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Kata pengantar

Puji syukur kami haturkan kepada Tuhan Yang Maha Esa, sehingga pelaksanaan

Seminar Nasional Silvikultur IV yang mengambil tema “Proper Silviculture to Mitigate

Climate Change towards Sustainable Forest and Bio-Economic Resources (Mengatasi

Perubahan Iklim Terhadap Kelestarian Sumberdaya Hutan dan Ekonomi Sumberdaya

Hayati)” merupakan sarana komunikasi ilmiah tentang perkembangan penelitian dan

aplikasi teknik-teknik silvikultur dalam rangka memulihkan fungsi hutan secara lebih

baik dalam segala aspeknya. Seminar dan sekaligus acara Kongres Masyarakat

Silvikultur telah berlangsung dengan baik di Hotel Hakaya, Balikpapan, 19-20 Juli

2016. Kegiatan-kegiatan seminar, kongres dan musyawarah tersebut tidak mungkin

terlaksana tanpa kerja keras panitia dan dukungan beberapa pihak di antaranya: Fakultas

Kehutanan UNMUL, Masyarakat Silvikultur Indonesia (MASSI), Pemerintah Kota

Balikpapan dan pihak pihak lain yang tidak dapat kami sebutkan satu persatu. Hasil-

hasil seminar tersebut dirangkum dalam sebuah prosiding yang saat ini tersaji di

hadapan Saudara. Prosiding ini berisi rumusan seminar dan artikel-artikel, baik keynotes

maupun voluntary, yang telah dipresentasikan pada sebuah acara seminar, kongres dan

sekaligus musyawarah yang dihadiri oleh para pemerhati Silvikultur di Indonesia.

Dalam perjalanannya, artikel yang dimuat dalam prosiding ini telah mengalami review

yang cukup panjang dari para reviewer yang ahli di bidangnya masing-masing. Proses

tersebut dapat berulang jika reviewer menilai bahwa artikel belum sesuai dengan

ketentuan yang berlaku, yang telah ditetapkan oleh panitia. Dengan demikian, dapat

disimpulkan bahwa artikel yang termuat dalam prosiding ini telah memenuhi standar

penulisan dan penerbitan artikel ilmiah. Pada akhirnya kami berharap semoga artikel-

artikel di dalam prosiding ini dapat memperkaya khazanah ilmu pengetahuan. Data-data

dan hasil penelitian juga dapat memberikan kontribusi bagi kemajuan bidang Silvikultur

khususnya dan kehutanan Indonesia pada umumnya.

Samarinda, 13 Februari 2017

Tim Editor
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KARAKTER DAN BIOASSAY Bombyx mori NUCLEAR POLYHEDROSIS VIRUS
(BmNPV) DARI KONTAMINAN BIBIT ULATSUTERA IMPORSitti Nuraeni

Fakultas Kehutanan Universitas Hasanuddin Sulawesi Selatan 90425 Indonesia
E-Mail: nuraenisitti@gmail.com

AbstrakPenyakit grasseria atau penyakit Nuclearpolyhedrosis Virus (NPV) merupakan salah satupenyakit penting yang menyerang ulatsutera (Bombyx mori L). Tujuan penelitian iniadalah untuk mengetahui karakter patogen penyakit grasserie dan deskripsi gejalapenyakit yang ditimbulkan. Metode yang digunakan adalah dengan menggunakanmikroskop cahaya dan Transmission Electron Microscope (TEM). Uji bioassay dilakukandengan metode oles pada daun murbei berukuran 3x4 cm2 pada larva instar 3.Konsentrasi polyhedra BmNPV yang digunakan adalah 1x106 per ml. Hasil pengukurandiameter polyhedra rata-rata 3,74 µm dari bibit impor dan 3,28 µm dari bibit lokal denganbentuk heksagonal sampai bulat. Uji bioassay menunjukkan masa inkubasi adalah 8 harisetelah inokulasi dengan tingkat mortalitas dapat mencapai 69,33%. Gejala penyakit yangkhas pada larva ulatsutera adalah pembengkakan antar segmen dan bila pecahmengeluarkan cairan putih susu seperti nanah.Kata Kunci: Karakter, Bioassay, Bmnpv, Ulatsutera
Pendahuluan
Latar BelakangPenyakit ulatsutera telah menjadi salah satu ancaman utama yang dihadapi oleh petanisutera (Guo-Ping dan Xi-Jie, 2011). Penyakit ulatsutera merupakan faktor utama dan seriusyang memengaruhi produksi kokon (Watanabe, 1986; Potrich, et al. 2007). Ada empatkelas atau kelompok penyakit pada persuteraan alam global berdasarkan patogenpenyebabnya, yaitu penyakit oleh karena virus, bakteri, jamur dan protozoa (Guo-Ping danXi-Jie, 2011). Namun ada di antara penyakit-penyakit tersebut merupakan penyakit seriusyang dapat menggagalkan panen kokon pada setiap periode pemeliharaan, yaitu penyakitpebrine dan grasserie atau penyakit Nuclearpolyhedrosis Virus (NPV) (JICA, 1985; Yup-lian, 1991; Etebari, et al., 2007; Hussain dan Buhroo, 2011; Nath, et al., 2012).Persuteraan alam global mengalami kehilangan hasil kokon lebih dari 50% akibat
BmNPV (Bombyx mori Nuclearpolyhedrosis Virus) (Subbaiah, et al., 2012) atau sekitar70–80% dari total kehilangan hasil (Yup-lian, 1991; Babu, et al., 2005; Babu, et al., 2009).NPV merupakan salah satu penyakit ulatsutera yang paling merugikan di Asia Tenggara,termasuk Indonesia dan Vietnam. Pada tiap periode pemeliharaan ulatsutera tidak luputdari serangan penyakit tersebut. Intensitas serangan BmNPV pada sentra-sentrapemeliharaan ulatsutera di Sulawesi Selatan dapat mencapai 42,5–73,9 % bahkan dapatmenggagalkan total produksi kokon yang akan di panen (Anwar, 1985). Di Thailanddilaporkan tingkat serangan penyakit NPV 30-100 % (Kaewwises, 2006).Upaya pengendalian penyakit NPV sulit dilakukan karena tidak termasuk dalam prosedurpengendalian secara preventif. Penyakit NPV bahkan lebih merugikan petani disebabkanulatsutera yang sakit, akan terus aktif makan daun murbei. Gejala penyakit NPV baruterlihat setelah larva matang siap mengokon dan segera mati berjatuhan sebelummenghasilkan kokon. Petani tidak mendapatkan garansi bibit, kehilangan waktu, tenagadan daun murbei tanpa mendatangkan hasil kokon.
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Perumusan MasalahBeberapa tahun terakhir petani memelihara ulatsutera bukan hanya dari bibit lokal, akantetapi juga dari bibit impor. Bibit impor tersebut juga tidak lepas dari persoalan penyakittermasuk penyakit grasseria. Dari bibit impor tersebut bagaimanakah karakter danbioassay dari patogen BmNPV (Bombyx mori Nuclearpolyhedrosis Virus)?
Tujuan PenelitianPenelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakter morfologi dan uji bioassay BmNPV(Bombyx mori Nuclearpolyhedrosis Virus) terhadap bibit lokal ulatsutera.
Metode Penelitian
Lokasi PenelitianPengambilan sampel larva instar 3 dan 4 ulatsutera yang sakit untuk keperluanidentifikasi dilaksanakan di sentra pemeliharaan ulatsutera di Sulawesi Selatan.Pelaksanaan penelitian dilakukan di Laboratorium Terpadu Fakultas KehutananUniversitas Hasanuddin. Sampel patogen murni untuk dokumentasi Transmission Electron
Microscope (TEM) dikirim ke Fakultas MIPA UGM.
Alat dan Bahan
Pengamatan mikroskopis: alat yang dibutuhkan meliputi mikroskop cahaya yangdilengkapi dengan kamera, objek dan deck gelas, insect dissection kit, mortar dan pestlenya,kertas filter dan sertifuse. Bahan yang digunakan adalah ulatsutera yang sakit denganNPV, polyhedral konsentrasi 1x 108/ml, dan air destilasi.
Bioassay: alat yang dibutuhkan meliputi alat pemeliharaan ulatsutera. Bahan yangdigunakan adalah NPV konsentrasi 1x 108 per ml, bibit ulatsutera BS09 dan daun murbei.
Prosedur Penelitian
a. Mikroskop CahayaSampel ulatsutera digunakan adalah ulatsutera yang sakit dengan gejala penyakit grasseriayang berasal bibit lokal dan impor yang diambil dari pemeliharaan petani. Pengamatandilakukan sesuai prosedur (Inoue, 1980). Pengumpulan data pada tahap pengamatanmikroskopis ini adalah ukuran 12 polihedra untuk BmNPV.
b. Transmission Electron Microscope (TEM)Polyhedra murni (1 x 108 per ml) difiksasi dalam glutaraldehid 2,5 % dengan buffercacodylate 0,2 M. Selanjutnya dicuci dengan air suling dan dehidrasi dalam etanol.Pelapisan ion logam emas secara sputtering (EMS-550) pada titik kritis pengeringan(EMS-850), kemudian dipasang pada stubs tembaga dan dipindai 100x JEOL pada 200 kV(Rao et al., 2007). Data yang dikumpulkan dari tahap penelitian ini adalah deskripsimikroskopis polyhedron dalam bentuk hasil dokumentasi.
c. Uji BioassayUji bioassay dilakukan untuk mengamati gejala penyakit dan sekaligus perbanyakanpolyhedralNPV. Uji bioassay ini dilakukan pada larva ulatsutera BS09 instar 3. Infeksi dilakukandengan cara mengoleskan polyhedra NPV pada daun murbei. Konsetrasi polyhedral NPVyang digunakan adalah 1x109 per ml. Daun yang dioleskan kemudian dikeringanginkansebelum diberikan pada larva yang baru memasuki instar 3. Selanjutnya setelah inokulasi,gejala dan perkembangan penyakit diamati dan dicatat setiap hari.
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Hasil Penelitian dan Pembahasan
Karakter BmNPVHasil identifikasi Nuclearpolyhedrosis virus atau NPV ditemukan pada daerah-daerahsentra persuteraan alam di Sulawesi Selatan berupa polyhedra atau polyhedra
inclusion bodies (PIBs). Identifikasi dengan menggunakan mikroskop cahaya dan hasil TEMpolyhedranya dapat dilihat pada Gambar 1. Gambar 1a menunjukkan bahwa karaktermorfologi BmNPV dari beberapa lokasi pemeliharaan petani memperlihatkan bentukpolyhedra yang sama. Bentuk dan ciri polyhedra dari BmNPV yang diamati denganseksama memperlihatkan bentuk heksagonal atau tetragonal dan sebahagian diantaranyasudutnya agak bulat, nampak bening dan transparan (pada tanda panah). Sedangkan hasilTEM pada Gambar 1b-c, memperlihatkan sebahagian besar berbentuk bulat. Sedangkanbentuk polyhedra BmNPV dari bibit lokal memperlihatkan bentuk heksagonal dengansudut agak bulat sebagaimana pada Gambar 2.

Gambar 1. Bentuk BmNPV isolat dari bbit impor. a, Di bawah mikroskop cahaya 400x. bdan c, Di bawah Transmission Electron Microscope resolusi 200kV (b, bar =100 nm dan c, bar = 50 nm)

Gambar 2. Bentuk BmNPV isolate dari bbit local di bawah mikroskop cahaya 400x.Bentuk Nuclearpolyhedrosis virus bervariasi mulai dari hexagonal, pentagonal atautetragonal, bening dan transparan (Nataraju et al., 2005). Selain bentuk heksagonalbentuk lain dari Nuclearpolyhedrosis virus adalah oktagonal dan terkadang ditemukanbentuk tetragonal atau trigonal (Yup-lian, 1991). Polyhedra umumnya berbentukheksagonal dan jarang persegi (Tajima, 1972). Di Thailand polyhedra umumnya

a b

c
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berbentuk tetragonal dengan sudut agak bulat dan sangat jarang didapatkan yangberbentuk heksagonal atau globular (Khumnoi, 2007).Ukuran polyhedra rata-rata disajikan pada Tabel 1. Pada Tabel 1 memperlihatkan bahwaukuran diameter polyhedra dari bibit impor rata-rata 3,74 µm, sedangkan dari bibit lokal3,28 µm. Ukuran diameter Nuclearpolyhedrosis virus di India berkisar 0,5 – 15 μm(Nataraju et al., 2005; Babu, et al., 2009). Di Thailand diameter polyhedra dari BmNPVberkisar 2-7μm (Khumnoi, 2007). Anggota genus Nuclearpolyhedrosis virus (NPV) yangmenginfeksi beberapa jenis serangga sesuai dengan jenisnya dan termasuk diantaranya
BmNPV memiliki diameter occlusion bodies (OBs) berkisar antara 0,15 - 3 μm bahkan adayang sampai 15 μm (Jehle et al., 2006).
Tabel 1. Ukuran polyhedra BmNPV
Asal
Sampel

Asal
Bibit

diameter polyhedra BmNPV
(µm)

Rata-rata BmNPV (µm)Soppeng Impor 3,469±0,460 3,74Gowa impor 4,011±0,713Makassar Local 3,282±0,614 3,28
Gejala penyakit Nuclearpolyhedrosis virus.Ulatsutera yang sakit karena patogen BmNPV disebut penyakit grasserie atau penyakitnanah atau penyakit NPV. Hasil pengamatan gejala penyakit grasserie pada ulatsuterapetani dan setelah uji infektivitas dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Gejala penyakit NPV yang disebabkan BmNPV a, Larva instar 5 yang sehat. b,Gejala khas dari larva yang menggantung. c, Larva instar 5 sampel di petani. d, Larvainstar5 pada uji infektivitas. e, Cairan putih yang menyebar dari larva sakit. f, Larva tidakmengokon

a b

c d
e f
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Pada Gambar 3a menunjukkan larva ulatsutera yang masih sehat, nampak ramping,panjang dan berwarna putih bersih atau dengan corak yang kontras dan tidakmenunjukkan segmentasi mencolok. Gambar 3b menunjukkan gejala khas dari penyakityang disebabkan oleh genus NPV pada larva Ordo Lepidoptera yang memperlihatkanlarva gelisah dan selalu mencari tempat yang tertinggi. Gejala demikian terjadi terutamapada larva instar terakhir. Larva terus berjalan sampai pada akhirnya mati dengantungkai kaudal memegang kuat pada tempat dimana larva tersebut menggantung atauposisi caput di bagian bawah.Gambar 3c, larva yang sakit sepintas nampak seperti sehat karena ukurannya tidakberbeda, warna kutikula dan selera makannya normal namun jika diperhatikan, nampakpembengkakan di antara ruas atau segmen thoraks dan abdominal. Gambar 3d, gejalalebih lanjut pada instar akhir, larva akan biasanya memisahkan diri ke pinggir nampangatau sasag pemeliharaan. Gambar 3e, kutikula rapuh dan bila ruas antar segmen yangbengkak pecah maka akan mengeluarkan cairan putih susu atau seperti nanah danakhirnya larva mati. Larva yang sakit dan masih bertahan terkadang cairan nanahnyamasih sempat disebarkan ke mana larva sakit tersebut berjalan. Gambar 3f, gejala padalarva akhir instar 5 atau menjelang mengokon, bila dipindahkan ke alat pengokonan makalarva akan gelisah dan hanya berputar-putar ke sana ke mari dan akhirnya mati pada alatpengokonan.Gejala khas infeksi berat NPV pada ulatsutera dan serangga lepidoptera lainnya adalahlarva menggantung dengan prolegnya dan kepala ke bawah (Steinhaus, 1963; Tanada danKaya, 1993; Khumnoi, 2007). Gerakan yang tidak terarah karena gelisah dari ulatsuterayang terinfeksi BmNPV disebut ‘random movement’ dan gejala khas yang suka memanjattempat teringgi disebut ‘negative geotropism’ (Ribeiro et al., 2009). Perilaku memanjatdari larva terinfeksi virus NPV dikenal sebagai ''Wipfelkrankheit'' (tree top disease,penyakit puncak pohon) yang dikendalikan oleh gen EGT virus (Clem dan Passarelli,2013). Gejala perilaku hiperaktif dan mengembara yang abnormal karena infeksi BmNPVdikendalikan oleh sistem syaraf pusat yang diinduksi oleh enhanced locomotor activity(ELA) (Wang et al., 2015).Pada tahap awal infeksi, larva ulatsutera tidak menunjukkan gejala yang jelas sebagaipenyakit grasserie yang disebabkan oleh Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV).Gejala larva ulatsutera yang sakit karena BmNPV, yaitu terdapat bintik yang samar darilemak tubuh di bawah kutikula dan diantara segmen abdomen terjadi pembengkakanyang menonjol. Warna larva berubah menjadi putih krem sampai kekuningan. Kadang-kadang, beberapa bintik gelap muncul secara tidak beraturan pada kutikula dan padatahap ini kutikula sangat tipis dan rapuh. Sebelum larva mati, kutikula pecah danmelepaskan banyak polyhedra NPV dalam cairan putih krem (Khumnoi, 2007; Babu, et al.,2009; Chakrabarty et al., 2012; Gaganidze et al., 2014). Pada akhir siklus infeksi, sebagianjaringan serangga yang terinfeksi dan OBs baru (BV dan ODV) diproduksi, yang menyebarke lingkungan sekitarnya untuk infeksi berikutnya (Fan et al., 2013).
Uji bioassay BmNPVUji patogenitas BmNPV dari isolat bibit impor terhadap bibit lokal yang umum dipeliharapetani dapat dilihat pada Gambar 4. Pada Gambar 4, menunjukkan mortalitas larva terjadipada hari ke-8 setelah inokulasi. Selanjutnya tingkat mortalitas tertinggi terjadi padainstar 5 atau menjelang larva mengokon. Sedangkan kumulatif mortalitas larva mencapai69,33%.Kematian larva karena BmNPV umumnya terjadi pada periode 2 - 9 hari setelah larvamenelan NPV (Bell dan Romine, 1980; Moscardi, 1988). Menurut Tanada dan Kaya (1993),larva lepidoptera yang terinfeksi NPV biasanya tidak memperlihatkan gejala luar selama2 – 5 hari setelah terinfeksi. Gejala baru jelas nampak setelah adanya perubahan larva
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menjadi agak kekuning-kuningan. Larva ini menjadi kurang aktif antara 12 -13 hari, tapipada isolat yang virulen kematian dapat terjadi hanya 2 – 4 hari setelah infeksi.

Gambar 4. Tingkat mortalitas ulatsutera pada uji patogenitas BmNPV dari isolat bibitimpor
Kesimpulan dan Saran
KesimpulanKarakter morfologi polyhedral BmNPV dari isolat bibit impor berbentuk heksagonalsampai bulat. Ukuran diameter rata-rata 3,74 µm dari bibit impor dan 3,28 µm dari bibitlokal. Hasil uji bioassay menunjukkan masa inkubasi adalah 8 hari setelah inokulasidengan tingkat mortalitas dapat mencapai 69,33%. Gejala penyakit yang khas pada larvaulatsutera adalah pembengkakan antar segmen dan bila pecah mengeluarkan cairan putihsusu seperti nanah.
SaranUpaya menjawab keluhan petani sutera di daerah dataran rendah (di bawah 400 mdpl)tentang tingginya intensitas serangan penyakit ulatsutera dan membendung impor bibityang berpotensi mengikutsertakan penyebaran patogen baru masuk ke dalam negeri,maka disarankan untuk melakukan uji ketahanan beberapa bibit ulatsutera terhadapinfeksi BmNPV dari isolat bibit impor.
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