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ABSTRACT

Identities and Genetic Diversities of Begomoviruses
Associated with Leaf Curl Disease of Tomato Based on
the Polymerace Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP) Technique. Tri J.
Santoso, Sri H. Hidayat, M. Herman, H. Aswidinnoor, and
Sudarsono. Begomoviruses, members of the Geminivirus,
are considered as emerging plant viruses. This was due to
the increasing incidences and severities of the diseases in a
number of economically important crops, including tomato.
Genetic diversities of the Begomovirus isolates infecting
tomato (Lycopersicon esculentum) of several areas in Indo-
nesia were analyzed by using Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)
technique. A 1500 base pairs of PCR fragments amplified by
using degenerate primers for Begomovirus was digested
using four restriction enzymes, i.e., Dral, EcoRl, Rsal, and
Pstl. The pattern of RE digested fragments of 8 Begomovirus
isolates and the predicted RFLP fragments of the Begomo-
virus isolates in the GeneBank database were used to deter-
mine the genetic identities and diversities among the isol-
ates. Positive results of the PCR amplifications proved that
diseased tomato plant samples collected from 8 locations in
Java and Sumatra were infected with at least one Begomo-
virus isolate. The PCR amplification products, which were
digested using the four restriction enzymes indicated the
presence of polimorfisms among the DNA fragments of the
Begomovirus isolates. Identifications of the Begomovirus
indicated that the Brastagi, Bogor, Sragen, Ketep, and Boyo-
lali isolates were Tomato Leaf Curl Virus (ToLCV); the
isolates from Malang and Blitar isolates were Ageratum
Yellow Vein Virus (AYVV), while one isolate from Kaliurang
was Tomnato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV). Results of the
phylogenetic analysis of the 8 Begomovirus isolates based
on Begomoviruses from the DNA database indicated that
they belonged to three different groups.
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PENDAHULUAN

Dalam dasawarsa terakhir ini di berbagai daerah
di Indonesia dilaporkan muncul serangan penyakit ke-
riting daun pada tanaman tomat dan cabai. Hasil pe-
nelitian yang dilakukan menunjukkan bahwa penyakit
tersebut disebabkan oleh infeksi Begomovirus dari
kelompok geminivirus dan famili Geminiviridae
(Aidawati et al. 2005, Hidayat et al. 1999). Penurunan
hasil akibat serangan penyakit keriting daun pada ta-
naman di daerah Bogor, Jawa Barat dan sekitarnya di-
laporkan dapat mencapai 50-70% (Sudiono et al.
2001). Di Indonesia, kejadian penyakit keriting akibat
infeksi Begomovirus pada pertanaman tomat dapat
mencapai 90-100%. Infeksi penyakit keriting daun ini
dilaporkan dapat menyebabkan penurunan hasil hing-
ga 50-100% (AVRDC Centerpoint Newsletter-spring
2003 issue) dibandingkan dengan tanaman tomat se-
hat. Selain tanaman tomat, Begomovirus juga meng-
infeksi beberapa tanaman lain, seperti kacang-kacang-
an, mentimun, cabai, dan ubi kayu baik di daerah tro-
pis maupun subtropis (Polkela et al. 2005, Rodriguez et
al. 2006).

Pada berbagai tanaman, infeksi virus dapat me-
nyebabkan munculnya gejala fisiologis yang sama de-
ngan kekurangan unsur hara tertentu (Agrios 1997).
Selain itu, keakuratan identifikasi patogen yang me-
nyerang merupakan salah satu faktor yang berpenga-
ruh terhadap keberhasilan pengendalian penyakit pa-
da tanaman (Agrios 1997). Dengan demikian, tersedia-
nya metode deteksi patogen yang menyerang tanam-
an perlu dikembangkan.

Deteksi dan identifikasi Begomovirus yang me-
nyerang tanaman dapat dilakukan antara lain dengan
pengamatan gejala yang muncul pada tanaman ter-
infeksi, penggunaan teknik serologi dan Polymerase
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Poly-
morphism (PCR-RFLP) untuk berbagai gen pada ge-
nom virusnya. Jika hanya berdasarkan gejala atau tek-
nik serologi, kesalahan deteksi Begomovirus yang
menginfeksi tanaman dapat terjadi karena adanya
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kesamaan gejala infeksi dengan gejala kekurangan
hara dan rendahnya titer dari antigen dalam jaringan
tanaman (Agrios 1997). Teknik PCR-RFLP dilaporkan
lebih sensitif dan telah berhasil digunakan untuk
mengidentifikasi Begomovirus yang berasosiasi de-
ngan penyakit keriting daun yang menyerang tanaman
tomat dan cabai (Aidawati et al. 2005).

Penggunaan teknik PCR untuk mendeteksi dan
mengidentifikasi Begomovirus mempunyai keuntung-
an antara lain hanya membutuhkan sedikit contoh
DNA dan jaringan tanaman yang diduga terserang. Se-
lain itu, penggabungan teknik PCR dengan RFLP juga
dapat digunakan untuk melakukan analisis keragaman
genetik spesies Begomovirus yang menginfeksi tanam-
an (Aidawati et al. 2005, Rojas et al. 1993). Informasi
tentang identitas dan keragaman Begomovirus yang
menginfeksi pertanaman tomat di berbagai lokasi di
Indonesia akan sangat bermanfaat dalam usaha pe-
ngembangan metode pengendaliaannya.

Tujuan jangka panjang penelitian yang dilakukan
adalah untuk mempelajari keragaman genetik Bego-
movirus yang menyerang pertanaman tomat di Indo-
nesia, secara lebih detail meliputi (1) mengamplifikasi
dengan teknik PCR menggunakan templat total DNA
tanaman sakit dan primer spesifik untuk genom
Begomovirus, (2) menentukan identitas virus berda-
sarkan pola pita hasil restriksi produk PCR-RFLP, dan
(3) menganalisis keragaman isolat Begomovirus yang
menginfeksi contoh tanaman tomat sakit dari 8 sentra
produksi tomat di Jawa dan Sumatera.

BAHAN DAN METODE

Contoh Tanaman Sakit

Contoh tanaman tomat dengan gejala spesifik
yang diduga akibat terinfeksi Begomovirus dikumpul-
kan dari 8 sentra produksi tomat di Pulau Jawa dan
Sumatera digunakan sebagai bahan penelitian. Contoh
tanaman sakit diambil dari daerah Malang dan Blitar
(Provinsi Jawa Timur), Sragen, Boyolali, dan Magelang
(Provinsi Jawa Tengah), Kaliurang (Daerah Istimewa
Yogyakarta), Bogor (Provinsi Jawa Barat), dan Medan
(Provinsi Sumatera Utara). Pengumpulan contoh
tanaman tomat sakit telah dilakukan dalam percobaan
sebelumnya (Aidawati et al. 2005, Santoso et al. 2007).
Total DNA yang diisolasi dari contoh tanaman sakit di-
gunakan untuk amplifikasi sebagian genom Begomo-
virus dengan menggunakan teknik PCR.

Isolasi Total DNA dari Tanaman Sakit

Ekstraksi total DNA dari contoh tanaman sakit di-
lakukan dengan menggunakan metode CTAB (Doyle
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dan Doyle 1990) dengan penambahan 2% Polyvinil
Pyrolidone (PVP) ke dalam larutan penyangga yang di-
gunakan untuk ekstraksi. Daun tanaman seberat 2 g di-
bekukan dengan nitrogen cair dan digerus mengguna-
kan mortar dan pestle hingga hancur. Gerusan daun
dimasukkan ke dalam tabung mikro (2,0 ml), ke
dalamnya ditambahkan larutan pengekstrak (EDTA-20
mM, Tris-HCI, pH 8-100 mM, NaCl-1,4 M, CTAB-2%,
PVP-2%, dan Mercap-toethanol-0,2%) sebanyak 700 pl
dan diinkubasi pada suhu 65°C selama 30 menit. Cam-
puran dibolak-balik setiap 10 menit agar homogen.

Total DNA dipisahkan dari bagian-bagian sel lain-
nya dengan menambahkan larutan phenol : chloro-
form : isoamilalkohol (25 : 24 : 1 v/v/v) sebanyak 700
ul, tabung dibolak-balik selama 5 menit, dan campur-
an disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama
15 menit. Supernatan dipisahkan dari bagian sel lain-
nya dan dipindahkan ke tabung mikro 1,5 ml. Untuk
mengendapkan total DNA, ke dalam tabung ditambah-
kan natrium asetat (1/10x volume supernatan) dan
isopropanol dingin (0,7x volume supernatan), tabung
dibolak-balik perlahan-lahan dan disentrifugasi pada
kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit. Setelah super-
natan dibuang, endapan total DNA yang diperoleh di-
cuci dengan etanol 70% dan disentrifugasi kembali
pada kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit. Setelah
dikeringkan, endapan DNA dilarutkan dengan larutan
penyangga TE (1x) dan disimpan sebagai stok DNA.
Stok DNA disimpan dalam freezer bersuhu -80°C dan
siap digunakan sebagai templat (cetakan) dalam pro-
ses PCR.

Amplifikasi Genom dengan Teknik PCR

Amplifikasi sebagian dari genom Begomovirus di-
lakukan dengan teknik PCR mengikuti prosedur yang
dikembangkan oleh Rojas et al. (1993). Amplifikasi se-
bagian dari genom dilakukan dengan menggunakan
primer degenerate spesifik untuk geminivirus
(PAL1v1978-F dan PAR1c715-R) yang dikembangkan
oleh Rojas et al. (1993). Runutan nukleotida untuk
primer PAL1v1978-F adalah 5’-GCATCTGCAGGCCCAC
ATYGTCTTYCCNGT-3’ sedangkan untuk primer
PAR1c715-R adalah 5’-GATTTCTGCAGTTDATRTTYTCR
TCCATCCA-3'. Pasangan primer yang digunakan
mengamplifikasi sebagian genom geminivirus (Bego-
movirus) yang terdiri atas bagian gen replicase, daerah
intergenik dan gen protein selubung dengan panjang
produk amplifikasi sebesar 1.500 pasang basa.

Komponen reagen untuk amplifikasi PCR terdiri
atas stok total DNA sebagai templat 2-5 ul, dNTPs de-
ngan konsentrasi 10 pM-0,625 pl, primer PAL1v1978-F
dan PAR1c715-R masing-masing 5 uM-1 ul, MgCl, 50
uM-0,75 ul, enzim Tag DNA polymerase 5 unit/ul 0,2 pl
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dan larutan penyangga PCR 10x-2,5 pl. Amplifikasi PCR
dilakukan menggunakan tabung PCR dengan volume
0,2 ml. Reaksi amplifikasi dilakukan dengan mesin
PCR (MJ Research tipe PCT-100). Pemrograman reaksi
amplifikasi dilakukan sebagai berikut: satu siklus de-
naturasi pada suhu 94°C selama 5 menit, diikuti de-
ngan 30 siklus yang terdiri atas tahapan denaturasi pa-
da suhu 94°C selama 1 menit, penempelan primer
(primer annealing) pada suhu 55°C selama 1 menit,
pemanjangan primer (primer extension) pada 72°C
selama 3 menit dan diakhiri dengan satu siklus reaksi
pemanjangan primer pada suhu 72°C selama 3 menit.
Dalam penelitian yang dilakukan hanya dianalisis satu
produk amplifikasi dari masing-masing lokasi tempat
contoh tanaman sakit dikumpulkan.

Fragmen DNA hasil amplifikasi dievaluasi dengan
menggunakan elektroforesis gel agarosa. Elektrofore-
sis gel agarosa (1%) dilakukan dengan menggunakan
larutan penyangga tris-boric acid EDTA (TBE 0,5x),
voltase 90 volt, dan selama 45 menit. Ukuran produk
amplifikasi PCR ditentukan dengan pembanding
menggunakan DNA standar (100 bp ladder dari Invitro-
gen). Setelah pewarnaan dengan menggunakan larut-
an etidium bromida (10 mg/l) selama 10 menit, hasil
elektroforesis dibilas dengan air destilata selama 20-30
menit dan divisualisasi menggunakan perangkat
Chemidoc gel system (Biorad). Jika dari amplifikasi
PCR berhasil diperoleh potongan DNA dengan ukuran
1.500 pasang basa, maka hal ini mengindikasikan ke-
beradaan Begomovirus dalam contoh tanaman tomat
sakit yang dianalisis.

Analisis Produk PCR dengan RFLP

Masing-masing produk PCR yang didapat dipo-
tong dengan menggunakan enzim restriksi Dral
(TTT|AAA), EcoRI (G|AATTC), Rsal (GT|AC) dan Pstl
(CTGCA|G). Berdasarkan runutan nukleotida dari ber-
bagai isolat Begomovirus yang tersimpan di dalam
DNA database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
Blast.cgi), empat enzim restriksi yang dipilih tersebut
mampu memotong potongan genom Begomovirus
yang diamplifikasi menggunakan pasangan primer
PAL1v1978-F dan PAR1c715-R.

Pemotongan masing-masing hasil amplifikasi
PCR dengan menggunakan empat enzim restriksi ter-
pilih dilakukan mengikuti prosedur yang disarankan
oleh produsen enzim restriksi (Invitrogen). Campuran
reaksi restriksi terdiri atas produk PCR 10 pl, masing-
masing enzim restriksi 10 unit, larutan penyangga yang
sesuai untuk masing-masing enzim restriksi 1,5 ul dan
ditambahkan double distilled water sehingga menca-
pai total volume 15 pl. Campuran reaksi diinkubasi pa-

da suhu 37°C selama 12 jam. Berbagai ukuran potong-
an DNA hasil restriksi dipisahkan berdasarkan ukuran-
nya (difragmentasi) dengan elektroforesis gel agarosa
(1,5%) menggunakan prosedur sebagaimana telah
dijelaskan sebelumnya. Visualisasi hasil fragmentasi
potongan DNA dilakukan menggunakan Chemnidoc gel
system (Biorad).

Keragaman Genetik Begomovirus Berdasarkan
PCR-RFLP

Polimorfisme ukuran DNA hasil amplifikasi sete-
lah dipotong dengan enzim restriksi (PCR-RFLP) digu-
nakan sebagai dasar untuk menentukan identitas dan
keragaman Begomovirus yang ada pada contoh ta-
naman tomat sakit dari 8 lokasi di Indonesia. Prediksi
RFLP berdasarkan data runutan nukleotida untuk ber-
bagai Begomovirus yang tersimpan di DNA database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)  diguna-
kan sebagai pembanding. Pengelompokan (clustering)
antar Begomovirus dari 8 lokasi di Indonesia dan de-
ngan Begomovirus yang data runutan nukleotidanya
tersimpan dalam DNA database dilakukan dengan
unweighted pair group method with arithmetic mean
(UPGMA) menggunakan perangkat lunak komputer
NTSys versi 2.1.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Beberapa contoh tanaman sakit yang ditemukan
di lapang dengan gejala spesifik yang diduga akibat
terinfeksi Begomovirus ditunjukkan pada Gambar 1.
Gejala umum tanaman tomat yang terinfeksi Begomo-
virus adalah tanaman kerdil dengan arah cabang dan
tangkai daun cenderung tegak. Anak daun kecil-kecil,
mengkerut, dan sering memperlihatkan cekungan
pada pinggir daun (daun keriting) dengan atau tanpa
warna kuning. Bunga dan buah sering tidak terbentuk,
kalaupun terbentuk buahnya jarang dan ukurannya ke-
cil (Green dan Kaloo 1994).

Amplifikasi Genom dengan Teknik PCR

Hasil amplifikasi PCR DNA genom 8 isolat Bego-
movirus menggunakan primer degenerate spesifik di-
tampilkan pada Gambar 2. Dari 8 isolat Begomovirus
yang diidentifikasi, semuanya menunjukkan adanya
fragmen hasil amplifikasi yang diindikasikan dengan
terbentuknya amplikon berukuran sekitar 1.500 bp.

Begomovirus merupakan virus yang sangat mu-
dah dideteksi dan diidentifikasi baik dengan meng-
amati gejala spesifik atau menggunakan teknik PCR.
Kelompok virus ini mempunyai beberapa gejala spesi-
fik ketika menginfeksi tanaman tomat, di antaranya
adalah daun menggulung (daun keriting) dan berukur-
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Gambar 2. Hasil amplifikasi PCR DNA Begomovirus asal tanaman tomat dari 8 daerah
yang berbeda menggunakan primer universal. M = 100 bp, 1 = Brastagi,
Medan (Sumatera Utara), 2 = Bogor (Jawa Barat), 3 = Sragen (Jawa
Tengah), 4 = Malang (Jawa Timur), 5 = Blitar (Jawa Tengah), 6 = Magelang
(Jawa Tengah), 7 = Kaliurang (DI Yogyakarta), 8 = Boyolali (Jawa Tengah).

an kecil-kecil (Gambar 1). Deteksi dengan PCR mudah
dilakukan karena virus ini melakukan replikasi meng-
gunakan sebuah DNA intermediet yang berbentuk sir-
kuler dan utas ganda (bentuk replikatif) yang dapat
bertindak sebagai sebuah cetakan untuk amplifikasi
PCR. Berdasarkan gejala-gejala yang dapat diamati di
lapang (Gambar 1) dan hasil amplifikasi PCR (Gambar
2) dapat diindikasikan adanya insiden yang tinggi dari
penyakit keriting daun yang disebabkan oleh infeksi
Begomovirus pada tanaman tomat di beberapa daerah
sentra produksi tomat.

Analisis Produk PCR dengan RFLP

Amplikon DNA yang dihasilkan (1.500 bp) dipo-
tong dengan empat macam enzim restriksi (Dral,
EcoRI, Rsal, dan Pstl) untuk melihat adanya perbeda-
an situs enzim restriksi. Hasil pemotongan fragmen
DNA Begomovirus dari sampel tanaman tomat asal 8
daerah yang berbeda dengan empat macam enzim
restriksi ditampilkan pada Gambar 3. Hasil pemotong-
an fragmen DNA Begomovirus menggunakan empat
macam enzim restriksi menunjukkan adanya polimor-
fisme fragmen DNA dari isolat-isolat Begomovirus yang

dianalisis. Situs enzim restriksi yang dimiliki oleh
amplikon geminivirus bervariasi antara 0-3 situs. Isolat
Begomovirus dari Malang dan Blitar tidak memiliki
situs enzim restriksi EcoRI (Gambar 3B), sedangkan
isolat Kaliurang (DIY) tidak memiliki situs enzim EcoRI
dan Pstl (Gambar 3B dan 3D). Pita DNA yang muncul
berukuran 700 bp pada sampel Malang (No. 4, Gambar
3B) diduga hanya merupakan artifact (produk PCR
non spesifik). Jumlah situs restriksi terbanyak dimiliki
oleh isolat Malang ketika dipotong dengan enzim Rsal
(Gambar 3C). Perbedaan jumlah situs restriksi ini
mengindikasikan adanya variasi genetik di antara 8
isolat Begomovirus yang dipelajari.

Keragaman Genetik Berdasarkan PCR-RFLP

Untuk melihat keragaman genetik delapan isolat
Begomovirus tersebut, profil fragmen restriksi dari
amplikon diskor dan dianalisis menggunakan program
NTSYSpc-2.1. Dendrogram hasil analisis isolat-isolat
Begomovirus berdasarkan PCR-RFLP ditampilkan pa-
da Gambar 4.

Hasil analisis menunjukkan bahwa pada tingkat
similaritas 70%, isolat-isolat Begomovirus dari 8§ daerah
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Gambar 3. Pola pita hasil pemotongan fragmen DNA produk PCR dari 8 isolat Begomovirus asal tanaman tomat
dari 8 daerah yang berbeda. 1 = Brastagi, 2 = Bogor, 3 = Sragen, 4 = Malang, 5 = Blitar, 6 = Magelang,
7 = Kaliurang, 8 = Boyolali (pada Gambar 3B: 7 = Boyolali, 8 = Kaliurang) dengan enzim restriksi
A = Dral, B = EcoRl, C = Rsal, D = Pstl, M = 100 bp marker.
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Gambar 4. Dendrogram hasil analisis fragmen DNA restriksi dari 8 isolat Begomovirus asal tanaman tomat dari 8
daerah yang berbeda menggunakan program NTSYSpc-2.1.

yang berbeda terbagi menjadi 3 kelompok besar
(Gambar 4). Kelompok 1 terdiri atas isolat Brastagi,
Bogor, Sragen, Ketep, dan Boyolali. Sedangkan kelom-
pok 2, terdiri atas isolat Malang dan Blitar. [solat Kali-
urang terpisah dengan dua kelompok yang lain dan
berada pada kelompok 3.

Berdasarkan pohon filogenetik, secara geografis
terdapat beberapa isolat yang berasal dari daerah yang
berdekatan berada pada satu kelompok, seperti isolat
Ketep (Magelang) dengan Boyolali dan isolat Malang
dengan Blitar. Namun demikian, hal sebaliknya juga
terjadi di mana isolat-isolat yang berasal dari daerah
dengan jarak yang berjauhan, berada pada kelompok
yang sama, yaitu isolat Brastagi (Medan), Bogor (Jawa
Barat), dan Sragen (Jawa Tengah) dengan tingkat

similaritas 100%. Adanya distribusi tomat dari satu da-
erah ke daerah yang lain dimungkinkan sebagai pe-
nyebab terjadinya penyebaran Begomovirus tersebut
ke beberapa daerah. Seperti diketahui bahwa Bego-
movirus merupakan virus yang ditularkan oleh vektor
serangga kutukebul (Bemisia tabaci, famili Aleyro-
didae) dengan cara persisten sirkulatif (Brown dan
Czosnek 2002). Di samping buah tomat yang telah ter-
serang virus ini, serangga kutukebul yang terikut se-
waktu distribusi buah tomat mungkin dapat menular-
kan virus yang dibawanya.

Untuk melihat adanya tingkat keragaman genetik
Begomovirus lokal Indonesia dengan Begomovirus da-
ri DNA database maka dilakukan analisis perbanding-
an fragmen-fragmen DNA berdasarkan PCR-RFLP dan
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fragmen DNA hasil prediksi RFLP. Ukuran fragmen dari
isolat Begomovirus, baik isolat lokal Indonesia mau-
pun isolat-isolat dari DNA database bank gen ditampil-
kan pada Tabel 1, 2, 3, dan 4.

Hasil analisis menunjukkan adanya variasi baik
dari ukuran maupun jumlah fragmen DNA yang diha-
silkan ketika fragmen yang berukuran sekitar 1.500 bp
dipotong dengan berbagai enzim restriksi. Variasi yang
paling tinggi dihasilkan oleh pemotongan dengan en-
zim restriksi Rsal (Tabel 3) di mana dihasilkan 15 frag-
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dengan enzim EcoRI (Tabel 2). Dari Tabel 2 juga ter-
lihat bahwa beberapa isolat Begomovirus bahkan
tidak mempunyai situs enzim restriksi ini.

Hasil analisis filogenetik berdasarkan fragmen si-
tus restriksi dan fragmen prediksi RFLP menghasilkan
dendrogram yang menggambarkan adanya identitas
dan keragaman genetik di antara isolat-isolat Begomo-
virus (Gambar 5). Secara umum, isolat-isolat Begomo-
virus terbagi dalam tiga kelompok. Delapan isolat Be-
gomovirus dalam studi ini tersebar di antara ketiga ke-

lompok tersebut. Kelompok 1, terdiri atas lima isolat
Begomovirus pada studi ini dan dua isolat Begomo-

men dengan ukuran yang berbeda. Sedangkan variasi
yang paling sedikit ditunjukkan oleh hasil pemotongan

Tabel 1. Ukuran fragmen DNA yang dihasilkan dari pemotongan produk PCR dari 8 isolat Begomovirus asal tomat dan prediksi RFLP isolat-
isolat dari DNA database menggunakan enzim restriksi Dral.

Isolat Begomovirus Ukuran fragmen DNA (bp)

Isolat-Brastagi - - - 650* - - - 200 -
Isolat-Bogor - - - 650 - - - 200 -
Isolat-Sragen - - - 650* - - - 200 -
Isolat-Malang - 850 - - - - 450 200 -
Isolat-Blitar - - - 650" - - - 200 -
Isolat-Ketep - - - 650* - - - 200 -
Isolat-Kaliurang - - - 650 - - - 200 -
Isolat-Boyolali - - - 650* - - - 200 -
AYVV-Cina** - - - 650 550 - - 200 100
AYVV-Taiwan** - - - 650 550 - - 200 100
ToLCV-Laos** - - - 650 - - - 200 -
ToLCV-Java** - 850 - 650 - - - - -
ToLCV-Malaysia** 1300 - - - - - - 200 -
ToLCV-Java (A)** - - - - 550 500 - 200* -
ToLCV-Filipina** 1300 - - - - - - 200 -
ToLCV-Vietnam™** - - 800 - - 500 - 200 -
TYLCV-China** - - - - - - - 200 -
ToLCV-Taiwan** - - 800 - - 500 - 200 -
ToLCV-Bangladesh** 1300 - - - - - - 200 -

*Terdapat dua fragmen dengan ukuran yang sama, **data diambil dari situs web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

Tabel 2. Ukuran fragmen DNA yang dihasilkan dari pemotongan produk PCR dari 8
isolat Begomovirus asal tomat dan prediksi RFLP isolat-isolat dari DNA
database menggunakan enzim restriksi EcoRI.

Isolat Begomovirus Ukuran fragmen DNA (bp)

Isolat-Brastagi - - 650 500 350
Isolat-Bogor - - 650 500 350
Isolat-Sragen - - 650 500 350
Isolat-Malang 1500 - - - -
Isolat-Blitar 1500 - - - -
Isolat-Ketep - 1000 - 500 -
Isolat-Kaliurang 1500 - - - -
Isolat-Boyolali - 1000 - 500 -
AYVV-Cina** 1500 - - - -
AYVV-Taiwan** 1500 - - - -
ToLCV-Laos** 1500 - - - -
ToLCV-Java** - - 650 500 350
ToLCV-Malaysia** 1500 - - - -
ToLCV-Java (A)** - - 650 500 350
ToLCV-Filipina** 1500 - - - -
ToLCV-Vietnam** - 1000 - 500 -
TYLCV-Cina** 1500 - - - -
ToLCV-Taiwan** 1500 - - - -
ToLCV-Bangladesh** 1500 - - - -

**Data diambil dari situs web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.
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Tabel 3. Ukuran fragmen DNA yang dihasilkan dari pemotongan produk PCR dari 8 isolat Begomovirus asal tomat dan prediksi RFLP isolat-

isolat dari DNA database menggunakan enzim restriksi Rsal.

Isolat Begomovirus

Ukuran fragmen DNA (bp)

1300 - - - -
1300 - - - -
1300 - - - -

Isolat-Brastagi
Isolat-Bogor
Isolat-Sragen
Isolat-Malang
Isolat-Blitar
Isolat-Ketep
Isolat-Kaliurang -
Isolat-Boyolali 1300 - - _ _
AYVV-Cina** -
AYVV-Taiwan** -
ToLCV-Laos** - - -
ToLCV-Java** - -
ToLCV-Malaysia** - -
ToLCV-Java (A)** - -
ToLCV-Filipina** - - - - -
ToLCV-Vietnam** -
TYLCV-Cina** 1300 - - - _
ToLCV-Taiwan** 1300 - _ _ _
ToLCV-Bangladesh** - - - - -

1300 - - - -

- - - - - 200 - -
- - - - - 200 - -
- - - - - 200 - -
700 - 350 - 250 200 - -
700 - 350" - - - 100 -
- - - - - 200 - -
700 400 - 300 - - 100 -
- - - - - 200 100
700 - - - 250 200 100 50
- - - - - 200 100 -
- - - - - 200 100* 50
- - - - - 200 100* -
- - - 300 - 200 100" 50
- - - - - 200 100* -
700 - - 300 250 200 - 50
- - - - 250 200 100 -
- - - - - 200 - -
- - - - - - 100* -
700 - 350 - - 200 100" 50

*Terdapat dua fragmen dengan ukuran yang sama, **data diambil dari situs web http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST.

Tabel 4. Ukuran fragmen DNA yang dihasilkan dari pemotongan produk PCR dari 8 isolat Begomovirus asal
tomat dan prediksi RFLP isolat-isolat dari DNA database menggunakan enzim restriksi Pstl.

Isolat Begomovirus

Ukuran fragmen DNA (bp)

Isolat-Brastagi - -
Isolat-Bogor - -
Isolat-Sragen - -
Isolat-Malang - -
Isolat-Blitar - -
Isolat-Ketep
Isolat-Kaliurang
Isolat-Boyolali
AYVV-Cina** -
AYVV-Taiwan**
ToLCV-Laos**
ToLCV-Java** - -
ToLCV-Malaysia** - -
ToLCV-Java (A)** - -
ToLCV-Filipina** - -
ToLCV-Vietnam**
TYLCV-Cina**
ToLCV-Taiwan**
ToLCV-Bangladesh**

1500 -
1500 -
1500 -

950 550 - - -
950 550 - - -
950 550 - - -
950 550 - - -
950 550 - - -
950 550 - - -
950 550 - - -
950 550 - - -

- - - 300 -
950 550 - - -
950 550 - - -
950 550 - - -
950 550 - - -

**Data diambil dari situs web http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST.

virus dari database (ToLCV-Java dan ToLCV-Java
[Ageratum]). Pada kelompok 1 ini juga terlihat bahwa
isolat Brastagi, Bogor, Sragen, Ketep, dan Boyolali
mempunyai identitas yang mirip dengan isolat ToLCV-
Java dan ToLCV-Javal|Ageratum]. Ini berarti bahwa
isolat Brastagi, Bogor, Sragen, Ketep, dan Boyolali me-
rupakan isolat Tomato Leaf Curl Virus (ToLCV). Isolat
ToLCV-Java dan ToLCV-Javal[Ageratum] telah diiden-
tifikasi dan dikarakterisasi secara molekuler oleh Kon
et al. (2006). Kelompok 2 terdiri atas isolat Malang dan
Blitar serta empat isolat dari database, yaitu AYVV-
Cina, ToLCV-Malaysia, ToLCV-Filipina, dan ToLCV-
Bangladesh. Dari kelompok ini juga terlihat bahwa iso-
lat Malang dan Blitar mempunyai identitas yang mirip

dengan Ageratum Yellow Vein Virus dari Cina (AYVV-
Cina) (Gambar 5). Hal ini mengindikasikan bahwa
isolat Malang dan Blitar termasuk kelompok Ageratum
Yellow Vein Virus (AYVV). Kelompok 3 terdiri atas iso-
lat Kaliurang (ToLCV-Kaliurang) dan 5 isolat dari data-
base, yaitu ToLCV-Laos, TYLCV-Cina, ToLCV-Taiwan,
AYVV-Taiwan, dan ToLCV-Vietnam. Pada kelompok 3
ini juga terlihat bahwa isolat Kaliurang mempunyai
identitas genetik yang lebih dekat dengan ToLCV-Laos
atau TYLCV-Cina. Hal ini mengindikasikan bahwa
isolat Malang mungkin termasuk dalam kelompok
Tomato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV).
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Gambar 5. Dendrogram hasil analisis berdasarkan fragmen situs restriksi Begomovirus 8 isolat lokal Indonesia dan isolat dari
database bank gen menggunakan program NTSYSpc-2.1. Isolat dari database adalah AYVV-Cina (Ageratum Yellow
Vein China Virus-[G68], AJ849916), AYVV-Taiwan (Ageratum Yellow Vein Taiwan Virus-[Taiwan] AF307861),
ToLCV-Laos (Tomato Leaf Curl Laos Virus, AF195782), ToLCV-Java (Tomato Leaf Curl Java Virus, AB100304),
ToLCV-Malaysia (Tomato Leaf Curl Malaysia Virus, AF327436), ToLCV-Vietnam (Tomato Leaf Curl Vietnam Virus,
AF264063), TYLCV-Cina (Tomato Yellow Leaf Curl China Virus-Tb[Y10], CAC85506.1), ToLCV-Taiwan (Tomato Leaf
Curl Taiwan Virus, ABB69690.1), ToLCV-Filipina (Tomato Leaf Curl Philippine Virus, AB050597), ToLCV-JavalA]
(Tomato Leaf Curl Java Virus-[Ageratum], AB162141), ToLCV-Bangladesh (Tomato Leaf Curl Bangladesh Virus,

NC_004614).

Hasil analisis keragaman genetik juga mengindi-
kasikan adanya keragaman genetik di antara isolat-iso-
lat Begomovirus yang dianalisis (Gambar 5). Adanya
keragaman genetik yang cukup tinggi ini diduga ka-
rena adanya rekombinasi genetik di antara isolat-isolat
Begomovirus. Seperti dijelaskan oleh Kitamura et al.
(2004) bahwa rekombinasi pada Begomovirus meru-
pakan sebuah fenomena yang sering terjadi dan dapat
terjadi di antara spesies Begomovirus yang sama bah-
kan di dalam atau antargenus.

Implikasi dari adanya keragaman genetik Bego-
movirus yang tinggi ini adalah dapat menjadi pertim-
bangan bagi pemulia tanaman tomat di dalam usaha
untuk mengembangkan tanaman yang tahan. Suatu
varietas yang tahan terhadap satu isolat Begomovirus
tertentu belum tentu akan tahan terhadap isolat Bego-
movirus yang lain. Dengan demikian, pengembangan
varietas tahan dapat diarahkan untuk merakit satu va-
rietas yang dapat tahan terhadap beberapa isolat
Begomovirus yang ada atau dengan merakit beberapa
varietas yang tahan terhadap masing-masing isolat
Begomovirus.

Analisis keragaman genetik Begomovirus dengan
menggunakan teknik PCR-RFLP dapat memberikan

adanya polimorfisme pola genetik di antara isolat-
isolat Begomovirus yang dipelajari. Teknik ini sebe-
lumnya juga telah digunakan juga untuk identifikasi
dan studi variasi genetik pada spesies Begomovirus
namun dengan jenis enzim yang berbeda (Rojas et al.
1993, Aidawati et al. 2005). Namun demikian, teknik ini
masih terdapat kekurangan di mana keragaman gene-
tik yang diperoleh hanya berdasarkan pada beberapa
basa nukleotida dari enzim restriksi yang digunakan,
sehingga belum mencakup seluruh genom Begomo-
virus. Dengan demikian, keragaman genetik yang diha-
silkan mungkin belum menggambarkan variasi genetik
Begomovirus yang sesungguhnya. Penelitian lebih lan-
jut perlu dilakukan untuk mempelajari keragaman ge-
netik geminivirus menggunakan teknik lain yang lebih
akurat, seperti analisis sekuen nukleotida atau asam
amino. Selain itu, perlu dilakukan kajian hubungan
antara identitas genetik dengan tingkat virulensi dari
Begomovirus yang dipelajari.

KESIMPULAN

Hasil amplifikasi PCR mengindikasikan bahwa
tanaman tomat sakit dari 8 daerah yang berbeda ter-
bukti terinfeksi oleh isolat Begomovirus. Hasil pemo-
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tongan fragmen DNA Begomovirus menggunakan
empat macam enzim restriksi menunjukkan adanya
polimorfisme fragmen DNA dari isolat-isolat Begomo-
virus yang dianalisis.

Dari dendrogram pengelompokan berdasarkan
analisis pola pita DNA hasil PCR-RFLP menunjukkan
bahwa isolat Brastagi, Bogor, Sragen, Ketep, dan
Boyolali termasuk ke dalam kelompok ToLCV, isolat
Malang dan Blitar termasuk dalam kelompok AYVV,
sedangkan isolat Kaliurang termasuk ke dalam ke-
lompok TYLCV.

Analisis keragaman genetik berdasarkan analisis
PCR-RFLP menunjukkan bahwa isolat Begomovirus
dari 8 daerah yang berbeda terbagi menjadi 3 kelom-
pok. Kelompok 1 terdiri atas isolat Brastagi, Bogor,
Sragen, Ketep, dan Boyolali. Kelompok 2 terdiri atas
isolat Malang dan Blitar, sedangkan isolat Kaliurang
berada pada kelompok 3.
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