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Pengantar

Wereng cokelat masih menjadi ancaman
dalam budi daya padi sehingga perlu terus
dikendalikan. Dua tulisan hasil penelitian
masing-masing mengungkap preferensi
wereng cokelat pada beberapa varietas
padi dan laju pertumbuhan intrinsik hama
penting ini.

Tanpa pengendalian, gulma juga
mengancam pertumbuhan tanaman budi
daya, antara lain karena dapat berfungsi
sebagai tanaman inang virus tungro pada
tanaman padi. Dua tulisan membahas hasil
penelitian deteksi penyakit tungro pada
gulma padi sawah dan pengendalian gulma
pada pertanaman kedelai di lahan pasang
surut.

Tulisan hasil penelitian mutu beras
membahas mutu fisik, mutu giling, dan mutu
fungsional beras padi lokal. Hasil penelitian
terhadap gandum yang merupakan tanaman
subtropika mempelajari morfologi, anatomi,
dan fisiologi galur mutan yang ditanam di
daerah tropika.

Dari aspek sosial-ekonomi, tiga tulisan
hasil penelitian masing-masing mengupas
referensi dan kemampuan petani dalam
pengembangan padi hibrida, kelayakan
finansial teknologi budi daya jagung pada
lahan sawah tadah hujan, dan preferensi
petani terhadap jagung hibrida.

Redaksi

Py

Jurnal Penelitian Pertanian Tanaman
Pangan merupakan publikasi yang me-
muat makalah ilmiah primer hasil peneliti-
an tanaman pangan (padi dan palawija).

Redaksi mengutamakan makalah dari
peneliti lingkup Puslitbang Tanaman Pangan
dan menerima makalah dari semua institusi
penelitian tanaman pangan lainnya di
Indonesia, termasuk perguruan tinggi, LIPI
dan BATAN. Makalah yang dikirimkan
hendaknya sudah mendapat persetujuan
dari pimpinan instansi masing-masing.

Ketentuan penulisan makalah untuk
dapat dimuat di jurnal ini tertera dalam
"Petunjuk bagi Penulis" di halaman terakhir.
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Deteksi Virus Tungro pada Gulma Padi Sawah Menggunakan
Teknik PCR

Rice Tungro Virus Detection on Weeds using PCR Techniques

Fausiah T. Ladja!, Sri Hendrastuti Hidayat?, Tri Asmira Damayanti?, Aunu Rauf?
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ABSTRACT

Virus tungro disease is a serious problem to rice crop in a certain
area of rice production in Indonesia. The disease is caused by a
combined infection of Rice Tungro Bacilliform Virus (RTBV) and
Rice Tungro Spherical Virus (RTSV). Both viruses were reported to
infect ratoon rice plants, weeds, and wild rice. The study was
conducted to detect RTBV and RTSV on some weeds. Weed
samples were collected from rice fields in West Java, Bali, West
Nusa Tenggara, Papua, and West Sumatera. The detection of
RTBV and RTSV were carried out using Polymerase Chain
Reaction (PCR) and Reverse Transcription (RT) — PCR, employing
coat protein gene specific primers. RTBV specific DNA fragment
of ~1400 bp size was successfully amplified from various weed
species including: F. miliacea, C. iria, M. vaginalis, L. adscendens,
S. zeylanica, D. sanguinalis, and E. crusgalli. RTSV specific DNA
fragment of ~787 bp size was successfully amplified from weed
species of F. miliacea, L. octovalvis, and D. sanguinalis. RTBV or
RTSV specific DNA fragment was not amplified from L. flava and
P. distichum. Weed samples infected by both viruses did not show
any tungro symptom. Virus detection based on molecular technique
was able to determine the status of weed whether it is as an alternate
host of viruses. Weeds sanitation prior to rice planting, therefore,
should be considered as an integral part of virus disease
management.

Keywords: rice, tungro, weeds, alternative host.

ABSTRAK

Tungro yang disebabkan oleh kombinasi infeksi Rice Tungro
Bacilliform Virus (RTBV) dan Rice Tungro Spherical Virus (RTSV),
merupakan salah satu penyakit penting tanaman padi. Kedua virus
tersebut dapat bertahan hidup pada tanaman padi, ratun padi, guima,
dan beberapa padi liar. Penelitian bertujuan mendeteksi RTBV dan
RTSV pada beberapa spesies gulma yang dikumpulkan dari
beberapa lokasi persawahan di Jawa Barat, Bali, Nusa Tenggara
Barat, Sulawesi Selatan, Sulawesi Barat, Sulawesi Utara, dan
Sumatera Selatan. Deteksi RTBV dan RTSV dari sampel gulma
dilakukan berturut-turut dengan metode Polymerase Chain Reaction

(PCR) dan Reverse Transcription (RT) - PCR menggunakan primer
spesifik gen protein selubung. Fragmen DNA spesifik RTBV
berukuran ~1.400 pb berhasil diamplifikasi dari F. miliacea, C. iria,
M. vaginalis, L. adscendens, S. zeylanica, D. sanguinalis, dan E.
crusgalli. Fragmen DNA spesifik RTSV berukuran ~787 pb berhasil
diamplifikasi dari sepsis gulma F. miliacea, L. octovalvis, dan D.
sanguinalis. Fragmen DNA spesifik RTBV maupun RTSV tidak
teramplifikasi dari spesies gulma L. flava dan P. distichum. Sampel
gulma yang dikumpulkan dari lapangan tidak ada yang menunjukkan
gejala (visual) terinfeksi virus, sehingga hasil deteksi bermanfaat
dalam menentukan status gulma sebagai inang alternatif virus
tungro. Sanitasi guima di sawah sebelum tanam padi menjadi bagian
integral teknik pengendalian virus.

Kata kunci: padi, penyakit tungro, guima, inang alternatif.

PENDAHULUAN

Salah satu penyakit penting tanaman padi di Indonesia
adalah tungro, yang disebabkan oleh kerja sinergis dua
jenis virus, yaitu Rice Tungro Bacilliform Virus (RTBV) dan
Rice Tungro Spherical Virus (RTSV) (Tiongco and
Sebastian 2008). Penularan dan penyebaran penyakit
tungro bergantung pada keberadaan serangga vektor
utama, yaitu wereng hijau (Nephotettix virescens).
Tanaman padi yang terinfeksi RTBV dan/atau RTSV akan
memperlihatkan gejala yang khas, bergantung pada
jenis virus yang menginfeksi. Umumnya, tanaman padi
yang terinfeksi kedua virus tersebut menunjukkan gejala
kerdil, warna daun menguning sampai oranye yang
dimulai dari ujung daun muda, anakan berkurang, malai
sedikit atau tidak terbentuk dan gabah yang terbentuk
kadang steril, dan perkembangan akar terhambat
(Azzam and Chancellor 2002).

Selain tanaman padi, ratun padi, beberapa spesies
gulma, dan padi liar juga dilaporkan sebagai inang
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alternatif virus ini. RTBV dan RTSV dapat menginfeksi
beberapa jenis gulma yang tergolong spesies rumput,
berdaun lebar, dan teki (Ladja 2013, Yulianto et al. 1999,
Khan et al 1991, Pajerarean et al. 1990, Anjaneluyu et al.
1988). Berbeda dengan tanaman padi, gulma yang
terinfeksi RTBV dan/atau RTSV tidak memperlihatkan
gejala yang khas (Ladja 2013, Khan et al. 1991). Untuk
mengetahui potensi gulma sebagai sumber penularan
virus tungro, diperlukan teknik yang akurat dalam
mendeteksi RTBV dan RTSV dari gulma di lapangan.

Virus tungro pada tanaman padi dan gulma dapat
dideteksi dengan berbagai teknik, termasuk cara
konvensional dan molekuler, dengan tingkat sensitivitas
yang berbeda. Takahashi et al. (1991) mendeteksi virus
tungro pada tanaman padi dengan empat teknik serologi
dan menemukan teknik Enzym-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) lebih sensitif dibandingkan dengan
simplified ELISA, uji latex (latex flocculation test), dan uji
hemaglutinasi (passive hemagglutination test). Virus
tungro juga berhasil dideteksi dari tanaman padi dan
serangga vektor wereng hijau dengan teknik PCR
(Takahashi et al. 1993).

Teknik deteksi asam nukleat dengan polymerase
chain reaction (PCR) merupakan salah satu teknik
deteksi yang banyak dikembangkan saat ini. Metode PCR
digunakan untuk deteksi target virus dengan genom
DNA, sedangkan metode Reverse Transcription (RT)-PCR
digunakan untuk target virus dengan genom RNA.
Dibanding teknik deteksi lainnya, teknik ini sangat sensitif
dan akurat (Takahashi et al. 1993). Virus tungro RTBV
maupun RTSV telah berhasil dideteksi dengan PCR
(Thomson et al. 1995, Tiongco and Flores 2008) dan RT-
PCR (Azzam et al. 2000). Sensitivitas dan keakuratan
teknik PCR dan RT-PCR juga telah dibuktikan pada
beberapa penyakit virus tanaman hortikultura (Nurulita
dan Suastika 2013, Kintasari et al. 2013, Septariani et al.
2014).

RTBV yang memiliki genom berupa DNA utas ganda
(dsDNA) dapat dideteksi dengan metode PCR,
sedangkan RTSV yang memiliki genom berupa RNA utas
tunggal (ssRNA) dapat dideteksi dengan metode RT-PCR
(Hull 2008). Pengetahuan mengenai spesies gulma yang
berpotensi sebagai inang alternatif virus tungro (RTBV
dan/atau RTSV) sangat penting dalam menyusun strategi
pengendalian penyakit tungro guna melengkapi teknik
pengendalian yang telah ada.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui spesies
gulma pada pertanaman padi sawah yang berpotensi
sebagai inang alternatif virus tungro RTBV dan/atau RTSV,
menggunakan teknik PCR.

40

BAHAN DAN METODE

Pengambilan Sampel Gulma

Berdasarkan sebaran wilayah endemik penyakit tungro,
sampel gulma dikumpulkan dari tujuh provinsi sentra
produksi padi. Sampel gulma diambil secara acak dari
sekitar pertanaman padi di beberapa daerah endemis
penyakit tungro, yaitu Desa Samarang, Kabupaten Garut
(Jawa Barat), Kecamatan Abiansemal, Badung (Bali),
Kecamatan Narmada, Kabupaten Lombok Barat (Nusa
Tenggara Barat), Kecamatan Panca Rijang, Kabupaten
Sidrap (Sulawesi Selatan), Kecamatan Matakali,
Kabupaten Polman (Sulawesi Barat), Kecamatan
Tumpaan, Kabupaten Minahasa Selatan (Sulawesi
Utara), dan Kecamatan Koto IX, Kabupaten Pesisir
Selatan (Sumatera Barat). Sampel gulma dibersihkan,
dimasukkan ke dalam kantung plastik dan disimpan
pada suhu -80°C agar awet sampai digunakan untuk
deteksi RTBV dan RTSV. Pengumpulan sampel dilakukan
pada April 2013 sampai Oktober 2013.

Deteksi RTBV dengan Teknik PCR

Deteksi RTBV diawali dengan ekstraksi DNA total dari
masing-masing sampel gulma, dilanjutkan dengan
amplifikasi DNA, dan visualisasi hasil amplifikasi
menggunakan elektroforesis. Ekstraksi DNA total
menggunakan metode Cethyl Trimethyl Ammonium
Bromide (CTAB) (Doyle and Doyle 1990). Amplifikasi RTBV
menggunakan sepasang primer spesifik gen selubung
protein, yaitu primer DAF (5-
GGAATTCCGGCCCTCAAAAACCTAGAAG-3") dan DAR
(5’GGGGGTACCCCCCTCCGATTTCCCATGTATG-3’),
dengan target produk amplifikasi 1.400 pb.

Reaksi PCR dibuat dengan total volume 25 ul yang
mengandung 8,5 ul ddH,0, 12,5 ul DreamTaq Green PCR
Master mix, 1 pl primer DAR 10 uM, 1 pl primer DAF 10
uM, dan 2 ul DNA. Proses amplifikasi terdiri atas
denaturasi awal selama 5 menit pada 94°C, dilanjutkan
dengan 34 siklus amplifikasi, meliputi denaturasi 1 menit
pada 94°C, penempelan primer (annealing) selama 1
menit pada 62,2°C, sintesis selama 2 menit pada 72°C,
kemudian untuk tahapan sintesis akhir ditambah 10
menit pada 72°C. Hasil amplifikasi divisualisasi dengan
elektroforesis pada gel agarosa 1% (TBE) dengan
pewarnaan ethidiurn bromide (0,5 ug/ml) selama +15
menit. Hasil visualisasi DNA pada UV transillurninator
kemudian didokumentasikan dengan kamera digital.

Deteksi RTSV dengan Teknik RT-PCR

Tahapan deteksi RTSV diawali dengan ekstraksi RNA total
dari masing-masing sampel gulma, dilanjutkan dengan
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tahap transkripsi balik untuk memperoleh cDNA,
amplifikasi cDNA, dan visualisasi hasil amplifikasi.
Ekstraksi RNA total menggunakan metode CTAB (Doyle
and Doyle 1990). RNA total hasil ektraksi digunakan
sebagai pola (template) dalam reaksi transkripsi balik
untuk menghasilkan cDNA (complementary DNA).
Reaksi transkripsi balik dibuat dengan total volume 10 pl
yang mengandung 2 ul RNA total, 2 ul bufer RT 10X, 0,35
ul 50 mM DTT (dithiothreitol), 2 pl 10 mM dNTP
(deoksiribonukleotida triphosphat), 0;35 ul M-MuLV Rey,
0,35 pl RNase inhibitor, 0,75 pl oligo (dT), dan 2,2 ul ddH,O.
Reaksi transkripsi balik dilakukan pada suhu 25°C selama
5 menit, dilanjutkan pada suhu 42°C selama 60 menit,
dan terakhir pada 70°C selama 15 menit, cDNA yang
dihasilkan digunakan sebagai DNA templet dalam reaksi
amplifikasi.

Amplifikasi ¢cDNA untuk RTSV menggunakan
sepasang primer spesifik yang mengamplifikasi daerah
selubung protein, yaitu RTSV-F2
(GAAGAAGCCTATCATGTTCGCGT) dan RTSV-R2
(CCTCCACGATATTGTACGAGG) dengan target produk
berukuran 787 pb. Reaksi pada PCR dibuat dengan total
volume 25 pl yang mengandung 8,5 pl ddH,0, 12,5 pl
DreamTaq Green PCR Master mix, 1 pul primer RTSV-F2
10 uM, 1 ul primer RTSV-R2 10 uM, dan 2 pl cDNA.

Proses amplifikasi didahului oleh denaturasi awal
selama 5 menit pada suhu 94°C, dilanjutkan dengan 34
siklus meliputi tahap denaturasi pada suhu 94°C selama
1 menit, penempelan primer (annealing) pada suhu
50°C selama 1 menit, sintesis pada suhu 72°C selama 2
menit, kemudian ektensi pada 72°C selama 10 menit.
Visualisasi DNA hasil amplifikasi menggunakan metode
seperti yang diuraikan sebelumnya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kondisi pertanaman padi di beberapa lokasi sangat
beragam dalam hal intensitas penularan tungro dan
sanitasi pertanaman pada saat pengambilan sampel
gulma. Populasi gulma yang lebih tinggi ditemukan di
Bali dan Nusa Tenggara Barat. Sebanyak 10 spesies
gulma berhasil dikoleksi dari tujuh provinsi di Indonesia
(Tabel 1). Keragaman gulma di areal persawahan
kemungkinan dipengaruhi oleh faktor ekologi, sistem
pengolahan tanah, teknik persemaian, pengairan, dan
edafik (Juraimi et al. 2013).

Fragmen DNA spesifik RTBV berukuran ~1.400 pb
berhasil diamplifikasi dari gulma F. miliacea, C. iria, M.
vaginalis, L. adscendens, S. zeylanica, D. sanguinalis, dan
E. crusgalli (Gambar 1). Sementara fragmen DNA spesifik
RTSV berukuran ~ 787 pb berhasil diamplifikasi dari
gulma F. miliacea, L. octovalvis, dan D. sanguinalis
(Gambar 2). Berdasarkan hasil deteksi tersebut diketahui
infeksi RTBV lebih banyak ditemukan dibandingkan
dengan infeksi RTSV (Tabel 2). Empat spesies gulma, yaitu
C. iria, M. vaginalis, L. adscendens, S. zeylanica, terinfeksi
secara bersama oleh RTBV dan RTSV. Dua spesies lainnya,
yaitu L. flava dan P, distichum tidak terinfeksi oleh RTBV
maupun RTSV. Hasil deteksi RTBV dan RTSV dari sampel
gulma padi mendukung hasil penelitian sebelumnya
yang menunjukkan gulma di sekitar pertanaman padi
berpotensi sebagai inang alternatif virus tungro.
Dilaporkan C. rotundus, E. indica, F. miliaceae, P. niruri, J.
repens, T. portulacastrum, P. niruri, C. rotundus, M.
vaginalis, dan L. hexandra mampu menjadi inang
alternatif bagi RTBV maupun RTSV (Ladja 2013; Yulianto
et al. 1999). Selain itu juga dilaporkan infeksi RTSV dan
RTBV dapat terjadi secara bersama atau tunggal pada
beberapa spesies padi liar.

Tabel 1. Spesies gulma yang ditemukan pada pertanaman padi di beberapa lokasi survei.

Keberadaan gulma

Spesies gulma (nama lokal)

Jabar Sulsel Sulbar Sulut Bali NTB Sumsel

(Garut) (Sidrap) (Polman) (Minahasa  (Badung) (Lombok (Pesisir

Selatan) Barat) Selatan)
Fimbristilys miliacea (Adas-adasan) D D ™D D D D D
Cyperus iria (Dekeng) D D D D D D D
Monochoria vaginalis (Eceng padi) D D D D D D D
Ludwigia adscendens (Rubah sila) D D D D D D D
Sphenoclea zeylanica (Gonda) D D D D D D ™
Limnocharis flava (Genjer) D D D D D ™D D
Lugwigia octovalvis (Cacabean) D D D D D D ™D
Digitaria sanguinalis (Genjoran) D D D D * D D D
Echinochloa crusgalli (Jajagoan) D D D D D D D
Paspalum distichum (Grintingan) D ™D ™ D D ™D D

D = ditemukan; TD = tidak ditemukan.
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Gambar 1. Visualisasi amplifikasi sebagian gen selubung protein
RTBV dengan PCR menggunakan primer RTBV-DA F
dan RTBV DAR.

M= Marker 1 kb DNA ladder. M= Marker,

1= Adas-adasan, 2= Dekeng, 3= Eceng padi,

4= Rubah sila, 5= Gonda, 6= Genjer, 7= Cacabean,
8= Genjoran, 9= Jajagoan, 10= Grintingan,

(+)= Kontrol positif, (-)= Kontrol negatif

Sampel gulma yang terinfeksi virus tungro tidak
menunjukkan gejala visual. Spesies tersebut adalah
adas-adasan, dekeng, eceng padi, rubah sila, gonda,
cacabean, genjoran, dan jajagoan. Penelitian Ladja
(2013) terhadap penularan virus tungro pada beberapa
spesies gulma memberikan hasil serupa, yaitu tidak ada
perubahan bentuk atau warna daun pada gulma yang
terinfeksi. Khan ef al. (1991) melakukan percobaan
penularan virus tungro menggunakan /. virescens dan
N. nigropictus pada delapan spesies gulma, dan hanya
satu spesies (E. colona) yang menunjukkan gejala
pertumbuhan terhambat dan anakan berkurang.

Semua sampel gulma yang bereaksi positif pada
deteksi RTBV atau RTSV berasal dari Bali dan Nusa
Tenggara Barat. Kemungkinan besar hal ini terkait dengan
wilayah endemis tungro pada pertanaman padi di tempat
pengambilan sampel gulma. Pada saat pengambilan
sampel, pertanaman padi di Bali dan NTB terlihat kurang
terpelihara. Persaingan ruang antara tanaman padi dan
gulma cukup terlihat dan tingkat insidensi penyakit tungro
pada kedua lokasi tersebut tergolong sangat parah
(>90%). Selain itu, kondisi lahan yang hampir kering
mendukung mobilitas serangga vektor dari satu tanaman
ke tanaman lain. Di daerah lain, terutama Sulawesi Barat,
kondisi pertanaman agak bersih dari gulma dan insidensi
penyakit tungro tidak terlalu parah (sekitar 30%).
Keberhasilan deteksi virus juga ditentukan oleh kondisi
sampel gulma. Beberapa sampel gulma kurang baik
sehingga tidak didapatkan hasil ekstraksi asam nukleat
yang memadai untuk PCR atau RT-PCR.

Gulma yang berada di sekitar persawahan telah
diketahui menjadi tempat berlindung wereng hijau dan
beberapa serangga predatornya. Seperti yang dilaporkan
Khan et al. (1991), enam jenis gulma yang berasosiasi
dengan virus tungro dan serangga vektornya adalah E.
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Gambar 2. Visualisasi amplifikasi sebagian gen selubung protein
RTSV dengan RT-PCR menggunakan primer RTSV-F2
dan RTSV-R2.

M= Marker 1 kb DNA ladder. M= Marker,

1= Adas-adasan, 2= Dekeng, 3= Eceng padi,

4= Rubabh sila, 5= Gonda, 6= Genjer, 7= Cacabean,
8= Genjoran, 9= Jajagoan, 10= Grintingan,

(+)= Kontrol positif, (-)= Kontrol negatif

Tabel 2. Deteksi infeksi RTBV dan RTSV menggunakan PCR dan
RT-PCR pada 10 spesies gulma.

Jumlah sampel yang
terinfeksi oleh virus

Spesies gulma
RTBV RTSV

Fimbristilys miliacea (Adas-adasan)
Cyperus iria (Dekeng)

Monochoria vaginalis (Eceng padi)
Ludwigia adscendens (Rubah sila)
Sphenoclea zeylanica (Gonda)
Limnocharis flava (Genjer)

Lugwigia octovalvis (Cacabean)
Digitaria sanguinalis (Genjoran)
Echinochloa crusgalli (Jajagoan)
Paspalum distichum (Grintingan)

(= MRS T8 o < (A G G S g g
0OCO0O—=-—=-0000O0C =

crusgalli, E. glabrescens, E. colona, L. hexandra, C.
rotundus, dan Panicum repens. Pengelolaan lingkungan
di sekitar persawahan perlu diperhatikan untuk
menekan penyebaran penyakit tungro dan menjaga
keseimbangan populasi serangga vektor tungro melalui
konservasi musuh alaminya.

KESIMPULAN

Spesies gulma yang ditemukan di persawahan sentra
produksi padi di Jawa Barat, Bali, Nusa Tenggara Barat,
Sulawesi Selatan, Sulawesi Barat, Sulawesi Utara, dan
Sumatera Barat berpotensi sebagai inang alternatif virus
tungro.

Infeksi RTBV berhasil dideteksi dari enam spesies
gulma (F. miliacea, C. iria, M. vaginalis, L. octovalvis, S.
zeylanica, D. sanguinalis, dan E. crusgalli), sedangkan
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Infeksi RTSV berhasil dideteksi dari tiga spesies gulma
(F. miliacea, L. octovalvis, dan D. sanguinalis). Berarti
spesies gulma tersebut berpotensi sebagai inang
alternatif virus tungro.

Sanitasi gulma sebelum tanam padi menjadi
tindakan yang komplementer dengan pengendalian
penyakit tungro. .
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