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ABSTRAK

Tanaman mentimun varietas lokal Padang merupakan tanaman sayuran unggulan bagi petani
perkotaan karena umur panen yang pendek. Hasil survei menemukan adanya gejala bercak kuning dan
klorosis dengan tulang daun hijau. Gejala ini mirip dengan infeksi Papaya ring spot virus (PRSV) yang
menginfeksi mentimun di Jawa dan Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) yang menginfeksi mentimun
pada umumnya. Deteksi virus dilakukan dengan teknik reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) menggunakan primer spesifik PRSV dan primer universal Potyvirus, perunutan dan analisis
DNA. RT-PCR menggunakan primer spesifik PRSV DNA target tidak menghasilkan pita DNA, namun
pita DNA dengan ukuran +320 pb berhasil teramplifikasi dengan primer universal Potyvirus. Analisis
sikuen nukleotida menunjukkan bahwa similaritas virus tertinggi sebesar 93.8% dan 93.5%, berturut-
turut dengan ZYMYV isolat Singapura dan India. Infeksi ZYMV merupakan kejadian pertama pada
tanaman mentimun di Padang, Sumatera Barat.

Kata kunci: perunutan DNA, Potyvirus, RT-PCR, Zucchini mosaic yellow virus
ABSTRACT

Cucumber Local Padang variety is considered as a superior vegetable crop by urban farmers due to
its early harvest time. Yellow spots and chlorosis symptoms was found on cucumber plants during field
surveys conducted recently. These symptoms are similar to Papaya ring spot virus (PRSV) infection
on cucumbers in Java, and common symptoms of Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) infection on
cucurbits. Detection of the causal virus was carried out by the reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) using PRSV specific primer and universal primers of Potyvirus, DNA sequencing
and analysis. DNA target was not amplified by RT-PCR using PRSV specific primer, but DNA fragment
of £320 bp was successfully amplified using Potyvirus universal primer. The nucleotide sequences
analysis showed highest similarity of 93.7% and 93.5% to the ZYMYV isolates from Singapore and
India, respectively. This is the first report on the occurrence of ZYMYV infection on cucumber plants in
Padang, West Sumatra.
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Tanaman mentimun merupakan tanaman
sayuran unggulan petani perkotaan, karena
umur panen yang genjah dan dapat panen
2-3 kali dalam seminggu. Salah satu kendala
dalam budi daya tanaman mentimun ialah
infeksi patogen tanaman. Virus utama yang
menginfeksi tanaman mentimun di antaranya
ialah Cucumber aphid-borne yellow virus
(CABYYV), Cucumber green mottle mosaic
virus (CGMMV), Cucumber mosaic virus
(CMV), Papaya ring spot virus (PRSV),
Squash mosaic virus (SqQMV), Watermelon
mosaic virus (WMYV), dan Zucchini yellow
mosaic virus (ZYMV) (Ali et al. 2012).
Begomovirus juga merupakan virus yang
dilaporkan menginfeksi mentimun (Shtayeh
et al. 2010) dan juga sudah dilaporkan
menginfeksi mentimun di Jawa dan Bali
(Septariani et al. 2014; Wiratama et al. 2015;
Haerunisa et al. 2016; Listihani et al. 2019).

PRSV dan ZYMYV pada tanaman mentimun
di Indonesia merupakan penyakit yang
penyebarannya cukup luas. Hasil uji kisaran
inang PRSV strain pepaya menimbulkan
gejala mosaik ringan pada Cucurbitaceae
dengan keparahan penyakit mencapai 40%
(Harmiyati et al. 2015). PRSV dan ZYMV
pada tanaman mentimun dan kabocha di Jawa
telah dilaporkan keberadaannya (Listihani et
al. 2018a; Listihani et al. 2018b; Damayanti et
al.2022). ZYMYV merupakan salah satu virus
yang sangat merusak dan merugikan tanaman
mentimun (Hseu et al. 1987). Sutarya (2005)
melaporkan bahwa 83.9% sampel tanaman
mentimun yang diuji positif terinfeksi oleh
ZYMV. Namun, laporan penyebaran virus ini
di Indonesia masih terbatas.

Hasil survei yang dilakukan di Kecamatan
Kuranji dan Pauh di Kota Padang ditemukan
adanya gejala daun menguning, mosaik dan
belang ringan. Informasi yang didapatkan
dari petani gejala seperti ini ditemukan setiap
musim tanaman dengan intensitas serangannya
yang beragam. Hasil penghitungan insidensi
dan keparahan penyakit pada saat dilakukan
survei rata-rata 67.5% dan 31.7%. Gejala yang
ditemukan ini mirip dengan gejala infeksi
Papaya ring spot virus (PRSV) dan Zucchini
yellow mosaic virus (ZYMV) pada mentimun

184

Ridho et al.

di Jawa (Listihani et al. 2018a; Listihani et al.
2018b; Laili dan Damayanti 2019; Naimatul et
al. 2022), dan Bali (Pandawani dan Widyana
2021). Oleh karena itu perlu dilakukan
deteksi lebih lanjut untuk memastikan patogen
penyebabnya.

Deteksi dan identifikasi virus dilakukan
dengan  metode  reverse  transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) dan
dikonfirmasi dengan perunutan DNA. RT-
PCR dilakukan menggunakan primer spesifik
PRSV: PRSV326/PRSV800 (Mohammed
et al. 2012) dan primer universal: Potyvirus
MJ1/MJ2 (Marie-Jane et al. 2000) dengan
target amplikon DNA berukuran +470 pb
dan +320 pb.

Isolasi RNA total dari sampel daun
mentimun dilakukan dengan Plant Total RNA
Mini Kit (Genaid, Taiwan) mengikuti protokol
dari pembuat kit. RNA total yang didapatkan
selanjutnya digunakan untuk sintesis cDNA.
Sintesis ¢cDNA dilakukan pada mesin PCR
dengan program yang terdiri atas suhu 37 °C
selama 15 menit, dilanjutkan suhu 50 °C
selama 5 menit, dan diakhiri suhu 98 °C selama
5 menit. Sintesis cDNA dilakukan mengikuti
protokol manual dari kit ReverTra Ace gPCR
Master mix (Toyobo, Jepang).

Amplifikasi cDNA menggunakan PCR
dengan komposisi reaktan sebagai berikut;
25 uL KOD One™ PCR Master mix-
Blue (Toyobo, Jepang), primer forward
dan reverse (10 ng/uL) masing-masing
sebanyak 2 pL, 2 pL cDNA dan air bebas
nuklease sampai dengan volume total 50 pL.
Amplifikasi ¢cDNA dengan primer spesifik
PRSV dan universal Potyvirus mengikuti
program PCR yang digunakan oleh Mohammed
et al. (2012) dan Marie-Jane et al. (2000).

DNA hasil PCR diseparasi dengan
elektroforesis pada gel agarosa 1% (TAE)
dan divisualisasi dengan UV-transiluminator
pada Gel Documentation System (Biometra,
Jerman). DNA hasil amplifikasi selanjutnya
dikirim ke jasa perunutan DNA. Hasil
perunutan DNA dianalisis dan dibandingkan
kesamaan nukleotidanya pada data GenBank
menggunakan perangkat lunak Bioedit versi
7.0.5.
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Di lapangan, gejala yang ditemukan
berupa daun bercak kuning dan klorosis
dengan tulang daun hijau (Gambar la dan 1c).
Hasil penularan secara mekanis kedua sampel
menunjukkan gejala yang berbeda, yaitu
mosaik dengan warna hijau tua dan muda
(Gambar 1b), dan mosaik kuning (Gambar
1d). Hal ini menunjukkan bahwa dari gejala
infeksi virus pada tanaman mentimun
disebabkan oleh infeksi ganda virus seperti
yang dilaporkan oleh Listihani ez al. (2018b).
Begomovirus sudah umum dilaporkan
menginfeksi cucurbit, khususnya mentimun di
Jawa dan Bali. Perbedaan gejala bercak kuning
dan klorosis menjadi bergejala mosaik dan
mosaik kuning setelah ditularkan ke tanaman
sehat mengindikasikan adanya virus lain. Hal
ini dikarenakan di antaranya Begomovirus
yang tidak dapat ditularkan secara mekanis.

Amplifikasi DNA menggunakan primer
spesifik PRSV tidak teramplikasi DNA yang
berukuran + 470 bp (data tidak ditampilkan).
Namun, amplifikasi cDNA dengan primer
universal Potyvirus berhasil mengamplifikasi
DNA berukuran + 320 bp dari dua gejala yang
berbeda (Gambar 2). Analisis penyejajaran
nukleotida parsial gen CP, menunjukkan
similaritas paling tinggi, yaitu 93.7% (isolat
Padang 1) dan 93.5% (isolat Padang 2)
terhadap Zucchini yellow mosaic virus isolat
Singapura dan India (Tabel 1). Salah satu
isolat ZYMV-GK asal kabocha hijau sudah
dikarakterisasi sifat biologi dan molekulernya.
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Isolat  ZYMV-GK  ini menginfeksi
Cucurbitaceae yang diuji dan menyebabkan
gejala mosaik yang bervariasi bergantung
pada inangnya. Namun, isolat GK tidak dapat
menginfeksi oyong (Damayanti et al. 2022).
Spadotti et al. (2015) juga melaporkan bahwa
ditemukan beberapa isolat ZYMV yang
berbeda karakter biologi khususnya respons
terhadap cucurbit, tanaman indikator dan
karakter genetiknya.

Berdasarkan hasil deteksi dan identifikasi
diketahui bahwa gejala bercak kuning dan
klorosis pada mentimun di Padang disebabkan
oleh ZYMV. Kedua isolat (Padang 1 dan
Padang 2) menunjukkan similaritas nukleotida
tertinggi dengan isolat Singapura dan India.

M 1 2

<« +320 pb

Gambar 2 Amplifikasi cDNA sampel daun
mentimun menggunakan primer universal
Potyvirus pada target 320 pb. 1, Sampel
mentimun bergejala mosaik; 2, Sampel
mentimun bergejala klorosis; dan M, Penanda
DNA 100 pb (ThermoScientific, USA).

Gambar 1 Variasi gejala virus mosaik kuning pada tanaman mentimun di Padang. a, Mosaik
kuning dari lapangan; b, Mosaik hijau tua dan hijau muda hasil inokulasi secara mekanis gejala
a; ¢, Klorosis dari lapangan; dan d, Mosaik kuning pada tulang hasil inokulasi hasil inokulasi

secara mekanis gejala c.
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Tabel 1 Tingkat similaritas sikuen nukleotida Zucchini yellow mosaic virus tanaman mentimun isolat
Padang terhadap beberapa isolat negara lain dalam GenBank.

Similaritas nukleotida ZYMYV isolat Padang

Isolat ZYMV No. Aksesi (%)
1 2

Hangzhou China AJ307036.1 90.1 88.9
India OP947577.1 93.7 93.5
Singapore X62662.1 93.7 93.5
Australia Barat KY225545.1 90.0 92.8
Brazil JX502669.1 89.1 90.3
Oklahoma (Pumpkin)* MK124612.1 88.8 91.9

* Isolat dari tanaman labu

Keberadaan ZYMV pada mentimun ini
menjadi temuan baru penyebaran ZYMV di
luar Jawa sehingga perlu dilakukan penelitian
terkait karakter biologi dan molekuler ZYMV
dari berbagai tanaman Cucurbitacea di
Provinsi Sumatera Barat. Hal ini penting untuk
dasar dalam penyusunan strategi pengelolaan
penyakitnya.
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