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VIRUS PE TYEBAB PEI\-YAKIT SUSU (MILKY DISEASE) PADA ULAT API
PEITIAI(AN DAUN KELAPA SAWIT Setotltosea asigna van Ecke

(LEPIDOPTERA : LIMACODIDAE) DI IhTDONESIA

S. Prarvirosukarto, J.C. Veyrunest, M. Bergoin2 dan A. Djamin

IBSTRAK

Penykit srsu (milky disease/ pada ulat api pennkan daun kelapa sawit (UPDKS)
(Lepidoptem : Linncodidae) di Indonesia telah dilapod<an sejak 1950 tetapi belunt diketalrui
dengan psti penyebabnya. Pada 1982, disebutl<an bahwa penyebab penyHt tercebut adalalr
suafir asosiasi antara Reovirus Cytoplasmic Polyhedrosis dan vrrr.s Nudaurellia-B grrrp.
Iilalaupurt demikian, dai hasil pengamatan )n rg lebih baru teflmdap S. asigna yang nnti
dengan gejala nilley disease telah ditenrulcan adanla fltafit asosiast antara Multiple Nu-
cleopolyhedrovirus (I[NPV) dan virus Nudaurellia-fl grup Gejala hnr pada S. asignayang
sakit akibat kedua tipe asosiasi vinrs tersebut mirip, dan sulit sekali dibedal<an. lValaupwt
belunr dilakukan analisis teflrudap sdat-sifat dai MNPV tenebut, tetapi hal hti nrentpkan
suafir yang bant dan belum pemah dilaporl+an sebeluntnla. Diharupltan MNPV hti dapat
dikenrbangkan sebagai samna perrgendalian hq,oti terhadap IIPDKS S. asignapada perle-
bunan kelapa sawit di Indonesia, paling tidak sebagai pelenglup vinrs Nudaurellia-B grup
Twtg telah digunalan lebih dahulu.

Keta knnci Lepidopter4 Limacodidae, Setolhosea asigna baculovirus, r'irus Nudmrcllia-l grup

PEI\DAETJLUAN

Sej* 1950 relA drl4ortia adanl'a
pe4*it ssr (;u/tu disece) pda ulat 4i
pem*a de \el+asa$rt(L"DKS) G"epi-
dopten : Linodrde) dr Indocsra ret4i
b€ftlm drac-hrr pc4ebabq a (5). Pda
*totlwo 6tgn ra Ec\e. gEala pe-
q'&t ss braala dryumpa d^ akhr
stdh ule- 1-atnr pda us&lr 7-9 (Cmba I )
Pada l%2- arbo*n bSna p€q"kit srsu
di Srmaera L-tra Indores'a disebabka

l) Pcfi L\A{4\-LS Coqrrrrc blog} t^$q-r
brt. $ Chtsd Rcrersf SrriF Fra-r

2) Pclc L\a{<\-R.S Ccqrrrtc Pehg, I-$r.-
st. L'rncrs4 of -r.l.rqclbc IL S-xt-e d Ta$ni;s
of ft t".rg".Or Pt f Rr-.lt*

oleh suatu asosiasi antara Reovirus Cyto-
plasmic Polyhedrosls (Gambar 2.) (3, 6,
8)

Pemurnian dan pengamatan )'ang di-
laliulian pada as al 1996 di INRA- CNRS
Comparative Puhologl' Laboratory, St.
Christol Research Station, Perancis, ter-
hdp lna S. astqna ]'ang mati dengan ge-
jda penl'akit susu. ternvata didapatlian hasil
)'illg berbeda Pada contoh ulat tersebut di-
ju-pai adml'a campuran antaraMultiple nu-
cleopolyhedrol n ts (MNPV) dalam jumlah
banl'ali dan sedikrt virion dari vims Nudau-
rellia-f grup. Dalanr tulisan ini alian disam-
paikan hasil pengamatan tersebut, untuk
melengliapi informasi tentang pen)'ebab
penl'aliit susu pada S. asigna.
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Gambar l. Larva S. asign yang mati dertgan gejala
penyakit susu : a. Ulat mati tetapi kulit
belum pecah, b. Kulit ulat ntati mulai pecah
dan keluar cairan berwarna keputihan.
Sumber: Desmier de ChenorL 1988

Figare l. Dead S. asigna larta slnwing ndlky di*
eose symploms : a Dead lan'a wilh inlact
cuticle, b. Raplure ailicle viilr oozittg
vhitish hemolynph.
Source : Desnier & Clrcnon, 1988

Reovi rus Cytoplasmicpolyhedrosis dengatt
TEM : a. Polyhedra uhrh (perb.23.000 X),
b. Irisan tipis polyhedra (perb. 92.000 X).
Sumber : Desmier de Chenoru 1988

Cytoplctmil c P o$hedrosis Reovints, using
TEII : a. Intact po$,lrcdra (23.000 X), b.

Tlin section polylrcdra (92.000 X).
Satrce : Desier & Chenon. 1988

Ganrbar3. Partikel virus Nudcrurelia-/3 grup dari .S.' 
asigna dengan TEM (bar: 100 nnt).

Figure i. Tlrc virions o/ Nudaurelia'fl group t'irus
frontS. asigrra using TEII (bar -- 100 ml.

BAHAN DAN METODE

UPDKS S. asigna instar 7-9 I'ang rnati

dengan gejala pen]'akit susu dikumpulkan
dari Blok 105, Afdeling V, Kebun Mayang,
PT. Perkebunan Nusantara IV, pada tanaman
kelapa sawit tahun tanam 1991. Selanjuhrya
ulat tersebut dimasukkan ke dalam botol
plastik yang berisi larutan buffer Tris-HCl
0,05 M pH 7,2 ditutup rapat, kemudian
disimpan di dalam kotali penbeku pada suhu
20oC, sebelum dikirim ke Perancis.

Contoh ulat digiling halus dalarn larutan

buffer Tris-HCl 0.05 M pH7,2 dengan per-
bandingan I g ulat untuk 10 ml buffer. Gili-
ngan ulat tersebut kemudian disaring dengan
meugguualian kain kelambu atau kain per-
ban dan langsung diamati di barvah mi-
kroskop optik. selanjuhrya diamati juga
dengan nrenggunakan Transmissiort elec-
lron microscope (TEM), setelah pellgecatan
negatif dengan asanl phosphotungstik I%.

Purifikasi polihedra dilakukan dengan
sentrifugasi larutan ulat tersebut selama 3

menit pada kecepatzur 3400 rpm. Endapan
y allg terbentuli kenl.r d i an d il arutk an kemb al i
dengan air destilasi secukupnya dau disentri-
fugasi lagi. Hal ini dilakukan sebanl'ali 4

Gambar 2.

Figwe 2.
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kali. endapan yang teralihir, dilarutkan de-
ngan 4 ml air destilasi dan dimasukkan ke
dalarn tabung sentrifugasi yang berisi suatu
gradian densitas Renografi n 20-7 6Yo. Selan-
juhrya disentrifugasi selama I jam dengan
putaran 20.000 rpm (dengan rotor SW 28.1
Beclunan). Lapisan-lapisan yaug terbentuk
dalam tabung sentrifugasi diambil dan
dikumpulkan secara terpisah, keruudian
diamati dengan milroskop optik untuk
mengetahui lapisan )'ang rnengandung poli-
hedra. Selanjuon'a untuk menghilangkatt
bekas Renografin. larutan polihedra di-
encerlian dengan buflerTris-HCI0.05 M pH
7 -2 dmdisentrifugasi selama 5 menit dengan
putaran 3000 rpm. Endapan )'anag terbentuli
d iencerli an lagi dan di sentrifug asi. De nr i k i an
seterusn)'a dilaliukan berulang 3-4 kali.
Endapan teralihir dilarutlian dengan sedikit
buffer Tris-HCl tersebut.

Pengaru atarr bentuk polihedra dilakukan
dengan nrenggunakan scnnning electron mi-
croscope (SEM). Selanjutnl,a untuk lnenga-
mati virion yang berada di dalanr polihedra
tersebut, dilakukarr pelarutan polihedra de-
ngan rneuggunakan buffer T (sodium thio-
glycolate 0,3 M-NaOH, pH f i.:) selarna g Ganrbar4.

ntenit. Kernudian virion yang ada setelah
dicat rregatif dengan asam phosphotungstik Fisttre 4.

I o/o diamati dengan TEM.

pak adanya 3 lapisan benvama keputihan
dan endapan pada tabung sentrifugasi (Gam-
bar 4.). Hasil penganratan dengan mikroskop
optik diketahui balrrva lapisan I mengan-
dung serat-serat kecil, lapisan 2 berisi poli-
hedra dan lapisan 3 berisi butiran-butiran
dengan diameter l-2 ur, diduga spora dari
bakteri sedangkan pada endapan banyali di-
junpai kristal asam urik.

Lapisan
Layu 2

Endapan
Sediment

Lapisan
Layer 3

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengamatan dengan mikroskop optik
pada perubesaran 80 kali terhadap ulat,
menun;ukkan banyak sekali polihedra, dan
bercampur dengan kristal asam urik. Se-
dangtan p€nganratan dengan TEM pada
pembesarar 10.0()0 kali menunjukltan
adanl'a beberapa vinon MPNV dan virus
\ldaurelio$ grup.

S€telah sentrrfugasi lamtan ulat pada
gradran densrtas Renografrn 20-76 o/o. tam-

Pengamatan polihedra dengan SEM
(Gambar 5. menunlukkan adanya banyak
polihedra dengan ukurau bervariasi antara
L,5 - 2,4 m.

Pengamatan vrrion dengan TEM,
setelah pelarutan polihedra dengan buffer T
(Ganrbar 6.), menun.lukkan bahrva di dalam
polihedra dijumpai bungkusan bungkusan
(enve I o p)yallg meug andung beberapa virion
yang berbentuk batang berukuran panjang
sekitar 300 run dau diameter sekitar 66 nnr-
Hal ini merupakan karakteristik dari MNPV.
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Gambar 5. Hasil pengamatan MNPV pada UPDKS S.

asign dengan SEM.
Figure 5. lv{NPl./ irr S. asigna us obsened bv SEtl.

Gambar 6. Hasil pengamatan virion MNPV pada ,S.

asigna dengan TEM (perb. 15.000 X).
Figure 6. MNPV virion.s ln S. asigna obsened b1,

TE r (15.000 
^').

M. Bergoin dan A. D,tanrin

Pengamatan terakhir terhadap UPDKS
S. asigna yang mati dengan gejala penyakit
susu, di INRA-CNRS Comparative Pathol-
ogy Laboratory Perancis, menunjukkan hasil
yallg berbeda dengan hasil pengamatan yang
telah dilaporkan terdahulu. Kami menyim-
pulkan bahrva penyakit susu pada UPDKS
S. asigna disebabkan oleh suatu asosiasi an-
tara MNPV dan virus Mtdaurelia-/3 grup.
Dilaporkan sebelumnya bahrva penyebab-
nya adalah suatu asosiasi antara Reovirus
Cytoplasmic Polyhedrosis dan virus Nudau-
relia-/3 grup.

Menurut Enhr istle dan Murphy, et al.
(4,7) gejala penval.it susu (ulat yang sakit
atau rnati mengandung dan ulellgeluark:ur
cairau benvama keputihan seperti susu),
adalah urerupalian gejala khas infeksi polihe-
drosis r-irus. baik nuclear maupun c1'toplas-
mic. Keduanl'a tuga mengirfeksi ulat
inangnl'a dengan rara \-ang hampir sarna-

1'alini masuli ke dalarn usus ulat bersama
dengan makanan. kemudian pH )'ang tinggi
dalam usus ulat alan menvebabkan polihe-
dra terurai dan r irion )'ang bebas akan
rnenginfek si sel -se I pad a j arin gan ep ithe I iunr
dari usus tengah. Virus berkernbang dalam
inti (nuclear polyhedrosis) atau dalam
plasura sel (cytoplasnric polyhedrosis). Ali-
himl'a akan menghasilkan berjuta-juta poli-
hedra dengan beberapa virion di dalanr
tiap-tiap polihedra Polihedra tersebut alian
memenuhi sel, rongga usus, dan akhimya
keluar dari anus atau tubuh ulat mati, berupa
larutan berwama keputihan seperti susu.

Menurut Sipalung et al. gejala yang di-
timbulhzur oleh infeksi tunggal virus
Nudcnu'elio-tJ grup pada^S. asigna adalah ulat
bearhenti rnahan, keluar cairan kecoklatan
dari anusnya, rvama ulat menjadi kecoklatan
dimulai dari bagian perut, keurudian ulat
mati dan mengeluarkan cairan berwama ke-
coklatan (8).
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Virus penyebab penyaliit susu pada ulat api

Selain itu diketahui bahrva jumlah poli-
hedra yang ditemukan jauh lebih banyah
dibandingkan partikel virus Mrdaurelia-/3
grup. Berdasarkan hal tersebut, dapat di-
katakan bahwa penyebab utarna penyakit
susu pada S. asigna kernungktnut Reovirus
Cytoplasmic polyhedrosis atau MNPV. Ge-
jala luar yang timbul pada ulat yang sakit
akibat infeksi masing-masing virus tersebut
adalah sangat mirip dan sutit dibedalian an-
tara satu dengan larnnl'a.

Walaupun telah disebutlian adany.a in-
feksi NPV pada I I spesies dari Limacodidae
(l) tetapi adanva infeksi alami MNPV pada
S. asigna belum pernah dilaportian sebelum-
n-va. Hal ini merupalian sesuatu yang
menrik untuk diteliti lebilr lanjut, khusus-
n1'a tentang sifat-sifat dari MNPV tersebut,
serta pola asosiasin.va deugan virus
Mdattrelia-/3 grup. Perlu juga diketahui
apaliah MNPV tersebut nerupalian jenis
banr atau sama denganjenis yang menimbul-
kan penyaliit pada inang lain. Sarnpai dengan
sekarang diketahui bahrva virus dari famili
Baculoviridae merupakan virus yang khusus
rhenyebabkan penyakit pada Arthropoda,
aman terhadap rnanusia dan binatang lairurya
dan mudah dikembangbiakkan (l). Dengan
demikian. besar kemungkinarurya untuk da-
pat dikembangkan menjadi suatu sarana
pengendali hayati yang baik terhadap
UPDKS S. asigna Setidaknya, dapat men-
jadi pelengkap dan virus Nudaw.elia-lJ grup
]'ang telah digunakan lebih dahulu. MNPV
memberikan hasil pengendalian vang baik
mengingat I\,[\-PV pada S. asigno hanva
menimbulkan kenratian pada atihir stadia
ulat (instar 7-9).

KESI}TPUL.{,Ii

Selain asosiasr antara Reorinc Cyto-
plasmic Polyhedrosis dan rirus Nuclaurelia-

/3 grup, telah ditenrukzur juga campuran iul-
tara MNPV dan virus Nudaurelia-/3 grup se-
bagai penyebab pcnyaliit susu UPDKS ^S.

asigna pada perkebunan kelapa sau'it di In-
donesia.

Penelitian terhadap MNPV tersebut
perlu dilanjutkau, rerutarna analisis tentang
sifat-sifatnya turfuk dapat menyusun suafu
metode pemanfaataunya sebagai sarana
perrgendalian ha1'ati UPDKS ,Sl asrgrta, di
sanrping virus Ntrcl,nrrelia-/3 grup yang telah
digunalian lebih dahulu.
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The ceusetiye of miltry disease of oil palm leef-eating catelpillar' Setothosea

arlignayan E;ke fl,epidoptera : Limacodidae) in Indonesia

S. prawircsukafio, J.C. Veyrurrcst, M. Bergoin2 and A. Djamin

Ab*raa

The viml milly di*ase
been rcprted since 1950, b

in 1962 tlat he cau,stive

npplemart to l.Iudaundb'Bgrgrllpvirasvhich rzr fun UiEd bfqt

Kry wonds : I-cfidopter8, Lirnrcodi e, *dts eigt4bculovilllt NMef gorp vins

Introduction

The presence of the viral milky disease

of oil palm leaf-eating caterpillar (OPLEC)

in Indonesia has been reported since 1950,

but the causative agent has not been known
(5). In S. asigno, the symptoms of milky
disease appear in older larvae, i.e. in instar

7-9 (Fig. l). It Was r€ported in 1982, that the

disease in North Sumatra was caused by the

association between Cytoplasmic Poly-
hedrosis Reovirus and Nudaurelia-f
group virus (3,6, 8).

Purification md observation on dead S.

asigru larvae showing milky disease symp'
toms conducted at INRA{I{R^S Compara-

tive Patholory, St. Christol Research Statioq
France, produced different result. The sam-

group virus.

This paperreports the result ofthat study

to add firrther information on the causative

agent of milky disease of S. asigna.

l) INRA-CNRS Comparative Palhology Laboratory' St
Christol Research Statiotu France.

2) INRA€NRS Comparative Patholory L^rboratory Uni'
vctsrty of Montpellier II, Science and Tcchnics of the

I-oguedoc, Pl. E. Baraillon



Milky disease of oil palm leaf eating caterpillar

llrteriels and methods

Ded S. crgna lan'ae, instar 7-9, show-
mg mrl\l'drs€as€ srmptoms were collected
fron Bloc\ 15. Drvision 5, Mayang planta-
trco- PTP\ N'. plating y'ear 1991. The sam-
ple r-6 ft rn plastic rials containing
Trrs-HCt 05 \{- pH 7.2 bulfer solution,
ughdr corsed- ad kept at 20 C fr*zer,
befce shrpcDl ro Frace

-tu L coprrn-e Pathology Labora-
q - 6c sqlc Tr grounded in Tris-HCl
0f V- pllT 2 hficr sohnion (l g larvae in
l0 En ffirt -{fu fihenng rrith sterilyred
bd4csS r Eltr rgairr\'stained with
l\ phncploEgrcr -d md observed un-
dcr ofn -t D:r@pc od Trmsmission
EEEra fnry ffE\O To purify the

fblcfu. L r-pk ra ceatrifirged for 3

rr l -*n rp Tb fccss s-as repeated
fch
r-d ril ft rrnt of distilled
r- Th &Lhcentrifuga-
U rr&olved r { rl Ao'llcds'aer and

f E c-t'rfr dc daimng a

Ragre S - t'r rtr d.-<'t} gndtent.
hrrbsrrfrgdfuItri20.000
rp rril Sf- I I Rctnr rotor). Tbe
laur furcl r L cc=tp urbe utre
ryr-t €or+-l. b okwd mderop
d nfu L hu'hr con-
d L ,EfEr To rcoote 6€
RaSre cr tobEr toh'.l szs dr-
H ra TE-I0 05 l( 7l pH ad ct.t-
trfrIFdfuS rr- rmrp- Tbfoccss
srrlF-ifui3r-i Tbhrfucn
sr dbd rl e r{ (-t dtc
Tns-lnffi'

Tb Fllbfr .'f,crc furcd Eq
ec-.'rg ebc rrcrwq (SElfI Tbc
rrri(- cib L FllEr s.ere obecnld
b-slsrg L pdl*r strl T hfier (so-

diun 6bgbEd- 03 M-NO}L pH ll3)
fc { ni. Thca thc ririm $Ere obserred bt-

TEM, afterbeing negatively stained rvith l7o
phosphotungstic acid.

Results and discussions

Lugequantitv of polyhedra, mixed with
uric acid crystals were observed in the larval
solution using optical microscope with 80 X
magnification. Observation with TEM with
10.000 X magnification revealed the pres-

ence of some MPNV virions and Nudaure-
lia-tJ group virus.

After the larval solution was centrifuged
with 20-767o Renografin density gradient
stain, three whitish layers and sediment were
fonned in the centrifuge tube (Fig. 4). Obser-
vation by optical microscope showed that
layer I contained fine fibers, layer 2 con-
tained polyhedra. layer 3 contained 1-2 m
diameter particles, and the sediment con-
tained uric acid crystals.

Observing the polyhedras with SEM
(Fig. 5) revealed the presence of many poly-
hedras measuring 1.5 - 2.5 m. Observing the
virions with TEM after the polyhedras were
mixed with the T buffer (Fig. 6) revealed that
there was envelope in the polyhedra contain-
ing several rod-shaped virions, measuring
300 m rr"ith 66 m diameter. It is the charac-
teristic of MNPV

The frnal obsevation on dead S. asigna
sho*ing milk) drsease at the INRA-CNRS
Comparaive Pathologl' Laboratory pro-
duced drfferent result from rvhat was re-
portd edtl€r \* e conclude that the millcy
diceae on S astgna is caused by an associa-
tbo bet$'een \fN?V and Nudaurelia-/3
gouP rrrus.

Accorrding to Entrristle and Murphy et

aI.(4,7) the srmptoms of milly disease (the

infected or dead larva contained and pro-
duced r*iritish mrlky hemolymph) is the typi-
cal rymptom of polyhedrosis virus infection,

2r3
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either bn/P or CPV. Both viruses infect their
host in almost similar nanner, e.i. they enter
the gut together rvith food. The high pH in
the gut breaks the polyhedra and the released
virions will infect the midgut epithelial cells.
The virus develops in the nucleus (nuclear
po$edrosis) or in the cy'toplasm (cytoplas-
mic poly'hedrosis). Eventually million poly-
hedras will develop wherein each polyhedra
contains several virions. The polyhedras will
fill the cells, the gut cavity and finally will
leave through the anus or through the dead
body ofthe larva as a whitish milky solution.

According to Sipayung et al. the symp-
toms of single Nudaurelia-[| group virus in-
fection on S. asigna : the caterpillar stops
feeding, brownish liquid oozes from the
anus, the body tums brownish starting from
the abdomen. Then the larva dies and dis-
charges brorvnish liquid. Besides, more
polyhedras than the virus particles of
Nudaurelia-/J group were found (8).

Based on these findings, it can be con-
cluded that the primary causative agent of the
millry disease in S. asigna is probably Cyto-
plasuric Polyhedrosis Reovirus or Multiple
NPV. The extemal symptoms exhibited by
the infected larvae by these viruses were
almost similar and they were diffrcult to dif-
ferentiate. Although it has been reported that
there are I I limacodid species infected by
NPV (l), but natural infection by MNPV on
S. asigna has never been reported before.

M. Berg<iin and A. Djamin

This finding warrants further studies, par-
ticularly on the characteristics of MNPV
and its pattern of association rvith
Nuadurelia-fi group virus. It is also im-
portant to know rvhether MNPV is a neu'
causative ageut or it is similar to others
that infect other hosts. Hitherto, it is
knorvn the baculol irus is very specific
infecting Arthropoda only, safe to human
and other Vertebrata, non-polluting, and
easy to culture (l). Thus, it is very prob-
able to develop MNPV as a good biocon-
trol agent for S. asigna. Minirnally it can
be used as a supplement to Nuadurelia-/3
group virus which previouslv has been
used. MNPV produces good results, con-
sidering the fact that MNPV infects only
S. asigna at later instar (instar 7-9).

Conclusions

Based on the above mentioned finding,
it can be concluded that beside the associa-
tion benveen Cytoplasmic Polyhedrosis Re-
ovirus md,Nuadurelia-tJ group virus another
association between MNPV and Nuadure-
lia-p group virus has been discovered as the
causative agent of milky disease of S. asigna
fur oil palm plantations in Indonsia. MNPV
should be funher investigated, particularly
its characteristics, so that it can be utilized as

a supplement to the use of Nuadtu.elia-[|
group virus in S. asrgna control.
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