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ABSTRAK

Aksesi padi liar Oryza rufipogon diketahui memiliki gen ketahanan terhadap penyakit tungro yang
telah dimanfaatkan untuk perakitan varietas padi tahan tungro khususnya terhadap rice tungro spherical
virus (RTSV). Namun hingga saat ini gen pengendali sifat ketahanan tersebut belum teridentifikasi. Gen
putatif yang terkait dengan sifat ketahanan terhadap RTSV sudah diidentifikasi pada varietas Utri Merah
sebagai eukaryote Translation Initiation Factor 4 Gamma (elF4G). Penelitian bertujuan mendeteksi dan
mengidentifikasi gen elF4G pada varietas-varietas Inpari HDB dan Inpari Blas menggunakan primer
spesifik yang dirancang berdasarkan runutan basa nukleotida gen elF4G varietas Utri Merah. Gen
diamplifikasi dengan metode PCR dan DNA hasil amplifikasi dirunut serta dianalisis secara in silico.
Ketahanan varietas Inpari HDB, Inpari Blas, dan O. rufipogon terhadap 3 isolat virus tungro diuji dalam
percobaan rumah kaca. Pengujian dilakukan sesuai standar international rice testing nursery menurut
IRRI. Kedua varietas dan O.rufipogon menunjukkan respons tahan terhadap infeksi virus tungro. PCR
menggunakan primer spesifik gen elF4G berhasil mengamplifikasi target gen berukuran ~300 pb pada
2 varietas Inpari dan tetuanya (O. rufipogon). Analisis runutan DNA gen e[F4G menunjukkan homologi
mencapai 100% diantara varietas Inpari HDB, Inpari Blas, dan O. rufipogon; dan 93% terhadap gen
elFF4G varietas Utri Merah. Berdasarkan penjajaran nukleotida ditemukan delesi sebanyak 4 nukleotida
dan 16 nukleotida yang berbeda antara Utri Merah dengan 2 varietas Inpari dan O .rufipogon. Perbedaan
nukleotida tersebut mengakibatkan ada 1 delesi asam amino dan 4 asam amino yang berbeda pada
2 varietas Inpari dan O. rufipogon dibandingkan dengan Utri Merah.

Kata kunci: eukaryotic translation initiation factor4 gamma, gen ketahanan resesif, tungro.
ABSTRACT

Wild rice accession Oryza rufipogon is known as a source of tungro resistance genes and has
been used to develop tungro resistant varieties, especially against rice tungro spherical virus (RTSV).
However the genes have not been identified yet. Previously, an eukaryotic Translation Initiation Factor
(eIF4G) was identified as a putative gene associated with recessive resistance gene against RTSV in
Utri Merah variety. The research was aimed to detect and identify the e[F4G gene on rice var. Inpari
HDB and var. Inpari Blas using specific primer that was designed based on Utri Merah elF4G gene
sequences. The resistance respons of both Inpari varieties and O.rufipogon against 3 tungro virus isolates
were conducted in the green house trial. Assays were done based on international rice testing nursery
according to IRRI. The eIF4G gene is amplified by PCR and the amplicon was directly sequenced, then
analysed in silico. The results showed that all 3 varieties are classified as resistant against tungro virus

*Alamat penulis korespondensi: Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik
Pertanian, Jalan Tentara Pelajar 3A, Bogor 16111
Tel: 0251-8337975, Faks: 0251-8338820; Surel: ifamanzila@gmail.com

187



J Fitopatol Indones

Manzila dan Priyatno

isolates. PCR was successfully amplified the e[F4G gene with size ~300 bp in both of varieties and their
parent O. rufipogon. The nucleotides homology of eI[F4G among those 2 varieties and O. rufipogon is
up to 100%, while the homology to Utri Merah was 93%. There were 4 nucleotides deletion and 16
nucleotides differences between Utri Merah and those 2 varieties and O. rufipogon, respectively. Those
nucleotide differences lead to deletion of 1 amino acid and 4 amino acids different between both Inpari
varieties and O.rufipogon in comparison with corresponding amino acid in Utri Merah.

Key words: eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, recessive resistance gene, tungro

PENDAHULUAN

Penyakit tungro sudah lama dikenal
sebagai salah satu penyakit penting pada
tanaman padi di Indonesia. Rata-rata luas
serangan tungro dalam 10 tahun terakhir
mencapai 10 861 ha dan puso 227 ha, dengan
luas serangan tertinggi terjadi pada tahun
2011 yang mencapai 16 027 ha dan puso 392
ha (Ditlin 2015). Penyakit tungro merupakan
penyakit yang sangat kompleks karena
penyebab penyakit melibatkan dua jenis virus
yang berbeda, yaitu Rice tungro bacilliform
virus (RTBV; Badnavirus) dan Rice tungro
sphaerical virus (RTSV; Waikavirus) (Cruz et
al. 1999).

Berbagai upaya pengendalian penyakit
tungro secara fisik dan kimia telah dilakukan,
tetapi pengendalian dengan varietas tahan
dianggap yang paling efektif (Darajat et
al. 2004). Beberapa varietas padi tahan
tungro sudah dilepas, seperti Tukad Unda,
Tukad Petanu, Tukad Balian, Kalimas, dan
Bondoyudo (Darajat et al. 2004; Ladja dan
Widiarta 2012). Namun varietas tersebut
bersifat spesifik lokasi (Ladja dan Widiarta
2012) sehingga tidak berkembang luas di
masyarakat. Kebanyakan varietas elit yang
berkembang di sentra-sentra produksi padi
ialah varietas yang tidak tahan tungro. Oleh
karena itu, perbaikan sifat ketahanan varietas
elit perlu dilakukan.

Sumber gen tahan tungro sudah banyak
diketahui dari sejumlah plasma nutfah
padi lokal, seperti Cempa Siam, Cempo
Nyonya, Horeng, Kangkungan, dan Mayang
Terurai (BB Padi 2010), meski belum jelas
mekanisme sifat ketahanannya. Aksesi
padi liar Oryza rufipogon, O. officinalis, O.
longistaminata, dan O. ridleyi diidentifikasi
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memiliki gen ketahanan terhadap tungro
(Kobayashi et al. 1993; Angeles et al. 2008).
Khush et al. (2004) telah menggunakan O.
rufipogon untuk merakit varietas Matatag 9
yang tahan tungro dari hasil persilangannya
dengan IR64 di Filipina. Menurut Shibata et
al (2007), ketahanan yang diturunkan dari O.
rufipogon pada Matatag 9 adalah kombinasi
sifat tahan terhadap serangga vektor melalui
mekanisme antibiosis dan toleransi terhadap
RTSV. Di Indonesia, 2 Varietas Unggul Baru
(VUB) padi (Inpari HDB dan Inpari Blas)
hasil persilangan O. rufipogon dan IR64 juga
dilaporkan tahan tungro (Manzila ef al. 2013).
Tetapi gen ketahanan tungro dari O. rufipogon
belum diidentifikasi hingga saat ini.

Pada varietas Utri Merah yang tahan
RTSV, sifat ketahanannya dikendalikan oleh
gen monogenik resesif yang berlokasi pada
kromosom 7 (Choi et al. 2009). Lee et al.
(2010) kemudian memetakan lebih lanjut
keberadaan gen resesif tersebut dan berhasil
mengidentifikasi fragmen gen resesif tungro
spherical virus (tsvl) berukuran 200 kb di
kawasan antara 22.05 Mb dan 22.25 Mb yang
berkaitan dengan gen untuk faktor inisiasi
translasi 4G (Eukaryote Translation Initiation
Factor 4 Gamma: elFAG). Keterlibatan
faktor-faktor inisiasi translasi tanaman dalam
mekanisme gen ketahanan resesif terhadap
virus patogen sudah banyak dilaporkan
(Lellis et al. 2002). Hampir setengah dari
200 gen-gen resisten tanaman terhadap virus,
khususnya dari genus Potyvirus, adalah gen-
gen resesif yang mengkodekan translation
initiation factors (Hwang et al. 2013). Protein
elF4G dilaporkan berinteraksi dengan genom-
linked viral proteins (Vpg) dari Potyvirus
yang memanfaatkan interaksi ini untuk
proses infeksinya pada sel inang (Kang et al/
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2005; Miyoshi et al. 2006; German-Retana
et al. 2008). Gangguan pada interaksi antara
faktor translasi dan Vpg Potyvirus menjadi
mekanisme dasar sifat ketahanan gen-gen
resesif (Leonard et al. 2000; Yeam et al. 2007).

Penelitian ini bertujuan mendeteksi dan
mengidentifikasi gen pengendali faktor inisiasi
translasi 4G pada varietas Inpari HDB dan
Inpari Blas dari turunan O. rufipogon. Artikel
ini merupakan laporan pertama terkait faktor
inisiasi translasi dari O. rufipogon yang diduga
berperan penting pada sifat ketahanan RTSV
terhadap varietas Inpari HDB dan Inpari Blas.

BAHAN DAN METODE

Uji Ketahanan Tanaman Padi

Tanaman padi yang digunakan untuk
identifikasi gen ketahanannya terhadap tungro
ialah var. Inpari HDB, Inpari Blas dan padi
liar O. rufipogon (No. aksesi IRGC105491).
Sebelumnya, tanaman padi tersebut telah
diketahui bersifat tahan tungro berdasarkan
pengujian dengan galur tungro Bogor,
Sumedang dan Bali menggunakan varietas
pembanding Utri Merah yang tahan dan TN1
yang rentan (Tabel 1).

Pengujian ketahanan dilakukan sesuai
standar international rice testing nursery
menurut IRRI (1996). Setiap tanaman
uji ditanam 2 baris dengan 10 bibit per
baris dan di antaranya ditanam varietas
pembanding. Setelah bibit berumur 2 minggu
diinfestasi 2 ekor serangga wereng hijau
per tanaman yang sebelumya telah melalui
periode makan akuisisi selama 24 jam
pada sumber inokulum virus tungro.
Pengamatan gejala dilakukan pada 15 dan
30 hari setelah inokulasi terhadap peng-
hambatan tinggi tanaman, insidensi dan
keparahan penyakit. Pengamatan insidensi
penyakit tungro dilakukan pada semua rumpun
tanaman, dan tingkat keparahan penyakit
menggunakan standard evaluation system for
rice (SESR) (IRRI 1996).

Ekstraksi DNA
Isolasi total DNA daun padi dilakukan
dengan metode yang diadopsi dari Pitch dan
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Schubert (1993). Sampel daun sehat diambil
dari tanaman yang berumur 1 minggu setelah
semai. Daun dipotong kecil-kecil dan digerus
hingga lumat menggunakan mortar yang telah
didinginkan. Ekstrak daun disuspensikan
dengan 1000 puL bufer ekstraksi (0.05 M
Tris-HCI, 0.05 M EDTA, 0.5 M NaCl, pH 8),
100 pL SDS 10% dan 100 pL polyvinyl
pyrolidone (PVP) 10% di dalam tabung dan
diinkubasi pada suhu 65 °C selama 30 menit.
Selanjutnya, ditambahkan 120 pL potassium
asetat 5 M pH 5.5 dan suspensi daun diinkubasi
di dalam es selama 30 menit sebelum
disentrifugasi pada kecepatan 10 000 rpm
selama 15 menit. Supernatan dipindahkan ke
tabung yang baru dan ditambahkan 800 puL
larutan  kloroform dan isoamilalkohol
dengan perbandingan 24:1. Tabung dibolak-
balikkan hingga larutan tercampur merata dan
disentrifugasi kembali. Supernatan lapisan atas
dipindahkan ke tabung baru dan ditambahkan
etanol absolut dingin sebanyak 2x lipat volume
supernatan. Setelah diinkubasi selama + 1 jam
di dalam lemari pendingin (-20 °C), supernatan
disentrifugasi pada kecepatan 10 000 rpm
selama 15 menit hingga DNA terendapkan
pada bagian bawah tabung. Supernatan
dibuang dan pelet DNA ditambahkan 800 pL
etanol 70% lalu disentrifugasi kembali dengan
kecepatan 10 000 rpm selama 15 menit.
Supernatan kemudian dibuang dan pelet DNA
dikeringanginkan selama + 1 jam sebelum
diresuspensi dengan 50 pL ddH,O untuk
digunakan sebagai templat PCR.

Perancangan Primer

Gen elF4AG (no. aksesi BAD30897)
berukuran 5571 pb yang terdiri atas 5 ekson
(4503 pb) dan 4 intron (1068 pb)
(NCBI 2015). Ekson sepanjang 4503 pb
mengkode protein elF4G yang terdiri atas
1501 asam amino. Pasangan primer SF
(5’-ATTGTTGCCTCAGAGAGTCTTG-3)
(posisi nt 2144-2166) dan SR
(5’-GGACTTGGTGATCAACAACTT-3’)
(posisi nt 2439-2418) dirancang dari runutan
gen ketahanan pada Utri Merah. Letak primer
pada ekson ke-3 dari gen elF4G diantara
posisi nukleotida 2144-2439 (Gambar la).
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Ekspektasi DNA hasil amplifikasi adalah
+ 294 pb (~300 pb pada elektroforesis),
mengkodekan 98 asam amino pada posisi
asam amino 721-818 dari protein elF4G
(Gambar 1Db).

Amplifikasi Gen elF4G

Amplifikasi gen elF4G dengan PCR
menggunakan pasangan primer spesifik SF dan
SR. Reaksi PCR dilakukan pada volume total
20 pL yang mengandung 1 uL bufer PCR 10x,
1.5 uL MgCl, 50 mM, 0.5 uL. ANTP 10 mM,
primer forward dan reverse 100 nM masing-
masing 1 uL, 1 uL DNA 200 ng, 0.5 puL Taq
polymerase (5 U pL"'), dan ddH,O sampai
volume total reaksi 20 pL. Proses amplifikasi
gen dengan program PCR sebanyak 30 siklus
dilakukan sebagai berikut, pradenaturasi pada
suhu 94 °C selama 10 menit, denaturasi pada
suhu 94 °C selama 1 menit, aneling pada suhu
60 °C selama 45 detik, pemanjangan pada suhu
72 °C selama 1 menit, dan pasca pemanjangan
primer pada suhu 72 °C selama 10 menit.
Hasil amplifikasi gen dielektroforesis dalam
larutan bufer TAE dengan tegangan 90 volt
selama 30 menit, lalu pita DNA divisualisasi
menggunakan UV Transilluminator setelah
direndam dalam larutan etidium bromida
0.1% (w/v) selama 15 menit.

Perunutan DNA .
Pita DNA hasil PCR berukuran ~300 pb
diisolasi dari gel agarosa dan dipurifikasi
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Extraction (Qiagen, USA) sesuai protokol.
DNA hasil purifikasi dirunut di First Base di
Singapura. Pita DNA yang dirunut berasal dari
hasil amplifikasi DNA var. Inpari HDB, Inpari
Blas dan O. rufipogon menggunakan primer
SF dan SR.

Analisis in silico

Analisis in silico runutan DNA dilakukan
dengan aplikasi online. Analisis tingkat
kesetaraan runutan dilakukan menggunakan
database dalam server NCBI BLAST (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov). Analisis multiple
aligment dilakukan dengan server ClustalW
(http://www.ch.embnet.org/software/
ClustalW.html) dan Boxshade (http://www.
ch.embnet.org/software/BOX_form.html),
sedangkan analisis motif dan domain protein
dilakukan menggunakan sejumlah aplikasi
yang tersedia di Exspassy tools (http://www.
expasy.org/tools).

HASIL

Respons ketahanan var. Inpari HDB,
Inpari Blas dan O.rufipogon terhadap infeksi
3 isolat tungro menunjukkan respons tahan
jika dibandingkan dengan TN1 (Tabel 1).

Hasil PCR menunjukkan bahwa pasangan
primer SF/SR  berhasil mengamplifikasi
fragmen DNA gen elF4G dari genom padi var.
Inpari HDB, Inpari Blas, O. rufipogon, dan
Utri Merah, kecuali TN1. Produk PCR berupa

menggunakan kit Agarose Gel DNA pita tunggal DNA yang berukuran ~300 pb
‘;Sc’ 6{\ \*’\'b@'b'bb Target primer ,\tS’ gg,fo N"\'ib% ‘;\'\'-‘vy
| I | 2144 __ 12439 | ||
Ekson  Intron a
1 500 Target asam 1000 1501 Asam amino
! amino |

IIIIII\IHIIIIIIHIHIIIIIII\IHIIIIIIIIIHIIIIIIIIII\IHIIIIIIHII\IIIIIII\IHIIIIIIHIHIIIII_I;I}\IIIIIIH;HIIIIIIIIIIHIIIIIIIIHIHIIIIIIHHIIIIIIHIHIIIIIIIHHIIIIIIHIHIIIIIIIIII\IIIIIIIIIHIHIIIIIIHIH .

Domain

t-SNARE PIPLC X MIFAG MA3 protein

GLU RICH

b

Gambar 1 a. Skematika gen elF4G dan; b, protein elF4G dari O. sativa grup Japonica (No.

akasesi BAD30897).
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sesuai dengan ekspektasi ukuran DNA target
(Gambar 2).

Analisis runutan DNA gen elF4G terhadap
basis data gen di Genbank dengan BLAST
menunjukkan bahwa fragmen tersebut
merupakan runutan nukleotida parsial dari gen
elF4G dengan tingkat homologi 93% terhadap
gen var. Utri Merah, NIL TWI16 (turunan
Utri Merah), var. TN1, dan O. sativa group
Japonica (Tabel 2). Tingkat homologi gen
tersebut di antara Inpari HDB, Inpari Blas dan
O. rufipogon mencapai 100%.

Hasil analisis penyejajaran menunjukkan
bahwa gen elF4G dari Inpari HDB dan Inpari
Blas tidak berbeda dengan gen elF4G dari
O. rufipogon. Hal ini mengonfirmasi bahwa
gen elF4G pada Inpari HDB dan Inpari Blas
berasal dari O. rufipogon yang menjadi salah
satu tetuanya (Gambar 3; Gambar 4). Fragmen
tersebut diduga bukan dari IR64 yang juga
merupakan tetua Inpari HDB dan Inpari Blas
karena pasangan primer SF/SR tidak mampu
mengamplifikasi gen tersebut dari genom
[R64 (Data tidak ditampilkan).

Perbandingan antara Utri Merah dan O.
japonica, dengan gen elF4G O. rufipogon
menunjukkan ada 4 delesi nukleotida;
3 nukleotida pada posisi 2173-2175 dan
1 nukleotida pada posisi 2428-2429 dan
16 titik mutasi pada runutan nukleotida. Hal
ini menyebabkan delesi 1 asam amino dan
perbedaan 4 asam amino pada kedua varietas
inpari dan O. rufipogon (Gambar 3; Gambar 4).
Protein eIF4G O. rufipogon mengalami delesi
asam amino serin (S) posisi 671 dan mutasi
alanin/valin (A/V) posisi 673, treonin/alanin
(T/A) posisi 723, glutamine/prolin (Q/P)
posisi 742, dan isoleusin/prolin (I/V) posisi
754 (Gambar 4).
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PEMBAHASAN

Gen ketahanan tungro pada O. rufipogon
sudah lama dilaporkan (Shibata et al. 2007)
dan digunakan sebagai sumber gen dalam
perakitan varietas tahan tungro, seperti
Matatag di Filipina (Khush ef al. 2004), Inpari
HDB, dan Inpari Blas Indonesia (Manzila et
al. 2013), tetapi gen yang berperan terhadap
sifat ketahanan tersebut belum diketahui. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa gen elF4G
diduga menjadi salah satu gen penting yang
berperan pada sifat ketahanan terhadap tungro
pada O. rufipogon yang telah diturunkan pada
kedua varietas padi tersebut. Fragmen gen ini
sama dengan yang telah dilaporkan oleh Lee
et al. (2010) pada Utri Merah, tetapi tingkat
homologinya 93%. Ditemukan ada dilesi dan
sejumlah perbedaan nukleotida tunggal pada
gen elF4G O. rufipogon dibandingkan dengan
elF4Gtsvl dari Utri Merah dan O. japonica.

1 2 3 4 5 M

Gambar 2 Hasil elektroforesis gen elF4G
yang diampilifikasi dengan pasangan primer
SF dan SR pada gel agarosa. M, Marker
100 pb; 1, Inpari HDB; 2, Inpari Blas; 3, Uthri
Merah; 4, Oryza rufipogon; 5, TN1.

Tabel 1 Skor keparahan penyakit tungro pada var. Inpari HDB dan Inpari Blas

Isolat tungro

Varietas Sumedang Bogor Bali Reaksi
Inpari HDB 1.0 0.8 2.6 Tahan
Inpari Blas 1.0 1.6 1.2 Tahan
Utri Merah 1.0 1.0 1.0 Tahan
Oryza rufipogon 1.0 1.0 1.0 Tahan
TNI 8.6 8.6 7.8 Rentan
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Tabel 2 Analisis nukleotida gen ketahanan dari padi varietas Inpari HDB, Inpari Blas, dan O.
rufipogon menggunakan program BLAST N

. . Identitas
No. Aksesi Deskripsi .
maksimum
Runutan parsial CDS gen eukaryotic translation initiation factor
GQ203289 i b LS BCll euraryolic. J 93%
4g dari Oryza sativa grup Indica (Utri Merah 16682)
GQ203290 Runutffm parsial (?DS gen euk‘aryotic {mnslation initiation factor 93%
4g dari Oryza sativa grup Indica (Kultivar TW16)
Runutan parsial CDS gen eukaryotic translation initiation factor
GQ203288 i b LS Bell eukaryonc o J 93%
4g dari Oryza sativa grup Indica (Taichung Native 1)
BAD30897 Put.ative eukaryot{c translation initiation factor 4G dari Oryza 93%
sativa grup Japonica
AKO069301  Oryza sativa Japonica grap cDNA clone: J023014L06 93%
Inpari Blas R PFRN A TTGGTGCCTCAGAGAGTCTTGATAGTTCEMA ATTGITGATCATGAGCTACCAGACGA M
O. rufipogon PR\ TTGGTGCCTCAGAGAGTCTTGATAGTTCHMA ATTGITGATCATGAGCTACCAGACGA S
Tnpari HDB BSEERN .\ TTGCTGCCTCAGAGAGTCTTGATAG TTCOBA ATTGITGATCATGAGCTACCAGACGA K

Utri Merah (GQ203289)
Q. japonica (BAD3089T)

Inpari Blas

Q. rufivogon

Inpari HDB

Utri Merah (GQ203289)
Q. japonica (BAD3089T)

Inpari Blas

Q. rufivogon

Inpari HDB

Utri Merah (GQ203289)
Q. japonica (BAD3089T)

Inpari Blas

Q. rufivogon

Inpari HDB

Utri Merah (GQ203289)
Q. japonica

Inpari Blas

Q. rufipagon

Inpari HDB

Utri Merah (GQ203289)
Q. japonica (BAD3089T)

Inpari Blas

Q. rufivogon

Inpari HDB

Utri Merah (GQ203289)
Q. japonica (BAD3089T)

[ S R O O Ry ]
[ SR v S R S e ]
O O Oh O O
L Lh Lh LA s

b2 a2 a2 b2 b
Lo Lo LD Lo Lo
Fa b b B B2
LA LR U LR LA

i

=]

(]
Lo L
[
Lh

2385
2385
2383

2445
2445
2445
2445
2445

GATTGGGAAGA
GATTGGGAAGA
GATTGGGAAGA
GATTGGGAAG!
GATTGGGAAG,

: 0 YAGTTGTACTAATCTTCCTGTTGGTTTCCAGA TG!:.'S_,'ET'TGAG
@A AGTIGTACTAATCTTCCTGTTGGTTTCCAGATGETTGAG

COAAGTTGTACTAATCTTCCTGTTGGTITTCCA GA'TG!:E"T TGAGTRCGCC. y :
CENGAGTTGTACTAATCTTCCTGTTGGTTTCCAGA TGi;S;T TGAGTACGCCAGCGTTCTGT
C&i.‘—'tGTTGT.‘—\CT.‘—L‘—\ TCTTCCTGTTGGTTTCCAGATGATTGAGTACGCCAGCGTTCTGT

CCTACTGCGTTTTTC
CCTACTGCGTTTTTQ
C‘C’T%C‘TGC‘GITTTT ;

Gambar 3 Hasil analisis penyejajaran runutan nukleotida gen elF4G dengan software Clustal W.

INPARI BLAS

0. niinogon

INPARI HDB

Utri Merah (GQ203289)
Q. japonica (BAD3089T)

INPARI HDB
0. nfipogon
INPARI HDB
Ui Merah (GQ203289)
0. japonica (BAD3089T)

660
660
660
660
660

(SR e ]

oL S LG, R Ve
< b2
b bt b

FIGASESLDS H\‘ DHELPDESSEKEVNMGEDEGEKKK VELDDWEDAAEMSTPKLERSDS

FIGASESLDS SEIMDHETL PDESSEKEVNMGEDEGEKK VELDDWEDAAEMS TPELERSDS!

FIGASESLDSSEIDHEI PDESSEKEVNMGEDEGEEK VELDDWEDAAEMS TPKLERSDSS|

FIGASESLDSSSIADHELPDESSEKEVNMGEDEGKKKVELDDWEDAAEMS TPELERSDS :

FIGASESLDSSHWDHEI PDESSEKEVNMGEDEGKEK VELDDWEDAAEMS TPEKLERSDSS
YSEDFLLTLARSCTNLPVGFQM

E TEANGRK
 ANGRERYSRDFLLTLARSCTNLPVGFQM
NQETEANGRERYSRDFLLTLARSCTNLPVGFQM
S L SCTNLPVGFQM
IQTTEANGRKRYSRDFLLTLAQSCTNLPVGFQMIE

f

Gambar 4 Hasil analisis penyejajaran runutan asam amino protein elF4G dengan sofiware

Clustal W.
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Gen elF4G merupakan house keeping
gene yang ada pada semua organisme eukariot
(Patrick and Browning 2012). Peran utama
protein yang dikodekan oleh gen elF4G di
dalam sel tumbuhan ialah untuk menginisiasi
proses translasi protein dan pengaturan
ekspresi sejumlah gen (Marintchev dan
Wagner 2005). Protein elF4G diperlukan
olech mRNA untuk membentuk ikatan
dengan subunit ribosomal 40S dan memindai
5 -untranslated  region mRNA  hingga
ditemukannya start codon. Tetapi sejumlah
virus dilaporkan memanfaatkan e[F4G untuk
proses translasi dan ekspresi genomnya
dalam melengkapi proses siklus hidup dan
infeksi inangnya (Hwang et al. 2013). Sebagai
parasit obligat dengan struktur partikel
yang sangat sederhana, virus tidak memilki
kelengkapan organel untuk bisa hidup secara
mandiri sehingga harus tergantung pada inang
(Nagy dan Pogany 2011). Untuk melengkapi
keseluruhan siklus hidupnya, virus patogen
dari genus Potyvirus menggunakan protein
elF4G untuk membantu proses transkripsi
dan translasi genomnya. Menurut Lellis et al.
(2002) ada 3 mekanisme pemanfaatan protein
elF4G oleh virus patogen, yaitu inisiasi
proses translasi, stabilisasi genom virus, dan
proses lalu lintas partikel virus di dalam sel
(intracellular trafficking).

Mutasi pada gen elF4G O. rufipogon
diduga menyebabkan perubahan interaksi
antara RTSV dengan inangnya. Virus patogen
tidak mampu lagi mengenali protein elF4G
inang yang menjadi target untuk membantu
dalam proses infeksinya. Albar et al. (2006)
melaporkan polimorfisme nukleotida tunggal
pada gen RMYVI yang mengodekan
elF(is0)4G dari padi O. sativa Gigante dan O.
glaberima yang tahan terhadap Rice yellow
mottle virus (RYMV) dibandingkan tanaman
yang rentan. Pada Arabidopsis thaliana, mutasi
pada gen elF4G*™ mengakibatkan CMV
tidak mampu bereplikasi meski mutasinya
hanya berupa substitusi (Yoshii et al. 2004)

Protein elF4G dari O. sativa Japonica (no.
aksesi BAD30897) memiliki 5 domain utama,
yaitu middle portion of eIFAG (MIF4G), methyl
adenine (MA-3), Phosphatidylinositol-specific
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phospholipase X-box (PIPLC-X), -SNARE
coiled-coil  homology (T _SNARE) dan
GLU_RICH Glutamic acid-rich (GLU-Rich)
(Sasaki et al. 2002). Dua domain terpanjang
ialah MIF4G pada posisi asam amino 892-
1115 yang berfungsi untuk mengikatkan RNA
dengan protein elF4A dan MA-3 pada posisi
asam amino 1313-1427 yang merupakan
situs pengikatan kedua. Tetapi fragmen gen
yang berhasil diamplifikasi dengan primer
SF/SR berada diluar 5 domain tersebut dan
memiliki motif protein yang terkait dengan
fosforilasi kinase (serin/treonin) dan Arg-Gly-
Asp (RGD)-cell attachment. Motif fosforilasi
kinase enzim kinase dalam mengkatalis
reaksi fosforilasi terhadap jenis protein
tertentu pada residu serina/treonina termasuk
faktor transkripsi yang terdapat pada inti sel
(Zhao et al. 2007). Motif Arg-Gly-Asp (RGD)-
cell attachment berfungsi mengenali reseptor
integrin dalam proses interaksi sel patogen
Berdasarkan penelitian ini, gen eIF4G
berhasil dideteksi dan diidentifikasi dari
varietas Inpari HDB, Inpari Blas dan O.
rufipogon dengan homologi nukleotida gen
parsial mencapai 100%. Gen ini diduga
kuat berperan dalam sifat ketahanan kedua
varietas terhadap infeksi RTSV. Namun
belum diketahui mekanisme gen elF4G yang
terdelesi dan ada polimorfisme nukleotida
tunggal mampu menghambat infeksi RTSV,
sebagai salah satu penyebab penyakit tungro
pada varietas Inpari HDB dan Inpari Blas.
Selain itu belum diketahui apakah gen eIlF4G
menjadi satu-satunya gen yang berperan
terhadap sifat ketahanan terhadap tungro atau
ada peran gen-gen lainnya, sehingga sifat
durability ketahanan Inpari HDB dan Inpari
Blas dapat diketahui. Oleh karena itu kajian
yang lebih mendalam perlu dilakukan untuk
mengetahui peran penting gen tersebut.
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