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ABSTRAK 

Salah satu patogen utama yang menyebabkan penurunan produksi tanaman cabai 
ialah Pepper Yellow Leaf Curl Virus (PepYLCV). Penyakit kuning keriting ini 
disebabkan oleh begomovirus (genus: Geminivirus) yang ditularkan melalui 
serangga vektor kutu kebul (B. tabaci). Salah satu komponen gen pengkode 
protein fungsional yang berperan penting dalam penyebaran partikel virus adalah 
gen Rep (C1), Gen Rep (C1) adalah elemen pengatur replikasi dan transkripsi 
pada geminivirus. Adanya infeksi dari virus PepYLCV ini mengakibatkan 
penurunan produksi tanaman cabai di Kabupaten Karo, Sumatera Utara. Oleh 
karena itu Tujuan penelitian ini adalah untuk untuk menganalisa DNA Virus 
PepYLCV yang sudah terintegrasi oleh PCR dengan menggunakan primer 
spesifik C1-TD21BamHi-NT dan C1-TD22Smal-N ke dalam genom tanaman 
cabai di Kabupaten Karo, Sumatera Utara. Hasil penelitian menunjukkan 
PepYLCV pada sampel Lokasi 3 dengan panjang 1070 Bp. Isolat sampel lokasi 3 
memiliki keragaman molekuler dengan isolat kode  (LC547427.1), (NC008283.1) 
dan (AB267834.1), dengan tingkat kemiripan masing- masing 97,71%, 96,37% 
dan 96,37%. 
 
Kata Kunci : Deteksi Molekuler, PepYLCV, Virus Tanaman, Primer spesifik. 
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1 

I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Cabai merah (Capsicum annuum L.) merupakan salah satu komoditas 

hortikultura yang bernilai ekonomi tinggi. Permintaan pasar terhadap komoditas 

cabai terus meningkat seiring dengan bertambahnya jumlah penduduk dan 

kebutuhan industri. Akan tetapi produksi cabai di Indonesia dilaporkan cenderung 

menurun. Salah satu patogen utama yang menyebabkan penurunan produksi 

tanaman cabai ialah Pepper Yellow Leaf Curl Virus (PepYLCV).  Virus ini dapat 

menyebabkan kerugian produksi yang sangat besar (Ashwathappa et al. 2020). 

PepYLCV telah menyebar di berbagai daerah di Indonesia, seperti disentra 

produksi sayuran di Sumatra Utara, Bengkulu, Sumatra Barat (Trisno et al. 2021). 

Penyakit kuning keriting ini disebabkan oleh begomovirus (genus: Geminivirus) 

yang ditularkan melalui serangga vektor kutu kebul (B. tabaci). Virus yang 

ditularkan oleh kutu kebul ini berkembang biak di dalam inti sel dan berpindah 

dari sel ke sel melalui plasmodesmata. Menurut informasi yang diperoleh dari 

petani lokal beberapa lahan budidaya tanaman cabai di Sumatera Utara memiliki 

serangan penyakit yang bersifat persisten dengan serangan yang sangat cepat dan 

tingkat kerusakan yang tinggi. 

Tanaman yang terserang PepYLCV menunjukkan gejala yang bervariasi 

namun secara umum menunjukkan gejala seperti, daun kusut keriting, vena dan 

interveinal menguning, bercak kuning pada daun, kerdil dan distorsi daun serta 

beberapa kombinasi mosaik atau belang berwarna keemasan, dan hijau-kuning 

(Gambar 1). Infeksi pada fase generatif menyebabkan kegagalan pembentukan 

buah cabai (Jamsari et al.,2015). Gejala ini ditimbulkan karena virus dapat 
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menginduksi replikasi dan memproduksi Small Interfering RNA (siRNA) yang 

dapat merubah metilasi sehingga menyebabkan abnormalitas jaringan tanaman 

yang terinfeksi (Hanley-Bowdoin et al., 2013). 

 
Gambar 1. Tanaman Cabai Yang Terserang PepYLCV  

Sumber : Dokumentasi Pribadi 
 

Pengendalian virus PepYLCV dengan menggunakan varietas unggul, rotasi 

tanaman, penanaman tanaman pagar, penggunaan musuh alami, dan penggunaan 

insektisida alami dan sintetik untuk mengendalikan virus ini. Menurut penelitian 

sebelumnya, strategi ini tidak efektif terutama karena virus bermutasi sangat cepat 

sehingga antivirus belum tersedia hingga saat ini (Cania et al., 2021) dan akan 

berdampak terjadinya resistensi hama, resurjensi hama, resiko kesehatan dan tidak 

aman bagi lingkungan. Mutasi ini disebabkan B. tabaci yang dapat membawa 

lebih dari satu virus. Hal ini mengakibatkan munculnya berbagai macam gejala di 

lapangan dan juga keragaman molekuler dari PepYLCV. Untuk itu diperlukan 

informasi sequens genom tanaman cabai yang telah terinfeksi dengan PepYLCV 

dengan menggunakan metode PCR (Polymerase Chain Reaction). 
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PepYLCV mempunyai enam gen penyandi protein yaitu C1 yang mengkode 

protein inisiasi replicase (Rep), C2 yang mengkode protein aktivator transkripsi, 

C3 yang mengkode protein penambah replikasi, protein penyandi C4 yang 

diperlukan untuk penentuan kisaran inang, keparahan gejala, dan pergerakan virus 

V1, dan protein penyandi V2 yang diperlukan untuk pergerakan virus, jangkauan 

inang, dan patogenisitas (Cania et al., 2021). Salah satu komponen gen pengkode 

protein fungsional yang berperan penting dalam penyebaran partikel virus adalah 

gen Rep (C1), Gen Rep (C1) adalah elemen pengatur replikasi dan transkripsi 

pada geminivirus. 

Gen C1 menghasilkan protein yang berkaitan Retinoblastoma– related 

protein (RBR) dan Rolling circle replication (RCR). Interaksi protein Rep dengan 

RBR melepaskan faktor transkripsi sehingga mengaktifkan ekspresi Profilerating 

Cell Nuclear Antigen (PCNA) untuk menghasilkan DNA polimerase dan faktor 

yang dibutuhkan untuk replikasi virus (Hanley-Bowdoin et al., 2013). Gen C1 

memiliki peran penting pada awal replikasi virus  tersebut dan menginisiasi 

replikasi DNA serta mengatur proses ekspresi gen.  Hasil penelitian sebelumnya 

yang dilakukan Candra et. Al (2019) Gen Rep telah dilaporkan sebagai kunci 

determinan keparahan penyakit yang disebabkan oleh patogenitas PepYLCV. Gen 

ini berukuran ~1.200 bp dan menunjukkan keanekaragaman urutan yang tinggi. 

Besarnya kemampuan gen C1 dalam mereplikasi serta dapat mengalami mutasi 

yang cepat sehingga dapat membuat variasi virus yang baru maka, perlu dilakukan 

isolasi pada gen C1 tersebut. 

Berdasarkan penelitian terdahulu yang dilakukan Rahmi (2018) 

menunjukkan bahwa begomovirus (kelompok dari Geminivirus) merupakan salah 
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satu virus penyebab penyakit yang banyak menimbulkan kerusakan pada tanaman 

cabai di Tanah Karo. Identifikasi begomovirus hanya berdasarkan gejala 

morfologi saja tidak dapat memberikan hasil yang akurat, karena gejala 

begomovirus hampir sama dengan penyakit yang disebabkan oleh virus lainnya. 

Oleh karena itu, dilakukan penelitian deteksi molekuler Begomovirus 

menggunakan teknologi PCR. Sebanyak 20 sampel daun cabai yang bergejala 

virus dikumpulkan dari 20 desa di Tanah Karo. Hasil penelitiannya menunjukkan 

bahwa seluruh sampel DNA tanaman cabai positif terserang Begomovirus dengan 

fragmen DNA berukuran 1500bp. 

Berdasarkan dari latar belakang tersebut maka penelitian ini dilakukan 

untuk membandingkan sekuens DNA virus PepYLCV serta sekuens (C1) yang 

terdapat pada beberapa varietas lokal cabai merah di kabupaten Karo dengan 

menggunakan metode molekuler sehingga, dapat melihat pohon filogenetik dari 

representasi grafis dari hubungan kekerabatan antara organisme virus tersebut. 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang tersebut, adapun rumusan masalah dalam 

penelitian ini adalah: Apakah terdapat perbedaan sekuens DNA dari gen C1 yang 

terdapat pada beberapa varietas lokal cabai merah dengan menggunakan metode 

PCR-Sekuensing 

1.3 Tujuan Penelitian  

Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisa DNA Virus PepYLCV yang 

sudah terintegrasi oleh PCR ke dalam genom tanaman cabai di Sumatera Utara. 
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1.4 Manfaat Penelitian  

Hasil penelitian ini akan memberikan penjelasan sebagai berikut: 

1. Sebagai bahan acuan penelitian lebih lanjut dalam bidang bioteknologi 

yang berkaitan dengan membandingkan sekuens gen C1 dari virus 

PepYLCV 

2. Dapat memberikan informasi kepada petani, masyarakat dan pemerintah 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Cabai Merah (Capsicum annuum L.) 

Cabai merah (Capsicum annuum L.) merupakan komoditas utama yang 

diproduksi di Indonesia dan dunia. Genus Capsicum terdiri dari sekitar 38 spesies 

dengan keanekaragaman ciri tumbuhan yang memiliki bunga dan buah (Khoury et 

al.,2020). Adapun klasifikasi dari Cabai (Capsicum annuum L.) sebagai berikut: 

tanaman cabai merah termasuk dalam Kingdom: Plantae yang memiliki dinding 

sel yang terdiri dari selulosa, Divisi: Spermatophyta, Sub Divisi: Angiospermae, 

Kelas: Magnoliopsida, Sub Kelas: Asteridae, Ordo: Solanales, Famili: 

Solanaceae, Genus: Capsicum, Spesies: Capsicum annuum L. 

Cabai merupakan tanaman yang cukup populer di masyarakat, hal ini 

dibuktikan dengan produksi tanaman cabai di Indonesia yang terus meningkat. 

Badan Pusat Statistik (BPS) (2022), mencatat luas panen tanaman cabai pada 

tahun 2021 mencapai 141 ribu ha dengan hasil panen 1,36 juta ton. Hasil panen 

cabai 5 tahun terakhir menunjukkan nilai yang terus meningkat, tahun 2017, 2018, 

2019, dan 2020 produksi cabai secara terus.menerus adalah 1,202 juta ton, 1,206 

juta ton, 1,214 juta ton, dan 1,264 juta ton. Walaupun produksi cabai terus 

meningkat, tetapi masih terdapat permasalah yang sering mengganggu proses 

budidaya tanaman cabai diantaranya adalah serangan OPT dan perubahan iklim 

(Rifki dkk., 2024). 

2.2 Bemisia tabaci 

Bemisia tabaci merupakan hama polifag yang menyerang kurang lebih 600 

jenis tanaman inang yang berbeda dengan kisaran inang yang luas. Siklus hidup 

hama kutu kebul (B. tabaci) kurang lebih 24-25 hari. Serangga ini sepanjang 

----------------------------------------------------- 
© ️Hak Cipta Di Lindungi Undang-Undang 
----------------------------------------------------- 
1. Dilarang Mengutip sebagian atau seluruh dokumen ini tanpa mencantumkan sumber 
2. Pengutipan hanya untuk keperluan pendidikan, penelitian dan penulisan karya ilmiah 
3. Dilarang memperbanyak sebagian atau seluruh karya ini dalam bentuk apapun tanpa izin Universitas Medan Area 

Document Accepted 2/12/24 
 
 
 
 

Access From (repository.uma.ac.id)2/12/24 
 
 
 

Access From (repository.uma.ac.id) 

UNIVERSITAS MEDAN AREA

Atikah Fadilla Harahap - Isolasi Gen Replicase (C1) dari Pepper Yellow Leaf....



      
 

7 

hidupnya memakan getah floem tumbuhan, masuk ke dalam mulutnya dan 

menghisapnya, yang secara langsung dapat membahayakan tanaman.  Kutu kebul 

dapat merusak tanaman, dan daun yang terinfeksi menunjukkan gejala seperti 

bintik nekrotik akibat kerusakan sel dan jaringan daun. 

B. tabaci dapat menyebabkan kerusakan langsung dan tidak langsung. 

Kerusakan langsung meliputi pembentukan embun madu, yang mendorong 

pertumbuhan jamur jelaga dan menghambat fotosintesis normal. Kerusakan 

langsung merupakan bagian dari aktivitas makan. Artinya, (1) stomata ditutup 

oleh embun madu yang dikeluarkan nimfa dan embun jelaga yang tumbuh pada 

lapisan embun madu; (2) Atrofi makula terbentuk pada daun akibat kerusakan 

jaringan lokal akibat tusukan stilet. (3) Pembentukan pigmen antosianin. (4) Daun 

bisa rontok dan pertumbuhan tanaman terhambat (Setiawati dkk., 2007). 

Kerusakan tidak langsung yang ditimbulkan oleh hama kutu kebul berkaitan 

dengan peran B. tabaci sebagai vektor virus pada tanaman dan dapat 

menyebabkan kerusakan kurang lebih 20% hingga 100%. Sejauh ini, diketahui 

ada 60 virus berbeda yang ditularkan oleh kutu kebul, antara lain penyakit keriting 

daun cabai, penyakit mosaik, dan berbagai penyakit virus lainnya yang menyerang 

tanaman. Beberapa tanaman budidaya yang sudah tercatat mengalami serangan 

parasit kutu kebul diantaranya kentang, mentimun, melon, labu, terong, cabai, 

lettuce dan brokoli (Meilin, 2014). 

2.3 Hubungan Geminivirus dengan Begomovirus  

Geminivirus (Geminiviridae) adalah virus tanaman yang ditularkan oleh 

kutu kebul (Bemicia tabaci) dengan genom DNA beruntai tunggal melingkar yang 

menyebabkan penyakit mematikan ini pada tanaman penting diseluruh dunia. 
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Famili Geminiviridae terdiri lebih dari 450 spesies yang terbagi dalam 9 genera 

menurut pengelompokan genom, vektor serangga: begomovirus, mastrevirus, 

curtovirus, becurtovirus, topocuvirus, turncurtovirus, capulavirus, gablovirus dan 

eragrovirus (Zerbini et al.,2017).  

Geminivirus merupakan aktivator dan sebagai penekan respon pertahanan 

tanaman, dan dapat memodulasi proses perkembangan tanaman (Hanley et al, 

2013). Infeksi Geminivirus terutama dimulai pada sel yang berdiferensiasi akhir, 

yaitu sel tumbuhan yang berada pada fase G1 dari siklus sel mitosis atau fase G 

dari endosiklus-variasi siklus sel yang ditandai dengan peningkatan tingkat ploidi 

dan ekspansi sel tanpa pembelahan sel. Untuk mengatur replikasi genom virusnya, 

virus perlu memprogram ulang siklus sel inang untuk mendorong perkembangan 

ke fase S dari siklus sel (Hanley-Bowdoin et al., 2013).  

Geminivirus mereplikasi genom DNA mereka di dalam nukleus dengan 

menggunakan mesin replikasi DNA tanaman kemudian pada genom geminivirus 

membentuk minikromosom yang telah mengalami modifikasi epigenetic, 

geminivirus merupakan activator dan sebagai penekan respon pertahanan tanaman 

serta dapat memodulasi proses perkembangan tanaman (Hanley- Bowdoin et 

al.,2013).  

Sebagai parasit intraseluler, geminivirus harus secara efektif memanipulasi 

fungsi sel tumbuhan untuk bereplikasi, menekan pertahanan anti-virus, dan 

berpindah ke seluruh tumbuhan, yang pada akhirnya menimbulkan infeksi 

sistemik. kapasitas mereka yang berkembang untuk mengkooptasi dan 

memodulasi proses ditanaman inang tertentu akan menentukan hasil interaksi 

virus tanaman.  
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 Genom begomovirus terdiri dari DNA beruntai tunggal yang terdiri dari satu 

(monopartit) atau dua (bipartit) komponen berukuran 2,5~3 kb, yang dikenal 

sebagai DNA-A dan DNA-B (sakata et al., 2008; Zerbini et al., 2017). Secara 

umum, DNA-A mengkodekan enam Open Reading Frame (ORF) yang diperlukan 

untuk replikasi virus, transkripsi, aktivasi, dan enkapsidasi. Komponen DNA-B 

memfasilitasi transpor genom virus dari sel ke sel dan nukleositoplasma (Kumar 

et al., 2015). Pada spesies monopartit, pergerakan intraseluler diatur oleh 

komponen mirip DNA-A (Hanley-Bowdoin et al., 2013). Kedua komponen 

genom bipartit berbagi wilayah yang sama, Origin of Replication (ORI) sekitar 

200 nt (Brown et al., 2012). 

 Penularan Begomovirus secara alami terjadi melalui serangga vektor B. tabaci 

yang bersifat sirkulasi persisten (Czosnek et al. 2017). Begomovirus termasuk 

dalam genera dari geminivirus, diketahui menyebabkan penyakit tanaman 

menguning dan keriting, sehingga mempengaruhi pertumbuhan dan warna daun. 

Begomovirus dilaporkan telah menginfeksi tanaman cabai di Asia secara 

meningkat pesat, hingga saat ini mencakup 409 spesies yang berbeda (Zhao et 

al.,2019). Peningkatan ini sebagian besar disebabkan karena evolusi dan 

rekombinasi yang cepat antar virus tersebut. Tingginya tingkat mutasi dan 

seringnya rekombinasi merupakan penyebab utama cepatnya evolusi dan 

variabilitas genetik pada populasi begomovirus (Lima et al., 2013). 

2.4  Pepper Yellow Leaf Curl Virus (PepYLCV) 

Penyakit kuning di Indonesia diketahui disebabkan oleh infeksi 

begomovirus, Pepper yellow leaf curl virus (PepYLCV), family Geminiviridae, 

genus Begomovirus yang ditularkan oleh serangga Bemisia tabaci yang 
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menularkan virus secara persisten artinya satu kali kutu kebul mengambil 

makanan dari tanaman yang mengandung virus maka selama hidupnya dapat 

menularkan virus. selain dapat ditularkan melalui Bemisia tabaci, PepYLCV 

dilaporkan juga dapat bersifat tular benih (Fadhila et al., 2020). Gejala tanaman 

terserang penyakit virus ini dimulai dengan daun muda/pucuk cekung dan 

mengerut dengan warna mosaik ringan, setelah itu gejala berlanjut dengan seluruh 

daun berwarna kuning cerah, bentuk daun berkerut, dan cekung dengan ukuran 

lebih kecil, dan pertumbuhan terhambat (Sipriyadi 2022).  Setelah infeksi parah, 

tanaman menunjukkan terhambatnya perkembangan serbuk sari dan jatuhnya 

kuncup bunga, sehingga menyebabkan tidak adanya pembentukan buah. Gejala-

gejala ini mempersulit penerapan tindakan pencegahan yang tepat pada tahap 

awal. Kendala dari penyakit kuning keriting ini adalah sulitnya pengendalian dan 

perkembangan penyakit yang sangat cepat sehingga petani sering terlambat dalam 

menanganinya. Penularan partikel virus yang cepat meningkatkan tingkat 

serangan di suatu lahan. Kendala dari penyakit kuning keriting ini adalah sulitnya 

pengendalian dan perkembangan penyakit yang sangat cepat sehingga petani 

sering terlambat dalam menanganinya. Penularan partikel virus yang cepat 

meningkatkan tingkat serangan di suatu lahan.   

2.5 Gen Replicase (C1) 

Gen replicase (C1) menghasilkan protein replikasi (Rep) yang berinteraksi 

dengan Retinoblastoma-related protein (RBR) pada tanaman saat terjadi infeksi 

Geminivirus. Interaksi tersebut mengganggu fungsi RBR pada saat proses 

transkripsi. Salah satu komponen genetik penyandi protein fungsional yang 

berperan penting dalam penyebaran partikel virus adalah (C1). Gen C1 merupakan 
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gen yang mengontrol replikasi dan transkripsi geminivirus yang memiliki karakter 

multifungsional diantaranya, berperan dalam mekanisme Rolling Circle 

Replication (RCR) dan berinteraksi dengan protein retinoblastoma (Elma, 2018). 

Retinoblastoma-related protein (RBR) berperan dalam meregulasi sel (Desvoyes 

et al., 2014). RBR menekan proliferasi atau perkembangan sel yang pesat pada 

jaringan dewasa (Elma, 2018). Gen C1 memfasilitasi replikasi genom virus pada 

semua spesies yang diketahui dengan cara memprogram ulang siklus sel dan 

memediasi inisiasi, pemanjangan, dan pengehentian DNA virus (Hanley et al., 

2013). Gen C1 dapat mendorong transkripsi virus (kushwaha et al., 2017) dan 

sebagai penekan keduanya dari transcriptional gene silencing (TGS) atau PTGS 

pada spesies tertentu (Rodriguez et al., 2013). Gen C1 juga menghambat siklus 

metilasi DNA tanaman dengan bekerja bersama dengan adenosine kinase (ADK) 

dan S-adenosylmethionine decarboxylase 1 (SAMDC1) (Candra, 2020). 

2.6 Identifikasi Molekuler melalui Teknologi PCR 

 PCR (Polymerase Chain Reaction) merupakan suatu teknik perbanyakan 

(amplifikasi) potongan DNA secara in vitro pada daerah spesifik yang dibatasi 

oleh dua buah primer oligonukleotida. Primer yang digunakan sebagai pembatas 

daerah yang diperbanyak adalah DNA untai tunggal yang urutannya komplemen 

dengan DNA templatnya. Proses tersebut mirip dengan proses replikasi DNA 

secara in vitro yang bersifat semi konservatif. PCR melibatkan banyak siklus yang 

masing-masing terdiri dari tiga tahap berurutan, yaïtu pemisahan (denaturasi) 

rantai DNA templat, penempelan (annealing) pasangan primer pada DNA target 

dan pemanjangan (extension) primer atau reaksi polimerisasi yang dikaalisis oleh 

DNA polymerase. 
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Teknologi Polymerase Chain Reaction (PCR) yang dikembangkan oleh 

Kary Mullis pada tahun 1985 telah memegang peran yang sangat penting dalam 

menunjang kegiatan penelitian di bidang biologi molekuler. Teknik ini 

memanfaatkan kehadiran enzim Polymerase yang bersifat termostabil untuk 

mengamplifikasi molekul DNA secara in vitro. Teknik ini mampu memperbanyak 

segmen DNA tertentu yang telah ditandai oleh primer, dalam jumlah ribuan 

hingga jutaan copy dalam waktu beberapa jam saja (Nugroho el al., 2021). 

Identifikasi gen dapat dilakukan dengan menggunakan berbagai jenis PCR 

antara lain Real Time PCR (Q-PCR), Reverse Transcriptase-Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR), dan Touchdown PCR. Real-time PCR juga dikenal sebagai 

Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction (Q-PCR). Karena teknologi 

PCR sangat berguna untuk menentukan urutan basa DNA pada tanaman, 

teknologi ini dapat berhasil diterapkan dalam waktu yang relatif singkat dan 

memberikan dampak yang besar di bidang pertanian. Kemajuan molekuler telah 

memunculkan beberapa teknik yang dapat digunakan untuk mendeteksi dan 

mengidentifikasi virus, salah satunya polymerase chain reaction (PCR). Teknik 

ini sangat sensitif dan spesifik untuk mendeteksi dan mengidentifikasi patogen 

tanaman. Teknik PCR digunakan untuk mengetahui susunan populasi patogen dan 

keanekaragaman genetik virus. 
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III. METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan pada 6 Maret sampai 28 Mei 2024, dilaksanakan di 

Laboratorium Biologi Universitas Negeri Medan. 

3.2 Bahan dan Alat Penelitian 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari, Kit DNA 

Thermo Scientific™ GeneJET Plant Genomic DNA Purication Kit, Ethanol 96%, 

DNA marker, Produk DNA, Invitrogen SYBR Safe DNA, Gel Agarose, nitrogen 

cair, Loading dye, Buffer Tris-borate EDTA (TBE), My Taq HS Red Mix 2x, 

Akuades, akuabidest dan masing-masing sample daun cabai yang terinfeksi virus 

PepYLCV dari Kabupaten Karo sebanyak 2 lembar dengan umur tanaman 3 bulan 

HST. Sedangkan alat-alat yang digunakan adalah PCR konvensional, 

microsentrifuge, thermomixer, vortex, mikropipet dan tip, sarung tangan, mortal 

dan pistil, Gel Doc, tube, dan elektroforesis horizontal. 

3.3 Metode Penelitian 

Adapun metode penelitian yang digunakan adalah eksperimental dan 

deskriptif. Metode eksperimental dilakukan untuk mengamplifikasi Gen Rep (C1) 

dari seluruh sampel. Eksperimental yang dilakukan berhubungan dengan 

perhitungan atau penentuan annealing suhu atau konfigurasi program PCR dan 

kandungan serta volume senyawa yang digunakan saat ekstraksi dan amplifikasi 

yang akan dilakukan. Metode deskriptif dilakukan untuk menganalisis dan 

mendiskripsikan hasil dari setiap tahap penelitian. Deskriptif yang dilakukan 
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untuk menarasikan dan menganaslisis hasil visual dari setiap tahap penelitian 

yang dilaksanakan. 

 

Gambar 2.  Roadmap Penelitian 

3.4 Metode Analisis Data Penelitian 

 Hasil amplifikasi DNA virus PepYLCV kemudian dianalisis dengan 

menggunakan elektroforesis pada agarose dengan konsentrasi 1% pada 100 volt 

selama 30 menit dalam buffer TBE 1% (pH 8), kemudian pewarnaan gel agarose 

menggunakan 10 mg/ml Etidium bromida selama 15 menit lalu di destaining 

dengan akuades selama 3 menit. Pita yang diamplifikasi diamati menggunakan 

UV-transimulator dan dilihat ada tidaknya pita dari gen pepYLCV. 

3.5 Pelaksanaan Penelitian 

3.5.1 Pengambilan Sampel 

 Sampel tanaman yang dianalisis adalah tanaman cabai merah varietas 

lokal, daun yang digunakan adalah daun muda yang memiliki gejala infeksi virus 

PepYLCV dengan gejala tulang daun menebal, tepi daun menggulung ke atas, 

helai daun berwarna kuning cerah dan adanya vein clearing yang diambil dari 
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beberapa pertanaman cabai masyarakat yang ada di Tanah Karo. Sampel diambil 

secara acak (random sampling) sebanyak 2 helai daun cabai  dari setiap sampel 

yang terinfeksi. kemudian dikumpulkan dan disimpan di freezer pada suhu -20oC 

untuk preservasi. Sampel kemudian dibawa ke laboratorium untuk dianalisis. 

3.5.2 Desain Primer  

 Desain Primer merupakan langkah awal yang menentukan keberhasilan dalam 

proses amplifikasi dengan menggunakan metode PCR (Suparman et al., 2016). 

Spesifisitas primer harus dipertimbangkan sehingga primer dapat mengenali dan 

menempel pada gen yang diinginkan. Hal-hal yang perlu diperhatikan dalam 

pemilihan primer diantaranya adalah panjang primer, bentuk primer, suhu leleh 

primer (TM), suhu annealing primer (Ta), kandungan GC dan stabilitas ujung 3’. 

Pada tahapan pendesainan primer spesifik menggunakan data yang 

terdapat pada NCBI (National for Biotechnology Information), dilakukan dengan 

cara pencarian gen TDWS dari situs www.ncbi.nlm.nih.gov sebagai cetakan untuk 

mendesain gen Pepper yellow leaf curl virus (kode genebank KT809346.1). 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Tahapan pendesainan primer 
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Gambar 4. Sekuens gen pepper yellow leaf curl virus TDWS-21 

 Pada sekuen gen TDWS-21 yang diinginkan (Gambar 4.) dipilih untuk 

didesain, kemudian di klik pick primers, disimpan dalam bentuk FASTA dan 

Desain primer degeneratif dapat dilakukan  dengan menggunakan situs 

https://bio.tools/primer3  dan juga dapat dilakukan secara manual dengan terlebih 

dahulu  mencari data sekuensnya di situs http://www.ncbi.nml.nih.gov/ (Jamsari, 

2013). pada pemilihan sekuen di pilih dengan kandungan GC 50-60% dan 

temperatur yang berdekatan dengan forward dan reverse, kemudian suhu 

annealing untuk primer degeneratif ditentukan dengan menggunakan website 

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html. 
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 Selain pendesainan secara manual, desian primer juga dapat dilakukan dengan 

menggunakan beberapa software. Pada pendekatan ini digunakan beberapa 

software diantaranya Bioedit, Mega X Kedua software ini digunakan dalam 

pensejajaran sekuen yang dibandingkan. Disamping itu software tersebut 

digunakan dalam menentukan posisi sekuen yang lestari untuk dijadikan sebagai 

konsensus. Selain itu juga digunakan dalam menentukan persentase kemiripan 

beberapa aksesi, sehingga keberhasilan desain primer dapat ditaksir melalui 

persentase tersebut. Disamping itu juga software tersebut berfungsi dalam 

pengeditan sekuen sehingga sekuen yang dibandingkan memiliki ukuran yang 

sama. (Candra, 2016)  

3.5.3 Isolasi DNA  

 Isolasi DNA pada sampel daun cabai merah bergejala PepYLCV dilakukan 

mengikuti protokol Thermo Scientific™ GeneJET Plant Genomic DNA Purication 

Kit. Proses isolasi dilakukan dengan cara setiap sampel daun diberi label dan 

ditimbang sebanyak 100 mg. Kemudian daun tersebut digerus dan ditambahkan 

nitrogen cair dengan kecepatan konstan menggunakan mortal dan pistil hingga 

halus. 

Pindahkan jaringan tanaman tersebut ke mikrosentrifuge 1,5 mL. 

Kemudian ditambahkan 350 l larutan Lysis Buffer A ke mikrosentrifuge tadi. 

Setelah itu, di vortex selama minimal 20 detik untuk mencampurkan seluruh 

komponen tadi. 

Tambahkan 50 l Lysis Buffer B dan 20 l RNASE A dan di vortex 

selama 20 detik. Setelah itu, sampel di inkubasi selama 10 menit pada suhu 65oC 

dan di vortex selama berkala. Tambahkan 130 l Precipatation Solution dan di 
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bolak balik 2-3 kali, kemudian di inkubasi 5 menit di atas es gel dan centrifuge 

selama 5 menit ≥20.000 xg (≥14.000 rpm). 

Ambil Supernatant sebanyak 500 l dan pindahkan ke mikrosentrifuge 

yang baru, kemudian tambahkan 400 l larutan Binding Solution dan Etanol 96% 

sebanyak 400 l lalu di vortex selama 20 detik. Kemudian pindahkan 600-700 l 

campuran yang tadi ke spin column, lalu di centrifuge selama 1 menit pada 6.000 

x g (8.000 rpm). Apabila ada cairan di larutan paling bawah muncul lagi maka 

larutan paling bawah  di buang kembali. Setelah itu ditambahkan 500 l Wash 

Buffer I ke dalam column tadi, kemudian di centrifuge selama 1 menit 8.000 x g 

(10.000 rpm) dan di buang larutan paling bawah. Tambahkan Wash Buffer II 

sebanyak 500 l ke column yang tadi, kemudian di centrifuge selama 3 menit 

dengan kecepatan ≥20.000 x g (≥14.000 rpm) . rekomendasi : buang kembali 

larutan collection tube, kemudian tempatkan kembali ke column tadi dan di 

centrifuge selama 1 menit pada kecepatan maksimum ≥20.000 x g (≥ 14.000 rpm). 

Buang collection tube pindahkan column ke mikrosentrifuge 1,5 mL yang 

baru. Tambahkan 100l Elution Buffer ke filter column yang tadi, lalu di inkubasi 

selama 5 menit pada suhu ruangan, kemudian di sentrifuge selama 1 menit pada 

kecepatan 8.000 x g (10.000 rpm). Lakukan langkah kedua dengan menggunakan 

filter column yang tadi lalu tambahkan Elution Buffer 100l dengan menggunakan 

collection tube yang baru agar menghasilkan sebanyak 2 sampel dan setelah itu 

DNA disimpan pada suhu -20oC untuk menghindari kerusakan sehingga dapat 

digunakan di proses selanjutnya. 

Hasil isolasi DNA dilihat kualitas nya dengan menggunakan elektroforesis 

gel agarose 1%. Sampel yang dituang ke sumuran adalah 5 µL DNA ditambah 5 
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µL loading dye. Elektroforesis dijalankan pada tegangan 100 V selama 30 menit. 

Analisis data dilakukan berdasarkan elektrofotogram dan di visualisasikan dengan 

UV-Transiluminator. 

3.5.4 Analisis PCR 

Pada deteksi sampel yang terinfeksi dilakukan dengan menggunakan DNA 

yang diekstraksi sebelumnya, kemudian diamplifikasi menggunakan program 

PCR yang telah dijelaskan sebelumnya untuk mendeteksi keberadaan partikel 

PepYLCV (Jamsari et al., 2015). Tahapan pada PCR terdiri dari 5 tahapan yaitu, 

Pra-Denaturasi DNA, denaturasi DNA, annealing atau penempelan primer, 

polimerasi atau extention DNA dan polimerase akhir atau past extention (Bangola 

et al., 2014).  

Tabel 1. Komposisi reagen PCR untuk satu kali reaksi 

  Komposisi        Volume  

  DNA Template       2,5 µL 

  Primer C1-TD21BamHi-NT    2,5 µL 

  Primer C1-TD22Smal-N     2,5 µL 

  My Taq HS Red Mix, 2x     12,5 µL 

  Aquabidest         5 µL 

  Total volume        25 µL 

  

Tabel 2. Program PCR untuk amplifikasi DNA 
Tahapan                     Suhu (˚C)                Durasi 

Pra denaturasi             95                          3 menit 

Denaturasi                  95                          15 detik 

Annealing                   60                          30 detik           35 Siklus 

Exkstensi                    72                          1 menit 

Exkstensi akhir           72                          5 menit 

Pause                         8                             ∞ 
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Penelitian ini menggunakan gel agarose dengan kosentrasi 1%. Hasil PCR 

di visualisasi dengan menggunakan UV-Transimulator. Reaksi amplifikasi 

viualisasi dilakukan dengan menyiapkan terlebih dahulu pembuatan gel agarose 

dengan konsentrasi 1% agarose sebanyak 1 gram kemudian di tuang ke 

Erlenmeyer 500 ml, lalu ditambahkan 10 ml TBE. Kemudian campuran tersebut 

dipanaskan dengan menggunakan hotplate sampai agarose larut. Larutan agar di 

dinginkan hingga suhu 60˚C selama 15 menit, lalu ditambahkan SYBR Safe DNA 

gel stain sebanyak 5 l. selanjutnya, gel agarose dituangkan ke dalam cetakan. 

Gel didiamkan sampai mengeras (35-50 menit). Setelah mengeras, gel diambil 

dan diletakkan ke dalam tangki elektroforesis yang berisi buffer TBE. Pada 

sumuran gel elektroforesis yang berada di posisi sebelah kiri dimasukkan 5 l 

marker ladder, lalu ditambahkan dengan campuran dari 2 l loading dye dan 

2,5l sampel DNA. Elektroforesis dilakukan dengan tegangan 100 volt selama 30 

menit. 

3.5.5 PCR-Sekuensing Gen Replicase 

 Sekuensing Gen Replicase dilakukan dengan cara seluruh DNA genom sampel 

yang positif terinfeksi virus PepYLCV diamplifikasi dengan program PCR 

kemudian, pita yang diamati divisualisasikan dengan UV-Transimulator. Setelah 

itu amplikon yang telah diperoleh disekuensing dengan menggunakan jasa 

sekuensing IDT/ Genetika Science. 

3.5.6 Analisa Bioinformatika 

Elektrofotogram yang dikirimkan oleh data sekuensing dianalisis 

menggunakan software Bioedit 7.2.5. Kemudian data sekuens dianalisis dan 
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dibandingkan dengan data yang tersedia di database genebank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) dengan program Basic Local Alignment Search 

Tool (BLAST). BLAST berfungsi untuk menganalisis spesifisitas dari primer 

yang telah dirancang, menggunakan data GeneBank DNA database (Muhsinin et 

al., 2018). Konstruksi dari beberapa sekuens yang berhasil diidentifikasi 

dilakukan dengan menggunakan Software MEGA X. untuk menganalisis 

filogenetik dari PepYLCV yang dibandingkan dengan sekuens di database. 

3.6 Parameter Penelitian  

Langkah pertama untuk melihat virus PePYLCV ini adalah perlu pemetaan 

varian genetik virus dengan menggunakan pohon filogenetik agar lebih bersifat 

spesifik. Jadi perlu dilakukan identifikasi sekuens gen replicase (Rep) virus 

pepYLCV dengan menggunakan teknologi Polymerase Chain Reaction (PCR) 

dan Sekuensing. 
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V. PENUTUP 

5.1  Kesimpulan 

 Dari penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa : 

1.  Primer spesifik dapat mengamplifikasi gen C1 pada tanaman cabai yang 

terinfeksi virus PepYLCV pada beberapa lokasi di Kabupaten Karo. 

2. Pada penelitian ini telah berhasil dilakukan proses identifikasi kode 

genetik dari gen C1 (Replicase) pada sampel lokasi 3 dengan ukuran gen 

1070 bp.  

3. Pada sampel lokasi 3 berada di klad yang sama dengan isolat kode aksesi 

(LC547427.1), isolat (NC008283.1) dan isolat dengan kode aksesi 

(AB267834.1). Sampel lokasi 3 terpisah dengan PepYLCV yang berada di 

Sumatera Utara dengan kode aksesi (LC051112.1) yang menandakan 

adanya perubahan urutan basa nukleotida. 

5.2 Saran 

 Berdasarkan hasil penelitian ini, maka saran yang dapat disampaikan adalah 

sebagai berikut : 

1. Perlu dilakukan pengujian dengan menggunakan beberapa primer spesifik 

virus yang menyerang tanaman cabai di Kabupaten Karo untuk 

mengetahui terkait varian penyakit lain yang menyerang tanaman cabai di 

Daerah Kabupaten Karo Sumatera Utara, disertai melakukan optimasi 

kondisi PCR. 
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Lampiran 9.  Proses elektroforesis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 10.  Proses pengaturan program  PCR 
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 Lampiran 11. Surat Izin Penelitian 
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Lampiran 12. Surat selesai penelitian  
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