menular melalui
bahan tanaman, biji dan serangga vektor. Lebih dari 80
spesies Aphid mampu menularkan CMV secara non
persisten (Zitter and Murphy 2009). Genom CMV terdiri
dari tiga utas RNA yang memiliki 5 Open Reading Frame
(ORF). CMV diklasifikasikan menjadi dua subgrup utama
berdasarkan serologi, yaitu subgrup I dan II. Analisis lebih
lanjut berdasarkan homologi nukleotida dan filogeni,
subgrup I terbagi menjadi [A dan IB (Roonssinck et al.
1999).

Gen yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi
CMV adalah 1a, 2a, 2b, movement protein (MP) dan coat
protein (CP). Gen la, 2a dan 2b lebih cepat mengalami
evolusi, schingga variasinya antar isolat lebih tinggi
dibandingkan dengan gen CP dan MP (Nematollahi et al.,
2012; Kim et al. 2014). Identifikasi CMV secara molekuler
umumnya menggunakan gen CP. Menurut El-Din et al.
(2013), gen CP merupakan bagian genom CMV yang cukup
sederhana namun dapat dipercaya untuk deteksi dan
identifikasi strain-strain CMV. Khan (2015) mengatakan
bahwa gen CP CMV lebih sensitif dibandingkan gen
movement protein (MP) untuk deteksi CMV secara RT-
PCR.

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi CMV
asal tanaman nilam secara molekuler berdasarkan sekuen
nukleotida gen CP.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di laboratorium penyakit, kelti
Proteksi, Balittro, dari bulan Juli sampai dengan September
2016. Tahapan penelitian yang dilakukan meliputi
pengambilan sampel, ekstraksi asam nukleat (RNA+DNA)
total, one step RT-PCR, sekuensing dan analisis sekuen.

Pengambilan Sampel

Sampel daun diambil dari tiga tanaman nilam
bergejala mosaik di rumah kaca Kelti Proteksi, Balittro.
Setiap tanaman diambil satu helai daun bagian pucuk
menggunakan gunting yang telah disemprot alkohol. Daun
dimasukkan dalam plastik, kemudian dibawa ke
laboratorium. Setiap daun ditimbang sebanyak 0,1 gram,
dimasukkan dalam plastik tebal, disimpan dalam freezer -
20°C, sampai digunakan.
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Ekstraksi Asam Nukleat (RNA+DNA) Total dan One
Step RT-PCR

Ekstraksi asam nukleat total (RNA+DNA) sampel
daun nilam bergejala mosaik dilakukan menggunakan bufer
ekstraksi [(guanidium thiocyanate 4M, sodium citrate 25
mM (pH7.0), sodium N-Lauryl sarcosine 0,5% (g/ml), B-
mercaptoethanol 0,1% (ml/ml) dan sodium sulphite 0,5%
(g/ml)] sesuai dengan protokol yang dikembangkan oleh
Bhat and Siju (2007).

Amplifikasi DNA dilakukan secara one step RT-PCR
dengan primer CMV-F 5-
ATGGACAAATCTGAATCAAC-3’) dan CMV-R (5°-
TCAAACTGGGAGCACCC-3") (Bhat and Siju, 2007).
Amplifikasi dilakukan pada reaksi campuran dengan total
volume 25 pl yang terdiri dari: KAPA taq PCR kit 12,5 pl,
Rnase inhibitor 0,125 pl, 50 mM DTT 2,5 pl, revert aid
0,05 pl, CMV-F 10 uM, CMV-R 10 pM, masing-masing
1,0 pl, asam nukleat template 2 pl, dan air bebas nuklease
sampai volume mencapai 25 pl. Program RT-PCR mengacu
pada Bhat and Siju (2007) yang telah dimodifikasi, setelah
dilakukan optimasi suhu annealing pada 50, 55, 58 dan
609C. RT-PCR dilakukan dalam mesin PCR gradient
(Labcycler, SensQuest), diawali dengan sintesis ¢cDNA
pada suhu 429C selama 45 menit, amplifikasi DNA dengan
denaturasi awal pada suhu 95%C selama 1 menit, dilanjutkan
dengan 40 siklus yang terdiri dari: denaturasi pada suhu
95 selama 30 detik, annealing pada suhu optimum
selama 1 menit, ekstensi pada suhu 72°C selama 1 menit,
diakhiri dengan ekstensi akhir pada suhu 729C selama 10
menit. Kegiatan one step RT-PCR menggunakan kontrol
positif dan negatif. Kontrol positif menggunakan CMV asal
tanaman karuk (Piper sarmentosum) (Miftakhurohmah et
al. 2017), sedangkan kontrol negatif menggunakan air
bebas nuklease.

DNA hasil amplifikasi PCR divisualisasi pada gel
agarosa 1,5% yang telah ditambah FluoroVueTM nucleic
acid gel stain (1 pl/10 ml 1x TAE). Sampel dimasukkan ke
dalam sumuran gel agarosa, kemudian dielektroforesis pada
50 Volt selama 60 menit. Hasil visualisasi dilihat dan
didokumentasi dengan geldoc fire reader V4 (Uvitec
Cambridge).

Perunutan dan Analisis Sekuen Nukleotida

Produk RT-PCR dikirimkan ke PT Genetika Science
Indonesia untuk dilakukan perunutan nukleotida dua arah.
Runutan nukleotida hasil amplifikasi dengan primer reverse
diubah menjadi reverse complement menggunakan software
Complementor (www.justbio.com.complementor). Runutan
nukleotida hasil amplifikasi primer reverse dan forward
diedit menggunakan program BioEdit Sequence Alignment
Editor, dibandingkan dengan sekuen nukleotida sejenis
yang diambil dari GenBank, kemudian dilakukan
penggabungan. Hasil penggabungan kedua runutan
nukleotida tersebut dicek hasil translate proteinnya
menggunakan software Translate (Wwww.expasy.org.tools).
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Hasil runutan nukleotida dan asam amino gen CP
CMV nilam dibandingkan tingkat homologinya dengan
sekuen CMYV, baik sub grup 1A, IB dan II asal negara lain
yang diambil dari database GenBank. Pensejajaran
dilakukan dengan Clustal W alignment. Matriks identitas
nukleotida diperoleh menggunakan software BioEdit
Sequence  Alignment  Editor.  Pohon filogenetika
dikonstruksi dengan sofiware MEGA 6.0 (Molecular
Evolutionary Genetic Analysis software) (Tamura et al.
2013), menggunakan metode neighbour-joining dengan
bootstrap 1000 kali ulangan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

One Step RT-PCR

Amplifikasi DNA pada suhu annealing 60°C
membentuk pita DNA berukuran kurang lebih 650 pb
(pasang basa) sesuai prediksi desain primer dan berukuran
sama dengan kontrol positif, tanpa ada pita DNA lain
(Gambar 1). Siju et al. (2007) mengidentifikasi CMV dari
tanaman Indian long pepper (P. longum L.) dan lada
(P. nigrum) menggunakan primer yang sama. Hal ini

500 pb —>

menunjukkan bahwa teknik tersebut dapat digunakan untuk
mendeteksi dan mengidentifikasi CMV pada beberapa
tanaman.

Perunutan Nukleotida dan Analisis Sekuen

Hasil analisis BLAST menunjukkan bahwa sekuen
nukleotida asal tanaman nilam yang dirunut merupakan gen
CP CMV dengan jumlah 657 nukleotida, yang
ditranslasikan menjadi 218 asam amino. Ukuran gen CP
CMV nilam yang diperoleh, sama dengan ukuran gen CP
CMV dari beberapa tanaman asal beberapa negara yang
telah didaftarkan di GenBank.

Homologi sekuen nukleotida gen CP CMV asal nilam
terlihat paling tinggi, yaitu sebesar 97,1%, dengan isolat
CMV asal um-Jepang, sedangkan dengan isolat CMV
subgrup IB lainnya sebesar 94,9 — 95,5%. Homologi
dengan subgrup IA dan subgrup II lebih rendah, berturut-
turut 93,7 — 94,2% dan 74,7 — 76,1%. Homologi asam
amino gen CP CMV asal nilam dengan asam amino
subgrup IB terlihat lebih tinggi (97,7 — 98,6%)
dibandingkan dengan subgrup IA (95,8 — 97,2%) dan
subgrup II (77,9 — 81,6%) (Tabel 1).

Gambar 1.  Amplikasi gen CP CMV menggunakan one step RT-PCR pada gel agarose 1,5%. 1. Marker 1 Kb, 2. Kontrol negatif,

3. Kontrol positif. 4 - 6. CMV dari sample nilam.
Figure 1.

Amplification of CMV CP gene using one step RT-PCR of CMV CP gene on a 1.5% agarose gel. 1. Marker 1 Kb, 2.

Negative control, 3. Positive control, 4 - 6. CMV from patchouli sample.

13



JURNAL LITTRI VOL. 23 NO. 1, JUNI 2017: 11 - 17

Tabel 1. Persentase homologi sekuen nukleotida dan asam amino gen CP CMV asal nilam dengan isolat CMV lain
Table 1. The homology percentage of nucleotide and amino acid sequences of CP genes of CMV from patchouli with other

CMYV isolates
Persentase Homologi
No aksesi Isolat Negara Inang Subgrup Homology persentage
No Accession Isolate Country Host Sub-group nt aa
nt aa
AB070622 Um Jepang Prunus mume IB 97,1 97,7
HQ829825 TA Cina Nicotiana sp. 1B 95,5 98,1
KU17564 AH-FX8 Cina Cucumis sativus Linn 1B 95,2 98,1
FM999064 SK-211 Thailand Cucumis sativas 1B 95,2 98,1
EU329010 22 Taiwan Musa sp IB 95,1 98,1
Y10886 Tfn Italy Lycopersicum esculentum IB 94,9 98,6
GQRB44888 Br-Nar.2 India Solanum sp. 1B 94,8 98,6
AJ131623 GPP Belanda Gladiolus sp 1A 94,2 97,2
AY380533 - Brazil Crysanthemum sp 1A 92,3 95,8
AY871069 S337 Iran Cucurbita sp 1A 93,7 96,7
DQ295914 Lucknow India Gladiolus sp 1A 93,7 97,2
U10923 SP103 USA Spinacea oleracea 11 75,3 80,2
AB109908 PaFM Korea Capsicum annum 11 76,1 81,6
AJ585086 Indian India Lilium sp 11 74,7 77,9
KF800742 PSV Iran Alfalfa outgrup 55,8 47,7
Keterangan: nt : nukleotida, aa : asam mino
Note: nt : nucleotide, aa : amino acid

Analisis pohon filogenetik berdasarkan sekuen
nukleotida gen CP menghasilkan dua subgrup utama yaitu
subgrup I dan II. Subgrup I terbagi menjadi subgrup IA dan
IB. Nilai pada titik percabangan merupakan nilai boostrap,
yang menunjukkan pengujian terhadap kestabilan
pengelompokan pada pohon filogenetik. Kekerabatan suatu
kelompok semakin kuat dengan semakin tingginya nilai
boostrap. Isolat CMV nilam berkerabat sangat dekat
dengan isolat um-Jepang, yang diperkuat dengan nilai

bootstrap 100%, dan mengelompok dengan isolat CMV
subgrup IB lain (Gambar 2). Homologi tinggi serta
kekerabatan dekat dengan isolat asal negara lain dan inang
yang berbeda juga diperoleh pada identifikasi molekuler
CMV pisang dari Mesir yang memiliki homologi asam
amino tertinggi (100%) dan berkerabat dekat dengan isolat
CMV asal Cucurbita pepo dari Amerika Serikat (El-Din et
al. 2013).

100 [ Nilam

— Um-Jepang

SK-211-Thailand

99

22-Taiwan B
 E— TA-Cina

sl AHFX8-Cina
—————— Th-laly

L) — Br-Nar.2-India
GPP-Belanda

95

Brazil 1A
S337-Iran

96
Lucknow-India

SP103-USA

PaFM-Korea I

100

India
PSV-Iran

Gambar 2. Pohon filogeni gen CP CMV nilam dengan sekuen CMV asal negara lain yang diambil dari GenBank. Pohon
filogeni direkonstruksi menggunakan software MEGA 6.0 dengan metode neighbour joining dan bootstrap 1000
kali. Peanut stunt virus (PSV) asal Iran digunakan sebagai outgrup.

Figure 2.

Phylogeny tree of CP gene of CMV from patchouli with CMV sequences from other countries extracted from

GenBank. Phylogeny tree were reconstructed by using MEGA 6.0 software with neighbor joining methods with
1000 times bootstrap. Peanut stunt virus (PSV) from Iran was used as outgrup.
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Homologi sekuen baik nukleotida maupun asam
amino gen CP CMV nilam dengan isolat Peanut stunt virus
(PSV) sebagai outgrup terlihat rendah, hanya 55,8% dan
47,7% (Tabel 1). Pada pembentukan pohon filogeni juga
terlihat jika PSV membentuk kelompok sendiri, terpisah
dari isolat CMV lain (Gambar 2). Dalam pembentukan
pohon filogeni, sangat diperlukan outgrup, yaitu isolat yang
memiliki perbedaan yang nyata dengan sekuen-sekuen lain,
namun masih memiliki kedekatan. Pemilihan outgrup yang
terlalu jauh akan menyebabkan terjadinya kesalahan
pembuatan pohon filogeni (Dharmayanti 2011). PSV
merupakan salah satu spesies yang tergolong ke dalam
genus yang sama dengan CMV dengan ciri-ciri serologi
yang sama (Zitter and Murphy 2009).

Hasil analisis homologi dan pohon filogenetika
menunjukkan data yang saling mendukung. CMV asal
nilam berkerabat sangat dekat dengan isolat um-Jepang. Ini
didukung dengan nilai homologi nukleotida dan asam
amino paling tinggi (di atas 97%). Pengelompokan CMV
nilam dengan isolat CMV subgrup IB lain juga termasuk
berkerabat sangat dekat yang ditunjukkan dengan nilai
homologi nukleotida dan asam amino yang tinggi di atas
94%. Hal ini menunjukkan bahwa CMV asal nilam
Cimanggu tergolong ke dalam subgrup 1B, dan diduga
nenek moyangnya adalah isolat um-Jepang. Hasil ini
didukung oleh pernyataan Duarte et al. (2013) yang
menyatakan bahwa CMV subgrup IB lebih banyak
ditemukan di wilayah Asia, dengan nenek moyang berasal
dari wilayah Asia Tenggara.

Persamaan homologi yang tinggi menunjukkan
banyaknya persamaan ciri dari suatu isolat, serta
menunjukkan berasal dari nenek moyang yang sama.
Hidayat dan Pancoro (2008) mengatakan bahwa sebuah
kelompok dalam pohon filogenetika diperkirakan berasal
dari nenek moyang yang sama dan memiliki banyak
kesamaan karakter atau ciri dan dianggap memiliki
hubungan yang sangat dekat. Anggota-anggota dalam satu
kelompok tersebut bersama dengan nenek moyangnya akan
membentuk kelompok monofiletik.

Pohon filogeni dapat digunakan untuk meng-
identifikasi spesies dan mengelompokkan isolat virus
patogen tanaman hingga level subgrup. Hasil penelitian
Sulistyowati et al. (2004) juga mengungkapkan jika
pengelompokan 6 isolat CMV Australia pada pohon
filogeni berkorelasi dengan identifikasi secara analisis
homologi sekuen, serologi dan berdasarkan gejala.
Identifikasi molekuler isolat baru CMV dari basil (Ocimum
sanctum) di India menggunakan metode neighbour joining
berdasarkan gen CP, berhasil mengidentifikasi isolat
tersebut sebagai isolat baru CMV subgrup I (Khan et al.
2011a).

Kesamaan CMV nilam dengan isolat um-Jepang
membuktikan adanya kejadian yang menyebabkan
terjadinya perpindahan jarak jauh (gene flow) antar negara
(Davino et al. 2012). Perpindahan isolat antar negara
kemungkinan juga terjadi di Malaysia. Berdasarkan hasil
analisis BLAST menunjukkan bahwa CMV asal tapak dara

Malaysia memiliki homologi tertinggi (100%) dengan
CMYV asal tapak dara India (Mazidah et al. 2012).

CMV pada tanaman nilam baru ditemukan di
Indonesia. Di luar negeri, virus yang menginfeksi tanaman
nilam adalah dari genus Potyvirus (Natsuaki et al. 1994;
Singh et al. 2009; Zaim et al. 2013), Fabavirus (Natsuaki
et al. 1994) dan Potexvirus (Filho et al. 2002). Hasil
penelitian ini merupakan laporan pertama karakterisasi
molekuler CMV asal nilam, baik di Indonesia maupun di
luar negeri.

Keberadaan CMV subgrup 1B pada tanaman nilam
perlu diwaspadai mengingat CMV subgrup I lebih virulen
dibanding subgrup II (Zhang et al. 1994). Pencegahan
penyebaran virus ini dapat dilakukan dengan melakukan
pengendalian serangga vektor dan penggunaan bahan
tanaman sehat. Di Itali, CMV subgrup II dan IA telah
ditemukan menginfeksi 10% dari 150 tanaman hias, rempah
dan aromatik yang dideteksi (Davino et al. 2012).
Karantina tanaman perlu diperketat untuk mencegah
terinfeksinya tanaman rempah, obat dan aromatik dengan
CMYV subgrup lain.

KESIMPULAN

Teknik one step RT-PCR dengan primer CMV-F dan
CMV-R berhasil mendapatkan pita DNA sampel nilam
berukuran kurang lebih 650 pb, yang berukuran sama
dengan kontrol positif. Hasil perunutan nukleotida
diperoleh gen CP CMV berukuran 657 nukleotida, yang
ditranslasikan menjadi 218 asam amino. Isolat CMV asal
nilam memiliki homologi nukleotida dan asam amino
tertinggi (97,1 dan 97,7%) dengan isolat um-Jepang. Pohon
filogeni isolat CMV nilam berkerabat dekat dengan isolat
um-Jepang (nilai bootstrap 100%) dan berada pada satu
kelompok dengan isolat-isolat CMV subgrup IB lainnya,
sehingga CMV isolat nilam tergolong ke dalam subgrup IB.
Isolat CMV subgrup I lebih virulen dari subgrup II, oleh
karena itu keberadaan CMV subgrup IB pada tanaman
nilam perlu diwaspadai dengan mencegah penyebarannya
ke tanaman lain.
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