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Identifikasi Molekuler DNA Kloroplas Pada Anggrek Terinfeksi
Odontoglossum ringspot virus (ORSV) di Magelang, Jawa Tengah

Mahfut*, Budi Setiadi Daryono?, dan Soesamto Somowiyarjo®

1. Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung, Lampung,
35145.
2. Fakutas Biologi, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, 55281.
3. Fakutas Pertanian, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, 55281.
ABSTRAK

Odontoglossum ringspot virus (ORSV) merupakan salah satu virus anggrek yang
dilaporkan paling banyak menginfeksi dan memiliki penyebaran yang luas di dunia,
termasuk sudah sampai di Indonesia. Masalah stres biotik tersebut menyebabkan
penurunan laju fotosintesis yang diakibatkan oleh terganggunya sintesis enzim rubisco.
Penelitian ini bertujuan mengetahui pola interaksi virus-inang melalui analisis molekuler
gen DNA Kkloroplas rbcL (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase). Isolat daun anggrek
terinfeksi dikoleksi dari Borobudur Orchid Center, Magelang. Amplifikasi menggunakan
primer rbcLa-F dan rbcLa-R berhasil mendapatkan amplikon berukuran + 599 pb. Hasil
analisis sikuen menunjukkan adanya mutasi titik yaitu delesi, insersi dan transisi.
Perubahan tersebut diduga merupakan adaptasi dan respon fisiologis tanaman terhadap
lingkungan di Indonesia.

Kata kunci: ORSV, rbcL, DNA kloroplas, Indonesia

PENDAHULUAN

Anggrek merupakan tanaman hias yang memiliki permintaan tertinggi di pasaran
(Mahfut et al., 2013). Serangan hama dan penyakit masih menjadi kendala utama dalam
usaha pembudidayaan anggrek. Infeksi virus merupakan faktor pembatas terpenting karena
dapat menurunkan kualitas tanaman (Pataky, 1990). Anggrek dilaporkan dapat terinfeksi
oleh lebih dari 30 jenis virus (Zettler et al., 2010). Salah satu virus yang dilaporkan paling
banyak menginfeksi dengan penyebaran yang luas di dunia termasuk di Indonesia adalah
Odontoglossum ringspot virus (ORSV) (Sherpa et al., 2004).

ORSV atau disebut juga Tobbaco mosaic virus orchid strain (TMV-O)
dilaporkan pertama kali menginfeksi anggrek di Indonesia oleh Inouye and Gara (1996).
Virus ini termasuk ke dalam Genus Tobamovirus dan Familia Virgaviridae (Jensen and
Gold, 1951; Paul, 1975). Struktur partikel berbentuk batang kaku memanjang berukuran

300 nm x 18 nm, sama seperti TMV. Gejala berupa berupa gejala mosaik dan klorotik
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dengan pola garis atau cincin (ringspot) pada permukaan daun, serta pecahnya warna
bunga (color breaking) (Khentry et al., 2005).

Masalah stres biotik tersebut berdampak menurunnya kemampuan fotosintesis
tanaman. Hal ini disebabkan adanya kerusakan kloroplas yang diikuti oleh terganggunya
sintesis enzim rubisco. Rubisco (ribulosa 1,5-bisfosfat karboksilase) merupakan enzim
pemfiksasi CO2 yang dihasilkan oleh gen rbcL (Juhaeti, 2000). Enzim ini berfungsi dalam
reaksi karboksilasi RuBP menjadi 2 molekul 3-PGA (asam fosfogliserat) dalam siklus
Calvin (Taiz and Zeiger, 1991). Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari pola interaksi
virus-inang sebagai proses adaptasi tanaman terhadap perubahan lingkungan melalui
identifikasi gen rbcL.

METODOLOGI
Koleksi Sampel

Sampel daun anggrek positif terinfeksi ORSV dikoleksi dari Borobudur Orchid
Center, Magelang. Sampel merupakan daun anggrek Phalaenopsis amabilis dengan gejala
campuran mosaik dan klorotik. Sebagai pembamding digunakan daun anggrek
Phalaenopsis amabilis hasil kultur in vitro sebagai kontrol negatif.

Deteksi Gen rbcL Secara Molekuler

Isolasi DNA genom dilakukan sesuai dengan protokol DNA isolation kit
(Phytopure). Amplifikasi DNA dengan PCR (Polymerase Chain Reaction) dilakukan
menggunakan sepasang primer, yaitu rbcLa-F (5'-
ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3) dan rbcLa-R (5
GTAAAATCAAGTCCACCGCG-3) (Kolondam dkk., 2012). Reaksi dilakukan
menggunakan menggunakan Thermocycler (Boeco) dengan PCR kit GoTaq GreenMaster
Mix (Promega, USA). Amplifikasi DNA diawali dengan tahap predenaturasi pada suhu
94°C selama 3 menit, dilanjutkan dengan 34 siklus, meliputi denaturasi pada suhu 94°C
selama 30 detik, annealing pada suhu 55°C selama 30 detik, dan ekstensi pada suhu 72°C
selama 1 menit. Setelah siklus selesai, kemudian diikuti post-elongasi 10 menit pada suhu
70°C dan pendinginan pada suhu 4°C. Produk PCR dianalisis menggunakan elektroforesis
pada gel agarosa 2%. Pita DNA yang tervisualisasi menunjukkan ukuran panjang pasangan

basa gen target, yaitu gen rbcL.
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Analisis Perunutan DNA

Perunutan sikuen nukleotida terhadap DNA hasil amplifikasi dilakukan dengan
mengirimkan sampel hasil amplifikasi ke perusahaan 1% Base, Malaysia. Data dianalisis
dan digabungkan menggunakan Software Suite for Sequence Analysis DNASTAR
Lasergene DM Version 3.0.25. Analisis penyejajaran sikuen dilakukan dengan program
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versi 5 Beta.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Deteksi Gen rbcL Secara Molekuler

Hasil deteksi dengan PCR terhadap kontrol dan sampel positif ORSV menunjukkan
amplifikasi fragmen DNA berukuran +599 pb yang merupakan gen rbcL (Gambar 1),
sesuai yang dilaporkan oleh Kolondam dkk. (2012).
Analisis Sikuen DNA

Analisis sikuen nukleotida hasil sekuensing diperoleh total nukleotida pada kontrol
dan isolat sejumlah 603 dan 602 basa. Persentase homologi sikuen kedua isolat adalah
99,3%. Isolat Magelang memiliki persentase kandungan basa GC lebih rendah dari kontrol
yaitu 20,25% dari rerata 20,35. Sedangkan persentase kandungan basa AT lebih tinggi
yaitu 29,75% dari rerata 29,65%. Berdasarkan analisis penyejajaran sikuen diperoleh

adanya

1kb

Gambar 1. Elektroforesis gel agarosa 2%; M = Marker 1 kb DNA ladder, 1 = Kontrol, 2 =
Isolat Magelang
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mutasi titik berupa delesi, insersi, dan substitusi transisi pada isolat Magelang. Pada
penelitian ini tidak ditemukan adanya substitusi transversi. Kejadian mutasi terbanyak
adalah transisi yaitu sebanyak 4 kali, sedangkan delesi dan insersi masing-masing 1 kali.

Efek mutasi yang terjadi mampu menyebabkan perubahan pada triplet kodon
penyandi asam amino (Tabel 1). Persentase asam amino yang diterjemahkan pada kontrol
dan isolat Magelang adalah sejumlah 191 dan 192 asam amino. Adanya delesi basa C pada
urutan nukleotida ke 11 menyebabkan pembentukan asam amino Pro pada kontrol. Insersi
basa G dan T pada urutan nukleotida ke 49 dan 54 masing-masing menyebabkan
pembentukan asam amino Val dan Phe pada isolat Magelang. Sedangkan substitusi transisi
G, T, C, T yang terjadi pada urutan ke 68, 134, 201, dan 202 hanya menyebabkan
perubahan asam amino pada dua titik saja. Perubahan yang terjadi tersebut adalah asam
amino Ser menjadi Pro dan Ser menjadi Phe. Analisis selanjutnya pada frekuensi asam
amino menunjukkan isolat Magelang mengalami penurunan asam amino Ser dan Pro
masing-masing 0,55% dan 0,01% serta peningkatan pada Phe dan Val sebesar 0,51% dan
0,25% (Tabel 2).

Tabel 1. Urutan mutasi titik sikuen gen rbcL dan asam amino yang berubah pada anggrek terinfeksi ORSV
isolate Magelang

Tipe Kejadian Nomor Urutan
Mutasi titik sikuan Cl1- 40 -54T ASEC C134T Ta01C CI26T
Perubahan azam amino Proll- -48%al -54Phe - Serl34Po 52r201Pha

Tabel 2. Freluensi asam amino gen rbcl pada kontrol dan anggrek terinfeksi ORSV isolat Magelang

Isolat Frekuensi Asama Amino(%)
Ala O Asp Glw Fhe Gy His  Ile Lyvs Len Met Axm. Pro e A Ser The Val T Tyr Total
Kontrol 471 376 366 419 314 370 103 681 418 3M .00 200 579 314 6B 1132 785 471 418 733 191
Magslang 468 373 345 417 417 373 14 677 4l7 5.21 2.08 2.08 573 313 677 1042 T 311 417 TR 182

Gen rbcL (gen rubisco) merupakan gen penghasil enzim rubisco yang merupakan
enzim pemfiksasi CO2 (Juhaeti, 2000). Dilihat dari komposisi nukleotida penyusunnya,
gen rbcL bersifat conserved (lestari) (Cohen, 2006) dan memiliki peran untuk penting
untuk menjaga stabilitas materi genetik genom kloroplas terhadap aktivitas enzim nuklease
saat virus masuk menginfeksi sel inang. Sehingga analisis gen DNA Kkloroplas dapat
digunakan untuk studi filogenetik, pendataan terhadap keragaman jenis tumbuhan,
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mengamati variasi intraspesifik (Kolondam dkk., 2012; Hidayat dan Pancoro, 2008), serta
mengetahui respon fisiologis tanaman melalui pola interaksi virus-inang.

Beberapa mutasi nukeotida yang terjadi mampu menyebabkan perubahan asam
amino yang terbentuk dalam susunan genom DNA Kkloroplas. Perubahan asam amino
tersebut akan mengubah fungsi gen yang disusun, sehingga infektifitasnya juga berubah.
Peningkatan sintesis asam amino Phe berkaitan dengan sintesis kloroplas. Reger et al.
(1970) berhasil melaporkan adanya sintesis asam amino phenylalanyl-tRNA pada
kloroplas yang diisolasi. Keberadaan asam amino tersebut terkait dengan pembentukan dan
perbaikan kloroplas yang rusak sebagai akibat infeksi virus.

Sebagaian besar gen nuklear, termasuk gen DNA kloroplas, memiliki kemampuan
mekanisme proffreading. Hal ini menyebabkan organisme dapat melakukan koreksi dan
memperbaiki kesalahan yang terjadi selama proses replikasi genom. Dengan ukuran genom
DNA Kkloroplas yang relatif besar, adanya sedikit kesalahan (mutasi) tidak akan
memberikan pengaruh yang signifikan. Hal ini berbeda untuk virus, mutasi merupakan hal
yang umum terjadi.

Mutasi yang banyak terjadi pada virus didukung oleh kemampuan untuk
menyesuaikan diri dengan lingkungan dan memperluas kisaran inang (Matthews, 1992).
Hipotesis menyebutkan bahwa munculnya infeksi jenis virus yang parah pada suatu lokasi
geografis dan mencapai fitness untuk menginfeksi jenis inang tertentu akan menyebabkan
hilangnya kemampuan virus tersebut untuk kembali menginfeksi inangnya semula. Pada
penelitian ini, adanya mutasi DNA kloroplas inang merupakan bentuk penyesuaian diri
terhadap infeksi virus yang menuju fitness akibat seleksi.

Laju mutasi akan menghasilkan variasi genetik baik virus maupun inang. Besarnya
laju mutasi dan variasi genetik yang dihasilkan tersebut meningkatkan probabilitas evolusi
lebih cepat (Matthews, 1992). Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai informasi dasar
untuk mempelajari respon fisiologis tanaman terhadap infeksi virus melalui identifikasi
DNA kloroplas secara molekuler.
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KESIMPULAN

Identifikasi molekuler DNA kloroplas pada anggrek terinfeksi Odontoglossum
ringspot virus (ORSV) menunjukkan amplikon berukuran + 599 pb. Hasil analisis sikuen
terhadap isolat Magelang menunjukkan adanya mutasi titik serta peningkatan sistesis asam
amino Phe dan Val sebagai proses adaptasi dan respon fisiologis tanaman terhadap infeksi
virus.
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