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ABSTRAK

Ledakan penyakit mosaik kuning yang disebabkan oleh Mungbean yellow mosaic India Begomovirus
(MYMIV) terjadi pada tanaman kacang panjang (Vigna unguiculata subsp. sesquipedalis) di Jawa pada
2008. Namun penyakit ini belum dilaporkan di daerah lainnya di Indonesia. Tanaman kedelai di Cirebon,
Jawa Barat, Bantul, DI Yogyakarta, dan Musi Banyuasin Sumatera Selatan menunjukkan gejala sistemik
berupa mosaik kuning pada daun dengan tulang daun lebih gelap (vein banding) dan diduga terinfeksi
MYMIV. Deteksi dan identifikasi virus dilakukan dengan metode polimerase chain reaction (PCR) dengan
menggunakan primer spesifik MYMIV. Hasil amplifikasi menghasilkan pita DNA berukuran 1000 pb.
Hasil ini menunjukkan bahwa tanaman kedelai yang bergejala mosaik kuning dari Cirebon, Bantul, Musi
Banyuasin, danpositifterinfeksi M YMIV. Hasil analisis homologi sikuen nukleotida tanaman kedelai yang
terinfeksi MYMIV asal Cirebon mempunyai homologi yang tinggi (98.6-99.2 %) dengan MYMIV dari
Tegal, Subang, Klaten, Magelang, Brebes, dan Bogor yang menginfeksi tanaman kacang panjang. Analisis
filogenetik menunjukkan bahwa isolat MYMIV Cirebon berada satu kelompok dengan semua sikuen
MYMIV di Indonesia dan Oman, namun terpisah dengan kelompok MYMIV dari Bangladesh, Nepal,
Pakistan dan India. Sikuen isolat MYMIV Cirebon telah didaftarkan ke GenBank dengan nomor aksesi
LC481009. Sebelumnya MYMIV dilaporkan pada kedelai di Jawa tahun 2013. Temuan ini merupakan
laporan pertama infeksi MYMIV pada kedelai di luar Jawa (Musi Banyuasin, Sumatera Selatan).

Kata kunci: analisis filogenetik, analisis sikuen, Mungbean yellow mosaic India virus,
polymerase chain reaction

ABSTRACT

Epidemic of yellow mosaic disease had occurred in yard long bean (Vigna unguiculata subsp.
sesquipedalis) in Java in 2008. However, this disease has never been reported in other areas in Indonesia.
Observations on soybean plants in Cirebon (West Java), Bantul (DI Yogyakarta), and Musi Banyuasin
(South Sumatra) showed systemic symptoms of yellow mosaic on leaves with vein banding. Plant
samples showing yellow mosaic symptoms were taken for virus detection using PCR (polymerase chain
reaction). The amplification results with specific MYMIV primers showed 1000 bp DNA bands. The
results of analysis nucleotide sequence homology showed MYMIV Cirebon has a high homology (98.6-
99.2 %) with MYMIV from Tegal, Subang, Klaten, Magelang, Brebes, and Bogor. This confirmed that
the yellow mosaic symptom leaf samples from Bantul, Musi Banyuasin, and Cirebon were positively
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infected with MYMIV. Phylogenetic analysis shows that the Cirebon MYMIV isolates formed a group
with all MYMIV sequences in Indonesia and Oman, and separated from MYMIV groups from other
countries namely Bangladesh, Nepal, Pakistan and India. MYMIV Cirebon isolate was registered in
GenBank with accession number LC481009. MYMIV has been reported in soybean in Java (2013). This
finding is the first report of MYMIYV infection in soybeans in South Sumatera.

Key words: Mungbean yellow mosaic India virus, phylogenetic analysis,
polymerase chain reaction, sequence analysis

Tanaman kedelai di Indonesia dilaporkan
telah terinfeksi beberapa jenis virus,
diantaranya Cowpea mild mottle virus
(CPMMYV) (Iwaki et al. 1986; Sutrawati
et al. 2017), Soybean mosaic virus (SMV)
(Andayanie 2013), Cucumber mosaic virus
strain kedelai (CMV-S) dan Pepper yellow leaf
curl virus (PYLCV) (Rahim et al. 2015). Pada
tahun 2014-2015, tanaman kedelai di Cirebon
(JawaBarat), Bantul (DI Yogyakarta), dan Musi
Banyuasin (Sumatera Selatan) menunjukkan
adanya gejala sistemik berupa mosaik kuning,
tulang daun menjadi lebih gelap dari pada
lamina daun (vein banding) (Gambar 1).
Gejala tersebut mirip dengan penyakit mosaik
kuning yang pernah dilaporkan terjadi pada
tanaman kacang panjang. Penyakit mosaik
kuning pada tanaman kacang panjang di Jawa
dilaporkan berasosiasi dengan infeksi Bean
common mosaic virus (BCMV) (Damayanti
et al. 2009) dan Mungbean yellow mosaic
India virus (MYMIV) (Nurulita et. al
2015). Mungbean yellow mosaic India virus
merupakan anggota Begomovirus yang
ditularkan melalui serangga vektor, yaitu
kutukebul Bemisia tabaci Gen. (Hemiptera:

Aleyrodidae) secara persisten sirkulatif (Hull
2014). Selain pada tanaman kacang panjang,
beberapa anggota Begomovirus dilaporkan
menyebabkan penyakit pada tanaman budi
daya lainnya maupun gulma di Indonesia,
diantaranya cabai, tomat, gulma Ageratum
conyzoides, tembakau, terung dan mentimun
(Rusli et al. 1999, Hidayat et al. 2002; Haerani
et al. 2003; Hidayat et al. 2008; Kintasari et
al.2013; Wiratama et al. 2015). Oleh karena
itu, perlu dilakukan deteksi dan identifikasi
untuk membuktikan gejala mosaik kuning pada
tanaman kedelai terinfeksi virus dari kelompok
Begomovirus, untuk mencegah terjadinya
epidemi dan pengendalian penyakit tersebut.
Deteksi secara molekuler dilakukan
dengan metode PCR (polymerase chain
reaction) menggunakan primer spesifik untuk
MYMIV (Nurulita et. al. 2015). Tahapan
deteksi dilakukan dengan ekstraksi DNA
total mengikuti protokol Doyle dan Doyle
(1987). Ekstraksi DNA total dilakukan dengan
CTAB buffer yang terdiri atas 2% cetyl
trimethylammonium bromide, 1% polyvinyl
pyrrolidone, 100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl,
20 mM EDTA. DNA total diekstraksi dari

Gambar 1 Gejala mosaik kuning pada daun kedelai di beberapa lokasi pengambilan sampel. a,
Bantul; b, Cirebon; dan ¢, Musi Banyuasin.
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0.1 g daun kedelai yang digerus di dalam
nitrogen cair hingga menjadi serbuk. Serbuk
daun selanjutnya dipindahkan ke dalam tabung
eppendorf 1.5 mL yang telah diisi CTAB dan
1% B-merkaptoetanol, dilanjutkan dengan
inkubasi dalam penangas air pada suhu 65 °C
selama 60 menit, tabung dibolak balik
setiap 10 menit. Selanjutnya ditambahkan
500 pL kloroform: isoamil alkohol (C:I)
dengan perbandingan 24:1 dan dicampur
menggunakan vorteks selama 2-5 menit,
dilanjutkan dengan sentrifugasi 13 000 rpm
selama 15 menit. Suspensi akan membentuk
beberapa fraksi, kemudian supernatan diambil
sebanyak 500 pL dan dipindahkan ke dalam
tabung eppendorf baru. Sodium asetat
sebanyak 1/10 dari total volume supernatan
ditambahkan, serta ditambahkan isopropanol
(2-propanol) sebanyak 2/3 volume supernatan.
Pencampuran suspensi ini dilakukan dengan
cara membolak-balikkan tabung eppendorf,
dilanjutkan dengan inkubasi pada -20 °C
selama satu malam. Suspensi yang diperoleh
disentrifugasi pada 12 000 rpm selama 10 menit
dan supernatan dibuang. Pelet yang terbentuk
pada dasar tabung, kemudian ditambahkan
750 pL etanol 80% dan disentrifugasi
12 000 rpm selama 10 menit. Supernatan
dibuang dan pelet dikeringanginkan, lalu
diresuspensi dalam 50 uL. TE. DNA total dapat
digunakan untuk tahapan amplifikasi atau
disimpan pada -80 °C hingga akan digunakan.

Amplifikasi DNA menggunakan primer
forward MYF (5’-CCAGCGTAAAAGGCG
ACTC-3") dan primer reverse MYR (5’-
CATGATTCCGGATGCGCAAT-3") (Nurulita
et al. 2015). Komposisi reaktan PCR terdiri
atas 12.5 uL Dream taq PCR master mix 2x
1 (Thermo Scientific), 1 pL primer forward
10 uM, dan 1 pL primer reverse 10 uM, 1 pL.
templat DNA, dan 9.5 uL. H O. Amplifikasi
DNA dengan tahapan 94 °C selama 5 menit,
dilanjutkan 35 siklus terdiri atas denaturasi
(94 °C selama 1 menit), aneling (59-59.5 °C)
selama 1 menit, dan sintesis DNA (72 °C
selama 1 menit), selanjutnya tahap ekstensi
pada 72 °C selama 10 menit dan siklus
berakhir pada 4 °C. Fragmen DNA hasil
amplifikasi  dielektroforesis dalam 1%
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gel agarosa menggunakan 0.5x TBE pada
tegangan 50 Volt selama 50 menit. Hasil
elektroforesis  divisualisasi dengan UV
transilluminator dan didokumentasikan.

Produk amplifikasi  diproses untuk

perunutan  nukleotida di  FirstBASE
Laboratories (Malaysia). Analisis sikuen
nukleotida diawali dengan tahap penyejajaran
sikuen sampel penelitian dengan sikuen
nukleotida MYMIV lainnya yang terdapat di
GenBank dengan tujuan untuk mengonfirmasi
identitas MYMIV dari sampel. Analisis
keragaman genetik MYMIV, dilakukan
melalui program Bio Edit versi 7.05 (http://
mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Analisis
homologi MYMIV melibatkan informasi yang
tersedia dalam GenBank, yaitu sikuen isolat
MYMIV dari beberapa daerah di Indonesia
dan dari beberapa negara (Tabel 1).
Analisis  homologi  sikuen  nukleotida
dilakukan menggunakan sofiware Clustal W
(www.ebi.ac.uk). Pohon filogenetik MYMIV
dikonstruksi menggunakan program ClustalX
Bio Edit versi 7.05 dan program MEGA 5.0
dengan metode neighbor-joining algorithm
dan bootstrap 1000 pengulangan.

Amplifikasi DNA sampel daun kedelai
bergejala mosaik kuning dari Cirebon-Jawa
Barat, Bantul-Yogyakarta,danMusiBanyuasin-
Sumatera Selatan menggunakan primer
MYF/MYR menghasilkan pita DNA spesifik
MYMIV berukuran 1000 pb (Gambar 2).
Hasil amplifikasi ini menunjukkan bahwa
sampel daun kedelai dengan gejala mosaik
kuning dari Cirebon, Bantul, dan Musi
Banyuasin  positif  terinfeksi MYMIV
(Gambar 2). Analisis homologi sikuen
nukleotida MYMIV dari Cirebon mempunyai
homologi yang sangat tinggi (98.6-99.2%)
dengan MYMIV dari Tegal, Subang, Klaten,
Magelang, Bogor, dan Brebes. Homologi
MYMIV isolat Cirebon juga menunjukkan
homologi tinggi dengan isolat dari negara
Oman, Pakistan, India, Nepal, dan Bangladesh
(82.6-97.9%) (Tabel 2). Sikuen isolat MYMIV
kedelai dari Cirebon sudah didaftarkan pada
basis data Genbank, dengan nomor aksesi
LC481009. Penelitian ini memberi informasi
bahwa penyakit mosaik kuning pada kedelai
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Tabel 1 Daftar sikuen nukleotida MYMIV dan Begomovirus lainnya pada GenBank yang digunakan

untuk analisis sikuen nukleotida

Asal isolat

No aksesi (virus)

Negara (daerah) Tanaman inang
LC114252 (MYMIV) Indonesia (Bogor) Vigna unguiculata subsp. unguiculata
KR021041(MYMIV) Indonesia (Magelang) V. unguiculata subsp. unguiculata
LC114255(MYMIV) Indonesia (Klaten) V. unguiculata subsp. sesquipedalis
LC114256 (MYMIV) Indonesia (Subang) V. unguiculata subsp. sesquipedalis
LC114254 (MYMIV) Indonesia (Tegal) V. unguiculata subsp. sesquipedalis
IN368439 (MYMIV) Indonesia (Brebes) Glyicine max
KX452228 (MYMIV) Oman Phaseolus vulgaris
AY269992 (MYMIV) Pakistan Vigna radiata
KC911720 (MYMIV) India Vigna mungo
AY271895 (MYMIV) Nepal Vigna radiata
AF314145 MYMIV) Bangladesh Vigna radiata
LC314795 (PepYLCIV) Indonesia Capsicum annuum
IN129254 (ToLCNDV) India Cucurbita pepo

Tabel 2 Homologi sikuen nukleotida MYMIV Cirebon dengan MYMIV lainnya di Indonesia dan

beberapa negara di GenBank

No aksesi GenBank Homologi (%) Query cover (%)
LC114252. MYMIV.ID_ Bogor 99.20 100
KR021041.MYMIV.ID_ Magelang 99.20 100
LC114255.MYMIV.ID Klaten 98.90 100
LC114256.MYMIV.ID_Subang 98.80 100
LC114254MYMIV.ID_Tegal 98.60 100
JN368439.MYMIV.ID Brebes 99.20 100
KX452228 MYMIV.Oman 97.90 100
AY269992 MYMIV.Pakistan 94.40 100
KC911720.MYMIV.India 93.50 99
AY271895.MYMIV.Nepal 93.50 100
AF314145.MYMIV.Bangladesh 82.60 100
LC314795.PepYLCIV 27.40 28
IN129254. ToLCNDV 57.80 44
berasosiasi dengan MYMIV. Laporan M B MB CB K+ K-
ini menambahkan informasi sebelumnya

mengenai infeksi MYMIV pada kedelai di
Brebes (Tsai et al. 2013). Sementara Rahim et
al. (2015) menggunakan general primer SPG1/
SPG2 untuk Geminivirus dan menyatakan
gejala mosaik kuning pada kedelai disebabkan
oleh Pepper yellow leaf curl virus (PYLCV).
Analisis filogenetika untuk mengetahui
kekerabatan antar sikuen MYMIV  me-
nunjukkan bahwa MYMIV Cirebon (nomor
aksesi LC481009) membentuk satu kelompok
dengan semua sikeun MYMIV Jawa, dan
terpisah dengan kelompok MYMIV dari negara

+ 1500 pb
>

+750 pb £1000pb
-

Gambar 2 Amplifikasi DNA MYMIV dari
sampel tanaman kedelai asal Bantul (B),
Musi Banyuasin (MB) dan Cirebon (CB).
M, 1 kb penanda DNA (Thermo Scientific);
K+, kontrol positif (sampel kacang panjang);
K-, kontrol negatif (air).
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Gambar 3 Pohon filogenetika MYMIV asal kedelai dari Cirebon (LC481009) dibandingkan
dengan isolat asal Subang, Tegal, Klaten, Bogor, Brebes, Magelang serta Oman, Bangladesh,
Nepal, Pakistan, India. TOICNDV dan PepYLCV sebagai outgroup.

lain, yaitu Bangladesh, Nepal, Pakistan, dan
India(Gambar 3).Kingetal. (2011) menjelaskan
pengelompokkan Begomovirus berdasarkan
distribusi  geografis diduga terkait dengan
isolasi geografis karena ketidakmampuan
serangga vektornya terbang jauh.

Mungbean yellow mosaic India virus
pertama kali dilaporkan menginfeksi tanaman
Phaseolus vulgaris di Pakistan dengan
insidensi penyakit 70-100% (Naimuddin
et al. 2011), dan Vigna mungo di Nepal
dengan insidensi penyakit mencapai 70—80%
(Shahid et al. 2012). Baru-baru ini MYMIV
dilaporkan menginfeksi Phaseolus vulgaris
di Oman (Shahid et al 2016). Mungbean
yvellow mosaic india virus dan Mungbean
vellow mosaic virus (MYMYV) dilaporkan
menimbulkan  kerugian pada beberapa
spesies Leguminoceae di wilayah selatan dan
barat India, sedangkan MYMIV dilaporkan
menginfeksi Leguminoceae di wilayah India
bagian utara dan tengah (Mandal et al. 1997),
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serta Pakistan (Ilyas et al. 2010). John et
al.(2008) melaporkan bahwa penyakit mosaik
kuning di India berasosiasi dengan MYMIV,
namun analisis sikuen komponen DNA B
MYMIV menunjukkan homologi yang tinggi
dengan Begomoviruslainnyayang menginfeksi
Leguminoceae di daerah tersebut, yaitu
Mungbean yellow mosaic virus (MYMV).

Infeksi MYMIV dilaporkan sebelumnya
menimbulkan kerusakan pada kacang panjang
di berbagai daerah di pulau Jawa (Nurulita
2015). MYMIV pada kedelai telah dilaporkan
di Brebes (Tsai et al. 2013). Laporan ini
menunjukkan MYMIV terdeteksi pada kedelai
di daerah lainnya, yaitu Bantul, Cirebon, Musi
Banyuasin. Infeksi MYMIV pada tanaman
kedelai di berbagai daerah menjadi fakta
bahwa MYMIV telah tersebar ke luar pulau
Jawa dan berpotensi memiliki kisaran inang
yang cukup luas sehingga perlu diperhatikan
untuk mengantisipasi kerugian hasil panen
yang semakin besar.
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