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ABSTRAK

Insidensi penyakit klorosis mulai banyak ditemukan di daerah sentra produksi tomat di Jawa Barat. 
Pengamatan pada tanaman sakit menunjukkan adanya gejala menyerupai infeksi Tomato infectious 
chlorosis virus (TICV) dan Tomato chlorosis virus (ToCV). Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi 
TICV dan ToCV yang berasosiasi dengan penyakit klorosis pada tanaman tomat di daerah Jawa Barat 
(Cipanas, Lembang, Garut) melalui metode reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
dan analisis sikuen nukleotida. Berdasarkan hasil RT-PCR menggunakan primer spesifik TICV-CF/
TICV-CR dan ToCV-CF/ToCV-CR diperoleh berturut-turut pita DNA berukuran 417 pb dan 360 pb dari 
sampel asal Cipanas. Sikuen nukleotida dari DNA produk RT-PCR tersebut memastikan bahwa penyakit 
klorosis pada tanaman tomat di Cipanas berasosiasi dengan infeksi TICV dan ToCV. Analisis homologi 
sikuen nukleotida dan filogenetika menunjukkan bahwa isolat TICV asal Cipanas berada dalam satu 
kelompok dengan isolat TICV asal Jepang dan Spanyol, sedangkan isolat ToCV asal Cipanas berada 
dalam satu kelompok dengan isolat ToCV asal Amerika.

Kata kunci: Bemisia tabaci, crinivirus, filogenetika, Trialeuroides vaporariorum

ABSTRACT

Tomato chlorosis disease was found more frequent on production area in West Java recently. 
Observation in the field showed typical symptoms of Tomato infectious chlorosis virus (TICV) and 
Tomato chlorosis virus (ToCV). The objective of this research is to identify TICV and ToCV associated 
with chlorosis disease on tomato plants in West Java (Cipanas, Lembang and Garut) using reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) method and nucleotide sequence analysis. DNA 
target of 417 bp and 360 bp was successfully amplified only from Cipanas sample using specific 
primers, TICV-CF/TICV-CR and ToCV-CF/ToCV-CR, respectively. Sequence analysis confirmed that 
chlorosis disease in Cipanas was associated with TICV and ToCV infection. Nucleotide sequence and 
phylogenetic analysis showed that TICV from Cipanas has high homology to and belongs to the same 
group with TICV from Japan and Spain; whereas ToCV from Cipanas has high homology to and belongs 
to the same group with ToCV from America.
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PENDAHULUAN

Tomat merupakan salah satu tumbuhan 
perdu Solanaceae yang rentan terhadap 
berbagai organisme pengganggu tanaman. 
Beberapa tahun terakhir ini penyakit baru 
yang disebabkan oleh Tomato infectious 
chlorosis virus (TICV) dan Tomato chlorosis 
virus (ToCV) mulai banyak ditemukan di 
pertanaman tomat di Indonesia (Hartono 
dan Wijonarko 2007). Infeksi TICV pertama 
kali muncul dan dilaporkan dari sejumlah 
tempat di negara bagian California, Amerika 
Serikat pada tahun 1993 (Duffus et al. 1996), 
sedangkan ToCV pertama kali ditemukan 
pada pertanaman tomat di bagian Utara 
Florida, Amerika Serikat sekitar tahun 1996 
(Wintermantel dan Wisler 2006). Setelah itu, 
daerah sebar TICV dan ToCV dilaporkan 
semakin meluas meliputi beberapa negara di 
Eropa dan Asia (EPPO 2005).

Kedua virus, TICV dan ToCV, termasuk 
dalam genus Crinivirus, famili Closteroviridae 
(Wisler et al. 1998b ; Wintermantel dan Wisler 
2006). Infeksi TICV dan ToCV menyebabkan 
gejala yang hampir sama pada tanaman di 
lapangan, yaitu menguning pada bagian 
interveinal daun (Duffus et al. 1996), bintik-
bintik nekrotik kecil (Wintermantel dan Wisler 
2006), mengeriting (Hirota et al. 2010), dan 
gejala lanjut dicirikan dengan warna daun 
merah kecokelatan (Wisler et al. 1998a). 
Walaupun gejala yang ditimbulkan tidak 
terdapat pada bunga dan buah, tetapi gejala 
yang terdapat pada daun dapat mengganggu 
proses fotosintesis. Hal ini menyebabkan 
penurunan produksi buah secara nyata (Wisler 
et al. 1998a). Penularan dan penyebaran kedua 
virus di lapangan terjadi melalui serangga 
vektor. Walaupun menyebabkan gejala yang 
hampir sama, TICV dan ToCV ditularkan 
oleh serangga vektor yang berbeda. Tomato 
infectious chlorosis virus hanya ditularkan 
oleh satu spesies serangga, yaitu Trialeurodes 
vaporariorum (Duffus et al. 1996),  sedangkan 
ToCV dapat ditularkan oleh beberapa 
spesies kutukebul, yaitu Bemisia tabaci, T. 
vaporarium (Wintermantel dan Wisler 2006), 
dan T. abutilonea (Wisler et al. 1998b).

Insidensi penyakit klorosis mulai banyak 
ditemukan di daerah sentra produksi tomat di 
Jawa Barat di antaranya di daerah Cipanas, 
Lembang, dan Garut. Pengamatan pada 
tanaman sakit menunjukkan adanya gejala 
berupa menguningnya jaringan interveinal 
daun terutama pada daun di bagian bawah 
tanaman. Gejala lebih lanjut menunjukkan 
perubahan warna klorosis dari kekuningan 
menjadi merah kecokelatan pada daun.  
Penelitian dilakukan untuk mengidentifikasi 
TICV dan ToCV dari tanaman tomat. 

BAHAN DAN METODE

Sampel daun tomat diambil dari daerah 
Jawa Barat, yaitu Cipanas, Lembang dan 
Garut.

Deteksi Virus dengan RT-PCR
Tahapan RT-PCR terdiri atas ekstraksi 

RNA total, sintesis complementary (c) DNA, 
amplifikasi DNA virus target, dan visualisasi 
hasil amplifikasi. Ekstraksi RNA total 
dilakukan menggunakan Qiagen RNeasy Plant 
Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia–California, 
US). Sintesis cDNA dilakukan dengan 
menyiapkan bahan reaksi yang terdiri  atas 
3.2 µL H2O, 1 µL bufer reverse-transcription 
10x, 0.35 µL DTT 50 mM, 2 µL dNTP 10 mM, 
0.35 µL MMuLV, 0.35 µL RNAse inhibitor, 
0.75 µL oligo d(T) 10 mM, dan 2 µL RNA total 
untuk setiap reaksi. Sintesis cDNA dilakukan 
pada mesin thermal cycler (GeneAmp PCR 
System 9700, Applied Biosystem) dengan 
program 25 °C selama 5 menit, 42 °C selama 
60 menit, dan 70 °C selama 15 menit.

Tahapan deteksi virus dilanjutkan 
dengan amplifikasi virus target, yaitu 
TICV dan ToCV, masing-masing meng-
gunakan primer spesifik, yaitu TICV-CF 
(5’ -AATCGGTAGTGACACGAGTAG 
CATC-3’) dan TICV-CR (5’-CTTCAAAC
ATCCTCCATCTGCC-3’) untuk TICV dan 
ToCV-CF    (5’-GTGTCAGGCCATTGTAAAC 
CAAG-3’) dan ToCV-CR (5’-CACAAAGCG 
TTTCTTTTCATAAGCAGG-3’) untuk ToCV. 
Produk amplifikasi yang diharapkan adalah 
bagian selubung protein dengan ukuran 
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417 pb dan 360 pb, berturut-turut untuk TICV 
dan ToCV. Komposisi bahan dalam reaksi 
amplifikasi ialah 16.3 µL H2O, 2.5 µL bufer 
10x yang mengandung Mg2+, 0.5 µL dNTP 
10 mM, 2.5  µL sucrose cresol 10x, primer 
forward dan reverse masing-masing 1 µL, 
0.2 µL taq polymerase 5U µL-1, dan 1 µL cDNA 
sebagai template. Program amplifikasi terdiri 
atas 30 siklus dengan tahapan predenaturasi 
pada suhu 94 °C selama 4 menit, denaturasi 
(fase pemisahan utas DNA) pada suhu 94 °C 
selama 1 menit, annealing (pengintegrasian 
primer) pada suhu 62 °C selama 1 menit, 
elongation (sintesis untaian DNA baru) pada 
suhu 72 °C selama 2 menit, dilanjutkan tahap 
pasca extention 72 °C selama 10 menit dan 
4 °C untuk suhu penyimpanan. Visualisasi 
produk amplifikasi dilakukan menggunakan 
1% gel agarosa dalam 0.5x bufer TBE (Tris-
borate EDTA) dengan elektroforesis selama 
60 menit pada 50 V. 

Analisis Sikuen Nukleotida dan Filogenetika
Produk PCR dari masing-masing sampel 

dikirim ke PT Macrogen Inc. (Seoul, Korea) 
untuk dilakukan sikuensing nukleotida. Hasil 
sikuen nukleotida kemudian digunakan untuk 
analisis kesejajaran dengan sikuen nukleotida 
TICV atau ToCV yang telah dipublikasikan 
di GenBank dengan program basic local 
alignment search tools (BLAST). Data sikuen 
nukleotida yang terpilih kemudian dimodifikasi 
dan analisis spesifisitas nukleotida dilakukan 

dengan program multiple alignment pada 
CluctalW BioEdit V.7.0.5 dan CLC Seq Viewer 
V.0.2 sebelum dilakukan analisis filogenetika. 
Analisis filogenetika menggunakan program 
CLC Seq Viewer V.0.2 berdasarkan pendekatan 
Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Mean (UPGMA).

HASIL

TICV dan ToCV pada Tomat 
Sampel daun tomat yang diambil dari daerah 

Cipanas, Lembang dan Garut menunjukkan 
gejala klorosis dengan jaringan interveinal 
mengalami penguningan. Deteksi dengan 
RT-PCR hanya berhasil mengamplifikasi pita 
DNA dari sampel asal Cipanas. Pita DNA 
berukuran ~400 pb dan ~360 pb didapatkan 
dari amplifikasi menggunakan pasangan 
primer berturut-turut TICV-CF/TICV-CR dan 
ToCV-CF/ToCV-CR (Gambar 1). Kedua 
pasang primer tersebut dirancang untuk 
mengamplifikasi bagian gen protein selubung 
masing-masing virus (Hirota et al. 2010).  
DNA hasil amplifikasi tersebut selanjutnya 
digunakan untuk sikuensing nukleotida.

Sikuen Nukleotida dan Filogenetika TICV
Analisis sikuen nukleotida dengan  

ClustalW menunjukkan bahwa gen protein 
selubung TICV asal Cipanas memiliki 
homologi yang tinggi dengan isolat-isolat 
TICV yang berasal dari negara lain seperti 

Gambar 1  Pita DNA hasil amplifikasi menggunakan teknik RT-PCR dengan primer spesifik 
ToCV (kolom 1), TICV (kolom 3 s/d 7), dan penanda DNA 100 pb (kolom 2). Sampel terdiri 
atas sampel daun tomat asal Cipanas (1, 4, 7), Lembang (3), Garut (5 dan 6).   

     1         2         3         4           5           6         7

417 pb
 360 pb

 

500 pb
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Amerika, Italia, Jepang, Perancis, dan Spanyol 
(Gambar 2). Hasil analisis penyejajaran 
sikuen nukleotida juga memperkuat hal 
tersebut, dengan nilai penyejajaran berkisar 
99–100% yang mengindikasikan kemiripan 
sikuen nukleotida antarisolat yang sangat 

tinggi (Tabel 1). Hasil penyejajaran asam 
amino isolat-isolat TICV juga menunjukkan 
hasil yang sama dengan penyejajaran sikuen 
nukleotida (Gambar 3). Oleh karena itu, 
dapat dinyatakan bahwa isolat TICV yang 
menginfeksi pertanaman tomat di Cipanas 
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Gambar 2  Perbandingan sikuen nukleotida sebagian gen protein selubung TICV asal Cipanas-
Indonesia, Amerika, Italia, Jepang, Perancis, dan Spanyol menggunakan program BioEdit 
V.7.0.5
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(selanjutnya disebut TICV isolat Indonesia) 
kemungkinan adalah spesies yang sama 
dengan TICV dari Amerika, Italia, Jepang, 
Perancis, dan Spanyol.

Analisis filogenetika pada kladogram 
menunjukkan bahwa hubungan kekerabatan 
keenam isolat tersebut terbagi menjadi dua 
kelompok (Gambar 4). Kelompok pertama  
terbagi menjadi  dua subkelompok, yaitu 
subkelompok I yang terdiri atas isolat asal 

Jepang, Spanyol, dan Indonesia; sedangkan 
subkelompok II hanya terdiri atas isolat asal 
Perancis. Kelompok kedua terdiri atas isolat 
asal Amerika dan Italia. Kedekatan hubungan 
kekerabatan isolat TICV asal Indonesia 
dengan isolat TICV asal Jepang dengan 
homologi 100% sesuai dengan hasil penelitian 
sebelumnya yang dilaporkan oleh Hartono 
dan Wijonarko (2007).

No aksesi Asal isolat
Tingkat kesamaan (%)

Indonesia Amerika Italia Jepang Perancis Spanyol
- Indonesia -

FJ815441 Amerika  99 -
EU881362 Italia  99 100 -
AB085603 Jepang 100  99 99 -
DQ355217 Perancis  99  99 99  99 -
FJ542305 Spanyol 100  99 99 100 99 -

Tabel 1  Tingkat kesamaan sikuen nukleotida sebagian gen protein selubung TICV asal Indonesia, 
Amerika, Italia, Jepang, Perancis, dan Spanyol

Gambar 3  Penyejajaran asam amino TICV isolat asal Cipanas dengan isolat asal Jepang, 
Spanyol, Amerika, Italia, dan Perancis menggunakan program CLC Seq Viewer V.7.0.2.

Gambar 4  Pohon filogenetika berdasarkan sikuen nukleotida sebagian gen protein selubung  
isolat-isolat TICV asal Cipanas-Indonesia, Amerika, Italia, Jepang, Perancis, dan Spanyol 
menggunakan program CLC Seq Viewer V.7.0.2.

TICV ITALIA

TICV JEPANG

TICV PERANCIS

TICV SPAYOL

TICV CIPANAS

TICV AMERIKA

0.001
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Sikuen Nukleotida dan Filogenetika ToCV
Analisis sikuen nukleotida menunjukkan  

bahwa gen protein selubung ToCV asal 
Cipanas memiliki homologi yang tinggi dengan 
isolat-isolat TICV yang berasal dari negara 
lain seperti Amerika, Jepang, dan Perancis 
(Gambar 5). Hasil analisis penyejajaran sikuen 
nukleotida menunjukkan bahwa isolat ToCV 
asal Cipanas memiliki nilai penyejajaran yang 
tinggi, yaitu 98–100%, dengan ToCV dari 
Jepang, Perancis, dan Amerika (Tabel 2). Hasil 
penyejajaran asam amino juga menunjukkan 
hasil yang sama dengan penyejajaran sikuen 
nukleotida (Gambar 6). Dengan demikian 
dapat dinyatakan bahwa isolat ToCV yang 
menginfeksi pertanaman tomat di Cipanas 
(selanjutnya disebut ToCV isolat Indonesia) 
kemungkinan adalah spesies yang sama 
dengan ToCV dari Amerika, Jepang, dan 
Perancis. Lebih lanjut, analisis filogenetika 
menunjukkan bahwa kekerabatan isolat ToCV 

asal Amerika dan Jepang lebih dekat dengan 
isolat ToCV asal Indonesia dibandingkan 
dengan ToCV asal Perancis (Gambar 7).

PEMBAHASAN

Penyakit klorosis yang disebabkan oleh 
TICV dan ToCV dilaporkan menyebabkan 
penurunan produksi tomat yang cukup nyata 
sejak awal 1990 di beberapa negara bagian 
di Amerika Serikat terutama California dan 
Florida (Duffus et al. 1996, Wisler et al. 1998a, 
Wintermantel dan Wisler 2006). Daerah 
persebaran TICV dan ToCV saat ini semakin 
meluas hingga ke Eropa dan Asia, meliputi 
beberapa negara seperti Italia (Wisler et al. 
1998a), Yunani (Dovas et al. 2002), Spanyol 
(Lozano et al. 2006), dan Taiwan (Tsai et 
al. 2004). Penyakit klorosis pada tanaman 
tomat di Indonesia pertama kali dilaporkan 
oleh Hartono dan Wijonarko (2007) di daerah 
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Gambar 5  Perbandingan sikuen nukleotida sebagian dari gen protein selubung ToCV asal 
Cipanas-Indonesia, Jepang, Perancis, dan Amerika menggunakan program BioEdit V.7.0.5
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Magelang, Jawa Tengah. Penyakit klorosis ini 
pada awalnya disebut sebagai penyakit ungu 
karena gejala lanjut pada daun menunjukkan 
warna merah kecokelatan hingga keunguan. 
Gejala klorosis juga ditemukan di sentra 
pertanaman tomat di Jawa Barat seperti  di 
daerah Cipanas, Lembang, dan Garut (Suastika 
et al. 2010).  Lebih lanjut pada penelitian ini 
infeksi TICV dan ToCV hanya berhasil dideteksi 
dari sampel tanaman tomat asal Cipanas. 

Penelitian mengenai penularan dan 
kisaran inang TICV dan ToCV mengindikasi 

potensi kedua virus untuk menyebar luas 
dan cepat. Tanaman komoditas penting 
lain yang rentan terhadap TICV ialah 
kentang (Solanum tuberosum) dan lettuce 
(Lactuca sativa) (Li et al. 1998). Kisaran 
inang ToCV meliputi berbagai tanaman 
dari famili Aizoaceae, Amaranthaceae, 
Apocynaceae, Chenopodiaceae, Compositae, 
Plumbaginaceae, dan Solanaceae (Wintermantel 
dan Wisler 2006). Li et al. (1998) juga 
melaporkan bahwa gulma Chenopodium 
capitatum dapat terinfeksi TICV, sedangkan 

No aksesi Asal isolat
Tingkat kesamaan (%)

Indonesia Jepang Perancis Amerika
- Indonesia -

AB513443 Jepang   99 -
FM206382 Perancis   98 97 -
DQ234675 Amerika 100 99 98 -

Tabel 2  Tingkat kesamaan sikuen nukleotida sebagian dari gen protein selubung ToCV asal 
Indonesia, Jepang, Perancis, dan Amerika

Gambar 6  Penyejajaran asam amino ToCV isolat asal Cipanas dengan isolat asal Jepang, 
Amerika, dan Perancis menggunakan program CLC Seq Viewer V. 7.0.2.

Gambar 7  Pohon filogenetika berdasarkan sikuen nukleotida sebagian gen protein selubung  
isolat-isolat ToCV asal Cipanas-Indonesia, Jepang, Perancis, dan Amerika menggunakan 
program CLC Seq Viewer V.7.0.2.

ToCVPERANCIS

ToCVJEPANG

ToCVCIPANAS

ToCVAMERIKA

0.005
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gulma Physalis ixocarpa dan P. peruviana 
dilaporkan merupakan inang ToCV (Trenado 
et al. 2007). Penularan kedua virus terjadi 
melalui serangga vektornya kutukebul 
(Hemiptera: Aleyrodidae). TICV ditularkan 
oleh T. vaporariorum (Duffus et al. 1996), 
sedangkan ToCV ditularkan oleh beberapa 
spesies kutukebul B. tabaci, T. abutilonea, 
dan T. vaporarium (Wisler et al. 1998b, 
Wintermantel dan Wisler 2006) walaupun B. 
tabaci merupakan vektor yang paling efisien. 

Kedua virus yang dapat menyebabkan 
gejala klorosis pada tanaman tomat dapat 
dibedakan melalui metode deteksi molekular 
dan pengamatan gejala pada tanaman indikator 
N. benthamiana dan N. clevelandii (Wisler et 
al. 1998b). Metode RT-PCR menggunakan 
primer spesifik untuk TICV dan ToCV banyak 
digunakan untuk mendeteksi infeksi kedua 
virus pada tanaman tomat dengan gejala 
klorosis. Dovas et al. (2002) merancang 
pasangan degenerate primer HS-11/HS-12 
yang dapat mendeteksi baik TICV maupun 
ToCV karena primer tersebut mengenali 
daerah dengan konservasi yang tinggi antara 
kedua virus, yaitu heat shock protein 70. DNA 
produk amplifikasi menggunakan pasangan 
primer HS-11/HS-12 selanjutnya digunakan 
untuk deteksi spesifik dengan metode nested-
PCR menggunakan primer TIC-3/TIC4 dan 
ToC-5/ToC-6, berturut-turut untuk TICV 
dan ToCV. Dalmon et al. (2005) berhasil 
mendeteksi TICV dan ToCV pada tanaman 
tomat di Perancis menggunakan primer spesifik 
yang mengamplifikasi bagian gen protein 
selubung untuk TICV dan gen HSP70 untuk 
ToCV. Pasangan primer yang digunakan untuk 
mendeteksi kedua virus dari sampel tanaman 
tomat asal Jawa Barat dalam penelitian ini 
ialah ToCV-CF/ToCV-CR dan TICV-CF/
TICV-CR seperti yang digunakan oleh Hirota 
et al. (2010) untuk mendeteksi TICV dan 
ToCV pada tanaman tomat di Jepang. Kedua 
pasang primer tersebut mengamplifikasi 
bagian gen protein selubung dengan tingkat 
konservasi yang tinggi.  

Melalui metode RT-PCR dan analisis 
sikuen nukleotida dapat disimpulkan bahwa 
penyakit klorosis pada tanaman tomat di 

Cipanas, Jawa Barat berasosiasi dengan 
infeksi TICV dan ToCV, seperti yang sudah 
dilaporkan terjadi di beberapa negara lainnya.  
Isolat TICV asal Indonesia (Cipanas) tersebut 
memiliki hubungan kekerabatan yang dekat 
dengan TICV asal Jepang dan Spanyol, 
sedangkan isolat ToCV asal Cipanas memiliki 
hubungan kekerabatan yang dekat dengan 
isolat ToCV asal Amerika.
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