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PRAKATA

Ucapan syukur atas berkah dan rahmatNya sehingga penelitian dan penulisan
disertasi yang berjudul “Pengembangan metode imunodiagnosis penyakit mosaik tebu
menggunakan antibodi untuk rekombinan protein kapsid Sugarcane Mosaic Virus” ini
dapat diselesaikan. Topik penelitian ini menarik minat penulis karena saat ini teknologi
biologi molekuler banyak diperlukan untuk penanganan cepat penyakit tanaman di
lapang. Dengan berkembangnya biologi molekuler tentang metode deteksi penyakit
virus yang cepat dan akurat, membuka wacana metode imunodiagnosis secara
molekuler. Melalui imunodiagnosis secara molekuler, dapat diperoleh metode deteksi
penyakit virus yang cepat, akurat dan spesifik sehingga penanganan dan pengendalian
penyakit dapat segera dilaksanakan dengan tepat dibandingkan dengan deteksi secara
visual yang hanya mengandalkan gejala fisik di daun. Dari penelitian ini, penulis
berharap dapat memperoleh banyak pengetahuan, ilmu, ketrampilan dan teknik
laboratorium maupun dalam berpikir logis dan analisis, dan banyak hal lainnya yang
sangat bermanfaat dalam pengembangan profesi penulis sebagai peneliti sekaligus
praktisi perkebunan. Disamping itu penulis juga berharap hasil penelitian ini
memberikan sumbangan pemikiran ilmiah yang bermanfaat bagi para peneliti di bidang
fitopatologi molekuler, khususnya tebu.

Penelitian disertasi ini didanai oleh PT Perkebunan Nusantara XI (PTPN XI),
Hibah Insentif Riset Sinas Universitas Jember 2014-2016 (a/n Prof Bambang Sugiharto)
dan Hibah Penelitian Kompetisi Perguruan Tinggi Universitas Airlangga 2016 (a/n Prof
Win Darmanto). Penulis mengucapkan terima kasih kepada Universitas Jember,
Universitas Airlangga dan pemerintah Indonesia atas pendanaan penelitian diatas, juga
kepada instansi tempat penulis bekerja, PTPN XI, atas kesempatan menempuh
pendidikan pasca sarjana yang telah diberikan sehingga dapat mengikuti program
Doktor di Universitas Airlangga. Semoga karya ini dapat menjadi pertanggungjawaban
yang layak kepada pemerintah dan masyarakat Indonesia, dan terutama kepada Allah

Swt yang merupakan sumber dari segalanya.

Surabaya, 5 Agustus 2017

Penulis
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PENGEMBANGAN METODE IMUNODIAGNOSIS PENYAKIT MOSAIK
TEBU MENGGUNAKAN ANTIBODI UNTUK REKOMBINAN PROTEIN
KAPSID SUGARCANE MOSAIC VIRUS

Nurmalasari', Win Darmanto?, dan Bambang Sugiharto3

'Urusan Penelitian, PT Perkebunan Nusantara X1, Surabaya
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Metode ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) adalah uji serologi yang
banyak digunakan untuk deteksi penyakit tanaman karena preparasi sampel mudah,
dapat dikerjakan pada laboratorium sederhana dan tidak memerlukan banyak tenaga
ahli. Metode deteksi berbasis serologi memanfaatkan kemampuan antibodi, yang dibuat
pada hewan coba, dalam mengenali protein tertentu dari virus sasaran. Faktor pembatas
metode serologi adalah diperlukan antibodi deteksi yang tidak bereaksi silang dengan
protein tanaman. Untuk meningkatkan akurasi deteksi berbasis serologi diperlukan
antibodi dengan sensitivitas dan spesifitas tinggi yang diperoleh melalui penggunaan
antibodi monoklonal dan antibodi rekombinan. Penelitian ini dimaksudkan untuk
memperoleh antibodi poliklonal spesifik untuk uji deteksi cepat penyakit mosaik tebu
yang disebabkan oleh Sugarcane Mosaic Virus (SCMV).

Penelitian dimulai dengan pencarian sumber gen protein kapsid SCMV (PK-
SCMYV) dengan melakukan survey di lima wilayah kebun bibit tebu di Jawa Timur.
Sampel-sampel daun tebu yang menunjukkan gejala visual penyakit mosaik dianalisa
secara molekuler metode RT-PCR. Kloning molekuler diawali dengan mengkloning gen
PK-SCMV pada vektor kloning dan inang E.coli DH5a untuk penyimpanan dan
perbanyakan sumber gen dan sub kloning pada vektor ekspresi dan inang E.coli BL21
untuk memproduksi protein rekombinan. Protein rekombinan digunakan sebagai antigen
dalam menginduksi terbentuknya antibodi poliklonal. Uji spesifitas crude antibodi
dilakukan menggunakan metode Agar Gel Precipitation Test (AGPT), aglutinasi
langsung dan Westen blot. Crude antibodi digunakan untuk pengembangan metode
imunodiagnosis melalui metode Indirect ELISA.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa gen PK-SCMV isolat Jember, yang
diperoleh dari sampel tebu bergejala penyakit mosaik, dikelompokkan dalam subgroup
yang berbeda dari database SCMV di Gene Bank. Gen PK-SCMV mempunyai
kekerabatan dengan isolat SCMV dari Argentina, China dan Kamerun. Teknik kloning
gen PK-SCMV untuk produksi protein rekombinan menggunakan vektor ekspresi pET-
28a dan inang E.coli BL21. Rekombinan PK-SCMV dapat menginduksi terbentuknya
antibodi poliklonal pada hewan coba yaitu kelinci galur New Zealand White jantan dan
betina serta ayam kampung betina. Antibodi poliklonal PK-SCMV dari hewan kelinci
betina mempunyai sensitivitas dan spesifisitas tertinggi dibandingkan kelinci jantan dan
ayam kampung. Antibodi poliklonal PK-SCMYV dapat digunakan untuk pengembangan
metode imunodiagnosis dengan indirect Elisa (modifikasi) sebagai metode deteksi cepat
penyakit mosaik tebu.

Kata kunci : gen PK-SCMYV, protein rekombinan, antibodi poliklonal, ELISA
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PROTEIN OF SUGARCANE MOSAIC VIRUS
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Serology-based detection method (e.g ELISA) utilizing the ability of antibodies,
which are made in animals, recognized specific protein of virus targeted. ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay) is a widely used serological test for detection of
plant disease because of easy preparation, can be done in a simple laboratory and no
need expertise. Limiting factor of serological methods is providing specific antibody
which has no cross reaction to plant protein. Improving accuracy and specifity of
serological antibody could be acquired through using monoclonal antibodies and
recombinant antibodies. This study aimed to obtain polyclonal antibodies specific for
rapid detection test to sugarcane mosaic disease caused by Sugarcane Mosaic Virus
(SCMV).

The study begins with searching for capsid protein gene of SCMV (CP-SCMV)
by conducting survey in five areas of sugar cane nursery in East Java (Magetan,
Madiun, Lumajang, Jember and Bondowoso region). Sugarcane leaf samples that show
visual symptoms of mosaic disease analyzed by molecular methods of RT-PCR (reverse
transcriptase PCR) using degenerate primers CP-SCMV. From this observation SCMV
Jember isolate had been obtained, which is different from existing SCMV isolates in
Gene Bank. The next stage is to find the complete gene sequences of CP-SCMV by
designing a complete primer for CP-SCMV gene. Then, further research is redesigned
conserved region primers with restriction enzyme sequences for cutting side marker at
the stage of molecular cloning.

Molecular cloning begins with cloning in E.coli DH5a host for storage and
reproduction of gene sources. Sub cloning was done on expression vector and E.coli
BL21 as host to produce recombinant proteins. Recombinant proteins produced from E.
coli BL21 by inducer IPTG (isopropyl thiogalactosidase) to produce recombinant
proteins. After isolation and purification, recombinant CP-SCMV ready for use as
antigens to induced antibodies in rabbit and chicken.

Animals immunized with recombinant antigens produced polyclonal antibodies
as raw material for serological testing. Crude antibodies were tested for specificity and
titer using Agar Gel Precipitation Test (AGPT), direct agglutination and Westen blot.
Development of immunodiagosis methods using crude antibodies were done succesfully
through Indirect ELISA method.

Keywords: PK-SCMYV gene, recombinant proteins, polyclonal antibodies, ELISA

Xviil

DISERTASI PENGEMBANGAN METODE IMUNODIAGNOSIS........ NURMALASARI



