i J. Entomol. Ind., September 2005, Vol. 2, No. 2, 8-12
1\_ ¥ jPeﬂ.u'mpmm Entomologi Indonesiz

Peran Brush Border Membrane Vesicle (BBMYV)
dalam Proses Infeksi Baculovirus

ARMAN WIJONARKO

Falultas Pertanian Universitas Gadjah Mada
JL Sekip Unit 1, Yopyakaera

{diterima Marer 2004, disetujui Agustus 2005)

ABSTRACT

‘The Role of Brush Border Membrane Vesicle (BBEMY) in The Bacunlovirus
Infection. Although baculovirus becoming recognized as potential important
agents for control pests, there are several important obstacles for commercial use
as insecticide. One important obstacle is their narrow host  The other obstacle is
due to its developmental resistance, the phenomenon whereby host larvae become
progressively morc resistant to faral infection as they age within and among insrars.
From practical stand point, this phenomenon impacts the effectivencss of
baculovirus control programs against agricultural and forest inscct pests that is
necessary to adjust application levels in the response to the demography of the
target insect population. Purified eolumnar cells derived from midgut of armyworm
Pieudaletia separata was used for fusion assay and observed by means of {luorescence
assay based on self-quenching of octadecylrhodamine B chloride (R18). Confocal
microscopy of the columnar cells that had been combined with labeled wirus
showed that the fluorescence appeared on the apical part in the brush border
membrane, this indicated that there was fusion between virns and the cells. Two
dimmensional SDS-PAGE and immunobloting assay confirmed that the receptor
exist within the columnas cell.
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PENDAHULUAN

Kebanyakan mikrobia patogen se-
rangga (MPS) seperd bakted, protozoa,
dan wirus, masuk ke dalam tubuh inang-
nya lewat saluran pencernaan. MPS se-
cara pasif bersama-sama dengan makan-
an melewat usus depan hingga sampai
usus tengah serangga. Usus tengah se-
rangga mempunyai berbagai fungsi pen-
ting diantaranya pencernaan, penyerap-
an, pengeluaran air, dan menjaga ke-
seimbangan konsentrasi ion, serta se-
bagai “barrie’’ untuk mencegah masuk

nya mikrobia patogen ke bagian tubuh
yang lain (Boucias and Pendland, 1998).

Lapisan epithelial usus tengah ter-
diri atas tiga sel utama, yaitu : columnar
cells, regenerative cells, dan goblet cells.
Columnar cells, yang merupakan bagian
terbanyak berfungsi sebagai tempat
pembentukan enzim pencernaan se-
kalipus menyerap makanan. Kondisi
kimiawi dan biologis saluran pencernaan
di usus tengah ini memainkan peranan
sangat penting dalam proses infeksi MPS
(Granados and Frederici, 1986).
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Salah satu keperluan dasar ber-
kaitan dengan penggunaan Baculovirus
sebagai biopestsida adalah pengetahuan
dasar tentang biologi Baculovirus baik
secara % M mmaupun in mfro, Serta
pengetahuan ckologi Baculovirus dalam
kaitannya dengan manipulasi lingkungan.
Memahami bagaimana suatu MPS
termasuk di dalamnya Baculovirus,
menginfeksi inang, mulal dan proses
inisiasi infeksi hingga perkembangannya
di dalam mbuh adalah termasuk bagian
dari pengetahuan dasar untuk bisa
memahami  karakteristik hubungan an-
tara Baculovirus dan inangnya (Barbosa,
1998).

Berawal dari fenomena bahwa
inokulasi oral _Awteprapba  californica
MNPV pada larva Prendaistia separata
yang ternyata memberikan hasil negatif,
sedangkan bila disuntkkan secara infra
bemocoelic atau diben tambahan “1ira/
Enbancing Facior (VEF)" membernkan
hasil yang sebaliknya, maka diasumsikan
terdapat “scsuaru™ di dalam usus tengah
vang menghalangi terjadinya infeksi.
Pada kesempatan ini disajikan hasil-hasil
pemurnian colummar cell dan uji pen-
dahuluan fusi antara virion Baculovirus

dengaﬂ cofumnar el tersebur,

BAHAN DAN METODE

Serangga
Larva Prewdaletia separata dipelihara dengan

pakan buatan menurut Hatron
Atsuzawa (1980). Telur P separata di
sterilisasi dengan 2% formaldehida dan
70% etanol, kemudian dipelihara secara

and

ascptis di dalam labu erlenmeyer hingga
stadia yang diinginkan untuk keperluan
pemurnian BBMV,

Melabeli Virus

Psendaletia snipuncta NPV (Psun
NPV) diperbanyak dan dimurnikan me-
nurut Wijonarko and Hukuhara (1998).
Hasil akhir NPV disimpan dalam leman
pendingin -20°C. Virion dari hasil pe-
diberi
decylrhodamine B chloride sesuai dengan

murnian PsunNPV label  octa
diskripsi Hukuhara and Wijonarko
(2001) di dalam gelap selama 1 jam
dengan mengpunakan refary shaker dan

selanjutnya disimpan dalam Heper buffer.
Pemurnian Columnar Cell

Colummar cell dimurnikan dengan
cara mengambil 5-7 usus tengah larva
instar cnam, kemudian dibersihkan dan
trakea, badan malpighi, atau jaringan lain
vang dianggap tidak peru. Usus 1m
kemudian diinkubasikan di dalam 25%
frypsin selama 15 menit pada subhu 37°C.
Setelah dibilas 3 kali dalam PBS buffer,
hasil inkubasi disaring dengan meng-
gunakan unit penyaring yang terdiri atas
2 lapis kertas pembersth lensa. Hasil
akhirnya kemudian dilihar di mikroskop
untuk melihat kemurnian colimnar cell-
nya. Total BBMV dimurnikan menurut
cara Hukuhara efa/f (2003).

Percobaan Fusi

Percobaan ini dilakukan dengan
cata memasukkan virlon PsunNPV ke
dalam  codwmmar cel!, kemudian  diamat
dengan menggunakan 2 alat, yaitu
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1) Confocal mikroskop untuk melihat vi-
sualisasi fusi antara esfsmenar celf dan virus;
dan 2) Spektroforomerer untuk mengukur

tngkatintensitas fusi vang terjadi.
Reseptoruntuk VEF

Percobaan untuk mengetahui
adanya resepror bagi VEF di wicravilly,
dilakukan dengan cara melakukan SDS-
PAGE 2 dimensi terhadap protein
microvilli, kemudian ditransfer ke nitro-
cellulose membrane (Towbin & af, 197Y)
selanjutnya diinkubasi dengan anti-VEF

rabhirserum selama semalam,

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Visualisasi dengan Mikroskop
Midgut yvang memperoleh  per-
lakuan #rypsin akan menjadi sel runggal
kolumnar dengan sworerdli pada bagian
wjungnya (Gambar. 1A). Setelah dikom-

binasi dengan virlon vang juga sudah

dilabel dengan pewarna berpendar, terlihat
babhwa pada bagian serepili intensitas
berpendarnva cukup kuat (Gambar. 1B)
dibandingkan dengan bagian yang lain,
Gambar 1 menunjukkan adanya reseptor
VEF pada eoluemnar cell. Hal ini
menunjukkan bahwa rerjadi fusi antara
virus dengan micrerifli pada bagian ujung

codtiamnar et
Kuantifikasi Fusi

[asil percobaan dengan spektro-
flunrometer  menunjukkan  hahwa  Fusi
vang terjadi sangar dipengaruhi oleh pH
buffer vang dicunakan, Pada pH 7.4 per-
sentase fusi rendah. Sedangkan pada pH
mendekan kondisi usus tengah vang se-
benarnva (pH  1L8)  terjad ]'n.:rh[;[]:mn
persentase nilal fusi vang cukup tajam
(Gambar. 2). Hal ini menunjukkan
babwa fusi antara virus vang berasal dari
polvbedra dengan  microrilli menuntuc

:id:ln}":l Hngl{ungﬂn pfl Li[l;‘;gi.

A B

c

Gambar 1. Microwilli larva P separafa hasil permurmizn dengan rypsinisasi (A) Fengamatan
secara Momarski (B), Hasil pengamatan dangan filter TRTIC, (C) Hasil pengamat-

an dengan filter FTIC
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Reseptor

Hasil SDS-PAGILE

bivtring menunjukkan bahwa sangar besar

dan  imwnine-
kemungkinan terdapatnya reseptor VEF
di microvilli, vang diindikasikan dengan
band pada membrane hasil blotting
(Gambar. 3A dan B). Boleh jadi VEF
berperan besar  dalam menghilangkan

“harrier” dalam usus tengah yang

menghalangi proses masuknya virus ke
dalam tubuh serangga, dengan cara

meningkatkan fusi virus di codvmmarcell

KESIMPULAN

Microvilli larva  P. separata yang
diamati dengan menggunakan filcer
FTIC menunjukkan adanya fusi antar

virus dengan wiersvilli pada bagian ujung
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Gambar 2. Fusi kinetik artara Baculovirus dan BEMY larva P separala (A) pada
pH 10.8, dan (B} pada pH 7.4
~— B

Gambar 3. (&) Elecirophoregram protein BEMV hasi SDS-PAGE 2 dimensi.

(8] Visuslisasi immunobloting dan protein yang sama
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columnar cell. Terjadinya fusi tersebut
dipengaruhi oleh pH terutama diperlu-
kan pH yang tnggi. Berdasarkan hasil
SDS-PAGE dan Immunoblotting ditemu-
kan adanya teseptor VEF di microvili
yang berperan besar dalam menghilang-
kan "barrier” dalam usus tengahnya.
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