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Desain  Primer Spesifik untuk Mengamplifikasi Sekuensi Gen cfl
(coronafacate ligase) Pada Patogen Hawar Bakteri yang Menginfeksi
Kedelai. Riska Susilawati. 081510501173. Program Studi Agroteknologi;
Fakultas Pertanian, Universitas Jember.

Penyakit hawar bakteri (bacterial blight) merupakan salah satu penyakit
penting pada tanaman kedelai dan dapat menyebabkan kerugian mencapai 11-
20%. Identifikasi penyebab penyakit perlu dilakukan secara dini agar
pengendalian penyakit lebih mengena sasaran. lIdentifikasi penyebab penyakit
hawar bakteri dilakukan yaitu dengan Polymerase Chain Reaction (PCR). Pada
PCR, kespesifikan primer merupakan salah satu kunci keberhasilan PCR. Patogen
penyebab penyakit hawar bakteri diketahui memiliki gen spesifik yaitu gen
coronafacate ligase (cfl) yang membedakannya dari spesies lain. Kekhususan gen
pada bakteri target yang di identifikasi dapat dijadikan dasar sebagai pembeda
antar spesies. Penelitian ini bertujuan untuk mendesain primer yang spesifik
terhadap gen cfl dan mengamplifikasi sekuensi gen cfl dengan PCR menggunakan
primer spesifik yang di desain.

Tahap pertama dalam desain primer dilakukan eksplorasi sekuensi gen cfl
dari gen Bank NCBI dan diperoleh lima jenis bakteri dari patovar P. syringae dan
dua jenis bakteri lain yang memiliki gen cfl. Perbedaan urutan sekuensi nukleotida
dari masing-masing jenis bakteri selanjutnya di uji multiple alignment dengan
software ClustalX, dan diperoleh lima patovar P. syringae yang memiliki area
homologi yang tinggi. Dari lima kandidat patovar P. syringae yang diketahui area
homologi tertinggi, selanjutnya dipilih satu sekuensi spesifik P. syringae pv.
glycinea. Urutan nukleotida gen cfl dari P. syringae pv. glycinea didesain
primernya dengan tool bioinformatika Primer3 dan diperoleh lima kandidat
primer. Lima kandidat primer tersebut di uji kembali dengan software AmplifX
dan dipilih satu pasang primer yang sesuai dengan kriteria primer spesifik. Primer
yang digunakan dalam amplifikasi sekuensi gen cfl yaitu primer PSG_cfl2-F
dengan sekuensi 5° TTCCTACGGTACGACGGAGTCT 3' dan PSG_cfl2-R
dengan sekuensi 3' CCCACTGGTAGTACGCAACAGA 5'. Hasil amplifikasi
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sekuensi gen cfl terhadap P. syringae pv. glycinea dengan menggunakan primer
PSG_cfl2 adalah negatif, hal ini ditunjukkan dengan ketidakmunculan pita DNA
pada gel elektroforesis. Ketidakmunculan pita DNA hasil amplifikasi gen cfl
kemungkinan disebabkan karena bakteri target tidak memiliki gen cfl. Hal ini
sesuai dengan temuan yang menyatakan bahwa tidak semua P. syringae pv.
glycinea memiliki gen cfl. Untuk membuktikan ketiadaan gen cfl pada P. syringae
pv. glycinea maka dilakukan uji pendekatan induksi hipertropi pada jaringan
kentang. Pengujian tersebut juga memberikan hasil negatif yang ditandai dengan
tidak terbentuknya hipertropi pada jaringan kentang yang ditetesi dengan suspensi
P. syringae pv. glycinea. Berdasarkan pada nekrosis yang lemah pada uji virulensi
dan patogenesitas, tidak terbentuknya hipertropi pada jaringan kentang dan
tiadanya pita gen cfl pada elektroforesis produk PCR disimpulkan bahwa P.

syringae pv. glycinea tidak memiliki gen cfl.
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SUMMARY

Design Specific Primers to Amplify Sequences of cfl Genes (coronafacate
ligase) In Bacterial Blight Pathogens Infected Soybean. Riska Susilawati.
081510501173. Agrotechnology Study Program; Faculty of Agriculture,
University of Jember.

Bacterial blight is one of the important disease of soybean. This disease can
cause losses of 11-12%. So it is necessary to identify the causal agent in earlier
stage. One of the common identification technique is by Polymerase Chain
Reaction (PCR). This technique requires a specific primer. If the causal agent was
suspected as Pseudomonas syringae pv. glycinea which has the specific gene
namelly coronafacate ligase (cfl), this gene is able to differentiate it from other
species. The aims of the study was to identify the causal agent of bacterial blight
earlier by this designing the specific primers to the cfl gene for PCR.

Exploration cfl gene was accessed from gene Bank NCBI and it was found
five pathovars of P. syringae and two other bacterial genus that have cfl gene. The
differences nucleotide sequence of each those bacterial was tested with software
ClustalX, and resulted five pathovars with the high area homology sequence. One
pathovar with specific sequence to cfl gene of P. syiringae pv. glycinea was
chosen from those five pathovars. Then this primer sequence was designed using
tool bioinformatic Primer3 and it was found five candidates primers that where
tested again using software AmplifX. One of the candidate PSG_cfl2 was used as
specific primer which the sequence of PSG cfl2-F gene is 5
TTCCTACGGTACGACGGAGTCT 3 and PSG_cfl2-R is 3
CCCACTGGTAGTACGCAACAGA 5'. The cfl gene sequence the P. syringae
pv. glycinea by using primers PSG_cfl2 was negative, as shown by the
disappearance of the cfl gene band on the gel electrophoresis. This means that P.
syringae pv. glycinea isolate did not have the cfl gene. This was supported by the
uncapability this isolate to induce hypertrofhy on potato tissues. It was concluded
that based on the mild necrosis on virulence and pathogenesity tests, the

uncapability to induce hypertrofhy and the absence of cfl gene band on
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electrophoresis PCR product, this P. syringae pv. glycinea does not has the cfl

gene.
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