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ABSTRAK

 Sugarcane streak mosaic virus (SCSMV) adalah virus baru yang menginfeksi tebu di Indonesia. 
SCSMV ditemukan hampir di seluruh perkebunan tebu di Jawa dan virus ini ditularkan melalui bagal. 
Upaya untuk mendapatkan bagal bebas virus menemui kesulitan, karena ketidaktersediaan metode de-
teksi yang mudah dan akurat. Sampai saat ini belum tersedia antiserum SCSMV komersial untuk deteksi 
rutin. Deteksi asam nukleat dengan RT-PCR juga menemui kesulitan didalam melepaskan RNA virus 
dari jaringan tebu. Disini kami laporkan metode sederhana untuk mendapatkan templat RNA total dari 
daun, batang dan pelepah tebu menggunakan tabung PCR untuk deteksi SCSMV dengan RT-PCR.

 Kata kunci: ekstraksi RNA, RT-PCR, SCSMV, tabung PCR

ABSTRACT

 Sugarcane streak mosaic virus (SCSMV) is a new emerging virus infecting sugarcane in Indonesia. 
The virus can be found almost in every sugarcane plantations in Java and it was known as sett-borne 
virus. Attempt to get virus-free seedling meet difficulties due to lacking an easy, and accurate detec-
tion method. SCSMV antiserum is not available yet commercially. Nucleic acid detection by RT-PCR 
also hampered difficulties in releasing RNA virus from sugarcane tissues. Here we reported the simple 
direct tube method with minor modification as the convenient way to provide total RNA template from 
infected sugarcane leaf, stalk and sheath for RT-PCR detection of  SCSMV. 

 Key words: RNA extraction, RT-PCR, SCSMV, tube PCR 
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 Penyakit mosaik bergaris pertama kali 
ditemukan pada tanaman tebu di Jawa pada 
survei tahun 2005 dan 2007. Setelah dilaku-
kan upaya karakterisasi dan identifikasi dike-
tahui bahwa penyakit tersebut disebabkan 
oleh Sugarcane streak mosaic virus (SC-

SMV) (Damayanti dan Putra 2011). SCSMV 
merupakan virus yang baru di Indonesia dan 
menginfeksi klon PS864 secara dominan. 
Klon ini ialah andalan pada berbagai perke-
bunan gula di Jawa. Penyebaran SCSMV sa-
ngat cepat karena penularannya difasilitasi
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melalui pisau potong yang digunakan saat pe-
nyiapan bagal sebelum tanam atau saat panen 
dan bersifat tular bagal. Beberapa upaya 
pengendalian SCSMV telah dilakukan se-
cara fisik dengan perlakuan panas dan peng-
gunaan bakteri rizosfer, dekomposer, dan 
endofit  (Damayanti et al. 2010; Damayanti 
et al. 2011b), namun upaya ini masih belum 
mampu mengeliminasi SCSMV secara total. 
Upaya pengendalian bagi virus tular bahan 
perbanyakan seperti SCSMV ini ialah dengan 
menggunakan bagal bebas virus. Oleh karena 
itu, tersedianya sistem deteksi yang mudah 
dengan akurasi tinggi diperlukan untuk de-
teksi rutin dalam penyediaan bagal sehat.
 Deteksi virus secara serologi dan biologi 
molekul dengan cara mendeteksi asam nu-
kleat virus menggunakan reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction (RT-PCR) su-
dah banyak diaplikasikan untuk deteksi dan 
identifikasi berbagai virus tumbuhan. Virus 
yang ditemukan pada biji atau batang bebera-
pa tanaman sulit dibuat antiserumnya karena 
konsentrasinya rendah. Selain itu, pada bahan 
propagasi tanaman seperti biji atau batang 
biasanya konsentrasi virus rendah sehingga 
sulit terdeteksi secara serologi (James 1999). 
Oleh karena itu, untuk mendeteksi virus ini 
diperlukan metode yang lebih sensitif seperti 
RT-PCR.
 Metode deteksi RT-PCR masih relatif ma-
hal, namun memiliki sensitivitas tinggi dan 
metode ini  sudah banyak diadaptasi untuk 
diagnosis rutin. Keberhasilan RT-PCR ter-
letak pada kualitas total RNA templat yang 
digunakan. Pada tanaman tertentu ekstraksi 
RNA sulit dan melalui tahap pengerjaan 
yang merepotkan (Marinho et al. 1998), ka-
rena kandungan fisik dan kimia serta distri-
busi virus dalam jaringan tanaman yang tidak 
merata. Hal ini merupakan faktor yang sangat 
berpengaruh dalam pelepasan RNA virus dari 
jaringan tanaman (Thomson dan Dietzgen 
1995; Hema et al. 2003).
 Keberhasilan ekstraksi RNA virus dengan 
metode yang sederhana telah dilaporkan se-
belumnya seperti Apple stem grooving virus 
(ASGV) pada apel (James 1999), Turnip mo-
saic virus (TuMV) pada tanaman crucifer, 

Cucumber mosaic virus (CMV) dan Cucum-
ber green mild mottle virus (CGMMV) pada 
Nicotiana rustica dan Lagenaria siceraria  
(Suehiro et al. 2005). Putra et al. (2005, 2009) 
juga berhasil mendeteksi Sugarcane mosaic 
virus (SCMV) dengan metode ekstraksi RNA 
yang diadaptasi dari Fijivirus, namun tahapan 
metode ekstraksi RNA yang digunakan tidak 
mudah dilakukan dalam deteksi rutin. Oleh 
karena itu penelitian ini bertujuan menda-
patkan metode ekstraksi RNA total dengan 
prosedur sederhana, dan mudah dilakukan 
dalam waktu singkat dari jaringan tebu un-
tuk mendeteksi SCSMV dengan RT-PCR. 
Tanaman sakit yang digunakan adalah daun, 
pelepah dan batang tebu (bagal) yang terin-
feksi SCSMV klon PS 864 dari Pusat Peneli-
tian Perkebunan Gula Indonesia, Pasuruan. 
Preparasi asam nukleat dilakukan dengan tiga 
metode yaitu tube capture (TC), simple direct 
tube (SDT), dan ekstraksi standar. 

Metode TC
 Sebanyak 0.1 g sampel tanaman digerus 
dalam phosphate buffer saline (PBS) (1 L 
terdiri atas 8.0 g NaCl, 0.2 g KH2PO4, 1.42 
g Na2HPO4

.12 H2O, 0.2 g KCl, pH 7.4) 
yang mengandung 2% polyvinyl pyrrolidone 
(PVP), disentrifugasi pada 10 000 g selama 
10 menit. Supernatan dipindahkan ke dalam 
tabung eppendorf, diinkubasi selama 3 jam 
pada suhu 37 °C, dicuci sebanyak 2 kali de-
ngan PBS yang ditambah 0.05% tween-20 
(PBST). RNA total diresuspensi dengan 50 
μL air diethyl-pyrocarbonate (DEPC) steril 
(James 1999).

Metode SDT
 Sebanyak 0.1 g daun/batang/pelepah tebu 
digerus sampai halus dalam nitrogen cair 
menggunakan mortar dan pistil, kemudian 
diberi bufer PBST sebanyak 600 μL (1L 
bufer PBS, 500 μL Tween-20) yang diguna-
kan untuk ELISA dengan modifikasi pada 
perbandingan jaringan tanaman dan PBST 
dari 1:1 (w/v) menjadi 1:6 (w/v) dan tabung 
PCR yang digunakan dari 0.5 mL menjadi 
0.2 mL. Sap kasar diambil 50 μL, dan di-
masukkan ke dalam tabung PCR (Axygen), 
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diinkubasi selama 15 menit pada suhu ruang.  
Sap dibuang dengan tip yang ujungnya dipo-
tong, dan tabung PCR dicuci dengan PBST 
100 μL sebanyak 2 - 4 kali sampai tidak ada 
jaringan yang tersisa. Segera ke dalam tabung 
PCR dimasukkan 30 μL air DEPC steril yang 
mengandung 15 U RNAse Inhibitor (NEB; 
40 U μL-1), kemudian diinkubasi pada suhu 
95 °C selama 1 menit pada mesin PCR, dan 
segera didinginkan pada es selama 1 me-
nit dan siap digunakan sebagai templat RT 
(Suehiro et al. 2005). Pemanasan pada suhu 
95 °C selama 1 menit bertujuan melepas-
kan RNA dari imobilisasi partikel virus pada 
dinding tabung PCR.

Metode Ekstraksi Standar
 Metode ekstraksi ini menggunakan bufer 
glycine (0.5 M glisina, 0.5 M NaCl, 10 mM 
EDTA pH 9.5; SDS 20%; 5% bentonite)   
dengan perbandingan 100:10:1. Ekstraksi ini 
menggunakan dua kali penggunaan phenol 
chloroform isoamyl alkohol (PCI) dan presi-
pitasi RNA total dengan 3 M natrium ase-
tat dan etanol absolut (Kroner dan Ahlquist 
1992). Metode ekstraksi RNA total dengan 
RNAeasy kit (Qiagen) digunakan sebagai 
pembanding. Setiap metode ekstraksi diulang 
sebanyak 3 kali untuk mendapatkan hasil de-
teksi yang terbaik. Sintesis complementary 
DNA (cDNA) dilakukan dengan metode yang 
direkomendasikan oleh New England Biolabs 
menggunakan 3.5 uL RNA total hasil ekstrak-
si sebagai templat dan penambahan 1.0 μL 
50 mM dithiothreitol (DTT) di dalam reaksi 
transkripsi balik. Sebanyak 1.0 μL cDNA di-
campurkan ke dalam PCR master mix dengan 
komposisi reagen sesuai dengan rekomendasi 
pembuat enzim Taq polymerase (NEB). Khu-
sus untuk deteksi cDNA dengan total RNA 
yang diekstraksi dengan metode TC, pada 
PCR master mix ditambahkan 1.7% Triton 
X sebanyak 1.2 μL. Amplifikasi parsial gen 
CP SCSMV menggunakan primer forward 
SCSMV-cpF (Damayanti dan Putra 2011) 
dan primer reverse SCSMV-AP3 (Hema et 
al. 2003) dengan amplikon berukuran 500 
pasang basa (pb). RT-PCR dilakukan dengan 
program 35 siklus pada suhu 94 °C selama 30 

detik, 47 °C selama 1 menit, dan 72 °C se-
lama 2 menit dan ekstensi final pada 72 °C 
selama 10 menit. DNA hasil amplifikasi PCR 
dianalisis dengan mengelektroforesis DNA 
pada 1.2% gel agarose Tris-Borate EDTA 
(TBE) yang mengandung etidium bromida 
(0.5 μg mL-1) selama 30 menit pada 70 Volt. 
Sebagai penanda ukuran DNA digunakan 100 
pb DNA ladder (NEB). Visualisasi DNA di-
lakukan di bawah sinar UV dan didokumen-
tasi dengan kamera digital. Hasil PCR dengan 
beberapa cara preparasi RNA dibandingkan 
satu sama lain.
 Teknik ekstraksi RNA total dari tanaman 
tebu yang terinfeksi SCSMV menggunakan 
metode ekstraksi  TC, SDT,  dan kit komersial 
berhasil dideteksi oleh RT-PCR dengan inten-
sitas DNA yang bervariasi; sedangkan metode 
ekstraksi standar tidak berhasil menyediakan 
RNA total yang dapat dideteksi oleh RT-PCR 
(Gambar 1). Ekstraksi RNA total dengan 
metode TC yang sebelumnya dikembang-
kan untuk mendeteksi ASGV pada batang 
apel sebenarnya mampu menghasilkan RNA 
total, namun kualitasnya kurang memadai 
jika dibandingkan dengan metode SDT. Hal 
ini diduga karena masa inkubasi sap tanam-
an pada suhu 37 °C cukup panjang (3 jam) 
sehingga kemungkinan terjadi degradasi RNA 
selama proses inkubasi tersebut. Begitu juga 
hasil yang ditunjukkan oleh kit komersial. In-
tensitas DNA hasil RT-PCR hampir sama de-
ngan yang ditunjukkan oleh metode TC. Me-
tode ekstraksi RNA total standar sebelumnya 
banyak digunakan untuk mengekstraksi RNA 
total asal tanaman barlei (Poaceae) tidak ber-
hasil untuk mendapatkan RNA total dari ja-
ringan tebu (Gambar 1, panel standar). Proses 
ekstraksi yang panjang dan penggunaan ba-
han kimia berbahaya seperti PCI kemungkin-
an besar menjadi penyebab terdegradasinya 
RNA total atau tidak berhasil melepaskan vi-
rus dengan baik dari jaringan tanaman tebu. 
Dengan demikian ekstraksi dengan metode 
ini tidak sesuai untuk mengekstraksi SCSMV 
dari tanaman tebu.
 Berdasarkan hasil deteksi RT-PCR (Gam-
bar 1), metode SDT merupakan metode 
ekstraksi yang menghasilkan RNA total 
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terbaik dibandingkan dengan metode lain-
nya. Hal ini ditunjukkan dengan hasil deteksi 
RT-PCRnya berhasil mengamplifikasi DNA 
dengan intensitas yang terbaik dibandingkan 
dengan templat RNA yang didapatkan dari 
metode ekstraksi lainnya, termasuk kit ko-
mersial. Selanjutnya, RNA total asal pelepah 
dan batang tebu yang terinfeksi SCSMV juga 
berhasil diekstraksi dengan menggunakan 
metode SDT ini dan hasil deteksi RT-PCR 
membuktikan teramplifikasinya DNA SC-
SMV berukuran 500 pb, walaupun dengan 
intensitas DNA yang lebih rendah dibanding-
kan dengan intensitas DNA dari daun yang 
diekstraksi dengan metode yang sama (Gam-
bar 2).
 SDT-RT PCR merupakan salah satu cara 
yang bermanfaat untuk mendeteksi virus yang 
telah tersedia primer spesifiknya, namun be-
lum tersedia antiserum dari virus tersebut un-
tuk deteksi rutin (Suehiro et al. 2005), seperti 
SCSMV dalam penelitian ini. Selain itu, me-
tode ini kemungkinan sesuai untuk mengeks-
traksi RNA total dari tanaman yang berkayu, 
sebab immobilisasi total protein dalam tabung 
PCR membantu mengurangi pengaruh sifat 
fisik kimia tanaman yang dapat mengganggu 
kualitas RNA templat untuk RT-PCR.
 Hasil penelitian ini memperkaya informa-
si yang telah dilaporkan sebelumnya bahwa 
dengan metode SDT-RT PCR berhasil di-
deteksi CMV, TuMV, dan CGMMV. Ketiga 
virus tersebut menginfeksi tanaman dengan 
jaringan daun yang relatif lunak dan memiliki 
konsentrasi virus yang tinggi dalam jaring-
an tanaman jika dibandingkan dengan daun 
tebu, pelepah atau batang tebu. Metode SDT-
RT PCR ini juga berhasil mendeteksi CMV 
galur soybean dari daun kedelai, Chilli veinal 
mottle virus (ChiVMV) dari daun cabai dan 
Bean common mosaic virus (BCMV) dari 
daun bengkuang dan kacang panjang (data 
tidak diperlihatkan).
 Deteksi RT-PCR RNA total dengan SDT 
menunjukkan hasil lebih baik dibandingkan 
dengan ekstraksi RNA total dengan kit ko-
mersial. Menurut Li et al. (2008) RNeasy kit 
tidak cocok untuk mengekstraksi RNA virus 
dari jaringan tanaman yang kaya polifenol 

dan senyawa polisakarida. Kit ini dilaporkan 
juga tidak berhasil mengekstraksi RNA to-
tal TuMV dari benih caisin (Adiputra 2010). 
Hal ini menunjukkan bahwa RNeasy kit tidak 
dapat digunakan untuk mengekstraksi RNA 
dari semua jenis tanaman. Kemudahan pelak-
sanaan dan waktu prosedur kerja SDT yang 
singkat serta semua prosedur hanya dilaku-
kan dalam 1 tabung PCR memungkinkan te-
reduksinya kontaminasi atau degradasi RNA 
dari RNAse selama proses ekstraksi sehingga 
kualitas RNA total yang dihasilkan baik seba-
gai templat untuk RT-PCR. Selain itu peng-
gunaan bufer PBST lebih murah dan mudah 
dibuat jika dibandingkan dengan bufer-bufer 
yang digunakan dalam metode lainnya pada 
penelitian ini (Tabel 1 dan bagian metode).
 Berhasilnya ekstraksi dan deteksi SCSMV 
dari pelepah dan batang tebu dengan metode 
SDT, akan menjadikan metode ini menjadi 
metode yang dapat digunakan sebagai me-
tode deteksi rutin karena kemudahan pelak-
sanaan dan penyediaan RNA total yang baik 
untuk templat RT-PCR. Intensitas DNA hasil 
amplifikasi RT-PCR dari pelepah dan batang 
tebu tidak sebaik hasil amplifikasi dari daun 
(Gambar 2). Hal ini karena kemungkinan per-
bedaan jaringan, kandungan fisik kimia ta-
naman dan perbedaan distribusi virus dalam 
jaringan tanaman. Namun, intensitas DNA 
hasil amplifikasi dari batang dan pelepah tebu 
masih memberikan hasil yang sesuai dengan 
hasil amplifikasi dari daun. Kombinasi eks-
traksi RNA total dengan SDT dan One-step 
RT-PCR (proses transkripsi balik dan PCR 
dalam 1 tabung PCR) menjadikan deteksi 
SCSMV dari jaringan tebu atau virus lainnya 
semakin mudah dilakukan dan memberikan 
hasil deteksi cukup baik (data tidak diperli-
hatkan). Hal ini karena tereduksinya tahapan 
penanganan (handling steps) dan risiko kon-
taminasi (Marinho et al. 1998).
 Salah satu aplikasi metode SDT dan RT-
PCR digunakan untuk deteksi stek-stek tebu 
atau bibit asal kultur jaringan sebelum didis-
tribusikan, sertifikasi kebun bibit untuk mem-
peroleh stek-stek tebu bebas virus dan prog-
ram karantina. Metode sederhana ini dapat 
dimanfaatkan secara lebih luas untuk virus 
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Keterangan Kit komersial SDT TC Standar

Kemudahan pengerjaan
Waktu pengerjaan per 10 sampel
Dapat dipercaya
Kontaminasi
Biaya (bufer ekstraksi, dll)

**
1 jam
***
*

***

*
< 1 jam

***
*
*

**
3.5 jam

***
*
**

***
2 jam

*
***
***

* mudah, kurang, murah; **sedang;  ***dapat diandalkan, tinggi, mahal

Tabel 1  Perbandingan beberapa metode ekstraksi RNA total dari tanaman tebu
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K L K L simple direct tube tube Capture Standar 

500 pb 

Gambar 1   Elektroforesis DNA produk RT-PCR. Preparasi RNA total dilakukan dengan me-
tode simple direct tube, tube capture, dan standar. K, pembanding total RNA diekstraksi dengan 
kit. L, penanda DNA 100 pb.
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 500 pb 

Gambar 2  Elektroforesis DNA Sugarcane streak mosaic virus produk RT-PCR dari 2, daun, 3, 
pelepah, 4, batang tebu muda, dan 5, batang tebu tua. 1, penanda DNA 100 pb. Preparasi RNA 
total dilakukan dengan metode SDT.

 1 2 3 4 5

tumbuhan lainnya, namun perlu modifikasi 
atau optimasi dalam pelaksanaannya untuk 
mendapatkan hasil ekstraksi dan deteksi yang 
optimum.  
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