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Abstrak 

 

Bean common mosaic virus (BCMV) merupakan virus yang menginfeksi kacang 

panjang dan menyebabkan kehilangan hasil yang cukup tinggi di lapangan. 

Tersedianya teknik deteksi yang cepat dan mudah akan sangat membantu dalam 

diagnosis penyakit virus. Tissue blot immunobinding assays (TBIA) adalah salah satu 

teknik deteksi serologi yang cepat dan mudah. TBIA menggunakan kertas Nitro 

Cellulose Membrane (NCM) sebagai matrik solid yang mengikat protein tanaman dan 

virus.  Agar dapat digunakan secara rutin maka perlu dilakukan optimasi untuk 

mendapatkan hasil deteksi yang diharapkan.  Optimasi deteksi BCMV dengan TBIA 

dilakukan dengan menggunakan pengenceran antiserum 1:3000 sampai dengan 

1:15.000. RNA total BCMV diekstraksi dari NCM dan dideteksi dengan two-step RT-

PCR menggunakan primer spesifik gen CP BCMV. Hasil optimasi menunjukkan 

semakin rendah pengenceran antiserum, waktu yang dibutuhkan untuk perubahan 

warna ungu semakin lama. Diantara pengenceran antiserum yang diuji, pengenceran 

1:3.000 sampai 1:10.000 memberikan hasil deteksi terbaik dalam waktu singkat. RT-

PCR RNA total dari blotting daun terinfeksi BCMV pada NCM berhasil mengamplifikasi 

gen CP BCMV sebaik RT-PCR RNA total yang diekstraksi dengan kit komersial. Hal ini 

menunjukkan NCM selain dapat mengikat protein virus, juga sekaligus dapat 

menyimpan RNA virus dengan baik. 

 

Kata Kunci: BCMV, NCM, RT-PCR, TBIA, NPN 

 

 

Pendahuluan 

 

Bean common mosaic virus (BCMV) adalah salah satu virus penting pada 

kacang panjang di Indonesia. Beberapa tahun lalu BCMV dilaporkan sebagai salah 

satu penyebab ledakan penyakit mosaik kuning pada kacang panjang. Insidensi 

penyakit mosaic kuning di lapangan tinggi dan menyebabkan kehilangan hasil yang 

signifikan (Damayanti et al. 2009).  Upaya mitigasi penyakit ini telah dilakukan, dan 

salah satunya adalah dengan mengembangkan metode deteksi serologi dan RT-PCR 

yang mudah dan dapat digunakan secara rutin. Sensitivitas metode serologi dot 

immunobinding assay (DIBA) dan RT-PCR BCMV telah dilaporkan sebelumnya oleh 
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Anggraini dan Hidayat (2014). Salah satu metode serologi yang layak dimanfaatkan 

adalah tissue blot immunobinding assay (TBIA). Metode ini mirip dengan DIBA, 

namun lebih mudah dalam pengerjaannya karena tidak menggunakan sap tanaman, 

tetapi sampel protein tanaman langsung  dijerab (blot) pada kertas  membrane 

nitrocellulose. Kelebihan metode ini adalah dapat dimanfaatkan di lapangan saat 

survey koleksi sampel tanpa harus membawa atau menyimpan jaringan tanaman di 

laboratorium.  

TBIA menggunakan membran Nitropure nitrocellulose (NPN) serta bahan 

tanaman segar dan dijerab pada kertas membran (Lin et al. 1990). Teknik TBIA 

merupakan kombinasi teknik ELISA dan Dot immunobinding assay (DIBA) serta 

mempunyai tingkat sensitivitas yang sama, prosedur yang digunakan sangat 

sederhana dan dapat digunakan untuk deteksi rutin dengan jumlah sampel yang 

banyak (Djikstra dan De Jager 1998).  

Pendekatan berbasis asam nukleat dipakai secara ekstensif untuk mendeteksi 

dan mengidentifikasi virus pada tanaman. Flinders Technology Associates (FTA) Cards 

membantu untuk mengoleksi dan menyimpan asam nukleat dari tanaman untuk 

digunakan secara langsung maupun tidak langsung pada deteksi asam nukleat 

dengan Polymerase chain reaction (PCR). Teknik FTA cards  efektif untuk mendeteksi 

RNA virus (Ndurungu et al. 2005). FTA cards dan membran NPN keduanya terbuat 

dari bahan yang sama, sehingga membran NPN pada metode TBIA juga dapat 

digunakan untuk deteksi Reverse transcription-PCR (RT-PCR). Namun uji serologi 

sampel yang dijerab pada FTA cards memberikan hasil deteksi yang kurang 

memuaskan dibandingkan pada NPN (Chang et al. 2011).  

Dalam pengerjaannya, teknik TBIA sangat mudah dan cepat dalam mendeteksi 

virus, serta spot yang positif terdeteksi virus dapat langsung digunakan untuk 

identifikasi lebih lanjut dengan RT-PCR tanpa harus menyimpan sampel yang akan 

diuji. Selain itu sampel yang sudah diblot pada kertas membran dapat disimpan dalam 

jangka waktu panjang (Chang et al. 2011). Tersedianya teknik deteksi yang cepat 

dan mudah akan sangat membantu dalam diagnosis penyakit virus, namun perlu 

dilakukan optimasi untuk mendapatkan hasil deteksi yang diharapkan. Oleh karena 

itu penelitian ini bertujuan untuk optimasi sensitivitas TBIA dan RT-PCR langsung 

BCMV dari NCM.  

 

 

Bahan dan Metode 

 

Metode TBIA. Tahapan TBIA menggunakan metode yang telah dimodifikasi 

oleh Lin et al. (1990) dan Chen et al. (2004). Sampel daun kacang panjang sebanyak 

dua lembar daun digulung, diiris secara melintang dengan silet dan dijerapkankan 

pada kertas nitrocellulose membran (NCM) (NitroPure Nitrocellulose-GE Water & 

Process Technologies). Pada tiap pengujian selalu digunakan jaringan tanaman sehat 

sebagai kontrol negatif kemudian kertas NCM dikeringanginkan minimal 2 jam. Untuk 

keseragaman, diatas kertas membran dilarikkan kertas berpola bulatan dengan 

ukuran yang sama. 
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Kertas membran yang telah kering dicuci dengan 5% Triton X-100 

(octyphenolpoly(ethyleneglycolether)x) selama 10 menit di atas shaker dengan 

kecepatan 200 rpm untuk menghilangkan sisa tanaman, dan warna hijau daun pada 

kertas membran. 

Setelah itu kertas membran diblocking dengan bufer potassium phosphate salin 

tween  (KPST) [0,02 M K2HPO4, 0,15 M NaCl, pH 7,4) yang di dalamnya mengandung 

0,05% Tween-20, 5% susu skim, dan 0,5% bovine serum albumin (BSA)] diatas 

shaker (200 rpm) selama 20 menit. 

 Kertas membran kemudian direndam ke dalam bufer KPST yang mengandung 

kombinasi antibodi spesifik BCMV (Agdia) dan antibodi kedua (Rabbit anti mouse IgG, 

Sigma), kemudian diinkubasi selama 90 menit di atas shaker dengan kecepatan 200 

rpm. 

 Tahapan selanjutnya kertas membran dicuci menggunakan Tween Tris buffer 

saline (TTBS)(0,05 M Tris base, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween,  pH 7,6), sebanyak dua 

kali masing-masing selama 10 menit, lalu selama 5 menit. Kertas membran kemudian 

diwarnai dengan menggunakan substrat nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-

indolylphosphate (NBT/BCIP, Sigma) sampai spot pada kertas membran berwarna 

ungu untuk sampel yang positif BCMV. Reaksi dihentikan dengan membuang substrat 

pewarna dan mencuci membran dengan air serta kemudian kertas NPN 

dikeringanginkan di atas tisu. 

Optimasi Konsentrasi Antiserum. Oleh karena belum diketahui kombinasi 

antiserum yang optimal untuk deteksi BCMV kacang panjang, maka dilakukan 

pengujian beberapa kombinasi antiserum BCMV dan universal antiserum conjugat 

(antibodi kedua). Adapun konsentrasi kombinasi antiserum yang digunakan adalah 

1:3.000; 1:5.000; 1:7.000; 1:10.000; 1:13.000; dan 1:15.000. Selain optimasi 

konsentrasi antiserum, dilakukan juga perbandingan deteksi sap dan spot  pada 

konsentrasi antiserum yang optimal. 

Retrieving (mendapatkan) RNA BCMV dari NCM. RNA BCMV hasil blotting 

daun yang telah dideteksi serologi ataupun yang tidak diambil 3 bulatan berdiameter 

2 mm menggunakan Harris Micro-Punch dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 

1.5 ml. NCM dapat juga diambil menggunakan silet steril. NCM diberi 200 μl 5% Triton 

X-100, divorteks perlahan selama 5 detik, dan diinkubasi pada suhu ruang selama 5 

min.  Triton X-100 dibuang, dan  langkah diatas diulang sebanyak 2 kali. Setelah 

Triton X-100 dibuang, NCM diberi 200 μl bufer TE pH 8.0, divorteks perlahan selama 

5 detik dan diinkubasi pada suhu ruang selama 5 min.  Bufer TE dibuang, dan langkah 

yang sama diulang sekali lagi. Membran  NCM dikeringkan selama ± 1 jam pada 

tempat yang bebas kontaminasi udara (dapat dikeringkan di dalam laminar air flow) 

(Chang et al. 2011). Sebagai pembanding RNA total dari daun tanaman terinfeksi 

BCMV diekstraksi menggunakan kit ekstraksi (PKT-Korea)  

 Sintesa cDNA. NCM yang telah dikeringkan, diberi premix transkripsi balik 

sebanyak 20 μl. Premiks transkripsi balik terdiri dari 5x bufer RT (reverse 

transcription) 4 μl, 0.1 M DTT 2 μl, 10 mM d(T) 2 μl, enzim RT M-MuLV (Thermo) 1 

μl (40 U/ μl), RNAse inhibitor Ribolock (Thermo) 1 μl (200 U/ μl), 10 mM dNTP 1 μl 
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dan air bebas nuclease sampai mencapai volume total 20 μl. Reaksi Transkripsi balik 

dilakukan selama 1 jam pada suhu 42 °C. 

Amplifikasi DNA. RT-PCR dilakukan dengan mereaksikan 2 μl cDNA ke dalam 

premix PCR yang terdiri dari 5 μl 10 x bufer PCR, 1 μl 10 mM dNTP, 4 μl 25 mM MgCl2, 

masing-masing 2 μl  primer forward dan reverse spesifik gen CP BCMV (Anggraini dan 

Hidayat, 2014), 0.5 μl Hot start maxima Taq polymerase (Thermo)(5U/μl), 5 μl 10 x 

Sucrose cresol (optional) dan air bebas nuclease sampai mencapai volume total 50 μl. 

Program PCR yang digunakan adalah denaturasi awal pada suhu 94 °C selama 5 min, 

35 siklus pada suhu  94 °C selama 1 min, 68°C selama 1 min, 72 °C selama 1 min 

dan ekstensi akhir pada suhu  72 °C selama 10 min. Produk PCR gen CP BCMV 

berukuran sekitar 860 pb (pasang basa).   

Visualisasi DNA. Separasi produk PCR dilakukan pada 1% gel agarosa yang 

dilarutkan dalam 0.5 X TBE dan mengandung 0.01% pEQ green pada tegangan 50 

volt selama 45 menit. Penanda DNA yang digunakan adalah 1 kb plus (Invitrogen).  

Perunutan DNA. DNA produk PCR dirunut urutan DNAnya pada First Base 

Company di Singapura. Nukleotida gen CP dianalisis homologinya terhadap BCMV 

yang ada di GenBank dengan BLAST-N yang sebelumnya telah diedit menggunakan 

software BioEdit.  

 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Hasil deteksi BCMV dengan TBIA menggunakan antiserum dengan konsentrasi 

berbeda menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi antiserum (pengenceran 

rendah) yang digunakan maka pewarnaan akan semakin jelas dan waktu pewarnaan 

semakin singkat (Gambar 1). Penggunaan kombinasi antiserum sampai 1:10 000 

memberikan hasil yang jelas antara sampel yang positif BCMV dan sampel sehat. 

Namun, hasil deteksi TBIA BCMV masih dapat terlihat jelas sampai pengenceran 

antiserum 1:15 000. Hal ini menunjukkan bahwa sensitivitas antiserum yang cukup 

tinggi. Namun, waktu pewarnaan yang diperlukan menjadi lebih lama (> 7 jam); lebih 

lama dari proses TBIA itu sendiri. Pengenceran antiserum lebih dari 10.000 kali 

menyebabkan hasil deteksi false positive pada kontrol sehat. Hal ini karena waktu 

pewarnaan yang sangat lama menyebabkan perubahan warna ungu pada kontrol 

sehat walaupun ringan (Gambar 1).  

Hasil TBIA  dengan menggunakan kertas membran dapat dilihat  bahwa sampel 

positif dengan cara blotting  langsung dari daun yang segar lebih bagus dan lebih 

bersih hasilnya daripada dot spot menggunakan sap tanaman yang digerus terlebih 

dahulu. Ketika proses pencucian,  blotting  langsung dari daun yang segar lebih bersih 

daripada dot spot menggunakan sap tanaman yang digerus karena sulitnya 

menghilangkan sisa tanaman (Gambar 2). Jika dibandingkan dengan I-ELISA dalam 

mendeteksi BCMV menunjukkan bahwa TBIA lebih mudah, murah, dan jauh lebih 

cepat dalam memberikan hasil deteksi dibandingkan I-ELISA. Dalam pengujian rutin, 

sering menggunakan jumlah sampel yang tidak banyak. Pada kondisi ini TBIA 

memberikan keleluasaan dan kemudahan dalam deteksi karena kertas membran yang 
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digunakan dapat disesuaikan dengan jumlah sampel. Sedangkan pada I-ELISA jumlah 

sampel sedikit atau banyak dalam satu plat akan membutuhkan biaya yang sama dan 

lebih mahal dari TBIA (Mahar 2012).  

 

 
Gambar 1  Optimasi deteksi BCMV pada konsentrasi antiserum yang berbeda 

                (+) : tanaman sakit; (-) : tanaman sehat 

 

RT-PCR langsung RNA BCMV dari NCM berhasil teramplifikasi dengan amplikon 

berukuran ~860 pb comparable dengan RT-PCR RNA total yang diekstraksi dengan 

kit komersial. Intensitas DNA dari RNA yang diekstraksi dari NCM bahkan 

menunjukkan lebih baik dibandingkan dengan RT-PCR RNA yang diekstraksi dari kit 

komersial (Gambar 3).  Hasil perunutan nukleotida gen CP BCMV berhasil 

mengkonfirmasi hasil deteksi TBIA dan RT-PCR. BCMV dari kacang panjang ini 

memiliki homologi nukleotida berkisar 95% sampai 98% dengan BCMV strain black 

eye cowpea (Tabel 1). 

 

 
 

Gambar 2 TBIA BCMV kacang panjang dengan menggunakan konsentrasi  antiserum. 

(a) ; 1:3.000; (b) ; 1:5.000; (+)  : tanaman/sap terinfeksi; (-) : 

tanaman/sap sehat 

   

+ 

- 

a. b. + 

- 

Sap        Jaringan            Sap               Jaringan 
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Gambar 3  Elektroforesis RT-PCR BCMV. RNA virus diekstraksi dari (1) NCM dan (2)  

diekstraksi dengan kit komersial. L, Penanda DNA 1 kb plus (Invitrogen) 

 

Tabel 1 Homologi runutan DNA gen CP BCMV asal Dramaga Bogor terhadap  

            BCMV dari negara lain  

BCMV strain/ 

Isolat 

%  Homologi 

nt gen CP 

Negara No.Aksesi 

BCMV-BlC  98 Taiwan AY575773.1 

BCMV-BlC  98 Taiwan AF395678.1 

BCMV-PSU1 98 Thailand FR775796.1 

BCMV-BlC 98 USA Y17823.1 

BCMV-Soy 97 China KV832501.1 

BCMV-BlC 95 Vietnam DQ925423.1 

 

Berdasarkan hasil deteksi diatas menunjukkan kemampuan NCM menyimpan 

protein dan RNA virus dengan baik untuk diagnosis serologi sekaligus molekuler. NCM 

menawarkan cara cepat dan mudah menyimpan virus tumbuhan tanpa menyimpan 

jaringan tanaman. Pemanfaatan NCM akan sangat berguna saat dilakukan survei dan 

koleksi sampel virus yang diambil pada lokasi yang jauh dari laboratorium pengujian. 

Sampel dapat segera disimpan dengan menjerab gulungan daun setelah dipotes ke 

NCM. Aplikasi teknik TBIA dan RT-PCR langsung dilaporkan berhasil mendeteksi 

Cucumber mosaic virus, Peanut stunt virus, Tobacco etch virus, Soybean mosaic virus 

dan Turnip mosaic virus. Sampel virus dapat disimpan dalam NCM pada suhu ruang 

sampai 10 bulan (Chang et al. 2011).  

 

 

Kesimpulan 

 

BCMV dapat terdeteksi dengan TBIA sampai pengenceran antiserum 

1:15.000. Makin tinggi pengenceran antiserum, waktu yang diperlukan untuk 

perubahan warna ungu menjadi lebih panjang, sehingga dapat mengakibatkan false 

L 1 2 

860 pb 
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positif pada sampel sehat jika pewarnaan terlalu lama. Pengenceran antiserum paling 

baik dalam mendeteksi BCMV maksimal sampai pengenceran 1:10.000. TBIA jaringan 

tanaman langsung memberikan hasil deteksi yang paling baik dibandingkan 

menggunakan sap. NCM terbukti dapat menyimpan RNA virus dengan baik, sehingga 

teknik TBIA ini dapat mengurangi penyimpanan sampel daun segar. RT-PCR langsung 

RNA BCMV dari NCM memberikan hasil deteksi yang sebanding dengan RNA virus 

yang diekstraksi dengan kit komersial  
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Penelitian in terlaksana atas dana penelitian dari IPVDN IPM-CRSP Global 

theme tahun 2012/2013 dan 2013/2014.  
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