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ABSTRAK

Genus Thrips adalah genus kedua terbesar Ordo Thysanoptera yang sebagian besar anggotanya
bersifat polifag dan beberapa spesies merupakan hama serius pada tanaman sayuran. Kerusakan
yang ditimbulkan oleh trips dapat menyebabkan kehilangan hasil 30-50%. Thrips alliorum
(Priesner), T. hawaiiensis (Morgan), dan T. parvispinus (Karny) banyak dilaporkan menjadi hama
pada pertanaman terutama pertanaman hortikultura. Penggunaan karakter molekuler, seperti runutan
DNA fragmen gen Cytochrome Oxydase I mitokondria (mtCOI) dapat digunakan untuk identifikasi
spesies atau konfirmasi hasil identifikasi dengan menggunakan karakter morfologi. Tujuan penelitian
ini adalah mengidentifikasi 7" alliorum, T. hawaiiensis, dan T. parvispinus berdasarkan runutan DNA
fragmen gen mtCOI. Identifikasi molekular dilakukan melalui tiga tahap, yaitu koleksi sampel dan
isolasi DNA, amplifikasi DNA menggunakan polimerase chain reaction (PCR), dan analisis hasil
runutan DNA. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa runutan DNA fragmen mtCOI T alliorum,
T, hawaiiensis, dan T. parvispinus memiliki panjang basa 678, 690, dan 668 pb yang didominasi
oleh basa A dan T dengan nilai variasi nukleotida sebesar 25,18%. Identifikasi tiga spesies trips T.
alliorum, T. hawaiiensis, dan T. parvispinus berdasarkan runutan DNA fragmen mtCOI menunjukkan
hasil yang sama dengan identifikasi berdasarkan karakter morfologi.

Kata kunci: COI, hama, mitokondria, sekuen, taksonomi

ABSTRACT

Thrips is the second largest genus on the order of Thysanoptera, most of them are polyphagous
and some species are serious pests on vegetables. The damages caused by thrips can reach 30—
50% yield loss. Thrips alliorum (Priesner), T. hawaiiensis (Morgan), and 7. parvispinus (Karny)
are widely reported as pests on crops, especially on horticulture. This study aimed to identify three
trhips species: Thrips alliorum, T. hawaiiensis, and T. parvispinus based on the DNA sequences of
mtCOI gene fragment. Thrips samples were collected from Bandung, Bogor, Cianjur, and Kuningan
districts. Three steps, they were sample collection and DNA total extraction, amplification by using
PCR and DNA sequence analysis. The PCR succesfully amplified DNA of mtCOI gene fragments
of T. alliorum, T. hawaiiensis, and T. parvispinus at 678, 690, and 668 bp respectively. The mtCOI
DNA sequences were dominated by A and T bases with the nucleotide variation value of 25.18%.
Identification of the three thrips species: T. alliorum, T. hawaiiensis, and T. parvispinus based on
molecular characters using mtCOI DNA sequences confirmed the identification result based on the
morphological caharacters.

Key words: COI, mitochondrial, pest, sequence, taxonomy
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PENDAHULUAN

Sayuran dan tanaman hortikultura banyak
dilaporkan mengalami kerusakan akibat serangan
trips, misalnya pada cabai, bawang merah, dan
kentang. Di India, serangan trips dapat me-
nyebabkan kehilangan hasil sebesar 30-50% dan
di Malaysia dapat mencapai 80% (Fauziah &
Saharan 1991; Subagyo 2014; Sastrosiswojo 1991),
sedangkan kerusakan yang disebabkan oleh Thrips
parvispinus (Karny) pada kacang panjang (Pha-
seoulus vulgaris) di Jambi (Indonesia) dilaporkan
mencapai 81,6% (Johari & Muswita 2014).

Genus Thrips adalah genus kedua terbesar
dari Ordo Thysanoptera, terdiri atas 286 spesies
(Mound 2012). Hasil identifikasi trips telah
dipublikasi dari berbagai lokasi di dunia. Beberapa
diantaranya publikasi tentang identifikasi trips di
Amerika, seperti dari California (Bailey 1957),
[llinois (Stannard 1968), Amerika utara (Nakahara
1994; Hoddle et al. 2009). Kunci identifikasi trips
yang tersedia lainnya, seperti di Eropa (Dyadechko
1977), Korea (Woo 1974), India (Bhatti 1980),
Asia dan Australasia (Palmer 1992), Iran (Minei
2007), Brazil (Mound et al. 2010). Sebagian besar
anggota dari genus ini hidup pada bunga dan daun
(Mound & Marullo 1996). Beberapa anggota dari
genus ini merupakan hama penting pada tanaman,
seperti T. angusticeps Uzel, T. flavus Schrank, T.
hawaiiensis (Morgan), 1. meridionalis Priesner,
T. tabaci Lindeman (Moritz 1994). T. hawaiiensis
dilaporkan banyak menyerang tanaman pare dan
okra. Selain itu, 7. parvispinus yang menjadi
hama baru yang menyerang pepaya di Malaysia
(Fauziah & Saharan 1991). Sementara itu, di
Indonesia T. parvispinus, T. hawaiiensis, dan T.
palmi Karny spesies dilaporkan sebagai hama
umum  dipertanaman hortikultura (Subagyo
2014). Beberapa spesies trips juga dilaporkan
sebagai vektor virus. 7. palmi dapat menularkan
penyakit Groundnut bud necrosis, sementara T.
tabaci Lindeman menularkan penyakit 7ospovirus
(Kardivel et al. 2013; Fauziah & Saharan 1991).

Proses identifikasi yang dilakukan merupakan
hal yang penting dalam rangka pengendalian hama
terpadu, namun proses ini tidak mudah untuk
dilakukan terutama untuk genus dengan jumlah
spesies yang banyak (Hasmiwati et al. 2006).
Kesulitan yang dialami dalam identifikasi terhadap

trips adalah ukuran yang kecil, karakter-karakter
yang sulit terlihat, dan variasi seksual dimorfisme
dalam spesies yang dapat menyebabkan kesalahan
identifikasi (Mound & Kibby 1998). Identifikasi
terhadap trips di Indonesia umumnya dilakukan
berdasarkan karakter morfologi termasuk yang
dipublikasikan oleh Sartiami & Mound (2013)
dan Subagyo (2014) dengan menggunakan kunci
identifikasi dikotom sehingga perlu adanya ka-
rakter tambahan untuk melengkapi data morfologi
yang telah ada.

Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi 7.
alliorum, T. hawaiiensis, dan T. parvispinus melalui
urutan nukleotida berdasarkan karakter DNA
mtCOI. Manfaat dari hasil penelitian ini berupa
karakteristik molekular, yaitu urutan nukleotida
dari T. alliorum (Priesner), T. hawaiiensis, dan
T parvispinus. Hasil ini diharapkan dapat
melengkapi data hasil identifikasi spesies trips
untuk menyusun strategi pengelolaan serangga
hama secara cepat, tepat, dan lebih baik

BAHAN DAN METODE

Hasil identifikasi 3 spesies trips
morfologi, yaitu 7. alliorum, T hawaiiensis,
dan 7. parvispinus (Tabel 1) akan dibandingkan
dengan hasil identifikasi secara molekuler.
Pelaksanaan ekstraksi DNA dan polymerase
chain reaction (PCR) dilakukan di Laboratorium
Virologi, Departemen Proteksi Tanaman, Fakultas
Pertanian, Institut Pertanian Bogor pada bulan
September 2014—Agustus 2015.

s€cara

Koleksi sampel dan isolasi DNA

Koleksi spesimen dilakukan secara langsung
dengan mengambil trips pada bunga dan daun
tanaman yang bergejala akibat serangan trips.
Kemudian, sampel disortir menggunakan kuas
halus dan dimasukkan ke dalam tabung mikro
berisi alkohol 96%, dimasukkan ke dalam plastik
klip yang diberi keterangan tanggal pengambilan
sampel, jenis tanaman, dan lokasi pengambilan
sampel.

Isolasi DNA dan amplifikasi PCR imago
spesies yang teridentifikasi secara morfologi
kemudian diekstraksi DNA menggunakan metode
Goodwin et al. (1994) yang telah dimodifikasi.
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Tabel 1. Inang dan lokasi Thrips alliorum, T. hawaiiensis, dan T. parvispinus

Spesies Tanaman inang

Lokasi
Desa/ Kecamatan/ Kabupaten

Thrips alliorum
T hawaiiensis

Bawang daun*
Pepaya*

Bengkoang

Mawar

Cabai
Tomat

T parvispinus

Terong
Buncis

Kacang panjang

Mentimun*

Wortel
Kailan
Takokak
Mawar
Salvia

Cipanas/ Cipanas/ Cianjur
Cisantana/ Cigugur/ Kuningan
Babakan doneng / Dramaga/ Bogor
Cikarawang/ Dramaga/ Bogor
Cibadoneng/ Dramaga/ Bogor
Cilimus/ Cilimus/ Kuningan
Balithi/ Cipanas/ Cianjur
Sukajadi/ Tamansari/ Bogor
Cisantana/ Cigugur/ Kuningan
Cisantana/ Cigugur/ Kuningan
Cisantana/ Cigugur/ Kuningan
Cisantana/ Cigugur/ Kuningan
Ciputri/ Lembang/ Bandung barat
Sukajadi/ Tamansari/ Bogor
Ciareteun/ Leuwiliang/ Bogor
Sukajadi/ Tamansari/ Bogor
Ciputri/ Lembang/ Bandung
Marga mekar/ Pangalengan/ Bandung
Cipanas/ Cipanas/ Cianjur
Cipanas/ Cipanas/ Cianjur
Sukajadi/ Tamansari/ Bogor
TBN/ Cipanas/ Cianjur

TBN/ Cipanas/ Cianjur

*asal tanaman inang spesimen trips yang diindentifikasi secara molekuler.

Satu individu imago dimasukkan ke dalam tabung
mikro, kemudian ditambahkan 100 pl bufer
ekstraksi CTAB (CTAB 2%, 1,4 M NaCl, 100 mM
Tris-HCI, 20 mM EDTA, dan PVP 1% (-40 °C)).
Selanjutnya, ditambahkan 1 pl proteinase K,
kemudian serangga digerus menggunakan mikro
pistil, divorteks, dan diinkubasi dalam waterbath
65 °C selama 3 menit. Setelah itu, tabung di-
tambahkan 100 p CI (kloroform : isoamil alkohol)
dengan perbandingan 24 : 1. Tabung kemudian
divorteks selama 3 menit, dan disentrifugasi
pada 10.000 rpm selama 15 menit. Supernatan
yang terbentuk dipindahkan ke dalam tabung
mikro baru (60 pl). Kemudian, ditambahkan 3 M
NaOAc (pH 5,2) sebanyak 1/10 dari volume total
supernatan. Isopropanol ditambahkan sebanyak
2/3 dari volume total supernatan, kemudian
inkubasi pada suhu -20 °C selama satu malam.
Selanjutnya, tabung disentrifugasi pada 10.000
rpm selama 10 menit dan supernatan dibuang.
Pelet yang diperoleh kemudian dicuci dengan 100
ul etanol 80% (dingin) dan disentrifugasi kembali
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pada 8000 rpm selama 5 menit. Tahapan akhir,
supernatan dibuang dan pelet dikeringanginkan
kurang lebih selama 1 jam kemudian diberi larutan
20 pl TE dan disimpan pada suhu -20 °C sampai
digunakan selanjutnya.

Amplifikasi DNA

Pembuatan reaktan PCR dilakukan dengan
volume total 25 pl, terdiri atas 12,5 pl Go
Tlag Green Master Mix (Promega, US), 9,5 pl
ddH20. Amplifikasi DNA fragmen mtCOI
dilakukan dengan menggunakan sepasang
primer-primer universal mtCOI ~ LCO 1490
(3’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-5")
dan HCO 2198 (5TAAACTTCA GGGTGACCA
AAAAATCA-3’) (Folmer et al. 1994) masing-
masing 1 pl, dan 1 pl DNA template. Reaksi PCR
dilakukan dengan Perkin Elmer 480 Thermocycler
(Applied Biosystem, US). Reaksi PCR dimulai
dengan denaturasi inisiasi selama 5 menit pada
94 °C, PCR dilanjutkan dengan 35 siklus dengan
urutan sebagai berikut: 94 °C 1 menit, 52 °C 35
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detik, 72 °C 1 menit 30 detik, dan pemanjangan
akhir 72 °C 7 menit. Hasil PCR kemudian dianalisis
dalam gel agarosa 1%. Pengamatan DNA fragmen
mtCOI divisualisasikan menggunakan UV transi-
luminator setelah direndam dalam larutan etidium
bromida 2% selama 15 menit, dan dipotret dengan
kamera digital.

Analisis hasil runutan DNA

Hasil amplifikasi dengan teknik PCR berupa
DNA fragmen mtCOI dengan ukuran + 710
pasang basa (pb), yang dilakukan di PT. 1st Base,
Malaysia. Hasil runutan DNA fragmen mtCOI
dianalisis dengan perangkat lunak Bioedit versi
7.0.9.0. Runutan DNA tersebut kemudian dianalisis
kemiripannya dengan runutan DNA yang ada
disitus National Centre Biotechnology Information
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) melalui
program BLAST. Homologi runutan DNA fragmen
mtCOl trips terhadap trips lainnya yang terdeposit
dalam NCBI dianalisis menggunakan program
ClustalW BioEdit. Filogenetika berdasarkan
runutan DNA dibuat dengan bantuan perangkat
lunak Molecular Evolutionary Genetic Analisis
(MEGA 6) menggunakan UPGMA dengan
bootstrap sebanyak 1000 kali.

750 pb =
500 pb m——p

250 pb =—

HASIL

Sampel yang sebelumnya telah diidentifikasi
secara morfologi kemudian diidentifikasi dengan
metode molekular. Secara molekular primer for-
ward dan reverse mampu mengamplifikasi DNA
fragmen gen mtCOI dengan baik, terlihat pita DNA
kolom 1 sampai 3 merupakan hasil amplifikasi
DNA fragmen gen mtCOI dari trips. Pita yang
terlihat sesuai dengan target yang diinginkan,
yaitu berukuran sekitar 710 pb (Gambar 1).

Berdasarkan hasil analisis runutan DNA
fragmen gen mtCOI, ketiga spesies trips yang
diteliti memiliki panjang runutan DNA berbeda.
Hal ini karena ketiga sampel berada pada
tingkat taksonomi yang berbeda pada tingkat
spesies (Tabel 2). Hasil penjajaran runutan DNA
menunjukkan nilai homologi sampel sebesar 93—
100% dengan spesies yang berada pada GenBank
(Tabel 3). Runutan DNA fragmen gen mtCOI yang
berhasil disejajarkan terlihat adanya perbedaan
dibeberapa titik pada urutan basa nukleotida pada
masing-masing spesies. Hal tersebut merupakan
variasi runutan DNA fragmen mtCOI pada
masing-masing sampel. Ketiga sepesies memiliki
379 daerah lestari dengan 100 nukleotida yang

et W W W e——:710pb

Gambar 1. Hasil visuslisasi DNA trips menggunakan primer universal. 1: marker (1kb Thermo Scientific,
US); 2: kontrol negatif; 3: kontrol positif (Thrips parvispinus); 4: T. alliorum; 5: T. hawaiiensis;

dan 6: T. parvispinus.

Tabel 2. Karakter DNA fragmen mtCOI trips Thrips alliorum, T. hawaiiensis, dan T. parvispinus

Runutan DNA fragmen gen mtCOI

Karakter T alliorum T hawaiiensis T parvispinus
Panjang DNA (pb) 678 690 668
Kandungan AT (%) 70,35 71,01 70,81
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bervariasi sehingga variasi nukleotida pada ketiga
spesies trips yang diteliti sebesar 25,18% (Tabel 4).

Berdasarkan runutan DNA fragmen gen
mtCOI T alliorum, T. hawaiiensis, dan T
parvispinus dapat dianalisis jarak genetik dan
dibuat konstruksi filogeninya. Nilai jarak genetik
yang tinggi menunjukkan tingkat kekerabatan
yang semakin jauh. Berdasarkan runutan DNA
fragmen gen mtCOI T. alliorum, T. hawaiiensis,
dan 7. parvispinus memiliki jarak genetik antar
spesies sebesar 20,1% pada 7. hawaiiensis dan T.
parvispinus. Jarak genetik inter spesies 7. alliorum

sebesar 0,0%, T. hawaiiensis sebesar 6,3-6,9%, T.
parvispinus sebesar 2,4-3,6% (Tabel 5 ).

Hasil konstruksi filogeni berdasarkan runutan
DNA fragmen gen mtCOI memperlihatkan
pengelompokkan yang terpisah antara taksa
in-group (T alliorum, T. hawaiiensis dan
T parvispinus) dan taksa out-group, yaitu
Gynaikothrips uzeli (Gambar 2). Pohon filoge-
netika menunjukkan sinyal yang baik, yaitu ketiga
kelompok besar trips terpisah sesuai dengan

spesies.

Tabel 3. Homologi (kemiripan) runutan DNA fragmen gen mtCOl trips Thrips alliorum, T. hawaiiensis, dan
T. parvispinus hasil penelitian, menggunakan program BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov)

Runutan DNA fragmen gen mtCOI

Thrips alliorum Indo vs. T. alliorum China EF213762
T hawaiiensis Indo vs. T. hawaiiensis India KF840096

T. hawaiiensis Indo vs. T. hawaiiensis China HQ605949
T. parvispinus Indo vs. T. parvispinus Indo KF144115

T. hawaiiensis Indo vs. T. parvispinus India KM485665

Pe?s'e " Q uery Max/total score
kemiripan discovery
100 62 784/784
93 85 859/859
93 85 856/856
98 99 1142/1142
96 99 1090/1090

Tabel 5. Jarak genetik runutan DNA fragmen mtCOl trips Thrips alliorum, T. hawaiiensis, dan T. parvispinus
hasil penelitian dengan data yang tersedia di GenBank

Sampel [1]

(2]

[B1 4  [5] [6] [71 [8 [9]

Thrips alliorum Indo

T. alliorum China EF213762 0,000
T hawaiiensis Indo 0,164 0,164
T. hawaiiensis India KF840096 0,167 0,167 0,069
T. hawaiiensis China HQ605949 0,150 0,150 0,063 0,029
T. parvispinus Indo 0,184 0,184 0,198 0,201 0,188
T. parvispinus Indo KF144115 0,161 0,161 0,174 0,177 0,164 0,024
T. parvispinus India KM485665 0,157 0,157 0,163 0,173 0,161 0,038 0,013
Gynaikothrips uzeli Indo 0,414 0,414 0,465 0,491 0471 0,460 0,439 0,425
® T hawaiiensis India KF840096
100 T hawaiiensis China HQ605949
5 I hawaiiensis Indo

I alliorum Indo

100
83

100 i T alliorum China EF213762

T. parvispinus Indo
T. parvispinus Indo KF144115

T parvispinus India KM485665
Gynaikotlrips uzeli Indo

0,20 0,15 0,10

Gambar 2. Pohon filogenetika trips Thrips alliorum,

0,05 0,00
T. hawaiiensis, dan T. parvispinus berdasarkan runutan

DNA fragmen mtCOI menggunakan perangkat lunak MEGA 6 dengan pendekatan UPGMA

(bootstrap 1000 kali).
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PEMBAHASAN

T alliorum, T. hawaiiensis, dan T. parvispinus
merupakan trips yang banyak dilaporkan menjadi
hama serius dipertanaman dengan sebaran dan
inang yang luas. Di Jawa, T. alliorum dilaporkan
menyerang tanaman bawang (Sartiami 2013
& Mound). Selain itu, 7. parvispinus juga
merupakan spesies yang menjadi hama serius pada
pertanaman cabai dan tembakau di Indonesia.
Kehilangan hasil akibat serangan dapat mencapai
30-50% (Sastrosiswojo 1991). Sementara itu,
T. hawaiiensis dilaporkan sebagai hama umum
di Taiwan yang menyerang bunga pada tanaman
pertanian dan bunga potong. 7. hawaiiensis juga
menyerang 22 tanaman, termasuk menyebabkan
kerusakan pada bunga pisang. Daerah persebaran
spesies ini, antara lain Asia tenggara, sebagian
Afrika, Austrasia, dan di Kepulauan Pasifik
(Chang 1991; Mound & Kibby 1998).

Penggunaan runutan DNA fragmen gen
mtCOI dalam proses identifikasi secara molekular
berhasil mengidentifikasi ketiga spesies trips, hal
ini disebabkan karena gen tersebut bersifat lestari
(Herbert et al. 2003). Berdasarkan hasil penelitian
diperoleh jumlah nukleotida yang lestari ketiga
spesies adalah 397 pb dan variasi nukleotida sebesar
25,18% atau 100 pb (Tabel 5). Tingginya nilai
variasi ini dikarenakan sampel berada ditingkat
spesies yang berbeda. Hal ini juga ditemukan pada
spesies di dalam genus Diadegma (Hymenoptera:
Ichneumonidae) (Wagener et al. 2006). Menurut
Avise (1987) tingginya nilai variasi runutan DNA
dapat disebabkan oleh adanya isolasi geografi
dan arus genetik yang berkontribusi dalam
pembentukan perbedaan struktur intraspesies serta
aliran gen sehingga terbentuknya pola runutan
DNA baru.

Konstruksi pohon filogenetika dengan out-
group menunjukkan bahwa terjadi pemisahan
secara jelas antara ketiga spesies trips. Oleh
karena itu, penelitian ini berhasil membuktikan
bahwa terjadi suatu pemisahan secara jelas antara
ketiga spesies berdasarkan konstruksi pohon
filogenetika tersebut. Penelitian ini juga berhasil
menunjukkan keterkaitan antara karakterissi
morfologi dan molekular yang saling mendukung.
Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Karimi et al.
(2010) yang menggunakan DNA mtCOI untuk
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mengidentifikasi beberapa spesies trips. Crespi et
al. (1998) menyatakan data dari karakter morfologi
imago tidak berbeda nyata dengan identifikasi
menggunakan runutan DNA fragmen gen mtCOI.
Karimi et al. (2010) menambahkan data runutan
DNA fragmen gen mtCOI juga merupakan
data pelengkap dari data biologi dan karakter
morfologi pada serangga. Oleh karena itu, karakter
molekuler runutan DNA fragmen mtCOI dapat
menguatkan dan melengkapi karakter morfologi
dalam identifikasi spesies trips 7. alliorum, T.
hawaiiensis, dan T. parvispinus yang telah ada.

KESIMPULAN

Runutan DNA fragmen mtCOIl tiga spesies
trips, yaitu 7. alliorum, T. hawaiiensis, dan T.
parvispinus memiliki panjang basa 678, 690, dan
668 pb dengan nilai variasi nukleotida sebesar
25,18%. Hasil identifikasi tiga spesies trips 7.
alliorum, T hawaiiensis, dan T. parvispinus
dengan menggunakan karakter molekuler berupa
runutan DNA fragmen mtCOI menunjukkan hasil
yang sama dengan hasil identifikasi menggunakan
karakter morfologi.
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