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Mechanism of pathogenicity in Xanthomonas campestr2s pv. glycines (Xcg) is poorly understood. One of the 
reasons is the lack of information about the complete genome structure as well as the physical and genetic map of this 
bacterium. To facilitate construction of physical and genetic map of Xcg genome employing PacI, Pmel, and SwaI, 
restriction enzymes that digest the genome infrequently, we require a specific transposon containing PacI and PmeI sites. 
We constructed a 8.2 kb plasmid (pYRt03) containing PacI and PmeI sites in the transposon derived from pUTmini- 
TnSKm carrying trimethoprim gene marker. The frequency of transconjugation was found to be 8.3 x 10' per recipient, 
which is consistently higher than the other transposon used in similar experiments. This recombinant plasmid might 
facilitate the construction of specific mutants for gene localizatien, molecular cloning, physical as well as genetic mapping 
in X ~~ pv. gbcines and its related species or pathovars. 

P E N D A H U L U A N  

Mekanisme patogenisitas pada Xanthomonas campes- 
trk pv. glycines (Xcg) sangat kompleks dan belum banyak 
diteliti sehingga belurn banyak dimengerti. Hwang et a1. 
(1992) telah mengidentifikasi dan mengkarakterisasi po- 
tongan DNA yang terdiri atas gen-gen yang terlibat dalam 
proses patogenisitas dari Xcg 8ra dengan menggunakan mu- 
tagen kiruia, akan tetapi belum jelas apakah potongan DNA 
tersebut merupakan satu-satunya faktor penentu patogeni- 
sitas atau faktor lain terlibat karena mutagenesis kimiawi se- 
ring kali bersifat pleiotrofi. 

Salah satu penyebab kurang berhasilnya pemahaman 
mekanisme patogenisitas pada Xcg ialah belum tersedianya 
informasi yang memadai mengenai organisasi struktur ge- 
nom, peta fisik serta genetika yang lengkap dari bakteri ter- 
sebut. Widjaja (1996) melaporkan bahwa Xcg YR32 mem- 
punyai satu kromosom sirkuler dengan ukuran sekitar 5020 
kilo pasangan basa (kb). Selain itu Sharma et al. (1994) 
melaporkan bahwa pada Xcg ditemukan dua plasmid kriptik 
masing-masing berukuran 1.5 kb dan 25.0 kb. 

Identifikasi dan lokalisasi gen pada suatu genom dapat 
dilakukan dengan cara mutagenesis transposon. Mesak et al. 
(1994) melakukan mutagenesis transposon pada Xcg de- 
ngan menggunakan sejumlah transposon, tetapi fiekuensi 
yang didapatkan masih relatif rendah. Hal ini mungkin ka- 
rena kondisi mutagenesis yang belum optimum dan ketidak- 
sesuaian transposon yang digunakan tidak sesuai. Untuk itu, 
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perlu diuji coba transposon lain yang dapat digunakan untuk 
melakukan mutagenesis transposon pada Xcg. 

Widjaja (1996) telah berhasil mengkonstruksi peta 
fisik dan genetika kromosom Xcg YR32 menggunakan en- 
zim restriksi PacI, PmeI, clan SwaI. Enzim tersebut masing- 
masing memotong kromosom bakteri menjadi 3, 5, dan 5 
potongan. Peta ini merupakan peta fisik dan genetika per- 
tama, namun hasil konstruksi peta masih kasar sehingga le- 
bih cocok sebagai peta makrorestriksi. Untuk memperhalus 
peta tersebut dapat dilakukan dengan cara menambahkan 
situs PacI (5'-TTAAT'TAA-3'), PmeI (5'-GTTTAAAC-3'), 
dan SwaI (5'-ATTT'AAAT-3') pada kromosom bakteri de- 
ngan menyisipkan secara acak transposon khusus yang 
membawa situs-situs tersebut. Untuk itu perlu dilakukan 
konstruksi plasmid yang mengandung situs PacI dan Prnel 
untuk keperluan mutagenesis transposon pada Xcg YR32. 

B A H A N  D A N  METODE 

Galur Bakteri, Plasmid, dan Transposon. Penelitian 
ini menggunakan Xcg, dua galur Escherichia coli, trans- 
poson turunan Tn5, serta sejumlah plasmid (Tabel 1). 

Media dan Kondisi Pertumbuhan. Galu  E. coli dan 
Xcg secara rutin ditumbuhkan pada media kaldu Luria Ber- 
tani (ekstrak khamir 5 d l ;  tryptone 10 d l ,  dan NaCl 10 d l )  
(LB) pH 7.2 pada suhu 37°C selama semalam untuk E. coli 
dan untuk Xcg pada suhu 28°C selama 24 jam, kecuali bila 
disebut khusus. Media padat yang digunakan pada peneliti- 
an ini ialah agar-agar Luria Bertani (LB + agar-agar 5 d l )  
untuk pertumbuhan E. coli dan media agar-agar ekstrak kha- 
mir (YDC) 10 d l ,  dekstrosa 5 dl, CaCO, 20 gll, dan agar- 
agar 15 gll) untuk pertumbuhan Xcg. Antibiotika yang 
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