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ABSTRACT

Mice monoclonal antibodies (MCAs) against Phyt?hthora almivora, Butl. (the
parhogen of coconut bud rot) have been produced and tested. The selected hybridoma (Ab-
PM.3) secreted monoclonal antibodies of IgM subclass and the titer in vitro of 10°-10°, was
employed to develop Indirect-Enzyme Linked Immunosorbent Assay. This assay was able 1o
differenciate coconut isolate of P. palmivora not only from cocoa and pepper isolare of the
same species. but also from other fungus isolated from coconui bud rot diseased coconui
(Fusarium sp., Colletotrichum sp., and Thielaviopsis sp.). This assay was able 1o
differenciate P. palmivora isolate from diseased coconut with those isolated from cocoa and
pepper, and other fungus isolated from diseased coconut, thereby providing specific
diagnostic tool for coconut bud rot which is needed for supporting the application of the
concept of integrated pest mangement On COCONUL.
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INTISARI

Untuk mendapatkan antibodi monoklonal yang spesifik terhadap patogen penyakit
busuk pucuk kelapa telah dikonstruksi hibridoma melalui fusi antara sel limfa mencit Balb/c
yang telah diimunisasi ekstraks miselium P. palmivora dengan sel myeloma NS2. Dari 39
sumuran yang mengandung hibridoma didapatkan 14 sumuran yang positif terhadap antigen
homolog. Setelah dilakukan kloning terdapat 10 hibridoma yang empat diantaranya
dikarakterisasi dan diuji dalam [-ELISA. Monoklonal antibodi dengan kode AbM-PM.3
selanjutnya dipilih untuk mengembangkan ELISA dalam rangka deteksi patogen dalam
jaringan tanaman sakit. Hasil penelitign menunjukkan bahwa AbM-PM.3 yang mempunyai
subkelas IgM dan titer in vitro 10°-107; sangat cocok dipakai sebagai reaktan untuk
diagnosis patogen. ELISA yang dikembangkan mempunyai kepekaan yang cukup tinggi
yaitu mampu mendeteksi antigen sampai konsentrasi terendah kurang lebih 1 ng/ml serta
dapat mambedakan P. palmivora isolat kelapa dengan P. palmivora isolat lada, isolat kakao.
serta tiga jenis jamur (Fusarium sp., Colletotrichum sp., dan Thielaviopsis sp.) vang
diperoleh dari jaringan kelapa sakit pada saat mengisolasi . palnuvora. Agar antibodi
monoklonal yang diperoleh segera dapat dimanfaatkan untuk mendukung pelaksanaan
pengendalian hama terpadu pada kelapa, penelitian lanjutan yang meliputi uji ELISA
dengan berbagai bentuk lain inokulum, antigen uji pada berbagai substrat serta
penyederhanaan dan pemendekan waktu ELISA, masih sangat diperlukan.

Kata kunci: Antibodi monoklonal, Phytophthora palmivora, I-ELISA
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PENGANTAR

Luas perkebunan kelapa (Cocos
nucifera, L.) di Indonesia mencapai lebih
dari 3 juta hektar yang sebagian besar
diusahakan oleh petani, sehingga komo-
ditas ini mempunyai arti ekonomi dan
sosial yang sangat penting (Girsang, 1990).

Produktivitas kelapa di Indonesia
masih tergolong rendah, rata-rata hanya
mencapai 1.049 kg ekivalen kopra/ha/
tahun. Untuk meningkatkan produktivitas
kelapa, dilaksanakan program peremajaan
maupun perluasan areal yang sebagian
besar menggunakan hibrida PB 121. Salah
satu akibat dari pengembangan jenis
hibrida PB 121 ‘adalah meningkatnya
serangan Phytophthora palmivora (Butl.),
penyebab penyakit busuk pucuk kelapa.

Luas serangan penyakit ini mencapai
3.622,9 ha terutama terdapat  di daerah
Lampung, Sulawesi Selatan, Sulawesi
Utara, Aceh dan "Jawa Barat, dengan
kerugian sebesar Rp  2.956.768.250,00
setiap tahunnya (Anonim, 1992). Belum
tersedianya perangkat deteksi dini dan
pembeda strain patogen busuk tunas
merupakan kendala penting dalam penerap-
an konsep pengendalaian hama terpadu
untuk penyakit ini. Oleh karena itu perlu
dikembangkan teknik deteksi dini antara
lain dengan memanfaatkan keunggulan
teknologi hibridoma yang ditemukan oleh
Kohler dan Milstein (1975), dan telah
diterapkan untuk deteksi patogen tumbuhan
sejak tahun delapan puluhan (Dietzgen &
Sander, 1982).

Saat ini penggunaan metode sero-
logi, khususnya dengan antibodi monoklo-
nal, untuk deteksi penyakit karena jamur

masih sangat terbatas dan memerlukan

evaluasi lebih lanjut. Hal ini antara lain
karena sistem antigen pada jamur belum
banyak diteliti dan kemungkinan besar jauh
lebih kompleks dari pada sistem antigen
pada virus. Hasil yang memuaskan telah
dicapai pada usaha pengembangan metode
Dipstick Immuno Assay untuk deteksi P.
cinnamomi dari tanah, yang terbukti

merupakan cara yang cepat dan tepat di-
bandingkan dengan cara-cara konvensional
(Cahill dan Hardham, 1984).

Penelitian ini bertujuan mengem-
bangkan antibodi monoklonal terhadap
P. palmivora dan memanfaatkan antibodi
yang dikembangkan untuk deieksi patogen
dalam jaringan tanaman. Diharapkan hasil
penelitian ini dapat dimanfaatkan untuk
mendukung  pelaksanaari  pengelolaan
penyakit busuk tunas kelapa dengan cara
yang akrab lingkungan.

BAHAN DAN METODE

Isolasi patogen dan penyiapan antigen. P.
palmivora diisolasi dari kelapa yang sakit
di kebun Segayung Utara, PT. Pagilaran.
Isolat jamur dikembangkan dalam medium
potato dextrose cair selama satu minggu,
kemudian miselium  dipisahkan = dari
medium cair dan dikeringanginkan untuk
penyiapan antigen. Penyiapan antigen
dilakukan dengan ekstraks miselium yang
didialisis berdasarkan metode Cahill &
Hardham  (1984). Sediaan  antigen
selanjutnya disimpan dalam suhu -20 °C
sampai digunakan sebagai imunogen pada
imunisasi maupun sebagai antigen uji pada
skrining hibridoma serta pengembangan uji
ELISA.

Imunisasi mencit, fusi sel, dan kultur
hibridoma. Untuk menyiapkan  sel B-
Limphocyte yang akan difusi dengan sel
myeloma yang tidak memproduksi enzim
hypoxanthine phosphoribosyl transferase
(HPRT) (Sikora & Smedley, 1984), dua
ekor mencit Balb/c diimunisasi kurang
lebih selama tiga bulan dimulai sejak umur
enam minggu. Selama periode imunisasi
masing-masing mencit menerima tiga kali
suntikan intraperitoneal dengan interval
empat minggu dan dosis imunogen pada
penyuntikan pertama, kedua, dan ketiga
masing-masing sejumlah 20 pg, 40 g, dan
60 pg protein dari ekstraks miselium.



122 Jurnal Perlindungan Tanaman Indonesia

Sebelum dipakai untuk imunisasi ekstraks
miselium dicampur dengan Freund’s
Complete Adjuvant dengan perbandingan
1:1 (V/V) untuk imunisasi pertama dan
dengan Freund’s Incomplete Adjuvant
untuk imunisasi kedua dan ketiga. Tiga
hari sebelum fusi mencit diinjeksi (booster)
secara intravenal dengan 100 yg imunogen.

Untuk keperluan fusi mencit dibunuh
kemudian limfanya diambil secara aseptis.
Sel B-Limphocyte dari limfa kemudian
difusi dengan sel myeloma NS2 dengan
prosedur yang dideskripsi oleh Kohler &
Milstein (1975). Kurang lebih 10 hari
setelah fusi supernatan dari media tempat
penumbuhan hibridoma diambil dan diuji

keberadaan antibodinya dengan metode

Indirect-ELISA = (Koenig, 1981) pada
kondisi pengujian yang dilaporkan oleh
Somowiyarjo ef al. (1985). Pengujian ini
menggunakan microtiter plate (Maxisorp
NUNC) yang dilapis dengan 1 ug /ml
antigen uji. Klon yang menunjukkan reaksi
positif kemudian dikloning dengan teknik
pengenceran terbatas (condition of limiting
dilution) dengan menggunakan feeder cells
dari mencit Balb/c (Schreier et al., 1980).
Untuk mencapai monoklonalitas yang
diharapkan, kloning dilakukan dua sampai
tiga kali dan hibridoma terpilih yang tidak
sedang diperbanyak, disimpan dalam
nitrogen cair pada medium yang terdiri dari
90% Fetal Calf Serum dan 10% Dimethyl
Sulphoxide (DMSO). ‘

Produksi dan ~ penenfuan subkelas
antibodi monoklonal. Antibodi mono-
klonal diproduksi secara in vitro dengan
medium dalam botol kultur/flask maupun
secara in vivo dalam rongga perut mencit
Balb/c. Dua minggu sebelum digunakan
untuk menumbuhkan hibridoma, ke dalam
rongga perut mencit diinjeksikan prisiane
(1,6, 14-tetramethyl pentadecana) (Clark &
Adam, 1977).
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ELISA. Pengujian ini dilakukan dengan
Indirect-ELISA (Koenig, 1981) pada
microtiter plate (Maxisorp NUNC) dengan
tiga kali pencucian diantara setiap langkah
pengujian. Larutan pencuci terdiri dari 0,02
M PBS, pH 7,4 mangandung 0,05% Tween
20, dan 0,5% Polyvinyl Pyrrolidone 40.000
(PBS-TPO). Pengujian ELISA dilaksana-
kan dengan cara menginkubasikan ELISA
plate berturut-turut dengan: (1) 100 ul
antigen uji yang dilarutkan dalam bufer
karbonat 0,05 M, pH 9,6 selama 4 jam
pada suhu 37 °C; (2) 150 ml larutan
pengeblok (0,5% Bovine Serum albumine
vang diproduksi in vitro diencerkan dengan
PBS) selama 90 menit pada suhu 37 °C; (3)
160yl amtibodi monoklonal dalam PBS-
TPO selama 18 jam pada suhu 6 °C; (4)
100yl Conjugate (Alcaline Phosphatase-
labelled Affinity-Purified Immunoglobuline
from Rabbit, Sigma), diencerkan 2000}-
3000 kali dengan PBS selama 4 jam pada
suhu 37 °C. Setelah semua sisa reaktan
dicuci bersih, ke dalam sumuran microtiter
plate diinkubasikan 200 gyl substrat (1
mg/ml p-nitrophenyl phosphate dalam 10%
diethanol amine pH 9,8) selama 90 menit
pada suhu 25 °C. Kemudian perubahan
warna yang terjadi diukur dengan ELISA
reader pada panjang gelombang 405 nm.

" HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakterisasi hibridoma. Hasil fusi sel
limfa dari dua mencit dengan sel myeloma
didistribusikan dan ditumbuhkan dalam
420 lubang (sumuran) pada microtiter plate
steril. Pada seieksi awal diperoleh 39
sumuran yang mempunyai harapan untuk
ditumbuhi hibridoma penghasil antibodi
terhadap P. palmivora, tetapi pada seleksi
berikutnya  jumlah  sumuran  yang
mengandung hibridoma harapan tersebut



Somowiyarjo et al.: Pemanfaatan Antibodi Monoklonal untuk Deteksi Phytophthora palmivora 123

turun menjadi 14. Setelah mengalami dua
kali kloning dihasilkan 10 hibridoma yang
empat diantaranya dipilih untuk dikarak-
terisasi dan selanjutnya dimanfaatkan
untuk pengembangan perangkat deteksi P.
palmivora dengan teknik I-ELISA. Karak-
terisasi parsial dari hibridoma penghasil
antibodi monoklonal terhadap P. palmivora
disajikan pada tabel 1.

Tabel 1. Karakterisasi hibridoma terpilih
penghasil antibodi monoklonal
tethadap Phytophthora palmi-
vora isolat kelapa

No. Kode Titer AbDM Subkelas
Klon in vitro Antibodi
12 T2 10=10" TeM
3 1.1.3 10" IgM
3 1.1 10210 IgM
4, 4.1.1 107-107 IeM
5 4,1.2 16°-10" IgM
S 107-102 IgM
LGl 107-102 IgM
8. 6.1.3 10°-10* IgM
CINENR ST 10%-107 IgM
105 712 10 =107 IgM

Karena pertumbuhannya yang baik,
kien  1.1:2; 1. L4y -4.1.2, dan . 613
dikembangkan lebih lanjut dan masing-
masing diberi kode AbM-PM.1, AbM-
PM.2, AbM-PM.3, dan AbM-PM.4. Yang
menarik dari hasil penelitian ini adalah
kenyataan bahwa antibodi monoklonal
yang diperoleh menunjukkan subkelas
[¢gM. Fenomena ini kurang lazim dijumpai
pada produksi antibodi monoklonal dengan
imunisasi intraperitoneal secara in vivo.
Terjadinya- subkelas IgM tersebut diduga
karena lambatnya kontak antara epitop
pada imunogen dengan reseptor pada sel
limfa sehingga belum terdapat cukup waktu
untuk terjadi interaksi antara epitop dengan
sistem keimunan dalam tubuh mencit

Timbulnya antibodi dengan subkelas IgM
ini umum dijumpai pada pembuatan
antibodi dengan imunisasi °intrasplenik
(Spitz et al., 1984) maupun imunisasi in
vitro (Luben et al., 1982).

Uji sensitivitas antibodi monoklonal.
ELISA dikembangkan dengan antibodi
monoklonal yang diproduksi secara in vitro
dalam flask. Setelah seluruh permukaan
flask dipenuhi hibridoma, antibodi dipanen
dengan cara mengumpulkan supernatan
dan langsung digunakan untuk pengujian.
Digunakannya secara langsung media
tersebut berdasarkan pertimbangan bahwa
cara ini lebih sederhana Kkarena tidak
memerlukan pemroscsan lebih lanjut.
Penggunaan antibodi dalam media tersebut
juga pernah dilakukan oleh Thomas et al.
(1986) yang bekerja dengan African
Cassava Mosaic Virus.

Pada penelitian pendahuluan di-
ketahui bahwa pengenceran optimal anti-
bodi monoklonal adalah 100 kali. Untuk
mengetahui kepekaan ELISA yang dikem-
bangkan dengan antibodi monoklonal dari
empat klon hibridoma, dilakukan uji
ELISA dengan antigen yang diencerkan.
Gambar 1 menunjukkan bahwa keempat
antibodi tersebut dapat dipakai untuk
mengembangkan I-ELISA dengan sensi-
tivitas yang cukup tinggi. Pada peng-
enceran antigen 107 (setara dengan
konsentrasi protein 1 ng/ml) nilai A 4035
masih diatas 0,5 dengan nilai kontrol
(bufer) kurang lebih 0,2. Berhubung AbM-
PM.3 cenderung memberikan  nilai
absorban ELISA yang tinggi dengan
antigen uji dan A 405 yang rendah pada
kontrol (bufer), maka AbM-PM.3 dikem-
bangkan lebih lanjut untuk pengujian.
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Gambar 1. Pengaruh konsentrasi antigen uii (ekstraks miselium P. palmivora) terhadap nilai
absorban ELISA yang diperoleh pada Indirect-Enzyme Linked Immunosorbent
Assay dengan antibodi monoklonal terhadap P. palmivora dari empat kion
hibridoma yang diencerkan 100 x: Konsentrasi awal antigen adalah 0,135 ug/ml.

Uji silang dengan antigen lain. Pada
jaringan yang busuk akibat P. palmivora
sering juga ditumbuhi oleh berbagai jenis
jamur. Untuk mengetahui kemampuan
ELISA yang dikembangkan pada penelitian
ini dalam membedakan jamur patogen
dengan jamur yang lain, antibodi
monoklonal direaksikan dengan antigen
homolog, P. palmivora isolat kakao dan
lada, Fusarium sp., Colletotrichum sp, dan
Thielaviopsis sp. P. palmivora isolat kakao
diperoleh dari Balai Penelitian Kopi dan
Kakao, Jember sedangkan isolat lada
merupakan jamur koleksi Lab. Mikologi
Fakultas Pertanian UGM. Tiga jamur
terakhir diperoleh dari jaringan kelapa sakit
pada saat isolasi P. palmivora. Gambar 2
menunjukkan bahwa antibodi monolonal
yang dikembangkan tidak hanya mampu
membedakan jamur Phytophthora
palmivora isolat kelapa dengan genus lain,
tetapi juga mampu membedakan antara P.
palmivora isolat kelapa dengan isolat
kakac dan lada. Data ini memberikan

petunjuk bahwa antibodi monoklonal yang
dikembangkan spesifik terhadap epitop
yang hanya dimiliki oleh isolat kelapa.
Oleh karena itu antobodi ini mempunyai
harapan besar untuk dikembangkan
menjadi reaktan untuk deteksi patogen
busuk pucuk kelapa yang spesifik.

Deteksi P. palmivora pada jaringan
tanaman. Untuk mengetahui reaktivitas
AbM-PM.3 dalam ELISA dengan antigen
uji berupa ekstraks tanaman kelapa,
dilakukan ELISA dengan antigen uji
jaringan kelapa sehat, jaringan kelapa

_terserang P. palmivora dengan gejala awal,

dan gejala lanjut. Jaringan kelapa diuji
pada pengenceran 100 x  dengan
menggunakan bufer Karbonat pH. 9.,6.
Seperti dapat diamati pada gambar 3,
antibodi monoklonal mampu secara nyata
membedakan antara jaringan sakit dan
sehat meskipun kurang dapat membedakan
antara jaringan yang bergejala awal dan
lanjut.
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Gambar 2. Reaktivitas antibodi monoklonal terhadap Phytophthora palmivora isolat Kelapa
(AbM-PM.3) dengan antigen homolog (1), P. palmivora isolat kakao (2), P.
palmivora isolat lada (3), Fusarium sp. (4), Colletotrichum sp. (5), dan
Thielaviopsis sp. (6) dalam [Indirect-Enzyme Linked Immunosorbent Assay.
AbM-PM.3  diuji pada pengenceran 100 x, sedangkan antigen uji berupa
ekstraks miselium yang diencerkan 100 x.

Antigen Uji

Gambar 3. Nilai absorbansi ELISA (A 405 nm) yang diperoleh pada Indirect-Enzyme
Linked Immunosorbent Assay dengan menggunakan antibodi monoklonal
(AbM-PM.3) dan antigen uji berupa ekstrak tanaman kelapa sehat (A),

bergejala awal (B), dan bergejala lanjut (C).
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Hasil pengujian ini menunjukkan
bahwa antibodi monoklonal (AbM-PM.3)

dapat memenuhi persyaratan untuk dipakai

sebagai reaktan dalam diagnosis penyakit.
Agar hasil penelitian ini dapat dimanfaat-
kan oleh masyarakat secara luas maka
penelitian lanjutan, khususnya pengujian
ELISA dengan memanfaatkan antigen uji
berupa - berbagai bentuk  inokulum
(klamidospora dan zoospora) maupun
kemampuan ELISA yang diuji untuk
mendeteksi antigen dalam berbagai substrat
(tanah dan air) masih sangat diperlukan.

Setelah dilakukan penyempurnaan
maupun penyederhanaan teknik pengujian
diharapkan hasil penelitian ini dapat
dipakai sebagai salah satu alat untuk
mengembangkan pengelolaan kesehatan
kelapa dengan cara yang akrab lingkungan.
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