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ABSTRACT

Begomovirus belongs to the Geminivirus family, which is the largest genus that causes
disease in many plants. Begomovirus genomes are monopartite and bipartite. In recent
years it has been known that monopartite and bipartite begomoviruses associate with
sSDNA satellit (betasatellit). Recombination that occurs between begomoviruses and
betasatellit can trigger the emergence of new species and play a role in spread. The goal of
this article is to describe the association between begomoviruses and betasatellit and their
role in control using biotechnological approaches. This article was studied applying a
scientific literature review process. This association plays a role in triggering the
emergence of symptoms in the pathogenicity process. The betasatellit region contains a
single open reading frame (ORFs) (BC1 gene) as a determinant of pathogenicity.
Begomoviruses and betasatellit contain ORFs that encode replication, transcription, and
RNA silencing (suppressing gene silencing) activities. The existence of this association can
be an alternative control that utilizes the application of RNA interference (RNAI) to control
begomovirus infection. Implemented by producing transgenic plants that harbor two
different RNAI hairpin intron constructs using conserved regions from the viral genome
and ORFs BCI1 from the betasatellit genome. The multifunctional nature of the encoded
protein may be a promising alternative in the development of resistance against
begomovirus infection. In the end, transgenic plants were produced with milder symptoms
and less viral DNA accumulation.
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ABSTRAK

Begomovirus termasuk dalam famili Geminivirus, merupakan genus terbesar penyebab
penyakit pada banyak tanaman. Genom begomovirus berupa monopartit dan bipartit.
Beberapa tahun terakhir telah diketahui bahwa begomovirus monopartit maupun bipartit
berasosiasi dengan satelit ssSDNA (betasatelit). Rekombinasi yang terjadi antara
begomovirus dan betasatelit dapat memicu timbulnya spesies baru dan berperan dalam
penyebaran. Artikel ini bertujuan untuk menggambarkan asosiasi begomovirus dan
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betasatelit beserta peranannya dalam pengendalian melalui pendekatan bioteknologi.
Artikel ini dikaji melalui pendekatan studi literatur ilmiah. Asosiasi tersebut berperan
memicu timbulnya gejala dalam proses patogenesitas. Wilayah betasatelit mengandung
open reading frame tunggal (ORFs) (gen BC1) sebagai penentu patogenisitas. Begomovirus
dan betasatelit mengandung ORFs yang mengkodekan aktifitas replikasi, transkripsi, dan
RNA silensing (menekan pembungkaman gen). Adanya asosiasi tersebut dapat menjadi
alternatif pengendalian yang memanfaatkan penerapan interferensi RNA (RNAI) untuk
mengontrol infeksi begomovirus. Diterapkan dengan cara menghasilkan tanaman
transgenik yang menyimpan konstruksi dua intron hairpin RNAI berbeda menggunakan
wilayah lestari (conserved regions) dari genom virus dan ORFs BC1 dari genom betasatelit.
Sifat multifungsi protein yang dikodekan dapat menjadi alternatif yang menjanjikan dalam
pengembangan perlawanan terhadap infeksi begomovirus. Pada ahirnya dihasilkanya
tanaman transgenik dengan gejala yang lebih ringan dan akumulasi DNA virus lebih
sedikit.

Kata kunci: betasatelit, Genom, interaksi virus, ORF, RNA silencing
PENDAHULUAN

Begomovirus telah banyak menyebabkan penyakit pada berbagai tanaman di daerah
tropis maupun subtropis di seluruh dunia (Kesumawati et al., 2020), dan menyebar luas
dengan cepat melalui Bemisia tabaci (kutu kebul) yang merupakan serangga vektor yang
polifag (Barboza et al., 2018). Penyakit daun keriting kuning dilaporkan di Thailand tahun
1996 (Sukamto et al., 2005), di Amerika Serikat tahun 1977, dan dilaporkan kembali tahun
1981 di Mexsiko (Flock & Mayhew, 1981), hingga kini terus dilaporkan juga di berbagai
wilayah (Lavanya & Arun, 2021; Sidik, 2021; Siregar, 2023). Begomovirus memiliki
genom bipartit atau monopartit tergantung pada kehadiran satu atau dua komponen genom
(Melgarejo et al., 2013). Begomovirus monopartit dan bipartit sama-sama memiliki
komponen genom DNA-A, selain itu bipartit juga memiliki genom DNA-B yang
membedakan antar keduanya (Pei et al., 2020).

Kisaran inang begomovirus sangat luas mengcakup berbagai komoditas pertanian, dan
menyebabkan kompleks penyakit di pertanaman (Septariani et al., 2014). Sejak tahun 1960
terdapat banyak satelit yang berasosiasi dengan virus tanaman, baru di tahun 1997 satelit
DNA yang berasosiasi dengan virus dari genus Begomovirus berhasil dideskripsikan
(Fiallo-Olivé et al., 2012). Hingga beberapa tahun terahir telah banyak dilakukan
penelitian tentang begomovirus monopartit maupun bipartit yang berasosiasi dengan satelit
ssDNA dikenal sebagai betasatelit. Begomovirus yang berasosiasi dengan betasatelit
dilaporkan mampu menginduksi gejala yang khas pada tanaman inang serta mengakibatkan
kompleks penyakit daripada yang tidak berasosiasi (Akhtar et al., 2014; Cui et al., 2004).
Dengan adanya asosiasi tersebut, penelitian dilakukan lebih dalam untuk mendorong
perkembangan strategi melawan infeksi begomovirus.

Munculnya strain begomovirus yang baru tentunya memberi dampak penyebab epidemi
di lapang. Tekanan seleksi alam dan rekombinasi atau mutasi begomovirus lapang dapat
menyebabkan strain virus baru yang lebih virulen muncul, yang dapat mengganggu
ketahanan tanaman inang. Rekombinasi begomovirus dan betasatelit dapat menyebabkan
spesies baru dengan virulensi lebih tinggi muncul dan membantu penyebaran penyakit di
seluruh dunia (Akhtar et al.,, 2014; Sharma et al., 2015). Disebabkan pengendalian
konvensional dirasa kurang efektif melawan infeksi begomovirus terutama yang telah
masuk ke dalam jaringan tanaman inang, maka perlu dikembangkan strategi pengendalian
melalui pendekatan bioteknologi. Ditemukannya peran aktif BC1 yang dimiliki betasatelit
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ternyata mampu membungkam ekspresi gen melalui transcriptional gene silencing (TGS)
atau gene silencing (Rishishwar & Dasgupta, 2019). Alternatif pengendalian tersebut
memanfaatkan penerapan interferensi RNA (RNAI) untuk menggangu ekspresi gen
begomovirus, sehingga penerapanya dalam alternatif mengendalikan infeksi begomovirus
pada tanaman menjadi suatu pilihan yang bagus. Tujuan utama penulisan artikel ini adalah
untuk menggambarkan peran asosiasi begomovirus dan betasatelit dalam prospek
pengendalian penyakit kuning melalui pendekatan bioteknologi.

KARAKTER UMUM BEGOMOVIRUS DAN BETASATELIT

DNA A dari begomovirus memiliki enam ORFs atau open reading frame tunggal,
berupa AC1, AC2, AC3, AC4, AV1, dan AV2, yang mengkode protein terkait dengan
replikasi, coat protein/matel protein virus, dan penekanan pembungkaman gen pasca-
transkripsi (PTGS); DNA B memiliki dua ORFs, BC1 dan BV1, yang mengkode protein
untuk pergerakan (MP) dan translokasi dari sel ke sel (NSP) (Amin et al., 2021; Briddon et
al., 2010; Chakraborty et al., 2022; Melgarejo et al., 2013). Mulai dari genom
begomovirus monopartit hingga bipartit begomovirus yang mengandung DNA-A dan
DNA-B diilustrasikan pada Gambar 1. Kedua komponen genom berupa DNA A dan DNA
B dari begomovirus bipartit telah terbukti berperan penting menginduksi infeksi atau gejala
sistemik pada tanaman inang (Yang et al., 2011). Sedangkan monopartit begomovirus
hanya memiliki komponen genom tunggal yang menyebabkan penyakit pada tanaman
inang (Chatchawankaphanich & Maxwell, 2002). Namun, betasatelit juga telah terbukti
berperan penting untuk virulensi dari beberapa begomovirus monopartit seperti Ageratum
yellow vein virus (AYVV), Bhendi yellow vein mosaic virus (BYVMYV), dan Cotton leaf
curl Multan virus (CLCuMV) (Jose & Usha, 2003; Radhakrishnan et al., 2004; Saunders et
al., 2008).
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Gambar 1. Peta genom Begomovirus (a) genom begomovirus monopartit (b) genom begomovirus bipartit
pada DNA-A (c) genom begomovirus bipartit pada DNA-B (Amin et al., 2021)

Editor: Siti Herlinda et. al.
ISSN: 2963-6051 (print); 2986-2302 (online)
Penerbit: Penerbit & Percetakan Universitas Sriwijaya (UNSRI) 662



Prosiding Seminar Nasional Lahan Suboptimal ke-11 Tahun 2023, Palembang 21 Oktober 2023
“Optimalisasi Pengelolaan Lahan Suboptimal untuk Pertanian Berkelanjutan dalam Menghadapi
Tantangan Perubahan Iklim Global”

Berdasarkan hasil penelitian Saunders et al. (2008), diduga terdapat faktor lain yang
mempengaruhi timbulnya gejala khas berupa menguningnya vena daun pada tanaman
bebandotan (Ageratum conyzoides), karena ketika mereinokulasi AYVV tidak dihasilkanya
gejala yang. Sejumlah molekul rekombinan kemudian diidentifikasi, selanjutnya
ditemukan molekul rekombinan ssDNA vyaitu sekitar setengah ukuran helper begomovirus,
dimana diisolasi dari bebandotan yang mampu menimbulkan gejala khas berupa
menguningnya vena daun pada tanaman inang. Molekul tersebut bernama DNA-B dan
kemudian dinamai betasatelite (Saunders et al., 2000). Keberadaan betasatelit di alam
sangat beragam dan berhubungan dengan begomovirus sebagai helper virusnya. Betasatelit
merupakan molekul ssSDNA dengan ukuran hampir setengah ukuran helper begomovirus
atau sekitar (~1350 nt) tanpa sekuen homolog dengan helper virus, kecuali adanya struktur
stem loop yang mengandung urutan nanonukleotida ‘TAATATTAC’ (Akhtar et al., 2014;
Sharma et al., 2015). Betasatelit mengandung daerah yang lestari/conserved dengan ukuran
sekitar (~100 nt) yang dikenal sebagai satellite conserved region (SCR), dan bersifat
conserved atau lestari pada semua betasatelit dan berisi stem loop. Selain itu, wilayah
betasatelit banyak mengandung adenin (A-rich) dan open reading frame tunggal (ORFs)
gen BC1 atau disebut juga ORF tunggal (wilayah coding yang diduga gen BC1) (Amin et
al., 2021; Chakraborty et al., 2022) yang diilustrasikan melalui Gambar 2.
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Gambar 2. Peta genom betasatelit yang mengandung SCR, wilayah A-rich, dan BC1 (Amin et al., 2021)

Semua fungsi dari betasatelit dimediasi oleh protein yang dikodekan BCI1, protein
tersebut memiliki beberapa fungsi yaitu penentu patogenisitas (menentukan timbulnya
gejala infeksi), supresor dari PTGS untuk mengatasi pertahanan tanaman inang, pergerakan
virus di tanaman inang (Saeed et al., 2007), peningkatan regulasi DNA virus (Amin et al.,
2021), potential binding DNA/RNA (Cui et al., 2005), serta interaksi dengan berbagai
faktor dari inang dan CP/mantel protein helper virus (Chakraborty et al., 2022). Selain itu,
protein BC1 yang dikode oleh betasatelit juga membentuk multimer komplek, yang penting
untuk induksi gejala khas pada tanaman yang terinfeksi, sedangkan wilayah A-rich diduga
memiliki fungsi dalam replikasi DNA komplementer (Akhtar et al., 2014; Cheng et al.,
2011).

Betasatelit bergantung sepenuhnya pada helper begomovirus mereka untuk bereplikasi,
transmisi, dan pergerakan dalam tanaman, melalui trans-enkapsidasi di mantel protein (CP)
helper virus (Satya et al., 2022; Saunders et al., 2008). Ukuran betasatelit yang terisolasi
dari lokasi geografis berbeda dapat menunjukkan adanya variasi 1353-1424 nt (nukleotida),
dalam analisis filogenetik, betasatelit lebih dikelompokkan berdasarkan lokasi geografis
daripada spesies inang (Jose & Usha, 2003).
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HUBUNGAN BEGOMOVIRUS DAN BETASATELIT

Rekombinan merupakan proses dimana terjadi pertukaran segmen antara dua untai
DNA atau RNA selama proses replikasi terjadi (Sharma et al., 2015). Interspesifik
rekombinan yang homolog merupakan faktor pendorong aktif untuk keragaman genetik
begomovirus dan memberikan kontribusi terhadap evolusinya (Saeed et al., 2007), yang
kemudian menjadi sumber utama munculnya strain yang baru (Akhtar et al., 2014).
Banyak epidemi begomovirus yang dilaporkan berkaitan dengan virus rekombinan
(Crespo-Bellido et al., 2021; Kenyon et al., 2014; Xie et al.,, 2013). Munculnya
begomovirus baru tergantung pada seberapa sering terjadinya rekombinan antar
begomovirus dan akhirnya begomovirus akan cenderung dapat memperoleh molekul satelit
sehingga mengakibatkan penyakit yang lebih komplek (Kenyon et al., 2014; Zaffalon et
al., 2012).

Begomovirus tidak hanya berekombinasi antar spesies, tetapi dapat pula mengalami
rekombinasi dengan molekul satelit (Kenyon et al., 2014). Rekombinasi begomovirus dan
betasatelite telah diidentifikasi, contohnya betasatelit berasosiasi dengan Pepper yellow
leaf curl virus DNA-B (Huang et al., 2013; Kandito et al., 2020). Bagian CR dari
begomovirus merupakan titik mula untuk terjadinya rekombinan, dan terjadi akibat adanya
pertukaran antara SCR betasatelit dengan CR dari begomovirus (Saunders et al., 2001),
dan dengan BCI1 yang kemungkinan mengakibatkan pembentukan betasatelit baru dengan
virulensi yang lebih tinggi dibandingkan dengan yang sudah ada. Selain itu, kehadiran
bentuk betasatelit yang tidak sempurna (cacat) melalui penghapusan (delesi) BC1 atau SCR
yang digantikan oleh CR dari begomovirus mungkin dapat menjelaskan hubungan evolusi
antara begomovirus dan betasatelit (Nawaz-ul-Rehman & Fauquet, 2009), serta
dimungkinkan memainkan peran dalam diversifikasi dan adaptasi terhadap tanaman inang
dan lingkungan yang baru (Akhtar et al., 2014).

Molekul betasatelit telah banyak ditemukan secara luas di Old World, di mana
begomovirus monopartit berada (Briddon et al., 2003). Telah disebutkan sebelumnya
bahwa begomovirus bipartit maupun monopartit dapat berasosiasi dengan betasatelit pada
beragam tanaman inang, berikut contohnya di India, betasatelit telah ditemukan berasosiasi
dengan Tomato leaf curl disease (ToLCD) (Sivalingam et al., 2010), Wheat Dwarf India
Virus (WDIV) Dberasosisasi dengan Ageratum yellow leaf curl betasatellite (AYLCB),
bahkan disertai asosiasi dengan dua spesies alfasatelit (Kumar et al., 2014). Komplek mix
infeksi begomovirus menyerang tanaman lobak yang merupakan tanaman penting di India,
disebabkan oleh asosiasi dari dua begomovirus yaitu Radish leaf curl virus (RaLCV) dan
Croton yellow vein mosaic virus India (CYVMV-IN), serta dua molekul betasatelit yaitu
Tobacco leaf curl betasatellite (TbLCB) dan Croton yellow vein mosaic betasatellite
(CroYVMB). Gejala awal yang timbul berupa daun muda melengkung/menggulung ke
bawah sekitar 3-4 minggu setelah grafting, selanjutnya berkembang menjadi gejala yang
khas berupa daun melengkung/menggulung ke atas dan ke bawah, terjadi enasi pada bawah
daun, kerdil, malformasi, serta gagal berbunga (Singh et al., 2012). Komponen spesies
yang berasosisasi antar spesies begomovirus dan betasatelit tidak selalu sama pada
berbagai inang, misalnya RaLCV dapat berasosiasi dengan ThLCB, CroYVMB, atau Chilli
leaf curl betasatellite (ChLCB), tanaman tembakau di India terdeteksi diakibatkan oleh
asosiasi begomovirus-betasatelit yaitu RaLCV dan Chilli leaf curl betasatellite (ChLCB)
(Singh et al., 2012). Contoh lainnya spesies bipartit begomovirus Tomato leaf curl New
Delhi virus (ToLCNDV) berasosiasi dengan Cotton leaf curl Multan betasatellite
(CLCuMuB) (Sivalingam & Varma, 2012). Beberapa begomovirus ada yang memiliki
hubungan fakultatif dengan komponen betasatelit, sehingga menghasilkan infeksi yang
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lebih parah tapi tidak terjadi peningkatan titer DNA virus) serta mendorong timbulnya
infeksi laten (tanpa gejala) tanpa adanya satelit (Li et al., 2005).

Sivalingam & Varma (2012) melakukan studi tentang peran betasatelit dalam
patogenesis Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV) yang merupakan begomovirus
bipartit yang menginfeksi tomat di India. Infeksi menggunakan genom DNA-A dan DNA-
B dari TOLCNDV, serta DNA dari CLCuMuB. Hasil penelitian menunjukkan bagaimana
peran ketiga komponen terhadap timbulnya gejala pada tanaman tembakau dan tomat: (a)
kedua tanaman tidak akan menimbulkan gejala jika hanya diinokulasi menggunakan
komponen DNA B, CLCuMuB, atau DNA-B + CLCuMuB, (b) gejala sangat ringan akan
timbul jika komponen DNA-A yang dinokulasikan, (c) gejala ringan dihasilkan jika
diinokulasi dengan komponen DNA-A + CLCuMuB, (d) gejala parah akan timbul jika
komponen DNA-A + DNA-B diinokulasikan, (e) sedangkan jika semua komponen
inokulum (DNA-A + DNA-B + CLCuMuB) diinokulasi akan mengakibatkan gejala yang
sangat parah. Gejala yang semakin parah tersebut, menunjukkan peran betasatelit dalam
patogenesis TOLCNDV.

Penamaan Betasatelit

Penamaan virus penting karena memberikan label yang dapat digunakan untuk
mengidentifikasi virus dengan cara singkat dan jelas. Agar lebih praktis, setiap sistem
penamaan memerlukan keseragaman didasarkan pada seperangkat aturan bahwa semua
orang dapat menerapkan dengan cara yang sama. Selama beberapa tahun terakhir telah
banyak terdeteksi kemunculan DNA-B sehingga dibutuhkan suatu standar penamaan untuk
satelit begomovirus. Sebagai contoh yaitu penamaan berdasarkan International Committee
on Taxonomy of Viruses (ICTV) menggunakan bahasa Inggris untuk menggambarkan
spesies begomovirus, selain itu jika diperlukan dapat pula disertakan deskripsi
geografisnya. Dengan demikian, bentuk penamaan spesies berupa "inang-gejala penyakit-
asal-virus", misalnya Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus, meskipun ada pula
penaman lain seperti African cassava mosaic virus (Brown et al., 2015; Fauquet et al.,
2003). Penggunaan nama deskriptif dapat digunakan untuk satelit DNA-B yang diinginkan,
berkaitan dengan asosiasinya dengan gejala penyakit, karena kebanyakan satelit DNA-f
memainkan peran utama dalam penentuan gejala. Dengan demikian penamaanya secara
sederhana dapat menggunakan nama virus untuk mendapatkan nama satelit, untuk
mencirikan satelit maka digunakan penamaan “beta” bukan memakai simbol “p”. Misalnya,
komponen DNA-B yang berasosiasi dengan Croton yellow vein mosaic akan menjadi
Croton yellow vein mosaic betasatellite, komponen DNA-B yang berasosiasi dengan
Tomato leaf curl virus akan mejadi Tomato leaf curl betasatellite (ICTV, 2023).

PEMANFAATAN BETASATELIT UNTUK PENGENDALIAN BEGOMOVIRUS

Peranan dalam keberlangsungan fungsi kehidupan suatu mahluk hidup tidak hanya
melalui peranan gen tetapi peran protein pun ikut menyumbang. Suatu gen berfungsi dalam
menyandi atau mengkode protein tertentu yang dibutuhkan, misalnya pada alur informasi
genetik yaitu dengan permulaan DNA ditranskripsikan menjadi RNA/mRNA selanjutnya
ditranslasikan untuk menjadi protein tertentu yang nantinya akan mengkode terjadinya
replikasi, pergerakan/movemen, perkembangbiakan, dan lainnya. Terganggunya proses
traslasasi protein dapat disebut dengan gen silensing, dimana terjadi suatu proses
pembungkaman ekspresi gen dan merupakan bentuk dari sebuah mekanisme pertahanan
alami suatu tanaman ataupun virus. Jika terjadi rekayasa atau dilakukan perubahan sesuai
keinginan pada mRNA, akan menggangu proses traslasasi protein, protein yang dihasilkan
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tidak sesuai bahkan tidak terbentuk maka ahirnya tidak dapat bereplikasi dan
berkembangbiak.

Pathogen-derived resistance (PDR) melibatkan penggunaan gen, komponen genetik,
faktor turunan/bagian dari suatu patogen dan dilakukan dengan tujuan melawan balik atau
melindungi tanaman dari infeksi patogen yang sama (Sharma et al., 2015). Strategi dari
PDR melibatkan ekspresi berbagai faktor turunan atau bagian dari patogen yang nantinya
merupakan cara yang lebih efektif untuk mengendalikan virus. Pendekatan PDR yang
didasarkan pada PTGS atau RNA silensing (RNAI) telah berhasil digunakan untuk virus
DNA dan RNA (Bonfim et al., 2007; Ntui et al., 2014). PTGS merupakan mekanisme
pertahanan antivirus alami yang dipicu oleh RNA untai ganda (dsRNA) dan melibatkan
degradasi sekuen spesifik RNA. RNA silensing diketahui sebagai salah satu metode
bertahan alami dalam hal melawan infeksi virus maupun kerusakan gen pada saat terjadi
penyisipan materi genetik yang tidak dikenal dari luar sel (Rishishwar & Dasgupta, 2019).
Saat ini RNA interference (RNAI) telah muncul sebagai alternatif pengendalian yang
ampuh dalam membungkam gen pada level transkripsi dan pasca transkripsi (translasi)
(Sharma et al., 2015). RNAI diadopsi dari eukariota lebih dari satu miliar tahun yang lalu
(Ghildiyal & Zamore, 2009), di mana ia berperan penting untuk mengendalikan ekspresi
gen, stabilitas genom, pembangunan, respon stres, dan pertahanan terhadap gangguan
organisme lain (Bonfim et al., 2007; Ntui et al., 2014). Suatu enzim Dicer memotong
dsRNA dengan sekuen/nukleotida panjang menjadi small interfering RNA (siRNA),
selanjutnya sistem akan memungkinkan siRNA mendegradasi mRNA target dan
mengintegrasinya sehingga terjadi pembungkaman gen, degradasi tersebut melibatkan
kompleks ribonuklease, yang menandakan adanya RNA silensing (Ntui et al., 2014).
Ribonuklease tersebut berfungsi memberikan determinan spesifik yang mengarahkan suatu
nuklease memotong mMRNA yang berpadanan dengan siRNA menjadi untai tunggal,
selanjutnya dilakukan pembungkaman gen (Ghildiyal & Zamore, 2009; Sharma et al.,
2015). Fenomena tersebut mendasari awal pengengbangan berbagai teknik terkait aplikasi
dalam menghadirkan/menyisipkan suatu siRNA ke dalam wilayah seluler target yang
diinginkan sehingga mampu untuk meningkatkan efek dari SiRNA dalam proses
pembungkaman mRNA sasaran (Sharma et al., 2015).

Penggunaan PDR melibatkan beberapa langkah berupa identifikasi gen relevan yang
akan digunakan misalnya pada gen maupun komponen genetik dari patogen yang berperan
penting untuk virulensi, patogenesis, maupun mampu menekan pembungkaman gen.
Konstruksi haipin RNA (hpRNA) yang berasal dari komponen turunan genetik dari virus
telah terbukti efisien dalam membungkam gen dan resistensi terhadap virus dibandingkan
dengan penggunaan konstruksi sense/antisense (Sharma et al., 2015). Penelitian terkait
eksplorasi fungsi gen dan rekayasa gen umumnya menggunakan hpRNA. Dalam
konstruksi hpRNA biasanya digunakan untuk menginduksi degradasi gen target melalui
mekanisme RNAI, hpRNA mengandung intron yang dirakit secara paralel (Yan et al.,
2009, 2012). Pada tumbuhan, intron mengandung hairpin RNA (hpRNA) dengan intron
menunjukkan pembungkaman gen tertinggi yang efisien. Oleh karena itu, hpRNA
konstruksi telah banyak digunakan untuk membungkam gen pada tanaman (Yan et al.,
2012).

Untuk meningkatkan potensi pembungkaman gen, langkah penting yang dilakukan
adalah dengan mendesain hairpin RNAI dari genom virus, yang didasarkan pada sifat
multifungsi dari konservasi sekuen virus target (wilayah yang lestari), protein virus, dan
potensinya untuk menjadi sSiRNA (Sharma et al., 2015; Yan et al., 2009). Begomovirus
mengkode berbagai macam protein yang melakukan beberapa fungsi dalam kesuksesan
patogenesis pada tanaman inang, gen AC1 memainkan peran penting dalam replikasi virus;
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sedangkan gen AC2 berperan sebagai aktivator transkripsional dari begomovirus dan juga
sebagai penekan membungkaman gen pada tahap transkripsi (Islam & Bhor, 2022).
Betasatelite mengkode protein BC1 yang memiliki sifat multifungsi, seperti faktor
patogenesis, penekanan aktivitas RNA silencing sehingga dapat digunakan untuk
menghalangi sinyal pembungkam gejala sistemik (Rishishwar & Dasgupta, 2019; Yang et
al., 2011). Interaksinya dengan tanaman inang untuk menciptakan kondisi yang
menguntungkan bagi helper virus dan replikasi genom betasatelit, maka ORFs yang
mengkode berbagai protein yang multitasking merupakan target potensial bagi RNAi untuk
menekan infeksi begomovirus (Sharma et al., 2015).

Berikut dijabarkan tentang contoh penerapan penggunaan betasatelit untuk
mengendalikan infeksi begomovirus pada tanaman cabai yang menyebabkan penyakit
kuning. Menurut Sharma et al. (2015) penyakit kuning pada cabai di India merupakan
salah satu penyakit yang paling merusak pada tanaman cabai, tingkat insidensi dan
keparahannya tinggi akibat munculnya begomovirus baru dengan virulensi lebih tinggi.
Sehingga pengendaliannya dikembangkan melalui pendekatan bioteknomogi dengan
memanfaatkan PDR yang dimediasi RNAI, dalam prosesnya digunakan tanaman model
berupa tembakau (Nicotiana bethaiana) agar lebih mudah dalam evaluasi ekspresi
trangenik dari kontruksi hpRNA.

Kontruksi hpRNA dimungkinkan agar dapat mengandung intron yang sederhana namun
efisien dalam menekan infeksi begomovirus. Sharma et al. (2015) telah menghasilkan
tanaman transgenik tembakau (N. benthamiana) yang menyimpan konstruksi dua intron
hairpin RNAI yang berbeda yaitu wilayah target (TR/target region) pertama [TR1
(AC1/AC2)] dan kedua [TR2 (ACI1/AC2/BC1)] yang menggunakan wilayah lestari
(conserved regions) dari genom virus dan betasatelit. Vektor konstruksi RNAI dipilih dari
wilayah lestari dengan ukuran sebesar 417 bp (AC1/AC2) dari begomovirus yang
menginfeksi tanaman cabai dan sebesar 193 bp (BCl) dari betasatelit yang telah
diamplifikasi mengunakan polymerase chain reaction (PCR). Isolat tersebut berasal dari
hasil infeksi klon Chilli leaf curl virus-Pakistan (ChiLCV-PK) dan Tomato leaf curl
Bangladesh betasatellite (ToLCBDB). Konstruksi ini kemudian dimobilisasi dalam
Agrobacterium tumefaciens strain EHA105 melalui metode freeze dan thaw (guna
meningkatkan mobilitas).

Penelitian Sharma et al. (2015) menggunakan wilayah lestari yang sesuai untuk AC1
(mengkode protein yang terkait replikasi), AC2 (mengkode protein yang terkait aktivator
transkripsi) ORFs dari genom begomovirus dan ORF BC1 (penentu patogenisitas) dari
genom betasatelit. Protein-protein tersebut dikodekan oleh tiga ORFs yang memainkan
peran penting dalam pergerakan virus, replikasi, patogenesis, dan menekan membungkam
gen. Wilayah target (TR) hpRNA diklon sebagai sense dan antisense yang dipisahkan oleh
gen intron PDS, digunakan pula Cauliflower mosaic virus 35S sebagai promoter; dan
PACaMV Cauliflower mosaic virus sebagai terminator.

Proses pembungkaman gen yang dimediasi melalui RNAI sering menghasilkan efek
ketidaksesuaian target (off target). Efek ini terjadi ketika sSIRNA yang diturunkan transgen
dapat membungkam transkrip gen inang yang berbeda daripada yang ditargetkan, yang
menyebabkan fenotip yang tidak biasa atau abnormal (Rishishwar & Dasgupta, 2019).
Sehingga dilakukan analisis komputasi sekuen virus untuk menganalisis fungsi potensi
target RNAi dan untuk meminimalkan efek ‘off target’ dari target sekuen turunan siRNA
(Sharma et al., 2015).

N. benthamiana diketahui dapat menyediakan sistem yang sangat baik dalam hal
transformasi genetik dan untuk mempelajari infektivitas virus sehingga Sharma et al.
(2015) memilihnya sebagai tanaman model. Tanaman tembakau transgenik yang
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mengekspresikan hairpin RNAiI menunjukkan fenotipe yang normal sama dengan
tembakau yang bukan transgenik, hal ini menunjukkan tidak adanya efek ‘off target” dari
target sekuen turunan siRNA.

Berdasarkan hasil penelitian Sharma et al. (2015), tanaman transgenik tembakau telah
menunjukkan resistensinya terhadap beberapa spesies begomovirus yang telah
diinokulasikan yaitu Chilli leaf curl virus-Pakistan isolat Varanasi (ChiLCV-PK)
monopartit, Chilli leaf curl Vellanad virus (ChiLCVeV) monopartit, dan Tomato leaf curl
New Delhi virus-isolat chilli (ToLCNDV-Chilli) bipartit. Galur tembakau transgenik yang
menggunakan TR1 lebih menunjukkan resistensinya terhadap spesies begomovirus bipartit,
sedangkan TR2 resisten terhadap spesies begomovirus bipartit dan monopartit. Diduga
TR1 hanya berisi gen dari genom begomovirus (DNA-A) sehingga hanya efektif pada
target begomovirus bipartit. Sedangkan TR2 berisi gen dari genom begomovirus dan
betasatelit, sehingga memiliki kemampuan efektif penegendalian pada begomovirus
bipartif maupun monopartit.

Menurut Sharma et al. (2015) sifat resistensi pada galur transgenik dibuktikan melalui
gejala yang melemah/tertunda serta penurunan titer virus dibandingkan dengan tanaman
yang bukan transgenik. Hal tersebut ditandai dengan adanya degradasi transkrip
begomovirus berupa jumlah siRNA yang dihasilkan, termediasi oleh RNAi sehingga
menganggu proses replikasi. siRNA terlibat dalam PTGS yang berhubungan dengan
pembungkaman gen, melalui tahapan metilasi DNA. Menurut Yang et al. (2011) metilasi
DNA salah satu aktivitas genetik dalam menekan virus melalui penghambatan akses faktor
transkripsi dan enzim yang diperlukan untuk ranskripsi, mengikat protein pengikat metilasi
yang dapat menghalangi aktivitas gen, mampu berinteraksi dengan mRNA dan menganggu
proses transasi protein. Selain itu gen PBC1 dapat berinteraksi dengan S-adenosyl
homocysteine hydrolase (SAHH) yang merupakan enzim siklus metilase yang dibutuhkan
dalam pembungkaman gen (TGS). Dengan begitu dapat diketahui bahwa penggunaan gen
betasatelit yaitu BC1 dapat memberikan dampak efektif dan perluasan dalam kisaran
pengendalian untuk begomovirus bipartif maupun monopartit. Penelitian betasatelit terus
berlanjut hingga saat ini, di Indonesia baru-baru ini telah dilaporkan adanya asosiasi
molekul satelit dengan spesies begomovirus yaitu Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi
virus yang menginfeksi tanaman terung (Kandito et al., 2020), dan Pepper yellow leaf curl
Indonesia virus pada tanaman kacang panjang (Pertiwi et al., 2021). Hasil penemuan
tersebut dapat menjadi bahan pertimbangan dalam pengembangan riset di Indonesia terkait
pengendalian begomovirus yang memanfaatkan asosiasinya dengan betasatelit melalui
pendekatan bioteknologi.

KESIMPULAN

Asosiasi begomovirus monopartit dan bipartit dengan betasatelit dapat menimbulkan
gejala lebih komplek yang berkaitan dengan peranan gen BC1. Adanya asosiasi tersebut
dapat dijadikan alternatif pengendalian dengan memanfaatkan penerapan RNAI untuk
mengontrol infeksi begomovirus. Diterapkan dengan cara menghasilkan tanaman
transgenik yang menyimpan konstruksi dua intron hairpin RNAIi yang berbeda dengan
menggunakan wilayah lestari dari genom virus dan genom betasatelit. Tanaman transgenik
yang dihasilkan mampu menekan infeksi begomovirus monopartit dan bipartit.
Pengendalian melalui pendekatan bioteknologi ini dapat menjadi bahan pertimbangan
dalam pengembangan resistensi terhadap begomovirus lainnya yang juga berinteraksi
dengan betasatelit.
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