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ABSTRAK

Upaya penyediaan virus murni untuk pem-
buatan antiserum Soybean mosaic virus
(SMV). SMV merupakan salah satu penyebab
penyakit mosaik penting pada kedelai (Glycine max
L. Merr.) karena dapat mengakibatkan penurunan
hasil hingga 57%. Hingga saat ini SMV masih meru-
pakan salah satu kendala bagi peningkatan produksi
kedelai. Hingga saat ini, pemuliaan tanaman kedelai
lebih diarahkan untuk hasil tinggi, belum ada pro-
gram pemuliaan untuk ketahanan terhadap penya-
kit soybean mosaic virus. Pemurnian virus meru-
pakan salah satu langkah penting untuk kajian
suatu virus dan pengelolaan penyakit virus tersebut.
Virus murni dapat diisolasi dari satu luka lokal
(local lesion) pada Chenopodium amaranticolor yang
diinokulasi SMV. Tanaman untuk perbanyakan
virus (propagative plants) kebanyakan berbeda
dengan tanaman inangnya. Pada SMV hanya diper-
banyak pada tanaman kedelai. Salah satu faktor
untuk keberhasilan pemurnian virus adalah perba-
nyakan virus pada tanaman inang yang tepat.
Metode pemurnian sangat ditentukan oleh karakter
virus. Sifat-sifat kimia fisika protein dan asam
nukleat yang berbeda antara virus atau strain virus
akan menyebabkan metode pemurnian virus sangat
bervariasi. Virus murni ini digunakan untuk karak-
terisasi virus dan pembuatan antiserum. Identifikasi
SMV dengan memanfaatkan reaksi antara antigen
dan antibodi telah banyak diaplikasikan sebagai
alat deteksi keberadaan virus pada tanaman dan
evaluasi genotipe sebagai sumber gen dalam pro-
gram pemuliaan untuk ketahanan terhadap SMV
berdaya hasil tinggi.

Kata kunci: SMV, Glycine max, antiserum, genotipe

ABSTRACT

Soybean mosaic virus (SMV) purification
and antisera production. SMV is one of the most
important viruses which causes mosaic disease on
soybean (Glycine max L. Merr.). SMV is one of the
obstacles to increase soybean production, because

D Staf Pengajar Program Studi Agroteknologi, Fakultas

Pertanian Universitas Merdeka Madiun, Jl. Serayu
no 79 Madiun 63133 email wuye_andayanie@
yahoo.com

Naskah diterima tanggal 26 Oktober 2013; disetujui
untuk diterbitkan tanggal 30 September 2014.

Diterbitkan di Buletin Palawija No. 28: 84-92 (2014).

84

breeding programs are still more focus on high yield
than disease resistant. Purification of this virus is
an important step to study a virus characteristic
and virus management. Purified virus can be used
for characterization of the virus as well as for
antisera production. Pure virus can be isolated from
one local lesion on Chenopodium amaranticolor
inoculated by the SMV. Most viruses are propagated
in different hosts, however, for the SMV, this virus
is propagated in soybean crops. Selection of hosts
for virus multiplication is an important step for
the success of virus purification. A purification
method is determined by the virus characteristics.
Different physicochemical properties’of the proteins
and nucleic acids between virus strains or viruses
will influence virus purification methods, which also
influencing SMV antisera production. SMV identi-
fication employing the reaction between antigens
and antibodies has been widely applied as a tool for
virus detection and genotype evaluation as a source
of resistance genes in breeding programs to obtain
SMV resistant soybeans with high yield.

Keywords: SMV, Glycine max, genotype, antiserum.

PENDAHULUAN

Produksi kedelai pada tahun 2013 sebesar
779,99 ribu ton biji kering atau mengalami
penurunan sebesar 63,16 ribu ton (7,49%)
dibandingkan tahun 2012. Pada tahun 2014,
produksi kedelai diperkirakan sebesar 892,60
ribu ton. Peningkatan produksi tersebut akibat
kenaikan luas panen seluas 50,44 ribu hektar
(9,16%) dan produktivitas sebesar 0,69 kuintal/
hektar (4,87%) (Badan Pusat Statistik 2014).
Hingga kini, penyakit mosaik masih merupakan
salah satu kendala bagi peningkatan produksi
kedelai, karena program pemuliaan tidak
ditujukan pada ketahanan penyakit tetapi lebih
diarahkan hanya terhadap hasil yang tinggi.
DiIndonesia, salah satu penyakit mosaik kedelai
disebabkan oleh Soybean mosaic virus (SMV).

Berdasarkan klasifikasi virus, SMV termasuk
genus Potyvirus dalam famili Potyviridae.
Diagnosis virus dapat dilakukan secara biologi-
cal, serological dan molecular (Mulholland 2009;
Wang 2009). Uji serologi menggunakan reaksi
antigen dan antibodi merupakan salah satu cara
untuk mendeteksi dan mengidentifikasi SMV
dalam biji dan tanaman kedelai(Ahangaran et
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al. 2009; Andayanie 2012a; Andayanie 2012b).
Langkah awal membuat antibodi dilakukan
dengan mengisolasi virus dari inangnya. Isolasi
ini dilakukan dengan cara pemurnian virus,
dan selanjutnya virus murni tersebut diguna-
kan sebagai bahan dasar pembuatan antiserum
(Lima et al. 2011).

Virus yang tidak dimurnikan dari inangnya,
apabila dijadikan antigen akan menghasilkan
antibodi yang bereaksi dengan virus dan bagian
tanaman yang tersisa, sehingga mengimbas ter-
bentuknya antibodi yang tidak bereaksi spesifik
terhadap virus yang dideteksi (Andayanie et al.
2011). Antigen yang berasal dari virus murni
akan mempunyai spesifitas antibodi poliklonal
yang tinggi (Syamsuri dan Wardani 2013).
Antibodi poliklonal dapat digunakan untuk
mendeteksi virus dalam benih dan evaluasi ke-
tahanan genotype kedelai terhadap infeksi SMV
(Kuroda et al. 2010; Masuni et al. 2011; Anda-
yanie dan Adinurani 2013).

Menurut Van Regenmortel (2012) ada empat
prinsip dasar untuk memurnikan virus yaitu
(1) propagasi virus pada tanaman inang yang
sesual untuk memperoleh konsentrasi virus
yang tinggi dan kandungan senyawa peng-
hambat yang rendah sebagai sumber virus
dalam proses pemurnian; (2) pemilihan media
homogenisasi menggunakan penyangga pada
molaritas dan pH larutan serta penambahan
bahan aditif yang tepat untuk mengurangi akti-
vitas enzim inhibitor saat ekstraksi jaringan
tanaman sakit agar virus tidak kehilangan infek-
tifitasnya; (3) perlakuan klarifikasi yang dapat
menghilangkan komponen-komponen tanaman
inang dalam jumlah semaksimal mungkin,
seperti mitokondria dan menghilangkan partikel
virus seminimal mungkin; (4) menambah
kloroform dan butanol untuk mendenaturasi
lemak atau protein tanpa merusak struktur
virus; (5) pemisahan virus dari komponen
tanaman dengan presipitasi partikel menggu-
nakan polyethilene glycole (PEG). Cara ini
dilakukan dengan ultrasentrifugasi dan gradien
kepekatan sukrosa untuk memisahkan partikel
virus berdasarkan bentuk, ukuran, dan berat
jenisnya.

Kesulitan pemurnian SMV biasanya terjadi
karena kegagalan pada salah satu langkah yang
harus dikerjakan pada tahapan yang dipakai.
Pengendapan virus selain dilakukan dengan
cara fisik yaitu sentrifugasi pada kecepatan
tinggi dan rendah, dapat juga dilakukan dengan
jalan presipitasi dengan menambah bahan-

bahan kimia pada larutan atau sedimennya
sebelum dilakukan sentrifugasi pada kecepatan
tinggi dan rendah. Keberadaan ion MgCl, pada
sentrifugasi gradien akan menurunkan infekti-
vitas virus. Ion Mg* atau Na-EDTA dengan
molaritas rendah di dalam bufer resuspensi akan
meningkatkan infektifitas virus. Pengaruh
penggunaan ion dihydric mampu mengikat
subunit dari selubung protein, selain dapat
menyebabkan agregasi dari partikel virus. Ion
Ca*™ dan Mgt diperlukan untuk mengurangi
pengaruh negatif dari Na-EDTA yang banyak
digunakan sebagai senyawa pengkelat pada
proses pemurnian virus. Ion Ca** dan Mg*+
sangat penting dalam mempertahankan inte-
gritas pada partikel virus dan proses metabolisme
sel inang. Selain itu cara ini dapat menghalangi
pengaruh negatif dari Na-EDTA yang dapat
merusak partikel virus (Hull 2013).

Sifat-sifat kimia fisika protein dan asam
nukleat yang berbeda antara virus atau strain
virus menyebabkan metode pemurnian virus
sangat bervariasi. Pemurnian virus berbentuk
batang lentur (flexuous) dilaporkan sering
terjadi kehilangan virion dalam jumlah yang
sangat besar karena terjadi agregasi partikel
virus. Selain itu konsentrasi virus dalam inang
sangat rendah, ukuran partikel yang relatif kecil
dan lokasi virus dalam tanaman berada di dalam
inti sel floem. Mengingat arti penting pemurnian
virus untuk pembuatan antiserum dan deteksi
SMYV serta evaluasi plasma nutfah tahan SMV,
maka pemurnian virus perlu mendapat per-
hatian.

ISOLASI DAN PERBANYAKAN VIRUS

Isolasi bertujuan untuk mendapatkan iso-
late SMV yang murni, terbebas dari virus yang
lain. Isolasi virus dapat dilakukan dengan
menginokulasikan virus yang berasal dari tana-
man kedelai dengan gejala mosaik ke tanaman
Chenopodium amaranticolor. Gejala bercak lokal
diperoleh kurang lebih tujuh hari setelah ino-
kulasi (Andayanie et al. 2011; Andayanie dan
Adinurani 2013).Infeksi SMV pada daun tana-
man Phaseolus vulgaris cv. Topcrop juga
menghasilkan bercak nekrotik pada tulang
daun, dua atau tiga hari setelah inokulasi (Li
et al. 2010). Gejala bercak lokal dan nekrotik
yang ukuran dan bentuknya seragam diseleksi
dan dikumpulkan. Inhibitor pada sap C. ama-
ranticolor dan P. vulgaris cv.Topcrop lebih tinggi
dibandingkan pada sap kedelai, sehingga mem-
pengaruhi konsentrasi awal dari SMV isolat
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Yogyakarta. Oleh karena itu, dari gejala bercak
lokal pada tanaman C. amaranticolor, diinoku-
lasikan kembali ke tanaman kedelai.

Selanjutnya SMV diperbanyak pada kedelai
sebagai tanaman perbanyakan (propagative
plant). Propagasi ini bertujuan untuk mem-
peroleh konsentrasi virus yang tinggi dan kan-
dungan senyawa penghambat yang rendah
sebagail sumber virus pada proses pemurnian.
Pola translokasi, multiplikasi dan inaktivasi
strain SMV pada tanaman kedelai mempunyai
perbedaan. Uji ELISA menunjukkan strain B
dari SMV terdeteksi pada seluruh jaringan
daun. Konsentrasi SMV strain D menurun lebih
cepat daripada SMV strain B, walaupun SMV
strain D konsentrasinya lebih tinggi diban-
dingkan SMV strain B pada hari ke 10 setelah
inokulasi ke tanaman kedelai (Iwai dan
Wakimoto 1985).

Jenis tanaman perbanyakan menentukan
keberhasilan pemurnian. Tanaman inang per-
banyakan yang baik harus mempunyai kan-
dungan senyawa penghambat (inhibitor) yang
rendah. Multiplikasi virus berlangsung baik
pada tanaman kedelai, walaupun hal ini masih
dibatasi dengan adanya strain SMV. Famili
Leguminosa mempunyai kandungan tanin dan
asam organik serta fenol yang rendah. Kan-
dungan senyawa ini yang tinggi dapat meng-
inaktifkan virion dalam proses pemurnian
karena berfungsi sebagai inhibitor. Kondisi
lingkungan tanaman perbanyakan seperti:
suhu, unsur hara, umur tanaman saat diino-
kulasi dan dipanen akan mempengaruhi
konsentrasi virus. Waktu pemanenan daun
yang tepat menentukan posisi daun yang
rentan terhadap infeksi virus. Tanaman perba-
nyakan digunakan untuk memperoleh partikel
virus dengan konsentrasi yang tinggi sebagai
sumber virus pada proses pemurnian (Arogun-
dade et al. 2009; Andayanie dan Adinurani
2013).

PEMURNIAN VIRUS

Virus murni sangat diperlukan terutama
untuk pembuatan antiserum. Beberapa kendala
yang sering terjadi pada proses pemurnian SMV
adalah terjadinya agregasi dan pematahan
partikel serta penguraian oleh enzim proteolitik
pada sentrifugasi, filtrasi yang menggunakan
senyawa-senyawa organik, proses penyimpanan
serta pengasaman. Supernatan hasil ultra
sentrifugasi kedua menggunakan kecepatan
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78.000 x g selama 90 menit tidak dilakukan
resuspensi dan ultrasonikasi selama 30 detik
serta sentrifugasi pada 8500 x g selama 10
menit. Selain itu penambahan suplemen yang
terdiri atas 0,01 M Natrium-dietildithiocarbamat
(Na-DIECA), 0,01 M MgCl,, dan 0,005 M Na-
EDTA menunjukkan tingkat kemurnian dan
rendemen hasil pemurnian yang bervariasi. Hal
ini berbeda dengan resuspensi dengan ultra-
sonifikasi selama 10-30 detik dan sentrifugasi
pada 8500 x g selama 10 menit serta gradien
sukrosa tanpa suplemen yang dilakukan oleh
Iwai dan Wakimoto (1985). Oleh karena itu modi-
fikasi pemurnian disesuaikan dengan sifat dan
jenis virusnya. Isolat SMV dari Yogyakarta dan
Jawa Timur telah berhasil dimurnikan berda-
sarkan metode Iwai dan Wakimoto (1985)
dengan modifikasi (Andayanie et al. 2013).

Klarifikasi

Perlakuan klarifikasi bertujuan untuk
menghilangkan komponen-komponen tanaman
inang dalam jumlah semaksimal mungkin dan
menghilangkan partikel virus seminimal
mungkin (Kuhn dan Jahrling 2010). Langkah
tersebut dilakukan dengan melumatkan daun
kedelai hasil perbanyakan dengan homogenizer,
menggunakan Bufer ekstraksi 0,3 M Natrium
Fosfat pH 7,0 dengan perbandingan 1:2 (b/v)
dan mengandung senyawa pengkelat 0,01 Na-
DIECA serta senyawa untuk klarifikasi yaitu
8% (v/v) klorofom dan butane serta memutar
di sentrifugasi pada 8500 x g selama 10 menit.

Media homogenisasi yang tepat dapat mengu-
rangi inhibitor yang terdapat pada tanaman
sebagai bahan pemurnian SMV dan virus tidak
kehilangan infektivitasnya. Homogenisasi dapat
dilakukan dengan larutan penyangga dengan
molaritas dan pH yang tepat serta penambahan
bahan aditif seperti antioksidan atau bahan
pengkelat (chelating agents) seperti Natrium
dietildithiokaramat (Na-DIECA) (Andayanie
dan Adinurani 2013). Selain itu immunopre-
sipitasi dapat mempercepat pemurnian SMV
dengan jumlah jaringan yang sedikit (Seo et
al. 2013).

Beberapa pelarut organik seperti n-Butanol
dan kloroform mampu mendenaturasi protein
dan lemak yang terdapat di dalam mitokondria,
kloroplas, dan retikulum endoplasmik. Keba-
nyakan protein tidak dapat mengendap pada
sentrifugasi kecepatan tinggi dan masih ter-
dapat di dalam fraksi supernatan. Oleh karena
itu media yang digunakan dalam mengekstraksi
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jaringan tanaman harus dirancang agar dapat
menghilangkan makro molekul yag berasal dari
tanaman inang serta meninggalkan partikel
virus yang mempunyai infektivitas tinggi. Peng-
gunaan Triton X-100 dan karbon tetra klorida
sebagai pelarut organik terbukti tidak efektif
(van Regenmortel 2012).

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) metode Leammli
(Anonim 1987) digunakan untuk mengkaji: (1)
pengaruh kloroform dan butanol setelah proses
homogenisasi dengan penyimpanan bahan
tanaman pada —70 °C; (2) penggunaan bufer
ekstraksi Na-fosfat 0,3 M pH 7,0 yang mengan-
dung senyawa pengkelat, antioksidan, dan Na-
Dieca 0,01 M. Dengan cara tersebut kontaminan
dari bahan tanaman mampu dihilangkan
dengan denaturasi protein fungsional. Hal ini
sebagai usaha meningkatkan efektivitas dalam
proses pemurnian (Andayanie dan Adinurani
2013).

Pemisahan dan Pemadatan Virus

Pemisahan virus dari komponen tanaman
dapat dilakukan dengan presipitasi partikel
menggunakan Polietilen glikol (PEG). Kemam-
puan mempresipitasi tergantung pada konsen-
trasi dan jumlah garam yang digunakan. Kela-
rutan dari garam tergantung pada pH dan tem-
peratur, sehingga fungsi NaCl memberikan
pemanasan yang stabil dari RNA.

Dengan visualisasi SDS-PAGE pada konsen-
trasi gel 15% dengan perlakuan PEG 6000-6%
dan NaCl 0,1 M yang dikombinasikan dengan
perlakuan klarifikasi menunjukkan selubung
protein yang makin jelas dibandingkan saat
klarifikasi (Andayanie dan Adinurani 2013).

Partikel virus merupakan molekul protein
yang larut karena partikel virus dapat ber-
muatan positif ataupun negatif tergantung
kondisi ion larutan yang dapat mengikat molekul
air. Penambahan reagen dapat menetralkan
muatan tersebut agar mampu presipitasi. Par-
tikel virus akan mengendap pada sentrifugasi
kecepatan rendah setelah presipitasi. PEG
dengan konsentrasi 6% dan NaCl 0,1 M banyak
digunakan untuk presipitasi pada SMV (Iwai
dan Wakimoto 1985).

PEG merupakan polimer dari rantai panjang
etilen dengan rumus molekul HO-CH2-(CH2-
OCH?),-CHOH. PEG larut dalam air, bersifat
anhidrous dan mampu menyerap air. PEG dapat
mengendapkan partikel virus dengan dehidrasi
partikel virus. Oleh karena itu PEG banyak di-

gunakan dalam proses pemurnian virus (Biswal
etal. 2008; Gunturu dan Maravadi 2012).

Resuspensi

Resuspensi ditambahkan jika pelet mulai
nampak transparan dan memadat dengan
menambahkan bufer resuspensi, sehingga me-
mudahkan berdispersi. Bufer resuspensi SMV
menggunakan 0,05 M bufer Natrium fosfat pH
7,0 mengandung 0,005 M Na-EDTA, diaduk
selama 10-30 detik dan disentrifugasi pada 8500
x g selama 10 menit (Andayanie dan Adinurani
2013).

Ton Mg*2 dan Na-EDTA molaritas rendah
akan meningkatkan infektifitas virus, hal ini
karena: (1) Na-EDTA akan digunakan untuk
memisahkan zona virus pada sentrifugasi kera-
patan gradien; (2) Ion Mg*2 mampu mengikat
subunit dari selubung protein dan menyebab-
kan agregasi partikel virus. Jika dikombinasikan
ion Mg *2dan Na-EDTA akan mencegah
agregasi SMV (Iwai dan Wakimoto 1985).

Ultrasentrifugasi

Ultrasentrifugasi preparatif digunakan
untuk memisahkan dan mengkonsentrasikan
virus (Lawrence dan Steward 2010). Ultra-
sentrifugasi pada SMV menggunakan kecepatan
78.000 x g selama 90 menit dengan pelapisan
5 ml sukrosa 20% sebagai bantalan (cushion)
dan ditambahkan bufer 0,005 M bufer Borat
pH 8,0. Pelapisan larutan sukrosa 20% di dasar
tabung sentrifugasi akan membantu pemisahan
virus dari komponen tanaman inang yang
mempunyai koefisien sedimentasi lebih rendah.
Pelapisan dengan cara di atas dapat mengurangi
agregasi antar virion.

Larutan sukrosa yang mengandung suple-
men 0,005 M Na-EDTA dalam bufer 0,05 Na
fosfat pH 7,0 menunjukkan hasil yang lebih
baik. Hal ini ditunjukkan dengan terbentuknya
satu pita pada migrasi subunit protein pada
konsentrasi gel 10%. Zona virus diambil setelah
ultrasentrifugasi dengan gradien sulfat sesium.
Jika zona virus yang dihasilkan tidak terlihat
jelas, maka zona virus ditetapkan 1 cm di atas
dasar tabung. Zona virus dibagi menjadi tiga
fraksi. Fraksi virus dari SMV akan dikum-
pulkan dengan ultrasentrifugasi pertama dan
kedua. Pelet yang diperoleh diresuspensi dengan
0,05 M bufer borat pH 8,0. Hasil resuspensi
disimpan pada suhu 20 °C sebagai virus murni
(Andayanie dan Adinurani 2013).
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PENGAMATAN HASIL PEMURNIAN

Keberhasilan pemurnian SMV dipengaruhi
oleh metode yang digunakan. Metode yang
sederhana dan mudah akan memperkecil ter-
jadinya oksidasi. Selain itu strain virus, inang
perbanyakan dan tingkat kestabilan virus ber-
pengaruh besar terhadap rendemen hasil pe-
murnian SMV. Hasil pemurnian dan tingkat
kemurnian virus SMV dapat dilakukan dengan
cara karakterisasi sebagai berikut.

Spektrofotometri

Spektrofotometri digunakan untuk menge-
tahui serapan ultra violet pada nukleoprotein,
sehingga dapat digunakan untuk mencirikan
partikel virus dan mengukur tingkat kemurnian
virus. Konsentrasi virus pada SMV diukur meng-
gunakan pedoman menurut Iwai dan Wakimoto
(1985) sebagai berikut.

0,1%
E 1 cm.260 nm = 2,4

Preparasi hasil pemurnian virus menunjuk-
kan kurva absorbsi ultra violet maksimum pada
260 nm dan minimum pada 247 nm yang meru-
pakan karakteristik virus berbentuk batang
lentur. Rasio A 280/260 yang diperoleh 0,746
(0,683 sampai 0,814) dan A max/A min 1,203
(1,082—-1,207). Bahu absorbsi spektrum tripto-
phan pada 290 nm (Gambar 1). Konsentrasi
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Gambar 1. Spektrum absorbsi ultra violet virus
murni
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diperoleh 0,32105 mg per 10 gram daun kedelai
yang terinfeksi.

Prosedur pemurnian pada daun kedelai yang
mengandung isolat SMV-B dan SMV N-65 dari
Jepang berbeda dengan isolat Y dari Yogyakarta
dan T dari Jawa Timur. Pemurnian SMV meng-
gunakan metode yang sama dengan Iwai dan
Wakimoto (1985) tidak diperoleh rendemen hasil
pemurnian SMV dari isolat Y dan T. Menurut
Andayanie dan Adinurani (2013), pada proses
pemurnian SMV dari Iwai dan Wakimoto (1985)
memerlukan modifikasi terutama pada prosedur
dan bufer untuk gradien sukrosa, sehingga
diperoleh tingkat kemurnian hasil dan rendemen
hasil pemurnian SMV.

Elektroforesis

Tujuan langkah ini adalah untuk mendeteksi
selubung protein dan berat molekul serta pro-
tein lain dari hasil proses pemurnian. Deteksi
ini menggunakan SDS-PAGE mengikuti metode
Leammli yang terdiri atas: separating gel, stack-
ing gel, preparasi gel, running gel, dan pewar-
naan (Anonim 1987). Elektroforesis dengan gel
polyacrylamide digunakan untuk memisahkan,
mengidentifikasi, dan mengkarakterisasi mole-
kul DNA atau RNA. Poliakrilamid digunakan
untuk memisahkan senyawa makromolekul
sebab porinya dapat disiapkan dengan ukuran
tertentu, memisahkan dengan cepat dan elektro
osmosisnya rendah.

Visualisasi dengan SDS-PAGE pada proses
pewarnaan dengan Coomassie Brilliant Blue
(CBB) memerlukan waktu yang lama. Hal ini
disebabkan bahan penyusun larutan staining-
nya mudah menguap serta bersifat asam
sehingga diperlukan penanganan tersendiri
untuk membuat larutan staining. Kelemahan-
nya CBB ini peka terhadap protein, sehingga
harus dilakukan penggoyangan untuk meng-
optimalkan reaksi staining CBB. Kelebihan
yang dimiliki oleh larutan staining CBB lebih
mudah menghilangkan sisa-sisa pewarnanya.

Visualisasi SDS-PAGE dilakukan secara
kualitatif berdasarkan pola pita protein yang
nampak dan kuantitatif berdasarkan tebal
tipisnya pita yang terbentuk. Tebal tipisnya pita
protein berhubungan erat dengan kandungan
atau banyaknya protein yang mempunyai berat
molekul sama, sehingga berada pada posisi pita
protein selubung dari SMV yang sama. Pola pita
protein hasil elektrophoresis dengan penggu-
naan marker protein yang terdiri atas bovin
serum albumin 66 KD, Carbonic anhydrase 29
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KD, Cytochrome C 12,4 KD, dan Aprotimin 6,5
KD menunjukkan spesifikasi berat molekul dan
tingkat kemurnian protein dari selubung SMV.

Visualisasi dengan SDS-PAGE

Dari hasil visualisasi SDS-PAGE diperoleh
berat molekul protein selubung partikel virus
hasil pemurnian (coat protein) dari SMV sekitar
33,13 kDa (Gambar 2).

Poliakrilamid tidak menyerap sinar ultra
violet. Senyawa migran dapat direaksikan
dengan pereaksi warna. Poliakrilamid terbentuk
dari polimerisasi monomer akrilamid menjadi
rantai linier. Rantai panjang ini dihubungkan
satu dengan yang lain oleh cross linker yang
berupa N,N-Methylene-bisacrilamide (Bis), eth-
ylene diacrilamide bisacrylysytamine (BAC) atau
N,N-dialyltardiamide (DATD). Reaksi polime-
risasi terjadi karena adanya katalisator seperti
amonium persulfat dan N,N,N tetramethylene-
diamine (TEMED). Reaksi tersebut mengha-
silkan rantai poliakrilamid, sedangkan dengan
penambahan bis secara proporsional bereaksi
dengan grup fungsional dari bagian rantai poli-
akrilamide. Konsentrasi akrilamide menentukan
panjang rantai polimer, sedangkan konsentrasi
bis menentukan ragam dari cross linking.
Keduanya mempengaruhi sifat fisik, elastisitas,
kekuatan mekanis dan ukuran pori serta net-
work tiga dimensi gel (Jovanovic et al. 2007).

Keberhasilan pemurnian dapat disebabkan
oleh faktor metode yang digunakan lebih
sederhana, mudah, dan cepat serta penggunaan
inang perbanyakan yang tepat, sehingga tidak
merusak partikel virus selama proses pemurnian
dan konsentrasi virus yang dihasilkan cukup
tinggi. Tanaman kedelai memberikan hasil dan
tingkat kemurnian yang lebih baik dibanding
tanaman yang lain. Hal ini disebabkan kan-
dungan inhibitornya sangat rendah.

Tingkat kemurnian dan rendemen hasil
dengan metode Iwai dan Wakimoto (1985) untuk
SMYV isolat Yogyakarta diperlukan modifikasi
agar tidak merusak partikel virus selama proses
pemurnian. Metode pemurnian SMV dengan
modifikasi ini dapat menekan terjadinya proses
oksidasi dengan penggunaan inang perbanya-
kan yang tepat yaitu tanaman kedelai. Hal ini
karena kandungan inhibitornya sangat rendah,
sehingga tidak merusak partikel SMV selama
proses pemurnian.Selain itu tingkat kemurnian
virus ini ditentukan oleh: (1) bufer 0,05 M Na-
fosfat pH 7,0 yang mengandung 0,005 M Na-
EDTA digunakan untuk resuspensi setelah

M 1 2 3

Gambar 2. Selubung protein dari virus murni pada
SDS-PAGE dalam gel 10%.

M: marker, cp: subunit protein virus: 1. Tanaman kedelai
sehat varietas Wilis; 2. Tanaman kedelai sehat varietas
Burangrang; 3. hasil pemurnian isolat Y

dilakukan ultrasentrifugasi pertama pada
78.000 x g selama 90 menit; (2)resuspensi dan
ultrasonikasi setelah ultrasentrifugasi kedua
pada 78.000 x g selama 90 menit tidak dilakukan
pengulangan; (3) bufer 0,05 M Na-fosfat pH
7,0 yang mengandung 0,005 M Na-EDTA juga
digunakan untuk gradien sukrosa.Tingkat ke-
stabilan virus yang dihasilkan ternyata berpe-
ngaruh besar terhadap rendemen hasil pemur-
nian. Kestabilan SMV dapat diketahui berda-
sarkan jumlah partikel pada setiap bidang pan-
dang melalui kurva absorsorbsi ultra violet
maksimum pada 260 nm dan minimum pada
247 nm yang merupakan karakteristik virus
berbentuk batang lentur (flexuous).

PEMBUATAN ANTISERUM

Antiserum terhadap SMV dihasilkan dengan
penyuntikan virus murni pada kelinci dengan
konsentrasi penyuntikan +160 pg virus murni.
Sediaan virus murni digunakan sebagai anti-
gen untuk mengimbas pembentukan antibodi
pada kelinci jantan berumur 4—6 bulan. Kelinci
memerlukan sedikit antigen untuk imunisasi,
volume serumnya relatif banyak, mudah pemeli-
haraannya, dan menghasilkan antiserum yang
baik kualitasnya. Kualitas antibodi sangat di-
pengaruhi oleh konsentrasi antigen dan cara
imunisasi. Imunisasi dilakukan empat kali
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dengan injeksi virus murni dan larutan adjuvan
pada kelinci. Respons kekebalan suatu individu
dapat dilakukan dengan imunisasi secara
berulang dengan selang waktu tertentu (Anda-
yanie dan Adinurani 2013; Syamsuri dan
Wardani 2013). Antiserum ini dapat digunakan
untuk mendeteksi langsung ekstrak daun ke-
delai yang terinfeksi SMV (Andayanie 2012 b;
Andayanie dan Adinurani 2013b).

Kualitas Antiserum

Kualitas antiserum yaitu akurasi dan spesi-
fitas dalam uji serologi ditingkatkan dengan
penyerapan pada perasaan daun kedelai sehat
dan dimurnikan gamma globulin dari antise-
rum tersebut dengan sulfat amonium untuk
menghindari reaksi silang. Upaya peningkatan
kualitas antiserum SMV ini dilakukan dengan
metode Dijkstra dan Jager (1998); (Andayanie
dan Adinurani 2013).

Antiserum dimurnikan secara presipitasi
dengan sulfat amonium jenuh (Clark dan Adams
1977). Konsentrasi antiserum (tidak diserap, di-
serap, dan murni) diukur berdasarkan nilai
absorbansi 1,4 pada panjang gelombang 280
nm setara dengan konsentrasi 1 mg ml-1.
Antiserum yang dipresipitasi dengan sulfat
amonium konsentrasi proteinnya lebih kecil
dibandingkan dengan antiserum yang tidak
diserap maupun yang diserap. Hasil pemurnian
antiserum SMV yang diencerkan 10 kali me-
nunjukkan nilai absorbansi dengan spektro-
fotometer pada panjang gelombang 280 nm.
Antiserum yang diserap nilai absorbansi=0,52,
sedangkan gamma globulin = 0,39.

Konsentrasi protein yang dimurnikan lebih
kecil dibandingkan dengan protein yang diserap,
tetapi reaktivitasnya terhadap antigen lebih
tinggi. Reaktivitas antiserum ini dapat dilihat
dengan pengenceran masing-masing antiserum
1000 kali, sedangkan antigen dari sampel
tanaman diencerkan 100 kali. Antiserum ini
dapat digunakan untuk deteksi keterbawaan
benih atau indeksing benih secara masal dan
keberadaan virus pada sampel tanaman sakit
serta evaluasi genotip tahan terhadap SMYV,
sehingga mencegah timbulnya penyakit yang
disebabkan oleh SMV (Andayanie 2012; Anda-
yanie dan Adinurani 2013).

Antiserum poliklonal digunakan dalam
pengujian di atas, sehingga mampu mengenali
berbagai epitop dari protein selubung virus.
Selain itu antiserum terdiri dari kumpulan
antibodi heterolog dengan spesifitas berbeda.
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Oleh karena itu kendala yang sering terjadi
adalah reaksi silang dengan antigen heterolog.

Antiserum monoklonal juga dapat dihasilkan
dari virus murni tersebut. Keuntungan antibodi
monoklonal dibandingkan dengan poliklonal: (1)
antibodi dapat dihasilkan dari antigen dalam
jumlah sedikit; (2) antibodi dapat tersedia dalam
jumlah tidak terbatas; (3) antibodi spesifik
untuk satu epitop determinan dapat diperoleh
sekalipun digunakan antigen kompleks sebagai
imunogen. Oleh karena itu antibodi monoklonal
bersifat homogen dalam tipe dan spesifitas serta
cenderung bereaksi secara keseluruhan (hasil
komunikasi pribadi dengan Somowiyarjo 2010).

KESIMPULAN

1. Tanaman kedelai sangat prospektif diguna-
kan sebagai inang perbanyakan SMV.

2. Tanaman kedelai yang diinokulasi penyebab
penyakit menghasilkan virus murni cukup
tinggi sekitar 0,32 mg dari 100 gram bahan
segar.

3. Fraksi ke-3 dari zona virus mempunyai nilai
A 260 = 0,746 dan tingkat kemurnian cukup
tinggi dengan nilai nisbah A 260/280 = 1,203.
Berdasarkan analisis elektroforesis secara
SDS-PAGE, ukuran selubung protein penye-
bab penyakit mosaik kedelai sekitar 33,67
kDa.

4. Imunisasi kelinci menggunakan 160 pg virus
murni dari SMV menghasilkan antiserum
yang cukup baik kualitasnya.

5. Pemilihan antara antibodi poliklonal dan
monoklonal didasarkan pada macam dan
alasan pengujian.

SARAN-SARAN

Pemurnian Soybean mosaic virus agak sulit
dilakukan karena konsentrasi virus di dalam
inang rendah dan tidak stabil. Konsentrasivirus
yang rendah tersebut menjadi kendala untuk
penyediaan antibodi. Oleh karena itu pemilihan
inang untuk perbanyakan, dan metode yang
lebih sederhana serta mudah akan memperkecil
terjadinya proses oksidasi dan hilang dan
rusaknya partikel-partikel virus.
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