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DETEKSI MOLEKULER PATOGEN ULATSUTERA (Bombyx mori L) PASCA
EPIDEMI PENYAKIT PEBRIN (TAHUN 2010-2014)

SITTI NURAENI
Fakultas Kehutanan Universitas Hasanuddin J1. Perintis Kemerdekaan Km [0
TamalanreaMakassar 90 425, Sulawesi Selatan, Indonesia. Telp. +62-813-42681084, email:

ABSTRAK
oleh Nosema bombycis sedangkan grasseri discbabkan oleh muclearpolyhedrosis virus (NPV). Tq;!:m
penelitian ini adalah untuk mendeteksi kedua patogen tersebut pasca epidem penyakit pebrin. Pengambilan
sampel dilakukan pada produsen bibit dan sentra pemeliharaan ulatsutera dan deteksi dilakukan dengan
menggunakan teknik PCR. Hasil penelitian menunjukkan bahwa bibit yang dilepas oleh produsen dan
beberapa sampel (telur, exuvia, pupa, sckremen dan tansh) tidak ditemukan N. bombycis dan NPV kecuali
pada larva instar § dari pengambilan sampel petani pada bulan Jum 2014.

ABSTRACT
Pebrine diseases and grasseri are the important diseases of silkworm with significant yield loss. Pebrine
disease caused by Nosema bombycis while grasseri caused by nuclearpolyhedrosis virus (NPV). The purpose
of this study was to detect both pathogenic after pebrine disease epidemic. Sampling is done on seed
producers and rearing bed of silkworm from farmer's and detection was done by using PCR. The results
showed that the seeds are released by the producers and some samples (eggs, exuviae, secrement, pupae, soil)
are not found pathogens except the fifth instar larvac taken from farmer’s in June 2014,

Kats kunci : pebrin, grasseri, ulatsutera, deteksi, PCR.

PENDAHULUAN pengujian telur oleh pihak Karantina Pertanian
Pada awal tahun 2010, ledakan penyakit pebrin sebelom legal diperdagangkan di dalam negeri
‘wemibali terjadi setelah kejadian pada tahun 1972- juga mevupakan upsya preventif dan regulasi

ﬁngkum;muhhmmdmﬁqﬁmﬁh grasseri bahkan lebih merugikan petani karena

impor yang didatangkan dari luar juga dilakukan mendatangkan hasil kokon. Menurut Guo-Ping




-

.:lm)ﬁ-lin(lﬂll].ﬁ:nnmmkemhnpmdﬁm‘
karena serangan penyakit akan berdampak
signifikan terhadap stabilitas serikultur dan juga
pada animo masyarakat, schingga studi tentang
patologi ulatsutera dan penelitian terupan menjadi
sangat penting,

BAHAN DAN METODE

Pengambilan Sampel

Sampe! yang digunaksn adalah telur atan bibit
Sumber bibit yang digunakan petani berasal dari
BPA Bili-bili Kabupaten Gowa dan KPSA Perum
Perhutani Kabupaten Soppeng. Bibit ulatsutera
yang diproduksi adalah galur S01, $02, 03, BS09
dan C301. Sampel lainnya adalah telur dari petan
yang telah disertifikasi, larva, pupa, exuviae,
sckremen ulatsutera dan tanah disekitar ruang
pemcliharaan yang dikumpulkan secara acak pada
sentra  pemeliharaan  ulatsutera  di

Soppeng dan Wajo pada bulan Jumi 2014,
Primer yang digunakan

Deteksi patogen N. bombyeis dengan metode PCR
mengacu pada metode dari Hatakeyama dan
Hayasaka (2003) sedangkan untuk deteksi NPV
mengacu pada metode dari Saez et al (2014).
Primer yang digunakan adalah NBEF 35 Forward
(5'ATG GAC GGT GTA AAG TTG CTG G3")
dan NBEF957 Reverse (S-ACC ATY TCR TTR
TGl GCI AC-3) dengan 922 pasang basa untuk
produk genom N bombycis. Primer ORF14
Forward (5'ATG GAC GGT GTA AAG TTG
CTG G3") dan ORFI14 Reverse (5'TCA AAA
TCA ACG CCG TCG TC3') dengan 433 pasang
basa untuk produk genom NPV

Ekstraksi dan purifikasi DNA

Spora N. bombycis dan polyhedra diekstraksi dari
telur ulatsutera menggunakan Metode KOH
(Hatakeyama dan  Hayssaka, 2003), Telur
ditempatkan  dalam  tabung Eppendorf
ditambahkan 500 ul KOH 30 %. Larutan sampel
didiamkan selama 20 menit sampai warna telur
ulatsutera berubah menjadi merah. Setelah terjadi
perubahan warna, KOH telah dikeluarkan, dan
telur ulatsutera dicuci dua kali dengan 500 ul air
distilasi. Selanjutnya dinetralkan dengan 1M HCI
untuk  mencegah pembentukan garam.  Telur
ulatsutera kemudian dicuci dua kali lagi dengan air
Metode ckiraksi DNA N. bombycis dan

NPV merujuk pada Qiagen DNA Extraction. DNA
N. bombycis dan polyhedra NPV dilepaskan dari
sel telur dengan menggunakan 20 ! proteinase-K
dan 180 pl ATL buffer. Telur-telur di
menggunakan mikropestil tube kemudian divortex.
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Selanjutnya diinkubasi pada subu 56 °C selama 20
menit sampai terjadi lisis sempurna. Berikutnya
ditambahkan AL buffer sebanyak 200 yl kemudian
divortex dan diinkubasi kembali selama 10 menit.
Sebelum disentrifus, tambahkan Etanol 96 % 200
pl lalu divortex kembali untuk memisahkan
menggunakan pipet supermatan dipindahkan ke
spincolumn lalu disentrifus pada 8000 rpm
dimana DNA terkumpul pada sanngan. Spin
column dipindshkan ke mbe baru lalu dicuci
dengan menambahkan 500 pl AW1 buffer lalu
disentrifus kembali pada 8000 rpm selama satu
menit. Pencucian kembali dilakukan pada tube
baru dengan menambahkan 500 ul AW2 buffer
lalu disentrifus kembali selama 3 menit pada
14.000 rpm. Elusi DNA dengan mensmbahkan
200 pl AE buffer pada bagian tengah membran

menit pada suhu 25 °C kemudian disentrifus pada
8.000 rpm selama satu menit.

Elektroferosis

Agarose ditimbang 1,5 gr dan dilarutkan dalam
100 ml TAE buffer Ix dipanaskan hingga larut
kemudian dimasukkan dalam kontainer pencetak
agarose. Setelah memadat dimasukkan 8 yl produk
PCR  masing-masing sampel wang telah
diamplifikasi ke dalam sumuran pada agarose,
selanjutnys di running 100 V selama 50 menit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Deteksi dini pada bibit ulatsutera

Hasil amplifikasi sampel-sampel yang
diuji untuk mendeteksi N. hombyeis dan NPV
dapat dilihat pada Tabel 1 dan pola elektroforesis
gel agarose dari produk PCR dapat dilihat pada
Gambar 1-2. Hasil amplifikasi sampel telur
ulatsutera Galur S01, S02, S03, BS09 dan C301
dari produsen dan beberapa sampel telur dari
petani  pemelihara ulatsutera didapatkan hasil
amplifikasi yang negatif. Demikian pula halnya
dengan  beberapa sampel dari lingkungan
pemeliharaan petani, yaitu larva instar 3, pupa,
exuviae, sckremen dan tanah juga menunjukkan
yang hasil negatif.

Deteksi keberadaan patogen N bombycis
dan NPV pada sampel telur yang tidak menetas
dmmgkmgtﬁml-uiuﬂulmnuﬁu
sckremen dan tanazh dan lingkungan pemeliharaan
ulatsutera yang dikumpulkan secara acak pada
sentrn  pemeliharaan petani sutera Kabupaten
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Soppeng dan Wajo. Hasil amplhifikasi beberapa
sampel dan petani untuk mendeteksi N. bombycis
dan NPV dapat dilihat pada Tabel 1 dan Gambar
3-4, Hasil amplifikasi PCR untuk deteksi N
bombycis hanya pads larva mstar 5 (Gambar 3
kolom 2 ) menunjukkan hasil posiif atau N.

Tabel 1, Hasil amplifikasi semua mm;.pel untuk
deteksi pathogen penting pada ulatsutera
pasca epidemi penyakit pebrin

Sampel Asal Detekszi  Deteksi
Sampel Nosema NPV
bombyeis
Telur Galur 501  Gowa - -
Telur Galur S02  Gowa - -
Telur Galur 503 Gowa - -
Telur Galur Soppeng - -
BS09
Soppeng -
Telur C301
Telur Soppeng - .
Telur Impor -

“Larva instar 3 Wajo - -
Pupa Gowa - -
Pupa Soppeng - -
Exuviae Soppeng - -
Sekremen Wajo - -
tanah Wajo . -
Larva instar 5 Soppeng + .

922 bp —
SO0 b

Gambar 1. Produk PCR deteksi A, bombyeis. 1.
Konirol positif; 2. 100 bp DNA Jadder: 3-
5. Telur dan Galur 501, S02, dan S03
(dari produsen); 6-7. Telur dan Galur
B5S09 dan C301 (dan produsen); 8.
Telur/bibit lokal dari pemeliharaan petani;
9. Telur impor dan pemeliharaan petani.

bombycis terdeteksi. Sedangkan hasil amplifikasi
PCR untuk deteksi NPV hanya pada larva instar §
(Gambar 4 kolom 6) menunjukkan hasil positif
atau NPV terdefeksi.

443 bp

Gambar 2. Produk PCR deteksi NPV, 1. Kontrol
positif; 2. 100 bp DNA ladeier, 3-5. Telur

dari Galur S01, S02, dam S03 (dan

produsen); 6-7. Telur dari Galur BS09 dan
C301 (dan produsen); 8. Telur/bibit lokal
dan pemeliharaan petani; 9. Telur impor
dan pemeliharaan petani.

922 by

500 bp

Gambar 3. Produk PCR deteksi N. bombycis.
l. 100 bp DNA ladder; 2. Larva instar 5,
3. Kontrol positif

| 2 3 4 5 fi

443 b,
Gambar 4. Produk PCR deteksi EmNPV. |
Primer (Kontrol negatif); 2. Kontrol
positif; 3. 100 bp DNA ladder; 4. Telur
(Soppeng); 5. pupa; 6. larva instar 5
PEMBAHASAN

Upaya untuk membebaskan indukan
ulatsutera dari penyakit pebrin terus dilakukan
setelah ledakan penyakit beberapa tahun terakhir.




Walaupun masih menggunakan teknik
konvensional untuk membersihkan ibit atau telur
dan N bombycis skan tetapi sudah mulai
atau Metode Louis Pasteur digunakan untuk
mvestignsi dan pembebasan telur ulatsutera dari
pevakit pebrin. Metode ini adalah yang umum
digunaknn pada negara-negara produsen bibit
Metode ini pula sebagsimana pertama kali
melanda negara-negara penghasil sutera di Eropa
pada abad ke-17 (Bhat et al 2009). Metode Pasteur
membebaskan bibit ulatsutera dan penyakit pebrin
dengan  mengeliminasi  telur-telur  yang
indukannya terdeteksi mengandung spora N
bombycts (Schwartz 2001). Hasil peneltian ini
dilakukan setelah melewati metode graining
menunjukkan bibit yang dilepaskan produsen
telah bebas dan patogen N. bombycis.
Pengendalian penyakit grassen belum ada standar
bakunya scbagaimana pengendalian pﬂ:l'jrﬂhl
pebrin. Tindakan preventif penyakit grassen
scbelum sampa pada petani belum banyak
dilakukan. Hasil penclitian ini  menunjukkan
mvestigasi secara molekuler tidak ada terdeteksi
NPV yang terbawa melalui bibit. Apabila
polyhedra NPV yang terbawa melalui bibit yang
merupakan kontaminassi pnmer dari indukannya
dan akan ditularkan melalui telur yang diletakkan.
Dengan teknik molekuler yang sudah banyak
diterapkan untuk mendeteksi patogen termasuk N
bombycis dan NPV pada ulatsutera. Teknik
biologi molekuler modem telash  berhasil
mengembangkan tekmk deteksi patogen ulatsutera
sejak tahun 1994 (Guo-Ping dan Xi-Jie 2011),
Deteksi dini patogen dapat membantu penelitian
dan pusat-pusat penyuluhan untuk memastikan
bibit ulatsutera telah bebas dan patogen sebelum
dipasok ke petani (Ravikumar et al 2011). Deteksi
dini  bermanfast untuk mengurangi  biaya
pemeliharaan, pakan (Gaganidze et al 2014) dan
menghindan kerugian produksi sutera yang lebih
besar (Gowda et al 2015).

tindakan preventif terhadap penyakit-penyakit
yang ditularkan melalui bibit. Deteksi dapat pula
dilakukan pada lingkungan yang menjadi sumber
penularan penyakit, Selama im deteksi terhadap
penyakit pebnn dilakukan secara manual atan
dengan melihat langsung spora-sporanya di bawah
mikroskop. Di Indonesia, pemanfaatan teknologi
terkini dengan sensivitas vang lebih tinggi dan
akurat belum pemnah dimanfastkan. Menurut
Singh et al (2012), strategi penclitian di masa
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depan adalah penerapan teknik molekuler untuk
diagnosis, diferensiasi spesies, mengembangkan
tekmik deteksi dimi penyakit vang lebih baik,
cepat, sistematis dan loyak Beberapa penelitian
yang telah mengembangkan teknik deteksi pada
patogen ulstsutera vang menggunakan metode
molekuler adalah antara lain  Morses dan
Maruniak ( 1997); Sachse (2002); Hatakeyama dan
Hayasaka (2003); Didier et al (2004); Khurad et al
(2004) dan Ravikumar et al (2011). Hasil-hasil
penelitian tersebut saat ini telah dapat digunakan
yang mengembangkan metode berbasis molekuler
dengan pnf}mzme chain reaction (PCR)
metode  konvensional  untuk
mendeteksi dini beberapa penyakit ulatsutera
termasuk pebrin dan NPV yang tingkat sensitivitas
dan akurasinya lebih tinggi.
Patogen N. bombycis dapat dideteks: dengan PCR
yaitu mulni pada telur, larva, pupa dan ngengat.
Sedangkan NPV hanya dapat terdeteksi pada fase
larva (Ravikumar et al 2011) dan termasuk fase
pupa (Gaganidze et al 2014). Spora N. lramb;mr
dulln bahan organik sekitar
ulatsutera ndak selamanya hadir sebagm sumber
inokulum seperti pada sisa cankang telur, pupa
mati, ekskremen, exuvie ataupun pada tansh &
sekitar ruang pemeliharaan melalui sistem sampel.
Studi yang sama pernah dilakukan oleh Tekin et al
(2014) bahwa dengan memanfaatkan PCR yang
menggunakan primer yang sama (NBEF35F dan
NBEF?57R) di Turki hasilnyas negatif atau N
bombycis tidak terdeteksi.
Pada sampel larva instar 5 yang terdeteksi
terinfeksi N. bombyeis atau NPV menunjukkan
bahwa kehadiran patogen sering sulit dihindan
pada saat pemeliharnan ulatsutera berlangsung.
Meskipun bibit atau telur yang digunakan terbebas
dan patogen sehagai sumber infeksi utama akan
tetapi  sumber infeksi lmn dan lingkungan
seningkali sulit  dihindari. Lingkungan
pemeliharaan dapat menjadi  sumber infeksi
sckunder apabila pada pemelibaraan ulatsutera
scbelumnya terdapat sumber infeksi dan disinfeksi
diperhatikan.  Menurut  Yup-lian  (1991)
menyatakan bahwa sumber infeksi N bombycis
atau NPV dapat berasal dan bangkm larva yang
sakit, exuvise atau kokon kotor dalam karena
larvanya mati dan pecah di dalam kokon.
Pemanfastan PCR untuk deteksi dini dapat lebih
cepat diketahui infeksi N. bombycis dan/atau NPV
dibandingkan dengan penggunaan mikroskop
konvensional. Patogen NPV dengan menggunakan
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teknik molekuler mampu mendeteks: pada hari
kedua sctelah infeksi sedangkan dengan
mikroskop biasa terdeteksi pada han ke-8 setelah
infeksi (Ravikumar et al 2011) Metode molekuler
yang inovatif dikembangkan untuk mendeteksi
NPV berdasarkan urutan wilayah gen polyhedrin
Metode mendeteksi NPV dalam telur ulatsutera
secara cepat adalah denpan menpgunakan PCR
dan pnmer khusus (Gaganidze et al 2014)
Pemanfastan PCR untuk mendeteksi patogen M.
bombycis dan NPV dapat pula dilakukan secara
bersamaan melalm PCR Muluplex (Ravikumar et
al 2011).
Hasil pemeriksaan secara molekuler pada sampel
telur yang diambal secara acak dan produsen
merupakan upaya deicksi dimi  patogen N
bombycis dan NPV yang terbawa melalui bibit
sebelum disalurkan ke petani. Sedangkan sampel
yang biasa menjadi kotaminan sekunder (larva
instar 3, pupa sckremen, exuviae dan tamah)
menunjukkan hasil negatif kecuali pada sampel
larva intar 5 hasilnya positif. Penelitian ini telah
menjawab pertanyaan yang sering muncul, bahwa
apakah bibit yang beredar benar-benar telah
terbebas dari N. bombycis, Sementara padnunght
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