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RINGKASAN

ENDANG BUDI TRISUSILOWATI. Studi Sifat Virus Penyebab Penyakit Kru-
puk pada Tanaman Tembakau (Nicofiama tabacum L.) (Di bawah bimbingan
RUSMITAH SUSENO, sebagai ketua, dan SCEMARTONO SOSRCMARSONO, BARIZI,

SOEDARMADI HARDJOSUWIGNJO, M. ANWAR NUR, sebagai anggota).

Penyakit krupuk pada tembakau merupakan salah satu penyakit yang
sangat mempengaruhi kualitas hasil, khususnya pada budidaya tembakau
cerutu. Penyakit tersebut disebabkan oleh virus yang ditularkan oleh
Bemum sp.

Untuk dapat mengatasi masalah penyakit krupuk tembakau dengan
usaha pengerndalian yang terarah, perlu diketahui lebih banyak menge-
nai sifat-sifat virus penyebab penyakit. Penelitian ini dimaksudkan
untuk mendapatkan infarmasi mengenai (i) variasi gejala yang disebab-
an virus krupuk tembakau pada jenis tanaman inang tertentu, (ii) pe-
nularan virus penyebab penyakit , (iii) sifat serologi; dan (iv) mikros-
kopi virus.

Variasi gejala krmupuk t_embakau diamati pada tanaman tembakau yang
terinfeksi di lapang maupun yang terinfeksi dari hasil inokulasi buat-
an. Gejala diamati pula pada tumbuhan lain yang dapat terinfeksi da-
ri hasil uji inokulasi.

Penularan virus dilakukan dengan penyambungan maupun melalui se-
rangga vektor. Penularan virus diuji pada tanaman tembakau (Nicotiana
tabacum L.), kapas (Gossypium hirnsutum L.), tomat (Lycopersicon escu-
Lentum Mill.), terung panjang (Solanum melongena L.), terung (Sofanum

khas<anum L.), tembakau (Nicotiana glutinosda.L.), wedusan (Ageratum
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conyzoides L.), kacang tanah (Arachis hypogaea L.) ,dan kedelai (GLy-
cine max Merr.). Sebagai sumber inckulum awal untuk penularan diguna-
kan tanaman tembakau (N; tabacum) yang terinfeksi virus krupuk temba-
kau diperoleh dari lapang.

Penularan dengan penyambungan dilakukan melalui penyambungan sam-
ping yaitu dengan menyisipkan ujung petiola dari daun tanaman sakit
yang digunakan sebagai inckulum pada bagian batang tanaman sehat yang
diuji. Untuk penularan virus pada tanaman tembakau digunakan sumber
inokulum tanaman sakit dengan berbagai gejala yang didapatkan dari la-
pang, sedang untuk tanaman uji yang lain hanya digunakan tanaman sakit
dengan gejala yang dicirikan sebagai gejala krupuk isalat-l.

Penularan virus melalui serangga diuji dengan mempelajari (i) je-~
nis serangga vektor, (ii) jumlah serangga vektar per tanaman yang efek-
tif untuk imokulasi, (iii) penularan virus pada beberapa jenis tanam-
an, dan (iv) pengaruh jenis tanaman inang virus sebagai sumber inocku-
lum untuk penularan. Spesies serangga yang diuji sebagai vektor ada-
lah dua spesies kutu Aleyrodidae yaitu Bemisia tabaci Genn. asal kede-
lai dan kutu Aleyrodidae asal tembakau, serta kutudaun Myzus persicae
Sulzer. Pengujian jumlah serangga vektor per tanaman yang efektif un-
tuk inckulasi dilakukan dengan menggunakan jumlah serangga sebanyak
1-50 ekor per tanaman. Sebagai sumber inokulum digunakan tanaman tem-
bakau yang terinfeksi dengan gejala krupuk isolat-l. Untuk penularan
virus ke beberapa jenis tanaman lain yang juga telah diuji melalui pe-
nularan dengan penyambungan, digunakan spesies serangga yang berhasil
menularkan virus sebanyak 20 ekar per tanaman. Kemudian beberapa

jenis tanaman yang dapat terinfeksi dengan penularan tersebut yaitu
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tamat, S. khasianum, dan A. conyzoides diuji pengaruhnya sebagai sum-
ber inokulum untuk penularan virus, dan tanaman tembakau sakit diguna-
kan sebagai pembanding. Jumlah serangga yang digunakan untuk penular-
an tersebut sebanyak 1, 2, 3, 5, dan 20 ekor per tanaman. Penularan
virus melalui serangga semua dilakukan dengan lama akuisisi dan inoku-
lasi virﬁs masing-masing 24 jam. Pada semua uji penularan virus, pe-
ngamatan terutama terhadap jumlah tanaman yang terinfeksi pada setiap
uji dan masa inkubasi virus dalam tanaman.

Antigenisitas virus krupuk tembakau diuji dengan menentukan titer

antiserum virus melalui beberapa metode pengujian serologi yaitu meto-

de micho-precipitin, Ouchterlony, dan Indirect Enzyme-Linked Immunosor-

bent Assay (1-ELISA). Antiserum virus dihasilkan dari serum darah ke-

linci yang telah diimunisasi dengan suspensi virus "murni-sebagian" di-
peroleh dari pemurnian ekstrak jaringan tanaman tembakau yang terinfek-
si dengan gejala krupuk isolat-l. Antiserum tersebut juga diuji apakah
dapat diguriakan untuk mendeteksi kembali virus pada beberapa cairan pe-
rasan tanaman sakit yang terinfeksi virus krupuk tembakau. Untuk ke-
perluan tersebut digunakan cairan perasan tanaman tomat, S. khasianum,
A. conyzoides, dan tembakau. Cairan perasan tanaman tembakau sehat di-
gu\nakan sebagai kantrol, dan suspensi virus "murni-sebagian" sebagai
pembanding. Pengujian dilakukan dengan metode Ouchterlony dan T-ELISA.
Untuk mengetahui pengaruh infeksi virus krupuk tembakau terhadap
perubahan yang terjadi pada nukleus sel jaringan floem tanaman yang

terinfeksi dan kemungkinan adanya pembentukan badan inklusi virus di

dalam nukleus, dilakukan pengamatan irisan jaringan tanaman dengan mi-

kroskop cahava melalui pewarnaan irisan menggunakan Azure-A 0.1%.
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Pengamatan dilakukan pada jaringan tanaman tembakau sakit dari dua ta-
naman dengan gejala krupuk yang berbeda dari hasil inokulasi buatan.
Kedua tamaman tersebut yaitu tanaman dengan gejala krupuk isolat-1
dan krupuk isolat-2. Perubahan pada bentuk dan ukuran nukleus sel ja-
ringan tanaman yang terinfeksi tersebut dibandingkan dengan nukleus
sel jaringan tanaman yang sehat.

Untuk mengetahui bentuk partikel virus krupuk tembakau dilakukan
pengamatan dengan mikroskop elektron melalui beberapa metode pengamat-
an yaitu metode celup, irisan halus, dan Immunosorbent ELectron Mi-
croscopy (ISEM).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat lebih dari satu strain
virus yang menyebabkan penyakit krupuk pada tembakau dengan gejala yang
sangat bervariasi. Dari hasil inokulasi buatan dibedakan dua isolat
virus krupuk tembakau yaitu isolat-l dan isolat-2. Isolat-l menyebab-
kan gejala perubahan bentuk daun pada tanaman dengan tepi helaian daun
yang sebagian besar menggulung ke arah permukaan atas daun dan ada juga
yang melengkung ke bawah, tulang daun tengah dan tulang-tulang daun la-
teral berkelok-kelok sehingga permukaan helaian daun berkerut tidak
teratur, dan terjadi penebalan tulang daun yang disertai ada atau tidak
adanya perturbuhan enasi. Isolat-2 pada tanaman menyebabkan gejala
yang hampir menyerupai gejala krupuk isolat-1 tetapi disertai dengan
terbentuknya penebalan pada bagian-bagian tertentu secara merata pada
semua tulang daun lateral yang dari permukaan bawah daun tampak seperti
kerutan dengan warna lebih hijau daripada bagian yang tidak mengalami
penebalan. Gejala krupuk isolat-l tersebut diduga mirip dengan gejala

vang oleh Thung (1932) disebut sebagai gejala keriting (cutl atau
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cuinkle), sedang gejala krupuk isolat-2 cenderung lebih menyerupai ge-

jala krupuk biasa (common kRrupuk). Bentuk penebalan pada gejala iso-
lat-2 tampak merupakan salah satu bentuk dari enasi dan merupakan ci-
ri gejala yang membedakan dengan gejala krupuk yang lain, maka penulis
cenderung untuk menyebut gejala krupuk isolat-2 ini sebagai krupuk
enasi.

Kedua isolat virus krupuk tembakau tersebut dapat ditularkan de-
ngan penyambungan dan melalui vektor. Spesies vektor yang dapat menu-
larkan virus yaitu kutu Aleyradidae tembakau, yang diidentifikasi se-
bagai Bemisia sp. Kutudaun M. persicae dan B. ftabaci asal kedelai ti-
dak menulairkan virus krupuk tembakau. Penularan kedua isolat virus
itu lebih mudah dilakukan dengan penyambungan daripada melalui Bemd-
A4a sp., dian dengan melalui Bemisia sp. penularan lebih mudah dilaku-
kan untuk isolat-2 daripada isolat-l.

Virus krupuk tembakau isolat-1 dapat menginfeksi tomat, S. kha-~
sdanum, N. glutinosa, dan A. conyzodides, dan tidak pada kapas, terung
panjang, kacang tanah, dan kedelai. Gejala pada tanaman yang terin-
feksi tersebut sistemik yaitu perubahan bentuk daun menjadi melengkung
dan berkerut, ukuran daun lebih kecil daripada daun yang namal, daun
lebih kaku dan rapuh, serta pertumbuhan tanaman terhambat. Pada se-
mua tanaman tidak didapatkan gejala lesio ldkal.

Penularan virus krupuk tembakau isolat-1 oleh Bemisia sp. lebih
mudah dilakukan dari tembakau ke tomat dan A. conyzodides daripada da-
ri tembakau ke tembakau, N. glutinosa, dan S. khasianum. Penularan
juga lebih mudah dilakukan dari tomat ke tembakau daripada dari

S. khasianum dan A. conyzoides ke tembakau. Satu ekor Bemisia sp.
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per tanaman mampu menularkan virus dari tamt dan A. conyzoddes sakit
ke tembakau sehat, sedang untuk penularan dari tembakau sakit ke tem-
bakau sehat diperlukan minimum 3 ekor per tanaman. Persentase tanam-
an yang terinfeksi pada penularan virus dengan 1-3 ekor serangga per
tanaman relatif rendah, tetapi persentase tersebut meningkat dengan
jumlah serangga untuk inokulasi yang lebih banyak. Persentase infek-
si yang dihasilkan pada penularan dengan tomat sebagai sumber inoku-
lum juga relatif lebih tinggi daripada apabila tembakau, S. khasianum,
dan A. conyzoides yang digunakan sumber inokulum. Oleh karena itu di-
bandingkan dengan A. conyzoides dan S. khasianum, tomat merupakan sum- °
ber inokulum yang lebih baik dan dapat menjadi sumber virus yang po-
tensial untuk penyebaran di lapang.

Masa inkubasi virus krupuk tembakau berbeda pada inang yang ber-
beda dan masa inkubasi tersebut akan lebih lama apabila penularan di-
lakukan dengan vektor daripada apabila dengan penyambungan. Masa in-
kubasi virus dalam tanaman tembakau berkisar antara 19-46 hari pada
penularan dengan vektor, dan hanya 9-26 hari apabila penularan dila-
kukan dengan penyambungan.

Spektrum absorbsi-UV virus krupuk tembakau isolat-l '"murni-seba-
gian" menunjukkan bentuk spektrum absorbsi nukleoprotein dengan maksi-
mum dan minimum masing-masing pada panjang gelombang 260 dan 245 nm
dan ratio A280/A26O = 0.69. Virus krupuk tembakau isolat-1l tersebut
bersifat antigenik dengan titer antiserum 1/128 dan 1/12 masing<masing
dihasilkan dengan metode uji micro-precipitin dan Ouchterlony, dan
sampai titer 1/4096 masih menunjukkan reaksi positif apabila digunakan

metode T-ELTSA. Melalui metode T-ELISA juga dapat dibuktikan bahwa

L
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antiserum tersebut dapat digunakan untuk mendeteksi kembali virus kru-
puk tembakau isolat-1 pada beberapa tanaman yang terinfeksi.

Hasil pengamatan mikroskop elektron dengan metode ISEM menunjuk-
kan bahwa dalam suspensi virus terdapat bentukan yang diduga pertikel
virus dengan bentuk isometrik ganda berukuran 17 X 29 nm. Pengamatan
‘dengan mikroskop cahaya untuk mengetahui terdapatnya badan inklusi via‘
rus di dalam nukleus sel jaringan yang terinfeksi tidak memberikan ha-
sil seperti yang diharapkan. Tetapi terjadinya hipertrofi pada nuklei
dan nukleoli sel jaringan floem yang terinfeksi diduga merupakan perwu-
judan awal dari infeksi sebelum perubahan struktur nuklear dan nukleo-
lar yang lain.

Berdasarkan sifat-sifat virus tersebut maka virus kr;puk tembakau
dapat digolongkan sebagai salah satu virus dari kelampok virus gemini

yang ditularkan oleh Bemis{ia sp.
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PENDAHUTIUAN

{atar Belakang Masalah

Masa lah hama dan penyakit merupakan salah satu faktar yang menen-
tukan berhasil atau tidaknya pembudidayaan tembakau , karena dapat me-
nurunkan produksi baik kuantitas maupun kualitas. Mengingat tembakau
merupakan salah satu kanaditi ekspor Indonesia yang penting selain un-
tuk memenuhi kebutuhan kosumsi dalam negeri, masalah tersebut tidak
dapat diadbaikan.

Penyakit krupuk merupakan salah satu penyakit yang sangat mem-
pengaruhi kualitas hasil terutama untuk jenis tembakau cerutu. Akibat
penyakit tersebut daun tanaman mengalami perubahan bentuk dengan tepi
daun yang urumnya merggulung ke atas, tulang daun menebal dan berke-
lck-kelok, permukaan daun tidak rata, dan daun menjadi lebih kaku dan
rapuh sehingga tidak épat digunakan sebagai daun pembungkus. Menurut
Thung (1932) penvakit krupuk disebabkan aleh virus yang ditularkan
oleh Bemisiat sp. dan dengan penyambungan. Thung (1949, dalam Sema-
rgeen, 1971) kemudian melaparkan bahwa Bemisia tabaci Genn. merupakan
vektor virus krupuk tembakau yang penting.

Di Indanesia penyakit krupuk tembakau dianggap kurang berarti apa-
bila dibandingkan dengan penyakit virus mosaik tembakau, karena lebih
jarang terdapat (Semangcen, 1971). Namun demikian ledakan penyakit
tersebut dengan intensitas yang berat terjadi pada musim tanaman 1984/
1985 di beberapa daerah tembakau di Jawa Timr. Di daerah Bojonegaro
pada saat terjadi ledakan, luas pertanaman yang rusak akibat penyakit

krupuk ditaksir mencapai sekitar 30 persen dari seluruh luas areal
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pertanaman tembakau (Pcebokoescemo, 1984) . Dibandingkan dengan keada-
an pada tahun-tahun sebelumya yang hanya merusak luas rertanaman ber-
kisar antara 2-3 persen, maka penyakit tersebut perlu mendapatkan per-
hatian.

Pengetahuan mengenai penyakit krupuk tembakau di Indonesia masih
sangat terbatas. Sejak penelitian Thung (1932) tidak banyak dilapar-
kan tentang hasil-hasil perelitian penyakit ini. Dilihat dari segi
perbedaan gejala krupuk pada tanaman tembakau vang terinfeksi, kemng-
kinan ada lebih dari satu jenis virus yang menyebabkan penyakit krupuk
paxda tembakau. Thung (1932) membedakan tiga macam penyakit krupuk pa-
da tembakau dengan gejala yang berbeda masing-masing disebut sebagai
krupuk biasa (common krupuk), keriting (curl atau erdnkfe), dan krupuk
jernih (thansparent krupuk). Mengenai perbedaan gejala ini masih per-—
lu ditinjau kembali karena diduga telah terjadi berbagai variasi.

Perkembangan penyakit krupuk tembakau antara lain dipengaruhi
oleh populasi dan kemampuan serangga vektarnva menularkan virus. Da-
lam tahun-tahun skhir ini banyak diberitakan bahwa populasi B. fabaci
cukup tinggi dan menyerang tanaman kedelai di berbagai daerah di Indo-
nesia. Populasi B. fabaci yang cukup tinggi pada pertanaman kedelai
tersebut mungkin ada hubungannya dengan ter jadinya ledakan penyakit
krupuk pada tembakau. Untuk membuktikan hal tersebut kemampuan B. fa-
baci asal pertanaman kedelai untuk menularkan virus krupuk tembakau
perlu diuji.

B. ftabaci diketahui mempunyai kisaran inang yang luas, selain se-
bagai hama juga merupakan vektar dari sejumlah besar virus tanaman

(Kalshoven, 1981). Gejala krupuk seperti pada tembakau sering di jumpai
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pada berbagai tumbubhan gulma maupun tanaman budidava yang telah dila-
parkan sebagai inang B. fabaci. Apakah penyebab gejala krupuk pada
berbagai tanaman tersebut berasal dari tembakau masih harus dibukti-
kan, sebab apabila memang benar maka penyebaran virus krupuk tembakau
aleh vektarnya juga akan membahayakan tanaman budidaya yang lain.

Agar lebih dapat membandingkan antara virus krupuk tembakau de-
ngan virus penyebab gejala krupuk yang lain, perlu dipelajari marfolo-
gi partikel virus dan beberapa sifat lainnya. Pengetahuan yang lebih
banyak mengenai sifat virus penyebab penyakit krupuk tembakau tersebut
diperlukan, karena akan sangat membantu dalam usaha mengatasi masalah
penyakit itu. Berdasarkan pemikiran tersebut maka penelitian ini di-

lakukan.

Tuiuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari sifat virus krupuk tem-—
bakau antara lain melalui variasi gejala yang diakibatkan pada beberapa

spesies inang, penularan virus, serologi, dan morfologi partikel virus

melalui mikroskopi.
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TINJAUAN PUSTAKA

Penyebaran Penyakit

Penyakit krupuk tembakau tersebar di semua tempat penghasil tem-
bakau di daerah tropis maupun subtropis yaitu di Afrika, India, Indo-
nesia, Australia, Filipina; Rumania, Rusia, Brazil, Puerto Rico, Vene-
zuela, Kolambo, Madagaskar, Maroko, Meksiko, Panama, Taiwan, Jepang,
dan Amerika Serikat (Wolf, Whitcamb, dan Mconey, 1949; Lucas, 1975;
Osaki dan Inouye, 1981). Menurut Thung (1932) penyakit krupuk di Ja-
wa kemungkinan sama dengan penyakit yang oleh beberapa peneliti sebe-
1lun Thung dissebut sebagai gila (Jochems), krupuk dan krekoh (Keucheni-
us, Gandrup, dan Schweizer), faltenzwerg (Peters dan Schwartz),
cninkle (Robexrts), dan cninkly dwarf (Storey). Kemudian Wolf et al.
(1949) dan Lucas (1975) mengemukakan bahwa penyakit krupuk tembakau
selanjutnya disebut dengan nama yang berbeda menurut bahasa yang digu-
nakan oleh setiap peneliti yaitu sebagai krupuk dan krekoh (Jawa), gi-
la (Deli), faltenzwerg (Jerman), Leaf cul, crinkle, crninkly dwarf
atau cabbaging (Inggris), serta kroeshaar dan krwulziekte (Belanda).
Nama yang kemudian secara umum digunakan di Indonesia untuk penyakit
tersebut ialah krupuk.

Di Indonesia penyakit krupuk tembakau banyak terdapat di Jawa
dan Sumatera. Di Jawa luas pertanaman yang rusak akibat penyakit ter-
sebut mencapai hampir 20 persen dari luas semua areal pertanaman tem-
bakau (Departemen Pertanian, 1983). Menurut Poerbokoesoemo (1984) pa-
da saat terjadinya ledakan penyakit pada musim tanam 1984/1985, luas

pertanaman yang rusak akibat penyakit tersebut ditaksir mencapai
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sekitar 30 persen dari luas areal pertanaman tembakau. Penyakit ter-
sebut dilaporkan pula tersebar merata di setiap areal pertanaman de-
ngan persentase dan intensitas penyakit yang berbeda-beda.

Penyakit krupuk juga pernah merupakan penyakit yang paling meru-
gikan pada pertanaman tembakau di Afrika Timur, Rhodesia, dan di dae-
rah Transvaal (Afrika Selatan) karena hampir 50 persen dari luas per-
tanaman dan bahkan ada yang keseluruhan luas pertanaman terinfeksi
(Moore, 1933 dalam Wolf et af., 1949). Di Venezuela selama musim ke-
ring luas pertanaman yang terinfeksi biasanya berkisar 5-10 persen,
meskipun di tempat-tempat tertentu semua areal pertanaman terinfeksi.
Menurut Pal dan Tandon (1937) di India Utara luas pertanaman yang ter-
infeksi juga berkisar 5-10 persen, dan hanya di beberapa kebun ter ja-

di serangan pada semua tanaman.

Etiologi dan Gejala

Penyakit krupuk tembakau pertama kali dilaporkan terdapat di In-

donesia oleh Peters dan Schwartz pada tahun 1912. Penyebab penyakit
tersebut tidak diketahui sampai Starey (1931) dan Thung (1932) secara
hampir bersamaan melaporkan bahwa penyakit krupuk tembakau disebabkan
oleh virus yang ditularkan melalui spesies serangga Aleyradidae.
Sharp dan Wolf (1949) yang pertama kali mengamati terdapatnya partikel
virus krupuk tembakau dalam cairan perasan tanaman tembakau yang ter.-
infeksi, dan mendapatkan bahwa partikel tersebut berbentuk tongkat de-
ngan ukuran 15 X 280-1140 nm yang hampir mirip dengan partikel virus

mosaik tembakau. Sharp dan Wolf (1951) dari hasil pengujian berikut-

nya kemudian melaporkan bahwa partikel virus krupuk tembakau tersebut
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ternyata tidak berbentuk tongkat tetapi merupakan partikel yang halus,
berbentuk isametrik dengan diameter 39 nm. Dua dasawarsa setelah pene-
muan tersebut Kiriyama (1972, dalam Lucas, 1975) kemudian mengemukakan
bahwa partikel virus krupuk tembakau tersebut berukuran 30 nm. Menu-
rut Kitajima dan Costa (1964, dalam Costa, 1969) sebagian besar virus
yang ditularkan oleh serangga Aleyrodidae yang telah diuji umumya me-
mang berbentuk isametrik.

Selanjutnya Osaki dan Inouye (1978) dengan menggunakan suspensi
murni virus krupuk tembakau berhasil mendapatkan bahwa partikel virus
tersebut berbentuk isametrik yang senantiasa terdapat dalam keadaan
berpasang-pasangan (ganda) , menggambarkan suatu bentuk partikel gemi-
ni dengan ukuran 15-20 X 25-30 nm. Berdasarkan hasil penemuan terse~
but kemudian diduga bahwa virus krupuk tembakau termasuk ke dalam ke-
lanpok virus gemini. Menurut Bock (1982) kelampck virus gemini meru-
pakan golongan virus yang mempunyai asam nukleat dalam bentuk deoksi-
ribonukleat (DNA), lokasinya dalam tanaman terbatas pada jaringan flo-
em, dan ada kecenderungan bahwa partikel virus terakumulasi di dalam
nukleus sel jaringan flocem yang terinfeksi.

Penyakit krupuk tembakau jarang dijumpai di pembibitan tembakau.
Gejala penyakit tersebut pada tanaman biasanya baru terlihat setelah
2-3 minggu sejak bibit dipindahkan ke lapang. Infeksi virus penyebab
penyakit tersebut pada tanaman yang masih muda menyebabkan pertumbuh-
an tanaman terhambat, tanaman jarang dapat tampak namal kembali dan
bahkan dapat menjadi rusak sama sekali. Daun yang masih muda pada
setiap umur tanaman merupakan bagian yang rentan. Daun pada bagian

atas yang dekat dengan titik tumbuh tanaman tampak menggulung dan



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

b
menjadi keriting, sedang daun yang letaknya lebih di bawah dan sudah
lebih tua tetap normal dan tanaman yang sakit biasanya juga menjadi
kerdil (Wolf et af., 1949).

Thung (1932) membedakan tiga gejala krupuk pada tanaman tembakau
yang terinfeksi virus krupuk tembakau yaitu gejala krupuk biasa, keri-
ting, dan krupuk jernih. Tanaman dengan gejala krupuk biasa menunjuk-
kan tepi daun yang melengkung ke arah permukaan bawah daun, helaian
daun tidak rata, pada permukaan bawah daun tulang daun tampak berkelock—
kelck dengan penebalan pada tempat-tempat tertentu yang sering berkem-
bang menjadi enasi. Tanaman yang digolongkan menunjukkan gejala keri-
ting yaitu tanaman yang seluruh bagian tepi daunnya melengkung ke arah
permukaan bawah daun, helaian daun diantara tulang-tulang daun lateral
menonjol ke arah permukaan bawah daun sehingga tampak bergelambang, dan
pada permukaan bawah daun tulang daun berkelok-kelok serta terdapat
pembentukan enasi. Pada krupuk jernih tanaman menunjukkan tepi daun
yang melengkung ke arah permukaan atas daun, tidak terjédi penebalan
tulang daun dan pembentukan enasi tetapi tulang daun terutama tulang-
tulang daun lateral menjadi jernih.

Pal dan Tandon (1937) melaparkan bahwa di India terdapat lima ma-
cam gejala krupuk tembakau yang masing-masing disebut sebagai krupuk
A, B, C, D, dan X. Pada krupuk A dan B pertumbuhan tanaman jelas ter-
hambat, daun lebih hijau daripada yang normal, dan ada pembentukan ena-
si. Krupuk A mempunyai daun yang lebih kecil, lebih berkerut dan tebal,
serta menjadi kaku dan rapuh, sedang pada krupuk B daun tidak menebal
dan tidak kaku. Pada krupuk C dan D tulang daun menjadi jernih, dan

tidak terdapat pembentukan enasi. Krupuk C dapat dibedakan dari D,
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karena pada C terdapat penebalan berwarna hijau pada tempat-tempat
tertentu sepanjang tulang daun. Krupuk X merupakan bentuk yang berva-
riasi dan tampak merupakan campuran dari beberapa atau semua bentuk
krupuk yang lain.

Menurut Pal dan Tandon (1937) beberapa diantara gejala krupuk
tersebut ada kemungkinan sama seperti yang didapatkan oleh Thung (1932)
di Jawa. Krupuk A diduga identik dengan bentuk keriting dari Thung
(1932) , sedang krupuk C menyerupai krupuk jernih. Pada krupuk A ter-
bentuk sejumlah enasi yang berdasarkan bentuknya dibedakan menjadi ti-
ga macam yaitu (1) seperti jumbai-jumbai, (2) seperti mangkck dan ti-
dak bertangkai, dan (3) seperti mangkok dan bertangkai.

Berdasarkan perbedaan gejala krupuk tersebut Kerling (1933) men-
duga bahwa ada lebih dari satu virus yang termasuk dalam satu kumpulan
virus krupuk tembakau, yang masing<masing ditularkan oleh serangga
Aleyrodidae. Pal dan Tandon (1937) menganggap bahwa krupuk A, B, C,
dan D disebabkan oleh virus yang berbeda dan disebut sebagai virus
krupuk tembakau 1-4, sedang krupuk X diduga disebabkan oleh campuran
dari dua atau lebih virus-virus tersebut dalam kambinasi yang berbeda.
Keempat gejala krupuk tersebut yaitu krupuk A, B, C, dan D dengan mu-
dah dapat segera dipisahkan, sedang krupuk X sangat bervariasi dan da-
pat mendekati setiap gejala krupuk yang lain. Krupuk A tampak yang
paling virulen dan berturut-turut diikuti oleh B, D, dan C. Gejala
krupuk C yang paling lemah dan tidak selalu dengan mudah dibedakan da-

ri tanaman yang sehat, tetapi mengenai kuat atau lemahnya gejala ter-

sebut juga dipengaruhi oleh varietas tembakau.
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Beberapa peneliti menganggap bahwa virus krupuk tembakau identik
dengan virus krupuk ubi kayu (Manihot esculenta Gronz.) dan virus kru-
puk kapas (Gossypium hirnsutum L.), tetapi dari hasil inckulasi silang
Wolf et al. (1949) menyimpulkan bahwa ketiga virus tersebut adalah vi-
rus yang berbeda dan diduga ketiga virus itu sebagai penyebab penyakit
krupuk tembakau. Osaki dan Incuye (1978) melaporkan bahwa virus krupuk
tembakau di Jepang identik dengan fomato yellow dwanf virus, yang me-
nurut Osaki dan Inouye (1981) pada tanaman tembakau virus umumya meng-
akibatkan pertumbuhan tanaman terhambat, batang terpilin, daun meleng-
kung dan berkerut dengan ukuran yang lebih kecil daripada yang normal,
tulang daun terpilin dan sepanjang tulang daun sering terbentuk pene-
balan berwarna hijau atau enasi. Pada tanaman tomat virus menyebabkan
daun tanaman melengkung, berkerut, dan menguning, dan pada cabai geja-
la yang ditimbulkan ialah daun melengkung, menggulung, berkerut, pele-
puhan, dan pembengkakan tulang daun.

Bermacam-macam gejala yang lain juga dihasilkan pada beberapa ta-
naman seperti pada Datura stramonium, virus menyebabkan tulang daun la-
teral pada daun yang muda menjadi transparan dan diikuti dengan terja.
dinya klarosis pada daerah diantara tulang-tulang daun lateral. Sela-
in itu pertumbuhan tinggi tanaman juga terhambat disertai dengan ukur-
an daun yang lebih kecil daripada narmal, serta daun melengkung dan
terpilin seperti spiral (Osaki dan Inauye, 1981). Infeksi virus kru-
puk tembakau tersebut pada Nicotiana glutinosa menyebabkan daun tanam-
an menjadi melengkung, keriting dengan ukuran yang tetap kecil, dan

kadang-kadang enasi atau penebalan berwarna hijau terbentuk pada se-

jumlah besar tulang daun lateral.
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Penularan Virus

Vims krupuk tembakau ditularkan oleh vektor Bemisia sp. maupm
dengan secara penyembungan, dan tidak melalui cairan perasan tanaman
sakit, biji, maupun melalui tanah (Thung, 1932). Penularan dan pemen—

caran virus tersebut di lapang termgantung pada aktivitas Bemisdia.
Penularan Melalui Serangga

Hopkins (1932) , Wolf et al. (1949), dan Thung (1949, dalam Se-
mangcen, 1971) melaporkan bahwa B. fabaci merupakan vektar virus kru-
puk tembakau vang penting di berbagai daerah penyebaran penyakit kru-
puk tembakau. Menurut Gameel (1977) B. tabaci adalah sinmim dari
B. gossypiperda Misra dan Lamba yang diketahui sebagai vektar virus
krupuk pada kapas.

Selain B. fabaci, dua spesies Aleyradidae yang lain vaitu B. fu-
berculata Bandar dan Aleuwrotrachelus socialis Bondar juga dilaparkan
dapat bertindak sebagai vektar virus krupuk tembakau (Wolf et al.,
1949) . McClean (1940) juga melaparkan bahwa spesies Aleyradidae Thi-
aleurodes natalensisr Carb. dapat menularkan virus krupuk tembakau, te-
tapi kemampuan spesies serangga tersebut untuk menularkan virus tidak
sama. Salah satu kaloni T. natafensis dilaparkan tidak dapat menu-
larkan virus krupuk tembekau, sedang kolcni yang lain da'pat. Koloni
T. natafensis yang dapat menularkan virus diduga terdiri dari dua spe-
sies serangga, dan spesies yvang lain kemungkinan B. gossypiperda.
Yamauchi, Imoto, Hibi, dan Komuro (1976) melaparkan bahwa spesies Ta(-

aleunodes yang lebih dikenal sebagai kutu putih rumah kaca yaitu T. va-

porariotun (Westw.) ternyata tidak menularkan virus krupuk tembakau.
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T. vaporariorum diketahui sebagai vektor beet pseudo-yellows virus ser—
ta virus bunga matahari, dan semula diduga pula sebagai vektor virus
krupuk tembakau.

Sampai saat ini belum dilaparkan serangga selain spesies dari
Aleyrodidae yang dapat berperan sebagai vektar virus krupuk tembakau.
Thung (1932) tidak berhasil menularkan virus krupuk tembakau melalui
Thiips dan Myzus persdicae Sulzer. Menurut Wolf et af. (1949) Dicyphus

minimuws juga tidak berperan sebagai vektor virus krupuk tembakau.
Biologi B. ftabaci

Morfologi B. ftabaci{ umumya dicirikan mempunyai tubuh imago ber-
warna kuning, sayap tertutup oleh tepung berwarna putih, dan panjang
tubuh 1.0-1.5 mm (Kalshoven, 1981). Menurut Gameel (1977) imago dan
pupa berwarna putih kekuning-kuningan, tubuh imago ditutup oleh sekre-
si seperti tepung, imago jantan lebih kecil daripada yang betina, sa-
yap berwarna putih dengan bentuk dan ukuran yang sama, dan antena ru-
as ketiga lebih panjang daripada ruas-ruas yang lain.

Perkembangan B. fabacd terjadi melalui empat stadia yaitu telur,
nimfa, pupa, dan imago. Telur berbentuk bulat panjang (panjang 0.2-
0.3 mm) dengan tangkai yang pendek pada salah satu ujungnya (Gameel,
1977) . Telur diletakkan satu per satu dengan posisi tegak lurus pada
permukaan bawah daun. Pada tanaman kapas serangga betina setelah me-
letakkan telur pada permukaan bawah daun kemudian bergerak pindah ke
permukaan atas daun, dan peletakan telur pada daun-daun yang muda le-

bih banyak daripada pada daun yang tua. Menurut Badri (1983) telur

yang baru diletakkan berwarna kekuning-kuningan dan tertutup oleh
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tepung lilin, setelah 24 jam warnanya berubah menjadi ccklat dan dalam
waktu dua hari telah terbentuk dua bintik merah kecoklat-coklatan yai-
tu mata facet embrio.

Masa inkubasi telur tergantung pada keadaan lingkungan, terutama
suhu. Pada suhu antara 26-32°C masa inkubasi berlangsung selama 4-

6 hari, sedang pada suhu 18-2FC meningkat menjadi 10-16 hari dan per-
kembangan embrio terhenti pada suhu 16°C (Gameel, 1977).

B. fabaci mempunyai tiga instar nimfa yang perkembangannya secara
keseluruhan berlangsung selama 12-15 hari pada suhu 28-32°C, dan 28—

32 hari pada suhu 20-24°C. Pada suhu tinggi yaitu 30-34°C periode
perkembangan tersebut lebih cepat, dan menjadi lebih lama apabila su-
hu mencapai 18-22°C (Gameel, 1977). Nimfa instar pertama yang baru
keluar dari telur aktif bergerak dan mengisap cairan makanan pada per-
mukaan bawah daun selama 1-2 hari, dan setelah mendapatkan tenmpat yang
sesuai akan menetap dan tidak bergerak lagi. Menurut Badri (1983) nim-
fa instar pertama B. fabaci berbentuk bulat panjang, berwarna hijau ce-
rah, dan bagian pinggir tubuh nimfa terdapat bulu-bulu halus‘dengan la-
pisan lilin tipis. Nimfa instar kedua dan ketiga tidak bergerak dan
berwarna hijau. Panjang tubuh nimfa berkisar antara 0.2-0.4 mm.

Pupa B. fabaci berbentuk bulat panjang dengan bagian toraks agak
melebar dan cembung, berwarna kuning, dan ruas abdomen tampak jelas
(Badri, 1983). Bagian pinggir pupa tidak rata dan pada bagian dorsal
terdapat tujuh paéang duri dan satu pasang pada ujung anal. Vas{ifoam
oL fice berbentuk segitiga dan memanjang, serta operkulum menutupi ham-

pir separuh bagian dari vas{ifoam ondfice.
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Menurut Gameel (1977) imago B. tabacd yang baru menjadi dewasa
akan mengembangkan sayapnya selama lebih kurang 8-15 menit dan kemudi-
an tubuh serangga mulai tertutup tepung lilin. Imago mempunyai antena
tujuh ruas, ruas terakhir meruncing dan ditutupi oleh rambut-rambut
halus. Lama hidup imago bervariasi tergantung pada keadaan lingkungan
dan faktor-faktar lain. Lama hidup serangga jantan ummnya lebih pen-
dek dibandingkan dengan serangga betina yaitu berkisar antara 9.54-
17.20 hari, sedang yang betina dapat mencapai 37.75-74.20 hari. Memu-
rut Kalshoven (1981) lama hidup imago lebih kurang hanya 6 hari.

Pruthi dan Samuel (1939) mengemukakan bahwa lama hidup kutu Aley-
radidae yang dipelihara pada tanaman sehat berbeda dengan yang dipeli-
hara pada tanaman sakit yang terinfeksi virus. Pada tanaman sakit
umur serangga tidak lebih dari 4 hari, sedang pada tanaman sehat se-
rangga dapat hidup selama 6-10 hari.

Imago B. tabaci tampak lebih memilih tempat yang agak terlindung
seperti pada permukaan bawah daun, dan serangga sangat aktif pada si-
ang hari. Kopulasi terjadi lebih kurang dua jam setelah serangga men-
jadi dewasa, dan dapat berlangsung pada siang maupun malam hari. Ham-
pir semua serangga betina dapat meletakkan telur setelah berumur 24

Jjam.
Pola dan Mekanisme Penularan Virus

Sumber infeksi utama untuk penularan virus krupuk tembakau ber-
asal dari luar pertanaman tembakau (Thung, 1932). Pruthi dan Samuel

(1942) menduga bahwa virus krupuk tembakau ditularkan ke pertanaman

tembakau dari salah satu tanaman berikut yaitu Ageratum conyzoides L.,
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Crotalaria juncea L., Vernonia cinerea Less., Euphonbia hinta L., Lau-
nea asplenifolia Hook., Sida nhombifolia L., tamat (Lycopersicon escu-
Lentum Mill.) , Solanum nigrum L., Scoparia dufeis L., dan Zinnia ele-
gans Jacq. Van der Laan (1940, dalam Wolf et af., 1949) mengemukakan
pula bahwa A. conyzoddes, Eupatorium odoratum L., Stachytarpheta jamai-
cen}su Gardn., dan Synedrella nodiglora Gaertn. dapat menjadi sumber
virus krupuk tembakau. Namn menurut Thung (1934) meskipun banyak spe-
sies gulma di Jawa yang digunakan sebagai tanaman makanan oleh B. faba-
ci, tetapi hanya A. conyzodides, S. nodiflora, dan V. cinerea yang ter-
sedia sebagai sumber inokulum untuk penularan virus ke pertanaman tem—
bakau di lapang.

Virus krupuk tembakau umumya lebih mudah ditularkan oleh Bemdis{ia
dari C. juncea dan A. conyzoides ke tembakau, dan jarang dari tembakau
ke tembakau (Pruthi dan Samuel, 1939). Inokulasi kembali dari tembakau
ke C. juncea sulit dilakukan, sedang A. conyzoides dengan mudah dapat
terinfeksi. Virus krupuk tersebut juga lebih mudah ditularkan oleh
Bemisia dari C. funcea ke A. conyzoides daripada sebaliknya. Menurut
Storey (1935) meskipun kapas telah lebih dulu dikenal sebagai inang vi-
rus krupuk tembakau, tetaéi virus tersebut ternyata tidak dapat ditu-
larkan dari tembakau ke kapas atau sebaliknya.

Beberapa penelit’l/nrenganggap bahwa tanaman tembakau sakit di la-
pang bukan merupakan sumber infeksi yang penting untuk penularan virus
krupuk ke tanaman tembakau sehat. Akan tetapi menurut Wolf et af.
(1949) tidak hanya tanaman tembakau sakit, bahkan tanaman tomat yang

terinfeksipun mempunyai kapasitas sebagai sumber infeksi awal untuk

penularan virus krupuk ke pertanaman tembakau. McClean (1940) dengan
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menggunakan tanaman tembakau sakit sebagai sumber indkulum berhasil
menularkan virus krupuk tembakau ke tanaman D, stramonium, Helichrysum
mons tawwosum Hort., L. esculentum, L. pimpinellifolium Mill., Nicandra
physaloides Gaertn., Petunia violacea Lindl., N. glutinosa, Physalis
peruviana L., dan Z. elegans.

Penularan virus tanaman oleh serangga Aleyrodidae ummmya menun-
jukkan bahwa (Costa, 1969) (1) virus tidak diperoleh secepat seperti
virus-virus yang ditularkan secara mekanis oleh kutudaun, (2) efisien-
si penularan dari vektor meningkat dengan periode akuisisi pada sumber
virus yang lebih lama sampai beberapa jam, (3) periode inkubasi dalam
tubuh vektor ada, tetapi relatif pendek, dan (4) virus bertahan dalam
tubuh vektar selama beberapa hari sampai 20 hari, tetapi infektivitas
serangga tidak terus menerus melainkan ada waktu-waktu tertentu serang-
ga tidak infektif. Berdasarkan kenyataan tersebut maka timbul suatu
anggapan bahwa hubungan virus-virus yang ditularkan oleh serangga Aley-
rodidae tersebut dengan vektornya bersifat sirkulatif atau persisten.

Imago kutu Aleyrodidae adalah penghisap cairan floem. Capoor
(1949) mengemukakan bahwa B. fabaci memerlukan lebih dari 15-30 menit
untuk dapat mencapai floem, dan Varma (1952, dalam Costa, 1969) mendu-
ga bahwa dipuasakan lebih dulu sebelum periode akuisisi dapat mengu-
rangi waktu yang diperlukan oleh serangga untuk mencapai floem. B. fa-
baci memerlukan periade akuisisi tertentu untuk memperoleh virus dari

sunber virus dan menjadi infektif. Periode akuisisi terpendek B. fa-

bac{ untuk virus krupuk tembakau 5 jam, tetapi periode yang lebih pen-

dek belum diuji. Varma (1963) mengemukakan bahwa kutu Aleyrodidae
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biasanya memerlukan akuisisi yang lebih lama apabila dibandingkan de-
ngan kutudaun.

Periade inokulasi virus oleh kutu Aleyrodidae ke dalam lokasi
inang yang sesuai yang memungkinkan terjadinya infeksi yaitu dari 10
menit sampai 1-2 jam (Costa, 1969). Varma (1963) menyatakan bahwa
umumya kutu Aleyradidae memerlukan waktu yang lebih pendek untuk meng-
infeksi tanaman daripada untuk memperoleh virus. Kenyataan tersebut
sebagai suatu petunjuk bahwa akuisisi virus tergantung pada vektor un-
tuk mencapai jaringan floem, sedang incdkulasi virus ke dalam tanaman
dapat terjadi pada jaringan-jaringan yang lain. Perbedaan waktu ino-
kulasi dari 10 menit sampai 1 dan 2 jam pada spesies kutu Aleyradidae
yang sama untuk menularkan virus yang berbeda, menunjukkan bahwa ada
faktor lain yang juga berpengaruh. Faktor tersebut antara lain jumlah
serangga dan tempat makan serangga pada saat inokulasi.

Beberapa virus telah diketahui dapat ditularkan hanya dengan satu
ekor B. tabaci termasuk diantaranya virus krupuk kapas (cotton Leaf
cwl) , virus krupuk tembakau, dan tomato yellow Leaf curl (Kirkpatrick,
1931; Pruthi dan Samuel, 1939; Cohen dan Nitzany, 1966). Menurut
Pruthi dan Samuel (1939) satu ekar B. fabaci mampu menularkan virus
krupuk tembakau dari A. conyzoides sakit ke tembakau sehat dengan pe-
riode akuisisi 24 jam, tetapi apabila tembakau sakit yang digunakan se-
bagai sumber inokulum diperlukan dua ekor serangga dengan periocde akui-
sisi 16 jam. Jumlah serangga yang lebih sedikit dari yang telah dise-
but belum pernah diuji. Bagaimanapun agar dapat diperoleh infeksi ham-

pir mencapai 100% paling tidak diperlukan 10 ekor B. tabaci yang viru-

Liferous per tanaman. Menurut Cohen dan Nitzany (1966) untuk
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menghasilkan 100% penularan tomato yellow Leaf curnl virus diperlukan
15 ekar vektar per tanaman.

Walf et al. (1949) melaparkan bahwa menurut beberapa peneliti ta-
naman tembakau pertama kali terlihat menunjukkan gejala krupuk pada
saat 2-3 minggu setelah B. tabaci yang vinuliferous disebarkan pada ta-
naman tembakau sehat, tetapi dari hasil pengujiannya Wolf et af. menda-.
patkan bahwa gejala mulai tampak setelah 12-33 hari dari saat inckula~ .
si. Menurut Thung (1934) masa inkubasi virus krupuk tembakau berkisar
antara 22-36 hari. Thung (1932) serta Pal dan Tandon (1937) melapor-
kan pula bahwa masa inkubasi virus krupuk tembakau tersebut lamanya 4
minggu apabila inokulasi dilakukan dengan penyambungan, dan bahkan da-
pat hanya 3 minggu apabila pada penyambungan tanaman sakit yang digu-
nakan sebagai batang bawah.

Masa inkubasi virus krupuk tembakau dalam tanaman dipengaruhi
oleh umur dan vigor tanaman (daun) pada saat tanaman terinfeksi, ser-
ta faktor lingkungan seperti suhu dan kelembaban. Tanaman tembakau
paling rentan terhadap perkembangan penyakit krupuk jika infeksi ter-
jadi saat tanaman berumur 8 minggu (Pruthi dan Samuel, 1939). Pada
umr tanaman yang sama masa inkubasi akan minimum apabila infeksi ter-
jadi pada suhu tinggi, dan menjadi maksimum apabila infeksi berlang-
sung pada suhu yang lebih rendah. Menurut Pal dan Tandon (1937) saat
paling awal gejala krupuk mulai tampak yaitu pada saat stadia tanaman
berdaun lima. Meskipun demikian tidak mungkin untuk membedakan berba-
gai gejala krupuk pada saat tersebut, karena gejala pada daun yang ma-
sih muda umumya keriting (cninkfe). Pada sekitar enam minggu setelah

penanaman baru mungkin untuk membedakan berbagai gejala krupuk tembakau.
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Tumbuhan Inang

Tumbuhan inang virus krupuk tembakau yang telah dilaporkan masih
sangat sedikit. Pada penularan dengan vektar pengujian kisaran inang
masih terbatas pada spesies-spesies dari famili Solanaceae, Canpcsitae,
dan Caprifoliaceae (Sugiura, Bandaranayake, dan Hemachandra, 1975 dalam
Osaki dan Inauye, 1981). Namun demikian beberapa tanaman dari lima fa-
mili yang lain telah dilaparkan dapat terinfeksi secara alami yaitu
A. conyzoides, Carica papaya L., E. odoratum, E. hinta, Lonicera japo-
nica Thunb., S. rhombifolia, dan V. cinerea (Pruthi dan Samuel, 1942;
Nariani, 1956; Osaki, Kobatake, dan Inouye, 1979 dalam Osaki dan Ino-
uye, 1981).

B. tabaci sebagai vektar utama virus krupuk tembakau bersifat po-
lifag, mempunyai kisaran inang yang sangat luas dan diketahui berkem-
bang biak pada berbagai tanaman budidaya maupun gulma (Gameel, 1977;
Kalshoven, 1981). Wolf et af. (1949) dan Gameel (1977) mencatat sejum-
lah tanaman dari sekitar 14-16 famili yang diketahui berperan sebagai
inang B. tabaci (Tabel 1). Di antara tanaman-tanaman tersebut dila-
porkan beberapa dapat menunjukkan gejala yang sama dengan gejala kru-
puk tembakau setelah dihinggapi B. ftabaci, sedang spesies tertentu la-
innya tetap tanpa gejala. Meskipun demikian belum dapat dipastikan
apakah semua spesies gulma dan tanaman budidaya seperti yang tercantum
pada Tabel 1 tersebut dapat dinyatakan sebagai inang virus krupuk tem-
bakau.

Pruthi dan Samuel (1939) melaporkan beberapa spesies gulma dan

tanaman budidaya yang diamati senantiasa menunjukkan gejala krupuk
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setelah dihinggapi B. tabaci yaitu Cucumis sativus L., Althea nosea
Cav., Lagenaria vulgarnis Ser., Petunia sp., L. esculentum, Phaseolus
calecaratus Roxb., Z. elegans, S. duleis, D. stramonium, dan S. nhombi-
golia. Adapun spesies tanaman yang telah diuji melalui inckulasi buat-
an dan terbukti dapat menjadi inang virus krupuk tembakau ialah A. co-
nyzoides, C. funcea, S. nigrum, N. glutinosa, N. nustica L., L. escu-
Lentum, L. pimpinelligolium, P. violacea, H. monstruosum, N. physalod
des, Z. elegans, P. peﬁuw’ana; C. papaya, D. sthamonium, dan Capsicum
annuum L. (Pal dan Tandon, 1937; Pruthi dan Samuel, 1939; McClean,
1940; Osaki dan Inocuye, 1981).

Thung (1934) menekankan bahwa tumbuhan yang mempunyai potensi se-
bagai inang virus krupuk tembakau ialah A. conyzoides, S. nodiglora,
V. cinerea, C. sativus, dan M. utilissima. Thung dan Hadiwidjaja
(1953) juga mengamati adanya gejala menyerupai krupuk tembakau pada
C. anagyroides dan A. hypogaea, tetapi juga belum dibuktikan apakah ge-

jala pada kedua tanaman tersebut disebabkan oleh virus yang sama dengan

virus krupuk tembakau.
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Tabel 1.

Tumbuhan Inang B. tabaci (Wolf et al.,

1949;

Gameel, 1977)

Famili

Spesies

Canpositae

Convolvulaceae

Cruciferae

Cucurbi taceae

Euphorbiaceae

Labiatae

Leguminosae

Linaceae

Malvaceae

Pedal iaceae

Scrophulariaceae

Acanthosperunum hispidum D. C., Ageratum cony-
zoddes L., Calendula officinalis L. ,Canthamus
tinctorius L., Cosmos bipinnatus Cav., Eupa-
Lorium odoratum 1., Helichrysum monstruosum
Hort., Tnula nestita Wall., Launa asplenifo-
Lia Hook., Synedrellfa nodiglora Gaertn., Vern-
nonia anthelmintica willd., V. cinerea less.,
V. hirta L., Zinnia efegans Jacqg.

Ipomoea batatas Poir.

Brassica napus L., B. oleracea L., B. ofera-
cea var. botrytis L., B. nrapa L., Raphanus
Aativus L.

Cucumis sativus L., Lagenaria vulgarnis Ser.,
Lugfa aegyptica Mill., L. acutangula Roxb.,
Trichosanthes anguina Lam.

Euphorbia hirta L., Phyllanthus niruri L.,
Manihot esculenta Crantz.

Anisomeles orata R. Br., Ocimum sanctum L.,
Moschosma polystachyum Willd.

Arachis hypogaea L., Cajanus cajan Spring.,
Cicen andietinum L., Crotalaria funcea L.,
Phaseolus calecaratus Roxb., P. mungo L.,

P. nadiatus L., Crotalarnia stniata D. C.,
Glycine hispida Max.

Linum usitatissimum L.

Althea nosea Cav., Gossypium herbaceum L.,
Hibiscus cannabinus L., H. esculentus L.,
H. nosa-sinensis L., Sida carpinifolia L.,
S. cordifolia L., S. humulis Cav., S. nhom-
bigolia L., S. veronicaefolia Lam.

Sesamum Andicum L.
Scoparia duleds L.

........... dilanjutkan
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..................

Solanaceae

Urticaceae
Verbenaceae
Myrtaceae

Tiliaceae

Capsicum annuum L., Datura AFXramonium L.,
Lycopersicon esculentum Mill., L. pimpinel -
Ligolium Mill., Nicotiana tabacum L., N. rus-
tica L., N. glutinosa L., Nicandra physaloi-
des Gaertn., Petunia violacea Lindl., Physa-
Lis angulata L., P. peruviana L., P. mind=
ma L., Solanum mefongena L.

Cannabis sativa L.
Stachytanpheta jamaicensis Gardn.
Psidium guajava L.

Conchows olitornius L.
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BAHAN DAN METODE

Penelitian yang dilakukan meliputi empat percobaan yaitu (1) peng-
amatan variasi gejala krupuk tembakau pada beberapa jenis inang,
(2) penularan virus, (3) pengujian serologi, dan (4) mikroskopi virus.
Dalam percobaan 1 dan 2 termasuk perbanyakan sumber inckulum, pemeliha-
raan dan perbanyakan vektor, serta serangkaian uji penularan virus di-
lakukan di rumah kaca Jurusan Hama dan penyakit Tumbuhan, Institut Per-
tanian Bogar. Percobaan 3 dan 4 untuk pengujian serologi dan pengama-
tan nukleus sel jaringan yang terinfeksi dengan mikroskop cahaya (MC)
dilakukan di laboratarium Virologi SubBalai Penelitian Hartikultura Se-
gunung, Pacet, Cianjur, dan untuk pengamatan partikel virus dengan mi-
kroskop elektron (ME) dilakukan di labaratorium Biologi Sel Balai Pe-
nelitian Tanaman Pangan, Bogar.

Penelitian dilakukan selama sekitar 26 bulan, yang dimulai sejak

bulan Oktdber 1985 sampai dengan Januari 1988.
Percobaan 1. Pengamatan Variasi Gejala Krupuk Tembakau

Bahan dan Metode Pengamatan

Variasi gejala yang diakibatkan oleh infeksi virus krupuk temba-
kau, diamati pada tanaman tembakau dan tumbuhan lain yang dapat terin-
feksi.

Gejala pada Tanaman Tembakau. Pada tembakau gejala diamati pada

“tanaman yang terinfeksi virus krupuk tembakau di lapang dan yang ter-

infeksi dari hasil inokulasi buatan di rumah kaca. Contoh tanaman sa-

kit dikumpulkan dari lokasi pertanaman tembakau cerutu milik petani di
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desa Rambipuji, Wiraolegi, dan Arjasa kabupaten Jember, Jawa Timur pada
musim tanam tembakau tahun 1985 (Agustus/September-Nopember /Desember
1985) dan musim tanam tahun 1986 (Nopember/Desember 1986-Februari/Ma-
ret 1987) .-

Contoh tanaman sakit diperoleh dari pertanaman yang berumur seki-
tar 6-8 minggu setelah tanam.. Pemilihan contoh tanaman sakit terutama
didasarkan pada tanaman dengan kriteria gejala menurut Thung (1932) ya-
itu tanaman dengan gejala krupuk biasa, keriting, krupuk jernih. " Se-
lain ketiga gejala tersebut diamati pula kemungkinan adanya gejala lain
yang menyerupai gejala krupuk tembakau.

Gejala yang dijumpai pada tanaman dicatat, tanaman dipisahkan ber-
dasarkan gejala dan diuji melalui penularan secara penyambungan sam-
ping maupun dengan cara mekanis ke tanaman tembakau. Gejala yang tim-
bul dari hasil inokulasi tersebut diamati dan dibandingkan dengan ge-
jala dari tanaman semula yang digunakan sebagai sumber inokulum.

Gejala pada Tnang ILain. Gejala diamati pada beberapa tanaman ya-

itu tomat, Solanum khasianum L., N. glutinosa, dan A. conyzoides yang
terinfeksi dari hasil inokulasi secara penyambungan maupun melalui

vektor dengan sumber inokulum tanaman tembakau yang menunjukkan gejala
krupuk isalat-1 .' Tanaman untuk sumber indkulum tersebut dihasilkan

melalui perbanyakan inockulum (lihat percodbaan 2.).
Gejala pada setiap tanaman dicatat, dan dibandingkan dengan geja-

la krupuk pada tanaman tembakau yang digunakan sebagjai inokulum.
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Percobaan 2. Penularan Virus

Bahan dan Peralatan

Inckulasi virus krupuk tembakau dilakukan dengan penyambungan
dan melalui serangga vektar. Bahan dan peralatan yang digunakan anta-
ra lain sumber inokulum, serangga vektar, tanaman uji yaitu tembakau

(N. tabacum) varietas H tomat (L. esculentum), kapas (G. hiwsutum)

382’
cultivar Tamcot SP-37, terung panjang (S. mefongena), S. khasianum,
kacang tanah (A. hypogaea), kedelai (GLycine max Merr.), N. glutinosa,
dan A. conyzoides, kurungan plastik milar, aspirator, parafilm-M, dan
beberapa peralatan lain yang biasa digunakan untuk inckulasi.

Sumber inckulum yang digunakan ialah tanaman tembakau sakit de-
ngan gejala krupuk isolat-l, yang diperoleh dari hasil perbanyakan
inckulum. Perbanyakan inckulum dilakukan dengan mengindkulasi tanam-
an tembakau sehat secara penyambungan, menggunakan sumber inckulum ta-
naman tembakau dengan gejala krupuk yang dicirikan sebagai gejala krmu-
puk isolat-1 yang diperoleh dari lapang. Tanaman yang terinfeksi da-
ri hasil inckulasi tersebut yang kemdian digunakan sebagai inokulum
pada setiap uji perularan.

Serangga vektar yang diuji ialah tiga spesies serangga, dua spe-
sies kutu Aleyradidae dan satu spesies kutudaun M. persicae farma me-
rah. Spesies kutu Aleyradidae masing-masing diperoleh dari koloni
tanaman kedelai dan dari kolani tanaman tembakau. Spesies yang bera-

sal dari koloni tanaman kedelai oleh Badri (1983) telah diidentifika-

si sebagai B. tabac4 (untuk selanjutnya akan disebut dengan Bemisia

kedelai) . Imago Bemisdia kedelai dikumpulkan dari pertanaman kedelai
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di rumah kaca bagian Entamologi Balittan, Bogor dan kolmi yang bera-
sal dari tanaman tembakau diperoleh dari pertanaman tembakau di kebun
percobaan SubBalithar Segunung, Pacet, Cianjur. Imago M. persicae di-
kumpulkan dari pertanaman tembakau di daerah Jember, Jawa Timur. Yang
digunakan sebagai vektor untuk perularan virus ialah keturunan dari

imago serangga terselut yang dihasilkan melalui pemeliharaan serangga.

Metode Percobaan

Inokulasi dengan Penyambungan. Bahan inckulum yang digunakan da-

lam penyanbung an ialah daun tembakau sakit yang relatif masih muda de-
ngan gejala yang jelas, berukuran sekitar 8-10 X 15-25 cm. Daun tua
yang letaknya lebih di bawah yang biasanya kurang menun jukkan gejala,
dan daun pucuk yang lebih muda serta terlalu kecil ‘tidak digunakan.
Inckulasi dilakukan dengan membuat irisan tipis dan pipih pada ba-
gian ujung petiola dari daun tanaman sakit, dan disisipkan ke dalam
sayatan agak serong ke dalam yang dibuat pada bagian sisi batang tanam-
an sehat (Gambar 1). Bagian sambungan kemudian dibalut dengan menggu-
nakan parafilm-M. Untuk menghindari banyaknya penguapan selama proses
penyambungan , 2-3 daun paling bawah dari tanaman yang diinckulasi dipe-
tik dan selama 3-4 hari tanaman dilindungi dari pengaruh cahaya mata-
hari langsung. Setelah itu pelindung dibuka dan semua tanaman yang pe-
nyambungannya berhasil selama pertumbuhannya dipelihara di rumah kaca.
Semua tanaman uji ditanam dalam kantong plastik hitam (polibag)
ukuran 20 X 30 an sebanyak satu tanaman untuk setiap kantong. Indkula-

si dilakukan pada saat umur tanaman antara 4-5 minggu setelah tanam

untuk tembakau, 5-6 minggu setelah tanam untuk N. glutinosa, dan
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Gambar 1. Penyambungan Samping. a. Irisan ujung
petiola dari daun tanaman sakit. b. Sa-

yatan pada bagian batang tanaman sehat

(dari samping) . c. Sayatan pada bagian

batang (dari depan).
4-6 minggu setelah penyebaran benih untuk tanaman uji yang lain. Un-
tuk tanaman uji selain tembakau, daun tanaman sakit yang digunakan se-
bagai inokulum dipilih yang ukurannya agak kecil disesuaikan dengan
diameter batang setiap tanaman. Sebagai katral dengan cara yang sama
dibuat pula penyambungan antara daun tembakau sehat dengan setiap ta-
naman yang diuji. Untuk setiap tanaman uji diindkulasi sebanyak 20-40
tanaman.

Untuk pemeliharaan tanaman selama pengujian diberikan pemupukan,
penyiraman, dan perlindungan terhadap serangga maupun patogen yang se-
ring berkembang di rumah kaca dengan pestisida seperti yang lazim di-
lakukan. Pemberian semprotan pestisida dilakukan selang 1-2 minggu

sekali tergantung keadaan.

Pengamatan hasil inokulasi dilakukan setiap hari sampai timbul

gejala. Keadaan yang diamati yaitu jumlah tanaman yang terinfeksi dari
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setiap tanaman uji, masa inkubasi virus pada setiap tanaman uji, dan
perbedaan gejala yang dihasilkan pada setiap tanaman uji yang terinfek-
N

Semua tanaman uji yang telah diindkulasi dengan atau tanpa gejala,
diuji kembali dengan melakukan inckulasi kembali ke tanaman tembakau
sehat. Untuk tanaman uji selain tembakau, inokulasi kembali juga di-
lakukan ke setiap jenis tanamannya sendiri. Sebagai kontral penyami-
bungan dilakukan dengan menggunakan daun tanaman yang sehat. Pada per-

lakuan ini dibuat sebanyak 5-10 penyambungan untuk setiap tanaman uji.

Inokulasi Melalui Vektor. Inockulasi virus dilakukan dengan meng-

gunakan imago serangga bebas virus yang baru terbentuk, yang dihasilkan
melalui pemeliharaan dan perbanyakan sérangga dalam kurungan di rumah
kaca. Untuk keperluan tersebut Bemisia kedelai dipelihara pada tanam-
an kapas sehat umur 4-6 minggu setelah sebar, dan kolmi kutu Aleyro-
didae asal tembakau serta M. persdicae dipelihara pada tanaman tembakau
sehat umur 8-10 minggu setelah sebar.

Sebanyak 25-50 pasang imago masing-masing spesies kutu Aleyradidae
tersebut diberi kesempatan meletakkan telur pada tanaman inang di dalam
kurungan serangga (a) selama 5 hari. Kemudian tanaman yang diperkira-
kan telah mengandung sejumlah telur serangga, dipindahkan dari kurung-
an (a) ke kurungan (b) tanpa diikutkan serangganya dan ke dalam kurung-
an (a) dimasukkan lagi tanaman inang yang baru. Setelah 17-21 hari se-
jak infestasi serangga ke dalam kurungan (a), pada kurungan (b) telah
terbentuk imago yang baru. Imago yang baru terbentuk tersebut merupa-

kan imago yang bebas virus, yang kemudian digunakan sebagai vektor.

Demikian setiap kali selang 5 hari dilakukan pemindahan tanaman inang



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

28
yang telah diinfestasi dengan serangga, sehingga senantiasa dihasilkan
imago-imago yang baru.

Untuk perbanyakan kutudaun M. persicae, sebanyak 10-20 kutudaun
tanpa sayap dipindahkan ke tanaman tembakau sehat sebagai inang dan
tanaman dikurung dengan kurungan plastik milar selama satu hari. Pada
hari berikutnya telah diperoleh sejumlah kutudaun yang baru lahir, dan
ini dipindahkan ke tanaman dalam kurungan yang lain. Empat atau lima
hari setelah ‘pemindahan tersebut imago yang baru telah terbentuk, dan
ini yang digunakan sebagai vektor. Bagan cara pemeliharaan dan perba-
nyakan serangga vektar terlihat pada Gambar 2.

Inckulasi virus dilakukan dengan mula-mula memberi kesempatan se-
jumlah individu serangga bebas virus untuk akuisisi selama 24 jam pada
tanaman sakit sebagai sumber inckulum. Pada hari berikutnya sejumlah
tertentu serangga tersebut yang diperlukan untuk inckulasi dipindahkan
ke tanaman sehat yang diuji, dan dibiarkan selama 24 jam untuk inokula-
si virus. Setelah itu serangga dimatikan satu per satu dan tanaman di-
semprot dengan insektisida. Tanaman yang telah diinckulasi tersebut
selanjutnya dipelihara di rumah kaca. Pada inokulasi ini pemindahan
kutu Aleyrodidae dilakukan dengan aspiratar, dan untuk M. persicae de-
ngan kuas nomer 1. Bagan cara inokulasi virus melalui vektor térsebut
terlihat pada Gambar 3.

Inokulasi virus krupuk tembakau melalui vektor dilakukan untuk
mempelajari (1) pengaruh jenis serangga vektor, (2) pengaruh jumlah se-
rangga per tanaman yang digunakan untuk inckulasi, (3) penularan virus

pada beberapa jenis tanaman, dan (4) pengaruh jenis tanaman inang virus

sebagal sumber inckulum untuk penularan.
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Gambar 2. Pemeliharaan dan Perbanyakan Serangga.
A. Kutu Aleyrodidae dan B. M. persicae.
A. a. Berisi tanaman inang sehat (1)
dan imago serangga (2); b. Berisi (1)
yang telah mengandung telur serangga (3)
dan imago bebas virus yang dihasilkan
(4) ; c. Berisi tanaman sakit untuk akui-
sisi virus.

B. a. Berisi tanaman inang sehat (1) dan
imago serangga (2); b. Berisi keturunan
serangga (3), tanaman sehat yang baru
(4) , dan imago bebas virus yang dihasil-
kan (5); c. Berisi tanaman sakit untuk
akuisisi virus.

Pengaruh Jenis Serangga Vektor
Untuk menguji pengaruh jenis serangga vektor terhadap inokulasi,
tiga spesies serangga yang digunakan ialah kutu Aleyrodidae teambakau,

Romisia kedelai, dan M. persicae masing-masing diberi kesempatan untuk
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Gambar 3. Inockulasi Virus Krupuk Tembakau Melalui Vektor.
1. Akuisisi virus: a. Tanaman sakit; b.. Kurung-
an plastik milar; c. Ventilasi; d. Serangga vek-
tor. 2. Inokulasi virus: a. Tanaman sehat yang
diinokulasi; b. Serangga (d) yang telah infek-
tif, 3. Tanaman yang telah diinokulasi.
4. Alat pemindah serangga: a. Aspiratar dari se-
lang plastik; b. Kuas gambar namer 1.
akuisisi virus pada tanaman tembakau sakit sebagai sumber indkulum.
Serangga yang telah mengisap virus pada tanaman sakit tersebut, kemu-
dian dipindahkan ke tanaman tembakau sehat yang diinckulasi. Inockula-
si dilakukan pada tanaman yang berumur 7-8 minggu setelah penyebaran
benih. Untuk setiap tanaman digunakan 10 ekor serangga dari setiap
spesies dengan lama akuisisi dan inckulasi virus masing-masing 24 jam.
Pada setiap perlakuan digunakan 15-20 tanaman. Sebagai kontrol
tanaman tembakau diinokulasi dengan setiap spesies serangga yang bebas
virus, yaitu serangga yang pada saat akuisisi dikurung pada tanaman
sehat. Pengamatan dilakukan terhadap spesies serangga yang berhasil

digunakan sebagai vektor, jumlah tanaman yang terinfeksi dari setiap

inokulasi, dan masa inkubasi virus dalam tanaman.
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Pengaruh Jumlah Serangga per Tanaman Untuk Inckulasi

Pada pengujian ini spesies serangga yang berhasil menularkan vi-
rus dengan jumlah 10 ekor per tanaman, diuji kembali dengan jumlah se-
rangga yang berbeda untuk setiap tanaman. Untuk keperluan tersebut
digunakan 1, 2, 3, 5, 10, 20, dan 50 ekor per tanaman. Spesies serang-
ga yang tidak berhasil menularkan virus dengan jumlah 10 ekar per ta-
naman, juga diuji kembali tetapi dengan jumlah serangga yang lebih ba-
nyak ialah 10, 20, dan 50 ekar per tanaman.

Periode akuisisi dan indkulasi virus masing-masing selama 24 jam.
Untuk setiap perlakuan diinckulasi sebanyak 1020 tanaman tembakau,
dan sebagai kontrol tanaman diinfestasi dengan serangga bebas virus de-
ngan jumlah yang sama untuk setiap perlakuan. Hasil inckulasi diamati
setigp hari sampai timbul gejala, dan diamati jumlah tanaman yang ter-
infeksi pada setiap perlakuan, jumlah minimum serangga per tanaman yang

efektif untuk inckulasi, dan masa inkubasi virus dalam tanaman.

Penularan Virus pada Beberapa Jenis Tanaman

Beberapa jenis tanaman yang telah digunakan pada inockulasi virus
krupuk tembakau dengan penyambungan yaitu kapas, tamat, S. khasianum,
terung panjang, kacang tanah, kedelai, N. gfutinosa dan A. conyzoides
diuji reaksinya terhadap infeksi virus dengan indkulasi melalui vektar,
dan tanaman tembakau digunakan sebagai pembanding. Spesies serangga
yang digunakan ialah yang dapat digunakan untuk mebularkan virus kru-
puk tembakau, dan untuk setiap tanaman digunakan 20 ekor serangga. Pe-
riode akuisisi dan inokulasi virus masing-masing 24 jam.

Sebagai sumber inckulum ialah tanaman tembakau sakit dengan geja-

la krupuk isolat-1. Untuk setiap tanaman diinockulasi sebanyak
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10-20 tanaman, dan 10 tanaman untuk kontrol. Pengamatan ditujukan ter-
hadap jenis-jenis tanaman yang dapat terinfeksi, jumlah tanaman yang
terinfeksi, dan masa inkubasi virus pada setiap jenis tanaman yang da-

pat terinfeksi.

Pengaruh Jenis Tanaman Inang Virus Sebagai Sumber Inckulum

Pada pengujian ini beberapa jenis tanaman yaitu tamat, S. khasia-
num, dan A. conyzoides yang dari hasil inckulasi menunjukkan dapat men-
jadi tanaman inang virus krupuk tembakau, diuji potensinya sebagai sum-
ber inckulum untuk penularan virus. Melalui tanaman tersebut virus
krupuk tembakau ditularkan ke tanaman tembakau, dan tanaman tembakau
sakit dengan gejala krupuk isolat-l digunakan sebagai pembanding.

Inokulasi virus dilakukan melalui serangga vektor, dan spesies se-
rangga yang digunakan ialah yang dapat digimakan untuk menularkan virus
krupuk tembakau. Jumlah serangga yang digunakan sebanyak 1, 2, 3, 5,
dan 20 ekor per tanaman, dengan periade akuisisi dan inckulasi virus
masing-masing 24 jam. Pada setiap perlakuan digunakan 10-20 tanaman,
dan untuk kontrol tanaman tembakau sehat diinfestasi dengan serangga
bebas virus. Pada pengujian ini diamati jumlah tanaman yang terinfeksi

pada setiap per lakuan dan masa inkubasi virus dalam tanaman.

Percobaan 3. Penqujian Serologi

Bahan dan Peralatan
Bahan untuk pengujian serologi antara lain suspensi virus krupuk

tembakau "murni-sebagian', antiserum virus krupuk tembakau, ekstrak

tanaman tembakau yang terinfeksi dengan gejala krupuk isolat-1, ekstrak
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tanaman tamat, S. khasianum, A. conyzoides yang telah diinokulasi de-
ngan virus krupuk tembakau, kelinci, beberapa bahan kimia antara lain
larutan penyangga Borat, penyangga Tris. penyangga K-fosfat, Phasphate
bugfer saline (PBS), Phosphate bufgern saline Tween-20 (PBST), coating
bugfer, enzyme bugfer, substrate buffer, P-nitrophenyl phosphate, adju-
vant, 2-mercaptoethanol, n-butanol, dan conjugate Goat anti-Rabbit 1gG
alkaline Phosphatase (Sigma No. A-8025).

Beberapa peralatan yang digunakan ialah superspeed nregrigerated
centruifuge RC-5-Sarvall, angular notorn tipe SS-34, blender, almari es,
almari pendingin, pengocok magnetik, homogendizen, inkubator, mikroskop
cahaya fase kontras, pipet mikro, jarum suntik 1 ml, cawan petri plas-
tik (4 = 13 am), pelubang agar, satu set lempeng plastik (perspex),
plat mikrotiter dari polystyrene dengan 96 lubang (Microelisa substrate
plate, Dynatch, Labs., Inc., 900 Staters Lane Va 22314), spektrofoto-

meter-Hitachi model 101, dan Efia readern-Fisher Scientific Company.

Metode Percobaan

Pada pengujian serologi digunakan suspensi virus "murni-sebagian'',
yang diperoleh melalui pemurnian virus dengan metade Osaki dan Inouye
(1978) yang dimcadifikasi (Lampiran 1). Sebelum digunakan suspensi vi-
rus tersebut diuji lebih dulu dengan mengukur nilai absorbansi (a) la-
rutan pada kisaran panjang gelombang (A) antara 230-325 nm, menggunakan
spektrofotometer.

Antiserum (AS) virus diperoleh dengan cara mengimunisasi seekor

kelinci dengan suspensi virus melalui kambinasi suntikan 4ntravenous

dan intramuscularn (Matthews, 1957; Ball, 1964 dalam Noordam, 1973).
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Suntikan 4ntravenous diberikan sebanyak dua kali dengan selang empat
hari, menggunakan campuran suspensi virus (V) dan Freund's ad juvant
complete (1:1) masing-masing sebanyak 0.4 ml dan 0.6 ml. Suntikan
anthamuscwlan diberikan dua minggu kemudian dengan campuran yang sama
sebanyak 1 ml. Sebelum imunisasi lebih dulu diambil darah kelinci se-
hat untuk mendapatkan serum darah yang narmal. Pengambilan darah se-
telah imunisasi dilakukan pada saat satu, dua, dan empat minggu sete-
lah suntikan terakhir, dan antiserum yang diperoleh masing-masing di-
sebut ASl, Asz, dan AS3. Antiserum dipisahkan dari plasma darah sete-
lah lebih dulu disimpan dalam almari es selama satu malam, dan selan-
jutnya disentrifus dengan kecepatan rendah (9 000 rpm) selama 30 menit
(Noardam, 1973). Selama penyimpanan ke dalam setiap AS ditambahkan
natrium azid (NaNB) sanpai kmsentrasi akhir 0.01%, untuk menghindari
kaontaminasi demgan mikroorganisme.

Sebelum digunakan AS dibebaskan lebih dulu dari kemungkinan ada-

nya antibodi dari bahan tanaman di dalam AS tersebut, dengan mengab-
saorbsi AS menggunakan protein tanaman sehat menurut metade Lamel,
MC. Cain, dan Marris (1982) (lampiran 2). Dalam pengujian ini diguna-
kan AS (a) yaitu yang telah diabsarbsi oleh protein tanaman sehat, dan
AS (ta) yang tidak diabsorbsi sebagai pembanding. Antigenisitas virus
diuji dengan menentukan titer AS dan mengamati reaksi AS terhadap cair-
an perasan tanaman tembakau, tamat, S. khasdianum, dan A. conyzoides sa-
kit yang terinfeksi virus krupuk tembakau.

Titer AS ditentukan melalui metode uji micro-precipitin dengan

tetesan di antara dua lempeng plastik (Noardam, dalam Noordam, 1973),

Ouchterlony (van Slagteren, 1955 dalam Noordam, 1973, dan metade
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Indinect-Enzyme-Linked Tmmunosonbent Assay (1-ELISA) (Clark dan Adams,
1977; Voller, Bidwell, dan Bartlett, 1979). Reaksi AS terhadap bebe-
rapa cairan perasan tanaman yang terinfeksi virus krupuk tembakau, di-

amati melalui T-ELISA dan uji Ouchterlony.

Penentuan Titer

Uji_Micro-precipitin. Sederet pengenceran AS dalam 0.01 M penyang-

ga Tris pH. 7.6 (mengandung 0.85% NaCl dan 0.01% NaNB) dengan kansen-
el /8, 1160 . invniis , dan 1/1024 masing-masing direaksikan
dengan suspensi virus "murni-sebagian" (V) pada konsentrasi 1/10. De-
ngan menggunakan pipet mikro 10 ul tetesan kedua reaktan tersebut dicam-
pur di atas lempeng plastik optik yang digunakan untuk uji mdicro-precs-
pitin (Gambar 4). Sebagai kontral AS direaksikan dengan cairan perasan
tanaman sehat (Se), dan untuk pembanding serum normal (SN) direaksikan
dengan V. Letak tetesan reaksi seperti terlihat pada Gambar 4.

Hasil reaksi berupa terbentuknya endapan putih diamati setelah in-
kubasi selama satu malam, menggunakan mikroskcop cahaya latar belakang
gelap dengan pembesaran 100 kali. In;censitas reaksi dibedakan menurut
kriteria tidak ada endapan (-), endapan sedikit (+), endapan sedang
(++) , endapan banyak (++), endapan sangat banyak (+++), dan endapan
tidak jelas (x).

Uji Ouchterlony. Dalam pengujian ini sederet konsentrasi AS (1/6,

1/12, 128 & < tvvns , dan 1/32) masing-masing direaksikan dengan anti-
gen pada kansentrasi 1/10, dalam lubang-lubang yang dibuat pada agar

1% dalam penyangga Tris. Sebagai antigen digunakan V maupun cairan pe-

rasan tanaman tembakau sakit (S), dan untuk kontrol AS direaksikan de-

ngan Se. Setiap lubang diisi dengan suspensi reaktan sebanyak 50 ul
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Gambar 4. A. Lempeng Plastik Optik Untuk Uji Micro-precipitin.
a. Lempeng tutup tebal 5 mm; b. Lempeng bingkai te-
bal 1 mm; c. Lempeng dasar tebal 6 mm (ukuran lem-
peng 90 X 120 mm) ; d. Kertas grafik untuk pola tetes-
an berisi 7 X 10 titik.

B. Letak tetesan. AS (1, 2, 3). Antiserum yang diuji;
a. Diabsarbsi; ta. Tidak diabsorbsi; SN. Serum namal;
k-r. Konsentrasi AS dari 1/8-1/1024; S. Cairan peras-
an tanaman sakit; Se. Cairan perasan tanaman sehat:;

V. Suspensi virus; P. Larutan penyangga.

menurut letak masing-masing sesuai dengan pola yang telah ditentukan
(Gambar 5) .

Pada pengujian ini hanya digunakan ASl dan ASZ' Bentuk dan letak
garis endapan yang terjadi sebagai hasil reaksi diamati 2-4 hari sete-

1ah inkubasi.

Indinect-ELISA. Sederet pengenceran AS dalam enzyme buffer pada

konsentkasi 1/8,0016, 4/32, ...cive , dan 1/4096 masing-masing direak-
sikan dengan V yang dilarutkan dalam coating buffer pada konsentrasi
1/10. Sebagai kontrol AS pada konsentrasi yang sama direaksikan pula
dengan Se pada konsentrasi 1/10 dalam coating buffer. Antiserum yang
digunakan pada pengujian ini ASl dan A82 yang telah diabsorbsi aleh

protein tanaman sehat. Sebagai conjugate digunakan Goat anti-Rabbit

146G alkaline phosphatase 1073 dalam enzyme buffen, dan sebagai
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Gambar 5. A. 1. Pelubang agar; 2. Penghisap potongan agar

terdiri dari tabung hampa (a); Sekat karet (b) ;

Selang penghisap (c); Pipet kecil (4d).

B. Pola tetesan pada agar (uji Ouchterlmy) ;

An. Lubang tengah, letak antigen; AS. Lubang di

sekeliling lubang tengah, letak antiserum (kam-

sentrasi AS mulai dari lubang bertanda AS searah

jarum jam, untuk a: 16,112, 1/24,..... ,.1/192

O U 1/1 172, 008, widileeesnvi . 232
substrat ialah 1 mg/nl P-nitrophenyl phosphate dalam substrate bufger.
Reaksi dihentikan dengan menambahkan 3 M NaCH.

Pengujian dilakukan dengan menggunakan plat mikrotiter, dengan su-
sunan letak perlakuan dalam lubang plat sesuai dengan pola yang telah
ditentukan (Gambar 6).. Tahap-tahap perlakuan pada pengujian ini mengi-
kuti metade Clark dan Adams (1977) dan Voller et af. (1979) yang dimodi-
fikasi (Lampiran 3). Hasil reaksi diamati secara visual melalui peru-

bahan warna larutan, dan pembacaan nilai A larutan pada .|\ = 405 nm de-

ngan EL{a neader. Secara visual reaksi dinyatakan positif apabila war-

na larutan berubah menjadi kuning dan apabila berdasarkan nilai A,
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reaksi baru dinyatakan positif jika nilai A contoh )/ 2 kali nilai A

kontrol (Voller et af., 1979).

S8 S - 3 4 5 6 7 8 9 |10 21 T}¥
A x | 2P wTx |.X1 x| P9 ¥iks 158
B | x |8 |Yie|"s2|"eq|' 28 |'f25¢ | V512 |"02a 2048 | a006| X
cl x|% Yeq Ysix Yaoge| x
nd ¥ X
E| X X
F x |8 /32 /128 Yo24 Yaoge| X
G X Y3 Yeq Yase 12043| Yaooe| x
Rk xEx | ¥ P ix |l x x|l'xIN ¥x )

Gambar 6. Susunan Letak Perlakuan dalam Lubang Plat Mikrotiter
pada Indirnect ELISA. X. Lubang kosong;
B (2-11). As. (1/8-1/4096) + V (1L/10); C (2-11).
AS. (1,8<1/4096) +V (1A0); F (2-11). As, (18-
1/3096) + Se (1/10); G (2-11). AS, (1/8-174096) +
Se (110); DdnE (2-11). Di an untuk reaksi
AS terhadap cairan perasan beberapa tanaman sakit;

AW AS, +V ta/1).

Reaksi AS terhadap Beberapa Cairan Perasan Tanaman Sakit

Cairan perasan beberapa tanaman sakit yang terinfeksi virus kru-
puk tembakau (tembakau, tamat, S. khas{anum, dan A. conyzodides) diuji
terhadap AS virus krupuk tembakau dengan metode I-ELISA dan Ouchterlo-
ny. Antiserum yang digunakan ialah AS,, yang (a) maupun (ta) untuk uji
Ouchterlony, dan hanya yang (a) untuk I-ELISA. Konsentrasi AS dan
cairan perasan tanaman masing-masing 1/8 dan 1/1 untuk uji Ouchterlony
serta 1/50 dan 1/10 untuk I-ELISA.

Pada konsentrasi yang sama, reaksi AS dengan cairan perasan ta-

naman sehat dari setiap tanaman yang diuji digunakan sebagai kontrol.
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Pada uji Ouchterlony digunakan pula pembanding yaitu reaksi antara AS

dengan V.

Percobaan 4. Mikroskgpi Virus

Bahan dan Peralatan

Bahan yang digunakan untuk pengamatan virus dengan mikroskop an- .
tara lain ialah jaringan tanaman tembakau yang terinfeksi virus krupuk
tembakau, jaringan tanaman tembakau sehat, suspensi virus krupuk tem-
bakau "murni-sebagian" (V), antiserum virus krupuk tembakau (AS), ser-
ta beberapa bahan kimia seperti zat warna Azure-A 0.1%, 2-methoxyetha-
nof, asam fosfotungstat (PTA), uranil asetat (UA), penyangga Tris, pe-
nyangga fosfat, glutaraldehida 3%, osmium tetraocksida 1%, asetam, dan
epm.

Beberapa peralatan untuk pengamatan digunakan mikroskcp cahaya

biasa (MC), mikroskop elektron (ME) madel Hitachi HS-9, dan seperang-

Metade Percobaan

kat peralatan untuk pengamatan dengan ME.

I

l Pengamatan dengan Mikroskop Cahaya (MC)

; Pengamatan ini untuk mengetahui bentuk dan ukuran nukleus, serta
kemungkinan adanya pembentukan badan inklusi di dalam nukleus sel ja-
ringan floem tanaman yang terinfeksi. Tanaman yang diperiksa adalah
yang terinfeksi virus krupuk tembakau dengan gejala krupuk isolat-1,
terinfeksi virus krupuk tembakau dengan gejala krupuk isolat-l yang

disertai penebalan merata pada tempat-tempat tertentu sepanjang tu-

lang-tulang daun lateral (selanjutnya disebut dengan krupuk isolat-2),
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dan tanaman yang sehat sebagai kontrol.

Preparat mikroaskop disiapkan dengan cara membuat irisan tipis ja-
ringan tulang daun dan diwarnai dengan zat warna Azure-A 0.1% menurut
metode Christie dan Edwardsan (1986) dan Christie, Falk, Hielbert,
Lastra, Bird, dan Kim (1986) yang prinsipnya seperti digambarkan pada
Gambar 7. Pengamatan dengan pembesaran 1 000 kali menggunakan minyak
emersi. Pada pengamatan diamati sejumlah 50 nukleus sel untuk setiap
contoch jaringan tanaman yang diperiksa, dan untuk membandingkan perbe-
daan ukuran nukleus sel dari ketiga contoh tersebut digunakan rancang-

an acak lengkap.

i

7 W Gliserin
: Azure-A 0.1% + 0.2 M Na_HPO
Irisan (9:1) : ,

(15-30 menit) { —

jaringan
Li
2-methaxyethanol Alkohol 96%
(15-30 menit) (15-30 menit) Pengamatan

Gambar 7. Pembuatan Preparat Nukleus Sel dengan Pewarnaan Azure-A.

Pengamatan dengan Mikroskop Elektron (ME)

Pengamatan dengan ME dimaksudkan untuk mendapatkan partikel virus
krupuk tembakau di dalam jaringan tanaman yang terinfeksi. Pengamatan
tersebut dilakukan melalui beberapa metade yaitu metode celup, irisan
halus, dan Immunosorbent ELectron Microscopy (I1SEM). Pengamatan de-
ngan menggunakan pembesaran 20 000-30 000 kali.

Metode Celup. Preparat ME dibuat dengan menggunakan lempeng grid

(@ = 3 mm) yang telah dilapisi Carbon. Untuk keperluan tersebut
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permukaan bidang irisan jaringan tanaman yang terinfeksi virus dice-
lupkan beberapa kali pada tetesan zat warna PTA 0.1% atau UA 2% pada
grid, atau dengan menggunakan larutan virus (dari cairan perasan ta-
naman yang terinfeksi atau suspensi virus "murni-sebagian") yang di-
teteskan pada grid dan pada tetesan tersebut ditambahkan tetesan PTA
atau UA. Setelah tetesan kering grid diamati.

Metade Irisan Halus. Pembuatan preparat untuk pengamatan ME de-

ngan metade irisan halus dilakukan melalui proses fisaksi, dehidrasi,
embedding, pengirisan, pewarnaan, dan pengamatan (Juniper, Cox, Gi-
khrist, dan Williams, 1970; Milne, 1972). Fiksasi jaringan tanaman
yang terinfeksi virus krupuk tembakau dengan larutan glutaraldehida 3%
dan osmium tetracksida pada suhu 4°C berturut-turut masing-masing se-
lama 1 dan 2 jam. Pencucian jaringan setelah fisaksi menggunakan

0.1 M penyangga fosfat. Dehidrasi menggunakan seri aseton 30, 50, 70,
85, 95, dan 100% masing-masing selama 10 menit serta selama 30 menit
dalam aseton 100%.

Embedding dilakukan dengan perendaman jaringan dalam campuran
aseton dan epon 3:1, 1:1, dan 1:3 secara berturut-turut dengan dikocok
selama 30, 60, dan 90 menit untuk setiap tahap perendaman. Kemudian
dikocok lagi selama satu malam dengan menggunakan epan yang baru, dan
hari berikutnya diganti lagi dengan epon baru serta disimpan dalam ek-
sikator pada suhu 4°C selama 24 jam. Kemudian dibuat cetakan epon dan
disimpan dalam inkubator berturut-turut selama 24 jam pada suhu 40°c
dan selama 48 jam pada suhu 60°C. Setelah cetakan ditrim, dengan meng-

gunakan ultra mikrotom dibuat irisan halus dan irisan ditempelkan Pada

permukaen grid untuk dilakukan pewarnaan. Pewarnaan irisan jaringan
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menggunakan UA 2% dan timbal sitrat masing-masing selama 20-30 detik.
Kemudian setelah grid dicuci dengan campuran air destilata dan NaOH,
preparat irisan diamati.

Metode ISEM. Preparat ME disiapkan melalui beberapa tahap yaitu

tahap pelapisan grid, pencucian I, pengikatan partikel virus, pencuci-
an II, pemberian dekorasi, pencucian III, pewarnaan, dan pengamatan
dengan ME (Lange, 1984). Untuk keperluan tersebut disediakan AS virus
(@) pada konsentrasi 1:8, 1:40, dan 1:400 dalam 0.1 M penyangga fosfat
dengan pH. 7.0. Larutan virus yang diperiksa (dari cairan perasan ta-
naman yang terinfeksi virus krupuk tembakau atau suspensi virus "murni-
sebagian" dibuat pada konsentrasi l:lO‘ dalam penyangga yang sama.

Pada pelapisan setiap grid yang digunakan diapungkan pada tetesan
AS (1:400) selama 5 menit, dan pencucian I dilakukan dengan meneteskan
penyangga fosfat sebanyak 20 kali tetesan pada bagian grid yang telah
dilapisi AS. Setelah pelapisan setiap grid diapungkan pada tetesan la-
rutan virus selama 15 menit untuk pengikatan partikel virus, kemudian
dilakukan pencucian II dengan cara yang sama seperti pencucian I.

Pemberian dekarasi dengan menggunakan AS (1:8) atau AS (1:40).
Sebagian grid diapungkan pada tetesan AS (1:8) dan sebagian yang lain
pada tetesan AS (1:40) selama 15 menit. Setelah itu dilakukan pencuci-
an ITI seperti pada pencucian I tetapi dengan menggunakan air destila-
ta. Kemudian pewarnaan dilakukan dengan mengapungkan grid pada tetes-

an UA 2% selama %-1 menit, dan setelah kering diamati.
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virus mungkin baru dimulai apabila genam virus mencapai nukleus. Ke-
jadian paling awal ditandai dengan meningkatnya sintesis asam nukleat

di dalam nukleolus, yang segera diikuti dengan penyebaran asam nukleat

ke dalam sitoplasma di sekeliling nukleus. Menurut Bos (1983) proses

replikasi asam nukleat virus tergantung pada virus tertentu dapat ter-
jadi dalam nukleus atau sitoplasma.

Goodman (1981) dan Bos (1983) mengemukakan bahwa pada semua kasus
virus gemini, infeksi virus tampak ada hubungannya dengan nukleus sel
yang terinfeksi. Partikel seperti virus terakumilasi dalam nukleus,
dan perubahan sitgpatologi yang ada hubungannya dengan infeksi virus
gemini ter jadi mula-mla pada struktur nucfear dan nucfeolar. Kim,
Shock, dan Goodman (1978) telah melaparkan adanya perubahan struktur
nukleolar yaitu ter jadinya hipertrofi pada nukleoli dan segregasi ba-
han nukleolar menjadi bagian berbentuk fibril atau granular, pada sel
jaringan tanaman yang terinfeksi bean gofden mosaic viws (BGW), dan
euphonbia mosaic vius (EMW) yang keduanya tergolang virus gemini.
Menurut Goocdman (1981) , Thangmeearkam, Honda, Saito, dan Syamananda
(1981) , serta Christie et af. (1986) perubahan nukleus seperti segre-
gasi nuklecli, terdapatnya badan berbentuk fibril, dan terakumulasinya
partikel virus dalam sel jaringan pembuluh merupakan efek sitopatotik
yang senantiasa berasosiasi dengan struktur ultra dari infeksi virus
gemini. Namun Osaki dan Inocuye (1978) tidak mendapatkan perubahan
struktur nukleolar seperti tersebut pada sel jaringan yang terinfeksi
virus krupuk tembakau, tetapi kristal-kristal badan inklusi berbentuk

batang yang diduga merupakan agregat partikel virus didapatkan teraku-

mulasi di dalam nukleus.
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Pengamatan badan inklusi melalui pewarnaan jaringan dengan Azure-
A, tidak memberikan hasil yang diharapkan. Menurut Christie dan Ed-
wardson (1986) pewarnaan dengan Azure-A pada jaringan yang terinfeksi
»virus menyebabkan nukleus berwarna biru, badan inklusi yang mengandung
DNA ungu-biru, dan badan inklusi yang mengandung RNA ungu-merah sedang
pada sel jaringan sehat nukleus berwarna biru dan nukleclus ungu-merah.
Christie et af. (1986) melalui pewarnaan jaringan dengan Azure-A men—
dapatkan adanya badan inklusi berukuran besar dengan warna ungu-biru
dan badan berbentuk fibril di dalam nukleus jaringan floem beberapa ta-
naman yang terinfeksi oleh BQW, EW, Lima bean golden mosaic virus
(LBGWV) , malvaceous chlorosis virus (MCV), dan rhynchosia mosadic virus
(RMV) yang diduga tergolong virus gemini. Sebagian besar nukleus yang
mengandung badan inklusi tersebut tampak mengalami hipertrofi, dan ter-
bentuknya badan inklusi di dalam nukleus yang berasosiasi dengan ja-
ringan pembuluh mencirikan infeksi dari semua virus gemini.

Tsao (1963) melaparkan adanya badan inklusi berbentuk amarf hampir
spherical di dalam nuklei dengan diameter antara 2-10 mikron, pada ta-
naman kapas yang terinfeksi feaf crumple virwus. Nuklei yang mengandung
badan inklusi dapat mencapai 2-4 kali lebih besar daripada yang normal,
dan badan inklusi lebih besar dibandingkan dengan nukleoli. Jumlah ba-
dan inklusi bervariasi dari satu sampai beberapa untuk setiap nukleus
dalam keadaan terpencar atau berkelompok membentuk suatu agregat. Ba-
dan inklusi tidak terdapat di dalam sitoplasma maupun nukleoli.

Pewarnaan dengan Azure-A pada pengujian ini untuk jaringan yang
terinfeksi tidak berbeda dengan yang sehat yaitu nukleus terwarnai bi-

ru dan nukleolus ungu-biru. Akan tetapi didapatkan bahwa sebagian
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besar nukleus sel jaringan yang terinfeksi mengaﬂiung sejunlah nukleo-
li dengan ukuran yang bervariasi (Gambar 22). Beberapa mukleoli tam-
pak mengalami hipertrofi dengan ukuran lebih besar daripada namal.
Diameter rata-rata nukleolus yang mengalami hipertrofi mencapai seki-
tar 2.6 kali dari yang narmal. Pada nukleus dengan beberapa nukleoli
di dalamnya didapatkan hanya satu atau dua nukleoli saja yang mempunyai
ukuran lebih besar daripada narmal, sedang yang lain lebih kecil. Nu-

kleolus yang lebih kecil daripada yang namal, diduga dihasilkan dari

Gambar 22. Bentuk Nuklei (N) dengan Beberapa Nukleali (Ni)
dari Sel Jaringan Floem Tanaman Tembakau.
a. Sel jaringan sehat; b. Sel jaringan yang ter-
infeksi virus krupuk tembakau isolat-1l; c. Sel
jaringan yang terinfeksi virus krupuk tembakau
isolat-2; NI. Nukleolus yang berukuran lebih be-
sar daripada yang namal.
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segregasi nukleolus yang sebelumnya telah mengalami hipertrofi. Peru-
bahan struktur nuklei sel jaringan floem seperti hipertrofi pada nu-
kleus dan nmukleolus, terdapatnya nuklealus dengan ukuran lebih kecil
daripada normal yang diduga hasil segregasi mukleolus tampak mirip de-
ngan yang dilaparkan pada infeksi yang disebabkan oleh virus dari go-
longan gemini yaitu BGW pada buncis, EMV pada E. prunifofia, dan Le-

af crumple virus pada kapas.

Pengamatan dengan Mikroskop Elektron

Pengamatan partikel virus dengan ME hanya berhasil melalui metcde
ISEM. Bentukan yang diduga partikel virus, tampak berbentuk isametrik
ganda dengan ukuran 17 X 29 nm yang menunjukkan bentuk morfologi parti-
kel dari kelampdk virus gemini (Gambar 23).

Virus gemini merupakan golangan virus tumbuhan dengan marfal ogi
partikel yang berbeda dengan golangan virus tumbuhan lainnya yang te-
lah umm dikenmal, dan baru sekitar tujuh tahun yang terakhir ini dila-
parkan. Nama virus gemini berasal dari karakteristik partikel virus
yaitu isametrik ganda, yang dalam keadaan tunggal umumnya mempunyai
diameter berkisar 18-20 rm dan sebagian besar senantiasa terdapat da-
lam keadaan berpasangan dengan ukuran 20 X 30 rm (istilah gemini dari
bahasa Latin yang berarti kembar). Morfologi partikel virus gemini
tersebut sebenarnya telah diketahui sejak tahun 1974 (Bock, 1982).

Virus gemini merupakan kelamwpck terserdiri dari gaolangan virus
tumbuhan, dan belum dilaparkan bahwa ada virus dengan partikel berben-
tuk gemini pada binmatang atau organisme prokaryot (Goodman, 1981) .
Menurut Goadman (1981) dan Bock (1982) virus gemini dapat dibedakan

dengan golmgan virus tumbuhan lainnya dari bentuk kandungan asam
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nukleatnya. Sebagian besar virus tumbuhan diketahui mengandung asam
nukleat dalam bentuk asam ribonukleat (RNA), sedang virus gemini asam
nukleatnya adalah DNA dalam bentuk 44ingfe-stranded DNA (84DNA) .

Sebagian dari virus gemini dilaporkan terutama ditularkan oleh
B. fabaci, tetapi ada beberapa di antaranya yang ditularkan oleh we-
reng daun (Goodman, 1981). Beberapa virus gemini yang telah diketahui
ditularkan oleh B. tabac{ ialah BGW, EMV, tomato gofden mosaic virus,
tomato yellow dwarg virus, mungbean yellow mosaic virus, dan virus kru—
puk tembakau, sedang yang ditularkan oleh wereng daun ialah maize stne-
ak viws, chlonis siniate mosaic virus, cuwly Zop virus, tobacco yellow

dwarng virus, dan bean summern death virus,

Gambar 23. Partikel Virus Krupuk Tembakau Isolat-1.
V. Partikel ganda dengan ukuran 17 X 29 rnm
(Parbesaran 240 000 kali).
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Partikel virué gemini ternyata nérptmyai ukuran yang bervariasi.
Osaki dan Inouye (1978) mendapatkan bahwa partikel virus krupuk temba-
kau di Jepang yang diduga sebagai virus gemini, dalam keadaan berpa-
sangan mempunyai ukuran berkisar antara 15-20 X 25-30 nm. Bentuk par-
tikel virus krupuk tembakau yang dilaparkan oleh Osaki dan Incuye
(1978) tersebut terlihat pada Gambar 24.

Gambar 24. Partikel Virus Krupuk Tembakau, Suatu Virus Gemini
dengan Bentuk Isametrik Ganda. Ukuran partikel
15-20 X 25-30 nm. Gambar direproduksi dari Osaki
dan Inouye (1978).
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KESTMPULAN

Berdasarkan perbedaan gejala pada tanaman yang terinfeksi dari
hasil inokulasi buatan, dibedakan dua isolat virus krupuk tembakau
yaitu isolat-1 dan isolat-2. Kedua isolat tersebut dapat ditularkan
dengan penyambungan dan melalui vektor kutu Aleyrodidae asal tembakau
Bemisia sp., dan masa inkubasi virus dalam tanaman tembakau berkisar
9-46 hari. B. fabaci asal tanaman kedelai dan M. persicae ternyata
tidak menularkan virus krupuk tembakau.

Penularan virus krupuk tembakau dengan penyambungan lebih mudah
dilakukan daripada melalui Bemis{ia sp., dan dengan melalui vektor ter-
sebut penularan juga lebih mudah dilakukan untuk isolat-2 daripada iso-
lat-1l. Virus krupuk tembakau isolat-l dapat menginfeksi tanaman tamat,
S. khasianum, N. glutinosa, dan A. conyzoides dengan gejala sistemik
perubahan bentuk daun. Di antara tanamn-tanaman tersebut taomat tampak
merupakan tanaman inang yang sesuai untuk perkembangan virus krupuk
tembakau, oleh karena itu dapat menjadi sumber inokulum yang potensial
untuk penyebaran virus di lapang. Dengan satu ekar Bemisia sp. per
tanaman virus krupuk tembakau dapat ditularkan dari tomat maupun
A. conyzoides sakit ke tembakau sehat, sedang untuk penularan virus da-
ri tembakau sakit ke tembakau sehat diperlukan minimum tiga ekor per
tanaman.

Virus krupuk tembakau isolat-1l "murni-sebagian' ternyata bersifat
antigenik dan menyebabkan pembentukan antiserum dengan titer 1/128, dan
1/12 masing-masing dihasilkan melalui metode uji micro-precipitin dan

Ouchterloy, serta sampai titer 1/4096 dengan metode I-ELISA reaksinya
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masih positif. Spektrum absarbsi-UV virus krupuk tembakau isolat-1
tersebut menunjukkan bentuk spektrum absarbsi nuklecprotein, dengan
maksimum dan minimum masing<masing pada panjang gelambang 260 nm dan

245 nm serta ratio A = 0.69.

280/A 260
Bentukan yang diduga partikel virus berbentuk isametrik ganda
dengan ukuran 17 X 29 nm pada pengamatan dengan EM, didapatkan dalam
preparat virus krupuk tembakau isolat-l '"murni-sebagian' tersebut.
Selain itu kedua isolat virus krupuk tembakau tersebut dapat menye-
babkan terjadinya hipertrofi pada nukleus dan nukleolus sel jaringan
floem tanaman yang terinfeksi. Berdasarkan sifat-sifat virus terse-
but maka tampak ada kecenderungan bahwa virus krupuk tembakau isolat-1

merupakan salah satu virus dari golongan virus gemini yang ditularkan

oleh Bemisia sp.
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SARAN

Hubungan antar tipe antara kedua isolat virus krupuk tembakau yang
didapatkan perlu diteliti kembali.

Interaksi antara kedua isolat virus krupuk tembakau tersebut di da-
lam tanaman tembakau maupun tumbuhan inang qulma, cara penularan
virus melalui serangga, dan kisaran inangnya perlu diteliti lebih
lanjut.

Sebagai salah satu usaha pengendalian penyakit krupuk tembakau di-
sarankan agar tidak menaman tomat di dekat atau di sekitar perta-
naman tembakau, dan mengadakan sanitasi dengan memusnahkan tanaman
inang virus krupuk tembakau antara lain A. conyzodides, S. kRhasia-
num, serta berbagai jenis gulma lainnya yang telah dilaporkan se-
bagai inang virus krupuk tembakau.

Diagnocse penyakit tumbuhan yang disebabkan oleh virus dengan menga-
mati badan inklusi menggunakan mikroskop cahaya perlu dikembangkan,
mengingat metode pengamatan dengan mikroskop cahaya lebih mudah dan
beayanya lebih murah.

Penggunaan antiserum virus tumbuhan dalam pengujian-pengujian telah
semakin meluas. Oleh karena itu usaha untuk memproduksi antiserum
di dalam negeri perlu mendapatkan perhatian untuk segera dilaksana-
kan karena ketergantungan untuk bahan tersebut dari luar negeri

akan memerlukan beaya yang sangat tinggi.
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Lampiran 1. Skema Pemurnian Virus Krupuk Tembakau
(Osaki dan Inouye, 1978).

Jaringan Tanaman

Sakit
——— Dihancurkan dalam 0.2 M penyangga Barat pH. 8.5
yang mengadung 0.1% 2- mecaptoeethanol dan 1%
Antifcam-A (2 ml/gram jaringan).
Ekstrak

——— Dilarutkan dalam 10% n-butanal (vA7)—3 dikocok
sampai hamogen selama 30 menit —— disentrifus
dengan kecepatan 10 000 rpm selama 10 menit.

Supernatan
——— Diendapkan dengan 6% PBG 6 000 dan ditambah dengan
1% Tritan X-100 —— dikocck sampai hanogen se-
lama 30 menit, kemudian disimpan dalam almari es
selama 60 menit dan disentrifus dengan kecepatan
2 15 000 rpm selama 20 menit.
Pel let

——— Dilarutkan dalam 0.1 M penyangga K-fosfat W 7.8
(10 m1 /100 ml ekstrak asal) ——) disentrifus de-
ngan kecepatan 10 000 rpm selama 10 menit.

Supernatan
(Larutan Virus Jernih)

- Diendapkan lagi dengan 4% PEG 6 000 yang ditambah
dengan 1% Triton X-100 — dikocck sampai hamogen
selama 30 menit, kemudian disimpan dalam almari es
selama 60 menit dan disentrifus dengan kecepatan
15 000 rpm selama 20 menit.

Pellet

——— Dilarutkan dalam 0.1 M penyangga K-fosfat pH. 7.8
(10 m1/100 ml larutan asal) —3 disentrifus de-
ngan kecepatan 10 000 rpm selama 10 menit.

\Z
Suspensi Virus
"Murni-sebagian"
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Lampiran 2. Skema Absarbsi Antiserum (AS) oleh Protein
Normal Tanaman Sehat (Lamel et af., 1982).

Jaringan Daun
Tanaman Sehat

{

——— Dihancurkan dalam 0.01 M penyangga Tris pH. 7.6
yang mengandung 0.85% NaCl dan 0.01% NaN

(1 ml/gram jaringan) ——3 disentrifus déngan ke-

N cepatan 9 000 rpm, 20 menit.

Supernatan

t———  Ditambahkan Ammonium Sulfat jenuh (1:1) — diko-
cok hanagen selama 15 menit, dan dibiarkan selama
30 menit pada suhu ruangan—) disentrifus dengan
N kecepatan 9 000 rpm, 15 menit.

—  Dilarutkan dalam 0.01 M penyangga Tris pH. 7.6
yang mengandung 0.85% NaCl dan 0.01% NaN
(0.2 ml /gram jaringan) —) didialisa 3hadap la-
rutan penyangga yang sama selama satu malam dalam
¥ ruang dengan suhu sekitar 20°C.

Larutan Pekat Protein
Tanaman Sehat

| Antiserum yang akan diabsorbsi dicampur dengan la-
rutan pekat protein tanaman sehat, sebanyak 1 ml
protein untuk setiap 0.2 ml antiserum-—) disimpan
selama 2 jam pada suhu 37 “c dan dilanjutkan selama
satu malam pada suhu 4 C——) disentrifus dengan

v kecepatan 5 000 rpm selama 5 menit.

Antiserum Bebas Dari
Antibcadi terhadap
Protein Tanaman

.y Ditambahkan NaN3 sampai kansentrasi akhir 0.01%
dan selama pengujian disimpan dalam perdinain.
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Lampiran 3. Prinsip Metode Indirect Enzyme-Linked Tmmunos onbent
Assay (I-ELISA) (Clark dan Adams, 1977; Voller et
al., 1979).

Lubang Plat Mikrotiter

l «—— 1. Pengikatan antigen (virus) pada plat: anti-
gen + coating buffer (1:10) diisikan ke dalam
lubang plat mikrotiter (200 ul/lubang) dan disim-

pan selama 3 jam pada suhu 7
__‘%_ 2. Pencucian plat: plat dikosongkan dan dicuci
dengan mengisikan PBST-20 selama 3 menit dan di-
ulang tiga kali berturut-turut.

¢—— 3. Penambahan antiserum: antiserum + enzyme

bugger diisikan ke dalam lubang plat sebanyak
200 ul/lubang untuk setiap pengenceran yvang di-
#4 uji, dan disimpan selame satu malam pada suhu
% Tr .
| 4. Pencucian plat: sebanyak tiga kali secara
l sama seperti pada nomer 2.

T € 5. Penambahan conjugate: conjugate Goat anti-
et

Rabbit 1gG. alkaline phosphatase + enzyme buffer
Y (1:1 000) diisikan ke dalam setiap lubang plat
|

(200 ulélubang) , dan disimpan selama 3 jam pada
suhu 37°C.

lﬂ.

6. Pencucian plat: secara sama seperti pada

naner 2.
o Q
D-D n‘ln
005 'E" ¢<— 7. Penambahan substrat: P-nitrophenyl phosphate
30 G + substrnate buffer (1 mg/ml) diisikan ke dalam
lubang plat (200 ul/lubang) , dan disimpsn selama
2060 menit pada suhu ruangan.
Z ¢— 8. Setelah sekitar 30 menit dan terjadi perubah-

an warna larutan, reaksi dihentikan dengan menam-
bahkan 3 M NaOH (50 ul /lubang) .

9. Pencamtan: secara visual dengan mengamati
intensitas warna larutan atau dengan pembacaan
nilai absarbansi larutan pada A = 405 nm menggu-
nakan ELia neaden.
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Lampiran 4.

Absorbansi Larutan Virus Krupuk Tembakau Isolat-1
"murni-sebagian" (1:10) pada Kisaran Panjang Ge-

lanbang 230-325 rm.

108

Panjang Gelambang Absarbansi

(rm)

230 0.899
235 0.828
240 0.766
245 0.704
250 0.748
255 0.822
260 0.858
265 0.827
270 0.759
280 0.592
300 0.416
325 0.311

N ——

\©O

L
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