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ABSTRACT

Geminivirus is a destructive phytopathopathic virus that has a broad spectrum. This
infection and severity of the virus causes significant economic losses in the world
agricultural sector. The main problem reported is that the symptoms of a new attack are
seen after the highest level of damage scale, making it difficult to control. Early
infections of this virus generally blocked hormone tranduction, manipulated the plant
defense system (Sistemic Acquired Resistance/SAR), affecting the mechanism of
apoptosis (Cell death program), the abnomality of the methylation system in plants. In
this review will discuss systemic and local plant resilience systems molecularly, the
interaction of proteins directly involved post geminivirus penetration in plants. It will also
discuss strategies for the potential diagnosis of viral presence in plants. This strategy can
be in the form of DNA-based diagnosis through the development of concepts from the
Polymerase Chain Reaction (PCR) method.
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SEKILAS GEMINIVIRUS

Geminivirus dinamakan berdasarkan bentuk partikel virion yang berbentuk quasi-
icosahedral. Virus ini memiliki spektruk luas karena kemampuannya menginfeksi hampir
seluruh jenis tanaman dari tanaman pangan, industri, perkebunan hingga hortikultura.
Insidensi dan severitasnya dilaporkan semakin meningkat dari tahun ketahun sehingga
menimbulkan kerugian yang signifikan pada sektor pertanian Bowdoin et a,l (2013).
Laporan dari sejumlah penelitian menunjukan bahwa virus jenis ini dilaporkan memiliki
kemampuan merugikan diantaranya golden mosaic virus (BGMV), cotton leaf curl virus
(CLCuV), east African cassava mosaic virus (EACMV), maize streak virus (MSV), and
tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (Rojas, 2018). Virus ini dilaporkan sebagai
penyakit infeksius yang patogenesitasnya meningkat seiring dengan peningkatan jumlah
populasi inang ataupun variabilitas inangnya dan epidemiologinya Zerbini et al, (2019).

Penyakit ini sulit dikendalikan, menurut Melgarejo et al, (2013) karena
kemampuan dalam memodifikasi material genetiknya dalam bentuk rekombinas i,
pseudorekombinasi, mutasi dan reassortment (Bergabung) serta perolehan komponen
DNA atau satelit baru yang meningkatkan variasi diantara virus tersebut Castillo et al,
(2011). Mutasi bahan genetik ini disimpulkan Gorter et al, (2015) disebabkan karena
proses terutama sSDNA dan/atau mengurangi aksesibilitasnya untuk proofreading DNA
Harkins et al, (2009). Melalui penelitian yang dilakukan oleh Bernardo et al, (2013)
disimpulkan bahwa adanya fenomena rekombinasi antar genus pada Euphorbia caput-
medusae latent virus (EcmLV) . Pada laporan lainnya, geminivirus pada daerah barat
pulau sumatera dilaporkan terdapat dua strain dengan patogenesitas yang berbeda yaitu
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Strain PepYLCV TDWS dan PSWS yang ditandai dengan intensitas invasinya (Candra,
2019). Hal ini menunjukan vairiabilitas genetik yang terbentuk pada secara geografis.

Pada perspektif molekuler, menurut Nash et al, (2011) Geminivirus merupakan
virus Single-Stranded DNA (ssDNA) berukuran 3.6 nt yang tersesun dari 5 — 7 jenis
protein berbeda untuk menunjang mekanisme biologisnya dalam tubuh inang. Sejumlah
protein tersebut menurut, berperan dalam melindungi partikel virus (Coat Protein),
mobilisasi (Protein Movement), transmisi, dan menunjang proses replikasi material
genetik (Replication Inisiator (Rep) dan Replication Enhancer (REn) serta pathogenesis
Briddon, et al (1990). Berdasarkan analysis pada tingkat DNA, melalui analysis terhadap
EcmLV Virus ini berasal dari evolusi virus yang menginfeksi tanaman dikotil dimana
Protein Rep diekspresikan melalui transkripsi potongan untaian komplementernya
(Bernardo, 2013). Protein Rep juga disebutkan sebagai kunci determinan dari
patogenesitas PepYLCV (Candra, 2019). Secara organisasi genom virus ini menurut
Bowdowin et al, (2013) dikelompokan menjadi monopartite dan bipartite yang
ditentukan oleh jumlah komponen DNA-nya yang kemudian dikenal dengan DNA-A dan
DNA-B kemudian berasoisasi dengan satelit alpha dan beta yang berperan dalam
patogenesitas virus Gorter et al, (2015).
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Gambar 1. Genom Geminivirus dan protein virus (Sumber: Handly-Bowdoin et al., 2013)
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MEKANISME SYSTEMIC ACQUIRED RESISTANCE (SAR)

SAR merupakan mekanisme kompleks imunitas tanaman secara terintegrasi dalam
mengahadapi serangan patogen broadspektrum. Mekanisme ini meliputi pengenalan
molekul yang berasosiasi dan mengindikasikan keberadaan patogen pada tanaman
melalui plant pattern-recognition receptors (PRRs). Indikasi keberadaan patogen
menyebabkan aktifnya MAMP-Triggered Immunity (MTI). Ketahanan tingkat lanjut
disebut Effector-triggered Immunity (ETI) yang dipicu oleh serangan oleh patogen
selanjutnya. Serangan ini dikenali oleh portien nucleotide binding site-leucine rich
repeat (NB-LRR) Mukhtamar et al, (2013) (Gambar 2). Sejumlah laporan menunjukan
bahwa SAR distilumulasi oleh peningkatan konsentrasi Asam Salisilat atau analognya di
dalam tanaman. Senyawa analog yang dilaporkan adalah 2,6-dichloroisonicotinic acid
(INA) and benzothiodiazole (BTH) Fu dan Dong (2013). Sinyal Asam Salisilat diregulasi
oleh regulator imunity yaitu Non-Expressor of Pathogenesis-Related Genes 1 (NPR) atau
disebut juga Salicylic Acid Insensitive 1 (SAI1) atau Non-Inducible Immunity 1 (NIM1)
Mukhtar et al, (2009).
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Gambar 2. llustrasi mekanisme ketahanan sistemik (SAR) saat infeksi pathogen secara
umum.

Sejumlah pakar sepakat menyatakan NPR1 adalah regulator transkripsi kunci yang
mengkoordinasi kelompok gen terlibat dalam imunitas tanaman. Melalui analisis DNA,
NPR1 memiliki tiga region lestari yang dikenal sebagai motif interaksi protein yaitu
domain ankyrin berulang and bric-a™ -brac/poxvirus and domain zinc-finger (BTB/ POZ).
Domain Ankyrin dilaporkan memiliki interaksi spesifik dengan Protien Rep fungsional
dari PepYLCV pada consensus sekuens “TACAGAGGAA” dengan jarak 14.38 A Fadli
et al, (2020). Delesi pada motif ini memperlihatkan tidak adanya interaksi antara region
ini dengan protein Rep yang diuji dengan Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA).
Mutasi titik NPR1 pada domain BTB/ POZ (npr1“®** dan npr1“?**) dapat meningkatkan
ekspresi gen ketahanan (Pathogen-related 1/ PR1) meskipun konsentrasi SA rendah.
Selanjutknya dapat mentranslokasikan monomer NPR1 ke nucleus sehingga mengaktifasi
protein PR1, bahkan memperlihatkan ekspresi upregulated pada kondisi induksi SA Mou
et al, (2003) Gen NPR1 juga berinteraksi dengan kelompok faktor transkripsi yang
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diprediksi akan menstimulais aktifnya protein PR1. Hal ini ditunjukan oleh hasil
pengujian interaksi dengan metode yeast 2 hybrid (Y2H) yang memperlihatkan kompleks
antara NPR1/TGAZ2 pada protein PR1 Weigel et al, (2005).

RESPON TANAMAN PADA AWAL INFEKSI

Geminivirus diinfeksikan melalui vektor yang akan membantu penetrasi partikel
virus kedalam jaringan tanaman. Mastrevirus dan curtovirus biasanya ditransmisikan
melalui vector berupa wereng hijau (leafhopper: hemiptera), sedangkan begomovirus
penyebaranya dibantu oleh kutu kebul (Bemicia tabacci). Terdapat kontroversi antara
adanya replikasi virus di dalam tubuh vector atau tidak. Berdasarkan peneltian terbaru,
melalui analysis Florescence Hybrid In-Situ (FISH), dan gPCR gen indikator (TYLCV
V2, TYLCV V1, dan TYLCV C3), replikasi virus TYLCV tidak terjadi setelah 8 hari
infeksi virus kedalam vector kutu kebul menurun. Hal ini memperlihatkan bahwa
perkembangan virus pada vector ditekan oleh sistem imunitas vector tersebut.
Selanjutnya, stelah diinjeksikan oleh vector barulah replikasinya meningkat. Infeksi
artificial yang dilakukan melalui mikro injeksi menunjukan gejala yang sama pada
pengamatan minggu ke-dua pasca inokulasi Jamsari et al, (2015). Hal ini menunjukan
replikasi meningkat meskipun dengan infeksi tiruan.

Partikel virus masuk ke dalam jaringan tanaman seiring dengan injeksi kutu kebul
kedalam floem. Pada sel tanaman menurut Jeske et al, (2001), ssDNA virus lepas dan
beinteraksi dengan DNA polymerase tanaman untuk membentuk untaian komplementer
DNA. Protein pertama yang ditranskripsikan adalah Rep yang selanjutnya akan
membentuk kompleks dengan RNA polymerase 1l melalui proses Rolling-cycle
replication dan recombination-dependent replication Saunders et al, (1992). Inversitgasi
terhadap pritein Rep Chilli leaf curl virus (ChiLCV) berikatan dengan genom virus dan
berinteraksi dengan Ubiquitin-Conjugating Enzyme2 (NbUBC2) dam Histone
Monoubiquitinationl (NbHUB1) untuk menunjang keberadaan Histon 2B yang
selanjutnya akan memicu metilasi histon 3 pada ChiLCV dan pada akhirnya akan
meningkatkan laju transkripsi gen virus Kushwaha et al, (2017). Kondisi ini akan
membuka akses ke mesin replikasi tanaman melalui pemindahan DNA virus ke dalam
nukleosom dan pencegahan metilasi H3 lisin 9 Raja et al, (2008).

Geminivirus menginfeksi sel tanaman pada fase G1 siklus mitosis atau pada fase G
di endocycle. Kemudian virus akan menginduksi mereka untuk memasuki fase S. Rep dan
REnN berinteraksi selanjutnya akan menghambat Retinoblastoma-related protein (RBR)
untuk melepaskan faktor penghambat transkripsi E2F dan mengaktifasi ekspresi gen yang
mengkode DNA polymerase tanaman. Interaksi ini akan menyebabkan pemrograman
kembali siklus sell dan menginduksi penuaan sel. Rep juga menghambat siklus metilasi
tanaman melalui interaksinya dengan adenosine kinase (ADK) and S-adenosyl
methionine decarboxylase 1 (SAMDC1) (Ibanez, 2008).

Infeksi yang diesebabkan oleh Geminivirus pada umumnya akan menyebabkan
perubahan orientasi ekspresi gen tanaman, menghambat program kematian sel, merubah
jalur secara molekuler, menyebabkan hambatan sinyal sel dan penggantian protein yang
berakhir pada blockade sistem ketahanan tanaman serta sinyal hormonal. Selain itu
infeksinya akan menghambat produksi small interfering RNA (siRNA) yang selanjutnya
akan mengganti metilasi DNA, micro RNA (miRNA) dan sering menyebabkan
perkembangan yang abnormal Noris dan Catoni (2020). interaksi ini menyebabkan gejala
yang umum seperti, daun menguning dan Keriting, kerdil, pada umumnya tanaman yang
terserang pada fase generatif maka akan mengalami kegagalan Trisno et al, (2012).
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DETEKSI DINI EKSISTENSI VIRUS

Seluruh strategi dikembangkan untuk mengupayakan deteksi dini infeksi virus.
Strategi yang dikembangkan diantaranya adalah serologi dan PCR. Isothermal PCR yang
dikenal dengan Reverse Transcription-Recombinase Polymerase Amplification (RT-
RPA) yang didiskripsikan oleh Silva et al, (2015) dilaporkan dapat dengan efektif
mendeteksi Yam Mosaic Virus (YMV) dan Yam Mild Mosaic Virus (YMMYV) melalui
ekstrak kasar tanaman yang terinfeksi. Teknik ini dilaporkan efektif dan cepat yaitu
kurang dari 15 menit serta sangat sensitif. kemudian berkembang menjadi beberapa
bahagian diantaranya; Loop-mediated isothermal amplification (LAMP); Helicase
dependent amplification (HDA); rolling circle amplification (RCA); Recombinase
polymerase amplification (RPA) Lau dan Botella, (2017).

1. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
Teknik ini membutuhkan dua primer dalam dan dua primer luar yang mengenali

enam sekuens target. Primer dalam mengandung sekuens sense dan antisense di dalam
DNA yang akan berhibridisasi dengan DNA target dan menginisiasi sintesis DNA.
Keutamannya adalah proses isothermal yang cepat, efektifitas dan sensitifitas dalam
mengamplifikasi amplicon yang berukuran besar dengan input DNA yang kecil, dan
ekonomis (Fukuta, 2014).

2. Helicase dependent amplification (HDA)

Teknik isotermal ini sangat mirip dengan PCR standar tetapi tidak memerlukan
denaturasi panas untuk memisahkan DNA untai ganda dan memungkinkan primer untuk
dianil ke urutan target pelengkap. HDA menggunakan DNA helikase untuk menghasilkan
DNA untai tunggal untuk anil primer diikuti dengan ekstensi primer pada isotermal
Single stranded binding protein (SSB) dan MutL endonuklease ditambahkan ke reaksi
untuk mencegah rehybridisasi untai sSDNA komplementer untuk mereformasi dsDNA
Vincent et al, (2004).

3. Rolling circle amplification (RCA)

RCA melibatkan penggunaan DNA polimerase dengan aktivitas perpindahan untai
untuk memperluas primer tunggal yang dianil ke templat DNA melingkar. Aktivitas
perpindahan untai memungkinkan DNA yang baru disintesis untuk menggantikan ssDNA
pelepas DNA yang dihasilkan sebelumnya. Proses enzimatik dari ekstensi primer yang
dikombinasikan dengan perpindahan untai ini menghasilkan DNA untai tunggal yang
panjang yang mengandung urutan berulang yang melengkapi template melingkar Lau dan
Botella, (2017). Manipulasi tambahan, DNA linier juga cocok sebagai template untuk
reaksi RCA. Probe ssDNA linier dapat dirancang sedemikian rupa sehingga pada awalnya
dapat dihibridisasi ke urutan target membentuk loop dan diikat untuk membentuk probe
melingkar sebelum melakukan RCA.

4. Recombinase polymerase amplification (RPA)

Bergantung pada aktivitas enzimatik untuk memisahkan dsDNA untuk membantu
pengikatan primer ke urutan target. Reaksi dimulai dengan integrasi protein rekombinase
dengan primer sebelum anilnya ke urutan tertentu dalam target. Setelah primer anil,
rekombinase memisahkan diri dari primer dan meninggalkan 30 ujungnya dapat diakses
oleh DNA polimerase untuk memulai amplifikasi. Ini menciptakan d-loop yang
distabilkan oleh single stranded binding protein (SSB) untuk menjaga DNA tetap terbuka
saat DNA polymerase dengan aktivitas perpindahan untai melanjutkan amplifikasi
Piepenburg et al, (2006).
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KESIMPULAN

Geminivirus dalam proses infeksinya memanfaatkan vector berupa serangga
Hemiptera. Pada saat infeksi virus ini memblokade sistem ketahanan SAR melalui
interaksi protein Rep dengan sejumlah molekul substansial pada tanaman seperti RBR
dan protein yang berperan dalam regulasi siklus sel disamping memanfaatkan DNA
polymerase tanaman untuk mereplikasi materi genetiknya melalui mekansisme RCR.
Deteksi yang dilakukan dapat berupa pengembangan metode PCR seperti, LAMP, HDA,
RCA, dan RPA dengan spesifitas, sensitifatas dan keunggulan masing-masingnya.
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