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ABSTRAK 

Penyakit kerdil yang disebabkan oleh Piper yellow mottle virus (PYMoV) dan Cucumber mosaic virus (CMV) merupakan 

salah satu penyakit penting pada tanaman lada di Indonesia. Keberadaan PYMoV tidak mudah dikenal karena di 

lapang infeksi kedua virus dapat terjadi pada satu tanaman. Deteksi PYMoV pada sampel tanaman lebih akurat perlu 

dicari dan teknik molekuler dianggap paling sesuai untuk saat ini. Tujuan penelitian ini adalah mendeteksi PYMoV 

pada tanaman lada secara polymerase chain reaction (PCR) menggunakan pasangan primer spesifik PYMoV-F dan 

PYMoV-R. Isolasi total DNA tanaman lada dilakukan menggunakan ATP genomic DNA mini kit. Deteksi PYMoV secara 

molekuler dilakukan dengan teknik PCR menggunakan pasangan primer spesifik PYMo-F dan PYMoV-R. Untuk 

mengecek spesifitas primer yang digunakan, dilakukan perunutan nukleotida pada produk PCR yang dihasilkan. 

Runutan nukleotida yang diperoleh selanjutnya dianalisis dengan program BioEdit Sequence Alignment Editor, 

Complementor, Translate dan BLAST. DNA total hasil isolasi memiliki kualitas yang baik terlihat dari terbentuknya pita 

DNA yang utuh pada gel elektroforesis. Teknik PCR yang dilakukan berhasil mendapatkan pita DNA berukuran sekitar 

450 pb (pasang basa) sesuai dengan prediksi dari desain primer. DNA yang didapatkan memiliki runutan nukleotida 

sebanyak 450 nukleotida yang ditranslasikan menjadi 148 asam amino. Hasil analisis BLAST runutan nukleotida 

menunjukkan bahwa isolat yang terdeteksi merupakan PYMoV yang memiliki kemiripan runutan nukleotida sebesar 

92% dengan PYMoV asal Vietnam. Primer PYMoV-F dan PYMoV-R dapat digunakan untuk mendeteksi PYMoV pada 

tanaman lada. 

Kata kunci: Deteksi virus, lada, PCR, PYMoV 

ABSTRACT 

Dwarf disease caused by Piper yellow mottle virus (PYMoV) and Cucumber mosaic virus (CMV) is one of the important 

diseases of black pepper in Indonesia. The PYMoV presence in the natural condition is difficult to be detected through 

conventional method since both the viruses often infect on a single plant. A more appropriate method to detect the 

PYMoV existence should be developed, and the recent progress of molecular techniques is a promising tools for 

detecting the presence of PYMoV in a black pepper accurately. The purpose of this study was to detect PYMoV on black 

pepper by PCR using specific primer pairs PYMoV-F and PYMoV-R. Isolation of total DNA from black pepper leaf was 

performed using genomic DNA mini kit ATP. PYMoV molecular detection was performed by PCR using specific primer 

pairs of PYMoV-F and PYMoV-R. The specificity of the used primers was tested by performing nucleotide sequencing 

analysis based on the resulting PCR products. Nucleotide sequences were analyzed using software of BioEdit Sequence 

Alignment Editor, Complementor, Translate and BLAST. Total DNA isolation results showed good quality, it was seen 

from the formation of an intact DNA bands in the gel electrophoresis. PCRs were performed successfully obtained DNA 

band measuring approximately 450 bp (base pairs) in accordance with the predictions of the primary design. DNA had  
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450 of nucleotides which were translated as 148 amino acids. Detected isolates were PYMoV that had 92% similarity of 

nucleotide sequences with PYMoV from Vietnam. PYMoV-F and PYMoV-R primers can be used to detect PYMoV on 

black pepper. 

Key words: Viral detection, black pepper, PCR, PYMoV  

 

PENDAHULUAN 

Lada merupakan salah satu komoditas 

andalan subsektor perkebunan Indonesia. Volume 

ekspor lada Indonesia pernah mencapai 8.000 ton 

dengan nilai ekspor sebesar 57 juta US $ pada 

September 2013, namun kemudian menurun 

menjadi 3.434 ton, nilai ekspor 33 juta US $ pada 

Desember 2014 (Pusdatin, 2013; Pusdatin 2015). 

Demikian juga produksi dan luasan pertanaman 

nasional mengalami penurunan. Produksi lada 

nasional pada tahun 2013 mencapai 91.039 ton, 

dengan luasan pertanaman mencapai 171.920 ha, 

sedangkan tahun 2014 turun menjadi 90.920 ton 

dan 171.280 ha. Perkiraan data tahun 2015 juga 

semakin menurun menjadi produksi hanya   

87.447 ton dengan luasan pertanaman 162.751 ha 

(Ditjenbun, 2014). 

Rendahnya produktivitas lada karena tek-

nik budidaya seadanya dan serangan Organisme 

Pengganggu Tanaman (OPT). Gejala defisiensi 

pada beberapa pertanaman di Bangka Belitung 

diduga disebabkan kurangnya dosis pemupukan 

(Daras et al., 2012). Petani belum menggunakan 

benih unggul juga menjadi penyebab rendahnya 

hasil panen (Saefudin, 2014). Selain itu, serangan 

penyakit busuk pangkal batang yang disebabkan 

oleh Phytophthora capsici dapat menurunkan 

produksi lada berkisar antara 10-15% setiap tahun 

(Harni dan Amaria, 2012). 

Penyakit kerdil yang disebabkan virus juga 

menjadi salah satu penghambat produksi lada. 

Penyakit ini sudah sejak tahun 1952 diketahui 

menyerang tanaman lada di Indonesia. Pada saat 

itu berdasarkan pengamatan di lapang, penyakit 

ini berkembang sangat cepat, menyebabkan 

tanaman menjadi kerdil (Sitepu dan Kasim, 1976; 

Firdausil, 1989). Laporan terakhir menyebutkan 

virus penyakit kerdil sudah terdeteksi pada per-

tanaman lada di Bangka, Lampung dan Sukamulya 

(Hartati et al., 2005). Namun, belum terdapat data 

luasan terserang dan kerugiannya. Penyebab 

penyakit kerdil pada lada adalah virus dari genus 

Badnavirus, yaitu Piper yellow mottle virus 

(PYMoV) dan dari genus Cucumovirus, yaitu 

Cucumber mosaic virus (CMV) (Lakani, 2006). 

Selain di Indonesia, kedua virus ini juga ditemukan 

di  Srilanka,  Brazil,  India  dan  Malaysia                        

(Sarma et al., 2001; de Silva et al., 2002;                       

Eng, 2002; Duarte et al., 2002; Bhat et al., 2003; 

Oliveira et al., 2010). 

Deteksi keberadaan virus pada sampel 

tanaman bergejala secara cepat dan akurat 

dibutuhkan pada berbagai keperluan dari mulai 

monitoring berkala, penilaian intensitas serangan 

pada suatu pertanaman hingga untuk mengetahui 

penyebab penyakit. Deteksi keberadaan virus di 

lada penting dilakukan karena infeksi virus pada 

tanaman seringkali tidak menimbulkan gejala 

penyakit (Bhat, 2012) sehingga diperlukan metode 

deteksi yang akurat. Salah satu teknik deteksi virus 

dengan hasil cepat dan akurat adalah secara 

molekuler dengan teknik PCR. Deteksi PYMoV 

pada lada sebelumnya telah berhasil dilakukan 

secara PCR tetapi menggunakan pasangan primer 

general Badnavirus (de Silva et al., 2002;                       

Eng et al., 1999). Penelitian ini bertujuan untuk 

mendeteksi PYMoV pada lada dengan pasangan 

primer spesifik PYMoV-F dan PYMoV-R. 

BAHAN DAN METODE 

Penelitian dilakukan di laboratorium 

Penyakit, Kelompok Peneliti Proteksi, Balai 

Penelitian Tanaman Rempah dan Obat, Bogor, 

mulai Februari sampai Juni 2015. Tahapan 

penelitian yang dilakukan adalah: pengambilan 

sampel, isolasi DNA, amplifikasi DNA, visualisasi 

hasil PCR dan sekuensing. 
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Pengambilan sampel 

Sampel lada bergejala terinfeksi virus 

(gejala belang) diambil dari Cimanggu, Sukamulya 

dan Purbalingga. Sampel dimasukkan dalam 

pelepah pisang, kemudian dibawa ke labora-

torium. 

Isolasi DNA 

Isolasi total DNA tanaman dilakukan 

menggunakan ATP Genomic DNA mini kit (Plant) 

dengan prosedur sebagai berikut (Vogelstein and 

Gillespie, 1979) : sampel daun lada sakit 0,1 g 

diletakkan dalam mortar, ditambah bufer GP1 

sebanyak 500 µl, digerus sampai halus, 

dipindahkan ke dalam tube steril, ditambah 

dengan Rnase A (10 mg ml-1) sebanyak 5 µl, 

kemudian divortex 10-15 detik. Larutan dalam 

tube diinkubasikan dalam water bath pada suhu 

65 oC selama 20 menit dan dibolak-balik tiap          

5 menit. Pada tahap ini, sekaligus memanaskan 

bufer elution yang akan diperlukan pada tahap 

akhir (keperluannya sebanyak 100 µl setiap 

sampel). Setelah diinkubasi, bufer GP2 sebanyak 

100 µl ditambahkan ke dalam tube, kemudian 

divortex 10-15 detik. Selanjutnya tube diinkubasi 

di dalam freezer selama 3 menit. Setelah 

diinkubasi, filter column disiapkan pada tube 

collection 2 ml, kemudian larutan dalam tube 

dipindahkan ke dalam filter column. Larutan dalam 

filter column disentrifugasi pada kecepatan  

13.000 rpm selama 3 menit. Filter column 

dibuang. Supernatan dipipet secara hati-hati 

(endapannya jangan sampai terbawa), dipindah-

kan ke dalam tube baru. Bufer GP3 sebanyak               

1,5 x volume supernatan ditambahkan ke dalam 

tube, kemudian divortex 10-15 detik. Setelah itu, 

Genomic DNA Gravity desalting (GD) column 

disiapkan pada collection tube 2 ml, kemudian 

larutan dalam tube sebanyak 750 µl dipindahkan 

ke dalam GD column, disentrifugasi pada 

kecepatan 13.000 rpm selama 2 menit. Hasil 

buangan dalam collection tube dibuang, kemudian 

ditambahkan bufer W1 sebanyak 400 µl ke dalam 

GD column, disentrifugasi pada kecepatan                 

13.000 rpm selama 30 detik. Hasil buangan pada 

collection tube dibuang, dan GD column ditem-

patkan lagi pada collection tube, ditambahkan 

wash buffer sebanyak 600 µl, disentrifugasi pada 

kecepatan 13.000 rpm selama 30 detik. Hasil 

buangan pada collection tube dibuang, GD column 

ditempatkan lagi pada collection tube, disentri-

fugasi lagi pada kecepatan 13.000 rpm selama                 

3 menit untuk mengeringkan kolom. GD column 

dipindahkan ke tube baru, ditambahkan elution 

buffer sebanyak 100 µl, dibiarkan 3-5 menit 

sampai bufer menyerap ke dalam matrix pada 

kolom. GD column disentrifugasi pada kecepatan 

13.000 rpm selama 30 detik. DNA dalam tube 

kemudian disimpan dalam freezer bersuhu 20 oC, 

sampai digunakan. Sebelum digunakan sebagai 

templat PCR, dilakukan pengecekan kualitas DNA 

secara elektroforesis. 

Amplifikasi DNA 

Primer yang digunakan adalah PYMoV-F : 

TAACAGGACTAGGGATCG dan PYMoV-R: CAGCT-

GGTCTTGATAATAG (Bhat and Siju, 2007). Ampli-

fikasi dilakukan pada reaksi campuran dengan 

total volume 25 µl yang terdiri dari : dream taq 

DNA polymerase (Thermo Scientific) 0,15 µl, 

dream taq buffer 2,5 µl, dNTP mix (2 mM) 5 µl, 

primer PYMoV-F 10 µM dan PYMoV-R 10 µM, 

masing-masing 1,0 µl, DNA templat 1 µl dan air 

bebas nuklease ditambahkan sampai volume akhir 

25 µl. Program PCR mengacu pada penelitian Bhat 

dan Siju (2007) yang dimodifikasi, diatur dengan 

denaturasi awal pada suhu 95 oC selama 1 menit, 

dilanjutkan dengan 40 siklus yang terdiri dari :     

95 oC selama 30 detik, 50 oC selama 1 menit dan 

72 oC selama 1 menit, diakhiri dengan ekstensi 

akhir pada suhu 72 oC selama 10 menit. 

Visualisasi DNA 

DNA total hasil isolasi dan produk PCR 

divisualisasi pada gel agarosa 1,5%. Sampel 

dimasukkan ke dalam sumuran gel agarosa, untuk 

dilakukan elektroforesis pada 50 Volt selama                 

60 menit. Gel diwarnai dengan larutan ethidium 

bromida selama 3-5 menit. Hasil elektroforesis 
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divisualisasi di bawah transilluminator ultraviolet 

dan didokumentasi. 

Sekuensing 

Produk PCR yang diperoleh dikirim ke              

PT Genetika Science Indonesia untuk dilakukan 

sekuensing (perunutan nukleotida). Runutan 

nukleotida hasil amplifikasi dengan primer reverse 

diubah menjadi reverse complement mengguna-

kan software Complementor (www.justbio.com. 

complementor) dilanjutkan dengan penggabungan 

runutan nukleotida hasil amplifikasi dengan 

primer forward dan runutan nukleotida reverse 

complement menggunakan software BLAST two 

sequence (www.blast.ncbi.nml.niv.gov). Hasil 

penggabungan kedua runutan nukleotida tersebut 

diedit menggunakan program BioEdit Sequence 

Alignment Editor. Runutan nukleotida yang telah 

diedit, dilakukan translate proteinnya mengguna-

kan software Translate (www.expasy.org.tools), 

selanjutnya dianalisis menggunakan software 

BLAST untuk menentukan keterkaitan dengan 

spesies lain dari GenBank. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Isolasi DNA 

Isolasi DNA yang dilakukan dengan                 

ATP genomic DNA mini kit (plant) berhasil 

mendapatkan DNA total tanaman lada dengan 

harapan diperoleh virus pada sampel tanaman 

sakit. Kualitas DNA yang dihasilkan, dicek dengan 

melakukan visualisasi pada gel agarose seperti 

halnya visualisasi produk PCR. Hasil elektroforesis 

menunjukkan bahwa DNA yang dihasilkan 

memiliki kualitas yang bagus, ditunjukkan dengan 

terbentuknya pita utuh di bagian atas, tanpa 

adanya smear (bayangan) di bawahnya                   

(Gambar 1). Terbentuknya smear di bawah pita 

DNA, menunjukkan DNA yang dihasilkan 

terdegradasi atau tidak utuh (Sisharmini et al., 

2001 dalam Prayitno and Nuryandani, 2011). 

Kualitas DNA yang diperoleh menentukan hasil 

PCR karena DNA tersebut berfungsi sebagai 

templat untuk amplifikasi pita DNA target. Hasil 

amplifikasi dengan templat DNA yang utuh 

menggunakan primer RAPD OPB-17 mendapatkan 

pola pita DNA yang jelas dan tebal (Syafaruddin 

dan Santoso, 2011). Hasil isolasi DNA di atas 

menunjukkan, bahwa dengan cara tersebut di atas 

(ATP genomic DNA mini kit) DNA dapat diperoleh 

dengan cara yang lebih efisien. 

Gambar 1. Visualisasi hasil isolasi DNA total tanaman 
lada pada gel agarose 1,5% M. Marker 100 
pb, 1-6. Sampel daun lada. 

Figure 1. Visualization of the isolated of black pepper 
total DNA on agarose gel 1,5% M. Marker 
100 bp, 1-6. Samples of black pepper leaves. 

Amplifikasi DNA dan visualisasi hasil PCR 

Hasil amplifikasi DNA menggunakan 

primer PYMoV-F dan PYMoV-R menunjukkan 

terbentuknya pita DNA berukuran kurang lebih 

450 bp pada 1 sampel daun lada yang bergejala 

terinfeksi virus asal Cimanggu dan Sukamulya 

(Gambar 2). Ukuran pita yang didapatkan sesuai 

dengan hasil penelitian Bhat dan Siju (2007). 

Selanjutnya untuk mengecek apakah pita DNA 

yang didapatkan merupakan PYMoV, dilakukan 

sekuensing (perunutan nukleotida) terhadap salah 

satu produk PCR yang dihasilkan yaitu sampel asal 

Cimanggu varietas Natar. 

Hasil edit runutan nukleotida dan analisa BLAST 

Hasil runutan nukleotida isolat virus 

Cimanggu, Bogor yang telah diedit, dan dicek 

translate proteinnya didapatkan runutan 

nukleotida berjumlah 450 nukleotida dan               

148 asam amino (Gambar 3a dan 3b). DNA target 

hasil PCR dengan  primer  PYMoV-F  dan  PYMoV-R 

      M             1             2             3             4              5            6 

http://www.blast.ncbi.nml.niv.gov/
http://www.expasy.org.tools/
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Gambar 2. Visualisasi hasil PCR dengan primer PYMoV-F 
dan PYMoV-R pada gel agarose 1,5%. 1 dan 
4. Sampel lada terinfeksi PYMoV (Cimanggu, 
dan Sukamulya); 2, 3, 5 dan 6. Sampel lada 
tidak terinfeksi PYMoV (Purbalingga dan 
Sukamulya); 7. Kontrol negatif; M. Marker 
100 pb. 

Figure 2. Visualization of PCR results with primers 
PYMoV-F and PYMoV-R on 1,5% agarose 
gel. 1 and 4. The black pepper sample was 
infected by PYMoV (Cimanggu and 
Sukamulya); 2, 3, 5 and 6. The black pepper 
sample was not infected by PYMoV 
(Purbalingga and Sukamulya); 7. The 
negative control; M. Marker 100 bp. 

 
merupakan bagian dari gen hypotethical genom 

PYMoV asal tanaman lada dengan kode aksesi 

DQ836226 (Bhat and Siju, 2007). Dengan 

demikian, hasil translate proteinnya terdapat 

bagian yang meru-pakan gen yang utuh. Bila hasil 

translate protein pada bagian gen didapatkan 

asam amino yang merupakan stop codon (dengan 

kode nukleotida TAA, TAG dan TGA), pengeditan 

runutan nukleotida harus diulang lagi. 

Hasil analisa BLAST terhadap runutan 

nukleotida isolat menunjukkan homologi sebesar 

92% dengan isolat PYMoV dari tanaman lada asal 

Vietnam. Sedangkan dengan isolat PYMoV yang 

lain memiliki homologi sebesar 86-88% (Tabel 1). 

Hasil ini menunjukkan bahwa isolat yang di-

temukan pada tanaman lada merupakan PYMoV. 

Berdasarkan hasil deteksi PYMoV pada tanaman 

lada dapat dilakukan secara PCR menggunakan 

primer PYMoV-F dan PYMoV-R. 

 

AGGGATCGACGTTAAGTTCCAACACATTGACGGTAA
AGAAAACTCTTTGGCTGATTCTTTATCTAGATTAACTT
GTTCTCTGATCAGGCAATGGCATCAACTGGAGCCGG
TAATTACTACCATGGAAGCAGCTCTCGTTCAGGAGCA
ACTGAACCCAACGCCAGGGTCGACCAAAGCATTGAA
TCAGACCCTGCACCACGTCAACGAGTGGCTGAGCTC
GACCAGCAGTACCAAAATGTCCTCGAGAGGTTCACC
AGGACTGACTGCACCAGCACAAGAGAATGGTGGAA
CCACTTGTGTCAGCTCAAGGAGCTTGAAGCAGAAGC
CATCAAAGAAGCCGAAAAAGCGGTGGAAGTCCTCGT
CAACCTCCACCAGCTAAAGCATGCTGAGTGCGCACG
TCTTTCCAGAAGGACTCAACAGCTAAAGGATTCCGTG
CCCAACTATTATCAG 

Gambar 3a. Runutan nukleotida bagian gen 
hypotethical isolat PYMoV asal 
tanaman lada varietas Natar 1 
Cimanggu. 

Figure 3a. Nucleotide sequences of the hypotethical 
partial gene of PYMoV isolate from the 
black pepper variety, “Natar 1 Cimanggu”. 

 

G I D V K F Q H I D G K E N S L A D S L S R L T C S L I 
R Q W H Q L E P V I T T M E A A L V Q E Q L N P T P 
G S T K A L N Q T L H H V N E W L S S T S S T K M S S 
R G S P G L T A P A Q E N G G T T C V S S R S L K Q K 
P S K K P K K R W K S S S T S T SS S M L S A H V F P E 
G L N S S R I P C P T I I 

Gambar 3b. Runutan asam amino bagian gen 
hypotethical isolat PYMoV asal 
tanaman lada varietas Natar 1 
Cimanggu. 

Figure 3b. Nucleotide sequences of the hypotethical 
partial gene of PYMoV isolate from the 
black pepper variety, Natar 1 Cimanggu. 

 
Deteksi PYMoV dari tanaman lada secara 

PCR sebelumnya telah berhasil dilakukan 

menggunakan primer Badna-T dan SCBV-R1, 

meskipun pita DNA yang dihasilkan lebih pendek 

yaitu 650 pb (Lakani, 2006). Primer yang 

digunakan tersebut merupakan primer general 

untuk mendeteksi kelompok Badnavirus dengan 

DNA target berukuran 700 pb. Primer ini 

digunakan karena primer khusus PYMoV lada 

belum tersedia (de Silva et al., 2002). Pada 

penelitian ini, berhasil dilakukan teknik deteksi 

menggunakan primer khusus PYMoV. 

 

500 pb 

     1            2           3           4           5           6           7            M 

500 pb 
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Deteksi PYMoV dapat juga dilakukan 

secara serologi dengan teknik ELISA. Namun, 

disamping antiserum PYMoV belum tersedia 

secara komersial, teknik ELISA dengan antiserum 

PYMoV seringkali mendapatkan data yang kurang 

akurat karena titer PYMoV yang rendah pada 

tanaman (Bhadramurthy et al., 2005). 

Pada penelitian ini, berhasil dilakukan 

teknik deteksi PYMoV lada asal Indonesia 

menggunakan primer khusus PYMoV. Penelitian 

ini juga memberi bukti tambahan bahwa virus 

PYMoV memang ada pada pertanaman lada di 

Indonesia. Dengan menggunakan PCR memung-

kinkan untuk mendeteksi keberadaan PYMoV 

pada tanaman Piper spp. yang lebih akurat. 

Deteksi pada tanaman-tanaman lainnya di masa 

mendatang perlu dilakukan sebagai bagian dari 

upaya menekan sumber inokulum di lapang, 

karena virus PYMoV mudah tertular melalui 

serangga vektor Ferrisia virgata dan Planococcus 

minor (Bhat et al., 2003; Balfas et al., 2007). 

Tabel 1. Hasil analisa BLAST urutan nukleotida PYMoV 
asal tanaman lada varietas Natar 1 Cimanggu. 

Table 1. Results of BLAST analysis of nucleotide 
sequence PYMoV from black pepper variety, 
Natar 1 Cimanggu. 

No. 
Kode 
aksesi 

Negara Inang 
Kemiripan 

(%) 

1 KF056865 Vietnam Lada 92 
2 KC808712 India Lada 88 
3 AJ626981 Srilanka Lada 88 
4 EU009725 India Lada 88 
5 DQ836236 India Piper longum 87 
6 DQ836228 India Lada 87 
7 DQ836226 India Lada 86 

KESIMPULAN 

Keberadaan virus PYMoV pada lada dapat 

dideteksi dengan PCR menggunakan primer spe-

sifik PYMoV-F dan PYMoV-R. Hasil sekuensing dan 

perunutan asam aminno isolat asal lada Indonesia 

mempunyai kemiripan runutan nukleotida sebesar 

92% dengan PYMoV asal Vietnam. Pengetahuan 

tentang inang alternatif virus PYMoV lainnya perlu 

diketahui untuk menekan kerusakan lada yang 

disebabkan oleh virus tersebut. 
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