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Phytoplasmas, previously called as mycoplasma-like organism (MLO), are plant pathogenic prokaryotes of Mollicutes
associated with diseases of several plants such as Bermuda grass white leaf disease. PCR technique employing phytoplasma
specific P1/P7 primers revealed that phytoplasmas were associated with diseased Bermuda grass, showing white leaf symp-
tom, from three locations in Bogor. Based on PCR-RFLP pattern using Alul, Rsal, and Msel restriction enzymes, the in-
fected grasses from the three locations were infected by the same phytoplasmas. Transmission studies of the phytoplasma
with four kinds of leafhoppers indicated that only two kinds of the leafhoppers Deltocephalinae: Stenometopiini were able to
transmit the pathogen, while the other two were not. The two vectors were also positively detected to contain phytoplasmas
after previously fed on diseased Bermuda grass by PCR technique.

PENDAHULUAN

Fitoplasma (sebelumnya disebut organisme mirip
mikoplasma) adalah organisme prokariota tanpa dinding sel
yang belum dapat dibiakkan pada media buatan. Fitoplasma
berasosiasi dengan penyakit pada sekitar 300 spesies
tumbuhan dari berbagai famili dan berpotensi sebagai patogen
yang dapat menimbulkan kerugian (McCoy et al. 1989).

Salah satu penyakit yang disebabkan oleh fitoplasma ialah
penyakit daun putih pada rumput Bermuda (Cynodon dactylon
(L) Pers.) (Marcone et al. 1997). Penyakit pada rumput budi
daya, misalnya pada rumput padang golf, taman, dan lapangan
olahraga, dapat mengurangi mutu dan nilai estetikanya.
Patogen daun putih ini diketahui juga menginfeksi rumput
Bermuda liar (nama lokal “suket grinting” atau “kakawatan”)
sehingga dapat menjadi sumber inokulum penyakit yang dapat
menyebar ke rumput budi daya. Serangga vektor mempunyai
peranan penting dalam penularan fitoplasma di lapangan
sehingga informasi mengenai vektor dan karakteristik
penularannya perlu diketahui sebagai salah satu dasar dalam
upaya pengendalian penyakit.

Teknik molekuler dapat digunakan untuk mendeteksi
keberadaan dan mengarakterisasi fitoplasma dalam tanaman
maupun dalam serangga vektornya. Teknik molekuler yang
banyak digunakan untuk karakterisasi fitoplasma ialah
polymerase chain reaction (PCR) dan teknik restriction frag-
ment length polymorphism (RFLP) (Schneider et al. 1995).
Tujuan penelitian ini ialah (i) mendeteksi keberadaan
fitoplasma pada rumput Bermuda yang bergejala daun putih
dan pada wereng daun dengan teknik PCR, (ii) menentukan
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adanya perbedaan atau kesamaan fitoplasma yang menginfeksi
rumput Bermuda bergejala daun putih berdasarkan data PCR-
RFLP, dan (iii) menguji penularan fitoplasma pada rumput
Bermuda dengan bantuan wereng daun.

BAHAN DAN METODE

Rumput Bermuda. Rumput Bermuda sakit diperoleh dari
3 tempat bersemak di daerah Bogor, yaitu Bantarjati, lapangan
sepakbola IPB Darmaga, dan Padang Golf Bukit Pelangi
Ciawi. Rumput sakit dipelihara secara terpisah dari rumput
sehat dalam pot berisi media tanah, kompos, dan pasir (2:1:1)
yang disterilkan dengan autoklaf. Pupuk NPK diberikan
sebanyak 0.3 g/pot pada saat tanam dan setiap periode dua
bulan. Rumput dipangkas secara berkala jika telah terlalu
panjang (+ 20 cm keluar dari pot).

Uji Penularan Fitoplasma dengan Serangga. Contoh
wereng daun ditangkap dengan jaring serangga dan
dikumpulkan dari pertanaman rumput. Hasil tangkapan
dipisahkan ke dalam empat jenis wereng (Gambar 1)
berdasarkan bentuk, ukuran dan warna dari toraks, abdomen,
dan sayap secara visual. Wereng ini digunakan dalam
percobaan penularan fitoplasma. Keempat jenis wereng
tersebut diidentifikasi oleh Dr. Sri Suharni Siwi (Balai
Penelitian Tanaman Padi) yang mengamatinya secara
mikroskopi dan kemudian mengonfirmasikannya kepada
Dr. Fletcher (Dircetor of the Collection MSW Agricultural
Scientific Collections Unit Australia).

Setiap jenis wereng dipelihara dan diperbanyak pada
rumput Bermuda sehat yang ditumbuhkan dalam kurungan
kedap serangga. Uji penularan fitoplasma dari rumput Ber-
muda sakit ke rumput Bermuda sehat dengan bantuan masing-
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masing jenis wereng (sebanyak 1, 3, atau 5 ekor per tanaman)
dilakukan dengan tahapan sebagai berikut: periode makan
akuisisi fitoplasma (pada rumput Bermuda sakit) selama 2
hari; periode laten (pada rumput Bermuda sehat) selama 7,
10, 13, 16, 19, 22 hari; dan periode makan inokulasi (pada
rumput Bermuda sehat) selama 3 hari. Rumput yang telah
diinokulasi dibebaskan dari wereng dan diamati gejala serta
masa inkubasinya. Wereng yang telah digunakan untuk
periode inokulasi selama 3 hari dari suatu perlakuan periode
laten (misalnya n hari) digunakan kembali untuk inokulasi
pada perlakuan periode laten selanjutnya (n + 3 hari),
demikian berturut-turut secara berseri sampai pada perlakuan
periode laten 22 hari (akhir hidup wereng). Dalam uji
penularan ini digunakan wereng imago, tanpa memperhatikan
jantan atau betina. Uji penularan untuk setiap perlakuan
dilakukan dengan 2-5 ulangan (tergantung ketersediaan
serangga).

Ekstraksi DNA dari Tanaman. Rumput Bermuda sakit
dari Bantarjati, Darmaga, dan Ciawi yang diduga terinfeksi
fitoplasma dikumpulkan dan selanjutnya setiap contoh rumput
dari tiga lokasi tersebut diekstraksi DNA totalnya. Ekstraksi
DNA rumput dilakukan mengikuti metode Dellaporta et al.
(1983) serta Gibb dan Padovan (1994). Tulang daun muda
(1.5-2 g) dipotong-potong halus dan direndam selama 15 menit
dalam 6 mi bufer ekstraksi (K,HPO,'3 H,0 47.5 mM, KH PO,
15 mM, sukrosa 5%, PVP-10 1%, asam askorbat 100 mM,
BSA fr.V 0.15%). Jaringan daun ditambah 7 ml bufer
ekstraksi, digerus dan selanjutnya disentrifugasi (Tomy Max-
151, Rotor TMA 11) dengan kecepatan 3000 rpm selama 5
menit pada suhu 4°C. Supernatan disentrifugasi kembali
dengan kecepatan 12 000 rpm selama 25 menit pada suhu
4°C. Endapan diresuspensi dengan 1 ml bufer CTAB (cety!
trimetyl ammoniumbromide 2%, NaCl 1.4 M, Tris 100 mM,
EDTA 20 mM, PVP-40 1%, 2-merkaptoetanol 0.2%, pH 8).
Suspensi tersebut diinkubasi pada suhu 60°C selama 30 menit,
lalu ditambah 1 m! kloroform:isoamil-alkchol (24:1) dan
campuran tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 13 000
rpm selama 5 menit. Supeinatan diambil dan DNA
dipresipitasi dengan isopropanol bersuhu -20°C. Campuran
disentrifugasi dengan kecepatan 13 000 rpm selama 5 menit.
Endapan DNA dicuci dua kali dengan 200 pl etanol 70%
bersuhu -20°C dan disentrifugasi dengan kecepatan 13 000
rpm selama 2 menit. Selanjutnya etanol dibuang, endapan
DNA dikeringkan dengan pompa vakum dan diresuspensikan
dengan 50 ul akuades steril.

Ekstraksi DNA total dari rumput hasil uji penularan
dilakukan terhadap contoh komposit yang melibatkan semua
ulangan dari setiap perlakuan dengan metode yang
dikembangkan oleh Dr. Karen Gibb (Northern Territory Uni-
versity, Australia) (komunikasi pribadi). Sebanyak 3-5 tulang
daun digerus menggunakan mikropistil dalam tabung
Eppendorf yang berisi 0.75-1.00 mi bufer CTAB. Suspensi
diinkubasikan pada suhu 60°C selama 30 menit. Selanjutnya
suspensi ditambah dengan kloroform:isoamil-dlkohol (24:1)
dalam volume yang setara dan disentrifugasi pada kecepatan
12 500 rpm selama 5 menit. Supernatan diambil dan DNA
dipresipitasikan dengan 1 ml isopropanol bersuhu -20°C.
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Campuran disentrifugasi pada kecepatan 12 500 rpm selama
5 menit. Endapan dicuci dua kali dengan etanol 70% bersuhu
-20°C melalui sentrifugasi pada kecepatan 12 500 rpm selama
4 menit. Endapan DNA dikeringkan dengan pompa vakum,
kemudian diresuspensi dengan 50 pl akuades steril.

Ekstraksi DNA dari Wereng Daun. Sejumlah wereng
daun dari masing-masing jenis dibiarkan melalui priode makan
akuisisi pada rumput sakit selama 2 hari dan periode laten
pada tanaman sehat selama 7 hari. Selanjutnya sebanyak $-
10 wereng daun dari setiap jenis diisolasi DNA totalnya.
Ekstraksi DNA total dari wereng daun dilakukan mengikuti
metode Goodwin er al. (1994). Setiap wereng digerus dengan
mikropistil dalam tabung Eppendorf yang berisi 125 pl bufer
CTAB. Hasil gerusan divorteks dan diinkubasikan pada suhu
65°C selama 5 menit. Ke dalam suspensi ditambahkan
kloroform:isoamil-alkohol (24:1) dengan volume yang setara
dan diinkubasi pada suhu kamar selama 20 menit. Suspensi
disentrifugasi pada kecepatan 800 rpm selama 5 menit dan
diambil sebanyak 90 pl supernatan yang diperoleh. DNA
dipresipitasi dengan menambahkan 10 ul natrium asetat 5 M
(pH 5.2) dan 250 ul etanol absolut bersuhu -20°C ke dalam
supernatan. Suspensi diinkubasikan di dalam freezer selama
30 menit dan disentrifugasi pada kecepatan 11 500 rpm selama
15 menit. Endapan DNA dicuci dua kali dengan 200 ul etanol
70% bersuhu -20°C dan disentrifugasi pada kecepatan 11 500
rpm selama 2 menit. Etanol dibuang dan endapan DNA
dikeringkan dengan pompa vakum dan diresuspensi dalam
10 pl akuades steril.

Sebagai pembanding (kontrol positif) DNA total dari
rumput Bermuda bergejala daun putih dan wereng daun
Orosius argentatus (Evans) yang telah diberi perlakuan makan
akuisisi selama 2 hari pada kacang tanah bergejala penyakit
sapu (terserang fitoplasma) serta priode laten selama 7 hari,
diekstraksi mengikuti metode yang sama (Goodwin et al.
1994). Wereng daun O. argentatus adalah vektor fitoplasma
penyebab penyakit sapu pada kacang tanah (Triharso 1975).

. Amplifikasi DNA dengan PCR. DNA hasil ekstraksi, baik
dari tanaman maupun dari wereng daun, diamplifikasi dengan
PCR menggunakan pasangan primer P1 (5’-AAGAGTTT
GATCCTGGCTCAGGATT-3’) dan P7 (5’-CGTCCTT
CATCGGCTCCT-3’), yang akan mengamplifikasi
keseluruhan gen 16S dan 16/23S RNA spacer region dari
genom fitoplasma dengan ukuran produk amplifikasi sebesar
1800 pb (Schneider et al. 1995). Komposisi bahan yang
digunakan dalam setiap reaksi PCR (50 ul/pereaksi) terdiri
atas 30 pl akuades steril, 5 pl bufer PCR Ix (MgCl, 1.5 mM),
0.5 U polimerase Tag, dNTPs 0.1 mM, primer P1 0.4 uM,
dan primer P7 0.4 pM. Seldnjutnya 2-3 pul contoh templat
DNA ditambahkan ke bahan tersebut di dalam tabung mikro.
Amplifikasi DNA dilakukan dengan menggunakan thermal
cyler (Corbett FTS-320) dengan kondisi PCR: (i) pemanasan
awal 92°C/1.0 menit, (ii) denaturasi DN A 95°C/1.0 menit, (iii)
annealing 55°C/1.0 menit, (iv) sintesis DNA 72°C/1.5 menit.
Tahap i-iv dilakukan sebanyak 35 siklus. Hasil amplifikasi
dipertahankan pada suhu 4°C setelah siklus selesai. Sebagai
kontrol negatif 2 ul akuades steril ditambahkan ke bahan yang
digunakan untuk uji PCR dan uji ini menggunakan siklus
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amplifikasi yang telah disebutkan di atas. Kemudian DNA
hasil amplifikasi dengan PCR dielektroforesis dalam gel
agarosa 1% dan diwarnai dengan etidium bromida untuk
melihat pita DN Anya di atas transiluminator ultraviolet (UV).

Pembandingan Fitoplasma dengan Teknik PCR-
RFLP. Pembandingan fitoplasma yang ada dalam rumput Ber-
muda sakit dari 3 lokasi di Bogor dilakukan dengan memotong
masing-masing DNA hasil amplifikasi dengan PCR
menggunakan enzim restriksi Alul, Rsal, dan Msel (New
England Biolabs ®) pada suhu 37°C selama 2 jam (Schneider
et al. 1995). Selanjutnya produk pemotongan (PCR-RFLP)
dielektroforesis dalam gel agarose 2% dan diwarnai dengan
etidium bromida. Fragmen hasil pemotongan diamati pada
transiluminator UV. Profil hasil pemotongan dari ketiga
contoh DNA dibandingkan satu sama lain.

HASIL

Deteksi Fitoplasma pada Tanaman Sakit. Rumput Ber-
muda yang berasal dari 3 lokasi di Bogor masing-masing
menunjukkan gejala penyakit daun putih yang berwarna
kuning sampai putih, terutama dimulai dari daun muda atau
pucuk (Gambar 2). Daun lebih kecil, sempit, dan cepat
mengering. Ruas batang atau cabang tampak lebih pendek
sehingga penampakan tanaman menjadi kerdil.

Pengujian dengan teknik PCR menggunakan primer P1/
P7 terhadap DNA total rumput sakit dari ketiga lokasi tersebut
memberikan hasil positif (Tabel 1), yaitu teramplifikasinya
DNA fitoplasma dengan ukuran 1800 pb (Gambar 3).
Pengujian terhadap DNA total rumput bermuda sehat dengan
teknik PCR memberikan hasil negatif.

Tabel 1. Hasil uji rumput Bermuda (RB) sakit dengan gejala daun putih
dari Bogor yang diduga terinfeksi fitoplasma menggunakan teknik

PCR
Lokasi asal Kode Uji PCR
Bantarjati-Bogor RB-1 +
Darmaga-Bogor RB-2 +
Ciawi-Bogor RB-3 +

Hayati

Uji PCR-RFLP dengan masing-masing enzim restriksi
(Alul, Rsal, atau Msel) untuk contoh DNA total tanaman
sakit dari tiga lokasi memberikan pola restriksi yang sama
(Gambar 3).

Deteksi Fitoplasma pada Wereng Daun. Dari beberapa
jenis wereng di pertanaman rumput Bermuda, empat jenis
wereng daun dipilih untuk wji penularan fitoplasma karena
jumlah dan frekuensi ditemukannya cukup tinggi. Dua jenis
wereng daun tersebut termasuk ke dalam Deltocephalinae:
Stenometopiini (Gambar la dan 1b), Deltocephalinae:
Athysanini (Gambar 1c¢), dan wereng daun Deltocephalinae:
Macrostelini (Gambar 1d). Berdasarkan pengamatan di
lapangan diketahui bahwa populasi wereng Stenometopiini
di pertanaman rumput lebih banyak daripada Athysanini dan
Macrostelini. Selain itu wereng daun Stenometopiini dapat
bertahan hidup lama dan dapat berkembangbiak dengan baik
dalam pemeliharaan pada rumput Bermuda, sedangkan lainnya
tidak.

Pengujian dengan teknik PCR menggunakan primer P1/
P7 dan templat DNA total dari empat jenis wereng daun yang
diduga membawa fitoplasma setelah melalui periode akuisisi
pada rumput sakit, memberikan hasil positif untuk wereng
Stenometopiini dan negatif untuk dua jenis wereng yang lain.
Dari masing-masing 10 wereng daun yang diuji, 3 contoh
Stenometopiini a dan 2 Stenometopiini b memberikan hasil
positif (+) untuk deteksi DNA fitoplasma dengan PCR
(Gambar 4). Hasil positif tersebut sama dengan hasil pada
deteksi DNA total dari rumput Bermuda bergejala daun putih
dan dari wereng daun O. argentatus, vektor fitoplasma
penyakit sapu kacang tanah, yang digunakan sebagai
pembanding.

Uji Penularan Fitoplasma dengan Bantuan Wereng
Daun. Rumput hasil inokulasi dengan bantuan wereng daun
Athysanini dan Macrostelini tidak menunjukkan gejala sampai
akhir pengamatan (26 minggu setelah inokulasi). Deteksi
fitoplasma dengan PCR menggunakan DNA total dari rumput
tersebut juga memberikan hasil negatif. Stenometopiini a dan
b mampu menularkan fitoplasma dari rumput Bermuda sakit
ke rumput sehat (Tabel 2). Gejala pada tanaman hasil

Tabel 2. Hasil penularan fitoplasma rumput Bermuda menggunakan wereng daun Stenometopiini a dan b serta uji PCR terhadap contoh komposit tanaman

Hasil pengujian dengan jumlah serangga

Periode

. kontrol 1 3 ) 5
laten (hari)
TG MI PCR TG Mi PCR TG MI PCR TG MI PCR

Stenometopiini a

7 0/3 - - 1/5 21 - 1/5 20 - 0/5 - -

10 0/3 - - 2/5 22-24 + 1/5 23 + 1/5 22

13 0/3 - - 0/5 - 0/4 - - 2/4 22-24 +

16 0/3 - - 0/5 - 0/3 - - 0/3 - -

19 0/3 - - 0/4 - - 1/3 22 - 12 22 -

22 0/3 - 2/4 20-23 + 0/2 - - 172 19 +
Stenometopiini b

7 0/3 - - 2/5 19-22 - 1/5 19 + ‘14 23 -

10 0/3 - - 1/5 22 - 173 21 - 0/3 - -

13 0/3 - - 1/4 22 - 173 20 - 0/2 - -

16 0/3 - - 1/3 19 + 0/2 - - 12 21 +

19 0/3 - - 2/3 A - 0/2 - - 12 19 -

22 0/3 - - 0/2 - - 1/2 21 + 0/2 - -

TG: Tanaman bergejala (jumlah tanaman bergejala/jumlah ulangan), MI: Masa inkubasi gejala (x 7 hari), PCR: Hasil uji PCR (+ = DNA fitoplasma positif

teramplifikasi, -- DNA fitoplasma tidak teramplifikasi)
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penularan menggunakan kedua wereng tersebut tidak berbeda
(Gambar 5), serta identik dengan gejala rumput sakit sumber
inokulum (Gambar 6).

Deteksi fitoplasma dalam rumput Bermuda hasil penularan
dengan teknik PCR menggunakan templat DNA total tanaman
yang tidak bergejala memberikan hasil yang negatif sedangkan
untuk tanaman yang bergejala memberikan hasil yang positif
(Gambar 7).

2036
1636

Gambar 4. Hasil positif deteksi fitoplasma dengan PCR pada rumput Ber-
muda sakit (RB), wereng daun Orosius argentatus (Oa) (sebagai
pembanding atau kontrol positif), Stenometopiini a (al-a3) dan
b (b1-b2). M1: 1 kb ladder dan M2: 100 pb ladder.

Gambar 1. Wereng un pada rumput Bermuda: a dan b. Deltocephalinae:
Stenometopiini, c. Deltocephalinae: Athysanini, dan d.
Deltocephalinae: Macrostelini.

Gambar 5. Gejala penyakit daun putih rumput Bermuda hasil penularan
dengan Stenometopiini a atau b.

Gambar 2. Gejala penyakit daun putih pada rumput Bermudadi lapanga.n.

Hasil PCR Alul  Rsal Mscl

vTNm-—Nm-—'Nm-—'Nm

5333332332333¢

2036 — 1800
1636 = ;
1018
' 800
506 - 500
200
100

Gambar 3. Hasil positif deteksi fitoplasma dengan PCR pada rumput Ber-
muda sakit (RB) dari tiga lokasi di Bogor (RB: Bantarjati, RB2:
Darmaga, RB3: Ciawi) dan pola PCR-RFLP DNA dengan tiga
enzim restriksi (Alul, Rsal, dan Msel), M1: 1 kb ladder dan M2:
100 pb ladder. Gambar 6. Rumput Bermuda sakit sumber inokulum fitoplasma.
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Gambar 7. Hasil positif deteksi fitoplasma dengan PCR pada rumput sakit
(RB) dan hasil penularan dengan Stenometopiini a dan b. Angka
dalam tanda kurung menunjukkan perlakuan (jumlah serangga
-dan periode laten). M1: i kb Ladder dan M2: 100 pb Ladder.

PEMBAHASAN

Hasil amplifikasi DNA dengan teknik PCR yang positif
menggunakan primer spesifik fitoplasma dan templat DNA
tanaman sakit mengindikasikan rumput Bermuda dari 3 lokasi
di Bogor yang bergejala daun putih terinfeksi oleh fitoplasma.
Hasi! uji PCR-RFLP untuk ketiga contoh DNA fitoplasma
tersebut memberikan pola restriksi yang sama. Hal ini
mengmdlka31kan bahwa ketiganya merupakan galur.yang
sama.

Dua rribe wereng (Stenometopiini) yang dlgunakan untuk
uji penularan dapat menularkan fitoplasma dari rumput Ber-
muda bergejala daun putih ke rumput sehat, sedangkan wereng
yang lain (Athysanini dan Macrostelini) tidak dapat. Hasil
deteksi PCR yang positif dari templat DNA total wereng daun
memperkuat dugaan bahwa kedua jenis wereng tersebut dapat
menjadi vektor fitoplasma penyebab penyakit daun putih
rumput Bermuda. Kesamaan hasil PCR yang positif dari
templat DNA total kedua wereng tersebut dengan hasil PCR
O. argentatus, merupakan vektor fitoplasma penyebab
penyakit sapu pada kacang tanah, lebih memperkuat
kebenaran dugaan tersebut. Masa inkubasi gejala daun putih
pada rumput Bermuda berkisar antara 19-24 minggu (Tabel
2). Hal ini akan dapat menjadi kendala dalam pemilihan bahan
tanaman sehat untuk pertanaman, karena rumput yang telah
terinfeksi masih lama terlihat sehat. Oleh sebab itu, rumput
tersebut dapat terbawa ke tempat baru atau dapat menyebar-
luaskan penyakit. Beberapa tanaman yang menunjukkan gejala
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tidak semuanya memberikan hasil positif pada uji PCR. Hal
ini mungkin karena dalam daun yang bergejala tidak selalu
mengandung fitoplasma, meskipun tanamannya terinfeksi,
atau karena sebab lain yang belum diketahui. Kajian mengenai
hasil ini perlu ditindak-lanjuti.

Hingga kini belum pernah dilaporkan bahwa fitoplasma
dapat ditularkan melalui benih (biji). Oleh karenanya
pemencaran fitoplasma penyebab penyakit daun putih ialah
terutama melalui serangga vektor, selain melalui bahan
tanaman. Pengendalian serangga vektor patogen daun putih
akan dapat mengurangi gangguan yang disebabkan oleh
penyakit tersebut pada rumput Bermuda.
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