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ABSTRAK

Nephotettix virescens ( wereng hijau ) merupakan serangga vektor penyakit tungro pada tanaman padi. Spesies
tersebut saat ini mendominasi populasi spesies wereng hijau di hampir seluruh pertanaman padi yang ada di Indonesia.
Penelitian ini bertujuan untuk: Untuk menguji adanya variasi pola pita protein N.virescens dari beberapa daerah di
Indonesia.Penelitian dilaksanakan dua tahap yaitu: pengambilan sampel yang dilakukan di persemaian padi di Jawa Barat,
Jawa Tengah, Jawa Timur, Bali dan Sulawesi Selatan, dan analisis pola pita protein dilaksanakan Laboratorium Mikrobiologi
PAU UGM. Identifikasi profil pola pita protein dengan SDS-PAGE. Metode ekstraksi sampel menggunakan buffer mercapto
ethanol, sedangkan ekstraksi sampel menggunakan buffer PBS IX. Pengecatan pita protein menggunakan commasie blue.
Analisis data dengan cara deskriptif berdasarkan nilai migrasi ( Rf ). Identifikasi karakter profil pita protein dimunculkan dengan
zimogram. Hasil Penelitian menunjukkan adanya variasi morfologi dari N.virescens yang berasal dari 5 daerah yang berbeda di
Indonesia. Dari hasil pengamatan profil pola pita protein pada elektroforesis menunjukkan adanya variasi profil pola pita protein,
pita protein pada BM ( 30, 80, 120, dan 150) kDa
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PENDAHULUAN

Sebagai Negara agraris sangatlah penting untuk selalu memikirkan dan melakukan inovasi
demi tercapainya swasembada pangan nasional. Untuk mencapai tujuan sebagai negara
berswasembada pangan sangat banyak kendala yang harus dihadapi. Sebagai tanaman pangan
utama di Indonesia, padi memiliki banyak hama dari jenis serangga salah satunya adalah wereng
hijau ( Nephotettix virescens) yang menjadi vektor penyakit tungro ( Brar, et al, 2009 ). Tungro adalah
salah satu jenis penyakit yang menyerang tanaman padi yang disebabkan oleh virus. Kerugian yang
disebabkan oleh serangan sangat besar dan mampu mengancam tercapainya tujuan sebagai Negara
berswasembada pangan.

Penyakit tungro disebabkan oleh RTV ( Rice Tungro Virus ) yang ditularkan oleh serangga
wereng hijau, utamanya adalah Nephotettix virescens secara semi persiten. Di Indonesia, wereng
hijau berperan penting sebagai vector dalam penularan penyakit tungro. Pada tanaman padi terdapat
4 jenis wereng Yyaitu wereng coklat (Nilapavarta lugens Stal.), wereng punggung putih (Sogatella
furcifera Horvath), wereng hijau (Nephotettix virescens) dan wereng loreng (Recilia dorsalis). Dua
jenis wereng yang disebut awal disebut wereng batang (plant hopper) sedangkan 2 jenis wereng yang
terakhir disebut wereng daun (leaf hopper). Yang paling sering menimbulkan masalah pada tanaman
padi adalah wereng hijau dan wereng coklat (Utoro, 2007).

Wereng hijau dan wereng loreng merupakan vektor utama virus penyebab penyakit tungro.
Diantara spesies wereng hijau dan wereng loreng terdapat perbedaan efisiensi menularkan virus.
Rentang efisiensi penularan virus oleh populasi N. virescens antara 35-83% ( Rivera dan Ou, 1965 ),
dibandingkan dengan N.nigropictus yang rentang efisiensinya antara 0-27% ( Ling, 1979). Spesies
wereng hijau lainnya seperti N. Malayanus dan N. Parvus memiliki kemampuan menularkan virus
berturut-turut 40% ( IRRI,1973) dan 7% ( Rivera dan Ou,1965 ) lebih rendah daripada N.virescens.

Wereng hijau ( N. virescens ) sebagai vektor utama penyakit tungro menjadi masalah besar
bagi para petani. Setiap tahunnya kerugian yang diakibatkan serangan hama ini menyebabkan
kerugian yang amat besar. Hasil panen padi yang dihasilkan menurun secara signifikan hampir setiap
tahun ( Jena et al ,2008 ).

Penyakit tungro telah menyebar hampir di seluruh daerah produsen padi di indonesia. Daerah
endemis tungro di seluruh Indonesia telah dipetakan berdasarkan luas dan frekuensi serangannya
menjadi 4 ( empat ) yaitu ( 1 ) daerah endemis, (2) sporadis, (3) potensial aman dan (4) aman.
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Sebagai vektor perantara penyakit tungro yang paling efisien dalam penularannya, N.virescens dari
tiap daerah endemis sangat dimungkinkan memiliki karakter yang berbeda dari tempat yang lain.
Selain itu, sangat dimungkinkan spesies endemik dari satu daerah mampu menularkan tungro di
daerah yang lain.

Berdasar latar belakang di atas maka peneliti akan mengangkat masalah tentang studi variasi
populasi N.virescens dari beberapa daerah di Indonesia.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan dengan tahapan pengambilan sampel dari Jawa Barat, Jawa
Tengah, Jawa Timur, Bali dan Sulawesi Selatan. Pengambilan sampel dilakukan di daerah pembibitan
padi pada waktu pagi dan sore hari. Untuk analisis profil pola pita protein di Laboratorium PAU UGM.
Proses penelitian dilaksanakan pada bulan November 2009 sampai dengan Februari 2010. Prosedur
penelitian meliputi proses pengambilan sampel N.viescens dari kelima daerah tersebut di atas
kemudian dilakukan analisis profil pola pita protein dengan elektroforesis. Marker protein yang
digunakan adalah marker Unstained Protein Ladder dengan kode SM0661 dengan berat molekul ( BM
) berkisar antara 10 — 200 kDa.

Analisa pola pita protein diperoleh dari hasil elektroforesis yang di analisis secara kualitatif
yaitu muncul tidaknya pita pada gel, bila muncul diberi tanda (+) dan bila tidak diberi tanda (-)
(Riesenberg, dkk, 1987 ; Suranto, 2002) dan metode kuantitatif berasarkan tebal tipisnya pita yang
terbentuk.

PEMBAHASAN
Analisis Profil Pola Pita Protein

Analisis protein pada penelitian ini dilakukan dengan memisahkan protein menggunakan
metode elektroforesis SDS-PAGE 2 dimensi. Pemisahan ini dilakukan dengan tujuan untuk melihat
apakah ada perbedaan pola pita protein dari Nephotettix virescens dari 5 daerah tersebut.

Marker protein yang digunakan adalah marker Unstained Protein Ladder dengan kode
SM0661 dengan berat molekul ( BM ) berkisar antara 10 — 200 kDa. Hasil pemisahan protein dari
sampel N. virescens dari kelima daerah tersebut menunjukkan adanya beberapa pita protein dengan
berat molekul ( BM ) berkisar antara 10 — 200 kDa. Dengan penentuan BM tersebut maka dapat
diketahui dan dikelompokkan berdasarkan pola pita protein dari N. virescens dari kelima daerah
tersebut.

Menurut Suketi ( 1994 ) protein atau enzim dapat dipisahkan dengan menggunakan metode
elektroforesis dan hasilnya berupa zimogram pola pita. Zimogram hasil elektroforesis bercorak khas
sehingga dapat digunakan sebagai ciri fenotif untuk mencerminkan pembuka genetik. Pada
elektroforesis gel yang digunakan adalah gel poliakrilamid. Presentase poliakrilamid dalam media
elektroforesis yag sering digunakan adalah 7%, biasanya dalam buffer triglisin pada pH 8,1. Pada
kasus-kasus tertentu perbandingan antara poliakrilamid dan pH bervariasi ( Suranto,2002 ).
Elektroforesis adalah suatu proses dimana molekul protein / enzim yang telah dialiri listrik bergerak
melalui medan listrik ( Na’'im, 1996 ).

Hasil elektroforesis akan didapatkan pita-pita protein yang terpisahkan berdasarkan berat
molekulnya. Tebal tipisnya pita yang terbentuk dari pita protein menunjukkan kandungan atau
banyaknya protein yang mempunyai berat molekul yang sama yang berada pada posisi pita yang
sama. Hal ini sejalan dengan prinsip pergerakan molekul bermuatan, yakni molekul bermuatan dapat
bergerak bebas di bawah pengaruh medan listrik, molekul dengan muatan dan ukuran yang sama
akan terakumulasi pada zona atau pita yang sama atau berdekatan (Soedarmadiji, 1996).

Pemisahan protein dengan metode elektroforesis bertujuan untuk melihat ada tidaknya
perbedaan profil protein pada N.virescens yang berasal dari beberapa daerah di Indonesia. Hasil
pengukuran dengan menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang ( A ) = 595 nm,
menunjukkan kadar protein yang berbeda-beda seperti pada tabel berikut ini:
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Tabel 1. Kadar protein sampel N.virescens dari kelima daerah

Asal daerah Kadar Protein
Karawang ( Jawa Barat ) 45,92 ug
Ngawi ( Jawa Timur ) 42,86 ug
Klaten ( Jawa Tengah ) 36,08 ug
Tabanan ( Bali) 41,57 ug
Maros ( Sulawesi Selatan ) 39,31 ug

Pengukuran kadar protein pada sampel digunakan untuk menentukan konsentrasi sampel
yang diperlukan pada proses running dengan persamaan Y = 0.465 X — 0.0157, dimana Y adalah
absorbansi ( hasil bacaan OD dari spektrofotometer ) dan X adalah konsentrasi sampel.

Hasil pengukuran kadar protein tersebut kemudian dilanjutkan dengan elektroforesis untuk
mengetahui profil pola pita protein dengan menggunakan gel poliakrilamid pada N. Virescens . Hasil
elektroforesis pada gel poliakrilamid dengen marker ( M ) dengan berat molekul ( BM ) protein standar
antara 10 kDa — 200 kDa. Hasil analisis profil pola pita protein pada N. Virescens menunjukkan pada
kisaran berat molekul tertentu menunjukkan ekspresi gen yang sangat tipis dan sangat tebal.
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Gambar 1. Gel Pola pita protein N.vires : 5 a € trotoresis
Ket; M: Marker, a : Sulawesi Selatan, b: Bali, c: Jawa Tengah, d: Jawa Timur,e: Jawa Barat
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Gambar 2. Dendogram hasil analisis pola pita protein N.virescens
Ket: 1. Sulawesi Selatan, 2. Bali; 3. Jawa Tengah; 4. Jawa Timur; 5. Jawa Barat

Hasil pengukuran pola pita protein pada elektroforesis (Gambar 10) lebih lanjut diproses
menggunakan software Paint Shop Pro 5 untuk memperoleh gambaran band-band protein secara
lebih jelas, setelah itu band protein yang sudah diperoleh diproses dengan Corel Draw 12 untuk
mendapatkan data jarak migrasi sehingga nanti akan bisa dihitung besarnya berat molekul protein

Seminar Nasional X Pendidikan Biologi



yang berada di luar marker sehingga diperoleh data sebaran pola pita protein seperti pada tabel 5 di
atas.

Dari hasil analisis menunjukkan bahwa berdasarkan pola pita protein pada dendogram
(Gambar 12) tersebut membentuk 4 kelompok. N.virescens dari Jawa Timur (4) dan dari Jawa Barat
(5) membentuk kelompok sendiri, begitu juga dengan yang berasal Jawa Tengah (3) , bali (2) dan
Sulawesi Selatan (1) membentuk kelompok sendiri.

Perbedaan ekspresi profil pola pita protein total yang muncul dapat memberikan gambaran
sifat khas suatu ras, sehingga perbedaan yang muncul dapat menggambarkan karakteristik genetik
yang merupakan ekspresi dari suatu karakter tertentu.

Profil pola pita protein pada spesies Nephotettix virescens dari 5 daerah sentra penghasil padi
di Indonesia menunjukkan adanya perbedaan variasi ekspresi karakter yang muncul dilihat dari pola
pita protein yang terekspresi. Profil pola pita protein yang terekspresikan dari spesies N.virescens
adalah BM ( 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 120, 150, 200 dan > 200 ) kDa. Meskipun demikian ada
beberapa perbedaan ekspresi pola pita protein yang muncul dari masing-masing spesies. Spesies N.
virescens dari daerah Sulawesi Selatan memiliki keunikan ekspresi pola pita protein yaitu pada BM 60
dan 85 kDa. Pada profil protein dengan BM 60 tidak ditemukan atau terekspresi dengan baik hamun
bisa ditemukan dengan jelas pada keempat daerah yang lain, namun sebaliknya pada pola pita
protein dengan BM 85 kDa dapat terekspresi dengan jelas sedangkan pada keempat daerah yang lain
tidak. Untuk N.virescens yang berasal dari daerah Jawa Barat memiliki karakter khusus yang tidak
dimiliki oleh spesies dari daerah lain yaitu pada BM 100 kDa, begitu juga spesies dari daerah Bali
profil pola pita protein dengan BM 20 kDa tidak muncul atau terekspresi secara jelas hamun dapat
terekspresi dengan jelas pada keempat daerah yang lainnya. Profil pola pita protein dengan BM 40
hanya dapat diekspresikan dengan jelas pada spesies yang berasal dari daerah Sulawesi Selatan dan
Jawa Tengah begitu juga pada BM 120 kDa yang hanya ditemukan pada spesies yang berasal dari
Sulawesi Selatan dan Bali namun tidak ditemukan pada ketiga daerah yang lain. Untuk profil pola pita
protein yang muncul diduga ada penambahan coat protein dari virus sehingga ekspresi pola pita
protein yang muncul bervariasi dalam tingkat ketebalannya. Keragaman sifat morfologi dan pola pita
protein total antara populas spesies N.virescens tidak berhubungan dengan asal dari wilayah endemi
dan non endemi. ( Supriyadi, 2004 )

Hasil zimogram dari profil pola pita protein N.virescens dari kelima daerah sentra penghasil
padi tidak menunjukkan adanya perbedaan rentang variasi berat molekul apabila dilihat dari profil
pola pita protein yang terdeteksi, perbedaan yang terlihat hanyalah tingkat ketebalan dari pita protein
yang terdeteksi. Untuk menentukan profil protein yang terdeteksi di luar marker dan besarnya Rf
dapat dihitung dan ditentukan dengan persamaan Y = - 0,772X + 1,738.
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Grafik 1. Hubungan RF dan Log BM
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Adanya korelasi antara jarak migrasi dengan berat molekul protein ditunjukkan dengan nilai
koefisien R square sebesar 0.988. Ketebalan pita yag berbeda tidak menunjukkan adanya berat
molekul protein yang berbeda tetapi jumlah protein yang termigrasi yang berbeda
kandungan/kuantitas proteinnya ( Supriyadi, 2006 dalam Krishandari, 2008 ). Kisaran pola pita protein
yang muncul pada spesies N.virescens dari kelima daerah yang berbeda tersebut adalah dengan BM
(10 - 200 kDa).

KESIMPULAN

Dari hasil pengamatan profil pola pita protein pada elektroforesis menunjukkan adanya variasi
profil pola pita protein, Pita protein dengan berat BM 20 kDa tidak ditemukan pada spesies dari Bali,
BM 60 kDa tidak ditemukan pada spesies yang berasal dari Sulawesi Selatan namun dapat ditemukan
pada keempat daerah yang lain. Pada pita denga BM 100 kDa hanya ditemukan pada spesies yang
berasal dari Jawa Barat namun tidak ada pada spesies dari keempat daerah yang lain. Pada pita
protein dengan BM 40 hanya ditemukan pada spesies dari Sulawesi Selatan dan Jawa Tengah, 120
kDa hanya ditemukan pada spesies dari Sulawesi Selatan dan Bali tetapi tidak terekspresi dengan
jelas pada spesies yang berasal dari ketiga daerah yang lain.
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