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Pengembangan Uji Toksisitas
Kristal Protein Bacillus
thuringiensis dengan Brush
Border Membrane Vesicle

Tri Puji Priyatno

Balai Penelitian Bioteknologi Tanaman Pangan, Bogor

ABSTRACT

Use of Brush Border Membrane Visicle (BBMV) for Identification of Bt Crystal Protein
Toxicity. T.P. Priyatno. Control of insect pest that live inside plant tissues is difficult.
Development of transgenic plants carrying Bacillus thuringiensis (Bf) genes for production of crystal
protein is an alternative for effective control of these pests. The Bt genes that encode for production
of toxic crystal protein is called the cry genes. Prior to transfering the genes to the target plant, they
need to be identified and isolated from virulent Bt strains. For this purpose it needs an effective,
efficient, and accurate technique. Toxicity test of Bt crystal protein by insect feeding is not effective
for insect that live in plant tissues. A technique using brush border membrane vesicles (BBMV)
isolated from epithelial cell membrane of an insect midgut could be used for this purpose. An active—-
Bt toxin is supposed to bind to a specific receptor located in the luminal plasmal membrane of the
insect's midgut columnar epithelial cells. There is a positive correlation between binding affinity or
number of binding sites and toxicity to the insect. BBMV that contain specific receptor need to bind
the toxin. The BBMV technique could be done in vitro, therefore it supposed to be effective,
efficient, and accurate. This technique can also be used for detection of insect resistance to Bt
crystal protein. Development of an effective and efficient diagnostic kit for selection of virulent Bt
strains and detection of insect resistance to Bt crystal protein is therefore necessary.

Key words: Brush border membrane vesicles (BBMV), insect pests, Bacillus thuringiensis strains,
Bt crystal protein toxicity.

berhasil

acillus thuringiensis (Bf) ada-

lah bakteri aerobik gram positif
yang mampu bersporulasi dan
menghasilkan kristal protein yang
toksik terhadap serangga. Bf mem-
punyai empat kelompok strain ber-
dasarkan sebaran inang dan urutan
asam amino kristal proteinnya. Ke-
lompok strain | sampai IV masing-
masing menghasilkan kristal prote-
in yang toksik terhadap golongan
serangga Lepidoptera, Lepidoptera
_dan Diptera, Coleoptera, dan Dip-
tera (Hofte dan Whiteley, 1989; Gill
et al., 1992). Pemanfaatan Bt untuk
pengendalian hama secara biologi
bukan merupakan hal baru dalam
bidang proteksi tanaman. Pestisida
mikroba Bt sudah banyak beredar
di pasaran. Tanaman transgenik
vang membawa gen penyandi kris-
tal protein (gen cry) juga sudah
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dikembangkan (Cohen,
1996). Tanaman ini dapat meng-
ekspresikan toksin Bt pada jaring-
annya, sehingga akan efektif untuk
mengendalikan serangga hama,
termasuk serangga yang stadia lar-
vanya (stadia yang peka) hidup da-
lam jaringan.

Beberapa jenis serangga yang
hidup dalam jaringan merupakan
hama penting pada tanaman pa-
ngan, seperti Etiella zinckenella,
Scirphopaga innotata, S.
llas, Cylas formicarius, Callosobru-
cus sinensis, dan hama ganjur
(Kalshoven, 1986). Hama-hama ter-
sebut sangat sulit dikendalikan. Ap-
likasi insektisida sisternik sebenar-
nya efektif, tetapi residunya dapat
berdampak negatif terhadap jasad
bukan sasaran, sedangkan varietas
tanaman yang tahan yang dikem-
bangkan melalui teknik pemuliaan
konvensional belum banyak diha-

incertu-.

silkan. Oleh karena itu, tanaman
transgenik Bt merupakan salah sa-
tu altematif yang sedang dikem-
bangkan oleh berbagai lembaga
penelitian.

Untuk mengembangkan ta-
naman transgenik diperlukan gen
cry. Beberapa gen cry telah terse-
dia, namun demikian dengan per-
timbangan perlunya gen cry baru
dan isu hak kepemilikan, maka
pencarian gen cry baru perlu terus
dilakukan. Langkah awal yang per-
lu diternpuh adalah kegiatan kolek-
si dan seleksi isolat-isolat Bt yang
virulen. Cara yang dapat dilakukan
adalah melalui pakan (bioasai), se-
rologi, dan membran usus. Masing-
masing cara mempunyai keunggul-
an dan kelemahan. Bioasai yang
benar mempunyai keunggulan bah-
wa kristal protein secara pasti dike-
tahui keefektifannya. Kelemahan-
nya banyak memerlukan wakiu
dan tenaga. Uji serologi dan ikatan
dengan membran usus mempu-
nyai keunggulan cepat, letapi
mempunyai  kelemahan, yaitu
(a) mahal dan (b) walaupun suatu
isolat menunjukkan reaksi positif
pada uji serologi dan ikatan mem-
bran usus, tetapi isolat itu belum
pasti toksik terhadap hama.

Kristal protein (s-endotoksin)
adalah suatu protoksin yang akan
menjadi toksin aktif bila dicema
oleh protease pada kondisi basa di
dalam saluran pencemaan serang-
ga (Hofte dan Whiteley, 1989; Gill
et al., 1992). Toksisitasnya dimulai
dengan terjadinya ikatan antara
toksin dengan reseplor spesifik pa-
da luminal membram plasma sel
epitel, lalu melakukan integrasi ire-
versibel dengan membran, dan
pembentukan pori atau saluran ion
yang bersifat nonspesifik (Hofte
dan Whiteley, 1989; Gill et al.,
1992: Garcznski et al., 1991; Hof-
man et al., 1988a; Schwariz et al.,
1991). Hasil analisis fungsi urutan-
urutan asam amino toksin Bt
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dengan menggunakan teknik ho-
molog scanning mutagenesis me-
nunjukkan bahwa toksisitas cry Bt
ditentukan oleh urutan asam ami-
no dalam domain II yang berfungsi
untuk membentuk ikatan dengan
membran sel saluran pencemaan.
Mutasi pada urutan tersebut dapat
menurunkan kemampuan toksin
membentuk ikatan dengan mem-
bran sehingga toksisitasnya menja-
di rendah (Ge ef al., 1991; Lu dan
Dean, 1994; Rajamohan et al,
1995).

Kemampuan toksin memben-
tuk ikatan dengan membran dapat
dideteksi dengan menggunakan
brush border membrane vesicles
(BBMV) yang diisolasi dari saluran
pencernaan serangga (Garczynski
et al., 1991; Wolfersberger et al.,
1986; Hofman et al., 1988a; 1988b;
van Rie et al., 1989; 1990a; 1990b).
BBMV adalah bagian utama dari
apical brush border membran sel
columnar saluran pencernaan.
BBMV banyak mengandung resep-
tor membran spesifik yang dibutuh-
kan oleh toksin untuk membentuk
ikatan dengan membran sel dalam
proses toksisitasnya (Wolfersber-
ger et al., 1986; van Rie et al., 1989;
1990a; Ellar, 1990). Adanya ikatan
antara toksin dengan BBMV telah
dibuktikan dari hasil bloting protein
(Garczynski et al., 1991; Hofman ef
al., 1988a; Ihara et al., 1993; Lu dan
Dean, 1994; van Rie et al., 1989;
-Rajamohan er al., 1995). Toksisitas
kristal protein telah diketahui ber-
korelasi positif dengan kemampu-
an toksin membentuk ikatan de-
ngan BBMV (van Rie et al., 1990b;
Hofman et al., 1988b; Lu dan Dean,
1994). Hasil penelitian Rajamohan
et al. (1995) menunjukkan bahwa
sekitar 70-80% cry 1Ab yang toksis
terhadap Manduca sexta memben-
tuk ikatan ireversibel dengan mem-
bran M. sexta, dibandingkan de-
ngan toksin mutan cry IAb nontok-
sis yang ikatannya hanya 45-50%.

Thara et al. (1993) juga menyatakan
bahwa cry IAa yang toksik terhadap
Bombyx mori mempunyai tingkat
ikatan ireversibel yang lebih besar
dengan reseptor membran dari-
pada cry 1Ab yang kurang toksik.

Oleh karena itu, BBMV dapat
digunakan untuk uji toksisitas tok-
sin Bt. Penggunaan metode ini me-
rupakan cara alternatif untuk me-
nyeleksi strain-strain Bf yang mung-
kin virulen terhadap serangga ha-
ma. Metode ini dapat dilakukan se-
cara in vitro dan tidak dipengaruhi
oleh perilaku hidup serangga. Di
samping itu juga membutuhkan se-
rangga uji yang relatif sedikit, tetapi
dapat menyeleksi strain Bt dalam
jumlah banyak, sehingga menjadi
lebih efisien.

Untuk dapat memahami pe-
ngembangan metode uji toksisitas
cry Bt dengan BBMV, dalam maka-
lah ini akan diuraikan tentang me-
kanisme toksisitas kristal protein Bt
pada serangga, korelasi antara tok-
sisitas dengan kemampuan toksin
membentuk ikatan dengan BBMV,
purifikasi BBMV, metode pengujian
yang telah dilakukan, dan arah pe-
ngembangannya.

MEKANISME TOKSISITAS
KRISTAL PROTEIN BT

Kristal protein (protoksin) ter-
masuk golongan racun perut pada
serangga. Bila termakan, protoksin
(70-135 kd) akan dipecah menjadi
toksin (60-70 kd) oleh protease pa-
da kondisi basa di dalam saluran
pencernaan (Hofte dan Whiteley,
1989; Gill et al., 1992; Bielot et al.,
1989; Choma et al., 1990; Hofte et
al., 1986). Li dan Ellar (1991) telah
mempelajari  secara mendalam
struktur toksin cry Ill dan B. thuri-
nigiensis tenebrinonis mengguna-
kan X-ray kristalografi. Toksin cry III
yang mengandung 644 residu asam
amino terbagi atas tiga domain.
Domain I yang dimulai dari ujung
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atom N sampai residu asam amino
ke-290 adalah bundelan tujuh
struktur a-helik yang berfungsi da-
lam pembentukan saluran ion pa-
da membran. Domain II yang di-
mulai dari residu asam amino ke-
291-500 adalah tiga set struktur f3-
sheet yang masing-masing diakhiri
oleh loop pada ujung strukturnya.
Fungsi domain Il adalah untuk
membentuk ikatan antara toksin
dengan membran. Domain Ill pada
residu asam amino 501-644 meru-
pakan struktur B8-sandwich yang
mempunyai peranan penting bagi
berfungsinya saluran ion.

Proses toksisitasnya dimulai
dengan terjadinya ikatan antara
toksin dengan membran. Proses ini
sekurang-kurangnya terjadi dalam
dua tahap, tahap pertama adalah
terjadinya ikatan antara toksin de-
ngan reseptor spesifik, tahap kedu-
anya dilanjutkan dengan integrasi
toksin pada membran {(Rajamohan
et al., 1995). Menurut Rajamohan
et al. (1995), ikatan antara toksin
dengan reseptor tidak selalu akan
berhasil dilanjutkan dengan integ-
rasi ireversibel toksin pada mem-
bran karena ikatan toksin-reseptor
bersifat reversibel. Oleh karena itu,
ikatan toksin-reseptor bukan meru-
pakan faktor utama yang menentu-
kan toksisitas cry pada serangga.

Setelah berhasil membentuk
ikatan ireversibel, toksin akan me-
lakukan penetrasi membran untuk
membentuk pori saluran ion (Hofte
dan Whiteley, 1989; Gill et al,
1992; Garczynski et al., 1991; Hof-
man et al., 1988a; Schwariz et al.,
1991). Proses ini dilakukan oleh
domain | yang bersifat hidrofobik
dan amphipatik pada permukaan
struktur bundelan heliknya, sehing-
ga mampu melakukan penetrasi
membran sel yang mempunyai
dua lapisan lipida (Li et al., 1991).
Sebelum penetrasi, bundelan a-
helik akan mengalami perubahan
struktur utamanya menjadi benluk
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seperti jepitan rambut Chairpin) (Li
et al., 1991; Convents et al., 1990).
Pasangan struktur a-helik yang pa-
ling dekat dengan domain II, yaitu
a-helik 6-7 akan memulai proses
ini, tetapi yang melakukan penetra-
si awal adalah struktur a-helik 5
yang menjadi pusat bundelan
struktur a-helik (Li et al., 1991). Me-
kanisme pembentukan pori salur-
an ion ini mengikuti model pem-
bentukan ‘Pori saluran ion oleh
colicin pada dinding sel Escherichia
coli (Li et al., 1991; Parker et al.,
1989). Pori saluran ion berukuran
antara 0,6-1,0 nm, lebih besar dari
ukuran kristal ion K*, Na*, dan
NH,” sehingga pori saluran ion ini
bersifat nonselektif (Knowles et al.,
1991; Stevens, 1991). Adanya salur-
an jon ini menyebabkan keseim-
bangan tekanan osmosis sel men-
jadi berubah, kemudian sel akan
membengkak dan akhimya pecah
(Gill et al, 1992; Heimpel dan
Angus, 1959).

Heimpel dan Angus (1959) te-
lah membagi tiga tipe serangga
berdasarkan tingkat kepekaannya
terhadap cry Bt. Serangga tipe | sa-
ngat peka terhadap cry Bt, kemati-
annya terjadi dalam waktu 1-7 jam
akibat sel-sel tubuh dan saluran
pencernaannya mengalami parali-
sis yang hebat. Serangga tipe Il
akan mengalami kematian dalam
2-7 hari. Pada serangga tipe 1l ini,
toksisitas cry tidak menyebabkan
perubahan pH haemolim serangga,
paralisisnya juga hanya terjadi pa-
da saluran pencernaan. Serangga
tipe Il tidak mati oleh toksin Bt
tetapi karena septicernia setelah
spora Bt berkecambah.

e

KOREILASI ANTARA TOKSISITAS
DENGAN KEMAMPUAN TOKSIN
MEMBENTUK IKATAN
DENGAN BBMV

Ge et al. (1991) telah mempela-
jari fungsi urutan-urutan asam ami-
no yang berhubungan dengan tok-
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sisitas dan spesifikasi inang pada
toksin cry [Aa dan cry IAc menggu-
nakan teknik hornolog scanning
mutagenesis. Kedua toksin terse-
but berbeda toksisitasnya terhadap
Trichoplusia ni dan Heliothis vires-
cens. Cry lAc lebih toksik daripada
cry lAa. Mutasi dilakukan dengan
cara menukarkan beberapa frag-
men DNA dari kedua gen toksin
tersebut. Hasil peneliiannya me-
nunjukkan bahwa urutan asam
amino yang menentukan toksisitas
dan spesifikasi inang toksin cry l1Ac
terhadap T. ni dan H. virescens
masing-masing terletak pada resi-
du 332-450 dan 332-612. Bila urut-
an tersebut dimutasikan maka tok-
sisitas cry lAc akan menurun, tetapi
sebaliknya bagi toksin cry lAa, bah-
kan urutan antara 450-612 dari cry
IAc dapat meningkatkan toksisitas
cry 1Aa 30 kali lebih toksis daripa-
da cry |1Aa aslinya terhadap H. vires-
cens (Tabel 1). Dari hasil-hasil pe-
nelitian selanjutnya diketahui bah-
wa urutan asam amino tersebut
terletak pada domain Il dari struk-
tur toksin cry yang berfungsi untuk
membentuk ikatan toksin pada
membran sel saluran pencemaan.

VoL 2, No. 1

Lu et al. (1994) dan Rajamo-
han et al. (1995) masing-masing
berhasil mengidentifikasi urutan
yang lebih spesifik lagi pada residu
asam amino 365-371 toksin cry [Aa
yang toksik terhadap B. mori dan
residu 370-375 toksin cry 1Ab yang
toksik terhadap M. sexta. Hasil pe-
nelitiannya juga sekaligus dapat
membuktikan adanya hubungan
antara toksisitas dengan kemam-
puan toksin membentuk ikatan pa-
da membran. Deteksi ikatan toksin
pada membran dilakukan dengan
menggunakan BBMV. Urutan terse-
but diduga berada dalam loop ke-2
struktur B-sheet domain Il. Penghi-
langan atau penyisipan asam ami-
no alanin pada urutan antara 365-
371 dapat menurunkan toksisitas
toksin cry 1Aa pada B. mori (Lu et
al., 1994). Penurunan toksisitas ini
ternyata disebabkan oleh rendah-
nya kemampuan awal pembentuk-
an ikatan toksin dengan membran.
Tetapi pada toksin cry [Ab, mutasi
pada urutan antara 370-375 hanya
berpengaruh nyata terhadap pem-
bentukan ikatan ireversibel dengan
BBMV, sedangkan pembentukan
ikatan awalnya tidak terpengaruh
(Rajamohan et al., 1995) (Tabel 2).

Tabel 1. Pengaruh mutasi bebérapa urutan asam amino terhadap toksisitas toksin cry
: |Aa dan |Ac pada T nidan H. virescens.

No. Resipien urutan asam Nilai LCg (ug/ml)
amino yang berubah' T. ni : H. virescens
1. 1Aa B 511 +167 268+083
g 1Aa 20-330° 476+1,79 >3,00
3 1Aa 332612 1,02+ 055 - 033+009
4. = lAa ; 332-428 576+132: 316+066
LR 1Aa | 450-612 263+0,74 001 + 0,003
6. lAa 3324450 1,14+ 0,39 5 220+097
7. 1Aa L 428450 - >1024 >6,00
B 1Aa 332526 >10,24 3800
8. 1Ac = = 083+061 030+022
ST Ae o0y ‘250+050 0,2 +017
et 1Ac: - 332-612 >542 421+1,68
G2 IAc 352428 1,60 +0,81 1,05+ 0,41
13. [Ac 450-612 049 +0,32 028+0,06
14, IAc 332450 9,70+ 287 037+015
15. 1Ac 428-450 1,43+ 0,75 0,78 +0,21
16. IAc 332526 >512 >6,00

Sumber: Ge ef af., 1991.
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Adanya kemampuan toksin
membentuk ikatan dengan BBMV
telah dibuktikan dengan teknik pro-
tein bloting. Dari lima jenis BBMV
yang telah diuji oleh Garczynski et
al. (1991), yaitu BBMV tikus, Spo-
doptera frugiperda, Heliothis zea,
H. virescens, dan M. sexta, hanya
BBMV tikus yang tidak mampu
membentuk ikatan dengan toksin
cry lAc. Setiap BBMV serangga me-
ngandung senyawa reseptor yang
berbeda-beda. Pada BBMV M. sex-
ta dan S. frugiperda, resepior yang
berikatan dengan toksin cry lAc
masing-masing mempunyai berat
molekul 120 dan 148 kDa, sedang-
kan pada BBMV H. virescensy dan
H. zea mengandung lebih dari satu
jenis senyawa, yaitu 155, 120, 103,
90, dan 63 kDa. BBMV H. virescens
juga mempunyai senyawa dengan
berat molekul 81 kDa. Para ahli
menduga bahwa reseptor dalam
BBMV serangga adalah berupa gli-
koprotein (Ellar, 1990; Gill et al.,

1992). Reseptor pada BBMV M. sex-
ta telah diidentifikasi sebagai ami-
nopeptidase-N (Knowles et al.,
1991). Lectin juga dapat menjadi
reseptor toksin Bt (Muthukumar
dan Nickerson, 1987). Afinitas ikat-
an dan konsentrasi ikatan toksin-
BBMV dipengaruhi oleh satu jenis
toksin Bt, jenis BBMV serangga,
dan tingkat toksisitas toksinnya
(Tabel 3).

Beberapa penelili sebelumnya
menyatakan bahwa antara toksisi-
tas dengan kemampuan toksin
membentuk ikatan BBMV tidak ada
korelasi (Garczynski et al., 1991;
Wolfersberger, 1990). Tetapi menu-
rut Rajamohan et al. (1995), kesim-
pulan tersebut dianggap kurang te-
pat karena tidak memperhatikan
sifat ikatan toksin-BBMV. Metode
protein bloting dan competition bin-
ding assay yang digunakan oleh be-
berapa peneliti sebelumnya hanya
mampu mendeteksi ikatan toksin-
BBMYV yang bersifat reversibel. Pa-

Konsentras| toksin yang berikatan (%)
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dahal korelasi antara toksisitas de-
ngan kemampuan toksin memben-
tuk ikatan dengan BBMV lebih di-
tentukan oleh ikatan yang bersifat
ireversibel. Ikatan ireversibel ini di-
deteksi dengan metode dissociati-
on binding assay.

Dalam studi competition bin-
ding assay, baik homolog maupun
heterolog, toksin cry IAb dari strain
liar dan mutannya yang toksik (mu-
tan N dan mutan I) terhadap M.
sexta mempunyai kemampuan
membentuk ikatan toksin-BBMV
yang sama dengan mutannya yang
tidak toksik (mutan F, mutan G,
dan mutan D) {Rajamoban et al.,
1995). Peningkatan konsentrasi
kompelitor toksin berpengaruh
nyata terhadap penurunan afinitas
dan konsentrasi ikatan toksin-
BBMV (Gambar 1 A, B). Tetapi pa-
da studi dissociation binding assay
yang membentuk ikatan ireversibel
toksin-BBMV, peningkatan konsen-
trasi toksin kompetitor kurang ber-

G T T L]
By ¢ 0oy

Konsentrasi kompetitor toksin (riM)

—0— Cry \Ab
—+— Mutan F
—¥— Mutan N
—— Mutan G
—»¢— Mutan |
—&—Mutan D

£
—O0- Cry 1Ab =
—+— Mutan F g
~%-MutanN &
@ MutanG  §
—3— Mutan | §
—&—Mutan D -;
]
£
2
5
X

: 0 '

1000 ] 0.1 1

10 100

1000

Konsentrasi kompetitor tolesin (nM)

Gambar 1. Pengaruh konsentrasi kompetitor. toksin homolog (A) dan hetero!og (B) terhadap kemampuan toksin membentuk ikatan
dengan BBMV menggunakan metode compeaﬂon bmding assay. s :

Sumber: Rajamohan etal; 1%5
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_ Tabel 2. Nilai LCsp, afinitas ikatan, konsentrasi ikatan, dan Isc infibition daritoksin cry |1Ab dan mutannya.

VoL 2, No. 1

Slope Isc mh:bmbn ‘

- L L - T
.Kode_- Perubahan residu asam g;_mno : Lg;u- (nglcm.}. Kd (nM) i (Ao !mm}
~ CrylAb  *RTLSSTLYRRPFNIGINNQQLSVLDGTEFA™ 62(3691)  081+011 214029 : --228+33
D2 *IRTLSSTLYRR——NQQLSVLDGTEFA®™® >25.000 088+013  20+0.21 3,1+1,0
F371A  “TRTLSSTLYRRPANIGINNQQLSVLDGTEFA®™  19x10°-35x10° 1,2¢011  19+017 354097
N372A  **RTLSSTLYRRPFAIGINNQQLSVLDGTEFA®™  125(100-150)  1,2+018 214029 128+211
G374A  *“RTLSSTLYRRPFNIAINNQQLSVLDGTEFA™  15x10°-30x10°  1,5+0,12 20+015 -3.6+1,07
[375A mRTLSSTLYRRPFNIGANNQQLSVLDGTEFA“Q 150 (90-210) 0.97+0,16 2,0+0,38 -10.1+2.98
Keterangan: Kd = konstanta disosiasi, Bmax = konsentrasi ikatan '**}-toksin pada BBMV, Isc = induce short circuit. '
Sumber: Rajamohan ef al., 1995.
Tabel 3. Afinitas dan konsentrasi ikatan beberaba jenis toksin Bt hada beberapa jenis BBMV serangga.
Toksin ;
BBMV Cry lAa Cry IAb Cry lAc Cry IB Cryic
: LCso Kd Bmax LCsy Kd Bmax LCsu Kd Bmax Lng Kd Bmax LCsp Kd Bmax
Manduca sexta 20 14 997200278 9. 02 63 >625. Nonsaturabel 111 D4 895
: binding
: 62 061 029 :
Helicoverpa virescens = 157 08 3.7 7 04 21 2 04 623 >2 700 224 379
Spodoptera fittoralis >1350 Nonbinding 98 018 204
Lymantria dispar 108 188 27 45 203 389
Pieris brassicae 09 32 136 4 4 02 :
Plodia interpunctella 30 072 1.44 110 031 038
26300 363 1,77 30 018 145

Keterangan: LCso dalam ngfom®, Kd daiam
Sumber: Ge ef al., 1992.

pengaruh nyata terhadap afinitas
dan konsentrasi ikatan toksin-
BBMV dari toksin cry IA strain liar
dan mutan toksiknya, tetapi seba-
liknya terhadap mutan nontoksis-
nya. Pada konsentrasi kompetitor
toksin 100 nM, ikatan toksin cry IAb
strain liar dan mutan toksisnya pa-
da BBMV mencapai 70-80%, se-
dangkan ikatan mutan nontoksik
hanya 40-50% (Gambar 2).

Arti penting ikatan ireversibel
toksin-BBMV terhadap toksisitas cry
Bt telah dibuktikan dari hasil peng-
amatan transpor ion dengan volta-
ge clamping (Rajamohan et al,
1995). Transpor ion dari haemolim
ke saluran pencermaan serangga
terjadi karena adanya pembentuk-
an pori saluran ion oleh toksin se-

nM, Bmax dalam pmol/mg.

telah membentuk ikatan ireversibel
pada membran. Adanya transpor
ion ditunjukkan oleh terjadinya pe-
nurunan nilai Isc (induce short cir-
cuit) dalam voltage clarnping. Hasil
pengamatan menunjukkan bahwa
cry 1Ab strain liar dan mutan toksis-
nya mempunyai laju penurunan ni-
lai Isc yang sangat tinggi dibanding-
kan dengan mutannya yang non-
toksis. Dalam waktu 30 menit sete-
lah inokulasi toksin, nilai Isc cry 1Ab
strain liar dan mutan toksisnya su-
dah mencapai nilai antara 0 dan
25%, tetapi nilai Isc mutan nontok-
sisnya masih di atas 90%. Hal ini
menunjukkan bahwa toksin cry IAb
strain liar dan mutan toksisnya
mempunyai kemampuan mem-
bentuk pori saluran ion yang sangat

tinggi dibandingkan dengan toksin
mutan  nontoksisnya  sehingga
transpor ion dari hemolim ke salur-
an pencernaan terjadi dengan sa-
ngat cepat (Gambar 3).

ISOLASI DAN PURIFIKASI BBMV
(ENGLISH DAN READDY (1989)
MODIFIKASI DARI
WOLFERSBERGER (1987)

BBMV adalah bagian utaina
dari apical brush border membran
sel columnar saluran pencernaan
yang banyak mengandung reseptor
membran spesifik yang dibutuhkan
oleh toksin untuk membentuk ikat-
an dengan membran dalam proses
toksisitasnya. Dalam mengisolasi
saluran pencernaan, larva serang-
ga sebaiknya dinonaktifkan dengan
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Gambar 2. Pengaruh konsentrasi toksin kompetitor terhadap kemampuan toksin memben-
tuk ikatan dengan BBMV menggunakan metode dissociation binding assay.
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Gambar 3. Pengaruh perbedaan tingkat toksisitas toksin cry IAb dan mutannya terhadap

Sumber: Rajamohan ef al, 1995.

cara mendinginkan dalam es atau
menginkubasikan dalam freezer
selama 15-30 menit. Isolasi dilaku-
" kan melalui pembedahan pung-

gung. larva direntangkan pada
bantalan karet atau parafin. Teng-
kuk dan ekomya ditahan dengan
tusukan jarum. Punggung larva di-
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bedah arah memanjang menggu-
nakan gunting. Saluran pencema-
annya diambil dan direndam da-
lam bufer A (50 mM sukrose, 2 mM
Tris-Cl, pH 7,4) yang dingin. Kemu-
dian saluran pencernaan dibedah
arah memanjang untuk mem-
buang isi dan membran peritropik-
nya. Saluran pencemaan yang Su-
dah bersih dibekukan dalam free-
zer agar mudah dilumatkan. Pelu-
matan dilakukan dalam pelarut bu-
fer A vang dingin yang mengan-
dung 0,1 mM phenylmethyl-sulfonyl
fluoride. Kemudian ditambah CaCl,
hingga konsentrasi 10 mM sambil
diaduk selama 15 menit. Campur-
an tersebut kemudian disentrifuga-
si dengan kecepatan 4.300 g sela-
ma !0 menit. Endapan yang ter-
bentuk dibuang, sedangkan super-
natannya ditambah lagi dengan 0,1
mM phenylmethylsulfonyl Nuoride
dan CaCl,, lalu disentrifugasi
(27.000 g, 10 menit, 5°C). Endapan-
nya disuspensikan dalam 0,32 M
sukrose. Suspensi tersebut disaring
dengan gauge needle nomor 27.
Filralnya merupakan BBMV yang
siap untuk digunakan dalam peng-
ujian. BBMV yang belum diguna-
kan sebaiknya disimpan pada suhu
-70°C.

ARAH PENGEMBANGAN METODE
i1 TOKSISITAS CRY BT
DENGAN BBMV

Pemanfaatan tanaman transge-
nik Bt, yang proses pembuatannya
membutuhkan biaya sangat mahal,
akan dihadapkan pada masalah
berkembangnya resistensi serang-
ga terhadap toksin Bt (Cohen,
1996). Sampai saat ini telah diketa-
hui lebih dari 15 spesies serangga
yang bersifat resisten (Tabashnik,
1994). Resistensi serangga terha-
dap cry Bt dapat berkembang de-
ngan cepat karena adanya meka-
nisme cross resistance (Gould et
al., 1992). Serangga yang resisten
pada salah satu jenis cry Bt sangat
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potensial untuk menjadi resisten
terhadap toksin Bt lainnya. Resis-
tensi H. virescens, Plutella xylostel-
la, Plodia incerpenctulla, dan Lepti-
notarsa decernlineata, masing-
masing dapat meningkat sekitar
10.000, 2.800, 140, dan 400 kali da-
lam waktu 30, 17, 23, dan 35 gene-
rasi serangga (Gould et al., 1992;
Tabashnik, 1994; McGaughey dan
Johnson, 1994).

Untuk mengatasi perkembang-
an resistensi yang cepat, gen cry Bt
dalam tanaman transgenik sebaik-
nya dikombinasikan dengan gen
jenis lain yang bersifat kompatibel,
misalnya gen inhibitor proteinase
(Cohen, 1996). Dalam pola tanam-
annya, penanaman tanaman trans-
genik Bt perlu dikombinasikan de-
ngan varietas lain atau dengan per-
giliran varietas. Tindakan penting
lainnya yang harus dilakukan ada-
lah dengan pemantauan sifat resis-
tensi yang intensif, karena deteksi
dini sifat resistensi dapat menjadi
acuan yang penting untuk melaku-
kan tindakan pengendalian yang
cepat dan tepat (Cohen, 1996).

Hasil penelitian van Rie et al.
(1990b) menunjukkan bahwa resis-
tensi serangga terhadap cry Bt ter-
nyata bukan disebabkan oleh ada-
nya perbedaan proses digesti cry Bt
antara serangga. yang peka dan
resisten, tetapi oleh adanya penu-
runan afinitas ikatan toksin pada
membran sel saluran pencernaan.
P. incerpenctulla yang resisten ter-
hadap cry [Aa mengalami penurun-
an afinitas ikatan toksinnya hingga
50 kali dibandingkan dengan larva
yang peka. Hal ini menunjukkan
bahwa antara toksisitas dengan
perkembangan resistensi mempu-
nyai mekanisme yang sama. Oleh
karena itu, pengembangan metode
uji toksisitas toksin Bf dengan
BBMV di samping dapat digunakan
untuk program seleksi strain Bt
yang virulen juga dapat digunakan
untuk deteksi dini sifat resistensi.
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Tetapi penggunaan metode
cornpetition binding assay dan
dissociation binding assay untuk uji
toksisitas dalam jumlah banyak
sangat tidak efeklif. Pelabelan tok-
sin dengan '#[ sangat sulit dan ma-
hal. Di samping itu, "I juga bersifat
radioaktif dapat berbahaya terha-
dap jasad bukan sasaran.-Keku-
rangan lainnya adalah dengan tek-
nik pelabelan pada toksin, kemam-
puan kedua metode tersebut men-
jadi terbatas bila digunakan untuk
menguji cry Bt dalam jumlah ba-
nyak. Oleh karena itu, pelabelan
sebaiknya dilakukan terhadap re-
septor dalam BBMV. Pelabelan pa-
da reseptor akan lebih efektif dan
efisien.

Muthukumar dan Nickerson
(1987) menggunakan fluorescens
isothiocyanate (FITC) untuk mela-
bel reseptor jenis lectin dari wheat
germ aglutinin yang mampu mem-

bentuk ikatan dengan toksin Br.

Pelabelan menggunakan FITC le-
bih mudah dan tidak bersifat radio-
aktif. lkatan antara FITC-lectin de-
ngan toksin Bt juga mudah dide-
teksi menggunakan spektrofotome-
ter pada panjang gelombang 490-
525 nm. Kemampuan toksin mem-
bentuk ikatan dengan FITC-lectin
ternyata berkorelasi positif dengan
toksisitasnya. Cry Bt yang toksis
mampu membentuk ikatan dengan
FITC-lectin yang tinggi (Tabel 4).
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Pada masa mendatang metode
uji toksisitas - toksin Bt dengan
BBMV mempunyai prospek yang
cerah karena kit diagnostik untuk
deteksi toksisitas dan resistensi se-
rangga belum banyak. Kit diagnotik
yang sudah beredar dipasaran pa-
da umumnya digunakan untuk
identifikasi strain Bt Hal ini dise-
babkan karena hubungan antara
toksisitas dengan kemampuan tok-
sin membentuk ikatan pada mem-
bran baru diketahui sekitar tahun
1986-an. Hasil penelitiannya pun
masih belumn konsisten. Baru ke-
mudian pada tahun 1994 dan 1995,
masing-masing oleh Lu et al.
(1994) dan Rajamohan ef al. (1995)
dapat dibuktikan adanya korelasi
antara toksisitas dengan kemam-
puan toksin membentuk ikatan pa-
da membran. Hasil penelitian ter-
sebut menjadi dasar yang penting
untuk pengembangan metode uji
toksisitas dan deteksi resistensi se-
rangga menggunakan BBMV. Kit
diagnostik uji toksisitas dan deteksi
resistensi dengan BBMV sebaiknya
dikembangankan seperti model Kit
ELISA sehingga pemakaiannya
akan lebih praktis, efektif, dan efi-
sien.

KESIMPULAN DAN SARAN

1. BBMV serangga dapat menjadi
alternatif untuk uji awal kristal
protein yang potensial beracun

Tabel 4. Ksmampuan ‘cry Bt yang berbeda tolsrstasnya dalarn mambentuk

|kﬂan dengln FIT C-lectin:

 LGeo (ng/mi)

Kortrol 75 30 o 059
1 200 : Al 026
2 320 250 o1
3 530 350 : - 012
5 . 2250 M0 006
6 2380

138,0 poa

Keterangan: OD = optikal densnty 1unitOD = 1 mglml knsbel

_Sumber: Muthukurnar dan Nrcke;son 1987
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terhadap hamna termasuk se-

rangga yang hidup dalam jaring-
an tanaman.
2. Penggunaan BBMV serangga

untuk uji toksisitas kristal protein
Bt akan cepat dan akurat untuk
pengujian awal potensi beracun
kristal protein Bt karena dilaku-
kan secara in vifro dan tidak
terpengaruh oleh perilaku hidup
serangga.

3. Uji toksisitas kristal protein Bt
dengan BBMV juga dapat digu-
nakan untuk memantau per-
kembangan dini resistensi se-
rangga terhadap toksin Bt apa-
bila telah terbukti bahwa ikatan
toksin dengan BBMV berasosiasi
dengan tingkat resistensi hama
terhadap kristal protein Bt.

4. Pada masa mendatang, metode
ini perlu dikembangkan menjadi
kit diagnosis untuk program se-
leksi strain Bf yang cepat dan
deteksi dini sifat resistensi agar
penggunaannya lebih praktis
dan efisien.
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