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Detection of Banans Bunchy Top Virus (BBTV) was conducted for infected banana leaves diluted at
concentration of 1, §, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10000 and 100000 times using the immuno capture polymerase
chain reaction (IC-PCR) method. Agdia BBTV polyclonal antibodies at the concentration of 100% and 50%
recommended by the ELISA kit were used. Polymerase chain reaction analysis demonstrated the presence of
DNA bands of approximately 1.1 kb which was in accordance with the reported size of BBTV DNA. The bands
can still be traced in the infected leaf extract until the dilution of 10000 times (equal to 100 ng tissues). The used of
50% of antibody concentration for the serological assay showed the same results as those of 100%.

Banana bunchy top virus (BBTV) merupakan virus
yang paling merugikan pada pisang (Dale 1994). Gejala
pisang yang terinfeksi memperlihatkan daun klorosis, sem-
pit, tangkai daun pendek dan tumbuh tegak sehingga mem-
berikan kesan kerdil perkembangan pucuknya (bunchy
top). Pohon dengan gejala tersebut sering kali tidak mam-
pu menghasilkan buah.

Distribusi BBTV di dunia meliputi Australia, Asia
Tenggara, Pasifik dan beberapa negara Afrika (Congo,
Gabon, Burundi, Rwanda dan Afrika Tengah) (Dale 1994).
Di Indonesia penyakit ini tersebar di Jawa Barat, Kali-
mantan Barat, Bali, dan Irian Jaya.

Keberadaan virus pada tanaman dapat dideteksi de-
ngan uji serologi antara lain mempergunakan teknik
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Dasar
metode ini ialah pengikatan protein virus oleh antibodi
berlabel yang hasilnya kemudian diukur pada kerapatan
optik tertentu (A,,,,). Berbagai kit ELISA yang praktis
pemakaiannya telah dipasarkan, Keuntungan utama meto-
de ini terletak pada sifatnya yang sederhana dan hasilnya

yang dapat diketahui dalam waktu relatif singkat. Walau-
pun kepekaan teknik ini cukup memadai, namun kadang-
kadang pada keadaan tertentu diperlukan asai dengan ting-
kat kepekaan yang lebih tinggi.

Kemajuan biologi molekuler juga telah dimanfaat-
kan untuk diagnosis patogen tumbuhan, antara lain poly-
merase chain reaction (PCR) diketahui sangat berguna
untuk melipatgandakan deoxyribonucleic acid (DNA)
yang hasil amplifikasinya kemudian dapat dideteksi de-
ngan elektroforesis. Teknik Immuno Capture-PCR (IC-
PCR) merupakan gabungan sebagian dari teknik ELISA

* Penulis untuk korespondensi

dan PCR yang diharapkan dapat meningkatkan kepekaan
deteksi virus. Sebagaimana diketahui salah satu masalah
utama pengindeksan plasma nutfah pisang ialah konsen-
trasi BBTV yang rendah pada tanaman. Dengan metode
IC-PCR ini, virus yang terperangkap mempergunakan anti-
bodi pada teknik ELISA kemudian DNAnya dilipatganda-
kan dengan PCR.

Partikel BBTV berbentuk isodiametrik berukuran
18-20 nm dan DNAnya berupa utas tunggal yang terdiri
atas beberapa (sedikitnya 6) lingkaran berukuran + 1.1 kb
serta telah diketahui pula memiliki sebuah protein salut
(coat protein) sebesar 20 kb (Harding ef al. 1991).

Untuk mengetahui kepekaan teknik IC-PCR bagi
deteksi BBTV pada tanaman pisang yang terinfeksi dila-
kukan penelitian di laboratorium Plant Pathology, Faculty
of Agricultural Sciences, Gembloux, Belgia. Pisang yang
terserang BBTV berasal dari Congo dan pisang sehat va-
rietas yangambi digunakan sebagai kontrol. Setiap gram
daun dihaluskan mempergunakan mortar, ditambah 10 ml
larutan penyangga general sample extraction buffer
(GSEB) Agdia yang dalam satu liter terdiri atas 1.3 g
Na,SO,, 20.0 g PVP MW 24-40.000, 0.2 g NaH CO,, 2.0 g
albumin, dan 20.0 g tween-20 (pH. 7.4). Hasil ekstraksi ini
disentrifugasi selama tiga menit pada 2000 rpm lalu diam-
bil supernatannya. Cairan kemudian diencerkan 1, 5, 50,
100, 500, 1000, 5000, 10 000, dan 100 000 kali dengan
menambahkan larutan penyangga GSEB.

Penangkapan virus dikerjakan dengan melapisi ba-
gian dalam ujung sejumlah tabung PCR dengan 100 ul
atau 50 ul antibodi spesifik BBTV Agdia (berturut-turut
100% dan 50% dari jumlah yang direkomendasikan dalam
kif) ditambah 50 pl larutan penyangga pelapis. Larutan pe-
nyangga pelapis dalam satu liter terdiri atas 1.59 g Na CO,
dan 2,93 g Na CO, (pH 9.6). Tabung diinkubasi selama
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empat jam pada suhu 37°C, kemudian ujung tabung dibilas
dengan 150 pl larutan penyangga pencuci sebanyak empat
kali masing-masing selama dua menit. Larutan penyangga
pencuci dalam satu liter terdiri atas 8.00 g NaCl, 144 g
NaHPO,, 0.20 g KH,PO,, 0.20 KCI, dan 0.05 g tween-20
(pH 7.4). Contoh berupa ekstraksi daun yang telah dien-
cetkan kemudian baru dimasukkan ke dalam tabung,
masing-masing 100 pl per tabung. Tabung kembali diinku-
basi selama satu malam pada suhu 4°C. Ujung tabung
kemudian dicuci sebanyak empat kali masing-masing sela-
ma dua menit mempergunakan larutan penyangga pencuci
dan DNA yang terperangkap pada ujung tabung siap di-
gandakan.

Amplifikasi DNA dilakukan dengan menambahkan
41 pl air PCR, 5 pl larutan penyangga PCR, 1 ul d NTP,
1 l primer A, dan 1 pl primer B yang masing-masing
terdiri atas 30 nukleotida (A 5' GGAAGAAGCCTCTCAT-
CTGCTTCAGAGAGC 3' dan B 5 CAGGCGCACACCT-
TGAGAAACGAAAGGGAA 3' (Harding et al. 1993), 1 ul
polimerasi penanda (Boehringer Code 127138), dan 50 ul
minyak PCR, ke dalam masing-masing tabung di atas.
Siklus PCR yang digunakan ialah 30 siklus pada suhu
55°C (Harding et al. 1991). Analisis elektroforesis dila-
kukan pada gel agarosa 1% dengan larutan penyangga
TAE (0.04 M asam tris dan 0.002 M EDTA) dan penam-
bahan etidium bromida pada 100 voit dan intensitas 40 mA
selama 1.5 jam. Contoh sebanyak 8 ul dimasukkan ke
dalam sumur dan penanda yang dipergunakan berasal dari
Pharmacia Biotech 27-4001-01. Visualisasi hasil elektro-
foresis dilakukan dengan bantuan sinar ultra violet.

Hasil penampakan contoh perlakuan IC-PCR pada
gel agarosa menunjukkan adanya sederetan pita pada
posisi 1.1 kb yang berukuran sesuai dengan sifat-sifat DNA
BBTV (Dietzgen & Thomas 1991, Harding et al. 1991).
Pita-pita tersebut terlihat dengan jelas pada contoh tana-
man terinfeksi dengan pengenceran 1-10* kali. Sebaliknya,
pada baris kontrol yang berupa contoh tanaman yang sehat
atau tanpa contoh (hanya antibodi + pereaksi PCR) tidak
tampak adanya pita tersebut.

Pengenceran sampai dengan 10* kali identik dengan
100 ng daun. Dengan demikian asai ini menunjukkan ting-
kat kepekaan yang sangat tinggi dibandingkan dengan
ELISA. Batas maksimum deteksi BBTV yang diperoleh
dari metode terakhir ini bervariasi antara pengenceran con-
toh ekstrak 500-1000 kali, yang setara dengan 1-2 ug
material daun (percobaan tidak dilaporkan).

Xie & Hu (1995) hanya berhasil mendeteksi BBTV
dari 80 ng jaringan daun dengan mempergunakan virus
yang telah dimurnikan memakai teknik PCR. Padahal se-
perti diketahui isolasi virus ini dan terlebih lagi pemur-
niannya merupakan pekerjaan yang sangat sulit dilakukan.
Percobaan ini juga menunjukkan bahwa PCR cukup dila-
kukan pada DNA contoh ekstrak kasar yang terperangkap
antibodi pada ujung tabung. Sehingga dengan demikian
tahapan ekstraksi DNA yang panjang dan memakan biaya
pada metode PCR biasa tidak diperlukan.

Penggunaan antibodi yang diencerkan hingga sepa-
ronya seperti yang direkomendasikan pada kit ELISA tidak
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mengurangi kepekaan hasil yang diperoleh. Pada peng-
gunaan antibodi 50%, pita-pita tetap terlihat sampai pada
pengenceran eksplan 10* kali. Mengingat mahalnya harga
antibodi, selanjutnya penggunaan antibodi dapat dipertim-
bangkan separo saja dari dosis yang direkomendasikan.

Dalam era perdagangan bebas yang melibatkan per-
tukaran material antarnegara yang semakin meningkat,
pengindeksan plasma nutfah tumbuhan merupakan salah
satu aspek penting di dalam karantina. Dengan semakin
tingginya kepekaan deteksi yang diperoleh menggunakan
teknik IC-PCR ini dibandingkan dengan ELISA, usaha
preventif untuk mencegah meluasnya penyebaran penyakit
bunchy top dapat dilakukan dengan lebih efektif. Teknik
ini selanjutnya juga dapat dikembangkan untuk mendeteksi
patogen selain virus yang sering dijumpai pada konsentrasi
yang sangat rendah.
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