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Kaedah diagnostik molekul pantas dan mudah
untuk pengesanan penyakit hawar daun bakteria
(BLB) pada padi

(A rapid and simple molecular diagnostic method for the
detection of bacterial leaf blight disease (BLB) on paddy)

Lau Han Yih, Kogeethavani Ramachandran dan Sohana Romeli

Pengenalan
Kaedah diagnostik di lapangan berasaskan DNA yang mudah
dan pantas tanpa melibatkan peralatan canggih serta kos rendah
mempunyai permintaan yang tinggi. Teknik dan kaedah klasik
yang biasa digunakan untuk pengesanan penyakit adalah
termasuk tindak balas rantaian polimerase (PCR) dan tindak
balas rantaian ligase (LCR). Walau bagaimanapun, kaedah ini
memerlukan alat kitaran haba/terma (thermal cycler) untuk
mencapai pengesanan DNA yang cepat dan menyebabkannya
tidak sesuai untuk aplikasi di lapangan. Di samping itu, kaedah
amplifikasi DNA isoterma mungkin berpotensi untuk mengatasi
cabaran ini. Sebagai contoh, kaedah amplifikasi isoterma yang
digabungkan dengan jalur aliran lateral dan fluorometer mudah
alih telah dibangunkan untuk membolehkan pengesanan DNA
patogen di lapangan. Walaupun kaedah bacaan hasil amplifikasi
isoterma kelihatan mudah, tetapi ia masih bergantung kepada
penggunaan peralatan yang agak canggih semasa proses
pembangunan dan memerlukan kos yang tinggi. Teknik
pengasaian komprehensif sedia digunakan di lapangan yang
menggabungkan proses lengkap daripada penyediaan sampel
sehingga ke paparan keputusan bukan sahaja berkos rendah,
bahkan berpotensi untuk diguna pakai dalam bidang pertanian.
Pertanian adalah penyumbang utama kepada ekonomi
dunia, tetapi penyakit tanaman masih menjadi kebimbangan
utama dalam negara yang ekonominya bergantung kepada
pertanian. Di Malaysia, padi merupakan tanaman penting namun
menghadapi masalah kerugian tanaman yang tinggi setiap tahun
disebabkan oleh insiden penyakit bawaan disebabkan oleh kulat
dan bakteria. Penyakit hawar daun bakteria (BLB) padi yang
disebabkan oleh Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xo0) merupakan
penyakit utama padi yang dihadapi di seluruh dunia (Gambar 1).
Penyakit ini boleh disebarkan melalui beberapa faktor seperti
angin dan hujan. Jangkitan BLB bermula dengan kemasukan Xoo
ke dalam tumbuhan melalui luka atau liang air pada permukan
tumbuhan. Simptom penyakit BLB pada daun padi adalah seperti
luka kuning atau coklat sehingga meliputi seluruh permukaan
daun padi dan akhirnya menyebabkan pengeringan dan kematian
sel daun. Secara tradisinya, pengesanan BLB adalah berdasarkan
ahli patologi tumbuhan yang berpengalaman bagi mengenal
pasti penyakit ini melalui pemeriksaan secara visual berdasarkan
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Gambar 1. Simptom penyakit pada daun padi
selepas jangkitan BLB

simptom penyakit tersebut. Untuk menanganinya, lebih

banyak kaedah diagnostik analitikal telah dibangunkan. Walau
bagaimanapun, kaedah pengesanan ini memerlukan peralatan
yang mahal dan canggih serta hanya boleh dilakukan di makmal
khusus oleh juruteknik yang terlatih. Walaupun pengesanan

awal adalah kaedah yang paling berkesan untuk mengawal
penyebaran BLB, kekurangan teknik pengesanan di lapangan telah
menyebabkan kerugian tanaman yang besar akibat kelewatan
penggunaan strategi kawalan BLB.

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) adalah kaedah
amplifikasi asid nukleik yang dibangunkan pada tahun 2000 yang
telah digunakan secara meluas kerana kecekapan, kepantasan
dan spesifisiti yang tinggi. LAMP mempunyai tiga kelebihan iaitu
boleh dijalankan pada suhu yang tetap dengan masa tindak balas
yang singkat iaitu dalam masa 20 — 30 minit. Proses isoterma
pantas ini telah menjadikannya sesuai untuk pengesanan patogen
tumbuhan di lapangan. Kaedah ini juga mempunyai kecekapan
amplifikasi dan sensitiviti yang sangat tinggi kerana menjana
sejumlah besar produk LAMP dengan kuantiti DNA yang rendah.
Selain itu, kaedah ini juga memberikan kos yang efektif kerana
memerlukan peralatan mudah untuk melakukan pengasaian.
Walaupun LAMP telah digunakan untuk aplikasi lapangan dalam
penyakit tumbuhan, tetapi pengesanan penyakit padi dengan
menggunakan pengasaian LAMP yang digabungkan dengan
penggumpalan partikel sebagai kaedah bacaan masih lagi baharu.

Penggumpalan adalah fenomena yang terkenal dalam kimia
dan selalu digunakan untuk pelbagai proses pemisahan koloid
(sebagai contoh, rawatan air sisa). Fenomena ini mula ditemui
pada tahun 1952 oleh Ruehrwein, R.A. dan dijelaskan pada tahun
1960-an oleh La Mer dan Healy sebagai pencerapan permukaan
polimer untuk mengikat pelbagai partikel bersama-sama
dan menggumpal serta mengasing daripada larutan. Untuk
menggunakan fenomena ini, MARDI telah membangunkan
kaedah diagnostik lapangan dengan menggunakan LAMP
yang digabungkan dengan penggumpalan partikel magnet
untuk mencapai pengesanan Xoo secara kualitatif (Ya/Tidak).
Amplifikasi DNA LAMP yang berjaya dalam sampel positif
dengan DNA panjang akan membentuk fenomena penggumpalan



yang boleh dikesan secara mata kasar. Pengasaian ini boleh
memberi sumbangan besar dalam industri padi sebagai kaedah
untuk mengesan penyakit padi utama.

Strain bakteria dan keadaan kultur

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) dan Xanthomonas oryzae

pv. oryzicola (Xoc) diperoleh daripada National Collection of

Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB, United Kingdom). Bakteria
tersebut dikultur di atas medium PDA (1,000 mL medium yang
mengandungi 300 g ubi kentang segar, 2 g Na,HPO,.2H,0, 0.5 g
Ca(NH,),.4H,0, 5 g Bakto-pepton dan 20 g sukrosa). Piring Petri
dieram pada suhu 30 °C selama tiga hari.

Kaedah diagnostik

Kaedah diagnostik ini dianggap sebagai penyelesaian bersepadu
yang komprehensif untuk pengesanan Xoo secara sensitif dan
pantas di lapangan dengan penggunaan peralatan yang minimum.
Gambar rajah 1 menerangkan konsep diagnostik yang terdiri
daripada tiga fasa utama secara ringkas. Fasa pertama adalah
pengekstrakan DNA, fasa kedua adalah amplifikasi asid nukleik
Xoo yang sensitif dan pantas melalui kaedah LAMP dan fasa
ketiga adalah pengikatan khusus DNA yang telah diamplifikasi
dengan menggunakan partikel magnetik diikuti dengan
pemeriksaan penggumpalan partikel magnet melalui mata kasar.

Pengekstrakan DNA

Sebanyak 50 mg sampel daun ditambah dengan 100 uL
larutan pengekstrakan DNA (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 1.5 M
guanidium-HC, 2% w/v PVP40 dan 1% v/v Triton-X). Sampel
daun dikisar dengan menggunakan pestel plastik sebelum

10 uL larutan dipindah ke 15 yL manik magnet Solid Phase
Reversible Immobilization (SPRI). Campuran dibasuh dengan
100% isopropanol dan diikuti dengan 80% etanol. DNA yang
terikat pada permukaan manik magnet dielut keluar dengan
menggunakan 10 uL. dH,0.

Long DNA mediated bridging flocculation
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Gambar rajah 1. Pengasaian penggumpalan partikel magnetik. DNA daripada Xoo telah diekstrak,
diamplifikasi dan hasil amplifikasi dikesan melalui mata kasar tanpa menggunakan peralatan
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Tindak balas LAMP

Campuran primer LAMP disediakan dengan kesemua enam
primer (Jadual 1) yang mengandungi 40 uM FIP, 40 uM BIP,

5 uM F3, 5 uM B3, 10 uM LoopF dan 10 uM LoopB. Secara
ringkas, LAMP dijalankan dengan 25 yL campuran tindak balas
(1X ThermoPol Buffer, 6 mM MgSO,, 1.4 mM setiap dNTPF, 8U
Bst DNA polimerase, 3 uL campuran primer) pada suhu 65 °C
selama 20 minit menggunakan 1 yL asid nukleik yang diekstrak
(kepekatan gDNA bergantung kepada reka bentuk eksperimen).
Seterusnya 3 uL hasil amplifikasi LAMP ini digunakan untuk
menjalankan elektroforesis gel untuk pengesahan amplifikasi.

Jadual 1. Jujukan oligonukleotida yang digunakan dalam kajian

Primer  Jujukan (5" ke 3")

FIP AAGCCTTCCGCTGAGGTTGTAAGTAGTGCGGTCAGGAA

BIP GAGGCTGCTTCTATGGGAACCAGTTCTGGCGAATCTATTAGC
F3 GCTGACGAAGAGCAACTT

B3 CAATAACTGCTGGCAATGATC

LoopF  ATACAACACGATGCTGGCA
LoopB  GAGCTTCGGCCCACTTAG

Asai penggumpalan
Sebanyak 5 pL hasil amplifikasi LAMP telah digunakan untuk asai
penggumpalan dengan menambah 1.5 — 1.8 isi padu larutan manik
magnet Solid Phase Reversible Immobilization (SPRI) dan dicampur
dengan sekata. Selepas pembahagian manik dengan menggunakan
rak magnet, 30 uL larutan penggumpalan (100 mM sodium asetat,
pH 4.4, 1% (v/v) Tween 20) ditambahkan dan dikacau dengan
perlahan.

Kajian spesifisiti dinilai dengan mengesan patogen Xoo dan
Xoc (Gambar 2). DNA genomik (gDNA) telah diekstrak daripada
kultur bakteria (Xoo strain 3951; Xoc strain 1585 dan 2921). Uji
ulangan telah dilakukan ke atas DNA genomik Xoo dan Xoc
dengan LAMP dan diikuti dengan asai penggumpalan. Didapati
hanya sampel gDNA daripada Xoo (BLB 3951) telah berjaya
diamplifikasi dan asai penggumpalan manik SPRI menunjukkan
larutan yang jernih. Ini membuktikan primer LAMP yang direka
adalah spesifik terhadap Xoo sahaja.

Untuk mengenal pasti sensitiviti pengasaian ini, kepekatan
gDNA daripada 0.0001 — 1 ng telah digunakan untuk menjalankan
tindak balas LAMP dan diikuti dengan asai penggumpalan.
Gambar 3 menunjukkan gel elektroforesis dan asai penggumpalan,
DNA yang berjaya diamplifikasi dapat dikesan pada sampel
gDNA dengan kepekatan 0.0005 ng dan kepekatan gDNA yang
lebih tinggi daripada 0.0005 ng. Manakala tiada amplifikasi
dikesan apabila kepekatan gDNA kurang daripada 0.0005 ng serta
pada sampel kawalan negatif yang tidak mengandungi gDNA.
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Gambar 2. Kajian spesifisiti untuk kaedah diagnostik asai penggumpalan. (a) Gel
elektroforesis yang menunjukkan hasil tindak balas LAMP ke atas sampel Xoo.
Xoo = BLB 3951, Xoc = BLS 1585, BLS 2921. (b) Asai penggumpalan berdasarkan
hasil tindak balas LAMP. Setiap gambar mewakili tiga eksperimen uji ulangan
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Gambar 3. Kajian sensitiviti untuk kaedah diagnostik asai penggumpalan. (a) Gel
elektroforesis yang menunjukkan hasil tindak balas LAMP ke atas sampel gDNA Xoo
dengan kepekatan berlainan (5 ng, 0.1 ng, 0.01 ng, 0.001 ng, 0.0005 ng, 0.0001 ng).
(b) Asai penggumpalan berdasarkan hasil tindak balas LAMP. Setiap gambar mewakili
tiga eksperimen uji ulangan

Kesimpulan

Primer LAMP yang direka adalah spesifik untuk pengesanan

Xoo yang mengakibatkan penyakit BLB pada padi. Kaedah

LAMP diikuti dengan asai penggumpalan partikel adalah kaedah
diagnostik yang berpotensi untuk aplikasi di lapangan pada

masa akan datang. Manfaat utama kaedah diagnostik molekul ini
adalah untuk memberikan keputusan yang cepat secara in situ
supaya membolehkan petani membuat keputusan pengurusan
segera dan meminimumkan kerugian. Kelebihan tambahan

adalah pengurangan masalah logistik yang berkaitan dengan
pengangkutan sampel ke makmal berpusat untuk analisis penyakit
dan juga kos buruh. Secara ringkasnya, kaedah makmal tradisional
adalah tepat, tetapi memerlukan ramai buruh dan proses adalah
perlahan dan yang paling penting memerlukan kakitangan
teknikal yang sangat khusus. Manakala kaedah diagnostik molekul
yang dibangunkan ini adalah mudah alih dan mesra pengguna
yang dapat dikendalikan oleh seorang pengguna tanpa kemahiran
saintifik khusus semasa menjalankan ujian.
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Ringkasan

Pengesanan patogen tumbuhan di lapangan dengan cepat adalah penting
bagi pembangunan kaedah diagnostik penyakit tumbuhan. Dalam kajian
ini, kami menerangkan kaedah diagnostik baharu untuk pengesanan asid
nukleik patogen tumbuhan di lapangan melalui gabungan amplifikasi DNA
secara isoterma dan diikuti dengan penilaian hasil amplifikasi DNA dengan
mata kasar melalui asai penggumpalan partikel untuk tujuan pengesanan
kualitatif (Ya/Tidak). Kaedah yang baharu dibangunkan ini telah berjaya
mengesan Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) iaitu bakteria penyebab
penyakit hawar daun bakteria pada padi. Kajian spesifisiti dijalankan
dengan menggunakan Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) dan had
sensitiviti kaedah diagnostik yang diperoleh ialah 0.5 pg gDNA Xoo (~90
salinan DNA). Kaedah ini dapat dijalankan tanpa memerlukan bekalan
kuasa elektrik, dapat dilakukan di lapangan oleh kakitangan dengan latihan
minimum dan memberikan hasil bacaan dalam masa kurang daripada 90
minit berbanding dengan kaedah PCR yang memerlukan lebih daripada 3
jam.

Summary

On-site and rapid pathogen detection is the holy grail of plant disease
diagnostics. In this study, we describe a new diagnostic method for on-site
pathogenic nucleic acid detection via a combination of a robust isothermal
amplification and a novel naked-eye evaluation via bridging flocculation
to provide binary Yes/No results. This newly developed method has
successfully detected Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) causing bacterial
leaf blight disease in paddy. The specificity test was carried out with
Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) and the limit of sensitivity of the
diagnostic method was determined as 0.5 pg of gDNA Xoo (~90 DNA copy
number). This method can be performed without electrical power supply,
can be performed in the field by minimally trained personnel and yielding
results in below 90 minutes compared with conventional PCR method
(3 hours).
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