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ABSTRAK

Wereng coklat (Nilaparvata lugens Stal.) populasi Klaten dan Yogyakarta menunjukkan

kemampuan adaptasi pada varietas padi tahan lebih cepat daripada populasi asal wilayah
sekitarnya, namun kajian aspek genetik terkait hal ini masih terbatas. Penelitian ini dilakukan untuk
mengidentifikasi kemiripan genetik wereng coklat populasi Klaten dan Yogyakarta dengan populasi
asal lokasi sekitarnya sebagai pembanding, berdasarkan penanda RAPD-PCR. Pengambilan
sampel wereng coklat dilakukan di pertanaman padi di Klaten, Yogyakarta, Sukoharjo, Boyolali,
Karanganyar, Sragen, dan Ngawi. Identifikasi kemiripan genetik dilakukan dengan teknik RAPD-
PCR, menggunakan lima random primer, yakni OPB 01, OPB 07, OPC 04, OPC 08, dan OPN 15. Hasil
pengujian menunjukkan bahwa kelima primer mampu mengamplifikasi DNA wereng coklat dengan
baik, namun tidak ada primer yang mampu membedakan secara jelas populasi Klaten dan Yogyakarta
dengan populasi asal wilayah sekitarnya. Populasi wereng coklat asal Klaten dan Yogyakarta
juga menunjukkan kemiripan genetik dengan populasi asal wilayah sekitarnya, yakni Boyolali,
Sukoharjo, dan Sragen, kecuali dengan Karanganyar dan Ngawi. Kajian genetik antar populasi,
termasuk populasi asal Klaten dan Yogyakarta diperlukan untuk mengungkap perbedaan genetiknya.

Kata kunci: kemiripan genetik, Nilaparvata lugens, penanda molekular

ABSTRACT

Brown planthopper (Nilaparvata lugens Stal) population from Klaten and Yogyakarta may

develop into new biotype, but research on the genetic aspect of these populations is limited. Random
amplified polymorphic DNA (RAPD)-PCR technique was used to identify the genetic similarity of
brown planthopper population from Klaten and Yogyakarta compared to the population of nearby
region. Brown planthopper were collected from paddy field in Klaten, Yogyakarta, Sukoharjo,
Boyolali, Karanganyar, Sragen, and Ngawi. Five random primers, namely OPB 01, OPB 07, OPC
04, OPC 08, and OPN 15 were used to amplify the brown planthopper. The present study revealed
that five random primers produced DNA band patterns clearly and comparable. However, no primer
produced DNA band that could differentiate the brown planthopper population from Klaten and
Yogyakarta compare to the population from nearby region. Based on dendrogram, the population
from Klaten and Yogyakarta showed a genetic similarity to the nearby population from Sukoharjo,
Boyolali and Sragen, except from Karanganyar and Ngawi. Intra-population genetic studies of
brown planthopper from Klaten and Yogyakarta may be needed to reveal more genetic characters.
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PENDAHULUAN

Wereng batang coklat (Nilaparvata lugens Stal.
(Homoptera: Delphacidae) adalah hama penting
tanaman padi di Indonesia dan beberapa negara
di Asia (Dyck & Thomas 1979; Kalshoven 1981;
Catindig et al. 2009; Bottrell & Schoenly 2012;
Baehaki & Mejaya 2014). Sebagai gambaran,
Bachaki & Mejaya (2014) mencatat luas serangan
wereng batang coklat di Indonesia tahun 2010 dan
2011, berturut-turut 137.768 ha dan 218.060 ha,
dengan rata-rata kehilangan hasil 1-2 ton/ha. Pada
tahun 2010/2011, serangan wereng batang coklat
di Klaten dan Yogyakarta mampu mematahkan
varietas padi tahan biotipe 4, yakni IR 64 (Dinas
Pertanian Tanaman Pangan, Provinsi Jawa
Tengah 2010). Hasil identifikasi Baehaki (2010)
mengungkap bahwa wereng batang coklat asal
Klaten dan Yogyakarta telah berkembang menjadi
biotipe 4. Memahami penyebab serangan wereng
batang coklat secara mendalam dan menyeluruh,
termasuk karakter biotipe, untuk memperkaya
dalam pengembangan praktik pengelolaan wereng
batang coklat di masa depan adalah hal yang
sangat penting (Bottrell & Schoenly 2012).

Istilah biotipe mengacu pada populasi wereng
batang coklat yang memiliki kemampuan atau
ketidakmampuan bertahan hidup pada varietas
padi dengan gen tahan spesifik (Sogawa 1980,
1981; Saxena & Barrion 1985; Ikeda & Vaughan
2004) atau populasi yang telah menyesuaikan
diri dengan tanaman yang sebelumnya tahan
(Claridge & Den Hollander 1980; Ferrater 2015).
Saat identifikasi biotipe wereng batang
coklat didasarkan atas respons terhadap varietas
diferensial padi (Baehaki & Munawar 2008), yang
dilakukan dengan uji ketahanan galur melalui
population build-up (Effendi & Munawar 2013)
atau uji populasi (Baehaki 2010, 2012). Meskipun
demikian, menurut Tanaka (1999) populasi wereng
batang coklat menunjukkan keragaman genetik
yang substansial terkait virulensinya terhadap
ketahanan varietas padi. Oleh karena itu, studi
keragaman genetik biotipe atau populasi wereng
batang coklat virulen, yang di Indonesia masih
terbatas, penting dilakukan guna mengetahui
keterkaitan genetik antar populasi, seperti yang
disarankan Bottrell & Schoenly (2012).

Teknik  randomly amplified polymorphic
DNA-polymerase chain reaction (RAPD-PCR)
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telah digunakan untuk studi genetik populasi
serangga (Loxdale & Lushai 1998; Kumar &
Gurusubramanian 2011), diantaranya kemiripan
genetik biotipe wereng batang coklat di Filipina
(Shufran & Whalon 1995) dan di Indonesia
(Bahagiawati & Rijzaani 2005), serta populasi
wereng batang coklat dari beberapa wilayah di
Tamil Nadu, India (Deivendran 2015). Sementara
itu, Latif et al. (2012) menggunakan teknik
direct amplification of length polymorphisms-
polymerase chain reaction (DALP-PCR) untuk
mengidentifikasi populasi wereng batang coklat
dengan inang berbeda dengan beberapa lokasi di
Malaysia. Meskipun demikian, hasil studi genetik
wereng batang coklat dengan teknik RAPD-PCR
ini belum sepenuhnya mengungkap aspek genetik
biotipenya. Shufran & Whalon (1995), belum
berhasil membedakan secara genetik wereng
batang coklat biotipe 1, 2, dan 3 dengan dengan
marka RAPD-PCR, meskipun masing-masing
biotipe memiliki pita yang unik. Hasil tersebut
mirip dengan penelitian Bahagiawati & Rijzaani
(2005) bahwa tidak ada satupun primer yang
menghasilkan pita DNA yang mampumembedakan
dua biotipe wereng batang coklat. Sementara itu,
Deivendran (2015) dapat mengungkap keragaman
genetik wereng batang coklat asal dua belas daerah
yang berbeda, di wilayah selatan Tamil Nadu, India,
namun tidak secara jelas menyampaikan aspek
genetik yang mendasari pengelompokan tersebut.

Dalam penelitian ini, identifikasi kemiripan
genetik wereng batang coklat dengan penanda
RAPD-PCR dilakukan untuk membandingkan
antara populasi Klaten dan Yogyakarta dengan
populasi asal lokasi sekitarnya. Walaupun, teknik
RAPD-PCR ini tidak baru, tetapi studi kemiripan
genetik wereng batang coklat, khususnya populasi
asal Klaten dan Yogyakarta, yang memiliki
kemampuan adaptasi berbeda terhadap varietas
padi tahan, masih sangat terbatas. Berdasarkan hal
tersebut, studi kemiripan genetik wereng batang
coklat dalam penelitian ini dilakukan dengan
teknik RAPD-PCR.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan waktu penelitian
Pengambilan sampel wereng batang coklat di-
lakukan di tujuh lokasi pertanaman padi, terdiri atas



lima lokasi di Jawa Tengah (Banyudono-Boyolali,
Tasikmadu-Karanganyar, Wonosari-Klaten, Gatak-
Sukoharjo, dan Sidoarjo-Sragen), satu lokasi di
Jawa Timur (Manthingan-Ngaw1i), dan satu lokasi
di Yogyakarta (Berbah-Sleman) (Gambar 1).
Pengambilan sampel wereng batang coklat di-
lakukan pada musim tanam padi pertama dari bulan
Oktober sampai Desember 2013, menggunakan
jaring ayun (sweepnet). Pengambilan sampel
wereng batang coklat dilakukan dalam jumlah
yang mencukupi untuk kebutuhan ekstraksi DNA
di laboratorium. Sampel wereng batang coklat dari
masing-masing lokasi ditempatkan secara terpisah
dalam tabung kaca yang berisi alkohol absolut.
Analisis genetik dengan teknik RAPD-PCR
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Pusat
Antar Universitas, Universitas Gadjah Mada,
Yogyakarta, pada bulan Januari sampai Maret 2014.

Ekstraksi, amplifikasi, dan visualisasi DNA
wereng batang coklat

Ekstraksi DNA wereng batang coklat di-
lakukan mengikuti metode Loxdale & Lushai
(1998) dan Kumar & Gurusubramanian (2011)
dengan sedikit modifikasi pada penghalusan
sampel, yakni dengan menambahkan serbuk kaca.
Empat individu wereng batang coklat (diambil
bagian kepala dan toraks, untuk mengurangi risiko
kontaminan DNA lain) dimasukkan ke tabung
eppendorf dengan menambahkan 125 pl bufer
ekstraksi CTAB (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 100 mM
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Tris HC1, 20 mM EDTA, 1% Polyvinylpyrrolidone/
PVP-40) dan serbuk kaca. Sampel wereng batang
coklat ditumbuk menggunakan mikropistil sampai
halus, kemudian diinkubasi pada suhu 65 °C
selama 5 menit. Protein dihilangkan dengan me-
nambahkan 125 pl CI (chloroform-isoamil alkohol)
dengan perbandingan 24 : 1 dan disentrifugasi
pada kecepatan 800 rpm selama 5 menit.

Amplifikasi PCR DNA wereng batang coklat
menggunakan prosedur Kumar & Gurusubramanian
(2011). Total 25 pl volume yang dibutuhkan untuk
amplifikasi, terdiri atas 2 ul DNA wereng batang
coklat, 1pul random primer (10uM), 12,5 pul PCR
mix (Dream Taq Green PCR Master Mix, Thermo
Scientific), dan akuades. Random primer yang di-
gunakan adalah OPB 01 (GTTTCGCTCC), OPB
07 (GGTGACGCAG), OPC 04 (CCGCATCTAC),
OPC 08 (TGGACCGGTG), dan OPN 15
(CAGCGACTGT). Amplifikasi DNA wereng
batang coklat dengan teknik PCR diawali dengan
proses denaturasi selama 5 menit pada suhu
94 °C sebanyak satu kali siklus, dilanjutkan dengan
45 siklus pada suhu 94 °C selama 1 menit, 36 °C
selama 1 menit, dan 72 °C selama 2 menit.

Visualisasi pita DNA wereng batang coklat
hasil amplifikasi PCR dilakukan melalui proses
elektroforesis pada gel agarose 1,4% dengan
bufer TBE (Tris-borate EDTA) pada tegangan 100
volt, selama 45 menit. Pewarnaan menggunakan
etidium bromida dan diamati di bawah UV
transluminator.
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Gambar 1. Peta lokasi pengambilan sampel wereng coklat (Nilaparvata lugens). 1: Yogyakarta; 2: Klaten

(Jawa Tengah); 3: Sukoharjo (Jawa Tengah); 4: Boyolali (Jawa Tengah); 5: Karanganyar (Jawa

Tengah); 6: Sragen (Jawa Tengah); dan 7: Ngawi (Jawa Timur).
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Analisis data

Interpretasi data genetik wereng batang
coklat berdasar penanda RAPD-PCR dilakukan
mengikuti metode Sosa-Gomez et al. (2004) dan
Kumar & Gurusubramanian (2011). Pita DNA
wereng batang coklat, produk RAPD-PCR disusun
menjadi data biner dan dianalis menggunakan
program NTSYS (versi 2.1). Analisis data
didasarkan pada index kemiripan simple matching
(SM), yakni data biner 1 (ada pita) dan 0 (tidak ada
pita) sama-sama diperhitungkan. Hasil analisis
kemiripan genetik populasi wereng batang coklat
ditunjukkan dalam bentuk dendrogram.

HASIL

Karakter profil pita DNA wereng batang coklat

Semua primer yang digunakan dalam studi
ini mampu mengamplifikasi DNA wereng batang
coklat (Gambar 2). Sebanyak 33 pita DNA
wereng batang coklat berhasil diamplifikasi,
dengan rata-rata 6,6 pita/primer, dengan ukuran
antara 500-4000 pb (Tabel 1). Primer OPB 07
dan OPC 04 mampu mengamplifikasi DNA
wereng batang coklat lebih banyak dibandingkan
dengan primer lain, berturut-turut 11 dan 9 pita.
Meskipun demikian, tidak ada primer yang
diujikan menghasilkan pita unik, yang mampu
membedakan dengan jelas wereng batang coklat
populasi Klaten dan Yogyakarta dengan populasi
sekitarnya.

Amplifikasi DNA pada tujuh populasi wereng
batang coklat ini memunculkan delapan pita unik,
yakni pita yang hanya muncul pada populasi
bersangkutan (Tabel 1). Namun demikian, pita
unik tersebut juga dimiliki di masing-masing
populasi wereng batang coklat dengan primer
yang berbeda-beda sehingga tidak diperoleh pita
unik yang membedakan wereng batang coklat
populasi Klaten dan Yogyakarta. Populasi Klaten
dan Yogyakarta masing-masing memunculkan
satu pita unik sehingga tidak berbeda dengan
populasi wereng batang coklat asal wilayah
sekitarnya. Secara keseluruhan, amplifikasi DNA
tujuh populasi wereng batang coklat dengan lima
primer, menghasilkan jumlah lokus polimorfik
antara 50—-100%, dengan rata-rata 82%.
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Kemiripan genetik wereng batang coklat
populasi Klaten dan Yogyakarta

Hasil analisis DNA wereng batang coklat
berdasarkan penanda RAPD-PCR, dalam bentuk
dendrogram, menghasilkan kelompok populasi
dengan tingkat kemiripan tinggi (84%) antara
wereng batang coklat asal Yogyakarta dan Sragen.
Kedua populasi wereng batang coklat tersebut
juga menunjukkan kemiripan cukup tinggi (71%)
dengan populasi asal Boyolali, Klaten dan
Sukoharjo, tetapi menunjukkan kemiripan agak
rendah (60%) dengan populasi asal Karanganyar
dan Ngawi (Gambar 3). Hasil tersebut menunjuk-
kan bahwa wereng batang coklat populasi Klaten
dan Yogyakarta secara genetik memiliki kemiripan
dengan populasi asal lokasi sekitarnya, terutama
Sragen, Boyolali, dan Sukoharjo, tetapi tidak
menunjukkan kemiripan dengan populasi asal
Karanganyar dan Ngawi (secara geografik relatif
jauh) (Gambar 1).

PEMBAHASAN

Jumlah lokus polimorfik antar populasi wereng
batang coklat yang relatif tinggi di wilayah
studi menunjukkan bahwa secara genetik ada
polimorfisme di antara populasi wereng batang
coklat di wilayah studi. Tingkat polimorfisme yang
tinggi, mengindikasikan adanya aliran gen antar
populasi (Sosa-Gomez et al. 2004), yang dapat
terjadi karena proses saling kawin individu-
individu antar populasi (Shafi et al. 2016).
Namun demikian, keragaman genetik individu
dalam populasi (intra populasi) wereng batang
coklat tidak diidentifikasi dalam penelitian ini,
padahal informasi polimorfisme intra populasi
ini juga penting untuk memberikan gambaran
polimorfisme dalam populasi, khususnya populasi
Klaten dan Yogyakarta yang memiliki kemam-
puan adaptasi berbeda terhadap kultivar padi tahan
dibandingkan dengan populasi wereng batang
coklat lainnya. Pengetahuan ini penting untuk
mengantisipasi sebaran/aliran gen wereng batang
coklat populasi Klaten dan Yogyakarta ke populasi
sekitarnya melalui perkawinan.

Amplifikasi DNA tujuh populasi wereng
batang coklat, juga memunculkan delapan pita
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Gambar 2. Hasil amplifikasi DNA wereng batang coklat (Nilaparvata lugens) dengan teknik RAPD-PCR.
Asal populasi wereng coklat berturut-turut 1: Boyolali; 2: Karanganyar; 3: Klaten; 4: Ngawi; 5:
Sukoharjo; 6: Sragen; 7: Yogyakarta.

Tabel 1. Deskripasi hasil amplifikasi DNA wereng batang coklat (Nilaparvata lugens) pada primer berbeda
melalui metode RAPD-PCR

Kisaran posisi

Deskripsi pita (bands) .

Primer - - - pia

Total pita Jumlah pita unik Julz/[ncl):l(l) I;i?;ﬁk (lg/:l) Jumfl’;l:g;gﬁk (l(f)/col) loci (pb)
OPB 01 5 1(Sukoharjo) 1 20 4 80 750-4000
OPB 07 11 2 (Klaten & Yogyakarta) 1 9 10 91 750-2500
OPC 04 9 4 (Boyolali, Kr.anyar, 1 11 8 89 500-2000

Sragen & Sukoharjo)

OPC 08 4 - 2 50 2 50 750-2000
OPN 15 4 1 (Ngawi) 0 0 4 100 500-2500
Jumlah 33 8 (7 populasi) 5 28
Rerata 6,6 18 82
Kisaran 500-4000

89



Supriyadi & Wijayanti: Kemiripan genetik Nilaparvata lugens

Boyolali

Klaten

Sukoharjo

|— Sragen

L

Yogyakarta

Ngawi

Karanganyar

: —
0,50 0,59

—T
0,68

T T T T T 1

0,85

Simple matching coefficient

Gambar 3. Dendrogram kemiripan genetik populasi wereng coklat (Nilaparvata lugens) berdasarkan

penanda RAPD-PCR.

unik, termasuk yang muncul pada populasi
Klaten dan Yogyakarta. Meskipun demikian, tidak
diperoleh karakter genetik yang secara spesifik
membedakan wereng batang coklat populasi
Klaten dan Yogyakarta dengan populasi asal
wilayah sekitarnya. Padahal, menurut Baehaki
(1987,2010, 2012), wereng batang coklat populasi
Klaten dan Yogyakarta menunjukkan kemampuan
adaptasi berbeda terhadap varietas tahan dan
telah berkembang menjadi biotipe 4. Hasil ini
mirip dengan penelitian Bahagiawati & Rijzaani
(2005) serta Shufran & Whalon (1995), yang juga
tidak menemukan pita DNA spesifik yang dapat
membedakan biotipe wereng batang coklat melalui
teknik RAPD-PCR. Primer (sebagai marker) yang
digunakan untuk mengamplifikasi DNA wereng
batang coklat dalam penelitian ini relatif terbatas.
Ke depan diperlukan lebih banyak primer dan
terutama memilih marker yang terkait (/inked)
dengan biotipe wereng batang coklat, yang pada
saat penelitian ini dilaksanakan tidak penulis
dapatkan. Jing et al. (2014) telah mempublikasikan
marker terkait (/inked) wereng batang coklat viru-
len, namun menggunakan microsatellite markers
dan diidentifikasi dengan teknik sequence-related
amplified polymorphisms (SRAP).

Berdasarkan hasil dendrogram, secara genetik
wereng batang coklat populasi Klaten dan Yogya-
karta menunjukkan kemiripan dengan populasi
wereng batang coklat asal lokasi sekitarnya,
yakni Boyolali, Sukoharjo, dan Sragen, tetapi
tidak menunjukkan kemiripan dengan populasi
Karanganyar dan Ngawi. Hasil ini tidak men-
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cerminkan adanya variasi kemampuan adaptasi
ataupun biotipe wereng batang coklat di wilayah
studi, yakni antara biotipe 3 dan 4 (Baehaki 2010).
Dengan kata lain, amplifikasi DNA wereng batang
coklat berdasar teknik RAPD-PCR ini belum
dapat menunjukkan bahwa populasi Klaten dan
Yogyakarta secara genetik terpisah dari populasi
wilayah sekitarnya. Hasil dendrogram tersebut
juga tidak berbeda dengan pernyataan Bottrell
& Schoenly (2012) bahwa biotipe wereng batang
coklat yang diidentifikasi berdasarkan standar
pengujian International Rice Research Institute
(1996) tidak mencerminkan variasi genetiknya.
Oleh karena itu, diperlukan kajian lebih dalam dan
atau pendekatan baru dalam mempelajari biotipe
wereng batang coklat virulen ini. Kobayashi et
al. (2018), misalnya dapat mengidentifikasi gen
terkait pematah ketahanan anti-feeding pada padi
tahan wereng batang coklat, melalui teknik analisis
single-nucleotida polymorphisme (SNP).

Tingkat kemiripan genetik antar populasi, se-
sungguhnya juga mengindikasikan tingkat aliran
gen yang terjadi (Deivendran 2015). Berdasarkan
hal tersebut maka ada dugaan bahwa antar
populasi wereng batang coklat di wilayah studi,
saling bermigrasi atau berpindah dan melakukan
perkawinan silang. Dilihat dari sisi ekologi, tidak
ada pembatas (barrier) antara habitat populasi
wereng batang coklat Klaten dan Yogyakarta
dengan populasi Sukoharjo dan Boyolali.
Sementara itu, populasi wereng batang coklat
Ngawi, secara ekologi dipisahkan habitat hutan dari
keenam populasi lainnya. Demikian pula, habitat



populasi wereng batang coklat asal Karanganyar
dan Sragen, juga relatif terpisah dengan keenam
populasi lainnya oleh pemukiman/habitat bukan
padi. Oleh karena itu, kemiripan wereng batang
coklat populasi Yogyakarta dan Sragen, yang
secara geografik relatif berjauhan, belum dapat
dijelaskan dalam penelitian ini. Jumlah sampel
individu dalam populasi yang terbatas (satu kali
amplifikasi per marker dan tidak ada ulangan
dalam satu populasi), diduga juga mempengaruhi
hasil analisis kemiripan genetik dalam penelitian
ini. Hal ini juga merupakan kekurangan dalam
penelitian ini, agar dalam studi aspek genetika
populasi wereng batang coklat selanjutnya lebih
merepresentasikan populasinya.

Faktor lain yang juga perlu dipertimbangkan
adalah varietas padi yang ditanam petani. Varietas
padi yang ditanam petani di Klaten sangat beragam,
yakni varietas lokal yang peka terhadap wereng
batang coklat, seperti Rojolele dan Menthik
wangi; varietas dengan ketahanan moderat, seperti
Situ bagendit, Way apu, dan Membramo; serta
varietas sangat tahan Inpari, yang ditanam saat
ada serangan wereng batang coklat. Sementara,
varietas padi yang ditanam petani daerah lain
adalah kelompok varietas moderat resisten serta
varietas lokal, seperti Menthik wangi. Menurut
Ferrater (2015), tidak ada bukti kuat bahwa
sekali wereng telah beradaptasi dengan varietas
yang tahan, akan menggunakan dayanya untuk
menyerang varietas lain dengan gen berbeda.
Namun demikian, proses makan oleh populasi
campuran wereng batang coklat virulen-avirulen
berpotensi mempercepat adaptasi N. lugens pada
varietas padi tahan (Ferrater 2015). Mekanisme
yang mendasari virulensi wereng batang coklat
bersifat kompleks sehingga penelitian lebih lanjut
aspek genetik adaptasi N. /ugens terhadap varietas
tahan masih diperlukan.

KESIMPULAN

Penggunaan teknik RAPD-PCR  dalam
penelitian , belum berhasil menemukan
penanda genetik spesifik wereng batang coklat
populasi Klaten dan Yogyakarta yang memiliki
kemampuan adaptasi terhadap varietas tahan
berbeda. Berdasarkan hasil dendrogram, wereng
batang coklat populasi Klaten dan Yogyakarta

ni
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menunjukkan  kemiripan dengan  populasi,
Sukohardjo, Boyolali, dan Sragen, namun
tidak menunjukkan kemiripan dengan populasi
Karanganyar dan Ngawi. Kajian genetik pada aras
intra populasi termasuk adaptasi wereng batang
coklat virulen terhadap varietas tahan wereng
coklat masih diperlukan untuk mengungkap
karakter genetik lebih dalam.
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